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Die Funktion des Metall-Ions in der Carboanhydrase

Von R. H. Prince und P. R. Woolley!"!

Im vorliegenden Fortschrittsbericht soll eine Zusammenfassung iiber die Chemie des Metall-
Ions im Enzym Carboanhydrase gegeben werden. Der Schwerpunkt liegt dabei auf der Ablei-
tung der Wirkungsweise des Enzyms aus dem Studium des Metalls. Die Ergebnisse aus der
Chemie der Metallenzyme scheinen eine Neubewertung einiger Aspekte der herkdmmlichen

Metallkomplex-Chemie zu verlangen.

1. Einleitende Betrachtung:
Die Eigenschaften von Metallkomplexen

1.1. Das freie Metall-Ion

Die Hauptcharakteristika der Komplexchemie lassen sich
durch das quantenmechanische Bild vom Metall-Ion ver-
stehen, in welchem Elektronen in wasserstoffihnlichen
Orbitalen untergebracht werden. Die Elektronen eines
freien fons im Grundzustand besitzen eine charakteristi-
sche Energie- und Ladungsverteilung. Diese Eigenschaften
fihren zur Konzeption von Ionenradius und Nettoladung
und, im Zusammenhang mit angeregten Zustinden, der
Polarisierbarkeit. Diese drei Attribute manifestieren sich
in der Komplexchemie des Metall-Ions als maximale Ko-
ordinationszahl, Polarisierungskraft, Lewissdurestirke, ste-
reochemisches Verhalten, Reaktionsfahigkeit etc. (vgl.
z. B3},

[*] Dr.R. H. Prince und Dr. P.R. Woolley
University Chemical Laboratory
Lensfield Road
Cambridge CB2 1EW (England)
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1.2. Das komplex gebundene Metall

Betrachten wir ein Metall-Ion M, das von einem Liganden
L. mit gegebener Geometrie komplex gebunden wird und
wenigstens eine freie Koordinationsstelle behilt. Diese
freie Koordinationsstelle kann von einem (einzihnigen)
Liganden L’ besetzt werden:

M+ L, ~ ML,
ML, + L' - L'ML,

Die Bildung des Komplexes aus M und L, wird die Eigen-
schaften von M gegeniiber denen des freien, aber auch des
solvatisierten Ions verindern. Dariiber hinaus werden sich
die Eigenschaften von L, (und L") durch die Komplexbil-
dung dndern. Der erste offenkundige Effekt am Metall-fon
wird eine Verringerung der Zahl freier oder von L3sungs-
mittelmolekiilen besetzter Koordinationsstellen der inne-
ren Sphire sein, wenn L, gebunden wird. Auflerdem wird,
falls L, eine Nettoladung triigt, die Komplexbildung von
einer Anderung der Gesamtladung begleitet sein. In jedem
Fall wird die Ladung am Metall-Ion bei der Komplexbil-
dung betriichtlich abnehmen; auch die Elektronenenergien
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werden anders verteilt. Falls die Komplexbildung in L&-
sung stattfindet, mu auch die Solvatation beriicksichtigt
werden.

Eine Veranderung der lokalen Ladung und der Elektronen-
energie im Metall-Ion zieht weitere Verinderungen nach
sich: in der Polarisierungskraft, die mit abnehmender La-
dung sinkt, in der Polarisierbarkeit und im Redoxpoten-
tial, schlieBlich in der Lewissiurestirke und der Hirte
oder Weichheit des Metall-Ions gegeniiber L, sowie der
Reaktionstriigheit und der Stabilitit der M—L_-Bindung.

1.3. Die komplex gebundenen Liganden

Hier muB man drei wichtige Vergleiche ziehen: 1. zwischen
komplex gebundenem L, und freiem oder solvatisiertem
L.; 2. zwischen komplex gebundenem L' und freiem oder
solvatisiertem L', und 3. zwischen dem Komplex L'ML,
und dem Komplex L'M - Losungsmittel (d. h. Effekt von L,
auf die Wechselwirkung von M mit L’).

Zu 1. Durch die Komplexbildung wird hiufig die Reaktivi-
tit von L, verindert; L, wird wahrscheinlich in seiner
stereochemischen Beweglichkeit eingeschrinkt. Falls L,
eine negative Ladung trigt, wird sie neutralisiert, und zwar
am wirksamsten, wenn die Donoratome selbst die Ladung
tragen, wie etwa bei Carboxygruppen.

Zu 2. Auf L’ wirkt sich die Komplexbildung gewdhnlich
dhnlich aus wie auf L_. Da L’ jedoch einzihnig ist, wird es
schwiicher als L, gebunden, vorausgesetzt, daB alle sonsti-
gen Bedingungen iibereinstimmen. Die Art der Verinde-
rungen in der Reaktivitit, die das Metall-Ion verursacht,
sind wohlbekannt. Fast alle Prozesse, die negative Ladung
auf das Metall-Ton iibertragen wiirden, werden beschleu-
nigt, so z. B. die Abspaltung von Protonen aus den Ligan-
den und die Aufnahme nucleophiler oder reduzierender
Agentien.

Zu 3. In welcher Weise konnte sich nun L'ML, von
L'M-Lésungsmittel unterscheiden? Eine Moglichkeit wire
die Art der Mikroumgebung bei der Wechselwirkung von
M mit L’; so kénnte z. B. der chelatbildende Ligand polare
Molekiile aus der Umgebung der M—L'-Bindung fernhal-
ten und dadurch elektrostatische Wechselwirkungen ver-
stirken. In einem unpolaren Lésungsmittel konnte das
Gegenteil eintreten. Eine andere Maglichkeit, wie L, die
Eigenschaften der M—L'-Bindung beeinflussen konnte,
wiire die Verinderung der oben erwihnten Eigenschaften
von M (Hiirte, Siurestirke etc.). Gegen solche Anderungen
wire nicht nur die M—L'Bindung empfindlich, sondern
auch die Art, in der die Donoratome von L, sich um das
Ton M gruppieren.

2. Carboanhydrase: Struktur und katalytische
Aktivitit

Carboanhydrase (CA) ist ein zinkhaltiges Enzym, das die
Hydratisierung und Hydrolyse vieler Carbonylverbindun-

[*] Die Polarisierbarkeit wird gewShnlich erhoht, wihrend das Redox-
potential um so negativer wird, je mehr die Donorkraft des Liganden
ansteigt.
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gen und dhnlicher Systeme katalysiert ; mehrere etwas ver-
schiedene Formen kommen in verschiedenen Organismen
vor. Die einfachste katalysierte Reaktion ist die Hydratisie-
rung von Kohlendioxid!"!

CO, + OH™ == HCO;

Andere Reaktionen werden weniger wirksam katalysiert,
z. B. die Wasseranlagerung an viele Aldehyde'?!

CH,CHO + H,0 & CH,CH(OH),

die Hydrolyse von Estern!®
CH,COOAr + OH~ - CH,COO~ + HOAr

von einigen Sulfonen!*! und von 2,4-Dinitrofluorbenzol!®),
Bei allen diesen Reaktionen wird eine Bindung gespalten.
Die entsprechenden nichtenzymatischen Reaktionen ver-
laufen meistens iiber einen Ubergangskomplex, in welchem
sich ein Hydroxid-Ion an das elektrophile Zentrum anla-
gert.

Die katalytische Wirksamkeit der Carboanhydrase ist sehr
hoch; ihre Wechselzahl (unter Sittigungsbedingungen) fiir
die CO,-Hydratisierung liegt bei 10° s~ '(%}; die Geschwin-
digkeit der spontanen Hydratation betrigt 7.0 10™%s™ !,
Demnach vergroBert die Carboanhydrase die Umset-
zungsgeschwindigkeit um den Faktor 10°. Die Geschwin-
digkeitskonstante der hydroxid-katalysierten Reaktion
betriigt 8-10° I mol~! s~ 1% 7] Fiir andere Substrate ist die
Beschleunigung weniger dramatisch, aber doch noch be-
trachtlich. Da bereits eine detaillierte Zusammenstellung
der umfangreichen biochemischen und chemischen Litera-
tur iiber die Carboanhydrase existiert'®), werden hier nur
diejenigen Arbeiten zusammengefaBit, die im Zusammen-
hang mit der Funktion des Metall-Ions interessieren, wo-
bei wiederum nur die neuesten Arbeiten zitiert werden.

2.1. Katalytische Effekte und Hemmung
der Carboanhydrase

Die Kinetik der Carboanhydrase folgt in den meisten Fil-
len dem Michacelis-Menten-Konzept. Einige typische K-
und k,-Werte zeigt Tabelle 1.

Aus den Michaelis- und den Hemmungskonstanten (Ta-
belle 2) kann man ableiten, daB grofe, konjugierte Mole-
kiile am aktiven Zentrum am festesten gebunden werden -
wenn man vom CO, absieht. Das deutet sehr wahrschein-
lich auf einen besonders hydrophoben Charakter in der
Umgebung des aktiven Zentrums hin. Allerdings ist dies
nicht absolut sicher, weil auch Anzeichen dafiir vorhanden
sind, daB aromatische Molekiile bevorzugt auf der polaren
Oberfliche gewisser Micellen angelagert werden, statt ins
Innere einzudringen!®. Die extrem starke Bindung von
Sulfonamiden wurde noch nicht zufriedenstellend geklirt;
daB nur Aryl- (und nicht Benzyl-)sulfonamide mit nicht
substituiertem Stickstoff gebunden werden, ist wohl darauf
zuriickzufiihren, daB die stereoelektronische Topographie
von Enzym und Hemmstoff sehr genau zusammenpassen
miissen. Dies ist im Einklang mit der Vorstellung!'?), da@
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ein Enzym gewisse Substrat-Analoga stirker binden kann
als Substrate. Es gibt starke Hinweise dafiir, da Sulfon-
amide und andere ionisierbare Hemynstoffe als Anionen
gebunden werden!??), Die Hammett-Beziechung wurde be-
nutzt, um zu zeigen, daB die Bindung von Sulfonamiden

der Carboanhydrase in diesem Bereich anzeigt. Aus der
Kenntnis des Ionisationsverhaltens von Proteinen kann
man diesen pK,-Wert der NH,-Endgruppe einer Poly-
peptidkette oder einem Imidazol-Stickstoff eines Histidin-
restes zuordnen ; eine weitere Moglichkeit wire die Ionisie-

Tabelle 1. Kinetische Parameter ¢iniger carboanhydrase-(CA)-katalysierter Reaktionen (Daten aus [2, 3, 6, 8]

und dort zitierter Literatur) Die kinetische GesetzmiBigkeit

E+s=k§4-=|ssﬁ.e+p
-1

(E=Enzym, S =Substrat, P = Produkt). Die experimentellen Konstanten sind k, sowie K, =

(Ko inmol/1:11073, k, ins™ ).

das Michaelis-Menten-Schema:

Ltk ko,
k, Tk

CA-Form CO,-Hydratation HCOj; -Dehydra- CH,CHO-Hydra- pNPA-Hydrolyse [b)
tation tation .
(a] PH K. Kk PH K, k; PH K, k. pH K, Lk
HCAB 630 63 52:10° 70 52 08
755 1.0 22-10* 705 32 23104 9.0 58 21
HCAC 630 180 28-10° 70 220 37
755 93 6.3-10° 705 68 3.7-10° 90 240 55
BCA 630 125 18-10° 708 650 700 7.44 14 013
755 125 17.1-10° 705 [c] 764 610 830 822 86 11

[a] HCAB bzw. HCAC = Human-Carboanhydrase Form B bzw. C.
[b] pNPA =p-Nitrophenylacetat.
[€] kone=ks/K,=89-10° (1 mol~*s~%).

Tabelle 2. Hemmungskonstanten einiger Sulfonamid-Inhibitoren vom
Typ R—SO,NH, [55). K =((E]J(1]/(EI]; E = Enzym, I = Inhibitor.

R K (mol/1)
CeH, 46-10°7
p-CH,;—C,H, 1.0-10°7
p-H,;N—CH, 9.0:10°7
a-Naphthyl 16:10°’
B-Naphthyl 1.0-10°7
0-HOOC—C¢H, 531077
NC—CH,;—CH, 380-10°7
C(H,—CH, 150107
hochkonjugiert, aromatisch typischer Wert 0.08-1077
R—S$0,—NHR' typischer Wert 6000-10

eine Zunahme der negativen Ladung auf dem Donor-Stick-
stoff bewirkt!'"). Anionische Hemmstoffe kénnten zwar
am Zink-Ion der Carboanhydrase gebunden werden, doch
entspricht die Reihe der Bindungsstirke solcher Inhibito-
ren am Enzym tatsiichlich nicht derjenigen an freien Zink-
Ionen in wiBriger Losung, sondern folgt recht gut der lyo-
tropen Reihe (siche Tabelle 2a)!*3),

Tabelle 2a. Hemmung der Carboanhydrase [43] und Komplexierung
von Zn** (aq.) [54] durch kleine Anionen.

Anion K=[E][1)/ Anion K=[zn**](1)/
(EI] (mol/)) [(ZnI*] (molf))

F~ 04 Clo, sehr grofBl

(o} 0.05 NOy 10’

CH,C00"~ 0.03 ) 10

Br- 0.02 Br~ 1

NO; 001 ol 1

J- 0.002 SCN~ 0.07

Clo; 0.001 F- 0.05

SCN- 0.0007 CH,C00"~ 0.03

Die Wechselzahl der Carboanhydrase, aufgetragen gegen
den pH-Wert, ergibt eine sigmoide Kurve, entsprechend
einem Aktivititsanstieg in zunehmend alkalischeren LG-
sungen (Abb. 1). Die Kurven haben alle einen Wendepunkt
zwischen pH=6.9 und 8.0, der eine ionisierbare Gruppe
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rung eines zink-gebundenen Wassermolekiils. Die ionisie-
rende Gruppe ist fest mit dem aktiven Zentrum verbunden.

hy—>

5 7 9
|[Y1LA]] pH —

Abb. 1. Sigmoide pH-Abhingigkeit der Carboanhydrase. (Die Skalen-
groBe der Ordinate hingt vom Substrat ab.)

2.2. Konstitution und Struktur der Carboanhydrase

Eine chemische Analyse!'?) hat eindeutig gezeigt, daB die
Carboanhydrase nur aus Protein und einem Zink-Ion be-
steht. Eine Rontgen-Strukturanalyse ist in Arbeit, geht
aber aus praktischen Griinden nur langsam voran!'®. Un-
tersuchungen mit einer Auflssung von 5.5 A haben folgen-
des ergeben:

1. Das Molekiil ist etwa ellipsoid mit den MaBen 40-45- 55 A.

2. Das Zink befindet sich in der Nihe der Molekiilmitte;
seine freie Koordinationsstelle steht iiber eine ,,Spalte* im
Molekiil mit der Umgebung in Verbindung.

3. Die einzige SH-Gruppe ist 14 A vom Zink entfernt, wo-
raus sich ergibt, daB das Zink iiber N und O mit dem Pro-
tein verbunden sein muB3.

4. Sulfonamid-Inhibitoren ragen in die Spalte hinein und
werden am oder nahe beim Zink gebunden.

Eine weitere Untersuchung mit hoherer Auflésung, welche
die Bestimmung der Bindungsabstinde in der Human-
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Carboanhydrase von Typ C zum Ziel hat, ergab folgende
vorlidufige Daten!!4):

5. Im Gebiet des aktiven Zentrums sind alle Peptid-NH-
und -CO-Gruppen gepaart angeordnet, so daB das Protein
in dieser Gegend relativ hydrophob sein mu.

6. Das Zink-Ion scheint durch drei Proteingruppen gebun-
den zu sein, und zwar an Imidazol-Stickstoffatome in etwa
tetraedrischer Anordnung. Die vierte Koordinationsstelle
bleibt frei und hat Kontakt zuam umgebenden Medium.

7. Innerhalb der Spalte in der Nihe des Zink-lons schei-
nen die umgebenden Wassermolekiile geordnet vorzulie-
gen.

3. Untersuchungen iiber das Metallzentrum

1949 formulierte Smith eine allgemeine Theorie iiber die
Wirkungsweise hydrolytischer Enzyme!'®), nachdem er-
kannt worden war, daB viele dieser Enzyme ein Metall-lon
enthielten, das fiir die katalytische Funktion unentbehrlich
schien. Nach seiner Hypothese ist ,,... der Metall-Substrat-
Komplex so an das Protein gebunden, daB cine Elektronen-
verschiebung an der sensitiven Bindung hervorgerufen
wird. Die eigentliche Katalyse findet dann sauer oder ba-
sisch nach dem Brgnsted-Mechanismus statt.* Smith fiihrt
die Carboanhydrase als einfachstes Beispiel fiir seine
Theorie an; die ,sensitive Bindung® ist eine C—OH-Bin-
dung im Hydrogencarbonat.

Enzgﬂ /E{_T_gn\ Enzgm

‘zn\ 3 /zn‘ d ,le
g OH = 0. JOH ©%dér g o]
{# \%ﬁg N, 7
0 o OH

Daraus folgt, daB Smith den Proteinanteil des Enzyms
hochstens als eine Art Matrize ansieht, die sicherstellt, daB
nur das richtige Substrat angegriffen wird. Dies ist aber ge-
rade eine Schwiiche seiner Theorie, weil schon die Grofle
des Enzyms nahelegt, daB es mehr ist als nur ein Molekiil,
das Zn, CO, und OH™ zusammenbringen kann. Aller-
dings betonte die Theorie die Bedeutung des Metalls und
seines Koordinationsraums, und dies wenigstens kann ex-
perimentell nachgepriift werden. Im folgenden wird disku-
tiert, ob die enzymatische Aktivitit von der Existenz einer
zink-gebundenen Hydroxygruppe abhingt.

3.1. Apocarboanhydrase

Lindskog''® fand zuerst eine Méglichkeit, die Rolle des
Zinks in der Carboanhydrase zu untersuchen, als es ihm
gelang, das sehr fest gebundene Zink-Ion reversibel unter
milden Bedingungen zu entfernen, ohne daBl Denaturierung
eintrat. Hierzu wurde das Gleichgewicht

E-2Zn + o-Phen + H* == EH + Zn(o-Phen)**
{o-Phen = o-Phenanthrolin) (*]

([*] Dies ist keine Reaktionsgleichung im strengen chemischen Sinn,
sondern nur eine Zusammenstellung der Reaktanden.
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benutzt, das zur Entfernung des Zn(o-Phen)? * durch Dialy-
se auf die rechte Seite verschoben wurde. Durch Zusatz von
Zink-Ionen im Molverhiltnis 1:1 konnte der groBte Teil
der enzymatischen Aktivitit zuriickerhalten werden. Die
geringe Restaktivitit der Apocarboanhydrase ist nicht
signifikant, denn die gewdhnliche Siure-Base-Katalyse
konnte von den polaren Gruppen auf der Enzymoberfliche
etwas gefordert werden. Die Apocarboanhydrase hat prak-
tisch die gleiche Struktur des Proteins wie die Carboanhy-
drase (durch Sedimentation!'®) und ORD'"*") nachgewie-
sen), denaturiert jedoch leichter. Damit wird die Annahme
gestiitzt, daB die Funktion des Zinks wahrscheinlich nicht
in der Ausbildung der Tertiirstruktur des Proteins liegt,
sondern daB es direkt am aktiven Zentrum beteiligt sein
mufl.

3.2. Ersatz des Zinks durch andere Metalle

Durch Zusatz dquimolarer oder auch UberschuBmengen
von C02+, Ni2+, Fez+, Cu“, Cd“, Pb2+, ng+, Be2+,
Mg?*, Ca%*, Ba®* und Fe** wurden neue Derivate der
Carboanhydrase hergestellt!*é:'"). Der Austausch eines
Metall-Ions durch ein anderes in Verbindungen unbekann-
ter Struktur gestattet wertvolle Schliisse auf die Art der
Metallkoordination, wenn man voraussetzt, daB alle Me-
tall-Ionen an der gleichen Stelle gebunden werden. Bei der
Carboanhydrase wird diese Annahme durch Colemans Be-
obachtung!!”) gestiitzt, daB die so gewonnenen Metall-
Carboanhydrasen kein radioaktives Zink einbauen.

Ein Metallenzym 148t sich dadurch untersuchen, daB nur
das Metall variiert wird. Wenn man die thermodynami-
schen, magnetischen, kinetischen und spektralanalytischen
Eigenschaften der so erhaltenen Metallenzyme mit den Ei-
genschaften einfacher Komplexverbindungen der betref-
fenden Ionen vergleicht, ist es hdufig méglich, Informa-
tionen iiber die Koordination im Enzym herzuleiten!**),

3.2.1. Aktivitit der Metall-Carboanhydrasen

Typische Ergebnisse!2?) sind die folgenden Aktivititen, die
filr etwa zuriickgebliebenes Zink und die Restaktivitiit der
Apocarboanhydrase korrigiert sind :

Native Carboanhydrase (CA) 100%,; Zn** + apoCA, 94%,;
Co?* +apoCA, 50%; andere Metall-Ionen +apoCA, 0%.
Nur Zink- und Kobalt-Carboanhydrase sind signifikant
aktiv.

3.2.2. Bindung von Inhibitoren

Inhibitoren werden je nach Aktivitit verschieden stark ge-
bunden (Abb. 2). Das Apoenzym und die inaktiven Metall-
Carboanhydrasen binden Acetazolamid™ nur schwach,

N-N
HzN'CO‘CHz_«S\)_S()z‘NHz

im Gegensatz zu den aktiven Enzymen ZnCA und CoCA,
die den Hemmstoff 10?- bis 103-mal stiirker binden und
gehemmt werden. Das deutet sehr stark darauf hin, daB die

(*] 5-Sulfamoyl-1,3,4-thiadiazol-2-acetamid. Der Trivialname ist ab-
geleitet von 5-Acetamido-1,3,4-thiadiazol-2-sulfonamid.
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Sulfonamidgruppe und das Metall-Ion miteinander reagie-
ren. Réntgen-Strukturanalyse, die Tatsache, daB Sulfon-
amide als Anionen gebunden werden, die Feststellung, daB
andere hemmende Anionen nur gebunden werden, wenn
ihre Konzentration groB genug ist, um das fester gebun-
dene Sulfonamid zu verdringen, sowie die UV-Spektren
(siche Abschnitt 3.2.3) stiitzen die Vorstellung einer Metall-
lnhfbitor-Bindung. Wenn demnach ein Hemmstoff an die
Carboanhydrase gebunden wird, verindert er die Koordi-
nation des Zinks oder Kobalts wahrscheinlich dadurch,
daB er eine schon vorher gebundene Gruppe ersetzt, wo-
durch die enzymatische Reaktion nicht mehr stattfinden
kann. Auch die sigmoiden (im Gegensatz zu hyperboloiden)
Bindungskurven fiir Acetazolamid zeigen, daB der Inhibi-
tor irgendetwas ersetzt und nicht einfach zusitzlich ans
Enzym angelagert wird.

-2,
o= T T TOS S i g7
tlﬂﬂ °s o =% " u/“f /
0 787 ‘ al
';3 80 !/ 7 /7
& anl]l/o / Mol /;-Nul[ll
(3
@ 60[ / // 3/ ..L——Apo
3 // A Coil o 7 v
2 o /o/ Culﬂ:—»{; //
“ 20}t // Va (// \y ttld:%l
7/ v~ Z— Hollll
0 0/ // = -F-.‘-J-F‘Q-#’? * 1
-8 -7 -6 -5 -4
Y 1ia) log [Acetazolamid] —=

Abb. 2. Bindung von Acetazolamid an Metall-Carboanhydrase und
Apocarboanhydrase (nach [18)).

3.2.3. Stochiometrie, Kinetik und Thermodynamik
der Bindung von Metall-Ionen

Ein allgemeines Charakteristikum der Koordinations-
chemie ist die Neutralisation von basischen Liganden-
gruppen bei der Komplexbildung unter gleichzeitiger Frei-
setzung von Protonen, falls die Komplexbildung bei pH-
Werten unterhalb des pK-Werts dieser Gruppen erfolgt.
Lindskog'?") zeigte allerdings, daB bei der Carboanhydrase
das umgekehrte stattfindet, d. h. bei pH=6:

Zn®* + apoCA - ZnCA + (1.3 £ 0.1 H"
und bei pH=9:
Zn®* + apoCA - ZnCA + (22 + 0.9)H*

Das Zink induziert demnach bei der Bindung eine weitere
Ionisierung, woraus man auf eine Storung des Liganden-
feldes am Zink schliefen darf, wenn der pH-Wert von 6
nach 9 iibergeht. An der ZnCA kann das nicht nachgepriift
werden; es sollte sich aber am d—d-Elektronenspektrum
der CoCA erkennen lassen. Tatsichlich ist das sichtbare
Spektrum der CoCA in saurer und alkalischer Losung ver-
schieden!?!); wohldefinierte isosbestische Punkte zeigen,
daB ein pH-abhingiges Gleichgewicht zwischen nur zwei
Formen existiert. Diese sind durch einen pK,-Wert um 7.1
verbunden. Aus den Spektren geht hervor, daB die Koordi-
nation in beiden Formen irregulir ist (Abb. 3).

Wie Coleman'**! nachgewiesen hat, wird die Ionisierung
beim pK,-Wert nicht nur durch Entfernung des Zinks, son-
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Abb. 3. Sichtbare Spektren von Kobalt-Carboanhydrase a) in saurer
( ) und zuneh d alkalischer Lésung (-, —~--, - - -); b) Ex-

tinktion bei verschiedenen pH-Werten (aus [21]).

dern auch durch Einwirkung von Hemmstoffen aufgeho-
ben. Die Bindung anionischer Inhibitoren ist bei niedrigen
pH-Werten von der Abgabe von Protonen, bei hohen pH-
Werten von der Abgabe von Hydroxid-Ionen begleitet;
wenn E~ und EH die beiden Formen des Holoenzyms und
I~ das hemmende Anion sind, dann gilt in saurer Lésung

HI + EH - EH'1 + H*

und in alkalischer Lésung

1"+ E~ +H,;0 - EH-1+ OH"

Die Mengen der freigesetzten H*- und OH™-lonen als
Funktion des pH-Wertes konnten zu den pK,-Werten des
Inhibitors und des Enzyms in Bezichung gesetzt werden.
Es sollte ausdriicklich festgehalten werden, daB die pK,-
Werte fiir die Aktivitit, die Hemmung und die metall-ab-
hiingige Ionisierung etwa gleich groB sind. Man darf daher
annehmen, daB die gleiche Gruppe an allen diesen Vor-
gingen beteiligt ist.

Uber Kinetik und Thermodynamik der Zink-Bindung
durch Carboanhydrase unterrichtet Tabelle 3123-24), Sie
enthilt die Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung, die
Aktivierungsparameter und die thermodynamischen Kon-
stanten fiir die Bindung. Zum Vergleich sind die Daten fiir
kleinere Liganden unterschiedlicher Koordinationszahl
angegeben. Umsatzzahlen und Gleichgewichte sind trotz
einer kleineren gegenliufigen Enthalpie entropie-bestimmt.
Die Entropie-Terme sind bedeutend. Der einzige in dieser
Hinsicht vergleichbare Ligand ist das formal sechszihnige
CDTA (Cyclohexendiamintetraacetat). Wenn es auch
hochst unwahrscheinlich ist, daB die Carboanhydrase
sechszihnig ist (das Beispiel veranschaulicht die Gefahr der
Uberinterpretation eines dhnlichen Verhaltens von Enzym
und vorgegebenem Modell !), hat die Ahnlichkeit der Carbo-
anhydrase mit CDTA doch sehr wahrscheinlich denselben
Grund: den Austritt einer groBen Anzahl von Wassermole-
kiilen. Bei CDTA wird der Effekt durch den Ladungsaus-
gleich hervorgerufen, bei der Carboanhydrase kann durch
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die Bindung des Metalls ebenfalls ein Ladungsausgleich im
Bereich des aktiven Zentrums eintreten.

Noch ein weiterer Beweis hierfiir mag angefiihrt werden
(siche dazu Zitate in (24)): Das UV-Differenzspektrum der
ZnCA minus apoCA #hnelt dem Differenzspektrum, das
man erhilt, wenn man Tyrosin- oder Tryptophan-Derivate
aus Wasser in ein weniger polares Losungsmittel iiberfihrt.
Die Analogie deutet an, daB eine oder mehrere Tyrosin-
und/oder Tryptophangruppen im Apoenzym in einer star-
ker polaren Umgebung vorliegen als im Holoenzym. An-
dere Forscher schlossen aus dem Verhalten fluoreszieren-
der Sulfonamide, daB das aktive Zentrum des nativen En-
zyms unpolar ist. In diesem Zusammenhang ist es interes-
sant, daB neuere Strukturuntersuchungen an einer Reihe
von Enzymsystemen ergeben haben, daB das aktive Zen-
trum sich in unpolarer Umgebung befindet!242),

zym (Abb. 4). Die Interpretation ist schwierig; jedenfalls
1dBt sich die Koordination nicht in einfacher Weise be-
schreiben. Das Spektrum von CoCA-CN~ idhnelt dem
von [CoCl,)?~ und deutet somit auf tetraedrische K oordi-
nation. Dieser SchluB ist aber nicht zwingend, weil irregu-
lire hexakoordinierte Co?*-Komplexe bekannt sind, die
sehr dhnliche Spektren aufweisen!?*),

Coleman''") hat an der Human-Carboanhydrase vom Typ
B (HCAB) die optische Rotationsdispersion (ORD) ge-
messen. Zn-, Co- und apoCA besitzen im UV dhnliche
ORD-Spektren, was jedoch nur besagt, daB sie praktisch
dieselbe Proteinkonformation haben. Der sichtbare Be-
reich im ORD-Spektrum von CoCA ist trotz des d-d-
Ubergangs unausgeprigt. Das bedeutet, daB die Bindungs-
stelle des Kobalts optisch inert ist. Coleman postulierte,
daB das Kobalt einen quadratisch-planaren Komplex bil-

Tabelle 3. Reaktionsgeschwindigkeits- und Gleichgewichtsparameter fiir die Reaktion M+apoCA-MCA

(Daten aus [23, 24, 53, 54)).

M  Ligand k(lmol“'s™') AH" As*®

(kcal/mol) (calgrad™'mol~")

AH AS
(kcal/mol) (calgrad~'mol~")

Zn  typischer kleiner

einzihniger 107-10°
Zn  typischer kleiner

zweizihniger

(Bipyridyl) 108 + 6 -9
Zn  typischer kleiner

dreizihniger

(Terpyridyl) 10° + 8 -4
Zn apoCA,pH=55 <10* +21 +28
Zn apoCA,pH=10 10 +21 +30

Co apoCA,pH=7.0

Ni  apoCA,pH=70

Cu  apoCA,pH=170

Cd apoCA,pH=170

Zn  CDTA (Cyclo-
hexendiamintetra-
acetat)

-10 + 8
+ 39 +61
+ 98 +88
+ 94
+ 32
+ 34
+ 44
+ 4.7 +82

Die positive Bindungsenthalpie begiinstigt eine niedrige
Koordinationszahl, so daB wahrend der Reaktion mehr
M—L-Bindungen geoffnet als geschlossen werden, wie
man es erwarten sollte, wenn das Zink drei oder vier Koor-
dinationsstellen hitte. (Hydratisiertes Zink besitzt die Ko-
ordinationszahl 6.) Diejenigen Metalle, deren Bindung cin
aktives Enzym ergibt, werden zugleich am stirksten endo-
therm gebunden. Das ist auch im Einklang mit der Irving-
Williams-Reihe fiir die Komplexstabilititen (Co < Ni<Cu
> Zn); falls die fiinf Metalle Zn, Co, Cd, Cu und Ni alle an
derselben Stelle gebunden werden, konnte diese Reihe fiir
das Aktivititsmuster verantwortlich sein. Dennard und
Williams''®) haben darauf hingewiesen, daB ein katalytisch
aktives Metall nicht zu fest an sein Apoenzym gebunden
werden darf, weil es sonst seine Fihigkeit verliert, die Ko-
ordination zu @ndern.

3.3. Spektroskopische und magnetische Untersuchungen

Der d-d-Obergang in Kobalt-Carboanhydrase ist aus-
fihrlich studiert worden. Grundsitzlich werden drei Arten
von Spektren der CoCA erhaiten: je ein Spektrum in saurer
und alkalischer Losung sowie eins fiir das gehemmte En-
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det, an den zusitzlich H,O oder OH™ gebunden sind, die
als Liganden nicht stark genug sind, um die annihernde
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Abb. 4. Sichtbare Spektren von Kobalt-Carboanhydrase in alkalischer
Losung in Gegenwart hemmender Anionen (aus [21]).
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Symmetrie zu stren. Tatsédchlich wire aber eine tetraedri-
sche Koordination des Kobalts mit zwei dquivalenten
Donormolekiilen eine ebenso gute Erklirung; unter Be-
riicksichtigung der Réntgen-Strukturuntersuchungen muf3
man sie wohl vorziehen. Inhibitoren erzeugen ein ORD-
Spektrum der CoCA im sichtbaren Bereich, das sich als
Folge des Austausches von H,O oder OH™ durch ¢cinen
in der spektrochemischen Reihe hoherstehenden Liganden
erkliren 1a0t. AuBerdem bindet CuCA Cyanid weniger
stark als CoCA, was einer groBeren Destabilisierung von
trigonalem oder tetragonalem Cu?* durch Zusatz eines
axialen Liganden entspricht.

Eine 3*CI-NMR-Untersuchung von ZnCA in Chloridls-
sung ergab, daB} das Zink in Rinder-Carboanhydrase (BCA)
wenigstens eine, und wahrscheinlich nur eine freie Koordi-
nationsstelle besitzt. Ward'*®) zeigte anhand der Linien-
verbreiterung, daB die Chlorid-Ionen im CA—Cl~-Kom-
plex direkt ans Zink gebunden sind. Der sich daraus erge-
bende Gradient der elektrischen Feldstirke hat schnelle
Quadrupol-Relaxation zur Folge. Durch Titration mit
Cyanid, das das Chlorid verdringt, wurde die Zahl der ge-
bundenen Chlorid-Ionen ermittelt. Die Bindung des Chlo-
rids erwies sich als pH-abhingig. Der so bestimmte pK-
Wert der Carboanhydrase hing seinerseits von der Chlorid-
Ionen-Konzentration ab; er betrug 6.2 bei [C1~]=0 und
9.3 bei {C1”]=0.5mol/l. Die Erweiterung dieser Unter-
suchung auf Human- und Pferde-Carboanhydrase zeigte,
daB die aktiveren Formen einen kleineren pK,-Wert bei
der Chlorid-lonen-Konzentration=0 und e¢ine héhere
molare Relaxation als die weniger aktiven Formen haben.
Wenn der pK,-Wert vom ionisierenden zink-gebundenen
Wasser herriihrt, dann iiberrascht es nicht mehr, daB die
stirkere Polarisation des Liganden Wasser (hohere Feld-
stirke) von einer groBeren molaren Relaxation (groBerer
Gradient der Feldstirke) begleitet ist. Beide konnten von
der vergroBerten positiven Ladung am Zink-Ion herriih-
ren. - Es wiire weitaus iiberraschender, wenn das stirker
polarisierte Hydroxid-Ion nucleophiler wire. Dies kénnte
andeuten, daB - falls der Hydroxid-Mechanismus richtig
ist - die Aktivitiit der Carboanhydrase auch noch von ande-
ren Faktoren abhiingt.

Eine Untersuchung!?”! der Losungsmittel-Protonen-Rela-
xation durch das paramagnetische Co?*-Ion in der CoCA
ergab cine starke, pH-abhingige, hemmbare Relaxation,
die mit dem aktiven Zentrum gekoppelt ist. Die Relaxation
war bei niedrigem pH-Wert geringer; die saure Form des
Enzyms besaB dieselbe molare Relaxation wie die gchemm-
te Form. Daraus wurde geschlossen, daB ein schnell aus-
tauschbares, Co-gebundenes Hydroxid-Ion durch Inhibi-
toren ersetzt oder durch Protonierung (pK,~7) am Aus-
tausch gehindert werden konnte. Fiir die schnell austau-
schende Form wurden aus der Relaxation mehrere Para-
meter berechnet: re,_y (falls OH ™ vorliegt)=2.5A; rc,—y
(falls OH, vorliegt)=2.8 A; Verweilzeit des Protons
~ 1073 5. Diese Werte sind zu gering fiir etwas anderes als
Co—O—H. - Fiir den Abstand r¢,_, in der alkalischen
Form sind fiir Co—OH, 2.85 A zu erwarten. Dieser Wert
stimmt zwar besser als der Wert fiir Co—OH™ mit dem
experimentell ermittelten iiberein, doch ist der Unterschied
wahrscheinlich nicht signifikant, da die verwendete Tech-
nik 1/r® ergibt.
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Einen weiteren Beweis fiir die Zinkhydroxid/Zink-Wasser-
Spezies finden wir in der Kinetik der Sulfonamid-Substitu-
tion!?®, die der Kinetik der Ligandensubstitution in der
inneren Koordinationssphire von 3d-Metall-Komplexen
dhnelt. Nach einer Vorsittigung der duBeren Sphire wird
die Geschwindigkeitskonstante der Komplexbildung in
der inneren Sphire von der Natur des Substituenten unab-
hiangig und hingt nur noch von der Geschwindigkeit ab,
mit der Reaktionsstellen der inneren Sphire von Wasser-
molekiilen verlassen werden.

Obwohl sie nicht direkt mit dem Zink-Ion zusammenhingt,
sollte noch die Arbeit von Riepe und Wang!**) erwihnt
werden, weil sie ein Hauptargument zum Problem der
Substratbindung beisteuert. Durch sorgfiltige IR-Diffe-
renz-Spektroskopie wurde gezeigt, daB CO, nicht direkt
an Zink gebunden wird, wihrend dies bei seinem isoelek-
tronischen Analogon N3 der Fall ist. Allerdings schlieBen
sich die Bindung von N3 und CO, gegenseitig aus. Das be-
deutet, daB CO, sehr nahe am Zink-lIon gebunden wird,
wo es gebundenen Liganden zuginglich ist. AuBerdem
zeigten Riepe und Wang, daB die Bindungskonstante des
Azid-Ions mit steigendem pH-Wert abnimmt und keinem
konstanten Wert zustrebt. Das bedeutet, daB das Azid-Ion
gegen OH ™ spezifisch ausgetauscht und nicht durch eine
andere entprotonierte Gruppe ersetzt wird.

4. Die mechanistische Rolle des Zinks

Die oben dargestellten Ergebnisse liefern auBerordentlich
gute Hinweise dafiir, daB das Zink-Ion in allen Formen der
Carboanhydrase mit Protein und Wasser komplex gebun-
den vorliegt. Zwar kann nicht mit letzter Sicherheit bewie-
sen werden, daB der in der Chemie der Carboanhydrase
stets wiederkehrende pK,-Wert um 7 von der Ionisation
eines zink-gebundenen Wassermolekiils stammt, doch ist
es schwer moglich, die UV-Spektren und Relaxationsdaten
anders zu deuten. Die Existenz des Zink-Aquo-Komplexes
scheint eine notwendige Voraussetzung fir die Aktivitit

[3
(schnell)

N\

der Carboanhydrase zu sein. Unter Beriicksichtigung des
Hinweises, daB CO, nahe, aber nicht direkt am Zink ge-
bunden ist, erscheint das abgebildete Schema recht ein-
leuchtend!39.

Kann nun diese Vorstellung der quantitativen Nachprii-
fung standhalten? Aus den CO,-Hydratationsdaten fiir
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die alkalische Form der Rinder-Carboanhydrase ergibt
sich k,=8-10°s"", wihrend K, =(k_, +k,)/k,=0.01241
mol ™! istl®). Da k, pH-abhingig ist, K, aber nicht, ist
wahrscheinlich k_, > k,. Nimmt man als unteren Grenz-
wert fiir k_, 10k, an, dann ergibt sich als unterer Grenz-
wert fiir k, =6-10% 1mol ™' s~ '. Dieser Wert liegt dicht bei
der durch Diffusion gegebenen Grenze. Man mufl daher
ein ziemlich weit gedffnetes aktives Zentrum annehmen,
was mit der beobachteten Bindung groBerer aromatischer
Substrate und Hemmstoffe im Einklang steht.

Tabelle 4. Vergleich von k, der Carboanhydrase (Geschwindigkeits-
konstante fir den Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes) mit Koy.
(Geschwindigkeitskonstante fiir den Zerfall des Substrats in alkalischer
Losung).

Substrat kp(s™" S0koy. (s71)
Cco, 10¢ 04-10°
CH,CHO 10° 200-10°
Pyridin-carbaldehyde 10? 2500-10?
p-Nitrophenylacetat 10 50-10

Falls der Reaktionsschritt mit der Geschwindigkeitskon-
stanten k, dem Angriff durch ein enzym-gebundenes Hy-
droxid-lon entspricht, dann kann er mit der Geschwindig-
keit des Angriffs durch ein freies Hydroxid-Ion verglichen
werden (siche Tabelle 4). Nur bei CO, ist k, unverniinftig
groB3, womit gezeigt ist, daB die katalytische Wirkung der
Carboanhydrase nicht allein von der Bereitstellung ,,freien*
Hydroxids bei relativ niedrigen pH-Werten am aktiven
Zentrum abhangt.

Die Dehydratisierung von Hydrogencarbonat ergibt ein
dhnliches kinetisches Bild, obwohl die Rinder-Carboanhy-
drase!®! nicht gesittigt sein kann, so daB der E—HCO; -
Komplex sehr instabil sein muB. Caplow!*!! untersuchte
als Modell die Katalyse der Dehydratation durch hypo-
bromige Siure und schloB daraus, daB ein konzertierter
elektrophiler Platzwechsel stattfinden muB3:

HO—Br + HO—CO; - HO~ + Br—OH + CO,

Das Brom wirkt als Lewissaure. Diese Folgerung steht mit
dem vorgeschlagenen Schema fiir die Dehydratisierung im
Einklang. Eine Substitution des zink-gebundenen Wassers
durch Hydrogencarbonat hitte die Bildung und den sofor-
tigen Zerfall des Zink-Hydrogencarbonat-Komplexes zur
Folge.

Der vorgeschlagene Reaktionsverlauf wirft eine Reihe von
Fragen auf:

1. LdBt sich dadurch der sehr niedrige pK,-Wert von
Zn—OH, in der Carboanhydrase erkliren?

2. Kann man den schnellen Protoneniibergang in das
Schema einbauen?

3. Kann man damit die auBergewohnliche Reihenfolge fiir
die Bindung von Inhibitoren erkliren?

4, Warum erfordert die Carboanhydrase sehr spezifisch
Zn?* oder Co**?

Vor der Diskussion dieser Fragen sei auf einige der Kon-
zepte eingegangen, die sich bisher in der Enzymchemie be-
wihrt haben. Die Grundannahme ist natiirlich, daB die
Gruppen im Enzymmolekiil denselben chemischen Prin-
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zipien gehorchen, die das Verhalten kleiner Molekiile in
wiBriger Losung bestimmen. Die Katalyse durch Enzyme
ist aus zwei Griinden besonders bemerkenswert : wegen der
sehr betrichtlichen Beschleunigung von Reaktionen und
wegen der grofBen, manchmal absoluten Substratspezifitit.
Meistens liegt eines der folgenden Konzepte den Erkli-
rungsversuchen fiir diese Tatsachen zugrunde32):

1. Das SchloB/Schliissel-Bild, nach welchem Substrate als
stereoelektronische und topographische Gegenstiicke der
substratbindenden Stelle am Enzym spezifisch gebunden
werden. Die spezifische Bindung durch Metallion-Zentren
in Enzymen erfaBt erwartungsgemiB hauptsichlich elek-
tronenliefernde Substrate wie etwa Anionen, O, und CO.
Es gibt dafiir viele Beispiele!>3. In solchen Fillen kann der
EinfluB des Proteins auf das Metall nicht sehr bedeutend
sein, solange das Metall geniigend Koordinationsstellen
besitzt, um das Substrat zu binden, sowie eine geniigend
groBe Ligandenaustauschgeschwindigkeit an den freien
Stellen. Letztere ist eine Funktion der Donorkraft und der
Geometrie des Proteins!®4,

2. Die Anniherung der reagierenden Gruppen in der Wei-
se, daB die StoBhaufigkeit und/oder der sterische Wahr-
scheinlichkeitsfaktor erh6ht wird. Die Annéherung reagie-
render Gruppen bewirkt im einfachsten Fall einen Kon-
zentrationsanstieg am aktiven Zentrum und erhoht somit
die StoBzahl. In zahlreichen Fillen!® 1Bt sich jedoch die
groBe Reaktivitit von normalerweise recht inerten Sub-
straten nicht ausreichend durch Anniherung reaktiver
Gruppen erkliren. Auch fiir die Carboanhydrase — wie
oben diskutiert — diirfte sie kaum ausreichen, weil eine un-
verniinflig groBe effektive OH™-lonenkonzentration am
aktiven Zentrum erforderlich wire. Auch die erheblich
herabgesetzte Aktivierungsenergie der katalysierten Reak-
tion ist so nicht zu erkliren'®®), Dariiber hinaus wire es
auch nicht einleuchtend, wollte man dem zink-gebundenen
OH " die nucleophilen Eigenschaften des freien OH™ zu-
schreiben.

Fiir viele Reaktionen ist die Elektronenaktivierungsenergie
eine empfindliche Funktion des Angriffswinkels ; die Arrhe-
nius-Gleichung gibt nur ,Mittelwerte* an. Erst kiirzlich
wurde versucht, die Enzymwirkung damit zu erkliren, daB
das Enzym die Substrate zum Zusammentreffen in einer
festgelegten Orientierung zwingt, die einer viel niedrigeren
Aktivierungsenergie entspricht als in freier Losung beob-
achtet wird. Dieses Verhalten wird als Orbitalorientierung
(,,orbital steering”) bezeichnet'®”). Fiir die Funktion der
Carboanhydrase kann eine solche Erklirung nicht ausge-
schlossen werden.

3. Die Hypothese vom spannungsreichen Molekiil. Im
wesentlichen wird das Substratmolekiil durch die Enzym-
Substrat-Bindung in der Reaktionsrichtung verdrillt, wo-
durch die Aktivierungsenergie niedriger als beim Enzym-
Substrat-Komplex im Grundzustand wird. Die Beteiligung
von Metall-Ionen bei der Bildung des ES-Komplexes, in
dem das Substratmolekiil verdrillt wird, leuchtet vor allem
deshalb ein, weil das Metall-lon labile Bindungen zu Dono-
ren ausbilden kann, bei denen die Donoratome oder -grup-
pen elektronisch und/oder geometrisch ,verdrillt* sind.

Das postulierte ionisierende Wassermolekiil in der Carbo-
anhydrase ist ein solcher Donor. Die Polarisationsenergie
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von [(H,0)sZn]** wird durch Vergleich der pK,-Werte
von H;0, (H,0);,ZnOH2* und H,O* illustriert ; die Wer-
te betragen 15.7, 10.5" bzw. —1.7. So wird die Polarisa-
tionsenergie des pentakoordinierten Zink-Ions geringer als
die eines Protons, wie man auch erwarten kénnte. In der
Carboanhydrase sinkt derselbe pK,-Wert auf etwa 7.1, was
eine ganz wesentliche Anderung ist.

4. Die Theorie des ,,auBergewohnlichen Mediums*. Da-
nach sollen die Enzyme ein auBergewohnliches Milieu sein,
das sich von der wiiBrigen Losung unterscheidet, in welcher
die katalysierte Reaktion stattfindet. Es gibt Beweise, da
das Innere eines Enzyms viel weniger polar ist als sein
AuBeres. Diese Ladungsverteilung soll die Konforma-
tion des Enzymmolekiils stabilisieren!>®), durch Rontgen-
Strukturanalyse konnte diese Voraussage untermauert
werden. Das inzwischen klassische Beispiel Lysozym!®!
enthilt eine Furche oder Spalte. Das Substrat wird in die-
ser Furche gebunden, und die katalysierte Reaktion lduft
dann im Innern des Enzyms ab. - Eine solche Theorie ist
auch geeignet, um die RiesengroBe vieler Enzymmolekiile
im Vergleich zu ihren Substraten zu deuten.

Der Idee einer auBergewohnlichen Umgebung um das
aktive Zentrum haben sich Vallee und Williams4!) ge-
widmet. Sie heben besonders hervor, daB viele metallionen-
haltige Enzyme ungewéhnliche Eigenschaften besitzen,
insbesondere was ihre UV-Spektren, ESR-Spektren und
Redoxpotentiale betrifft. Solche Anomalien fehlen bei bio-
logischen Molekiilen, in denen das Metall inaktiv ist. Bei
der Hemmung oder Denaturierung gehen diese Eigen-
schaften hiufig verloren. Die auBergewdhnlichen Fihig-
keiten von Metallenzymen werden der uniiblichen K oordi-
nationsgeometrie des Metall-Ions zugeschrieben, die mit
einfachen Liganden nicht vorkommt. Diese Geometrie
wird dem Metall vom Protein aufgezwungen, dessen Kon-
formation festliegt. Dadurch werden die Eigenschaften des
Metall-lons hinsichtlich der Komplexbildung mit weiteren
Liganden veridndert (siche Abschnitt 1). In der Carboan-
hydrase mag die Umgebung des Zinks oder Kobalts in
dreifacher Hinsicht ,,auBergewshnlich“ sein: in der Kon-
formation, die dem Metall-Ion durch das Protein aufge-
prégt wird, in ihrer Unpolaritit und in der Anordnung der
Wassermolekiile um das Metall-lIon. (DaB Wassermole-
kiile an einer unpolaren Oberfliche in wiBriger Losung
relativ geordnet vorliegen, ist zu erwarten!42).)

In welcher Weise ist nun die Koordination des Zinks
anomal? Wenn die Koordinationszahl vier betrigt (drei
Bindungen zum Protein, eine zum Wasser), dann kann die
Restladung auf dem Zink gréBer sein als wenn das Zink
hexakoordiniert wire. Zwingend ist dieser SchluB8 aller-
dings nicht, weil als Donoren eher Stickstoffatome vom
Imidazol als Sauerstoffatome vom Wasser fungieren. Eine
groBere Restladung auf dem Zink wiirde den pK,-Wert
des gebundenen Wassers herabsetzen. Die beobachtete
Verschiebung um 3.5 Einheiten ist allerdings betriachtlich.
Die unpolare Natur der Umgebung des Zinks kénnte die
Restladung weiter erhohen; die [onisierung wire begiin-
stigt, wenn sie den Ladungsausgleich innerhalb des Mole-
kiils erleichterte.

[*] Diese Zah! ist aus dem tabellierten pK-Wert (9.7) 38, 43, 54] durch

Anwendung einer statistischen Korrektur abgeleitet, welche die Zahl der
ionisierbaren Protonen von 12 auf 2 herabsetzt.
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Eine Schwierigkeit in allen mechanistischen Schemata, die
fiir die Carboanhydrase entwickelt wurden, besteht darin,
daB der Zink-Hydroxo-Komplex Hydroxid-Ionen an das
Substrat abgibt und Wasser aufnimmt, das anschlieBend
ionisiert wird. Bei der CO,-Hydratation (Umsatzzahl
10° s~') muB demnach das zink-gebundene Wasser min-
destens mit dieser Geschwindigkeit ionisiert werden. Wenn
nun aber der pK,-Wert des Wassers 7.0 und die maximale
diffusionskontrollierte Protonierungsgeschwindigkeit 10'°
1 mol ™! s~ ! ist, ergibt sich eine maximale Deprotonierungs-
geschwindigkeit von nur 10'%/10’=10%s"*.

Die Vorstellung, daB ein benachbarter Histidinrest die De-
protonierung unterstiitzen konnte, leuchtet besonders des-
halb nicht ein, weil eine solche Gruppe mit chemischen
Methoden nur in einem einzigen Fall bei einer weniger
aktiven Form der Carboanhydrase nachgewiesen werden
konnte. Wenn allerdings das unpolare aktive Zentrum von
einer Region geordneter Wassermolekiile umgeben ist,
dann bestehen zwei Moglichkeiten:

1. Der wahre pK,-Wert von ZnOH, ist noch kleiner als 7;
die maximale Deprotonierungsgeschwindigkeit wiirde da-
durch vergréBert. (Die Differenz zwischen dem wahren und
dem beobachteten pK,-Wert miiBte dann durch ein Gleich-
gewicht zwischen solvatisierten Protonen in der geordne-
ten Region und in der Gesamtphase erklirt werden.)

2. Der diffusions-bedingte Grenzwert (iir den Protonen-
iibergang ist wie in Eis stark erhoht!*2®), was einen gleich-
zeitigen Anstieg der maximalen Deprotonierungsgeschwin-
digkeit zur Folge hat.

Die Vorstellung von geordneten Wassermolekiilen am ak-
tiven Zentrum vermag auch die beobachtete Reihenfolge
der Inhibitorbindung!*® zu erkliren, die der lyotropen
Reihe entspricht!**) (siehe Tabelle 2a). Die Bindung von
Anionen und damit verbundene Verinderungen des Spek-
trums in der Kobalt(i1)-Carboanhydrase zeigen, daB die
Inhibitoren an das Metall gebunden werden; die Reihen-
folge der Bindungskonstanten IiBt sich aber leichter er-
kldren, wenn man als thermodynamischen Antrieb fiir die
Bindung die leichte Aufnahme von Anionen in eine geord-
nete Wasserstruktur annimmt. Eine Stabilisierung von An-
ionen, die ans aktive Zentrum gebunden werden, kann auch
zur Erniedrigung der pK,-Werte des zink-gebundenen
Wassers beitragen.

Vom anorganischen Standpunkt aus ist die absolute Spezi-
fitit fiir Zn?* oder Co®* das bemerkenswerteste Kennzei-
chen der katalytischen Aktivitidt der Carboanhydrase. Kein
anderes Metall-Ion verleiht der Apocarboanhydrase signi-
fikante Aktivitdt, so daB Zn?* und Co®** wahrscheinlich
mehr als nur eine entscheidend wichtige Eigenschatt fiir die
Hydrolyse beisteuern.

Man kann die Eigenschaften von Zn?* und Co?* mitdenen
anderer Ionen vergleichen. lonenradius, Austauschge-
schwindigkeit des Wassers in der inneren Koordinations-
sphire und Stirke der Bindung an Imidazol sind in Tabelle
5 zusammengestellt. Keine dieser Eigenschaften deutet auf
ein spezielles Verhalten von Zink- und Kobalt-Jonen.

Die beste Erkliarung scheint in der Fihigkeit der beiden
Metall-Ionen zur Bildung verzerrter Koordinationspoly-
eder zu liegen (,Koordinationsflexibilitit“)*%), Dies wird
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aus Tabelle 6 ersichtlich, in der als Beispiele die Stabilitits-
konstanten fiir die Komplexe zweier Chelatbildner mit
mehreren Metall-Ionen verglichen werden. Der Ligand L!
ergibt mit zwei Wassermolekiilen und einem Metall-Ion
cinen oktaedrischen Komplex, wihrend dies bei L? nur
mit einiger Verzerrung erreicht werden kann.

Tabelle 5. Ausgewihlte Eigenschaften von Metall-lonen (siche Text).

Siduredissoziation dieses Molekiils thermodynamisch und
kinetisch sehr viel leichter verlduft als die entsprechende
Dissoziation des freien hydratisierten Zink-Ions, und 2.,
daB der Hydroxo-Komplex sehr stark nucleophil ist. Um
diese Vorstellungen zu iiberpriifen, ist gewil eine quantita-
tive Untersuchung vonnéten. Die beiden Forderungen

Metall-lon Ionenradius Wasseraustauschgeschwindigkeit Stabilititskonstante des Imidazol-
A) [a] log, K (s~1) [53) Komplexes log, oK (/mol) [54]

Mn?* 0.80 1.6 1.65

Fe?* 0.76 6.5 —

Co?* o 64 223

Ni?* 0.69 44 327

Cu?* 092 9.9 4.26

Zn?* 0.72 1.5 257

Ccd** 0.95 — 2.80

[a] Vgl. [45], don S. 45.

Es wire nach diesen Ergebnissen moglich, daB allein Zn*
und Co?* Imidazol auch in nicht-oktaedrischer Anord-
nung binden kénnten. Andere Metalle, die stirker an
Imidazol gebunden werden, wiirden den Donoratomen
oktaedrische Geometrie aufzwingen und das aktive Zen-
trum erheblich verzerren. In diesem Zusammenhang ist es
von besonderem Interesse, daB Imidazol unter ahnlichen
Bedingungen sowohl oktaedrische (Hexakis-) als auch
tetraedrische (Tetrakis-)Komplexe mit Co?* bilden
kann!4¢},

Tabelle 6. Stabilititskonstanten von Chelaten (siche Text).

ML

L' =H,N(CH,CH,;NH),H, L?=N(CH,CH,;NH,);, Ki=[[7][l'_—]i]
(Daten aus [54]).

K,
M log, 0K, log,0K, log,o K—x
Mn?* 5.0 57 0.7
Fe?* 8.0 8.7 0.7
Co** 11.0 127 1.7
Ni?* 14.1 148 0.7
Cu?* 20.5 18.7 —18
Zn?* 11.9 14.5 26
Ccd** 108 123 1.5
Hg?* 253 26 0.7

Auf der einfachen Grundlage der Koordinationsflexibili-
tit kénnte man erwarten, daB auch Cd?* und Mn?* die
Apocarboanhydrase aktivieren. Keines der beiden sollte
koordinations-selektive Ligandenfeldstabilisierungsener-
gien (LFSE) zeigen, und auBerdem ist Cd?® bekanntlich in
vieler Hinsicht ein Analogon des Zn?®#%). Tatsichlich ist
aber weder Cd?* noch Mn?* in der Carboanhydrase aktiv,
was lediglich darauf hindeutet, daB ein bisher unbekannter
Faktor in der Carboanhydrase mitwirkt — besonders wenn
man bedenkt, daB Co/Zn-Enzyme, wie etwa Carboxy-
peptidase!*”! und alkalische Phosphatase'*®, durch Cd**
und Mn?* partiell aktiviert werden knnen.

Das Studium der Carboanhydrase gestattet demnach Aus-
sagen iiber die Eigenschaften von Metallen in Systemen, in
denen die Koordination eher durch die Liganden als durch
das Metall festgelegt ist. Die postulierte Wirkungsweise des
Enzyms basiert auf der Annahme eines aktivierten, kom-
plex gebundenen Wassermolekiils und erfordert 1., daB die
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konnen nur von einem Metall-Ion erfiillt werden, dessen
Polarisierungskraft groB, aber nicht zu gro8 ist.

Die Komplexbildungsgeschwindigkeiten k..., bei der
Reaktion

Kensor.

~H,0

ML, + L’ LML’
hingt je nach Metall-Ion iiberhaupt nicht (M = Mg?*) oder
mehr oder weniger stark (M =Mn?*, Cu?*, Zn?*) von L,
ab™). Die drei letztgenannten Ionen sind stirker polari-
sierbarals z. B. Mg?* . Interessant ist ein Beispiel *%, in dem
sich Zn** und Co?* gleichartig verhielten, Ni** aber an-
ders, als L variiert wurde.

Sehr wenig ist iiber die Nucleophilie von metall-gebunde-
nem Wasser oder metall-gebundenen Hydroxid-Ionen be-
kannt, wenn es auch Hinweise gibt, daB Cr'"—OH und
Co™—OH gute Nucleophile sind; Buckingham et al.(*!}
konnten zeigen, daB der Komplex

Nu,Co"(OH)-NH,—CH,—CONR,

sehr schneller intramolekularer Hydrolyse der Amidgruppe
unterliegt, wihrend Earley et al.!3?) feststeliten, daB die
Reaktion

[Nu,Cr"OH]J** + CO, — [Nu,Cr™OCO,]* + H*
mindestens 10%-mal schneller als die Reaktion

inf® H,0 + CO, - HCO; + H*
verlauft'’.

[*] Anmerkung bei der Korrektur (24. April 1972): Khalifah [56] fand
inzwischen, daB die Michaelis-K onstanten fiir die durch Human-Carbo-
anhydrase, Form C, katalysierte CO,-Hydratation im Gegensatz zu
friitheren Ergebnissen pH-unabhiingig sind. Demnach ist die Human-
mit der Rinder-Carboanhydrase zu vergleichen (s. Tabelle 1).

Mit einem durch die Nitroxid-Gruppe spinmarkierten Sulfonamid
wurde das aktive Zentrum der Rinder-Carboanhydrase untersucht [57].
Die Analyse des ESR-Signals des Nitroxid-Radikals legte nahe, daB der
11 A vom Zink-Ion entfernte Teil der Hohlung nicht unpolar, sondern
stark polar ist. Alle Folgerungen, die auf der Annahme ausschlieBlich
unpolarer Aminosiurereste in dieser Region basieren, miissen demnach
infrage gestellt werden, bis die Rontgen-Strukturanalyse des Molekiils
abgeschlossen ist.

An zinkhaltigen Modellsystemen haben wir zwei Probleme untersucht,
welche die Chemie der Carboanhydrase aufwirft: das AusmaB, in
welchem einfachere organische Systeme bei der Katalyse von Reak-
tionen der Carbonylverbindungen mit Zink-Ionen kooperieren kon-
nen [58), und die Frage des pK,-Wertes von zink-gebundenem Wasser.
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Wir sind Herrn Dr. K. K. Kannan und Herrn Dr. A. Liljas
sehr dankbar, daB sie uns die Ergebnisse der Réntgen-Struk-
turanalyse der Carboanhydrase vor der Veriffentlichung zu-
ginglich gemacht haben. — P. R. W. dankt dem Science
Research Council of the U. K. fiir ein Forschungsstipendium.

Eingegangen am 24. Mai 1971 [A 877]
Ubersetzt von Priv.-Doz. Dr. Klaus Wegmann, Tiibingen

[1] N. U. Meldrum u. F. J. W. Roughton, J. Physiol. 75, 15P (1932).

[ta] D.P.Craigu.R.S. Nyholmin F. P. Dwyer u. D. P. Mellor: Chelat-
ing Agents and Metal Chelates. Academic Press, New York 1964.

{2] Y. Pocker u.J. E. Meany, J. Amer. Chem. Soc. 87, 1809 (1967); Bio-
chemistry 6, 239 (1967).

[3] Y. Pocker u. J. T. Stone, Biochemistry 7, 4139 (1968), und altere Ar-
beiten.

[4] K. Lo u. E. T. Kaiser, ). Amer. Chem. Soc. 9/, 4912 (1969).

(5] P. Henkart, G. Guidotti u. J. T. Edsall, J. Biol. Chem. 243, 2447
(1968).

[6] J. C. Kernohan, Biochim. Biophys. Acta 96, 304 (1965).

[71 D. M. Kern, J. Chem. Educ. 37, 14 (1960).

[8] J. T. Edsall, Ann. New York Acad. Sci. /51, 41 (1968).

[9] J. C. Erikson u. G. Gillberg, Acta Chem. Scand. 20, 2019 (1966).
[10] R. Wolfenden, Nature 223, 704 (1969).

[11] N. Kakeya, M. Aoki, A. Kamada u. N. Yata, Chem. Pharm. Bull.
17,1010 (1969).

[12] Siehe z.B. P. 0. Nyman u. S. Lindskog, Biochim. Biophys. Acta
85, 141 (1964).

{13] K. Fridborg, K. K. Kannan, A. Liljas, J. Lundin, B. Strandberg,
R. Strandberg, B. Tilander u. G. Wiren, J. Mol. Biol. 25, 505 (1967).

[14] A. Liljas, Vortrag in Cambridge, Juni 1970; A. Kannan, person-
liche Mitteilung.

[15] E. Smith, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 35, 80 (1949).

[16] S. Lindskog u. B. G. Malmstrem, J. Biol. Chem. 237, 1129 (1962).
[17] J. E. Coleman, Biochemistry 4, 2644 (1965).

(18] J. E. Coleman, Nature 214, 193 (1967).

[19] Siehe 2. B. A. E. Dennard u. R. J. P. Williams in R. L. Carlin: Transi-
tion Metal Chemistry. Bd. 2, S. 116.

[20] Berechnet nach Col. [18] und fiir Rest-Zink sowie Aktivitdt
der Apocarboanhydrase korrigiert.

[21] S. Lindskog, J. Biol. Chem. 238, 945 (1963).
[22] J. E. Coleman, J. Biol. Chem. 242, 5212 (1967).

[23] R. W. Henkens u. J. M. Sturtevant, J. Amer. Chem. Soc. 90, 2669
(1968).

[24] R. W. Henkens, G. D. Watt u. J. M. Sturtevant, Biochemistry 8,
1874 (1969).

[24a]) M. F. Perutz, Phil. Trans. Roy. Soc. (London) B 257, 265 (1970);
D. M. Blow u. T. A. Steitz, Annu. Rev. Biochem. 39, 64 (1970).

[25] F. A. Cotton u. R. H. Soderberg, J. Amer. Chem. Soc. 85, 2402
(1963).
[26] R. L. Ward, Biochemistry 8, 1879 (1969); 9, 2447 (1970).

[27] M. E. Fabry (Riepe), S. H. Koenig u. W. E. Schillinger, J. Biol.
Chem. 245, 4256 (1970).

ZUSCHRIFTEN

[28) J. Olander v. E. T. Kaiser, J. Amer. Chem. Soc. 92, 5758 (1970).
[29] M. E. Riepe u. J. H. Wang, J. Biol. Chem. 243, 2779 (1968).

[30] Zuerst vorgeschiagen von R. P. Davis. Siche Boyer et al.: The
Enzymes. Bd. 5, S. 545.

[31] M. Caplow, ). Amer. Chem. Soc. 93, 230 (1971).

[32] Eingehende Diskussion siehe W. P. Jencks : Catalysis in Chemistry
and Enzymology. McGraw-Hill, New York 1969.

[33] Sichez.B.J. 0. Alben, L. Yen u. N. J. Farrier, ). Amer. Chem. Soc.
92,4475(1970); K. Garbett, D. W. Darnall, . M. Klotz u. R. J. P. Williams,
Arch. Biochem. Biophys. /35, 419 (1969); J. Naylor u. R. J. P. Williams:
The Chemistry of Alkaline Phosphatase Catalysis. Tagung der Chem.
Soc., Canterbury, Juli 1970.

[34] J. P. Jones, E. J. Billo u. D. W. Margerum, J. Amer. Chem. Soc. 92,
1875 (1970).

[35] Diskussion in [32], dort Kapitel 1.
[36] Siehe [30], dort S. 556.

[37] D. R. Storm u, D. E. Koshland, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 66, 445
(1970).

[38] T. M. Hunt: Metal Jons in Aqueous Solution. Benjamin, London
1963, S. 50.

[39] H. F. Fischer, Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. 5/, 1285 (1960); siche
[24a).

[40] D. C. Phillips, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 57, 484 (1967).

[41] B. L. Vallee u. R. J. P. Williams, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 59, 498
(1968); Chem. Brit. /968, 399.

[42] Siehe [32], dort Kapitel 8.

[42a] M. Eigen in S. Claesson: Proceedings of 5" Nobel Symposium.
Interscience, New York 1967, S. 246.

[43] J. A. Verpoorte, S. Mehta u. J. T. Edsall, J. Biol. Chem. 242, 4221
(1967).

[44] M.J. Blandamer, Quart. Rev. Chem. Soc. 24, 169 (1970); /. Frido-
vitch, J. Biol. Chem. 238, 592 (1963).

[45] Siehe z.B. F. A. Cotton u. G. Wilkinson: Advanced Inorganic

Chemistry. Wiley, New York 1966, 2. Aull,, S. 610,865, vgl. F. A. Cotton
u. G. Wilkinson : Anorganische Chemie. Verlag Chemie, Weinheim 1968.

[46] W.J.Davis u.J. Smith, J. Chem. Soc. A 1971, 317.
[47] D.S. Auld u. B. L. Vallee, Biochemistry 9, 4353 (1970).

[48] M. L. Applebury, B. P. Joh u. J. E. Col , J. Biol. Chem.
245, 4968 (1970).

[49] M. A.Cobbu.D. N. Hague, Chem. Commun. /971,20; T.J. Cayler,
M. A.Cobb, D. N. Hague, A. M. John u. D. J. Zetter: The Role of Metals
in Enzymic Reactions. Tagung der Chem. Soc., Canterbury 1970.

[50] M. A. Cobb u. D. N. Hague, Chem. Commun. 1971, 20.

[51] D. A. Buckingham, D. M. Foster u. A. M. Sargeson, J. Amer. Chem.
Soc. 92, 6151 (1970).

[52] J. E. Earley u. W. Alexander, J. Amer. Chem. Soc. 92, 2294 (1970).
[53] D.J. Hewkin u. R. H. Prince, Coord. Chem. Rev. 5, 61 (1970).

[54] L. G. Sillen u. A. E. Martell: Stability Constants. Spec. Publ.
Nr. 17, Chem. Soc., London 1964.

(551 H. A. Krebs, Biochem. J. 43, 525 (1948).
(56] R.G. Khalifah, J. Biol. Chem. 246, 2561 (1971).

[57] J. F. Hower, R. W, Henkens u. D. B. Chesnut, J. Amer. Chem. Soc.
93, 6665 (1971).

[58) R. H. Prince u. P. R. Wolley, ). Chem. Soc. (Dalton), im Druck.

Einfache Synthese von [2.2)Paracyclophanen
Von Henning Hopf ™
Herrn Professor R. Criegee zum 70. Geburtstag gewidmet.

Additionsreaktionen an 1,2,4,5-Hexatetraen (Biallenyl)
(1) sind von Interesse, da dieser acyclische C4H,-

(*] Dr. H. Hopf
Institut fiir Organische Chemie der Universitit
75 Karlsruhe, Richard-Willstitter-Allee 2
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Kohlenwasserstoff ein konjugiertes und zwei kumulierte
Diensysteme enthdlt. Um zu priifen, ob die [2+2]-
Cycloaddition an die Allengruppen oder die [2+4)-
Cycloaddition an die ,inneren* Doppelbindungen be-
vorzugt ist!?, haben wir (/) mit Dienophilen umge-
setzt; wir berichten hier iiber die Reaktion von Biallenyl
(1) und Acetylendicarbonsiure-dimethylester (2).

Neunstiindiges Erwdrmen (65°C) einer Losung dquimo-
larer Mengen von (1) und (2) in Benzol liefert, nach
Entfernen des Losungsmittels und Umkristallisation (Ben-
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