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Saccharin hemmt Carboanhydrasen: eine mogliche Erklarung fur
seinen unangenehmen metallischen Nachgeschmack
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Andreas Heine, Claudiu T. Supuran und Gerhard Klebe*

Saccharin, der ilteste kiinstliche Sii3stoff, wurde durch einen
gliicklichen Zufall 1879 von Fahlberg und Remsen entdeckt."
Da es etwa 450-mal siiBBer als Kristallzucker ist, war dies eine
wichtige Entdeckung, besonders fiir Diabetiker. Seine Ver-
marktung begann bereits kurz danach, und der Siistoff
gewann als kalorienfreier Zuckerersatz an Popularitit, be-
sonders im Gemisch mit Cyclamat. Er wird z.B. als ,,Sweet’n
Low* in groBem Stil vertrieben. Neben seiner extremen Sii-
Bungskraft hat Saccharin aber auch einen bitteren, metalli-
schen Nachgeschmack. Seit seinem Einsatz in der Lebens-
mittelindustrie gab es Bedenken im Hinblick auf seine Si-
cherheit: Vor allem in den 1960er und 1970er Jahren wurden
Vermutungen iiber eine mogliche Cancerogenitdt von Sac-
charin laut. Bisher gibt es jedoch keinen eindeutigen Beweis
fiir einen Zusammenhang zwischen Saccharinkonsum und
gesundheitlichen Schiden.

Saccharin wird als Natriumsalz eingesetzt. Chemisch ge-
sehen handelt es sich um ein Sulfimid, das eine Lactameinheit
und eine cyclische Sulfonamideinheit enthélt. Die Sulfon-
amideinheit ist fiir den sauren Charakter des Molekiils ver-
antwortlich und legt die Vermutung nahe, dass es eine
Wechselwirkung mit dem Zinkion am Boden der Bindetasche
von Carboanhydrasen eingehen konnte. Die Familie der
Carboanhydrasen ist eine bedeutende Klasse weit verbreite-
ter Proteine, die in vielen Kompartimenten und Organen
unseres Korpers vorkommen. Bislang sind 15 Isoenzyme der
Carboanhydrase charakterisiert worden.?! Sie alle katalysie-
ren dieselbe Reaktion: die Fixierung von Kohlendioxid durch
Wasser als Bicarbonat. Die verschiedenen Carboanhydrasen
sind an vielen essenziellen Aufgaben beteiligt, z. B. am CO,-
Transport, an der pH-Regulierung oder an der Bereitstellung
von C;-Bausteinen fiir die Biosynthese.

Wir haben das Inhibitionsprofil® von Saccharin gegen
eine Reihe von Isoenzymen der Carboanhydrase bestimmt.

[*] K. K&hler, A. Hillebrecht, J. Schulze Wischeler, Dr. A. Heine,
Prof. Dr. G. Klebe
Institut fiir Pharmazeutische Chemie
Philipps-Universitiat Marburg
Marbacher Weg 6, 35032 Marburg (Deutschland)
Fax: (+49) 6421-282-8994
E-Mail: klebe@mailer.uni-marburg.de

A. Innocenti, Prof. Dr. C. T. Supuran
Universita degli Studi di Firenze
Dipartimento di Chimica
Laboratorio di Chimica Bioinorganica
Via della Lastruccia, 3, 50019 Sesto Fiorentino (Italien)
@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

Angew. Chem. 2007, 119, 78417843

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Uberraschenderweise hemmt die Substanz einige Mitglieder
dieser Proteinfamilie im nanomolaren Bereich (Tabelle 1).

Tabelle 1: Inhibierende Wirkung von AAZ, TPM, Furosemid, Hydrochlo-

rothiazid und Saccharin gegen die Isoenzyme |I-XIV (Stopped-Flow, CO,-
Hydratisierungsmethodel®).

Isoenzym K [nm]
AAZ TPM  Furosemid Hydrochlorothiazid Saccharin

hCA I 250 250 62 328 18540
hCAIlY 12 10 65 290 5950
hCAIVE 74 4900 564 427 7920
hCAVal 63 63 499 4225 10060
hCAVbY 54 30 322 603 7210
hCAVIH 1 45 245 3655 935
hCAVIIE 2.5 0.9 513 5010 10
hCA IX9 25 58 420 367 103
hCAXI 5.7 3.8 261 355 633
mCAXIlE 17 47 550 3885 12100
hCAXIVEL 41 1460 52 4105 773

[a] h=humanes Isoenzym, m=murines Isoenzym. [b] Die Fehler liegen
im Bereich von 5-10% der angegebenen Werte (von drei Messungen).
[c] Humanes (kloniertes) Isoenzym, durch CO,-Hydratisierungsmethode.
[d] Katalytische Domine des humanen, klonierten Isoenzyms, durch CO,-
Hydratisierungsmethode.”

Der Vergleich mit dem therapeutisch eingesetzten CA-Inhi-
bitor Acetazolamid (AAZ) und anderen Sulfonamiden wie
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Furosemid, Hydrochlorothiazid oder Topiramat zeigt, dass
Saccharin eine bemerkenswerte Selektivitidt gegen die ver-
schiedenen Isoformen aufweist. Dies ist insofern beeindru-
ckend, als alle CAs weitgehend konservierte Bindetaschen
haben, und erschwert die Entwicklung von Verbindungen mit
zufriedenstellenden Selektivitdtsprofilen deutlich. Die ubi-
quitdare CAII wird durch Saccharin im unteren mikromolaren
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Bereich gehemmt. Dies veranlasste uns, die Kristallstruktur
von Saccharin im Komplex mit CAII zu bestimmen (Abbil-
dung 1 und Hintergrundinformationen).!
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Abbildung 1. a) Bindetasche der Carboanhydrase Il (katalytische Ami-
nosiurereste in Griin) mit gebundenem Saccharin [gelb, Differenzelek-
tronendichte (blau), konturiert bei 30]. Das aufgenommene Wasser-
molekdl ist rechts als rote Kugel dargestellt. b) Die Kristallstruktur aus
(a) [Aminosiuren des Proteins (grau), Saccharin (gelb), Wassermole-
kil (rotliche Kugel), Zink (violett)], tiberlagert mit den mutierten
Resten in den anderen Isoformen: His200 (orange, CAl), Val200 (blau,
mCAXIIl), Ser65 (dunkelgriin, CAVII), Leu65 (braun, CAVa) und Thré5
(cyan, CAXIV).

Saccharin koordiniert hochstwahrscheinlich in deproto-
nierter Form iiber sein Stickstoffatom an das katalytische
Zinkion, sodass eine abgeflachte, verzerrte tetraedrische
Koordinationsumgebung am Metallzentrum entsteht. Das
Stickstoffatom selbst ist pyramidal umgeben, und in der an-
genommenen Richtung des freien Elektronenpaars liegt das
Sauerstoffatom Oy der Seitenkette von Thr199. Der Abstand
von 3.3 A spricht fiir die Bildung einer schwachen Wasser-
stoffbriicke, allerdings befindet sich dieses Sauerstoffatom
auch in einem giinstigen Abstand fiir die Bildung einer
Wasserstoffbriicke zu einem Sauerstoffatom von Glul06
2.5 A). Ein Sauerstoffatom der benachbarten Sulfonylgrup-
pe erweitert die Koordination am Zinkzentrum zu einer
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verzerrten Bipyramide (3.1 A), wihrend das zweite Sauer-
stoffatom eine schwache Wasserstoffbriicke zur NH-Gruppe
der Hauptkette von Thr199 bildet. Das Carbonylsauerstoff-
atom der Lactameinheit befindet sich in Wasserstoffbrii-
ckenabstand zu Thr200-Ovy. Ferner bildet es eine Wasser-
stoffbriicke zu einem Wassermolekiil des aktiven Zentrums.

Eine weitere Besonderheit dieser Kristallstruktur ist der
Einbau eines mutmaBlichen zweiten Zinkions in die Binde-
tasche. His64, das den Transport von Protonen in das kata-
lytische Zentrum hinein und aus diesem hinaus vermittelt,
liegt in zwei Konformationen vor. Das erste Konformer ist
von einem starken Elektronendichtemaximum {iiberlagert,
das als zweites, partiell besetztes Zinkion (67 %) verfeinert
werden konnte. Dieses wird von His64-N¢J in der zweiten
Konformation, von der NH-Gruppe der Hauptkette dersel-
ben Aminosdure und von der Carbonylgruppe der Haupt-
kette von Asn62 koordiniert. Zwei Wassermolekiile vervoll-
stindigen die Koordinationssphére dieses zweiten Zinkions.
Zinkionen kommen fast iiberall in mikromolaren Konzen-
trationen vor, weshalb sie aus der Pufferlosung aufgenommen
und in die Struktur eingebaut worden sein konnen.

Auf der Basis dieser Kristallstruktur ldsst sich nun iiber
die Ursache der beeindruckenden Selektivitit von Saccharin
gegen die Isoenzyme spekulieren (ein Sequenz-Alignment ist
den Hintergrundinformationen beigefiigt). Fast alle klinisch
zugelassenen CA-Inhibitoren weisen eine terminale, exocy-
clische Sulfonamid-, Sulfamat- oder Sulfimideinheit auf.l"? Im
Unterschied dazu hat Saccharin eine cyclische Struktur, und
die Lactam-Carbonylgruppe in einem heterocyclischen
Fiinfring ist eine strukturelle Besonderheit, die in keinem der
Grundgeriiste der iiblichen CA-Inhibitoren vorkommt. Sac-
charin ist nur ein maBig starker Inhibitor der CAII, wihrend
es die CAVII im nanomolaren Bereich hemmt.

Da keine Kristallstruktur dieser Isoform verfiigbar ist,
wurde ein Homologiemodell vom Swiss-Model Repository!®
verwendet. Es féllt auf, dass in Nachbarschaft zur Carbonyl-
gruppe des Lactams ein Alanin durch ein Serin ersetzt ist
(Abbildung 1b). In der Kristallstruktur des Komplexes von
Saccharin mit CA IT ist ein Wassermolekiil so platziert, dass es
optimal eine Briicke zwischen der Carbonylgruppe des
Lactams und dem Serin-Oy in der modellierten Struktur von
CAVII bilden kann; dieser zusidtzliche Kontakt verstiarkt
wahrscheinlich die Ligandbindung. In einer kiirzlich an
Aldose-Reduktase durchgefiihrten Studie konnten wir nach-
weisen, dass ein Inhibitor, der ein kontaktvermittelndes
Wassermolekiil aufnimmt, einen deutlichen Affinitdtsgewinn
gegeniiber einem nahe verwandten Liganden, der keinen
entsprechenden wasservermittelten Kontakt hat, erzielen
kann."”!

Aus einem Sequenz-Alignment ist ersichtlich, dass dieser
Ala/Ser-Austausch auch fiir CAI, CAIV, CAVb, CAIX,
CAXII und murine CA XIII gegeben ist. CAIX und CA XII
zeigen ebenfalls eine stirkere Bindung von Saccharin, wih-
rend bei CAT und CAXIII eine deutliche Affinitdtsabnahme
zu beobachten ist. Bei den beiden letztgenannten Isoformen
ist Thr200 durch His oder Val ersetzt. Beide benstigen er-
heblich mehr Platz in der Ndhe der Lactam-Carbonylgruppe.
Daher ist zu erwarten, dass sie in sterischen Konflikt mit dem
gebundenen Saccharin geraten, womit eine starke Affini-
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tatsabnahme erkldrbar wird. Fiir CAVa wurde ebenfalls nur
eine schwache Hemmung gemessen. In diesem Enzym ist Ala
nicht durch Ser, sondern durch ein rdumlich anspruchsvolle-
res Leu ersetzt. Aulerdem ist diese Aminosdure nicht in der
Lage, den wasservermittelten Kontakt zu bilden. Ebenso wie
ein Ala reduziert auch ein Leu in dieser Position die Bin-
dungsaffinitdt von Saccharin. CAVI und CA XIV werden von
Saccharin deutlich gehemmt. Interessanterweise enthalten sie
ein Thr anstelle von Ala65. Auch dieser Rest sollte gut ge-
eignet sein, einen wasservermittelten Kontakt zum Liganden
aufzubauen.

Es stellt sich die Frage, ob die in vitro beobachtete
Hemmung einiger CA-Isoformen pharmakologisch relevant
ist, z.B. in Bezug auf erwiinschte oder unerwiinschte Kreuz-
reaktivititen oder Nebenwirkungen. Saccharin soll nur die
StiB-Rezeptoren der Zunge stimulieren. Dariiber hinaus
sollte es als idealer Siistoff den Magen-Darm-Trakt ohne
weitere unerwiinschte Absorption in den Blutkreislauf und
ohne Transport iiber die Blut-Hirn-Schranke passieren.
CAVII, die am stirksten inhibierte Isoform, ist im Gehirn
lokalisiert. In Anbetracht des sauren Charakters von Sac-
charin ist es unwahrscheinlich, dass es durch passiven Trans-
port in signifikanten Konzentrationen ins Gehirn gelangt. Nur
unter den sauren Bedingungen des Magens liegt eine nen-
nenswerte Menge an Saccharin im ungeladenen, hydropho-
ben Zustand vor. In diesem Zustand wire eine passive Pe-
netration moglich, allerdings ist eine Absorption bei pH 6-8
relativ unwahrscheinlich. Dennoch wurde nachgewiesen, dass
Saccharin nahezu vollstindig iiber den Darm aufgenommen
und rasch unverindert iiber den Urin ausgeschieden wird.""
In Ratten wurde eine Verteilung von Saccharin iiber die
meisten Organe beschrieben; es wird angenommen, dass dies
iiber einen aktiven Transportmechanismus geschieht.'") Of-
fenbar ist die Substanz chemisch relativ inert und wird in vivo
kaum metabolisiert. Die Abnahme der Plasmaspiegel nach
oraler Gabe erfolgt langsam und wird durch die Geschwin-
digkeit der Absorption aus dem Darm begrenzt.['!]

Es kann nur spekuliert werden, inwieweit diese Beob-
achtung auf eine Hemmung von CAs in unterschiedlichen
Kompartimenten des Organismus zuriickzufiihren ist. Vor
kurzem wurde die Beteiligung von CAVI, der einzigen se-
zernierten CA, an der Geruchs- und Geschmackswahrneh-
mung sowie an der pH-Regulation des Mundraumes disku-
tiert."” Sie trigt zur Ansduerung des Zahnschmelzes bei,
weshalb iiber eine mogliche Bedeutung fiir die Kariespro-
phylaxe gemutmaBt wird.'*'¥l Wie auch andere klinisch
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eingesetzte Carboanhydrase-Inhibitoren hat Saccharin
einen unangenehmen bitteren oder metallischen Nachge-
schmack.!" Dieser kénnte von einer Inhibition der im Spei-
chel vorkommenden CAVI herrithren, die ebenfalls von
Saccharin im submikromolaren Bereich gehemmt wird. An-
gesichts der Tatsache, dass CAs immer wieder als mogliche
Targets einer Pharmakotherapie zur Diurese, von Glaukom,
Tumoren oder Adipositas diskutiert werden, konnte Saccha-
rin als Beispiel dienen, wie Molekiile verdndert werden
konnten, um ihnen ausreichende Selektivitit zu verleihen.
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