12. Enzyme

12.1 Enzyme als Biokatalysatoren

Enzyme haben die Aufgabe, die chemischen Reaktionen lebender Zellen zu katalysieren; ale normaen |ebenden
Zdlen synthetisieren die fur den Stoffwechsel notwendigen Enzyme selbst. Es sind echte Katalysatoren, d.h. sie
beeinflussen nicht die Lage des Reaktionsgleichgewichtes, sondern beschleunigen nur die Reaktions-
geschwindigkeit durch Erniedrigung der Aktivierungsenergie des Ubergangszustandes DG , ohne bei der
Reaktion selbst verbraucht zu werden. Enzyme beschleunigen die Reaktionen, indem sie zunéchst das Substrat
binden und so einen anderen Reaktionsweg (mit einem anderen Ubergangszustand) mit stark erniedrigter
Aktivierungsenergie schaffen (Abb. 12-1). Wird fur die Katayse eine niedermolekulare Verbindung benétigt,
bezeichnet man den Proteintell des Enzyms as Apoenzym, die niedermolekulare Verbindung as Coenzym
Beide zusammen bilden das Holoenzym Im Unterschied zu den Kataysatoren sind Enzyme regulierbar, die
Wechsel zahl, d.i. die Anzahl Mole umgesetztes Substrat pro aktives Zentrum des Enzyms, kann bis zu 10°s™
betragen.

Abb. 12-1. Freie Aktivierungsenergie DG einer Umsetzung eines Substrates S zum Produkt P.

Die grof3e Spezifitét der Enzyme gegeniber einem bestimmten Substrat veranlasste E. FSCHER zu seinem
bekannten Schllssal-Schloss-Vergleich. Die Untersuchung der Enzyme und ihrer Wirkmechanismen gehort
wegen der grundsdtzlichen Bedeutung fiir die Aufklérung der Organisation des Lebens, fir die Aufklarung und
Beeinflussung pathologischer Erscheinungen z.B. des menschlichen Organismus und in zunehmenden Mal3e
auch wegen ihrer Bedeutung fur die industridle Stoffumwandlungen zu den wichtigsten Tellgebieten der
Biochemie. In den letzten Jahren gewinnen sie aufgrund ihrer Spezifitét auch immer mehr auch as Analytik-
und Synthesehilfsmittel fur Naturstoffe und as Tools fur die synthetische Stereochemie an Bedeutung.



Unter den chemischen Methoden, die zur Untersuchung von Enzymmechanismen herangezogen werden, sind
der Einsatz von Substrat- oder Coenzym-Analogen und die chemische Modifizierung von Aminosauren im
aktiven Zentrum von besonderer Bedeutung.

12.2 Bau der Enzyme

Enzyme sind meist globulére Proteine, die von einer oder mehreren Polypeptidketten gebildet werden und aus
mehreren gleichen oder verschiedenen Untereinheiten aufgebaut sein konnen. Zu der zweiten Gruppe gehdren
die MultienzymKomplexe, bei denen mehrere Enzyme as Untereinheiten in einem konstanten
Mengenverhdtnis eine geordnete Quartdrstruktur bilden. Hierbel handelt es sich héufig um Enzyme, die
aufeinanderfolgende Reaktionsschritte katalysieren wie z.B. der Fettsdure-Synthetase-Komplex (2. ). Die
Ausbildung von Multienzym-Komplexen bietet offensichtlich Vortelle gegeniber einem einzelnen globuléren
Enzym. So wird vermutet, dass die enzymatisch aktive Konformation der einzelnen Untereinheiten durch die
Komplexbildung stabilisiert wird.

Multifunktionelle Enzyme Uben wie die Multienzym-Komplexe mehrere katalytische Funktionen aus, bestehen
aber im Unterschied zu diesen aus nur einem Polypeptidstrang.

Die Enzyme kénnen gelést oder strukturgebunden (membrangebunden) vorliegen. Zu den strukturgebundenen
Enzymen gehdren die Enzyme der Mitochondrien und der Chloroplasten.

12.3 Aktives Zentrum und Coenzyme (Cofaktoren)

Entscheidend fur die Katalyse durch Enzyme ist bel Protein-Enzymen deren aktives Zentrum Als aktives
Zentrum eines Enzyms (ebenso wie Proteohormons, Immunoglobulins, Toxins) wird der Teil des Molekils
verstanden, der unmittelbar an der biologischen Funktion betelligt ist. Bei konjugierten (zusammengesetzten)
Enzym-Proteinen [Proteiden] unterscheidet man hingegen das Apoenzym und die prosthetische Gruppe, auch
Coenzym oder Cofaktor genannt. Die enzymatische Aktivitét wird erst durch die Verbindung von Protein mit
diesen Cofaktoren, dem Holoenzym, entfatet. Etwa 50 % dler Enzyme bendtigen ein Coenzym fir die
Entwicklung ihrer Aktivitét, oft ist eine reversble Spatung der beiden mdglich. Das aktive Enzym kann am
Wirkungsort aus einer inaktiven Vorstufe gebildet werden. Aktivierungsvorgange (vgl. Abb. 11-2) haben eine
besondere Bedeutung bei den proteolytischen Enzymen, da dadurch z.B. eine Selbstverdauung verhindert wird.

Abb. 12-2. Aktivierung des Chymotrypsins (---- Disulfidbriicken).



So wird das im Pankreassaft enthaltene Chymotrypsin B erst im Zwdlffingerdarm [Duodenum] in die aktive
Form durch Spatung der Peptidbindungen A-D (Abb. 11-2) umgewandelt. Die proteolytische Aktivitét tritt
bereits nach Spatung der Bindung A auf (p-Chymotrypsn mit N-terminalem Isoleucinrest). Beim a-
Chymotrypsin sind die Bindungen A-D gespalten. Die drei Peptidketten werden durch Disulfidbriicken zusam-
mengehalten und dadurch offensichtlich eine fir die Aktivitét benétigte Konformationsénderung ermoglicht.
Beim Pepsin erfolgt der Aktivierungsvorgang durch die Protonen des Magensaftes (Pepsinogen ® Pepsin).
Pepsin gehort zu den sauren Proteasen. Es enthdlt ungewohnlich viel Aminosauren mit Carboxylgruppen. Vier
basi schen Resten im Molekil stehen 36 Carboxylgruppen gegentiber.

Innerhab eines Individuums kommen Enzyme mit identischer Funktion, aber Unterschieden in ihrer Sequenz
vor. Diese multiplen Formen eines Enzyms bezeichnet man ds Isoenzyme. Sie stellen frihe Formen einer
Proteindifferenzierung dar. Auf der anderen Seite ist aber auffallend, dass in der N&he des aktiven Zentrums
eines Enzyms strenge strukturelle Beziehungen zwischen Enzymen verschiedener Spezifitdt und Herkunft
bestehen. Die an der Bildung des aktiven Zentrums beteiligten Aminosiuren mussen jedoch nicht unbedingt
unmittelbar miteinander verbunden sein, sondern konnen auch durch entsprechende Faltung in der aktiven
Struktur raumlich benachbart sein. Strukturelle Ahnlichkeiten am aktiven Zentrum sind besonders gut bei
Hydrolasen untersucht worden.

Die Hydrolasen lassen sich nach ihrer Struktur am aktiven Zentrum in folgende vier Gruppen einteilen:
1. Hydrolasen mit einem aktiven Serinrest: Carboxylesterasen (Acetylcholinesterase)
Proteasen der Tiere (Chymotrypsin, Trypsin, Thrombin, Plasmin) und bestimmter Bakterien
(Subtilopeptidase)
2. Hydrolasen mit einem aktiven Cysteinrest: pflanzliche Proteasen
3. Hydrolasen mit einem bivalenten Metallion: Exopeptidasen (Carboxypeptidase)

4. Proteasen mit einem Wirkungsoptimum bel sehr niedrigem pH-Werte (saure Proteasen):

z.B. Pepsin.

Die Serin-Hydrolasen sind charakterisiert durch eine ungewohnlich starke Nucleophilie der Hydroxygruppe
eines Serinrestes. Im Unterschied zu anderen Serinresten reagiert diese aktive Hydroxygruppe mit aktivierten
Phosphorsdureestern wie Diisopropylfluorophosphat (DFP). Durch Phosphorylierung kommt es zu einer

Inaktivierung des Enzyms.

Vide Serin-Hydrolasen &neln sich in ihrer Sequenz am aktiven Zentrum, aso in unmittelbarer N&he dieses
Serinrestes (Tab. 11-2), so dass fur diese Enzyme eine evolutiondre Entwicklung von einem gemeinsamen
"Urenzym" angenommen wird. Bel den meisten Verdnderungen handelt es sich um einen konservativen

Austausch.



Tabelle 12-1:

Ungeféhr ein Drittel aller Enzyme benttigen fur die Entfaltung ihrer optimalen Aktivitét die Anwesenheit von

Metdlionen, die as Cofaktoren dienen. Als katalyserend wirkende Metdle kommen vor dlem die

Ubergangsdlemente Mn, Fe, Mo, Co, Cu und Zn vor (vgl. Tab. 11-23, Metaloproteine). Innerhalb dieser

metallhaltigen Enzyme werden zwel Haupttypen unteschieden, die ineinander Ubergehen kénnen:

1. Die Metalloenzyme, bei denen das Metallion integraer Bestandtell ist, der in einem bestimmten molaren
Verhdtnis zum Protein vorkommt. Die Metdlionen dissoziieren unter physiologischen Verhdltnissen
praktisch nicht. Nach ihrer Entfernung geht die enzymatische Aktivitét verloren. Es handelt sich vor alem
um Fe** bzw. Fe** (Oxido-reduktasen, Cytochrom, Peroxidase, Katalase), Cu’* (Oxidasen, Cytochrom-
Oxidase, Tyrosinase), Zn** (Dehydrogenasen, Carboxylasen, Peptidasen, Hydrolasen), Mo™ (Sulfit-
Oxidasen, Aldehyd-Oxidasen, Xanthin-Oxidasen, Nitrat-Reduktasen), Mn**  (Pyruvat-Carboxylase,
Phosphotransferasen) und Ca®* (a-Amylase).

2. Die Metallionen-aktivierten Enzyme, bel denen das Metalion nur relativ locker gebunden ist und wahrend der

Isolierung des Enzyms verlorengehen kann. Die Metallionen werden fir die Entwicklung der maximalen

Aktivitét des Enzyms bendtigt. Es handelt sich vor alem um die Elemente Zn** (Acylase), Mg®* (Hexokinase,

Adenosin-Triphosphatase, Carboxylase), Ca*, Na" (Plasmamembran-ATPase) und K* (Pyruvat-Kinase).

124 Spezifitét, Kinetik und M echanismus der Enzymkatalyse

12.4.1 Wirkungs- und Substratspezifitat

Praktisch sind dle biologischen Reaktionen durch Enzyme katadysiert. Bei der Spezifitét von Enzymen
unterscheidet man die Wirkungsspezifitét, d.i. die Fahigkeit, von verschiedenen Maoglichkeiten der chemischen
Umsetzungen eine ganz bestimmte auszuwéhlen, und die Substratspezifitat. Die Wirkungsspezifitét reflektiert
sich in der Klassfizierung der Enzyme, z.B. bel den Hydrolasen die Gruppe der Esterasen (Spaltung und
Bildung von Estern), die Carboxylasen (decarboxylieren Carbonsduren), die Peptidasen (Hydrolye von
Peptidbindungen), bel den Desmolasen (veraltete Bezeichnung fir Enzyme, die die Bindung zwischen zwel
K ohlenstoff-Atomen spalten) die Oxidasen (Ubertragung von O,), die Peroxidasen (Ubertragung von H,O,) und
die Hydratasen (Addition von H,O). Enzyme zeichnen sich meist durch hohe Substratspezifitét aus (E. HSCHER,
1894, Schllssal-Schloss-Prinzip). Als Beispid fir die Substratspezifitét sei hier die Matase angegeben, die nur
das Disaccharid Maltose, Malzzucker (vgl. 53), zu Glucose spaltet, nicht aber die diastereomere Cellobiose und

andere Disaccharide. Acylase | aus Schweinenieren z.B. spaltet nur die L-Form acetylierter Aminosduren.

Verantwortlich fir die Wirkungsspezifitét ist das Coenzym, bei reinen Enzym-Proteinen das aktive Zentrum.

Innerhab des aktiven Zentrums des Enzyms werden der bindende Teil [binding site] und der eigentlich



katalysierend wirkende aktive Teil [active site] unterschieden. Beide Bezirke kdnnen jedoch auch zusammen-
fallen. Das Protein besitzt meist einige Zentren, an denen eine Adsorption moglich ist. Die Sekundér- und
Tertidrstruktur des Proteins bewirken die Substratspezifitét. Beim Erwarmen auf 50 - 60 °C verlieren Enzyme
durch Denaturierung daher meist ihre biologische Wirksamkeit. Verdauungsfermente konnten z.B. auch die
EiwelRstoffe der Darmwand angreifen, diese sind jedoch durch die Tertiarstruktur geschitzt. So ist z.B.
gekochtes Fleisch leichter verdaulich, weil die Tertidrstruktur zerstort ist.

12.4.2 Enzymkinetik

Durch eine Katadyse wird die freie Aktivierungsenergie einer Resktion gegentiber der nicht-katalysierten
Reaktion erniedrigt. Bel der Umwandlung eines Substrats (S) in ein Produkt (P) in Gegenwart des Enzyms (E)
konnen im algemeinen folgende Teilschritte unterschieden werden:
E+S
1. Die Bindung des Substrates an das Enzym unter Bildung eines Enzym-Substrat-K omplexes,
2. den eigentlichen katalytischen Prozess, der in die Aktivierung dieses Komplexes durch Umlagerung seiner
Struktur und die Umwandlung des Substrates in das Produkt unterteilt werden kann, und

3. die Dissoziation des Enzym-Produkt-K omplexes unter Regenerierung des biologischen Kataysators.

Die Geschwindigkeit einer enzymatischen Raktion wird in der Regel durch die Konformationsdnderung des
Proteins und die Freisetzung des Produktes begrenzt.

12.3.4 Wirkmechanismen der Enzymkatalyse

Bezliglich des Mechanismus der enzymatischen Katalyse kbnnen zwei Typen unterschieden werden:

1. Eine Katalyse durch Modifizierung der Reaktanden [Kataly se durch Séuren oder Basen] und

2. eine Katalyse durch Eingehen eines anderen Reaktionsweges [dternative pathway catalysis, nucleophile
Katalyse].

3. Bel beiden Typen kann das Substrat bzw. das Produkt sowohl kovaent a's auch nicht-kovalent an das Enzym
gebunden werden. Einige gut untersuchte Beispiele sollen im folgenden vorgestellt werden, wobel darauf
hingewiesen sai, dass auf Reaktionen, an denen Coenzyme beteiligt sind, in Kap. 6 ndher eingegangen wird.

Die Wirkung des Lysozyms [auch Muramidase oder N-Acetylmuramylglycanohydrolase] kann auf die
siurekatalysierte Spaltung einer glykosidischen Bindung zuriickgefiihrt werden. Lysozym ist das erste Enzym,
das in seiner Tertiarstruktur aufgeklart werden konnte [PHILIP, NORTH, BLAKE und Mitarb., 1967]. Es ist eine
Glykosidase, die in den meisten Korpersekreten (Tranen, Nasenschleim), im Hihnereiweil3 sowie in vielen
tierischen und pflanzlichen Materidien vorkommt. Durch Lysozym werden speziufisch bestimmte



PoOlysaccharide der Bakterienzellwand gespalten. Die Spaltung erfolgt zwischen N-Acetylglucosamin und N-
Acetylmuramsaure.

Abb. 12-5. Vorstelungen zum Wirkmechanismus am aktiven Zentrum des Lysozyms, an dem die Aminosauren
Glu®® und Asp™ beteiligt sind.

Die Glykosidbindung wird durch einen Angriff des Protons der Carboxylgruppe von Glu®® am glykosidischen
Sauerstoffatom geschwécht. Die Spaltung wird noch dadurch unterstiitzt, dass der Tetrahydropyranrest infolge
der Bindung des Substrates an das Enzym in eine Halbsesselkonformation gedrangt wird. Aus dem
Oxoniumsalz bildet sich durch Abspaten des N-Acetylglucosaminrestes ein Carbeniumion, das durch den
geladenen Asp’>-Rest stabilisiert wrid.

Der Mechanismus der Serin-Hydrolasen soll am Beispie des Chymotrypsins (Abb. 12- ) beleuchtet werden.
Abb. 12- . Wahrscheinlicher Wirkmechanismus am aktiven Zentrum des Chymotrypsins

Neben dem Ser'®® sind an der katalytischen Hydrolyse noch die Reste His*” und Asp'®? beteiligt. Die Spaltung
des Substrates (Amid) erfolgt durch einen nucleophilen Angriff der Hydroxygruppe des Serinrestes unter
Bildung eines Serinesters as Intermediat. Solche Acyl-Enzyme konnten bei tiefen Temperaturen (zwischen -20
und -70 °C) rontgenographisch erfasst werden. Die besondere Reaktivitét der Hydroxygruppe des Serinrestes
wird durch den Einfluss der negativen Ladung des Carboxylats von Asp™®, die (iber den Imidazolrest des His>’
Ubertragen wird, erklért. Die Deacylierung des Serinesters erfolgt siurekatalysiert durch den Aspr®*-His®'-
Komplex (Abb. 11-7).

Abb. 12-7. Wahrscheinlicher Wirkmechanismus am aktiven Zentrum des Chymotrypsins.

12.5 Coenzyme und ihre Reaktionen

12.5.1 Coenzyme zur Wasser stofflibertragung

Wichtigste Cofermente fir H,-Ubertragungen in biologischen Redoxsystemen wie der pflanzlichen
Photosynthese sind  Nikotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid NAD® und das entsprechende 2"-Phosphat
Ni cotinsaur eamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat NADP*. NAD" ist Bestandteil von Oxidoreduktasen, z.B. wird
in Verbindung mit dem Enzym Alkohol-Dehydrogenase [ADH] Ethanol unter Bildung des reduzierten
Coenzyms NADH zu Acetaldehyd oxidiert.

An der Wasserstoffubertragung ist ausschliefdich der Pyridinring beteiligt, dennoch ist auch der Adeninrest fur



die enzymatische Aktivitét erforderlich. Durch die postive Ladung ist der Pyridiniumring besonders leicht
durch Nucleophile (z.B. Hydridionen H) angreifbar, und daraus resultiert auch das relativ niedrige Redox-
Potentiadl von E, = 0,32 V des Redoxgleichgewichts zwischen Pyridinium- und Dihydropyridin-Verbindung.
Ungeladenes Nicotinamid selbst ist schwer hydrierbar (Eo = 1.57 V).

Ahnlich wie NAD" wirkt das Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat NADP".

Die Hydridibertragung bel den Oxidoreduktasen erfolgt stereospezifisch und ohne Betelligung des umgebenden
Mediums. Die Dehydrierung verlauft unter Aromatisierung, wahrend bel der Reduktion des Pyrimidiniumringes
das C-4-Atom sp® hybridisiert und damit tetragona wird. Bei selektiv deuterierten CH,;-CDH-OH als Substrat
wird je nach Isomerem nur Deuterium D oder nur Wasserstoff H entfernt. Da sich das Substrat dem planaren
Pyridinring jeweils nur von einer Seite ndhert, entsteht bei der Oxidation eines deuterierten Substrates SD, ein
neues Chiralitdtszentrum am C-4 des Dihydropyridinringes.

Flavin-Adenin-Dinucleotid FAD ist ein wichtiges Coenzym, das ebenso as Wasserstofflbertrager und
Elektronenakzeptor bei Dehydrierungsreaktionen fungiert.

Riboflavin [Laktoflavin, Vitamin B;] bildet as Phosphat ein H,-Ubertragendes Enzym, das sogenannte gelbe
Ferment, Flavinmononucleotid FMN. Riboflavin bzw. Flavin-nucleotid sind fir den Menschen ein wichtiger
Nahrungsstoff, man findet sie vor dlem in tierischen Innerelen, Eiern, Milch, Hefe, in grinem Gemise und
gekeimtem Samen.

Riboflavin wird neben mikrobiologischen Verfahren meist aus 3,4-Dimethylanilin synthetisiert.

12.5.3 Coenzyme als Elektronentbertrager

Ubichinon, 1953 unabhédngig voneinander durch MORTON und GREEN entdeckt, it ein Coenzym, das in dlen
biologischen Systemen (ubiquitér) vorkommt. Es ist ein Chinonderivat mit einer langen Isoprenoidkette, wobel
die Anzahl der Isopren-Einheiten speziesabhéngig i<, die in Saligern hdufigste Form besitzt 10 Isopreneinheiten
und wird ads Coenzym Q10 bezeichnet. Q9 wurde in Fischen gefunden, Q11 und Q12 in Ratten. In niederen
Pilzen findet sich U50 (50 CGAtome in 10 Isoprenoideinheiten in der Seitenkette) mit terminaler gesdttigter
Isoprenoideinheit. Ubichinon ist eines der Coenzyme der Atmungskette in den Mitochondrien. Es Ubernimmt
Elektronen sowohl vom NADH-Reduktase-Klomplex as auch vom FADH, und leitet se weiter an die
Cytochrome.

12.5.1 Coenzyme zur Gruppentbertragung



Coenzym A [CoA, CoA-SH] spidt ds Acylgruppen und insbesondere as Acetylgruppen-tbertragendes
Coferment sowohl im Fett- ds auch im Kohlenhydrat- und Proteinstoffwechsel eine bedeutende Rolle.
Acetylierung der SH-Gruppe des Cysteaminteils bildet das energiereiche Acetyl-Coenzym A [Acetyl-CoA], das
als Thioester den Acetylrest leicht Ubertragt. Die Veresterung des Cysteamins, zu der Energie erforderlich igt,
erfolgt durch Phosphorylierung durch Adenosintriphosphat [ATP] tber ein gemischtes, resktives Anhydrid.

Enzymatische Decarboxylierungen wie z.B. die der Brenztraubensdure werden durch Carboxylase
[Carboxybiotin] oder Cocarboxylase bewirkt. Dabel wirkt das Pyrophosphat [Thiaminpyrophosphat] des
Vitamin B; [Thiamin] as Coenzym. Thiamin it en essentieller Nahrungsfaktor fir den Menschen. Der
wichtige Schritt ist die lsomeriserung der 2-Postion des Thiazoliumringes, der zur Aufnahme der
Brenztraubensdure dient. Nach der CO,-Abspatung wird der Rest as "aktiver Acetaddehyd” auf
Liponsaureamid Ubertragen.

Formel 11-2. Decarboxylierung von Brenztraubensiure zu Acetyldehyd

Pyridoxalphosphat [PLP] ist eine prosthetische Gruppe, die as Wirkgruppe bel Aminotransferasen,
Decarboxylasen, Racemasen, Lyasen und Synthetasen auftritt.

Mit Aminosduren entstehen $HIFF sche Basen. Die Funktion bestent im algemeinen dadurch, dass Amine
reaktive Imine bilden, aus denen Protonen oder andere benachbarte Gruppen diminiert bzw. in denen se
substituiert werden konnen. Wahrscheinlich treten stabilisierte Carbanionen als Zwischenprodukte auf.

Tetrahydrofolsaure [N-[(6S)-5,6,7,8-Tetrahydropteroyl]-L-glutaminsdure] Ubt im Organismus die Funktion
eines C-Ubertragers aus und wird als Coenzym F bezeichnet. Je nach Art und Position der gebundenen C;-
Einheit unterscheidet man 5-Methyl-tetrahydrofolsaure, 5,10-Methylentetrahydrofolsaure (“aktivierter Form-
ddehyd"), 10-Formyl-tetrahydrofol séure ("aktivierte Ameisensaure”) und 5-Formyl-tetrahydrofol séure.

Methylierungen gehen tber Coenzym B, und S-Adenosyl-methionin

12.6 Beispidle einzelner Enzyme
Die Cytochrome sind Kataysatoren der Zellatmung [Oxidoreduktasen], die eéin H&m oder H&m-Derivat als
prosthetische Gruppe enthalten, Uber 30 Cytochrome sind bekannt. Cytochromoxidase [ Cytochrom c-Oxidase],

das frihere WARBURGsche Atmungsferment, ist ein Lipid-hatiges Enzym der inneren Mitochondrien
Membran. Rinderherz-Cytochromoxidase ist ein aus 13 Polypeptidketten bestehender Komplex, von dem die



drel grofdten Untereinheiten MG 57.000, 26.000 und 30.000 besitzen. Es enthdlt im Molekil 2 Eisenatome und 2
Kupferatome.

Nitratreduktasen sind in Pflanzen, Hefen, PFilzen und Bakterien weit verbreitet; se katdyseren die
Einelektronenreduktion von Nitrat zu Nitrit entweder bei der Gewinnung freier Energie in der Atmungskette
oder bel der Stickstoffassimilation.

Phospholipase A, wird vom Pankreas a's ein Proenzym sekretiert, welches erst durch enzymatische Abspaltung
eines N-terminalen Heptapeptidterminus zu Phospholipase A, aktiviert wird. Phospholipase aus Schwein besteht
aus 124 Aminosdureeinheiten, die Struktur ist gefatet und wird durch 7 Disulfidbriicken stabilisiert.

Ribonuklease ist ein weiteres Pankreasenzym, Rinderribonuklease besteht ebenso aus 124 Aminosaureeinheiten,
die Struktur wird durch vier Uberkreuzte Disulfidbriicken gefestigt. Enzymatische Spatung von Ribonuklease
mit dem Enzym Subtilisn fihrt durch Hydrolyse der Bindung Ala®-Ser® zu enem "S-Peptid® mit 20
Aminosauren und einem "S-Protein” mit 104 Aminosduren.

Unter den Endopeptidasen ist Pepsin aus 306 Aminosauren aufgebaut und spaltet Peptidbindungen, an deren
Aufbau das N-Atom aromatischer Aminosauren wie Tyrosin und Phenyldanin betelligt sind. Fir Trypsin
kennzeichnend ist ein negativ geladener L-Aspartat-Rest in der Substrat-Bindungstasche, der die Spezifitét des
Enzyms bestimmt. Trypsin soll gegen Schlangenbisse wirksam sein.

Lysozym bricht die Zdlwande von Bakterien durch Hydrolyse der b(1-4-)-Glykosidbindung, aso Spatung von
Polysacchariden. Die Substratspezifitét ist beim Lysozym aufgekléart, es bestent aus 129 Aminosduren und vier
Disulfidbriicken. Der Enzym-Substrat-K omplex ist bekannt, ebenso die Aminosduren am aktiven Zentrum.

12.7 Stereochemische Bedeutung der Enzyme
Unterscheidung mit Deuterium D mdglich
Optische Ausbeuten meist 100 %. Man kann damit optisch aktives NAD.DH gewinnen:
Auf dieser Basis werden die sterischen Wirkungseffekte von zahlreichen Enzymen bestimmt. Moglichkeit zur
asymmetrischen Synthese, der spezifischen Umwandlung, der totalen kinetischen Racematspaltung durch Auf-
oder Abbau. Auch die folgenden ,optisch aktiven* chirden Verbindungen konnten erhaten werden und die

Chiralitat bewiesen werden.

Bezeichnungen fir solche Umwandlungen bei der as-Synthese



prochiraes System b chiraes System
Ebene Anordnung so*-Konfiguration

Das Konzept der Prochirditét fordert eine eigene Nomenklatur

Fur die beiden Seiten einer Ebene (5¢-) nun auch zwei enantiotope Seiten, bel Anwesenheit eines
asymmetrischen Zentrums zwei diastereotope Seiten.
Sequenzregel nach Kahn-Ingold

Enantiotope H-Atome, austauschbares H-Atom durch eine andere Gruppe P Enantiomere

Pro-Rund pro-S: man denkt sich das fragliche H-Atom durch ein schwereres | sotop ersetzt.

12.8 Enzymeim Labor und Technik

12.7.1 Enzyme- Werkzeuge in der analytischen Chemie- in der asymmetrischen Synthese- Enzymein
der Technik

Die enzymatische Analyse hat aufgrund der hohen Spezifitdten von Enzymresktionen in den vergangenen
Jahren Einzug in die Routineanaytik gehalten. Voraussetzung ist die Verflgbarkeit reinster Enzyme aus
tierischem oder pflanzlichem Material. Vor alem in der Lebensmittelanaytik finden eine Reihe von
enzymatischen Methoden Anwendung, z.B. die enzymatische Bestimmung von Kohlenhydraten in
Lebensmitteln und Getrénken, die Bestimmung von Milchsdure in Molkereiprodukten, von Sauren wie
Citronensiure, Isocitronensaure und L-Apfelsdure, von Aminosiuren und Cholesterin.  Enzymatische
Reaktionen erfreuen sich auch in der klinischen Diagnostik zunehmender Beliebtheit. Die Aktivitétsbestimmung
von Enzymen, deren Auftreten typisch fur ein erkranktes Organ ist, ermdglichen oft die Erkennung von
Stoffwechselstorungen. Dazu gehtren die Bestimmung on Harnséure, Blutzucker, Blutharnstoff, Fett- und
Cholesterin und Blutalkohol.

Die Hauptaufgabe der asymmelrischen Synthese besteht in der Herstellung chirder, mdglichst
enantiomerenreiner Verbindungen fir die Naturstoff- und Wirkstoffsynthese. Der groi3e Lehrmeister in Sachen
katalytische asymmetrische Synthese ist die Natur selbst, deren Katalysatoren, aus chirden Aminosduren
aufgebaute Enzyme, unUbertroffen im  Hinblick auf Enantiosdektivitdt, Stubstratspezifitét und
Reaktionsheschleunigung scheinen. Das Gebiet der asymmetrischen Synthese mit Enzymen entwickelt sich zur
Zet rasch und hat vor dlem mit der Entwicklung von Enzymen, die auch in organischen Lésungsmitteln
angewendet werden kdnnen, ein vielversprechendes Stadium



Mit Hilfe von Biokatdysatoren lassen sich eine Palette wichtiger C—C-Verknipfungen in Uberzeugender
Weise stereoselektiv durchfihren. Unter den Aldolasen am haufigsten verwendet ist die Fructose-1,6-
diphosphat-Aldolase [FDP-Aldolasg] aus Kaninchenmuskdl. Bei den meisten in praparativem Malstab
durchgefiihrten Aldolreaktionen erweist sich das Enzym ass praktisch vollkommen stereospezifisch:.

Formel 12-3. Enzymatische Aldolreaktion mit FDP-Aldolase a's Biokatalysator

Durch Fermentation geeigneter Substrate mit Backerhefe [ Sacccharomyces cervisiag] gelingen unterschiedliche
C—C-Veknipfungen. Haufig untersucht wurden durch Hefe vermittelte Acyloinkondensationen von
Aldehyden mit Acetaldehyd, katalysiert durch die Pyruvat-Decarboxylase in Gegenwart von Mg**-lonen und
Thiaminpyrophosphat.

Pyruvat-Decarboxylase [PDC] spielt eine wichtige Rolle im Stoffwechsel verschiedener Hefen und pflanzlicher
Samen. Das Enzym katdysiert die Decarboxylierung von 20xosauren zu den entsprechenden Aldehyden im
Verlauf der alkoholischen Géarung.

Mit der kommerzidl zugdnglichen Mandelonitril-Lyase [MNL] aus Bittermandeln [Prunus amygdalus], die
Flavinadenindinucleotid FAD enthdt, konnen durch Addition von Blausaure an diphatische und aromatische
Aldehyde (R)-Cyanhydrine im Kilogramm-Mal3stab hergestellt werden.

Formel 11-4. Asymmetrische Synthese von (R)-Cyanhydrinen mit Mandd onitril-Lyase

Oxidoreduktasen werden erfolgreich zur asymmetrischen Reduktion und reduktiven Aminierung von Ketonen
und zur Hydrierung von Alkenen eingesetzt. Die Lactat-Dehydrogenase [L-LacDH] katalysiert die
enantiosalektive Reduktion von a-Ketosduren. Bereits vor 85 Jahren [1918] wurde erstmals von einer
stereosel ektiven Reduktion einer Carbonylverbindung durch gérende Béckerhefe berichtet.

Die Alkoholdehydrogenase [ TBADH] aus dem thermophilen Bakterium Ther moanaer obicum brockii sowie die
Pferdeleber-Alkohal-Dehydrogenase  [HLADH] reduziert kleine diphatische Ketone mit  hoher
Enantioselektivitét.

Egterasen, Lipasen und Proteasen wurden sehr erfolgreich zur Differenzierung enantiotoper Alkoxycarbonyl-,
Acyloxy- und Hydroxygruppen eingesetzt. Ein schon fast klassisches Enzym fir die enantioselektive Hydrolyse
der Dimethylester prochiradler Dicarbonsduren und der Diacetate prochirder Diole in Wasser ist die

Schweineleber-Esterase [PLE], ene komplexe Mischung aus mehreren | soenzymen.



Ideale Hydrolasen fur die asymmetrische Synthese sind Lipasen, die aus unterschiedlichen biologischen Quellen
kommerziell zur Verfigung stehen. Mit grolRem Erfolg werden die Lipasen aus Schweinepankreas [PPL],
Candida cylindracea und Pseudomonas fluor escens verwendet.

Eine sowohl in unpolaren as auch in polaren organischen Losungsmitteln hinreichend aktive Protesse ist
Subtilisin aus Bacillus subtilis. Mit ihm gelingt z.B. die Racematspaltung von Aminen durch Acylierung. Eine
im indudtriellen Mal3stab betriebene enzym-katalysierte Racematspaltung ist die von N-Acylaminosduren mit
Acylasen. Diese Enzyme sind N-Acylaminosaure-Amidohydrolasen, die mit hoher Enantioseektivitét

racemische N-Acyl-D,L-aminosauren zur L-Aminosaure und N-Acyl-D-aminosaure hydrolysieren.

Die Verwendung von Enzymen oder ganzen Zellen fur die Herstellung oder gezielte Verdnderung diverser
Produkte hat sich in den letzten Jahren etabliert. Der Vortell von Biokatalysatoren gegentber "technischen”
Katalysatoren liegt insbesondere darin, dass se Resktionen unter milden Bedingungen beschleunigen und die
Umsetzung oft in eéinem einzigen Schritt erfolgt. Durch sogenannte Immobilisierungsverfahren, der Bindung des
Kataysators an einen wasserunlédichen Tréger oder dessen Einschluss in eine geeignete Matrix, lésst sich auch

eine leichte Abtrennung vom Reaktionsgemisch und die h&ufige Wiederverwendung erreichen.

In den letzten 50 Jahren wurden mehrere tausend Enzymen beschrieben, von denen viele as Eiwe3stoffe
biologisch unschéadlich sind und ideale Voraussetzungen flr einen gezielten Einsatz as Biokatalysatoren in
technischen Prozessen bilden. Vordlem Mikroorganismen haben in den letzten Jahrzehnten as Quedle
technischer Enzyme eine Uberragende Bedeutung erlangt. Zundchst wurden extrazelluldre Enzyme bevorzugt,
die aus Mikroorganismen nach auf3en in das Medium abgegeben werden. Etwa 80 % der in der Bundesrepublik
verkauften Waschmittel enthalten heute Enzyme zur Hydrolyse von Proteinverschmutzungen im Waschprozess.
Die Entwicklung der Enzymtechnologie fuhrt heute dahin, intrazellulére Enzyme besser verfugbar zu machen
und deren Produktionskosten auf ein akzeptables Mal3 zu senken.
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