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Zusammenfassung der Dissertation

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, einen sehr detaillierten
Einblick in den katalytischen Mechanismus wund in die
Bindungsverhiltnisse von Substraten im aktiven Zentrum der
Galaktitoldehydrogenase (GatDH) aus Rhodobacter sphaeroides D,
einer short-chain-Dehydrogenase, zu erhalten. Das Substratspektrum
der GatDH erstreckt sich von 1,2-Diketonen, die bevorzugt umgesetzt
werden, und Hydroxyketonen iber 1,3- 1,4-Diketone sowie a- und pB-
Ketoester. Die Verbindungsklassen der 1,3- und 1,4-Diketone stellten
sich auflerdem als recht effektive Inhibitoren der GatDH heraus.
Durch Docking-Untersuchungen konnten die Substratspezifitdt und
die fir jede Substanzklasse eigene Stereospezifitdt, die mittels
Gaschromatographie an chiraler Festphase bestimmt wurde, erklart

werden.

Fir die Substrate, deren Kinetik vom Michaelis-Menten-Modell
abweicht, wurde eine unkompetitive Substrathemmung gefunden. Eine
weitere wichtige Erkenntnis war, dass die enzymkatalysierte
Reduktion von 1,2-Diketonen 2zu 1,2-Diolen nicht in einem
Reaktionsschritt, sondern iiber die Bildung eines Zwischenproduktes,

eines Hydroxyketons, verlauft.

Fir eine Anwendung als Biokatalysator bei der Synthese chiraler
Diole erscheint die GatDH als ungeeignet, da nur die aliphatischen
2,3-Diketone schnell genug umgesetzt werden. Diese zeigten jedoch
Substratinhibition, welche Umsetzungen im grofB3technischen Mallstab

stark erschwert.



Abstract of the dissertation

Within this work we gained detailled insight in the catalytic mecha-
nism and the binding of substrates in the active site of the short-chain-
dehydrogenase Galactitoldehydrogenase (GatDH) isolated from Rhodo-
bacter sphaeroides D. The wide scope of GatDH substrates comprises
1,2-diketones, which are the favored ones, hydroxyketones, 1,3-, 1,4-
diketones as well as a- and B-ketoesters. On the other hand 1,3- and
1,4-diketones turned out to be effective inhibitors of GatDH. Both sub-
strate specificities derived from the reaction kinetics and stereospeci-
ficities, determined by chiral gaschromatography, could be explained

by dockingstudies for various substrates.

For those substrates deviating from Michaelis-Menten kinetics, a
substrate inhibition for high substrate concentrations could be demon-
strated. The reduction of diketones by GatDH occurs in two steps via

formation of hydroxyketones as intermediates.

GatDH turned out to be improper as a biocatalytator for producing
chiral diols. Just aliphatic 2,3-diones are reduced in a sufficient veloc-
ity by GatDH, but show a high degree of substrate inhibition, which

complicates its large-scale conversion.
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1. Einleitung 1

1 Einleitung

Seit der Mitte des letzten Jahrhunderts ist bekannt, dass Bakterien dazu
in der Lage sind, sich an neue Umweltbedingungen anzupassen!ll. Die
Grundlage zur Adaption der Mikroorganismen an Anderungen in ihrer
Umwelt sind Mutationen. Diese konnen beispielsweise die katalytischen
Eigenschaften von Enzymen des Organismus so verdndern, dass neu
gebotene Substrate nun durch den Organismus metabolisiert werden!2l.
Eine genetische Verdnderung aktiviert also ein Gen, welches
normalerweise nicht vom Organismus exprimiert wird, aber den Abbau
eines neuen Substrates erlaubt. Bei Genen, die zwar funktionsfihige
Enzyme kodieren aber nicht von dem Organismus exprimiert werden
konnen, unterscheidet man zwischen kryptischen und stillen Genen.
Kryptische Gene bieten dem Organismus einen Selektionsvorteil bei der
Anpassung an sich d4ndernde Umwelteinfliisse. Stille Gene kodieren zwar
ebenfalls funktionsfidhige Enzyme, bieten dem Organismus aber keinen
Selektionsvorteil und verschwinden daher langsam aus dem Genpool einer
Population3!. Die Kultivierung von Bakterienstimmen, die Tréger
kryptischer oder stiller Gene sind, kann auch unter Ausiibung eines
bestimmten Selektionsdrucks bei Laborkulturen durchgefiihrt werdenl!4l.
Selektionsdruck in Form eines angebotenen, aber nicht nutzbaren
Substrats als Energiequelle fiihrt dazu, dass mutierte Bakterien, die die
angebotene Néahrstoffquelle nutzen konnen, einen entscheidenden
Konkurrenzvorteil haben und sich im Gegensatz zu den Bakterien, die

keine Nahrstoffgrundlage besitzen, vermehren konnen.

Im Rahmen von Untersuchungen des Polyolstoffwechsels des
phototrophen, schwefelfreien Purpurbakteriums Rhodobacter sphaeroides
Si 4 konnte die Mutante Rhodobacter sphaeroides D isoliert werden.

Nachdem im Jahr 1982 bereits eine Mutante dieses Organismus gefunden
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werden konnte, die in der Lage war, D-Tartrat als einzige C-Quelle zu
nutzen!5! konnte Schneider!®l nun eine Mutante isolieren, die im Gegensatz
zum Wildtypstamm das Polyol Galaktit metabolisieren konnte. Hierzu
wurde der Wildtypstamm RhAodobacter sphaeroides Si 4 im Chemostaten in
einem  Mineralmedium, welches D-Glucit (¢ = 1 mM) als
wachstumsbegrenzenden Faktor und Galaktitol (¢ = 20 mM) im Uberschuss
enthielt, kultiviert. Nach einer Inkubation von ca. 50 Tagen wurde eine
deutliche Zunahme der optischen Dichte bei 650 nm beobachtet, was ein
Beweis dafiir war, dass der Organismus nun tatsdchlich Galaktitol als
Kohlenstoffquelle nutzen konnte. Schlie8lich gelang es, einen Stamm in
Reinkultur zu isolieren, der mit Galaktit als einziger C-Quelle wachsen
konnte. In diesem Rhodobacter sphaeroides D genannten Stamm wurde
eine stark erhohte Galakit-Dehydrogenase-Aktivitidt festgestellt. Im
Wildtypstamm wurden bereits drei Polyoldehydrogenasen, eine Mannitol-,
eine Sorbitol- und eine Ribitoldehydrogenase, identifiziert!”> 8. Nach
Aufreinigung und Repres-sionsexperimenten wurde allerdings
nachgewiesen, dass die erhohte Dehydrogenase-Aktivitidt nicht auf eine
angepasste Variante der bereits beschriebenen Polyoldehydrogenasen
zuriickzufiihren ist, sondern auf ein bisher unbeschriebenes Enzym,

welches Galaktitoldehydrogenase (GatDH) genannt wurde.

Hierbei handelt es sich um ein NAD- und Magnesium-abhéngiges Enzym,
welches aus vier identischen Untereinheiten aufgebaut ist. Jede
Untereinheit besteht aus 254 Aminosduren und besitzt ein

Molekulargewicht von insgesamt 27.5 kDa [9, 101,

Die Galactitoldehydrogenase (GatDH) zeigte sich in darauf folgenden
Untersuchungen als sehr vielseitiges Enzym, dessen Substratspektrum

nicht auf Galaktitol beschrankt ist.
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1.1 Eigenschaften der Galaktitoldehydrogenase

GatDH kann einerseits mit NADH als Coenzym prochirale Diketone und
Hydroxyketone enantioselektiv zu den entsprechenden Diolen reduzieren
und andererseits Diole wund Hydroxyketone mit NAD+ zu den
entsprechenden Diketonen oxidieren. Im Falle der Oxidationsreaktion ist
die GatDH in der Lage, racemische Gemische von Hydroxyketonen oder
Diolen zu trennen, da ein bestimmtes Enantiomer bei der Umsetzung

bevorzugt wird!10l,

e OH
. , R
R)S(R + 2NADH + 2H' S R)\; +  2NAD'
e} OH

Schema 1: von der GatDH katalysierte Oxidations- und Reduktionsreaktionen

Das pH-Optimum der Reduktionsreaktion liegt bei pH 6.5, wiahrend die
Oxidationsreaktion ein pH-Optimum von 9.0 besitzt. Der isoelektrische
Punkt der GatDH wurde bei pH 4.2 ermittelt!®!. Die Aktivitdt der GatDH
ist allerdings nicht nur vom jeweiligen pH-Wert des Reaktionsmediums
abhdngig, sondern auch von der Gegenwart zweiwertiger Kationen. Eine
Dialyse oder die Zugabe von EDTA bewirken eine kontinuierliche Abnahme
der GatDH-Aktivitiat. Bei Zugabe von MgClz, MnCl2, NiClz oder von CoCl2

ist eine Wiederherstellung der Enzymaktivitédt zu verzeichnen!®!.

Der Grund hierfir ist in der Struktur des Enzyms zu suchen. Diese
besteht aus vier identischen Untereinheiten, die im Inneren des Enzyms
zweli Magnesium-Ionen koordinieren, welche vermutlich fir den
Zusammenhalt und die Konformation der GatDH eine entscheidende Rolle

spielen!9!,
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Abbildung 1: Binderdarstellung der Kristallstruktur der GatDH. Es handelt sich um
ein Homotetramer, in dessen Innern zwei Magnesiumionen (griine Kugeln) koordiniert
sind. Die aktiven Zentren jedes Monomers befinden sich in der N#dhe der durch die
van-der-Waals-Oberfliche dargestellten NADH-Molekiile. (Referenz Scheidig). Die
Sauerstoffatome der NADH-Molekiile sind als rote Kugeln dargestellt.

Die von Scheidig et al. bestimmte Rontgenkristallstruktur zeigt (111, dass
jedes Mg-Ion von jeweils zwei Carboxylgruppen der C-terminalen
Tryptophane 254 benachbarter Untereinheiten komplexiert wird. Die
NADH-Molekiile, die in Abb. 1 zur besseren Anschaulichkeit im
Kugelmodell dargestellt sind, befinden sich nahe an den aktiven Zentren
jeder Untereinheit. Die groBle Entfernung der Mg-Ionen zu den Cosubstrat-
Molekiilen und somit zum aktiven Zentrum beweisen, dass das Magnesium
nicht direkt am katalytischen Prozess beteiligt ist, sondern eher fiir die
Ausrichtung oder den Zusammenhalt der Untereinheiten verantwortlich

sein kann.
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Abbildung 2: Ausschnitt aus der Kristallstruktur der GatDH. Zwei diagonal
gegeniberliegende Untereinheiten komplexieren ein Magnesiumion iiber die C-

terminalen Trp 254.

Die C-Termini der diagonal gegeniiberliegenden Untereinheiten sind so
ausgerichtet, dass die im Innern der GatDH lokalisierten Carboxylgruppen
der gegeniiberliegenden C-Termini jeweils paarig ein Magnesium-Ion
koordinieren (Abb.2). Wie an der Position der Cosubstratmolekiile zu
erkennen ist, sind die aktiven Zentren der beiden Untereinheiten

antiparallel nach auflen orientiert.

Abbildung 3: Darstellung zweier direkt benachbarter Untereinheiten. Diese sind
antiparallel zueinander ausgerichtet und koordinieren jeweils ein Mg-Ion mit Hilfe

ihres C- terminalen Tryptophanrestes.
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Wie in Abb. 3 zu erkennen ist komplexieren zwei direkt benachbarte

Untereinheiten nicht das gleiche Magnesiumion.

Die Zuordnung der Galactitoldhydrogenase zu einer bestimmten
Enzymfamilie kann aufgrund charakteristischer Aminosdurereste und

Sequenzabschnitte erfolgen.

Aufgrund der fiur short-chain-Dehydrogenasen (SDR)!12-14]1 typischen
Sequenz TyrXXXLys im aktiven Zentrum und dem am aktiven Zentrum
befindlichen Serinrest 144 kann die GatDH dieser Enzymklasse eindeutig

zugeordnet werden.
Urspringlich unterscheidet man drei Arten von Dehydrogenasen:
long-chain, medium-chain und short-chain-Dehydrogenasen.

Wihrend die Familie der long-chain-Dehydrogenasen bisher noch nicht
sehr gut untersucht ist, sind die medium-chain-Dehydrogenasen (MDR), zu
denen neben Alkoholdehydrogenase und Lactatdehydrogenase noch ca. 500
weitere Vertreter gehoren, im Bereich ihrer drei-dimensionalen Struktur
gut charkterisiert. Es handelt sich bei dieser Enzymklasse, die NAD(H)
oder NADP(H) als Coenzym verwendet, entweder um Di- oder Tetramere,
wobei jedes Monomer 350-400 Aminosidurerreste besitzt und in eine
katalytische Domédne und eine Coenzymbindungsdoméne unterteilt werden
kann(15l, Die Tertidrstruktur der Coenzymbindungsdoménen aller medium-
chain-Dehydrogenasen ist sehr &hnlich und wird als ,Rossmann-fold“
bezeichnet. An den katalytischen Umsetzungen im aktiven Zentrum ist

stets ein dort gebundenes Zn-atom beteiligt.

Die Enzyme, die zur Familie der short-chain-Dehydrogenasen (SDR)
gezdhlt werden, sind entweder Dimere oder Tetramere und benutzen wie
die medium-chain-Dehydrogenasen NAD(H) oder NADP(H) als Coenzym!15.
Anders als die medium-chain-Dehydrogenasen sind die short-chain-

Dehydrogenasen jedoch keine Zinkenzyme.
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Jedes Monomer der short-chain-Dehydrogenasen, zu denen mittlerweile
tiber 100 Vertreter gezdhlt werden, besteht aus 250 — 300 Aminos&duren.
Die katalytische Doméne liegt im Bereich des C-Terminus des Proteins
wahrend die Coenzymbindungsdomé&ne sich am N-terminalen Ende des
Proteins befindet wund die typische Struktur der ,Rossmann-
fold“aufweist!12l, Die Enzyme der short-chain-Familie besitzen alle ein
mehr oder weniger breites Substratspektrum fiir Alkohole, Polyole,
Steroide und Prostaglandine und katalysieren iberwiegend Alkohol- und

Steroiddehydrogenierungs- und Carbonylreduktionsreaktionen!12!,

Im Falle der Galactitoldehydrogenase handelt es sich um eine
Polyoloxidoreduktase, deren Substratspektrum sich iber Diole, Diketone,
Hydroxyketone und Zucker erstreckt. In den Arbeiten von Wiehr und Jéakel
9, 101 wurden Isolierung und Charakterisierung der GatDH sowie das
Substratspektrum der Oxidationsreaktion bereits eingehend untersucht,
welches uberwiegend aus Alkohlen, 1,2-Diolen und Triolen, aber auch aus
Tetriten und Pentiten besteht. Die Arbeit von dJeworskill® hingegen
beschiftigt sich mehr mit der Reduktionsreaktion der GatDH, deren
Substratspektrum v.a. Hydroxyketone, Ketosen, 1,2-und 1,3-Diketone

umfasst.

1.2 Zielsetzung

Den wenigen bisher veroffentlichten Arbeiten zur Substratspezifitiat und
Stereoselektivitat der GatDH ist zu entnehmen, dass das Enzym ein recht
breites Substratspektrum hat. Da die stereoselektive Herstellung chiraler
Alkohole und Polyole immer noch eine grole Herausforderung darstellt,
war es besonders interessant, das Potential der GatDH in der Reduktion
von Diketonen ndher zu charakterisieren. Das Vorliegen einer bisher noch

nicht
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veroffentlichten Kristallstruktur (Scheidig et al.) sollte es in Kombination
mit Docking-Untersuchungen erlauben, Struktur-Funktions-Beziehungen
aufzuzeigen. Zuséitzlich sollte ein moglichst breites Spektrum von
Verbindungen auf die Eignung als Substrate der GatDH wuntersucht
werden. Neben 1,2-Diketonen, die bereits als Substrate der GatDH
beschrieben wurden, sollten auBerdem 1,3- und 1,4-Diketone in die
Untersuchungen einbezogen werden. Kommerziell nicht erhéaltliche
Vertreter der 2zu testenden Verbindungsfamilie sollten durch

Kupplungsreaktionen von C-Bausteinen synthetisiert werden.

Im Verlauf der Arbeit zeigte sich, dass einige der untersuchten
Verbindungen zwar keine Substrate der GatDH darstellten, diese jedoch
effektiv inhibierten. Davon ausgehend sollte dann auch das inhibitorische
Potential der verschiedenen Diketone genauer charakterisiert werden. Da
die Reduktion prochiraler Hydroxyketone und Diketone zu chiralen Diolen
als Reduktionsprodukte fithrt, erwies es sich als notwendig, analytische
Verfahren zu entwickeln, die eine Identifizierung der enzymatisch
produzierten Enantiomere bzw. Diastereomere ermoglichen. So sollte
untersucht werden, inwiefern die GatDH das Potential zur Entwicklung
von Verfahren zur Herstellung synthetisch interessanter Diole hat. Dazu
sollten Methoden getestet werden, die das widhrend der Reduktion
verbrauchte NADH recyclen und so quantitative Umsetzungen von
Substraten bei sparsamem Einsatz von NADH erlauben. Da es sich bei der
Reduktion eines Diketons um einen zweistufigen Prozess handelt, sollte
auch untersucht werden, ob sich Hydroxyketone als Zwischenprodukte
nachweisen lassen und inwiefern diese geeignete Substrate der GatDH

darstellen.

Zur Identifikation chiraler Zwischenprodukte und Produkte sollten
chromatographische Verfahren an chiralen Festphasen eingesetzt werden.
Hierdurch konnen wichtige Erkenntnisse tiiber die Stereospezifitat der

GatDH gewonnen werden. Aus detaillierten kinetischen Studien mit einem
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breiten Substratspektrum im Kombination mit Docking-Untersuchungen
sollte versucht werden, einen Vorschlag zum Katalysemechanismus der
GatDH zu erarbeiten, der auch umfasst, welche strukturellen
Eigenschaften eine Verbindung haben muss, um ein Substrat bzw. ein

Inhibitor der GatDH zu sein.



2 Ergebnisse 10

2 Ergebnisse

2.1 Synthese der Substrate

2.1.1 Theorie

Da einige der Verbindungen, die als Substrate oder Inhibitoren der
GatDH getestet werden, kduflich nicht zu erwerben sind, miissen diese
Substanzen synthetisiert werden. Um ein recht breites Spektrum an
moglichen Substraten herzustellen, erfolgen die Synthesen der a- und v-
Diketone durch Kupplungsreaktionen von verschiedenen C-Bausteinen,
wobei fiir jede Substanzklasse ein Reaktionsschema mit wvariierbaren

Edukten angewendet wurde.

Im Falle der o-Diketone kommen fir die C-C-Kupplungsreaktion
prinzipiell zwei Synthesemoglichkeiten in Frage kommen, die ,Corey-

Seebach-Route“ (Schema 2) und die ,Wittig-Route® (Schema 3).

Im ersten Fall erfolgt die Verkniipfung der beiden C-Bausteine, bei
denen es sich um ein Carbonsédurechlorid und ein 1,3-Dithian handelt, tiber
eine Corey-Seebach-Reaktion. Hierbei kann das 1,3-Dithian in Gegenwart
einer Lewis-Sdure aus dem entsprechenden Aldehyd wund 1,3-
Propandithioll16! gewonnen werden. Zur -eigentlichen Corey-Seebach-
Reaktion wird zundchst das 1,3-Dithian in 2-Position mit n-BuLi
deprotoniert und somit in das Li-Dithian uberfiihrt, welches nun als
verkapptes Carbanion mit Carbonylkomponenten, wie zum Beispiel einem
Carbonsédurechlorid wunter Ausbildung einer C-C-Bindung reagieren

kann(17l, Im letzten Reaktionsschritt muss nun das Thioacetal abgespalten
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werden, um das gewinschte a-Diketon zu erhalten. Dies geschieht in der

Regel oxidativ mittels NCS in Gegenwart von AgNOs.

SH  SH
o ¢ K) BF5*Et,0 m

S S

O Cl
I n-BulLi

(0]
)S‘)\ NCS/AgNO; ;ﬁ)\

© o}

Schema 2: Synthese eines beliebigen a-Diketons tiber die ,,Corey-Seebach-Route“.

Bei der so genannten ,Wittig-Route“ erfolgt der C-C-Kupplungsschritt
iber eine klassische Wittig-Reaktion, ausgehend von den entsprechenden
Phosphoniumsalzen, die einfach aus Alkylbromiden und PPhs dargestellt
werden konnen, und Aldehyden mit KOtBu als Base.

KO'Bu

R]_AO n RZ/\PPh3Br Rz\/\Rl
K,0s0O,
K,CO5
Ks[Fe(CN)g]
DABCO

Methansulfonamid

o IBX OH
R R
o 2w L
o OH

Schema 3: Synthese eines beliebigen a-Diketons tiber die ,Wittig-Route“ mit IBX

als Oxidationsmittel.

AnschlieBende Dihydroxylierung des Olefins nach Sharpless/18l liefert

das entsprechende 1,2-Diol, welches durch Oxidation in das gewiinschte
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1,2-Diketon tberfithrt wird. Die Oxidation kann entweder klassisch mit
Hilfe von Cr(VI) erfolgen, mittels NBS19 oder IBXI[20. 211 einer Vorstufe des

Dess-Martin-Periodinans.

Die als Referenzsubstanz bei der Gaschromatographie benétigten
Enantiomere einiger 2,3-Diole konnten mittels enantioselektiver Sharpless-
Dihydroxylierung dargestellt werden. Wie in Schema 5 gezeigt, kann die
Synthese von (R,S)-, bzw. (S,R)-Diolen aus den entsprechenden cis-Diolen
tiber eine asymmetrische Dihydroxylierung nach Sharpless [221 erfolgen,
entweder tiber AD-mix a, mit (DHQ)2PHAL als chiralem Ligand oder tiber
AD-mix B, mit (DHQD)2PHAL als chiralem Ligand[22, 23],

Top (R)-attack

HO OH
‘ HO, OH
AD-mix-f3 Me\\\““‘ ’//////Bu
t-BuOH/H,O H f
Me i Bu 2 .
/_( (1) (S,R)-2,3-Heptandiol
H A H 0°C ) .
| AD-mix-a. Meniyy) aaw Bu
HO OH
" o (R,S)-2,3-Heptandiol

Bottom (a)-attack

Schema 4: Asymmetrische Sharpless-Dihydroxylierung von cis-2-Hepten.

Ein racemisches Gemisch aus (R,S)- und (S,R)-Diol kann ebenfalls
ausgehend von den entsprechenden cis-Olefinen durch racemische
Dihydroxylierung nach Sharpless!!8l, in diesen Fillen allerdings mit nicht

chiralen Liganden wie z.B. DABCO, dargestellt werden. In beiden Féillen
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erfolgt die Regenerierung des in situ gebildeten Os(VIII) mit Hilfe von

Kaliumhexacyanoferrat(III) als Oxidationsmittel.

K,0s0,
K,CO3
K3[Fe(CN)g]
DABCO OH
Methansulfonamid
K\Rl - How)\R
R, R, !
cis-Olefin (R,S)- und (S,R)-Diol

Schema 5: Osmium-katalysierte racemische Dihydroxylierung eines cis-Olefins.

Die v-Diketone konnen durch Stetter-Reaktion!?4 mit 3-Benzyl-5-(2-
hydroxyethyl)-4-methylthiazoliumchlorid als Katalysator, wie in Schema 6
dargestellt, synthetisiert werden. Hierbei wird zunédchst der Katalysator in
2—Position seines Thiazolringes von der Base deprotoniert und greift
anschlieend die Carbonylgruppe des Aldehyds nucleophil an. Das so
gebildete Carbanion greift nun die Doppelbindung der a-, B-ungesattigten
Carbonylverbindung michaelartig an. Nach einer Protonenwanderung wird
der Katalysator wieder abgespalten, was zur Ausbildung des 1,4-Diketons

fihrt.

=

Cr
+
/\IN
(0]
VS ? " S R
R SO + R/\)J\R > Rl)w 3
2 3

NEt, R, O

Schema 6: Synthese eines beliebigen y-Diketons.
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2.1.2 Synthese der a-Diketone iiber die ,,Corey-Seebach-Route*

SH SH
o 4 v BF3*Et,0 Q

86 % T

1

Schema 7: Synthese des 2-Methyl-1,3-dithian.

Im ersten Schritt der 1,2-Diketon-Synthese tiber die ,Corey-Seebach-
Route“ konnte das 2-Methyl-1,3-dithian aus 1,3-Propandithiol wund
Acetaldehyd mit BF3s*Et20 als Lewis-Sadure hergestellt werden.

STS + T n-Butl .

0,

11 % 0
1 2

Schema 8: Corey-Seebach-Reaktion.

Der eigentliche C-C-Verkniipfungsschritt fand nun tber die Corey-
Seebach-Reaktion statt, bei der, wie schon beschrieben, das Dithian mittels
n-BuLi in ein Lithiumdithian iberfilhrt wird, welches nun mit einem
Carbonsédurechlorid zu 1-(2-Methyl-1,3-dithian-2-yl)-propan-1-on reagiert.
Die sehr niedrige Ausbeute von 11 % lasst sich dadurch erklédren, dass die
Deprotonierung des 1,3-Dithians mit n-BuLi nur in dullerst geringem Malle
stattfand und daher den limitierenden Schritt der Reaktion darstellte. Die
Deprotonierungsrate wurde durch Quenchen der Reaktion mit D20
tiberpriift. Hierbei werden deprotonierte 1,3-Dithiane in der 2-Position

deuteriert und ergeben im H-NMR-Spektrum keine Signale mehr. Daher
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kann durch Vergleich der integrierten Signale des C2-Protons mit den
integrierten Signalen anderer Protonen des Molekiils im 1H-NMR das Ma@3
der Deprotonierung errechnet werden. Auch durch die Verwendung anderer
Basen, wie sec-BulLi oder der Lochmann-Schlosser-Basel25], konnte die

Deprotonierungsrate nicht erhoht werden.

O
m NCS/AgNO5
S S _ =
)ﬂ(\ 55 0

(@]

o)
2 3

Schema 9: Entschiitzung des Thioacetals.

Die Entschiitzung des Thioacetals erfolgte mit NBS und AgNOs in einer
Ausbeute von 55 %. Insgesamt konnte iber die ,Corey-Seebach-Route“ nur

eine Gesamtausbeute von 5% erzielt werden.

2.1.3 Synthese der o-Diketone iiber die ,,Wittig-Route*

Die fir die Wittig-Reaktion benoétigten Phosphoniumsalze werden
ausgehend von den entsprechenden Bromalkanen durch eine Sn-Reaktion

mit PPhs hergestellt.

R™ Br + PPhg —_— R” " PPhsBr
72-83 %

Schema 10: Synthese eines beliebigen Phosphoniumsalzes.
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Tabelle 1: Ausbeute und Struktur isolierter Phosphoniumsalze.

Phosphoniumsalz Rest R CAS-Nummer Ausbeute

4 Ethyl 1530-32-1 82 %
5 Propyl 6228-47-3 69 %
6 Butyl 1779-51-7 78 %
7 Pentyl 21406-61-7 72 %
8 Hexyl 4762-26-9 83 %
9 Heptyl 13423-48-8 76 %
-~ PPhs'Br
4-9

Im ersten Reaktionsschritt der ,Wittig-Route“ erfolgte die Verkniipfung
zweier C-Bausteine tiber eine Wittig-Reaktion mit Kaliumtert-butanolat als

Base, welche zu einem cis/trans-Gemisch des entsprechenden Olefins fiihrt.

KO'Bu
Ry Yo + R,” “PPhsBr - RaANp

69-95 %

1

Schema 11: Wittig-Reaktion zur Bildung der entsprechenden Olefine.
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Tabelle 2: Ausbeute und Struktur synthetisierter Olefine.

Olefine Rest R! Rest R2 CAS-Nummer Ausbeute
10 Methyl Pentyl 111-67-1 84 %
11 Methyl Hexyl 2216-38-8 50 %
12 Ethyl Propyl 592-78-9 90 %
13 Ethyl Butyl 592-98-3 49 %
14 Ethyl Pentyl 20063-77-8 88 %
15 Propyl Propyl 592-99-4 87 %
16 Propyl Butyl 2198-23-4 80 %
17 Phenyl Methyl 637-50-3 83 %
18 Phenyl Ethyl 824-90-8 69 %
19 Phenyl Propyl 826-18-6 89 %
20 Phenyl Butyl 828-15-9 64 %
21 4-Ethylphenyl Methyl 74532-89-1 89 %
22 4-Methoxyphenyl Methyl 104-46-1 71 %
23 Isopropyl Methyl 4461-48-7 95 %
24 Isopropyl Propyl 17618-76-7 95 %
25 2-Methylpropyl Methyl 3404-62-4 75 %
26 2-Methylpropyl Propyl 64501775 74 %

R R
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Die so erhaltenen Olefine konnten mittels racemischer Sharpless-
Dihydroxylierung!l®l mit Kaliumosmat als Dihydroxylierungs-Reagenz,
Kaliumhexacyanoferrat(III) als Cooxidans und DABCO als unchiralem

Liganden in die entsprechenden 1,2- Diole tiberfiihrt werden.

K20304

K,COs

Ks[Fe(CN)g]

DABCO . OH

Rz\/\Rl Methansulfonamid - sz)\R
62-95 % !
OH
Schema 12: Racemische Sharpless-Dihydroxylierung
Tabelle 3: Ausbeute und Struktur synthetisierter 1,2-Diole.
1,2- Rest R! Rest R2 CAS- Ausbeute
Diole Nummer

27 Methyl Pentyl 20653-90-1 59 %
28 Methyl Hexyl 124006-55-9 79 %
29 Ethyl Propyl 62593-33-3 27 %
30 Ethyl Butyl 99799-31-2 96 %
31 Ethyl Pentyl 204987-20-2 87 %
32 Propyl Propyl 22607-10-9 51 %
33 Propyl Butyl 58159-12-9 67 %
34 Phenyl Methyl 1855-09-0 79 %
35 Phenyl Ethyl 22607-13-2 82 %
36 Phenyl Propyl 858839-14-0 80 %

37 Phenyl Butyl 17814-18-7 93 %



2 Ergebnisse 19

38 4-Ethylphenyl Methyl 51410-48-1 62 %
39 4-Methoxyphenyl Methyl 178035-22-8 81 %
40 Methyl Isopropyl 7795-79-1 87 %
41 Propyl Isopropyl 84248-90-8 61 %
42 Methyl 2-Methylpropyl 151750-70-8 48 %
43 Propyl 2-Methylpropyl 183713-13-9 61 %
OH
Rl)\( Re
OH
27-43

Die abschlielende Oxidation der Diole zu den entsprechenden Diketonen
konnte prinzipiell auf drei verschiedene Arten erfolgen. Mit Cr(VI) als
Oxidationsmittel fand lediglich eine Oxidation zu den entsprechenden a-

Hydroxyketonen statt.

P
4§7
2
~
5
Q
N
O
iy
\J
&L
2

Schema 13: Oxidation der Diole mit Cr(VI)

Die Oxidation der Diole mit NBS als Oxidationsmittel, wie in Teil 2.1.1
beschrieben, fiihrte in den meisten Fillen zu einem schwer zu trennenden
Gemisch der bevorzugt gebildeten a-Hydroxyketone mit dem gewiinschten
Diketon. AuBlerdem fanden als Nebenreaktionen vermutlich Bromierungen
der Alkylkette statt. Aus diesen Griinden erwies sich NBS nicht als
Oxidationsmittel der Wahl zur Oxidation der 1,2-Diole.



2 Ergebnisse 20

NBS
R
sz)\Rl > Z%Rl

oH 8-33 % o

Schema 14: Oxidation der 1,2-Diole mit NBS.

Tabelle 4: Ausbeute und Struktur synthetisierter 1,2-Dione.

1,2-Dione Rest R! Rest CAS-Nummer Ausbeute
R2
44 Ethyl Propyl 57733-23-0 33 %
45 Ethyl Butyl 3457-39-4 15 %
46 Ethyl Pentyl 6124-64-7 11 %
47 Propyl Butyl 24610-09-1 13 %
48 Phenyl Butyl 33720-29-5 12 %
49 4-Methoxyphenyl Methyl 99865-21-1 8 %
0]
Rl)k[(RZ
@]
44-49

IBX als Oxidationsmittel hingegen fithrte zu einer vollstadndigen
Oxidation der Diole, ohne die Bildung von a-Hydroxyketonen als
Nebenprodukt, wodurch eine betrédchtlich Steigerung der Ausbeuten im
Vergleich zur Oxidation mit NBS moglich war. Weitere Vorteile der
Verwendung von IBX sind die recht milden Reaktionsbedingungen (RT) und
die leichte Abtrennbarkeit der ebenfalls als Reaktionsprodukt anfallenden
2-Iodosobenzoesdure (IBA). Im  Gegensatz zu vielen anderen
Oxidationsmittteln, die fiir die Oxidation von 1,2-Diolen zu 1,2-Diketonen
in Frage kommen, besteht auBlerdem bei der Verwendung von IBX nicht die

Gefahr einer Glykolspaltung als Nebenreaktion.
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OH O
1 1
OH 46-75 % o

Schema 15: Oxidation der 1,2-Diole mit IBX.

Tabelle 5: Ausbeute und Struktur synthetisierter 1,2-Diketone.

1,2-Dione Rest R! Rest R2 CAS-Nummer Ausbeut

e

51 Methyl Pentyl 855-25-1 40 %
52 Methyl Hexyl 57644-90-3 48 %
53 Propyl Propyl 7275-17-4 46 %
54 Phenyl Methyl 647864-30-0 64 %
55 Phenyl Ethyl 3457-55-4 47 %
56 Phenyl Propyl 20895-66-3 72 %
57 4-Ethylphenyl Methyl 10557-27-4 71 %
58 Isopropyl Methyl 54073-38-0 75 %
59 Isopropyl Propyl 19060-25-4 64 %
60 2-Methyl- Methyl 54073-36-8 68 %

propyl
61 2-Methyl- Propyl 6485-01-4 71 %

propyl

0]
Rl)kffRz
@]
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Gesamt-Ausbeute:

mit NBS-Oxidation: 7-14 % %
! PN A=
Rle n RZ/\PPhe,Br mit IBX-Oxidation: 20-50 A)= RZ%Rl
3 Stufen o]

Schema 16: ,,Wittig-Route® zur Synthese von a-Diketonen.

Tabelle 6: Gesamtausbeuten der 1,2-Diketone. In Klammern ist aufgefiihrt,

welches Oxidationsmittel verwendet wurde.

Produkt Gesamtausbeute

3,4-Heptandion 8 % (NBS)
3,4-Octandion 7 % (NBS)
3,4-Nonandion 9 % (NBS)
4,5-Octandion 20 % (IBX)
4,5-Nonandion 7 % (NBS)
2,3-Octandion 20 % (IBX)
2,3-Nonandion 19 % (1BX)
2-Methyl-3,4-pentandion 50 % (IBX)
2-Methyl-4,5-hexandion 24 % (IBX)
2-Methyl-3,4-heptandion 28 % (I1BX)
2-Methyl-4,5-octandion 40 % (1BX)
1-Phenylpropan-1,2-dion 40 % (IBX)
1-Phenylbutan-1,2-dion 27 % (1BX)
1-Phenylpentan-1,2-dion 28 % (1BX)
1-Phenylhexan-1,2-dion 7 % (NBS)
1-(4-Ethylphenyl)propan-1,2-dion 39 % (IBX)

1-(4-Methoxyphenyl)propan-1,2-dion 14 % (NBS)
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In Tab. 6 sind die Ausbeuten der synthetisierten a-Diketone aufgefiihrt,
wobei eindeutig zu erkennen ist, dass die Verwendung von IBX als
Oxidationsmittel zu einer deutlichen Erhohung der Gesamtausbeuten

fuhrte.

Aufgrund der geringen Gesamtausbeute von 5 %, die uber die ,,Corey-
Seebach-Route“ erhalten wurde, erwies sich die ,,Wittig-Route“ mit den in
Tab. 6 dargestellten Gesamtausbeuten als der besser geeignete Weg zur

Synthese von a-Diketonen.

2.1.4 Synthese der (R,S)- und (S,R)-Diole

Die racemischen Gemische der (R,S)- und (S,R)-Enantiomere von 1-
Phenylpropan-1,2-diol und 2,3-Heptandiol konnten ausgehend von den
k&uflich erworbenen cis-Olefinen durch racemische Dihydroxylierung nach

Sharpless wie in Abschnitt 2.1.1 beschrieben dargestellt werden.

K,0s0,
K,CO5
Ks[Fe(CN)g]
DABCO OH
Methansulfonamid
7 R - HOW)\R
1
Ry 69-74 % ;,
cis-Olefin (R,S)- und (S,R)-Diol

Schema 17: Racemische Dihydroxylierung eines cis-Olefins.

Tabelle 7: Ausbeuten der racemischen Sharpless-Dihydroxylierungen

Produkt Ausbeute
(R,S)-, (S,R)-Heptan-2,3-diol 69 %
(R,S)-, (S,R)-1-Phenylpropanl,2- 74 %

diol




2 Ergebnisse 24

Die Synthese des (R,S)-Enantiomers von 2,3-Heptandiol erfolgte mit AD-
mix o allerdings nur mit einem ee von 20 %. Die Selektivitdt der chiralen
Liganden ist wie schon von Sharpless beschrieben!22] mit cis-Olefinen recht

gering.

OH
K\/\/ AD-mix-o /k/\/\
- o Y
78 % OH
cis-2-Hepten (R,S)--2,3-Heptandiol 62

Schema 18: Asymmetrische Dihydroxylierung nach Sharpless von cis-2-Hepten.

Die Synthese von (S,R)- 1-Phenylpropan-1,2-diol wurde mit AD-mix B in
tertButanol/Wasser 50/50 durchgefithrt. Auch hier wurde ein geringer ee-
Wert von 30 % erzielt. Der ee wurde hierbei jeweils mit Hilfe von
Gaschromatographie an einer chiralen Festphase (Lipodex E, 6-Butanoyl-

2,3-0-pentyl-y-Cyclodextrin) bestimmt.

OH
@ AD-mix-f X
—_—
83 % OH
cis-1-Phenylpropen (S.R)-2,3-Phenylpropandiol 63

Schema 19: Asymmetrische Dihydroxylierung nach Sharpless von cis-1-Phenylpropen.

2.1.5 Synthese der y-Diketone

Die y-Diketone konnten durch eine Stetter-Reaktion!?4 mit 3-Benzyl-5-(2-
hydroxyethyl)-4-methylthiazoliumchlorid als Katalysator, wie in Schema 20

dargestellt, synthetisiert werden.
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Schema 20: Synthese der y-Diketone.

Tabelle 8: Ausbeute und Struktur synthetisierter 1,4-Diketone.

1,4- Rest R! Rest R2 CAS- Ausbeute
Diketone Nummer
64 Methyl Ethyl 1703-51-1 47 %
65 Methyl Propyl 3214-41-3 56 %
66 Methyl Butyl 25234-82-6 48 %
67 Methyl Pentyl 51575-16-7 4 %
68 Methyl Hexyl 7018-92-0 56 %
69 Methyl Phenyl 583-05-1 66 %
70 Methyl Isopropyl 13901-85-4 59 %
71 Methyl 2-Methylpropyl 53626-90-7 65 %
O
lez
0]
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2.2 Untersuchung des Substratspektrums der GatDH aus
Rhodobacter sphaeroides D

Um einen Uberblick zu erhalten, welche Substanzen von der GatDH
reduziert werden, wurden aliphatische, cyclische und aromatische
Vertreter verschiedener Substanzklassen als Substrate fiir die GatDH
untersucht. Auler den 1,2-Diketonen gehorten auch 1,3- und 1,4-Diketone
sowie diverse Hydroxyketone und Ketoester zum Kreis der untersuchten
Substanzen. Auf diese Weise sollte das Substratspektrum fir die
Reduktionsreaktion ermittelt werden. Hierzu wurde fiir jede Substanz ein
Aktivitatstest durchgefiihrt, bei dem der Verbrauch des Coenzyms NADH
als Messgrofle diente, da fiir jedes umgesetzte Substratmolekiil mindestens
ein Aquivalent des Coenzyms NADH verbraucht wird. Dieser Verbrauch an
NADH kann direkt UV-spektroskopisch bei einer Wellenldnge von 340 nm
verfolgt werden, da der Cofaktor bei dieser Wellenldnge ein
Absorptionsmaximum besitzt. Wenn ein Verbrauch an NADH, d.h. eine
Abnahme der Absorption bei 340 nm iiber den Zeitraum von 1 min,
feststellbar war, wurde die Substanz als Substrat der GatDH eingestuft. Im
Folgenden ist ein Beispielansatz fiir die Ermittlung der GatDH-Aktivitéat
aufgefiihrt.

Ansatz zur Bestimmung der GatDH-Aktivitat fiir die Reduktionsreaktion
der GatDH:

KP-Puffer (Kaliumphosphat 100 mM, 1 mM MgCls, pH 6.5) 600 ul
Getestete Verbindung (Stammlésung 20 mM in KP-Puffer) 200 ul
NADH-Lo6sung (20 mM in bidest. Wasser) 10 pl

GatDH-Loésung (0.1 mM in 20 mM Bistris-HCl-Puffer, 1 mM MgCls, pH
8.0) 10 ul
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Die Ermittlung der kinetischen Daten fiir die Verbindungen, die einen

Umsatz mit dem Enzym zeigten, wird im néchsten Abschnitt beschrieben.

Tabelle 8: Aliphatische o-Diketone, die als potentielle Substrate der GatDH getestet

wurden.
Substanz Formel von der GatDH
umgesetzt
Glyoxal 0 )
Hm)k
H
@]
Methylglyoxal o
)S(H +
O
2,3-Butandion )(J)\H/ +
O
2,3-Pentandion )Okﬂ/\ +
O
2,3-Hexandion )(J)\H/\/ +
(0]
2,3-Heptandion )?\H/\A +
O
2,3-Octandion )OH‘/\/\/ +
o]
2,3-Nonandion )W +
o)
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Alle getesteten 2,3-Diketone zeigten einen deutlichen Umsatz mit der

GatDH und konnen daher als deren Substrate bezeichnet werden.

In Tab. 9 sind weitere unverzweigte 1,2-Diketone aufgefithrt, die auf

GatDH-Aktivitat untersucht wurden.

Tabelle 9: Weitere getestete aliphatische 1,2-Diketone

Substanz Formel von der GatDH

umgesetzt

=+

O
3,4-Hexandion \)J\g/\
O
3,4-Heptandion \)SO‘/\/
0
3,4-Octandion \)J\Q/\A
i +
3,4-Nonandion /IHK/\/\
O
4,5-Octandion /\)SO‘/\/
O
/\)S‘/\/\
@]

4,5-Nonandion

Nicht nur 2,3-Diketone, sondern auch alle untersuchten 3,4- und 4,5-

Diketone wurden von der GatDH reduziert.



2 Ergebnisse 29

Insgesamt erwiesen sich alle getesteten aliphatischen a-Diketone als

Substrate der GatDH mit Ausnahme des kleinsten Vertreters, des Glyoxals.

Tabelle 10: Als Substrate der GatDH getestete verzweigte, halogenhaltige und

cyclische a-Diketone.

(@]

Substanz Formel von der GatDH
umgesetzt
2-Methyl-4,5- O +
hexandion
O
2-Methyl-3,4- o +
heptandion
0]
2-Methyl-4,5- o +
octandion
@]
-Di - - @]
1,4-Dibrom-2,3 . +
butandion Br
0]
1,2-Cyclohexandion CEO +
(e}
(e}

3-Methylcyclo-
pentan-1,2-dion

Wihrend bei allen getesteten verzweigten o-Diketonen eine GatDH-
Aktivitat feststellbar war, wurde von den beiden cyclischen nur 1,2-
Cyclohexandion umgesetzt. Uberraschenderweise erwiesen sich auch 1,4-

Dibrom-2,3-butandion trotz seiner beiden sperrigen Bromsubstituenten und
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das sterisch sehr anspruchsvolle 2-Methyl-4,5-octandion als Substrate der

GatDH.

Tabelle 11: Auf Enzymaktivitiat getestete a-Diketone mit aromatischen Resten.

Substanz Formel von der GatDH

umgesetzt

1-Phenylpropan 1,2- +

dion

1-Phenylbutan-1,2-

(0]
oY
(0]
dion
O
1- Phenylpentan-1,2- o -
dion
0
1-Phenyl-hexan-1,2- o
m\A
o)
Y
O

dion

1-(4-Ethylphenyl)-
propan-1,2-dion

1-(4-Methoxyphenyl)

+
propan-1,2-dion
\O O
Benzil O
O

0
+
Ninhydrin ©
o}
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In der homologen Reihe der 1-Phenylalkan-1,2-dione ist ab 1-
Phenylpentan-1,2-dion keine GatDH-Aktivitdt mehr zu beobachten. Auch
mit dem sterisch recht anspruchsvollen Benzil erfolgt keine enzymatische
Umsetzung wiahrend Substrate mit weiteren Substituenten am Aromaten

durchaus von der GatDH reduziert wurden.

Tabelle 12: Substratspektrum der getesteten a-Hydroxyketone.

Substanz Formel von der GatDH

umgesetzt

Acetoin

-+

Hydroxyaceton
Dihydroxyaceton
1-Hydroxy-2-butanon

3-Hydroxy-4-hexanon

D,L-Glycerinaldehyd

Tropolon

D-(-)-Erythrose

1,
OH
HO/\H/
0
HO” Y oH
o)
HO/\H/\
o)
\)O;‘/\
o)
OH
HO\)\¢O
O? OH
0
\
OH
o
OH
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a-Hydroxyketone sind aufgrund ihrer reduzierbaren Carbonylgruppe in
direkter Nachbarschaft zu einer oder mehreren Hydroxygruppen ebenfalls
potentielle Substrate der GatDH. Dariiber hinaus wird weiter unten
gezeigt, dass diese Verbindungsklasse als Zwischenprodukte sowohl der

Oxidations- als auch der Reduktionsreaktion gebildet werden.

Wie erwartet sind die meisten o-Hydroxyketone Substrate der GatDH.
AuBlerdem wurden verschiedene Zucker, die strukturell gesehen auch zur
Familie der Hydroxyketone bzw. Hydroxyaldehyde gezdhlt werden konnen,
auf ihre Enzymaktivitiat getestet; nadmlich: D-(+)-Glucose, D-(+)-Galactose,
D-(-)-Fructose, D-(+)-Fucose, beta-D-Allose, L-(-)-Sorbose, D-(+)-Mannose,
D-(-)-Tagatose, L-(+)-Arabinose, D-(-)-Lyxose, D-(-)-Ribose. Mit keiner
dieser Substanzen konnte jedoch eine messbare Enzymaktivitidt beobachtet

werden.

Von den getesteten B-Diketonen, die in Tab. 13 aufgefiihrt sind, zeigten
lediglich Acetylaceton und 2-Methyl-4,6-heptandion eine messbare GatDH-
Aktivitdt. Alle anderen stellen wohl aufgrund der ungiinstigen 1,3-Position

der Carbonylgruppen keine Substrate derGatDH dar.
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Tabelle 13: Auf Enzymaktivitit getestete B-Diketone.

Substanz Formel von der GatDH
umgesetzt
Acetylaceton \n/\"/ +
O O
3-Methyl-2,4- W -
pentandion 5 &
3-Ethyl-2,4- -
pentandion
O O
3,5-Heptandion /\n/\n/\ .
O O
2-Methyl-4,6- YW +
heptandion °© 0

2,2,6,6-Tetrametyl-
3,5-heptandion

1,3-Cyclohexandion

Benzoylaceton

1,3-Indandion
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Tabelle 14: Auf Enzymaktivitit getestete 1,4-Diketone.

Substanz Formel von der GatDH
umgesetzt
O
+
Acetonylaceton
0]
W T
2,5-Heptandion o
(0]
W +
2,5-Octandion 0
0]
2,5-Nonandion )K/j)‘/\/\
0]
2,5-Decandion W
O
2,5-Undecandion W
6-Methyl-2,5- © _
heptandion W
O
7-Methyl-2,5- o -
octandion W
O
1-Phenyl-1,4- o +
pentandion
O

Die aliphatischen y-Diketone erwiesen sich nur bis zu einer Kettenlédnge

von acht C-Atomen als Substrate. Im Gegensatz zu 1,4-Diketonen mit
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Kettenverzweigungen wurde 1-Phenyl-1,4-pentandion von der GatDH als

Substrat akzeptiert.

Tabelle 15: Auf eventuelle Enzymaktivitit getestete Aldehyde und Ketone.

Substanz Formel von der GatDH
umgesetzt
Acetaldehyd o _
Propionaldehyd ~N0 _
Butyraldehyd NN _
Isobutyraldehyd ﬁ/\o .
Valeraldehyd NN

Isovaleraldehyd )\/\ .
X
O

Benzaldehyd ©Ao _
Aceton
A,

2-Butanon \/L _

3-Pentanon

O

(@)
5-Nonanon /\/\n/\/\ _
(@)

Cyclohexanon O/D _
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Sowohl die getesteten Aldehyde als auch die Ketone erwiesen sich nicht

als GatDH-Substrate.

Tabelle 16: Auf Enzymaktivitit getestete a- und pB-Ketoester.

Substanz Formel von der GatDH
umgesetzt
@)
)S‘/O\ T
Methylpyruvat 0
0]
% +
o
Ethylpyruvat 0
@]
Ethylbromopyruvat 0

Acetessigester

Tert-Butylacetoacetat

@)
/\O)S(O\/
Oxalsadurediethylester o
O @)
/\OMO/\
Diethylketomalonat 0

Auller Diethylketomalonat zeigten alle getesteten o- und p-Ketoester

GatDH-Aktivitat.
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Mit Oxalsdurediethylester hingegen konnte kein Umsatz beobachtet

werden.

Tabelle 17: Weitere auf Enzymaktivitit getestete Verbindungen.

Substanz Formel von der GatDH
umgesetzt
Glutaraldehyd N +
Oxalsdure O _
oo
@]
Brenztraubensédure 0 -
)H/OH
(@]
L-(+)-Ascorbinsidure (Vi- HO -
tamin C) HOJI(}:
(@]
S
HO
OH
Dimethylglyoxim HO. _
|
)\(
N\OH
Diacetylmonoxim O -
)Y
N\OH

AuBler bei der 1,5-Dicarbonylverbindung Glutaraldehyd konnte fiir keine
andere der in Tab. 17 aufgefiihrten Verbindungen eine Umsetzung mit

Galactitoldehydrogenase beobachtet werden.
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Brenztraubensidure als Vertreter der oa-Ketocarbonsiduren konnte wie
Diacetylmonoxim, welches zur Familie der o-Ketooxime gehort, nicht als

Substrat eingestuft werden.

2.3 Activesite-Titration der GatDH und Bestimmung von

kcat'werten

Quantitative Proteinbestimmungen zur Konzentrationsbestimmung von
Enzymen ergeben Werte, die nicht beriicksichtigen, inwiefern das Enzym
aktiv ist oder nicht. Daher ergeben sich grofle Probleme beim Vergleich
kinetischer Parameter, die mit Enzymproben unterschiedlicher Chargen
oder Lagerzeiten erhalten wurden. Zur Standardisierung wurde daher ein
Verfahren angewendet, das eine quantitative Bestimmung der

Konzentration an aktivem Enzym (activesite-Titration) erlaubt.

Die Bindung von NADH an das freie Enzym quencht die Intensitiat der
Tryptophanfluoreszenz des Proteins. Die Tryptophanreste der GatDH
wurden bei einer Wellenldnge von 280 nm angeregt. Gemessen wurde die
Emission fiir 340 nm, die in Abhé&ngigkeit der hinzutitrierten Menge an
NADH abnimmt. Die Auftragung der Emission bei 340 nm gegen die
zugegebene NADH-Konzentration ergab so eine Titrationskurve (Abb.4),
deren Aquivalenzpunkt der Totalkonzentration an aktivem Enzymmonomer
entspricht. Der Aquivalenzpunkt ist erreicht, wenn alle vorhandenen
Bindungsstellen mit NADH gesittigt sind. Er kann als Knick der
Titrationskurve identifiziert werden. Obwohl nach Erreichen des
Aquivalenzpunkts kein weiteres NADH vom Protein gebunden werden
kann, nimmt die Emission dennoch weiterhin ab. Der Grund hierfiir ist die
im Verlauf der Titration steigende Konzentration an ungebundenem

NADH, die aufgrund des Absorptionsmaximums von NADH bei 340 nm,
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eine unmittelbare Absorption der von den Tryptophanresten emittierten

Strahlung bewirkt.

Es wurde eine 99 uM NADH-Losung in 5 ul-Schritten zu einer
Enzymlosung titriert, welche die gleiche Enzymkonzentration enthielt, die
auch zur Messung der Umsatzgeschwindigkeit von 2,3-Butandion
eingesetzt wurde. Der Aquivalenzpunkt wurde nach Zugabe von 30 pl
NADH-Losung erreicht, was einer NADH-Konzentration von 0.9 pM und

somit der Konzentration an aktivem GatDH-Monomer entspricht.

Die Umsatzgeschwindigkeit (v) bei 100 mM 2,3-Butandion
(Sattigungskonzentration) wurde mit der gleichen Menge an Enzymlosung
ermittelt und konnte mit Hilfe von Gleichung 2 in eine scheinbare

Wechselzahl kap, umgerechnet werden.

Vi = Koy <[Eo] (G1.2)

max

34

32 A

30 A

28 4

26 4

Emission bei 340 nm

24 A

22 T T T T T T T T T T T T
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Konz. (NADH) [uM]

Abbildung 4: Anderung der Fluoreszenzintensitit bei einer Emissionswellenlinge
von 340 nm in Abhingigkeit von der NADH-Konzentration. Der Aquivalenzpunkt
ist durch den Schnittpunkt der beiden Geraden kenntlich gemacht und ist bei einer

NADH-Konzentration von 0.9 uM erreicht.
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Mit Hilfe von Gl.2 und der ermittelten Umsatzrate von 17.00%10-6 M/sec
konnte nun der kapp-Wert fiir 100 mM 2,3-Butandion berechnet werden.

Dieser betrug 18.9 secl.

Fir weitere Untersuchungen mit verschiedenen Enzymchargen konnte
auf Activesite-Titration verzichtet werden. Stattdessen wurde jeweils mit
100 mM 2,3-Butandion eine Referenzmessung durchgefiihrt, die dann eine

Berechnung von Eo mittels Gl. 2 erlaubte.

Da alle anderen  kinetischen  Untersuchungen relativ = zur
Umsatzgeschwindigkeit von 2,3-Butandion durchgefithrt wurden, war es so
moglich fiur alle Substrate kinetische Parameter, d.h. kcat- und Ku-Werte,
zu berechnen, die von der jeweils verwendeten Enzymkonzentration

unabhéingig sind.

2.4 Steady-state-Kinetik

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurde die
Anfangsgeschwindigkeit der Substratumsetzung in Abhéingigkeit von der
Substratkonzentration wuntersucht (steady-state-Kinetik). Auch hier
konnten die Entstehung des Umsetzungsproduktes und der Verbrauch des
Eduktes nicht direkt, sondern nur uber den Verbrauch an NADH bei 340
nm spektroskopisch beobachtet werden. Die Ku- und keat-Werte wurden nun
mit Hilfe von  Sattigungskinetiken ermittelt, bei denen die
Anfangsgeschwindigkeiten gegen die jeweiligen Substratkonzentrationen

aufgetragen wurden.

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der GatDH wurden bei
unterschiedlichen Substrat-konzentrationen gemessen, welche aus einem
Bereich gewihlt wurden, in dem eine Anderung der Substratkonzentration
auch eine Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge hat. Die Ku-

und keat-Werte wurden fiur die meisten Substrate mit Hilfe eines
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hyperbolischen Fits ermittelt. Aufgrund ihrer schlechten Wasserloslichkeit
konnten fiir einige Substanzen die Messungen nicht bis in den
Sattigungsbereich der Reaktionsgeschwindigkeit durchgefithrt werden. Fiir
die Substanzen, bei denen die Reaktionsgeschwindigkeit nur im linearen
Bereich bestimmt werden konnte, wurde die Steigung durch lineare

Regression ermittelt.

k * * *
V= cat [EO] [S] (Gl 3) fur [S]<<KM V= kcat [EO] [S] (G].. 4)
Ky +[S] K

Da es sich im linearen Bereich um eine Reaktion pseudo-erster Ordnung

handelt, stellt die Steigung kcat/Kum dar.

Das Verhiltnis keat/Km beschreibt die Spezifitdt oder katalytische
Effizienz eines Enzyms gegeniiber einem Substrat. Hierdurch lassen sich
alle Substrate direkt miteinander vergleichen. Je grofler der kcat/Ku-Wert,
desto besser wird ein Substrat vom jeweiligen Enzym umgesetzt. Das
beschriebene Verfahren setzt voraus, dass die Umsatzkinetik eines
untersuchten Substrates tatsdchlich eine hyperbolische Sattigung mit
steigender Substratkonzentration zeigt, also eine Michaelis-Menten-

Kinetik. Nur fiir diesen Fall sind kcat und Ky aus Gl. 3 definiert.

Da alle 2,3-Diketone und y-Diketone sowie die meisten Ketoester nicht
der Michaelis-Menten-Kinetik gehorchen, konnten fiir diese Substanzen
keine Ku-Werte ermittelt werden. Um die kinetischen Daten fiir diese
Substrate ermitteln zu konnen, musste zuerst ein dem Verlauf der
Reaktionsgeschwindigkeit angepasstes Modell gefunden werden (siehe

Abschnitt 2.5).

In Abb.5 sind die Sattigungskinetiken fir 2,3-Butandion und 2,3-
Octandion dargestellt, wobei im Falle des 2,3-Butandions ein

hyperbolischer Fit (kcat: 18.89 s1 + 0.51; Km: 8.31 mM =+ 0.95) nach
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Michaelis-Menten iber die Messdaten gelegt wurde, der aber offensichtlich

nicht ideal passte.

Im Falle des 2,3-Octandions erreicht die Reaktionsgeschwindigkeit keine
Sattigung, sondern durchlauft ein Maximum bei einer
Substratkonzentration von ungefihr 0.6 mM. Nach Erreichen dieses
Maximums nimmt die Geschwindigkeit mit steigender
Substratkonzentration ab. Die gleiche Tendenz ist bei 2,3-Butandion
ebenfalls zu erkennen, allerdings weniger stark ausgepriagt. Zur
Ermittlung kinetischer Parameter der enzymatischen Umsetzungen dieser

Verbindungen ist die Michaelis-Menten-Kinetik offensichtlich ungeeignet..

20 - 50
18 2,3-Butandion 2,3-Octandion
[ ] ® [ ] ®
16 . 40 . o
14 A . R
12 T30 e
L, v, .
% 101 ® §
F 81 S 20+,
6 9
4 4 10 14
2 4
0 : : : : 0 : : : : :
0 20 40 60 80 100 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Konz. [mM] Konz.[mM]

Abbildung 5: Siattigungskinetiken von 2,3-Butandion und 2,3-Octandion.

Abb.6 zeigt die Sattigungskinetiken von Ethylpyruvat und 2,5-
Heptandion. Die theoretischen Kurven wurden durch nicht-lineare
Regression der Michaelis-Menten-Gleichung erhalten. Fir Ethylpyruvat
wurde durch den Fit nach Michaelis-Menten ein keat-Wert von 0.89 s'1 +
0.05 und ein Km-Wert von 0.71 mM =+ 0.17 ermittelt. Fur 2,5-Heptandion
wurde durch den Fit nach Michaelis-Menten ein keat-Wert von 0.21 s1 +

0.03 und ein Ky-Wert von 1.59 mM + 0.64 ermittelt. Auch in Abb. 6 sind
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deutliche Abweichungen der theoretischen Kurven (durchgezogene Linie)

vom Verlauf der Messpunkte zu erkennen.

Die Sattigungskinetiken von Ethylpyruvat und 2,5-Heptandion weisen,
wie schon die eben gezeigten 2,3-Diketone, nicht den Kklassischen
hyperbolischen Verlauf nach Michaelis-Menten auf. Die Kurven knicken bei

einer gewissen Substratkonzentration abrupt ab wund erreichen die

Sattigung.
020 2,5-H di
08 | Ethylpyruvat ' -.eptan ion
. . . . 0.16 - . .
— 0.6 T —
< < 012 .
Q, 9,
S 04 g
K Soogq /
0.2 0.04
[ ]
0.0 ; ; ; ; ; 0.00 ; ; ; ; ;
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Konz. [mM] Konz.[mM]

Abbildung 6: Sittigungskinetiken von Ethylpyruvat und 2,5-Heptandion.

In Abb. 7 sind die Kinetiken zweier a-Diketone dargestellt, die beide
einen charakteristischen hyperbolischen Verlauf der Sattigungskinetik
zeigen. Fir diese Verbindungen konnten ket und Kwm-Werte durch

hyperbolische Fits nach Michaelis und Menten ermittelt werden.
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Abbildung 7: Sittigungskinetiken von 1-Phenylpropan-1,2-dion wund 3,4-

Heptandion.

Alle gemessenen Kinetiken der 1,3-Diketone und a-Hydroxyketone

gehorchten, wie

Stoffklassen gezeigt wird, der Michaelis-Menten-Kinetik.

in Abb. 8 am Beispiel von zwei Vertretern dieser

0.35 Acetvlacet 0.30
cetylaceton 1-Hydroxy-2-butanon
0.30 1
0.25
0.25 .
- . ., 0.20 .
', 0.20 | A
= =2 015
& 0.15 | =
4 4
0.10 - 010
0.05 0.05
0.00 : : : : ‘ 0.00 ‘ ‘ : ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 10 20 30 40 50 60 70

Konz. [mM]

Konz.[mM]

Abbildung 8: Sittigungskinetiken von Acetylaceton und 1-Hydroxy-2-butanon.

Obwohl Ethyl- und Methylpyruvat keine Michaelis-Menten-Kinetik
aufweisen, zeigen Acetessigester als B-Ketoester und Ethylbromopyruvat
als bromierter o-Ketoester einen klassischen hyperbolischen Verlauf der

Sattigungskurve.
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Abbildung 9: Sattigungskinetiken von Acetessigester und Ethylbromopyruvat.

Auch Glutaraldehyd als 1,5-Dialdehyd zeigt den Verlauf einer Michaelis-
Menten-Kinetik, wéidhrend alle gemessenen 1,4-Diketone nicht diesem

Modell gehorchen.

Glutaraldehyd

0 10 20 30 40 50 60
Konz.[mM]

Abbildung 10: Sittigungskinetik von Glutaraldehyd.

Die katalytische Effizienz (kcat/Km) liegt, wie in Tab. 18 gezeigt, fir alle
aliphatischen 1,2-Diketone ungefihr im gleichen Bereich. Lediglich
Methylglyoxal bildet hierbei mit einem um fast eine Zehnerpotenz

geringeren kca.t/Kn-Wert eine Ausnahme.
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Tabelle 18: Kinetische Daten der aliphatischen 1,2-Diketone, die nach Michaelis

und Menten ausgewertet werden konnten.

Substrat Formel Keat Kwum Kcat/Km
[1/sec.] [ImM] [(mM%*sec)-1]

@)
)S(H
Methylglyoxal 0 n.b. n.b. 0.042 *
O
3,4-Hexandion \)J\g/\ 0.200 + 1.2+0.1 0.164
0.003
@)
3,4-Heptandion \)Sc‘)/\/ 0.42 + 0.03 1.18 +£0.19 0.36
0]
3,4-Octandion \)J\g/\/\ 3.06 +0.16 1.15+0.14 2.11
0]
4,5-Octandion /\)SO(\/ n.b. n.b. 0.85 *
O
3,4-Nonandion \)HO\/\/\ 0.050 + 0.20 = 0.07 0.25
0.003
O
4,5-Nonandion /\)Sé/\/ 0.050 + 0.20 = 0.07 0.24
0.003

* Aus der Steigung der linearen Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit mit der

Substratkonzentration ermittelt.
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Tabelle 19: Kinetische Daten der verzweigten, cyclischen oder halogenhaltigen 1,2-

Diketone.
Substra Formel Keat Km Keat/Km
t [Usec.]  [mM] [(mM*sec)]
2-Methyl- )\/?S‘/
4,5- T 0.0 + 0.7+0.1 0.13
hexandion 0.003
9-Methyl- o)
3,4- W 0.44 + 0.03 0.88 = 0.17 0.09
heptandion
2-Methyl- %
4,5- W n.b. n.b. 0.007 *
octandion
1,4-Dibrom- 0
Bf\)%(\Br
2,3- I 9.70 + 0.16 0.35 = 0.07 4.88
butandion
1,2-Cyclo- CEO
hexandion o n.b. n.b. 0.196 *

* Aus der Steigung der linearen Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit mit der

Substratkonzentration ermittelt.

Die in Tab. 19 aufgefiihrten kinetischen Daten zeigen fiir die verzweigten

1,2-Diketone eine leicht verminderte katalytische Effizienz im Vergleich zu

den aliphatischen Vertretern dieser Verbindungsklasse. Der Kkcat/Km-Wert

von 1,2-Cyclohexandion liegt etwa im Bereich der Werte der aliphatischen

Diketone, wahrend 1,4-Dibrom-2,3-butandion trotz der sperrigen

Bromsubstituenten eine erstaunlich hohe katalytische Effizienz aufweist.
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Tabelle 20: Kinetische Daten von 1,2-Diketonen mit aromatischen Resten.

Substrat Formel Keat Kwum Kcat/Km
[1/sec.] [mM] [(mM#*sec)-1]
1- ©)J\f( 2.20 + 0.02 0.42 + 0.01 5.23
Phenylpropan
1,2-dion
Phenylbutan- W 14+01 0.79+0.15 1.82
1,2-dion
1-(4-Ethyl-
phenyl)- \/w 6.00 + 0.24 1.39 + 0.08 5.17
propan-1,2-
dion
1-(4-Methoxy-
phenyl)propan /@J\W 1.28 + 0.08 0.59  0.08 2.17
-1,2-dion
Ninhydrin CE?Z n.b. n.b. 0.04 *

* Aus der Steigung der linearen Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit mit der

Substratkonzentration ermittelt.

Die keat/Km-Werte der a-Diketone mit aromatischem Rest sind deutlich

groBBer als die der aliphatischen Diketone. Hierbei scheint, wie an den

kcat/Km-Werten von 1-Phenylpropan 1,2-dion und 1-(4-Ethylphenyl)-propan-
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1,2-dion zu erkennen ist, eine Vergroflerung des Phenylrestes durch
zuséatzliche Alkylsubstituenten keinen besonderen Einfluss auf die
katalytische Effizienz zu haben. Das Einfithren einer Methoxygruppe am
aromatischen Ring sowie der Austausch des Methylrestes in 2-Position
gegen einen KEthylrest, wie bei 1-Phenylbutan-1,2-dion, verringern die

Aktivitidt etwa um Faktor zwei bis drei.

Tabelle 21: Kinetische Daten der a-Hydroxyketone.

Substrat Formel Kkeat Km Keat/ Km

[1/sec. [mM] [(mM%*sec)1]

]
@]
Acetoin )So? 2.19 + 0.04 38.9 + 3.0 0.17
o o
Hydroxyaceton 7 1.13 £ 0.14 36.8+£7.9 0.03
HO™ N o
Dihydroxya- ° n.b. n.b. 0.51 *
ceton
1-Hydroxy-2- Ho/\n/\
butanon 7 0.29 +0.01 104+ 1.2 0.028

O
\
D-(-)- S O;H n.b. n.b. 5.72 *
Erythrose
OH

* Aus der Steigung der linearen Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit mit der

Substratkonzentration ermittelt.
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Die katalytische Effizienz der a-Hydroxyketone ist deutlich geringer als
die der 1,2-Diketone. Wiahrend Acetoin und Dihydroxyaceton kcat/ Km-Werte
im Bereich der inaktiveren aliphatischen a-Diketone aufweisen, ist die
Aktivitdt der anderen Hydroxyketone um ca. eine Zehnerpotenz geringer.
Eine Ausnahme bildet die D-(-)-Erythrose, die als einziger Zucker zu den
Substraten gezéhlt werden kann, mit einem vergleichsweise hohen kcat/Ku-
Wert von 5.72 mM-1*s-1, Auffillig sind die hohen Ku-Werte der
Hydroxyketone, die um mehr als eine Zehnerpotenz gréfler sind als die Ku-

Werte der 1,2-Diketone.

Tabelle 22: Kinetische Daten der Ketoester, die nach Michaelis und Menten

ausgewertet werden konnten.

Substrat Formel Keat KM Keat/Km

[1/sec.] [mM] [(mM*sec)-1]

@]
Br\)S(OV
Ethylbromopyru ) 1.64 £ 0.03 4.58 = 0.21 0.36
vat
YO
. O O
Acetessigester 0.28+0.01 4.1x0.3 0.07

Die Aktivitat von Acetessigester ist um fast eine Zehnerpotenz geringer
als die des Ethylbromopyruvats, dessen katalytische Effizienz ungefidhr

gleich der der meisten aliphatischen Diketone ist.
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Tabelle 23: Kinetische Daten weiterer Diketone.

Sub- Formel Keat Kum Kkcat/Km
strat [1/sec. [mM] [(mM*sec)]
1
Acetylaceton M
0.35+0.01 1.66 +0.11 0.21
e AL
Methylhepta 158 +0.13  2.16 = 0.41 0.73
n-2.4-dion
Glutaraldehy O~ ~C 047 +0.02 105+14 0.05
d

Die kcat/Km-Werte der 1,3-Diketone liegen im Bereich der Werte fiir die
aliphatischen Diketone, wdhrend Glutaraldehyd wahrscheinlich aufgrund
der 1,5-Positionierung der beiden Carbonylgruppen ein deutlich

schlechteres Substrat darstellt.

2.5 Numerische Bestimmung kinetischer Parameter

Mit Hilfe des Programms Dynafit(26], das postulierte Mechanismen einer
enzymatischen Reaktion iiber den Verlauf der Anfangsgeschwindigkeiten
numerisch anpasst, sollte ein Mechanismus ermittelt werden, der die
Konzentrationsabhédngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten der
Substrate, die nicht der klassischen Michaelis-Menten-Kinetik gehorchten,
zutreffend beschreibt.
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K
E + § —> ES kc"’“E+P
Kp
+
S

kszl T -
kcat2

ESS ——— ES + P

Schema 21: Postulierter Mechanismus der Umsetzung von 2,3-Diketonen und
verschiedener Ketoester. E = GatDH, S = Substrat, ES = Enzymsubstratkomplex 1,
ESS = Enzymsubstratkomplex 2, P = Produkt der Reduktion einer Carbonylgruppe.

Es wurde eine Reihe verschiedener Modelle aufgestellt, die das
Durchlaufen einer maximalen Umsatzgeschwindigkeit und Verlangsamung

bei steigender Substratkonzentration simulieren sollen.

Der in Schema 21 postulierte Mechanismus erklart den Verlauf der
Reaktionsgeschwindigkeiten am besten. Er beschreibt die Reduktion einer
Carbonylgruppe eines Substrates durch die GatDH, d.h. die Reduktion
eines Diketons zu einem Hydroxyketon oder die Reduktion eines
Hydroxyketons zu einem Diol. Bei allen getesteten Substraten, bei denen
die Auftragung der Anfangsgeschwindigkeiten gegen die
Substratkonzentration keinen hyperbolischen Kurvenverlauf ergab, nimmt
die Reaktionsgeschwindigkeit nach Erreichen eines Maximums mit
steigender Substratkonzentration ab. Dieser Kurvenverlauf kann durch
eine Erweiterung des Michaelis-Menten-Modells erklart werden, die besagt,
dass der Enzymsubstratkomplex (ES) ein zweites Substratmolekiil binden
kann. Der hieraus entstandene Komplex (ESS) ist weiterhin katalytisch
aktiv und setzt eines der Substratmolekiile zum Produkt um, wobei
wiederum der Monosubstratenzymkomplex (ES) frei wird. Hierbei stellen
ks, kp, ks2, Kkp2, kcat und Kkcat2 die Geschwindigkeitskonstanten der

entsprechenden Reaktionsschritte dar. Im Enzymsubstratkomplex 1 (ES)
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befindet sich, wie schon aus der Michaelis-Menten-Gleichung bekannt, ein

Substratmolekiil im aktiven Zentrum. Enzymsubstratkomplex 2 (ESS)

hingegen bindet zwei Substratmolekiile.

0.05 0.075
2,3-Octandion 2,3-Nonandion
0.04 | . 0.060 )
) o °

@‘ 0.03 + E 0.045 + 4 °
= =
£ £
> 0.02 > 0.030 -

0.01 0.015 -

0.00 0.000

Konz. [mM]

00 05 10 15 20 25

3.0 35

0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5
konz.[mM]

Abbildung 11: Sittigungskinetiken von 2,3-Octandion und 2,3-Nonandion mit

theoretischen Kurven, die durch numerische Anpasssung des Mechanismus in

Schema 21 erhalten wurden.

Abb. 11 zeigt,

dass die Reaktionsgeschwindigkeitsverlaufe fur 2,3-

Octandion und 2,3-Nonandion durch den postulierten Mechanismus gut

erklart werden konnen.

2,3-Butandion 0.015 1 2,3-Heptandion
0.016
\J )
0.012 1 * ¢
0.012 .
@ @ ]
g £ 0009
E. 0.008 | £ {
> > 0.006 -
0.004 0.003 |
0.000 + ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0.000 ‘ ‘ ‘ : : :
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Konz. [mM]

Konz.[mM]

Abbildung 12: Sittigungskinetiken von 2,3-Butandion und 2,3-Heptandion Fit

nach Michaelis-Menten (rot), Fit nach dem mittels Dynafit ermittelten Modell

(grin).
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Die Kurvenverldufe fir 2,3-Butandion und 2,3-Heptandion zeigen

ebenfalls nach Erreichen eines Maximums eine mit

steigender
Substratkonzentration abnehmende Geschwindigkeit. Hierbei ist deutlich
zu sehen, dass der Reaktionsverlauf durch den postulierten Mechanismus

wesentlich besser beschrieben wird als durch das Michaelis-Menten-Modell.

0.0025 - - 0.00020
1,4-Dibrombutan-2,3-dion 2 5-Heptandion
0.0020 + * . 0.00016 1 .
[ ]
w 0.0015 + o 0.00012
= s
E E
> 0.0010 1 > 0.00008
0.0005 - 0.00004
0.0000 T T T T 0.00000 T ; T
1.0 15 2.0 25 3.5 4 6 8
Konz.[mM] Konz.[mM]

Abbildung 13: Sittigungskinetiken von 1,4-Dibrombutan-2,3-dion und 2,5-
Heptandion Fit nach Michaelis-Menten (rot), Fit nach dem mittels Dynafit
ermittelten Modell (griin).

1,4-Dibrombutan-2,3-dion und 2,5-Heptandion zeigen Geschwindigkeits-
verldaufe, auf die der hyperbolische Fit nach Michaelis-Menten nur schlecht
passt. Auch hier beschreibt der postulierte Mechanismus den Verlauf der

Anfangsgeschwindigkeiten wesentlich treffender.
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0.0008 1 Ethylpyruvat tert.-Butylacetoacetat
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Abbildung 14: Sittigungskinetiken von Ethylpyruvat und tert.Butylacetoacetat
Fit nach Michaelis-Menten (rot), Fit nach dem mittels Dynafit ermittelten Modell

(grin).
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Die beiden Ketoester Ethylpyruvat und tert.Butylacetoacetat, die beide
wie die bisher beschriebenen 2,3-Diketone keinen hyperbolischen
Kurvenverlauf aufweisen, werden ebenfalls mit dem postulierten

Mechanismus gut beschrieben.

Die mit Hilfe von Sattigungskinetiken ermittelten Verldufe der
Anfangsgeschwindigkeiten jedes Substrates wurden mit dem in Schema 21
postulierten Modell ausgewertet. Das Programm DynaFit verwendet hierzu
ein numerisches Integrationsverfahren. Die hierbei erhaltenen
Geschwindigkeitskonstanten stellen statistisch gesehen keine voneinander
unabhéngigen Werte dar. Die Aussagekraft der erhaltenen Parameter
hiangt stark von der zugrundeliegenden Datenstruktur ab. Fiir die gleiche
Sattigungskurve konnen unterschiedliche Kombinationen der gefitteten
Parameter gleich gute Anpassungen liefern. Mit Hilfe des postulierten
Modells werden somit sechs statistisch voneinander abhéngige Werte durch
einen Fit ermittelt. Als Ausgangsinformationen diente hierbei lediglich die
Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit gegen verschiedene
Substratkonzentrationen, welche iiber die S&ttigungskinetiken erhalten
wurde. Aufgrund der Korrelation der gefitteten Parameter ergeben sich
teilweise sehr hohe statistische Fehler. Aus den folgenden theoretischen
Uberlegungen ergibt sich, dass die Aussagekraft einzelner erhaltener
Geschwindigkeitskonstanten sehr gering sein kann, wadhrend jedoch ihr
Verhéltnis durchaus fundierte Schlussfolgerungen zuldsst. So kann man
die Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation und Assoziation beider
Enzym-Substrat-Komplexe zu den jeweiligen Dissoziationskonstanten
zusammenfassen (Gl. 13/14). Hier sind die absoluten Werte der einzelnen
Geschwindigkeitskonstanten nicht von Bedeutung, lediglich ihr Verhéltnis
in Form der Gleichgewichtskonstanten. Aus diesen Griinden wird hier auf
die Tabellierung der Assoziations- und Dissoziations-
geschwindigkeitskonstanten verzichtet. Fir die Konstanten ks und kp
wurden stets gleich groBe Standardabweichungen erhalten. Das Gleiche gilt

fur die Standardabweichungen der Konstanten kss und kps.
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k k
Kps =2 Gl. (13) Kpgs =12

S1 S2

Gl. (14)

Die erhaltenen Werte fiir kcat und keatz liegen trotz z.T. groBer
Standardabweichungen in einem verniinftigen GréBenbereich, d.h. im
Bereich der kcat-Werte, die fiir andere Substrate tiber einen hyperbolischen

Fit ermittelt wurden.

In Tab. 24 werden die kcat-Werte, die nach Michaelis-Menten bestimmt
wurden, mit den kcai-Werten verglichen, die durch das Programm Dynafit
iber den postulierten Mechanismus berechnet wurden. Hierbei ist zu
erkennen, dass die Kkcat-Werte, die iber nach dem Modell von Michaelis-
Menten ermittelt wurden, stets niedrigere Werte annehmen als die tiber

Dynafit ermittelten Werte.

Tabelle 24: Vergleich der kcat- Werte des Fits nach Michaelis-Menten mit den der keat-
Werten des Fits tiber das Modell, das mittels Dynafit ermittelt wurde.

Substrat keat [s1] Km [mM] Kkcat1 [s1]
Michaelis- Michaelis- ESS-Modell
Menten Menten (Schema 21)
2,3-Butandion 18.9 £ 0.5 8.31 + 0.95 24.0 + 13
2,3-Heptandion 17.4 £ 0.8 0.43 = 0.07 29.5 + 35
1,4-Dibrom-butan- 2.7+0.1 0.35 + 0.07 5.6 + 51
2,3-dion
Ethylpyruvat 0.8 +0.05 0.71 + 0.17 1.8+ 34

In Tab.25 sind die kinetischen Daten aller Substrate aufgefiihrt, deren
Kinetiken nicht mit dem Modell von Michaelis-Menten beschrieben werden

konnten. Die mit dem Programm Dynafit errechneten Geschwindigkeits-
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und Gleichgewichtskonstanten ergaben sich aus dem Fit des Verlaufs der

Anfangsgeschwindigkeiten nach dem in Schema 21.

Tabelle 25: Kinetische Daten fiir alle Substrate, deren Sittigungskinetik mittels
Dynafit gefittet wurde. keat und keat2 sind Geschwindigkeitskonstanten wihrend Kes

und Kess Gleichgewichtskonstanten darstellen.

Substrat Kecat1 [s1] Kcatz [s1] Kgs = Kess =
kpi/ks1 kp2/ks2

[mM] [mM]

2,3-Butandion 24.0 £ 13 10.0 = 12.99 270.2
0.0024
2,3-Pentandion 16.0 = 3.6 1.9+19 0.046 16.95
2,3-Hexandion 29.5 £ 35 10.6 = 37 1.59 9.09
2,3-Heptandion 60.7 = 1900 9.6 + 31 2.70 0.34
2,3-Octandion 90 * 2.5 + 66 0.43 1.16
2,3-Nonandion 150 * 8.7 £ 130 0.52 1.04
Methylpyruvat 3.8 +21 04+1.3 6.66 0.21
Ethylpyruvat 1.8 + 34 0.6 + 0.32 3.03 0.98
1,4-Dibrom-butan-2,3- 5.6 + 51 1%* 1.08 1.13
dion
Acetonylaceton 0.08 £ 0.23 0.017+0.001 2.56 6.66
2,5-Heptandion 10 * 0.14 £0.23 166.6 0.03
2,5-Octandion 1.24+0.0001 5.54 + 800 0.87 769.2
1-Phenyl-1,4-pentandion 1* 5.16 + 0.2 0.58 2.27
tert.Butylacetoacetat 0.34 £ 0.19 0.29 £ 0.068 1.26 4.16

* fiir den Fit vorgegebene Werte
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Aus den in Tab. 25 dargestellten kinetischen Daten kann man deutlich
ersehen, dass kcat stets wesentlich grofler ist als kcat2, was bedeutet, dass
die Umsetzung eines Substratmolekiils deutlich langsamer erfolgt, wenn
zwel Substrate gebunden sind. Fir einige Verbindungen musste der Kecat-
Wert vorgegeben werden, da der resultierende Fit auch dann passend war,
wenn kear beliebig grofl wurde. Hierbei wurde der kleinstmogliche Wert
gewédhlt, unterhalb dessen die erhaltene Anpassung deutlich schlechter

wurde.

2.6 Bestimmung von Inhibitionskonstanten

k

s o
| I K, = Ll
k+I

ol il
k k '
| [ K _%
El ESI +
Schema 22: Reaktionsschema der nichtkompetitiven Hemmung bei Kr = Ki;

Kompetitive Hemmung bei Kr’ = 0; Unkompetitive Hemmung bei Ki = 0.

Man unterscheidet insgesamt vier Arten der Hemmung von Enzymen: die
kompetitive, die unkompetitive, die nicht-kompetitive Hemmung und
gemischte Hemmtypen. Bei der kompetitiven Hemmung greift der Inhibitor
ausschlief8lich das aktive Zentrum des freien Enzyms an und konkurriert so
mit dem Substrat um die gleiche Bindungsstelle. Die Bindungskonstante
Kr, die den Zerfall des ESI-Komplexes beschreibt, ist hier gleich null. Im
Falle der unkompetitiven Hemmung bindet der Inhibitor an den
bestehenden Enzym-Substrat-Komplex. In diesem Fall ist die

Bindungskonstante Ki, die den Zerfall des EI-Komplexes beschreibt, gleich
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null. Die nichtkompetitive Hemmung vereint die beiden vorherigen
Hemmtypen, hier werden freies Enzym und Enzym-Substrat-Komplex vom
Inhibitor angegriffen. Eine reine nicht-kompetitive Hemmung liegt
allerdings nur vor falls K; und Ki exakt den gleichen Wert besitzen. Falls
Ki’ und K verschieden grofl und beide ungleich null sind, spricht man von

einem gemischten Hemmtyp.

Die Bestimmung der Ki- Werte erfolgte analog zur Bestimmung von vmax-
und Kwum-Werten durch UV/VIS-spektroskopische Messungen, wobei als
Messgrofle genau wie bei den Sattigungskinetiken die Absorptionsédnderung
bei 340 nm diente, die der Konzentrationsdnderung von NADH entspricht.
Die Inhibitionskonstanten (Ki-Werte) wurden mit Hilfe von
Inhibitionskinetiken mit 2,3-Butandion als Substrat ermittelt. Bei [S] = Kn
wurde die Konzentration des Inhibitors kontinuierlich erhoht. Aus der
Auftragung der Anfangsgeschwindigkeiten gegen die
Inhibitorkonzentration ergab sich ein hyperbolischer Kurvenverlauf. Fir
die meisten der untersuchten Substanzen konnte ein kompetitiver
Inhibitionsmechanismus zugrunde gelegt werden. In diesen Fallen konnte
der Ki-Wert durch nicht-lineare Regression mit folgender Gleichung

bestimmt werden:

[Eo]-[S]-ke

V= (Gl.5)
(KM '(”EHS]J
fir [S] = Ku vereinfacht sich Gleichung (5) zu:
\'%
— Tmax Gl.6
' (2+m) ( )
I<I

Handelt es sich bei den auf inhibitorische Eigenschaften getesteten
Verbindungen selbst um schwache Substrate der GatDH, dann muss dies in

der Regressionsgleichung bertiicksichtigt werden, wie in Gl.7 gezeigt wird.
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vo stellt hierbei die Restaktivitidt, d.h. die Umsatzgeschwindigkeit, des
Inhibitors dar.

Viax = Vo

Vo =v, (GL.7)
e+
K

1

Auf diese Weise kann Kj allerdings nur im Falle einer rein kompetitiven
Hemmung ermittelt werden. Da auch andere Hemmtypen beobachtet
wurden, wurden zuséitzlich ICs0-Werte bestimmt, die eine Vergleichbarkeit
der inhibitorischen Effizienz aller Verbindungen zulassen. Fiir Falle nicht-
kompetitiver, unkompetitiver Hemmung oder gemischter Hemmtypen

wurde der ICs0-Wert bestimmt.

Der ICs0-Wert gibt fiir standardisierte Reaktionsbedingungen an, bei
welcher Inhibitorkonzentration die Reaktionsgeschwindigkeit auf 50 % der
uninhibierten Geschwindigkeit reduziert ist. Fiir die Félle, in denen kein
kompetitiver Inhibitionsmechanismus angenommen werden konnte, wurde
der jeweilige ICs50-Wert durch nicht-lineare Regression mit Gleichung (8)

bestimmt:

Vu
JLRY
(1+ ICso)

vV, =V, + (GL.8)

1

vo = Restaktivitdat, vo + vu = nicht-inhibierte Geschwindigkeit, [I] =
Inhibitorkonzentration, ¢ = Exponent, der bei rein kompetitiver Inhibition

den Wert 1 besitzt.

Um alle Inhibitoren direkt vergleichen zu konnen, wurden sdmtliche K-

Werte tiber Gleichung (9) in die entsprechenden ICs50-Werte umgerechnet:

ICy, =K, *(I[<S] +1) (GL.9)

da in unseren Messungen [S] = Kmu war, vereinfacht sich die Formel zu

ICs0 = 2* Ki (Gl1.10)
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Dieses Verfahren ist allerdings nur fiir kompetitive Hemmung zulédssig

[27]

Vor der Ermittlung der Inhibitionskonstanten muss also zuerst der

Hemmtyp bestimmt werden.

Zur Bestimmung des Hemmtyps wurden jeweils drei Sattigungskinetiken
mit 2,3-Butandion als Substrat bei verschiedenen jeweils konstant
gehaltenen Inhibitorkonzentrationen durchgefiihrt. Die Auftragung der
Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Substratkonzentration ergab
hyperbolische Kurvenverldufe. Die doppelt reziproke Auftragung 1/v gegen
1/[S] nach Lineweaver und Burk resultiert in der Linearisierung der

Sattigungskurven nach Gleichung (11).

Ky 11 (GL. 11)

v v [S] v

max

Fir unterschiedliche Inhibitorkonzentrationen werden  Geraden

unterschiedlicher Steigungen und/oder Achsenabschnittpunkten erhalten.

Schneiden sich die Geraden auf der x-Achse, liegt eine nicht-kompetitive
Hemmung vor. Im Falle der kompetitiven Hemmung besitzen die Geraden
einen gemeinsamen Schnittpunkt auf der y-Achse, wihrend ein paralleler

Verlauf auf eine unkompetitive Hemmung hindeutet.

Es sind auch Falle der gemischten Inhibition bekannt, bei der sich die
Geraden in einem gemeinsamen Punkt schneiden, der jedoch auf keiner der

beiden Achsen liegt.

Neben der Untersuchung der Inhibitoreigenschaften einiger 1,3- und 1,4-
Diketone, wurden auch einige Ketoester, Hydroxyketone sowie
Glutaraldehyd, Benzoylacetonitril und das a-Diketon 2-Methyl-4,5-

octandion getestet.
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2.6.1 1,2-Diketone

10
1 2-Methyl-4,5-Octandion
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o,
[oX
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0 1 2 3 4 5 6

Konz. [mM]

Abbildung 15: Konkurrenzassay von Methyl-4,5-octandion bei konstantgehaltener

Konzentration an 2,3-Butandion (7.5 mM).

Als Vertreter der 1,2-Diketone wurde 2-Methyl-4,5-octandion getestet,
bei dem als schwaches Substrat mit einem kc.t/Km-Wert von 0.04 1*mol-1%*s-
1 eine kompetitive Inhibition vermutet werden konnte. Aus dem
hyperbolischen Fit ergab sich ein Ki-Wert von 1.0 (= 0.04) mM und ein ICso-
Wert von 2.0 mM.
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2.6.2 1,3-Diketone

Die in Tab. 26 aufgefiihrten Substanzen wurden auf ihre inhibitorische

Wirkung untersucht.

Tabelle 26: Ki-Werte der 1,3-Diketone.

Inhibitor Formel Ki-Wert ICs50-Wert
[mM] [mM]
3-Methyl-2,4- W
pentandion L. 1.8+0.1 3.6 £0.2
Acetylaceton \n/\n/
O O
1.5+ 0.05 3.0+0.1
2-Methyl-4,6- W
) O O
heptandion 0.9+0.1 1.8+ 0.2
3,5-Heptandion /\n/\n/\
O O
1.0+ 0.1 2.0+ 0.2
3-Ethyl-2,4- T% 0.6 £ 0.03 1.2 + 0.06
pentandion

Die Ki-Werte aller getesteten 1,3-Diketone liegen in dem sehr engen
Bereich zwischen 0.5 mM und 1.8 mM, was darauf hindeutet, dass die
Bindung an das aktive Zentrum der GatDH nur in geringem Malle von
kleineren Alkylsubstituenten in a-Position der Carbonylgruppen beeinflusst

wird..
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Abbildung 16: Lineweaver-Burk-Darstellungen fiir die 1,3-Diketone 3-Methyl-2,4-
pentandion (links)und 2-Methyl-4,6-heptandion (rechts).

In allen Fillen handelt es sich hierbei um kompetitive Inhibitoren, was
aus den Lineweaver-Burk-Darstellungen (in Abb. 16 am Beispiel zweier

Substrate dargestellt) eindeutig hervorgeht.
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Abbildung 17: Verdringungsassay fir 3-Ethyl-2,4-pentandion (links) und

Acetylaceton (rechts) bei konstanter Konzentration an 2,3-Butandion (7.5 mM).
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2.6.3 1,4-Diketone

Die 1,4-Diketone weisen keinen rein kompetitiven
Inhibitionsmechanismus auf, was anhand der Lineweaver-Burk-
Darstellungen in Abb. 18 leicht zu erkennen ist. Es handelt sich bei den
1,4-Diketonen eher um Inhibitoren eines gemischten Hemmtyps. Daher
sind hier in Tab.27 die ICso-Werte zum Vergleich der inhibitorischen
Wirkung aufgefiithrt. Bei einigen 1,4-Diketonen handelt es sich um
schwache Substrate der GatDH, weshalb hier bei der Bestimmung des ICso-
Wertes die Restaktivitidt mitbericksichtigt werden muss (Gl. 8). Diese

entspricht dem fiir die jeweilige Substanz ermittelten kcai-Wert.

0,5 1,8
=2mm
i 1,51
0.4 [1=3mMm
1,2
w 0,3 L, I=1mMm
=% Q.
xg < 0,9 -
S 021 =
0,6
_ []1=0.5mM
) N=1mMm
0.1 0 03 1
0,0 —— ‘ ‘ ‘ 0,0 e ‘ ‘ ‘
-0,03 0,00 0,03 0,06 0,09 0,12 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/Substratkonzentration [mM‘l] 1/Substratkonzentration[mM’l]

Abbildung 18: Lineweaver-Burk-Darstellungen fiir die 1,4-Diketone 6-Methyl-2,5-
heptandion (rechts)und 2,5-Nonandion (links).
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Tabelle 27: ICs0-Werte der 1,4-Diketone.

Inhibitor Formel IC50-Wert [mM]

2,5-Hexandion 5.26 £ 0.31

2,5-Heptandion 1.28 + 0.18

M
o)
)(L/Y\
o)
o
2,5-Octandion )‘\/V 3.65 + 0.44
)(L/W
o)

2,5-Nonandion 2.37 + 0.46

(0]
2,5-Decandion W 0.50 = 0.07
o}
2,5-Undecandion W 1.7+ 0.2
(0]
6-Methyl-2,5-heptandion )K/f\ 2.62 + 0.66
(0]
7-Methyl-2,5-octandion W 2.90 + 0.36
O
1-Phenyl-1,4-pentandion /k/j\)/O 0.050 + 0.006
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Die ICso-Werte aller 1,4-Diketone liegen in einem &hnlichen
Konzentrationsbereich von 0.5 mM bis 5 mM. Das 1-Phenyl-1,4-pentandion

bildet mit seinem sehr niedrigen ICs0-Wert eine Ausnahme.

9.0 12
7-Methyl-2,5-octandion 1-Phenyl-1,4-pentandion
7.5 p 10 ¢
6.0 1 8 |
‘-"U) F"(/)
o 4.5 7 6
_\4% _\4%
3.0 4]
1.5 A 2]
0.0 ; ; ; ; ; 0 ; ; ;
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4
Konz. [mM] Konz. [mM]

Abbildung 19: Konkurrenzassays mit 7-Methyl-2,5-octandion (links) und 1-Phenyl-

1,4-pentandion (rechts) bei konstanter 2,3-Butandion-Konzentration (7.5 mM).

Der Konkurrenzassay von 1-Phenyl-1,4-pentandion zeigt sehr deutlich,
dass hier ein schwaches Substrat der GatDH getestet wurde, da der
Kurvenverlauf sich bei einem kapp-Wert von ungefahr 2 s1 einpendelt.

Dieser Wert entspricht dem kcat-Wert des 1-Phenyl-1,4-pentandions.

10 10 p
1 2,5-Heptandion 2,5-Hexandion
8 8
a9 6 <6
2, 2,
=3 o
g g
4 41 N 4
2 1 2]
0 \ \ \ \ 0 \ \ \ \
0 2 4 6 8 10 0 5 10 15 20 25
Konz. [mM] Konz. [mM]

Abbildung 20: Konkurrenzassays mit 2,5-Heptandion (links) und 2,5-Hexandion

(rechts) bei konstanter an 2,3-Butandion-Konzentration (7.5 mM).
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2.6.4 o-Hydroxyketone

Da es sich bei den meisten Hydroxyketonen auch um schwache Substrate

der GatDH handelt,

ist anzunehmen, dass

Inhibitionsmechanismus vorliegt.

Tabelle 28: Ki-Werte der a-Hydroxyketone.

ein  kompetitiver

Inhibitor Formel Ki-Wert ICs50-Wert
[mM] [mM]

3-Hydroxy-4- %

hexanon /\Oﬁk/ 1.1+ 0.03 2.2 +.0.6
OH

Acetoin )j)( 19.7+ 1.6 39,4 + 3.2
Hydroxyaceton Ho/\n/ 174 £ 2.4 34.8 + 4.8

o

kapp[S'l]

3-Hydroxy-4-hexanon

Konz [mM]

Abbildung 21: Konkurrenzassay mit 3-Hydroxy-4-hexanon bei konstanter

Konzentration an 2,3-Butandion (7.5 mM). K1 = 1.1 + 0.03 mM.
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Wihrend Hydroxyaceton und Acetoin relativ schwache Inhibitoren

darstellen, bindet 3-Hydroxy-4-hexanon mit seinen beiden Ethylgruppen

um ein Vielfaches stiarker.

2.6.5 Ketoester

Aus der Lineweaver-Burk-Darstellung geht eindeutig hervor, dass

lediglich tert.-Butylacetoacetat und Acetessigester einem kompetitiven

Inhibitionsmechanismus gehorchen.

Tabelle 29: Ki-Werte der Ketoester.

Inhibitor Formel Ki-Wert ICs50-Wert
[mM] [mM]

Tert.' WO\\/
Butylacetoacetat O O 1.0 + 0.06 20+0.12

Y

) O O
Acetessigester 5.3+ 0.4 10.6 + 0.8
o}
)k(o\/

Ethylpyruvat o 0.1 £0.01 0.25 = 0.02
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Abbildung 22: Konkurrenzassays mit Ethylpyruvat (links) tert-Butylacetoacetat
(rechts) bei konstanter 2,3-Butandion-Konzentration (7.5 mM).
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Abbildung 23: Lineweaver-Burk-Darstellungen der Ketoester Acetessigester
(rechts) und Tert-butylacetoacetat (links).
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Abbildung 24: Lineweaver-Burk-Darstellung fiir Ethylpyruvat

Mit Glutaraldehyd wund Benzoylacetonitril wurden zwei weitere
Substanzen getestet, von denen aufgrund ihrer Struktur ebenfalls eine
Bindung zum aktiven Zentrum des Enzyms vermutet wurde. Fir
Glutaraldehyd als schwaches Substrat mit einem Kkc¢at/Km von 0.05 mM-
I*sec’! konnte ein kompetitiver Inhibitionsmechanismus angenommen
werden. Der ermittelte Ki-Wert von 6.8 mM (ICs50-Wert: 13.6 mM) liegt

deutlich tiber den Ki-Werten anderer Dicarbonylverbindungen.

Fir Benzoylacetonitril wurden ein Ki-Wert von 1.0 mM und ein ICso-

Wert von 2.0 mM ermittelt.

2.7 Bestimmung der Coenzymspezifitit

Hierzu wurden Sittigungskinetiken mit konstanter Konzentration an
2,3-Butandion (100 mM) wund ansteigender Coenzymkonzentration
durchgefithrt. In der Séittigung wird der kcai-Wert des 2,3-Butandions
erreicht. Der Ku-Wert von NADH ist so klein, dass er mit Hilfe einer
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normalen Sattigungskinetik und photometrischer Bestimmung nicht erfasst
werden kann, d.h. er liegt im nanomolaren Bereich. Der Km-Wert von

NADPH betrigt 0.68 + 0.1 mM.

=
[ee]

kapp [l/S]
= =
[« © N [¢)]

w

0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 15
Konz. NADPH [mM]

Abbildung 25: Sittigungskinetik von NADPH bei konstanter Konzentration an
2,3-Butandion.

2.8 Docking-Untersuchungen

Mit Hilfe der von Scheidig et al. ermittelten Rontgenkristallstruktur des
Enzyms wurden fir verschiedene Substrate, die im aktiven Zentrum
platziert wurden, Energieminimierungen mit dem Programm Ballview

1.21281 durchgefiihrt.

Die Rontgenkristallstruktur der GatDH musste vor der Durchfithrung
der Docking-Untersuchungen auf den Bereich des aktiven Zentrums
reduziert werden, um die Rechenkapazitit des verwendeten Computers
nicht zu tberlasten. Hierdurch ergaben sich u.a. freie CO- und NH-Reste
durch getrennte Peptidbindungen, die in dieser Form natirlich in der
Enzymstruktur nicht vorhanden sind. Daher war es notwendig, die

Substrate, die im aktiven Zentrum gedockt werden sollten, vorher in der
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Nahe der potentiellen Bindungsstellen zu platzieren, um
Wechselwirkungen mit den artifiziellen Resten auszuschlieen. Auf diese
Weise konnten andere Wechselwirkungen, wie z.B. hydrophobe
Wechselwirkungen oder Interaktionen von Substraten mit anderen
Aminosiureresten in der Ndhe des aktiven Zentrums nicht beriicksichtigt
werden. Auch Wassermolekiile konnten bei den Energieminimierungen
nicht beriicksichtigt werden. Die Lage des aktiven Zentrums und die der
Aminosiurereste, die an der Katalyse wahrscheinlich beteiligt sind,
mussten also schon vorher bekannt sein. In der von Scheidig et al.
ermittelten Rontgenkristallstruktur des Enzyms befand sich ein
Acetatmolekiil in einer hydrophoben Tasche nahe beim Nikotinamidring.
Dieses Acetatmolekiil, das iilber Wasserstoffbriicken mit Aminosédureresten
verkniipft war, diente als Ausgangspunkt fiir die Platzierung der
Substratmolekiile, die gedockt werden sollten. Ein entscheidendes
Kriterium hierfiir war vor allem der geringe Abstand des Acetats zum
Nikotinamidring des Cofaktors, durch welchen die Hydridiibertragung erst

ermoglicht wird.

Die Docking-Studien mit dem Programm Ballview 1.2 wurden mit
Vertretern aller Stoffklassen, fiir die eine Bindung im aktiven Zentrum

erwartet wurde, durchgefiihrt.

Als Vertreter der 2,3-Diketone wurde 2,3-Octandion gewéhlt, welches sehr
schnell umgesetzt wird und daher ein sehr gutes Substrat fir die GatDH
darstellt. Interessant ist hier die Ausrichtung des Hexylsubstituenten

entlang der a-Helix im aktiven Zentrum.
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Abbildung 26: Detaildarstellung des aktiven Zentrums mit gedocktem 2,3-

Octandion.

Abb. 26 zeigt die gedockte Struktur von 2,3-Octandion. Hierbei ist der
Aminiosdurebackbone im Biandermodell dargestellt, wahrend
Aminosdurereste, Substrate sowie der Nikotinamidring des NADH im
Kugel-Stab-Modell dargestellt sind. Die Kohlenstoffatome der an der
Bindung von Substraten beteiligten Aminosdurereste im aktiven Zentrum
und diejenigen des NADH sind als griine Kugeln dargestellt. Zur besseren
Erkennbarkeit sind die Kohlenstoffatome des Substrates in Form von

orangenen Kugeln dargestellt; alle Sauerstoffatome als rote Kugeln.

Die Bindung erfolgt in dem hier vorgeschlagenen Model iiber
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Carbonylgruppen des Diketons
und den Hydroxylgruppen von Tyr 159 und Ser 144. Der Tyrosinrest bildet
hierbei eine Wasserstoffbriicke mit der Carbonylgruppe an ,2“-Position
(Abstand O-O: 2.43 A) aus. Ser 144 bindet die Carbonylgruppe in o-Position
iiber eine Wasserstoffbriicke (Abstand 0-0: 2.50 A).
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2,3-Octandion Ser 146

Abbildung 27: 2,3-Octandion im aktiven Zentrum.

2,4-Hexandion wurde als Vertreter der 1,3-Diketone ins aktive Zentrum
gedockt. Bei den B-Diketonen handelt es sich entweder um sehr schwache
Substrate der GatDH oder es erfolgt keine Umsetzung. Da die Vertreter
dieser Stoffklasse kompetitive Inhibitoren der GatDH sind, werden sie

offensichtlich trotzdem gut im aktiven Zentrum gebunden.

Abbildung 28: 2,4-Hexandion im aktiven Zentrum.
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Die Bindung erfolgt hier iiber Wasserstoffbriickenbindungen der beiden
Carbonylgruppen mit den Serinresten 144 (Abstand O-O: 2.47 A) und 146
(Abstand O-O: 2.46 A). Die Ausrichtung der Alkylreste ist im Falle des
sterisch wenig anspruchsvollen 2,4-Hexandion nicht sehr aussagekriftig.
Fir sterisch anspruchsvollere Reste erfolgt die Ausrichtung vermutlich in

dhnlicher Weise wie bei 2,3-Octandion.

Tyr 159
NADH
Ser 144
2.47 A
2,4-Hexandion
2.46 A
Ser 146

Abbildung 29: Bindung von 2,4-Hexandion im aktiven Zentrum.

Die Bindung von 2,5-Heptandion wurde stellvertretend fir die

Verbindungsklasse der 1,4-Diketone untersucht.

Abbildung 30: gedocktes 2,5-Heptandion.
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Bei dieser Stoffklasse handelt es sich genau wie bei den 1,3-Diketonen
zwar um schwache Substrate aber um starke kompetitive Inhibitoren. Die
Bindung erfolgt hier zwischen den beiden Carbonylgruppen des Diketons
und Tyr 159 (Abstand O-O: 2.45 A) sowie Ser 146 (Abstand O-O: 2.55 A).
Auch hier erfolgt vermutlich die Ausrichtung sterisch anspruchsvoller

Reste in dhnlicher Weise wie bei 2,3-Octandion.

255A 2,5-Heptan-
dion

Abbildung 31: 2,5-Heptandion im aktiven Zentrum.

Stellvertretend fiir die a-Ketoester wurde Ethylpyruvat ins aktive Zentrum

gedockt.

Abbildung 32: Bindung von Ethylpyruvat im aktiven Zentrum.
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Bei Ethylpyruvat handelt es sich um ein schwaches Substrat und um
einen sehr starken kompetitiven Inhibitor. Die Bindung erfolgt durch
Wasserstofbriickenbindungen zwischen der Carbonylgruppe und Tyr 159
(Abstand O-O: 2.43 A) und durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
dem Carbonylsauerstoff der Estergruppe und Serinrest 144 (Abstand O-O:
2,80 A).

NADH

Ethylpyruvat

2.80 A

2.43 A
Ser 144

Tyr 159 I

Ser 146

Abbildung 33: Bindung von Ethylpyruvat im aktiven Zentrum.

Abbildung 34: Detaildarstellung des aktiven Zentrums mit 2,3-(R,S)-Hexandiol.
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Als Vertreter der 1,2-Diole wurde 2,3-(R,S)-Hexandiol ins aktive
Zentrum gedockt. Hierbei handelt es sich um das Hauptprodukt der
enzymatischen Umsetzung von 2,3-Hexandion. Auflerdem sind die meisten

Diole selbst Substrate der GatDH, allerdings fiir die Oxidationsreaktion.

Die Bindung erfolgt hier erwartungsgemill durch Wasserstoffbriicken
zwischen Tyr 159 und der Hydroxylgruppe am C-2-Atom (Abstand O-O:
2.44 A), sowie durch eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen Ser 144 und
der OH-Gruppe am C-3-Atom (Abstand O-0O: 2.40 A). Die Bindung erfolgt
hier also in gleicher Weise wie die Bindung eines 2,3-Diketons. Auch die
Ausrichtung des sterisch anspruchsvolleren Alkylrestes - hier des

Butylrestes - erfolgt in dhnlicher Weise entlang der a-Helix.

NADH

& 2,3-(R,S)-Hexandiol

Ser 146

Abbildung 35: ins aktive Zentrum gedocktes 2,3-(R,S)-Hexandiol.
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Abbildung 36: 2-Hydroxy-3-hexanon im aktiven Zentrum.

Stellvertretend fiir die Familie der o-Hydroxyketone, die ebenfalls
Substrate der GatDH sind, wurde 2-Hydroxy-3-hexanon im aktiven
Zentrum gedockt.

Analog zur Bindung der 2,3-Diketone werden auch hier
Wasserstoffbriicken zwischen Tyr 159 und der Hydroxylgruppe des
Hydroxyketons (Abstand O-O: 2.43 A) sowie zwischen der Carbonylgruppe
des Substrats und Ser 144 ausgebildet (Abstand 0-O: 2.47 A).

NADH

Ser 144
247 A

2-Hydroxy-3-hexanon
Ser 146

Abbildung 37: Bindung von 2-Hydroxy-3-hexanon im aktiven Zentrum.
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2.9 Praparative enzymatische Umsetzungen

Die Galaktitoldehydrogenase (GatDH) ist ein NAD(H)-abhédngiges
Enzym. Bei quantitativen Umsetzungen wird der Cofaktor in 4quimolaren
Mengen verbraucht, im Falle der Umsetzung von Dicarbonylverbindungen
sogar in doppeltidquimolaren Mengen. Da NADH recht teuer ist, ist eine
okonomischere  Reaktionsfiihrung von  Noten. Hierzu ist ein
Cosubstratregenerierungssystem notwendig, durch welches das bei der

Umsetzung entstehende NAD+ kontinuierlich recycelt wird.

Eine solche Cosubstratregenerierung kann elektrochemisch, chemisch
und auf enzymatischem Wege erfolgen. Bei der elektrochemischen
Cosubstratregenerierung wird das wihrend einer Oxidationsreaktion
entstehende NADH an einer Elektrode reoxidiert. Die freiwerdenden
Elektronen werden an einer Hilfselektrode auf Protonen tibertragen, was

zur Entstehung von Wasserstoff fithrt(291,

Ein Beispiel fiir die chemische Cosubstratregenerierung stellt die NADH-
Regenerierung mit Formiat als Donor und Rhodiumkomplexen als
Redoxkatalysatoren darf3%l. Die enzymatische Regenerierung des Cofaktors
erfolgt in den meisten Féllen mit Hilfe eines zweiten Enzymsystems,
welches allerdings &hnliche pH- und Temperaturoptima wie das zur
eigentlichen Biokonversion verwendete Enzym aufweisen sollte. Auflerdem
entsteht ein zuséitzliches Produkt, das im Idealfall den Reaktionsverlauf
nicht beeinflussen sollte. Zur kontinuierlichen NADH-Regenerierung in den
Reduktionsreaktionen wurde hier das Formiat-Dehydrogenase-System
verwendet, bei dem NAD+ zu NADH reduziert wird, wiahrend Formiat zu

COgs oxidiert wird[31],
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Galactitol-Dehydrogenase

1,2-Dione /\ » 1,2-Diole
NADH + H* NAD"
COo, —= HCOOH

Formate-Dehydrogenase

Schema 23: FDH/Formiat-Cosubstratregenerierungssystem.

Das als Nebenprodukt gebildete CO: entweicht als Gas aus dem
Reaktionsgemisch und stellt daher weder fir den Reaktionsverlauf noch fir
die Aufarbeitung ein Problem dar. Bei vielen Enzymreaktionen stellen
zudem eventuelle Riickreaktionen ein Problem dar. Im Falle des
Formiat/Formiatdehydrogenase-System ist dieses allerdings zu
vernachlidssigen, da das gebildete CO2 ausgast und daher fir die
Riickreaktion nicht mehr zur Verfiigung steht. Der fiir die Reaktion
eingestellte pH-Wert sollte einen Kompromiss zwischen dem pH-Optimum
der Formiatoxidation wund dem pH-Optimum der eigentlichen

enzymatischen Umsetzung darstellen.

Fir alle Biokonversionen wurde wie bei den vorherigen Messreihen ein
pH von 6.5 gewihlt, was dem ermittelten pH-Optimum der GatDH fiir
Reduktionsreaktionen entspricht. Das pH-Optimum fiir die Oxidation von
Formiat zu CO2 durch die FDH liegt allerdings zwischen 7 und 9311, Bei pH
6.5 kann die FDH lediglich 60 % ihrer Maximalaktivitdt erreichen, was
jedoch in Kauf genommen wurde, weil es den Reaktionsverlauf nicht

wesentlich beeinflusst.
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2.9.1 Analytik der Produkte praparativer enzymatischer
Umsetzungen mittels NMR

Die Produkte der Biokonversion von Acetoin und 2,3-Butandion wurden
mit 'H- und 3C-NMR eindeutig als 2,3-Butandiol identifiziert. Die
Reduktion des 2,3-Diketons erfolgt also nach einer Reaktionszeit von 3 d

vollstandig zur Stufe des 2,3-Diols und stoppt nicht auf der Stufe des

Hydroxyketons.
<
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Abbildung 38: 1H-NMR von 2,3-Butandiol aus den enzymatischen Reduktionen von

Acetoin und 2,3-Butandion.

Als Referenz diente die chemische Verschiebung von CDCls. Die beiden
Hydroxylprotonen des 2,3-Butandiol erscheinen als breites Singulett bei
2.56 ppm, wihrend die Protonen der CHOH-Gruppen als kombinierte
Signale bei 3.76 ppm bzw. 3.47 ppm auftauchen. Beide Methylgruppen
erscheinen als kombiniertes Signal, welches zu 6 Protonen integriert

wurde, bei 1.14 ppm.
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Abbildung 39: 13C-NMR von 2,3-Butandiol aus den enzymatischen Reduktionen

von Acetoin und 2,3-Butandion.

Im 13C-Spektrum erscheinen beide Methylgruppen bei 19.26 ppm und
16.85 ppm; die Signale der CHOH-Gruppen bei 72.49 ppm und 70.81 ppm.

2.9.2 Analytik der Produkte priparativer enzymatischer
Umsetzungen mittels HPLC

Es wurden GatDH-katalysierte Reduktionen mit den Substraten 2,3-
Butandion und Acetoin durchgefiihrt.

Allen Reaktionsansadtzen wurde 0.7 mM NADH zugegeben damit die
Reaktion sofort bei Substratzugabe starten konnte. Da hohere NADH-
Konzentrationen die FDH kompetitiv hemmen kénnen!3! wurde zu Beginn
der Reaktionen ein Konzentrationsverhédltnis von NAD+ zu NADH von 5:1
gewéahlt. Der Verlauf beider Umsetzungen, die bei RT durchgefiihrt
wurden, wurde mittels HPLC verfolgt.
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Reduktion von 2,3 Butandion

Die GatDH reduzierte 2,3-Butandion zu 2,3-Butandiol. Der Ansatz
enthielt Natriumformiat in doppeltiquimolarer Menge beziiglich des
eingesetzten Substrats, da fiir die vollstindige Umsetzung des 2,3-

Butandions auch jeweils 2 mol NADH pro mol Substrat erforderlich waren.

Der Reaktionsansatz enthielt 23 mM 2,3-Butandion, 50 mM Na-Formiat,
0.7 mM NADH, 3.5 mM NAD+, 1.6 U/ml FDH, 1.7 U/ml GDH in
Kaliumphosphatpuffer (100 mM, 1 mM MgClq, pH 6.5).

In regelméfBligen Zeitabstdnden wurden Proben entnommen, in denen
Edukt,- Produkt- und eventuelle Zwischenproduktkonzentrationen mittels
HPLC bestimmt wurden. Um den exakten Reaktionsverlauf verfolgen zu
konnen, wurden Kalibrationskurven fiir Acetoin, das als Zwischenprodukt
erwartet wurde, und 2,3-Butandiol im Konzentrationsbereich von 0-60 mM

erstellt.
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Abbildung 40: Kalibrationskurven fir Acetoin und 2,3-Butandiol, erstellt mittels
Ionen-Verteilungschromatographie mit einer Ca2+Ionen-Austauschersiule
(Nucleogel Sugar 810 Ca, 300 x 7.8 mm, Fa. Machery & Nagel). Die Sdule wurde bei
einer Temperatur von 80 °C gehalten, und die Elution erfolgt bei einer Flussrate

von 0.75 ml/min mit H2Ogeion als Eluent.
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Abbildung 41: Verlauf der Biokonversion von 2,3-Butandion (20mM)

Der durch die HPLC-Analyse bestimmte Verlauf der Biokonversion ist in

Abb. 41 dargestellt.

Zunichst konnte eine starke Zunahme der Acetoin-Konzentration
beobachtet werden, widhrend die Konzentration des erwarteten
Endproduktes 2,3-Butandiol nur recht langsam anstieg. Nach Durchlaufen
eines Maximums bei einer Reaktionsdauer von 3 h konnte eine Abnahme
der Acetoin-Konzentration festgestellt werden. Acetoin wird hier also als
Zwischenprodukt gebildet, was bedeutet, dass die Reduktion eines Diketons
zum Diol nicht einstufig verlduft. Die Umsetzung des als Zwischenprodukt
gebildeten Hydroxyketons verlduft merklich langsamer, was zu dessen
Akkumulation fiithrt. Nach 20 h schlielich war nur noch eine sehr
schwache Produktzunahme festzustellen, da hier der grofite Teil an Edukt
und Zwischenprodukt bereits umgesetzt war. Nach 60 h war schlie8lich
eine vollstdndige Umsetzung des 2,3-Butandions zu 2,3-Butandiol

feststellbar.
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Reduktion von Acetoin

Die GatDH reduzierte Acetoin zu 2,3-Butandiol. Der Ansatz enthielt
Natriumformiat in der gleichen Konzentration wie das eingesetzte
Substrat, da sowohl bei der GatDH- als auch bei der FDH-Reaktion das

jeweilige Cosubstrat in &quimolaren Mengen verbraucht wurde.

Der Reaktionsansatz enthielt 70 mM Acetoin, 70 mM Na-Formiat, 0.7
mM NADH, 3.5 mM NAD+, 1.6 U/ml FDH, 1.7 U/ml GDH in
Kaliumphosphatpuffer (100 mM, 1 mM MgCl2, pH 6.5).

In regelméfligen Zeitabstdnden wurden Proben entnommen, in denen
Edukt,- und Produktkonzentrationen mittels HPLC vermessen wurden. Um
den exakten Reaktionsverlauf verfolgen zu konnen, wurden
Kalibrationskurven fur Acetoin und 2,3-Butandiol im

Konzentrationsbereich von 0—-60 mM (Abb. 40) erstellt.
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Abbildung 42: Verlauf der Biokonversion von Acetoin.
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Nach 10 h war nur noch eine schwache Produktzunahme bzw.
Eduktabnahme zu beobachten. Die Konzentration des 2,3-Butandiols

betrug nach 60 h 70 mM, was einer Ausbeute von 100 % entsprach.

2.9.3 Gaschromatographie zur Ermittlung der

Enantiomerenreinheit der Umsetzungsprodukte der GatDH

Zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit der enzymatischen
Reaktionsprodukte wurden gaschromatographische Messungen an einer
chiralen Festphase durchgefiihrt. Hierdurch sollte der
Enantiomereniiberschuss ermittelt werden, der bei Reduktionen

verschiedener Substrate der GatDH erzielt wurde.

Zunédchst mussten die Bedingungen ermittelt werden, bei denen eine
Basislinientrennung des racemischen Gemisches der entsprechenden
Alkohole, die als Umsetzungsprodukte der enzymatischen Reduktion
erwartet wurden, erfolgte. Die Zuordnung der einzelnen Peaks erfolgte
entweder durch Vergleich mit kauflich erworbenen Standards oder mit
Diolen, die via enantioselektiver Sharpless-Dihydroxylierung synthetisiert
wurden. Anschliefend erfolgte bei den gleichen Bedingungen, bei denen
eine optimale Trennung der Enantiomere erzielt wurde, die Analytik der
Umsetzungsprodukte aus den enzymatischen Reduktionen. Die
prozentualen Anteile der jeweiligen Enantiomere, anhand derer der
Enantiomereniiberschuss ermittelt wurde, berechneten sich tuber die

integrierten Peakfldchen.
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Abbildung 43: Gaschromatogramme fir 2,3-Butandiol bei 50 °C; alle Proben
wurden mit TFAA derivatisiert; a) racemisches Gemisch von meso, (R,R)- und (S,S)-
2,3-Butandiol; b) meso-2,3-Butandiol; ¢) durch enzymatische Reduktion von 2,3-
Butandion synthetisiertes 2,3- Butandiol
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Abb. 43 zeigt, dass eine Basislinientrennung des racemischen Gemisches
von meso, (R,R)- und (S,S)- 2,3-Butandiol bei 50 °C moglich war. Meso-2,3-
Butandiol wird zuerst eluiert, darauf folgen (R,R)-2,3-Butandiol mit einer
Retentionszeit von 6,7 min und (S,S)-2,3-Butandiol mit einer Retentionszeit
von 7,5 min. Aus dem Chromatogramm der enzymatischen Umsetzung ist
klar ersichtlich, dass nicht nur eine enantiomere Spezies gebildet wird.
GroBtenteils wird jedoch die meso-Form mit einem prozentualen Anteil von
79 % gebildet; das (R,R)-Enantiomer mit 3 % und das (S,S)-Enantiomer mit
18 % sind lediglich Nebenprodukte.

Zur Uberpriifung der Stereoselektivitit der enzymatischen Reduktion
von 2,3-Heptandion, wurde das Produkt des Umsatzes mit einem
racemische Gemisch von (R,S)- und (S,R)- 2,3-Heptandiol verglichen. Zur
Zuordnung der beiden Enantiomeren erfolgte zusétzlich der Vergleich mit
einem Enantiomerengemisch, welches tiberwiegend das (R,S)-Enantiomer

enthalten sollte.

Das racemische Gemisch von (R,S)- und (S,R)- 2,3-Heptandiol wurde
ausgehend von cis-2-Hepten durch eine Dihydroxylierung nach Sharpless
ohne chiralen Liganden!!8! synthetisiert, wihrend zur Synthese des 60:40-
Gemisches eine Sharpless-Dihydroxylierung von cis-2-Hepten mit a-AD-mix
durchgefithrt wurde. Bei dieser enantioselektiven Dihydroxylierung sollte
das (R,S)-Enantiomer, wie unter 2.1.1 beschrieben, bevorzugt gebildet

werden.

Abb. 44 zeigt ganz eindeutig, dass bei dem enzymatischen Umsatz nur
ein Enantiomer gebildet wird. Die Retentionszeit von 22.2 min legt den
Schluss nahe, dass es sich hierbei um das gleiche Enantiomer handelt,
welches auch bei der enantioselektiven Sharpless-Dihydroxylierung
bevorzugt entstanden ist. Hierbei handelt es sich um das (R,S)-Enantiomer

des 2,3-Heptandiols.
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Abbildung 44: Gaschromatogramme

an chiraler Phase eines racemischen

Gemisches von (R,S)- und (S,R)-2,3-Heptandiol (a)), eines 60:40-Gemisches dieser

beiden Enantiomere (b)) und des durch enzymatische Reduktion gebildeten 2,3-

Heptandiols (c)) bei 50°C.
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Abbildung 45: Gaschromatogramme eines racemischen Gemisches von (R,S)- und
(S,R)-1-Phenyl-1,2-propanandiol (a)), eines 35:65-Gemisches dieser beiden
Enantiomere (b)) und des durch enzymatische Reduktion gebildeten 1-Phenyl-1,2-
propandiols (c)) bei 60°C.
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Zur Uberpriifung der Enantiomerenreinheit der Produkte der
enzymatischen Reduktion von 1-Phenyl-1,2-propandion, wurde das Produkt
des Umsatzes mit einem racemischen Gemisch von (R,S)- und (S,R)- 1-
Phenyl-1,2-propandion verglichen. Zur Zuordnung der beiden Enantiomere
erfolgte zuséitzlich der Vergleich mit einem Enantiomerengemisch, welches
tiberwiegend das (R,S)-Enantiomer enthalten sollte. Dieses wird, wie Abb.
45 zeigt, bei 72,3 min eluiert. Daher sollte es sich bei der bei 70.7 min

eluierten Verbindung um das (R,S)-Enantiomer handeln.

Wie schon bei der Umsetzung des 2,3-Heptandions wird auch hier
lediglich eine enantiomere Spezies gebildet, die iber die Retentionszeit

eindeutig als (R,S)-1-Phenyl-1,2-propandiol identifizierbar ist.

Die Enantiomerenreinheit der Produkte der enzymatischen Reduktion
von 2,4-Pentandion wurde durch den Vergleich des Umsatzprodukts mit
einem racemischen Gemisch von meso, (R,R)- und (S,S)- 2,4-Pentandiol
tberprift. In Abb. 29 ist deutlich zu erkennen, dass bei 60°C eine
Basislinientrennung erfolgte. Das Chromatogramm der enzymatischen
Umsetzung zeigt, dass ausschlieBlich das (S,S)-Enantiomer, welches durch
direkten Vergleich mit einem ké&uflich erworbenen Standard identifiziert
werden konnte, gebildet wird. Dieses wird bei 8.3 min eluiert. Bei der bei 5
min eluierten Substanz, die in einem hohen prozentualen Anteil im
Vergleich mit (S,S)-2,4-Pentandiol gebildet wird, handelt es sich vermutlich
um das als Zwischenprodukt gebildete 2-Hydroxy-4-pentanon. Die bei 3.2
min eluierte Substanz konnte als 2,4-Pentandion, also als unumgesetztes

Edukt, identifiziert werden.
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Abbildung 46: Gaschromatogramme fir 2,4-Pentandiol bei 60°C;. Alle Proben
wurden mit TFAA derivatisiert; a) racemisches Gemisch von meso, (R,R)- und (S,S)-
2,4-Pentandiol; b) (S,S)-2,4-Pentandiol; ¢) durch enzymatische Reduktion von 2,4-

Pentandion synthetisiertes 2,4-Pentandiol.
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Abbildung 47: Gaschromatogramme fiir Methyllactat bei 60°C. Alle Proben wurden

mit TFAA derivatisiert; a) racemisches Gemisch von (R)- und (S)- Methyllactat; b)

(S)-Methyllactat; c¢) durch enzymatische Reduktion von Methylpyruvat
synthetisiertes Methyllactat.
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Der Vergleich mit dem kauflich erworbenen (S)-Standard, der bei 4.7 min
eluiert wird zeigt eindeutig, dass durch enzymatische Reduktion von

Methylpyruvat ausschliefllich (R)-Methyllactat gebildet wird.
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Abbildung 48: Gaschromatogramme fir 2,5-Hexandiol bei 65°C. Alle Proben

wurden mit TFAA derivatisiert; a) racemisches Gemisch; b) (R,R)-2,5-Hexandiol; ¢)

durch enzymatische Reduktion aus 2,5-Hexandion synthetisiertes 2,5-Hexandiol.
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Die Enantiomerenreinheit der Produkte der enzymatischen Reduktion
von 2,5-Hexandion wurde durch den Vergleich des Umsatzprodukts mit
einem racemischen Gemisch von meso, (R,R)- und (S,S)- 2,5-Hexandiol
uberprift. In Abb. 48 ist deutlich zu erkennen, dass bei 60°C eine
Basislinientrennung erfolgte. Das Chromatogramm der Produkte der
enzymatischen Umsetzung zeigt, dass ausschliefllich das (R,R)-Enantiomer
gebildet wird, welches durch direkten Vergleich mit einem ké&uflich

erworbenen (R,R)-Standard identifiziert werden konnte,.

2.9.4 Messung der optischen Aktivitat

Die optische Aktivitat des durch enzymatische Reduktion dargestellten
1,2-Propandiols wurde wie unter 4.2.11 beschrieben gemessen und

berechnet.

Hierbei konnte ein [a]20P-Wert = + 22° (¢= 0.1 mM, Dichlormethan)
gemessen werden. Der Literaturwert fir (S)-1,2-Propandiol betragt + 15,8°
(c=1.00 mM, Ethanol, Merck-Index, 5.Auflage) und - 15,8° fir (R)-1,2-
Propandiol (¢=1.00 mM, Ethanol, Merck-Index, 5.Auflage). Die Abweichung
von den Literaturwerten kann durch die niedrige Konzentration des Diols
in der Messlosung erklart werden. Trotz dieser Ungenauigkeit konnte der
Drehsinn, durch den eine Unterscheidung der beiden Enantiomere moglich
ist, eindeutig bestimmt werden. Bei dem isolierten Enantiomer handelt es

sich um (S)-1,2-Propandiol.
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3 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war vor allem die Bestimmung der
Substrat- und Stereospezifitit der Galactitoldehydrogenase (GatDH) aus
Rhodobacter spaeroides D. Mit Hilfe der von Scheidig et al. erstellten
Rontgenkristallstruktur der GatDH sollten Zusammenhénge zwischen der

Substratstruktur und der Substratspezifitiat diskutiert werden.

Die Ursache der Substratspezifitit beruht in den meisten Féllen
entweder auf dem rdumlichen Aufbau der Bindungstasche des Enzyms oder
auf Wechselwirkungen des Substrats mit bestimmten Aminosdureresten.
Ein MaB fir die Substratspezifitidt ist das Verhéiltnis aus der spezifischen
Aktivitdt und der Michaelis-Menten-Konstante (kcat/Km), welches mit Hilfe

von Sittigungskinetiken experimentell bestimmt wurde.

Die Stereospezifitdt eines Enzyms hingegen beruht auf der Bevorzugung
einer bestimmten Bindungskonfiguration des Substratmolekiils im aktiven
Zentrum. Hierbei erfolgt entweder bei der Umsetzung prochiraler Substrate
die Bildung nur eines Enantiomers, oder das Enzym ist in der Lage,
verschiedene Enantiomere zu unterscheiden und nur ein bestimmtes als
Substrat umzusetzen. Letztere Eigenschaft einiger Enzyme wird z.T.
bereits in der organischen Synthese zur Deracemisierung von racemischen
Gemischen genutzt. Die Stereospezifitit der Enzyme ist in der Natur in
vielen Stoffwechselreaktionen von grofler Bedeutung (z.B.
Aminosduresynthese). Experimentell ldsst sich die Stereospezifitiat eines
Enzyms am besten durch die Analyse der Umsetzungsprodukte der
enzymatischen Reaktion ermitteln. Dies kann auf chromatographischem
Wege (GC, HPLC) mit Hilfe einer chiralen S&ule erfolgen oder fiir
Verbindungen mit einem Chiralitdtszentrum durch Ermittlung des

spezifischen Drehwertes.
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Strukturen der GatDH mit gebundenen Inhibitoren konnten genauere
Informationen tiber die Substratbindung im aktiven Zentrum liefern.
Hierzu ist es wichtig, kompetitive Inhibitoren zu finden, d.h. solche, die mit
Substratmolekiillen um die Bindungsstelle im aktiven Zentrum
konkurrieren. Mit Hilfe sogenannter Konkurrenzassays kann die Giite
eines Inhibitors, d.h. die Stiarke seiner Bindung im aktiven Zentrum, durch
die Bestimmung von Kji- bzw. ICso-Werten ermittelt werden. Auch fiir
Inhibitoren kann der Zusammenhang zwischen der Inhibitorstruktur und
der Spezifitat fiir die GatDH mit Hilfe der Kristallstruktur des Enzyms

diskutiert werden.

Ergidnzend konnen Docking-Untersuchungen einen detaillierteren
Einblick in die moglichen Bindungsverhédltnisse im aktiven Zentrum

verschaffen.

Die GatDH akzeptiert, wie in fritheren Arbeiten beschrieben!®!, ein sehr
breites Substratspektrum, welches bisher v.a. fiir die Oxidationsreaktion
untersucht wurde. Die vorliegende Arbeit beschrinkt sich hingegen

weitestgehend auf das Substratspektrum der Reduktionsreaktion.

Ob nun eine Carbonylverbindung von der Galactitoldehydrogenase als
Substrat akzeptiert wird, ist von der Komplementaritiat der Strukturen des
Substrats und des Enzyms abhidngig. Da die GatDH in der Natur
Galaktitol, einen C6-Korper, als Substrat verwendet, ist anzunehmen, dass
andere Substrate dieser Grofle, wie zum Beispiel Diketone oder
Hydroxyketone, ebenfalls in das Substratspektrum fallen. Da es sich bei
Galaktitol um eine aliphatische Verbindung handelt, liegt zudem die
Annahme nahe, dass andere aliphatische Verbindungen auch als Substrate
dienen konnen. Ob die Kettenlédnge hierbei eine entscheidende Rolle spielt,
hiangt vom Aufbau des aktiven Zentrums ab. Synthetisch interessant
erscheint die Eignung verzweigter oder cyclischer Substrate oder von
Verbindungen mit aromatischen Resten als Substrate. Da die GatDH zur

Familie der Polyoldehydrogenasen gehort, sind sowohl die Anzahl als auch
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die Position von Carbonyl- und Hydroxylgruppen am Substrat wichtig fiir
dessen Bindung am Enzym. Docking-Untersuchungen an der von Scheidig
et al. erstellten Kristallstruktur der GatDH liefern hierbei wichtige
Informationen iber mogliche Ankerstellen im aktiven Zentrum. Diese
Informationen sind die Grundlage fiir die Diskussion des
Katalysemechanismus, der wiederum entscheidend fiir die Umsetzung
verschiedener Substratklassen ist. Aufgrund der in Abschnitt 2.8 ndher
erlauterten Vorgehensweise bei den Docking-Untersuchungen, liefern diese
nur ein sehr oberflachliches Bild iiber die Bindung eines Substrates am

Enzym.

3.1 Ein Vorschlag zum Katalysemechanismus der GatDH

Bei allen Enzymen, die zur Familie der short-chain-Dehydrogenasen
(SDR) gezidhlt werden, wird tbereinstimmend von der Aminosduresequenz
TyrXXXLys (X kann jede beliebige Aminosédure sein) im aktiven Zentrum
berichtetl32-3¢4],  Die Galactitoldehydrogenase besitzt ebenfalls diese
charakeristische Sequenz, ndmlich Tyr159XXXLys163.

Abbildung 49: Aktives Zentrum der GatDH mit NADH (griin) und 2,3-Octandion
(gelb) als Substrat.
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Wie Abb. 49 und Abb. 50 zeigen, befinden sich sowohl ein Tyrosin- als
auch ein Lysinrest in der N&dhe des Nikotinamidringes des Cofaktors.
Hierbei handelt es sich um Tyr159 und Lys163. AuBlerdem befinden sich
zwel Serinreste, ndmlich Ser 144 und Serl46, nahe am Substrat. Diese
spielen aufgrund ihres Abstandes zu Substrat und Nikotinamidring sehr

wahrscheinlich ebenfalls eine Rolle bei der Katalyse.

er 144

2,3-Octandion | Ser 146

Abbildung 50: Aminosidurereste im aktiven Zentrum, die an der Bindung von

Substrat und Coenzym beteiligt sind.

Dockingergebnisse mit dem von uns verwendeten Programm Ballview
legen nahe, dass Tyrl159, welches sich sehr nahe am Nikotinamidring
befindet, direkt an der Katalyse beteiligt ist, widhrend Ser144 anscheinend
eine Wasserstoffbriickenbindung zum Sauerstoffatom der benachbarten
Carbonylgruppe des Substrates (im Falle eines a-Diketons) ausbilden kann
und die Position des Substrates so stabilisiert. Tyrl59 polarisiert mit
seiner Hydroxygruppe wahrscheinlich die zu reduzierende Carbonylgruppe
und erleichtert somit den Hydridtransfer vom NADH. AuBlerdem liegt die
Vermutung nahe, dass der Tyrosinrest sein Hydroxylproton auf das

katalytisch gebildete Alkoholat tibertrigt.

Die Aufgabe des Lysinrestes Lys163 als Teil der katalytischen Triade

Ser-Tyr-Lys besteht nun zum einen darin, durch Wechselwirkung mit den
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2’-und 3’-Hydroxylgruppen des Riboserestes des Nikotinamids den Cofaktor

in einer Position zu lokalisieren, in der ein Hydridtransfer auf das Substrat

noch moglich istl15],

N\
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Hg rl
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O NN
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Schema 24: Vorgeschlagener Mechanismus der Reduktion eines 1,2-Diketons zum

Hydroxyketon im aktiven Zentrum der GatDH.
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Zum anderen erniedrigt Lys163 den pKa-Wert der Hydroxylgruppe des
Tyr159, der normalerweise bei ungefihr 10 liegt, jedoch zur Ubertragung

eines Protons auf das gebildete Alkoholat niedriger sein solltel33l,

Der von uns in Schema 24 vorgeschlagene katalytische Mechanismus
dhnelt sehr stark dem von Tanaka et al. vorgeschlagenen
Reaktionsmechanismus fir die Umsetzungen der 7a-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase, bei der es sich ebenfalls um eine short-chain-
Dehydrogenase handelt!15l. Der Unterschied besteht lediglich darin, dass
Tanaka die Oxidation eines Hydroxylrestes beschreibt, widhrend wir
praktisch die Riickreaktion beschreiben. Auflerdem bildet der benachbarte
Serinrest bei uns eine Wasserstoffbriickenbindung zu einer benachbarten
Carbonylgruppe aus und nicht zu der gleichen, die bereits von Tyr159
gebunden ist. Die Funktion des Serinrestes besteht jedoch, genau wie bei
Tanaka beschrieben, darin, das Substrat in der Né&he des
Nikotinamidringes zu fixieren wund das Reaktionsintermediat zu

stabilisieren.

Im ersten Reaktionsschritt bildet sich Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen der phenolischen Hydroxylgruppe des Tyrl59 wund der
Carbonylgruppe, an der die Reduktion erwartet wird, und zwischen der
Hydroxylgruppe des Serl44 und der in a-Stellung befindlichen
Carbonylgruppe des Substrates. Im zweiten Schritt kann der
Hydridtransfer vom NADH auf die durch die Wasserstoffbriickenbindung
mit Tyr 159 polarisierte Carbonylgruppe erfolgen. Dabei wird das
phenolische Proton des Tyrosinrestes auf das gebildete Alkoholat
tibertragen. Somit konnte auch das pH-Optimum von pH 6,5 fiir die
Reduktionsreaktion erkliart werden. Die Riickreaktion, deren pH-Optimum
bei pH 9 liegt, konnte wie bei Tanaka et al. beschrieben!15l mit Tyr 159 als

katalytischer Base ablaufen.
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3.2 Das Substratspektrum der GatDH

Ausgehend von den bereits von Giffhorn et al.l9 getesteten Substraten
fir die Reduktionsreaktion der GatDH, wurden nun verschiedene
Substanzklassen als potentielle Substrate getestet. Hierzu gehoren die
Aldehyde, Ketone, 1,2-, 1,3- und 1,4-Diketone, sowie verschiedene
Hydroxyketone, Ketoester und Zucker.

In erster Linie gelten die 1,2-Diketone als sehr viel versprechende
Kandidaten. Fir diese Verbindungsfamilie wurde durch vielféltige
Variation der Kettenlédnge und der Position der 1,2-
Dicarbonylfunktionalitat, sowie durch Einfithrung von
Kettenverzweigungen und aromatischen Resten, das aktive Zentrum der

GatDH praktisch kartiert.

Alle getesteten Aldehyde und Ketone wurden von der GatDH nicht
umgesetzt, was den Schluss nahe legt, dass nur Verbindungen mit
mindestens zwei zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
befdhigten Gruppen im aktiven Zentrum gebunden werden konnen. Mit
Hilfe der in Abschnitt 2.8 beschriebenen Docking-Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass an der Bindung von Substraten im aktiven Zentrum
mehrere Aminosédurereste beteiligt sind. Hierbei handelt es sich um Tyr
159, Ser 144 und Ser 146. Die Serinreste scheinen hierbei besonders bei der
Fixierung eines Substrates in der N&dhe der Nikotinamidringes und des

katalytisch aktiven Tyrosinrestes eine entscheidende Rolle zu spielen.

Von den getesteten aliphatischen a-Diketonen erwiesen sich fast alle als
Substrate der GatDH, mit Ausnahme des kleinsten Vertreters, des

Glyoxals.

Samtliche verzweigten a-Diketone, die getestet wurden, konnten von der
GatDH umgesetzt werden, wie auch 1,4-Dibrom-2,3-butandion mit seinen

beiden sperrigen Bromsubstituenten. Hierbei wird deutlich, dass auch
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sterisch recht anspruchsvolle Verbindungen wie z.B. 2-Methyl-4,5-
octandion im aktiven Zentrum Platz finden, und dort gebunden werden
konnen. Von den beiden getesteten cyclischen Verbindungen 3-Methylcyclo-
pentan-1,2-dion und 1,2-Cyclohexandion wurde lediglich Letzteres von der
GatDH umgesetzt. Der Grund hierfiir ist nicht im sterischen Anspruch des
3-Methylcyclo-pentan-1,2-dion zu suchen, sondern eher in einer fiir die
Bindung im aktiven Zentrum ungilinstigen Ausrichtung der beiden

Carbonylgruppen.

Stellvertretend fiir Verbindungen mit aromatischem Rest wurde
ausgehend von 1-Phenylpropan 1,2-dion die homologe Reihe bis zum 1-
Phenyl-hexan-1,2-dion getestet, wobei die Alkylkette jeweils um eine CHos-
Gruppe verliangert wurde. Ab 1-Phenylpentan-1,2-dion ist jedoch keine
Umsetzung mehr zu beobachten, was vermutlich mit der Sperrigkeit des
Phenylringes auf der einen Seite und derjenigen des Propylrestes auf der
anderen Seite der Dicarbonylfunktionalitdt zusammenhéingt. Auch Benzil
mit seinen beiden Phenylsubstituenten wurde nicht von der GatDH
umgesetzt. Im Falle der a-Diketone kann der sterische Anspruch also nur
in einer Richtung beliebig erhoht werden, ohne eine Verringerung der

katalytischen Effizienz des Enzyms zu verursachen.

Die o-Hydroxyketone stellen eine besondere Stoffklasse fiir die GatDH
dar. Sie dienen dem Enzym als Substrate sowohl fiir die Oxidations- als
auch fiir die Reduktionsreaktion. Aulerdem werden sie, wie in Abschn. 3.6
noch ausfiihrlicher beschrieben wird, als Zwischenprodukte bei der
Reduktion von 1,2-Diketonen und vermutlich auch bei der Oxidation von
1,2-Diolen gebildet. Die Hydroxyketone besitzen alle eine reduzierbare
Carbonylgruppe in direkter Nachbarschaft zu einer oder mehrerer
Hydroxygruppen und werden, wie Docking-Untersuchungen zeigen,
genauso wie 1,2-Diketone iber Tyr 159 und Ser 144 im aktiven Zentrum

gebunden.
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Von den getesteten Vertretern dieser Verbindungsklasse wurden die
meisten von der GatDH umgesetzt. 3-Hydroxy-4-hexanon und D,L-
Glycerinaldehyd zeigten keine Umsetzung mit dem Enzym. Da es sich bei
diesen Verbindungen um sterisch nicht sehr anspruchsvolle Verbindungen
handelt, liegt der Schluss nahe, dass sie zwar im aktiven Zentrum
gebunden, jedoch dort nicht oder zumindest nur sehr langsam umgesetzt

werden.

Der Grund hierfir koénnte eine sehr feste Bindung dieser beiden
Substanzen im aktiven Zentrum sein, durch welche die Abspaltung der
bereits umgesetzten Substrate und damit die gesamte
Reaktionsgeschwindigkeit so stark herabgesetzt wird, dass die Umsetzung
mit dem von uns angewendeten photometrischen Verfahren nicht mehr

beobachtbar war.

Auflerdem besteht die Moglichkeit, dass diese Hydroxyketone
unproduktiv im aktiven Zentrum binden. Dies kann entweder durch
Wasserstoffbrickenbindungen mit anderen Ankergruppen, wie z.B. den

Serinresten oder durch hydrophobe Wechselwirkungen erfolgen.

Tropolon wurde nicht von der GatDH umgesetzt, weil die Reduktion
seiner Carbonylgruppe die Aufgabe des energetisch giinstigen aromatischen

Systems des Tropolon-Ringes zur Folge hitte.

Von den gestesteten Zuckern, die auch zur Familie der Hydroxyketone
gezdhlt werden konnen, erwies sich lediglich D-(-)-Erythrose als Substrat.
Alle anderen getesteten Aldosen und Ketosen, zu denen neben D-(+)-
Glucose, D-(+)-Galactose und D-(-)-Fructose auch D-(+)-Fucose, beta-D-
Allose, L-(-)-Sorbose, D-(+)-Mannose, D-(-)-Tagatose, L-(+)-Arabinose, D-(-)-
Lyxose, D-(-)-Ribose gehorten, wurden nicht umgesetzt. Vermutlich werden
nur Zucker, die in offenkettiger Form vorliegen, wie z.B. die Tetrose
Erythrose, von der GatDH reduziert, da nur in der ringoffenen Form die
Aldehyd- bzw. Ketonfunktionalitiat zuginglich ist. Alle anderen getesteten

Zucker gehoren zur Familie der Pentosen oder Hexosen und liegen fast
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ausschlieBlich in Ringform vor, in der die Aldehyd- bzw. die Ketogruppe das
anomere Kohlenstoffatom darstellen, tiber welches der Ringschluss zum

Halbacetal erfolgt.

AulBler Acetylaceton und 2-Methyl-4,6-heptandion wurde keines der
getesteten p-Diketone umgesetzt. Acetylaceton stellt den kleinsten
Vertreter der 1,3-Diketone dar. Die nicht umgesetzten 3-Methyl-2,4-
pentandion und 3-Ethyl-2,4-pentandion besitzen zwischen den beiden
Carbonylgruppen jeweils einen Alkylrest, der aus sterischer Sicht die
Bindung im aktiven Zentrum erschweren konnte. Allerdings handelt es sich
bei jedem dieser drei Diketone um kompetitive Inhibitoren der GatDH, die
zudem einen dhnlichen ICs50-Wert besitzen, wie in einem spédteren Abschnitt
noch ausfiihrlicher beschrieben wird. Die geringe katalytische Aktivitit der
GatDH gegeniiber den 1,3-Diketonen léasst sich daher eher tiber die Art der

Bindung im aktiven Zentrum als durch sterische Hinderung erkléren.

Die Docking-Untersuchungen mit 2,4-Hexandion ergaben, dass die
Bindung im aktiven Zentrum der GatDH tiiber die beiden Serinreste Ser 144
und Ser 146 erfolgt. Vermutlich handelt es sich hierbei um eine mehr oder
weniger unproduktive Bindung, weil an allen in der Literaturl15
beschriebenen Reduktionen von Carbonylgruppen in SDR-Enzymen das
Mitwirken eines Tyrosinrestes, hier Tyr 159, von Noten ist. Entweder ist
ein Serinrest nicht in der Lage, die Carbonylgruppe in gleicher Weise zu
polarisieren wie ein Tyrosinrest, oder der Abstand der Carbonylgruppen
zum Nikotinamidring ist durch die Fixierung an beiden Serinresten zu

grof3, um einen Hydridtransfer zu gewahrleisten.

Unter den 1,4-Diketonen wurden nur die ersten drei Vertreter der
homologen Reihe (2,5-Hexandion bis 2,5-Undecandion) sowie 1-Phenyl-1,4-
pentandion von der GatDH umgesetzt. Ab einer gewissen Kettenldnge
scheint die Bindung im aktiven Zentrum aus sterischer Sicht erschwert zu
sein. Allerdings handelt es sich bei allen getesteten 1,4-Diketonen um sehr

potente Inhibitoren (Abschnitt 2.6). Daher ldsst sich auch hier die geringe
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katalytische Aktivitiat der GatDH gegenitiber dieser Verbindungsklasse, wie
schon im Falle der 1,3-Diketone, eher durch die Bindungsart im aktiven

Zentrum als durch die sterische Hinderung erklédren.

Docking-Untersuchungen mit dem Programm Ballview zeigten, dass die
Bindung von 1,4-Diketonen im aktiven Zentrum der GatDH iiber den
Tyrosinrest Tyr 159 und den Serinrest Ser 146 erfolgt. Hierbei scheint es
sich trotz der Beteiligung des Tyrosinrestes ebenfalls um eine recht
unproduktive Bindung zu handeln, was durch den grollen Abstand der
beiden Carbonylgruppen und damit der Bindungstellen im Enzym erklart
werden kann. Moglicherweise ist die Fixierung des Substrates in der Néhe
des Nikotinamidringes nicht so effizient wie im Falle der 2,3-Diketone, weil
durch die 1,4-Stellung dem  Substrat ein hoéheres Mall an

Bewegungsfreiraum zur Verfiigung steht.

Abbildung 51: Docking eines 1,4-Diketons (hier: 2,5-Heptandion) im aktiven

Zentrum.
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Alle getesteten Ketoester, mit Ausnahme von Diethylketomalonat,
erwiesen sich als Substrate der GatDH. Die Tatsache, dass
Oxalsdurediethylester und auch L-(+)-Ascorbinsdure keine Substrat der
GatDH sind, beweist, dass nur Carbonylgruppen, nicht aber

Carbonsdureesterfunktionalitidten reduziert werden.

Bei kleineren Ketoestern, wie z.B. Methylpyruvat, kann die Bindung im
aktiven Zentrum theoretisch auf zwei verschiedene Arten erfolgen. Sowohl
der Sauerstoff der Carbonsédureestergruppe als auch der Sauerstoff der
Carbonylgruppe in 0-Position konnen an den Tyrosinrest gebunden sein.
Nur die Carbonylgruppe kann, wie bereits beschrieben, reduziert werden.
Im Falle einer produktiven Bindung sollte also nach unserem Verstédndnis
des Mechanismus (Abschnitt 3.1) die Carbonylgruppe iiber eine
Wasserstoffbrickenbindung an Tyr 159 verbunden sein, da nur tiber den
Tyrosinrest eine ausreichende Polarisierung erfolgen kann. Falls die
Carbonsédureestergruppe mit dem Tyrosinrest verknipft ist, kann von einer

unproduktiven Bindung ausgegangen werden.

Dariiber hinaus wurden noch weitere Verbindungsklassen, die
Carbonylgruppen oder &dhnliche Funktionalitdten besitzen, getestet.
Glutaraldehyd wurde von der GatDH umgesetzt, obwohl die beiden
Carbonylgruppen des 1,5-Dialdehyds sehr weit auseinander liegen. Die
Bindung des Substrats im aktiven Zentrum konnte hierbei dhnlich wie bei
den 1,2-Deketonen erfolgen, also tiber Tyr 159 und Ser 144, was eine starke
Faltung der Kohlenstoffkette voraussetzt. AuBlerdem ist eine Bindung
denkbar, die derjenigen der 1,4-Deketone, also tiber Tyr 159 und Ser 146,
dhnelt.

Weder Oxalsidure noch Brenztraubensidure dienten der GatDH als
Substrat, weil sich die freie Sdurefunktion wahrscheinlich storend im

aktiven Zentrum auswirkt.

Auch Oximgruppen konnen von der GatDH scheinbar nicht umgesetzt

werden. Sie scheinen sich zudem &hnlich wie Carbonsduregruppen stoérend
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im aktiven Zentrum auf die Umsetzung von benachbarten Carbonylgruppen

auszuwirken, da auch Diacetylmonoxim kein Substrat der GatDH ist.

3.3 Die Substratspezifitat der GatDH

Mit Hilfe von Sattigungskinetiken wurden die Michaelis-Menten-
Konstante Ku und die spezifische Aktivitdt Kkeat bestimmt, durch deren
Verhailtnis, keat /KM, die Substratspezifitiat oder katalytische Effizienz eines
Enzyms gegeniiber einem Substrat beschrieben werden kann. Je grofler der
keat /Km-Wert, desto besser wird ein Substrat vom jeweiligen Enzym

umgesetzt.

Da jedoch alle 2,3-Diketone, einige a-Diketone sowie die meisten
Ketoester nicht der Michaelis-Menten-Kinetik gehorchten, war es nicht
moglich den Km-Wert dieser Substanzen zu ermitteln. Der Verlauf der
Reaktionsgeschwindigkeit konnte fiir diese Substrate nicht in Form einer
hyperbolischen Sattigungskurve beschrieben werden. Wie in Abschnitt 2.4
beschrieben, durchlauft die Reaktionsgeschwindigkeit ein Maximum bei
einer bestimmten Substratkonzentration um danach wieder mit
zunehmender Konzentration an Substrat kontinuierlich kleiner zu werden.
Kinetische Parameter fiir diese Substrate wurden hier mit Hilfe eines iiber
das Programm Dynafit ermittelten Modells, welches den Verlauf der
Reaktionsgeschwindigkeit treffend beschreibt, bestimmt. Hierauf soll

spater in diesem Abschnitt noch ndher eingegangen werden.

Betrachtet man die kcat/ KmM-Werte der aliphatischen a-Diketone, so wird
zunidchst deutlich, dass die 3,4-Diketone umso bessere Substrate
darstellen, je ldnger die Alkylkette ist. Die Kmu-Werte der 3,4-Diketone
liegen hierbei alle in einem dhnlichen Bereich, nur der keai-Wert und damit
auch die kcat /Km-Werte nehmen mit wachsender Kettenldnge zu. 3,4-

Nonandion und 4,5-Nonandion hingegen sind recht schwache Substrate,
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weil in diesem Fall die Linge der Alkykette in beide Richtungen der
Carbonylgruppen eine sterische Hinderung verursacht und damit die
Bindung im aktiven Zentrum erschweren kann. 4,5-Dione werden generell
schlechter umgesetzt als 3,4-Diketone, was vermutlich mit der sterisch
ungiinstigeren 4,5-Stellung der Carbonylgruppen zusammenhingt. Trotz
seiner recht starren Konfiguration erfolgt die Umsetzung von 1,2-
Cyclohexandion ebenso effizient, wie die der meisten aliphatischen

Vertreter.

Tabelle 30: Kinetische Daten einiger 1,2-Diketone.

Substrat Formel Keat KM Kkecat/Km
[1/sec.] [mM] [(mM*sec)-1]
3,4-Hexandion \)(J)\H/\ 0.200 = 0.003 1.2 +0.1 0.164
O
3,4-Heptandion \)OS(\/ 0.42 + 0.03 1.2 +0.2 0.36
(@]
3,4-Octandion O 3.06 £ 0.16 1.15 = 2.11
\)kﬂ/\A 0.14
O
3,4-Nonandion O 0.050 = 0.003 0.20 + 0.25
(0]
4,5-Nonandion o 0.050 = 0.003 0.20 + 0.24
W\A 0.07
(@]

1,2-Cyclo- CEO
hexandion 0 n.b. n.b. 0.196 *
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Die verzweigten 1,2-Diketone werden im Vergleich zu den aliphatischen
etwas schlechter umgesetzt, was vermutlich mit dem erhohten sterischen
Anspruch dieser Substrate zu erklédren ist. 2-Methyl-4,5-hexandion zeigt
mit einem Kkcati-Wert von 0.09 s1 eine um mehr als zwei Zehnerpotenzen
verringerte spezifische Aktivitdt im Vergleich zu seinem aliphatischen
Verwandten 2,3-Hexandion (kcat-Wert: 29.5 s1). Beide Diketone
unterscheiden sich nur um einen Methylsubstituenten. Dieser jedoch
erhoht durch die freie Drehbarkeit des Isopropylrestes den sterischen

Anspruch von 2-Methyl-4,5-hexandion betrachtlich.

Tabelle 31: Kinetische Daten verzweigter 1,2-Diketone und von 1,4-Dibrom-2,3-

butandion.
Substrat Formel Kecat Km Kcat/Km
[1/sec.] [mM] [(mM*sec)-1]
2-Methyl-4,5- o
hexandion )\/H)/ 0.090 + 0.003 0.7 + 0.1 0.13
2-Methyl-3,4- o
heptandion W 0.44 + 0.03 0.9 + 0.2 0.09
2-Methyl-4,5- 0
octandion \(\!f‘\/\ n.b. n.b. 0.007 *
1,4-Dibrom- o
2,3-butandion Br%& 2.70 + 0.16  0.35 = 0.07 4.88

Ein dhnlicher Effekt ist im Falle des 2-Methyl-4,5-octandions (Kcat /Kwu:

0.007 mM-1*s-1) zu beobachten. Auch hier ist mit der Einfiihrung eines
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Methylrestes und der damit verbundenen Bildung eines frei drehbaren
Methylisopropylrestes der sterische Anspruch enorm erhoht. Der
Unterschied der katalytischen Effizienz bewegt sich hier ebenfalls im
Bereich von zwei Zehnerpotenzen. Der Kkcat /Km-Wert von 2-Methyl-3,4-
heptandion ist hingegen im Vergleich zu 2-Methyl-4,5-octandion um eine

Zehnerpotenz hoher.

O ®] 0
0]
O o
)\;B - -
Abbildung 52: Sterischer Anspruch eines Isopropylrestes (oben) im Vergleich zu
einem 2-Methylpropylrest (unten).

Der Grund hierfir ist, wie in Abb. 52 dargestellt, ein geringerer
sterischer Anspruch eines Isopropylrestes, der im Vergleich zu einem 2-
Methylpropylrest nur um eine C-C-Bindungsachse gedreht werden kann.
Gegeniiber 1,4-Dibrom-2,3-butandion wurde trotz der ziemlich sperrigen
Bromsubstituenten in beide Richtungen eine erstaunlich hohe Spezifitat

(Keat /Km: 4.88 mM-1#g-1) festgestellt.

Alle a-Diketone mit aromatischem Rest zeigen deutlich groBlere keat/Kwm-
Werte als die aliphatischen 3,4- und 4,5-Diketone. Die Einfiithrung eines
Phenylrestes scheint keine Verringerung der Spezifitiat zur Folge zu haben.
Dartiber hinaus kann der aromatische Rest, wie an den kc¢at/Km-Werten von
1-Phenylpropan-1,2-dion und Ethylphenylpropan-1,2-dion zu erkennen ist,
durch zusétzliche Alkysubstituenten sogar vergroflert werden, ohne die
katalytische Effizienz zu verringern. Das Einfiihren einer Methoxygruppe
am aromatischen Ring hingegen fiihrt zu einer Abnahme der Spezifitit

etwa um Faktor zwei bis drei. Der Sauerstoff der Methoxygruppe als



3.Diskussion 114

zuséatzlicher Wasserstoffbriicken-Akzeptor kann im aktiven Zentrum zur
Ausbildung unproduktiver Bindungen beitragen, was die
Umsatzgeschwindigkeit verringern wiirde. Mit wachsender Kettenldnge des
Alkylrestes sinkt der Kkcat/Km-Wert, wie der Vergleich zwischen 1-
Phenylpropan 1,2-dion (kcat /Km: 5.23 mM-1*s-1) und 1-Phenylbutan 1,2-dion
(keat /Km: 1.82 mM-1#¥g-1) zeigt. Eine weitere Verlangerung der Alkylkette
fuhrt schliefllich dazu, dass das Diketon nicht mehr von der GatDH
umgesetzt wird, da hier der sterische Anspruch in beide Richtungen der
Carbonylgruppen zu hoch ist und die Bindung im aktiven Zentrum

erschwert.

Tabelle 32: Kinetische Daten von aromatischen 1,2-Diketonen.

Substrat Formel Kcat Km Kkcat/Km
[1/sec.] [mM] [(mM%*sec)-]
1-Phenylpropan
1,2-dion ©)J\f( 2.20 + 0.02 0.42 + 0.01 5.23
1-Phenylbutan-
1,2-dion ©)Lﬂ/\ 0.79 + 0.15 1.82
1-(4-Ethyl-
phenyl)-propan- \/O)H/ 6.00 + 0.24 1.39 +0.08 5.17
1,2-dion
1-(4-Methoxy-
phenyl)propan- W 1.28 + 0.08 0.59 = 0.08 2.17

1,2-dion
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Die katalytische Effizienz gegeniiber o-Hydroxyketonen ist deutlich
geringer als gegeniiber den 1,2-Diketonen. Waihrend Acetoin und
Dihydroxyaceton kcat/Km-Werte im Bereich der aliphatischen 3,4-Diketone
aufweisen, ist die Aktivitdt der anderen Hydroxyketone um ca. eine
Zehnerpotenz geringer. Vor allem die Kmu-Werte, die bei den getesteten 1,2-
Diketonen stets zwischen 0.2 mM und 2.0 mM lagen, nehmen bei den

Hydroxyketonen sehr hohe Werte im Bereich von 10 mM bis 40 mM an.

Tabelle 33: Kinetische Daten einiger Hydroxyketone.

Substrat Formel Kecat Km Kcat/Km
[1/sec.] [mM] [(mM*sec)-1]
Acetoin
)S/ 2.19 £ 0.04 38.9+ 3.0 0.17
Dihydroxyaceton /\n/\
n.b. n.b. 0.51 *
Hydroxyaceton /\n/
1.13 £ 0.14 36.8+7.9 0.03
D-(-)-
Erythrose (é n.b. n.b. 5.72 *

Gegeniiber D-(-)-Erythrose ist eine unerwartet hohe Spezifitdt des
Enzyms festzustellen, was mit einer gewissen strukturellen Analogie dieser
Tetrose mit L-(-)-Tagatose, dem Umsetzungsprodukt der Oxidation von

Galactitol durch die GatDH zusammenzuhéingen scheint.
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OH
]
(e}
OH OH
OH OH
OH OH

D-(-)-Erythrose L-(-)-Tagatose
Abbildung 53: Strukturen der D-Erythrose und der L-(-)-Tagatose.

Die Oxidation von Galactitol stellt die Stoffwechselreaktion dar, durch
welche die Mutante Rhodobacter sphaeroides D ihre Kohlenstoffquelle

sichert.

(@)
OH
OH GatDH - OH
OH OH
OH OH
Galactitol NAD* NADH  L-(-)-Tagatose

Schema 25: Stoffwechselreaktion in Rhodobacter sphaeroides D.

Alle anderen getesteten Zucker, sogar D-(+)-Tagatose, wurden von der
GatDH nicht umgesetzt. Allerdings handelte es sich bei diesen Zuckern
ausschlielich um Pentosen und Hexosen, die in wassriger Losung fast nur
in Ringform vorliegen, in der die Aldehyd- bzw. Ketonfunktionalitidt nicht
zugénglich ist. Die Carbonylkohlenstoffe stellen hier das anomere C-atom

dar, uber welches der Ringschluss zum Halbacetal erfolgt.

Die GatDH =zeigt gegeniiber dem o-Ketoester Ethylbromopyruvat eine
katalytische Effizienz, die im Bereich der gegeniiber den meisten

aliphatischen 1,2-Diketone liegt (kcat /Km: 0.36 mM-1*s-1). Thre Spezifitit
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gegeniiber dem f(-Ketoester Acetessigester ist um eine Zehnerpotenz
geringer, was mit der 1,3-Stellung der Carbonylgruppe zur Estergruppe
und der damit im Vergleich zu den o-Diketonen und o -Ketoester

verdnderten Bindung im aktiven Zentrum der GatDH zu erkliren ist.

Tyr 159
NADH
Ser 144
2.47 A
2,4-Hexandion
2.46 A
Ser 146

Abbildung 54: Docking eines 2,3-Diketons (rechts: 2,3-Octandion) und eines 2,4-
Diketons (links: 2,4-Hexandion).

Die Bindung der B-Ketoester im aktiven Zentrum erfolgt wahrscheinlich

in dhnlicher Weise, wie die der 1,3-Diketone, die in Abb 54 dargestellt ist.

Tabelle 34: Kinetische Daten von a- und pB-Ketoestern und Glutaraldehyd.

Substrat Formel Kecat Km Kcat/Km
[1/sec.] [mM] [((mM*sec)-1]
Ethylbromo- o) 1.64 + 0.03 4.58 + 0.21 0.36
BI’\)S‘/O\/
pyruvat

(@)

Acetylaceton )OJ\)OJ\ 0.35+0.01 1.66=x0.11 0.21

Acetessigester \n/\n/o\/ 0.28 + 0.01 4.1 +0.3 0.07
(@] @]

Glutaraldehyd Osx ~~2° 047+0.02 10.5+1.4 0.05
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Die kcat/Km-Werte der beiden 1,3-Diketone, die umgesetzt wurden, liegen
im Bereich der Werte fiir die aliphatischen 3,4-Diketone. Glutaraldehyd
stellt ein deutlich schlechteres Substrat dar, da moglicherweise seine
Fixierung in der Nidhe des Nikotinamidrings durch die 1,5-Stellung der

Carbonylgruppen ineffizienter ist.

Fir einige Substrate, wie z.B. 2,3-Diketone, einige 1,4-Diketone und
Ketoester konnte die Reaktionsgeschwindigkeit nicht mit Hilfe eines
hyperbolischen Fits treffend beschrieben werden. Diese Verbindungen
gehorchten also nicht der klassischen Michaelis-Menten-Kinetik. Fiir diese
Substrate wurde mit Hilfe des Programmes DynaFit ein Mechanismus

ermittelt, der den Reaktionsverlauf treffend beschreibt.

Hierzu wurden, wie in Abschnitt 2.5 beschrieben, verschiedene Modelle
aufgestellt, die das Durchlaufen einer maximalen Umsatzgeschwindigkeit
und Verlangsamung bei steigender Substratkonzentration simulieren

sollen.

Schema 26 zeigt den Mechanismus, der den Verlauf der Reaktions-
geschwindigkeiten von allen getesteten Modellen am besten erkléart.
Hierbei handelt es sich um eine Erweiterung des Michaelis-Menten-
Modells, die besagt, dass der Enzymsubstratkomplex (ES) ein weiteres
Substratmolekiil binden kann und den. Enzym-Substrat-Komplex (ESS)
bildet, der katalytisch weiterhin aktiv ist und eines der gebundenen

Substratmolekiile zum Produkt umsetzt.
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K
E o+ 5§ —S» gy _Keat_ p L )
Kp
J’_
S
K
SZHsz
kcatZ

ESS —— ES + P

Schema 26: postulierter Mechanismus der Umsetzung von 2,3-Diketonen und
verschiedener Ketoester. E = GatDH, S = Substrat, ES = Enzymsubstratkomplex 1,
ESS = Enzymsubstratkomplex 2, P = Produkt.

Die Aussagekraft der erhaltenen Parameter héngt, wie bereits in
Abschnitt 2.5 beschrieben, stark von der zugrundeliegenden Datenstruktur
ab, weil unterschiedliche Kombinationen der gefitteten Parameter fir die
gleiche Sattigungskurve gleich gute Anpassungen liefern konnen. und sich
aullerdem durch die Korrelation der gefitteten Parameter teilweise sehr
hohe statistische Fehler ergeben. Obwohl die Aussagekraft einzelner
erhaltener Geschwindigkeitskonstanten sehr gering sein kann, ldsst jedoch
ihr Verhiltnis durchaus fundierte Schlussfolgerungen zu. Aus diesem
Grund werden nicht die absoluten Werte der einzelnen
Geschwindigkeitskonstanten betrachtet, sondern nur ihr Verhéiltnis in

Form der Gleichgewichtskonstanten.

Die mittels Dynafit erhaltenen Werte fiir kecat und keate liegen trotz z.T.
groBer Standardabweichungen in einem &dhnlichen GroéBenbereich wie die
kcat-Werte, die fiir andere Substrate iiber einen hyperbolischen Fit ermittelt
wurden. Daher kann ihre Ausssagekraft als recht hoch eingeschitzt

werden.
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Tabelle 35: Vergleich der kcat- Werte des Fits nach Michaelis-Menten mit den kecat-
Werten des Fits tiber das Modell, das mittels Dynafit ermittelt wurde.

Substrat Kcat [s1] Kcat1 [s-1]

Michaelis-Menten ESS-Modell (Schema 25)

2,3-Butandion 18.89 + 0.51 24.0 £ 13
2,3-Heptandion 17.4 + 0.87 29.5 + 35
1,4-Dibrom-butan-2,3- 2.7+0.16 5.6 +51
dion
Ethylpyruvat 0.8 = 0.05 1.8 + 34

Der direkte Vergleich der kci-Werte, die nach Michaelis-Menten
bestimmt wurden, mit den kcat-Werten, die durch das Programm Dynafit
iber den postulierten Mechanismus berechnet wurden, in Tab. 35 zeigt,
dass die kcat-Werte nach dem Modell von Michaelis-Menten stets niedrigere

Werte annehmen als die tiber Dynafit ermittelten Werte.

Der in dieser Arbeit postulierte Mechanismus (Schema 26) beschreibt
den Umsatz des Enzym-Substrat-Komplexes zu dem Produkt P iiber zwei
verschiedene Enzym-Substrat-Komplexe. Der erste kcat-Wert entspricht
dem aus der Michaelis-Menten-Gleichung. Er beschreibt den Zerfall des
Enzym-Substrat-Komplexes ES in Produkt und Enzym. Der zweite Kcat-
Wert (kcat2) beschreibt den Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes ESS zu
Produkt und Enzym-Substrat-Komplex ES. Das Modell bericksichtigt
hiermit die mit steigender Substratkonzentration auftretende Abnahme der
Reaktionsgeschwindigkeit durch eine Erweiterung des Michaelis-Menten-
Mechanismus. Daher nimmt der kcat2-Wert stets deutlich geringere Werte
an als der kcat-Wert. Der Fit nach Michaelis-Menten geht nur von einem

keat-Wert aus und beriicksichtigt die die Reaktionsgeschwindigkeit
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verringernde Bildung des ESS-Komplexes nicht. Der iiber den Michaelis-
Menten-Fit errechnete keat-Wert stellt daher eine Art Mittelwert der beiden
kcat-Werte dar, die tiber das hier postulierte Modell erhalten wurde. Auf
diese Art und  Weise Abnahme  der

wird  versucht, die

Reaktionsgeschwindigkeit = mit zunehmender  Substratkonzentration
mitzuberiicksichtigen, die das Michaelis-Menten-Modell aber eigentlich

nicht erklaren kann.

Tabelle 36: Kinetische Daten fiir einige Substrate, deren S&dttigungskinetik mittels
Dynafit gefittet wurde.

Substrat Kkecat1 [s1] Kcat2 [s1] KEgs = KEess =
kpi/ks1 kpao/ks2
[mM] [mM]
2,3-Butandion 24.0 £ 13 10.0 = 12.99 270.2
0.0024
2,3-Pentandion 16.0 = 3.6 1.9+1.9 0.046 16.95
2,3-Heptandion 60.7 £ 1900 9.6 + 31 2.70 0.34
2,3-Octandion 90 * 2.5 + 66 0.43 1.16
Ethylpyruvat 1.8 + 34 0.6 = 0.32 3.03 0.98
1,4-Dibrombutan- 5.6 + 51 1* 1.08 1.13
2,3-dion
Acetonylaceton 0.08 + 0.23 0.017 = 2.56 6.66
0.001
2,5-Octandion 1.24 = 5.54 = 800 0.87 769.2
0.0001
1-Phenyl-1,4- 1* 5.16 £ 0.2 0.58 2.27

pentandion
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Die hierbei erhaltenen kinetischen Daten zeigen, dass alle kcat-Werte, die
den Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes ES in Produkt und Enzym
beschreiben, um ein vielfaches grofler sind als die Kkcat2-Werte. Diese
wiederum beschreiben den Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes ESS in
Produkt und Enzym-Substrat-Komplex ES. Die kcat-Werte sind ein direktes
Mal} fir die Geschwindigkeit der Umsetzung der im Enzym-Substrat-
Komplex gebundenen Verbindung zum Produkt, weil es sich bei ihnen um
Geschwindigkeitskonstanten handelt. Die Reduktion eines
Substratmolekiils verlduft also wesentlich langsamer, wenn zusétzlich ein

zweites Substratmolekiil im aktiven Zentrum gebunden ist.

Bei den 2,3-Diketonen, die die hochsten kcat-Werte aller getesteten
Substanzen aufweisen, steigt der kcat-Wert mit steigender Kettenlédnge des
Alkylrestes an, wiahrend sich ihre kcat2-Werte alle in einem Bereich von 2 s-1
— 10 s! bewegen. Fir die Ketoester wurden Kkc.ti-Werte ermittelt, die
wesentlich niedriger sind als die der 2,3-Diketone. Die kcat-Werte der
getesteten 1,4-Diketone liegen zwischen 1 s!1 und 10 s'1, wobei
Acetonylaceton einen enorm niedrigen Wert (0.08 s'1) aufweist. Die kcat-
Werte von 2,5-Octandion und 1-Phenyl-1,4-pentandion bilden eine

Ausnahme, da sie um den Faktor 5 kleiner sind als ihre kcato-Werte.

Die hier ermittelten kcat-Werte konnen mit denen verglichen werden, die
durch den hyperbolischen Fit der Sidttigungskurven der Substrate, die der
Michaelis-Menten-Kinetik gehorchten, bestimmt wurden. Da die kcat-Werte
der 2,3-Diketone um zwei Zehnerpotenzen groBler sind als die der 3,4-
Diketone und sogar um drei Zehnerpotenzen iiber denen der 4,5-Diketone
liegen, liegt der Schluss nahe, dass die Umsetzung der Substrate sehr viel
schneller erfolgt, wenn sich die Carbonylgruppen in 2,3-Stellung befinden.
Auch die verzweigten 1,2-Diketone, die umgesetzten 1,3-Diketone,
Acetessigester und Glutaraldehyd werden wesentlich langsamer umgesetzt

als die 2,3-Diketone. Die Hydroxyketone und Diketone mit aromatischem
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Rest zeigen Kkcat-Werte, die nur um eine Zehnerpotenz unter denen der 2,3-

Diketone liegen, und gehoren somit noch zu den relativ schnell

umgesetzten Substraten.

Tabelle 37: Vergleich der kcat-Werte verschiedener Substrate der GatDH.

Substrat Kkcat [s1] Substrat Keat [s-1]
)OJ\H/\A i
o 60.7 = 1900 ©)J\g/ 2.2 +0.02
2,3-Heptandion 1-Phenylpropan-1,2-
dion
)OS‘/\/\/ )\/?H/
o 90 0 0.090 + 0.003
2,3-Octandion 2-Methyl-4,5-
Hexandion
\)OS‘/\/ )OS/
o 0.42 + 0.03 OH 2.19 £ 0.04
3,4-Heptandion Acetoin
o) \n/\n/o\/
O O
/\)So(\/\ 0.05 + 0.003 0.35 + 0.01
Acetessigester
4,5-Nonandion
hhd O~
O O
0.35 £ 0.01 Glutaraldehyd 0.47 = 0.02
Acetylaceton
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Ethylbromopyruvat (kecat: 1.64 s-1) zeigt einen genauso schnellen Umsatz
wie Ethylpyruvat (kcat: 1.80 s1). Der Bromsubstituent scheint die

Umsetzungsgeschwindigkeit also nicht zu beeinflussen.

Die mittels Dynafit ermittelten Geschwindigkeitskonstanten kpi und ks,
welche die Geschwindigkeit von Bildung und Zerfall des Enzym-Substrat-
Komplexes  wiedergeben, sind nach  Gleichung 13 zu der
Gleichgewichtskonstanten Kgs zusammengefasst. Diese
Gleichgewichtskonstante stellt eine Dissoziationskonstante des Enzym-
Substrat-Komplexes ES dar wund ist ein direktes Mall fiir die
Bindungsstarke. Ebenso verhélt es sich mit den
Geschwindigkeitskonstanten kps und ksg, die zur Gleichgewichtskonstanten
Kgss zusammengefasst sind und die Bindungsstidrke des Enzym-Substrat-
Komplexes ESS wiedergeben. Je kleiner die Dissoziationskonstante, desto

stdarker die Bindung des jeweiligen Enzym-Substrat-Komplexes.

K, = % Gl. (13) K = % Gl. (14)

S1 S2

Bei den 2,3-Diketonen ist auller im Falle des 2,3-Heptandions Kgs stets
kleiner als Kgss. Die Bindung von Substrat im Enzymmonosubstratkomplex
ist also starker, fiir 2,3-Pentandion sogar sehr viel stiarker (ca. um den
Faktor 100) als die Bindung eines zweiten Substratmolekiils im
Enzymdisubstratkomplex. Die Ketoester zeigen eine stirkere Bindung des
ESS-Komplexes, wahrend fiir 1,4-Dibrom-2,3-butandion die Bindungsstirke
beider Komplexe ungefiahr gleich ist. In der Reihe der 2,3-Diketone liegen
alle Kgs-Werte in einem Bereich zwischen 0.4 mM und 2.7 mM. Lediglich
2,3-Butandion zeigt einen ungewohnlich hohen Wert (12.99 mM) und 2,3-
Pentandion einen enorm niedrigen Wert (0.046 mM). Die Bindungsstirke
aller anderen getesteten Substanzen liegt far den

Enzymmonosubstratkomplex im Bereich der 2,3-Diketone. Eine Ausnahme
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bildet 2,5-Heptandion mit einer sehr geringen Bindungsstdrke von 166.6
mM. Dafiir ist allerdings der Kgss-Wert dieses 1,4-Diketons mit Abstand
am niedrigsten. Alle anderen Kgss-Werte liegen in einem Bereich zwischen
0.3 mM und 9 mM, wobei 2,3-Butandion, 2,3-Pentandion und 2,5-Octandion
im Vergleich zu den anderen Verbindungen sehr niedrige Bindungsstédrken,

d.h. grofle Dissoziationskonstanten, fiir den ESS-Komplex zeigen.

3.4 Inhibitoren der GatDH

k
s —> s Kt by g
+ ko
+
| I K, = Ky
k+|
o
k K’ '
El ESI +
Schema 27: Reaktionsschema der nichtkompetitiven Hemmung bei Kr = Ki;

Kompetitive Hemmung bei Kr’' = 0; Unkompetitive Hemmung bei K1 = 0.

Fir die Substrate, deren Sittigungskinetiken nicht der Michaelis-
Menten-Kinetik gehorchten, wurde, wie im vorangegangen Abschnitt
beschrieben, mit Hilfe des Programmes DynaFit ein Mechanismus
postuliert, der den Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeit recht treffend
beschreibt. Dieser Mechanismus &dhnelt der unkompetitiven Hemmung
(Schema 27), da auch hier der Enzym-Substrat-Komplex angegriffen wird,
allerdings nicht von einem Inhibitor-Molekiil, sondern von einem weiteren
Substrat-Molekiil. Die mittels DynaFit ermittelten Kgss-Werte, die die
Bindungstidrke des zweiten Substratmolekiils am ES-Komplex beschreiben,

und auch die Kgs-Werte, die die Bindungskonstante des Enzym-Substrat-
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Komplex darstellen, konnen mit den hier bestimmten Ki-Werten direkt
verglichen werden. Alle drei Werte sind Dissoziationskonstanten und
konnen Aufschluss tiber die Strukturen geben, die im aktiven Zentrum
bevorzugt gebunden werden. Experimentell lidsst sich dies durch den
Vergleich des via Konkurrenzassay ermittelten Ki-Wertes von tert.-

Butylacetoacetat (1.0 mM) mit dessen Kgs-Wert (1.26 mM) untermauern.

Als einziger Vertreter der 1,2-Diketone wurde das schwache Substrat 2-
Methyl-4,5-octandion auf seine inhibitorischen Eigenschaften untersucht.
Fir Substrate der GatDH kann von einem kompetitiven Hemmtyp
ausgegangen werden. Das a-Diketon zeigt einen Ki-Wert von 1.0 (= 0.04)
mM, der somit im Bereich der Kgs-Werte liegt, die fir die 2,3-Diketone
ermittelt werden konnten. Die Stdrke der Bindung der 2,3-Diketone ist also

unabhéngig von der Struktur ungefiahr gleich stark.

Die ICs0-Werte aller getesteten 1,3-Diketone lagen alle in einem recht
engen Bereich zwischen 1.2 mM und 3.6 mM, was darauf schlielen lisst,
dass die Bindungsstiarke durch kleinere Variationen der Alkylsubstituenten
in o-Stellung zu einer der Carbonylgruppen unbeeinflusst bleibt. Bei allen
1,3-Diketonen handelte es sich um kompetitive Inhibitoren. Die
gemessenen Kij-Werte lagen in einen Bereich von 0.6 mM-1.8 mM und
damit ebenfalls im Bereich der Kgs-Werte liegt, die fir die 2,3-Diketone
ermittelt wurden. Die Bindung scheint fir 1,2-Diketone und fir 1,3-

Diketone trotz der unterschiedlichen Bindungsart gleich stark zu sein.
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Tabelle 38: Vergleich der Ki-Werte einiger 1,3- und 1,4-Diketone mit den Kegs-
Werten der 2,3-Diketone.

Inhibitor Ki-Wert [mM] 2,3-Diketone Kes [mM]
W i
O O 1.8 +0.1 )kg/\ 0.046
3-Methyl-2,4- 2,3-Pentandion
pentandion

Y i
(e} (e} )J\H/\/
1.0+ 0.1 o 1.59

3,5-Heptandion

2,3-Hexandion

M )(J)\H/\/\
o 1.3 +0.2 o 2.70
2,5-Heptandion 2,3-Heptandion
)W )OH‘/\/\/
0 1.7+ 0.2 o 0.43
2,5-Undecandion 2,3-Octandion

Alle getesteten 1,4-Diketone zeigen ICs0-Werte zwischen 0.5 mM und 5
mM. Eine Ausnahme bildet 1-Phenyl-1,4-pentandion mit seinem
vergleichsweise niedrigen IC50-Wert von 0.05 mM. Der Grund fir diese sehr
starke Bindung im aktiven Zentrum kann der in o-Stellung einer
Carbonylgruppe befindliche Phenylrest sein. Dieser kann mit seinem
mesomeren Effekt die Carbonylgruppe stidrker polarisieren und dadurch die
Vorrausetzung fir eine festere Wasserstoffbriickenbindung mit dem Serin-

oder Tyrosinrest bilden. Die ICs0-Werte der 1,4-Diketone liegen in einem



3.Diskussion 128

dhnlichen GroBenbereich, wie die der 1,3-Diketone. Die inhibitorische

Wirkung der 1,4-Diketone ist also gleich stark.

Da fast alle a-Hydroxyketone Substrate der GatDH darstellen, kann ein
kompetitiver Hemmtyp angenommen werden. Acetoin und Hydroxyaceton
sind mit ICs50o-Werten von ca. 40 mM bzw. 35 mM sehr schwache Inhibitoren
im Vergleich zu den bisher untersuchten Verbindungen. Auch ihre hohen
Ki-Werte zeigen, dass diese beiden Hydroxyketone wesentlich schwécher
gebunden werden als die bisher untersuchten Diketone. 3-Hydroxy-4-

hexanon (ICs0-Wert: 2.2 mM) hingegen wird deutlich besser gebunden.

Tabelle 39: Vergleich der Ki-Werte einiger Hydroxyketone und Ketoester.

Inhibitor Ki-Wert Inhibitor Ki-Wert [mM]
[mM]
0] (@)
OH 19.7 + 1.6 ) 0.1 +£0.01
Acetoin Ethylpyruvat
Cad DR tad
o O O
174+ 2.4 5.3+0.4
Hydroxyaceton Acetessigester
OH @) O J<
\)ﬁ(\ N
o 1.1 £ 0.03 1.0 + 0.06
tert-
-H -4-h
3-Hydroxy exanon Butylacetoacetat

Bei den Ketoestern liegen unterschiedliche Hemmtypen vor. Wahrend die

beiden B-Ketoester Acetessigester und tert.-Butylacetoacetat kompetitiv
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inhibieren, zeigt der o-Ketoester Ethylpyruvat eine unkompetitive
Inhibition der GatDH. Der Grund hierfiir muss in der unterschiedlichen
Bindung im aktiven Zentrum zu suchen sein. Die Bindung der o -Ketoester
erfolgt wie bei den 1,2-Diketonen tber Tyr 159 und tiber Ser 144 wahrend
die B -Ketoester unter Beteiligung der beiden Serinreste Ser 144 und Ser

146 gebunden werden.

NADH

Ethylpyruvat

Ser 146

Abbildung 55: Bindung von Ethylpyruvat im aktiven Zentrum.

a-Ketoester, wie in unserem Fall das Ethylpyruvat, konnen als
unkompetitive Inhibitoren also einen bestehenden Enzym-Substrat-
Komplex (ES) angreifen und einen Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplex
(EIS) bilden. Dies bestdtigt den im vorherigen Kapitel postulierten
Mechanismus der Umsetzung einiger 1,2-Diketone und o-Ketoester, bei
dem zwei Substratmolekiile nebeneinander im aktiven Zentrum gebunden
werden konnen. Die Ki-Werte der  -Ketoester liegen im Bereich der Werte
der Diketone, wéihrend Ethylpyruvat einen um eine Zehnerpotenz
niedrigeren Kij-Wert zeigt. Widhrend die Bindung der B -Ketoester also
ungefiahr gleich stark ist wie die der meisten Diketone, werden a-Ketoester

deutlich starker gebunden.
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Fir Glutaraldehyd als schwaches Substrat mit einem kc¢at/Km von 0.05
mM-1*s-1 konnte ein kompetitiver Inhibitionsmechanismus angenommen
werden. Der ermittelte Ki-Wert von 6.8 mM (ICs0-Wert: 13.6 mM) liegt
deutlich tiber den Ki-Werten anderer Di-carbonylverbindungen. Der 1,5-
Dialdehyd wird also deutlich schwécher gebunden, als die meisten anderen
getesteten Verbindungen, was vermutlich mit der ungiinstigen 1,5-Stellung
der Carbonylgruppen zusammenhingt. Eine Bindung im aktiven Zentrum
mit nur einer der beiden Aldehydgruppen erscheint sehr unwahrscheinlich,
da in Abschnitt 2.2 gezeigt wurde, dass Aldehyde und Ketone nicht von der
GatDH gebunden werden konnten. Eine Bindung im aktiven Zentrum ist

also nur unter Beteiligung beider Aldehydfunktionen moglich.

S .,

Tyr 159 o Tyr 159 \
oo o HO_~
Ser 144 Ser 144
2,3-Heptandion Glutaraldehyd
OH------ O ©\OH ______ 0=
Tyr 159 Tyr 159
O._\\ \O__N
HO_~ " HO -
2,5-Heptandion Ser 146 Glutaraldehyd Ser 146

Abbildung 56: Mogliche Bindungsarten von Glutaraldehyd im aktiven Zentrum der
GatDH.

Sowohl die Bindung tiber Tyr 159 und Ser 144, wie bei den 1,2-
Deketonen, als auch die Bindung des Glutaraldehyds uber Tyr 159 und Ser
146, wie bei den 1,4-Diketonen, erfordert, wie in Abb.56 dargestellt, eine
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starke Faltung der Kohlenstoffkette. Dies konnte ein Grund fiir die relativ
schwache Bindung des Glutaraldehyds sein.

Der fiir Benzoylacetonitril ermittelte Ki-Wert ebenso wie der ICs0-Wert
liegt im Bereich der anderen getesteten Substanzen. Die Bindung einer
Cyanogruppe im aktiven Zentrum scheint also ebenso fest zu erfolgen wie

die einer Carbonylgruppe.

3.5 Die Coenzymspezifitat

Die Galactitol-Dehydrogenase (GatDH) kann, wie bereits erwéihnt,
aufgrund ihrer charakteristischen Sequenz TyrXXXLys im aktiven Zentrum
und dem am aktiven Zentrum befindlichen Serinrest 144 den short-chain-

Dehydrogenasen (SDR) zugeordnet werden.

Genau wie alle anderen Mitglieder dieser Enzymfamilie ist die GatDH
ein NADH- oder NADPH-abhingiges Enzym(35. Abb. 57 zeigt das in der
Rossmann-fold gebundene NADH, dessen Nikotionamidring am aktiven
Zentrum platziert ist, wo die Bindung mit Hilfe des Lysinrestes 163 durch
Wasserstoffbriickenbindung mit den beiden Hydroxylgruppen des ersten

Riboserestes des NADH erfolgt.
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Abbildung 57: NADH in der Rossmann-fold einer GatDH-Untereinheit.

Die Bindung des Coenzyms erfolgt auch im N-terminalen Teil des
Enzyms, wo die fir die Rossmann-fold!32]  charakteristische
GlyXXXGlyXGly-Sequenz vorliegt (X kann jede beliebige Aminosédure sein).
Mit Hilfe der von Scheidig et al. erstellten Rontgenkristallstruktur der
GatDH kann man erkennen, dass die Bindung des zweiten NADH-
Riboserestes, wie in Abb. 58 dargestellt, durch Wasserstoffbriickenbindung
der Hydroxylgruppen mit dem Asparaginsidurerest 42 erfolgt (Abstédnde
2.60 A bzw. 2.72 A).
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Abbildung 58: Bindung von NADH durch Asp 42.

Die Bestimmung der Km-Werte fir NADH und NADPH sollte nun zeigen,

welches der beiden Coenzyme besser von der GatDH gebunden wird.

Es zeigte sich, dass der Ku-Wert von NADH so klein ist, dass er mit Hilfe
einer normalen Sattigungskinetik und photometrischer Bestimmung nicht
erfasst werden kann, d.h. er liegt im nanomolaren Bereich. Der Ky-Wert
von NADPH wurde zu 0.68 (x 0.1) mM bestimmt. Die GatDH bevorzugt also
NADH gegeniiber NADPH. Der Grund hierfiir ist in der Struktur des N-
Terminus zu suchen. Hier erfolgt die Bindung des Cofaktors wie bereits
erwdhnt durch den negativ geladenen Asparaginsdurerest 42. Zuséitzlich
befindet sich der ebenfalls negativ geladene Glutaminsiurerest 44 in der
Nihe der Bindungsregion des Coenzyms. Die Bindung des NADPH, welches
sich vom NADH durch einem zusitzlichen Phosphatrest am Ribosering

unterscheidet, ist durch elektrostatische AbstoBungskrafte zwischen
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diesem Phosphatrest und den beiden Carboxylatresten von Asp 42 und Glu

44 erschwert.

Abbildung 59: Asp 42 und Glu 44 in der Ndhe der Riboseeinheit des NADH.

3.6 Zwischenproduktakkumulierung

Die Verfolgung des Reaktionsverlaufs der quantitativen enzymatischen
Reduktionen mittels HPLC sollte Aufschluss dariber geben, ob und in
welcher Zeit die beiden Substrate komplett reduziert werden. Fiir die
Umsetzung eines Diketons kann zudem geklédrt werden, ob sich im Verlauf

der Reaktion ein Zwischenprodukt anreichert.

Hierzu wurde stellvertretend fiir die beiden gidngigsten Substratspezies
der GatDH die Umsetzung von 2,3-Butandion fiir die 1,2-Diketone und die

Umsetzung von Acetoin fiir die a-Hydroxyketone untersucht. Die Reduktion
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des Acetoins erfolgte wie schon durch !H- und 13C-NMR bestatigt
vollstéandig bis zu 2,3-Butandiol.

Auch 2,3-Butandion wurde vollstidndig zum Diol reduziert, wobei
allerdings zunédchst ein starker Anstieg der Acetoinkonzentration
beobachtet werden konnte. Nach Durchlaufen eines Maximums bei einer
Reaktionsdauer von 3 h nahm die Acetoin-Konzentration ab und die

Zunahme an 2,3-Butandiols wurde beobachtet.

Die Akkumulierung des Zwischenproduktes Acetoin ist ein Beweis fiir die
Zweistufigkeit der enzymatischen Umsetzung von 1,2-Diketonen. Das
Auftreten eines Zwischenproduktes wurde bereits mit Hilfe der
Gaschromatographie bei der Umsetzung des 1,3-Diketons 2,4-Pentandion
beobachtet. Im ersten Reaktionsschritt wird das Diketon zunédchst nur an
einer Carbonylgruppe reduziert. Das gebildete Hydroxyketon wird
abgespalten, verldsst das aktive Zentrum und liegt nun ebenso wie das
Diketon als Substrat vor. Wie in Abschnitt 2.4 bereits gezeigt wurde,
stellen die Hydroxyketone allerdings schlechtere Substrate dar als die
meisten 1,2-Diketone. In diesem Fall ist Acetoin mit einem Kkcat-Wert von
2.19 s1 ein sehr viel schlechteres Substrat als 2,3-Butandion mit einem
kcat-Wert von 24.0 s-1. Seine Umsetzung verlduft daher merklich langsamer,

was zur beobachteten Akkumulation des Acetoins fiihrt.

3.7 Die Stereospezifitat der GatDH

Durch Gaschromatographie an einer chiralen S&dule wurde die

Enantiomerenreinheit der enzymatisch synthetisierten 1,2-Diole tiberprift.

Um die mechanistischen Griinde der Stereoselektivitdt der GatDH
verstehen zu konnen, bietet es sich an, zundchst die Umsetzung von
Substraten ndher zu betrachten, bei denen die Reduktion nur an einem

Reaktionszentrum erfolgt.
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Die Umsetzung von Methylpyruvat fithrte ausschlieBlich zu (R)-
Methyllactat. Diese (R)-Selektivitdt lasst sich dadurch begriinden, dass das
Methylpyruvat, ausschliefllich so gebunden wird, das der Hydridtransfer in
der Weise stattfinden kann, wie in Abb. 60 dargestellt ist.

Das aktive Zentrum wird hierbei in zwei Regionen unterteilt, die fortan
als ,grofle“ und ,kleine Tasche® bezeichnet werden. Alle unsymmetrischen
Substrate konnen auf zwei Arten gebunden werden. In der energetisch
ginstigsten Konformation werden die Substrate so gebunden, dass sich der
groBe Rest in der ,groflen Tasche“ und der kleine Rest in der ,kleinen
Tasche® befindet. Bereits bei der Betrachtung der Substratspezifitdt konnte
beobachtet werden, dass der sterische Anspruch der Substratstruktur nicht
beliebig in beide Richtungen der Carbonylgruppen erhoht werden kann,
ohne einen Verlust an katalytischer Effizienz des Enzyms gegeniiber dem
entsprechenden Substrat zu bewirken. Der Grund hierfiir ist in der
Struktur des aktiven Zentrums zu suchen, in welcher in dem Bereich, der
als ,kleine Tasche“ bezeichnet wird, nur relativ kleine Alkylreste platziert
werden konnen, ohne eine sterische Hinderung durch die Aminosidurekette

zu erfahren.

"kleine Tasche" " "groRe Tasche"

(O
)ﬁ/o\ OH
— o
o]
O
Methylpyruvat

(R)-Methyllactat

Abbildung 60: (R)-selektive Umsetzung von Methylpyruvat.

Auch im Falle des Methylpyruvats ist das Substrat in der energetisch
ginstigsten Konformation im aktiven Zentrum gebunden. In dieser befindet

sich die sterisch weniger anspruchsvolle Methylgruppe, die sich in a-
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Position zu der Carbonylgruppe befindet, die reduziert wird, in dem
Bereich des aktiven Zentrums, der als ,kleine Tasche“ bezeichnet werden

kann.

1-Hydroxy-2-propanon hingegen wird enantioselektiv zu (S)-1,2-
Propandiol reduziert. Hierbei dirigiert vermutlich durch die primare OH-
Gruppe das Substrat in die energetisch giinstigste Konformation im aktiven

Zentrum.

"kleine Tasche" . "grol3e Tasche"

O

YA
OH —
OH
HO

1-Hydroxy-
2-propanon (S)-1,2-Propandiol

Abbildung 61: Umsetzung von 1-Hydroxy-2-propanon.

Als Vertreter der 2,3-Diketone wurden die Enantiomerenreinheit der
Produkte der enzymatischen Reduktionen von 2,3-Butandion, 2,3-
Heptandion und 1-Phenyl-1,2-propandion zu den entsprechenden Diolen
tberprift. Im Falle von 2,3-Heptandion und 1-Phenyl-1,2-propandion
wurde nur ein Enantiomer, ndmlich das (R,S)-Diol, gebildet. Die Reduktion
von 2,3-Butandion fiihrte allerdings zu einem Enantiomerengemisch, in
dem die meso-Form mit einem prozentualen Anteil von 79 % vorliegt. Das
(R,R)-Enantiomer mit 3 % und das (S,S)-Enantiomer mit 18 % sind lediglich
Nebenprodukte. Die geringe Stereoselektivitit der Umsetzung des
Butandions kann dadurch erkliart werden, dass dieses sehr kleine und
zudem symmetrische Substrat ein hohes MaBl an Bewegungsfreiraum im
aktiven Zentrum genieflt, wadhrend 2,3-Heptandion und 1-Phenyl-1,2-
propandion mit ihren sterisch anspruchsvolleren Resten nur eine mogliche

Orientierung an der Bindungsstelle einnehmen konnen. Durch diese wird
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die (R,S)-Selektivitdt bei der Reduktion unsymmetrischer 1,2-Diketone

erzwungen.

Im Falle der Diketone, die vollstidndig zu den entsprechenden Diolen
reduziert werden, miissen zwei Teilreaktionen, ndmlich die Reduktion des
Diketons zu Hydroxyketon und dessen Reduktion zum Diol, betrachtet

werden.

Fir die im ersten Reaktionsschritt erfolgende Reduktion des Diketons
(hier: 2,3-Heptandion) zum Hydroxyketon wird angenommen, dass die
Bindung eines asymmetrischen 2,3-Diketons in der energetisch giinstigsten
Konformation erfolgt, genauso wie bei Methylpyruvat. Auch hier befindet
sich die sterisch weniger anspruchsvolle Methylgruppe in der ,kleinen
Tasche“ des aktiven Zentrums. Der erste Hydridtransfer sollte also in 2-

Position erfolgen (Abb.62), was dessen (R)-Selektivitdt erkldaren wiirde.

"kleine Tasche" o "grofl3e Tasche"
0,
)(’(\/\ OH
3 *’(\/\
]
@)
2-(R)-Hydroxy-
2,3-Heptandion 3-heptanon
"kleine Tasche" ,H_ "grof3e Tasche"
/ OH
' = OH
3 A/\/\
)/\g/\ .
OH
2-(R)-Hydroxy- 2,3-(R,S)-Heptandiol
3-heptanon

Abbildung 62: (R)-selektive Umsetzung von 2,3-Heptandion zu 2-(R)-Hydroxy-3-
heptanon und dessen (S)-selektive Reduktion zu 2,3-(R,S)-Heptandiol.
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Die (S)-Selektivitiat des zweiten Reduktionsschrittes, also der Reduktion
des gebildeten 2-(R)-Hydroxy-3-heptanons zu 2,3-(R,S)-Heptandiol, lasst
sich nur dadurch erklidren, dass das Hydroxyketon, wie in Abb.62
dargestellt, in der Weise gebunden wird, dass sich der sterisch
anspruchsvollere Butylrest in der ,kleinen Tasche“ des aktiven Zentrums
befindet. Hierbei wird die (R)-konfigurierte Hydroxygruppe des intermediar
gebildeten Hydroxyketons im Enzym so gebunden, dass eine Dirigierung
der zu reduzierenden Carbonylgruppe in eine Position erfolgt, in der die

Hydridibertragung vom Coenzym (S)-selektiv erfolgt.

Die Umsetzung von 2,4-Pentandion fithrte ausschliefllich zu (S,S)-2,4-
Pentandiol. Fiir die 1,3-Diketone liegt also eine andere Stereospezifitdt vor
als fir die 1,2-Diketone, was wiederum mit der wunterschiedlichen
Bindungsart der beiden Spezies im aktiven Zentrum erklidrt werden kann.
Auflerdem zeigt sich hier ein mit hohem Anteil gebildetes Nebenprodukt,
bei dem es sich sehr wahrscheinlich um das als Zwischenprodukt gebildete
Hydroxyketon handelt. Trotz der recht langen Reaktionszeit von 3 d wurde
nur ein geringer Teil des eingesetzten 1,3-Diketons vollstidndig zum Diol
reduziert. Die Umsetzung stoppte iberwiegend auf der Stufe des
Hydroxyketons. Dieser Befund unterstreicht, dass die 1,3-Diketone, wie
schon in einem vorherigen Abschnitt festgestellt, sehr schlechte Substrate

sind.

Stellvertretend fiir die 1,4-Diketone wurde das Umsetzungsprodukt von
2,5-Hexandion auf seine Diastereomerenzusammensetzung untersucht.
Hierbei wurde ausschliefllich das (R,R)-Enantiomer festgestellt. Die im
Vergleich zu 1,2- und 1,3-Diketonen unterschiedliche Bindungsart der 1,4-
Diketone im aktiven Zentrum bedingt wohl auch in diesem Fall den
Unterschied in der Stereoselektivitidt. Der erste Reaktionsschritt, der zur
Bildung des 2-(R)-Hydroxy-5-hexanons fiihrt, erfolgt hier in der gleichen
Weise, wie bei der Reduktion der 2,3-Diketone. Im Falle des 2,5-
Hexandions handelt es sich um eine symmetrische Verbindung, daher spielt

die Grof3e der Reste hier nur eine untergeordnete Rolle.
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Abbildung 63: (R)-selektive Umsetzung von 2,5-Hexandion zu 2-(R)-Hydroxy-5-
hexanon und dessen (R)-selektive Reduktion zu 2,5-(R,R)-Hexandiol.

Zur (R)-selektiven Reduktion des Hydroxyketons muss das Substrat wie
in Abb. 63 dargestellt im aktiven Zentrum gebunden sein. Durch die
Bindung der (R)-konfigurierten Hydroxygruppe des intermediir gebildeten
Hydroxyketons wird die zu reduzierende Carbonylgruppe in eine Position

dirigiert, in der die Hydridiibertragung vom Coenzym (R)-selektiv erfolgt.

3.8 Zusammenfassung und Ausblick

Durch die in dieser Arbeit erhaltenen Erkenntnisse war es moglich,
einen sehr detaillierten Einblick in den katalytischen Mechanismus und in
die Bindungsverhéltnisse von Substraten im aktiven Zentrum der GatDH
zu erhalten. Anhand von Docking-Untersuchungen konnte die

experimentell bestimmte Substratspezifitdt erkldrt werden. Aullerdem
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konnte die Stereospezifitit des Enzyms fiir die verschiedenen

Substratklassen ermittelt werden.

Zusammenfassend ergeben sich aus der Interpretation der in dieser

Arbeit ermittelten Daten folgende Schlussfolgerungen:

1. Aufgrund charakteristischer Abschnitte der Aminoséduresequenz
kann die GatDH eindeutig der Familie der short-chain-
Dehydrogenasen zugeordnet werden. Der bereits fiir andere
Vertreter der SDR-Familie postulierte katalytische Mechanismus
der Reduktion von Dicarbonylverbindungen kann, wegen der fir
diese Enzymklasse typischen Aminosdurereste im aktiven
Zentrum, in leicht abgewandelter Form auch auf die GatDH

angewendet werden.

2. Das Substratspektrum der GatDH wurde systematisch erweitert.
Es erstreckt sich von 1,2-Diketonen und Hydroxyketonen tuber 1,3-
1,4-Diketone sowie a-und B-Ketoester. Verbindungen mit nur einer
Carbonylgruppe, wie Aldehyde und Ketone, wurden von der GatDH
genau wie fast alle Pentosen und Hexosen nicht umgestzt. Die 1,2-
Diketone stellen die bevorzugten Substrate des Enzyms dar.
Besonders aliphatische 2,3-Diketone werden von der GatDH
dullerst effektiv reduziert, wahrend die Umsetzung von 3,4- und
4,5-Diketonen sowie solchen mit Kettenverzweigungen deutlich
langsamer ablduft. Die als Zwischenprodukt gebildeten
Hydroxyketone wurden um ein vielfaches langsamer umgesetzt.
Sind die beiden Carbonylgruppen nicht direkt benachbart,
verringert sich die katalytische Effizienz drastisch. 1,3- und 1,4-
Diketone stellten sich zwar als sehr schwache Substrate, aber als
recht effektive Inhibitoren der GatDH heraus. Dies spricht fiir eine
starke Bindung in einer nicht produktiven Konformation. Wahrend
die 1,3-Diketone kompetitive Inhibitoren darstellten, war bei den

1,4-Diketonen dariiber hinaus ein nichtkompetitiver Anteil



3.Diskussion 142

festzustellen. Die unterschiedlichen Eigenschaften der a-, - und v-
Diketone resultieren aus Unterschieden ihrer Bindungen im
aktiven Zentrum. Hierbei wurde festgestellt, dass die
Bindungsstéarke, d.h. die Dissoziationskonstanten der
entsprechenden Enzym-Substrat-Komplexe, fiir die meisten
Substrate in einem dhnlichen Grofenbereich liegen. Zwar werden
alle drei Substratfamilien tiber Wasserstoffbriickenbindungen im
aktiven Zentrum gebunden, jedoch mittels unterschiedlicher
Ankergruppen des Enzyms, wie Docking-Untersuchungen ergaben.
Hierdurch lasst sich auch die fiir jede Substanzklasse eigene
Stereospezifitat erkldren. Aus den kinetischen Daten ist allerdings
ersichtlich, dass die Bindung der 1,2-, 1,3- und 1,4-Diketone im
aktiven Zentrum trotz der unterschiedlichen Bindungsarten gleich

stark erfolgt.

3. Fir einige Substrate konnte der Verlauf der
Anfangsgeschwindigkeiten nicht mit Hilfe einer herkommlichen
Michaelis-Menten-Kinetik erklart werden. Fir diese Fille konnte
ein Mechanismus postuliert werden, der besagt, dass mit
steigender Konzentration an Substrat eine »,quasi-
Substrathemmung® eintritt. Hierbei handelt es sich um einen
Hemmtyp, der dem unkompetitiven Fall recht &dhnlich ist. Im
aktiven Zentrum werden zwei Substratmolekiile gebunden, was
dem Umsatz von Substrat zu Produkt mit steigender
Substratkonzentration langsamer werden ldsst. Gestiitzt wird das
Postulat durch die Tatsache, dass dieser kinetische Verlauf
ausschliefSlich bei 2,3-Diketonen, 2,5-Diketonen und o-Ketoestern
auftritt. Hierbei handelt es sich um Verbindungen, bei denen
aufgrund ihres sterischen Anspruchs die Bindung zweier Molekiile
an den Ankerpldtzen im aktiven Zentrum denkbar ist. Die

Ankerstellen im aktiven Zentrum liegen recht nahe zusammen,
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daher konnen nur solche Substrate doppelt gebunden werden, die

in einer Richtung keinen hohen sterischen Anspruch besitzen.

4. Die Galaktitdehydrogenase aus Rhodobacter sphaeroides D zeigte
fur verschiedene Substratklassen unterschiedliche
Stereospezifitdten, welche mittels Gaschromatographie an einer
chiralen Festphase untersucht wurden. Wahrend die 1,2-Diketone
uberwiegend zu dem entsprechenden (R,S)-Diol umgesetzt wurden,
zeigten die 1,3-Diketone (S,S)- und die 1,4-Diketone (R,R)-
Spezifitat bei ihren Umsetzungen. o-Ketoester wurden hingegen
(R)-spezifisch reduziert. Die gravierenden Unterschiede in der
Stereospezifitdt konnen durch die Bindung der jeweiligen
Substanzklassen im aktiven Zentrum und durch die sterische

Orientierung der Alkylgruppen erkliart werden.

5. Die enzymkatalysierte Reduktion von 1,2-Diketonen zu 1,2-Diolen
verlauft nicht in einem Reaktionsschritt, sondern tiber die Bildung
eines Zwischenproduktes. Bei diesem handelt es sich um ein
Hydroxyketon. Hierdurch ist bewiesen, dass die Umsetzung, hier
die Reduktion einer Carbonylgruppe, zundchst nur an einer

funktionellen Gruppe stattfindet.

6. Praparative Ansédtze zur Reduktion eines Hydroxyketons und eines
1,2-Diketons, die mit Hilfe eines Cosubstratregenerierungssystems
durchgefithrt wurden, zeigten nach 20 h einen vollstandigen

Umsatz.

7. Als Cofaktor bevorzugt die GatDH NADH vor NADPH. Diese
Coenzymspezifitit konnte durch die Struktur der N-terminalen

Bindungsregion erklédrt werden.

Anhand der hier gewonnenen Erkenntnisse uber die
Galaktitdehydrogenase aus Rhodobacter sphaeroides D konnte der
Einfluss von gezielten Variationen der Proteinstruktur auf die Substrat-

und Stereospezifitdt des Enzyms untersucht werden. AuBlerdem sind
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Modifizierungen der Enzymstruktur zur Immobilisierung an Oberflachen

denkbar, welche bereits Bestandteil aktueller Arbeiten sind.

Die Moglichkeiten der Anwendung der GatDH als Biokatalysator bei der
Synthese chiraler Diole sind sehr begrenzt, da ausschlieBlich die
Umsetzung aliphatischer 2,3-Diketone ausreichend schnell erfolgt. Gerade
gegeniiber diesen Substraten aber zeigt die GatDH eine Substratinhibition,
welche die Umsetzung in einem grof3technischen Mafstab &dullerst
schwierig gestalten wiirde. Alle anderen Substrate der GatDH werden zu
langsam  umgesetzt, um  quantitative Umsetzungen in einem

wirtschaftlichen Maf3stab zu rechtfertigen.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Arbeitsmaterialien

Das in dieser Arbeit verwendete Enzym Galaktitoldehydrogenase
(GatDH) aus Rhodobacter sphaeroides D5 wurde von der Arbeitsgruppe
GIFFHORN aus E. coli BL21 (DE3) Gold iiberexprimiert.

Der Verlauf der Substratumsetzungen sowie die Reinheit der Produkte
wurden mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie auf Kieselgelfolie

(Kieselgel auf TLC PET-Folie der Firma Fluka) kontrolliert.

Fir die Sdulenchromatographie wurde als stationdre Phase Kieselgel
(Korngrofle 0.035-0.070 mm) der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim)

verwendet.

Feinchemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Steinheim) und
ABCR (Karlsruhe) erworben und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Die
verwendeten Losungsmittel wurden nach géngigen Labormethoden
gereinigt und  getrocknet. Losungsmittel  fiir  spektroskopische
Untersuchungen wurden in spektroskopischer Reinheit erworben.
Pufferlésungen wurden mit frisch entionisiertem Wasser (MilliQ-Qualitat)
angesetzt, welches iber eine Simplicity Anlage der Firma Millipore Corp.

Erhalten wurde.

Zur Herstellung des Puffers fiir die kinetischen Untersuchungen dienten
Kalium-dihydrogenphosphat, Dikaliumhydrogenphosphat und

Magnesiumchlorid der Qualitat ,p.a.“.

NADH (Dinatriumsalz) und NAD+ wurden von der Firma Gerbu
(Geiberg) bezogen.
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Die NAD-spezifische FDH wurde von der Firma Julich Chiral Solutions
(Jalich) bezogen.

(S,9)-2,5-Hexandiol und (S)-Methyllactat wurden von der Firma ABCR
(Karlsruhe), (S,S)-2,4-Pentandiol, meso-, (R,R)- und (S,S)-2,3-Butandiol

wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.

4.2 Allgemeine Arbeitsmethoden

4.2.1 Isolierung der GatDH

Die E. coli-Zellen, die die native Variante der GatDH exprimieren,
wurden in einem 10 1 — Fermenter kultiviert und nach 18-stiindigem
Wachstum durch Zentrifugation bei 6000 rpm, 4°C fir 30 min geerntet.
Anschlieend erfolgte ein Waschschritt, in dem das Pellet in 100 ml
Waschpuffer resuspendiert und erneut abzentrifugiert wurde (6000 rpm,
4°C, 15 min). In einem zweiten Waschschritt wurde das Pellet in 80 ml
Waschpuffer resuspendiert und erneut abzentrifuguert (6000 rpm, 4°C, 15
min). Vor dem Aufschluss wurden die Zellen in 5 ml Waschpuffer pro
Gramm Pellet resuspendiert und mit 20 yul DNase versetzt. Das Zellpellet
wurde mittels Ultraschall aufgeschlossen (20 microns, 3 * 1 min), wobei
zwischen den Ultraschallintervallen eine Regenerations- und Abkiihlphase
von jeweils 2 min lag. Um die Zelltrimmer abzutrennen, wurde die Probe

bei 14000 rpm, bei 4°C fir 1.5 h abzentrifugiert

Zur Entfernung von Fremdproteinen wurde eine Ammoniumsulfatfdllung
durchgefithrt, wobei Ammoniumsulfat langsam und unter Riihren bis zu

einer Sittigung von 30 % zugegeben wurde. Die Féallung erfolgte tiber
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Nacht auf Eis. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (14000 rpm,

4°C, 1.5 h) werden die gefillten Proteine abgetrennt.

Zur weiteren Anreicherung wurde eine Hydrophobe Interaktions-
chromatographie (HIC) an Phenyl-Sepharose CL-4B durchgefiihrt, welche
auf dem Prinzip hydrophober Wechselwirkungen in Kombination mit dem
Aussalzeffekt von Proteinen beruht. Durch ein stark hydratisierendes Salz
wird dem Protein die Hydrathiille entzogen. Hierdurch verringert sich die
Loslichkeit und das Protein bindet durch van-der-Wals-Kréfte an ebenfalls
apolare (hydrophobe) Gruppen an der Gelmatrix. Die verschiedenen
Proteinfraktionen werden durch einen absteigenden Salzgradienten eluiert,
wobei Proteine mit wenigen apolaren Gruppen als erste eluiert werden. Das
Gelmaterial wurde in einem zu 30 % mit (NH4)2SO4 gesidttigtem 20 mM
Bistris-HCI-Puffer, pH 6.5, 1 mM MgClz, 0.5 mM DDT, aufgenommen,
entgast und in die Chromatographiesdule (C 40/26, Fa. Pharmacia,
Freiburg) gefiillt. Das Volumen der gepackten Siule betrug 48 ml. Nach
Spiilen mit 4-fachem Sidulenvolumen des zu 30 % mit (NH4)2SO4
gesidttigtem 20 mM Bistris-HCIl-Puffers (pH 6.5, 1 mM MgCls, 0.5 mM DDT)
und Aquilibrieren der HIC-Sdule wurde die Probe aufgetragen. Die GatDH
wurde mit einem linearen Gradienten von 30-0 % (NH4)2S04-geséattigten 20
mM Bistris-HCI1-Puffer, pH 6.5, 1 mM MgCl; iiber insgesamt 250 ml eluiert.
Die Chromatographie lief mit einer Flussrate von 10 ml/min. Die
Fraktionen wurden auf Aktivitat getestet, anschliefend wurden die

Fraktionen mit der hochsten Aktivitiat gepoolt und auf 50 ml eingeengt.

Als letzter Anreicherungsschritt wurde eine Gelfiltration an Sephacryl S-
300 duchgefiihrt, bei der die Proteine nach ihrer GroBle getrennt werden.
Die Gelfiltration basiert auf einer unterschiedlichen Permeation der zu
trennenden Molekiile in ein poroses Tradgermaterial mit kontrollierter

Porengrofle. Ab einer bestimmten Grofle konnen die Proteine nicht mehr in



4. Experimenteller Teil 148

die Poren des Trenngels eindringen und erscheinen im Eluat zusammen
mit der Losungsmittelfront im Ausschlussvolumen. Kleinere Molekiile
dringen in die Poren der stationidren Phase ein und erfahren dadurch eine
Verzogerung in der Wanderungsgeschwindigkeit. Die kleinsten Molekiile
haben die ldngste Aufenthaltsdauer in den Poren und werden als letzte
eluiert. Das Gelmaterial wurde mit Bistris-HCIl-Puffers (pH 6.5, 1 mM
MgCl;, 0.5 mM DDT) 4&quilibriert, entgast und in eine
Chromatographiesdule (C 100/26, Fa. Pharmacia, Freiburg) gefiillt. Das
Volumen der gepackten Sdule betrug 500 ml. Die Sdule wurde bis zur
Aufreinigung in 20 % Methanol gelagert. Nach Aquilibrieren der Siule mit
20 mM Bistris-HCI-Puffer (pH 6.5, 1 mM MgCls, 0.5 mM DDT) wurde die
abzentrifugierte und filtrierte Probe mit einer Geschwindigkeit von 5
ml/min aufgetragen. Nach dem Lauf der Chromatographie wurden die

aktiven Proteinfraktionen gepoolt und eingeengt.

4.2.2 Ultraviolett- und Visible-Spektroskopie (UV/VIS)

Die UV/VIS-spektroskopischen Untersuchungen wurden mit dem
computergesteuerten Spektralphotometer Lambda9 von Perkin und Elmer
(Uberlingen) und der dazugehérigen Software UV winlab durchgefiihrt. Fiir
die UV/VIS-spektroskopischen Messungen wurden Einwegkiivetten der
Firma Roth (1.5 ml, PS, halbmikro) mit einer Schichtdicke von 1 cm und
einem Volumen von 1.5 ml verwendet. Die Auswertung der Daten erfolgte

mit dem Programm SigmaPlot 9.0.
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4.2.3 Bestimmung des Km- und vmax-Wertes

Zur Bestimmung der Ky-und Vmax-Werte wurden  UV/VIS-
spektroskopische Messungen wie unter 4.2.2 beschrieben durchgefiihrt,
durch welche der Verlauf der Anfangsgeschwindigkeiten in Abhingigkeit
der Substratkonzentration ermittelt wurde. Hierbei konnten die
Entstehung des Umsetzungsproduktes und der Verbrauch des Eduktes
nicht direkt spektroskopisch beobachtet werden. Allerdings wird fiir jedes
umgesetzte Substratmolekiil mindestens ein Aquivalent des Coenzyms
NADH verbraucht, welches ein Absorptionsmaximum bei 340 nm besitzt.
Daher kann der Reaktionsverlauf durch die Absorptionsdnderung bei 340
nm, die der Konzentrationsidnderung von NADH entspricht, verfolgt

werden.

Die Km- und vmax-Werte wurden nun mit Hilfe von Steady-State-
Kinetiken ermittelt, welche allerdings nur ein N&iherungsverfahren
darstellen. Hierbei wird die Anfangsgeschwindigkeit einer enzymatisch
katalysierten Reaktion widhrend eines kurzen Zeitraumes als konstant
angesehen. Man geht davon aus, dass die Konzentration aller Intermediate
und des Substrates innerhalb des Beobachtungszeitraumes konstant bleibt
und die Umsatzgeschwindigkeit (v) ausschlielich von den
Totalkonzentrationen an Substrat ([S]) und Enzym ([Eo]) und der Sattigung
des Enzyms mit dem Substrat abhingig ist. Mit steigender
Substratkonzentration erhilt man eine Sittigungskinetik, bei der ein
oberer Grenzwert der Reaktionsgeschwindigkeit (vmax) erreicht wird. Dieses
Verhalten wird durch die Michaelis-Menten-Gleichung beschrieben, die
eine hyperbolische Abhingigkeit der Umsatzgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration liefert:

_ [Eo]'[s]'kcat (Gl. 1)

(Ky +[S1)
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Wobei: Ve = Koo *[Eo] (Gl. 2)

Vmax entspricht der maximalen Umsatzrate, wahrend der Ku-Wert die
Substratkonzentration angibt, bei der eine halbmaximalen Umsatzrate

erreicht wird.

Zur Bestimmung dieser Werte wurden Aktivitdtsmessungen bei
verschiedenen Substratkonzentrationen durchgefiihrt, wobei alle anderen
Parameter (pH-Wert, Temperatur, Enzymkonzentration und
Pufferkonzentration) konstant gehalten wurden um die Vergleichbarkeit
der Messwerte zu gewédhrleisten. Als Messgrofle diente die
Absorptionsdnderung bei 340 nm, die der Konzentrationsinderung von
NADH entspricht. Alle Messungen  wurden  bei 25°C, in
Kaliumphosphatpuffer (100 mM, 1mM MgCls, pH 6.5) mit einer NADH-
Anfangskonzentration von 0.25 mM in 1.5 ml Einwegkiivetten
durchgefithrt. Puffer, Substrat und Coenzym waren in den Kiivetten
vorgemischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet,
wobei jede Messung 2-3 mal wiederholt wurde. Zur Berechnung der
jeweiligen Reaktionsgeschwindigkeit diente die Anfangssteigung des
aufgezeichneten Kurvenverlaufs. Die Auftragung dieser
Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Substratkonzentration ergab in den
meisten Fillen einen hyperbolischen Kurvenverlauf, aus dem Ku- und Keat-
Wert durch nicht-lineare Regression bestimmt werden konnten. Aufgrund
schlechter Wasserloslichkeit konnten fiir einige Substanzen die Messungen
nicht bis in den Séattigungsbereich der Reaktionsgeschwindigkeit
durchgefiihrt werden. Fir [S] << Ku ergibt sich eine lineare Zunahme der
Reaktionsgeschwindigkeit mit der Substratkonzentration. Fir die
Substanzen, bei denen die Reaktionsgeschwindigkeit nur im linearen
Bereich bestimmt werden konnte, wurde die Steigung durch lineare

Regression ermittelt.
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% £ 3
V‘na"—[s] (GIl. 3) vereinfacht sich fir [S] << Ku zu: v= Vma"—[s]

V= (GL. 4)
Ku +[S] Kw

Der lineare Bereich der Séattigungskurve beschreibt eine Reaktion

pseudo-zweiter Ordnung. Damit stellt die Steigung vmax/Km dar.

Ansatz zur Messung des Ky-und vmax-Wertes fiir die Reduktionsreaktion

der GatDH:

Puffer (Kaliumphosphat 100 mM, MgCls, pH 6.5) x ul
Substratlosung (y mM in Kaliumphosphatpuffer) z ul
NADH-16sung (20 mM in bidest. Wasser) 10 ul

GatDH-16sung (0.1 mM in 20 mM Bistris-HCIl-Puffer, 1 mM MgClz, pH
8.0) 10 pl

x +z = 800 pl

Um den Einfluss lagerungsbedingter Verdnderungen der Enzymaktivitat
auszuschliefen wurden alle Bestimmungen Kkinetischer Parameter fir
unterschiedliche Substrate auf ein ,Monitorsubstrat® bezogen. Dabei
handelte es sich um 2,3-Butandion, dessen Umsatz bei einer Konzentration
von 100 mM, was dem Dreizehnfachen seines Ku-Wertes entspricht,

gemessen wurde.

Ansatz zur Bestimmung der GatDH-Aktivitat fiir die Reduktionsreaktion
der GatDH:
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Puffer (Kaliumphosphat 100 mM, MgCl2, pH 6.5) 600 ul
2,3-Butandion (Stammlésung 400 mM in Kaliumphosphatpuffer) 200 pl
NADH-16sung (20 mM in bidest. Wasser) 10 pl

GatDH-16sung (0.1 mM in 20 mM Bistris-HCI-Puffer, 1 mM MgCl., pH
8.0) 10 wl

Zur Bestimmung des jeweiligen vmax-Wertes diente auch hier die
Anfangssteigung der aufgezeichneten Kurvenverlaufs. Durch dieses
Vorgehen wurden alle Reaktions-geschwindigkeiten relativ = zur

Umsatzgeschwindigkeit des Monitorsubstrats bestimmt.

4.2.4 Activesite-Titration

Da  quantitative  Proteinbestimmungen zur Bestimmung von
Enzymkonzentrationen Werte ergeben, die nicht beriicksichtigen, ob das
Enzym aktiv ist oder nicht, kommt es zu gro3en Problemen beim Vergleich
kinetischer Parameter, die mit Enzymproben unterschiedlicher Chargen
oder Lagerzeiten erhalten wurden. Daher wurde zur Standartisierung die
Activesite-Titration eingesetzt, die eine quantitative Bestimmung der

Konzentration an aktivem Enzym erlaubt.

Die Umsatzgeschwindigkeit (v) bei 100 mM 2,3-Butandion
(Sattigungskonzentration) wurde mit der gleichen Menge an Enzymlésung
ermittelt und konnte mit Hilfe von Gleichung 2 in eine scheinbare

Wechselzahl kap, umgerechnet werden.

Viax = Koo *[Eo ] (Gl.2)
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Da alle anderen  kinetischen Untersuchungen relativ = zur
Umsatzgeschwindigkeit von 2,3-Butandion durchgefithrt wurden, war es so
moglich fiur alle Substrate kinetische Parameter, d.h. kcat- und Kn-Werte,
zu berechnen, die von der jeweils verwendeten Enzymkonzentration

unabhingig sind.

Fir die Fluoreszenztitration wurde das Fluoreszenzspektrometer
Fluoromax 2 von Jobin Y von Spex, sowie eine Préazisionskiivette der Firma
Hellma aus dem Quarzglas Suprasil mit einer Schichtdicke von 1 cm und

einem Volumen von 3 ml verwendet.

Die Bindung von NADH an das freie Enzym quencht die Intensitiat der
Tryptophanfluoreszenz des Proteins. Die Tryptophanreste der GatDH
wurden bei einer Wellenldnge von 280 nm angeregt. Gemessen wurde die
Emission fiir 340 nm, die in Abhéingigkeit der hinzutitrierten Menge an
NADH abnimmt. Die Auftragung der Emission bei 340 nm gegen die
zugegebene NADH-Konzentration ergab so eine Titrationskurve, deren
Aquivalenzpunkt der Totalkonzentration an aktivem Enzymmonomer
entspricht. Der Aquivalenzpunkt ist erreicht, wenn alle vorhandenen
Bindungsstellen mit NADH gesattigt sind. Er kann als Knick der

Titrationskurve identifiziert werden.
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4.2.5 Modelle zur Beschreibung von Nicht-Michaelis-Menten-

Kinetiken

Zur Ermittlung eines Mechanismus, der die Umsetzung von Substraten,
die nicht der Michaelis-Menten-Kinetik gehorchten, passend beschreibt,
das Programm Dpynafit'26! verwendet. Hierzu wird fiir die nicht-lineare
Regression der Levenberg-Marquardt-Algorithmus/36!, ein numerisches
Integrationsverfahren, verwendet, mit dessen Hilfe ermittelt werden kann,
welcher Mechanismus den Geschwindigkeitsverlauf am besten beschreibt.
Aullerdem  konnen der  kea-Wert — sowie alle anderen am
Reaktionsmechanismus beteiligten Geschwindigkeitskonstanten durch den
Fit bestimmt werden. Das Programm benutzt sieben numerische und finf

graphische Tests zur Uberpriifung der Giite der Fits(26l,

4.2.6 Bestimmung der Inhibitionskonstanten

Zur Bestimmung der Ki- Werte wurden analog zur Bestimmung von vmax-
und Km-Werten UV/VIS-spektroskopische Messungen, wie unter 4.2.2
beschrieben, durchgefithrt. Die Inhibitionskonstanten (Ki-Werte) wurden
mit Hilfe von Inhibitionskinetiken mit 2,3-Butandion als Substrat
ermittelt. Bei [S] = Kn wurde die Konzentration des Inhibitors solange
erhoht wurde, bis eine Sidttigung erkennbar war. Aus der Auftragung der
Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Inhibitorkonzentration ergab sich ein
hyperbolischer Kurvenverlauf. Fir die meisten der untersuchten
Substanzen konnte ein kompetitiver Inhibitionsmechanismus zugrunde
gelegt werden. In diesen Fillen konnte der Ki-Wert durch nicht-lineare

Regression mit folgender Gleichung bestimmt werden:
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V= [Eo]'[s]'kcat (G15)

(KM -(HEHS}]

fir [S] = Ku vereinfacht sich Gleichung (5) zu:

v= V—m (G1.6)
2+7)
Kl
Handelt es sich bei den auf inhibitorische Eigenschaften getesteten
Verbindungen selbst um schwache Substrate der GatDH, dann muss dies in
der Regressionsgleichung berticksichtigt werden, wie in Gl.7 gezeigt wird.

vo stellt hierbei die Restaktivitidt des Inhibitors dar.

Viax = Vo

Vo=V, (GL.7)
@+ ih
K

1

Der ICso-Wert gibt fiir standardisierte Reaktionsbedingungen an, bei
welcher Inhibitorkonzentration die Reaktionsgeschwindigkeit auf 50 % der
uninhibierten Geschwindigkeit reduziert ist. Fiir die Félle, in denen kein
kompetitiver Inhibitionsmechanismus angenommen werden konnte, wurde
der jeweilige IC50-Wert durch nicht-lineare Regression mit Gleichung (8)

bestimmt:

(G1.8)

vo = Restaktivitdat, vo + vu = nicht-inhibierte Geschwindigkeit, [I] =
Inhibitorkonzentration, ¢ = Exponent, der bei rein kompetitiver Inhibition

den Wert 1 besitzt.
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Um alle Inhibitoren direkt vergleichen zu konnen, wurden alle Ki-Werte
fur die kompetitive Hemmung durch Gleichung (9) in die entsprechenden
ICs0-Werte umgerechnet:

IC,, =K, *(}(ﬂﬂ) (GL.9)

da in unseren Messungen [S] = Ku war, vereinfacht sich die Formel zu

ICs50 = 2* Ki (Gl.10)

Dieses Verfahren ist allerdings nur fiir kompetitive Hemmung zuléssig
(271, Als Messgrofle diente genau wie bei den Sattigungskinetiken die
Absorptionsdnderung bei 340 nm, aus der sich die Konzentrationsdnderung
von NADH (0340 nm = 6220 M-1 * cm! ) ergibt. Alle Messungen wurden bei
25°C, in Kaliumphosphatpuffer (100 mM, 1 mM MgCls, pH 6.5) mit einer
NADH-Anfangskonzentration von 0.25 mM in 1.5 ml Einwegkiivetten
durchgefiihrt. Puffer, Substrat, Inhibitor und Coenzym waren in den
Kiivetten vorgemischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms

gestartet, wobei jede Messung zweimal wiederholt wurde.

Ansatz zur Messung des Ki-Wertes fiir die Reduktionsreaktion der

GatDH:

Puffer (Kaliumphosphat 100 mM, MgCl12, pH 6.5) x ul
Substratlosung (a mM in Kaliumphosphatpuffer) 15 ul
Inhibitorléosung (b mM in Kaliumphosphatpuffer) y ul

NADH-Losung (20 mM in bidest. Wasser) 10 ul
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GatDH-Losung 10 pl

X +z =785 pl

Zur Bestimmung des Hemmtyps wurden jeweils drei Sattigungskinetiken
mit 2,3-Butandion als Substrat bei verschiedenen jeweils konstant
gehaltenen Inhibitorkonzentrationen durchgefiihrt. Die Auftragung der
Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Substratkonzentration ergab
hyperbolische Kurvenverldaufe. Die doppelt reziproke Auftragung 1/v gegen
1/[S] nach Lineweaver und Burk resultiert in der Linearisierung der

Sattigungskurven nach Gleichung (8).

Ky 11 (GL. 11)

v v [S] v

max

Fir unterschiedliche Inhibitorkonzentrationen werden  Geraden

unterschiedlicher Steigungen und/oder Achsenabschnittpunkte erhalten.

Schneiden sich die Geraden auf der x-Achse, liegt eine nicht-kompetitive
Hemmung vor. Im Falle der kompetitiven Hemmung besitzen die Geraden
einen gemeinsamen Schnittpunkt auf der y-Achse, wihrend ein paralleler

Verlauf auf eine unkompetitive Hemmung hindeutet.

Es sind auch Falle der gemischten Inhibition bekannt, bei der sich die
Geraden in einem gemeinsamen Punkt schneiden, der jedoch auf keiner

der beiden Achsen liegt.

4.2.7 Bestimmung der Coenzymspezifitat

Die Coenzymspezifitdat wurde, ebenfalls UV/VIS-spektroskopisch, mit
Hilfe einer Sattigungskinetik bei ansteigender Konzentration des Cofaktors

ermittelt. Hierbei wurde die Konzentration des eigentlichen Substrates
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(hier 2,3-Butandion) bei 100 mM fixiert, wéahrend die
Anfangsgeschwindigkeiten bei unterschiedlichen Konzentrationen an
Coenzym, also NADH oder NADPH, gemessen wurden. Auf diese Weise
kann mit Hilfe eines hyperbolischen Fits der Km-Wert des jeweiligen

Cofaktors bestimmt werden.

Ansatz zur Bestimmung der Coenzymspezifitit fir die

Reduktionsreaktion der GatDH:

Puffer (Kaliumphosphat 100 mM, MgCl12, pH 6.5) x ul
2,3-Butandion (Stammlésung 400 mM in KP-puffer) 200 ul
NADH- oder NADPH-16sung (20 mM in bidest. Wasser) y ul
GatDH-16sung 10 pl
X +y =600 pul

4.2.8 Docking-Untersuchungen

Um genauere Informationen iber die Bindung der Substrate im aktiven
Zentrum der GatDH zu erhalten, wurden Docking-Studien mit dem
Programm Ballview 1.21281 durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um ein
Programm, das zur Simulation und zum molekularen Modellieren von
Makromolekiilen entwickelt wurde. Aullerdem enthilt es Methoden, um
Berechnungen  der  Sekundirstruktur von  Wirt-Gast-Komplexen
durchzufithren. Das Programm wurde von Lenhof et al.28] entwickelt und

ist als ,open-source-software“ im Internet erhiltlich.
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Mit Hilfe der von Scheidig et al. ermittelten Rontgenstruktur des
Enzyms sollten mit verschiedenen Substraten, die im aktiven Zentrum
platziert wurden, Energieminimierungen durchgefithrt werden. Ballview

sollte hierzu das Kraftfeld ,MMFF94“ und den Algorithmus ,L-BFGS*

verwenden.

Die Rontgenstruktur der GatDH musste vor der Durchfithrung der
Docking-Untersuchungen auf den Bereich des aktiven Zentrums reduziert
werden, um die Rechenkapazitidt des verwendeten Computers nicht zu
tiberlasten. Hierdurch ergaben sich u.a. freie CO- und NH-Reste durch
getrennte Peptidbindungen, die in dieser Form natiirlich in der
Enzymstruktur nicht vorhanden sind. Daher war es notwendig, die
Substrate, die im aktiven Zentrum gedockt werden sollten, vorher in der
Nahe der potentiellen Bindungsstellen zu platzieren, um

Wechselwirkungen mit den artifiziellen Resten auszuschlief3en.

4.2.9 NMR-Spektroskopie

Die Reinheit der synthetisierten Substrate und Inhibitoren, sowie der
Produkte der enzymatischen Umsetzungen wurde mit Hilfe der 1H- und der

13C-NMR-Spektroskopie uberpriift.

Die 'TH-NMR- und 13C-NMR-Spektren wurden an den Geridten DRX 500
und Magnet System 400 der Firma Bruker in Deuterochloroform

aufgenommen.

4.2.10 Chirale Gaschromatographie

Durch die chirale Gaschromatographie wurde die Enantiomerenreinheit

der enzymatisch synthetisierten 1,2-Diole tberpriift, wodurch wichtige
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Aussagen iiber die Stereoselektivitat der GatDH getroffen werden konnen.
Das Trennprinzip beruht auf wunterschiedlich starken Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Enantiomeren und der

stationdren Phase.

Die gaschromatographischen Untersuchungen erfolgten an einer von der
Arbeitsgruppe SCHURIG hergestellten chiralen Sidule (Lipodex E, 6-
Butanoyl-2,3-0-pentyl-y-Cyclodextrin) mit einem Innendurchmesser von 250
um, die in einen Gaschromatograph der Firma Shimadzu (GC-14 A, Kyoto,
Japan) eingebaut war. Zur Detektion diente ein Flammeninjektionsdetektor
(FID), an den der Integrator Chromoatopac C-R6A der Firma Shimadzu

(Kyoto) angeschlossen war.

Alle Messungen wurden mit Wasserstoff als Tragergas und Stickstoff als
make-up-Gas in einer auf 50°C bis 70°C temperierten Sdule durchgefiihrt.
Zur Identifizierung der Substanzen diente der Vergleich der
Retentionszeiten mit denen derivatisierter Standards. Als
Vergleichssubstanzen wurden kauflich erworbene Enantiomere oder durch
enantioselektive = Sharpless-Dihydroxylierung synthetisierte 1,2-Diole

verwendet

Um eine bessere Trennleistung zu erzielen, wurden alle Proben mit

TFAA derivatisiert.

Die Derivatisierung erfolgte in Eppendorfgefdaflen, wobei jeweils 10 mg
Probe in 200 pl Dichlormethan gelost, mit 100 ul TFAA versetzt wurde und
2 h in geschlossenen Gefdfl inkubiert wurden. Danach wurde das Gefal3
solange offen im Abzug stehengelassen, bis Dichlormethan und TFAA
weitestgehend verdunstet waren und die Probe in 300 ul wasserfreiem

Diethylether aufgenommen.
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4.2.11 Messung der optischen Aktivitét

Durch die Messung der optischen Aktivitdt kann bei Molekiilen mit
einem Chiralitdtszentrum durch Vergleich mit ermittelt werden, ob es sich
um das (R)- oder (S)-Enantiomer handelt, sofern Literaturwerte der
jeweiligen Substanz vorliegen. Die Messungen der optischen Aktivitéat
wurde mit dem Polarimeter 241 der Firma Perkin und Elmer (Uberlingen)
bei 20°C und einer Wellenldnge von 589 nm, welche der Natrium-D-Linie
entspricht, durchgefiihrt,. Die MeBkiivette hatte eine Schichtdicke von 10

cm, die Konzentration der Probe lag bei 5-10 mg/ml.

Die spezifische Drehung berechnet sich nach folgender Formel:

[af} = 1% (G1.12)
l-c
[a] spezifische Drehung
T Temperatur [°C]
1 Schichtdicke [cm]
c Konzentration [g/100ml Loésung]
a gemessener Drehwinkel [°]

A Wellenldnge des eingestrahlten Lichts [nm]
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4.2.12 Quantitative Umsetzung von Diketonen mit GatDH

Die fiir die Biokonversion eingesetzte GatDH wurde wie unter 4.2.1

beschrieben gereinigt.

Bei der Reduktion von 1,2-Diketonen wird der Cofaktor NADH in
doppelter molarer Menge verbraucht. Um eine o6konomischere
Reaktionsfithrung gestalten zu kénnen, wurde NADH kontinuierlich durch

das FDH/Formiat-System regeneriert.

Vor jeder Umsetzung wurde die FDH-Aktivitdt kontrolliert.

Ansatz zur Kontrolle der FDH-Aktivitat:

Puffer (Kaliumphosphat 100 mM, MgCls, pH 6.5) 600 ul
Na-formiat (Stammlosung 500 mM in Kaliumphosphatpuffer) 200 ul
NAD+-16sung (20 mM in bidest. Wasser) 10 ul

FDH-16sung 10 pl

Alle Umsétze erfolgten bei RT auf einer Riithrplatte. Die Umsédtze wurden

im Mafstab 0.1-0.4 g Substrat durchgefiihrt.

Beispielansatz fiir eine quantitative Umsetzung:

Puffer (Kaliumphosphat 100 mM, MgCl2, pH 6.5) 20 ml
2,3-Butandion (0.34 g, 3.95 mmol) 197 mM
Natriumformiat (0.54 g, 7.94 mmol) 397 mM
NADH (0.01 g, 0.013 mmol) 0.67 mM

NAD+ (0.05 g, 0.075 mmol) 3.77 mM
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GatDH-16sung (0.75 ml) 1.73 U/ml

FDH-16sung (0.25 ml) 2.4 U/ml

Die Reaktionszeit betrug jeweils 3 d. Danach wurde die wissrige Losung
dreimal mit Diethylether ausgeschiittelt. Nach Trocknen der organischen
Phase und Entfernen des Losungsmittels erfolgte die Produktanalyse

mittels 1H- und 13C-NMR und iber chirale Gaschromatographie.

4.2.13 Verfolgung der quantitativen Umsetzungen der GatDH
mittels HPLC

Zur quantitativen und qualitativen Verfolgung des Reaktionsverlaufs
wurde eine Ionen-Verteilungschromatographie mit einer Ca2+Ionen-
Austauschersdule (Nucleogel Sugar 810 Ca, 300 x 7.8 mm, Fa. Machery &
Nagel) durchgefiihrt. Die Sdule wurde bei einer Temperatur von 80 °C
gehalten und die Elution erfolgt bei einer Flussrate von 0.75 ml/min mit
H2Odeion als Eluent. Die Detektion erfolgt mit einem
Brechungsindexdetektor (Wissenschaftlicher Gerdtebau Dr. Ing. Knauer,
Berlin), an den ein Integrator (Chromatopac C-R6, Fa. Shimadzu, Kyoto,

Japan) angeschlossen ist.

Die Identifizierung der Substanzen erfolgt durch Vergleich der
Retentionszeiten mit kduflichen Standards. Konzentrationen werden durch

Aufnahme von Kalibrierkurven bestimmt.
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4.3 Synthese der Substrate

4.3.1 Synthese von 2-Methyl-1,3-dithian

Eine Losung von 1 g (23 mmol) Acetaldehyd und 2.5 g (23 mmol) 1,3-
Propandithiol in 120 ml Chloroform wird auf — 20°C gekiithlt. AnschlieBend
werden 0.33 g (2.3 mmol) Bortrifluoridetherat zugegeben. Man ldsst die
Losung auf RT aufwiarmen und rithrt 24 h bei RT. Die Aufarbeitung erfolgt
durch Waschen mit Wasser, 10 %iger KOH-lo6sung und nochmals mit
Wasser. Nach Trocknen iiber K2CO3 wird das Losungsmittel entfernt. Die

Reinigung erfolgt durch Destillation.

Ausbeute: 2.66 g (19.8 mmol), 86 %

)

S S

T

1

CAS-Nummer: 6007-26-7
4.3.2 Synthese von 1-(2-Methyl-1,3-dithian-2-yl)-propan-1-on

Zu einer Losung von 1.34 g (10 mmol) 2-Methyl-1,3-dithian in
wasserfreiem THF werden bei — 30°C 6.0 ml (15 mmol) n-BulLi gegeben.
Man rithrt weitere 20 min bei — 30°C und kiihlt dann auf —70°C ab. Nach
Zugabe von 0.92 g (10 mmol) Propionsdurechlorid wird 0.5 h bei -70°C
gerithrt, anschlielend ldsst man die Losung auf RT erwidrmen. Zu dem
Reaktionsgemisch werden je 50 ml Wasser und n-Hexan gegeben. Die
organische Phase wird abgetrennt wé&hrend die wéssrige zweimal mit

Dichlormethan gewaschen wird. Die vereinigten organischen Phasen
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werden mit 10 %iger KOH-losung und mit Wasser gewaschen. Nach
Trocknen tiber MgSOs wird das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung

erfolgt durch Destillation.

Ausbeute: 0.21 g (1.1 mmol), 11 %

)

S
o)
2

Cas-Nummer: 124004-45-1

4.3.3 Synthese von 2,3-Pentandion

0.19 g (1 mmol) 1-(2-Methyl-1,3-dithian-2-yl)-propan-1-on werden zu
einer Losung aus 0.53 g (4 mmol) NCS und 0.68 g (4 mmol) Silbernitrat in
wassriger 80% Acetonitrillosung gegeben. Nach 20 min wird die Losung mit
je 1 ml einer gesittigten NazS-l6sung und einer NasCOs-16sung behandelt.
Eine 1:1-Mischung aus Dichlormethan und n-Hexan wird zugegeben und
der Niederschlag abfiltriert. Nach Trocknen wird das Losungsmittel

entfernt.

Ausbeute: 0.055 g (0.55 mmol), 55 %

0]

A~

o)
3

CAS-Nummer: 600-14-6
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4.3.4 Synthese der Phosphoniumsalze

Die Phosphoniumsalze wurden ausgehend von den entsprechenden
Bromalkanen und Triphenylphosphin iiber eine Sn2-Reaktion hergestellt.
Da die Synthesebedingungen in allen Fillen gleich gewé&hlt wurden, wird
hier lediglich eine allgemeine Synthesevorschrift fiir einen 100 mmol

Ansatz (bezogen auf Bromalkan) angegeben.

Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Phosphoniumsalze

1 eq. Bromalkan und 1 eq. Triphenylphosphin werden 24 h in 150 ml
Toluol unter Riickfluss erhitzt. Der ausgefallene, weille Feststoff wird
abgesaugt und zweimal mit je 50 ml Diethylether gewaschen und {iiber

Phosphorpentoxid getrocknet.

R/PPh3+BI"

4-9

Triphenylethylphosphoniumbromid 4
~_-PPhs*Br
4

CAS-Nummer: 1530-32-1

Triphenylpropylphosphoniumbromid 5

_~_-PPhs'Br
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5

CAS-Nummer: 6228-47-3

Triphenylbutylphosphoniumbromid 6
~~_- PPh3*Br
6

CAS-Nummer: 1779-51-7

Triphenylpentylphosphoniumbromid 7
P PPh;*Br
7

CAS-Nummer: 21406-61-7

Triphenylhexylphosphoniumbromid 8
NN PPh3+BI‘-
8

CAS-Nummer: 4762-26-9

Triphenylheptylphosphoniumbromid 9
o~~~ PPN B
9

CAS-Nummer:; 13423-48-8
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4.3.5 Synthese der Olefine

Die Olefine  wurden ausgehend von den  entsprechenden
Phosphoniumsalzen und Aldehyden uber eine Wittig-Reaktion hergestellt.
Da die Synthesebedingungen in allen Fillen gleich gewé&hlt wurden, wird
hier lediglich eine allgemeine Synthesevorschrift fiir einen 10 mmol Ansatz

(bezogen auf Aldehyd) angegeben.

Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Olefine

Zu 1 eq. Phosphoniumsalz in 150 ml Diethylether werden 1.2 eq.
Kaliumtertidrbutanolat gegeben. Anschlieend gibt man 0.9 eq. Aldehyd
langsam (Warmeentwicklung) zu der orangefarbenen Loésung und rithrt 1 h
bei RT. Nach Zugabe von 200 ml Wasser trennt man die organische Phase
ab und wascht zweimal mit jeweils 100 ml Wasser. Die Reinigung erfolgt
nach Trocknen der organischen Phase mit MgSOs und Entfernen des
Losungsmittels durch Schnellfiltration an Kieselgel mit CH2Cl2:n-Hexan
1:1 als Laufmittel.

2-Octen 10

10

CAS-Nummer: 111-67-1

2-Nonen 11
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3-Hepten 12

3-Octen 13

3-Nonen 14

4-Octen 15

4-Nonen 16

11

CAS-Nummer: 2216-38-8

12

CAS-Nummer: 592-78-9

13

CAS-Nummer: 592-98-3

14

CAS-Nummer: 20063-77-8

15

CAS-Nummer: 592-99-4
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16

CAS-Nummer: 2198-23-4

1-Phenyl-1-propen 17
©/\/
17

CAS-Nummer: 637-50-3

1-Phenyl-1-buten 18
©/\/\
18

CAS-Nummer: 824-90-8

1-Phenyl-1-penten 19
©/\/\/
19

CAS-Nummer: 826-18-6

@/\/\/\

1-Phenyl-1-hexen 20
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20

CAS-Nummer: 828-15-9

1-(4-Ethylphenyl)-1-propen 21
\/@/\/
21

CAS-Nummer: 74532-89-1

1-(4-Methoxyphenyl)-1-propen 22

o~
>0

22

CAS-Nummer: 104-46-1

4-Methyl-2-penten 23

PN

23
CAS-Nummer: 4461-48-7

2-Methyl-3-hepten 24

PN

24
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CAS-Nummer: 17618-76-7

5-Methyl-2-hexen 25
Y\/\
25

CAS-Nummer: 3403-62-4

2-Methyl-4-octen 26
Y\/\/\
26

CAS-Nummer: 64501-77-5

4.3.6 Synthese der 1,2-Diole durch racemische Dihydroxylierung
nach Sharpless

Die 1,2-Diole wurden ausgehend von den entsprechenden Olefinen tiber
eine racemische Sharpless-Dihydroxylierung mit DABCO als nicht-chiralem

Ligand hergestellt. Da die Synthesebedingungen in allen Fillen gleich
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gewéahlt wurden, wird hier lediglich eine allgemeine Synthesevorschrift fiir

einen 10 mmol Ansatz (bezogen auf Olefin) angegeben.
Allgemeine Synthesevorschrift fiir die 1,2-Diole

1 eq. des Olefins, 1 eq. Methansulfonamid und 0.05 eq. 1,4-
Diazabicyclo[2,2,2]-octan werden in 100 ml THF gel6st, zu einer Losung aus
3 eq. Kaliumcarbonat, 3 eq. Kaliumhexacyanoferrat (III) mit einer
Spatelspitze Kaliumosmat in 100 ml Wasser gegeben und 24 h bei RT
geriihrt.

Nach Zugabe einer Loésung aus Natriumdithionit (100 mg) und 20 ml
Wasser wird weitere 30 min gerithrt. Man extrahiert dreimal mit je 50 ml
Diethylether, trocknet die organische Phase iiber MgSO4 und entfernt das
Losungsmittel. Die Reinigung erfolgt durch Schnellfiltration iiber Kieselgel
mit CHCl3:EtOAc 3:1 als Eluens.

R

OH

27-43

2,3-Octandiol 27

OH

W

OH
27

CAS-Nummer: 20653-90-1
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2,3-Nonandiol 28

OH

W

OH
28

CAS-Nummer: 124006-55-9

3,4-Heptandiol 29

OH

\)\/\/

OH
29

CAS-Nummer: 62593-33-3

3,4-Octandiol 30

OH

\)\/\/\

OH
30

CAS-Nummer: 99799-31-2

3,4-Nonandiol 31

OH

WW

OH

31



4. Experimenteller Teil 175

CAS-Nummer: 204987-20-2

4,5-Octandiol 32

OH

PO

OH
32

CAS-Nummer: 22607-10-9

4,5-Nonandiol 33

OH

W

OH
33

CAS-Nummer: 58159-12-9

1-Phenyl-1,2-propandiol 34

OH

Sn

34

CAS-Nummer: 1855-09-0
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1-Phenyl-1,2-butandiol 35
OH
o
35
CAS-Nummer: 22607-13-2

1-Phenyl-1,2-pentandiol 36
OH
SR
36
CAS-Nummer: 858839-14-0
1-Phenyl-1,2-hexandiol 37
OH
SRS
37
CAS-Nummer: 17814-18-7
1-(4-Ethylphenyl)-1,2-propandiol 38

OH
m
38

CAS-Nummer: 51410-48-1
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1-(4-Methoxyphenyl)-1,2-propandiol 39

m
>0

39

CAS-Nummer: 178035-22-8

4-Methyl-2,3-pentandiol 40

OH

T

40

CAS-Nummer: 7795-79-1

2-Methyl-3,4-heptandiol 41

OH

T

41

CAS-Nummer: 84248-90-8

5-Methyl-2,3-hexandiol 42

)\/C:/
OH

42

CAS-Nummer: 151750-70-8
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2-Methyl-4,5-octandiol 43

Al

OH
43

CAS-Nummer: 803713-13-9

4.3.7 Oxidation der 1,2-Diole mittels NBS

Die 1,2-Dione wurden ausgehend von den entsprechenden 1,2-Diolen
durch Oxidation mit NBS[19 hergestellt. Da die Synthesebedingungen in
allen Fillen gleich gewé&hlt wurden, wird hier lediglich eine allgemeine
Synthesevorschrift fiir einen 10 mmol Ansatz (bezogen auf 1,2-Diol)

angegeben.
Allgemeine Synthesevorschrift fiir die 1,2-Dione

1 eq. Diol, 4 eq. NBS und 1 eq. trockenes Pyridin in 50 ml
Tetrachlorkohlenstoff werden 2 h unter Riickfluss erhitzt. Anschlielend
gibt man 100 ml Wasser hinzu und trennt die organische Phase ab und
extrahiert die wassrige Phase mit 50 ml Chloroform. Nach Trocknen tiber
MgSOs und Entfernen des Losungsmittels erfolgt die Reinigung
chromatographisch iiber Kieselgel mit CH2Cl2:n-Hexan 7:3.
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3,4-Heptandion 44

O

A~

O
44

CAS-Nummer: 57733-23-0

1H.NMR (CDCls): & [ppm]= 2.7-2.8 (m, 4 H, CH2-CHs,),
1.6-1.7 (m, 2 H, CHs)
1.08 (t,J = 7.25 Hz, 3 H, CHs)
0.93 (t,J = 7.57 Hz, 3 H, CHs)

1BC.NMR (CDCls): 8 [ppm]=200.0, 190.8, 38.0, 29.5, 16.5, 13.7, 6.9

3,4-Octandion 45

O

\)S‘/\/\

O
45
CAS-Nummer: 3457-39-4
IH.NMR (CDCl3): 8 [ppm]= 2.7-2.8 (m, 4 H, CH2-CH2)
1.5-1.6 (m, 2 H, CH»)
1.3-1.4 (m, 2 H, CH2)
1.06 (t,J =7.25 Hz, 3 H, CH3)
0.89 (t,J =7.41 Hz, 3 H, CH3)

13C.NMR (CDCls): & [ppm]=200.2, 199.6, 35.6, 29.3, 24.9, 22.0, 13.5, 6.6
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3,4-Nonandion 46

O

A~

O
46

CAS-Nummer: 6124-64-7

1H.NMR (CDCls): & [ppm]= 2.6-2.7  (m, 4 H, CHs-CHy)
1.5-1.6 (m, 2 H, CHs)
1.3-1.4  (m, 4 H, CHy-CHy)
1.03 (t,J = 7.25 Hz, 3 H, CHs)
0.85 (t, J = 7.41 Hz, 3 H, CHs)

13C.NMR (CDCls): é [ppm]= 200.0, 199.4, 35.4, 29.0, 28.5, 24.6, 22.1, 13.2,
6.4

4,5-Nonandion 47

O

/\)S‘/\/\

(@]
47
CAS-Nummer: 24610-09-1

13C.NMR (CDCl3): 6 [ppm]= 199.9, 199.7, 37.7, 35.5, 24.9, 22.0, 16.3, 13.5,
13.4
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1-Phenyl-1,2-hexandion 85

O

O

48

CAS-Nummer: 33720-29-5

IH.NMR (CDCls): § [ppm]= 7.95 (m, 2 H, Ar-H)
7.62 (m, 1 H, ArH)
7.48 (m, 2 H, Ar-H)
2.86 (t,J = 7.41 Hz, 1 H, CHy)

1.6-1.8 (m,2 H, CHz2)
1.3-1.4 (m,2 H, CH2)
1.88 (t,J =7.25 Hz, 3 H, CHs)

1BC.NMR (CDCls): 8 [ppm]= 203.5,192.6, 134.5, 132.0, 130.1, 128.8, 38.5,
24.9, 22.3, 13.8,

1-(4-Methoxyphenyl)-1,2-propandion 49

m
>0

49

CAS-Nummer: 99865-21-1

ITH.NMR (CDCls): & [ppm]= 8.01 (d, J =8.83 Hz, 2 H, Ar-H)
6.96 (d, J = 8.82 Hz, 2 H, Ar-H)
4.38 (s, 3 H, CHs)

3.89 (s, 3 H, OCHs)
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13C.NMR (CDCls): & [ppml= 191.7, 188.1, 165.00, 132.7, 124.6, 114.1,
55.4, 30.7

4.3.8 Synthese von IBX

Zu einer Losung von 27.16 g (109.5 mmol) 2-Tod benzoesédure in 400 ml
entionisiertem Wasser werden 101 g (164.3 mmol) Oxone zugegeben.
Innerhalb von 20 min wird die Losung auf 70°C erwdrmt und 3 h bei dieser
Temperatur belassen. AnschlieBend wird die Losung auf 5°C gekiihlt und
1.5 h bei dieser Temperatur belassen. Der entstandene, weisse Feststoff
wird tiber eine Glasfritte abfiltriert und 3 mal mit je 50 ml Wasser, einmal

mit 50 ml Aceton gewaschen und 1 d bei RT getrocknet.

Ausbeute: 29.5 g (103.3 mmol) 94 %

50

CAS-Nummer: 61717-82-6

4.3.9 Oxidation der 1,2-Diole mittels IBX

Die 1,2-Dione wurden ausgehend von den entsprechenden 1,2-Diolen
durch Oxidation mit IBXI[20l hergestellt. Da die Synthesebedingungen in

allen Fallen gleich gewidhlt wurden, wird hier lediglich eine allgemeine
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Synthesevorschrift fiir einen 10 mmol Ansatz (bezogen auf 1,2-Diol)

angegeben.

Allgemeine Synthesevorschrift fiir die 1,2-Diketone

Zu einer Suspension aus 1 eq. IBX in 80 ml THF werden 0.4 eq. Diol
gegeben und 24 h bei RT gerithrt. Nach Abfiltrieren des weillen
Niederschlags und Entfernen des Losungsmittels aus dem Filtrat erfolgt

die Reinigung chromatographisch iiber Kieselgel mit CH2Cl2:n-Hexan 1:1.

2,3-Octandion 51

51
CAS-Nummer:585-25-1
IH.NMR (CDCls): & [ppm]= 2.72 (t,J =7.41 Hz, 2 H, CHy)
2.32 (s, 3 H, CH3)
1.5-1.6 (m, 2 H, CH2)
1.1-1.4 (m, 4 H, CH2-CHb>)
0.88 (t,J =6.90 Hz, 3 H, CH3)

1BC.NMR (CDCls): & [ppm]= 199.6, 197.7, 35.7, 31.3, 23.7, 22.7, 22.3, 13.8
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2,3-Nonandion 52

O

A

0]
52
CAS-Nummer: 57644-90-3
ITH.NMR (CDCl3): é [ppm]= 2.71 (t,J = 7.41 Hz, 2 H, CH»)
2.31 (s, 3 H, CH3)
1.5-1.6 (m, 4 H, CH2-CHb>)
1.2-1.4 (m, 6 H, CH2-CH2-CHz)
0.86 (t,J =6.90 Hz, 3 H, CH3)

13C.NMR (CDCls): 6 [ppm]= 199.3, 197.3, 35.4, 31.2, 28.5, 23.4, 22.7, 22.1,
13.7

4,5-Octandion 53

O

AN

(@]
53
CAS-Nummer: 7275-17-4

1H.NMR (CDCl3): 5 [ppml]= 2.69 (t, J = 7.25 Hz, 4 H, CHo-
CHz)

1.5-1.6 (m, 4 H, CH2CH?2)
0.91 (t,J =7.41 Hz, 6 H, CH3)

BBC.NMR (CDCls): 6 [ppm]=199.7, 37.6, 16.3, 13.4
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1-Phenyl-1,2-propandion 54

O

oY

54

CAS-Nummer: 647864-30-0

IH.NMR (CDCls): § [ppm]= 7.99 (d, J = 8.53 Hz, 2 H, Ar-H)
7.63 (m, 1 H, ArH)
7.50 (t,J = 7.77 Hz, 2 H, Ar-H)
2.52 (s, 3 H, CHs)

13C.NMR (CDCls): 0[ppm]= 200.3, 191.1, 134.3, 130.1, 128.6, 26.1

1-Phenyl-1,2-butandion 55

O

o

55

CAS-Nummer: 3457-55-4

IH.NMR (CDCls): § [ppm]= 8.00 (m, 2 H, Ar-H)
7.65 (t,J = 7.41 Hz, 1 H, ArH)
7.51 (t,J = 7.88 Hz, 2 H, Ar-H)
5.35 (q, J = 6.62 Hz, 1 H, CHy)

1.88 (d,J =6.93 Hz, 3 H, CH3)
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1BC.NMR (CDCl3): & [ppm]= 191.7, 191.5, 134.6, 132.0, 130.0, 128.6, 42.6,
18.1

1-Phenyl-1,2-pentandion 56

0]

Sh 0

56

CAS-Nummer: 20895-66-3

IH.NMR (CDCls): § [ppm]= 7.96 (m, 2 H, Ar-H)
7.65 (m, , 1 H, ArH)
7.51 (m, 2 H, Ar-H)
2.85 (t,J = 7.28 Hz, 1 H, CHy)
1.74 (m, 2 H, CHy)
1.00 (t,J = 7.40 Hz, 3 H, CHs)

BBC.NMR (CDCl3): 6 [ppm]= 203.7, 192.9, 134.8, 132.3, 130.4, 129.2, 40.9,
16.7, 14.0

1-(4-Ethylphenyl)-1,2-propandion 57

O

Y

57
CAS-Nummer: 10557-27-4
TH.NMR (CDCls): é[ppm]= 7.90 (d, J = 8.28 Hz, 2 H, Ar-H)
7.25 (d, J = 8.28 Hz, 2 H, Ar-H)
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2.69 (q, J = 7.66 Hz, 2 H, ArCH>)
2.49 (s, 3 H, CHs)
1.24 (t, J = 7.53 Hz, 3 H, CHs)

BBC.NMR (CDCl3): 6 [ppm]= 200.8, 191.2, 151.9, 130.5, 129.4, 128.4, 29.7,
26.4, 15.0

4-Methyl-2,3-pentandion 58

Yy

58

CAS-Nummer: 54073-38-0

1H.NMR (CDCls): & [ppm]= 3.3-3.4 (m, 1 H, CH)
2.32 (s, 3 H, CHs)
1.07 (d, J = 7.03 Hz, 6 H, CHs)

IBC.NMR (CDCls): 6 [ppm]= 202.7, 198.1, 33.4, 24.5, 17.4

2-Methyl-3,4-heptandion 95

T

59
CAS-Nummer: 19060-25-4
IH.NMR (CDCl3): 8 [ppm]= 3.3-3.4 (m, 1 H, CH)
2.69 (t,J =7.26 Hz, 2 H, CH2)

1.6-1.7 (m, 2 H, CH2)
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1.07 (d, J =6.93 Hz, 6 H, CH3)
0.92 (t,J =7.41 Hz, 3 H, CHs)

IBC.NMR (CDCls): 6 [ppm]= 203.6, 200.9, 38.9, 33.9, 17.6, 16.8, 13.9

5-Methyl-2,3-hexandion 60

My

60

CAS-Nummer: 54073-36-8

IH.NMR (CDCls): § [ppm]= 2.59 d, J = 6.93 Hz, 2 H,
CHy)

2.30 (s, 3 H, CHs)

2.1-2.2 (m, 1 H, CH)

0.92 (d, J = 6.62 Hz, 6 H, CHs)

IBC.NMR (CDCls): é [ppm]= 199.2, 197.7, 44.3, 24.2, 23.6, 22.5

2-Methyl-4,5-octandion 61
)\/C‘)S‘/\/
o
61
CAS-Nummer: 6485-01-4

1BC.NMR (CDCls): & [ppm]=199.1, 198.1, 43.7, 36.8, 23.2, 21.5, 15.6, 12.6
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4.3.10 Asymmetrische Dihydroxylierung von cis-2-Hepten nach
Sharpless

1.29 g (9.8 mmol) des cis-Olefins und 15.1 g 0-AD-mix in 100 ml
Wasser/tert.-Butanol 1/1 werden 24 h bei 0°C geriihrt. Nach Zugabe einer
Losung aus Natriumdithionit (100 mg) und 20 ml Wasser wird weitere 30
min gerithrt. Man extrahiert dreimal mit je 50 ml Diethylether, trocknet
die organische Phase iiber MgSOs und entfernt das Losungsmittel. Die
Reinigung erfolgt durch Schnellfiltration tiber Kieselgel mit CHCls:EtOAc
3:1 als Laufmittel.

Ausbeute: 1.33 g (8.05 mmol) = 82 % d. Th.

(R,S)-2,3-Heptandiol 62

62

CAS-Nummer: 202831-28-5

ITH.NMR (CDCls): & [ppm]=3.7-3.8 (m, 1 H, CHOH)
3.5-3.6 (m, 1 H, CHOH)
2.21 (breites s, 2 H, OH)
1.2-1.5 (m, 6 H, CH2-CH2-CHz)
1.12 (d, J = 6.27 Hz, 3 H, CH3))
0.89 (s, 3 H, CHs)

IBC.NMR (CDCls): & [ppm]= 74.9, 70.4, 31.5, 28.2, 22.7, 16.5, 14.0
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4.3.11 Asymmetrische Dihydroxylierung von cis-1-

Phenylpropen nach Sharpless

1 eq. des cis-Olefins und 15.1 g B-AD-mix in 100 ml Wasser/tert.-Butanol
1/1 werden 24 h bei 0°C geriithrt. Nach Zugabe einer Loésung aus
Natriumdithionit (100 mg) und 20 ml Wasser wird weitere 30 min geriihrt.
Man extrahiert dreimal mit je 50 ml Diethylether, trocknet die organische
Phase tiber MgSO4 und entfernt das Losungsmittel. Die Reinigung erfolgt
durch Schnellfiltration tiber Kieselgel mit CHCl3:EtOAc 3:1 als Eluens.

Ausbeute: 1.33 g (8.05 mmol) = 82 % d. Th.

(S,R)-1-Phenyl-1,2-propandiol 63

63

CAS-Nummer: 91177-72-9

ITH.NMR (CDCls): 8 [ppm]=7.2-7.4 (m, 5 H, Ar-H)
4.66 (d, J =4.27 Hz, 1H, CHOH)
4.00 (t,J =5.27 Hz, 1 H, CHOH)
2.54 (beites s, 1 H, OH)

2.02 (beites s, 1 H, OH)
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1.06 (d, J =6.53 Hz, 3 H, CH3)

13C.NMR (CDCls): & [ppm]=128.4, 127.8, 126.8, 77.5, 71.3, 17.3

4.3.12 Synthese der 1,4-Diketone nach Stetter

Die 1,4-Diketone wurden ausgehend von den entsprechenden Aldehyden
tiber eine Stetter-Reaktion synthetisiert. Da die Synthesebedingungen in
allen Fallen gleich gewidhlt wurden, wird hier lediglich eine allgemeine
Synthesevorschrift fiir einen 10 mmol Ansatz (bezogen auf Aldehyd)

angegeben.

Allgemeine Synthesevorschrift fiir die 1,4-Diketone

Zu 1 eq. Methylvinylketon, 1 eq. Aldehyd und 0.1 eq.3-Benzyl-5-(2-
hydroxyethyl)-4-methylthiazoliumchlorid werden in einem Dreihalskolben
unter Nz-Athmosphédre 0.6 eq. Triethylamin zugegeben und 8 h bei 50°C
gerithrt. Nach Zugabe von 20 ml 1 %-iger Schwefelsdure wird dreimal mit
Chloroform extrahiert. Die organische Phase wird zweimal mit Wasser und
einmal mit geséattigter Hydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach

Entfernen des Losungsmittels erfolgt die Reinigung tiber Destillation i.

Vak..

R1WZ

O
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64-71

2,5-Heptandion 64

O

Ay

o
64

CAS-Nummer: 1703-51-1

IH.NMR (CDCls): § [ppm]= 2.6-2.7 (m, 4 H, CH2-CHy)
2.43 (q, J = 7.41 Hz, 2 H, CHy)
2.14 (s, 3 H, CHs)
1.01 (t,J = 7.40 Hz, 3 H, CHs)

IBC.NMR (CDCls): é [ppm]= 210.2, 207.5, 37.1, 35.9, 30.1, 8.0

2,5-Octandion 65

W
(@]
65

CAS-Nummer: 3214-41-3

IH.NMR (CDCls): § [ppm]= 2.6-2.7 (m, 4 H, CH2-CHy)
2.40 (q, J = 7.41 Hz, 2 H, CHy)
2.16 (s, 3 H, CHs)
1.58 (m, 2 H, CHy)

0.89 (t,J =7.40 Hz, 3 H, CHs)
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13C.NMR (CDCls): & [ppm]= 209.5, 207.2, 44.6, 36.8, 36.0, 29.8, 17.2, 13.6

2,5-Nonandion 66

W
(@]
66

CAS-Nummer: 25234-82-6

IH.NMR (CDCls): & [ppm]= 2.6-2.7 (m, 4 H, CH,-CHy)
2.43 (q, J = 7.53 Hz, 2 H, CHy)
2.16 (s, 3 H, CHs)
1.54 (m, 2 H, CH,)
1.28 (m, 2 H, CHy)
0.88 (t, J = 7.40 Hz, 3 H, CHas)

13C.NMR (CDCl3): 6 [ppm]= 209.6, 207.3, 42.5, 36.9, 36.0, 29.8, 25.9, 22.3,
13.8

2,5-Decandion 67

)(L/W
(@]
67

CAS-Nummer: 51575-16-7
IH.NMR (CDCl3): 8 [ppm]= 2.6-2.7 (m, 4 H, CH2-CHz)

2.43 (q,J =7.40 Hz, 2 H, CH2)
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2.17 (s, 3 H, CHj)

1.5-1.6 (m, 2 H, CH2)

1.2-1.3 (m, 4 H, CH2-CHz)

0.87 (t,J =7.02 Hz, 3 H, CHs)

13C.NMR (CDCl3): ¢ [ppm]= 209.3, 207.0, 42.45, 36.5, 35.7, 31.0, 29.6,
23.2, 22.1, 13.5

2,5-Undecandion 68

O

)K/Y\/\/\

0]
68

CAS-Nummer: 7018-92-0

IH.NMR (CDCls): & [ppm]= 2.6-2.7 (m, 4 H, CHs-CHy)
2.43 (q, J = 7.41 Hz, 2 H, CH,)
2.14 (s, 3 H, CHas)
1.5-1.6 (m, 2 H, CHy)
1.2-1.3 (m, 6 H, CHy-CH,-CHy)
0.85 (t,J = 7.02 Hz, 3 H, CHs)

13C.NMR (CDCls): é [ppm]= 209.9, 207.5, 43.1, 37.2, 36.3, 31.8, 29.1, 24.1,
22.7,22.1, 14.3

1-Phenyl-1,4-pentandion 69

IR

@)
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69

CAS-Nummer: 583-05-1

'H.NMR (CDCls): 8 [ppm]= 7.94 (m, 2 H, Ar-H)
7.52 (m, 1 H, Ar-H)
7.42 (m, 2 H, Ar-H)
3.24 (t,J = 6.52 Hz, 2 H, CH>)
3.24 (t,J = 6.52 Hz, 2 H, CH»)
2.22 (s, 1 H, CHjy)

13C.NMR (CDCl3): & [ppm]= 207.3, 198.5, 136.6, 133.1, 128.5, 128.0, 37.0,
32.4, 30.0

2-Methyl-3,6-Heptandion 70

288

70

CAS-Nummer: 13901-85-4

IH.NMR (CDCls): & [ppm]= 2.6-2.7 (m, 4 H, CHs-CHy)
2.60-2.65 (m, 1 H, CH)
2.17 (s, 3 H, CHas)
1.09 (t,J = 6.78 Hz, 3 H, CHs)

IBC.NMR (CDCls): é [ppm]= 213.2, 207.3, 40.8, 36.9, 33.8, 29.9, 18.2

7-Methyl-2,5-octandion 71

0]

)K/W
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71

CAS-Nummer: 53626-90-7

IH.NMR (CDCls): & [ppm]= 2.6-2.7 (m, 4 H, CH,-CHy)
2.30-2.35 (m, 2 H, CHy)
2.17 (s, 3 H, CHs)
2.10-2.15 (m, 1 H, CH)
0.89 (t,J = 6.77 Hz, 3 H, CHs)

1BC.NMR (CDCls): é [ppm]= 209.3, 207.0, 42.2, 36.6, 35.7, 29.6, 25.6, 22.0,
13.5
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Abb.

c

°C

C-Quelle
C-Terminus
d

D20

Da

DABCO

d.h.

(DHQ):PHAL

(DHQD):PHAL

DDT

EDTA

ee

eq.

ES

EtOAc

FDH

FID

GC

Angstrom, 10-1° m

Abbildung

Konzentration

Grad Celsius
Kohlenstoffquelle
Carbonsiureterminus

Tag

deuteriertes Wasser

Dalton
1,4-Diazabicyclo-[2,2,2]-octan
das heif3t
Dihydroquininphtalazin
Dihydroquinidinphtalazin
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsdure
enantiomeric excess, Enantiomereniiberschul}
Aquivalent
Enzymsubstratkomplex
Ethylacetat
Formiatdehydrogenase
Flammenionisationsdetektor

Gaschromatographie
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GatDH Galactitoldehydrogenase

GL Gleichung

h Stunde

HIC Hydrophobe Interaktionschromatographie
HPLC High Performance Liquid Chromatographie
IBX o-Iodoxybenzoesiure

Kapp apparente Wechselzahl

Keat Wechselzahl

kDa kiloDalton

Ki Inhibitionskonstante

KP Kaliumphosphat

Kwum Michaelis-Menten-Konstante

M molar

MDR medium-chain-dehydrogenase

mg Milligramm

ml Milliliter

min Minute

mM millimolar

NAD+ Nikotinamidadenindinukleotid (oxidierte Form)
NADH Nikotinamidadenindinukleotid (reduzierte Form)
NADPH Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (reduzierte Form)
NBS N-Bromsuccinimid

n-BuLi n-Butyllithium

NCS N-Chlorsuccinimid

nm Nanometer
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NMR
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pH

ppm

rpm

RT

[S]

SDR

Tab.
TFA
TFAA

Trp

Vmax
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Kernresonanzspektroskopie
Aminoterminus

pH-Wert

parts per million

rotations per minute
Raumtemperatur

Sekunde
Substratkonzentration
short-chain-dehydrogenase
Zeit

Tabelle

Trifluoressigsiure
Trifluoressigsdureanhydrid
Tryptophan
Geschwindigkeit

vor allem

maximale Umsetzungsgeschwindigkeit

zum Beispiel

zum Teil
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