Reaktionsselektivitit von Enzymen durch negative Katalyse
oder wie gehen Enzyme mit hochreaktiven Intermediaten um?

Von Janos Rétey *

Unser heutiges Verstindnis der Enzymkatalyse ist durch die von Linus Pauling erstmals im
Jahre 1946 diskutierte Hypothese der Bindung des Ubergangszustands geprigt. Diese Bindung
des Ubergangszustands sowie das Zusammenspiel geeignet plazierter katalytisch aktiver
Gruppen kann sowohl die Beschleunigung als auch die Spezifitdt vieler enzymatischer Reak-
tionen weitgehend erkldren, sofern fiir diese analoge chemische Reaktionen bekannt sind. Es
wird angenommen, daB Enzyme bei chemisch ,,schwierigen‘* oder ,,unwahrscheinlichen* Um-
setzungen auf einen zusdtzlichen Trick zuriickgreifen. Durch die Verwendung von Cofaktoren
hoher potentieller Energie, wie etwa Coenzym B, ,, stabilisierter Radikale oder Licht, konnen
sie das gebundene Substrat in ein duBerst reaktives, instabiles Intermediat iiberfithren. Die
Selektivitdt wird in diesem Fall durch negative Katalyse gewahrleistet, die verhindert, daB das
,,heiBe* Intermediat so reagiert wie in Losung oder in der Gasphase. Durch die Verldngerung
seiner Lebensdauer kann das hochreaktive Intermediat Reaktionen eingehen, deren Aktivie-
rungsenergien relativ grof§ sind und die deshalb ohne negative Katalyse unterdriickt wiirden.
Die Selektivitdt solcher Reaktionen wird daher eher durch das Verhindern unerwiinschter
Reaktionen als durch die Forderung der eigentlichen Zielreaktion bedingt. Die Uberfiihrung
in hochreaktive Zwischenstufen kann umkehrbar sein, wie es etwa bei Coenzym B,, der Fall
ist, oder irreversibel, wenn sie durch Licht oder ATP verursacht wird. Hochreaktive Zwischen-
stufen sind oft Radikale, konnen aber auch andere instabile Intermediate sein. In diesem
Aufsatz werden eine Reihe enzymatischer Reaktionen diskutiert, die durch negative Katalyse

erkldrt werden konnen.

1. Einleitung

Obwohl die wahre Natur der Enzymkatalyse bisher nicht
vollstindig erkannt ist, konnten in den letzten Jahrzehnten
doch viele wichtige Einzelheiten beziiglich der Enzym-
strukturen und der Enzym-Substrat-Wechselwirkungen ent-
schliisselt werden. Als Ergebnis konnen einige allgemein giil-
tige SchluBfolgerungen gezogen werden, und es ist moglich,
die Prinzipien, die eine enzymatische Reaktion ermdglichen,
zu benennen. Der erste und absolut notwendige Schritt aller
enzymatischen Reaktionen ist die Bindung des Substrats.
Obwohl dieser Schritt essentiell ist, ist er natiirlich nicht aus-
reichend fiir eine Katalyse. Das aktive Zentrum von Enzy-
men ist, wie erstmals 1946 von Linus Pauling ausgefithrt!!],
eher zum Ubergangszustand als zum Substrat komplemen-
tir. Mit anderen Worten, dal enzymkatalysierte Reaktionen
eine geringere Energiebarriere haben als unkatalysierte, wird
durch die Destabilisierung des Grundzustands des Substrats
und die damit verbundene Stabilisierung des Ubergangszu-
stands vom Enzymkomplex verursacht. Genaugenommen
ist diese Unterteilung nicht vollig korrekt, da nach der Bin-
dung des Substrats der gesamte Komplex als eine Einheit
angesehen werden sollte. Wenn man iiber diese Nach-
ldssigkeit hinwegsieht, kann man anfiihren, daB die meBbare
Bindungsenergie wesentlich geringer ist als die theoretisch zu
erwartende, da ein Teil der Bindungsenergie dazu verwendet
wird, das Substrat in Richtung des Ubergangszustands zu
verdndern. Dabei kann das Substrat in einer zwar ungiinsti-
gen, aber reaktiven Konformation fixiert werden, es kann
von der Solvathiille getrennt werden, es kann eine Polarisa-
tionsdnderung stattfinden, oder es kann eine kovalente Bin-

[*] Prof. Dr. J. Rétey
Lehrstuhl fiir Biochemie im Institut fiir Organische Chemie der Universitit
Richard-Wilistdtter-Allee, D-7500 Karlsruhe 1

dung zwischen Substrat und Enzym gekniipft werden. An
dieser Stelle erscheint es angebracht, die Rolle des nicht an
der Reaktion beteiligten Teils des Substrats oder des Coen-
zyms zu betonen. Die von diesem Teil erbrachte Bindungs-
energie kann dazu verwendet werden, den reagierenden Teil
des Substrats in ein ,,ihn nicht willkommen heiBendes Loch*
zu zwingen!?l, In vielen Fillen, z. B. bei Acyl-CoA, SAM,
NAD® und FAD#, ist solch ein nichtreaktiver Teil am Sub-
strat bzw. am Coenzym vorhanden. Solch ein Kunstgriff
mag dabei einer doppelten Rolle dienen, zum einen der che-
mischen Aktivierung als Thioester oder Sulfonium-Ion, zum
anderen der starken Bindung durch die Wechselwirkung mit
der komplementiren Bindungstasche des Enzyms, z. B. der
Adenosin-Bindungstasche. Ahnliche Effekte kdnnen beim
Pyridoxalphosphat oder Thiaminpyrophosphat durch Phos-
phorylierung oder Pyrophosphorylierung erzielt werden, da
diese durch zum Teil ionische Wechselwirkungen gebunden
werden. Ein Teil der Bindungsenergie kann auch fiir Konfor-
mations- und andere Strukturinderungen des Enzyms ver-
wendet werden.

Eine weitere Folge des Paulingschen Postulats ist die sehr
starke Bindung sogenannter Ubergangszustandsanaloga an
Enzyme. Diese sind stabile Verbindungen, deren Strukturen
den vermeintlichen Ubergangszustinden von Substraten bei
Enzymreaktionen dhneln. Solche Ubergangszustandsana-
loga werden im Hinblick auf ihre Eignung als wirkungsvolle
Inhibitoren und als Arzneimittel untersucht, und in neuerer
Zeit werden sie bei der Herstellung katalytischer Antikorper
verwendet!® 4. Es ist begreiflich, daB die meisten Wissen-
schaftler ihre Bemithungen auf solche enzymatischen Reak-
tionen konzentrieren, die relativ einfach und chemisch

[*] CoA = Coenzym A, SAM = S-Adenosylmethionin, NAD = Nicotin-
amid-adenindinucleotid, FAD = Flavinadenindinucleotid.

Angew. Chem. 102 (1990) 373-379 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-6940 Weinheim, 1990  0044-8249/90/0404-0373 $ 02.50/0 373



plausibel erscheinen. Dabei handelt es sich z. B. um Proto-
neniibertragungen, etwa die Tautomerisierung, Epimerisie-
rung oder Racemisierung sowie die hydrolytische Spaltung
von Estern und Amiden!®*~"), Trotz allem bleiben noch ei-
nige Probleme ungelost. Da sich die meisten Enzymreaktio-
nen aus einer Reihe elementarer Schritte zusammensetzen,
ergeben sich folgende Fragen: Welches ist der Reaktions-
schritt, dessen Ubergangszustand komplementir zur Bin-
dungsstelle am Enzym ist, und handelt es sich dabei um den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt? Oder ist das Enzym
in der Lage, komplementiare Bindungszentren fiir mehrere
aufeinanderfolgende Ubergangszustinde einer Reaktions-
folge durch feine und schnelle Konformationsinderungen zu
bilden?

Es ist iiblich, die durch ein Enzym erzielte Beschleunigung
einer Reaktion durch Vergleich mit der nicht-katalysierten
Reaktion abzuschitzen. Solch eine Beschleunigung wird in
erster Ndherung dem Quotienten der Dissoziationskonstan-
ten von Enzym-Substrat und Enzym-Ubergangszustands-
Komplex K bzw. K, gleichgesetzt [Gl. (a)]'®.
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Beschleunigungen zwischen 10'® und 10° wurden abge-
schiitzt. Eine weitere hervorragende Eigenschaft von Enzy-
men ist ihre hohe Spezifitdt. Ihre Substrat- und Stereospezifi-
tit wurde in vielerlei Zusammenhdngen gezeigt und dis-
kutiert!®~ 2. Wir wollen uns hier auf die Betrachtung der
Reaktionsspezifitat beschranken, d.h. auf die Tatsache, daf
mehrere Enzyme das gleiche Substrat umsetzen konnen, aber
jedes Enzym dabei nur eine spezifische Reaktion katalysiert,
die zu nur einem spezifischen Produkt fiihrt. Auch dies folgt
selbstverstiandlich aus der Paulingschen Theorie der Bindung
von Ubergangszustinden. Mit anderen Worten, viele Enzy-
me arbeiten nach folgender Strategie: Sie wihlen eine Reak-
tion und vermindern ihre Aktivierungsenergie durch Stabili-
sierung des zugehorigen Ubergangszustands. Andere
mogliche Reaktionen haben dann zu hohe Aktivierungsener-
gien, d. h. das betreffende Substrat wird spezifisch umgewan-
delt.

Es gibt jedoch eine steigende Anzahl von Enzymreaktio-
nen, die weder einfach noch chemisch plausibel sind. Ihre
enzymatische Beschleunigung ist quasi unendlich, da die Ge-
schwindigkeit der unkatalysierten Reaktion praktisch Null
ist. Wie konnen Enzyme solche ,.chemisch unméglichen*
Reaktionen durchfiihren? Bietet die Theorie der Bindung
des Ubergangszustands auch fiir solche Reaktionen eine zu-

friedenstellende Erkldrung? Um ein gebundenes Substrat ge-
niigend reaktiv zu machen, kénnen Enzyme auf ,,energie-
reiche’* Verbindungen, wie etwa ATP oder Radikale
erzeugende Agentien zuriickgreifen, etwa die Kombination
von Eisenkomplexen mit radikalbildenden Gruppen wie Ty-
rosin, Coenzym B, oder sogar Licht. Im Fall des Coenzyms
B,, kann durch die homolytische Spaltung der Cobalt-Koh-
lenstoff-Bindung ein hochreaktives Radikal gebildet werden,
das in der Lage ist, von einer nicht-aktivierten Position des
Substrats ein Wasserstoffatom zu abstrahieren. Das entste-
hende, destabilisierte Radikal neigt zu spontanen Folgereak-
tionen. Die Hauptaufgabe des Enzyms besteht nun darin,
Stabilisierungsreaktionen, die fiir freie Radikale in Losung
typisch wiren, zu verhindern. Solch eine ,,negative Kataly-
se'* kann durch die Abschirmung des hochreaktiven Inter-
mediats gegeniiber reaktiven Gruppen erreicht werden und
durch die Verhinderung von Konformationen, aus denen
heraus unerwiinschte Reaktionen stattfinden kénnen. Dies
ermOglicht der radikalischen Zwischenstufe, untypische
Reaktionen einzugehen, z. B. Umlagerungen unter 1,2-Wan-
derungen.

Die Reaktionsselektivitdt kann also durch die spezifische
Beschleunigung einer Reaktion erreicht werden oder aber,
unter Energieeinsatz, durch die Bildung hochreaktiver Inter-
mediate, die dann daran gehindert werden, unerwiinschte
Reaktionen einzugehen. Wenn dadurch die Lebensdauer des
hochreaktiven Intermediats verldngert wird, kdnnen uniib-
liche Umwandlungen folgen. Im Gegensatz zur Energie von
ATP, Licht oder anderen Energiequellen muB die von Coen-
zym B,, iibertragene Energie am Ende eines Katalysecyclus
zuriickgegeben werden.

Was sind die experimentellen Stiitzen fiir solch eine Alter-
native oder besser gesagt, fiir solch ein zusdtzliches Prinzip
der Reaktionsselektivitit, und worin liegt seine Bedeutung
auf dem Gebiet der enzymatischen Reaktionen?

2. Coenzym-B,,-abhiingige enzymkatalysierte
Umlagerungen

Man kennt heute etwa ein Dutzend Coenzym-B, ,-abhin-
gige Umlagerungen, die unter mehreren Gesichtspunkten
bemerkenswert sind. Coenzym B, , und einige seiner Deriva-
te sind die einzigen bekannten Naturstoffe, die eine kovalen-
te Metall-Kohlenstoff-Bindung haben. Die thermische Stabi-
litdt dieser Bindung, insbesondere in wifriger Losung, ist
bemerkenswert. Die Dissoziationsenergie der homolytischen
Spaltung wurde mit etwa 30 kcal mol ™! angegeben!!3-14],
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ihre Photolyse verlduft schnell, ist aber wahrscheinlich ohne
Bedeutung fiir die enzymatischen Reaktionen. Noch er-
staunlicher sind die von Coenzym B, , katalysierten Umlage-
rungen. Es handelt sich dabei um den Austausch eines Was-
serstoffatoms und einer variablen Gruppe R zwischen zwei
benachbarten Kohlenstoffatomen [Gl. (b)].
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Handelt es sich bei R um einen C-gebundenen Rest, z. B.
-COSCoA, -C(H)(NH,)COOH oder -C(=CH,)COOH, so
spricht man von einer Kohlenstoffgeriistumlagerung, z. B.
im Fall der durch Methylmalonyl-CoA-, Glutamat- oder
Methylenglutarat-Mutase katalysierten Reaktionen. In all
diesen Fillen wird im Verlauf der Reaktion eine nicht-akti-
vierte Methylgruppe angegriffen. Handelt es sich bei R um
eine Heteroatom-gebundene Gruppe, z. B. OH oder NH,, so
werden die entsprechenden Enzyme als Diol-Dehydratasen,
Ammoniak-Lyasen oder Amino-Mutasen bezeichnet. Ein
Beispiel fiir Amino-Mutasen ist die B-Lysin-Mutase.

Wihrend die Wanderung von R streng intramolekular
verlduft 5161 ist die Wanderung des H-Atoms teilweise in-
termolekular?7 29, 1966 entdeckten Frey und Abeles™ 8!,
daB Umlagerungen, die durch Coenzym-B,,-abhingige En-
zyme katalysiert werden, das wandernde H-Atom mit jenen
der cobaltgebundenen Methylengruppe austauscht. Sie fol-
gerten daraus eine voriibergehende Spaltung der Cobalt-
Kohlenstoff-Bindung unter intermedidrer Bildung von 5'-
Desoxyadenosin. Als Folge davon muB man annehmen, daf3
ein weiterer, chemisch schwieriger Schritt, nimlich der An-
griff des 5'-Desoxyadenosins an einer nicht-aktivierten Me-
thylgruppe notwendig ist, um den Katalysator zu regenerie-
ren. In Schema 1 ist ein solcher Minimalmechanismus
dargestellt.
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Die angenommene Spaltung der Cobalt-Kohlenstoff-Bin-
dung erfolgt wahrscheinlich homolytisch. Dies ist die am
wenigsten Energie erfordernde Art des Bindungsbruchs; in
einigen Fillen gibt es auch experimentelle Hinweise (ESR,
UV) fiir die intermedidre Bildung paramagnetischer Co'l-
Spezies und eines organischen Radikals'?! 2%, Ein hochre-
aktives organisches Radikal kann eine nicht-aktivierte Me-
thylgruppe angreifen, wie dies im Falle der Reaktionen mit
Methylmalonyl-CoA 3%, Isobutyryl-CoA3!! oder Methyl-
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aspartat geschieht’>?!. Obwohl der direkte Beweis fiir
die Existenz radikalischer Zwischenstufen bei diesen Koh-
lenstoffgeriistumlagerungen noch aussteht, wurden be-
reits ESR-Spektren von Enzym-Substrat-Komplexen mit
Ethanolamin-Ammoniak-Lyase!?*-23-241 Diol-Dehydrata-
se[25727 ynd Ribonucleotid-Reduktase!?8! veroffentlicht.
Aufgrund dieser Spektren hat man angenommen, daB3 wih-
rend der Katalyse das paramagnetische Co™-Zentrum und
das 5-Methylen-Radikal der Adenosineinheit 10—12 A von-
einander entfernt sind. Es ist verlockend anzunehmen, dal3
die Bindung des Substrats eine Konformationsinderung des
Enzyms ausldst, wodurch die beiden Teile des Coenzyms
auseinandergezogen werden. Das Substrat kann dann in den
durch diese Bewegung geschaffenen Raum eindringen. Eine
genaue Positionierung von Methylen-Radikal und Substrat
sind die Voraussetzung fiir die spezifische Abstraktion des
wandernden H-Atoms.

2.1. Diol-Dehydratase- und
Ethanolamin-Ammoniak-Lyase-Reaktionen

Viele interessante und stereochemisch iiberraschende Ein-
zelheiten wurden bei den Reaktionen der Diol-Dehydratase
und der Ethanolamin-Ammoniak-Lyase gefunden, wobei in
beiden Fillen ein Paar homologer Substrate in einer dhnli-
chen, aber stereochemisch deutlich unterscheidbaren Art
umgesetzt werden [Gl. (c) und (d)].

R-CH-CH,0H —— R-CH;~CHO + H,0 ©
OH
R = H, CH,

R-CH-CH,0H —> R-CH,~CHO + NH @)
NH,
R = H, CH,

Die Ergebnisse wurden schon frither zusammenfassend
dargestellt* 121, Insgesamt bestiitigen sie das Vorkommen
radikalischer Zwischenstufen, fiir das ESR-Spektren erste
Hinweise geliefert hatten. Insbesondere die Beobachtung,
daB immer dann, wenn die Reaktion iiber ein Methylenradi-
kal verlduft, Racemisierung beobachtet wird, erklirt sich
durch eine schnelle Rotation um eine C-C-Bindung, wo-
durch die homotopen Seiten ununterscheidbar werden

[GL. (e)].
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Wird eines der Wasserstoffatome durch eine Methylgrup-
pe ersetzt, so verhindert dies, wie im Falle der Diol-Dehydra-
tase-Reaktion®3, die Rotation an der Enzymbindungsstelle,
oder es fiihrt bei einer niedrigen Rotationsbarriere zu zwei
fiir das Enzym unterscheidbaren Seiten des trigonalen Zen-
trums, was im Fall der Reaktion der Ethanolamin-Ammo-
niak-Lyase®#! zutrifft [GI. (f)]. Experimentell beobachtet
man einen einheitlichen sterischen Verlauf (z. B. Inversion)
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im ersten Fall und eine uneinheitliche, von der Konfigura-
tion des Substrats unabhéngige Stereospezifitdt im zweiten
Fall.

keine .
Rotation }[{
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Man sieht, daB sich stereochemische Untersuchungen aus-
gezeichnet dafiir eignen, das Auftreten von Methylenradi-
kal-Zwischenstufen nachzuweisen. Enzymatische Umwand-
lungen iiber anionische Methylengruppen, wie sie etwa bei
Kondensationsreaktionen von Acetyl-CoA beteiligt sind,
sind aufgrund der hohen Rotationsbarriere durchweg stereo-
spezifisch!3* 381,

Enzymatische Prozesse, bei denen die Beteiligung von Me-
thylen-Kationen vermutet wird, sind selten. In der Terpen-
Biosynthese bei der Kondensation der Isopreneinheiten Iso-
penteny!- und Dimethylallyldiphosphat ist das vermeintliche
Intermediat ein Allyl-Kation mit einer Methylengruppe an
einem Ende (siehe 1).

R
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Die Verwendung stereospezifisch markierter Substrate er-
gab eine vollstindige Selektivitat beziiglich der enantiotopen
Methylenseiten, was fiir eine hohe Rotationsbarriere in 1
spricht 3%,

2.2. Methylmalonyl-CoA-Mutase-Reaktionen

Unter den Coenzym-B,,-abhingigen Kohlenstoffgeriist-
umlagerungen wurde die Methylmalonyl-CoA-Mutase-
Reaktion {Gl. (g)] am griindlichsten untersucht. Der ste-

COSCoA *H COSCoA
°H-C-C*H, == °H-C C—*H @
COOH COOH *H

rische Verlauf der Substitutionen an den wandernden Zen-
tren wurde durch Deuteriummarkierung*® 4! und durch
Verwendung des homologen Substrats Ethylmalonyl-
CoA'*2 aufgeklirt. Die Substitutionen erfolgen an beiden
Zentren hauptsichlich, jedoch nicht ausschlieBlich, unter
Retention. Geht man von monodeuteriertem, [2-*H,]Me-
thylmalonyl-CoA aus, so ist das entstehende Succinyl-CoA
zu je 15-20% unmarkiert und dideuteriert!¢®#!l. Da man
an eine strenge Stereospezifitdt der Enzyme glaubte, wurden
diese Ergebnisse zundchst unreinen Enzympréparaten oder
experimentellen Fehlern zugeschrieben. Erst zwanzig Jahre
spater, als HPLC-gereinigte Enzymprdparate verfiigbar wa-
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ren und hochauflésende NMR-Spektrometer eine genaue
Beobachtung der Enzymreaktionen ermoglichten, konnte
gezeigt werden, daB die tiberraschende Deuteriumverteilung
keine Folge experimenteller Fehler, sondern vielmehr die
Konsequenz des Reaktionsmechanismus war 43441, Beson-
ders aussagekriftige Ergebnisse wurden durch die Verwen-
dung des Carba(dethia)-Coenzym-A(CH,CoA)-Analogons
des Methylmalonyl-CoA erhalten!*5!. Diese Verbindung ist
ein genau so gutes Substrat wie der natiirliche Thioester, hat
jedoch den Vorteil, daB sie hydrolysestabil ist. Deshalb
konnte die Bildung und Deuterierung von Succinyl-CH,-
CoA ca. einen Tag NMR-spektroskopisch beobachtet wer-
den; die Bildung von Succinyl-CoA, das unter physiologi-
schen Bedingungen hydrolysiert, 148t sich nicht NMR-spek-
troskopisch verfolgen.

Die kinetischen NMR-Studien!#%! bestitigen die iiberra-
schende Verteilung des , nicht-wandernden‘ Deuterium-
atoms unter den gebildeten Succinyl-Spezies. So wurde an-
statt des erwarteten 100 % monodeuterierten Produkts nur
etwa 60% gebildet. Der Rest war unmarkiert oder geminal
dideuteriert. In Anwesenheit von Methylmalonyl-CoA-Epi-
merase incorporiert simtliches, durch Riickreaktion gebilde-
tes unmarkiertes Methylmaionyl-CH,CoA sofort Deute-
rium aus dem Loésungsmittel in die a-Position. Wiederholte
Umlagerungen, die wieder unter der gleichen Deuterium-
verteilung stattfinden, fithren ein weiteres Mal zu etwas
unmarkiertem Produkt, das durchweg auf der Methylmalo-
nyl-Stufe deuteriert worden ist. Dieser Vorgang kommt ei-
nem Leck im System gleich, das einen kontinuierlichen Deu-
teriumeinbau aus dem Losungsmittel in das Produkt erlaubt,
was durch NMR-Spektoskopie gezeigt werden konnte!**.
In strenger Abwesenheit der Methylmalonyl-CoA-Epimera-
se erreicht die Deuteriumverteilung eine stationédre Phase mit
statistischer Verteilung von unmarkierten, monodeuterierten
und geminal dideuterierten Spezies im Verhiltnis 1:1:1146),

Da die Deuteriumumverteilung bereits vor Erreichen des
Gleichgewichts stattfindet, kann sie nicht durch einen Man-
gel an Stereospezifitit der Riickreaktion, d.h. durch eine
unvollstindige Unterscheidung zwischen den beiden diaste-
reotopen 3-Methylen-Wasserstoffatomen der Succinyl-Ein-
heit erkldrt werden. Des weiteren hat das in Experimenten
mit dem natiirlichen Thioester-Substrat in Deuteriumoxid
gebildete monodeuterierte Succinyl-CoA eine optische Rein-
heit von >90% 4% 4" Einen Mechanismus, der all diesen
Tatsachen Rechnung trigt, zeigt Schema 2.

In Schema 2 wird angenommen, daB3 das paramagnetische
Co'-Zentrum nach der homolytischen Spaltung der Cobalt-
Kohlenstoff-Bindung lediglich die Rolle eines ,,Beobachters*
einnimmt. Das Adenosin-5"-Radikal ist so angeordnet, da
es ein Wasserstoffatom von der Methylgruppe des Substrats
abstrahieren kann, wobei es dadurch in eine nicht-aktivierte
Methylgruppe iibergeht. Nach der Wanderung der Carbo-
nyl-XCoA-Gruppe (X =S oder CH,) kann das Produkt-Ra-
dikal 2 wieder ein Wasserstoffatom von der 5'-Methylgruppe
des Adenosins abstrahieren, was zum erwarteten stereospezi-
fisch deuterierten Produkt fithrt. Um die Anwesenheit von
unmarkierten und doppelt markierten Spezies zu erkliren,
kann man eine stereoelektronisch begiinstigte und in Kon-
kurrenz zur ,,intermolekularen* H-Abstraktion stattfinden-
de 1,2-H-Verschiebung annehmen. Dabei kommt es zu einer
Inversion des vorderen Zentrums, wodurch ein Deuterium-
atom in die ,,Reichweite* des 5'-Methylen-Radikals kommt.
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Schema 2.

Letzteres wird nach der Wasserstoffverschiebung zum ,,hin-
teren** Zentrum regeneriert und steht nun zur Abstraktion
von Deuterium vom ,,vorderen* Zentrum des gebundenen
Produkts zur Verfiigung. Da Methylgruppen selbst im akti-
ven Zentrum von Enzymen eine geringe Rotationsbarriere
haben, kann die Riickiibertragung eines H-Atoms zu unmar-
kiertem Succinyl-CH,CoA unter gleichzeitiger Incorpora-
tion von Deuterium in die 5'-Methylengruppe des Coenzyms
fiihren. Im nichsten Katalysecyclus kann solch ein deuterier-
tes Coenzym Deuterium auf die monodeuterierte radika-
lische Zwischenstufe 2 iibertragen und somit zum beobachte-
ten geminal dideuterierten Succinyl-Produkt fiihren.

Wenn das postulierte Methylmalonyl-Thioester-Radikal 3
in nicht-enzymatischen Modellsystemen erzeugt wird, wer-
den relativ geringe Ausbeuten an Produkten einer 1,2-
Wanderung beobachtet!®~ 531, Normalerweise iiberwiegt
die direkte Wasserstoffabstraktion. Die Wanderungsten-
denz der Gruppen nimmt in der folgenden Reihe ab:
—COR > —COSR > —CN > —COOQR [48:51.52. 541 {Jper
eine eindeutig belegte 1,2-Wanderung von Wasserstoffato-
men in organischen Radikalen wurde bisher nicht berichtet.

COXR
H,C-C—CH,
COOR

3,X=5,0,CH,

Man erkannte!*!], daB die Methylmalonyl-CoA-Mutase-
Reaktion relativ langsam verlduft im Vergleich zur Lebens-
dauer freier Radikale, die durch Modellstudien erzeugt wur-
den. Dies verdeutlicht, daB das Enzym die Lebensdauer der
,,freien Radikale* erhoht, indem es die Radikale vor Reak-
tionen mit dem Losungsmittel schiitzt.

3. Coenzym-B,,-unabhiingige enzymkatalysierte
Radikalreaktionen

Im Laufe der letzten Jahre wurden immer mehr enzyma-
tische Reaktionen bekannt, bei denen radikalische Zwi-
schenstufen postuliert werden. Die meist uniiblichen chemi-
schen Umwandlungen koénnen nicht durch herkémmliche,
insbesondere ionische Mechanismen erkldrt werden. Ob-
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wohl die vorgeschlagenen Mechanismen bisher nicht streng
bewiesen wurden, sollte eine Ubersicht die in diesem Aufsatz
entwickelten Ideen veranschaulichen und untermauern.

Pyruvat-Formiat-Lyase katalysiert die reversible Spaltung
von Pyruvat zu Formiat und Acetyl-CoA [GI. (h)].

Il Il
H,C—C—COOH + CoASH —— H,CCSCoA + HCOOH (h)

Im Gegensatz zur oxidativen Decarboxylierung von Pyru-
vat ist die Pyruvat-Formiat-Lyase-Reaktion unabhdngig
von Thiaminpyrophosphat 53\, Knappe et al.'*®! fanden, daB
das gereinigte Enzym ein Radikal unbekannter Natur ent-
hilt, und schlugen, unabhingig von anderen'®®), den in
Schema 3 dargestellten Mechanismus vorl*”). Der zentrale
Schritt ist dabei die Abstraktion eines Wasserstoffatoms
von der Thiohalbketal-Zwichenstufe in der Hinreaktion und
vom Formiat in der Riickreaktion. Die Spaltung/Kniipfung
der C-C-Bindung ist eine Radikalreaktion, wodurch die
Schwierigkeit der Bindungsbildung zwischen zwei gleich po-
larisierten Kohlenstoffatomen umgangen wird. Wie in den
Coenzym-B, ,-katalysierten Reaktionen ist die hohe Re-
aktivitit des Substrats nur ,,gelichen und muB am Ende
eines Katalysecyclus an den Katalysator zuriickgegeben
werden.

R' R.
0 H 0
1 \
HiC—C  C=0 Hye—C—c=
| i
Sl'» Oe HSl 05
Enz Enz
1 1
RH RH R
T 0 ¥ 0 o
K-t 'f’ = ch—f—cf = ch—c—cfO
s 0 s 0 d 0
Enz Eu!\z EI!\Z

Schema 3.

Lysin-2,3-Amino-Mutase aus Clostridium katalysiert die
Wanderung einer Aminogruppe von Position 2 nach 3 in
Lysin [GI. i)]"*®. Das Enzym benotigt Pyridoxalphosphat

H,N—(CH,);~CH,~CH—COOH ——> H,N—(CH,);~CH~CH,COOH @)

NH, NH,

und S-Adenosylmethionin (SAM) als Coenzyme. Frey et al.
fanden einen Tritiumaustausch zwischen der 5'-Position der
Adenosineinheit von SAM und der 2-Position von B-Ly-
sin[%%-611 Dies erinnert an die Coenzym-B,,-abhingige
Mutasereaktion, und die Autoren schlugen einen Mecha-
nismus vor, in dem einige einfache Schritte sehr dhnlich
sind (Schema 4).

In Analogie zu Coenzym-B, ,-abhingigen Reaktionen po-
stulieren sie eine homolytische Spaltung der Schwefel-
Kohlenstoff-Bindung unter Bildung eines 5'-Adenosyl-Radi-
kals, welches seinerseits ein Wasserstoffatom von der unre-
aktiven 3-Position des Lysins abstrahieren kann. Das dabei
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entstehende Radikal greift das benachbarte Stickstoffatom
der Schiffschen Base zwischen Lysin und Pyridoxalphosphat
an, wobei ein Radikal resultiert, das sowohl durch den aro-
matischen Ring als auch durch den Aziridinring stabilisiert
wird. Eine Umlagerung fiihrt schlieBlich zu einem zur CO%-
Gruppe a-stindigen Radikal, das dann durch eine Wasser-
stoffiibertragung von 5'-Desoxyadenosin, das an das aktive
Zentrum gebunden ist, stabilisiert wird. Aberhart et al. fiihr-
ten unabhingige Untersuchungen unter Verwendung von
Deuteriummarkierung durch!62:631 Es gelang ihnen nicht,
eine Deuteriumiibertragung von der 5'-Position des SAMs
auf o- oder B-Lysin nachzuweisen, so daf sie zu einem ande-
ren SchluB als Frey et al. kamen. Der Grund fiir diese Wider-
spriiche mag in der Verwendung unterschiedlicher Enzym-
priparate und Reaktionsbedingungen liegen!6'l.

Eines der am besten charakterisierten Enzyme, das ein
,stabilisiertes** Radikal enthilt, ist die Ribonucleotid-Di-
phosphat-Reduktase aus E. coli'®*). Bei ihr wurde erstmals
ein Tyrosyl-Radikal gefunden, das durch ein benachbartes
zweikerniges Eisen(i1)-Zentrum stabilisiert wird (®*1, Interes-
santerweise ist das entsprechende Enzym aus Lactobacillus
leichmannii Coenzym-B,,-abhdngig. In der Tat nimmt man
an!®®! daB in beiden Fillen die Reaktionszentren, die Radi-
kale bilden, dhnliche Aufgaben haben, indem sie Wasser-
stoffatome von SH-Gruppen und/oder von der 3'-Position
des Nucleotids abstrahieren (Schema 5)!¢7). Die iiberra-

T
X X
I
Hao
N N
RO o RO o
Ho Hb -— Hb -—
HO OH HO OH
HS SH
i "
T 1
X X
Ho Ho
N N
RO o] RO
—_— — —® ——.
H
b
HO Hy HO H
HS S° $—S
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schende Beteiligung von 3'-H an der Reaktion wird durch
einen deutlichen kinetischen Deuteriumisotopeneffekt
belegt. Darin liegt eine interessante Analogie zur Methyl-
malonyl-CoA-Mutase-Reaktion, bei der ebenfalls ein
scheinbar unbeteiligtes Wasserstoffatom am Umlagerungs-
mechanismus beteiligt ist 143461,

Es gibt eine groBe Anzahl weiterer enzymatischer Reak-
tionen, an denen hochreaktive Zwischenstufen, meist Radi-
kale, teilnehmen. Unter ihnen befinden sich Oxidationspro-
zesse, die durch Flavoenzyme, Cytochrom P-450 oder
andere eisenhaltige Enzyme katalysiert werden. In all diesen
Fillen ist es eine wesentliche Aufgabe des Enzyms, das hoch-
reaktive Intermediat daran zu hindern, unerwiinschte Reak-
tionen einzugehen. Diese negative Katalyse mag ebenso
wichtig sein wie die positive Katalyse bei solchen Enzymen,
die mit unreaktiven Substraten oder Intermediaten umge-
hen.

In der Photosynthese, bei deren Untersuchung in den letz-
ten Jahren enorme Fortschritte gemacht wurden, kénnte die
negative Katalyse ebenfalls von Bedeutung sein. In der Thy-
lakoidmembran werden Elektronen durch Absorption von
Lichtquanten auf ein energetisch hohes Niveau angehoben.
In den meisten Modellsystemen fallen sie unter Energiedissi-
pation in den Grundzustand zuriick. In den Chloroplasten
werden sie von anwesenden Enzymen und dem Membransy-
stem daran gehindert und iiber Ferredoxin, NADP etc. ei-
nem Elektronentransportsystem zugeleitet, das mit der Bil-
dung von ATP verkniipft ist. Im Gegensatz zu Coenzym B, ,,
das die Energie fiir die enzymatische Reaktion nur ,,aus-
leiht™, ist das Licht in diesem Fall ein Energielieferant.

4. Schlufifolgerung

An vielen Reaktionen der Organischen Chemie sind hoch-
reaktive Intermediate beteiligt. Auch einige ungewdhnliche
enzymatische Reaktionen lassen sich verstehen, wenn man
annimmt, daB sie itber hochreaktive enzymgebundene Inter-
mediate verlaufen. Durch die Unterdriickung typischer Sta-
bilisierungsreaktionen kénnen solche Zwischenstufen uner-
wartete Umlagerungen oder Gruppenwanderungen einge-
hen. Anhand Coenzym-B,,-abhingiger und -unabhingiger

S
1 Schema 5.
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enzymatischer Radikalreaktionen wurde gezeigt, wie solche
chemisch unwahrscheinlichen Umwandlungen méglich
werden.

Der Cartoon zeigt eine antropomorphe Sicht Coenzym-
B, ,-abhingiger Reaktionen. Die potentielle Energie des Co-

7 fg¥hy

LI Y= IS

faktors wird zur Bildung eines energiereichen Intermediats
verwendet, das nach erfolgter Umlagerung ohne nennens-
werten Energieverlust die gelichene Energie an das Coenzym
zuriickgibt. Eine der bedeutendsten Aufgaben des Proteins
besteht dabei darin, das energiereiche Intermediat daran zu
hindern, auf ein niedrigeres Energieniveau abzufallen. Die
unkatalysierte Reaktion ist durch das Uberklettern der
Mauer dargestellt.

Ich danke meinen Mitarbeitern, deren Beitrdge, die die Ba-
sis fiir die hier beschriebenen Ideen bilden, zitiert wurden. Die-
ser Aufsatz wurde wahrend einer von der Swiss Technion So-
ciety finanzierten Gastprofessur am Technion — Israel Institute
of Technology geschrieben. Ich danke den Kollegen in Haifa
fiir ihre Gastfreundschaft und fiir anregende Diskussionen, ins-
besondere Professor A. Halevi. Die experimentelle Arbeit in
meinem Laboratorium wurde durch die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft, den Fonds der Chemischen Industrie und das
Land Baden-Wiirttemberg unterstiitzt.
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