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ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde die Porphobilinogen Synthase in Escherichia coli CR 261 exprimiert
und anschliessend isoliert. In einer 9 | Fermentation konnten 88.2 g Zellfeuchtmasse gewonnen
werden. Nach einer Ammoniumsulfatfillung konnte durch zwei chromatographische Schritte 814
mg Enzym aufgereinigt werden. Es wurden insgesamt 58 Molekiile als potentielle Inhibitoren der
Porphobilinogen Synthase untersucht. Dabei wurden Substrat-, Zwischenprodukt- und
Produktanologa im Enzymassay getestet. 1-Hydroxy-4-nitro-2-butanon (I) erwies sich als bester
Inhibitor in der Reihe der Substratanologa, und 4,6-Dioxoheptansture (IT) war der beste Hemmer
unter den Zwischenproduktanologa (Abbildung a). I ist ein anormales Abbauprodukt von Tyrosin
und konnte aus dem Urin von Patienten, die an Tyrosiniimie leiden, isoliert werden.
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Abbildung a. Oben: Das von Shemin postulierte Zwischenprodukt der von der Porphobilinogen
Synthase katalysierten Reaktion.
Unten: Inhibitor Y aus der Gruppe der Substratanologa, Inhibitor IT aus der Gruppe der
2Zwischenproduktanologa und Inhibitor IIT aus der Gruppe der Produktanologa

Vergleiche der Inhibitionskonstanten mit der Michaeliskonstante (Km = 50 uM) belegen,
dass sowohl I wie auch Il von der Porphobilinogen Synthase besser erkannt werden als das



natiirliche Substrat. 1 ist ein kompetitiver Inhibitor, wogegen II unkompetitives oder gemischtes
Verhalten im Enzymassay zeigt. Dies wurde so interpretiert, dass I und II an zwei verschiedenen
Stellen innerhalb der Active Site intervenieren. Das Azaanologon 11l ist in der Reihe der
Produktanologon der beste Inhibitor. II ist ein kompetitiver Inhibitor und konkurriert mit dem
PBG um cine freie Stelle im Enzym. Die Mehrzahl der getesteten Molekiile erwiesen sich als
kompetitive oder unkompetitive Inhibitoren, es wurden aber auch "Slow Binder" und irreversible
Inhibitoren gefunden.

RESUME

Dans ce travail, nous avons expn'rhé la porphobilinogéne synthase de Escherichia coli CR
261, puis isol€ cette demidre. A partir d'une fermentation de 9 I, nous avons récupéré 88.2 g de
masse humide de cellules. Aprés une précipitation au sulfate d'ammonium et deux étapes de
purification chromatographique, nous avons obtenu 814 mg d'enzyme.
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figure a. En haut: Intermédiaire fixé sur ta porphobilinogene synthase postulé par Shemin .
En bas: Inhibiteur I du type analogue au substrat, inhibiteur II du lype analogue
d'intermédiaires postulés et inhibiteur 111 du type analogue au produit.



Nous avons examiné 58 inhibiteurs potentiels de porphobilinog2ne synthase. Parmi celles-ci,
nous distinguons des analogues du substrat, d'intermédiaires postulés et du produit.

L' 1-hydroxy-4-nitro-2-butanone (I) s'est avéré étre le meilleur inhibiteur analogue au
substrat, alors que le meilleur inhibiteur analogue du produit était I' acide 4,6 dioxoheptanoique (IT)
(figure a). IT est un produit anormal de la dégradation de la tyrosine et a été isolé A partir de I'urine
de patients souffrant de tyrosinémie. La comparaison des constantes d'inhibition avec la constante
de Michaelis (Km = 50 uM) montre que la porphobilinogéne synthase reconnait mieux I et IT que
le substrat naturel. I montre une inhibition compétitive alors que II montre une inhibition
incompétitive ou mixte. Nous interprétons ces résultats par une interaction pour les deux molécules
2 des endroits différents au niveau du site actif.

L'aza-analogue III est le meilleur inhibiteur analogue au produit que nous avons testé, il
présente une inhibition compétitive et concurrence le PBG.-

Nous avons déterminé pour la plupart des molécules testées soit une inhibition compétitive ou
incompétitive bien que nous ayons trouvé des cas d'inhibitions irréversibles et "slow binder".
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Einleitung -1- Theoretischer Teil
THEORETISCHER TEIL

1. EINLEITUNG

1.1. Die Biosynthese der «Pigmente des Lebens»

Jeder Kubikzentimeter menschlichen Bluts enthiilt fiinf Milliarden rote Blutkérperchen, deren
wichtigster Bestandteil das Protein Himoglobin ist. Mit den fiinf Litern Blut des erwachsenen
Menschen wird fast ein Kilogramm Himoglobin bewegt, das 1.3 Liter Sauerstoff binden und
transportieren kann. Himoglobin ist ein Polypetid, welches zur Bindung des Sauerstoffs eine
prosthetische Gruppe - das Hém (1) - benétigt. Das Him (1) besteht aus einem Eisenatom und
vier Pyrrolringen, die durch Methinbriicken zu einem Tetrapyrrolsystem verkniipft sind. Durch
saure Hydrolyse 14sst sich der rote Blutfarbstoff, das Him, aus dem Proteinverband herausltsen.
Davon hat jeder Mensch etwa 30 Gramm, die innerhalb von 4 Monaten durch die Biosynthese
emeuert werden [1].

Die menschliche Weltbevélkerung erzeugt durch die Biosynthese im Jahr etwa 400'000
Tonnen Hdm; diese Menge steht der industriellen Weltjahresproduktion an organischen
Farbstoffen kaum nach. Wegen der lebenswichtigen Funktionen des Blutes nimmt die von
zahlreichen Enzymen kontrollierte Him-Biosynthese im Stoffwechsel der Organismen eine zentrale
Stellung ein. In Anbetracht seiner vergleichsweise komplizierten Struktur ist es erstaunlich, dass
l4m aus zwei sehr einfachen Bausteinen, nidmlich aus Glycin (2) und Succinyl-CoA (3) aufgebaut
ist [2). Diese beiden Bausteine kondensieren zur d-Aminolevulinsiure (4), dem ersten
gemeinsamen Vorliufer «aller Pigmenten des Lebens». Neben Himoglobin und Chlorophyll zihlt
man aber auch Vitamin B12 und Cytochrom C zu den «Pigmenten des Lebens» - eine
Bezeichnung, die von Alan Battersby kreiert wurde [3-5]. Die Kondensation zweier &-
Aminolevulinsiuren (4) katalysiert durch die Porphobilinogen Synthase ergibt Porphobilinogen
(5). Vier Porphobilinogen Molekiile werden mittels zweier weiterer Enzyme - der Porphobilinogen
Deaminase und der Urophorphyrinogen III Cosynthase - zum Uroporphyrinogen III (6)
verkniipft. Das Urophorphyrinogen III (6) ist der letzte Vorldufer aller biologisch relevanten
Tetrapyrrole (Abbildung 1) {4,6-8].



Einleitung ' -2- Theoretischer Teil
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Abbildung 1: Biosynthese der «Pigmente des Lebens».
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2. DIE PORPHOBILINOGEN SYNTHASE

Die Porphobilinogen Synthase (PBGS; Porphobilinogen Synthetase, 8- Aminolevulinsiure-
Dehydratase, §-Aminolevulinsidure-Dehydrogenase; EC 4.2.1.24) katalysiert die Reaktion
zwischen zwei §-Aminolevulinsiuren (ALA (4)) zu Porphobilinogen (PBG (5)). PBG ist das
erste Pyrrol auf dem Weg der Biosynthese der «Pigmente des Lebens». In Abwesenheit des
Enzyms reagieren zwei ALA in basischem Milieu zum grdssten Teil zu einem symmetrischen
Diimin, welches in Anwesenheit von Sauerstoff zum Pyrazin (7) oxidiert wird (Abbildung 2). Zu-
einem geringeren Prozentsatz entsteht auch das asymmetrische Produkt PBG (5) [9]. Im Laufe der
Evolution hat die Natur ein Enzym entwickelt, welches aus ALA ausschliesslich PBG bildet.

COOH
HOOC

COoH / b
Porphobilinogen (5)

S
HOOC/\j\/ W\

3-Aminolevulinsaure (4) NéY\/COOH
N
HOOC/\)\/

2,5-Dipropionsaure-Pyrazin (7)
Abbildung 2: Dimersicrung der ALA. '

Bei der durch die Porphobilinogen Synthase katalysierien Reaktion werden 6 Bindungen
gebrochen, aber auch 4 neue gekniipft. Aus diesem Grunde kénnen eine Vielzahl von méglichen
Reaktionsfolgen fiir diese Umwandlung postuliert werden.

Die durch die PBGS katalyswne Reaktion weist formal Ahnhchkenen mit der Knomr
Synthese auf [10].

Sowohl bei der enzymkatalysierten, als auch bei der chemischen Reaktion miissen eine
Reihe von Umwandlungen vollzogen werden (Abbildung 3):

— Iminbildung zwischen der Aminofunktion des einen und der Carbonylgruppe des zweiten
Molekiils

- Aldolreaktion zwischen der a-Methylengruppe des einen mit der Carbonylgruppe des anderen
Molekiils

- Eliminierung insgesamt zweier Wassermolekiile

— Aromatisierung zum Pyrrol

Von diesen vier Reaktionsschritten muss die Aromatisierung zwingend und die Wasser-
eliminierung wahrscheinlich am Ende der Sequenzfolge liegen.
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COOH
COOH HOOC
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O HoN H
NH NH
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Transformationen: - Iminbildung
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- Aromatisierung

Abbildung 3: Knorr Synthese und Bildung von PBG im Vergleich.

Bei der Knorr Synthese wird postuliert [11], dass zuerst die Iminbildung und anschliessend die
Aldolreaktion erfolgt (Abbildung 4). Im Gegensatz zur enzymkatalysierten Reaktion liegt bei der
Knorr Synthese ein B-Ketoester vor, und die Enaminbildung kann unter sauren Bedingungen
ablaufen [12]. Die beiden vorhandenen Esterfunktionen erfiillen zusitzlich noch folgende
Funktionen: Die Esterfunktion des Acetessigsiureesters sorgt fiir regioselektive Bildung des
Enamins bzw. des vinylogen Carbamats und beide Esterfunktionen stabilisieren das Produkt
gegen den Einfluss von starken Siuren. Bei der Synthese von PBG reagieren zwei nicht aktivierte
Ketone, und das PBG ist gegen S#ureeinfluss dusserst labil [13].

C2Hs02C
HsC20C o Zn/ CHyCOOH  C2HsO2
1 — I

O HaN" ~COaCoHs N CO2CaHs

@+ () (©) + ()

HsC202C.. O o HsC20C  pon
L X O )
N COLohs N7 CO2CoHs
H

Abbildung 4: Mechanismus der Knorr-Synthese.

Bei der PBGS katalysierten Reaktion sind beide Sequenzfolgen moglich [10]. Da bis anhin
keine Sequenzfolge bewiesen werden konnte, ist es nicht erstaunlich, dass mehrere Mechanismen
fiir die Porphobilinogen Synthase zur Diskussion stehen. Im wesentlichen wurden drei
verschiedene Mechanismusvorschlige in der Literatur postuliert [10,14-16].
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2.1, Vorgeschlagene Mechanismen der PBGS im Vergleich

Die oben beschriebenen Unterschiede zwischen der chemischen Knorr Synthese und der
Biosynthese von PBG und die beobachtete Dimerisierung von ALA zum Pyrazin fithren zur
Frage, ob sich die Selektivitiit der Biosynthese aus der Sequenz der Transformationen am Enzym
erkliren lisst. Bei unserer Diskussion konzentrieren wir uns auf die Frage nach der Sequenzfolge:
zuerst Aldolreaktion oder Iminbildung. In diesem Zusammenhang ist die Sequenz der Erkennung
der beiden Substrate von Bedeutung. Bei der PBGS handelt es sich um ein Zwei-Substrat-Enzym,
welches die beiden Substrate unterschiedlich erkennen muss. Wahrscheinlich sind an der aktiven
Stelle des Enzyms zwei verschiedene Bindungsstellen (A-Site und P-Site) vorhanden. Damit stellt
sich die Frage: Bildet das vom Enzym zuerst erkannte Substrat die Essigsdure- (A-Site) oder die
Propionsiureseitenkette (P-Site) am PBG aus? Falls man den detaillierten Ablauf der Reaktionen
am Enzym vernachliissigt und sich nur auf die Frage nach der Sequenz der Erkennung und der
Sequenzabfolge zwischen Aldolreaktion und Iminbildung konzentriert, kénnen theoretisch vier
unterschiedliche Mechanismen postuliert werden (Abbildung S).

Von den vier mbglichen Mechanismen sind nur drei auch ;postuliert worden. In der
nachfolgenden Beschreibung der postulierten Mechanismen werden die Experimente aufgezihlt,
welche mit dem jeweiligen Mechanismus im Einklang sind.

A-Slte . P-Site

ACTIVE SITE

Erkennung der A-Slte P-Site

ersten ALA:
Sequenz der Aldolreaktion Iminbildung Iminbildung Aldolreaktion
Transformationen:  Iminbildung Aldolreaktion Aldolreaktion Iminbildung

nicht postuliert ! Jordan | ' ( Jordan .

Abbildung 5: Fragestellungen, die zu verschiedenen Mechanismen fiihrten.
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Wenn wir im folgenden von Erkennung sprechen, meinen wir damit die Sequenz der
Substratbindung in der Active Site, und wenn wir von Transformationen sprechen, gehen wir auf
die Sequenz der am Enzym ablaufenden Reaktionen (Aldolreaktion und Iminbildung) ein.

2.2, Mechanismus nach Shemin

Shemin hat im Jahre 1968 einen ersten Mechanismus basierend auf Untersuchungen der
PBGS, isoliert aus Rhodobacter spheroides [17], aufgestellt: Ein Lysin in der Active Site bildet
mit der ALA eine Schiffsche Base aus. Regioselektive Protonenabstraktion fiihrt zu einem Enamin,
welches in einer Aldolreaktion nukleophil an die Carbonylgruppe des zweiten ALA angreift.
Anschliessende Wasserabspaltung, Ringschluss und Aromatisierung fithren zum PBG [14). Das
erste ALA wird in der A-Site erkannt und bildet die Essigstiureseitenkette des PBG aus (Abbildung

6).

ASlte  P-Site
COOH HOOC  COOH
E-NH Enz\ @"\ N H*
2 0 2 ®H—. lo} —
HoN H20 HoN NHo
H*
C-C Verkn(pfung
COOH COOH
HOOC HoOC
H H*
Enz\ 0 —» Enz == —
IN== H30 @ﬂ—
H NH2 NHa
HaN HaN
COOH COOH COCH
HOOC HoOC HOOC
Ha Y= —_— ——
Enz@N — H 7\
N~ EnzNHe *(N") H* N
HoN H H,N H H HoN H

Abbildung 6: Vereinfachter Mechanismus nach Shemin.

Beim Aufstellen des Mechanismus ging Shemin von folgenden experimentellen
Beobachtungen bzw. Arbeitshypothesen aus [14,18]:
Erstens konnte er zeigen, dass die ALA mit dem Enzym eine Schiffsche Base ausbildet.

Dazu verwendcte er radioaktives Substrat und reduzierte die ausgebildete Schiffsche Base mit
NaBH4. Nach dieser Reduktion war die PBGS radioaktiv markiert und der Beweis fiir die

Existenz einer Schiffschen Base erbracht.
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Zweitens ging er davon aus, dass die kovalente Bindung zum Enzym so lang wie méglich
erhalten bleibt. .

Drittens glaubte er die Bildung eines Mixed-Pyrrols ausgehend von Levulinsiure und ALA
unter der Einwirkung der PBGS zu beobachten. Daraus schloss er, dass das erste Substrat
zwangsweise durch die A-Site erkannt werden muss (Abbildung 7).

A-Site P-Site

Mixed-Pyrrol

keine Pyrrolbildung

Abbildung 7: Postulierte Bildung des Mixed-Pyrrols.

In unserer Gruppe konnte dieses Mixed-Pyrrol rein synthetisch hergestellt werden [19,20].
Der Vergleich des synthetisch hergestellten Mixed-Pyrrol mit dem aus der Enzymreaktion
hergestellten zeigte einen signifikanten Unterschied im Laufverhalten auf der
Diinnschichtchromatographie [20,21]. Die Struktur des ncuen papierchromatographisch
beobachteten Produktes konnte bisher nicht aufgeklirt werden. Shemin hat sich also auf eine
Hypothese in Bezug auf die Struktur des Mixed-Pyrrols abgestiitzt, welche sich im Experiment als
falsch erwies.

2.3. Mechanismen nach Jordan

Jordan hat zwei verschiedene Mechanismen vorgestellt, bei denen die Sequenz der
Erkennung der ALA identisch sind, beide gehen davon aus, dass ALA zuerst an die P-Site bindet:
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2.3.1. JORDAN I [22]

Gemtiss Jordan I bildet die ALA mit dem Enzym in der P-Site eine Schiffsche Base aus. Die
freie Aminogruppe dieses Enzym-Substrat Komplexes reagiert nukleophil mit der Carbonylgruppe
des zweiten Substrats. Erst jetzt erfolgt die Aldolreaktion, die in diesem Fall den Ring aufbaut.
Anschliessende Aromatisicrung fithrt zum PBG (Abbildung 8).

P-Slte A-Site  P-Site
HOOC, HOOC COOH

Enz- NHz/H* Enz ALNH* >} Enz
HZO HaN

C-N Verkn(ipfung

HOOC COOH COOH
HOOC
Eng ,Enz
N
NN N
HaN H
COOH COOH
HOOC HOOC
e = o R
-Enz-NHa (ﬁ) H* "
H

HaN HaN

Abbildung 8: Mechanismus nach Jordan I.

2.3.2. JORDAN II (15]

Jordan II hilt an einer Erkennung des ersten Substrats in der P-Site fest, stellt aber die
Sequenz der Transformationen um (Aldolreaktion zuerst und Iminbildung anschliessend)
(Abbildung 9).

Grundlage fiir die Aufstellung dieser zwei Mechanismen waren die eleganten "puls labeling”
Experimente. Mittels dieser Experimente konnte Jordan fiir die menschliche PBGS und die PBGS
aus Rinderleber die Sequenz des Embaus bestimmen [22,23). Er inkubierte wihrend einer
Zeitspanne von 100 ms radioaktives (5-14C)-ALA mit der PBGS in stéchiometrischen Mengen,
setzte dann dem Enzym nicht radioaktives ALA im Uberschuss zu und untersuchte den Einbau der
Radioaktivitit mittels Abbauexperimenten. Die Radioaktivitiit wurde dabei hauptsichlich in C(2)
vom PBG ausgemacht (Abbildung 10). Die daraus folgende Interpretation ist, dass die vom
Enzym erst erkannte ALA in der Propionsiureseitenkette des PBG eingebaut wird.
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P-Site _A-Site .P-Site
HOOC HOOC, COOH
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Abbildung 9: Mechanismus nach Jordan I1.
OH
o]
A-Site P-Site A-Site P-Site

0

Abbildung 10: Puls-labelling Experiment: {5-14C]-ALA wurde mit PBGS wahrend 100 ms
vorinkubiert (+ = 14C). (Das Amino-.und Carboxylatende des in Abbildung 10 gezeigten
Proteinmodell nicht zwi d von der gleichen U inheit.)

x &

2.4, Eigenschaften der PBGS

Die Porphobilinogen Synthase ist ein in der Natur sehr verbreitetes Enzym und kann aus
Pflanzen, Bakterien und Sdugetieren, wie auch aus dem Menschen, isoliert werden [10,20,24-26).
Wir wollen uns an dieser Stelle den aus Escherichia coli, Rhodobacter spheroides und der aus der
Leber des Rindes isolierten Porphobilinogen Synthasen zuwenden. Uber die letztere wurden
eingehende Studien von verschiedenen Gruppen unternommen [27-34]. Inhibitionsstudien der
PBGS von E. coli und R. spheroides waren in unserer Gruppe in den letzten Jahren von zentralem

Interesse {10,20,25].



Die Porphobilinogen Synthase -10- Theoretischer Teil

Die Porphobilinogen Synthase ist ein Octamer, welches aus acht identischen Untereinheiten
besteht. Jeweils zwei solche Untereinheiten bilden als Dimer eine aktive Einheit [10]. Bei der
Porphobilinogen Synthase handelt es sich in den meisten Fillen um ein Metalloenzym. Die
Aktivitit der PBGS wird durch die Anwesenheit von Metallen aber auch durch den pH becinflusst
(Tabelle 1) [10].

Die Sequenzierung und Klonierung von cDNA der PBGS erlaubte es, die Primérstrukturen
zu bestimmen und zu vergleichen. Dieser Vergleich zeigt, dass die PBGS untereinander sehr
#hnlich sind [16,30,35). Die PBGS der Escherichia coli beispielsweise ist zu 36 % mit der PBGS
der Hefe, zu je 40 % mit der PBGS der Menschen- und der Rattenleber homolog. Ein Lysin in der
Active Site ist bei den meisten PBGS konserviert. Durch den systematischen Vergleich der
Primirstrukturen konnten homologe Abschnitte bestimmt werden, die fiir die Bindung der Metalle
verantwortlich sind.

Da bis anhin noch keine hochauflésende Réntgenstrukturanalysen der PBGS zugiinglich
sind, hat man keine Informationen iiber die Sekundir- und Tertilirstruktur. Doch die
Quarterndrstruktur ist fiir die meisten PBGS geklirt. Fiir die aus der Rinderleber isolierte
Porphobilinogen Synthase wurde die octamere Struktur durch Beobachtung von Kristallen im
Elektronenmiskroskop schon 1974 erkannt ([33] und konnte kiirzlich durch
Réntgenstrukturanalyse bestitigt werden {36]. Die PBGS aus Escherichia coli und Rhodobacter
spheroides konnte mittels Gelfiltration als Octamer identifiziert werden, wobei das letztere auch als
Hexamer vorliegen kénnte [37,38].

Molekular- | Molekularge-| Metalle pH- Primiir-
gewicht | wichteiner Optimum struktur
Untereinheit
Rinderleber 290'000 | 35'000 Zn2+ 6.8
Escherichia coli K12 270'000 ]36'000 Zn2+und 8.5 (1.7
Mgz"‘
Rhodobacter spheroides | 250000 {39'500 K+ 8.5 +
(nicht pub-
liziert){39}

Tabelle 1: PBGS isoliert aus Rinderleber, E. coli und R. spheroides im Vergleich.
2.5. Die Rolle der Metalle als Kofaktoren

Die Notwendigkeit der Metalle wurde parallel mit der Isolation der PBGS aus der
Rinderleber und den menschlichen Erythrocyten untersucht. Nur ein Zink ist gebunden pro
Monomer, insgesamt acht pro Octamer. Wihrend man sich iiber die Anzahl der Zinkatome einig
ist, die an der PBGS gebunden sind, gehen die Meinungen iiber die Funktion der Metalle
auseinander {15]:

Tsukamoto postuliert, dass Zink nicht essentiell flir die Aktivitit der PBGS der Rinderleber
ist. Wird nach dem Entfernen der Zinkatome das Apoenzym unter streng anaeroben Bedingungen
gehalten, wird kein Verlust der Aktivitiit beobachtet [27].

Dent konnte mit EXAFS-Studien (Extended X-ray Absorption Fine Structure) der
Rinderleber Porphobilinogen Synthase zwei unterschiedliche Bindungsstellen (Site A und Site B)
fiir Zinkatome identifizieren..Es konnte gezeigt werden, dass die Site A eine hohere Affinitit fiir
Zink-Atome als die Site B hat, welche hingegen reich an Cystein ist. Mit der Besetzung der Site A
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durch Zinkatome kann volle Aktivitit der PBGS erreicht werden. Daraus postuliert er, dass das
Zn(I) der A-Site wahrscheinlich in unmittelbarer Nihe der Active Site gelegen ist [30).

Jaffe korreliert ihre Studien iiber die Aktivitit der PBGS in Abhéngigkeit des pH und der
Anwesenheit verschiedener divalenter Metalle (IT) mit den Daten von Dent und schligt vor, dass
Znp mit 4 Cysteinen tetrahedral koordiniert ist, wogegen ZnA fiinf Liganden aufweist, allerdings
nur bei einem dieser Liganden handelt es sich um Cystein (Abbildung 11). Dem ZnA kommt bei
der enzymatischen Reaktion eine zentrale Rolle zu.’ ZnA konnte als Lewis-Siure die
Carbonylbindung der A-Side ALA polarisieren, so dass einerseits der nukleophile Angriff der
Aminogruppe der P-Side ALA erleichtert wiirde (Mechanismus nach Jordan I), oder dass die
Enolisierung in C3 Position der A site ALA begiinstigt wird (Mechanismus nach Jordan II) [40].

In Abwesenheit des Zng wiirden die Cysteine zu Disulfid-Briicken oxidiert. Jaffe schlug
vor, dass das Proton, welches wihrend der Enzymreaktion stereoselektiv [41] von der C5-
Position der P-Side ALA abstrahiert wird, von der Thiolgruppe des reduzierten Cystein
aufgenommen wird und so ins Lésungsmittel gelangt. Die Rolle des Znp beschrinkt sich darauf,
das Cystein in seiner reduzierten Form zu halten. Dieser Vorschlag ist nicht abgesichert, da nicht
bekannt ist, wie basisch die mit dem Zn(II) komplexierten Cysteine sind. Andererseits ist auch zu
bedenken, dass die Aromatisierung zum PBG eine treibende Kraft darstellt, und dabei wird die
Protonenabstraktion wahrscheinlich durchaus ohne Hilfe einer zusitzlichen basischen Stelle
geschehen. Die Funktion des Cysteins ist also nicht die einer eigentlichen Base, sondern das
Cystein nimmt das wahrscheinlich spontan abstrahierte Proton nur auf, um es aus der Active Site
ins Losungsmittel zu bringen [39].

A-Site P-Site
COOH HOOC,
Tyr., ‘é ‘%
H‘s' . NH*Lyszs2
Zn A
Cyszza CySUg ..,.CVS122

#ng
Cysiaz Cys1zq

Abbildung 11: Mdgliche Rolle der Zn(lI)-Atome bei der enzymatischen Reaktion nach Jaffe, gezeigt an der
PBGS aus der Rinderleber. .

Diese Uberlegungen beziiglich der Rolle von ZnB kénnen auf ein Protein (Ada Protein aus
Escherichia coli) abgestiitzt werden, welches die Aufgabe hat, die Methylgruppe des
Methylphosphorsiuretriesters der DNA zu abstrahieren. Dieses Reparaturprotein besitzt ein
Zinkfingermotiv, dessen Sequenz vier Cysteine beinhaltet. Dabei wird fiir das Cys 69 des Ada
Proteins vorgeschlagen, dass es als Nukleophil die Methylgruppe des Methylphoshorsiuretriesters
abstrahiert (Abbildung 12) [42,43).

Eingehende Studien beziiglich der Notwendigkeit der Metalle bei den Bakterien wurden
anhand der PBGS von Escherichia coli vorgenommen. Bei E. coli miissen neben Zn(Il)- auch
Mg(lI)-Tonen zur maximalen Aktivitit zur Verfiigung stehen, Mg(II)-Tonen sind fiir die Aktivitit
des Enzyms nicht notwendig, das heisst sie sind wahrscheinlich nicht in der Active Site
anzutreffen und kommen mit dem Substrat nicht in Beriihrung. Jaffe postulierte, dass die Mg(II)
Ionen einen allosterischen Effekt ausiiben und fiir den Erhalt der octameren Quarternéirstruktur
verantwortlich sind [44].
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Abbildung 12: Methylabstraktion durch Cys 69 des Ada Proteins aus Escherichia coli.

Bei der PBGS isoliert aus Rhodobacter spheroides ist die Rolle der Metalle nicht vollstindig
geklidrt. Shemin konnte in Untersuchungen zeigen, dass eine Assoziierung der octameren
Grundstruktur zu Dimeren und Trimeren in Anwesenheit von K+-Ionen favorisiert wird. In
Anwesenheit von Na* und Mg2+ Ionen konnte diese Assoziierung nicht beobachtet werden. Die
maximale Aktivitit wurde mit Kalium erreicht. Ersatz des K*+-lons durch Na* und Mg2+-lonen
fiihrte zu einem Verlust der Aktivitit von 50% resp. 20% [17,45].

2.5.1. Einteilung der Porphobilinogen Synthase

Ein erster Vorschlag zur Einteilung der Porphobilinogen Synthase basiert auf der Inhibition
mit EDTA. In Analogie zu den Aldolasen, welche als Metalloenzyme und Nicht-Metalloenzyme
existieren, schlug Shemin zwei Klassen vor. Der einen Gruppe gehért beispielsweise die PBGS
von Rhodobacter spheroides an, welche als Kofaktor K+ hat und deshalb keine Inhibition mit
EDTA zeigt. In die zweite grosseré Gruppe gehdren die PBGS der Spezies, welche divalente
Kationen wie Mg2* und Zn2* als Kofaktoren enthalten. Diese Kationen bilden mit EDTA
Komplexe aus, wobei das Enzym an Akdvitit verliernt. ‘

Eine umfassendere Einteilung aufgrund der Metallionen, die als Kofaktoren dienen, wurde
von Jaffe vorgenommen. Neben Untersuchungen der Aktivitiit als Funktion der Metallionen und
der pH-Abhéngigkeit, wurden Primirstrukiuren der Abschnitte, die fiir die Metallbindungen
verantwortlich sind, untersucht. Bei der PBGS der Rinderleber wurden zwei Regionen, die sich
zur Bindung von Zn(Il) eignen, gefunden. Bei der PBGS von E. coli wurde eine zusitzliche
Bindungsregion fiir Mg(II) geortet [44]. Diese Resultate und Beobachtungen veranlassten Jaffe die
Porphobilinogen Synthase in vier Gruppen einzuteilen (Tabelle 2) [16,46].

Klasse Beispiel - Site A . Site B Site C
1 Séugetiere 4Zn (I) 4Zn (IN)
)i Escherichia coli 47Zn (1) 47Zn (D 8 Mg (1)
I Pflanzen 4 Mg (1) . 4Mg (D) - 8 Mg (II)
v Bradyrhizobium 4 Mg (1) 8 Mg (Il)
Jjaponicum '

Tabelle 2: Einteilung der PBGS nach Jaffe.
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Sie postulierte, dass die PBGS aus verschiedenen Spezies bis zu drei verschiedene
Erkennungsstellen fiir Metallkationen aufweisen. Die Erkennungsstellen werden als Site A, Site B
und Site C bezeichnet, denen verschiedene Funktionen zugesprochen werden. Es sei bemerks,
dass die PBGS isoliert aus Rhodobacter spheroides in diese Einteilung nicht aufgenommen wurde.

2.6. " Inhibitionsstudien

Obwohl die Porphobilinogen Synthase ein weit verbreitetes und in der Biosynthese der
«Pigmente des Lebens» wichtiges Enzyms ist, sind erstaunlich wenig Inhibitionsstudien der
PBGS in der Literatur zu finden. Abgesehen von Arbeiten von Scott, Leeper und Jordan [47] und
der Dissertation von Rainer Lidnd [20], die in unserer Gruppe angefertigt wurde, ist uns keine
systematische Abhandlung von potentiellen Inhibitoren bekannt. R. Liiénd hatte eine Reihe von
Substrat-, Zwischenprodukt- und Produktanaloga als Inhibitoren der Porphobilinogen Synthase
aus Rhodobacter spheroides getestet [20]. Auf die Resultate dieser Studie kommen wir im Rahmen
dieser Arbeit zu einem spiteren Zeitpunkt noch zu sprechen.

Shemin hat als erster die Inhibition von Substratanaloga auf PBGS von Rhodobacter
spheroides getestet. Dabei hat er gezeigt, dass es sich bei Levulinsiure (8) um den mit Abstand
besten Inhibitor handelt. Der korrespondierende Ethylester (9) dieser Siure wird vom Enzym nicht
mehr erkannt. Das Weglassen bzw. die Variation der Position der Carbonylgruppe fithrten im
Vergleich zur Levulinsture (8) zu wesentlich schlechteren Inhibitoren. Diese Resultate zeigen die
Notwendxgkext der Carbonylgruppe in Position 4 und unterstiitzten seine Aussage der Ausbildung
einer Schiffschen Base zwischen Enzym und Substrat [14].

i‘ COiEt ; o0 COO"
NHa*
8
Inhibition:  50% - 0% 10% 0% 5% 3%

(3.3mM) (10mM) ~ (3.3mM) (10mM)  (10mM)  (10mM)

Abbildung 13: Erste Inihibitionsstudien nach Shemin.

Die Hemmung der Porphobilinogen Synthase durch 5-Chlorolevulinsiure wurde in der
Literatur ausfithrlich besprochen [34,48]. 5-Chlorlevulinsiure ist ein irreversibler Inhibitor, der
gemiiss Jaffe mit der Thiolgruppe des Cystein 223 kovalent an die PBGS der Rinderleber bindet
(siche auch Abbildung 11). Untersuchungen, welche in unserer Gruppe durchgefiihrt wurden,
zeigten, dass 5-Chlorlevulinsiure in Abwesenheit der PBGS oberhalb eines pH von 6 partiell
hydrolisiert.

4,6-Dioxoheptansiure (10) ist als sehr guter Inhibitor in der Literatur erwihnt (Kj =
400pM) [49-51]. Die chemischen Kopplungsprodukte zwischen 4,6-Dioxoheptansiure (10) und
ALA (4) fiihren zu 4 verschiedenen Pyrrolen (Abbildung 14) [52,53). 11 wurde als der noch
effizientere Inhibitor als 4,6-Dioxoheptansiure (10) poStulicn (Ki= 5 uM) [51].
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Abbildung 14: Pyrrole aus Dimerisatonsprodukt zwischen ALA und 4,6-Dioxcheptansiure.

Abgesehen von 11 ist kein anderes Produktanaloga als Inhibitor der PBGS bekannt. Das
natiirliche Enzymprodukt PBG hingegen soll das Enzym bei einer Konzentration von 2mM zu
50% hemmen [15].
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3. BISHERIGE ARBEITEN .IN UNSERER GRUPPE

Um einen Einblick in den Reaktionsmechanismus der Porphobilinogen Synthase zu
gewinnen, stehen einem prinizipiell verschiedene Methoden offen. Zu diesen Methoden gehdren
neben Réntgenstrukturanalyse, Detektion von Zwischenprodukten, Markierungsexperimenten,
chemischer Modifizierung des Enzyms und Mutagenese aber auch Inhibitionsstudien und
Entwicklung einer biomimetischen Reaktion. Wir haben uns in unserer Gruppe auf die
Entwicklung einer biomimetischen Reaktion basierend auf dem Mechanismus von Shemin und die
Synthese von potentiellen Substrat-, Zwischenprodukt- und Produktanaloga und deren
Inhibitionsstudien der PBGS konzentriert.

3.1. Inhibitionsstudien der PBGS aus Rhodobacter spheroides

Rainer Lidnd hat sich in seiner Dissertation neben den Inhibitionsstudien von
Zwischenprodukt- und Produktanaloga mit den Studien von Substratanaloga beschiftigt. Durch
diese Resultate haben wir ein klares Bild iiber die Active Site der Porphobilinogen Synthase aus
Rhodobacter spheroides erhalten. In Abbildung 15 wird das natiirliche Substrat in der Active Site
der PBGS gemiss der Modellvorstellung basierend auf den Resultaten von Rainer Lidnd gezeigt:
Die S#urefunktion muss durch eine positive Ladung erkannt werden, beispieisweise eine
Erkennung durch ein Guandiniumion eines Arginins mittels Wasserstoffbriicken wire denkbar.
Ein Proton der Aminofunktion der ALA k&nnte mit einer Carboxylgruppe ¢ines Aspartats oder
Glutamats eine Wasserstoffbriicke ausbilden [20,25].

A-Slte P-Site

NH2

Abbildung 15: Modell der Active Site der PBGS.

Es wurden Zwischenproduktanaloga des Mechanismus nach Shemin synthetisiert und auf
der PBGS von Rhodobacter spheroides in Inhibitionsstudien getestet [19,20]. Dabei wurden die
Zwischenprodukianaloga im Vergleich zum vorgeschlagenen Zwischenprodukt leicht modifiziert.
Die Aminofunktionen wurden weggelassen und anstelle einer Hydroxygruppe wurde eine
Methoxygruppe eingefiihrt (Abbildung 16). Diese Modifikationen verhindern die Bildung eines
Pyrazins oder Pyrrols, als auch eine Retroaldolreaktion und Lactonbildung.

Die beiden Diastereoisomeren 12 und 13 wurden als Racemat getestet. Dabei konnte klar
gezeigt werden, dass die PBGS fihig ist, zwischen diesen beiden Diastereoisomeren zu
unterscheiden. Racemat 13, bei dem die Ketten, welche die Siurefunktionen tragen, unlike
stehen, wird dabei von der PBGS um iiber einen Faktor 2 besser erkannt als Racemat 12. Daraus
folgt, dass die PBGS fihig ist, spezifisch zwischen diesen beiden Racematpaaren zu
unterscheiden. Man darf aber nicht ausser acht lassen, dass eines der beiden Enantiomere des rac
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13 keine Inhibition zeigen konnte, In diesem Fall wiirde das andere Enatiomer mit einem Kj von
ca. 5000 pM cinen respektablen Inhibitor darstellen. Bestrebungen zur Auftrennung des
Racemats in seine Enatiomere sind zur Zeit in unserer Gruppe im Gange [54]. Dieses
Inhibitionsresultat unterstiitzt den von Shemin unterstiitzten Enzymmechanismus, bei dem ein C-C
verkniipftes Zwischenprodukt postuliert wird.

COOH
HOOC HOOC
Had OCH3 OCH3
(o]
rac 12 rac 13
R. spheroides Ki= 25000 11000

Abbildung 16.
3.2. Biomimetische Betrachtung

Die biomimetische Chemie ist der Versuch, in der Natur ablaufende (enzymatische)
Reaktionen mit Hilfe der organischen Chemie zu imitieren und zu erkliren [55,56). In unserer
Gruppe haben wir uns wihrend mehreren Jahren darauf konzentriert, den Shemin'schen
Mechanismus rein chemisch zu imitieren.
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Abbildung 17: Biomimelischc Reaktion nach A.Chaperon im Verglcich mit der PBGS.
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Parallel zur vorliegenden Arbeit konnte A. Chaperon in seiner Dissertation die Kondensation
von Substratanaloga 14 und 15 mittels einer gekreuzien Aldolkondensation unter Mukaiyama
Bedingungen durchfiihren (Abbildung 17) [57]. Das dabei erhaltene Produkt kommt dem im
Mechanismus von Shemin vorgeschlagenen Zwischenprodukt strukturell sehr nahe. Das weit
wichtigere Resultat ist aber, dass nach Reduktion der Azidogruppe von 16 zum Amin der
Ringschluss und die Aromatisierung zum geschiitzten PBG spontan abliuft. Dies bedeutet, dass
die Reaktionen nach der Aldolreaktion kinetisch schnell und thermodynamisch begiinstigt sind.

3.3. Die Porphobilinogen Synthase eine Aldolase?

Trotz der intensiven Untersuchungen und experimentellen Daten, die iiber die PBGS
gesammelt wurden, sind die Einzelheiten des Mechanismus auch heute noch véllig unklar. Falls
man sich bei der Analyse des Mechanismus auf die Reaktion konzentriert, die die beiden Substrate
miteinander verknilpft, kann die PBGS entweder als Aldolase angesehen werden (Mechanismus
nach Shemin oder Jordan II), oder es ist ein Enzym, dessen primiire Aufgabe die Bildung eines
Imins zwischen den beiden Substraten ist (Jordan I). Schon sehr friih wurde von Shemin erwihnt,
dass die PBGS eigentlich als Aldolase angesehen werden kann [18,58].

Die Aldolasen katalysieren die Kondensation von Dihydroxyacetonphosphat (17) und
Glycerinaldehyd-3-phosphat (18) zu Fructose-1,6-bisphosphat (19) [59,60]. Es wird im
allgemeinen zwischen zwei Klassen von Aldolasen unterschieden: Klasse I und Klasse II
(Abbildung 18) [61]. Die Aldolasen der Klasse II aktivieren die Carbonylgruppe des
Dihydroxyacetonphosphats mittels Metallionen, die als Lewis Sduren auftreten. Die Aldolasen der
Klasse I hingegen bilden mittels eines Lysins mit dem Dihydroxyacetonphosphat eine Schiffsche
Base aus.

(O o o FDP OH

0 . i . Aldolase '
. P
(o] O\)k/OH )‘Y\ o PeO > O\i/\‘/\op

OH

KLASSE | KLASSE I
Abbildung 18: Aldolasen der Klasse I und der Klasse 11.

Die Porphobilinogen Synthase kann als Aldolase der Klasse 1 angesehen werden, falls der
kinetisch langsame Schritt die Ausbildung der C-C Verkniipfung ist. Die Reaktionen, welche nach
der Aldolreaktion folgen, kénnten thermodynamisch spontan ohne Hilfe des Enzyms ablaufen. So
ist aus der Sicht der Evolution vorstellbar, dass der direkte Vorliufer der Porphobilinogen
Synthase eine reine Aldolase gewesen wiire.
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4. PROBLEMSTELLUNG UND ZIELE DIESER ARBEIT

Unsere Gruppe beschiiftigt sich schon lingere Zeit mit der Porphobilinogen Synthase. Das Ziel
des Projektes ist die Aufklirung des Mechanismus dieses Enzyms. Biomimetische Studien und
Inhibitionsstudien mit Rhodobacter spheroides ergaben Hinweise auf den Mechanismus.

Zur Weiterfiihrung und Vertiefung der Inhibitionsstudien sollten im Rahmen dieser Arbeit
folgende Punkte untersucht werden: :

a) Aufzucht von Escherichia coli CR 261

b) Exprimieren der Porphobilinogen Synthase

c) Isolation und Charakterisierung der Porphobilinogen Synthase

d) Inhibitionsstudien mit Substrat-, Zwischenprodukt- und Produktanaloga

Inhibitionsstudien der Substratanaloga, welche von Rainer Liiénd auf der Por;ihobilinogen
Synthase aus Rhodobacter spheroides durchgefiihrt wurden [20,25], sollten auf der PBGS aus
Escherichia coli wiederholt werden, um Vergleiche zwischen diesen beiden Spezies ziehen zu
kénnen.

In zeitlich parallel ablaufenden Dissertationen haben Thomas Engeloch und Maurus Marty
Zwischenproduktanaloga synthetisiert [52,62], welche auf dem von Shemin vorgeschlagenen
Mechanismus basieren (Abbildung 18).

Die Moleklile 20-23 versuchen das vorgeschlagene Zwischenprodukt von Shemin zu
imitieren. Im Gegensatz zu den.Dicarbonsiuren rac 12 und rac 13, weist 20 nur noch eine
Sduregruppe auf und verliert nach unseren Vorstellungen eine Erkennungsgruppe innerhalb der
Active Site. Von den enantiomerenreinen Epoxiden erhoffte man sich durch die konformationellen
Einschrinkungen unterschiedliche Kj's oder unter Offnung des Epoxids eine Ausbildung einer
irreversiblen Bindung innerhalb der Active Site.

Besonders interessierten wir uns fiir die 4,6-Dioxoheptansiure (10) und deren Ester 24.
4,6-Dioxoheptansiure (10) ist ein anormales Abbauprodukt von Tyrosin und deshalb der
Ausléser von Tyrosindmie [63], basierend auf der Inhibition der PBGS [64]. 10 ist in der
Literatur als guter kompetitiver Inhibitor bekannt [49-51]. Dazu kommen 10 und 24 dem
Zwischenprodukt, welches von Shemin vorgeschlagen wurde, sehr nahe (Abbildung 18).

Es ist von grossem Interesse zu wissen, an welcher Stelle die einzelnen Inhibitoren am
Enzym intervenieren. Mit diesen Kenntnissen kénnte man die Inhibitoren in verschiedene Klassen
einteilen. Deshalb wollten wir uns in einer leizten Phase dieser Arbeit auf die chemische
Modifikation der PBGS konzentrieren. Eine Auswahl von Inhibitoren sollten nach Ausbildung der
Schiffschen Base mit NaBH4 zum Amin reduziert und anschliessend mit Massenspektrometrie
analysiert werden.
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Abbildung 18: Potentielle Zwischenproduktanaloga, in unserer Gruppe synthelisiert.

Falls die Epoxide (22 und 23) sich als irreversible Inhibitoren erweisen sollten, wire es von
Bedeutung zu wissen, ob 22 (bzw. 23) innerhalb oder ausserhalb der Active Site interveniert,
welche Aminosiuren (Cystein, Aspartat oder Glutamat) fiir die Offnung der Epoxide
verantwortlich sind, ob die Ausbildung des neuen Enzym-Substrat-Komplexes innerhalb der
gleichen Untereinheit erfolgt, oder ob eine Quervernetzung iiber zwei Untereinheiten beobachtet
wird. Diese Fragen knnten einerseits mit SDS-Elektrophorese oder/und Massenspektrometrie

beobachtet werden.
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s. MIKROBIOLGISCHE UND BIOCHEMISCHE ARBEITEN

5.1. Stammhaltung und Aufzucht der E. coli CR 261

Simtliche mikrobiologische Arbeiten mit Escherichia coli CR 261 wurden auf einem mit
Ampicilin versehenen LB-(Luria-Bertani)-Medium durchgefiihrt. Die Bakterien enthalten das
Plasmid pUC 19 [65] und somit das E. coli hemB Gen [66].

Wir haben von Ch. Roessner mit Escherichia coli CR 261 getrtinkte Filterpapiere erhalten.
Ausgehend von diesen Filterpapieren wurde die Stammhaltung wie folgt gesichert:

Ein Filterpapier wurde auf Agarmedium (LB + Ampicilin (60 pug/ml)) ausgelegt und bei 37°C
withrend 24 Stunden inkubiert.

Die so entstandenen Bakterienkolonien wurden in regelmissigen Abstlinden von 2-3
Wochen auf ein neues Agarmedium transferiert und inkubiert (15 Stunden, 37 °C).

Parallel wurde eine Kolonie in einer Vorkultur (100 mi LB + 752 pug Ampicilin) wihrend ca.
13 Stunden herangezogen, anschliessend mit 15 % Glycerin versehen, auf mehrere 1.5 ml
Eppendorftuben aufgeteilt und bei -80°C gelagert.

Der gesamte, mit Escherichia coli CR 261 fiir die Aufzucht durchgefiihrte Arbeitsprozess
lisst sich folgendermassen zusammenfassen:

Anwachsen der E. coli, ausgehend von einer Kolonie des Agarmediums, auf einem
Rotationsschiitder (230 rpm, 37°C) in einer Vorkultur (100 ml LB + 752 pug Ampicilin) bis zur
exponentiellen Wachstumsphase.

Ausgehend von 15 ml bzw. 100 ml Vorkultur wird die Hauptkultur bei 37° C in einem 21
(1.71LB + 75 ug Ampicilin) bzw. 101 (91 LB + 450 mg Ampicilin) Fermenter durchgefiihrt.

Die Aufzucht und die Produktion der PBGS wurden in einem 2 1 Fermenter optimiert. Nach
erfolgter Optimierung wurde die Hauptproduktion in einem 10 | Fermenter durchgefiihrt.

Die Aufzucht der Bakterien auf einem Rotationsschiittler wurde mit der im Fermenter
verglichen.

§.1.1. Vorversuche zur Aufzucht in einem 2 | Fermenter

Die Aufzucht der Escherichia coli CR 261erfolgte im Rahmen dieser Arbeit 18 mal. Bei den
ersten 6 Kulturen wurde ein alter Bakterienstamm verwendet. Ab der 7. Kultur stand uns ein neuer
Stamm zur Verfiigung (Tabelle 3).

Die Vorkultur (1 Kolonie E. coli CR 261+100 ml LB + 752 ug Ampicilin) wurde in einem
500 ml Erlenmeyerkolben auf einem Rotationsschiittler (230 rpm, 37°C) durchgefihrt. Bei
erfolgreichem Exprimieren der PBGS dauerte die Aufzucht der Bakterien wihrend der Vorkultur
zwischen 7.5 und 13 Stunden und anschliessend wihrend der Hauptkultur im 2 1 Fermenter (15
ml Vorkultur + 1.7 1 LB + 75 ug Ampicilin) 21 bis 25 Stunden und erfolgte bei 37°C. Die
Bakterienmasse wurde mittels Absorption bei 600 nm quantifiziert. (Wurde dabei ein
Absorptionswert, der grosser als 0.3 war, gemessen, wurde die Probe verdiinnt.) Nach
vollendeter Fermentation bei einer Riihrgeschwindigkeit von 200 rpm wurde eine Absorption
zwischen 2.3 und 2.9 beobachtet. Wie unten abgebildet (Abbildung 19) tritt die Hauptkultur nach
ca. 5 Stunden in die exponentielle Wachstumsphase und erreicht nach weiteren 7 Stunden dic
stationére Phase. i
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Kultur Dauer Kultur- | Rithrge- | Daver Absorption | Zell- | Spezifische
Nr. | Vorkultur | medium | schwindig-| Haupt- final ' |feucht-] Altivitit
[h] i) keit [rpm] | kultur [h] masse
1 19 1.5 22.33 31 23.36 0.04
2 17.25 1.5 23.25 21 354 | 0.083
3 7 1.5 200 22.9 1.6 10.4 0.11
4 17 1.7 200 33.75 12 21.5 0.059
5 14 1.8 400 56 128 40 0.022
6 13 1.8 420 11.75 4.5 29.7 0.041
7 ca. 13 1.8 420 25.33 12 37.1| 18.73
8 16 1.7 410 23.6 4.42 18.4 0.071
9 ca. 14 1.7 410 24 _3.78 20.2 0.083
10 15 1.7 | 410-510 | 24.75 3.51 11.8 0.054
11 8.75 1.7 250 17.1 2 15 2
12 10.3 1.7 200 23.6 2.32 12.5] 22.6
13 10.8 1.7 200 24.6 2.9 13.3 19.7
14 10.25 1.7 200 24 2.75 13.7] 4.28
15 9 1.7 | 400-200° 22 226 .| 205 0.08
16 8 1.7 200 23.5 3.6 16.3 0.02
17 7.5%. 1.7 200 21.4 2.6 13.6 | 22.1
18 | 8.16* 1.7 200 20.2 1.8 12.7| 8.65

Tabelle 3: Ubersicht Uber dic durchgefiihrten Kulturen im 2 | Fermenter, * Inokulation der Vorkultur
genau in der exponenticlien Wachstumsphase.

Bakterlenwachstum
25 T T T T

Absorption (600 nm)

4

Y A —
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Zeit in Stunden

Abbildung 19: Bakterienwachstum withrend dem Verlauf einer Kultur im 2 | Fermenter.
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Gemiss Ch. Roessner findet die Uberproduktion der PBGS in der stationiren Phase statt
[67]. Wir untersuchten ¢inzelne Proben im Verlaufe der Fermentation der Kultur 12 diesbeziiglich
auf den Gehalt an PBGS. Die Proben wurden eingefroren und anschliessend wieder aufgetaut. 3
ml der einzelnen Proben wurden mit 2.7 mg Lysozym wihrend 45 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach anschliessender Zentrifugation wurde der Uberstand auf Aktivitit getestet.
Wesentliche Enzymaktivitit konnte erst nach 7 Stunden nachgewiesen werden (Abbildung 20).

Enzymblidung

2.5 F T T T T [}

b ]

2 } ° 3

E 0 5

s 15 | -
S b o) ]
2 L ]
< 1 .
' 5

0.5 |- 7

0 o L 1 L ]

0 5 10 15 20 25

Zeit in Stunden

Abbildung 20: Enzymbildung gezeigl an der Absorption der aufgeschlossenen Proben mit
Ehrlichreagenz bei 554 nm im Verlaof der 12. Kultur.
(Vorinkubation (30 Minuten): 50 ul der anfgeschlossenen Proben und 1250 pl Puffer;
Inkubation (20 Minuten): + 200 ul ALA einer 29.8 mM Ldsung)

Die Details der einzelnen Kulturen, die im 2 | Fermenter durchgefithrt wurden, sind in
Tabelle 3 aufgezeigt.

Es sollen hier zwei wichtige Punkte aufgefiihrt werden, die es zu beachten gilt:

Es ist essentiell, dass die Hauptkultur ausgehend von einer Vorkultur, welche sich im
Bereich des exponentiellen Wachstums befindet, gestartet wird (Tabelle 3; Kultur 17 und 18).

) Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Riihrgeschwindigkeit des Fermenters. Die
Uberproduktion der PBGS wurde nur bei einer geringen Riihrgeschwindigkeit (200 rpm)
beobachtet.

Mit diesen Kenntnissen wurde die Kultur im 10 1 Fermenter angesetzt.

5.1.2, Vorversuche zur Aufzucht in einem Rotationsschittler

In einem Vergleichsversuch wurden die E. coli parallel in einem Rotationsschiittler und im 2
1 Fermenter kultiviert (Abbildung 21). Aus einer Vorkultur inkubierte man in drei 1 1 Erlenmeyern
insgesamt 1.8 1 LB-Medium auf dem Rotationsschiittler und gleichzeitig wurde eine Kultur im
Fermenter angeimpft. Die Aufzucht dauerte in beiden Fiillen 16-17 Stunden. Nach anschliessender
Darstellung des Lysats koante gezeigt werden, dass die spezifische Aktivitit bei dem Lysat,
welches aus Fermnentation im Rotationsschiittler erhalten wurde, signifikant kleiner ist (Tabelle 4).
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FERMENTER
250 pm

16h

in1.81LB —n - Lysat
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17h

in3x0.6I1LB —> Lysat

Abbildung 21: Parallelversuch.

LYSAT Volumen Protein Spezifische Aktivitiit Units
(ml] [mg/ml] Aktivitit [U/mi] Y]
[U/mg)
Fermenter 33 11 2 22.3 739
Roations- 26 22 0.75 16.2 423
schiittler

Tabelle 4: Darstellung des Lysats aus Fermenter und Rotationsschittler.

5§.1.3. Aufzucht der E. coli CR 261 in einem 10 | Fermenter

Die Aufzucht der E. coli in einem 10 | Fermenter erfolgte im Rahmen dieser Arbeit einmal.
In einem S00 m! Erlenmeyer mit 100 ml LB-Medium und 450 mg Ampicilin wurden die Bakterien
wihrend 8 Stunden auf einem Rotationsschiittler zur exponentiellen Wachstumsphase angezogen
und anschliessend zu 9 1 Ndhrmedium im 10 1 Fermenter gegeben. Die Aufzucht der Bakterien
dauerte bei 37°C 21.5 Stunden. Wihrend der ganzen Kultivierung betrug die Riihrgeschwindigkeit
200 rpm, die externe Luftzufuhr 10 I/min. Nach Zentrifugation der Zellfeuchtmasse wurde die
PBGS angereichert. Ausgehend von 88.2 g Zellfeuchimasse konnte 814 mg Enzym isoliert
werden (siehe Kapitel 5.3.).
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5.2. Isolierung der PBGS aus E. coli CR 261

§.2.1. Vorversuche zur Aufreinigung

Die ersten Versuche zur Aufreinigung der PBGS wurden mit den Kulturen aus dem 2 1
Fermenter durchgefiihrt. Es wurde nach einer modifizierten Vorschrift von E. Jaffe gearbeitet
[68]. Bei diesen Vorversuchen wurde ein Aufreinigungsschema befolgt, welches zwei
Ammoniumsulfatfillungen beinhaltet. Danach wurden drei separate Wege eingeschlagen. Der eine
beinhaltete eine DNA/RNAse Behandlung und eine Filtrationssiule (Size Exclusion), beim
anderen wurden zwei chromatographische Methoden gewdhlt: eine Filtrationssiule (Size
Exclusion) und ein Anionenaustauscher. Beim dritten wurde nach der Ammoniumsulfatfillung
direkt eine apolare Siule angewandt (Abbildung 22).

Zellfeuchtmasse

Lysat
/
Niederschlag verwerfen | <¢----- (25% Ammoniumsulfat )
Uberstand verwerfen I -<-o--e (60% Ammoniumsulfat )
ﬁ)NAse + RNAse Bchandlung) (Sephacryl 300 Sziule) @enylsuperose Sﬁulg
(Sephacryl 300 Stiule) (Mono Q Anionenaustauscher)

Abbildung 22: Angewandtes Aufreinigungsschema bei Vorversuchen.

Die Quantitiit an Protein wurde wihrend den einzelnen Reinigungsschritten mit der Methode
nach Bradford bestimmt [69]. Der Farbstoff Coomassie Blue G250 erfihrt bei der Anlagerung an
ein Protein eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm nach 495 nm. Die zu
untersuchenden Enzymproben wurden so verdiinnt, dass sie eine Konzentration von ca. 1pg/10ul
enthielten.

Neben der Bestimmung der Anreicherung der PBGS wihrend der Aufreinigung mittels der
spezifischen Aktivitdt wurden die einzelnen Reinigungsschritte mit einer SDS-PAGE 12%
Elektrophorese verfolgt [70,71].
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3.2.1.1.  Darstellung des Lysats

Die Zellwand der Bakterien kann enzymatisch mit Lysozym, mit Ultraschallbehandlung oder
auch durch mehrmaliges Auftauen und Einfrieren aufgebrochen werden [70].

Die Zellfenchtmasse der Kultur 12 wurde in drei Portionen aufgeteilt und in 10 ml eines 0.2
M Tris Puffers pH=7.7 (30 puM ZnCl2, 10mM MgCl2, 10mM B8-Mercaptoethanol) aufgenommen.
Zur anschliessenden Aufschliessung der Zellfeuchtmasse wurden mehrere Methoden ausprobiert,
wobei alle eine Inkubation mit 4.8 mg Lysozym bei Raumtemperatur auf dem Rotationsschiittler
(200 rpm) wiihrend 30 Minnten beinhalteten. Bevor die Aktivitit der PBGS bestimmt wurde,
erfolgte wihrend 20 Minuten eine Zentrifugation bei 4°C und 48'000 x g . Der entstandene
Niederschlag wurde verworfen.

Tabelle 5 zeigt, dass eine blosse Lysozymbehandlung bei E. coli CR 261 ungeniigend ist
(Variante A). Hingegen erreicht man héchste Aktivitdt bei einer Lysozymbehandlung mit
anschliessendem einmaligem Einfrieren und Auftauen (Variante B). Wird die im Puffer
aufgenommene Zellfeuchtmasse vor und nach der Enzymbehandlung eingefroren und aufgetaut,
hat dies eine leichte Zvnahme der spezifischen Aktivitit zur Folge (Variante C).

Zellfeucht- | Volumen | Protein Spezifische Akuvitit Units
masse [g] [mi] [mg/ml] | Akdvitit [U/mg] [U/mi} ]
Variante A 4.9 10 5.4 30 162 1620
Variante B 4.4 9 18 18.1 326 2934
Variante C 3.2 10 10.5 22.6 237 2370

Tabelle 5:  Ubersicht der verschiedenen Darstellung des Lysats:
’ Variante A: Lysozymbehandlung,
Variante B: Lysozymbehandlung, einfrieren und auftauen.
Variante C: einfrieren, auftauen, Lysozymbehandlung und erneutes Einfrieren und Auftauen.

5212, A umsulfarfil

Die Zellfeuchtmasse (13.3 g) der Kultur 13 wurde wie oben nach Variante B aufgeschlossen
und anschliessend in 4 Portionen aufgeteilt. Es wurden mit dem Lysat der Kulturen 13 und 12
(Variante B) verschiedene Ammoniumsulfatfillungen untersucht. Dabei wurde festes
Ammoniumsulfat portionenweise bei 4°C den einzelnen Fraktionen bis zur gewiinschten
Konzentration zugegeben, anschliessend wurde bei 4°C und bei 48'000 x g wihrend 20 Minuten
zentrifugiert. Der resultierende Niederschlag wurde in moglichst wenig Puffer geldst. Die
Resultate der Akdvitiitsbestimmung sind in Tabelle 6 dargestellt.
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Volumen Protein Spezfische Aktivitit Units
[mi) [mg/ml] Aktivitit (U/mi) [U]
[U/mg]
Kultur 12
Lysat 9 18 18.1 326 2934
35% NS 2 4.92 50.7 249 500
35% US 8 17.4 23.4 407 3257
Kultur 13
Lysat 7 22.8 19.6 446 3122
30% NS 7 0.4468 9.8 4.58 32
30% US 7 19.4 16.5 321 2247
50% NS 1 42.4 17.6 748 748
50% US 5 8.49 118 100.3 502
Lysat 4.5 23.96 17.1 410 1849
30% NS 5 0.86 11 9.5 47.6
30% US 4 15.2 17.399 264 1057
55% NS 1 . 8.6 10.1 87.7 87.7
55% US 5.5 10.2 21.4 218.6 1202
Lysat 5 22.7 16.1 365 1825
25% NS 5 0.4296 12.404 5.328 26.6
25% US 5.5 15.8 18.01 284 1565
60% NS 1 23.4 21.7 509 509
60% US 6 4.366 5.5 24.3 146
Lysat 5 24.185 13.7 332 1661
25% NS 5 0.366 5.49 2.010 10
25% US 6 14.27 15.09 215 1292
60% NS 1 10.36 28.88 299 299
60% Us 7 | 4089 5.244 21.445 150

Tabelle 6: Ammoniumsulfatschnitte (NS: Niederschlag; US: Uberstand).

Es wird ersichtlich, dass Fillungen mit 25 bis 60% Ammoniumsulfat die besten Resultate
lieferten. :

no-Q-Anionen

Die im Puffer geldsten Niederschlige nach der 60% Ammoniumsulfatfillung (Kultur 13)
wurden auf eine Sephacryl 300 Siule (80 x 1.5 cm) gebracht und mit 0.2 M KPO4 pH=7.3 (10
uM ZnCi12, 10 uM MgSQO4, 10 mM Mercaptoethanol ) bei einer Fliessgeschwindigkeit von 8.4 ml
pro Stunde eluiert, Die zwischen 11.5 und 14 Stunden eluierten Fraktionen enthielten das Produkt.
Nach Aufkonzentration der Fraktionen iiber ein Ultrafiltrationsmembransystem wurde zur weiteren
Aufreinigung ein Anionenaustauscher gepriift. Nach Dialyse (Zentrifugation iiber Centricon 30)
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mit 20 mM Tris-Puffer pH=8.3 (1 mM MgCl3, 10 uM ZnCl) wurde ein Sample auf einen FPLC-
Mono-Q-Anionenaustauscher (0 5 x 5 cm; Pharmacia) geladen. Zur Eluierung wurde ein Gradient
mit dem gleichen Puffer, welchem 1M NaCl zugesetzt wurden, gefahren. Die spezifische Aktivitit
blieb vor und nach der Anwendung des Ionenaustauschers invariant (Tabelle 7).

Volumen Protein Spezifische Aktivitit Units
(mi] {mg/ml} Aktivitit {U/mi] L8]]
[U/mg]

Vor S-300 2 16.9 25.25 427 854
Nach S-300 3.9 6.29 19.65 123 479
Nach Mono-Q 0.223 20.21 4.5
Tabelle 7.
3.2.1.4. RNA und DNAse- Behandlung und Sephacryl 300 Séule

Es wurde gezeigt, dass die Behandlung von 3 ml partiell aufgereinigtern PBGS (nach 25%
und 60% Ammoniumsulfatfillung) withrend 2 Stunden bei 37°C mit je 300 pg DNAse und 300 ptg
RNAse praktisch keinen Einfluss auf die spezifische Aktivitit hat (Tabelle 8). Danach wurde eine
Sephacry! 300 S#ule angewendet, wobei durch diesen zusitzlichen Aufreihigungsschritt die
spezifische Akdvitét nur leicht anstieg. In der SDS-12% Elektrophorese konnten neben der Bande,
welcher der PBGS entspricht, noch weitere Banden beobachtet werden.

Volumen Protein [ Spezifische | Akuvitit Units
{mi] fmg/ml] | Aktivicit [U/mi] vl
(U/mg]

Vor DNA/RNAse 3 31.1 13.9 432 1298
Behandlung
Nach DNA/RNAse 3 32.8 15.3 502 1506
Behandlung
Nach Sephacryl 300 3 15.0 17.9 269 808
Tabelle 8.

] Hul

Mit der Anwendung einer apolaren Siule erhoffte man sich die gleiche Wirkung wie bei
einer DNAse/RNAse Behandlung, nimlich das Abtrennen der polaren Nucleotide. Partiell
aufgereinigtes PBGS (nach 25% resp. 60% Ammoniumsulfatfillung) wurde auf eine apolare
Phenylsuperose FPLC-Sdule (0.5 x 5 cm; Pharmacia) gebracht und mit einem negativen
Gradienten eluiert. Die PBGS wurde dabei erst spit eluiert, was fiir ein sehr apolares Enzym
spricht. Das S#ulendiagramm der Eluation (Abbildung 23) zeigt im wesentlichen zwei Banden,
wobei sich die PBGS im ersten Peak der zweiten Bande befindet.
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Abbildung 23: SHulendiagramm der Trennung auf der Phenylsuperose-Stiule. Es wurde dabei mit
¢inem Gradicaten gearbeitet 100% A, 0-100% B, 100% B. Die Gradientenfiihrung ist
cingezeichnet,

A: 50mM KPO4, 1mM MgCl2, 10 uM ZnCl3 (pH=7.0), 1M (NH4)2804
B: SOmM KPO4, 1mM MgClp, 10 uM ZnCly (pH=1.0).

Die Aufreinigung zeigte im UV Spektrum den Verlust der Nucleotide durch das
Verschwinden der Bande bei 260 nm (Abbildung 24). In der SDS-Elektrophorese konnte
gleichzeitig eine deutliche Enzymanreinigung (Abbildung 25) gezeigt werden.
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Abbildung 24: UV-Spektrum des 60% Ammoniumsulfatfillung vor (A) und nach (B) der
Pheaylsuperose-Siule.
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Abbildung 25: SDS-Elektrophorese vor und nach FPLC Phenylsuperose-Saule. Von links nach rechts; 25%
Ammoniumsulfat Uberstand, nach Saule; 60% Ammoniumsulfat Niederschlag, nach Stule;
Standard-Proteine. - )

Die Anwendung. einer apolaren Siule erlaubt es uns, die 60% (NH4)2504-Fillung zu

'umgehen (siche Abbildung 26), und die Nucleinsturen und verschiedene Proteine von der PBGS
zu entfernen

5.3. Optimierte Isolieiung der PBGS aus E. coli CR 261
Anhand der Resultate und Erfahrungen, die wir im vorhergehenden Kapitel besprochen
haben, entschlossen wir uns, dic PBGS wie folgt aufzureinigen: Nach Aufschluss der

Zellfeuchtmasse folgte ¢ine 25% Ammoniumsulfatfillung, eine apolare Siule und eine Size
Exclusion S4ule (Abbildung 26).

Zellfeuchtmasse

(25% Ammoniumsulfat ) mememm——- - I Niederschlag verwerfen l

( Phenylsepharose-Stule )

(Sephacryl 300 S%iule)
Abbildung 26.

Zur Isolierung der PBGS aus einem 91 Ansatz im 10 | Fermenter wurde die Zellfeuchtmasse
(88.2 g) in 4 Portionen (15.4 g,22.9 g, 21.9 g, 29.2 g) aufgeteilt und nacheinander aufgereinigt.
Bis zur jeweiligen Aufreinigung wurden die einzelnen Portionen der Zellfeuchtmasse bei -20 °C
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gelagert. In Tabelle 9 findet man eine Zusammenfassung der vier Aufreinigungen,; stellvertretend
wird hier die 4. Aufreinigung beschrieben. Die Zellfeuchtmasse (29.2 g) wurde in 50 ml 0.1M
KPO4-Puffer (pH=7.28, 10.uM ZnCl3, 1 mM MgCl3, 10 mM Mercaptoethanol) aufgenommen.
Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur mit 60 mg Lysozym wurden die Zellen mittels
Einfrieren und emeutem Auftauen aufgeschlossen.

Das Lysat wurde mit einer Cocktailproteaseninhibitorentablette versetzt. Die Tablette enthilt
unter anderem eine unbekannte Menge EDTA, welches auch die PBGS aus Escherichia coli
(Metalloenzym) inhibieren wiirde, deshalb wurde die Tablette - bevor dic Zugabe zum Lysat
erfolgte - in 5 ml eines Tris-Puffer (1 M Tris, 100 mM MgCl2, 100 uM ZnCI2, 100 mM
Mercaptoethanol (pH=7.4) ) gelost, so dass EDTA als Mg(ll) Komplex vorlag. Erst danach wurde
das Lysat zugegeben.

Der niichste Schritt war die 25% Ammoniumsulfatfillung. 7.9 g festes Ammoniumsulfat
wurde portionenweise bei 4°C zu der obigen Lsung (59 ml) gegeben. Nach Zentrifugation wurde
der dabei resultierende Uberstand auf eine apolare Siule (Phenylsepharose) geladen. Auf einer
apolaren S#ule werden DNA und RNA nicht gehalten. Abbildung 27 zeigt das Chromatogramm
bei 280 nm. Die ersten Banden (bis Fraktion 20) diirften den Nucleinsiuren entsprechen, welche
#usserst schlecht oder gar nicht von ciner apolaren Sdule gebunden werden. Die PBGS, welche
sich als ein sehr hydrophobes Protein erwies, wurde erst spiit eluiert. Man benutzte fiir die ersten
48 Fraktionen ¢inen Posphatpuffer (50 mM K;PO4 pH=7.1, 1mM MgCl2, 10 uM ZnCl2, 10 mM
Mercaptoethanol, 0.5 M (NH4)2504), und das Enzym wurde mit dem gleichen Puffer ohne
Ammoniumsulfatzusatz eluiert. Die PBGS ist (iber 25 Fraktionen (67-92) verteilt. (Abbildung 27
und 28). Nach Aufkonzentrierung der Fraktionen iiber ¢in Ultrafiltrationsmembransystem bis zu
einem Volumen von 8.2 ml wurde zur weiteren Aufreinigung eine Size Exclusion Siule
angewendet.

Abbildung 27: Chromatogramm der Phenylsepharose (4. Aufreinigung).
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Abbildung 28: Absorption der Inkubationslssung einzelner Fraktionen der Phenylsepharose mit
Ehrlichreagenz bei 554 nm gezeigt anhand der 4. Aufreinigung.
(Varinkubation (30 Minuten): 10 ul der Fraktion und 1290 ul Puffer;
Inkubation (20 Minuten): + 200 1l ALA einer 29.8 mM Losung )

Abbildung 29: Stulendiagramm der Sephacryl 300 der 2. Aufreinigung. Als Eluiermittel wurde 0.1 M NaPO4
(pH=7.3), ImM MgCly-6H20, 10 uM ZnCl7, 10 mM Mercaptoethanol benutzt, -

Nach Auftragen auf die Sephacryl 300 Si#ule (2.6 x 65 cm) wurde mit 0.1 M NaPO4
pH=7.3 ImM MgCl2, 10 uM ZnCl2, 10 mM B-Mercaptoethanol bei einer Fliessgeschwindigkeit
von 29 ml pro Stunde eluiert. Die aktivsten Fraktionen an PBGS kommen in einem schmalen
Bereich, der itber 5 Fraktionen verteilt ist, zwischen 6.8 und 8.2 Stunden Eluierzeit. Dies ist aus
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dem Siulendiagramm (Abbildung 29), welches eine einzige Bande zeigt, ersichtlich und wird
durch die Aktvitiitsmessung (Abbildung 30) der einzelnen Fraktionen untermauert.

3.6 T T T T

2.675 |

1.7 |

Absorption

0.825

i

0 10 20 30 40 S0
Fraktionen

-0.1

Abbildung 30: Absorption der Inkubationsldsung einzelner Fraktionen der Sephacryl 300 mii Ehrlichreagenz bei
554 nm gezeigt anhand der 4. Aufreinigung. (Vorinkubation (30 Minuten): 10 pl der Fraktion
und 1290 pl Puffer; Inkubation (20 Minuten): + 200ul ALA einer 29.8 mM Lisung )

Die Anreicherung an PBGS wurde mittels Elekrophorese verfolgt. In Abbildung 31 ist die
Elektrophorese der 4. Aufreinigung abgebildet.
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Abbildung 31: Elektrophorese der 4. Aufreinigung (SDS-PAGE 12%, 0.7Smm, Minigel, System Lammli);von
rechts nach )inlrs: Lysat;, 25% Ammoniumsulfatiiberstand; nach Phenylsepharose-Stule; nach
Sephacry? 300-S#ule; Standard-Proteine.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden. 4 solche Reinigungsprozeduren durchgefiihrt, deren
Resultate in Tabelle 9 zusammengefasst sind.
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1. Aufreinigung Volumen Protein | Spezifische Aktivitit Units

Zellfeuchtmasse: 154 g [mi] [mg/mi) Aktivitiit [U/mI) U]
[U/mg]

Lysat ' 27 32.48 24 779 21044

25% Uberstand 28.5 24.52 20 490 13962

Nach Phenyl- 5.8 25.17 31 780 4528

Sepharose-Stule

Nach S-300 Siule 7.5 17.72 35 617 4632

2, Aufreinigung Volumen Protein [ Spezifische | Aktivitit Units

Zellfeuchtmasse: 22.9 g {ml] [mg/mI) Aktivitit [U/ml]} L))
Wimg |

Lysat 37 29.3 21 620 22945

25% Uberstand 42 24.7 19 460 19345

Nach Phenyl- 8.5 40.12 225 904 7688

Sepharose-Siule

Nach S-300 S#ule 7.3 30.74 24.6 757 5529

3. Aufrein}gung‘ Volumen Protein | Spezifische Aktivitit Units

Zellfeuchtmasse: 219 g [ml] [mg/ml) Aktivitit [U/ml] [U]
[U/mg]

Lysat 36.5 29.27 16.78 491 17930

25% Uberstand 41.5 21.66 20.81 450 18708

Nach Phenyl- 7 40.68 22.4 913 6391

Sepharose-SHule

Nach S-300 Stule 7 26.45 34 903 6325

4. Aufreinigung Volumen Protein | Spezifische | Akivitit Units

Zellfeuchtmasse: 29.2 g [ml] [mg/mi) Akuivitit [U/ml)] [L0)]
[U/mg]

Lysat 52 25.6 19.4 497 25870

25% Uberstand 59 21.28 18.3 390 23015

Nach Phenyl- 8.2 29.78 253 752 6166

Sepharose-Stule

Nach S-300 Siule 9 30.82 32.3 995 8959

Tabelle 9: Aufreinigungsresultate der vier Aufreinigungen.
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5.4. Stabilitit von angereichertem PBGS

Auf Stufe des Lysats (Kultur 7) und Lagerung bei -20°C verliert die PBGS innert 5 Wochen
simtliche Aktivitdt. Die spezifische Aktivitit betrug zu Beginn der Lagerung 15 U/mg und nach §
Wochen 0.048 U/mg.

Lisst man eine Enzymprobe, welche partiell aufgereinigt wurde (Kultur 13; 25-60 %
Ammoniumsulfatfillung und Sephacryl 300 S4ule), bei Licht und Raumtemperatur stehen, so
verliert das Enzym die Aktivitit mit einer Halbwertszeit von ca. einer Woche (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Verlusi der Spezifischen Aklivit4t im Verlaufe von 3 Wochen bei Raumtemperatur.

Ein signifikanter Verlust wurde auch bei angereichertem Enzym nach der Sephacryl $-300
S#ule (Kultur 13) bei viermaligem Auftauen auf 4°C und Einfrieren auf -20°C festgestellt. Vor dem
ersten Einfrieren betrug die spezifische Aktivitit 24.4 U/mg. Nach dreimaligen Auftauen innent
acht Tagen konnte eine spezifiSche Aktivitit von 21.6 U/mg gemessen werden. Nach dem vierten
Auftauen nach weiteren 12 Tagen betrug die spezifische Aktivitit nur noch 5.9 U/mg.

Das in Kapitel 5.3. beschriebene aufgereinigte PBGS wurde nach der Sephacryl 300 Siule
auf 9 ml aufkonzentriert. Das Enzym wurde in 256 Portionen & 35 yl aufgeteilt und in Gegenwart
von 30 pl Glycerin bei -80°C gelagert (4. Aufreinigung). Nach dber 20 Monaten konnte kein
signifikanter Verlust der spezifischen Aktivitiit beobachtet werden (Tabelle 10).

Dauer der Lagerung Spezifische Aktvitit
v [U/mg]
1 Monat ' 246
3 Monaten ' ' 22.7
6 Monaten 25.7
12 Monaten ' 24.4
18 Monaten 24.2 .
20 Monaten 1 22.7

Tabelle 10.
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6. ENZYMKINETIK UND INHIBITIONSSTUDIEN GEZEIGT AM
BEISPIEL DER ALDOLASE DER KLASSE 1 .

6.1. Die Grundlagen der Enzymkinetik

6.1.1, Die Kinetik des Einsubstratenzyms

Michaelis und Menten haben im Jahre 1913 ein kinetisches Modell aufgestellt, das die
" Reaktionsgeschwindigkeit einer enzymkatalysierten Umwandlung eines einzelnen Produkts
beschreibt. Aus dem freien Enzym und dem Substrat bildet sich der Enzym-Substrat-Komplex
(Schema 1). Es handelt sich dabei um einen schnellen und reversiblen Schritt, ohne dass
chemische Bindungen zwischen Substrat und Enzym ausgebildet werden. Der so ausgebildete
Enzym-Substrat- oder Michaelis-Komplex wird ausschliesslich durch physikalische
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken zusammengehalten.

~ In einem zweiten Schritt, der eigemliéhen Katalyse, der wesentlich langsamér als der erste
sein muss, wird das Produkt gebildet und gleichzeitig das Enzym regeneriert.

k1 ko
E + S _— ES —_— E + <]
K
_ ka[ELIS]  Vmax [S) Ky <[ELX 8] _ K
Km +[S] Km + [S] [ES] Ky

Schema 1.

Urspriinglich ist die Michaelis-Menten Gleichung unter der Annahme hergeleitet worden,
dass k2 viel kleiner als k-1 ist. Km wird die Michaelis-Menten-Konstante genannt und kann als
Dissoziationskonstante des Michaeliskomplexes zu freiem Enzym -und Substrat interpretiert
werden.

Experimentell konnte gezeigt werden, dass die Geschwindigkeit der meisten
Enzymreaktionen direkt proportional zur vorhandenen Enzymmenge [E}to¢ ist, d.h. der
geschwindigkeitslimitierende Faktor ist Vmax. Vmax kann erreicht werden, wenn die gesamte
Enzymmenge als Michaelis-Komplex vorliegt.

Bei den meisten Enzymen beobachtet man eine Sittigungskinetik, in der bei kleiner
Subtratkonzentration ein quasilinearer Zusammenhang vorliegt (Reaktion erster Ordnung). Mit
zunehmender Substratkonzentration wird die Reaktion gemischter Ordnung. Bei geniigend hoher
Substratkonzentration entspricht die Anfangsgeschwindigkeit Vmax (Reaktion nullter Ordnung)
(Abbildung 33).
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Abbildung 33: S#ttigungskurve eines Enzyms.

6.2. Verschiedene Inhibitionstypen

Inhibitoren sind Molekiile, die mit einem Enzym so wechselwirken, dass die
Reaktionsgeschwindigkeit einer enzymatischen Reaktion erniedrigt wird. Die Erniedrigung der
Reaktionsgeschwindigkeit kann aus verschiedenen Griinden zustande kommen (Blockierung der
Active Site, allosterische Wechselwirkung...). Um aufzuzeigen, welche Schlussfolgerungen aus
den unterschiedlichen Hemmstudien gezogen werden kénnen, haben wir uns entschlossen, die
Inhibitionsstudien der Aldolasen der Klasse I zu besprechen. Dieses Enzym wurde gewdhlt, weil
bei dieser Klasse der Aldolasen ebenso wie bei den Porphobilinogen Synthasen eine Schiffsche
Base zwischen einem Lysin in der Active Site und der Ketogruppe des Substrates ausgebildet
wird. Shemin und andere Autoren postulierten [18,58], dass die Mechanismen fiir die Aldolase
und die Porphobilinogen Synthase iiber vergleichbare Zwischenprodukte ablaufen knnten. Die
Aldolase katalysiert die Reakiion zwischen Dihydroxyacetonphosphat (DHAP (17)) und
Glycerinaldehyde-3-phosphat (GAP (18)) zu Fructose-1,6-diphosphat (FDP (19)) (Abbildung
34). Obwohl die Funktion der Aldolase im Metabolismus eine Aldolspaltung ist (Glykolyse) [72],
katalysieren die Aldolasen aber auch die Aldolreaktionen. Wir besprechen hier den Mechanismus
der katalysierten Reaktion in der Richtung der Synthese von Fructose-1,6-diphosphat (FDP (19)).
Der erste Schritt dazu ist die Ausbildung einer Schiffschen Base zwischen dem Lysin 229 und der
Carbonylgruppe von DHAP (17). Danach wird regio- und stereoselektiv das Enamin ausgebildet,
erst danach kann das zweite Substrat (GAP (18)) an die Active Site gebunden werden. In der
Active Site folgt dann die Aldolreaktion, welche zum als Schiffsche Base gebundenen
Produktmolekiil filhrt.

Dieser Mechanismus beruht auf folgenden experimentellen Resultaten [73]:
1) Die Schiffsche Base konnte mit NaBH4 abgefangen werden.
2) Die Aldolase wird in Anwesenheit von Cyanid irreversibel inhibiert. (wahrscheinlich unter
Ausbildung eines Aminonitrils)
3) Schneller Austausch von 1607180 fir die Carbonylgruppe von FDP konnte beobachtet werden.
4)13c NMR Experimente mit Analoga von DHAP wiesen auf die Bildung eines Carbinolamins
hin.
5) Die Bildung des Enamins durch Deuteriumisotopenaustausch an Position 3 von DHAP konme
nachgewiesen werden.
6) Schliesslich konnte das Enamin mit Hilfe eines Oxidationsmittels zu
Hydroxybrenztraubensiurealdehydphosphat oxidiert werden.
7) Es gibt kinetische Hinweise fiir eine sequentielle Bindung von DHAP und GAP.
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Abbildung 34: Postulierter Mechanismus der Aldolase der Klasse I.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Porphobilinogen Synthase als auch die Aldolase
ciner Kinetik nach Michaelis-Menten gehorchen [10,74]. Bei der Porphobilinogen Synthase diirfte
" die Aldolreaktion der geschwindigkeitsbestimmende Schritt sein [10].

Bei der Aldolase wurden verschiedene Schritte als geschwindigkeitsbestimmend postuliert.
Betrachtet man die Enzymreaktion in Richtung Zerfall der FDP (19) ist die Retroaldolreaktion der
langsame Schritt und folglich geschwindigkeitsbestimmend. Beim Aufbau der FDP (19) gilt die
Freigabe des FDP vom Enzym als langsamer Schritt (Schema 2) [73]. Im folgenden wird die
Enzymreaktion, die den Zerfall von FDP beschreibt, betrachtet. Die Michaelis-Menten Konstante
beschreibt die Dissoziation des Michaelis-Komplexes FDP-Enz,

DHAP + Enz === DHAP-Enz <=== A(Enz) <= B(Enz) + GAP

17 . N 18
KmFDP :
FDP + Enz ==> FDP:Enz ===== C(Enz) =e®= B(Enz)-GAP
19 -+ _—_‘"
langsam langsam

Schema 2.

6.2.1. Kompetitive Inhibition
Bei der klassischen Vorstellung der kompetitiven Inhibition eines Ein-Substrat Enzyms

konkurrieren das natiirliche Substrat mit dem Inhibitor um die gleiche freie Bindungsstelle im
Enzym (Schema 3).

E + S b — » ES —p £ + P

+1

Schema 3.
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Betrachtet man die Zerfallsreaktion von FDP (19) zu GAP (18) und zu DHAP (17), so lisst
sich das obige Modell nicht strikt anwenden. Es ist nicht klar ersichtlich, zu welchem Zeitpunkt
der Enzymreaktion ein kompetitiver Inhibitor interveniert. Im Falle der Aldolase sind zumindest
aufgrund struktureller Uberlegungen zwei verschiedene Gruppen von kompetitiven Inhibitoren
denkbar: Eine erste Gruppe, die direkt mit dem FDP um die freie Bindungstelle im Enzym
konkurriert und eine zweite Gruppe, welche strukturelle Ahnlichkeiten mit GAP aufweist und
deshalb zu einem spiiteren Zeitpunkt die enzymatische Reaktion hemmt (Schema 4).

B(Enz)e|

.l

DHAP + Enz =/ DHAP:Enz === A(Enz) ==— B(Enz) + GAP

KmFopP ”
FOP + Enz === FDP«Enz === C(Enz) === B(Enz)‘GAP

ﬂu

Enzel

Schema 4.

In Tabelle 11 sind cine Auswahl von Inhibitoren gezeigt, die strukturelle Ahnlichkeiten mit
FDP aufweisen und deshalb an der gleichen Stelle wie das FDP intervenieren diirften.

Fiir die Erkennung sind die beiden Phosphatgruppen wesentlich, wie auch die Anzahl der
dazwischen liegenden Methylengruppen. Liegen zwischen den beiden Phosphatgruppen in
Analogie zu FDP sechs Kohlenstoffe (wie im Fall von Hexan-1,6-diphosphat (25)), so ist die
Erkennung des Inhibitors durch das Enzyms am besten gew#hrleistet. Eine Erhdhung und eine
Verkleinerung der Zahi der Methylengruppen fiihrt zu signifikant schlechteren Inhibitoren. So
wird Propan-1,3-diphosphat (26) sechsmal schlechter erkannt als Hexan-1,6-diphosphat (25)
(Tabelle 11).

Ersetzt man bei FDP (19) jeweils die Phosphatgruppen durch eine Hydroxygruppe, so
behilt der Inhibitor 27 (resp. 28) zwar strukturell starke Ahnlichkeiten mit dem natiirlichen
Substrat, dennoch resultieren dadurch nur méssige Inhibitoren. Aus diesen Resultaten lisst sich
schliessen, dass fiir diec Erkennung des Michaelis-Komplexes (FDP-Enzym) vor allem die beiden
Phosphatgruppen verantwortlich sind. Die Carbonylgruppe und die Hydroxygruppen des FDP,
Fructose-6-Phosphat und Fructose-1-Phosphat spielen keine entscheidende Rolle fiir die
Erkennung durch die Aldolase [73].

In die zweite Gruppe der kompetitiven Inhibitoren der Aldolase gehdren die Molekiile, die
strukturell Ahnlichkeiten mit GAP (18) aufweisen, und wie oben vorgeschlagen, um die
Bindungsstelle mit GAP konkurrieren. 2-Hydroxy-3-Oxobutanphosphonséure (29), 3-Hydroxy-
4-Oxopentanphosphonsiure (30) als auch 4-Phosphatbutanal (31) sind gute Inhibitoren, daraus
kann geschlossen werden, dass die L#inge des Kohlenstoffgeriists zwischen der Carbonylfunktion
und der Phosphonsiure resp. Phosphatgruppe fiir die Stirke der Hemmung nicht den einzigen
Ausschlag gibt. Ersetz1 man hingegen die Carbonylfunktion durch ein Amid (32) oder fiihrt man
in 8-Stellung zur Carbonylgruppe ein Chlor (33) ein, hat dies ¢inen starken Verlust der Hemmung
zur Folge (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Auswahl kompe-lili\./er Inhibitoren der Aldolase der Klasse I.
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6.2.2. Irreversible Inhibition '
Bei irreversiblen Inhibitoren handelt es sich um Molekiile, die fihig sind, mit dem Ehzym

kovalente Bindung einzugehen. Irreversible Inhibitoren werden auch Suizid Inhibitoren genannt
und miissen in der Regel folgenden drei Anforderungen geniigen [75]:

- Der Inhibitor muss in Abwesenheit des Enzyms unreaktiv sein
- Der Inhibitor muss von seinem Zielenzym erkannt werden.

- Der Zerfall des Michaeliskomplexes zwischen Enzym und Inhibitor muss langsamer sein, als die
Ausbildung der irreversiblen kovalenten Bindung.

In Schema 5 ist gezeigt, dass ein solcher Inhibitor zuerst reversibel an das Enzym gebunden
wird, bevor sich eine irreversible kovalente Bindung ausbildet.

DHAP + Enz === DHAP«Enz —/—= A(Enz) === B(Enz) + GAP

—~—p—

KmFoP ”
FDP + Enz ===~ FDP-Enz =—> C(Enz) === B(Enz):GAP

N

Bei der Aldolase wurde eine Reihe solcher Iﬁhibitoren (Abbildung 35) gefunden, welche die
oben genannten drei Bedingungen erfiillen [76-78]. Wir gehen davon aus, dass die jeweiligen
Inhibitoren aufgrund ihrer Grisse mit FDP um den freien Platz konkurrieren.

Qs“f“‘f‘" o g

Enzel == Enz!!' —» Enz|’

Schema 5.

T
% i
Abbildung 35.

Zuerst bildet das Enzym mit dem Inhibitor 34 eine Schiffsche Base aus. Enzymatische
Protonenabstraktion fiihrt zu einem Enamin, welches unter Abgang von Benzosulfinsiure zu
einem o,P - ungesittigten Imin umgewandelt wird. Anschliessender nukleophiler Angriff des
Cysteins 338 fiihrt zu einer neuen kovalenten Bmdung unter Ausbildung eines stabilen Enamins
(35) (Abbildung 36) [78]. :
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Enz +/H
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Abbildung 36.

6.2.3. "Tightly Bound"("Slow reversible") Inhibitoren

Im Gegensatz zu der irreversiblen Inhibition wird bei der "slow reversible” Inhibition ein
EI*-Komplex gebildet, welcher reversibel zum freien Enzym umgewandelt werden kann (Schema
6) [79].

DHAP + Enz === DHAP:Enz === A(Enz) === B(Enz) + GAP

I

FDP + Enz ==>= FDP«Enz === C(Enz) === B(Enz)-GAP

AN

Im Rahmen der Aldolase hat man diesbeziiglich Diketone und a-Hydroxyketone als
derartige Inhibitoren identifiziert (Abbildung 37) [78,80].

Enzel === Enz:l == Enz'l'

Schema 6.
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Die Vorstellung der Inhibition fiir das Diketon 36 ist, dass nach erfolgter Ausbildung ciner
Schiffschen Base eine Protonenabstraktion in a-Stetlung erfolgt und schliesslich ein stabiles
Enamin mit dem Enzym vorliegt (Abbildung 38).

ML & _Enz
0- Enz-NHj2 | -
M/O ~ P"‘O. —— O« P"OO‘
36 3 H 5
Enz-B°
H.._ Enz Enz-A-+ +_ Enz

\
M/O\ ’Oc')' _—n i/k/o\ ’Oé'

Abbildung 38: Mechanismus der Inaktivierung cines "slow reversible” Inhibitor.

6.2.4. Unkompetitive und gemischte Inhibition
Bei der Aldolase der Klasse I sind keine Inhibitoren bekannt, die eine unkompetitive oder
¢ine gemischte Inhibition aufzeigen.

Nach Lehrbuch bindet der klassische unkompetitive Inhibitor reversibel zum Enzym-
Substrat Komplex (ES) und desaktiviert das Enzym in Form eines ESI-Komplexes (Schema 7).

E + S e ES -— F + P

ES!

Schema 7: Unkompetitive Inhibition
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Bei einer gemischten Inhibition wird davon ausgegangen, dass der Inhibitor fihig ist sowohl
an das freie Enzym wie auch an den Enzym-Substrat-Komplex zu binden (Schema 8) (72,75,81-
83]. f

E + S _— ES — » E + P
El ESI

Schema 8: Gemischte Inhibition

6.2.5. Graphische Auswertung der kinetischen Daten (81,82]

Mit Hilfe der graphischen Auswertungen k&nnen die verschiedenen Hemmtypen von
Inhibitoren unterschieden und Vmax, Km und Kj berechnet werden. Durch die Linienfiihrung der
beim Lineweaver-Burk, Hanes und Eadie-Hofstee Plot resultierenden Geraden kénnen die
einzelnen Hemmtypen identifiziert werden. Im weiteren stehen zur Berechnung von Vmax, Km
und Kj eine statistische Auswertung und die Auswertung mittels einer Hyperbel, welche durch
Auftragen von Substratkonzentration gegen Geschwindigkeit resultiert, zur Verfiigung. Wir
werden im Kapitel 7.5 im Detail auf die einzelnen Auswertungen eingehen.

Die mechanistischen Studien und die Inhibitionsstudien, welche an der Aldolase der
Klasse I durchgefiihrt wurden, liefern ein derailliertes Bild iiber die Transformationen und die
Active Site. Dank diesen Studien war es méglich, in der Rontgenstrukturanalyse den an den
Transformationen beteiligten Aminosduren eine Funktion zu zuordnen.

Allein aus der Rontgenstrukiur eines Enzyms kdnnen weder die an der Reaktion
beteiligten Substrate noch die Funktion des Enzyms abgeleitet werden. Die mechanistischen
Studien und die Inhibitionsstudien sind essentiell, um die maximal méglichen Informationen
aus einer Rénigenstrukiur zu gewinnen.

Die Aufklirung des Mechanismus eines gegebenen Enzyms erfordert immer das
Zusammenfiigen der Strukturdaten aus der Ronigenstrukturanalyse mit der mechanistischen
Information aus Kinetik- und Inhibitionsstudien.
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7. INHIBITIONSSTUDIEN DER PORPHOBILINOGEN SYNTHASE

7.1. Die Enzymkinetik der Porphobilinogen Synthase

Die Porphobilinogen Synthase katalysiert die Reaktion zwischen zwei identischen
Substraten, d.h. es handelt sich um ein Enzym, welches eine Zwei-Substrat-Reaktion ausfiihrt.
Die Michaelis-Menten Gleichung beschreibt die Reaktionsgeschwindigkeit fur eine Ein-Substrat-
Reaktion. Man wiirde deshalb bei der Porphobilinogen Synthase eine Reaktionsgeschwindigkeit
zweiter Ordnung erwarten. Die kinetischen Messungen zeigen aber klar eine Abhingigkeit erster
Ordnung, d.h. eine Kinetik nach Michaelis-Menten. Schon in einer friihen Publikation wurde von
Granick et al. die aus dem Reaktionsmechanismus abzuleitenden kinetischen Gleichungen
diskutiert. Er diskutierte dabei zwei Hypothesen, wie fiir das Enzym PBGS eine Kinetik
1.0rdnung erhalten werden kann [84].

Die erste Hypothese setzt die Bildung eines Ketimins zwischen den beiden ALA voraus.
Dieses Ketimin (S2) bildet das Substrat fiir das Enzym (Schema 9). Eine Reaktion 1. Ordnung -
damit eine Kinetik nach Michaelis-Menten - kann nur erreicht werden, falls die Ausbildung des
Dimers §2 rasch erfolgt, und S als iiberwiegende Spezies vorliegt. Da aber bekannt ist, dass die
Dimerisierung zu 87 nur in Spuren erfolgt [9), kann die beobachtete Kinetik auf diese Weise nicht
erklirt werden.

2§ =———>= S
E+ 8 =——= E.S,
E-S2 ——> E + P

Schema 9.

Die zweite Hypothese geht davon aus, dass die beiden Substrate sequentiell an das Enzym
gebunden werden (Schema 10).

k4

E+s ——

k2
E*S +§ —/—> S:.E-S

S+E+S§ —2—» E+P

Schema 10.

Unter der Annahme, dass die PBG-Bildung der langsame Schritt ist, leiten Granick et al.
unten stehende Gleichung fiir die Anfangsgeschwindigkeit ab (Schema 11) [84). Der quadratische
Term kann dabei vernachlissigt werden, falls die Dissoziationskonstante von E-S viel kleiner ist
als die Dissoziationskonstante von S-E-S. Wenn k5 klein ist, muss die im Experiment eingesetzte
Substratkonzentration grosser als die Dissoziationskonstante E-S sein, um eine Kinetik nach
Michaelis-Menten zu beobachten. Granick gibt diesbeziiglich an, dass die Dissoziationskonstante
kleiner als 100 uM ist [84). Jaffe hat fiir die P-side ALA eine Dissoziationskonstante von 3.8 uM
bestimmt [48].
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Schema 11,

Die experimentellen Bedingungen fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Inhibitionsstudien
wurden so gewiihlt, dass die Substratkonzentration mindestens 39.7 uM betrug und damit deutlich
{iber der von Jaffe gemessenen Dissoziationskonstante lag.

7.2. Diskussion der méglichen Inhibitionsstellen der PBGS

Ein Inhibitor kann an verschiedenen Reaktionsschritten eingreifen. Eine erste Analyse der
verschiedenen Inhibitionsmechanismen wurde von Tschudy et al. am Beispiel von Succinylaceton
durchgefiihrt [49). Da die PBGS zwei identische Substrate unterschiedlich erkennt und
asymmetrisch ins Produkt einbaut, miissen im Enzym zwei Erkennungsstellen (von Tschudy als A
und B bezeichnet) vorhanden sein. Er schligt vor, dass Succinylaceton an Position A (Fall A) oder
an Position B (Fall B) binden kann, allenfalls auch gleichzeitig an beide Positionen (Fall C). Auch
eine nacheinanderfolgende Bindung zweier Inhibitoren an die beiden Bindungsstellen ist denkbar
(Fall D) (Schema 12).

A E+! =—/——= E-l

(B) E+ |l Ig«E

C) E+1 E «las

(D) E+!l /== E-la+|  ————= lg+E-la
Schemal2. |

A priori ist keine Voraussage moglich, wo ein einzelner Inhibitor am Enzym eingreift.
Dennoch ist zu erwarten, dass bei vergleichbaren Strukturen der Inhibitoren die Hemmwirkung an
der gleichen Stelle im Enzym ausgeiibt wird. Damit knnen die beobachteten Kj's von strukturell
hnlichen Inhibitoren untereinander verglichen werden.

Diese Problematik wurde auch von R. Neier in "Advances in Nitrogen Heterocycles”
eingehend diskutiert [10]. - :
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7.3. Durchfiihrung der Inhibitionsstudien; Enzym Assay [85]

Der potentielle Inhibitor wurde mit PBGS im Inkubationspuffer wihrend ca. 30 Minuten bei
37°C vorinkubiert. Nach Zugabe von ALA wurden alle Proben gleich lang inkubiert (in den
meisten Fillen 20 oder 15 Minuten). Die enzymatische Reaktion wurde mit HgCl2 und
Trichloressigsiure gestoppt und gleichzeitig das Mercaptoethanol gefillt. Die gefillten
Quecksilbersalze wurden zentrifugiert und ein Aliquot des Uberstandes wurde mit Ehrlichreagenz
versetzt. Die dabei resultierende Rosa-Farbe wurde nach ca. 5§ Minuten spektrophotometrisch bei
554 nm gemessen {86]. Aus den gemessenen Absorptionen konnten die Konzentration an PBG
bestimmt werden und daraus wurde v() abgeleitet (Abbildung 39).

Die Inhibitoren wurden in Wasser, im Inkubationspuffer oder in einem Wasser/DMSO-
Gemisch gelsst. Die Messungen wurden mit vier verschiedenen Konzentrationen an Inhibitor
durchgeftihnt. Der Konzentrationsbereich erstreckte sich bei guten Inhibitoren (z.B. Levulinsiure)
von 0 mM, 1 mM, 2.1 mM bis 4.3 mM und bei schlechten Inhibitoren (z.B. Acetylessigsiure)
von 0 mM, 9.1 mM, 15.1 mM bis 21.2 mM. Die PBG-Bildung wurde fiir sechs verschiedene
Substratkonzentrationen (39.7 uM, 79.4 uM, 119.2 uM, 158.9 uM, 198.6 uM und 397.3 uM)
bestimmt.

Die Inhibitionsmessungen eines einzelnen Inhibitors wurden mindestens dreimal wiederholt.

Inhibitor + Enzym + Puffer
Vorinkubation
Y
¢ —
Inkubation

Y

— @ - Ehrlichreagenz

Absorption (554nm)

1
[PBG], v,

Abbildung 39.

7.4. Bemerkungen zum Enzym Assay

7.4.1. Wahl der Inkubationsbedingungen

Bei der Wahl der Inkubationsbedingungen stiitzten wir uns auf Untersuchungen von E. Jaffe
[68]. Sie hatte gezeigt, dass in Anwesenheit von Zink(II) und durch Zugabe von Mg(Il) in relatv
hohen Konzentrationen die héchste Aktivitit an PBGS erreicht werden kann. Das pH-Optimum



Inhibitionsstudien der PBG Synthase -47 - Theoretischer Teil

der PBGS aus E. coli in einem 0.1 molarem Phosphatpuffer (10 mM Mercaptoethanol, 30 uM
Zink(I)chlorid, 10 mM ALA) liegt zwischen 7.5 - 8.0 {68].

Fiir unsere Untersuchungen wihlten wir die folgenden Inkubationsbedingungen: Neben
12.3 mM Mercaptoethanol setzen wir dem 0.1 molaren Phosphatpuffer 10 4uM Zn (II) und 10 mM
Mg() zu. Die Untersuchung der pH Abhtingigkeit dieses Puffers ergab - in Ubereinstimmung mit
den Resultaten von Jaffe - die htchste Enzymaktivitiit bei pH 8 (Abbildung 40).

pH-Abhingigkelt der PBGS
2 r T T T v T T -

1.5 F .

Abbildung 40: Die pH-Abhingigkeit der PBGS wird bei verschiedenen ALA-Konzentrationen (397uM (oberste
Kurve) , 159uM, 79 uM) gezeigt.

7.4.2. Wahl des Kosolvens

Gewisse Inhibitoren waren so unpolar, dass sie sich in Wasser resp. im Inkubationspuffer
nicht lésen liessen. Aus diesem Grund wurde das Verhalten der Porphobilinogen Synthase
gegeniiber verschiedenen Lsungsmitteln getestet. Als Kosolvens fiir unsere Inhibitoren kamen
Dioxan, Aceonitril, DMF und DMSO in Frage. Dioxan zeigt schon bei einem Gehalt von 1.6% der
Assay-Losung eine Verminderung der Enzymaktivitit. Die Absorptionswerte des Assays sanken
um 15% im Vergleich mit den Werten, die im Parallelversuch ohne Zusatz von Dioxan gemessen
wurden. Acetonitril hingegen aktiviert bei der gleichen Konzentration die Porphobilinogen
Synthase bereits um 3 %.

DMSO und DMF beeinflussten die Aktivitit des Enzym bis zu einem Gehalt von 1.3% der
Assayldsung nicht. Da die meisten nicht wasserldslichen Inhibitoren in DMSO geltst werden
_konnten, wurde dieses Kosolvens im Rahmen dieser Arbeit eingesetat.
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7.4.3. Stabilitit des Ehrlichi‘eagenzkomplexes

Beim Enzymassay setzt man das PBG (5) mit dem Ehrlichreagenz (37) zu Chromophor 38
mit einem Absorptionskoeffizienten von 62000 M- lem] bei 554 nm um (Abbildung 41) (85].

COOH COOH
HOOC HOOC
HCIO .A OH
/ \ O‘ N 4, AC
+ ~
u H -HzO

NH2 .

PBG - 4-Dimethylaminobenzaldeyd

5 37 38 / \

€( | = 556nm) :

62000 {I*mol"**em™)
Abbildung 41.
Das VIS-Spekirum des Ehrlich-PBG-Komplexes 38 zeigt zwei Maxima, eines bei 524 nm

und ¢in signifikant hgheres bei 554 nm (Abbildung 42), welches zur Bestimmung von PBG (5)
verwendet wird.
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Abbildung 42: VIS-Spektrum des Ehrlich-PBG-Komplexes.

Die Stabilitiit dieses Chromophors wurde iiber eine Zeitspanne von 4.5 Stunden untersucht.
Gemiiss Abbildung bleibt der Chromophor wihrend ca. 10 Minuten stabil, bevor er mit einer
Halbwertszeit von 5 Stunden kontinuierlich zerf4llt (Abbildung 43). Beim Enzymassay wurde die
Absorption von 38 nach ca. 5-7 Minuten gemessen.
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Abbildung 43: Zerfall des Ehrlich-PBG-Komplexes 38.

7.5. Auswertung der Inkubationsversuche’

Sehr oft werden die kinetischen Messungen so durchgefiihrt, dass v() nach kleinem Umsatz
der Substratmenge bestimmt wird. Es ist dann weder eine Akkumulation des Produkts noch ein zu
hoher Verbrauch an Substrat zu befiirchten, d.h. das Produkt nimmt linear mit der Zeit zu [75].

Bei unserem Enzymassay erstreckte sich die eingesetzte Substratkonzentration [S(] von 39.7
HM zu 397 uM. Dieser Konzentrationsbereich wurde so gewihlt, dass eine Kinetik nach
Michaelis-Menten gewihrleistet ist (Km= 40 tM). Die minimal zu messende Absorption, welche
zur Bestimmung der Menge an PBG erforderlich ist, betrigt dabei 0.2. Diese gestellte
Anforderung bedingt, dass bei kleiner Substratkonzentration [SQ] nach einer Inkubationszeit von
20 Minuten bereits ein wesentlicher Prozentsatz an Substrat verbraucht wird. Um zu iiberpriifen,
‘welche Fehler durch die gewihlten Bedingungen bei den Inhibitionsstudien begangen wurden,
fiihrten wir die folgenden Kontrollexperimente durch,

60 Vi
50+

o V:
I yAR—
L 1///) l/):*,ﬂ—ﬂr—sac

X

0 10 20 30 40 50

tnkubationszeit in Minuten

Abbildung 44: PBG im Laufe der Zeit bei verschiedcnen Substratkonzentrationen (39.7 (unterste Kurve), 794
und 397 uM ALA)
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Bei drei verschiedenen Substratkonzentrationen wurde der zeitliche Verlauf der PBG-
Bildung in den ersten 40 Minuten verfolgt. Die Graphik zeigt klar, dass bei einer
Substratkonzentration von 39.7 uM die Linearitit nach 10 bis 15 Minuten verloren geht
(Abbildung 44).

Zus#tzlich wurde das kinetische Verhalten in Anwesenheit des Standardinhibitors
Levulinsiure untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass bei hdherer Inhibitorkonzentration die
Linearitiit {iber ldngere Zeit erhalten bleibt (Abbildung 45).

L ]
: @70
Ve

.0 10 20 30 40 50
Inkubationszeit in Minuten

Abbildung 45: PBG-Bildung in Abhingigkeit der Zeit gezeigt bei einer Substratkonzentration von 39.7 uM und in
Gegenwart von verschiedenen Inhibitorkonzentrationen (0 uM, 2550 uM, 4300 uM (unterste
Kurve).

Wir haben uns entschlossen zur Auswertung der kinetischen Daten nur die Werte zu
beriicksichtigen, bei welchen der Substratverbrauch kleiner als 50 % ist. Die so gemessene
Geschwindigkeit hat eine Differenz von ca. 15 % im Vergleich zur Anfangsgeschwindigkeit vQ.
Diese Abweichung ist im gleichen Bereich, wie er bei kinetischen Messungen akzeptabel ist. Bei
hoher Substratkonzentration wird dieser Fehler vernachléssigbar.

Berechnet man die Absorptionswerte bei einem Verbrauch von 50 % an ALA, so kommt
man zu Daten, wie sie in Tabelle 12 aufgefiihrt sind. Absorptionen, welche bei der jeweiligen
Substratkonzentration diese Werte tiberschritten, wurden bei der Auswertung nicht beriicksichtigt.

Im Enzymassay ein- Verbrauch Bildung an Absorption
gesetztes ALA [uM] | von 50 % ALA [uM] PBG [uM] Ass4
39.783 19.8915 9.94575 0.1792
. 79.466 39.733 _ 19.8665 0.357
119.2 59.6 29.8 0.536

Tabelle t2.
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7.5.1, Auswertungsschema der Levulinsiure (als Beispiel eines kompetitiven
Inhibitors) . N

Y2

Levulinsfure (8) ist ein scit langem bekannter kompetitiver Inhibitor {14], den wir als
Vergleichsubstanz wihlten. Wir wollen anhand der Levulinsiure stellvertretend fiir alle in dieser
Arbeit aufgefiihrten kompetitven Inhibitoren die Berechnung der kinetischen Daten und der
Bestimmung des Hemmtyps aufzeigen.

Um die kinetischen Daten fiir die PBGS zu erhalten, wurde der Umsatz an PBG in
Anwesenheit verschiedener Konzentrationen an Levulinsiure (0 pM, 1441 pM, 2882 UM und
5764 puM) nach eciner Inkubationszeit von 14 Minuten bestimmt. Aus den gemessenen
Absorptionen wurde die Anfangsgeschwindigkeit vQ ermittelt (Schema 13). Der
Extinktionskoeffizienten des PBG-Ehrlichreagenzkomplexes (e= 62 000 M-1 cm-1) ist bekannt
[85], zuslitzlich muss bei der Auswertung ein Verdiinnungsfaktor (n=3.333) beriicksichtigt
werden.

dP nx ABS l=1cm
Ve — = ———— €=62000 M cm?
dt exlixt t= 14 min
ABS= Absorption (556 nm)
n=3.33

Schema 13: Berechnung der Anfangsgeschwindigkeit ausgehend von den Absorpuionen gemessen bei 554 nm.

Ausgehend von der Anfangsgeschwindigkeit und der cingesetzten Substratkonzentrationen
kann ilber verschiedenc graphische Auswertungen Vmax und Kmapp bei der jeweiligen
Inhibitorkonzentration bestimmt werden.

In dieser Arbeit wurden die kinetischen Daten mit Hilfe von vier verschiedenen graphischen
Auswertungen ( "Hyperbel Plot", Auswertung nach Lineweaver-Burk, Hanes und Eadie-Hofstee)
bestimmt.
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Abb_ildung 46: "Hyperbel Plot” (Geschwindigkeit gegen Substrat) in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen an Levulinstiure (0 pM, 1441 uM, 2882 M und 5764 uM (unierste Kurve)).
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Abbildung 47: Lineweaver-Burk, Hanes und Eadic-Hofstee Plot im Vergicich in Anwesenheit der
Levulinsture (O uM, 1441 pM, 2882 uM und 5764 uM)
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Die einfachste Art, kinetische Daten graphisch aufzuzeichnen, ist das Auftragen der
Konzentration an ALA gegen die Anfangsgeschwindigkeit gemiss der Michaelis-Menten
Gleichung (Abbildung 46). Im Gegensatz zu dem dabei resultierenden "Hyperbel Plot" zeigen die
graphischen Auswertungen der anderen drei Plots keine Kurven sondern Geraden (Abbildung 47)
[75]. Die Gleichungen, die den einzelnen Geraden der jeweiligen Plots zu Grunde liegen, sind in
Schema 14 wiedergegeben. Die Herleitungen dieser Geradengleichungen beruhen auf
mathematischen Umformungen der Michaelis-Menten Gleichung (81,82].

Michaelis-Menten Lineweaver-Burk
oo Yo x[ALA] 1.1 Koew 1
- Km.w + [ALA] . v Vmax Vimax [ALA]
Hanes : Eadie-Hofstee
. |ALA| Kinapo 1 v
= ——+——Xx[ALA =lel—_XI<JM
V lel Vrnn [ ] v [ALA] PP

Schema 14.

Vmax und Kmapp lassen sich beim Lineweaver-Burk, Hanes und Eadie-Hofstee Plor aus
der Geradensteigung und dem Achsenabschnitt ableiten. Beim Lineweaver-Burk Plot
beispielsweise errechnet sich Kmapp aus dem Multiplikationsprodukt von Vmax und der
Geradensteigung (Tabelle 13).

Levulinsture | y-Achsenabschnitt | (y-Achsenabschnitt)'!| Steigun g Vmax x Steigung
= Vmax = Kmapp
ouM 0.5124 1.9516 23.506 45.87 (Km)
1441 uM 0.50287 1.98858 39.538 78.62
2882 uM 0.5094 1.96309 58.488 114.81
5764 uM 0.46179 1.78002 127.39 226.75

Tabelle 13,

Die aus den verschiedenen Plots berechneten Daten sind untereinander vergleichbar. In
Tabelle 14 sind dic aus den vier Auswertungen resulticrenden ¥V max und Kmapp aufgezeigt.

Aus Tabelle 14 wird ersichtlich, dass der Wert von Vmax invariant von der eingesetzten
Konzentration an Levulinsiure ist, hingegen ist bei steigender Inhibitorkonzentration eine
signifikanie Zunahme des Wertes von Kmapp auszumachen. Dieses Verhalten von Vmax und
Kmapp kennzeichnet einen kompetitiven Inhibitor.

Aus dem Verlauf der Geraden des Lineweaver-Burk, Hanes, aber auch des Eadie-Hofstee
Plot kann ein kompetitiver Inhibitor direkt erkannt werden. Die Geraden beim Lineweaver-Burk
Plot haben einen gemeinsamen y-Achsenabschnitt, beim Hanes Plot kommen sie parallel zu liegen. -
Kompetitive Inhibitoren wurden im Rahmen dieser Arbeit aufgrund des typischen Verhaltens von
Vmax und Kmgapp und mit Hilfe dieser beiden zuletzt genannten Plots identifiziert.
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Levulinsiiure 0uM " | 1441 uM 2882 uM 5764 uM
VYmax (1) 1.95 1.99 1.96 1.78
Kmapp (1) 45.87 78.62 114.81 226.75
Ki(1) 2018 1917 1461
Vmax (2) 1.95 1.9 . 1197 2.03
Kmyp 2) 14622 72.89 115.81 249

Kij (2) 2497 1914 1309
Vmax (3) 1.95 1.96 1.97 2.07
Kmgpo (3) 45.90 76.07 115.41 256.43
Ki (3) 2191 1902 1256
Vmax (4) 1.95 1.95 1.97 2.02
Kmapp (4) 45.95 74.24 115.91 245,18
Kij (4) 2341 1893 1324

Tabefle 14: Auswerntung der kinetischen Daten mi1 der Levulinsiure als Inhibitor mittels Lineweaver-Burk
(1), Hanes (2) und Eadie-Hofstee (3) und "Hyperbei Plot" (4).

Aus Kmapp kann bei der jeweiligen Konzentration an Levulinsture bei den einzelnen
Auswertungen Kj bestimmt werden. In Schema 15 ist diesbeziiglich die Berechnung der Kj
gezeigt. Fiir uns sind nicht die einzelnen Kj's (Tabelle 14) von Bedeutung, sondern’ deren
Mittelwerte (Tabelle 15).

1

Kevapp = Kmx(l+ﬂl)—) Ki= —————x([1]
Ki (Kmpp / Km) -1
Schema 15
Levulinsiure Lineweaver- - Hanes Eadie-Hofstee | "Hyperbel Plot"
Burk
Mittelwerte der 1798 uM 1906 uM 1783 uM 1852 uM
Ki's

Tabelle 15: Mittelwerte der K; von Levulinstiure im Vergleich.

Zur Bestimmung von Kj kann ein Sekundirplot zum Lineweaver-Burk Plot angewendet
werden [81]. Trigt man dic Geradensteigung des primiren Plots (siche Abbildung 47 und Tabelle
16) gegen die Inhibitorkonzenwration auf, resultiert eine Gerade (Abbildung 48), aus deren
Achsenabschnitt und Steigung sich Kj (883 uM) direkt berechnen lisst (Schema 16).
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Schema 16.

7.5.2. Auswertungsschema der 4,6-Dioxoheptansiure (als Beispiel eines
unkompetitiven Inhibitors)

4,6-Dioxoheptansiure (10) ist das nicht natiirliche Abbauprodukt von Tyrosin und wurde
aus dem Urin von Patienten isoliert, die an Tyrosinlimie litten. 4,6-Dioxoheptansiiure (10) wurde
in der Literatur als sehr guter Inhibitor beschrieben [49-51,64]. Bei der Porphobilinogen Synthase
aus Escherichia coli verhdlt sich 10 als unkompetitiver Inhibitor. Im Rahmen dieser Arbeit zeigten
u.a. verschiedene Diketone unkompetitives Inhibitionsverhalten (siehe Kapitel 8.4.).
Stellvertretend wollen wir hier am Beispiel von 10 die kinetischen Daten auswerten.

Die Berechnung von Kmapp und Vmax erfolgt wie bei der Levulinsiure aus den
verschiedenen graphischen Auswertungen (Geradeasteigung und Achsenabschnitt). Die dabei
resultierenden kinetischen Daten sind untereinander vergleichbar (Tabelle 17).

Die Werte von Vmax und Kmapp nehmen mit zunehmender Inhibitorkonzentration
kontinuierlich ab. Dies ist ein Merkmal fiir unkompetitive Inhibition. Ebenfalls kann mit den drei
Plots, die Geraden liefem, ein unkompetitiver {nhibitor als solcher identifiziert werden. Hingegen
liefert der "Hyperbel Plot" auch bei einer unkompetitiven Inhibition ausschliesslich die kinetischen
Werte filr Kmapp und Vmax. Wir haben anhand der Geradenfithrung des Lineweaver-Burk und
des Hanes Plot die unkompetitiven Inhibitoren bestimmt. Beim Lineweaver-Burk Plot liegen die
Geraden paraliel zueinander, beim Hanes Plot haben sie im Idealfall einen gemeinsamen
Achsenabschnitt (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Lineweaver-Burk, Hancs und Eadie-Hofstee Plat im Vergleich in Anwesenheit der

4.6-Dioxoheptansiure (0 uM, 0.569 uM, 1.138 uM und 2.276 uM).
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4,6-Dioxo-  |OuM 0.569 uM 1L138uM  [2276 uM
heptansture
Vmax(1) 2.26 1.46 0.96 0.61
| Kmyop (1) 96.87 57.09 27.09 §25.00
Kj (1) 0.816 0.442 0.792
Vmax(2) 2.05 1.37 0.97 0.58
| Kmgpp (2) 72.75 43.85 30.59 17.79
Ki (2) 0.863 0.826 0.737
Vmax(3) 2.15 1.40 0.96 0.60
| Kmipp (3) 84.22 48.36 27.51 [22.65
Ki (3) 0.767 0.552 0.837
Vmax(4) 2.12 1.40 0.96 0.60
| Kmipp (4) 79.75 48.17 28.57 22.36
Ki 4 0.343 0.408 0.887

Tabelle 17: Kinetische Daten der 4,6-Dioxoheptansture basierend auf dem Lineweaver-Burk (1), Hanes (2), Eadie-
Hofstee Ploy(3) und "Hyperbel Plot " (4) im Vergleich.

Aus Kmapp lassen sich die Kj's fiir die einzelnen Konzentrationen der 4,6-
Dioxoheptansiure ausrechnen (Schema 17).

1

-»Ki=—ore—x

Kmnpp =

1+
Ki

(1

Schema 17.

Die so errechneten Mittelwerte der verschiedenen Auswertungen fiir 4,6-Dioxoheptanséure
sind in Tabelle 18 aufgefiihrt.

4,6-Dioxo- Lineweaver- Hanes Eadie-Hofstee | "Hyperbel Plot”
heptansiure Burk
Mittelwerte der 0.683 uM 0.808 uM 0.719 uM 0.546 uM
Ki's

Tabelle 18: Mittelwerte der K; von 4,6-Dioxoheptansiure im Vergleich.

Wiederum kann mittels eines Sekundirplois Kj direkt ermittett werden. Der inverse Wert
vom Kmapp wird gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen (Tabelle 19). Aus Achsenabschnitt
und Steigung der resultierenden Geraden lisst sich Kj (0.92 puM) und Km (79.4 pM) ermitteln
(Abbildung 50 und Schema 18).
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4,6-Dioxo- |ouM  |0.569 uM 1.138 uM 2.276 \M
heptansiure

| Kmapp °! 0.0103 0.01751 0.0369 0.0399
Tabelle 19.
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7.5.3. Differenzierung zwischen "Slow Binder” und irreversiblem Inhibitor
gezeigt am Beispiel des 2-Nitrobenzaldehyd

Bei gewissen Inhibitoren wie bei 2-Nitrobenzaldehyd (39) zeigt das Verhalten der Geraden
des Lineweaver Burk, Hanes und Eadie Hofstee Plot eine gemischte Inhibition (Abbildung 51).

Die kinetischen Daten in Anwesenheit von 2-Nitrobenzaldehyd zeigen weder das typische
Verhalten eines kompetitiven noch eines unkompetitiven Inhibitors (Tabelle 20). Die Werte von
Kmapp bleiben bei ansteigender Inhibitorkonzentration konstant, wobei die Werte von Vmax
tendenziell abnehmen. Dieses Verhalten der kinetischen Daten werden bei "nonkompetitiven” und
irreversiblen Inhibitoren beobachtet [81]. .
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Abbildung 51: Lineweaver-Burk, Hanes und Eadie-Hofstee Plot im Vergleich in Anwesenheit des 2-
Nitrobenzaldehyds (0 UM, 22.28 pM, 44.55 uM und 89.11 uM). .
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2-Nitro- opuM 2228 uM 44.55 uM 89.10 uM
benzaldehyd
Vmax(l) 1.93 1.80 1.67 1.5)
Kmgy (1) 44.95 42.70 43.69 49.65
Vmax(2) 1.92 1.79 1.67 1.45
Kmypp, (2) 44.32 41.29 43.36 42.47
Vmax(3) 1.92 1.79 1.67 1.49

| Kmep (3) 44.2 41.46 43.53 - 47.36
Vmax(4) 1.92 1.79 1.67 1.47
Kmyp (4) 44.08 41.22 43.52 45.09

Tabelle 20: Auswertung der kinetischen Daten mit 2-Nitrobenzaldehyd als Inhibitor mittels Linewcaver-Burk (1),
Hanes (2) und Eadie-Hofstee (3) und Hyperbel Plot (4).

Bei potentellen irreversiblen Inhibitoren wie dem 2-Nitrobenzaldehyd kann die
Irreversibilittit mit Hilfe eines Kontrollexperiments (Variieren der Vorinkubationszeit) leicht
_ erkannt werden. Ist die Abnahme der Aktivitit bei gleicher Inhibitorkonzentration proportional zur
Vorinkubationszeit, kann auf einen irreversiblen Inhibitor geschlossen werden (Tabelle 21).

Vorinku- | 2-Nitro- | ALA [uM] | Absorption | Vorinku- | 2-Nitro- | ALA [uM] | Absorption
bation benz- | Inkubation| (554 nm) bation benz- |Inkubation| ( 554 nm)
[min] | aldehyd 14 min [min] aldehyd 14 min
M) (uM]
20 0 397 0.446 20 0 79 0.302
20 108 397 0.342 20 108 79 0.260
81 0 397 0459 | 81 0 79 0.308
81 108 397 0.244 81 108 79 0.179

Tabelle 21: Ausschnitt aus dem Versuch fitr die Bestimmung des irreversiblen Verhaliens von 2-
Nitrobenzaldehyd. (PBGS: Enzymprobe: ca. 1.1 mg PBGS in 100 mt Inkubationspuffer geidst;
Endvolumen: 1.5 ml (ALA + 400 pl PBGS-Ldsung + Inhibitor + Inkubationspuffer))

Aus diesem Test folgt, dass 2-Nitrobenzaldehyd ein irreversibler Inhibitor oder ein "Slow
Binder" ist. Dialyseversuche erlauben zwischen diesen beiden Hemmtypen zu unterscheiden. Das
vorinkubierte Enzym-Inhibitorengemisch wird dabei wihrend mehreren Stunden bei 4°C
dialysiert. Der Dialyseversuch von 2-Nitrobenzaldehyd dauerte 45 Stunden und es konnten 80 %
der spezifischen Aktivitiit regeneriert werden (siehe auch Kapitel 7.10.).
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7.6. Inhibitionsergebnisse der Substratanaloga

Ausgehend vom Standardinhibitor, der Levulinsiure (8), woillen wir die Wertebereiche der
Kj's festlegen, nach denen wir einen Inhibitor als einen excellenten, sehr guten, guten oder
schwachen Inhibitor bezeichnen (Tabelle 22). Levulinsfure (8) ist mit einem Kj von 2220 uM ein
guter Inhibtor. Die Inhibitionskonstante eines excellenten Inhibitors liegt im gleichen Wertebereich
wie die Michaeliskonstante (Km = 50 pM).

Ki
Excellenter Inhibltor uM <X <100 UM
Sehr guter Inhibitor : uM < X < 1'000 uM
Guter Inhibitor UM < X < 10'000 uM
Schwacher Inhibitor ’ 10'000 uM < X < 100'000 uM

Tabelle 22,

Alle die in Tabellen 25 - 34 mit einem Stem (*) versehenen Inhibitionskonstanten gelten als
nicht gesichert. '

In diesem Kapitel werden die Inhibitionsresultate der Substratanaloga der ALA gezeigt. ALA
wurde in den Positionen 1 bis 5 modifiziert.

7.6.1.  Variation in Position 1

Die beiden Nitroanaloga 40 und 41 waren die mit Abstand besten kompetitiven Inhibitoren,
wobei die zusitzliche Einfithrung der Hydroxygruppe in Position 5 nur geringen Einfluss auf die
Inhibitionskonstante hatte.

Struktur Nr. Kmn K; Hemmtyp
j\/\* O- o
40 50 uM 28 yM kompetitiv
1]
0
41 44 M 17 uM kompetitiv
. + O-
w/ .
OH o
42 57 uM 34'400 pM kompetitiv
OH
n TOH
o H

Tabelle 23.

Ein Kj-Wert von 15 uM resp. 28 UM bedeutet; dass die Nitroanaloga die enzymatische
Reaktion ungefihr 100 mal stirker hemmen als die Levulinsiure und rund 2 mal besser erkannt
werden als ALA (4). Das Phosphonsiureanalogon 42 erwies sich im Enzymtest nur als sehr
schwacher Inhibitor (Kj= 34'400 uM).
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7.6.2. Variation in Position 2

Die ungesiittigten B-Acetylacrylanaloga 43 und 44 sind keine Inhibitoren der PBGS.
Dennoch wurde eine plotzliche Abnahme der PBG-Bildung ab ciner Konzentration an 44 von
7'700 uM beobachtet. In Anwesenheit von 44 konnte das Quecksilbersalz nur noch partiell gefillt
werden, was danach wahrscheinlich eine Zersetzung des Ehrlichreagenz ergab.

2-Hydroxylevulinsiure (45) ist ein guter unkompetitiver Inhibitor mit einem Kj von 4'130
uM.

Struktur Nr. K K; Hemmtyp
/ﬁ\é\'ro“ 43 | souM - kein Inhibitor
0
/ﬁ\%\ro”e 44 | s2uM - kein Inhibitor
0
H
OH . o
45 61 uM 4'130 pM unkompetitiv/
rac O _ gemischt

Tabelle 24.

7.6.3. Variation in Position 3

Veriinderungen in Position 3 brachten nur missige bis schlechte Inhibition mit
sich.Acetylglycin (46) weist cin Kj von 18'700 UM auf. Die Einfiihrung einer Ethoxycarbonyl-
(47) resp. ciner Azidogruppe (48) fithren cbenfalls nur zu missigen Inhibitoren. Die Azidogruppe

von 48 wird wahrscheinlich im Inkuabtionspuffer partiell zur Aminogruppe reduziert.

Struktur Nr. Ky K; Hemmtyp
o)
)LN’j(OH 46 | aoum | 18700uM | kompetitiv
H
)
J\(TOH 47 | sapM | 23900uM | Kompetitv
Et00
rac
o . g
~ 48 | 47uM | 12400 uM* | kompetitiv
N3 ©O ' .
Tgc

Tabelte 25.



Inhibitionsstudien der PBG Synthase -63- Theoretischer Teil

7.6.4, Variation .in Position 4

Das Weglassen der Carbonylgruppe fiihrt zu dusserst schlechten Inhibitoren. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde S-Aminovaleriansiure (49) und 4-Nitrobutan (50) getestet, welche beide mit
Ki's von 90'420 uM resp. 55'100 uM sehr hohe Werte aufweisen und daher schwache
kompetitive Inhibitoren sind (Tabelle 26).

Struktur Nr. Kn K; Hemmtyp
o 49 56 uyM 90'400 pM* kompetitiv

N NO2 , ..
50 61 uM 55'100 uyM kompetitiv

Tabelle 26.

7.6.5. Variation in Position §

Die meisten Substratanaloga, die im Enzymassay getestet wurden, waren in Position §
modifiziert. Levulinsiure (8) besitzt ein Kj von 2'220 und ist ein guter kompetitiver Inhibitor. Die
korrespondierenden Ester 9 und 51 hemmen das Enzym nicht. Hingegen kann man in
Anwesenheit des Benzylesters 52 eine Aktivierung der PBGS feststellen. Ebenfalls 53 aktivierte
die PBGS (Tabelle 27).

Im Kontrollversuch konnte gezeigt werden, dass 5-Azidolevulinsiuremethylester (54) im
Inkubationspuffer partiell zu 5-Aminolevulinsiuremethylester reduziert und zum veresterten PBG
umgesetzt wird. .

Die Einfihrung einer Hydroxy- oder Nitrogruppe wirkt sich auf die Hemmung der PBGS
signifikant aus, wobei die freien Siuren 55 und 58 die ungefihr 20mal besseren Inhibitoren im
Vergleich mit ihren korrespondierenden Methylestern 56 und 59 sind. Bei 55 und 56 handelt es
sich um kompetitive Inhibitoren, hingegen ist die 5-Nitrolevulinsiure (58) ein unkompetitiver oder
gemischter Inhibitor. Der S-Nitrolevulinsiuremethylester (59) wird als schwacher kompetitiver
Inhibitor identifiziert. Bei 59 besteht aber auch der Verdacht auf einen “Slow Binder"” (Tabelle
28).
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Struktur Nr. Kn K; Hemmtyp
OH . .
8 46 uM 2'220 uM kompetitiv
o .
0] . -
~ 51 60 uM - kein Inhibitor
9]
j\/\'ro\/ 9 | a7um . kein Inhibitor
o
j\/\’ro\/O 52 60 UM . * Aktivator
o)
COCH
qrﬁ\j\/\“/m 53 | 43uM - Aktivator
o o]
Azidogruppe
O. . .
~ L] 65uM - wird partiell zur

N3 (o} Aminogruppe

reduziert.

Tabelle 27.

5-Oximolevulinsfure (57) wird mit einem Kj von 1048 ungefihr zweimal so gut erkannt wie

die Levulinsture (8).

Fiihrt man in Position 5 eine Carboxylatgruppe resp. eine Acetatgruppe ein, erhilt man 2-
Oxoglutarsiure (60) resp. 3-Oxoadipinsiure (61). 60 und 61 werden im Vergleich zur
Levulinsture (8) viermal resp. fiinfmal schlechter von der PBGS erkannt.

5-Cyanolevulinsiuremethylester (62) weist sich im Enzym Assay durch irreversibles
Verhalten aus. In einem Dialyseversuch konnte aber gezeigt werden, dass ¢s sich bei 62 um einen

"Slow Binder" handelt.
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Struktur Nr. Km K; Hemmtyp
MOH 55 | seum 333 uM Kompetitiv
OH o
0. . .
M ~ 56 50 uM 5'800 uM kompetitiv
OH (0] .
"/ﬁ\/\n/o"' 57 57 uM 1'050 kompetitiv
NOH o
OH .
58 53 uM 711 UM unkompetitiv
NO2 Q
o} , ..
M ~ 59 54 uM 17'100 pM kompetitiv/
NO2 o] ("slow
binder")*
Ho\nj\/\(m 60 57 UM 8'450 uM kompetitiv
o O
Hoj\i/\(o"‘ 61 60 uM 10'400 pM* kompetitiv
O
. O\ “ : "
62 60 uM - slow binder
N
Tabelle 28.
7.7. Inhibitionsergebnisse der Zwischenproduktanaloga

In Tabelle 29 sind alle im Rahmen dieser Arbeit getesteten Diketone aufgefiihrt. Alle
Diketone zeigen ein unkompetitives Verhalten. 4,6-Oxoheptanséure (10) ist mit Abstand der beste
Inhibitor in dieser Reihe (Kj= 1.4 uM). Der korrespondierende Methylester 24 ist mit einem Kj
von 319 uM der um das 300fache schlechtere Inhibitor als 10, aber noch immer ein sehr guter
Inhibitor. Acetylaceton (64) und 2-Acetylcyclohexanon (65) werden von der PBGS gut erkannt.
Das Homolog von 64, Acetonylaceton (66), ist im Vergleich zu Acetylaceton der deutlich

schlechtere Inhibitor.

Mesityloxid (67) und 2,4-Pentandiol (68), die 64 strukiurell sehr nahe kommen, sind keine
Inhibitoren. Hingegen ist das Lithiumsalz des Acetylacetat (69) ein schlechter kompetiver Inhibitor

(Kj = 39'500 uM). Auch 63 verhiilt sich als kompetitiver Inhibitor.
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Struktur Nr. Km K; Hemmtyp
M/\"/OH 10 70 uM 1.4 uM unkompetitiv
Q
j\/ﬁ\/\ro\ 24 | 62puM 319 uM unkompetitiv
(¢]
NH»2
/Rj\/\"xox 63 | s6uM | 26lopM* | kompetitiv
o
/ﬁ\j\ 64 76 uM 3'679 uM unkompetitiv
% 65 60 M 5'520 uM unkompetitiv
J\/\"/ 66 45uM | 24910 pM unkompetitiv
Q
J\/k 67 58 uM - Aktivator
68 45 uM - kein Inhibitor
Diastereoisomerengemisch
Mo L 69 | 39uM | 39500 uM kompetitiv

Tabelle 29.

Die Zwischenproduktanaloga 12 und 13 sind Enantiomerenpaare, bei denen die
Seitenketten, welche die Carbonsiurengruppen tragen, unlike (bei 13) und like (bei 12) stehen
(Tabelle 30). 12 und 13 sind aufgrund ihrer Kj's schwache Inhibitoren, wobei eine zuverlissige
Interpretation schwierig ist, denn bei hoher Substratkonzentration erhthen 12 und 13 die Aktivitit

des Enzyms.
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Struktur Nr. Km K; Hemmtyp
OOH
- HOOC 12 | s6uM | 17000 uM* | kompetitiv/
OCH3 Aktivator
o)
rac
COOH
HOOC < 13 | s2um | 11900 uM* | kompetitiv/
OCH4 Aktivator
0 .
rac '
Tabelle 30.
Struktur Nr. Kn K; Hemmtyp
OH ' L
20 56 uyM 10'800 uM kompetitiv
0]
/ﬁ\/\/\ NO2 21 | 48uMm 8790 uM kompetitiv
COOCH3
O .
22 S3uM - irreversibel
o}
o _ kompetitiv¥/
NO» 23 52 uM 3'490 uM* irreversibel
COOCH3
O
A 70 69 uM - irreversibel
o)
Jon
NO> 71 56 UM - irreversibel

Tabelle 31.
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6-Oxoheptansiure 20 ist mit einem Kj von 10'800 uM ein schwacher Inhibitor. Der-
Austausch der Carboxylatgruppe durch eine Nitrogruppe (21) ergibt keine wesentlich bessere
Inhibition.

S#mtliche Epoxide (22,23,70 und 71) zeigen irreversibles Verhalten. In einem
Kontrollexperiment konnte gezeigt werden, dass die chiralen Verbindungen 23 und 71 in
gleichem Masse vom Enzym erkannt werden. Ein ungesichertes Resultat besagt, dass 71 ebenfalls
kompetitives Verhalten zeigt (Tabelle 31).

In einem Dialyseversuch konnte in Anwesenheit von 70 die Aktivitit der PBGS nicht
vollstindig regeneriert werden, was auf einen irreversiblen Inhibitor hindeutet (siche Kapitel
7.10.).

Struktur Nr. Kn K; Hemmtyp

HOMOH 72 | $3uM | 8600 uM kompetitiv

(@] (¢}

HOMOH '
73 60 uM 12'400 uM kompetitiv

75 | souM | 10700 uM kompetitiv

j\/\‘r ‘ 14 57uM 12'500 uM kompetitiv

HOOC
C \ :
HOOC COCH 76 50 uM 11'500 uM kompetitiv
HOO! OOH
77 | 49uM | 12500pM | kompetitiv
HOOC NO»

C} 78 | siuM | 26000 uM kompetitiv

Pimelinsfure (73) ist ein schwacher Inhibitor (Kj = 12'400 uM). Durch die Einfiithrung
ciner Ketogruppe in Position 4 erreicht man eine Erhdhung der Erkennung durch die PBGS um
den Faktor 1.5. 4-Oxopimelinsiure (72) weist ein K;j von 8'600 uM auf.

Tabelle 32,

Die Inhibitionskonstanten der Bernsteinsiure (74), Fumarsiure (75), Maleinsiure (76) und
Phtalsdure (77) liegen im gleichen Wertebereich.

Der Ersatz der einen Carbonsiuregruppe der Phthalsiure (77) durch eine Nitrogruppe hat
eine signifikante Abnahme beziiglich der Erkennung durch die PBGS zur Folge.
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7.8. Inhibitionsergebnisse von aromatischen Nitrocarbonylverbindungen

Struktur Nr. Kn K- Hemmiyp

39 46 uM - "slow binder"

80 55 uM 10'400 uM* kompetitiv

. O2N . .. |
o)
O3 NO32 i :
OHC 79 50 uM - irreversibel/
"slow binder"
O2N,
(0] :

Tabelle 33.

Die aromatischen Nitroverbindungen 39 und 79 sind Aldehyde und zeigen im Enzym Assay
ein Verhalten eines irreversiblen Inhibitors. Nach einem Dialyseversuch von 39 konnte aber die
Aktivitit der PBGS wieder zuriickgewonnen werden. 39 ist ein "Slow Binder”. 2- .
Nitrobenzophenon (80) hingegen zeigt kompetitives Verhalten.

7.9. Ihhibitionsergebnisse der Produktanaloga

In der Reihe der Produktanaloga erwiesen sich die Azaanaloga des Mixed-Pyrrols (81) und
des PBG (82) als die effizientesten Inhibitoren.

Struktur Nr. Kn K; Hemmtyp
COOH
HOOC :
81 59 uM 10'600 uM kompetitiv
/ \
Y
COOH
HOOC
82 48 UM 5'730 uM*, kompetitiv
A
ci N
+NH3 H

Tabelle 34 a.

Chlorpyrrol (83) und Thioimidazolylsiure 84 werden von der PBGS #usserst schwach
erkannt. Hiimatinsiure (85) ist ebenfalls ein schwacher Inhibitor. Die 4-Maleinimidobutansiure
(86) zeigt bis zu einer Konzentration von 2'800 UM keine Inhibition. Bei hoherer Konzentration
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nimmt der Umsatz an PBG rasch ab, was aber wahrscheinlich auf eine Reaktion zwischen 86 und -
ALA zuriickzufiihren ist.

Struktur Nr. Kn K; Hemmtyp
COOH .
0O
i 83 57uM 27'100 uM kompetitiv
/ \ :
N Cl
H
COOH

84 54 uM 27400 uM _kompetitiv

HS N
H
COOH
H 85 | s9uM | 13200uM | kompetitiv
Q H (o]
COOH

86 | s2uM - kein Inhibitor

Tabelle 34 b.
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Dialyseversuche von einer Auswahl irreversibler Inhibitoren

Inhibitionsstudien der PBG Synthase
7.10.

Wie man aus den Inhibitionsresultaten erkennen kann, zeigen eine Reihe von Molekiilen
(22, 23, 39,62, 63,70, 71) irreversibles Verhalten im Enzymtest. Eine Auswahl dieser

Molekiile wurde im Dialyseversuch getestet (Tabelle 35).

Spezifische Spezifische Dauer
Aktivitlit (Beginn)| Aktivitit (final)

2-Nitrobenzaldehyd (39) 4.4 (18 %) 9.5 (47 %) 16 Stunden
Kontrollexperiment (ohne Inhibitor) |23.8 (100 %) | 20.2 (100 %) 16 Stunden
2-Nitrobenzaldehyd (39) 6.1 19 %) 24.6 (80 %) 45 Stunden
Kontrollexperiment (ohne Inhibitor) |32.6 (100 %) 30.7 (100 %) 45 Stunden
5-Cyanolevulinsiuremethylester (62) § 12.6 (60 %) 20.9 (97 %) 45 Stunden
Kontrollexperiment (ohne Inhibitor) §20.9 (100 %) 21.6 (100 %) 45 Stunden
(4S,5R)-Epoxi-4-Methyl-6-oxo-
octansiuremethylester (70) 8.65 (44 %) 15.08 (64 %) 98 Stunden
Kontrollexperiment (ohne Inhibitor) 19.6 (100 %) 23.51 (100 %) 98 Stunden

Tabelle 35.

Bei den durchgefiihrten Dialyseversuchen konnte klar gezeigt werden, dass 62 und 39
reversibel an die PBGS binden, wogegen in Gegenwart von 70 die Aktivitiit der PBGS trotz
Ersetzen des Puffers und hoher Dialysezeit nicht giinzlich regeneriert werden kann. So kénnte es
sich bei 70 um einen "wahren” irreversiblen Inhibitor handeln. Auch bei den Epoxiden 22, 23
und 71, welche im Inhibitionstest irreversibles Verhalten zeigen, diirfte hnliches Dialyseverhalten
erwartet werden.
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8. DISKUSSION DER INHIBITIONSRESULTATE

8.1. Mechanistische Arbeitshypothese

Fiir das Aufstellen der Arbeitshypothese gehen wir von folgenden Beobachtungen aus:
1) Die Porphobilinogen Synthase enthilt zwei Erkennungsstellen fur die beiden Substrate (A-Site
und P-Site) [14].
2) Die P-Site enth#lt ein Lysin und bildet mit ALA eine Schiffsche Base aus {87].
3) Aus Dialyseversuchen konnte geschlossen werden, dass die Dissoziationskonstante fiir die A-
Site grisser ist als die fiir die P-Site [48].
4) Die Sequenz der Erkennung der beiden ALA ist: zuerst Erkennung an der P-Site, dann an der
A-Site [22].
5) Zustitzlich weisen Metallbindungsstudien daraufhin, dass mindestens zwei verschiedene
Bindungsstellen fiir Metalle vorhanden sind {40]. Im Falle der PBGS von Escherichia coli wird
postuliert, dass ein Metall fiir die Katalyse mitverantwortlich ist (Zn A, welches mit der A-Side
ALA in Wechselwirkung treten soll). Dem zweiten Metall (Zn B) wird eine strukturelle Funktion
zugeordnet. Eine Reaktion zwischen 5-Chlorlevulinsiure mit der PBGS aus Escherichia coli deutet
daraufhin, dass diese Metallbindungsstelle in der Nihe der P-Site lokalisiert ist {16,88].
6) In NMR-Versuchen konnte gezeigt werden, dass das Produkt an der PBGS gebunden ist [89].
Aus diesen Daten ergibt sich eine Minimalvorstellung tiber die Active Site und iiber den
Mechanismus der Porphobilinogen Synthase (siche Abbildung 52). Die Schritte, die von A nach
C fishren, lassen sich direkt aus den oben erwihnten Beobachtungen ableiten. Der
Enzymproduktkomplex F konnte von Jaffe nachgewiesen werden [89]. Die beiden Schritte, die
von D nach E fithren, entsprechen dem Vorschlag von Jordan {15].

* unkompetitive « unkompetitive .
oder gemischte Inhibition oder gemischte Inhibition

« *Slow Binder" » kompetitive Inhibition

-

N

@ =E+ S > ES > E +S
|

P
Lkompetitive Inhibiuon] ——) EP= ®
, J

® == E - Es= ©

Schema 19: Vorgeschlagene Interventionsstellen der Inhibitoren.

K beschreibt ausschliesslich die Dissoziationskonstante des zweiten Substrats, welches an
die A-Site bindet. Daraus folgt, dass Substratanaloga, die rein kompetitives Verhalten zeigen, mit
der A-Side ALA konkurrieren (Schema 19). Unkompetitive und gemischte Inhibitoren kénnen
sowohl an die A-Site wie an die P-Site binden. "Slow Binder” hingegen binden nur an die P-
Site.Von den Produktanaloga ist ein kompetitives Verhalten zu erwarten.
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A-Site P-Site A-Site ! P-Site

+ 1. ALA

Zna

A-Site P-Site A-Site P-Site

Abbildung 52.
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8.2. Diskussion der Inhibitionsresultate der Substratanaloga

Ausgehend von unseren mechanistischen Vorstellungen ist das Inhibitionsverhalten der
Substratanaloga nur eine Funktion der Besetzung durch den Inhibitor an der A-Site der PBGS.
Diese Inhibitoren konkurrieren dabei mit dem zweiten Substrat um die Bindungsstelle (Abbildung
53).

A-Slte P-Slte
NO> HOOC,
Tyr.,
His, ., NH*Lys
Asp -‘..:‘0._,.'0 - HoN
3 ZnA.,_.
Cys” OH

Abbildung 53: Vorgeschlagene Bindung der kompetitiven Substartanaloga gezeigt am Beispiel des1-Hydroxy-4-
nitro-2-butanon.

Die PBGS der Escherichia coli erkennt die Carboxygruppe des Substrates resp. der
Substratanaloga sehr gut. Ersetzt man die Carboxyfunktion der Levulinsiure mit einer
Phosphons#uregruppe oder einer Nitrogruppe, so hat das drastische Auswirkungen auf die
Erkennung durch die PBGS zur Folge.

4-Nitro-2-butanon (40) und 1-Hydroxy-4-nitro-2-butanon (41) erwiesen sich im Rahmen
dieser Arbeit als die deutlichst besten kompetitiven Inhibitoren. 40 und 41 zeigen im Vergleich
zur Levulinsdure ungefihr die 1000 mal kleineren Kj's. Offensichtlich sorgt die Nitrogruppe
anstelle der Carboxygruppe fiir die signifikant bessere Hemmung. Bright et al. beobachteten [90],
dass der Ersatz der Carboxyfunktion durch eine Nitrogruppe bei mehreren Enzymen zu starken
Hemmungen fiihrte. Bei den von Bright aufgefiihrten Enzymen wird durch Deprotonierung der
Nitrogruppe eines gegebenen Inhibitors der Ubergangszustand des enzymkatalysierten Prozesses
imitiert, was zu starken Inhibitionen fiihrt {91,92].

Die Nitroanionen von 4-Nitro-2-butanon (40) und 1-Hydroxy-4-nitro-2-butanon (41) sind
keine Ubergangzustandanaloga und eine gute Inhibition kann nicht durch die Imitation des
Ubergangszustands erklirt werden. Dennoch stellt sich die Frage, ob die neutrale Nitrogruppe
oder ob das Nitronatanion von der PBGS erkannt wird. Der pKA von 40 wurde durch Titration
experimentell bestimmt und weist einen Wert von 9.3 auf (Abbildung 54). Im verwendeten
Inkubationspuffer (pH 8.0) liegt 40 mehrheitlich als Nitroverbindung vor. Wir kdnnen trotzdem
nicht ausschliessen, dass am Enzym das Nitronat gebunden wird (Vergleiche Beobachtungen bei
der Fumarase {93)).

ll\l02 NO2 NO2
%o
(@]
40

pKa: 10.2 9.3 5.1

Abbildung 54: pKa von Nitroverbindugen im Vergleich(94)
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i Vergleicht man die Nitro- resp. die Nitronatgruppe mit der Carboxylatgruppe, so sind
. Ahnlichkeiten nicht zu tibersehen. Die Nitro- resp. die Nitrofiatgruppe ist ein isosterischer Ersatz
der Carboxylatgruppe. Sie imitieren die Polaritit und Ladung des Carboxylats (Abbildung 55)

(90,951

O OH . | 0 0O~ C-C 154 pm
—_ j’ C-0 124 pm
pKa= 4.75
Osng® OO ~ MON2° C-N 146 pm
| [ H* I N-O 121 pm
pKa= 10.2 pKa=3.25

Abbitdung 55: Nitro- mit Carboxygruppe im Vergleich.

Bei der Carboxypeptidase A [96] ist beispielsweise bekannt, dass die Carboxylatgruppe
durch ein Guanidiniumion eines Arginins in der Active Site erkannt wird. Ein solcher
Erkennungsmechanismus ist durchaus auch bei der PBGS wahrscheinlich. Es ist bekannt, dass
2,3 Butadion sich spezifisch an Arginin bindet und so Enzyme desaktivieren kann [83]. Diese
Desaktivierung konnte von Liedgens et al. bei der PBGS isoliert aus Spinacia oleracea gezeigt
werden [97]. Im Guanidiniumion, wie auch in der Carboxylat resp. in der Nitrogruppe sind die
Bindungswinkel #hnlich (120 °C), was zu einer optimalen Ausbildung von Wasserstoffbriicken
fuhrt (Abbildung 56).

Substrat
c?o H—N" -
Cg ........ ._N R
\ -
R/_Q P JE H_N‘;—,‘(
N H
H
Nitroanalogon A _ Nitronatanalogon
9
H ~ A9
ﬁ‘(% ......... H—-N" " __K]’Q ......... H_N’H
d N — e .
R L) v P H_NQ—N‘ R/—\o ......... H—;—N:R
H4+ H - 4 H
H
Phosphonatanalogon
Arg
29 H
......... H—N"
aw P\,go ? A
R 980--~-'-----H ‘NQ_ N
H

Abbildung 56.

Im Gegensatz zu 40 und 41 ist das Phosphonsiureanalogon 42 ein dusserst schlechter
Inhibitor. Geht man davon aus, dass ein Arginin die spz-hybridisicrle Carboxylat- resp.
Nitrogruppe in Position 1 erkennt, ist einsichtlich, warum das Phosphonsiureanalogon 42 der
Levulinsiure ein schlechter Inhibitor ist. Die Phosphonsiiure wird im Inkubationspuffer von pH=8
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vorwiegend zweifach deprotoniert (pKA 2 = 7.65 [98]) vorliegen, so kbnnte dies fiir die
Ausbildung von schwachen Wasserstoffbriicken zwischen dem Arginin und dem
Phosphonsiurerest der Grund sein.

Im weitem sind die Methyl- (51), Ethyl- (9) und Benzylester- (5§2) der Levulinsiure keine
Inhibitoren. Die Carboxylat- resp. die Nitrogruppe in Position 1 ist essentiell zur Erkennung an
der A-Site der PBGS.

Die Einfiihrung einer Doppelbindung zwischen Position 2 und 3 fithrt zu den f-
Acetylacrylanaloga 43 und 44. Beide Molekiile zeigen keine Hemmung gegeniiber der PBGS,
obwohl sie strukturell der Levulinsdure sehr #dhnlich sind. Bei 43 und 44 sind die
Carboxylgruppen und die Carbonylgruppen realtiv zueinander fixiert. Die Nichterkennung von 43
und 44 durch das Enzym weist darauf hin, dass beim natiirlichen Substrat zur Erkennung in der
Active Site die Konformationen um die Bindung C2 und C3 nicht gehindert sein diirfen.

H _H

HO2C —@—COCHQNHZ
H H
H CO2H
H OCH2NH2
4
H H
H OCH2NHz
H COxH

drei gestaffelte stabile
Konformeren méglich

Abbildung 57.

2-Hydroxylevulinsiure (45) zeigt ein gemischtes Inhibitionsverhalien. Gemiss unserer
Arbeitshypothese kann 45 sowohl an die P-Site wie auch die A-Site binden.

Substratanaloga, welche in Position 3 variiert wurden, filhrten zu Schlechten Inhibitoren.
Ersetzt man das Kohlenstoffatom der Levulinstiure in Position 3 durch ein Stickstoffatom, so
erhilt man Acetylglycin (46). Acetylglycin (Kj = 18761 uM) ist wie 3-
Ethoxycarbonyllevulinsiure (47) (Kj = 23'340 pM) ein schlechter kompetitiver Inhibitor. Beide
binden in der A-Site der PBGS. Acetylglycin beinhaltet eine Amidbindung, was zur Folge hat,
dass bei 46 partiell zwischen den Positionen 3 und 4 eine Doppelbindung vorliegt (Abbildung 58).
Diese konformelle Einschrinkung knnte die schlechte Hemmung von Acetylglycin erkliren.

Bei 3-Ethoxycarbonyllevulinsiure (47) ist das Proton am Kohlenstoff der Position 3 durch
die Ethoxycarbonylgruppe aktiviert, Aus dem pKja des strukturell Zhnlichen 2-
Acetylessigsiuremethylesters (pKa=10) ist zu folgen, dass 47 im Inkubationspuffer (pH=8) in der
protonierten Form vorliegt. Die Aktivierung des Protons in Position 3 hiirte zur Folge, dass nach
der Erkennung von 47 in der A-Site die Enolsierung zum Enol begiinstigt ist und so eine gute
Inhibition zu beobachten wire. Wahrscheinlich wird 47 aus sterischen Griinde (P-Site ist mit ALA
schon belegt) von der Active Site nicht erkannt und ist folglich ¢in schlechter Inhibitor.
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OH
A-Site P-Site
47 in Position 3 zu sterisch :
(Schiechter Inhibitor )
OH

" 46 llegt als unglinstiges
Konformer vor

<
(Schiechter Inhibitor ) ° _(

Abbildung 58,

Variationen in Position 4 fiihrten zu sehr schwachen Inhibitoren. Durch das Weglassen der
Carbonylgruppe bei S-Aminovalerianséure (49) und Nitrobutan (50) konnen diese beiden
Molekiile nur noch durch die Nitrogruppe resp. durch das Carboxylat in der A-Site der PBGS
erkannt werden.

Besonders interessante Ergebnisse lieferten die Inhibitoren, bei denen die Position 5 variiert
wurde. Der Standardinhibitor Levulinsiure (8) (Ki= 2'220 M) wird 40mal schlechter als ALA
von der PBGS erkannt. 5-Hydroxylevulinsiure (55) (Kj = 333 uM) und 5-Oximolevulinsiure
(87) (Kj = 1'050 uM) weisen im Vergleich zu Levulinsiure die signifikant kleineren
Inhibitionskonstanten auf. Diese Beobachtungen lassen sich gut mit unserer Arbeitshypothese
vereinbaren. 55 und 57 weisen wie das natiirliche Substrat zwei Stellen fiir die Komplexbildung
mit Zn(II) auf, hingegen kann Levulinsiure (8) nur tiber die Carbonylgruppe mit dem Metall
komplexieren (Abbildung 59).

A-Slte A-Site

Gebundes A-Side ALA 55 8
Km= 50 pM ) K= 333 uM Ki= 2'220 uM
" Abbildung 59.

2-Oxoglutarsgure (60) und 3-Oxoadipinsiure (61) fallen mit einem Kj um 8'000 uM in den
Werteberéich der guten Inhibitoren, dennoch weisen sie ein signifkant kleineres Kj als
bespielsweise 5-Oximolevulinstiure (57) auf. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass eine zustitzliche
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basische Stelle in der Active Site {iber Wasserstoffbriicken die einzelnen Inhibitoren erkennen .

kénnte (Abbildung 60).
A-Site A-Site
0 0
Zn""'}o
(e}
Abstossung
(<]
61
Kj=1'050 uM Kj = 10400 uM

Abbildung 60.

Wie wir schon bei den Estern der Levulinsiiure festgestellt haben, ist die Carboxylatgruppe
in Postion 1 unerldsslich fiir einen gute Hemmwirkung. So ist der S§-
Hydroxylevulinstiuremethlester (56) der rund 17 mal schlechtere Inhibitor als die freie Sture (55).

5-Cyanolevulinsiuremethylester (62) zeigte im Inhibitionsversuch das Verhalten eines
irreversiblen Inhibitors. Im Dialyseversuch konnte 62 als "Slow Binder" erkannt werden. 62
bindet gemiss unserer Arbeitshypothese an die P-Site. Die Inhibition kann durch eine Enamin-
Bildung zwischen C4 und CS5 erklirt werden, welche aufgrund der starken elektronenziehenden
Cyanogruppe beglinstigt wird (Abbildung 61). Im Vergleich zur P-Side ALA, die mittels einer
Schiffschen Base ans Enzym gebunden ist, geht durch das Enamin die Elektrophilie des

Kohlenstoffs in Position 4 verloren.

P-Slte

OH

H2N

ALA an P-Site als
Iminium-lon gebunden

Abbildung 61.
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Die strukturellen Ahnlichkeiten von 2-Nitrobenzophenon (80), 2-Nitrobenzaldehyd (63) als
auch 2,4-Dinitrobenzaldehyd (79) mit 4-Nitro-2-butanon (40) sind in Abbildung 62 aufgezeigt.

O2N O2N O2N Oz2N NO2
ﬁg : ~ I ) He I j He I j
(o] O (0] O
40 80 39 63
Abbildung 62: Strukturelle Ahnlichkeit mit 4-Nitro-2-butanon (40)

2-Nitrobenzaldehyd (39) und 2,4-Dinitrobenzaldehyd (63) zeigen irreversibles Verhalten,
wobei bis anhin nur 39 im Dialyseversuch untersucht und als "Slow Binder" identifiziert wurde.
Es ist aber anzunehmen, dass es sich bei 63 ebenfalls um einen "Slow Binder” handelt. 2-
Nitrobenzophenon (80) hingegen ist ein kompetitiver Inhibitor mit einem Kj von 10400 pM.

Die beiden Aldehyde 39 und 63 binden als "Slow Binder" an die P-Site. Die zur
Formylgruppe in Position 2 resp. 2 und 4 stehenden Nitrogruppen liegen mit dieser in einer Ebene
und der -M-Effekt kommt dadurch voll zum Tragen. Dies erklirt die hohe Reaktivitit des
Aldehyds und die Ausbildung einer stabilen Schiffschen Base mit dem Lysin in der Active Site
(Abbildung 63).

Bei 2-Nitrobenzophenon (80) ist die Reaktivitit der Carbonylgruppe vermindert. Dies hat
zur Folge, dass 80 kein "Slow Binder" ist, sondern ein kompetitiver Inhibitor, der an die A-Site
bindet (Abbildung 63).

A-Slte P-Site

80 bindet als Zn(ll)- 39 bindet als Schiffsche
Komplex an A-Site Base an P-Site
Abbildung 63.
8.3. Diskussion der Inhibitionsstudien der Produktanaloga

Jaffe konnte mittels 13C NMR zeigen, dass das finale Enzymprodukt, PBG, ans Enzym
gebunden ist [89). Potentielle Produktanaloga konkurrieren demnach mit dem PBG um die
Bindungsstelle am Enzym und zeigen kompetitives Verhalten. Die interessantesten und besten
Inhibitionsresultate zeigen in dieser Reihe Pyrazol 81 und das Azaanalogon des PBG (82), weil
insbesondere das letztere der Struktur des natiirlichen Endprodukts der Porphobilinogen Synthase
sehr nahe kommt (Abbildung 64).
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Aus den NMR-Daten von Jaffe [89] kann die Dissoziationskonstante vom PBG- -
Enzymkomplex abgeleitet werden. Falls das Octamer der PBGS vier Molekiile PBG (5) binden
kann, betrigt die Dissoziationskonstante 300 1M, falls hingegen acht Molekiile PBG an das
Octamer gebunden werden kdnnen, ist die Dissoziationskonstante fiinfmal grosser (1500 pM).
Jordan schitzie einen Wert von 2000 UM fiir die Dissoziationskonstante ab [15).

Der Vergleich dieser Dissoziationskonstanten mit der Inhibitionskonstante vom Azaanalogon
des PBG (82) lisst darauf schliessen, dass das Octamer acht Bindungsstellen aufweist.
COOH COOH COOH

HOOC HOOC HOOC

/\. I N »

N’ N
H H
NH, NHz
5 81 82
PBG Kj= 10'600 pM Ki= 5730 uM
Abbildung 64.
8.4. Diskussion der Inhibitionsstudien der Zwischenproduktanaloga

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reihe 1,3-und 1,4-Diketone getestet, wobei 4,6-
Dioxoheptansiure (10) die beste Inhibitionswirkung zeigt. 10 ist im Vergleich zur Levulinsiure
der rund 1500mal bessere Inhibitor.

Die ausserordentlich gute Inhibitionswirkung von 10 kénnte in Einklang mit der
Arbeitshypothese erklirt werden, indem der Inhibitor {iber einen Zinkkomplex an die A-Site bindet
(Abbildung 65). Falls 10 aber nur an die A-Site bindet, miisste er ein rein kompetitives
Inhibitionsverhalien aufweisen.

Die kinetischen Daten beschreiben aber eindeutig ein Verhalten eines unkompetitiven oder
‘gemischten Inhibitors, d.h. 10 bindet ausschliesslich iiber eine Schiffsche Base an die P-Site,
oder er kann sowohl an die P-Site als auch an die A-Site binden (Abbildung 65).

A-Site P-Site

OH
o)

=Ng

Ki=1.4 pM

Abbildung 65.
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Wenn also die Mbglichkeit der Bindung an die P-Site gegeben ist, setzt dies voraus, dass die
Dissoziationskonstante des gebundenen Diketons in der gleichen Gréssenordnung oder kleiner ist
als die Dissoziationskonstante der P-Side ALA. Des Weiteren muss die Riickreaktion zum freien
Enzym in der gleichen Grissenordnung wie bei ALA sein, ansonsten wiirde man einen "Slow
Binder" beobachten.

Bei verschiedenen Enzymsystemen, die wie die Porphobilinogen Synthase mit dem Substrat
eine Schiffsche Base ausbilden, konnte nachgewiesen werden, dass sie mit 1,3-
Dicarbonylverbindungen ein stabiles kovalentes vinyloges Amid ausbilden.

Bei UV-Untersuchungen einer Aldolase der Klasse I konnte Blonski et al. die Bildung eines
vinylogen Amids von (2,4-Dioxo)-pentylphosphat (36) beobachten [80]. Dabei wird 36 zuerst
{iber eine Schiffsche Base an das Enzym gebunden und dann in das vinyloge Amid iiberfiihrt
(Abbildung 66), welches eine starke Absorption bei 317 nm aufweist. 36 wurde als "Slow-
Binder" der Aldolase identifiziert.

HQN— Enz H\-o. Enz H\ Enz
J\j\/ H *—J\/k/ CS‘* /ﬁ\/l\/o
Il
e}
36 € (317 nm) = 9600 M" cm'?!
Abbildung 66.

Bei der Acetylessigsiure Decarboxylase ist Acetylbrenztraubensiiure ein sehr starker
kompetitiver lnhibitor, bei dem ebenfalls die Ausbildung eines vinylogen Amids iiher UV-
Spektoskopie nachgewiesen wurde [99,100].

Lerner et al. hat die Antikérper 38C2 und 33F12 untersucht, welche die Aldolreaktion
zwischen Aceton und verschiedenen Aldehyden katalysieren [101]. 1,3-Dicarbonylverhindungen
bilden mit den Antik6rpem vinyloge Amide.

P-Site P-Slte P-Site P-Site
OH OH

OH o

o

HNTy = Y=g NG

o : /W
o

o

Abbildung 67.

Prinzipiell ist bei der Porphobilinogen Syntase ein dhnliches Verhalten zu erwarten. Die 4,6-
Dioxoheptansiure (10) wird von der P-Site erkannt, bildet eine Schiffsche Base aus und wandelt
sich in das stabile vinyloge Amid um (Abbildung 67).

Neben der 4,6-Dioxoheptansiiure (10) wurde eine Reihe anderer Diketone auf der
Porphobilinogen Synthase getestet. Der 4,6-Dioxoheptansiuremethylester (24) ist der rund 200
mal schwiichere Inhibitor als 10, ist aber mit einem Kj von 319 uM immer noch ein sehr guter
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Inhibitor. Lisst man die Siurefunktion ganz fallen, zeigt sich am Beispiel von Acetylaceton (64)
und 1-Acetylcyclohexanon (65) eine signifikante Abschwiichung der Inhibition. 1,4 Diketone wie
Acetonylaceton (66) fithren zu schwachen Inhibitoren. In Kontrollexperimenten konnte gezeigt
werden, dass strukturelle Anderungen von Acetylaceton (64) zu keinen oder sehr schwachen
Inhibitoren fithren (Abbildung 68).

(o} OH OH
64 67

68
Ki= 4610 iM Kein Inhibitor . Kein Inhibitor
i I
/Ik/Y 0"
o o
65 66 69
Ki= 520 uM 24'910 uM 39'500 uM

Abbildung 68.
5-Nitrolevulinsiure (58) ist ebenfalls ein sehr guter gemischter Inhibitor, der sowoh! an die
P-Site als auch an die A-Site binden kann (Abbildung 69).

Interessanterweise zeigt der 5-Nitrolevulinsiuremethylester (59) kompetitives Verhalien und
bindet deshalb nur an die A-Site (Abbildung 70). Daraus folgt, dass die freie Siure S8 wesentlich
zur Erkennung in der P-Site beitriigt.

A-Site P-Site

58 Ki=711pM 58
Abbildung 69.

3-Oxo-5-Aminohept-4-ensiuremethylester (63) ist ein guter kompetitiver Inhibitor und
bindet an die A-Site (Abbildung 70).
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A-Slte ' A-site

59 63
Ki=17'100 uM Ki=2610uM

Abbitdung 70.

Bis anhin haben wir simtliche besprochenen Zwischenproduktanaloga in Einklang mit der
von uns aufgestellten Arbeitshypothese diskutiert. Wir wollen an dieser Stelle darauf hinweisen,
dass die 4,6-Dioxoheptansiiure den von Shemin und Jordan vorgeschlagenen
Zwischenproduktanaloga strukturell sehr nahe ist (Abbildung 71).

H
o0 COOH COCH
HOOC
-~ —_— NHo— Enz
o \
HaN O NH2
‘ Jordan Il
Abbildung 71. .

Die beiden Racemate 12 und 13, bei denen die Ketten, welche die Siurefunktionen tragen,
like (12) oder unlike (13) stehen, kommen dem vom Shemin postulierten
Zwischenproduktanalogon der Enzymreaktion strukturel! ebenfalls sehr nahe (Abbildung 72). Die
Diskussionen der Inhibitionsstudien von 12 und 13 gestalten sich schwierig, weil im Enzymassay
bei hoher Substratkonzentration 12 und 13 als Aktivatoren wirken. Auch punktuelle Vergleiche

des Umsatzes bei konstanter Konzentration an Inhibitor, geben keinen Aufschluss dariiber,
welches Enantiomerenpaar von der PBGS besser erkannt wird.
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Abbildung 72.

Die in Abbildung 73 gezeigten enantiomerenreinen Epoxide zeigen alle irreversibles
Verhalten im Enzymassay. In einem Parallelversuch konnte gezeigt werden, dass 22 und 71 die
PBGS gleich stark desaktivieren. Im Dialyseversuch gibt es Hinweise, dass sich bei 70 um einen
Suicid-Inhibitor handelt. Es ist anzunehmen, dass auch die drei anderen Epoxide (22,23 und 71)
Suizid-Inhibitoren sind.

COoMe CO2Me

NO2 NO>
. O O 0 I o) .
o o o .0

22 7 23 70
Abbildung 73. .
Gemiiss unseren Vorstellungen konnten diese Verbindungen auf zwei Arten in der A-Site
intervenieren, um dann unter Offnung des Epoxids eine neue kovalente Bindung auszubilden.

Beim linken Bild der Abbildung 74 muss der nukleophile Angriff innerhalb der A-Site
erfolgen, beim rechten Bild kommt der nukleophile Angriff von der P-Site.
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A-Site A-Site P-Site

Abbildung 74.

Erweitern wir unsere mechanistische Arbeitshypothese, so kdnnte die Carbonylgruppe der
Epoxide eine Schiffsche Base mit dem Lysin in der P-Site ausbilden. Die Offnung des Epoxids
wiirde durch einen nukleophilen Angriff von der A-Site aus erfolgen (Abbildung 75).

A-Site P-Slte

Abbildung 75.

6-Oxoheptansiure (20) und sein Nitroanalogon 21 wurden im Kontrollexperiment als
kompetitive Inhibitoren (Ki = 10’800 uM resp. 8'790 uM) erkannt, welche die A-Site besetzen.
Der Austausch der Carboxylatgruppe durch die Nitrogruppe fithrt nicht zu einer signifikant
besseren Erkennung.

4-Oxopimelinsiure (72) kommt dem vorgeschlagenen Zwischenprodukt nach Jordan nahe
(Abbildung 76). '

72 ist ein guter kompetitiver Inhibitor mit einer Dissoziationskonstante von 8'599 uM.
Betrachtet man seine Struktur etwas genauer, kommt er dem Zwischenproduktanalogon von Jodan
II recht nahe. Lisst man bei 72 die Carbonylgruppe weg, findet man in Form der Pimelinsiure
(73) einen immer noch-akzeptablen Inhibitor (Kj = 12'404 uM) . Offenbar reichen zu einer
Erkennung durch das Enzym die zwei Carboxylatgruppen des Inhibitors aus. Weitere
Dicarbonsiuren wie Bernsteinsiure (74), Fumarsiture (75), Maleinsiiure (76) und Phthalsiure
(77) werden gleich gut wie die Pimelinsiure (73) erkannt.
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Die 4-Oxopimelinsiure (72) und die DicarbonsHuren 73-77 missen gemiss
Arbeitshypothese in der A-Site intervenieren (Abbildung 77).

Abbilddung 76.

A-Site A-Slte

72 . 74
Ki= 8'560 uM : Ki= 12'500 uMm
Abbildung 77.
8.5. Vorgeschlagener Mechanismus der PBGS aus E. coli

Der hier vorgeschlagene Mechanismus stimmt im wesentlichen mit der im vorhergehenden
Kapitel besprochenen Arbeitshypothese iiberein (Punkte A-D in Abbildung 78). Nach Punkt D
erfolgt ein nukleophiler Angriff der Aminogruppe an die Carbonylgruppe unter Ausbildung eines
Halbaminals (E). Nach Wasserelimination wird das Iminiumion ausgebildet (F), und cine
zweimalige Protonenabstraktion (F nach G und H nach J) fiihrt zum PBG (Abbildung 78). Das
Zwischenprodukt bleibt dadurch mdglichst lange an das Enzym gebunden, und das Enzym wird
erst im zweitletzten Schritt regeneriert.

Der so vorgeschlagene Mechanismus kann mit der in unserer Gruppe ausgearbeiteten
biomimetischen Reaktion in Einklang gebracht werden (siehe Kapitel 3.2.), bei der die C-C
Verkniipfung chemisch den anspruchsvollsten Schritt darstellt. Deshalb sieht die C-C
Verknilpfung im Enzymmechanismus ziemlich am Anfang und wird als entscheidender Schritt
betrachtet. '
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Abbildung 78: Vorgeschlagener Mcchanismus der Porphobilinogen Synthase aus Escherichia coli.
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8.6. Inhibitionsstudien der PBGS von E. coli und Rhodobacter spheroides-
im Vergleich

In seiner Dissertation hat R. Liiond [20] Inhibitionsstudien einiger in dieser Arbeit
besprochenen Substrat-, Zwischenprodukt- und Produktanaloga auf der Porphobilinogen
Synthase aus Rhodobacter spheroides durchgefiihrt. Vergleiche jener Studien mit der vorliegenden
Arbeit ergeben, dass die Michaeliskonstante bei E. coli um einen Faktor 7 kleiner als bei R.
spheroides ist, und dass die Inhibitionskonstanten der auf beiden Enzymen getesteten Molekiilen
in der gleichen Grissenordnung liegen.

Weitere Schlussfolgerungen kénnen nicht gezogen werden, weil der Einfluss verschiedener
Metalle auf die Reaktivitiit der Porphobilinogen Synthase aus Escherichia coli genau untersucht
wurde. Bei denen in dieser Arbeit durchgefiihrten Inhibitionsstudien sind die Bedingungen
angewandt worden, welche hichste Aktivitiit ergaben. Bei der PBGS aus Rhodobacter spheroides
ist der Einfluss der Metalle auf die Reaktivitdt nicht geklirt, und es ist nicht klar, ob die
Inhibitionsstudien von R. Liidnd unter den optimalsten Bedingungen fiir die enzymatische
Reaktion durchgefiihrt wurden,

8.7. Ausblick

Es ist von Interesse zu wissen, wo die einzelnen Inhibitoren tatsichlich in der Active Site
intervenieren. Wahrscheinlich binden die meisten Inhibitoren in Abwesenheit des Substrats tiber
eine Schiffsche Base an die P-Site. Erste Hinweise diesbeziiglich wurden von Shemin erwihnt
[14] und konnte im Rahmen dieser Arbeit mittels isoelektrischer Fokussierung gezeigt werden
(siche experimenteller Teil). Diesbeziiglich sind die Epoxide als Suizid Inhibitoren von
besonderem Interesse. Falls 23 in Abwesenheit des Substrats in der P-Site eine Schiffsche Base
ausbildet, konnte der nukleophile Angriff aus einer A-Site kommen. Nach erfolgter Reduktion der
Schiffschen Base mit Natriumborhydrid kbnnte eine potentielle Quervemetzung zwischen zwei
Untereinheiten mittels SDS-Elektrophorese und Massenspektrometrie nachgewiesen werden
(Abbildung 79). Derartige Messungen sind momentan im Gange. .

A-Slte P-Site A-Site P-Site  A-Slte P-Site
02N 02N
o) Reduktion
A\ —_—
23
Abbildung 79.

Zur gleichen Frage nach dem Ort der Besetzung muss die potentielle Ausbildung des
vinylogen Amids zwischen der 4,6 Dioxoheptansiiure (10) und der P-Site der PBGS mittels UV
Messungen nachgewiesen werden (Abbildung 80).

Im weiteren sollen zur Mechanismusaufklirung der Porphobilinogen Synthase fluorierte:
Substratanaloga synthetisiert werden und in Inhibitionsversuchen getestet werden. Von zentralem
Interesse wiire das difluorierte Anaiogon von 10: 4,6-Dioxo-5,5'-difluoroheptansiiure (87) kann
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mit der P-Site kein vinyloges Amid ausbilden, wiirde deshalb nur in der A-Site intervenieren und
milsste gemiiss unserer Arbeitshypothese ein rein kampetitiver Inhibitor sein .

A-Site P-Slte

87 10

bindet nur an die A-Site; mit UV nachweisbar
kompetitiver inhibitor 277

Abbildung 80.
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9. SYNTHETISCHE ARBEITEN

9.1. Synthese der ALA

Die Synthese von ALA (4) ist eine bekannte 3-stufige Synthese ausgehend von Levulinsiure
(8) (Abbildung 81) [102]).

j\/\ Bra/MeOH HCI cr
COOH ——» COOMe COOH
X ' NHa*
8 l:ae X=Br 3% ° 4
89 X = Phth 52 %
Abbildung 81: Bromierung der Levulinsiure (8).

Bromierung von 8 in at-Postion der Carbonylgruppe und anschliessende Veresterung liefern
vier Produkte (Abbildung 81), wobei 5-Bromlevulinsiuremethylester (88) (34 %) bevorzugt
gebildet wird. Die drei weiteren Produkte sind 3-Bromlevulinsiure- (15 %), 3,5-
Dibromlevulinsfiure- (3 %) und Methyllevulinsiuremethylester (16 %). Nach erfolgter destillativer
Trennung wird 88 in einer in einer Gabrielsynthese zu 5-Phtalimidlevulinsiuremethylester (89)
umgesetzt [103] und anschliessend zu ALA (4) hydrolisiert.

Reinigung via Umkristallisation in i-PrOH und in einem MeOH/i-PrOH-Gemisch, welches
bis zur Triibung mit Hexan versetzt wurde {104], war in unseren Hiinden wenig befriedigend. Es
bildeten sich unter den gewihiten Bedingungen immer bis zu 10% Isopropanol- bzw. Methylester.

9.1.1. Lyophilisation der ALA

Die so erhaltenen Kristalle (ALA : Methylester 90%:10%) wurden mit Aktivkohle behandelt,
erneut mit Salzsdure zur Verseifung des anwesenden Methylester behandelt und anschliessend
lyophilisiert. Das 1H-NMR zeigte das reine Produkt, wobei aber die Elementaranalyse fiir den
Kohlenstoff eine signifikante Abweichung zeigte. Die Hygroskopie des Salzes kdnnte die Ursache
dieser Abweichung sein. Wire wirklich Wasser der Grund der Verunreinigung, so 14sst sich
ausrechnen, wie hoch der Wassergehalt ist. Das so neu berechnete Molekulargewicht zeigt, dass
die einzelnen Werte innerhalb der Fehlergrenze liegen (Schema 19).

CsH1cCINQ3 (167.5):  berechnet: C35.84 H6.01 N835
gefunden: C34.98 H594 N8.08

l Annahme: Verunreinigung ist Wasser !

CsH1aCINO3 (167.5) + x H20: 171.5 —= CgHyoCINO3 (167.5) + 0.2 mol Hz0

CsH104CINO3 2 (171.5): berechnet: C34.98 H6.06 N8.16

gefunden: C34.98 H5.94 N8.08

Schema 19,
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9.1.2. Bestimmung der Reinheit der ALA mittels HPLC

Das Resultat der Elementaranalyse bewog uns, die Reinheit dér ALA (4) mittels HPLC zu
untersuchen. Es wurde eine Reverse Phase Siule (RP 8) gewihlt, und es konnte gezeigt werden,
dass in einem 0.129 M KH2PO4-Puffer bei pH 4.5 die Siure als einziger scharfer Peak mit einer
Retentionszeit von 5.66 Minuten erscheint (Abbildung 82). Bei Erhdhung des pH auf 6.9 konnte
ein zweiter Peak mit éiner deutlich héheren Retentionszeit festgestellt werden.

H
!
i

P 1 |
Pl P

Abbildung 82: HPLC- Analysc (RP 8) bei pH 4.5

Dieser zweite Peak, welcher innerhalb einiger Stunden signifikant grosser wurde, entspricht
dem Pyrazin (7), welches aus einer Dimerisierung von zwei ALA entstanden ist (Abbildung 83).

HOOC HOOC

HOOC, pH=6.9
D N + 02 N
. — =
e, —_— /N
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N= N=
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COOH COOH
4 7

Abbildung 83: Bildung von Pyrazin (7)

Die Bildung von 7 bei pH=6.9 konnte im UV bei einer Wellenldnge von 274 nm verfolgt
werden (Abbildung 84). Die Kinetik zeigt eine Reaktion Oter Ordnung. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist die Oxidation des Diimins zum Pyrazin 7. Der
Sauerstoffgehalt in Wasser betrigt bei Raumtemperatur 3.16 g/l {105]. Wir gehen davon aus, dass
der Sauerstoffgehalt im Vergleich zum gebildeten Diimin im grossen Uberschuss vorliegt und
deshalb iiber eine gewisse Zeitspanne beinahe konstant bleibt. Mit diesen Uberlegungen kann eine
Reakrion 0-ter Ordnung leicht erklirt werden (Abbildung 84).
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Abbildung 84: Pyrazinbildung Reakton Oter Ordnung

9.1.3. Symmetrische Dimerisierung der ALA

Die Pyrazinbildung wurde auch synthetisch nachgewiesen [9]. Es konnte gezeigt werden,
dass in Anwesenheit eines Puffers von pH=6.9 mit einer Ausbeute von 20% Pyrazin entsteht.
Durch Zugabe von Quecksilber(IT)chlorid und bei héherem pH konnte die Ausbeute an Pyrazin
erhoht werden (30%).

9.2. -Syuthese verschiedener poteutieller Inhibitoren

9.2.1.  Synthese vou Substratanaloga

Levulinsdurebenzylester (90). Zur Herstellung des Levulinsiurebenzylester (90)
wurde eine Methode nach Eschenmoser ohne Zusatz von basischen oder sauren Katalysatoren
gewihit (Abbildung 85) [106]. DMF-dibenzylacetal (91) wurde im 1.5 fachen Uberschuss mit
Levulinsiure (8) verstetzt und zum Riickfluss erhitzt. Nach erfolgter Siulenchromatographie und
fraktionierter Vakuumdestillation im Kugelrohrofen erhielt man den Levulinsiurebenzylester in
ciner Ausbeute von 50%.

OH \N_f —_— LYO\/Q
7/
o

o)

8 N 90 50%
Abbildung 85.

4-Chlor-2-butanun (92). Der hier dargestellten Synthese von 4-Chlor-2-butanon (92)
liegt einem in in der Literatur beschriebenes NMR-Experiment zu Grunde [107]. Ausgehend von
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Methykvinylketon (93) und Tetralkylammoniumchlorid in Trifluoressigsdure haben wir 4-Chlor-
2-butanon (92) nach Yakuumdestillation in einer Ausbeute von 79% erhalten.

4-Nitro-2-butanon (40). wurde nach einer Synthesevorschrift von Rainer Lidénd
{25){20] in einer Kornblum Reaktion mit Natriumnitrit in 4-Nitro-2-butanon (40) umgewandelt
und durch Destillation gereinigt. (Ausbeute: 51%). Durch leichte Modifizierung der gegebenen
Vorschrift, indem man zur Aufarbeitung EtOAc anstelle des Et20 verwendet wurde, konnte die
Ausbeute signifikant gesteigert werden (Abbildung 86).

_NaNOa/DMF
+ EYNCI —————»/u\/\
S NO3
93 92 79 % : 40 51%
Abbildung 86.

3-Thiocyanat- (94) und 5-Thiocyanatlevulinsduremethylester (95). 3-Brom-
(96) und 5-Bromlevulinsiuremethylester (88) wurde in einer nukleophilen Substitution mittels
Kaliumthiocyonat zu 3-Thiocyanat- (94) und 5-Thiocyanatlesiuremethylester (95) umgewandelt

(Abbildung 87).
j\‘/\wocm KSCN jH/\rocag
__)
Br o EtOH SCN o
M , )\/Yocm
95
Abbildung 87.

5-Cyano-4-oxopentansiuremethylester (62). 62 wurde nach einer Arbeitsvorschrift
von Rainer Liaond synthetisiert [20).

4-0xo-2-pentensiure (43) und 2-Hydroxylevulinsdure (45). 43 und 45 wurden
nach einer Arbeitsvorschrift von Rainer Liiénd synthetisiert{20}.
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9.2.2, Synthese von Zwischenproduktanaloga

, COOMe COOH
COOMe KI, K2COy/
{ . — -_—
- 0 Aceton o) o)
o) o) o)
97 64 98 99

Abbildung 88.

Acetylaceton (64) reagiert mit Bromessigsiuremethylester (97) in Anwesenheit von KI und
Kaliumcarbonat zu 3-Acetyl-4-oxopentansiuremethylesier (98) [108]. Anschliessende
enzymatische Hydrolyse liefert die freie Siure (99) (Abbildung 88).



Allgemeines -95- . Experimenteller Teil

EXPERIMENTELLER TEIL

10. ALLGEMEINES

10.1. Gerite zum biologischen Arbeiten

Fermenter

2 Liter Fermenter; Multigen; New Brunswick Scientific Co. Inc.; New Brunswick, New Jersey,
USA; Fermenter mit Riickflusskiihler versehen.

10 Liter Fermenter; Bioengineering

Rotationsschiittler
HF, Infros AG

FPLC
Liquid Chromatography LCC 500, Pharmacia

Filtration
Ultrafiltrationszelle 8050 und dazu passende Diaflo Ultrafilrationsmembran PM-10 von Amicon.

Fraktionensammler
LKB, 7000 Ultrorac

Elektrophorese
SDS-PAGE 12%, 0.75mm, Minigel, System Limmli

Zentrifugen
Tischzentrifuge MSE, Mistral 2000
Kiihlzentrifuge Sorvall RC 5C Plus

' UV/VIS Spektroskopie
UV/VIS-Spektren wurden auf einem HP 8452A Diode Array Spectrophotometer gemessen.

10.2. Gerite zum synthetischen Arbeiten

IR-Spektroskopie

Die Spektren wurden auf einem IR Perkin Elmer FT-IR 1720 X gemessen. Die Auflsung der
Spektren betriigt 10 cm"1 zwischen 4000 und 2000 em-1 und 4 em-1 zwischen 2000 und 4000
cm-1, Die Verbindungen wurden als Film zwischen NaCl-Platten (Film) oder als Pillenpressling
in KBr (Pille) gemessen. Die Banden sind in em-1 angegeben. Abkiirzungen: w=schwach,
m=mittel, br=breit, s=stark, vs=sehr stark.

MS-Spektren

Die MS-Spektren wurden auf einem Massenspektrometer Nermag R30-10 mit einer MS-
Datenbank Wiley-Library gemessen. Die Signale wurden in m/e und % zum Basis-Peak (100%)
angegeben.

Elementaranalysen
Die Elementaranalysen wurden bei Ciba-Geigy SA (Abteilung Kunststoffe und Addiditive) in
Marly FR in Auftrag gegeben.

Schmelzpunkt
Die Schmelzpunkte wurden auf einem Biichi Le003 (Schmelzpunktsbesrimmungsapparat nach Dr.
Tottoli) und einem Gallenkamp MFB-595 gemessen.
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NMR-Spektroskopie

Die 1H-NMR und 13C-NMR Spektren wurden auf dem Spektrometer Gemini Varian 200 MHz.
TMS (Tetramethyisilan) war die benutzte Referenz. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm
und die Kopplungskonstanten in Hz angegeben.

Abkiirzungen: s=Singulett, d=Doublett, t=Triplett, g=Quadruplett, m=Multiplett

Gaschromatographie
Die Messungen wurden auf einem Chromatographen des Typs Dani 3900 mit OV1 durchgefuihrt.

HPLC

Knauer's Zwei-Pumpensystem (HPLC Pump 64) mit Programmer (HPLC Programmer 50), mit
Detektor (Applied Biosystem (757 Absorbance Detector), mit Saule (0.4cm X 25¢m; Li Chrosorb
RP 8) und mit Schreiber ausgestattet.

10.3. Chemikalien und Biochemika

Acetylaceton Fluka puriss. p.a.
Acetonitril SDS
Ammoniumsulfat Fluka, puriss. p.a.
Ampicilin Sodium Salt ’ Fluka, BioChemika
Antifoam Sigma

Brom Siegfried
Bromessigsiuremethylester Fluka purum
di-Kaliumhydrogenphosphat Fluka, BioChemika
Dimethylaminformamid Fluka, puriss. p.a.
DMF-dibenzylacetal _ Fluka,pract.
Dioxan Fluka, BioChemika
c@mplete™, Proteasen Inhibitoren-Cocktail Boehringer Mannheim
Essigsdure . Fluka, purum
Fluram Fluka, BioChemika
Glycerin Hydrat Fluka, BioChemika
Hefeextrakt : Fluka, BioChemika
Kaliumdihydrogenphosphat . Fluka, BioChemika
Kaliumhdroxyd Fluka, BioChemika
Kaliumthiocyanat Fluka, puriss. p.a.
Levulinstiure Fluka, purum -
Lysozym aus Hithnereiweiss Fluka, BioChemika
Magnesiumchlorid Hexahydrat Fluka, BioChemika
Mercaptoethanol Fluka, BioChemika
Methanol tech., destilliert iiber CaO
Methyivinylketon - Fluka, purum
Natriumchlorid Fluka, puriss. p.a.
Natriumnitrit Fluka, puriss. p.a.
p-Dimethylaminobenzaldehyd Fluka, puriss. p.a.

Perchlorsiure 70% Fluka, puriss. p.a.
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Phtalimid-Kalium Fluka, purum
Quecksilber(IT)chlorid Fluka, puriss. p.a.
Rinderserumalbumin Fluka, BioChemika
Schweineleberesterase Fluka, BioChemika

Salzsiure 32% Fluka, puriss. p.a.
Tetraethylammoniumchlorid Fluka, purum
Trans-4-0xo-2-pentensiuremethylester Fluka, purum

Trichloressigstiure Fluka, purum

Trifluoressigsture
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Trypton
Zinkchlorid

Merck, zur Synthese

" Fluka, BioChemika

Fluka, BioChemika
Fluka, puriss. p.a.
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11. MIKROBIOLOGISCHER UND ENZYMATISCHER TEIL

11.1. Kultivierung der E. coli CR 261 und Aufreinigung der PBGS

11.1.1. Vorkultur

In einem 500m! Erlenmeyerkolben wurden 100ml LB, 188l Ampicilin (4mg/ml) mit einer
cinzelnen Kolonie bei 37° C und einer Riihrgeschwindigkeit von 230 rpm auf einem
Rotationsschilttler inkubiert. Man liess die Vorkultur wihrend 8 Stunden bis zur einer Absorption
von 0.83 (600nm) anwachsen (exponentielle Wachstumsphase).

11.1.2. Hauptkuitur

Ausgehend von den 100ml Vorkultur wurde die Hauptkultur angeimpft, indem die ganze
Vorkoltur mit 91 LB, 450mg Ampicilin und ca. 2ml Antifoam vereinigt wurde. Man liess die
Kultur in einem 101 Fermenter bei einer Rithrgeschwindigkeit von 200 rpm, 37°C und einer
externer Luftzufuhr von 10 I/min wihrend 21.5 Stunden zu einer Absorption (600nm) von 5.85
anwachsen.

11.1.3. Rohextrakt und Darstellung des Lysats

Nach der Zentrifugation der Kultur bei 3000 x g, 4°C und wihrend 20 Minuten eine
Zellfeuchtmasse von 88.2g. Die Aufreinigung der Zellfeuchtmasse geschah in 4 Portionen (15.4g,
22.9, 21.9g, 29.2g). Die Aufreinigung der 1. Portion erfoligte sogleich anschliessend, indem die
Zellfeuchtmasse (15.4g) in 25ml Phosphatpuffer (0.1 M NaPO4 (pH=7.3), 1mM MgCl2-6H20,
10 uM ZnCl2, 12.3 mM Mercaptoethanol) aufgenommen, mit 26 mg Lysozym versetzt und auf
dem Rotationsschiittler wihrend 1 Stunde bei Raumtemperatur und 260 rpm inkubiert wurde.
Nach anschliessendem Einfrieren und langsamem Auftauen wird wihrend 20 Minuten bei 4°C und
bei 48000 x g zentrifugiert. Der Niederschlag kann verworfen werden, und der Uberstand
entspricht dem Lysat.

Die Zellfeuchtmasse, welche nicht sogleich weiter verarbeitet wurde (Aufreinigung 2-4),
wurde bei -20° eingefroren und bei Gebrauch aufgetaut (Tabelle 36).

Zellfeuchtmasse Aufnehmen in Zugabe von Units
[e] Phosphatpuffer Lysozym
[ml] [mg]
1. Aufreinigung 15.4 25 26 31570
2. Aufreinigung 22.9 40 42 34464
3. Aufreinigung 21.9 35 46 33572
4. Aufreinigung 29.2 50 60 38844

Tabelle 36.
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11.1.4, Zugabe von Proteaseninhibitoren und Ammoniumsulfatfallung

Bei Aufreinigung 2-4 wurde zum Lysat ein Proteaseninhibitoren-Cocktail zugegeben (Das
Lysat der 1. Aufreinigung wurde lediglich mit PMSF als Proteaseninhibitor versetzt). Eine
Proteaseninhibtorentablette (Boehringer Mannheim) wurde dabei in Smt 1| M KPO4, 100 mM
MgCl3, 100 uM ZnCly, 100 mM Mercaptoethanol (pH=7.6) geldst und nach Zugabe wihrend
einer Stunde bei 4° inkubiert. '

Anschliessend wird das Lysat zu einer 25% (NH4)2S04-Lésung aufkonzentriert und
wihrend 20 Minuten bei 48 000 x g zentrifugiert. Der Niederschlag wird verworfen und der
Uberstand weiter verarbeitet.

11.1.5. Phenylsepharose-Siule

Der Uberstand nach der 25% Ammoniumsulfatfillung wurde anf die Phenylsepharose-Siule
(2.5 X 26 cm) geladen. Die Fliessgeschwindigkeit betrug 75ml/h. Man sammelte Fraktionen zu
10ml. Grundstitzlich verminderte man im Laufe der Trennung die Polaritéit des Eluiermittels
(Tabelle 37). Danach wurden die aktivsten Fraktionen iiber cin Ulrafiltrationsmembransystem
(PM 10) aufkonzentriert.

Eluiermittel A: 50mM KPO4 pH=7, lmM MgCl2, 10uM ZnCl), 10mM Mercaptoethanol,
0.5M (NH4)2504

Eluiermittel B: SOmM KPO4 pH=7, 1mM MgCl3, 10uM ZnCl3, 10mM Mercaptoethanol
Eluiermittel C: 100mM KPO4 pH=7.1, ImM MgCl3, 10uM ZnCl3, 10mM Mercaptoethanol,
0.5M (NH4)2504

Eluiermittel D: 100mM KPO4 pH=7.1, ImM MgCl2, 10uM ZnClp, 10mM Mercaptoethanol
Eluiermittel E: 50mM KPO4 pH=7.1, 0.5 mM MgCl2, 5 uM ZnCl2, 5 mM Mercaptoethanol
Eluiermittel F: 50mM KPO4 pH=7.1, 1mM MgCl2, 10uM ZnCl2, 10mM Mercaptoethanol,

0.5M (NH4)2504
Eluiermittel G: 50mM KPO4 pH=7.1, ImM MgCl, 10uM ZnCly, 10mM Mercaptoethanol

Anzahl Gradient Aktivste
Fraktionen Fraktionen

1. Auf- n7 1-30100% A | 30-90 0-100%B | 91-117 100% B 91-117
reinigung '

2. Auf- 117 1-12100% A | 13-88 0-100%B | 89-117 100% B 88-116
reinigung )

3. Auf- 167 1-12 100% C | 13-88 0-100%D | 89-131 100% D 135-155
reinigung 133-167 100%E

4. Auf- 148 1-48 100% F 49-148 100% G 67-92
reinigung

Tabelle 37.

11.1.6. Sephacryl 300

Die Trennung auf der $-300 gesc.hah auf einer Siule mit den Dimensionen 2.6 X 65 cm (bei
der 1. Aufreinigung wurde eine Siule mit den Dimensionen 84 x 2 cm gewihlt) und erfolgte mit
0.1 M NajPOg4q (pH=7.3), ImM MgCl2:6H20, 10uM ZnCl2, 10mM Mercaptoethanol als



Mikrobiologischer und enzymatischer Teil - 100 - Experimenteller Teil

Eluiermittel. Die Fliessgeschwindigkeit betrug 29ml/h, und es wurden Fraktionen zu ca. 6ml '
gesammelt. Die aktivsten Fraktionen, welche nach einer Eluierzeit von ca. 6 Stunden auftraten,
wurden iiber ein Ultrafilorationssystem (PM 10) auf ca. 7ml aufkonzentriert.

11.1.7. Aufbewahrung der PBGS

Die Aufbewahrung geschah in kleinen Fraktionen in Eppendorf-Rohrchen in Gegenwart von
ca. 50% Glycerin. Insgesamt wurden 36251 Units und 814.6 mg an PBGS aufgereinigt (Tabelle
38).

Anzahl Proben Volumen PBGS | Units PBGS Menge an PBGS
[y} / Volumen [mg)
Glycerin {ul]
1. Aufreinigung 160 50/50 6949 132.9
2. Aufreinigung 208 35130 8275 224.4
3. Aufreinigung 208 35730 7572 185.4
4. Aufreinigung 256 35/30 13455 277.3

Tabelle 38.

11.2. Methoden zur Protein- und Aktivititsbestimmung

11.2.1. Proteinbestimmung nach Biorad

Der Bio-Rad Protein Assay basiert auf der Farbverlinderung von Coomassie Brillant Blue-
G-250 bei der Anlagerung von verschiedenen Proteinmengen. Die Farbiinderung wurde durch
Messung der Absorption bei 596nm festgehalten. Je nach Proteinmenge wurden die einzelnen
Proben mit Puffer verdiinnt, um Messwerte in einem linearen Bereich der Kurve zu erhalten. Als
Referenz wihlte man Rinderserumalbumin (10mg/100ml). Nach der Messung der jeweiligen
Enzymproben wurde der Gehalt an Enzym mittels der Eichkurve errechnet.

Eichkurve: Xpl Rinderserumalbuminidsung + (800u1-Xpul) Puffer

+ 200u] Bio-Rad Protein Assay (wobei X= 10,20,30,40,50)

Nullwert: 200u! Bio-Rad Protein Assay + 800! H20

Enzymproben: Xpl Proteinidsung + (800pl-Xul) Puffer + 200u1 Bio-Rad Protein Assay (wobei
X=10,20,30,40,50)

11.2.2. Proteinbestimmung mittels Fluoreszenz

Fluorescamin reagiert mit den Aminogruppen der einzelnen Lysine und der endstindigen
Aminogruppen des Proteins [109-111]. Aufgrund der Kenntnis der Primiirstruktur eines
Referenzproteins und eines zu bestimmenden Proteins kann das Protein mittels Fluoreszenz
quantifiziert werden. Es wurde bei 390nm angeregt und die Emission bei 475nm gemessen.

Als Referenzprotein diente Rinderserumalbumin (7.4g/100ml). '

Fluramldsung: ca. 2.5 Fluorescamin/ 100ml Dioxan

Puffer: 0.049M K2HPO4

In 4.5ml Kiivetten wurde wie folgt pipettiert:

(1) Eichkurve: Xpl Rinderserumalbuminldsung + (1.5ml-Xpl) Puffer + 0.5 mi Fluramlbsung
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(wobei X= 10,20,30,40,50).

(2) Nullwert: 1.5ml Puffer + 0.5ml Fluramlosung.

(3) Enzymproben: Xpl Proteinlsung + (1.5Sml-Xpl) Puffer + 0.5ml Fluramlsung (wobei X=
10,20,30,40,50).

Nach 5 Minuten wurden die Intensitiiten der Emission gemessen. Die Emission des
Nullwertes (2) wurde von der Emission der Enzymproben substrahiert. Dieser so erhaltene Wert
wurde gegen die Anzahl Lysine aufgetragen Der Proteingehalt der Probe wurde mittels der
erhaltenen Eichkurve eruiert.

11.2.3. Bestimmungen der PBGS Aktivitit wihrend der Enzymanreic‘herung

Ldsungen:

Puffer: (pH=7.6) 0.2M Tris(hydroxymeihyl)aminomethan, 30 uM ZnClI3, 10 mM
MgCl2-6H20, 12.3 mM Mercaptoethanol

Substrat 3-Aminolevulinsiure: 29.8 mM §-Aminolavulinsiure-Hydrochlorid (50mg/10ml
H20)

Ehrlich’s Reagenz: p-Dimethylaminobenzaldehyd 500mg,9 ml Perchlorsiure 70% (HC104)

Essigséure ad. 25 ml.
Stopreagenz: 20% CC13COOH, 0.1M HgCl

In Einweg-Plastikreagenzglischen wurde die Enzymprobe (X pl) im Puffer (1300ui-Xpl)
bei 37°C wiihrend 30 Minuten vorinkubiert. Nach Zugabe von 200 ul ALA wurde withrend 20
Minuten inkubiert. Nach Abkiihlung im Eis wurde 1m! Stopreagenz zugesetzt, und der weisse
Niederschlag wurde bei 2'400 x g wihrend 4 Minuten zentrifugiert. 1ml des resultierenden
Uberstandes wurde auf 1m! Ehrlichreagenz gegeben und emeut bei 2'400 x g wihrend 4 Minuten
zentrifugiert. Anschliessend wurde die optische Dichte bei 554 nm gegen den Nullwert (0.5ml
Ehrlichreagenz und 0.5m] Wasser) bestimmt. Aus der gemessenen Absorption lisst sich die
Spezifische Aktivitit wie folgt errechnen.

SA =(3.333  ABS * 1000)/(€ * Protein (mg) * t(h)) [mol PBG x mg-1x h-1]
Extinktionskoeffizient 62'000 [I mol-! x cm1]

Inkubationszeit 0.333 [h]

ABS: Absorption bei 554 nm

11,2.4. Bestimmuong der pH-Abhingigkeit der PBGS

Die PBGS wurde auf ihre pH-Abhingigkeit innerhalb eines pH-Bereiches von 4.3 - 10.5
(Puffer 1- 8; siehe Tabelle 40) untersucht. Jeder Puffer enthielt neben NaPQ4 zusitzlich 10 pM
ZnCl2, 10 mM MgClz und 12.3 B-Mercaptoethanol. Puffer 6,7,8 erwiesen sich als triibe
Lésungen. Das Enzym wurde in 25 ml 10 pM ZnCl2, 10 mM MgCl2 und 12.3 8-Mercaptoethanol
wissrigen LOsung aufgenommen. Zur Aktivitiitsbestimmung wurde die Methode des PBGS-
Assay angewandt. Wie im untenstehenden Pipettierschema wurde die Aktivitit fiir drei ALA-
Konzentrationen (79 pM, 159 pM, 397 uM) ermittelt (Tabelle 39). Die Vorinkubation betrug 30
und die Inkubation 14 Minuten. Im Inkubationsversuch mit Puffer bei pH 8 wurde am meisten
PBG gebildet
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PBGS-Ldsung 100 pi 100 pl 100 ul
Puffer 1-8 1360 pl 1320 ul 1200 pl
ALA [2.985 mM] 40 pt 80 200 pl

Tabelle 39: Pipetierschema zur Besuimmung der Aktivitit der PBGS in Abh#ingigkeit des pH

pH | NaH2PO4 [ NagHPO4 | Na3POs | PBG | PBG | PBG
M] M] M] [eM][1] | [uM][2] | [(uM1[3]
Puffer 1| 4.3 0.100 0 0 0
Puffer2| 5.8 | 0080 | 0.020 0.0654 | 0.0158 0
Puffer3| 6.7 | 0.050 0.050 0.948 | 0.6527 | 0.42258
Puffer4| 7.3 | 0.020 0.080 1.515 | 1.2697 | 0.96221
Puffer 5| 8.0 | 0.005 0.095 1.8748 | 17002 | 1.3272
Puffer 6| 8.25 0.100 1.839 | 1.6546 | 1.3312
Puffer 7| 9.15 0.095 0.005 | 17161 | 14701 | 1.1666
Puffer8] 10.5 0.090 0010 | 11725 | 0.92451 | 0.68842

Tabelle 40; PBG-Bildung in Abh#nigkeit des pH bei verschiedenen ALA-Konzentrationen: (1] 79 uM; (2] 159 uM;
(3] 397 uM

11.3. Enzym Assay der PBGS

11.3.1. Allgemeines

Die Inkubationen wurden in 5 ml Einweg-Tuben aus Polypropylen mit den Dimensionen (12
x 75 mm) durchgefithrt. Wihrend der Vorinkubations- und Inkubationszeit wurden die Tuben mit
Weich-Polyethylenstopfen (@ 1 Imm) verschlossen. Die Konzentration an PBGS war in allen
Tuben wihrend eines Inhibitionsversuches identisch (ca. 6 pg). Die Inkubationen wurden jeweils
in zwei parallelen Ansitze durchgefiihrt.

Der Inhalt eines Eppendorfréhrchens, welches angereichertes Enzym aus der 4.
Aufreinigung der Hauptkultur beinhaltet, wird aufgetaut und in 100 ml Inkubationspuffer
verdiinnt.

11.3.2. PBGS bei reversiblen Inhibitoren

In Tuben wurde 400 pl PBGS Losung mit PO4-Puffer und Inhibitor, wenn nicht anders
spezifiziert, wihrend 30 Minuten vorinkubiert. Es wurde in folgender Sequenz in die Tuben
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pipettiert : (1) Inhibitor- (2) PBGS- (3) Pufferldsung. Dabei war der Inhibitor in H20 oder im
Inkubationspuffer gelost. (Tabelle 41 und 42)

Bei Verwendung von DMSO als Kosolvens des Inhibitors wurde die Sequenz der Zugabe
leicht modifiziert: (1) Inhibitor- (2) Wasser/DMSO- (3) PBGS- (4) Pufferldsung. Der Inhibitor
wurde in einem Volumen von 10 ml HQO/DMSO Gemisch gelost, wobei der Anteil an DMSO
maximal 1 ml betrug. Jede Tube wurde mit einem gleichen DMSO/H20 Gemisch versetzt, so dass
sich in allen Tuben gleiche Menge an DMSO (maximal 20 pl) befanden (Tabelle 43).

Nach Zugabe von x ! einer 2.985 mM ALA Losung erreichte man ein Volumen von 1.5 ml.

A B C D
Inhibitor in H20 ol 50 ul 100 pl 200 pl
PBGS-L8sung 400 ul- 400 ul 400 pi 400 pl
Puffer ad 1.5 ml ad 1.5 ml ad 1.5 mi ad 1.5 ml
ALA 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80, | 20, 40: 60, 80, | 20, 40, 60, 80,
100, 200 pl 100, 200 pl 100, 200 pl 100, 200 pl

Tabelle 41: Typisches Pipettierschema filr einen Inhibitor geldst in H20.

A B C D
Inhibitor gelost ol 300 put 500 pl 700 pl
-in Puffer
PBGS-Lsung 400 pl 400 ul 400 ul - 400 u!
Puffer ad 1.5 ml ad 1.5 ml ad 1.5ml ad 1.5 ml
ALA 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80,
100, 200 ul 100, 200 pl 100, 200 ul 100, 200 pl
Tabelle 42: Typisches Pipettierschema fur einen Inhibilor gelSst im Inkubationspuffer.
A B C D
Inhibitor gelost oul 50 pl 100 ul 200 pt
in DMSO/H20
DMSO/H20 200 pl 150 ul 100 pl Opul
PBGS-L8sung 400 pl 400 pl 400 pl 400 ul
Puffer ad 1.5 ml ad 1.5 ml ad 1.5 mi ad 1.5 ml
ALA 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80,
100, 200 ul 100, 200 ul 100, 200 ul 100, 200 ul

Tabelle 43: Typisches PipeUtierschema filr einen Inhibitor geltist in DMSO/H20

Nach einer Inkubationszeit von genau 15 resp. 20 Minuten wurde die enzymatische Reaktion
gestoppt, indem man die Tuben in Eis stellte, sogleich mit 1 ml des Stopreagenz versetzte und
anschliessend wihrend 4 Minuten bei 2'400 x g zentrifugierte. Der Uberstand wurde jeweils auf 1
ml Ehrlichreagenz gegeben, welches zuvor in eine neue Tube pipettiert wurde. Nach erneuter
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Zentrifugation (4 Minuten, 2'400 x g ) wurde zur Messung der Absorption bei 556 nm die rosa
farbige Losung in 1.5 ml Plastikkiivetten aus Polystyrol gegeben.

Bestimmumg des irreversiblen Verhaitens der Inhibitoren im Enzym
Assay

11.3.3.

Bei diesen Inkubationsversuchen wurde durch Variation der Inkubationszeit wie in Tab. 44
aufgefiihrt der Assay nur fiir eine Inhibitorenkonzentration durchgefiihrt. Im Idealfall blieben die
PBG-Bildung im Fall A und C identisch und eine Abnahme im Fall D im Vergleich zu Fall B

kennzeichnen ein irreversibles Verhalten.

A B C D
Inhibitor geldst oul 400 pl ol 400 pl
in Puffer
PBGS-Lésung 400 pl 400 ul 400 ul 400 w!
Puffer ad 1.5 ml ad 1.5 ml ad 1.5 ml ad 1.5 ml
Vorinkubations- 20 min 20 min 120 min 120 min
zeit (z. B.)
ALA 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80,
100, 200 pl 100, 200 pl 100, 200 pl 100, 200 pl

Tabelle 44: Typisches Pipettierschema zur Bestimmung der Irreversibilitit.

Oft konnten potentielle irreversible Inhibitoren nur in einem H20/DMSO gelsst werden

(Tabelle 45).
A B C D
Inhibitor geldst Opul 200l oul 200 pi
in DMSO/H20
DMSO/H20 200 pl opl 200 pl opl

PBGS-Losung 400 pl 400 pi 400 pt 400 pl

Puffer ad. 1.5 ml ad. 1.5 mi - ad 1.5 ml ad 1.5 m}
Vorinkubations- 20 min 20 min 120 min 120 min

zeit (z. B.)
ALA * 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80, | 20, 40, 60, 80,
100, 200 pl 100, 200 pl 100, 200 ul 100, 200 i

Tabelle 45: Typisches Pipettierschema fur einen Inhibitor gelost in DMSO/H20 zur Bestimmung der Irreversibilitit
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11.3.4. Dialyseversuch zur Unterscheidung zwischen Slow Binder und reinem
irreversiblem Inhibitor

i vV igt an 5-Cvanolevulinsduremethyle

Eine PBGS-Probe isoliert bei der 4. Aufreinigung wurde in 10 ml 0.1 M Na;jPO4 Puffer
(pH=8.0), 10mM MgCl2-6H20, 10uM ZnCl, 12.3 mM Mercaptoethanol aufgenommen und je 4
ml dieser Enzymlbsung wurden auf 2wei 5 ml Einwegtuben verteilt.

Die eine Tube wurde zuvor mit 5.5 mg 5-Cyanolevulinsiuremethylester und 50 tl DMSO
versetzt.

Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden und 45 Minuten konnte folgende spezifische
Aktivitit ausgemacht werden.

Spezifische Aktivitit:
Tube mit Inhibitor: 12.6 U/mg
Tube ohne Inhibitor: 20.9 U/mg

Je 1 ml dieser Enzymltsungen wurden in einen Dialysenschlauch (1 x 10 cm) gegeben und
beidseitig verschlossen. Der eine Dialyseschlauch (mit Inhibitor) wurde in ein Becherglas, welches
310.1 M NaPO4 Puffer (pH=8.0), 10 mM MgCl2-6H20, 10 uM ZnCl2, 12.3 mM
Mercaptoethanol enthielt. Der zweite Dialyseschlauch (ohne Inhibitor) wurde in ein mit 1 1
desselben Puffers versehenen Becherglas gegeben. Nach einer Dialysenzeit von 48 Stunden bei
4°C wurde die spezifische Aktivitiit bestimmt:

Spezifische Aktivitiit:
Tube mit Inhibitor: 20.8 U/mg
Tube ohne Inhibitor: 21.6 U/mg

11.3.4.2. Bemerkung zur Durchfithrung des Dialysenvesuchs

Bei Inhibitoren, wie beispielsweise 2-Nitrobenzaldehyd, die sich gut im Puffer ldsen
liessen, ‘wurde kein DMSO als Kosolvens verwendet. Im weiteren kann der Dialysepuffer
wihrend der Dialysedauer ausgewechselt werden.
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12. SYNTHETISCHER TEIL

12.1. Synthese der ALA und dessen Dimerisationsprodukt

12.1.1. Synthese von S5-Bromolevuiinsduremethylester

In einem 1.51 Sulfierkolben (Thermometer, Riickflusskiihler, Tropfirichter) wurden 104.59g
(0.903 mol) Levulinsture (8) in 900ml MeOH vorgelegt. Uber eine Dauer von 8 Stunden wurden
portionenweise 47 ml (146.17 g; 0.914 mol) Br2 zugetropft, so dass sich die Reaktionsldsung
nicht fiber 30°C erwirmte. Nach weiteren 15 Stunden hat sich das anfangs rétliche
Reaktionsgemisch entfirbt. Es wurde wihrend 3 Stunden zum Riickfluss erhitzt und
anschliessend zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in 400m! CH2CI2 aufgenommen,
zweimal mit je 200ml Wasser und einmal mit 200m! 20% NaHCO3 ausgeschiittelt. Danach wurde
die organische Phase mit 200ml Wasser gewaschen und tiber Na2SO4 getrocknet. Nach Einengen
zur Trockene wurde die braungelbe Fliissigkeit (126 g) bei 0.04 mbar tiber eine Widmer Kolonne
(20cm) destilliert. Nach der Destillation erhielt man 63.8 g 5-Bromlevulinstiure (88), was einer
Ausbeute von 33.8 % entspricht.

Rf: (Kieselgel 60, 2,4-Dinitrophenylhydrazin, Hexan:AcOEt 1:1): 0.4
Sdp.: 68-75°C 0.04
"1H.NMR: (CDCl3) 3.953 (s, 2H, CBrH?7 (C5)); 3.687 (s, 3H, OCH3, (C6)); 2.97
(¢, 33(2,3)= 6.09 CH2 (C2 0d.C3)); 2.69 (1, 3](2,3)= 6.45 CH7 (C2 0d.C3))
13C.NMR: (CDCI3) 200.6 (C(4)); 172.8 (C(1)); 51.99 (C(6)); 34.45 und 31.15 (C(2) und
C(3)); 28.18 (C(5))
IR: (NaCl-Film) 3450 w, 3000vs, 2954vs, 2849m, 1742 vs br, 1439 vs, 1412 vs, 1359vs,
1322vs, 1207vs br, 1080s, 1025s, 988s, 863m, 844m, 770w, 694m.
GC: Ry: 8.2-8.6 min; 100°C; S#ule: OV1

12.1.2. Synthese von 5-Phtalimidlevulinsiuremethylester

41.3g (0.22 mol) Kaliumpthalimid wurden in einem 2-Halskolben in 240 ml DMF
aufgenommen und unter Stickstoff auf 0° abgekiihlt. 46.16 (0.22 mol) 5-Bromlevulinsiure
wurden iiber eine Dauver von 2 Stunden zugetropft, wobei sich das Reaktionsgemisch rostrot
verfirbte. Nach Erwiirmen auf Raumtemperatur liess man {iber Nacht weiterreagieren. Durch
Zugabe von H20 fiel ein Niederschlag aus, welcher nach Filtration in CHCI3 aufgenommen mit
2N NaOH extrahiert und mit Wasser gewaschen wurde. Nach Trocknen iiber MgSO4 wurde zur
Trockene eingeengt und in Hexan/CHCI3 umkristailisiert. Man erhielt 31.308g (0.113 mol)
Kristalle von 5-Phtalimidlevulinsiuremethylester (89), was einer Ausbeute von 52% entspricht.

Rf: (Kieselgel 60, UV, Hexan:AcOEt 1:1): 0.28

1H.NMR: (CDCI3) 7.90-7.85 (AA’XX" System, 2H, CH(C10) und CH(C10"); 7.76-1.72
(AA'XX' System, 2H, CH(C9) und CH(C9'); 4.55 (s, 2H, CH?7 (C5)); 3.69 (s, 3H, CH3 (C6));
2.86-2.82 (m, CH2 (C2 0d.C3)); 2.71-2.67 (m, CH2 (C2 0d.C3))

12.1.3. Synthese von 5-Aminolevulinsiure

Uber Nacht wurden 19.019g ( 0.07 mol) 5-Phtalimidievulinsiuremethylester (89) in 200ml
SN HCI zum Riickfluss erhitzt. Anschliessend wurde auf -30° abgekiihlt, es fiel ein Niederschlag
aus, der abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde mit einer Spatelspitze Aktivkohle versetzt, wihrend 10
Minute erwiirmt und iiber Cellit filtriert. Das Filtrat wurde eingeengt und in MeOH/iPrOH/Hexan
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umbkristallisiert. Die Kristalle wurden in 35ml 5N HCI aufgenommen und {iber Nacht zum
Riickfluss erhitzt. Anschliessendes Lyophilisieren brachte reine 3-Aminolevulinsiure (4).

Smp. 149-150° C (Zersetzung)

Rf (RP-18 F2458, Ninhydrin, gelb, CH3CN/H20 13:1): 0.24

1H.NMR (D20) 4.08 (s, 2H, CH2(C5)); 2.89-2.83 (m, CH?2 (C2 0d.C3));
CH3 (C2 0d.C3))

A266=29.7

Anal. Ber. fiir CSH10CINO3 (167.5): C 35.84, H 6.01, N 8.35, C1 21.15;
gef. C 34.98, H: 5.94, N: 8.08

HPLC: Siule: 0.4cm X 25c¢m; Li Chrosorb RP 8; Ry: 5.66min, Abs. 266nm,
Fliessgeschwindigkeit: 0.5ml/min, Fliessmittel: O.1M Puffer KH2PO4 (pH=4.5)

12.1.4, Synthese von 2,5 Dipropionsdurepyrazin

g (2.3 mmo}) 5-Aminolevulinsiure (4) wurden in 25ml SN KOH gelost und mit 1.3g HgCl2
(4.7 mmol) versetzt, wobei sich die Reaktionsldsung anfangs griintich und allmihlich schwarz
verfirbte. Nach einer Reaktionsdauer von 4 Stunden (unter N2) wurde withrend 10 Minuten bei
2000 rpm zentrifugiert. Die dabei resultierende iiberstehende braune Losung wurde mit HCI sauer
(pH=1) gestellt und anschliessend dreimal mit je 100ml AcOEt extrahiert und iiber MgSO4
getrocknet. Nach Einengen zur Trockene erhielt man 80mg (0.3mmol) des Produktes (7) in einer
Ausbeute von 30%.

Rf (RP-18 F2458, UV, MeOH/H20 3:7): 0.35
Anal. Ber. fiir C10H12N204 (224.2): C 53.57, H 5.39, N 11.49 ;

ef. C 51.25, H: 5.27 N: 11.90

H-NMR: (DMSO) 8.47 (s, 2H, CH (C2) und CH (C2)); 2.984 (1, 4H, 31(4,5) resp.
33(4',5")= 7.14, CH2 (C4) und CH2(C4") oder CH2 (C5) und CH2(C5")); 2.689 (1, 4H, 33(4,5)
resp. 3)(4',5")= 7.14, CHz (C4) und CH2(C4') oder CH2 (C5) und CH2(C5")
13C.NMR: (DMSO) 173.7, C(6) und C(6); 152.96, C(3) undC(3"); 143.26, C(2) undC(2');
32.16, C(4) undC(4') oder C(5) undC(5"); 29.1, C(4) undC(4") oder C(5) undC(5")
CI1-MS: 225 (M*+1, 62); 224 (M, 16); 207 (8); 179 (44); 161 (2); 133 (17); 85 (100)

12.2. Synthese von Substrat- und Zwischenproduktanaloga

12.2.1. Synthese von Levulinsiurebenzylester

Zu 0.934 g (8 mmol) Levulinsiure (8) in 40 ml trockenen Benzol wurde unter Stickstoff
3.195 g (11 mmol) DMF-dibenzylacetal (91) getropft und zum Riickfluss erhitzt. Nach 4 Stunden
wurde das gelbe Reaktionsgemisch in Et2O aufgenommen, zweimal mit je 100 ml 1 N HC],
anschliessend mit 100 ml H20, zweimal mit je 100 ml gesittigter NaHCO3 Losung und nochmals
dreimal mit je 100 ml H2O ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde zur Trockene
eingeengt(3.3 g). Bei der anschliessenden S#ulenchromatographie (130 g Kieselgel, 33x37,
Hexan/EtOAc 6.5:3.5) wurden die letzten Fraktionen vereinigt, zur Trockene eingeengt. Bei der
nachfolgenden fraktionierten Kugelrohrdestillation (150 °C, 8x10-2 mbar) konnten 0.832 g an
reinem Produkt (90) gewonnen werden, was einer Ausbeute von 50 % entspricht.

Re: (Hexan/EtOAc 1:1) 0.433 (KMnO4)
TH.RMN (CDC!3): 7.38-7.29 (m, SH Aromat), 5.11 (s, 1H, C1'),2.76(t, 31=6.57, 2H, C2
oder C3), 2.63(t, 3J=6.38, 2H, C2 oder C3), 2.1797 (s, 1H, C5).
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13C-N_MR (CDCI3): 206.46 (C4) , 172.51(C1) , 135.79(C2"), 128.49(C4"), 128.17(C5"),
128.11(C3"), 66.41(C1"), 37.84(C3), 29.80(C5), 27.94 (C2)

12.2.2. Synthese von 4-Clor-2-butanon

Nach Kiihlung auf 0 °C eines mit 30.0 g (181 mmol) tetraEthylammoniumchlorid
versehenen trockenen 250 ml Zweihalskolben werden 6.33 g (90.4 mmol) Buten-2-on werden
zugegeben. Nach Zugabe von 80 ml Triﬂuoressigs!iure wurde innert 10 Minuten simtliches
Ausgangsprodukt umgesetzt.

Die gelbe Reaktionslésung wurde in ein Becherglas gegeben und mit NaHCO3 neutralisiert.
Nachdem fiinf Mal mit CH2Cl2 extrahiert wurde, wurde die organische mit Wasser gewaschen
und iiber MgSO4 getrocknet. Nach Einengen zur Trockene wurde das Produkt in einer
Vakuumdestillation (64-66 °C; 86-89 mbar) gereinigt. Es wurden 7.65 g (71.8 mmol; 80%) 4-
Chlor-2-butanon (92) erhalten,

R (Hexan/EtOAc 1:1) 0.5

1H-RMN (CDCl3): 3.73 (1, 3J=6.6, 2H, C3 oder C4), 2.93 (1, 31=6.6, 2H, C3 oder C4), 2.22
s, 3H, CI).

3C.NMR (CDCl3): 205.18 (C2), 45.79 (C4), 38.22 (C3), 30.28 (C1)

12.2.3. Synthese von 4-Nitro-2-butanon

In einem getrockneten 250 ml Zweihalskolben wurden unter N2 7.65 g (71.7 mmol) 4-
Chlorbutanon (92) und 9.9 g (143 mmol) in 80 ml DMF bei Raumtemperatur geriihrt. Nach einer
Reaktionszeit von 16 Stunden wurde das Reaktionsgemisch iiber Cellit filtriert. Das Cellit wurde
mit AcOEt nachgewaschen. Die organische Phase wurde 6 mal mit je 150 ml H20 gewaschen.
Nach Trocknen iiber MgSO4 wurde zur Trockene eingeengt. Mittels einer Vakuumdestillation (40
mbar, 65 °C) wurde das DMF entfernt. Anschliessende Kugelrohrdestillation (25 mbar, 130-150
°C) lieferte 4.27 g (36.4 mmol; 51%) reines 4-Nitro-2-butanon (40).

Rf: (Hexan/EtOAc 3:2) 0.266 (KMnO4) . )

IH.RMN (CDCI3): 4.64 (1, 31=6.05, 2H, C3 oder C4), 3.09 (t, 31=6.05, 2H, C3 oder C4),
2.27 (s, 3H, Cl).

pKa-Bestimmung pKa= 9.17: Potentiometrische Titration: 0.478 g (4.741 mmol) KNO3 und
58.4 mg (0.499 mmol) 40 wurden in 7 ml H20 vorgelegt und mit IM NaOH titriert. Die pKa-
Bestimmung erfolgte am halben Aeqmvalenzpunkt

12.2.4. Synthese von S-Cyanolevulinséureinethylester

In einem 50 ml Kolben werden 0.62 g (9.5 mmol) in 10 ml H20 und 20 m]l THF gelést.
Langsam werden 1.0 g (4.78 mmol) 5-Bromlevulinsiure, welches zuvor in 5 ml THF geldst
wurde, zugeben. Nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden konnte auf dem DC kein Edukt mehr
sichtbar gemacht werden. Die gelbliche Reaktionslésung wurde in 20 ml H20 aufgenommen und
3 mal mit je 20 ml AcOEt extrahiert, mit 2 mal mit je 15 ml gestittigter NaCl Losung gewaschen,
iiber MgSO4 getrocknet und zur Trockene eingeengt. (Die wiissrige Phase, die gemiiss DC noch
immer Produkt enthielt, wurde in einem spiiteren Versuch iiber Nacht einer kontinuierlichen AcOEt
Extraktion unterworfen.) Nach einer Kugelrohrdestillation (155 °C; 5x 10-2 mbar) wurde 0.432g
des Rohproduktes chromatographisch (23 g Kieselgel, Hexan/AcOEt 2:1) aufgereinigt. Die letzten
Fraktionen wurden vereinigt und zur Trockene eingeengt. Es resultierten 75 mg (10%) an reinem
5-Cyanolevulinsiuremethylester (62).
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Rp: (Hexan/EtOAc 1:1) 0.22 (KMnO4)
1H-RMN (CDCI3): 3.69 (s, 3H, CH3 (C6)); 3.56 (s, 2H, CH2 (C5)); 2.92-2.86 (m, CH?2 (C2
0d.C3)); 2.72-2.65 (m, CH? (C2 0d.C3))

12.2.5. Synthese von 3-Thiocyanolevulinsﬁuremethylesier

g (34.3 mmol) 3-Bromlevulinsiuremethylester (96) werden zusammen mit 60 ml trockenen
EtOH in einem Zweihalskolben vorgelegt. Nach Zugabe von 5.00 g (51.5 mmol) KSCN dauerte
die Reaktion unter mechanischem Riihren zwei Stunden. Nach Filtration wurde zur Trockene
cingeengt, und der Riickstand wurde in einem Wasser/AcOEt-Gemisch aufgenommen. Nach
Trennung der Phase wurde die wissrige Phase viermal mit AcOEt extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden einmal mit Wasser gewaschen, iiber MgSO4 getrocknet und
anschliessend zur Trockene eingeengt. Man erhielt 4.514 g (24.11mmol) 3-
Thiocyanolevulinsiuremethylester (94), was einer Ausbeute von 70% entspricht.

IR m (v C-H); 2852 m (v C-H); 2158 m (v SCN); 1723 s (v C=b); 1439 m (v CH3C=0); 1411
m; 1363 m (8 C-H); 1213 m; 1159 m (8 OCH3); 1046 m; 1021 m; 999 m; 946 m; 900 m; 849 m
1H.RMN (CDCl3): 41(3,28)= 5.5 41(3,2b)= 8.0, 1H, CH (C3)); 3.73 (s, 3H, CH3 (C6));
3.25 (dd, 43(2b,3)= 8.1 31(2b,22)= 18.00, 1H, cHb (C2)); 2.94 (dd, 43(23,3)= 5.4 3](22,2b)=
17.00, 1H, CHa (C2)); 2.46 (s, 3H, CH3 (C5))

13C-RMN (CDCI3): C(4)); 170.3 (s, C(l)),109 (s, C(7)); 52.56 (q, C(6)); 49.91 (d; C(3));
35.55 (t, C(2)); 27.74 (q, C(5))

MS (EI; CH,Cly) M*+1); 156 (100, M*- CH3O), 149 (3); 145 (12); 1443 (2); 138 (6); 129 (8,
M+- SCN); 118 (26); 97 (18); 85 (3); 69 (1); 55 (3); 45 (1); 43 (14, CH3C= Oy;

12.2.6. Synthese von 5-Thiocyanolevulinsduremethylester (95)

Prinzipiell gleiches Vorgehen wie bei der Herstellung von 3-
Thiocyanolevulinsiuremethylester. :

Ausgangsprodukte:
7.052g (33.73 mmol) 88

5.0494 g(52 mmol) KSCN

Produks:

6.543 g (34.9 mmol) 95
Rt (EtOAc): = 0.57
IR m (v C-H); 2929 m (v C-H); 2850 w (v C-H); 2159 m (v SCN); 1729 vs (v C=0); 1439 s (v
CH;C=0); 1397 m; 1373 s (8 C-H); 1327 m (8 C=O ester); 1245 s; 1245 5; 1207 5; 1180 s (8
OCHj3);1084 m; 1045 m; 990 m; 927 w; 867 w; 847 w
1H.RMN (CDC13): 2H, CH2 (C5)); 3.69 (s, 3H, CH3 (C6)); 2.89-2.82 (m, 2H, CH2 (C2));
2.73-2.67 (m, 2H, CH2 (C3))
13C.RMN (CDCI13): C(4)); 172.6 (s, C(l)),134 (s, C(7)); 52.16 (q, C(6)); 43.72 (1, C(5));
35.82 (¢, C(3)); 28.01 (t, C(2)
MS (EI; CH,Clp) M++1); 156 (12, M+-CH;0); 128 ( 7, M*-COOCHj3 ou M+- HSCN); 115 (
100, M*- CH,SCN); 101 ( 5, M+-CHCH,COOCHS3); 87 ( 2; CH,CH,COOCH3); 72 (1;
CH,SCN); 59 (1; HSCN)
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12.2.7. Synthese von 2-Hydroxylevulinsiure (43) und trans-4-Oxo0-2- .
pentensiure (45) i

In einem Zweihalskolben wurden 2.00 g (15.6 mmol) trans-4-Oxo-2-
pentensiuremethylester (44) in 20 ml 2 N H2504 wihrend 4 Stunden zum Riickfluss erhitzt.
Danach wurde die wissrige Phase 10 mal mit je 30 ml Et20 extrahiert und zur trockene eingeengt.
Nach der folgenden Sfulenchromatographie (60g; Kieselgel; EtOAc/Heptan 2:3) wurde das
Rohprodukt in EtOAc/Hexan umkristallisiert. Man erhielt dabei 132 mg an 43, was einer
Ausbeute von 8 % entspricht.

Die oben erhaltene wissrigen Phase wurde zur Isolation von 45 iiber Nacht einer
kontinuierlichen Etherkonzentration unterworfen. Nach Einengen zu Trockene und
Umkristallisation in THF/Hexan erhielt man 60.9 mg (Ausbeute: 3%) an 45.

t rans-4-Oxo-2-pentensiure

Smp = 122-123°C

Rf ( MeOH/CH,Cl; 1:3 + 6.25 % de CH3COOH): Rf = 0.765

1H-RMN (CDCI3): 3J(2,3)= 16.2, 1H, CH (C2)); 6.89 (d, 3J(3,2)= 16.1, 1H, CH (C3)); 2.40
(s, 3H, CH3 (C5))

2-Hydroxylevulinsiure

Rf( MeOH/CH;Cl; 1:3 + 6.25 % de CH3COOH): 0.3
TH.RMN (CDCI3): 4J(2,32)= 4.4 4J(2,3%)= 6.0, 1H, CH (C2)); 3.15-2.92 (m, 2H, CH2
(C3)); 2.23 (s, 3H, CH3 (C5))

12.2.8. Synthese von 3-Acetyllevulinsiuremethylester (98)

In einem 200 ml 3-Halskolben werden in 30 ml getrocknetem Aceton 5 g (50 mmol)
Acetylaceton (64), 1.7 g (10 mmol) Kaliumiodid und 3.3 g (30 mmol) Kaliumcarbonat. Es
werden 5 g (30 mmol) Bromessigsiuremethylester (97) wihrend einer Minute zugetropft. Unter
mechanischem Rilhren wurde wihrend 8 Stunden zum Riickfluss erhitzt. Die Reaktionsslésung
wurde anschliessend filtriert und einer Kugelrohirdestillation unterworfen (120°C, 0.1 mbar). Nach
Kieselgelchromatographie (200 g, 40 x 45 cm, Hexan : AcOEt 2:1) und Eineigen zur Trockene
wurde 2.7 g an Produkt (98) erhalten, was einer Ausbeute von 54 % entspricht.

R (Hexan/EtOAc 2:1) 0.25

1H-NMR (CDCI3): 4.07 (t, ] = 7.2, 1H, CH), 3.62 (s, 3H, COOCH3, Enol), 3.58 (s, 3H,
COOCH3, Keton), 3.19 (s, CH?2, Enol), 2.79 (d, J = 7.2, 2H, CH2, Keton), 2.18 (s, 6H,
H3CC=0, Keton), 2.06 (s, H3CC-OH, Enol); Keton : Enol =60 : 40

13C.NMR (CDCI3): 202.0 (C=0), 191.3 (C=COH), 171.4 (COOCH3, Enol), 171.1
(COOCH3, Keton), 103.9 (C=COH), 62.2 (CH), 51.35 (COOCH3, Enol), 51.3 (COOCH3,
Keton), 32.2 (CH2, Enol), 31.6 (CH2, Keton), 29.1(CH3C=0) 22.6 (CH3COH)

1R 3005 (w), 2956 (m), 1734 (vs), 1605 (m), 1438 (s), 1360 (s), 1256(s), 1203 (s), 1163 (s),
1003 (m), 953 (m), 841 (w), 762 (w), 703 (W)

MS 172 (M+1, 11), 154(6), 141 (22), 130 (77), 113 (67), 98 (100), 71 (83), 55 (30)

12.2.9. Synthese von 3-Acetyllevulinsiure (99)

In 100 ml ciner 0.1M KjPO4 Losung (pH=7.5) wurde 0.36 g (0.002 mol) 3-
Acetyllevulinsiuremethylester (98) in Anwesenheit von 400 ul PLE hydrolysiert. Nach einer
Stunde wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 0.5 N NaOH gestoppt. Die wiissrige
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L8sung wies einen pH-Wert von 9 auf und wurde zweimal mit je 25 ml Chloroform extrahiert. Die
wissrige Lsung wurde mit 4N HCI sauer gestellt und mit geséttigter NaCl Losung versetzt. Nach
24 Stunden kontinuierlicher Etherextraktion wurde chromatographisch (Kieselgel, 25 cm x 2 cm;
Hexane/Aceton/Essigstiure 100/100/1) und anschliessend mit Kugelrohrdestillation (170 °C, 40
mbar) aufgereinigt. Man erhielt 0.11g an 3-Acetyllevulinsiure (99), was einer Ausbeute von 35
% entspricht.

Rf: (Hexan/Aceton/AcOH 100:100:1) 0.64

1H.RMN (CDCI13): 10.75(s, 1B, COOH), 4.09(1, J = 7.1, 1H, CH) 3.28 (s, CH2, Enol), 2.90
(d, 2H, CH2, Keton, 3] = 7.0), 2.14 (s, 6H, H3CC=0, Keton), 2.06 (s, H3CC-OH, Enol)
13C.NMR (CDCI3): 202.51 (C=0), 192.15 (C=COH), 177.74 (COOH, Enol), 177.65
(COOH, Keton), 103.9 (C=COH), 62.99 (CH), 33.06 (CH2, Enol), 32.25 (CH2, Keton),
29.65(CH3C=0) 23.34 (CH3COH)

IR 3400-2600 (br), 2986 (s), 1709 (vs), 1417 (s), 1361(s), 1233 (s), 1157 (s), 1042 (m), 951
(m), 759 (W), 678 (w), 611(w)

MS 158 (7), 140 (4), 125(4), 113 (17), 98 (100), 71 (44), 55(21)
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14. ANHANG '

Auf den folgenden Seiten werden eine Auswahl der Datenblitter der ausgefithrten
Inkubationen gezeigt. Die Tabellen geben Auskunft iiber die Vorinkubations- und Inkubationszeit,
wie auch iiber die verwendeten Substrat- und Inhibitorkonzentrationen und tiber die gemessenen
Absorptionswerte. Die in Klammern stehenden Absorptionswerten wurde bei der Auswertung
nicht beriicksichtigt, weil es sich um "Ausreisser" handelt oder um Werte, die bei zu hohem
Verbrauch des Substrates 2 50%) gemessen wurden.

Die einzelnen Kmy wie auch Kj wurden iiber Kmapp mittels vierer Plots besimmt:
(1) Lineweaver-Burk Plot
(2) Hanes Plot
(3) Eadie Hofstee-Plot
(4) "Hyperbel-Plot"
Die in Tabellen 23 - 34 aufgefiihrten K und Kp, sind Mittelwerte, welche sich aus dem
"Hyperbel-Plot" ergaben.
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