Blick auf den pentakoordinierten Ubergangszustand, der
fiir die durch die saure violette Phosphatase katalysierte
Reaktion angenommen wird. A kennzeichnet das am
Phosphor des Substrates angreifende Nucleophil, und B
zeigt das Sauverstoffatom der austretenden Alkoholat-
gruppe. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist nur das
Estersauerstoffatom der Alkoholgruppe dargestellt.
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Enzymatische Acyl- und Phosphoryltransferreaktionen unter Beteiligung

von zwei Metallionen

Norbert Striter, William N. Lipscomb*, Thomas Klabunde und Bernt Krebs*

Sowohl bei enzymatischen als auch bei
nichtenzymatischen Katalysen sind zahl-
reiche Untersuchungen durchgefiihrt
worden, um zu verstehen, wie Metall-
ionen — besonders Zinkionen — die Hy-
drolyse von Phosphorsdureester- und
Amidbindungen unterstiitzen. Hydro-
lasen mit einem Metallion im aktiven
Zentrum, sogenannte mononucleare
Metallohydrolasen, z. B. die Carboxy-
peptidase A oder Thermolysin, zihlen
zu den ersten Enzymen, deren Struktu-
ren rontgenographisch aufgekldrt wer-
den konnten. In den letzten Jahren wur-
den zunehmend mehr Metalloenzyme
charakterisiert, in denen zwei oder meh-
rere benachbarte Metallionen die Kata-
lyse von Phosphoryl- (ROPO, + R'OH
— R'OPO; + ROH; im Fall der Phos-
phatasereaktion ist R’-OH ein Wasser-

molekiil) und von Carbonyltransfer-
reaktionen unterstiitzen, z. B. in Pepti-
dasen und anderen Amidasen. Diese di-
nuclearen Metalloenzyme katalysieren
enorm viele Reaktionen dieser Art: die
hydrolytische Spaltung von Phosphor-
sduremono-, di- und triesterbindungen,
von Phosphorsidureanhydridbindungen
sowie die Spaltung von Peptidbindun-
gen oder Harnstoff. Auch die Bildung
der Phosphodiesterbindung in RNA
und DNA wird von Polymerasen iiber
einen Zwei-Metallionen-Mechanismus
katalysiert. Erstaunlich vielfdltig sind
auch die Strukturen der aktiven Zentren
dieser di- oder trinuclearen Metallo-
enzyme, selbst fiir Enzyme, die sehr dhn-
liche Reaktionen katalysieren. Die
Strukturbestimmung des aktiven und
inaktivierten Enzyms mit gebundenem

—

Substrat oder Produkt, einem stabilen
Intermediat oder einem Analogon einer
sich im Verlauf der Reaktion bildenden
Zwischenstufe ist eine leistungsstarke
Methode zur Aufkldrung der mechani-
stischen Details der Enzymkatalyse.
Strukturbestimmungen sind fiir viele der
in diesem Artikel beschriebenen Metal-
loenzyme durchgefiihrt worden und lie-
fern zusammen mit anderen biochemi-
schen Untersuchungen einen immer
besseren Einblick in die Fragestellung,
wie die zwei (oder mehr) Metallionen
zusammenwirken, um die Reaktionen
effizient zu katalysieren.
Stichworte: Enzymkatalyse - Metallo-
hydrolasen - Katalyse

.

1. Einleitung

Enzyme mit zwei etwa 3 bis 5 A voneinander entfernten Me-
tallionen im aktiven Zentrum, dinucleare Metalloenzyme, kata-
lysieren in der Natur viele verschiedene chemische Reaktionen.
Zu den bekanntesten Beispielen zdhlen die dinuclearen Ei-
senproteine Hamerythrin, Ribonucleotid-Reduktase sowie Me-
than-Monooxygenase''! und die Kupferproteine Superoxid-
Dismutase, Himocyanin, Tyrosinase und Cytochrom-c-Oxida-
se, die alle eine Rolle beim Transport bzw. bei der Aktivierung
von Sauerstoff spielen. Als Beispiele fiir redoxinaktive dinucle-
are Metalloenzyme seien Enolase, Xylose-Isomerase und Ar-

[*] Prof. Dr. W. N. Lipscomb, Dr. N. Striter
Department of Chemistry and Chemical Biology
Harvard University
12 Oxford Street, Cambridge, MA 02138 (USA)
Telefax: Int. +617/495-3330
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Prof. Dr. B. Krebs, Dr. T. Klabunde
Institut fiir Anorganische Chemie der Universitit
Wilhelm-Klemm-StraBle 8, 48149 Miinster
Telefax: Int. +251/838366
E-mail: Krebs@nwz.uni-muenster.de

Angew. Chem. 1996, 108, 2158-2191

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1996

ginase genannt. Beide Metallionen sollen katalytisch aktiv oder
im Fall des Himerythrins und des Himocyanins an der Bindung
des Sauerstoffs beteiligt sein, und keines der nahe benachbarten
Metallionen scheint eine rein strukturelle Funktion zu haben.
Inzwischen sind viele dinucleare Metalloenzyme, die Hydroly-
sen katalysieren, charakterisiert worden (Tabelle 1). Erst in den
letzten Jahren wurden detaillierte dreidimensionale Struktur-
informationen fiir einige dieser Enzyme verfligbar.

Eine Katalyse mit zwei Metallionen wird mittlerweile fir
zahlreiche biologische Transferreaktionen von Phosphoryl- und
Acyl- oder anderen Carbonylgruppen beobachtet, wobei diese
meistens auf ein Wassermolekill iibertragen werden (Phospha-
tasen, Peptidasen, Amidasen). Angesichts der Ahnlichkeit die-
ser Reaktionen erscheint eine vergleichende Ubersicht iiber die
angenommenen Reaktionsmechanismen und iber ihre struktu-
relle Grundlage wiinschenswert. Ziel dieses Artikels ist es, die
strukturellen und mechanistischen Aspekte der Katalyse von
Phosphoryl- und Carbonyltransferreaktionen durch Metallo-
enzyme, die zwei oder mehrere katalytische Metallionen enthal-
ten, darzustellen. Der Vergleich soll sich nicht auf ein bestimm-
tes Metallion (z. B. Zn?*), das fiir die Katalyse in vivo einge-
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Tabelle 1. In diesem Beitrag vorkommende Enzyme. deren Kurzbezeichnungen sowie in vivo vorhan-
dene Metallionen und Metall-Metall-Abstinde « (in Klammern sind die bei der Strukturanalyse vor-
handenen Metallionen genannt). Die Bezeichnung M weist darauf hin. daB entweder Mn?*, Mg?* oder
Zn** dus aktive Metallion in vivo sein konnte [a].

setzt wird, beschrinken, zumal die meisten der
beschriebenen Enzyme ohnehin mit verschie-
denen zweiwertigen Metallionen katalytische

Aktivitidt aufweisen. Die Enzyme werden

Enzym Abk. Gehall in vivo 4/ 1A) hauptsiichlich auf der Grundlage von Struktur-
alkalische Phosphatase AP Znl-Zn2-Mg3 4.1 (Znt-Zn2) untersuchungen diskutiert und verglichen. Ki-
violette saure Phosphatase PAP Fe-Zn (Fe-Fe) 3.1 (Fel-Zn2) netische und spektroskopische Ergebnisse, die
Ser: Thr-Proteinphosphatase 1 PP-1 Fe-Zn (?) 3.3 (Mn1-Mn2), fiir den Zwei-Metallionen-Mechanismus von

4.0 (Fc1-Mn2) | .
Caleineurin PP-2B Fe-Zn 3.0 (Fet-Zn2) Bedeutung sind, wurden jedoch auch aufge-

3.1 (Fet-Zn2) nomimen. Wegen der groflien Anzahl der hier
DNA-Polymerase 8 Pol-f} M-M 4.7 [a] (MgA-MgB) . . : IR . .
3".5-Exonuclease der DNA-Polymerase | (Pol-I) M-M 3.9 [a] (ZnA-MgB) dlskutlert.en EnZyme 1St es emswhtlg, dd'B enc
Ribonuclease H (HIV-RT) RNase H M-M ca. 4 (Mn-Mn) vollstindige Zusammenstellung der jeweils ver-
Fructose-1.6-diphosphatase FBP M-M 3.7 [a] (Mn1-Mn2) fﬁgbaren Literatur nicht erreicht werden konn-
Inositol-Monophosphatase IMP M-M 3.9 [a] (Mn1-Mn2) Fiir di . di E ird iedoch
Inositolpolyphosphat-1-phosphatase IPP M-M 3.9 (Mn1-Mn2) te. Fur die meisten dieser nZyn']‘e er‘ jedaoc
Phospholipase ¢ PLC Zn1-Za2-Zn3 3.3 (Zni-Zn3) ein aktueller und umfassender Ubersichtsarti-
Nuclease PT . P Znl-Zn2-Zn3 - 3.2 (Zn1-Zn3) kel zitiert. Ebenso bedauern wir, daB Unter-
(S)-Adenosylmethionin-Synthetasc AMS M-M 5 [a] (Mg1-Mg2) R
Glutamin-Synthetase GLS Mg-Mg 5.8 (Mn1-Mn2) suchungen an dinuclearen Metallkomplexen
Phosphotriesterase PTE Zn-Zn 3.8 (Cd1-Cd2) kleinerer Molekularmasse, von denen viele als
Leucin-Aminopeptidase LAP Zn-Zn 3.0 (Zn1-Zn2) : :
Aminopeptidase aus Aeromonas proteolviica AAP Zn-Zn 3.5 (Zn1-Zn2) st.ruku'lrel]e und funktionelle M()ldelle der hier
Methionin-Aminopeptidase MAP Co-Co (?) 2.9 (Co1-Co2) diskutierten Enzyme synthetisiert wurden,
Ureuase Ni-Ni 3.5 (Ni1-Ni2)

[a] Der Abstand konnte in der Struktur des ligandfreien Enzyms nicht bestimmt werden, da beide
Metallionen nur in der Gegenwart von Substraten, Produkten oder Inhibitoren binden.

nicht in diesen Artikel eingeschlossen werden
konnten. Fiir Zinkenzyme mit zwei oder mehr
benachbarten Metallionen, die als co-katalyti-
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sche Zink-Motive bezeichnet wurden, sei auf eine aktuelle Ana-
lyse hinsichtlich ihrer strukturellen und biochemischen Eigen-
schaften hingewiesen!?!.

2. Phosphoryltransferreaktionen

Wegen ihrer fundamentalen biologischen Bedeutung sind
Phosphoryltransfermechanismen sowohl in enzymatischen als
auch in nichtenzymatischen Reaktionen intensiv untersucht
worden. Es liegen einige umfassende Ubersichtsartikel Gber
diese Reaktionen im allgemeinen® ~ *! und speziell iiber die Rol-
le von Metallionen vor!®). Eine erste Einteilung der Enzym-ka-
talysierten Phosphoryltransferreaktionen erfolgt nach dem Kri-
terium, ob die Reaktion iiber ein kovalentes Phosphoenzym-
Intermediat verlduft, oder ob die Phosphorylgruppe direkt auf
den finalen Acceptor Ubertragen wird. Sofern jeder elementare
Schritt die Inversion der chiralen Konfiguration am Phosphor-
atom zur Folge hat (siehe unten), wiirde somit ein direkter
Transfer zur Inversion der Konfiguration fithren, wihrend die
Bildung eines Phosphoenzym-Intermediates in der Gesamt-
bilanz eine Retention der Konfiguration mit sich bringen wiirde.
Von den nucleophilen Aminosduren, die dem Enzym zur Bil-
dung eines Phosphoenzym-Intermediates zur Verfiigung stehen,
sind es Histidin, Serin, Threonin, Cystein und Tyrosin, die be-
kannterweise phosphoryliert werden. Aber auch Aspartat, Glu-
tamat und Lysin kdnnen als Nucleophil fungieren. Ein Enzym-
gebundenes Intermediat kann bei einem bestimmten pH-Wert
abgefangen oder fiir eine Metall-ausgetauschte Form des En-
zyms charakterisiert werden, wie es fir die Cd-ausgetauschte
alkalische Phosphatase gezeigt werden konnte!™.

Ein zweites Hauptmerkmal der Mechanismen betrifft den
Charakter der einzelnen Elementarschritte. Jeder Austausch-
schritt kann entweder nach einem weitgehend dissoziativen Me-
chanismus iiber ein Metaphosphat-dhnliches Intermediat ver-
laufen!® oder nach einem assoziativen Reaktionsweg iiber eine
penta-koordinierte Zwischenstufe (oder Ubergangszustand)
(Abb. 1). Beide Moglichkeiten konnten fiir nichtenzymatische
Phosphoryltransferreaktionen nachgewiesen werden®3:%- 19,

¥ ¥
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Abb. 1. Phosphoryltransferreaktion eines Phosphomonoesterdianions mit einem
deprotonierten Nucleophil (oben). Struktur des Ubergangszustands bei einemn dis-
soziativen (unten links), gemischten (unten Mitte) und assoziativen (unten rechts)
Mechanismus.

Die Inversion der Konfiguration am Phosphoratom ist cha-
rakteristisch fiir eine assoziative Sy2-Reaktion, vorausgesetzt es
findet keine Umordnung der Liganden des penta-koordinierten
Intermediates statt. Wahrend derartige Umordnungen, wie die
Berry-Pseudorotation!*® in nichtenzymatischen Reaktionen
moglich sind, wurden sie bislang nicht in der enzymatischen
Katalyse beobachtet.
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Die experimentelle Unterscheidung zwischen einem iiber ein
kurzlebiges Metaphosphat-Ion verlaufenden Reaktionsweg und
einem assoziativen Reaktionsweg erweist sich als duBerst
schwierig. Falls die Geschwindigkeitskonstante als Funktion
des pK,-Wertes des angreifenden Nucleophils bzw. der Ab-
gangsgruppe bestimmt werden kann, liefert die Auftragung von
log(k) gegen pK, ublicherweise cine lineare Abhingigkeit
(Bronsted-Diagramm)!* .. Eine deutliche Abhiingigkeit der Ge-
schwindigkeitskonstanten von der Nucleophilie der angreifen-
den Gruppe kann fiir einen assoziativen Mechanismus erwartet
werden, wilrend keine Abhingigkeit fiir einen rein dissoziati-
ven Reaktionsweg zu erwarten ist. Beide Reaktionswege werden
durch die Nucleophilie der Abgangsgruppe beeinfluft.

Aus Abbildung 1 geht hervor, daB sich fiir den Ubergangs-
zustand des assoziativen und des dissoziativen Reaktionsweges
die Bindungsordnung der nicht-verbriickenden Phosphoryl-
Sauerstoffatome relativ zum Grundzustand veridndert. Eine Iso-
topensubstitution dieser Sauerstoffatome kann daher die Ge-
schwindigkeitskonstante beeinflussen!®- 12131 Die Substitution
durch '#0 wird die Reaktion in einem assoziativen Reaktions-
weg verlangsamen (normaler sekundérer Isotopeneftfekt), wih-
rend die gleiche Substitution fir einen dissoziativen Mechanis-
mus zur Erhdhung der Geschwindigkeit fiihrt. Ebenso kann der
EinfluB einer Isotopensubstitution des verbriickenden Sauer-
stoffs der Abgangsgruppe den Grad des Bindungsbruchs im
Ubergangszustand anzeigen!'? 13 Untersuchungen des Isoto-
peneffekts wurden auf die alkalische Phosphatase, das Calcineu-
rin und die Phosphotriesterase angewandt (sieche Abschnitte 2.1,
2.2.2 und 2.9).

Weiterhin wurden von verschiedenen Autoren fundierte
Uberlegungen zu den energetischen Aspekten der Enzymkata-
lyse vorgebracht, um die Faktoren abzuschitzen, die die ver-
schiedenen Reaktionswege beglinstigen. Dazu werden haupt-
sdchlich die Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat
und zwischen Enzym und Ubergangszustand oder Zwischenstu-
fe herangezogen, was besonders auf der Grundlage von detail-
lierten Strukturanalysen, vorzugsweise von Komplexen des
Enzyms mit Verbindungen, die dem Substrat oder Intermedia-
ten dhneln, moglich ist. Ein struktureller Gesichtspunkt betrifft
den Abstand zwischen dem Intermediat und dem endgiiltigen
Acceptor: Da selbst ein stabilisiertes Metaphosphat-Inter-
mediatein duBerst reaktives chemi-
sches Teilchen ist, muf} es vom En- DH, DH, M™*
zym-gebundenen Nucleophil einen ®
gewissen Abstand haben, um fiir eine @
begrenzte Lebenszeit stabil zu sein. o
Nach Mildvan*# ist fiir einen disso- I

. . ' RO----- p----- O-R'
ziativen Reaktionsweg eine Entfer- o/ \0

nung von mehr als 49 A notwen- H H
dig. A® ®@s

Einige bedeutsame SchluBfolge-
rungen kdénnen auf der Grundlage
moglicher Wechselwirkungen zwi-
schen den beteiligten Reaktanten ge- _ lo
troffen werden (Abb. 2). Wegen der ~ noren (DH) bel der Stabili-

Lo sierung des Ubergangszu-
hohen Reaktivitit des Metaphos- stands  eines  Sp2-artigen
phat-Intermediates ist eine Aktivie- AﬁlStaUSChS bei e(i)ﬂl:m, Phg?'

. . phomonoester. st die
rung des Nucleophils nicht n(‘)tv?/en- Abgangsgruppe und OR' das
dig und wiirde einen assoziativen

Abb. 2. Mégliche Wechsel-
wirkungen mit Metallionen
(M"™), allgemeinen Séuren
(AH), allgemeinen Basen (B)
und Wasserstoffbriickendo-

eintretende Nucleophil.
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Reaktionsweg begiinstigen. Die Aktivierung der Abgangsgrup-
pe beschleunigt beide Reaktionswege und ist somit nur von
geringem diagnostischen Nutzen, auch wenn sie einen groBeren
EinfluB auf den Metaphosphat-Reaktionsweg zeigt. Die Wech-
selwirkung der dquatorialen Phosphoryl-Sauerstoffatome mit
positiv geladenen Aminosédure-Seitenketten oder Metallionen
stabilisiert das Intermediat beider Reaktionswege durch die Er-
niedrigung der negativen Ladung an den Sauerstoffatomen. Es
ist nun aus Abbildung 1 ersichtlich, daB ein assoziativer Reak-
tionsverlauf die negative Ladung an den dquatorialen Sauer-
stoffatomen des Intermediates erhéht, wihrend bei einem disso-
ziativen Reaktionsverlauf die negative Ladung des Metaphos-
phat-Intermediates relativ zum Substrat verringert wird. Die
Wechselwirkung von Metallionen oder positiv geladenen Ami-
nosdure-Seitenketten mit den Phosphoryl-Sauerstoffatomen
stabilisiert somit das Substrat stirker als das Metaphosphat-
Intermediat, so da3 das Metaphosphat-lon durch diese Wech-
selwirkungen relativ zum Grundzustand destabilisiert wird,
wihrend das penta-koordinierte Intermediat relativ zum
Grundzustand stabilisiert wird. Vernachléssigt man den Einflu
der unterschiedlichen geometrischen Strukturen des Grund-
und des Ubergangszustandes (siche unten) konnten daher elek-
trostatische Interaktionen der Phosphoryl-Sauerstoffatome mit
positiv geladenen Gruppen fiir einen assoziativen Reaktionsver-
lauf sprechen.

Da in den aktiven Zentren der Enzyme héufig positiv gelade-
ne Metallionen und Aminosdure-Seitenketten in Wechselwir-
kung mit den Phosphoryl-Sauerstoffatomen stehen, nehmen die
meisten Autoren zum Teil wegen der oben genannten Griinde
einen assoziativen Phosphoryltransfermechanismus an. Die
nichtenzymatische Hydrolyse von Phosphorsiduremonoestern,
Phosphorsiurediestern'® und der y-Phosphorylgruppe von
ATPU5 in Losung erfolgt jedoch groBtenteils oder partiell iiber
einen Metaphosphat-Reaktionsweg. Eine offene Frage ist, ob
das Enzym den dissoziativen Charakter dieser Reaktionen
durch den Einsatz von Metallionen oder positiv geladenen Sei-
tenketten in der Katalyse dndert, oder ob es die Katalyse durch
weitere Stabilisierung des gleichen Ubergangszustandes der Re-
aktion in Ldsung steigert. Metallionen verdndern offensichtlich
nicht den Charakter des Ubergangszustands nichtenzymati-
scher Reaktionen und haben auch nur einen geringen EinfluB3
auf die Geschwindigkeitskonstanten™>'!®!, Daher wurde argu-
mentiert, da3 die Koordination der Metallionen zu den Phos-
phoryl-Sauerstoffatomen einen viel geringeren EinfluB hat als
generell angenommen wird und daB sie den Charakter des Uber-
gangszustands nicht verdndert!'l. Auch werden die Metall-
ionen normalerweise von einem oder mehreren negativ gelade-
nen Liganden koordiniert (meistens von Carboxylatgruppen),
die die Gesamtladung neutralisieren kénnen. Die Funktion der
Metallionen kénnte in erster Linie darin bestehen, eine giin-
stige Orientierung der Reaktanten zu erzielen. Dabei vernach-
lassigt die Annahme, daB ein Metaphosphat-ihnlicher Uber-
gangszustand in einem positiv geladenen elektrostatischen Feld
relativ zum Substrat destabilisiert wird, geometrische Fakto-
ren, wie die unterschiedlichen Strukturen der tetraedrischen
Phosphatgruppe des Substrats und des trigonal-planaren Meta-
phosphates. Diese Faktoren kénnen die Stabilisierung des
Metaphosphates durch eine bessere strukturelle Anpassung des
Intermediates an das aktive Zentrum des Enzyms bedingen.
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Besonders Orbitalwechselwirkungen kdnnen stark von der
komplementdren Struktur von Intermediat und aktivem Zen-
trum abhédngen.

Abbildung 2 faBt die moglichen Wechselwirkungen von Pro-
teingruppen und Metallcofaktoren in der Stabilisierung von
Phosphoryltransferreaktionen zusammen. Metallionen (M"")
erniedrigen den pK,-Wert des Nucleophils (HOR'), so daB es
zum deutlich besseren Nucleophil OR’™ deprotoniert werden
kann — méglicherweise mit Hilfe einer allgemeinen Base B
(B=Glu", Asp, His) als Protonenacceptor. Der Austritt der
Abgangsgruppe (OR) wird durch die Protonierung durch eine
allgemeine Sdure AH (AH = Glu, Asp, His*) und/oder durch
die Erniedrigung der Nucleophilie von OR durch Metallkoordi-
nation ermdglicht. Die Energie des Ubergangszustandes kann
durch die Wechselwirkung der &quatorialen Phosphoryl-
Sauerstoffatome mit Wasserstoffbriickendonoren DH (DH =
NH, Thr, Ser, Tyr, Cys, Asn, Gln, His, H,0), welche ebenso
positiv geladen sein konnen (DH* = His™*, Arg*, Lys™), oder
mit Metallionen vermindert werden.

2.1. Alkalische Phosphatase

Die alkalische Phosphatase (AP) ist sicherlich das am besten
charakterisierte Enzym aller in diesem Artikel beschriebenen
Metallohydrolasen!' 7. Das Enzym ist eine unspezifische Phos-
phomonoesterase, die sowohl in Prokaryonten als auch in Eu-
karyonten vorkommt. Die zum freien ,,anorganischen** Phos-
phat fiihrende Hydrolyse konkurriert mit dem Transfer der
Phosphorylgruppe zu anderen Alkoholen, z. B. im Puffer
enthaltenem 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol (Tris).
Obwohl die spezifische Funktion der AP in Sdugetieren gegen-
wirtig nicht bekannt ist, wird die biologische Bedeutung durch
den weit verbreiteten Gebrauch der im menschlichen Serum
enthaltenen AP-Aktivitdt als enzymatisches Signal fiir eine Viel-
zahl von Krankheitsszustdnden deutlich.

Die homodimere AP (94 kDa) aus E. coli enthilt zwei Zn?*-
und ein Mg?*-Ion in jedem aktiven Zentrum. Die Aktivitit
weist ein sigmoides pH-Profil auf (pK, = 7.5), wobei ein Wech-
sel des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes von der Freiset-
zung von Phosphat bei hohem pH-Wert zur Dephosphorylie-
rung bei niedrigem pH-Wert stattfindet '8 191,

Die Reaktion verlduft {iber ein Phosphoenzym-Intermediat
(E-P), in welchem Ser-102 phosphoryliert wird (Sche-
ma 1)!18: 2%, Das Zwischenprodukt konnte bei pH < 5.5 isoliert
werden, da hier das Gleichgewicht E-P < E-P auf der Seite des
phosphorylierten Intermediates liegt. E- ROP und E-P beziehen
sich hierbei auf nichtkovalente Komplexe des Enzyms mit Sub-
strat bzw. Produkt. R kann von einer Methylgruppe bis zu
einem groflen Proteinmolekiil ohne groBen EinfluB auf die Ge-
schwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion k_,, variieren, so
lange der pK,-Wert der Abgangsgruppe kleiner als 10 isti2!1,
Dies zeigt, daB die Dissoziation von P, dem Produkt (Phos-

RO, H,0
K K ( ks Kq
E+ROP ==* E-ROP+==F EP ¥=2 E-P =—2 E4+P

Schema 1. Reaktionsverlauf bei der Hydrolyse von Phosphatestern durch dic alka-
lische Phosphatase.
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His-128 PLC
His-142

" His-28

p W Ny Asp-301 i
‘R Asn-201 . . % {
9-1\@ His-66 His-57 N W e 26
Asp-164 Y‘O / L is
Tyl'—lﬁ-" |:A|)

PP PTE

Glu-')'?i Glu-79
a_qi ' j ' Asp-118 C\Qe ; :
Glu-280 @{" oty Vg ",

&) g iLeu-120
Asp-121
FBP
ep
Asp-255 1 Asp-108
@\- a' \ =
His-171 ,,@ ,L,,
Asp-97
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~ @ His-136
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Abb. 3. Vergleich der Ligandensphdren der Metallionen (1, 2 und 3) in einigen der in diesem
Artikel diskutierten di- und trinuclearen Metalloenzyme. Die Abbildungen fir die alkalische
160 Phosphatase aus E. coli (AP, Abschnitt 2.1, PDB-Eingangsnummer: 1ALK) {32], die Nuclease P1
His-272 Asp-: aus Penicillium citrinum (P1. Abschnitt 2,5.2) [196, 212], die Phospholipase aus Bucillus cereus

(PLC, Abschnitt 2.5.1) [197], die violette saure Phosphatase aus Kidneybohnen (PAP. 1KBP,
Abschnitt 2.2.1)[40], die SerjThr-Phosphatase-1 aus Kaninchenmuskel (PP, Abschnitt

Urease 2.2.2) [41], die Phosphotriesterase aus Pseudomonas diminuta (PTE, 1PSC, Abschnitt 2.9) [257],
die Fructose-1,6-diphosphatase aus Schweinenieren (FBP, 1FBD, Abschnitt 2.4.1) [169], die
Inositol-Monophosphatase aus Menschen (IMP, {IMC, Abschnitt 2.4.2) [184], die Inositolpoly-
phosphat-1-phosphatase aus Rindern (IPP. {INP, Abschnitt 2.4.3) [151], die Leucin-Aminopep-
tidase aus Rinderaugen (LAP, ILAM, Abschnitt 3.1.1) [284, 286], die Aminopeptidase aus Aero-
monas proteolvtica (AAP, TAMP, Abschnitt 3.1.2) [292], die Methionin-Aminopeptidase aus E.
coli (MAP, IMAT, Abschnitt 3.1.3) [300] und fiir die Urease (1K AU, Abschnitt 3.2) [260] wurden
basierend auf den Atomkoordinaten der Strukturbestimmungen erstellt. Zinkionen sind gelb, alle
anderen Metallionen griin, Kohlenstoffatome grau, Sauerstoffatome rot und Stickstoffatome
blau dargestellt [320].
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phat), der geschwindigkeitsbestimmende Schritt im alkalischen
pH-Bereich ist. Dies konnte durch NMR-Untersuchungen nach
mehreren Methoden nachgewiesen werden!!”- 221 Fiir die Hy-
drolyse von Phosphatestern bei pH 8.0 hingt die Geschwindig-
keitskonstante 2. Ordnung k. /K., von der Viskositit der Lo-
sung ab. Dies deutet auf eine Begrenzung der maximalen
Aktivitdt der AP durch den diffusionskontrollierten Zusam-
mensto3 mit dem Substrat hin!?3!,

Die durch die AP katalysierte Reaktion verlduft unter Reten-
tion der Konfiguration am Phosphoratom!?#!. Dies 148t darauf
schliefen, daf3 die Reaktion iiber zwei nucleophile Substitutio-
nen verlduft: Bei der ersten reagiert Ser-OH (oder Ser-O ™) mit
dem Substrat und bei der zweiten H,O (oder OH ™) mit dem
Phosphoseryl-Intermediat. Brensted-Beziechungen zur Charak-
terisierung der Art des Ubergangszustands wurden von ver-
schiedenen Forschergruppen mit widerspriichlichen Ergebnis-
sen aufgestellt. Die erste dieser Studien an der AP ergab cinen
kleinen Wert fiir ), = — 0.2 fiir einige Aryl- und Alkylmonoe-
ster*1 Ein f,,-Wert von — 0.6 fiir die Abgangsgruppe wurde
fiir eine Reihe von Phosphorsduremonoestern mit pK, > 15 fiir
die Alkoholgruppe bestimmt!?!). Die Tatsache, daB dieser Wert
fiir eine Mutante, in welcher der nucleophile Serinrest in einen
Cysteinrest mutiert wurde, nur — 0.3 betrug, wurde zusammen
mit der fir diese Mutante 50fach geringeren Geschwindigkeits-
konstante als Hinweis fUr einen grétenteils assoziativen Phos-
phorylierungsschritt interpretiert. Im Gegensatz hierzu fiihrte
ein B, von — 0.8 fiir eine Reihe von Arylphosphothioaten
im Vergleich mit einem Wert von f,, = —1.1 fiir die nicht-
enzymatische, bekannterweise Uber einen dissoziativen Reak-
tionsweg verlaufende Reaktion zum Vorschlag, daBl sowoh]
enzymatische, als auch nichtenzymatische Ubergangszustinde
einen betrichtlichen dissoziativen Charakter aufweisen!2®!. Ein
inverser sekundérer '#0-Isotopeneffekt, der fiir die Hydrolyse
von Glucose-6-phosphat durch AP beobachtet werden konnte,
deutet cbenfalls auf cinen dissoziativen Mechanismus hin{?7!.
Untersuchungen des Isotopeneffektes mit p-Nitrophenylphos-
phat als Substrat lieferten Werte um eins und deuten darauf hin,
daB ein nichtchemischer Schritt fiir die Hydrolyse dieses Sub-
strates geschwindigkeitsbestimmend ist!28,

Die Metallatome der nativen Zn1-Zn2-Mg3-AP kdnnen ge-
gen verschiedene zweiwertige Metallionen ausgetauscht wer-
den!™. Das native Enzym zeigt maximale Aktivitit, wobei das
Mg?*-Ion in der Bindungsstelle 3 nur einen geringen EinfluB
auf die Aktivitit der bakteriellen APs zeigt!!”-2%). Die Gegen-
wart von Magnesium in dieser Bindungsstelle beeinfluBt jedoch
die Aktivitdt der APs aus Sdugetieren, wahrscheinlich weil in
diesen Enzymen ein Histidinrest Asp-153 ersetzt!*?!. Der Aus-
tausch eines oder beider Zinkionen in den Bindungsstellen 1 und
2 durch Mg?"-, Co? - oder Mn?"-Ionen ist mit einer betriicht-
lichen Verminderung der Aktivitdt verbunden. Die Substitution
von Zn?* durch Cd?* hat einen drastischen Effekt auf die De-
phosphorylierung von E-P und erméglicht die Isolierung des
E-P-Intermediates!”. Dieses Ergebnis kann ohne weiteres durch
die verminderte Féhigkeit des ,,weicheren** und groBeren Cd2*-
Tons erkldrt werden, ein OH ~-Nucleophil zu erzeugen oder den
Ubergangszustand zu stabilisieren.

Die Struktur nativer AP konnte mit einer Auflésung von
2.8 A, die des Komplexes mit Phosphat (E-P) mit einer von
2.0 A sowie die des Cd-substituierten Enzyms mit kovalent ge-
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bundenem Phosphat (E-P) mit einer Aufldsung von 2.5 A be-
stimmt werden?- 321, Die Struktur des mit Phosphat komple-
xierten, nativen Enzyms (E-P) lieferte einen detaillierten Ein-
blick in die Struktur des aktiven Zentrums (Abb. 3 und 4).

Asp-327 His-370
: % o Asp-51 Glu-322
His-331 \ e Asp-369
His-412
Thr-155

Ser-102
Arg-166

Abb. 4. Struktur des aktiven Zentrums der alkalischen Phosphatase mit einem ge-
bundenen Phosphat-ton (die Koordinaten wurden dem Datenfile ALK [32} ent-
nommen). Die Scitenkette von Ser-102, die hier so dargestellt ist, daB sic mit Zn2
wechselwirkt, ist in dieser Struktur fehlgeordnet (siehe Abb. 6).

Zn1 ist fiinffach koordiniert durch His-331, His-412, die beiden
Carboxylat-Sauerstoffatome des Asp-327 und ein Sauerstoff-
atom der Phosphatgruppe. In der Gegend des aktiven Zentrums
wurden einige Wassermolekiile lokalisiert, jedoch ohne direkte
Koordination zu Zn1. Am nativen Enzym durchgefiihrte Was-
ser-Relaxationsmessungen®3! sowie ''*Cd- und 3°CI-NMR-
Untersuchungen3# lassen auf die Koordination von einem oder
zwel Wassermolekiilen am Metall 1 in Abwesenheit von Phos-
phat schlieBen. Im E - P-Komplex wird Zn2 tetraedrisch durch
His-370, durch zwei monodentat bindende Carboxylat-Seiten-
ketten (Asp-51 und Asp-369), sowie durch ein weiteres Sauer-
stoffatom der Phosphatgruppe koordiniert. Beide Zinkionen
werden somit durch das Phosphat-Ton bidentat verbriickt. Die
anderen beiden Phosphat-Sauerstoffatome werden durch die
Guanidylgruppe von Arg-166 gebunden. Asp-51, Glu-322, Thr-
155 und drei Wassermolekiile koordinieren am Mg in der Bin-
dungsstelle 3. Asp-51 verbriickt bidentat Zn2 und Mg3. Die
Abstinde der Metallionen betragen 4.1 A zwischen Zn1 und
Zn2,4.8 A zwischen Zn2 und Mg3 und 7.1 A zwischen Zn1 und
Mg3?1 Die Seitenkette von Ser-102 ist fehlgeordnet. Die vor-
liegende Struktur dient als Modell fir den Produktkomplex E-P
und auch fiir den Komplex mit gebundenem Substrat (E-ROP),
da das Enzym offensichtlich keine spezifischen Wechselwirkun-
gen zur Abgangsgruppe ausbildet.

Der Austausch beider Zink- gegen Cadmiumionen ermdg-
lichte die strukturelle Charakterisierung des E-P-Intermediates
mit einer Aufldsung von 2.5 A bei pH 7.5%2!. Abbildung 5 zeigt

Abb. 5. Schematische Darstel-

Cd1
lung der Wechselwirkungen im Q 2 4A
Phosphoserin-Intermediat  der SO

Cd-Cd-Form der alkalischen B - w_.
Phosphatase [32]. Diese Struk- VAR P = Shiained

tur gilt ebenso als Modell fir den Cd2 //
Bindungsmodus der phosphory- - 5
herten Seitenkette von Ser-102 2.4A
im katalytisch aktiven Zn-Zn-

Zentrum (siehe Abb. 6).

Ser-102
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eine schematische Zeichnung der Wechselwirkungen der phos-
phorylierten Seitenkette von Ser-102 mit den Zinkionen und
Arg-166.

Das Substrat bindet wahrscheinlich an beide Zinkionen, wo-
bei das Ester-Sauerstoffatom an Zn1 auf der dem Ser-102 pegen-
tberliegenden Seite koordiniert (Abb. 6b)!17-32] Dje Koordina-

a)
His-331

Arg-166
A

OHn,0
% Ser-102
g /

®. A b)
______ Arg-166 Arg-166
?ﬁ? Hm® | 2

@& He=H

[% Ser-102
!

Asp-51 é

Asp -369 ‘_‘; @

HIS 370

:::p{.*::&AE -166

Ser-102

Ser-102

Abb. 6. Auf der Grundlage von Struktur- [32] und biochemischen Daten postulier-
ter Mechanismus fiir die Hydrolyse eines Phosphomonoesters durch die alkalische
Phosphatase.

tion des Sauerstoffatoms des Serins am Zn2 erméglicht die De-
protonierung dieser Seitenkette und den Angriff des Ser-O~-
Nucleophils. Das Zn1 aktiviert die austretende Alkoholgruppe.
Nachdem sich das Phosphoenzym-Intermediat gebildet hat
(Abb. 6d) tritt das Alkoxid aus, und seine Koordinationsstelle
am Zn1 wird durch ein Wassermolekiil ersetzt. Dieses kann ein
Proton abstrahieren und das Zn-OH ™ im nédchsten Schritt als
Nucleophil fiir die Hydrolyse des Phosphoserin-Intermediates
fungieren (Abb. 6¢). Die Struktur dieses Intermediates ist durch
die Réntgenstrukturanalyse bekannt. Die Dephosphorylierung
des E-P-Intermediates erfolgt in einem Austauschschritt, wobei
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die beiden Metallionen vertauschte Rollen besitzen: Das Sauer-
stoffatom der Abgangsgruppe (Ser-O ™) wird nun durch Zn2 akti-
viert und die verbleibenden Sauerstoffatome sind, um die Elek-
trophilie des Phosphoratoms zu erhdhen, an beiden Metallionen
koordiniert bzw. bilden Wasserstoffbriicken zu Arg-166.

Neben den Metallionen spielen offensichtlich die Seitenketten
von Ser-102 und Arg-166 wichtige Rollen in der Katalyse durch
die AP. Die Mutation von Ser-102 zu einem nichtnucleophilen
Alanin- und Leucinrest bedingte eine deutlich verminderte Akti-
vitdt in der Hydrolyse von Phosphorsiuremonoestern 38!, Fiir
beide Mutanten betragen die Werte von k_, ca. 1/1000 bzw.
1/500 der Aktivitdt des Wildtyps, mit nur geringem EinfluB
auf K. Obwohl die Aktivitdt dieser Mutanten deutlich redu-
ziert ist, wird die Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat vergli-
chen mit der Geschwindigkeit der nichtkatalysierten Reaktion
dennoch um den Faktor ca. 107 beschleunigt'®®). Bei diesen
Mutanten verlduft die Hydrolyse wahrscheinlich nach einem
anderen Mechanismus, z. B. durch den direkten Angriff eines
Zink-aktivierten Wassermolekiils, 2hnlich dem fiir andere Phos-
phatasen beobachteten Mechanismus. Der Austausch von Arg-
166 gegen Serin, Alanin, Lysin und Glutamin zeigte, dall Arg-
166 zwar fiir die Aktivitdt wichtig, aber keineswegs unentbehr-
lich ist®7). Der Verlust von Arg-166 ist mit einem Anstieg von
K., und einem reduzierten k_, verbunden (2.4% des Wildtyp-
Wertes fiir R166A).

Mit der Aktivierung der Abgangsgruppe durch ein Metallion
hat der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus einen dissoziati-
ven Charakter. Mit der Deprotonierung durch ein Metallion
wird jedoch auch das Nucleophil aktiviert. Einmalig am AP-
Mechanismus ist die vertauschte Rolle der beiden Metallionen
in den beiden Austauschschritten: Der zweite Schritt der Reak-
tion ist nahezu ein Spiegelbild des ersten Schrittes.

2.2. Die Familie der fapaf-Metallophosphoesterasen

Bereits vor der Strukturaufklirung einer violetten Phospha-
tase (PAP, purple acid phosphatase) oder der Ser/Thr-Protein-
phosphatasen (PPs) wurde ein Phosphoesterase-Erkennungs-
motiv, DX[G/H]-(X),-GDXX[Y/X]-(X),-GNH[E/D] (Motiv A),
in den Sequenzen vieler Phosphoesterasen festgestellt (Abb. 7).
Dieses ist in den Sequenzen der PAPs, PPs, Diadenosin-Tetra-
phosphatasen, einiger Exonucleasen, 5'-Nucleotidasen, Sphin-
gomyelin-Phosphodiesterasen und anderer Phosphoesterasen
zu finden® 3% Aus den Strukturen der PAP!*% und der
PPst4! =441 geht hervor, daB die Kernstruktur aller dieser En-
zyme durch zwei libereinandergelagerte B-Faltblitter gebildet
wird. Die Metallionen befinden sich an den C-Termini der zen-
tralen Stringe. In der PAP aus Kidneybohnen enthilt das Motiv
A vier der Metall-koordinierenden Reste: Asp-133, Asp-164,
Tyr-167 und Asn-201. In allen anderen Phosphoesterasen
scheint der Tyrosinrest der zweiten loop-Region ausgetauscht zu
sein, und diese Position in der Koordinationssphire des Metall-
zentrums wird durch einen Histidinrest der ersten loop-Region
ausgefiillt (welcher in der PAP ein Glycinrest ist). Basierend auf
der PAP-Struktur ergaben Sequenzvergleiche ein zweites Erken-
nungsmotiv (Motiv B), H-(X),[G/AJHX[H/X] (in Abb. 7 sind
nur die streng konservierten Reste unterlegt), welches in der
PAP die Reste His-286, His-323 und His-325 umfaBt*3).
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1
kbPAP 131GLIGELGQSFD
PUPAP 10VAVESNGGVPN
rmPPl 6 0KICGENIZIGOYY
bvPP2B 86 TVCEHETZIGQFF
hmNTD 32LHTNSVEISRLE
ECDATP 4YLIGViEIGCYD
DmRDP 154TVCGEYLIzIGKLD
T4EXON ALNLGWILGVK
EcCNP 27TMETDLIISNMN
hmSPD 202LFLTRLEWDHD
ScRNADE TAVQGECIIGQLN

314PAV[ENASTP 42211
8 1FIGezIdSMR

2
iISPLY
'YPVW

283VL
179VAl

170FCCGGLS

196LCVIGGLS
217ALGISGFE
124AFG;WASL
268LIV3IGGFS
150CVG;WELN
222VLAIRISGLS

iIPPG

Abb. 7. Sequenzvergleich der Metall-koordinierenden Aminosidurebereiche einiger Enzyme der Gruppe der fafaff-Metallophosphoesterasen (eine vollstandigere Analyse ist
in Lit. [38, 39, 45] enthalten). Die Sequenzen der violetten Phosphatase aus Kidneybohnen (kbPAP), der Proteinphosphatase-1 aus Kaninchenmuskel (rmPP1} und des
Calcineurins aus Rindern (bvPP2B), fiir die Kristallstrukturanalysen vorliegen, sind zusammen mit denen der PAP aus Schweincuterus (puPAP), der menschlicher 5-Nucle-
otidase (hmNTD), der Diadenosin-Tetraphosphatase aus E. coli (EcDATP), des retinalen Abbauproteins aus Drosophila melanogaster (DmRDP), des Exonucleaseproteins
GPA47 aus der Bakteriophage T4 (T4EXON), der 2,3"-cNucleotid-2"-phosphodiesterase aus £. coli (EcCNP), der menschlicher Sphingomyelin-Phosphodiesterase (hmSPD),
des RNA-debranching enzyme aus Saccharomyces cerevisivpe (SCRNADE) dargestellt. Die die Metallionen 1 und 2 koordinierenden Reste sind mit 1 bzw. 2, die verbriickenden
Aspartatreste mit B und die konservierten katalytischen Histidinreste mit C markiert. Die ersten drei Blocke enthalten Motiv A und die letzten beiden Motiv B. Niiheres siche

Text.

2.2.1. Violette saure Phosphatase

Die violetten Phosphatasen (PAPs) sind weit verbreitete
Phosphomonoesterasen, die durch das niedrige pH-Optimum,
ihre Resistenz gegeniiber der Hemmung durch Tartrat und
durch ihre intensive violette Farbe, hervorgerufen durch einen
Tyrosinat — Fe'-Charge-Transfer-Ubergang,  charakterisiert
sind. Fir die tierischen PAPs wurde eine biologische Funktion
bei Abbauprozessen, z. B. bei der Phagozytose gealterter Ery-
throcyten!® und bei der aktiven Knochenresorption*7), vorge-
schlagen. Moglicherweise sind phosphorylierte Proteine die ei-
gentlichen Substrate. Die monomer vorliegenden PAPs aus
Sdugetieren enthalten in ihrer aktiven Form alle ein Fe3*-Fe?*-
Zentrum. Dieses Dieisen-Zentrum hat beachtliches Interesse er-
weckt und ist mittlerweile durch MoBbauer-#8:-4°1 EPR-
[48,50— 53]’ NMR_[SBI, 54]’ EXAFS-[SS], magnetische[48. 56, 57],
elektrochemische!*® und Resonanz-Raman-Untersuchungen!®!
spektroskopisch gut charakterisiert worden. Die meisten Stu-
dien wurden an den PAPs aus der Rindermilz und aus dem
Schweineuterus (auch bekannt als Uteroferrin} durchgefiihrt,
die eine Sequenzhomologie von 90% aufweisen.

Im Unterschied zu den tierischen PAPs besetzt in der Kidney-
bohnen-Phosphatase ein Zinkion die Bindungsstelle des zwei-
wertigen Metallions!®°). Dieses pflanzliche Enzym ist ein homo-
dimeres Glykoprotein mit einer Molekularmasse von 111 kDa
und weist eine Disulfidbriicke auf, die beide Monomere verbin-
det!®9:611 Das Zinkion der PAP aus Kidneybohnen kann gegen
andere zweiwertige Metallionen unter Erhalt (z. B. beim Ersatz
gegen Fe?™ oder Co?*) oder mit leicht verminderter Aktivitit
ausgetauscht werden'®?!. Nach dem Austausch von Zn2* gegen
Fe?* zeigt das Kidneybohnenenzym ein verglichen mit den tieri-
schen PAPs nahezu identisches spektroskopisches und kineti-
sches Verhalten'®?- 31, Trotz der nur geringen Homologie in der
Gesamtsequenz konnten, besonders in den Regionen um die
Reste des aktiven Zentrums, signifikante Ahnlichkeiten der lo-
kalen Sequenzbereiche aufgedeckt werden, die auf eine evolutio-
ndre Verwandtschaft tierischer und pflanzlicher PAPs sowie auf
Ahnlichkeiten in der dreidimensionalen Kernstruktur hindeu-

2166

ten[®#!, Weiterhin sind alle Reste, die Liganden der Metallzen-
tren sind, zwischen den pflanzlichen und den tierischen PAPs
konservert.

Fiir das gemischtvalente Eisenzentrum (S =1/2) konnte eine
kleine antiferromagnetische Kopplungskonstante iber die Tem-
peraturabhingigkeit der EPR-Signalintensititen®, durch 'H-
NMR Untersuchungen!®°! und durch Messungen der magneti-
schen Suszeptibilitit!>®! bestimmt werden. Diese kleine Kopp-
lungskonstante deutet auf die Gegenwart einer u-Hydroxo-
Briicke, aber keiner p-Oxo-Briicke hin. Die antiferromagneti-
sche Kopplung des oxidierten Enzyms ist stirker; das Vorhan-
densein einer u-Oxo-Briicke im Fe3*-Fe®*-Enzym ist jedoch
noch umstritten.

An das dinucleare Zentrum koordinierende Wassermolekiile
konnten ESEEM- (ESEEM = electron spin echo envelope
modulation spectroscopy) und ENDOR-spektroskopisch
(ENDOR = electron nuclear double resonance)'” ! sowie durch
elektrochemische Untersuchungen!®® nachgewiesen werden.
Wegen der bei niedrigerem pH-Wert geringeren Aktivitit und
der pH-Abhingigkeit des EPR-Signals wurde ein am Fe?*-Zen-
trum koordinierendes Wassermolekiil mit einem pK,-Wert von
ca. 4.5 postuliert'®*®, Kinetikuntersuchungen (Stopped-flow-
Methode) am Uteroferrin deuten auf eine schnelle Bindung des
Phosphats am Fe?*-Zentrum hin!®® %71 Fiir die Substrate wird
eine dhnlich schnelle Bindung an das Fe’*-Zentrum und ein
Angriff am Phosphoratom des Substrats durch das Fe*-ge-
bundene Hydroxidion vorgeschlagen. Die festgestellte Inversion
der absoluten Konfiguration am Phosphoratom bei der Hydro-
lyse der Phosphorsduremonoester durch PAP stiitzt die Vorstel-
lung, daf} die Phosphorylgruppe direkt auf das Wassermolekiil
iibertragen wird®®). Weiterhin konnte eine kiirzlich erschienene
Untersuchung keinen Hinweis fiir die Bildung eines Phospho-
enzym-Intermediates liefern®!,

Die mit einer Auflésung von 2.9 A erhaltene Réntgenstruk-
turanalyse der PAP aus Kidneybohnen zeigt, daBl das Fe3*-Zen-
trum von Tyr-167, His-325 und Asp-135 und das Zn? * -Zentrum
von His-286, His-323 und dem Amidsauerstoffatom von Asn-
201 koordiniert wird!*% (siche Abb. 3). Asp-164 verbriickt die
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beiden Metallionen, die 3.1 A voneinander entfernt sind. In der
Kristallstruktur konnten wegen der miBigen Auflosung keine
Wassermolekiile lokalisiert werden. Auf der Grundlage von bio-
chemischen Ergebnissen (siehe oben) und wegen der beobach-
teten Koordinationen positionierten die Autoren drei exogene
Liganden in die Koordinationssphire der beiden Metall-
ionen!*®1: das als Nucleophil vorgeschlagene OH™-lon am
Fe’*-Zentrum, ein am Zn?*-Zentrum koordiniertes Wasser-
molekiil und eine y-Hydroxobriicke (siche Abb. 3). Die Koordi-
nationssphire des Fe®*-Ions ist nahezu perfekt oktaedrisch,
und die des Zn?*-Tons dhnelt der eines stirker verzerrten Okta-
eders.

Die Rontgenstrukturanalyse der PAP aus Kidneybohnen in
Gegenwart von Phosphat ergab, daB das Phosphat-lon beide
Metallatome bidentat verbriickt (Abb. 8)1*3. Die beiden nicht-

His-295
His-296
Q His-325

\‘ His-323

Tyr-167

Abb. 8. Struktur des aktiven Zentrums der violetten Phosphatase mit einem gebun-
denen Phosphat-lon (Koordinaten aus dem Datenfile 4KBP [45]). Das Fe3*-lon
befindet sich an der Bindungsstelle 1 und das Zn?*-lon an der Stelle 2. Das verbriik-
kende Wassermolekill wurde nicht rdntgenographisch lokalisiert, sondern auf der
Grundlage von biochemischen Untersuchungen und der beobachteten Koordina-
tionspolyeder positioniert.

koordinierenden Sauerstoffatome des Phosphat-Ions bilden
Wasserstoffbriicken zu His-202 und His-296, deren Positionen
gegeniiber denen im phosphatfreien Enzym um ca. 1 A verscho-
ben sind.

Dem postulierten Mechanismus zufolge!*°-3%- ¢! bindet die
Phosphatgruppe des Substrats an das zweiwertige Metallion,
welches zusammen mit den Histidinresten die Phosphatgruppe
vororientiert und die Elektrophilie am Phosphoratom erhéht
(Abb. 9). Hierauf greift der am Fe®*-Zentrum gebundene
Hydroxidligand nucleophil am Phosphoratom an. Die Reak-
tion verlduft iiber einen pentakoordinierten Ubergangszustand,
in welchem die Abgangsgruppe und das angreifende Nucleophil
die apicalen Positionen besetzen, so daB die Konfiguration am
Phosphoratom invertiert wird. Neben den Bindungen zu den
Metallionen erniedrigen die H-Briicken zu Seitenketten von
His-202 und His-296 die Energie des Ubergangszustands. Nach
einer geringen Verschiebung konnte auch His-295 mit dem Sub-
strat in Wechselwirkung treten und His-296 so die austretende
Alkoholgruppe protonieren.
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Abb. 9. Substratbindungsmodus und Angriff des Fe®™-gebundenen Nucleophils
fir den postulierten Reaktionsmechanismus der Phosphomonoesterhydrolyse
durch die violette Phosphatase {40, 45, 50, 66].

His296

2.2.2. Serin/ Threonin-Proteinphosphatasen

Die Proteinphosphorylierung spielt eine grundlegende Rolle
bei der Regulation vieler Prozesse in Eukaryontenzellen. Die
Phosphorylierung eines Proteins ist ein dynamischer Prozef3, der
durch Proteinkinasen und Proteinphosphatasen kontrolliert
wird. Die Serin/Threonin-Phosphatasen sind hinsichtlich ihrer
Sequenz und Struktur nicht mit den Tyrosin-Phosphatasen ver-
wandt. Auf der Grundlage ihrer biochemischen Eigenschaften
werden erstere in vier Gruppen eingeteilt (1, 2A, 2B, 2C)"%. Die
PPs 1, 2A und 2B - letztere ist auch unter dem Namen Calcineu-
rin bekannt — weisen weitgehend homologe katalytische Doma-
nen auf8), unterscheiden sich jedoch in ihren Wechselwirkun-
gen mit regulierenden Untereinheiten und hinsichtlich ihrer
Substratspezifitat!7!],

Calcineurin, ein aus einer katalytischen 60 kDa Untereinheit
(Calcineurin A) und einer 19 kDa Calmodulin-dhnlichen regu-
lierenden Untereinheit (Calcineurin B) bestehendes Heterodi-
mer, kann durch verschiedene zweiwertige Metallionen aktiviert
werden!”2- 731, Wahrscheinlich enthilt das aktive Zentrum des
nativen Enzyms ein dinucleares Fe-Zn-Zentrum!’2!, Wider-
spriichliche Ergebnisse liegen hinsichtlich der Oxidationsstufe
des Eisenions vor!”¥., Durch Manganionen aktiviertes Calci-
neurin weist ein breites pH-Optimum um 7 auft’*), Ein in deute-
riertem Wasser fir V,_, /K, beobachteter (Losungsmittel-)Iso-
topeneffekt von 1.35 steht im Einklang mit einem oder zwei
Protonentransferschritten in der enzymatischen Reaktion!®.
Weiterhin unterstiitzen zahlreiche kinetische und chemische Un-
tersuchungen einen Mechanismus ohne ein Phosphoenzym-
Intermediat!?> =771,

Mittlerweile liegen fiir folgende Ser/Thr-Proteinphospha-
tasen Roéntgenstrukturanalysen vor: fiir die katalytische Unter-
einheit der PP-1 aus Kaninchenmuskel, komplexiert mit dem
Toxin Microcystin (Auflésung 2.1 A)*', fiir die menschliche
PP-1 und fiir deren Komplex mit Wolframat (beide 2.5 A Auf-
16sung)!**, weiterhin fiir Calcineurin aus Rinderhirn, komple-
xiert mit dem Immunophilin-Immunosuppressivum-Komplex
FKBP12-FK 506 (2.5 A Auflsung)*2! sowie fiir menschliches
Calcineurin mit und ohne gebundenen FKBP12-FK 506-Kom-
plex (3.5 bzw. 2.1 A)*3. In Ubereinstimmung mit den betricht-
lichen Sequenzhomologien, die zwischen diesen Proteinen beste-
hen, erweist sich die Art der Faltung der homologen Doménen
aller drei Strukturen als identisch.
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In der Kristallstruktur der PP-1 aus Kaninchen sind wahr-
scheinlich beide Metallbindungssteilen mit Mn2*-Ionen be-
setzt, welche fiir die Wiederherstellung der vollen Aktivitdt des
rekombinanten Proteins notwendig sind und im Kristallisa-
tionspuffer enthalten waren'*!- 7% Dennoch deutet eine kiirz-
lich erschienene Untersuchung darauf hin, da} die PP-1 in vivo
ebenso wie Calcineurin ein Fe-Zn-Metalloenzym istl’®!. Metall-
ion 1 wird von Asp-64, His-66 und Asp-92, Metallion 2 von
Asp-92, Asn-124, His-173 und His-248 koordiniert (siche
Abb.3 und 10! Zusitzlich koordinieren zwei exogene

Arg221

28 HN

o

Abb. 10. Struktur des aktiven Zentrums der Proteinphosphatase-1 aus Kaninchen-
muskel und modellierter Bindungsmodus eines Phosphomonoesters [41] (Atomab-
stiinde [A] iiber den gestrichelten Linien). W1 kénnte das am Phosphoratom angrei-
fende Nucleophil sein. In menschlicher PP-1 bindet (dhnlich wie das Substrat in
diesem Beispiel) ein Wolframat-Ion zweizihnig an die Metallionen [44]. Diese
Struktur deulet daranf hin, daB auch W2 das Nucleophil sein kénnte. In beiden
Mechanmisimen konnte His-125 die Abgangsgruppe prolonieren.

Wassermolekiile die Metallionen, wobel eines an das Metallion
1 gebunden ist und das andere die beiden Metallionen ver-
briickt. Ein drittes Wassermolekiil befindet sich in einem groBe-
ren Abstand von 3.4 A zum Metallion 2. Die Koordinations-
sphire der beiden Metallionen, die 3.3 A voneinander entfernt
sind, ist beim ersten ndherungsweise quadratisch-pyramidal und
beim zweiten trigonal-bipyramidal. Untersuchungen mittels
Protonen-induzierter ROntgenemissions-Spektroskopie (PIXE)
und die Kristallstruktur der menschlichen PP-1 deuten darauf
hin, daf} es sich beim Metallion 1 um ein Eisen- und bei Metall-
ion 2 um ein Manganion handelt!*#!, Interessanterweise wurde
der Metall-Metall-Abstand ligandfreier menschlicher PP-1 ba-
sicrend auf einem Datensatz, der mit einem gefrorenem Kristall
in Gegenwart von 30% Glycerin erhalten wurde, zu 4.0 A ver-
feinert. Im Komplex mit Wolframat verringert sich der Abstand
auf 3.5 A.

Eine sehr dhnliche Anordnung der die Metallionen koordinie-
renden Proteinreste liegt in den beiden Calcineurin-Strukturen
vort*2 431 Hier wurde der Abstand der beiden Metallionen zu
3.0 A fiir das Rinderenzym und zu 3.1 A fiir das menschliche
Calcineurin verfeinert. In beiden Strukturen wurde das Metall-
ion 1 als Eisenion und das Metallion 2 als Zinkion angepaft,
basierend auf der Homologie zur PAP. Ein Phosphat-Ion aus
dem Kristallisationspuffer verbriickt die beiden Tonen zweizih-
nig in der Struktur des Rinder-Calcineurins*?1. Auflerdem deu-
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tet eine schwache Elektronendichte auf ein die Metallzentren
verbriickendes Wassermolekiill hin. In der Struktur mensch-
lichen Calcineurins konnten drei an Metallionen gebundene
Wassermolekiile lokalisiert werden: ein verbriickendes und ein
Fe®*-gebundenes (ihnlich wie bei PP-1) sowie ein weiteres
Fe3*-gebundenes, das zudem eine Wasserstoffbriicke zu His-
151 bildet. Letzteres wurde nicht in der Struktur der PP-1 lokali-
siert, moglicherweise da hier der in der Néhe gebundene Micro-
cystin-Inhibitor die Bindung dieses Wassermolekiils aus
sterischen Gritnden ausschlieBt. Bei menschlicher PP-1 liegt ein
zweizdhnig verbriickender Bindungsmodus fiir ein am Dimetall-
zentrum gebundenes Wolframat-Ton vor'#4,
Mutationsanalysen an den Ser/Thr-Phosphatasen wurden
mit der kleinsten PP, der aus der Bakteriophage 4, durchge-
filhrt1®**1, Die Mutation des katalytisch wirksamen Histidin-
restes (in Abb. 7 mit C bezeichnet), fir den eine Wechselwir-
kung mit der Phosphatgruppe des Substrates angenommen
wird, hat eine deutlich negative Wirkung auf die Aktivitit: k_,,
wird um den Faktor 10° vermindert. Die Mutation eines der
beiden Argininreste des aktiven Zentrums (Arg-53 in PP-1) deu-
tet darauf hin, daB dieser Rest bei der Bindung des Substrates
und der Stabilisierung des Ubergangszustandes beteiligt ist.
Trotz der Ahnlichkeit der Strukturen der aktiven Zentren der
drei Ser/Thr-Phosphatasen unterscheiden sich die von den Au-
toren diskutierten mutmaBlichen Reaktionsmechanismen deut-
lich. In der Struktur des Calcineurins aus Rindern befindet sich
die u-Hydroxobriicke in einem Abstand von 2.9 A zum Phos-
phoratom des zweizdhnig bindenden Phosphat-lons, colinear
mit einer der P-O-Bindungen. Unter der Annahme, daf3 die
Phosphatgruppe des Substrates genauso wie das Phosphat-Ion
am aktiven Zentrum bindet, kOnnte in einem Sy2-Mechanismus
das verbriickende Hydroxidion (W2 in der PP-1 aus Kaninchen
in Abb. 11) das angreifende Nucleophil sein!*?.. Basierend auf
dem Bindungsmodus von Wolframat wird von Egloff et al. ein
dhnlicher Mechanismus angenommen™*. Die negative Ladung

His-323

Asn-201

w
Asp-164

His-20.
Tyr-167 __“ 2

Abb. 11. Uberlagerung cines Ausschnitts des aktiven Zentrums (Metaliionen und
katalytisch aktive His-Reste) der Proteinphosphatase-1 (C-Atome schwarz) {41]
und der violetten Phosphatase (C-Atome grau) [40]. Beschriftungen der Proteinsei-
tenketten und Metall-koordinierende Bindungen sind nur fiir die PAP gezeigt. In der
PAP aus Kidneybohnen befindet sich Fe** an der Stelle 1 und Zn?* an der Stelle
2. Die in rot dargestellten Wassermolekiile W1 und W2 (beschriftet wic in Abb. 10})
gehoren zu PP-1. Die zwei terminalen, Metall-gebundenen Wassermolekiile in grau
sind vermutlich auch in PAP als Liganden zusitzlich zu einem verbriickenden Was-
sermolekiil an der Position von W2 vorhanden.
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des Intermediates wird vermutlich durch die Wechselwirkungen
mit den Metallionen und durch Arg-122 und Arg-254, die sich
in einem fiir Wasserstoffbriicken typischen Abstand zu zwei
Sauerstoffatomen des Phosphat-lons befinden, stabilisiert. His-
151, das mit dem vom Lésungsmittel am leichtesten zugangli-
chen Sauerstoffatom eine Wasserstoffbriicke bildet, protoniert
vermutlich das austretende Alkoholat. Eine dhnliche Unterstiit-
zung bei der Stabilisierung des Ubergangszustandes und bei der
Protonierung der Abgangsgruppe durch die beiden Argininreste
und den konservierten Histidinrest wird auch in einem alter-
nativen Mechanismus vorgeschlagen (siehe Abb. 10)1*). Auch
hier wird eine zweizihnig verbriickende Bindung der Phosphat-
gruppe des Substrates angenommen. Basierend auf einem mo-
dellierten Bindungsmodus der Phosphatgruppe wird jedoch ein
Angriff des terminal an das Metallion 1 koordinierenden Was-
sermolekiils W1 diskutiert. In einer dritten Alternative geht
man davon aus, dafl das in Abbildung 11 gezeigte Wassermole-
kil W3 das katalytisch wirksame Nucleophil ist!*3. Das kata-
lytisch aktive Histidin konnte dabei als allgemeine Base fungie-
ren und ein Proton vom Fe-koordinierten Wassermolekiil iiber-
nehmen.

2.2.3. Vergleich der Strukturen der PAP und dev Ser| Thr-PP

Die Uberlagerung der aktiven Zentren der PAP aus Kidney-
bohnen und der PP-1 aus Kaninchen zeigt, daB3 die konservier-
ten Liganden der Metallionen und ebenso der katalytisch aktive
Histidinrest (His-202 in PAP) identische Konformationen an-
nehmen und sehr gut zur Deckung kommen (Abb. 11). Das
Fe3*-koordinierte Tyrosin ist in den Ser/Thr-PPs durch Histi-
din ersetzt, und die Position des Fe®*-gebundenen Histidins in
der PAP ist in der PP-1 und den Calcineurin-Strukturen durch
ein Wassermolekill (W1) besetzt. Das fiir die PAP postulierte
verbrickende Wassermolekill befindet sich an einer Position,
die der des verbriickenden Wassermolekiils W2 in den PPs &h-
nelt. Bei der PAP wurde angenommen, dall beide Metallionen
durch jeweils ein zusitzliches Wassermolekil als sechstem Li-
gand koordiniert werden. Dieser sechste Ligand am Fe3*-Zen-
trum konnte in der Struktur des menschlichen Calgcineurins tat-
sdchlich lokalisiert werden (W3). Im Rinder-Calcineurin wird
diese Position durch die gebundene Phosphatgruppe besetzt,
wihrend sie in Kaninchen-PP-1 frei bleibt, wahrscheinlich we-
gen des Einflusses des in der Nihe gebundenen Inhibitors Mi-
crocystin. Die Zinkionen weisen in allen PP-Strukturen nur eine
fiinffache Koordination auf. Die wesentlichen Strukturunter-
schiede der aktiven Zentren von PPs und der PAP sind das am
Eisen gebundene Wassermolekiil im Fall der PPs, welches in der
PAP durch ein Histidin substituiert ist, und die Gegenwart von
zwel Argininresten in den PPs. Letztere konnten mit der Phos-
phatgruppe des Substrates wechselwirken. In der PAP kdnnten
die Reste His-295 und His-296 dhnliche Rollen {ibernehmen.

Aus den Strukturen der PAP, des Rinder-Calcineurins und
der menschlichen PP-1 geht hervor, dall Phosphat als Reak-
tionsprodukt und auch der Inhibitor Wolframat im zweizdhnig
verbriickenden Bindungsmodus an beide Metallionen gebunden
sind. Mehrere mogliche Mechanismen wurden fiir die Reaktio-
nen der PAP und der PPs vorgeschlagen, die sich hauptsdchlich
im Bindungsmodus des Substrates und in der Identitdt des Was-
sernucleophils unterscheiden; jedes der in der Struktur des
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menschlichen Calcineurins lokalisierten Wassermolekiile W1,
W2 und W3 kommt hierfitr in Frage. Nach allen fiir die PPs
postulierten Mechanismen bindet das Substrat im gleichen,
zweizdhnig verbriickenden Modus, der im Produkt-Enzym-
Komplex auftritt, wihrend fiir die PAP angenommen wird, daB3
das Substrat einzihnig an das zweiwertige Metallion gebunden
ist. Es muB also noch gezeigt werden, ob die PAP und die Ser/
Thr-PPs, trotz ihrer dhnlichen aktiven Zentren, tatsachlich ei-
nen unterschiedlichen Mechanismus einsetzen.

2.3. RNA- und DNA-Polymerasen und
andere Nucleotidyl-Transferasen

Ihre Aufgabe in der zuverlissigen Ubertragung genetischer
Information macht die RNA- und DNA-Polymerasen zu
einigen der wichtigsten Enzyme in allen lebenden Organis-
men8%-81), Diese Enzyme weisen neben der Polymerase-Aktivi-
tdt oft eine oder mehrere Nuclease-Aktivitdten auf. Zum Bei-
spiel katalysiert die DNA-Polymerase T aus E. coli die Templat-
gesteuerte DNA-Synthese, die 3',5-DNA-Hydrolyse und die
5,3-DNA-Hydrolyse in drei verschiedenen Domaénen einer ein-
zigen Polypeptidkette von 103 kDa. Alle drei Aktivititen erfor-
dern zweiwertige Metallionen. AuBerdem verlaufen die Poly-
merase-, die 3',5-Exonuclease- und moglicherweise auch die
§,3'-Nuclease-Aktivitit nach einem Zwei-Metallionen-Mecha-
nismus (siehe unten). Die reverse Transkriptase des HIV-Virus-
1 (HIV-RT) enthélt neben dem aktiven Zentrum der Polymera-
se- auch eine Ribonuclease-H(RNaseH)-Aktivitit. Es muf}
noch gezeigt werden, ob die HIV-RT und die RNase H aus
E. coli oder aus anderen Organismen ein oder zwei Metallionen
zur Katalyse verwenden.

Ein Zwei-Metallionen-Mechanismus wird iiber die Polymer-
asen hinaus auch fir andere Nucleotidyl-Transferasen disku-
tiert, z. B. fiir die Restriktions-Endonucleasen. Ein gemeinsa-
mes Merkmal dieser aktiven Zentren ist die nur geringe Affinitat
zu den Metallionen bei Abwesenheit von Substraten. Mit der
Substratbindung werden die beiden Metallionen durch wenige
(zwei oder drei) Carboxylat-Seitenketten gebunden. Dieses
Charakteristikum unterscheidet diese Enzyme von anderen Nu-
cleasen, z. B. von der Nuclease P1.

Dennoch ist Vorsicht beziiglich der Frage angebracht, ob die
katalytischen Reaktionen mit allen in diesem Abschnitt erw&hn-
ten Enzymen tatsichlich unter Beteiligung von zwei Metall-
ionen verlaufen. In den meisten Fillen sind die Gegenwart eini-
ger konservierter Carboxylat-Seitenketten und der Bedarf zwei-
wertiger Metallionen, oft zusammen mit der Homologie zu ei-
nem anderem Enzym, in dem voraussichtlich zwei Metallionen
katalytisch aktiv sind, die einzigen Hinweise fiir einen Zwei-Me-
tallionen-Mechanismus. Untersuchungen zur Bindung von Me-
tallionen zum Apoenzym haben in einigen Fillen zu gegensatz-
lichen Ergebnissen gefithrt, moglicherweise durch den Ge-
brauch von kristallographischen Differenz-Fourier-Techniken
bei der Lokalisation der Metallionen ohne weitere Verfeinerung.
Biochemische und kristallographische Untersuchungen mit
Substratanaloga oder Produkten in der Gegenwart von ver-
schiedenen Metallionen kénnen helfen, mechanistische Details
aufzukldren. Bedenkt man, dal3 viele Enzyme dhnliche Nucleo-
tidyltransferreaktionen mit nur einem oder keinem Metallion
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katalysieren, erscheint es denkbar, daB einige der hier diskutier-
ten Enzyme nur ein Metallion und eine freie Carboxylat-Seiten-
kette als allgemeine Base benutzen.

2.3.1. Die aktiven Zentren der Polymerasen

Es wurden inzwischen Strukturen von mehreren Enzymen
aufgeklirt, die ein Polymerase-Zentrum enthalten: das Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase-1 aus E. coli (Pol-1)#2787) die
reverse Transkriptase des Virus HIV-1 (HIV-RT)®8-°1 dje
DNA-Polymerase-f aus der Ratte (Pol-f)!°2~ %4 die RNA-Po-
lymerase aus der Bakteriophage T7 (Pol-T7)!°5! und die DNA-
Polymerase aus Thermus aquaticus (Taq-Pol)!*®.. Obwohl diese
Polymerasen sich deutlich in ihrer Gréfe und Komplexitdt un-
terscheiden und einige von ihnen eine duflerst geringe oder keine
Homologie der Gesamtsequenz aufweisen!®”), zeigt der Kern
der katalytischen Einheiten aller Polymerasen einen auffallend
dhnlichen molekularen Aufbaul®! ®!-96.98.99] Dyrch Vergleich
der Sequenzen zahlreicher Polymerasen wurden drei dhnliche
Sequenzmotive A bis C aufgedeckt, die drei streng konservierte
Carboxylatreste und ein Lysin enthalten!®! 190} Die Pol-f ist
jedoch sehr wahrscheinlich nicht mit den anderen Polymerasen
iiber ein gemeinsames Urprotein verwandt.

Welche Rolle spielen diese Carboxylat-Seitenketten im Poly-
merase-Mechanismus? Ortsspezifische Mutationen vieler der
konservierten Aminosduren ergaben, dafl die Mutation dieser
drei Carboxylatgruppen aus den Motiven A und C den deutlich-
sten Effekt auf die katalytische Aktivitit zeigen!*!- 1021 Die
Kristallstruktur der gemeinsam mit einem Oligonucleotid kri-
stallisierten HIV-RT zeigt, da8 die 3'-Hydroxylgruppe des Ter-
minus des DNA-Primers in der Nihe der drei katalytischen
Aspartat-Seitenketten bindet %1, Zweiwertige Metallionen, be-
sonders Mn2* und Mg?™, sind als Aktivatoren der Polymerase-
Aktivitit bekannt!! 92~ 1031 Einige Polymerasen, einschlieSlich
der RNA-Polymerase aus E. coli, enthalten fest gebundene
Zinkionen, bendtigen aber auch andere zweiwertige Kationen
als Aktivatoren!1©3-1061 Dje Beschaffenheit des Metallions be-
einfluBt auch die Genauigkeit der Polymerase-Reaktion!107-108],
Als Folge hiervon werden einige Metallionen, z. B. Mn?* und
Ni%* als mutagen oder carcinogen angesehen. Mg?* konnte
daher fiir die meisten Polymerasen das katalytisch aktive Metall
in vivo sein!!94: 1081

Basierend auf kinetischen und NMR-Untersuchungen der
Bindung der Metallionen und des Substrats an die Pol-I wird ein
Zwei-Metallionen-Mechanismus fiir die Polymerase-Reaktion
vorgeschlagen'93- 199 1101 Tyutgichlich zeigte die Kristallstruk-
tur von Ratten-Pol-f§ mit einem DNA-Templat-Primer und
2',.3'-Didesoxycytidin-5'-triphosphat (ddCTP) in der Gegenwart
von 10 mm MgCl,, daB zwei Metallionen durch die drei konser-
vierten Carboxylatgruppen koordiniert werden(®3l. ddCTP fehlt
die nucleophile 3'-Hydroxygruppe des natiirlichen 2’-Desoxy-
cytidin-triphosphat(dCTP)-Substrates. Nach einem Katalyse-
cyclus und dem FEinbau dieses Polymerase-Inhibitors in den
wachsenden Primer-Strang ist somit keine 3'-Hydroxygruppe
des Primers fiir den ndchsten Katalysecyclus vorhanden. In der
rontgenographisch bestimmten Struktur binden das 3'-Koh-
lenstoffatom, das in der katalytisch aktiven Anordnung die
nucleophile Hydroxygruppe tragen wiirde, und die Phosphat-
gruppen des ddCTP in unmittelbarer Nihe der Metallionen
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(Abb. 12). Am Magnesiumion B, das sich nahe dem 3'-Koh-
lenstoffatom des Primer-Strangs befindet, koordinieren Asp-
256, Asp-190, Asp-192, eines der nichtveresterten Phosphoryl-
Sauverstoffatome der a-Phosphatgruppe des ddCTPs und ver-
mutlich ein Wassermolekiil (Abb. 12). Im Komplex mit dem

Asp-256 Asp-190
\{ Asp-192
N / 4
AR J& 149

Primer Arg-183

Abb. 12. Bindungsmodus von ddCTP und 3'-ddCTP des Primer-Strangs zum Di-
metallzentrum von DNA-Polymerasef (Koordinaten aus dem Datenfile 2BPF
[93]). Das in schwarz dargestelite C-Atom des 3'-ddCTP des Primers trigt die
nucleophile 3'-Hydroxygruppe in der katalytisch aktiven Anordnung mit einem
normalen dNTP-Nucleotid anstelle von ddCTP am 3'-Primer-Ende.

intakten Primer-Terminus wiirde vermutlich auch die 3'-Hy-
droxygruppe zum Magnesiumion B koordinieren. Am Magne-
siumion A binden Asp-190, Asp-192, drei Phosphoryl-Sauer-
stoffatome der a-, f- und y-Phosphatgruppen des ddCTP und
ein Wassermolekiil (Abb. 12). Beide Metallionen, die 4.7 A von-
einander entfernt sind, weisen eine Koordinationssphire auf, die
nicht durch hdher symmetrische Koordinationspolyeder be-
schrieben werden kann. Weiterhin treten in der Koordinations-
sphiare von Magnesiumion B einige relativ grolle Metall-Li-
gand-Abstinde auf. Interessant an dieser Struktur ist, daB} keine
Protein-Seitenkette mit den Sauerstoffatomen der «-Phosphat-
gruppe in Wechselwirkung tritt. Der Ubergangszustand kénnte
somit allein durch die Metallionen, durch Wassermolekiile in
der Region des aktiven Zentrums und durch schwichere van-
der-Waals-Krifte stabilisiert werden.

Die Struktur der Ratten-Pol-$ wurde unabhingig auch von
einer anderen Arbeitsgruppe gelost'®?. Nach Eindiffundieren
von Mn?*-Ionen in die Kristaile zeigten sich zwei Metallbin-
dungsstellen im nativen Enzym!*'!! wie auch im Komplex mit
2'-Desoxythymidin-5-triphosphat (dTTP). Uberraschender-
weise werden in dieser Strukturbeschreibung des nativen En-
zyms beide Metallionen durch nur eine zweizdhnig verbriicken-
de Carboxylat-Seitenkette (Asp-190) koordiniert, wobei die
Strukturen jedoch zu diesem Zeitpunkt noch nicht verfei-
nert waren.. Die meisten der anderen Polymerase-Struktu-
ren82-21.94-961 gind ebenfalls ohne zweiwertige Metallionen
im Kristallisationspuffer bestimmt worden und enthalten keine
gebundenen Metallionen, oder die Bindungstellen der Metall-
ionen wurden bis jetzt noch nicht abschlieBend verfeinert. Diese
Strukturen werden daher in diesem Artikel nicht beschrieben,
da detailliertere Ergebnisse in der nahen Zukunft erwartet wer-
den kdnnen.

Auf der Struktur der Ratten-Pol-f basierend, wurde ein Poly-
merase-Mechanismus vorgeschlagen, in dem das Magnesium-

Angew. Chem. 1996, 108, 21582191



Enzymkatalyse

AUFSATZE

ion B die Deprotonierung der 3'-Hydroxygruppe des Primer-
Nucleophils unterstiitzt und den Ubergangszustand durch die
Koordination zu einem der dquatorialen Phosphoryl-Sauer-
stoffatome stabilisiert (Abb. 13)[93], In diesem Mechanismus ist

Asp 190 A o

Abb. 13. Vorschlag fiir den Mechanismus der Polymerase-Reaktion auf der Grund-
fage des terndren Komplexes aus Polymerase f, DNA-Primer und ddCTP, wie in
Abb. 12 gezeigt [93]. In cinem dhnlichen alternativen Polymerase-Mechanismus
[112] nimmt das Mg?*-lon A auch an der Aktivierung der Abgangsgruppe durch
Koordination zum Sauerstoffatom der Anhydridbindung zwischen den - und
p-Phosphatgruppen teil.

das Magnesiumion A weder an der Stabilisierung des penta-
koordinierten Ubergangszustandes noch an der Aktivierung der
Abgangsgruppe durch die Koordination des Sauerstoffatoms
zwischen der a- und der S-Phosphatgruppe beteiligt. Stattdessen
bindet und orientiert das Magnesiumion A die - und y-Phos-
phatgruppen. In einem alternativen Polymerase-Mechanismus,
der dem eines direkten Austauschschrittes des AP-Mechanis-
mus dhnelt, weist das Magnesiumion A im Ubergangszustand
zusdtzliche Wechselwirkungen zu einem der dquatorialen Phos-
phoryl-Sauerstoffatome und zum verbriickenden Sauerstoff-
atom der Abgangsgruppe auft!!2l, Bisher wurde in allen stereo-
chemischen Untersuchungen fiir Polymerase-Reaktionen eine
Inversion der Konfiguration am Phosphoratom nachgewie-
sen' 3! in Ubereinstimmung mit den vorgeschlagenen einstufi-
gen Sy2-artigen Mechanismen. Fiir einige Reste des aktiven
Zentrums, einschliefllich fiir den konservierten Lysjnrest aus
dem Motiv B, konnte eine Funktion im Polymerase-Mechanis-
mus durch Mutationsanalyse aufgezeigt werden!!0!: 1141,

2.3.2. Das aktive Zentrum der 3’,5’-Exonuclease
in der DNA-Polymerase |

Das Klenow-Fragment der E.-coli-DNA-Polymerase-I ent-
hélt neben der Polymerase-Aktivitit auch ein 3',5-Exonuclease-
Zentrum, das ungefihr 33 A vom aktiven Zentrum der Polyme-
rase entfernt ist’#- 11371171 Die beiden aktiven Zentren agieren
unabhingig voneinander und haben getrennte Bindungsstellen
fiir DNA. Die Exonuclease-Aktivitit dient der Entfernung von
Polymerase-Fehlern durch das Herausschneiden von unpassen-
den Basenpaaren. Andere Polymerasen weisen ebenfalls homo-
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loge Domdnen mit 3',5-Exonuclease-Aktivitit auf!®7- 18],
Zahlreiche kristallographische Studien machen den Reaktions-
verlauf der Exonuclease zu einem der durch Strukturunter-
suchungen am besten charakterisierten Zwei-Metallionen-
Mechanismen!#1 86 110. 117]

Die Exonuclease-Reaktion verlduft unter Inversion der Kon-
figuration des Phosphoratoms!"'®], im Einklang mit einem S,2-
artigen Austauschschritt. Zweiwertige Metallionen (Mg?*,
Mn?*, Zn?* oder Co?*) sind fir die Exonuclease-Aktivitit
essentiell!29), Zwei Metallbindungsstellen konnten in den Kri-
stallstrukturen des Komplexes aus Enzym und den Produkten
dCMP oder dTMP lokalisiert werden!®##%1. Die Gegenwart
von mehr als ciner Metallbindungsstelle wurde auch NMR-
spektroskopisch!**! und durch den kooperativen Effekt der
Metallbindung auf die Exonuclease-Aktivitit gezeigt!!'2%. In
dem dTMP-Produktkomplex sind die beiden Metallionen 3.9 A
voneinander entfernt und werden durch Asp-355 und durch
eines der Phosphoryl-Sauerstoffatome zweizihnig verbriickt
(Abb. 14). Bindungsstelle A ist verzerrt tetraedrisch von Ligan-

361L

Abb. 14. Bindungsmodus eines Dinucleosidphosphats zum aktiven Zentrum der
¥,5-Exonuclease von Pol-I (aus Lit. [85]). Die Koordinaten des Dinucieosidphos-
phats stammen aus der Strukturanalyse der inaktiven D424A-Mutante mit einem
Mg?*-lon in der Bindungsstelle A, keinem Metallion in B und gebundenem Tetra-
nucleotid. Diese Koordinaten sind zusammen mit der Struktur des Proteins mit zwei
gebundenen Metallionen aus cinem Komplex des Wildtyp-Enzyms mit dTMP
(dTMP nicht gezeigt) dargestellt. Das am Metall A koordiniertc Wassermolekil (in
schwarz) ist in einer fiir einen Angriff auf das Phosphoratom geeigneten Position.

den umgeben, wihrend das Metallion in der Bindungsstelle B
oktaedrisch koordiniert wird. Der Komplex wurde in Gegen-
wart von 20 mm MgSO, und 1 mm ZnSO, kristallisiert. Unter
diesen Bedingungen bildet sich ein Zn(A)-Mg(B)-Zentrum®%,
im Einklang mit den von Zink- und Magnesiumionen bevorzug-
ten Koordinationssphéren.

Im nativen Enzym ist die Metallbindungsstelle B in Abwesen-
heit von gebundenem dNMP nicht besetzt, auch wenn die Kri-
stallisation in Gegenwart zweiwertiger Metallionen durchge-
filhrt wird®%-83), Dies deutet darauf hin, daB die Bindung der
Metallionen an die Stelle B zusammen mit oder nach der Sub-
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stratbindung erfolgt, unter Bildung des katalytisch aktiven
Komplexes. Im Unterschied hierzu ist die Metallbindungsstelle
A auch im nativen Enzym besetzt, sofern die Kristallisation in
Gegenwart von Metallionen durchgefithrt wurde. An dieser
Stelle (A) ist die Bindung von Zinkionen stark bevorzugt!®? 851
Die Mutation des Liganden Asp-424 zu Alanin an der Stelle B
fithrte, wegen der ausbleibenden Metallbindung an dieser Stelle,
zu einem inaktiven Enzym!®% 84l Diese inaktive Mutante er-
moglichte die Strukturbestimmung eines Komplexes mit einem
gebundenem Tetranucleotid (dT), als Substrat in Gegenwart
von Mg?™ an der Bindungsstelle A (Abb. 14)51, Das 3'-termi-
nale Nucleotid des Tetranucleotids bindet in der gleichen Weise
wie das dTMP des Produktkomplexes.

Unter der Annahme, da$ die Bindung des Substrats im kata-
lytisch aktiven Komplex in Gegenwart eines Metallions an der
Bindungsstelle B in gleicher Weise erfolgt, erméglicht die Struk-
tur mit gebundenem (dT), einen detaillierten Einblick in die
Anordnung der Reaktanten vor dem Ubergangszustand
(Abb. 14). Das am Metallion A koordinierte Wassermolekiil
liegt der austretenden Gruppe gegeniiber und befindet sich da-
her in einer fiir einen nucleophilen Angriff optimalen Position.
Beide Metallionen werden durch eines der nichtveresterten
Phosphoryl-Sauerstoffatome koordiniert, und am Metallion B
koordiniert aullerdem das Sauerstoffatom der Abgangsgruppe.
Als bemerkenswertes Ergebnis der kristallographischen Unter-
suchung der Substratbindung der D424 A-Mutante ist festzuhal-
ten, daB der Verlust des Metallions B zu einem nahezu vollstin-
digen Verlust der Aktivitét fithrt (um mindestens fiinf GréBen-
ordnungen)®¥, obwohl das elektrophile Phosphoratom ver-
mutlich durch das Metallion A hinsichtlich des am Metallion A
gebundenen Nucleophils noch richtig positioniert und aktiviert
wird. Dies unterstreicht die Bedeutung der Stabilisierung des
Ubergangszustandes und der Aktivierung der Abgangsgruppe
durch das Metallion B.

Abbildung 15 zeigt einen plausiblen Mechanismus fiir die
Exonuclease-Reaktion. Die Rollen der beiden Metallionen

BASE

'},:" Y 5 O
................ ,,,.-" o TYR 497
" ------------- °  aas7
\.%0
‘42 ) "A.‘ '...@”
0.0 .. of )
)/ ASP 501

ASP 355

Abb. 15. Postulierte Wechselwirkungen im Ubergangszustand der 3',5'-Exonucle-
ase-Reaktion von Pol-1 mit dem Protein [85].
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dhneln denen in den einzelnen Austauschschritten der AP. Das
Metallion A unterstiitzt die Erzeugung des angreifenden Hydro-
xidion-Nucleophils, das iiberdies durch Wasserstoftbriicken zu
Glu-357 und Tyr-497 stabilisiert wird. Da Glu-357 zudem am
Metallion A koordiniert, wird sein pK,-Wert derart erntedrigt,
daB fiir diesen Rest keine Basenfunktion angenommen wird.
Diese Annahme wird durch Struktur-Energie-Berechnungen
unter Verwendung der empirischen Valenzbindungs-Methode
unterstiitzt!'21). Auch fiir Tyr-497 ist eine Funktion als Proto-
nenacceptor unwahrscheinlich, da die Mutation dieses Restes zu
Phenylalanin ein dem nativen Enzym dhnliche Abhéngigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit vom pH-Wert ergibt und auch nur
eine geringe Abnahme der Aktivitit zur Folge hat!''). Ein be-
merkenswertes Merkmal dieses Mechanismus ist, dafl im Unter-
schied zur alkalischen Phosphatase keine Protein-Seitenkette
eine bedeutsame Funktion in der Stabilisierung des Ubergangs-
zustandes dhnlich dem Arg-166 in der AP hat. Die Hauptauf-
gabe der Proteinliganden scheint die Bindung und Orientierung
der Metallionen und der Reaktanten zu sein. Dieser Mechanis-
mus ist somit vereinbar mit dem Ergebnis, dal} die Mutationen
von Asp-355, Asp-424 und Asp-501 den groBten EinfluB auf die
Exonuclease-Aktivitit haben! ¢l

2.3.3. Die 5 ,3’-Nuclease-Aktivitiit der Polymerase
aus Thermus aquaticus

Die DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus, bekannt durch
ihre Verwendung in der Polymerase-Kettenreaktion!'2?, ist
homolog zur Pol-I und enthilt in ihrer N-terminalen Domine
ebenso eine 5',3'-Nuclease-Aktivitit, aber keine 3'.5-Exonucle-
ase-Aktivitdt. Die Kristallstruktur der Taq-Pol lie3 eine Metall-
bindungsstelle I erkennen, sofern die Kristalle mit 1 mm Zn?*
inkubiert wurden®®!, Mit 20 mm Mn?* inkubierte Kristalle wie-
sen zwel zusitzliche Metallbindungsstellen auf, II und I11. I und
II sind 5 A voneinander entfernt, wiahrend der Abstand zwi-
schen I1T und T sowie IT 10 A betriigt. Die Strukturen mit Metall-
ionen sind gegenwirtig noch nicht abschlieBend verfeinert und
demnach hier noch nicht im groBeren Detail beschrieben. Den-
noch deutet die Lokalisierung zweier benachbarter Metallbin-
dungsstellen in der 5',3'-Nuclease-Doméne der Tag-Pol darauf
hin, daB bei dieser ebenfalls zwei Metallionen an der Katalyse
beteiligt sind.

2.3.4. Ribonuclease H

Die HIV-RT weist eine Ribonuclease-H (R NaseH)-Aktivitét
auft'23), die als Endonuclease fungiert, um den viralen RNA-
Templat-Strang bei der DNA-Synthese abzubauen!' 24!, Das
aktive Zentrum der RNase H befindet sich ungefihr 60 A vom
aktiven Zentrum der Polymerase entfernt auf einer separaten
Domiéne der 66 kDa schweren Untereinheit®!- 381, Die Kristall-
struktur der isolierten Domiéine, die stabil, aber nicht katalytisch
aktiv ist!2%), konnte mit einer Auflésung von 2.4 A bestimmt
werden!!28 1271 Zweiwertige Metallionen sind fiir die RNaseH-
Aktivitdt unentbehrlich' 28!, In Gegenwart von 45 mM MnCl,
wurden in 2.8 A-Differenz-Elektronendichtekarten zwei Metall-
ionen im Abstand von ca. 4 A lokalisiert (Abb. 16)['2%). Die
Seitenketten von Asp-443, Glu-478, Asp-498 und Asp-549
befinden sich in der Nihe der beiden Metallionen. Diese vier
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HIV-1 RNase H

Mn2

Abb. 16. Vergleich der Metallbindungsstellen in der Avian-Sarcoma-Virus-Integra-
se (rot) und RNaseH aus E. coli (blau) und HIV-1 (gelb) (aus Lit. [136]).

Carboxylatgruppen sind auch unter den Retroviren strikt kon-
serviert!!29),

Die RNaseH-Domine der HIV-RT weist zur RNase H aus
E. coli signifikante Homologien in Sequenz und Struktur
auft!30- 131 Die die Metallionen koordinierenden Reste Asp-
443, Glu-478, Asp-498 und Asp-549 der HIV-RT-RNaseH sind
den Resten Asp-10, Glu-48, Asp-70 und Asp-134 der RNaseH
aus E. coli analog. Die Mutagenese von Asp-10, Glu-48 und
Asp-70 des bakteriellen Enzyms hat ebenso einen deutlichen
Verlust der Aktivitit zur Folge!!' 32, Im Unterschied zum viralen
Enzym wurde in RNaseH aus E£. coli durch kristallographi-
schel*31) ynd NMR-Untersuchungen!'*3! selbst in Gegenwart
von Nucleotiden nur eine Mg?*-Bindungsstelle lokalisiert
(Abb. 16). Diese Ergebnisse unterstiitzen einen Ein-Metall-
ionen-Mechanismus fiir die RNase H, wobei eine Carboxylat-
gruppe als allgemeine Base fungiert, um das Wassernucleophil
zu deprotonieren, und in dem das Metallion an den beiden
nichtveresterten Phosphoryl-Sauerstoffatomen des Polynucleo-
tids koordiniert**!!. Somit bleibt die Frage offen, ob bei den
RNasen ein oder zwei Metallatome in der Katalyse beteiligt sind
oder ob die Reaktionen an den homologen RNasen nach unter-
schiedlichen Reaktionsmechanismen verlaufen.

Die Kristallstrukturen der Integrasen aus dem HIV-1H34
und dem Avian-sarcoma-Virus (ASV)!133- 1381 der Bakteriopha-
ge Mu Transposase, MuA 371 wie auch der Holliday-junction-
Resolvase-RuvC aus £. coli't3® sind der RNase aus HIV und E.
colit*®**! strukturell dhnlich. Drei strikt konservierte Carboxy-
lat-Seitenketten an ihren aktiven Zentren und die Abhingigkeit
der Aktivitit aller Enzyme von zweiwertigen Metallionen, meist
Mg?* und Mn?", deuten darauf hin, daB diese Nucleotidyl-
Transferasen nur mit einem oder mehreren Metallionen aktiv
sind. In Gegenwart von Mg?*- oder Mn?*-Ionen bindet eines
an die ASV-Integrase nahe der Position, die auch in der
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RNase H aus E. coli besetzt wird(Abb. 16)[138) Ein detaillierte-
rer Einblick in die Katalyse mit diesen Enzymen kann fir die
Zukunft erwartet werden, sobald weitere Strukturen mit gebun-
denen Substratanaloga oder Produkten in der Gegenwart von
Metallionen vorliegen.

2.3.5. Restriktions-Endonucleasen

Restriktions-Endonucleasen, die Phosphodiesterbindungen
der DNA an spezifischen Sequenzen spalten, benétigen fiir die
Katalyse Mg? " -Ionen als Cofaktor. Es liegen sowohl biochemi-
sche als auch strukturelle Hinweise vor, daB mit diesen Nucle-
asen, die trotz nur geringer oder fehlender Homologien in den
Primérstrukturen konservierte Carboxylatreste in der Region
des aktiven Zentrums aufweisen, die Reaktion nach einem Zwei-
Metallionen-Mechanismus verlduft4° 1431 Der Kristallstruk-
tur eines Enzym-Produkt-Mg? " -Komplexes der EcoRV-Endo-
nuclease zufolge sind im aktiven Zentrum zwei Magnesium-
ionen benachbart, die durch die Phosphatgruppe des Produktes
zweizihnig verbriickt werden'#'- *##1. Basierend auf strukturel-
len Ahnlichkeiten der aktiven Zentren unterstiitzen die Struk-
turen von EcoRIM4%1, Pyyl1148) BamHI" 4% und Cfri01!143!
trotz einiger Unterschiede einen moglichen Zwei-Metallionen-

Mechanismus (fiir eine Uberlagerung der aktiven Zentren siche
Lit.[143]y,

2.3.6. Ribozyme

Trotz der Abwesenheit funktioneller Gruppen mit pK,-Wer-
ten und chemischen Eigenschaften, dhnlich denen der Amino-
sdure-Seitenketten in Proteinen, kann RNA chemische Reaktio-
nen katalysieren, z. B. als Nuclease oder beim Spleilen von
RNAH17 Der Bedarf von zweiwertigen Metallionen und der
Vergleich mit anderen Nucleasen, die nach einem Zwei-Metal-
lionen-Mechanismus katalysieren, fiihrte zu der Hypothese, daf3
Ribozyme die Nucleinsiuren-Hydrolyse oder das RNA-
Spleiflen ebenfalls mit Hilfe von zwei Metallionen katalysie-
ren!! 481,

2.4. Die Lithium-inhibierten Metallophosphatasen FBP,
IMP und IPP

Die dret strukturell charakterisierten Phosphatasen Fructose-
1,6-diphosphatase (FBP), Inositol-Monophosphatase (IMP)
und Inositolpolyphosphat-1-phosphatase (IPP) bilden eine
Gruppe von entfernt verwandten Enzymen. Fiir die FBP konnte
als erstes Enzym dieser Gruppe die Struktur réntgenographisch
aufgeklirt werden!#°1. Die Strukturanalyse zeigte ein charakte-
ristisches Faltungsmotiv aus fiinf Schichten von Sekundérstruk-
turelementen der Reihenfolge afxfa, welches spéter auch in den
Strukturen der IMP!'5% ynd IPPI'5Y gefunden wurde. Die
strukturelie Ahnlichkeit erstreckt sich auch auf die aktiven Zen-
tren, in denen alle bis auf einen (ein Asp/Glu-Austausch) der
Metall-bindenden Reste konserviert sind!!*2], Diese konservier-
ten Reste wurden in drei Motive gruppiert, die die Liganden der
Metallionen und andere Reste des aktiven Zentrums enthalten
(Abb. 17)1152-1531 Alle drei Enzyme weisen auch gemeinsame

2173



AU FSATZE B. Krebs, W. N. Lipscomb et al.

Motiv A Motiv B Motiv C
B 21 1 2

aktiven Zentrum reguliert. Kristallstrukturanalysen sind fiir die
FBP aus Schweinenieren!!49 167-1711 menschlicher Leber[!72
und aus den Chloroplasten von Spinat!?73) vertiighar. Das
144-kDa-Enzym aus Schweinenieren ist ein Homotetramer der

FBP 115VCHEPH#EGESN 279Y[3CNPMAYVMEKAGG 96SIED
IMP 87TWIIinP TN 219WeVAGAGIIVTEAGG 69GIBES
IPP 151W~-ViSPMESHYQ 316WESCAAHATLRAMGG 78GIES

Abb. 17. Sequenzvergleich von drei homologen Motiven mit den Liganden in der
Fructose-1.6-diphosphatase (FBP), Inositol-Monophosphatase (IMP) und Inosi-
tolpolyphosphat-1-Phosphatase (IPP} {eine Liste von weiteren homologen Protei-
nen siehe Lit. [152, 322]). Die schwache Homologie erstreckt sich tiber cine Kern-
struktur aus 5 z-Helices und 11 p-Stridngen. Die an den Metallionen 1 und 2
koordinierten Reste und dic verbriickende Aspartat-Seitenkette {B) sind markiert.

biochemische Eigenschaften auf, wie die Inhibierung durch ein-
wertige lonen, insbesondere Lithium, und die Abhidngigkeit der
Aktivitidt von zweiwertigen Kationen. Obwohl aktive Enzym-
formen in Gegenwart mehrerer lonen, einschlieBlich Zn?* und
Mn?2 7", vorliegen, sprechen die Metallbindungskonstanten so-
wie die viel hohere Konzentration von Magnesiumionen in der
Zelle fiir Magnesium als gebundenes Metallion in vivo. Die FBP
kénnte jedoch auch Zinkionen bevorzugen!!' 341,

2.4.1. Fructose-1,6-diphosphatase

Die Fructose-1,6-diphosphatase (FBP) ist ein Schliisselenzym
in der Regulierung des Stoffwechsels der Gluconeogene-
sel133-157  Es  konvertiert D-Fructose-1,6-diphosphat zu
D-Fructose-6-phosphat, wobei Kaninchenleber-FBP ihre maxi-
male Aktivitit bei pH 7.6 erreicht. Die Gegenwart von zweiwer-
tigen Metallionen (Mg?*, Mn?", Zn?* oder Co?*) ist fiir die
katalytische Aktivitit unentbehrlicht!>4- 1561581601 Fine bis
drei Zink-Bindungsstellen wurden in jedem Monomer in der
Gegenwart bzw. Abwesenheit von Substrat, Produkt oder deren
Analoga gefunden!3#* 1391611 Ein Mn2*-Ion bindet pro Mo-
nomer in Abwesenheit von Substrat, withrend zwei Metallionen
in Gegenwart von Substrat oder Analoga binden!3° 1621 Im
Einklang mit einem S2-Austausch verlduft die Hydrolyse unter
Inversion der Konfiguration am Phosphoratom!!¢3L

Das Substrat Fructose-1,6-bisphosphat liegt in Lésung als
Gemisch aus 15% der a-Form, 81 % der -Form, 2 % der Keto-
form und zu 1.3% als gem-Diol vor (Abb. 18)1154) Kinetische

0— ?6_ OS_GCHZ

OH K nof? OH
H\ OH
oH  H

Abb. 18. Suruktur des #-Anomers von Fructose-1,6-diphosphal. In dem analogen
Inhibitor AhG-1,6-P, ist die 2-Hydroxygruppe (fett gedruckt) durch ein Wasscr-
stoffatom ersetzt. In dem f-Anomer und seinem Analogon AhM-1.6-P, ist die
Konfiguration an C2 invertiert.

Untersuchungen (Rapid-quench-Technik) deuten darauf hin,
daB das a-Anomer das eigentliche Substrat ist!!®5]. Im Gegen-
satz dazu zeigt jedoch 2,5-Anhydro-p-mannitol-1,6-diphosphat
(AhM-1.6-P,), ein zum f-Substrat analoger Inhibitor (Abb. 18),
eine 20fach niedrigere Inhibierungskonstante gegeniiber FBP
als der entsprechende x-analoge Inhibitor!!¢¢!.

Die Enzyme aus Sdugetieren werden von AMP an einer allo-
sterischen Bindungsstelle und von Fructose-1,6-diphosphat am

2174

Symmetrie 222. Eine Seitenkette des benachbarten Monomers,
Arg-243, nimmt an der Substratbindung an der Grenzfliche
zwischen zwei Monomeren teil.

In der Kristallstruktur des Komplexes aus Mn-Mn-FBP mit
dem zum x-Anomer analogen Inhibitor sind die zwei Metallio-
nen 3.7 A voneinander entfernt und werden von zwei zweizéih-
nig koordinierenden Carboxylatgruppen (Glu-97 und Asp-118)
sowie von der 1-Phosphatgruppe des Inhibitors zweizihnig ver-
briickt (siche Abb. 3 und 19)!'6°1, Weitere Liganden der Metall-

Abb. 19. Bindung des Substrat-analogen Inhibitors AhG-1,6-P, (siche Abb. 18) um
aktiven Zentrum der Fructose-1,6-diphosphatase (Koordinaten aus dem Datenfile
1FBD [169]).

ionen sind Glu-280 an Mn1 und die Carbonylgruppe von Leu-
120 an Mn2. Unter Vernachldssigung von Metall-koordinierten
Wassermolekiilen, die in den Elektronendichtekarten von 2.9 A
Aufldésung nicht lokalisiert werden konnten, dhneln die Koordi-
nationssphéren beider Metallionen einem verzerrten Tetraeder.
Neben den Bindungen zum Metallzentrum tritt eines der Phos-
phoryl-Sauerstoffatome der 1-Phosphatgruppe des Inhibitors
mit der Seitenkette von Arg-276 in Wechselwirkung, und das
Ester-Sauerstoffatom bildet eine Wasserstoffbriicke zur NH-
Gruppe von Gly-122 (Abb. 19). Die Tatsache, daB} das Substrat
Fructose-1,6-bisphosphat in der x-Form in Abwesenheit von
Metallionen in dhnlicher Weise wie AhG-1,6-P, bindet, zeigt,
daB dieser Inhibitor ein gutes Modell fiir den Bindungsmodus
des Substrates darstellt.

In Gegenwart von Zn?*- oder Mn?*-Ionen enthilt das freie
Enzym zwei Bindungsstellen, von denen eine mit der Position
des Metalls 1 Gbereinstimmmt, wihrend die zweite Metallbin-
dungsstelle, die als Metall 3 bezeichnet wurde, sich von der
Metallbindungsstelle 2, die in Gegenwart eines Substratanalo-
gons lokalisiert wurde, unterscheidet! 7*!. Der Bindungsmodus
des Produktes wurde durch eine Kristallstruktur der FBP, die
mit Fructose-6-phosphat und Mn?*- oder Zn? *-Ionen kristalli-
siert wurde, aufgedeckt!* 3%, Unter diesen Bedingungen ist nur
die Metallbindungsstelle 1 besetzt, und es wird keine Bindung
von Metallionen an den Stellen 2 oder 3 beobachtet. Diese Er-
gebnisse weisen darauf hin, daB die Bindung von Mn?"- oder
Zn?”-lonen an der Stelle 2 die Gegenwart der 1-Phosphatgrup-
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pe des Substrats voraussetzt, und da8 die Bindung an der Stelle
3 durch die Gegenwart von Substratanaloga oder Produkten
gehemmt wird. Somit binden das erste Metallion und das Sub-
strat unabhingig voneinander an das aktive Zentrum, gefolgt
von der Bindung des zweiten Metallions. Es erscheint auflerdem
wahrscheinlich, dafl nach der Hydrolyse das Metallion der Bin-
dungsstelle 2 das aktive Zentrum vor dem Produkt verldBt.
Einem postulierten Reaktionsmechanismus zufolge bindet
das Substrat in einem zweizihnig verbriickenden Bindungsmo-
dus, wie es in der Kristallstruktur mit dem Inhibitor AhG-1,6-P,
beobachtet wurde. Die zwei Metallionen orientieren das Sub-
strat fiir einen Angriff des Nucleophils und stabilisieren den
Ubergangszustand (Abb. 20)(1°*). Die Deprotonierung des
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Abb. 20. Bindungsmodus des Substrats und Angriff eines Metallion-koordinierten
Wassermolekiils bei der Fructose-1,6-diphosphatase-katalysierten Reaktion [169].

Wassernucleophils wird durch Koordination am Metallion 2
und durch Wechselwirkung mit Glu-98 als allgemeine Base er-
moglicht. Weitere Wechselwirkungen von Proteinresten mit an-
deren Atomen des Substrats bringen das Substrat in eine Kon-
formation, in der die 2-Hydroxygruppe mit dem veresterten
Sauerstoffatom der 1-Phosphatgruppe in Wechselwirkung tre-
ten kann. Die Bedeutung dieser Wechselwirkung fiir die Kata-
lyse wird durch die ausbleibende enzymatische Spaltung von
Substraten ohne 2-Hydroxygruppe offensichtlich!!¢®1. Weiter-
hin kdnnten die NH-Gruppe von Gly-122 und die Seitenkette
von Arg-276 eine Rolle in der Stabilisierung des Ubergangszu-
stands spielen. In Ubereinstimmung mit den réntgenographi-
schen Untersuchungen zeigten Mutationsanalysen, daB die Sub-
stitution von Arg-276 zu Methionin k_,  auf weniger als 1% des
urspriinglichen Wertes reduziert!!”] wihrend Asn-212, Arg-
243, Tyr-244, Tyr-264 und Lys-274 hauptsichlich an der Sub-
stratbindung beteiligt sind* 7!, Die Mutation der katalytischen
Base Glu-98 zu Gln verringert k,,,/K,, 12000fach!! 77,

Die Bindung von AMP an die allosterische Bindungsstelle, im
Abstand von 28 A zum aktiven Zentrum, fithrt zur katalytisch
inaktiven T-Form des Enzyms. Der allosterische Ubergang wird
von einer Rotation der zwei Dimere des Tetramers um 15-17°
relativ zueinander begleitet[!®8], Infolgedessen findet eine Bewe-
gung der Reste Glu-97, Asp-118 und Leu-120 statt, wodurch
auch Metallion 2 um 1.4 A verschoben wird""7!). Dieses Metal-
lion ist dadurch nicht mehr geeignet positioniert, um die 1-Phos-
phatgruppe des Substrats in einer katalytisch wirksamen Posi-
tion zu koordinieren. Weiterhin wird die Aktivitit von FBP
durch einwertige Tonen beeinfluft: K™ -und TI"-lonen sind
Ausloser, wihrend Li* ein Inhibitor ist!! 7!, Die Aktivatoren
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binden an drei Bindungsstellen im aktiven Zentrum, von denen
zwei sehr nahe zu den katalytischen Metallbindungsstellen 1
und 2 gelegen sind!7°!. Die dritte Bindungsstelle ist 3.8 A von
einem der Sauerstoffatome der 1-Phosphatgruppe des Substrats
entfernt und kdnnte die Aktivierungsstelle sein. Interessanter-
weise ist die Stelle 3 in der Abwesenheit von K *-oder T1*-Ionen
von der Guanidylgruppe des Arg-276 besetzt. Die Aktivatoren
konnten daher ein katalytisch effektiver Ersatz fiir Arg-276
sein17%, Li* inhibiert die FBP durch Bindung an die Stelle 1.
Dies liefert ein Modell zum Verstidndnis der Rolle von Lithium
in der Behandlung der manischen Depression durch Inhibierung
der Inositol-Monophosphatase (siche Abschnitt 2.4.2).

2.4.2. Inositol-Monophosphatase

Die Inositol-Monophosphatase (IMP) katalysiert die Hydro-
lyse der Inositolmonophosphate Ins(1)P, Ins(3)P und Ins(4)P zu
myo-Inositol und nimmt so an der Phosphatidylinositol-Signal-
leitung in der Zelle teil?7). Da die IMP aus Menschen von
therapeutisch relevanten Konzentrationen an Lithiumionen ge-
hemmt wird (0.5-1.0 mM), hat die mégliche Rolle dieses En-
zyms in der Lithiumtherapie der manischen Depression erheb-
liches Interesse gefunden.

Die IMP ist nur in Gegenwart von Mg? * -Ionen aktiv, obwohl
andere zweiwertige Metallionen, wie Mn?*, Zn?* und Co?*,
ebenfalls die Katalyse unterstiitzen!*3%- 1811 Das kooperative
Bindungsverhalten von Mn?* mit einem Hill-Koeffizienten von
1.9 wurde zunichst auf der Grundlage von zwei nichtbenach-
barten Metallbindungsstellen in der homodimeren IMP (Mole-
kularmasse 60 kDa) interpretiert!32- 1831 Bagierend auf der
Kristallstruktur!* 8 ynd den Ergebnissen von Titrationen!*8!1
sind diese Resultate nun hinsichtlich einer kooperativen Bin-
dung an zwei benachbarten Metallbindungsstellen innerhalb je-
des aktiven Zentrums neu interpretiert worden. Die Tatsache,
daf} die strukturell homologe Rinder-Inositol-Monophosphat-
ase trotz ihrer monomeren Struktur auch eine kooperative Me-
tallbindung zeigt, unterstiitzt diese Ansicht!!*!-183] Dje IMP
katalysiert den **O-Austausch zwischen H,0 und Phosphat nur
in der Gegenwart von Inositol!83), Dies deutet darauf hin, dal
die Reaktion nicht iiber ein Phosphoenzym-Intermediat ver-
lduft. AuBerdem sind alle Versuche, ein solches Intermediat zu
isolieren, fehlgeschlagen™ 83 1881 und die Kristallstrukturen zei-
gen keine nucleophile Seitenkette, die fiir einen Angriff auf die
Phosphorylgruppe in der geeigneten Position ist!* 3%,

Mehrere Kristallstrukturen der IMP in Gegenwart verschie-
dener Metallionen und Substratanaloga sind bestimmt worden,
um den Reaktionsweg und die Art der Inhibierung durch Li-
thiumionen zu charakterisieren!!>°-184-1871 Dje Struktur des
freien Enzyms in Gegenwart von Manganionen weist drei Me-
tallbindungsstellen auf (siche Abb. 3)#41, Mn1 und Mn2 sind
3.9 A voneinander entfernt und werden zweizihnig durch Asp-
90 verbriickt®®!. Mn2 wird auBerdem von Glu-70, Thr-95, dem
Sauerstoffatom von Ile-92, einem terminalen Wassermolekiil
(W1) und einem Chloridion, welches 2.8 A von aflen drei
Metallzentren entfernt ist, koordiniert. Weitere Liganden am
Mn1 sind Asp-93 und Asp-220. AuBer O,1 des Glu-70 und dem
Chloridion sind nur drei Wasserliganden in der Koordinations-
sphire des Metallions 3 vorhanden. Diese Stelle ist im Produkt-
komplex mit Phosphat nicht besetzt und ist wahrscheinlich eine
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Metallbindungsstelle mit sehr niedriger Affinitdt, die nicht an
der Katalyse beteiligt ist.

Neben der Struktur des freien Enzyms lieferten die Strukturen
von Komplexen mit sowohl der p- als auch der L-Form von
myo-Inositol-1-phosphat!* 87 sowie mit dem Produkt, Phos-
phat!*841 einen detaillierten Einblick in den Katalysemechanis-
mus. Beide Substratmolekiile konnten an ein Enzym gebunden
werden, daB durch die Gegenwart von Gd3*- und Li* -Ionen im
Kristallisationspuffer inaktiviert war. Das Gd®*-Ton bindet an
der Stelle 2 und Li* wahrscheinlich an der Stelle 11881 Abbil-
dung 21 zeigt den Bindungsmodus des Substrates D-Ins(1)P aus
dem Komplex mit dem inaktivierten Enzym zusammen mit der
Struktur der aktiven Mn-Mn-IMP, wodurch ein Modell fiir die
katalytisch produktive Substratanbindung erhalten wird!*87),
Die Phosphatgruppe wechselwirkt mit den Metallionen, den
NH-Gruppen von Gly-94 und Thr-95 sowie mit zwei Wassermo-
lekiilen. Ein Phosphat-Ion bindet derart an die Mn-Mn-IMP,
daB die Phosphatgruppe im Vergleich zum Substrat invertiert ist
(Abb. 21)11841Solch eine invertierte Bindung des Phosphat-
Ions als Produkt kann auch nach dem Angriff eines Wassernu-
cleophils auf die Phosphatgruppe des Substrats aus apicaler
Stellung zur Inositol-Abgangsgruppe erwartet werden.

Abb. 21. a) Uberlagerung von p-Ins(1)P (aus einer Struktur der Li-Gd-inaktivier-
ten IMP) mit der Struktur des aktiven Mn1-Mn2-Enzyms (Koordinaten aus den
Datenfiles 1IMA bzw. 1IMC [184, 321]; das Li*-lon befindet sich im aktiven En-
zym an Stelle 1, das Gd?*-Ion an Stelle 2). Das Wassermolekiil W2 ist vermutlich
das Metallion-koordinierte Nucleophil im Mechanismus der Reaktion mit IMP
[184]. b) Bindung eines Phosphat-Ions an Mn1-Mn2-IMP.

Die Vielzahl an biochemischen und strukturellen Daten, die
zur Katalyse durch die IMP verfiigbar sind, wurde als konsi-
stent mit einem direkten Austauschmechanismus interpretiert,
in dem W2, das am Metallion 2 koordinierte Wassermolekiil,
das Nucleophil ist! 7% *®1) Dieses Wassermolekiil wird zudem
durch Wasserstoffbriicken zu Glu-70 und Thr-95 stabilisiert.
Die Bedeutung von Thr-95 fiir die Katalyse wurde durch die
Mutation dieses Restes zu einem Alanin demonstriert, wodurch
die Enzymaktivitidt um den Faktor 14000 reduziert wurde(!8%1,
Auch die Mutation von Glu-70 zu Glutamin, wodurch die Me-
tallbindungsfahigkeit des Enzyms nicht beeinflu3t werden soll-
te, resultierte in einer 7000fachen Verminderung der Aktivitit.
Das Metallion 1 bindet méglicherweise erst nach dem Substrat,
da einige Ligandatome zum Substrat gehoren: die zwei Phos-
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phat-Sauerstoffatome und Modeling-Studien zum Mechanis-
mus!8Y zufolge die 6-Hydroxygruppe des Inositols. Die Bedeu-
tung der 6-Hydroxygruppe des Substrats fiir den Mechanismus
zeigt sich auch daran, daB 6-Desoxyinositol-1-phosphat durch
die IMP nicht gespalten wird!'°°. Die Stabilisierung des Uber-
gangszustands konnte durch die Wechselwirkung der dquatoria-
len Phosphoryl-Sauerstoffatome mit beiden Metallionen und
mit den NH-Gruppen von Gly-94 und Thr-95 erreicht werden.
Die Freisetzung der Abgangsgruppe kénnte durch die Koordi-
nation des veresterten Sauerstoffatoms der Phosphatgruppe
zum Metallion 1 erleichtert werden.

2.4.3. Inositolpolyphosphat-I-phosphatase

Die Inositolpolyphosphat-1-phosphatase (IPP) ist ein weite-
res Enzym des Phosphatidylinositol-Signalwegs!!®!], welches
die 1-Phosphatgruppe von Inositol-1,4-diphosphat und Inosi-
tol-1,3.4-triphosphat abspaltet!**% 1931, Die IPP benotigt Mg? * -
Tonen zur Aktivitat und wird durch Lithium- und Calciumionen
inhibiert™ #3- 1921 Dje Bindung von Magnesiumionen zeigt eine
Kooperativitit mit einem Hill-Koeffizienten von 1.9. Dies deu-
tet auf die Gegenwart von zwei oder mehreren Bindungsstellen
fiir Mg?*-Tonen hin.

Die Kristallstrukturanalyse der Rinder-IPP zeigte bei einer
Auflésung von 2.3 A in der Gegenwart von Magnesiumionen
zwei Metallbindungsstellen im Abstand von 3.9 AM511 Beide
Metallionen sind ungewdhnlich koordiniert, und die Metall-
Ligand-Abstinde sind sehr groB (siche Abb. 3). Nur zwei Li-
ganden sind weniger als 3 A vom koordinierten Metall entfernt.
Definiert man groBziigig eine Ligandsphire von 4 A um die
Metallionen, sind beide Magnesiumionen von sechs Liganden
verzerrt oktaedrisch umgeben. Wie auch bei der IMP ergab die
Strukturanalyse des mit Gd®*-lonen komplexierten Enzyms,
daf sich die Gadoliniumionen an der Stelle 1 befindet. Die Hy-
droxygruppe des Thr-158, das zwischen den Phosphatasen die-
ser Gruppe stark konserviert ist, bildet eine Wasserstoffbriicke
zu dem Wassermolekiil nahe den beiden Mg?*-Ionen sowie
auch zu der benachbarten Seitenkette von Lys-37. Durch Muta-
genese konnte gezeigt werden, daB3 beide Reste fiir die katalyti-
sche Aktivitit notwendig sind!!°41.

2.4.4. Vergleich der aktiven Zentren von FBP, IMP und IPP

Eine Uberlagerung der aktiven Zentren von FBP, IMP und
IPP auf der Grundlage der C,-Koordinaten der fiinf konservier-
ten koordinierenden Liganden (siche Abb. 17) und der zwei Me-
tallionen zeigt, dal diese Reste mit Abweichungen (Methode
der kleinsten Fehlerquadrate) von 0.7—0.8 A zur Deckung kom-
men (Abb. 22)42%1 Somit sind in dieser Familie die Abweichun-
gen in den Positionen der konservierten Seitenketten und der
Metallionen groBer als die der konservierten Reste in der PAP
und den PPs (siche Abb. 11). Jedoch weisen die meisten dieser
Reste dhnliche Konformationen auf und koordinieren die Me-
tallionen in dhnlicher Weise. Glu-280 hat eine andere Konfor-
mation in der FBP als die homologen Reste in der IMP und der
IPP. Obwohl die Liganden in den drei Proteinen dhnlich ange-
ordnet sind, fithrt eine Verschiebung der Liganden und Metall-
ionen zu einigen ungewdhnlich langen Metall-Ligand-Abstin-
den in der IPP. Glu-98 in der FBP, welches als allgemeine Base
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Abb. 22. Uberlagerung der aktiven Zentren der FBP (Kohlenstoffatome in
schwarz), der IMP (Kohlenstoffatome in weiB) und der IPP (unterbrochene Li-
nien) [195]. Die Beschriftungen beziehen sich auf die Reste in der FBP.

fungieren soll, und die homologen Glutamat-Seitenketten in der
IMP und der IPP befinden sich an dhnlichen Positionen.

Fiir die FBP und die IMP konnten Modelle fiir die Substrat-
bindung von den Kristallstrukturen mit gebundenen Substrat-
analoga bzw. mit am inaktivierten Enzym gebundenen Substrat
abgeleitet werden (Abb. 19 und 21). Diese Untersuchungen deu-
ten auf einen unterschiedlichen Bindungsmodus des Substrates
an beiden Enzymen hin: in der FBP bindet die Phosphorylgrup-
pe zweizidhnig iiber zwei nichtveresterte Sauerstoffatome, wih-
rend in der IMP ein Metallion mit dem veresterten Sauerstoff-
atom der Abgangsgruppe in Wechselwirkung tritt, dhnlich
einem der Austauschschritte in der AP. Trotz der deutlichen
strukturellen Homologie der aktiven Zentren und der Ahnlich-
keit der katalysierten Reaktionen kénnten die zwei Enzyme da-
her unterschiedliche Mechanismen aufweisen.

2.5. Die trinuclearen Zink-Phosphodiesterasen PLC
und P1

Obwohl die Phospholipase C aus Bacillus cereus (PLC) und
die Nuclease Pt aus Penicillium citrinium (P1) nur geringe, in
den Zink-bindenden Regionen lokalisierte Sequenzhomologien
aufweisen, ist die Struktur der P111°% der der zuvor charakteri-
sierten Phospholipase C"°7! hinsichtlich der Faltung und des
Aufbaus des aktiven Zentrums dhnlich. Mit 145 C_-Atomen
konnen die zwei Strukturen mit einer Abweichung von 1.8 A
(Methode der kleinsten Fehlerquadrate) iiberlagert werden %61,
Die Sequenzhomologie betrdgt in den iberlagerten Bereichen
18%. Die Anordnung der Zinkionen und ihre Koordinations-
sphire ist einschlieBlich der Lage der drei Wassermolekiile sehr
dhnlich, und alle Liganden sind mit Ausnahme von Asp-153,
das dem Glu-146 in der PLC analog ist, konserviert (siche
Abb. 3).

2.5.1. Phospholipase C

Die Phospholipase C (PLC) hydrolysiert Phosphatidylinosi-
tol und Phosphatidylcholin und ist an der Bildung von Sekun-
didrbotenstoffen in Sdugetierzellen beteiligt. Die monomere,
28 kDa schwere PLC aus Bacillus cereus''®®) dhnelt den Siuge-
tierenzymen, so daB sie als Modell fiir diese bislang weniger
charakterisierten PLCs dient!!°*). Der Bestimmung des Metall-
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gehaltes sowie der Entfernung und dem Austausch der Metall-
ionen zufolge handelt es sich bei der PLC aus B. cereus um ein
Zinkenzym mit zwei fest gebundenen Zinkionen pro Mole-
kul!?°%L Ein drittes konnte bei der Rontgenstrukturanalyse
(Auflésung 1.5 A) der PLC lokalisiert werden!!®”). Die Zink-
ionen kénnen gegen Cobalt-, Mangan- und Magnesiumionen
ausgetauscht werden, die erhaltenen Enzyme sind aber weniger
aktiv und weisen eine verdnderte Substratspezifitit auft2°% 2011,
Spektroskopische Untersuchungen deuten darauf hin, dall im
Cobalt(m)-substituierten Enzym zwei Metallionen in einer ver-
zerrt oktaedrischen Umgebung vorhanden sind?°2). In der
rontgenographisch bestimmten Struktur des nativen Enzyms
haben jedoch alle drei Zinkionen eine verzerrte trigonal-bipyra-
midale Umgebung (Abschnitt 2.1)*°7!. Die drei Metallionen
liegen mit Abstdnden von 3.3 (Zn1-Zn3), 6.0 (Zn1-Zn2) und
4.7 A (Zn2-Zn3) relativ nahe zusammen. Zn1 und Zn3 werden
zweizdhnig von Asp-122 und von einem Wassermolekiil (W1)
verbriickt. Zn1 wird weiterhin von His-69, His-118 und Asp-55
koordiniert. Die Ligandsphére von Zn3 wird von His-14 sowie
dem Carbonyl-Sauerstoffatom und der terminalen Aminogrup-
pe von Trp-1 vervollstindigt. Zn2 wird von His-142, His-128,
Glu-146 und zwei Wassermolekitlen (W2 und W3) koordiniert.

Neben der Struktur des nativen Enzyms wurden die der Kom-
plexe mit einem Phospholipid als Substratanalogon, mit Phos-
phat, mit lodat, mit Todid und mit Tris bestimmt!293~2031 Tp
der Phosphonylgruppe des nichthydrolysierbaren Substrat-ana-
logen Inhibitors!2°9! ist eines der veresterten Sauerstoffatome
der Phosphatgruppe des Substrats durch eine Methylengruppe
ersetzt. Dieses Analogon bindet so, dal} eines der freien Phos-
phonyl-Sauerstoffatome Znl und Zn3 verbriickt, wihrend
das andere Phosphonyl-Sauerstoffatom an Zn2 koordiniert
(Abb. 23)2931 Alle drei Wasserliganden des Metallzentrums
werden beim Binden des Inhibitors verdringt, da die Elektro-
nendichtekarten bei 1.9 A Auflésung keine Hinweise auf Zink-
koordinierte Wassermolekiile enthielten. Es wurde daher vorge-

H M
; Y 297
=y 37
N, l‘2.14 o]
N o~ )
——"\Zl"? (K/ \% 3/
O 208 ~. 108 @' ! ,_,-Ph

\
Oty i T o,
- 0. ol e p{ e ]
w1 i (e -2 I
H §y we -0 4
209} AN H \(\:
Y
[ 2N an.o”

H Eﬁsﬂa l

Abb. 23. Schematische Darstellung des Bindungsmodus des substratanalogen Inhi-
bitors 3(S).4-Dihexanoyloxybutyl-1-phosphonylcholin am aktiven Zentrum der
Phospholipase C (aus Lit. [206], angegeben sind die Atomabstinde {A}). Die Be-
zeichnung der Wassermolekiile W1 und W2 entspricht nicht der in Abb. 3.
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schlagen, da3 das Nucleophil nicht durch Ko-
ordination zu einem der Zinkionen erzeugt
wird. Ein Wassermolekiil, das im Abstand
von 4.4 A zum Phosphoratom und in einer
apicalen Position zur Diacylglycerol-Ab-
gangsgruppe positioniert ist, koénnte als
Nucleophil fungieren. Dieses Wassermolekiil
bildet eine Wasserstoftbriickenbindung zu ei-
nem Carboxylat-Sauerstoffatom des Zn2-ko-
ordinierten Glu-146, fir das eine Funktion
als allgemeine Base vorgeschlagen wurde. Al-
le drei Zinkionen spielen wahrscheinlich eine
Rolle in der Stabilisierung des Ubergangszu-
stands. In diesem Mechanismus wirken die
Zinkionen nicht an der Erzeugung des Nucleo-
phils mit, jedoch moglicherweise an der Akti-
vierung der Abgangsgruppe. Es sind keine
Seitenketten des Proteins in der fiir eine Protonierung der Di-
acylglycerol-Abgangsgruppe oder fiir die Wechselwirkung mit
den Phosphoryl-Sauerstoffatomen geeigneten Position, abgese-
hen von den Metallion-koordinierten Seitenketten Asp-55 und
Glu-146. Somit spielen offensichtlich alle drei Metallionen eine
dominierende Rolle in der Katalyse der PLC. Eine rechnerge-
stiitzte Auswertung der Bindungsenergie des Substrats, in ver-
schiedenen Konformationen am aktiven Zentrum gebunden, er-
gab einen alternativen Vorschlag fiir den Bindungsmodus des
Substratst2?™, Hiernach bindet das Substrat an Zn2, und das
Nucleophil ist das Zn1-Zn3-verbriickende Wassermolekiil. Dies
deutet darauf hin, daB3 der Bindungsmodus des Substrat-analo-
gen Inhibitors (Abb. 23) moglicherweise kein Modell fir die
katalytisch produktive Substratanbindung ist. Phosphat-Ionen
binden dhnlich wie die Phosphonylgruppe des Substratanalo-
gons an allen drei Zinkionent?04!,

2.5.2. Nuclease P1

Die Nuclease P1 (P1) ist eine Phosphodiesterase, die die Bin-
dung zwischen der 3'-Hydroxy- und der 5'-Phosphatgruppe von
vorzugsweise einzelstrangiger RNA und DNA unter Inversion
der Konfiguration am Phosphoratom spaltet!2°®!. P1 wirkt auch
als Phosphomonoesterase an der 3'-terminalen Phosphatgruppe
eines (Poly)nucleotids'?°%), und liefert somit 5'-Mononucleotide
als endgiiltige Spaltungsprodukte. Beide Funktionen erfordern
die Gegenwart von drei Zinkionen pro Molekiil und sind recht
unspezifisch gegeniiber der Nucleotidsequenz!2'°!. Die Struktur
der monomeren, 36 kDa schweren Nuclease P1 aus Pernicillium
citrinium wurde rontgenographisch bei einer Auflésung von
2.8 A bestimmt™®®). Drei Zinkionen, die 3.2 A (Zn1-Zn3),
58 A (Zn1-Zn2) und 4.7 A (Zn2-Zn3) voneinander entfernt
sind (siche Abb. 3), wurden im aktiven Zentrum der P1 lokali-
siert. Alle drei Zinkionen weisen drei Sauerstoff- und zwei Stick-
stoffliganden mit trigonal-bipyramidalen Koordinationspoly-
edern auf.

Um die Art der Substratbindung zu bestimmen, wurde die
Strukturanalyse der P1 mit dem gebundenen (R)-Diastereomer
des Thiophosphodinucleotids dAP(S)dA, einem vermeintlich
nichtspaltbaren Substratanalogon!?1!!, bei einer Aufldsung von
3.0 A durchgefiihrt!'°¢]. Das Nucleotid bindet an zwei Stellen,
die ca. 20 A voneinander entfernt sind. An beiden konnte jedoch
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Abb. 24. Stereodarstellung der beiden Mononucleotid-Bindungsstellen der Nuclease P1 (aus Lit. [196]).

nur ein Mononucleotid lokalisiert werden; die zweite Hélfte des
Dinucleotids ist entweder ungeordnet oder wurde vom Enzym
abgespalten (Abb. 24)2'2l. Die Phosphatgruppe des Morno-
nucleotids koordiniert an Zn2 und hat keine Kontakte zu den
anderen zwei Zinkionen. Arg-48 zeigt eine Wasserstoffbriicke zu
einem oder zwei Phosphat-Sauerstoffatomen. Verglichen mit
dem auf der Grundlage der PLC-Inhibitorstrukturen angenom-
menen Bindungsmodus des Substrates!2°3-2°41 bindet in der P1
die Phosphatgruppe des Mononucleotids auf eine andere Weise.
Dabher diskutieren die Autoren einen anderen Reaktionsmecha-
nismus fiir die P1, in dem eines der zwei Zn2-koordinierten
Wassermolekiile das Nucleophil ist!®%!, Neuere Resultate deu-
ten jedoch darauf hin, daB3 das Wassermolekiil, welches Zn1 und
Zn3 verbriickt, als Nucleophil fungiert!2!2!. Dieser Mechanis-
mus wiirde dem dhneln, der auf der Grundlage von Modeling-
Untersuchungen fiir die PLC vorgeschlagen wurde'?°7), Arg-48
und Zn2 stabilisieren offensichtlich den Ubergangszustand und/
oder aktivieren die Abgangsgruppe.

Die Sequenz der Nuclease P1 ist zu 50 % mit der der Nuclease
S1 aus Aspergillus oryzae identisch. Die Nuclease S1 benotigt
ebenfalls drei Zinkionen zur Aktivitdt!?'3 und die Nuclease-
Aktivitdt invertiert die Konfiguration am Phosphoratom!?!4],
Die Phosphatesterhydrolyse kénnte daher an beiden Nucleasen
nach dhnlichen Mechanismen verlaufen.

2.6. Die anorganische Pyrophosphatase
und das MutT-Enzym

Die Spaltung von Pyrophosphat verschiebt das Gleichge-
wicht mehrerer, hauptsdchlich ATP-abhingiger, biosyntheti-
scher Reaktionen, z. B. der DNA- und der RNA-Synthese, auf
die Produktseite. Diese Hydrolyse wird in Gegenwart zweiwerti-
ger Metallionen von der anorganischen Pyrophosphatase (IPY)
katalysiert?'*%. Die héchste Aktivitdt wird mit Mg?*-Ionen er-
reicht, aber Mn?*-, Zn?*- und Co?*-Ionen férdern die Kataly-
se ebenfalls.?'®! Am intensivsten untersucht wurden die IPYs
aus E. coli und Hefe, Saccharomyces cerevisiae. Kristallstruktu-
ren des homohexameren Enzyms aus E. coli®'7~21%1 der ho-
modimeren IPY aus Hefe 2% und der homohexameren IPY
aus Thermus thermophilus'?*'1 liegen vor. Die Strukturen der
homologen Monomere aller drei IPYs zeigen eine groBe Ahn-
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lichkeit (siehe Lit.!?!?! fiir eine Uberlagerung)!???!, Weiterhin
sind die katalytischen Mechanismen der Enzyme aus E. coli und
Hefe offenbar sehr dhnlich.

Die Inversion der Konfiguration am Phosphoratom deutet
auf einen direkten Phosphoryltransfer zum Wassermolekiil hin,
wobei das erste vom Enzym freigesetzte Phosphat das Sauer-
stoffatom aus dem Losungsmittel enthilt!?23], Untersuchungen
an der IPY aus E. coli zeigten, dal} in Abhéngigkeit vom Proto-
nierungszustand des Enzyms 3 bis 5 Mg?*-Ionen an der Reak-
tion beteiligt sind!22*!. IPY aus Hefe bindet zwei Mn2 " -Ionen
pro Untereinheit im freien Enzym und drei Mn?*-Ionen in Ge-
genwart von Phosphat!?2%], Die Mutationsanalyse von Resten
des aktiven Zentrums des Enzyms aus E. coli zeigte, daf3 diese
Mutationen die Aktivitét durch Erh6hung des pK,-Wertes einer
katalytisch wichtigen basischen Gruppe beeinflussen'?2®). Bei
dieser Gruppe handelt es sich wahrscheinlich um ein Metall-
gebundenes Hydroxidion-Nucleophil.

In der Kristallstruktur der IPY aus Hefe mit drei Mn2"*-
Tonen und zwei Phosphat-Tonen (P1 und P2) haben dic Metall-
ionen folgende Umgebung. M1 wird von Glu-58 sowie von ei-
nem Sauerstoffatom von P2 koordiniert; Asp-116, Asp-119,
Glu-48 und P2 koordinieren M2, und M3 ist von Asp-114, Asp-
151, je einem Sauerstoffatom von P1 und P2 sowie einem Was-
sermolekiil umgeben 2%, M2 und M3 sind 3.5 A voneinander
entfernt, wahrend M1 einen Abstand von 4.2 A und 53 A zu
M2 bzw. M3 aufweist. Drei positiv geladene Seitenketten, Lys-
56, Lys-153 und Arg-77, befinden sich nahe den zwei Phosphat-
gruppen und kdnnten zur Substratbindung und Stabilisierung
des Ubergangszustands beitragen.

Das MutT-Enzym, eine Pyrophosphohydrolase von 129 Re-
sten, die die Hydrolyse von Nucleosidtriphosphaten zu Nucleo-
sidmonophosphaten und Pyrophosphat katalysiert, dhnelt IPY
hinsichtlich des Reaktionstyps. Die NMR-spektroskopisch be-
stimmte Struktur des MusT-Proteins, das zweiwertige Kationen
zur Aktivitdt bendtigt!227), enthélt einen Cluster von fiinf Glu-
tamatresten (41, 53, 56, 57 und 98), die ein oder beide Metall-
ionen binden konnten!228), Detailliertere Informationen iiber
die Metallbindungsstellen sind gegenwértig noch nicht verfiig-
bar. MutT und IPY haben eine dhnliche a + -Faltung, obwohl
sie keine signifikante Sequenzhomologie zeigen.

2.7. (S)-Adenosylmethionin-Synthetase

Die (S)-Adenosylmethionin-Synthetase (AMS) Kkatalysiert
die Bildung der Sulfonverbindung (S)-Adenosylmethionin
(AdoMet), die als bedeutendes Methylierungsreagens in bio-
logischen Systemen fungiert, aus L-Methionin und ATP
(Abb. 25)12291, Diese Synthese verliuft iiber einen einzigartigen,
zweistufigen Prozef3: Im ersten Schritt wird die gesamte Tripoly-
phosphatkette von ATP durch Methionin ersetzt, unter Erhalt
von AdoMet und Tripolyphosphat (PPP). Durch kinetische
Isotopeneffekte wurde dieser Schritt als eine Sy2-artige Reak-
tion unter Angriff des Schwefelnucleophils auf das C5'-Atom
von ATP charakterisiert. In einem zweiten Schritt wird Tripoly-
phosphat zu Pyrophosphat (PP,) und Phosphat (P,) hydrolysiert,
bevor AdoMet das aktive Zentrum als erstes verlaft{230],

Zweiwertige Metallionen (Mg2™, Mn?*, Zn?", Co?* oder
Ni?*) sind fiir die Aktivitiit der AMS notwendig!?*!!. Da Vana-
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Abb. 25. Die durch die (S)-Adenosylmethionin-Synthetase katalysierte zweistufige
Reaktion. R’ bezeichnet den nicht dargestellten Teil von Methionin, und R ist die
Adenylgruppe von ATP.

dylkationen (VO?*) an denselben Stellen binden, konnten sie
als spektroskopische Sonden genutzt werden!?*, Weiterhin
wurde an mit Mn?*-lonen komplexierter AMS eine rdumliche
Nachbarschaft der zwei Bindungsstellen durch EPR-Spektro-
skopie nachgewiesen!?*3), Einwertige Kationen (hauptséchlich
K *) aktivieren die AMS ebenfalls. 2°>TI-NMR-Spektren zufol-
ge wird der Bindungszustand von gebundenen T1*-Ionen nicht
von Methionin, einem ATP-Analogon oder Pyrophosphat be-
einflufit. Dies 143t vermuten, dafl Substrate und Produkte nicht
an diesem einwertigen Aktivator koordinieren!?341. Auf die Bin-
dung von zwei Phosphat-Ionen am Dimetallzentrum deutete
das Inhibierungsprofil dieses Produkts hin!23°],

In guter Ubereinstimmung damit wurden in der Struktur der
in Gegenwart von Mg?*-, K*- und Phosphat-lonen kristalli-
sierten AMS bei 3.0 A Auflésung ein Kaliumion und zwei
5 A voneinander entfernte Magnesiumionen im aktiven Zen-
trum lokalisiert'2*%). Die zweiwertigen Metallionen werden von
zwei Phosphat-Tonen verbriickt, so daB jedes Metallion von
zwei Sauerstoffatomen eines Phosphats und von einem Sauer-
stoffatom des anderen Phosphats koordiniert ist. Weiterhin
wurden Kiristallstrukturen des Enzyms mit ADP und Phosphat
sowie mit Pyrophosphat und Phosphat in Gegenwart von
Mg?*-Tonen bestimmt!23%!, 1n allen Fiillen enthalten die aktiven
Zentren zwei Mg?*-Tonen. ADP und Phosphat, Produkte der
AMS-katalysierten Spaltung von ATP, binden so, daf3 alle drei
Phosphatgruppen die zwei Metallionen zweizdhnig verbriicken
(Abb. 26). Weitere Liganden sind Asp-A271 an Mgl und Asp-
B16 an Mg2 (A und B beziehen sich auf unterschiedliche Unter-
einheiten des Homotetramers). Die positiv geladenen Seitenket-
ten von His-B14, Lys-B165, Lys-A265, Arg-B244 und Lys-B245
wechselwirken mit den Produkten und kénnten somit bedeuten-
den katalytischen Einfluf3 haben.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten klar auf einen Zwei-Me-
tallionen-Mechanismus fiir einen oder beide Schritte des Reak-
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His-B14
Lys-B245

Abb. 26. Struktur von ADP und Phosphat, gebunden an das aktive Zentrum der
($)-Adenosylmethionin-Synthetase {236]. R bezeichnet die Adenylgruppe von
ADP.

tionsweges der AMS hin. Ein méglicher Mechanismus fiir den
zweiten Schritt, die Hydrolyse von Triphosphat, sieht eine Rolle
von Lys-265 in der Protonierung des a-f-verbriickenden Sauer-
stoffatoms und in der nachfolgenden Deprotonierung des Wasser-
nucleophils vor23®), Weitere biochemische und strukturelle Un-
tersuchungen sind jedoch notwendig, um Details der ungew6hn-
lichen zweistufigen Katalyse dieses Enzyms aufzukléren.

2.8. Glutamin-Synthetase

Die Glutamin-Synthetase (GLS) katalysiert die Synthese von
Glutamin aus Ammoniak, Glutamat und ATP (Abb. 27). Die
Reaktion verlauft iiber ein Enzym-gebundenes tetraedrisches

NH, NH},
) M 2 ate A/\ 20N
ooc c;. — Tooc c PO,
IE -ADP "
(o] (o]
) |
NH NH
s 3 NH},
(o] (o]
. VT A/\l/ N -
ooc ¢’ <L “ooc ¢’ “po
NH, o

Abb. 27. Die durch die Glutamin-Synthetase katalysierte Reaktion.

Intermediat!?37). Zweiwertige Metallionen (Mg2*, Mn?*) sind
fiir die Aktivitit notwendigi?3®), Rontgenstrukturanalysen der
nativen GLS aus Salmonella typhimurium und von Komplexen
mit Verbindungen, die zum Substrat, zum Produkt oder zum
Intermediat analog sind, einschlieBlich dem vom Enzym phos-
phorylierten L-Methionin-S-sulfoximin, ergaben Strukturmo-
delle fiir mehrere Stadien des Reaktionsweges (Abb, 28)1239: 2401,

Mn1, das von drei Glutamatresten (131, 212 und 220) koordi-
niert wird, bindet die nucleophile Carboxylatgruppe des Sub-
strats Glutamat. Die y-Phosphorylgruppe von ATP wird von
beiden Metallionen polarisiert, jedoch stdrker von Mn2, das
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His-269, Glu-357 und Glu-129 als Proteinliganden aufweist
(Abb. 28, oben). Die zwei Metallionen sind in Ubereinstim-
mung mit spektroskopischen Ergebnissen?*'15.8 A voneinan-
der entfernt. Mn2 aktiviert auch die Abgangsgruppe AMP.
Nachdem die Phosphorylgruppe auf die Carboxylatgruppe des
Substrats iibertragen wurde, greift ein Ammoniumion das
Carboxylat-Kohlenstoffatom an, und das tetraedrische Inter-
mediat wird gebildet (Abb. 28, unten). Im letzten Schritt tritt die
Phosphatgruppe durch Spaltung der Kohlenstoff-Sauerstoff-
Bindung aus. Arg-339 und Arg-359 kénnten den Ubergangszu-
stand der Phosphoryltransferreaktion stabilisieren. Mutationen
von jedem der beiden Argininreste vermindern deutlich die ka-
talytische Aktivitidt!?#?). Interessanterweise katalysiert die GLS
auch die Arsenolyse von Glutamin, wahrscheinlich iiber einen
Mechanismus, in dem Phosphat durch Arsenat ersetzt ist, unter
Umkehr der Synthese von Glutamin.

2.9. Phosphotriesterase

Organophosphotriester sind keine natiirlich vorkommenden
Verbindungen, aber sie werden durch Gebrauch als Pestizide
und Insektizide jihrlich im MaBstab von Millionen von Kilo-
gramm in die Natur freigesetzt. Auch sind mehrere Nervengase,
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die als chemische Kampfstoffe gelagert werden, Verbindungen
dieser Art. Die Resistenz einiger Insekten gegeniiber Insektizi-
den und der Abbau von Pestiziden durch Bodenmikroben fiihr-
te zur Entdeckung der Phosphotriesterasen, die die Hydrolyse
von vielen Organophosphotriestern katalysieren{243~ 2451 Das
Enzym aus dem Bodenbakterium Pseudomonas diminuta ist
die bei weitem am besten charakterisierte Phosphotriesterase
(PTE). Es ist ein monomeres, 39 kDa schweres Metalloprotein,
das eine ziemlich breite Substratspezifitit aufweist und P-O,
P-F, P-CN sowie P-S Bindungen zwischen dem Phosphorzen-
trum und der Abgangsgruppe hydrolysiert!?4* 2461 Phospho-
monoester und Phosphodiester werden von der PTE jedoch
nicht gespalten®*”!. Obwohl die PTE mit Zn2*, Co?*, Ni?*,
Cd?* oder Mn?* dhnliche Aktivititen aufweist, deuten ihre
Bindungsaffinitit fiir Metallionen und Atomabsorptionsmes-
sungen am nativen Enzym auf ein dinucleares Zinkenzym in
vivo hin!?4* 2481 Die Umgebung der Metallionen wurde
EPR-!2#! ynd '!3Cd-NMR-spektroskopisch!?*%! als eine ge-
mischte N,O-Ligandensphiire mit einem oder mehreren, die
zwei Metallionen verbriickenden Liganden charakterisiert. Ei-
nige dieser Liganden sowie andere Reste des aktiven Zentrums
wurden durch Histidin-modifizierende Verbindungen und
durch Mutagenese als Histidinreste identifiziert!231252],

Die Hydrolyse von Phosphotriestern durch die PTE findet
unter Inversion der Konfiguration am Phosphoratom statt, im
Einklang mit einem S\ 2-artigen Austausch!?>3), Die pH-Ab-
hingigkeit der Aktivitit deutet darauf hin, daB ein ionisierbarer
Rest mit pK, = 6.1 bei der Katalyse eine Rolle spielt25!],
Brensted-Auftragungen des Einflusses des pK,-Wertes der Ab-
gangsgruppe auf die Geschwindigkeitskonstanten, die §,,-Werte
um —1.8 ergaben!?*#, sowie primire und sekundire '#0-Iso-
topeneffekte!>*%! deuten auf eine groBtenteils gespaltene Bin-
dung zur Abgangsgruppe im Ubergangszustand hin (sehr spiter
Ubergangszustand). Obwohl die PTE-katalysierte Reaktion so-
mit nicht in dem MaBe assoziativ ist wie die alkalische Hydro-
lyse in Losung, wurden diese Daten als iibereinstimmend mit
einem S\ 2-artigen konzertierten assoziativen Mechanismus so-
wohl bei enzymatischer als auch bei nichtenzymatischer Hydro-
lyse von Phosphotriestern interpretiert.

Die beiden Cadmiumionen in der Cd-Cd-Form!237! der PTE
sind 3.8 A voneinander entfernt und befinden sich am C-Termi-
nus der S-Stringe der «/B-FaBstruktur. Beide werden von der
carbamylierten Seitenkette von Lys-169 und von einem Wasser-
molekiil verbriickt (siche Abb. 3). In der Struktur des Apoen-
zyms!2%®1 ist Lys-169 nicht carbamyliert. Es wurde darauthin
gezeigt, dal CO, fitr den Zusammenbau des Dimetallzentrums
notwendig ist'?3%). Eine carbamylierte Lysin-Seitenkette ist auch
Ligand des Magnesiumions in der Ribulose-1,5-diphosphat-
Carboxylase!?*®! und zweizdhnig verbriickender Ligand der
zwei Nickelionen der Urease!?6%). Die Koordination von Cd1
wird von His-55, His-57 und Asp-301 zu einer verzerrten trigo-
nalen Bipyramide erginzt, wihrend Cd2 noch von His-201, His-
230 und zwei terminalen Wassermolekiilen koordiniert ist. In-
teressanterweise fithrt der Zusammenbau des dinuclearen
Zentrums in der PTE auch zu drastischen Verdnderungen im
Verlauf der Polypeptidkette in einigen Regionen; daraus erge-
ben sich Abweichungen (Methode der kleinsten Fehlerquadra-
te) von 3.4 A fiir die Uberlagerung der C,-Atome des Apo-
enzyms und des Holoenzyms.
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3. Acyl- und andere Carbonyltransferreaktionen

Carbonyltransferreaktionen zeigen mit der Chemie des Phos-
phoryltransfers viele Gemeinsamkeiten. Prinzipiell sind auch
hier ein assoziativer Mechanismus iiber ein gem-Diolat-Inter-
mediat und ein dissoziativer Reaktionsweg iiber ein Acyliumion
(RCO™), das als Intermediat im Mechanismus der Friedel-
Crafts-Acylierung angenommen wird*¢!! méglich!262]. Wegen
der Polaritit und Elektrophilie der Carbonylgruppe dominiert
jedoch die nucleophile Substitution iiber einen tetraedrischen
Ubergangszustand bzw. ein tetraedrisches Intermediat die enzy-
matischen und nichtenzymatischen Reaktionen dieser Gruppe.
Isotopeneffekte und Struktur-Aktivitdtskorrelationen unter-
stiitzen einen solchen tetraedrischen Ubergangszustand 13!,

3.1. Aminopeptidasen

Aminopeptidasen sind in der Natur weit verbreitet und wegen
ihrer Schliisselrolle in der Modifizierung und im Abbau von
Proteinen sowie im Metabolismus biologisch aktiver Peptide
von groBer biologischer und medizinischer Bedeutung!263-264,
Diese Enzyme katalysieren die Hydrolyse von Aminosduren
vom Aminoterminus eines Peptids und weisen generell eine brei-
te Substratspezifitit auf. Die Kristallstrukturen von drei Ami-
nopeptidasen sind bekannt: Leucin-Aminopeptidase, Amino-
peptidase aus Aeromonas proteolytica und Methionin-Amino-
peptidase. Diese drei Proteine haben keine feststellbare Se-
quenzhomologie und stellen somit unterschiedliche Prototypen
proteolytischer Enzyme dar.

Eine Anzahl von natirlichen und synthetischen Inhibitoren,
die dem Substrat oder dem Intermediat analog sind, sind fiir die
Aminopeptidasen charakterisiert worden. Diese Inhibitoren
koénnen zur Untersuchung von mechanistischen Aspekten der
hydrolytischen Reaktion durch biochemische und strukturelle
Methoden genutzt werden. Als Beispicle seien hier Bestatin und
Amastatint?®%- 256 Aminoboronate¢7- 2681 Aminophospho-
nate'?¢®l, Aminoaldehyde!27%, Methylketone!?7!}, Chlormethyl-
ketone!?7?! und Peptide mit einer Ketomethylgruppe anstelle
der Amidbindung?7? als Ubergangszustandsanaloga fiir eine
assoziative Acyltransferreaktion (Abb. 29) genannt. Thiono-
peptide kénnen als Substratanaloga dienen!?74.

3.1.1. Leucin-Aminopeptidase

Zahlreiche biochemische und strukturelle Untersuchungen
machen die Leucin-Aminopeptidase (LAP) zur gegenwiértig am
besten charakterisierten Aminopeptidase mit einem dinuclearen
Metallzentrum 273, Die Rinderaugen-LAP ist ein hexameres
Enzym mit einer Molekularmasse von 324 kDa und zeigt bei pH
8—9 maximale Aktivitit. Jede der sechs identischen, 54 kDa
schweren Untereinheiten enthilt zwei Zinkionen!27¢!, die fiir die
katalytische Aktivitit notwendig sind und eine unterschiedliche
Kinetik beim Ionenaustausch aufweisen. Die leicht austausch-
bare Bindungsstelle 1 bindet Zn?*-, Mn?"-, Mg?**- oder Co* -
Ionent?76~27%1 in stéchiometrischen Mengen und wurde durch
die Strukturbestimmung des Zn?*-Mg?*-Metallohybrid-En-
zyms als Zn1 (aus der Rontgenstrukturanalyse, Abb. 3) identifi-
ziert™8% Das fest gebundene Zinkion in der Bindungsstelle 2
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Abb. 29. Struktur des postulierten gem-Diol-Intermediats (a) der Hydrolyse von
L-Leucyl-L-leucin und einige analoge Inhibitoren der Aminopeptidasen. Die Inhi-
bierungskonstanten fiir die LAP aus Schweinenieren sind: b) Bestatin 0.6 nM [265].
¢) pL-Leucylchlormethylketon 12 uM [323]. d) L-Leucylphosphonsiure 0.23 um
[324]. ) pL-Leucylboronsiure 20 nM (1C,,) [267]. f) L-Leu-CO-CH,-(DL)Phe 57 um
[273]. g) L-Leucinal 60 nM [325]. h) L-Leucylthioanilid 0.19 mm [274].

g) OH

kann nur dann gegen Co®™ ausgetauscht werden, wenn beide

Bindungsstellen nicht besetzt sind!?78 2791 Im Gegensatz zu ei-
nigen fritheren Ergebnissen ist es nun offensichtlich, daB3 ein
Metallaustausch in beiden Bindungsstellen sowohl K_ als auch
k., signifikant beeinfluBt!>7®). Somit sind beide Metallatome an
der Substratbindung und Aktivierung beteiligt, einschlieBlich
einer moglichen Rolle in der Aktivierung des Nucleophils. Ob-
wohl Mg?*- und Mn?"-Ionen die LAP hyperaktivieren!2811,
wurde gezeigt, dall das Enzym eine signifikant hohere Affinitét
fiir Zn2*- als fiirr Mn2*- oder Mg?*-Ionen aufweist!2’”! und
daB das isolierte Enzym Zinkionen enthilt!282], Die Rinder-
LAP zeigt 31% Sequenzidentitit zur Aminopeptidase A aus
E. coli®®3_ die als Hilfsprotein in Xer-ortsspezifischer Rekom-
bination in E. coli dient. Die Homologie in der katalytischen
Domine betrdgt 52 % und alle Reste des aktiven Zentrums sind
zwischen der LAP und der Aminopeptidase A konserviert.

Die Kristallstruktur der Rinderaugen-LAP zeigte bei einer
Auflésung von 1.6 A, daB die beiden Zinkionen 3.0 A voneinan-
der entfernt sind und zweizihnig von Glu-334, einzihnig von
Asp-255 sowie von einem exogenen Wassermolekill oder
Hydroxidion verbriickt werden (siche Abb. 3)[284-2861  Alg
weitere Liganden sind das Carboxylat- und das Carbonyl-
Sauerstoffatom von Asp-332 am Znl und Asp-273 sowie die
Aminogruppe von Lys-250 an Zn2 vorhanden. Beide Zinkionen
sind somit fiinffach koordiniert in einer Anordnung, die am
besten als Oktaeder mit einer unbesetzten Position beschrieben
wird.
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Mit vier Ubergangs-
zustandsanaloga wur-
den Kristallstrukturen
der LAP bestimmt: mit
den natiirlich vorkom-
menden  Inhibitoren
Bestatin{?83:2871 ynd
Amastatin'?881 1-Leu-
cylphosphonsiure[289)
und  r-Leucinall?86],
All diese Ubergangszu-
standsanaloga binden
dhnlich an das aktive
Zentrum  der
(Abb. 30). Selbst Be-
statin, welches eine D-
Konfiguration am N-
terminalen Phenylalanin aufweist und eine zusétzliche Carbonyl-
gruppe neben der Hydroxygruppe enthilt (Abb. 29), unterschei-
det sich in seinem Bindungsmodus nur im Fehlen einer vierten
Koordination an Zn1. Zusammen ergeben diese Strukturen ein
gutes Modell fiir den Bindungsmodus des Ubergangszustands.
In allen diesen Inhibitorstrukturen ist die terminale Aminogruppe
an Zn2 koordiniert. Bei der Bindung des Inhibitors vergroBert
sich der Zn-Zn-Abstand auf etwa 3.3 A. Umordnungen in den
Ligandensphiren der Metallionen finden jedoch nicht statt.

Leucinal dhnelt dem vermuteten tetraedrischen gem-Diolat-
Intermediat eines assoziativen Acyltransfermechanismus mehr
als jeder der anderen Inhibitoren. Die zwei gem-Diol-Sauer-
stoffatome des Hydrats der Aldehydgruppe befinden sich wahr-
scheinlich auf denselben Positionen wie die zwei gem-Diol-
Sauerstoffatome des Intermediats (Abb. 30). Eins der Sauer-
stoffatome verbriickt die beiden Metallionen, wihrend das an-
dere nur an Znl koordiniert. Die Bindungsmodi von Bestatin
und Amastatin stimmen mit diesem Modell fiir die Bindung des
Intermediats {iberein, da sie die Abgangsgruppe des Peptids in
einer Position enthalten, welche vom Dizink-Zentrum weg zum
zentralen Losungsmittelkanal des LAP-Hexamers zeigt. Im ak-
tiven Zentrum ist kein Proteinrest geeignet positioniert, um als
allgemeine Base zu fungieren. Weiterhin zeigte die Kristallstruk-
tur (1.6 A Auflésung) des ligandfreien Enzyms!28¢7 daf nur ein
exogener Wasserligand am Dizink-Zentrum koordiniert ist: ein
Wassermolekiil oder Hydroxidion, welches die beiden Metall-
ionen symmetrisch verbriickt (siche Abb. 3). Die Position dieses
Wasserliganden ist identisch mit der Position des verbriickenden
Sauerstoffliganden in den Inhibitorstrukturen.

Auf der Grundlage der Kristallstrukturen und der biochemi-
schen Daten wurde ein Reaktionsmechanismus vorgeschlagen,
in dem das verbriickende Hydroxidion als Nucleophil fungiert
(Abb. 31)1286:2891 I diesem Mechanismus nehmen beide
Metallionen an der Substratbindung und an der Katalyse teil.
Zn2 bindet die terminale Aminogruppe, aktiviert das Wassernu-
cleophil und stabilisiert den Ubergangszustand. Zn1 polarisiert
die Carbonylgruppe, aktiviert das Wassernucleophil und stabili-
siert den Ubergangszustand durch Koordination zu beiden gem-
Diolat-Sauerstoffatomen. Zusitzlich spielen wahrscheinlich
auch zwei Aminosdurereste eine wichtige Rolle in der Katalyse:
Lys-262 in der Polarisierung der Carbonylgruppe und in der
Stabilisierung des Ubergangszustandes sowie Arg-336, das mit

Abb. 30. Bindungsmodus des Inhibitors L-
LAP Leucinal am aktiven Zentrum der Leucin-Ami-
nopeptidase (Koordinaten aus Datenfile ILAN
[286]). Die Bindungsstellen 1 und 2 sind mit
Zinkionen besetzt.
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Abb. 31. Auf der Grundlage von Kristallstrukturen und biochemischen Untersu-
chungen postulierter Reaktionsmechanismus fiir die Leucin-Aminopeptidase {286].

dem Substrat und Intermediat {iber drei Wassermolekiile in
Wechselwirkung tritt. Diese Wassermolekiile konnen die Ener-
gie des Ubergangszustandes durch Wasserstoffbriicken erniedri-
gen. Eines dieser Wassermolekiile protoniert wahrscheinlich die
Abgangsgruppe (siehe dazu auch Abschnitt 3.1.4).

3.1.2. Aminopeptidase aus Aeromonas proteolytica

Im Gegensatz zu den Aminopeptidasen aus Sdugetieren ist die
Aminopeptidase aus Aeromonas proteolytica (AAP) ein kleines,
monomeres, 29.5 kDa schweres Protein!?°®!. Aus dem Bakte-
rium isolierte AAP enthdlt zwei Zinkionen. Ausgehend vom
inaktiven Apoenzym kdnnen auBer Zn?*- auch Co?*- Ni?*-
und Cu?*-Tonen die Aktivitit wiederherstellen{?*!!, Diese Me-
tall-ausgetauschten Enzymformen sind gegeniiber einigen Sub-
straten aktiver als das native Zn-Zn-Enzym. Eine noch héhere
Hyperaktivitit wird fiir die gemischten Ni-Zn- und Cu-Zn-For-
men der AAP erhalten. Diese hingt wiederum stark von der Art
des Substrats und von der Reihenfolge ab, in der die Metall-
ionen zugegeben werden: Die aktiveren Formen wurden durch
Zugabe von einem Aquivalent Cu?*- oder Ni?*-Ionen vor Zu-
gabe von Zn?*-lonen erhalten; dies ist mit dem Vorhanden-
sein von zwei nichtidentischen Metallbindungsstellen vereinbar.
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Wie auch in der LAP beeinflussen Substitutionen beider Metall-
ionen sowohl &, als auch K.

In der mit 1.8 A Auflésung bestimmiten Struktur der Zn-Zn-
Form von ligandfreier AAP konnten zwei Zinkionen im Ab-
stand von 3.5 A lokalisiert werden2°%, Asp-117 (zweizihnig)
und ein Wassermolekiil verbriicken die beiden Zinkionen, die
fliinffach koordiniert sind, wenn man die etwas weiter entfernten
zweiten Carboxylat-Sauerstoffatome von Glu-152 an Znl
(24 A) und Asp-179 an Zn2 (2.3 A) beriicksichtigt (siche
Abb. 3). Zusitzlich zu den verbriickenden Liganden wird Zn1
dann von Glu-152 und His-256, Zn2 von His-97 und Asp-179
koordiniert. Ein erstaunliches Merkmal dieses Metallzentrums
ist die Ahnlichkeit der Koordinationssphiren der beiden Zink-
ionen. Die Carboxylatgruppe von Glu-151 zeigt zum 3.3 A
entfernten verbriickenden Wassermolekiil eine Wasserstoff-
briickenbindung.

3.1.3. Methionin-Aminopeptidase

Die meisten Proteine werden N-terminal beginnend mit Me-
thionin (in Eukaryonten) oder Formylmethionin (in Prokaryon-
ten) synthetisiert. Die Abspaltung der N-terminalen Methio-
ningruppe kann von der Methionin-Aminopeptidase (MAP)
katalysiert werden, in Abhdngigkeit von der Art des benachbar-
ten Restes. MAPs, die aus mammalen und mikrobiellen Quellen
isoliert werden konnten, haben dhnliche Substratspezifititen
und spalten, wenn der vorletzte Rest klein ist!??3:2%41, An aus
mehreren Quellen stammenden MAPs wurde nachgewiesen,
daBl das Enzym, welches zweiwertige Metallionen bendtigt, in
der Gegenwart von Cobaltionen die maximale Aktivitat auf-
weist. Dennoch muf3 noch gezeigt werden, ob die MAP auch in
vivo ein Cobaltenzym ist. Die MAP ist ein 16sliches Monomer
mit optimaler Aktivitit bei neutralem pH. Die MAPs aus Pro-
karyonten und Hefe weisen eine signifikante Sequenzhomologie
auf. Alle Liganden sind konserviert, mit der Ausnahme eines
Glutamatrestes, der in der MAP aus Hefe durch ein Glutamin-
rest ausgetauscht ist. Weiterhin zeigen Sequenzvergleiche mit
anderen Proteinen, daB die Aminopeptidase P!?°°!, die Prolin-
Dipeptidase!?°® und p67!2°") eine dhnliche Faltung wie die
MAP haben und wahrscheinlich ebenfalls dinucleare Metallzen-
tren enthalten(298: 2991,

Die Kristallstrukturanalyse (Aufldsung 2.4 A)P00  der
MAP2%3 aus E. coli zeigte die Gegenwart von zwei Metallionen
im Abstand von 2.9 A. Diese Metallionen befinden sich im Zen-
trum des zentralen gewundenen antiparallelen f-Faltblatts der
gemischten a/f-Struktur. Die Reste Glu-235 und Asp-108 ver-
briicken die zwei Metallionen zweizdhnig (siche Abb. 3). Wei-
tere Liganden sind Glu-204 und His-171 an Col und beide
Carboxylat-Sauerstoffatome des Asp-97 an Co2. Somit haben
sowohl Col als auch Co2 vier Proteinliganden. Die Koordi-
nation beider Metallatome kann als oktaedrisch beschrieben
werden, wobei eine der unbesetzten Ligandenpositionen ste-
risch von dem anderen Cobaltion besetzt ist!*®). Schwache
Elekronendichtebereiche deuten darauf hin, dal Wassermole-
kiile die iibrigen zwei Ligandenpositionen (eine an jedem Co-
baltion) besetzen kénnten. Diese Wasserliganden wiirden dann
mit His-178 oder Thr-99 in Wechselwirkung treten, die so-
mit auch wichtige Funktionen in der Katalyse iibernehmen
konnten. Alternativ kénnte der kurze Abstand zwischen den
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beiden Metallionen ein verbriickendes Wassermolekiil oder
Hydroxidion zulassen.

3.1.4. Vergleich der Strukturen der Aminopeptidasen

Die AAP und die carboxyterminale, katalytische Doméne der
LAP sind trotz nur nichtsignifikanter Sequenzhomologie dhn-
lich gefaltet2°?). Diese strukturelle Ahnlichkeit erstreckt sich
nicht auf den genauen Ort des aktiven Zentrums. Die Metall-
Koordinationssphiren der zwei Zink-Aminopeptidasen weisen
signifikante Unterschiede auf. Auch enthilt das aktive Zentrum
der AAP keine Seitenkette eines Lysin- oder Argininrestes, um
ahnliche Rollen wie die Reste Lys-262 und Arg-336 in der LAP
zu iibernehmen. Ein gemeinsames Merkmal der AAP und der
LAP ist jedoch die Gegenwart eines dinuclearen Metallzen-
trums, welches einen, die zwei Metallionen verbriickenden Was-
serliganden enthélt. Weiterhin sind beide Metallionen in beiden
Strukturen finffach koordiniert und weisen so eine Koordina-
tionsliicke auf. Die zwei aktiven Zentren kénnen auf der Grund-
lage der Zinkionen und des verbriickenden Wassermolekiils so
liberlagert werden (nicht gezeigt), dal das schlechter zugéng-
liche Zn2-Zentrum der AAP mit dem schlechter zugénglichen
Zn2-Zentrum der LAP zur Deckung kommt, welches den Ami-
noterminus des Substrates koordiniert. Interessanterweise
bringt diese Uberlagerung auch die hydrophobe Substratbin-
dungstasche fiir die N-terminale Seitenkette der LAP mit der
angenommenen Bindungstasche fiir diesen Rest in der AAP zur
Deckung. Im einzelnen haben Met-270, Met-454 und Thr-359 in
der LAP idhnliche Positionen wie Met-180, Phe-244 und Met-
242 in der AAP. Weiterhin befindet sich die Carboxylatgruppe
von Glu-151 in der AAP in einer Position, die von Wassermole-
killen oder einem Carbonat-Ion nahe Arg-336 in der Struktur
von LAP besetzt ist. Es liegen indirekte Hinweise vor, dal} zwei
dieser Wassermolekiile in der LAP tatsdchlich ein H;05 -Ton
sind, das im aktiven Zentrum der LAP stabilisiert ist und eine
chemische Funktion hat. Diese konnte der fiir Glu-151 in der
AAP postulierten Basenfunktion dhneln. Andererseits hat in
dieser Uberlagerung Lys-262 in der LAP keinen analogen Rest
in der AAP, denn die Seitenkette von Ile-255 befindet sich in der
AAP an dieser Stelle.

In der MAP haben beide Metallionen ebenfalls vier Protein-
liganden, dhnlich der Situation in der AAP und der LAP. Leider
erlaubte die kristallographische Auflésung hier keine eindeutige
Bestimmung von koordinierten Wasserliganden. Ob die AAP,
die LAP und die MAP trotz der ausgeprigten Unterschiede in
den Koordinationssphiren der Metallionen und in den Struktu-
ren der aktiven Zentren dhnliche Reaktionsmechanismen auf-
weisen, mu} noch gezeigt werden, z. B. durch die Strukturbe-
stimmung von geeigneten Enzym-Inhibitor-Komplexen.

3.2. Urease

Die Urease ist ein Metalloenzym, welches die Hydrolyse von
Harnstoff zu Ammoniak und Carbamat katalysiert!3°! =304,
Dieses Enzym erlaubt es Bakterien, Pilzen und auch héheren
Pflanzen, Harnstoff als Stickstoffquelle zu nutzen. 1975 wurde
die Urease als erstes Nickelenzym identifiziert!3°%], und seitdem
wurde Nickel in allen bisher charakterisierten Ureasen nachge-
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wiesen. Somit spielt Nickel offensichtlich eine einzigartige Rolle
in der Katalyse durch die Urease. Wenn man die Ahnlichkeit der
Harnstoffhydrolyse zu anderen Hydrolysen bedenkt, ist es iiber-
raschend, daB diese Rolle nicht von anderen, einfacher verfiig-
baren lonen, wie Zink-, Cobalt-, Magnesium- oder Eisenionen,
iibernommen werden kann. Tatsichlich kénnen Zn?*-, Cu®”*-
und Co?*-Ionen die Aktivitit des inaktiven Apoenzyms der
Urease aus Klebsiella aerogenes nicht wiederherstellen*°¢), Nur
das Manganprotein hat 2% der Aktivitat des Nickel-aktivierten
Apoproteins. Spektroskopische Untersuchungen und Titrat-
ionen mit einem stark bindenden Inhibitor charakterisierten das
aktive Zentrum weiterhin als ein dinucleares Nickel-Zen-
trum207-3%81 Die Urease ist auch hinsichtlich der Selektivitdt
im Aufbau des Metallzentrums interessant: mehrere Hilfspro-
teine, die in Bakterien von benachbarten Genen des Urease-
Genclusters kodiert werden!39% 399 werden in vivo zum Ein-
bau von Nickel in das Apoenzym bendtigt. Weiterhin kann die
Entdeckung, da3 Kohlendioxid fiir die Bindung von Nickel an
die Urease notwendig ist'*'?), nun durch die Gegenwart eines
carbamylierten Lysinrestes als Ligand zu beiden Metallionen
erklirt werden!?¢%l. Die Bindung von Nickel und die Carbamy-
lierung dieses Lysinrestes (Lys-217) ist ein synergistischer Pro-
zel3, denn im Apoenzym ist Lys-217 trotz der Gegenwart von
CO, nicht carbamyliert!26°1.

Kristalle der Urease aus Schwertbohnen wurden bereits 1926
von Sumner erhalten®'!l. Es waren die ersten Kristalle eines
zu dieser Zeit erkannten Enzyms. Die Kristallisation war ein
historischer Meilenstein in der Enzymologie, da sie bewies, dafl
Enzyme definierte chemische Verbindungen sind. Die Kristall-
struktur (2.2 A Auflosung)>°%! der Urease aus Klebsiella aero-
genesP12 zeigt ein fest assoziiertes Trimer der Zusammenset-
zung (affy);. Da andere Ureasen eine Sequenzhomologie von
etwa 50 % zu dem aus K. aerogenes isolierten Enzym aufweisen,
haben moglicherweise alle bekannten Ureasen eine dhnliche tri-
mere Struktur'2%!. Die zwei Nickelionen sind 3.5 A voneinan-
der entfernt und werden zweizéhnig von der carbamylierten Sei-
tenkette von Lys-217 verbriickt (Abb. 3). Weitere Liganden zu
den Metallionen sind His-246 und His-272 am Nil sowie His-
134, His-136, Asp-360 und ein Wassermolekiil an Ni2. Somit
wird Nil von drei Liganden in einer tetraedrischen Geometrie,
wobei ein Ligand fehlt, koordiniert. Die Koordinationssphire
um Ni2 kann als verzerrte trigonale Bipyramide beschrieben
werden.

Die Seitenketten von His-219, Cys-319 und His-320 umgeben
— neben anderen Resten — eine mogliche Bindungstasche fiir
Harnstoff126°). Chemische Modifikation und Mutagenesestu-
dien zeigten, daf diese drei Reste die katalytische Effizienz
beeinflussen'®!*~ #1351, Hiernach spielt His-219 eine Rolle bei der
Substratbindung, wihrend vorgeschlagen wurde, dafl His-320
als Protonenacceptor fungiert’®**#l, Fiir die katalytische Aktivi-
tat ist Cys-319 nicht essentiell, die Mutation oder Modifikation
zu groBeren Seitenketten kann die Aktivitdt jedoch stark redu-
zieren[313),

Fir die Katalyse der Urease wurde ein Reaktionsmechanis-
mus vorgeschlagen, in dem eines der Nickelionen das Hydroxid-
ion-Nucleophil bindet und das andere Nickelion die Carbonyl-
gruppe des Substrats bindet und polarisiert (Abb. 32)1*1€1, Die
Kristallstruktur der Urease unterstiitzt dieses Modell insofern,
als daf das an Ni2 koordinierte Wassermolekiil (oder Hydroxid-
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ion) das Nucleophil sein
koénnte und Nil eine un-
besetzte Ligandenposition
zur Koordination des
Carbonyl-Sauerstoffatoms
aufweist2°1. Weiterhin
wire His-219 in einer Posi-
tion, um eine Wasserstoff-
briicke zum Carbonyl-
Sauerstoffatom zu bilden
und so die Polarisierung

Abb. 32. Auf der Grundlage der Kristall-
struktur und biochemischer Untersuchun-
gen postulierter Mechanismus fir die Re-
aktion der Urease [260, 304, 316]. A =
aligemeine Siure. B = allgemeine Base. der Carbonylgruppe zu

unterstiitzen sowie das
negativ geladene tetraedrische Intermediat zu stabilisieren, das
nach Angriff des Hydroxidions gebildet wird. Abgesehen von 0,1
der Nit-koordinierten Seitenkette von Asp-360 befindet sich kein
anderer Rest in einer Position, um als allgemeine Base zu fungie-
ren. Es sind einige Inhibitoren fiir die Urease verfligbar, die als
Analoga des Substrats oder Intermediats fiir Strukturstudien ge-
eignet sind. Phosphat inhibiert die Urease in einer stark pH-ab-
hingigen Weise!*?7-3!7 Borsiure und Boronsiuren sind eben-
falls mogliche Analoga, jedoch ist nicht klar, ob diese als Sub-
stratanaloga mit einer trigonal-planaren RB(OH),-Gruppe oder
in Analogie zur Struktur des Ubergangszustands als tetraedrische
RB(OH); -Ionen binden!3°7 3181 Ein weiterer starker Inhibitor
ist Phenylphosphodiamidat, welches die Urease aus K. aerogenes
mit einer Dissoziationskonstante von 94 pMm inhibiert!3°7,

Die Struktur der Urease zeigte eine erstaunliche Ahnlich-
keit[269 ihrer (aff)s-FaBstruktur der katalytischen a-Domine zu
der der Adenosin-Desaminase (ADA), einem mononuclearen
ZinkenzymB1%, Diese Homologie erstreckt sich auch auf die
Lage des aktiven Zentrums: Ni2 liegt nahe dem Zink in der
ADA und drei der Liganden am Ni2 der Urease koordinieren in
dhnlicher Weise wie die entsprechenden Liganden am Zink in
der ADA (Abb. 33). Auch die Position des Wasser- oder Hydro-
xidion-Nucleophils ist in diesen beiden Enzymen dhnlich. His-
246, einer der Liganden am Nil in der Urease weist in der ADA
eine andere Position auf. Der entsprechende Rest His-214 ist in
der ADA am Zink koordiniert. Die Verwandtschaft zwischen
der ADA und der Urease liefert ein aufschluBreiches Beispiel
fiir die Entwicklung eines dinuclearen Metallzentrums (hier der
Urease) ausgehend von einem mdglichen Urprotein mit einem

Asp 181
Lys 217*

His 17
His 136

~ \ N
~ N u S, 7
Yy UK v .
1 Kk His 134 -2
10 is 15 H20

! l ;Asp 295
sp 360

His 238
His 272

His 238
His 272

Abb. 33. Uberlagerung der Strukturen der aktiven Zentren der Urease (fette Linien) und des mononuclearen Zink-

enzyms Adenosin-Desaminase (diinne Linien; Stereodarstellung; aus Lit. [260]).
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\ His 134
His 15 . . .1 .
sp 295 ion in der AP wahrscheinlich eine
sp 360 eher indirekte Rolle bei der Katalyse.
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mononuclearen Metallzentrum (hier dhnlich dem in ADA). Es
wurde vorgeschlagen, dal die Mutation des Aspartatrestes der
ADA zum Lys-217 in der Urease und die Carbamylierung dieses
Restes notwendig war, um eine Seitenkette zu erhalten, die lang
genug ist, um beide Metallionen verbriicken zu konnen (die
analoge Seitenkette von Asp-181 in der ADA ist nicht Metall-
koordiniert)[2691,

4. Ein gemeinsames Motiv in Struktur
oder Reaktionsmechanismus?

Die zwei benachbarten Metallionen sind in den meisten Fél-
len 3 bis 4 A voneinander entfernt (dies gilt auch fiir die drei
Metallionen enthaltenden Zentren, wenn man nur die zwei dich-
test benachbarten Metallatome dieser Zentren betrachtet). Ein
langerer Abstand wird jedoch in den Strukturen der Pol-f
(4.7 A)1#3) der 5'-Nuclease der Tag-Pol (5 A)P°", und der AMS
(5 A)12351 beobachtet. In diesen drei Enzymen haben beide Me-
tallbindungsstellen eine sehr niedrige Affinitdt zu den Metall-
ionen oder sind nur in der Gegenwart von Substraten oder Ana-
loga besetzt (wie in den Strukturen beobachtet). In der Regel
erleichtern eine oder mehrere verbriickende Carboxylat-Seiten-
ketten oder carbamylierte Lysinreste den Aufbau eines solchen
dinuclearen oder trinuclearen Metallzentrums. Die AP und die
AMS enthalten keine derartige Briicke. Wihrend bei fast allen
Enzymen mit einer verbriickenden Carboxylatgruppe zumin-
dest eine der Carboxylatgruppen zweizdhnig verbriickend bin-
det, enthalten die PAP und die PPs nur eine einzdhnig verbriik-
kende Carboxylat-Seitenkette. Eine groBe Vielfalt zeigt sich in
der Art der Liganden und in den Koordinationspolyedern der
Metallionen, selbst in Enzymen, die eine dhnliche oder identi-
sche Reaktion katalysieren, z. B. in der Gruppe der Aminopep-
tidasen. Fiir die Zinkenzyme wurde eine Tendenz zu Koordina-
tionszahlen grofer als vier (drei Proteinliganden und ein
Wassernucleophil), die in vielen mononuclearen zinkhaltigen
Hydrolasen gefunden wird, beobachtet!2!,

Fiir einige der hier besprochenen Enzyme konnten Strukturen
mit gebundenen Substraten, Produkten, Intermediaten oder
nichtnatiirlichen Analoga erhalten werden. Sie liefern ein
gutes Modell fiir die méglichen Wechselwirkungen, welche die
Reaktanten aktivieren und den Ubergangszustand stabilisie-
ren. Diese Untersuchungen deuten
darauf hin, daB in allen diesen Me-
talloenzymen mit zwei benachbarten
Metallionen im aktiven Zentrum bei-
de Metallionen an der Katalyse be-
teiligt sind und keines nur eine rein
strukturelle Aufgabe erfiillt. Ebenso
sind wahrscheinlich alle drei Metall-
ionen in den Phosphodiesterasen P1
and PLC an der Bindung und Akti-
vierung der Reaktanten beteiligt. Im
Gegensatz dazu hat das Magnesium-

His 17

Die AP ist einzigartig unter den hier
diskutierten Enzymen hinsichtlich
des zweistufigen Mechanismus mit
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Bildung eines Phosphoenzym-Zwischenprodukts. Alle anderen
Enzyme libertragen dic Phosphorylgruppe offensichtlich direkt
auf das Wassermolekiil (bzw. auf den Acceptor) in nur einem
S\2-artigen Austausch. Jedoch ist der Mechanismus f{iir jeden
der beiden Austauschschritte in der AP ein Prototyp fiir einen
Zwei-Metallionen-Mechanismus, von dem angenommen wird,
daB er in dhnlicher Weise auch bei Reaktionen mit anderen
Enzymen ablduft (siehe unten). Eine Schwicrigkeit bei der Be-
stimmung des Substratbindungsmodus mit Hilfe der Struktur-
bestimmung von Komplexen mit Phosphat oder Substratanalo-
ga mit einer Phosphatgruppe ist. dafl der Bindungsmodus des
Inhibitors dem des Produkts dhneln oder der thermodynamisch
stabilste sein konnte, ohne daB} er notwendigerweise der kataly-
tisch aktive Substratbindungsmodus ist (sieche dazu Abschnitt
221 223 und 2.5.1).

Tabelle 2 zeigt, daB jede der in Abschnitt 2 (Abb. 2) erwihn-
ten moglichen Wechselwirkungen der Reaktanten mit den Me-
tallioncn oder Proteinresten wahrscheinlich in einem oder meh-

Tabelle 2. Reste und Metallionen M. die das Nucleophil oder die Abgangsgruppe aktivieren oder den

Strukturen.

Ubergangszustand (bzw. das Intermediat) stabilisieren. basicrend auf geeigneten Enzym-Inhibitor-

dic durch die koordinierten Liganden modulierte Lewis-Acidi-
tat der Metallionen gerade stark genug sein, um beim pH-Wert
der natiirlichen Enzymumgebung ein Metall-gebundenes Hy-
droxidion zu erzeugen, aber nicht stirker, da dic Lewis-Aciditat
auch die Nucleophilie des erzeugten Hydroxidions herabsctzt.
Eine offenc Frage bleibt, ob es wahrscheinlich ist, dafl eine Me-
tallion-koordinicrte Carboxylatgruppe ein Proton von dem Nu-
cleophil akzeptiert. wic in den Mechanismen der Pol-ff und der
IMP vorgeschlagen. Eine rechnergestiitzte Untersuchung der
3.5-Exonucleasc-Aktivitéit der Pol-I deutet darauf hin, da8 dic
Metallion-koordinierte Seitenkette von Glu-357 wahrscheinlich
nicht wihrend der Reaktion protoniert wird, da dic Basizitdt der
Carboxylgruppe durch die Metallkoordination stark erniedrigt
wird 3% Weiterhin wird cine Aktivierung der Abgangsgruppe
durch Metallionen oder Seitenketten des Protcins fiir die mei-
sten Enzyme vorgeschlagen (Tabelle 2). Oft kdnnen Wassermo-
lekiile in fir Wasserstoffbriicken typischen Abstdnden zu Phos-
phoryl-Sauerstoffatomen (z. B. in der IMP oder der Pol-f8) oder
zu den gem-Diolat-Sauerstoffatomen der zum
Ubergangszustand analogen Inhibitoren fiir
die LAP lokalisiert werden. Diesc Wassermole-
kiile kénnen ebenfalls cinen signifikanten Bei-

Enzym

Ubergangszustandsstabilisierung - Abgangsgruppenaktivierung  Nucleophil-Aktivierung

trag zur Stabilisicrung des Ubergangszustands
leisten oder die Abgangsgruppe protonieren.

AP Znl, Zn2, Arg-166. NH Zul;Zn2 [a] Zn2;7n1 (a] Solche, fiir die Katalyse wichtigen Wasser-
PAP M. His-202. His-296 His-296 Felt molekiile kénnen in Kristallstrukturen der Ver-
PP-1 Zn2, Fel His-125 Fel oder Fel und Zn2 bind hand in. auch ie bei
Pol-f  MgB (H.0) MgB. Asp-256 [b. <] ¥n gngcn vor.an en sein. auch wenn sie bei
Pol-1 Mgl. Mg2 Mg2 Mgl niedriger Auflésung (groBer als etwa 2.5 A)
EXO My M, M, M, Glu-357 [b]. Tyr-497 nicht in den Elcktronendichtekarten gefunden
FBP M1 M2, Arg-276 2-OH des Substrats. NH,,, M2, Glu-98 [¢]

IMP MI1. M2, NH,,. NH,,. (i,0) M2 M1. Glu-70 [b.c]. Thr-95 wurden.

PLC Znl. Zn2. 7n3 7n2(?) Glu-146 [b.c| Tabelle 2 zeigt, daB} fiir die meisten Reak-
P1 7n2, Arg-48 7n2 (7 Zn1 und 7Zn3 oder Zn2 . : .- - :
GLS Mgl Mg, Arg-339. Arg-359 Mg2 Mg! tionswege eine dominierende Rolle fiir t.)elde
LAP Znl, Zn2, Lys-262. (H,0) (H,0) Zn1 und Zn2 Mectallionen vorgeschlagen wurde. In einem

[a] Tm ersten.zweiten Phosphoryltransferschritt. [b] Ligand am Metallion. [¢] Der Rest wirkt vermut-

lich als allgemeine Base (Protonenacceptor).

reren der vorgeschlagenen Zwei-Metallionen-Mechanismen
verwirklicht ist. In den Mechanismen der AP, der PAP, der PPs,
der FBP und der LAP betciligen sich offensichtlich zusitzlich zu
den Metallionen positiv geladene Seitenketten (Arg, His oder
Lys) an der Stabilisierung des Ubergangszustands. Im Unter-
schied hierzu scheinen die Metallionen in den Polymerasen, der
3'.5"-Exonuclease, der IMP und der PLC den Grofiteil der Stabi-
lisicrung des Ubergangszustands allein zu leisten. da keine ande-
ren Proteinreste geeignete Positionen aufweisen, um mit den
Phosphoryi-Sauerstoffatomen in Wechselwirkung zu treten. In
der IMP konnten auch zwei NH-Gruppen der Hauptkette die
Stabilisicrung des Ubergangszustands unterstiitzen.

Fiir alle der hier besprochenen di- und trinuclearen Metallo-
enzyme wurde vorgeschlagen. daf cin Mctallion bei der Depro-
tonierung des Nucleophils hilft. Fiir die LAP, die Scr/Thr-PPs,
die Nuclease P1 und die Phospholipase C wird cine Deprotonie-
rung des Nucleophils durch zwei Metallionen diskutiert (Metall-
ion-verbriickendes Nucleophil). Da zwei Metallionen den pK,-
Wert cines koordinierten Wassermolekiils noch stirker herab-
setzen konnen als ein Metallion, kénnte ein solches verbriicken-
des Wassernucleophil ohne die Hilfe eines Proteinrestes als Pro-
tonenacceptor deprotoniert werden. Auf der anderen Seite sollte
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Versuch, die vorgeschlagenen Zwei-Metall-
ionen-Mechanismen des Phosphoryltransfers
vercinfachend darzustellen, kdnnen wir diese
daher auf der Grundlage des Bindungsmodus
der Reaktanten zu den Metallionen vergleichen, wie in Abbil-
dung 34 gezeigt. Alle Wechselwirkungen mit anderen Protein-
resten wurden in dieser Abbildung vernachlissigt. Eine Art der
Substratbindung, in der ein Metallion das deprotonierte
Nucleophil erzeugt. wihrend das andere Metallion die Ab-
gangsgruppe aktiviert und beide Metallionen die Phosphoryl-
gruppe polarisieren, ist fiir beide Austauschschritte der AP, fur
die IMP, dic 3'.5-Exonuclease und als eine Moglichkeit fir
die RNA/DNA-Polymerasen angedcutet (Abb. 34a). Ein sol-
cher Mechanismus wird von mehreren Strukturuntersuchungen
fiir diesc Enzyme gestiitzt und er scheint der vorherrschende
Zwei-Metallionen-Mechanismus zu sein. Ein Mechanismus, in
dem ein Metallion die Phosphorylgruppe des Substrats bindet
und das andere Metallion das Nucleophil deprotonicrt, wird
fiir die PAP diskutiert. In ciner modifizierten Form mit dem
Zn1-Zn3-verbriickenden Wassermolekiil als Nucleophil wird
dieser Mechanismus auch als eine Moglichkeit fiir die Pt und
die PLC angenommen (Abb. 34b). In einer dritten Alternative
fiir den Substratbindungsmodus verbriickt die Phosphorylgrup-
pe die zwei Metallionen (Abb. 34c und d). Das Nucleophil
kann dann ein terminaler Ligand zu einem Metallion sein. wie
fur FBP und fiir PP-1 vorgeschlagen. oder cin verbriickendes

Angew. Chem. 1996, 103, 21582191
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Abb. 34. Vereinfachte Darstellung von vier mdglichen Bindungsmodi eines Phos-
phomonoesters und eines Nucleophils an einem Dimetallzentrum. In den Mechanis-
men a) und b) bindet das Substrat einzéhnig verbriickend oder terminal mit einem
nichtveresterten Phosphoryl-Sauerstoffatom an den Metallionen, wihrend in den
Mechanismen c) und d) der Substratbindungsmodus zweizihnig verbriickend ist.

Wassermolekiil, eine Mdglichkeit fiir den Mechanismus der
Ser/Thr-PPs.

Wir wissen nicht, wie gut diese Mechanismusmodelle den rea-
len Reaktionsverlauf beschreiben oder in welchem Ausma@ zu-
kinftige Struktur- oder andere Untersuchungen Korrekturen
an den vorgeschlagenen Mechanismen nétig machen werden.
Anscheinend konnen jedoch deutlich verschiedene Mechanis-
men an einem Dimetallzentrum ablaufen. Selbst fiir verwandte
Enzyme, wie PAP und die PPs, FBP und IMP oder P1 und PLC,
treten Unterschiede in den Reaktionswegen hinsichtlich der
Identitdt des Nucleophils oder hinsichtlich des Substratbin-
dungsmodus auf oder sind zumindest angedeutet oder méglich.
Wir wissen, daB Raumstrukturen besser konserviert sind als
Proteinsequenzen, aber es mufl noch gezeigt werden, wie gut
Enzymmechanismen konserviert werden.
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