Enzymkatalysemechanismen

Deprotonierung von Enoxy-Radikalen: theoreti-
sche Bestitigung eines 50 Jahre alten Mechanis-
musvorschlags**

David M. Smith, Wolfgang Buckel und Hendrik Zipse*

Die Dehydratisierung oder o,f-Eliminierung von H,O aus
Biomolekiilen ist eine hiufig vorkommende enzymatische
Reaktion. Fast alle Dehydratasen katalysieren die Entfer-
nung einer Hydroxygruppe in B-Stellung zu einer elektro-
nenziehenden Carboxylat-, Thioester- oder Carbonylgruppe
[GL (1)].
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Die C-H“Bindung in Verbindungen des Typs 1 ist
aktiviert und kann somit relativ leicht durch eine basische
Seitengruppe eines Enzyms deprotoniert werden. In einem
typischen Substrat wie 3-Hydroxybutyryl-CoA (1 mit R'=
SCoA, R?=CHj;, R?=H) weist die relevante C-H*-Bindung
einen pKs-Wert von etwa 21 in wissriger Losung auf. Durch
Bindung an die Enoyl-CoA-Hydratase (Crotonase) wird
dieser pKs durch spezifische Wechselwirkungen mit dem
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Enzym auf etwa 8 abgesenkt. Eine essenzielle Glutamat-
Seitenkette scheint in diesem Fall die Rolle der Base zur
Abstraktion des aktivierten aliphatischen Protons zu spie-
len.['-3

FEinige Glutamat-fermentierende anaerobe Bakterien
enthalten eine Dehydratase, die die reversible syn-o,f3-
Eliminierung von H,O aus (R)-2-Hydroxyglutaryl-CoA (3)
unter Bildung von (E)-Glutaconyl-CoA (4) Kkatalysiert
(Schema 1). In diesem Fall ist die zu spaltende C-HP-Bindung
nicht aktiviert (pKg~40), und in der Riickreaktion addiert
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Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die reversible syn-o.,3-Eli-
minierung von H,O aus (R)-2-Hydroxyglutaryl-CoA (3).

die Hydroxygruppe an das elektronenreichere a-Kohlenstoff-
atom der polarisierten Doppelbindung. Um diese Beobach-
tungen zu erkldren wurde ein Mechanismus vorgeschlagen,
demzufolge die Carbonylgruppe durch Einelektronenreduk-
tion ,,umgepolt“ wird."l Das dabei entstehende Ketylradikal-
anion 5 (Schema 1) konnte die o-Hydroxygruppe unter
Bildung des Enoxy-Radikals 6 abspalten. Deprotonierung
(HP) dieses Radikals ergibe dann das Produkt-dhnliche
Ketylradikalanion 7, dessen Oxidation zum Endprodukt 4
fithrt.5-7]

Die biochemische Analyse des aus zwei Komponenten
bestehenden 2-Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratase-Systems
der Darmbakterien Acidaminococcus fermentans und Clos-
tridium symbiosum weist tatsdchlich auf die Moglichkeit des
in Schemal gezeigten Elektronentransfers hin.*'9 Die
Komponente A von A. fermentans ist ein homodimeres
Protein mit einem [4Fe-4S]'*2+-Cluster zwischen den beiden
Untereinheiten und iibertrdgt unter ATP-Hydrolyse ein
Elektron auf Komponente D, ein heterodimeres Protein,
das Molybdin(vi), reduziertes Riboflavin-5-phosphat
(FMNH,) und einen [4Fe-4S]**-Cluster enthilt. Dieser
ATP-getriebene Elektronentransfer bewirkt die Bildung
von Mo¥ und erzeugt, wahrscheinlich nach Oxidation zu
Mo, das Ketylradikalanion 5. Oxidation des zweiten Ketyl-
radikalanions (7) fithrt wahrscheinlich zur Riickbildung von
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Mo, sodass ein einziger Elektronentransfer zwischen den
beiden Komponenten viele katalytische Zyklen induziert.

2-Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratase ist nicht das einzige
Enzym, das die Spaltung einer nichtaktivierten C-HP-Bindung
katalysiert. So verlduft die Dehydratisierung von 4-Hydroxy-
butyryl-CoA zu Crotonyl-CoA, die durch einen [4Fe-4S]-
Cluster und FAD-haltiges Enzym von Clostridium aminobu-
tyricum katalysiert wird, ebenfalls tiber die Abspaltung eines
Protons aus der -Position eines Thioesters. In diesem Fall
wurde die Bildung eines Enoxy-Radikals (dhnlich der Struk-
tur 6 in Schema 1) durch Abstraktion des a-Wasserstoffatoms
vorgeschlagen. Nachfolgende Deprotonierung des f-C-
Atoms fiithrt zum Ketylradikalanion von 4-Hydroxycroto-
nyl-CoA und Abspaltung der Hydroxygruppe dann zum
Dienoxy-Radikal. Readdition des anfidnglich abstrahierten
Wasserstoffatoms an C-4 ergibt das Endprodukt Crotonyl-
CoA.l

Die Besonderheit der fiir beide Enzyme vorgeschlagenen
Mechanismen besteht darin, dass die f-Deprotonierung auf
der Stufe des Enoxy-Radikals (z. B. 6), und nicht des Substrats
selbst (z.B. 3) erfolgt. Vor fast 50 Jahren schlug Sir John W.
Cornforth vor, dass Enoxy-Radikale (gebildet durch o-H-
Abstraktion wie fiir die Dehydratisierung von 4-Hydroxybu-
tyryl-CoA vorgeschlagen) eine besonders einfache Deproto-
nierung zu einem Ketylradikalanion eingehen konnten.!'
Dieser Vorschlag wurde seither jedoch weder durch experi-
mentelle noch theoretische Daten untermauert. Hier versu-
chen wir deshalb, die Aciditit in der -Position eines Enoxy-
Radikals zu quantifizieren. Dadurch sollte sich entscheiden
lassen, ob die Aciditdit des Radikals im Vergleich zu
geschlossenschaligen Thioestern hinreichend erhoht ist, um
die Deprotonierung der unaktivierten Position zu erkléren,
oder ob andere Faktoren beriicksichtigt werden miissen.

Die Aciditédten einfacher Thioester wurden experimentell
von Richard et al. in D,O bei 25°C untersucht; fiir Methyl-
thioacetat wurde ein pKg-Wert von +2140.5 bestimmt.['S]
Sehr viel niedrigere Werte wurden von Ghisla etal. fiir
substituierte Phenylacetyl-CoA-Derivate auf der Basis
gemessener Werte analog substituierter Phenylaceton-Deri-
vate abgeschitzt.'®l Der geschitzte pKg-Wert von 4-
Nitrophenylacetyl-CoA betrdgt 4 13.6. Die direkte Bestim-
mung der pKs-Werte wird durch die vermutlich auf die rasche
Hydrolyse zuriickzufiithrende kurze Lebensdauer der Pheny-
lacetyl-CoA-Anionen in wissrig-basischer Losung erschwert.

Die theoretische Vorhersage absoluter pKs-Werte ist in
den letzten Jahren durch die Entwicklung akkurater Kon-
tinuumssolvatations-Methoden méglich geworden.['>14 Auch
wenn die Genauigkeit dieses Ansatzes fiir Systeme mit
protischen Wasserstoffatomen recht beeindruckend ist,
wurde seine Anwendung auf C-H-acide offenschalige
Systeme bisher noch nicht untersucht. Wir verwenden in
dieser Studie deshalb eine indirekte Methode, in der wir die
Aciditédt des Enoxy-Radikals mit den bekannten Werten des
verwandten Thioesters vergleichen. Als Modellreaktion
haben wir die a-Deprotonierung von Methylthiopropionat 8
(unter Bildung des Anions 9) gewihlt und diese mit der f3-
Deprotonierung des Propionat-Radikals 10 verglichen, bei
der das Radikalanion von Methylthioacrylat (11) entsteht
(Schema 2).
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Schema 2. Modellsystem zur Berechnung der pKs-Werte.

Abbildung 1 zeigt die B3LYP/aug-cc-pVDZ-optimierten
Strukturen von 8-11. Wihrend die neutralen Thioester 8 und
10 relativ kleine C-S-Abstinde aufweisen, wie sie fiir eine
typische C-S-Einfachbindung zu erwarten sind, sind die C-S-
Abstéinde in den deprotonierten Systemen 9 und 11 weitaus
groBer. Besonders deutlich ist dies in 9 mit einem C-S-

10 11

Abbildung 1. Strukturen der Thioester 8-11 (Becke3LYP/aug-cc-pVDZ-
Niveau). Angaben in Klammern wurden nach Optimierung mit dem
CPCM-Modell fiir wissrige Lésungen erhalten.

Abstand von 1.97 A. Wie ein Vergleich der Schwefel-Partial-
ladungen der neutralen Systeme (40.18 e in 8 und +0.20 e in
10) und der anionischen Systeme (—0.07 ¢ in 9 und —0.02 e in
11) verdeutlicht, ist diese Bindungsverlangerung zumindest
teilweise auf die Ladungsverschiebung vom Acylfragment auf
das Schwefelatom zuriickzufiihren. Die negative Partialla-
dung des Schwefelatoms und die verlingerte C-S-Bindung
weisen darauf hin, dass die kurze Lebensdauer der Methyl-
thioacetyl-Anionen in wissriger Losung durchaus auf die
rasche Abspaltung von Methylthiolat-Anionen zuriickzufiih-
ren sein konnte.

Deprotonierung fiihrt weiterhin zu einer Verkiirzung der
Bindung zwischen dem Carbonyl-C-Atom und dem o-C-
Atom. Am deutlichsten zu erkennen ist dies im geschlossen-
schaligen System mit C-C-Abstéinden von 1.52 A in 8 und nur
1.37 A in 9. Demgegeniiber ist die Bindungsverkiirzung in
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den offenschaligen Systemen 10 und 11 sehr viel geringer. Die
strukturellen Anderungen werden von einer Zunahme der
Elektronendichte an den a-C-Atomen begleitet, die in 8 und
10 mit Partialladungen von —0.03e und +0.09 e nahezu
neutral, in den Anionen 9 und 11 aber mit Werten von —0.35 e
und —0.22 e deutlich negativ sind. Diese Deprotonierungs-
induzierte Bindungsverkiirzung kann als Konsequenz der
Resonanzstabilisierung der sich bildenden negativen Ladung
durch die benachbarte Carbonylgruppe verstanden werden.
Die Verédnderungen sind groBer im Fall des stdrker lokali-
sierten Systems 8 als im offenschaligen System 10, in dem der
C-C-Abstand bereits aufgrund der Resonanzstabilisierung
des Radikalzentrums verkleinert ist.

Ein Grofteil der ungepaarten Spindichte in 10 ist am o-C-
Atom lokalisiert (NPA-Koeffizient 0.75) mit weiteren kleinen
Beitrdgen am Carbonylsauerstoffatom (0.18). Dies ist sicher
in Ubereinstimmung mit den Erwartungen fiir ein heteroal-
lylisches Radikal wie 10. In 11 ist die Spindichte etwas starker
delokalisiert mit Koeffizienten von 0.55 am terminalen 3-C-
Atom, 0.25 am Carbonylkohlenstoffatom und 0.17 am
Carbonylsauerstoffatom. Dies spiegelt die LUMO-Struktur
der zugrunde liegenden a,fB-ungesittigten Carbonylverbin-
dung wider.['] Die in Schema 2 angegebenen Lewis-Struktu-
ren scheinen die Situation sowohl fiir 10 wie fiir 11 am besten
wiederzugeben.

Die Gasphasendeprotonierung von Thioester 8 unter
Bildung von Anion 9 und einem freien Proton ist stark
endotherm (Tabelle 1). Die Nullpunktschwingungsenergie-

Tabelle 1: Freie Deprotonierungsenergien und Acidititsdifferenzen zwi-
schen 8 und 10.1

Niveau 9-8 11-10 AAG  ApKs
Gasphase

AG (B3LYPaug-cc-pVDZ) +14722 414244 4738 8.4
AG (G3(MP2)(+)-RAD(p))  +1488.7 414348 539 9.4
wéssrige Losung

(implizites Modell)®!

AG (G3(MP2)(+)-RAD(p))  +149.6 +106.9 42.7 7.5
wassrige Losung

(explizites Modell)l

AG (G3(MP2) (+)-RAD(p)) 383 6.7

[a] AAG in k) mol~', ApKs-Werte sind dimensionslos; simtliche Werte
gelten fur T=298 K. [b] Erhalten mit dem CPCM-Kontinuumsmodell,
siehe Text. [c] Erhalten mit einem periodischen Kasten von 566 TIP3P-
Wassermolekiilen, siehe Text.

korrigierten relativen Energien bei 0K, die Werte nach
enthalpischen Korrekturen zu 298 K oder die Werte nach
sowohl enthalpischen wie entropischen Korrekturen stimmen
alle darin iiberein, dass das Radikal 10 etwa 50 kJ mol~! acider
ist als der geschlossenschalige Ester 8. Aufgrund dieser
Invarianz haben wir in Tabelle 1 nur die Differenz der
Freien Energien angegeben. Die Kombination der verldssli-
cheren G3(MP2)(+)-RAD(p)-Energien mit thermochemi-
schen Korrekturen (B3LYP/aug-cc-pVDZ) ergibt Freie-Ener-
gie-Werte, die etwa 6 kI mol~! groBer sind als auf niedrigerem
Niveau. Unsere beste Abschédtzung der Differenz der Freien
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Deprotonierungsenergie zwischen 8 und 10 beléduft sich somit
auf 53.9 kJmol~! bei 298 K. Diese Energiedifferenz entspricht
gemil AG = —RTInK einer Erniedrigung des pKs-Werts von
10 um 9.4 Einheiten relativ zu dem von 8.

Zur Verwendung in wissriger Losung miissen die Gas-
phasenwerte noch um Differenzen in den Freien Solvata-
tionsenergien korrigiert werden. Die Strukturen der Thio-
ester 811 konnen durch Losungsmitteleffekte eventuell stark
verdndert werden und wurden deshalb unter Verwendung der
CPCM-Kontinuumsmethode neu optimiert. Der Strukturpa-
rameter, der durch die Anwesenheit des Losungsmittelfeldes
am stédrksten beeinflusst wird, ist die C-S-Esterbindung in den
Anionen 9 und 11 (Abbildung 1). Die meisten anderen
Strukturparameter weisen nur kleinere Anderungen auf.

Die Analyse der durch den impliziten CPCM-Ansatz
berechneten Freien Solvatationsenergien zeigt, dass wéssrige
Solvatation einen stirkeren Einfluss auf die Dissoziation von
8 als auf die von 10 hat. Dies scheint vorwiegend auf der
besseren Solvatation des lokalisierten Anions 9 gegeniiber
dem stidrker delokalisierten Anion 11 zu beruhen. Die durch
das CPCM-Modell vorhergesagte Acidititsdifferenz ist des-
halb geringer als in der Gasphase und belduft sich auf
42.7 kImol~! oder 7.5 pKs-Einheiten bei 298 K.

Zusitzlich zum impliziten CPCM-Modell wurden die
Differenzen der Freien Solvatationsenergie mit einem expli-
ziten Modell unter Verwendung eines periodischen Kastens
mit 566 TIP3P-Wassermolekiilen berechnet. Da die direkte
Berechnung der bei Deprotonierungen auftretenden
Ladungstrennung sehr schwierig ist, haben wir den in
Schema 3 gezeigten thermodynamischen Kreisprozess ange-

AG,
8ag 9aq
AG3 AG,
104q G 11y
2

MGgoy = AGy— AGy
= AG4 - AG3

Schema 3. Thermodynamischer Kreisprozess zur Verwendung mit dem
expliziten Solvatationsmodell.

wendet.l's] Anstelle der direkten Berechnung der Solvata-
tionsenergiedifferenz (AG,—AG,) kombinieren wir hier die
Differenz der Solvatationsenergien der beiden neutralen
Systeme (8 und 10, AG;) mit der der beiden anionischen
Systeme (9 und 11, AG,). Da die Freie Energie eine
Zustandsfunktion ist, gilt die in Schema 3 unten gezeigte
Gleichung, und wir erhalten eine korrekte Vorhersage fiir die
relative Freie Solvatationsenergie.

Die Verwendung des expliziten Losungsmittelmodells
stiitzt die vorherige Schlussfolgerung beziiglich der besseren
Solvatation von 9 gegeniiber 11. Weiterhin iiberzeugt die
numerische Ubereinstimmung der beiden Ansitze (implizit
und explizit), wobei der explizite Ansatz eine Aciditétsdiffe-
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renz zwischen 8 und 10 von 38.8 kJmol~! oder 6.7 pK;-
Einheiten vorhersagt. Nach Beriicksichtigung der mit den
beiden Ansidtzen verbundenen Ungenauigkeiten betrégt
unsere beste Abschitzung fiir die pKs-Wert-Erniedrigung
von 10 gegeniiber 8 7.1 £ 0.4 Einheiten. Unter der Annahme
eines pKs-Werts von 21+£0.5 fiir die o-C-H-Gruppe von
Thioester 8 in wassriger Losung sagen wir somit einen pKj-
Wert von 14 fiir die f-C-H-Gruppe in Radikal 10 voraus.
Zwar kann eine Gruppe mit einem solchen pKs-Wert nicht als
sonderlich acide gelten, aber es sollte beriicksichtigt werden,
dass der pKs-Wert des C-2-Protons von Thiamindiphosphat
(12.7£0.1)1 in einem #hnlichen Bereich liegt. In vielen
enzymatischen Reaktionen agiert das Carbanion von Thia-
mindiphosphat als Nucleophil bei der Spaltung von C-C-
Gruppen in Nachbarschaft zu einer Carbonylgruppe. Ein
Beispiel hierfiir ist die Decarboxylierung von Brenztrau-
bensdure zu Acetaldehyd. Weiterhin sei darauf hingewiesen,
dass die vorhergesagte Aciditét der f-C-Position in 10 groer
ist als die der a-C-Position typischer Hydrolase-Substrate wie
etwa 3-Hydroxybutyryl-CoA. Wie in diesem letzten Beispiel
wird ein Enzym aber sicher weitere stabilisierende Wechsel-
wirkungen vorsehen miissen, um Enoxy-Radikale unter
normalen physiologischen Bedingungen effizient zu deproto-
nieren.

Bedenkt man den pKs-Wert der 3-C-Position in geschlos-
senschaligen Substraten wie 3 von etwa 40, so sagt unsere
Abschitzung eine Radikal-induzierte Erniedrigung des pKj-
Werts von iiber 25 Einheiten voraus! Dies iibersteigt bei
Weitem die bereits bekannte Radikal-induzierte pKs-Wert-
Erniedrigung von Hydroxygruppen in aliphatischen Alkoho-
len.”! So erniedrigt sich der pKg-Wert der OH-Gruppen in
Ethylenglycol durch Radikalbildung von ca. 17 auf 9.8. Dies
entspricht einer Radikal-induzierten pKs-Verschiebung von
.hur“ 7 Einheiten.

Wie bereits einleitend erwihnt, ist die 2-Hydroxyglutaryl-
CoA-Dehydratase nicht das einzige Enzym, das die B-C-
Position einer Carbonylverbindung in einem Radikalmecha-
nismus aktiviert. Diese Tatsache zusammen mit der Grofe
der hier berechneten pKs-Wert-Verschiebung ldsst darauf
schlieBen, dass in der anaeroben Welt noch weitere Enzyme
existieren, die sich der leichten Deprotonierbarkeit von
Enoxy-Radikalen bedienen.!'”)

Experimentelles

Geometrieoptimierungen wurden fiir alle vier Systeme (8-11) in der
Gasphase auf dem Becke3LYP/aug-cc-pVDZ-Niveau durchge-
fithrt.*!-22) Nullpunktsschwingungsenergie und thermochemische Kor-
rekturen wurden ebenfalls auf diesem Niveau berechnet. Ladungs-
und Spindichteverteilungen wurden mit der Natural-Population-
Analysis-(NPA)-Methode berechnet.?!

Verbesserte Energien wurden mit einer leicht modifizierten
Version der G3(MP2)(+)-RAD(p)-Prozedur berechnet.?*! Diese
Methode ist eine Variante der G3(MP2)-Methode,”! in der anstelle
einer UQCISD(T)/6-31G(d)- eine RCCSD(T)/6-31 + G(d)-Einzel-
punktberechnung durchgefiihrt wird, und der Einfluss der Basissatz-
erweiterung mit der beschrinkten (ROMP2) anstelle der unbe-
schrankten Storungstheorie zweiter Ordnung (UMP2) berechnet
wird. Der einzige Unterschied zu dem in Lit. [24] beschriebenen
Vorgehen besteht in der Verwendung von Becke3LYP/aug-cc-pVDZ-
Geometrien und -Schwingungsfrequenzen.
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Der Einfluss wissriger Solvatation wurde mit zwei unterschied-
lichen Methoden abgeschitzt. Der erste (implizite) Ansatz verwendet
die CPCM-Kontinuumsmethode in Kombination mit dem UAHF-
Hohlraummodell auf dem Becke3LYP/aug-cc-pVDZ-Niveau.) Um
dem Einfluss Losungsmittel-induzierter Strukturédnderungen nach-
zugehen, wurden die Geometrien aller Systeme vor Berechnung der
Solvatationsenergien mit der CPCM-Methode optimiert. Im zweiten
(expliziten) Ansatz wurde jedes Molekiil in einem periodischen
Kasten mit 566 TIP3P-Wassermolekiilen””’ umgeben und unter
Anwendung der Thermodynamischen Integration®! die Differenz
der Freien Solvatationsenergie berechnet. Die CCSD(T)-Rechnun-
gen wurden mit MOLPRO durchgefiihrt,” die anderen quanten-
chemischen und CPCM-Rechnungen mit Gaussian 98.% Die Rech-
nungen zur expliziten Solvatation wurden mit AMBEREP! durch-
gefiihrt.

Eingegangen am 7. November 2002 [Z50502]
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