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Zusammenfassung

Die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase ist das Schliisselenzym in der Fermentation von
4-Aminobutyrat zu Acetat, Ammoniak und Butyrat in Clostridium aminobutyricum. Dariiber
hinaus wurde die Dehydratase im 3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyrat Zyklus in
Metallosphaera sedula als Bindeglied des bisher unentdeckten fiinften CO,-Fixierungsweges
nachgewiesen. Dieses aufler Clostridien nun auch in Archaeen entdeckte Enzym ist ein
Homotetramer, in dem jede der 56 kDa Untereinheiten einen [4Fe-4S]-Cluster und einen
FAD-Kofaktor enthédlt. Es katalysiert die ungewohnlich reversible Dehydratisierung von 4-
Hydroxybutyryl-CoA zu Crotonyl-CoA, die die Abstraktion des nicht aktivierten 3-Protons
(pK ca. 40) von 4-Hydroxybutyryl-CoA erfordert. Der postulierte Mechanismus iiber ein
Enoxyradikalintermediat, das zusammen mit Wasserstoffbriickenbindungen zum
Thioestercarbonyl den pK auf 8 absenkt, wurde in EPR-Studien untersucht. Es wurde
substratinduziert bisher eindeutig nur das Flavinsemichinonradikal sowie mdglicherweise ein
[4Fe-4S]"-Cluster-Signal, jedoch kein Substratradikal nachgewiesen. Die Aufklirung der
Kristallstruktur offenbarte groBe strukturelle Ahnlichkeiten zu den Mittelketten-Acyl-CoA-
Dehydrogenasen. Obwohl bisher kein Kokristall mit Substrat vorliegt, kann daraus ein
Substratbindemodell abgeleitet werden. Wie aus der Kristallstruktur hervorgeht, sind die fiir
die Katalyse in Frage kommenden Aminosédurereste His292, Glu455 und Glu257 sowie der
FAD-Kofaktor und der [4Fe-4S]-Cluster im hypothetischen aktiven Zentrum lokalisiert.

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Aufkldrung der Substratstereochemie und Untersuchung
der Interaktion mit den Kofaktoren zur Bestdtigung des Bindemodells. Dafiir wurden
stereoselektiv  isotopenmarkierte  4-Hydroxy[2-"H, Jbutyryl-CoA-Ester ~ausgehend von
3-Benzyloxypropan-1-ol ~ iiber chirale Reduktion mit ALPINE-BORANE™ und
anschliefender Kettenverldngerung synthetisiert. Untersuchungen der Reaktionsprodukte mit
MALDI-TOF-MS zeigten eine Abstraktion des 2Re-Protons. Zusammen mit der zuvor
festgestellten Abstraktion des 3S-Protons kann nun fiir die 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratayse und die Mittelketten-Acyl-CoA-Dehydrogenase dieselbe Stereoselektivitit
bestitigt werden. Die ungewdhnliche Koordinierung mit His292 zeigt, dass das Fel des
Clusters als Lewis-Sédure bei der Abstraktion der Hydroxylgruppe des Substrats, analog zur
Aconitase, wirken konnte. In der vorliegenden Arbeit konnte hierfiir ein Indiz durch
Mossbauerstudien erbracht werden. Weder ENDOR- noch EPR-Studien konnten bisher eine
Cluster-Substratinteraktion oder die postulierten Substratradikalintermediate nachweisen.

Untersuchungen mit UV-Vis-Spektroskopie des im oxidierten Zustand aktivsten Enzyms
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zeigen nach Zugabe verschiedener Substrate ,,.charge-transfer-Phdnomene und einen
unterschiedlich raschen Ubergang zum Semichinonzustand. Die stereoselektive Synthese von
4-Hydroxy[4-"H,?H, Jbutyryl-CoA iiber 4-Oxo[4-"H, |butyrat ausgehend von
Diethylformylsuccinat erlaubte die Untersuchung der Stereoselektivitdt der Eliminierung der
Hydroxylgruppe. Die Analyse der Konfiguration der Methylgruppe des [4-°H,*H,]Crotonyl-
CoA iiber chirale Essigsdure zeigte, dass die Wassereliminierung stereoselektiv mit Retention
ablauft und beziiglich des B-Protons als anti-Eliminierung beschrieben werden kann. Diese

Resultate bestétigen somit das aus der Kristallstruktur abgeleitete Substratbindemodell.
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Summary

4-Hydroxybutyryl-CoA dehydratase is the key enzyme in the fermentation of 4-aminobutyrate
to acetate, ammonia and butyrate in Clostridium aminobutyricum. The dehydratase was also
detected in the 3-hydroxypropionate/4-hydroxybutrate cycle in the archacon Metallosphaera
sedula acting as the missing link in the newly discovered 5™ CO, fixation pathway. The
homotetrameric enzyme consists of 56 kDa subunits each containing one [4Fe-4S]-cluster and
one FAD-cofactor. It catalyses the unusual reversible dehydration of 4-hydroxybutyryl-CoA
to crotonyl-CoA, which requires the abstraction of the unactivated -proton (pK ca. 40) of 4-
hydroxybutyryl-CoA. The postulated mechanism via an enoxyradical intermediate, which
together with hydrogen bonding to the thioester carbonyl lowers the pK to 8, was examined in
EPR-studies. Until now only the semiquinone radical and possibly a [4Fe-4S] -cluster-signal
could be detected but thus far there is no evidence for a substrate radical. The recently solved
crystal structure revealed a great structural similarity to that of the medium chain acyl-CoA
dehydrogenases. As there is no cocrystal with substrate yet, the medium chain acyl-CoA
dehydrogenase was used to devise a substrate binding model for the 4-hydroxybutyryl-CoA
dehydratase. The FAD cofactor, the [4Fe-4S]-cluster and the amino acid residues His292,
Glu455 and Glu257 are located in the putative active site and therefore are possible
catalytically active elements.

The main goal of this work was to solve the substrate stereochemistry and to confirm the
substrate binding model by investigation of cofactor interactions. To this end stereoselectively
labelled 4-hydroxy[2-"H,Jbutyryl-CoAs derived from 3-benzyloxypropan-1-ol via chiral
reduction with ALPINE-BORANE™ and subsequent carbon chain elongation were
synthesised. Analysis of the reaction products with MALDI-TOF-MS showed loss of the 2Re-
proton. Together with the previously determined abstraction of the 3S-proton it could be
demonstrated that the 4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase and the medium chain acyl-CoA
dehydrogenase share the same stereoselectivity. The unusual coordination of Fel of the
cluster with His292 implies an aconitase like function as a Lewis acid in the abstraction of the
substrate’s hydroxyl group. In this work this was supported by the Mdssbauer studies. So far
neither ENDOR nor EPR studies could reveal a substrate-cluster interaction or a substrate
derived radical intermediate. Examination with UV-vis spectroscopy of the enzyme in the
oxidized most active state showed a charge transfer together with conversion to the
semiquinone state at variable rates upon addition of various substrates. The stereoselective

synthesis of 4-hydroxy[4-"H,”H;]butyryl-CoA via 4-oxo[4-’H,Jbutyrate starting from
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diethylformylsuccinate permitted the determination of the stereoselectivity of the elimination
of the hydroxyl group. Analysis of the configuration of the methyl group of
[4-’H,”H,]crotonyl-CoA via chiral acetic acid showed that the elimination of water proceeds
stereoselectively with retention of configuration and can be described as anti-elimination
regarding the B-proton. These results confirm the substrate binding model derived from the

crystal structure.
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1. Einleitung

1.1 Glutamatabbau in der anaeroben Nahrungskette

In der anaeroben Nahrungskette werden natiirliche Polymere wie Peptide und Zucker zu
Methan und CO; abgebaut. Proteine werden dabei von exogenen Proteasen zu Aminoséuren
und Peptiden gespalten, welche von fermentativen Bakterien zu Ammoniak, CO,,
Wasserstoff, Acetat und kurzkettigen Fettsduren abgebaut werden. Acetogene Organismen
nutzen das entstandene CO, und H, zur Synthese von Acetat, wihrend syntrophe Bakterien
die kurzkettigen Fettsduren zu Acetat, CO, und Wasserstoff oxidieren. Letztere Reaktionen
sind nur dann exergon, wenn der Wasserstoffpartialdruck von methanogenen Archaeen durch
die Reduktion von CO, zu Methan auf sehr niedrigem Niveau gehalten wird. Die
vielseitigsten Organismen der anaeroben Nahrungskette sind die fermentativen Bakterien, zu
denen auch die heterogene Ordnung der Clostridiales (Firmicutes, Bacteria phylum XIII)
zahlt. Diese setzt sich, wie 16 StRNS Analysen gezeigt haben, aus 19 Untergruppen
zusammen (Collins et al. 1994). Sie enthdlt sowohl sporenbildende als auch nicht
sporenbildende  anaerobe  Eubakterien und kommt im Boden, Klédrschlamm,
SitiBwassersedimenten sowie im Gastrointestinaltrakt von Sdugetieren vor. Eine Besonderheit
der Clostridien ist die Fermentation von Aminosduren zu Acetat, CO,, H,, NH; und
verschiedenen kurzkettigen Fettsduren. Fiir jede der 20 Aminosduren ist mindestens ein
Abbauweg bekannt (Barker 1961; Barker 1981). Fiir Glutamat wurden sogar flinf
verschiedene Abbauwege beschrieben (Buckel 2001b):

1. Der klassische 3-Methylaspartatweg, der vorwiegend in Bodenbakterien zu finden ist,
wurde zuerst in Clostridium tetanomorphum (Clostridiaceae)(Barker 1978) und fiir
eine Reihe weitere Clostridien (z. B. C. tetani, C. cochlearium, C. lentoputrescens,
C. limosum und C. malenominatum) beschrieben (Buckel und Barker 1974; Buckel
1980a). Hier wird (S)-Glutamat Coenzym-B;, abhingig zu (2535)-3-Methylaspartat
umgelagert, welches weiter zu Ammoniak, Acetat und Pyruvat abgebaut wird.
Letzteres wird nun, begleitet von Wasserstoftbildung, zu Acetyl-CoA decarboxyliert,
welches entweder direkt zu Acetat umgewandelt oder zu Buttersdure reduziert wird.
Pro Mol Glutamat werden dabei iiber Substratstufenphosphorylierung 0,6 Mol ATP
konserviert (Thauer et al. 1977; Buckel und Miller 1987; Hartel und Buckel 1996).

Durch die Umlagerung des Kohlenstoffskeletts im ersten Schritt wird die Eliminierung
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von Ammonium ermdglicht. Wahrend der -Wasserstoff im Glutamat nicht azid ist
(pK ca. 40), steht im 3-Methylaspartat der B-Wasserstoff in a-Position zu einer iiber
H-Briicken und ionischen Wechselwirkungen gebundenen Carboxylgruppe, die die
Aziditit auf ca. pK =8 erhoht. Auch die weiter im Stoffwechselweg beteiligten
Dehydratasereaktionen, Mesaconase und Crotonase, eliminieren zusammen mit der
Hydroxylgruppe ein in a-Position zu einer Carboxylgruppe oder Thioester stehendes

und damit ebenfalls aktiviertes Proton.

Eine Variante des 3-Methylaspartatwegs ergibt sich, wenn Pyruvat zu Oxalacetat
carboxyliert wird und damit eine Disproportionierung zu Acetat, CO, und Propionat
eingeleitet wird. So werden 2 ATP iiber Acetyl-CoA und bis zu 2 x (2/3) ATP {iber
einen Protonengradienten durch Fumaratatmung im Succinatweg mit Propionat als
Endprodukt konserviert (Lancaster et al. 1999). Dieser Stoffwechselweg wurde in
Selenomonas acidaminophila (Nanninga et al. 1987) und in Barkera propionica (J.
Sievers, W. Liesack, W. Buckel, unveroffentlichte Daten) gefunden, welche zur
Familie der Acidaminococcaceae gehoren. Der in der Fumaratatmung vorkommende
Dehydratraseschritt durch Fumarase beinhaltet ebenfalls die Abstraktion eines

aktivierten o-Protons von (S)-Malat.

. Der 2-Hydroxyglutaratweg wird vor allem von Clostridien im Gastrointestinaltrakt
von Saugetieren beschritten. (S)-Glutamat wird dabei oxidativ zu o-Ketoglutarat
deaminert, welches zum namensgebend (R)-2-Hydroxyglutarat reduziert wird. Dieses
wird in mehreren Schritten in Glutaconyl-CoA umgewandelt und zu Crotonyl-CoA
decarboxyliert. Im Weiteren wird Crotonyl-CoA zur Energiegewinnung zu Acetat,
Butyrat und Wasserstoff disproportioniert. Zusétzliche Energie wird hierbei liber einen
elektrochemischen Natriumgradienten gewonnen, der bei der Decarboxylierung von
Glutaconyl-CoA aufgebaut wird (Buckel 2001a). Der Stoffwechselweg wurde in
Acidaminococcus fermentans (Acidaminococcaceae), Clostridium sporosphaeroides,
Clostridium symbiosum, Fusobacterium nucleatum (Fusobacteriaceae) und
Peptostreptococcus asaccharolyticus (Peptostreptococcaceae) gefunden (Buckel und
Barker 1974; Buckel 1980a). Im Gegensatz zu den Dehydrataseschritten im
3-Methylaspartatweg wird bei der reversiblen Syn-Eliminerung von Wasser aus
(R)-2-Hydroxyglutaryl-CoA zu (E)-Glutaconyl-CoA das nicht aktivierte 3-S-Proton in
B-Position relativ zu einem CoA-Ester abgespalten (Buckel 1980b; Schweiger et al.
1987; Hans et al. 2000). Die Initiation der Reaktion der 2-Hydroxyglutaryl-CoA-
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Dehydratase erfolgt durch eine Einelektronen-Reduktion des Substrats. Zur
Aktivierung des Enzyms wird ein zusédtzliches Aktivatorprotein bendtigt, das unter
ATP-Hydrolyse das als Kofaktor in der Katalyse genutzte Elektron
zur Verfiigung stellt.

. Die reichlich vorhandene und vielseitige Aminosdure Glutamat wird von vielen
aeroben und anaeroben Organismen in andere Aminosduren umgewandelt, welche
dann von den Clostridien fermentiert werden. So reagiert z.B. Escherichia coli auf
Sdurestress, indem es Glutamat unter Verbrauch eines Protons zu 4-Aminobutyrat
decarboxyliert (Castanie-Cornet et al. 1999). 4-Aminobutyrat (GABA) wird auch in
eukaryotischen Zellen gebildet und dient als Neurotransmitter (Herdegen 1997). Diese
v-Aminosdure kann z. B. von Clostridium aminobutyricum tiber 4-Hydroxybutyryl-
CoA und Crotonyl-CoA zu Acetat und Butyrat fermentiert werden (Hardman und
Stadtman 1960). Die Enthalpie der Reaktion AG®” = -37 kJ mol™ wurde aus AG®'f
(Thauer et al. 1977) errechnet. Dieses wiederum wurde aus der Energiebilanz (AG®'=
30 kJ mol™) der Decarboxylierung von Glutamat zu 4-Aminobutyrat geschitzt (Buckel
2001a). Bei AG®" = 74 kJ mol” fiir ATP werden also pro Mol 4-Aminobutyrat
0,5 Mol ATP konserviert.

Die Fermentation iiber Decarboxylierung von Glutamat zu 4-Aminobutyrat ist auller
fiir C. aminobutyricum bisher nur fir Clostridium homopropionicum (Dorner und
Schink 1990), Pelobacter acetylenicus (Meckenstock et al. 1999) und Anaerovorax
odorimutans (Matthies et al. 2000) beschrieben worden. In diesen Beispielen werden
zwel Organismen flir den kompletten Reaktionszyklus ausgehend von Glutamat
benoétigt, indem 4-Aminobutyrat von einem anderen Organismus bereitgestellt wird.
Es gibt jedoch einen Bericht, der eine Fermentation von Glutamat iiber 4-
Aminobutyrat in einem Organismus fiir einige Fusobacterium Spezies beschreibt
(Gharbia und Shah 1991), aber eindeutige Belege stehen noch aus. Die 4-
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase katalysiert hierbei die Schliisselreaktion. Ahnlich
der Reaktion der 2-Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratase wird auch hier ein nicht
aktiviertes [-Proton abstrahiert, aber die Reaktionssequenz wird durch eine
Einelektronen-Oxidation des Substrats eingeleitet, wobei FAD und ein [4Fe-4S]-

Cluster als Kofaktoren dienen. AufBlerdem bendtigt das Enzym keinen Aktivator.
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5. Ein weiterer Weg eroffnet sich liber die Reduktion von Glutamat zur osmoprotektiven
Aminosdure Prolin bei der Antwort von Bacillus subtilis auf osmotischen Stress
(Bremer und Kridmer 2000). In der Fermentation nach Stickland wird dieses von
Clostridium sporogenes zu 5-Aminovalerat reduziert (Stickland 1935; Barker 1961).
Diese 0-Aminosdure kann von Clostridium viride iiber 5-Hydroxyvaleryl-CoA und
2-Pentenoyl-CoA zu Ammoniak, Acetat, Propionat und Valerat fermentiert werden
(Buckel et al. 1994). Die Energiebilanz der Reaktion AG®” = -37 kJ mol™ wurde iiber
AG°’f von 5-Aminovalerat und 4-Aminobutyrat unter der Annahme errechnet (Thauer
et al. 1977), dass dieser Wert dem der unsubstituierten Fettsduren entspricht. So
koénnen 0,5 Mol ATP pro Mol 5-Aminovalerat konserviert werden. Insgesamt sind fiir

diesen Abbauweg von Glutamat sogar drei Organismen notig.

+

I
H
"-0oc” \r/KCOO'
H

Coenzyme B,, (5-Glutamat co,
/ | \\/
[ EN
|
NHz" Y OH OH
Coo : ! SCoA
00C” Ny COASY\./\COO W 0
H H H
H @) @)
(25,35)-3-Methylaspartat (R)-2-Hydroxyglutaryl-CoA 4-Hydroxybutyryl-CoA

&» NHg+ l\,» H,O l\—» H,O
COO
o

@)

Mesaconat Glutaconyl-CoA Crotonyl-CoA
| ! !
2x ! :
- — | |
O0C ; co, }» co, Y

- - \./.\ -

""coo oo™ " €00
Butyrat
C. tetani C. symbiosum C. aminobutyricunvE. coli

Abbildung 1. Gegeniiberstellung der Schliisselreaktionen der Fermentation von Glutamat
iiber Methylaspartat, Hydroxyglutarat und 4-Aminobutyrat (Wolfgang Buckel, Philipps-
Universitidt Marburg, personliche Mitteilung)
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Wihrend fiir den 3-Methylaspartatweg Bj;-abhingige Umlagerungen des Kohlenstoffgeriists
erforderlich sind, wird die Herkunft der Kohlenstoffatome des Butyrats fiir den
2-Hydroxyglutarat und den 4-Aminobutyratweg nur tiber den Zeitpunkt des
Decarboxylierungsschritts bestimmt (Abbildung 1). Im Unterschied zum
3-Methylaspartatweg laufen die Schliisselreaktionen des 2-Hydroxyglutaratwegs und des
4-Aminobutyratwegs auf CoA-Ester-Ebene ab. Beide bendtigen als Schliisselenzym eine
Dehydratase, die ein ungeséttigtes Produkt erzeugt. Dieses wird zur Energiekonservierung zu
Acetat oxidiert und zu Butyrat reduziert (Buckel 2001b). Beide Dehydratasen abstrahieren ein
nicht aktiviertes P-Proton iiber einen radikalischen Mechanismus, jedoch leitet die
2-Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratase die Katalyse iliber eine Einelektronen-Reduktion des
Substrats ein und benotigt ein Aktivatorprotein, welches ein Elektron auf das Enzym iibertragt
(fiir einen aktuellen Ubersichtsartikel siche (Buckel und Golding 1999; Buckel und Golding
2006). Die initiale Oxidation des Substrats durch die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

benoétigt keine Aktivierung von aullen.

1.2 Dehydratasen im anaeroben Stoffwechsel

Von den etwa 100 in der Enzymnomenklaturdatenbank (EC 4.2.1.-) gelisteten Dehydratasen
(Hydro-Lyasen) katalysieren die meisten die Eliminierung von Wasser aus
B-Hydroxyketonen, [-Hydroxycarbonsduren und [-Hydroxyacyl-CoA-Derivaten. Die
a-Protonen sind hierbei durch die benachbarten Carbonylfunktionen aktiviert. Im Krebs-
Zyklus zum Beispiel wird Zitrat zu (Z)-Aconitat dehydratisiert und anschlieBend zu
(2R 39)-Isocitrat hydratisiert. Fumarat wird anschlieBend zu (S)-Malat hydratisiert. In der
Glycolyse katalysiert die Enolase die Dehydratisierung von (S)-2-Phosphoglycerat zu
Phosphoenolpyruvat. Alle diese reversiblen Dehydratisierungen von freien Séduren sind
stereoselektiv fiir eine anti-Eliminierung der Hydroxylgruppe (Creighton und Murthy 1990).
Eine Ausnahme hiervon bildet die Reaktion von (2S3S)-Methylcitrat zu (Z)-2-Methylaconitat
im Methylcitratzyklus, iiber den Propionat zu Pyruvat oxidiert wird (Brock et al. 2002), die

iiber eine syn-Eliminierung verlduft.

Ein weiterer Dehydratasetyp kommt im Stoffwechsel von Zuckerséduren und der Biosynthese
von verzweigten Aminosduren vor. 2,3-Dihydroxysubstrate werden hierbei zunéchst zu

o,B-ungesittigten 2-Hydroxysduren umgewandelt. Die Stereoselektivitit dieser Reaktionen
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lasst sich aufgrund der sich anschlieBenden Tautomerisierung zu 2-Oxosduren nur iiber die
Kristallstruktur der Enzyme aufkldren. So katalysiert die Glucarat-Dehydratase von
Pseudomonas putida abhingig vom Substrat entweder eine Syn- oder eine anti-Eliminierung
von Wasser (Palmer et al. 1998). In gleicher Weise werden die 3-Hydroxysduren Serin und
Threonin zu den entsprechenden Enaminosiduren umgewandelt und schlieBlich zu Pyruvat
hydrolysiert. Diese 2,3-Dihydroxysdure-Dehydratasen und die bakteriellen L-Serin-
Dehydratasen aktivieren dabei die Hydroxylgruppe iiber ein Eisen-Schwefel-Zentrum,
wihrend die eukaryotischen L-Serin-Dehydratasen und alle L-Threonin-Dehydratasen den
pK-Wert des a-Protons durch die Bildung einer Schiff'schen Base zwischen der Aminogruppe

und Pyridoxal-5'-phosphat senken (Hofmeister et al. 1993).

Die in der Fettsdurebiosynthese und B-Oxidation beteiligten Dehydratasen katalysieren
vorwiegend Syn-Eliminierungen von Thioestern (CoA-Estern oder Acyl-Trager-Proteinen)
einfacher B-Hydroxyfettsduren (Willadsen und Eggerer 1975). Ein weiteres Beispiel fiir eine
syn-Eliminierung  sind  Dehydratisierungen  von  p-Hydroxyketonen = mit  der
3-Dehydrochinasdure-Dehydratase aus E. coli (Hanson und Rose 1963). Die einzige bekannte
Ausnahme fiir Dehydratasen dieses Typs ist die anti-Eliminierung von Wasser aus
3-Dehydrochinasdure zu 3-Dehydroshikimat einer in Pilzen entdeckten Dehydratase (Harris et
al. 1993).

In den meisten Féllen scheint der pK-Wert des zu entfernenden Protons die Stereoselektivitét
festzulegen. B-Hydroxyketone und B-Hydroxyacyl-CoA Substrate mit einem pK-Wert von
circa 21 (Amyes und Richard 1992) fithren zu syn-Eliminierung, wéhrend B-Hydroxysduren
mit einem pK-Wert von ca. 30 schrittweise iiber anti-Eliminierung umgesetzt werden

(Creighton und Murthy 1990).

Die bisher aufgezdhlten Dehydratasen senken die pK-Werte ihrer Substrate durch Salzbriicken
zwischen Argininresten oder Magnesiumionen, welche an Carboxylatsubstrate binden, oder
tiber Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Amiden des Peptidriickgrats an die
Carbonylfunktionen von Thioestersubstraten. Die pK-Werte der o-Protonen werden dadurch
auf ca. 7-8 in den Bereich der Basenstirke von Histidin- oder Carboxylatseitenketten
abgesenkt (Engst et al. 1999; Bahnson et al. 2002; Smith et al. 2003a; Smith et al. 2003b).

Bei der Fermentation von Aminosduren in anaeroben Bakterien macht jedoch die
Dehydratisierung von a-, y- und &-Hydroxylgruppen die Entfernung von Protonen

erforderlich, die nicht durch die Nachbarschaft zu Carbonylfunktionen aktiviert werden
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konnen und initiale pK-Werte von ca. 40 aufweisen. Es wurde flir diese Dehydratisierungen
ein Mechanismus iiber Enoxy- Ketyl- und Dienoxyradikalintermediate vorgeschlagen, welche

eine Aktivierung des Substrats ermdglichen (Buckel und Golding 1999).

Fir die Dehydratation von 2-Hydroxyacyl-CoA-Estern wurde ein Mechanismus
vorgeschlagen, in dem eine Einelektronen-Reduktion des elektrophilen Thioestersubstrats zu
einem nukleophilen Ketylradikal (eine sogenannte Umpolung) erfolgt (Buckel und Keese
1995b; Buckel und Keese 1995a; Buckel und Golding 1999). Die Eliminierung der
Hydroxylgruppe erzeugt ein Enoxyradikal, das zum allylischen Produkt-Ketylradikal
deprotoniert wird (Smith et al. 2003a; Smith et al. 2003b). Die Oxidation des Produktradikals
zum Enoyl-CoA-Produkt durch das Enzym und die Weitergabe an das néchste
Substratmolekiihl schliet den katalytischen Zyklus ab (Miiller und Buckel 1995). Die sieben
bisher charakterisierten Dehydratasen dieser Gruppe bendtigen zur Aktivierung ein
zusitzliches Aktivatorprotein [fiir einen aktuellen Ubersichtsartikel siche (Buckel et al. 2005;
Kim et al. 2008)]. Diese Aktivatoren reduzieren durch Einelektroneniibertragung von ihren
Fe-S-Clustern die Fe-S-Zentren der Dehydratasen. Die Hydrolyse von 2 ATP pro Elektron
senkt dabei das Redoxpotential des [4Fe-4S]-Clusters der Aktivatoren von ca. -300 auf
wahrscheinlich -900 mV und ermoéglicht so erst die Reduktion der Dehydratasen. Analog zu
der Aktivierung bei Nitrogenasen erfolgt in den Aktivatoren der Dehydratasen eine
Konformationsédnderung des Winkels einer Helix-Cluster-Helix Architektur, die an die
Entspannung einer Bogensehne erinnert, weshalb die Aktivatoren als Archerasen bezeichnet
wurden (Buckel 2003). Der vorgeschlagene Mechanismus konnte inzwischen iiber den
Nachweis von auf Kohlenstoff basierten organischen Radikalen mittels EPR-Spektroskopie
bestdtigt werden. Hierbei konnte das mesomeriestabilisierte allylische Produkt-Ketylradikal in
der Reaktion der 2-Hydroxyisocaproyl-Dehydratase zu 2-Isocaprenoyl-CoA aus Clostridium.
difficile nachgewiesen werden (Kim et al. 2004; Kim et al. 2008).
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1.3 Funktionen und Vorkommen der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

Die reversible Dehydratisierung von 4-Hydroxybutyryl-CoA zu Crotonyl-CoA durch die 4-
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase erfordert ebenfalls die Abstrahierung eines nicht
aktivierten Protons des Substrats (pK ca. 40). Dieses Enzym wurde erstmals aus
C. aminobutyricum gereinigt. Dieser strikt anaerob lebende sporenbildende Organismus
wurde aus Sumpfschlamm in North Carolina isoliert (Hardman und Stadtman 1960). Die
Fermentation von 4-Aminobutyrat durch C. aminobutyricum wurde bereits 1963 aufgeklart
(Hardman und Stadtman 1963) und durch Identifizierung des Schliisselenzyms
4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase bestitigt (Willadsen und Buckel 1990). 4-Aminobutyrat
wird zundchst mit 2-Oxoglutarat zu Glutamat und Succinatsemialdehyd transaminiert. Dieser
wird dann zu 4-Hydroxybutyrat reduziert und mit Acetyl-CoA oder Butyryl-CoA als Donor
auf Coenzym A iibertragen. Das gebildete 4-Hydroxybutyryl-CoA wird nun zu Crotonyl-CoA
dehydratisiert. Die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase Kkatalysiert interessanterweise
ebenfalls die A%,A’-Isomerisierung von Vinylacetyl-CoA zu Crotonyl-CoA (Abbildung 2),
was die Einschleusung von Vinylacetat in den Stoffwechselweg ermdglicht (Scherf und
Buckel 1993).

Im reduktiven Teil des Stoffwechselweges wird Crotonyl-CoA zu Butyryl-CoA reduziert und
dann als CoA-Donor genutzt. Im oxidativen Teil wird Crotonyl-CoA iiber B-Oxidation zu
Acetyl-CoA umgewandelt und ATP iiber Substratstufenphosphorylierung konserviert (Scherf
und Buckel 1991; Gerhardt et al. 2000; Buckel 2001b). Eine weitere Moglichkeit zur
Fermentation iiber 4-Hydroxybutyryl-CoA in C. Kluyveri ist die Succinatreduktion. Hierbei
wird zundchst Succinat zu Succinyl-CoA aktiviert und danach zu Succinatsemialdehyd
reduziert (Abbildung 2), welches dann wie oben weiter zu Butyrat reduziert wird (Scherf et al.

1994).
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Abbildung 2. Reduktiver Teil der Fermentationen von 4-Aminobutyrat in C. aminobutyricum
und Succinat in C. Kluyveri zu Butyrat, Acetat und Ammoniak. Unten ist die Einschleusung
von Vinylacetat in den Stoffwechsel angefiihrt (Gerhardt et al. 2000).

Aktuelle Erkenntnisse zeigen, dass die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase auch in der
autotrophen CO»-Fixierung von Archaeen (oder Archaebakterien) vorkommt (Berg et al.
2007). Im 3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyrat Zyklus in Metallosphaera sedula wurde
gezeigt, dass Acetyl-CoA iiber Malonyl-CoA zu Propionyl-CoA reduziert und weiter zu
Methylmalonyl-CoA carboxyliert wird. Dieses wird zu Succinyl-CoA isomerisiert und analog
zum Stoffwechselweg in C. Kluyveri (Scherf et al. 1994) iiber 4-Hydroxybutyryl-CoA und
Crotonyl-CoA mit anschlieBender B-Oxidation zu Acetoacetyl-CoA zu zwei Acetyl-CoA
gespalten. Somit stellt die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase das fehlende Bindeglied im
fiinften bisher unentdeckten Weg der CO,-Fixierung dar (Berg et al. 2007; Thauer 2007).
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1.4 Aufbau, Struktur und Kinetik der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

Das Enzym ist ein Homotetramer (4 x 54 kDa) mit einem FAD und einem [4Fe-4S]*"-Cluster
pro Untereinheit (Miih et al. 1997). Die kinetischen Daten mit unmarkiertem Substrat (K, =
22 + 1 pM; Vi/Km 034 s'uM™) zeigen im Vergleich zu denen mit 4-Hydroxy[2-
*H,]butyryl-CoA (Kp 27 £ 1 uM; Viax/Kin 0,17 s'uM™) und 4-Hydroxy[3->H,]butyryl-CoA
(Km 20 £ 1 pM; Vima/Km 0,27 s'uM™) einen leichten Isotopeneffekt fiir C2 D 2,00 +
0,07) und C3 (D) 1,26 + 0,17)(Cinkaya 1996). Diese Resultate weisen auf eine
Abstraktion eines Protons an C2 als initialem Schritt der Katalyse hin (Cinkaya 1996).

Die Kristallstruktur zeigt eine D, Symmetrie des Homotetramers bei einer Grof3e von 92 x 91
x 85 A (Martins et al. 2004). Zwei katalytisch aktive Dimere mit je zwei aktiven Zentren
docken iiber C-terminale o-Helices am Partner-Dimer an. Die N-terminalen (Met-1 bis
Leul43) und C-terminalen (Glu277 bis Lys490) Dominen sind iiberwiegend «-helical,
wiéhrend die mittlere Doméne (Ile144 bis GIn276) vorwiegend B-Faltblattstrukturen aufweist.
Eine sehr dhnliche Faltung findet sich auch in den Mittelketten-Acyl-CoA-Dehydrogenasen
(MCAD, z.B. Butyryl-CoA-Dehydrogenase aus Sus scrofa)(Kim und Wu 1988), obwohl die

Aminosdurensequenzen nur zu 16 % tibereinstimmen.

Aufgrund bisheriger Mossbauer-Spektroskopie-Untersuchungen (Miih et al. 1997) wurde eine
symmetrische Koordination des [4Fe-4S]*"-Clusters angenommen. Die Aminosiuresequenz
und die Kristallstruktur zeigen jedoch, dass eine Koordinierung von einem Histidin (His292,
C-terminale Domine) und drei Cysteinen (Cys 99, 103 der N-terminalen Doméine; Cys299 der
C-terminalen Doméne) besteht (Martins et al. 2004). Der Cluster liegt am Boden eines engen
Substratbindekanals, der aus Aminosduren beider Monomere des katalytischen Dimers und
Teilen des Adenosin- und Isoalloxazinrings des FADs gebildet wird. Der Isoalloxazinring
liegt dabei am Schnittpunkt der drei Domédnen des Monomers, wiahrend der Adenosinrest an
der Bindestelle des Dimers lokalisiert ist. FAD wird dabei von den mittleren und
C-terminalen Dominen eines Monomers und der C-terminalen Doméne des benachbarten
Monomers gebunden. Der Cluster liegt am Boden des aktiven Zentrums, 7 A (Fel des
Clusters bis N5 des FADs) von der Re-Seite des Isoalloxazinringes entfernt. Die Entfernung
der Eisenatome des Cluster zu ihren koordinierenden Thiolaten und Sulfiden liegt in dem fiir
[2Fe-2S], [3Fe-4S] und [4Fe-4S]-Cluster typischen Bereich von 2,3 bis 2,4 A (Martins et al.

2004). Es sind mehrere Clustertypen bekannt, die teilweise von Histidinresten koordiniert
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werden, z.B. Rieske-Proteine (Link 1997), die einen [2Fe-2S]-Cluster mit zwei Histidin- und
zwei Cystein-Liganden haben oder [NiFe]-Hydrogenasen (Volbeda et al. 1995), in denen der
distale [4Fe-4S]-Cluster von drei Cysteinen und einem Histidin koordiniert wird. Hier wird
das Fel Atom vom Nol1 Atom des Histidins koordiniert. Das Fel Atom des Clusters der 4-

Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase wird jedoch vom Ne2 des His292 koordiniert.

Eine #hnliche Koordinierung ist bisher nur fiir die [FeFe]Hydrogenase aus Clostridium
pasteurianum (Peters et al. 1998), das Hybrid-Cluster-Protein (Cooper et al. 2000) und die
nickelhaltigen Kohlenmonoxyd-Dehydrogenasen (Dobbek et al. 2001; Drennan et al. 2001;
Doukov et al. 2002; Darnault et al. 2003) beschrieben worden. Fiir diese Proteine wurden
Ne2-Fel Bindungslingen von 1,9 bis 2,1 A gezeigt. Fiir die 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase jedoch liegt die durchschnittliche Bindungslinge bei 2,4 A (Martins et al. 2004).

Die hohe strukturelle Ahnlichkeit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase mit der Butyryl-
CoA-Dehydrogenase erstreckt sich auf die Flavinbindestelle, die allgemeine strukturelle
Anordnung von a-Helices und B-Faltblattern in den Doménen der Monomere, die Lage der

Substratbindestelle und einige konservierte Aminosédurereste (Glu 455) im aktiven Zentrum.

1.5 Mechanistische Modelle

1.5.1 Zwei Mechanismen der Butyryl-CoA-Dehydrogenase: iiber Hydridtransfer
oder iiber ein Biradikal zwischen Substrat und FAD-Kofaktor

Die katalytischen Reaktionen der Butyryl-CoA-Dehydrogenase und der 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydratase erfordern jeweils die Abstraktion eines unaktivierten Wasserstoffs in 3-
Position. Der allgemein fiir die a,B-Dehydrogenasen akzeptierte Mechanismus erfordert die
Auflésung von zwei kinetisch stabilen C-H Bindungen (Ghisla und Thorpe 2004). Hierbei
wird das a-Proton (pK =21) durch H-Briickenbindungen von Aminosédureresten des Enzyms
mit dem Thioestercarbonyl aktiviert (pK ca. 8). Die Abstraktion des a-Protons durch einen
konservierten Glutamatrest ist mit der Ubertragung eines Hydrids von der B-Position auf den
im oxidierten Zustand vorliegenden FAD-Kofaktor gekoppelt (Abbildung 3). Die Reaktion ist
stereoselektiv fiir die 2Re- und 3Re-Wasserstoffatome des Substrats (Biellmann und Hirth
1970a; Biellmann und Hirth 1970b; La Roche et al. 1971; Kawaguchi et al. 1980). Die
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Aufklarung der Kristallstruktur konnte zeigen, dass die a- und B-Wasserstoffatome die fiir
eine antiperiplanare Reaktion bendtigten Positionen einnehmen (Kim et al. 1993). Hierbei sei
angemerkt, dass das 3S-Wasserstoffatom in 4-Hydroxybutyryl-CoA dem 3Re-
Wasserstoffatom in Butyryl-CoA entspricht.
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Abbildung 3. Dehydrogenasemechanismus iiber Hydridtransfer zum oxidierten Flavin
(Ghisla und Thorpe 2004)

Ein alternativer Mechanismus {iber Deprotonierung eines Enoxyradikals wurde von J. W.
Cornforth vorgeschlagen und 44 Jahre spéter theoretisch validiert (Cornforth 1959; Smith et
al. 2003a; Smith et al. 2003b). Friihere spektroskopische Untersuchungen (Beinert und Page
1957) und frithere Referenzen darin) ergaben Hinweise auf die Existenz eines
Flavinsemichinonradikals. Somit ergibt sich fiir einen radikalischen Mechanismus folgende
Sequenz (Abbildung 4 A): Zuerst erfolgt die basenkatalysierte Enolisierung des Thioesters
(a). Dieser tiibertrdgt nun ein Elektron auf das Flavin (b), wodurch ein im Enzym unter
kontrollierten Bedingungen gebundenes Substratradikal entsteht. Durch die Abstraktion des 3-
Protons geht dieses in das mesomeriestabilisierte Ketylradikal iiber (c). Die Abstraktion
dieses Protons wird durch die Tatsache erleichtert, dass die vorherige Ubertragung eines
Elektrons vom Substrat auf das Flavin (b) dieses in das azide Enoxyradikal tiberfiihrt hat
(Smith et al. 2003a; Smith et al. 2003b). Dieser Prozess kann zyklisch beschrieben werden,
indem die Oxidation des Enolats einen Elektroneniiberschuss erzeugt, der genutzt wird, die
Basenstirke des Flavins zu erhdhen damit das B-Proton abstrahiert werden kann. Das dabei

auftretende Biradikal wird in Abbildung 4 B dargestellt.
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Abbildung 4. (A) Reaktionssequenz der Dehydrogenasen iiber (B) Biradikal zwischen
Substratketyl und Flavinsemichinon (Cornforth 1959)

Ein Hinweis darauf, dass fiir die Dehydrogenasen ein Hydridtransfermechanismus zutrifft,
wurde durch Austausch des Flavinkofaktors durch Deazaflavin erbracht (Ghisla et al. 1984).
Dieses ist nicht in der Lage, einzelne Elektronen zu iibertragen und tauscht in der reduzierten
Form am C5 keine Protonen mit dem Losungsmittel aus (Manstein et al. 1986; Manstein et al.
1988). 5-Deaza-FADH, ist in der Lage, sein C5-Hydrid auf das Enoyl-CoA-Substrat zu
tibertragen. Die Rate der Reaktion entspricht dabei der des natiirlichen Enzyms mit FAD
(Ghisla et al. 1984).

1.5.2 Zwei Mechanismen der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase: iiber ein
Ketylradikal oder mit Hydridtransfer iiber 4-Hydroxycrotonyl-CoA

Aus der Tatsache, dass 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase zur vollen Aktivitdt oxidiertes
Flavin benotigt (Scherf und Buckel 1993) und dass iiber [4Fe-4S]-Zentren die Moglichkeit
zur Polarisierung einer Hydroxylgruppe besteht (Beinert und Kennedy 1989), resultierte ein
an den der Dehydrogenasen angelehnter nicht radikalischer Mechanismusvorschlag (Scherf
und Buckel 1993). Hierbei wiirde 4-Hydroxybutyryl-CoA zunédchst analog zum Mechanismus
der Dehydrogenasen mittels FAD in oxidierter Form zu 4-Hydroxycrotonyl-CoA oxidiert.
Danach wiirde sich ein nukleophiler Angriff eines Hydridanions auf das a-Kohlenstoffatom
des 4-Hydroxycrotonyl-CoAs ausgehend vom jetzt reduzierten FAD iiber eine SN2'
(Nukleophile Substitution mit Umlagerung von Doppelbindungen) Reaktion anschlieBen
(Magid 1980). FAD wiére nun fiir den nidchsten Zyklus reoxidiert und Vinylacetyl-CoA wiirde
iber die A’A’-Isomeraseaktivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase zum Produkt
Crotonyl-CoA isomerisiert (Abbildung 5).
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Abbildung 5. Hydridtransfer-Mechanismus der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (Scherf
und Buckel 1993)

Es konnte gezeigt werden, dass die die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase ein
Flavinsemiquinonradikal stabilisieren kann, dessen Spinkonzentration bei Substratzugabe
zunimmt (Cinkaya 2002; Buckel und Golding 2006). Analog zu dem von Cornforth
vorgeschlagenen radikalischen Mechanismus fiir Dehydrogenasen wurde von Buckel et al. ein
radikalischer Mechanismus fiir die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase postuliert (Miih et al.
1997; Buckel und Golding 1999). Erginzt wurde dieser durch die Modellierung des Substrats
in die Kristallstruktur (Martins et al. 2004), die von einer Fixierung des Substrats am
Thioestercarbonyl iiber H-Briickenbindungen mit der Ala460 N-H-Gruppe und der
2'-Hydroxylgruppe des Flavins ausgeht.

Hierbei wird analog zu Cornforth zunéchst das aktivierte a-Proton, dessen pK durch die Néhe
zu einem koordinierten Thioesterkarbonyl (Engst et al. 1999; Smith et al. 2003a; Smith et al.
2003b) auf ca. 8 gesenkt wurde, durch His292 abstrahiert. Diese Reaktion fiihrt ebenso wie im

Mechanismus {iber Hydridtransfer angenommen zum Enolat des Substrats. Nun kann eine
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Einelektronen-Ubertragung zum Flavin erfolgen, welches so vom Benzochinon zum
Semichinonradikal reduziert wird (Abbildung 6). Das zuvor unaktivierte -Proton (pK ca. 40)
wird im daraus resultierenden Enoxy-Substratradikal nun auf pK 14 aktiviert (Smith et al.
2003a; Smith et al. 2003b). Durch zwei H-Briicken des Thioestercarbonyls (Ala-460-
Riickgrad und 2'-Hydroxylgruppe des Flavins) wird der pK vermutlich weiter auf ca. 8
abgesenkt. Der Transfer eines B-Protons vom Substrat zum Flavin wandelt dieses in das
neutrale Semiquinon um. Das daraus gebildete Ketylradikal-Substratintermediat kann nun die
durch den [4Fe-4S]-Cluster polarisierte Hydroxylgruppe abspalten, wodurch ein Dienoxy-
Substratradikal entsteht. Ein Proton wird hierbei vom Flavin wieder abgegeben und Wasser
gebildet, woraus das Flavinsemichinonradikal-Anion regeneriert wird. Dieses reduziert das
Substrat nun zum Dienolat und wird zum Flavinbenzochinon reoxidiert. Die y-Protonierung

des Dienolats ergibt Crotonyl-CoA, welches vom Enzym abgeldst wird (Abbildung 6).
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Abbildung 6. Radikalischer Mechanismus iiber Einelektronen- und Protonen-Transfer
(Buckel und Golding 2006)
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1.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Bestitigung des aus der Kristallstruktur postulierten
Substratbindemodells. Dieses soll durch die vollstindige Aufkliarung der Stereospezifitit der
4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratse erreicht werden. Dazu werden organische Synthesen als
Weg genutzt, um die fehlende Kokristallisation der Dehydratase mit Substraten zu ersetzen.
Zusétzlich soll die Untersuchung der Rolle der Kofaktoren weitere Hinweise auf den bisher

angenommenen Mechanismus liefern.

1.6.1 Stereoselektivitat an C2

Eine Syntheseweg zu stereospezifisch markiertem enantiomerenreinem (R)- und
(9-4-Hydroxy[*H,Jbutyryl-CoA soll entwickelt werden. Diese Substrate sollen zur
Aufklarung der Stereospezifitit 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase bei der als initialen

Schritt angenommenen Abstraktion des a-Protons dienen.

Mittels stereospezifisch markiertem [*H,]Butyryl-CoA soll eine eventuelle Butyryl-CoA-
Dehydrogenaseaktivitidt der Dehydratase nachgewiesen werden und sofern vorhanden deren

Stereoselektivitdt mit der der Butyryl-CoA-Dehydrogenase verglichen werden.

1.6.2 Interaktion mit verschiedenen Substraten

Die schon bekannte Stereoselektivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase fiir das
3S-Proton (Naser 2004) weist zusammen mit der Kristallstruktur (Martins et al. 2004) auf
eine Interaktion des Substrats mit dem Flavinkofaktor hin. Diese Interaktion des Flavins mit
dem Substrat wihrend der Katalyse soll durch UV-Vis- und EPR-Spektroskopie mit

verschiedenen Substraten ndher untersucht werden.

Die postulierte Interaktion der Hydroxylgruppe des Substrats mit dem [4Fe-4S]*"-Cluster soll
durch Mgssbauer- und ENDOR-Spektroskopie nachgewiesen werden.
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1.6.3 Stereochemie an C4

Zur Untersuchung der Stereospezifitit der Abspaltung der Hydroxylgruppe und der
anschlieenden Reprotonierung zu Crotonyl-CoA soll ein Verfahren zur Synthese von

(R)- und (S4—Hydr0xy[4—3H, 4—2H1]Butyryl—CoA entwickelt werden.

Sollte die Reaktion am C4 stereoselektiv sein, so wire dies einen Hinweis auf eine
Einschrinkung der freien Drehbarkeit wihrend der Katalyse. Neben der Koordination der
Hydroxylgruppe durch den [4Fe-4S]**-Cluster wire dies ein Hinweis auf das postulierte

planare Dienolatintermediat.

Zusammen mit kristallographischen Daten soll iiber die Analyse der chiralen Methylgruppe
von Crotonyl-CoA gezeigt werden, von welcher Seite die finale Protonierung erfolgt, und
somit einen Hinweis auf die dafiir infrage kommenden Basen im aktiven Zentrum geliefert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Organismen

Clostridium aminobutyricum (Clostridium spec., DSM 2634) wurde von der deutschen
Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen. Die
verwendeten Escherichia coli DH5o und BI21 wurden von Eppendorf (Vertrieb GmbH,
Deutschland)(DH5a) und Stratagene (La Jolla, Californien, USA; BI21-CodonPlus(DE3)-RIL

Stamm) bezogen.

2.2 Expressionskonstrukte

Die Plasmide zur Produktion der Malat-Synthase aus E. coli wurden von der Arbeitsgruppe
Prof. S. James Remington (Institute of Molecular Biology and Departments of Chemistry and
Physics, University of Oregon, Eugene, Oregon 97403) zur Verfiigung gestellt (Howard et al.
2000).

2.3 Medien fiir Anzucht von Organismen

2.3.1 Anzucht von Clostridium aminobutyricum mit Selektivmedium

Das hier verwendete Medium fiir die Anzucht von C. aminobutyricum nach (Hardman 1962)
wurde nach (Willadsen und Buckel 1990) modifiziert.

Je 50 ml Medium wurde in 120 ml Serumflaschen abgefiillt und luftdicht verschlossen.
Anaerobisieren des Mediums erfolgte durch Erhitzen (95 °C, 15 Minuten) im Wasserbad,
Entgasen bei reduziertem Druck (30 mm Hg) bis zum Abkiihlen und anschlieBendem
dreimaligem Gasphasenwechsel mit Stickstoff. Danach wurde mit Stickstoff ein Uberdruck
(30 kPa) angelegt und autoklaviert (121 °C, 30 Minuten, 100 kPa Uberdruck). Resazurin

diente zur Kontrolle als Sauerstoffindikator.

Fiir die Stammbhaltung wurde 10 prozentig angeimpft und fiir 12 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Die Kulturen konnten danach 4-6 Wochen bei 4 °C gelagert werden.
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Fiir 500 ml: Konzentrationen im Medium:
KH,PO4 0,65¢g 50 mM Kaliumphosphatpuffer insgesamt
KQHPO4 3,55 g

NaHCO; 1,00 g 24 mM

Hefe-Extrakt 1,50 g 3 mg/ ml

Y-Aminobutyrat 5,00 g 97 mM

MgCl, x 6H,0 0,10 g

FeCl; x 6H,0 0,005 g

CaCl, x 2H,0 0,005 g

MnSO4 x H,O 0,5 mg

Na,MoO4 x 2H,0 0,5 mg

Cysteinhydrochlorid x H,O 0,25¢g

Na28204 0,175 g

Resazurin (Na-Salz) 0,2% 200 pl

Die Feuchtzellen fiir die Enzymreinigungen wurden im 100 Liter Fermenter gezogen. Hierfiir
wurde das Medium direkt im Fermenter autoklaviert und durch Begasen mit Stickstoff
anaerobisiert. Als Vorkultur diente 10 Liter stationdre Kultur, die einen Tag zuvor angeimpft

worden war.

2.3.2 LB-Medium

LB-Medium wurde fiir die Kultivierung von E. coli verwendet. Eventuelle Zusitze sind in den

entsprechenden Abschnitten vermerkt.

Medium fiir 1 1:

10 g Trypton

2,5 g Hefeextrakt
2,5 g NaCl

0,5 g Glucose

Fiir LB-Agar zusitzlich 20 g Agar pro Liter Medium zugeben. Das Medium wurde vor

Gerbrauch autoklaviert.
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2.4 Allgemeine biochemische Analysen

2.4.1 Eisenbestimmung mit Ferene

Zur Eisenbestimmung von Proteinldsungen muss dieses zunichst durch Behandlung mit
Salzsdure aus Komplexen mit dem Protein geldst werden. Uberschiissige Siure wird nun mit
Ammoniumacetat neutralisiert und Fe’™ mit Ascorbinsdure zu Fe*" reduziert. Danach wird
praezipitiertes Protein durch Natriumdodecylsulfatlosung (SDS-Losung) komplexiert. Nun
kann durch Zugabe eines Eisenchelators (Ferene: 3-(2-Pyridyl)-5,6-bis(5-sulfo-2-furyl)-1,2,4-
triazin, Dinatriumsalz Trihydrat) die Bildung eines blauen Komplexes bestimmt werden. Als
Eisenstandard wurde eine frisch angesetzte Losung von Mohrschem Salz ((NHy),Fe(SO4), x 6
H,0; 0,2 mM, 8,0 mg /1) 2 mM Dithiothreitol und I M Ammoniumsulfat verwendet.

Drei unbekannte Proben (5, 10, und 20 pl), zwei Blindproben und vier Eisenstandardproben
(10, 25, 50, 100 pl, entsprechend je 2-20 nmol Eisen) wurden auf 100 pl mit Wasser
verdiinnt. Nach Zugabe von 100 pl Salzsdure (1 % w/v) wurden die Proben leicht geschiittelt.
Nun wurden die Proben erhitzt (80 °C, 10 Minuten) und wieder auf Raumtemperatur
abgekiihlt (10 Minuten). Zu jeder Probe wurden nun nacheinander 500 pl
Ammoniumacetatlosung (7,5 % w/v), 100 pl Ascorbinsdure (4 % w/v, frisch ansetzen), 100 ul
SDS-Losung (2,5 % w/v) und zuletzt 100 pl Eisenchelator (1,5 % w/v) auf 1 ml Endvolumen
zugegeben und nach jeder Zugabe gut gemischt. Die Proben wurden nun zentrifugiert
(Tischzentrifuge von Eppendorf, 13000 Upm, 5 Minuten) und der Uberstand bei 593 nm

gemessen.

2.4.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde mit dem BioRad-Mikroassay
durchgefiihrt (BioRad, Miinchen). Das Testprinzip beruht auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums von Coomassie Brillantblau R-250 in saurer Losung von 465 nm nach
595 nm durch die Bindung des Farbstoffs an saure und basische Aminosédurereste des Proteins
(Bradford 1976).

Die Testlosung wurde vor Gebrauch 1 zu 5 Verdiinnt. Fiir den Testansatz wurden 20 pl einer
Proteinlosung mit 200 pl Farbstofflosung in einer Mikrotiterplatte gemischt. Als Standard

diente Rinderserumalbumin (BSA; 0,2 mg / ml). Von diesem wurde fiir eine Calibrierung eine
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steigende Verdiinnung (bis 1 zu 32) angefertigt. Der Test hat einen Messbereich von 0 bis
2 ng Protein, so dass die zu bestimmende Proteinprobe gegebenenfalls verdiinnt werden muss.
Die Messung erfolgte direkt nach Zugabe der Farbstofflosung in einem MR XII Photometer
von (Dynex Technologies GmbH, Berlin) bei 595 nm.

2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Reinheit von Proteinpridparationen wurde mit der Polyacrylamidgelektrophorese unter
denaturierenden Bedingungen nach der Methode von Laemmli(Laemmli 1970) bestimmt. Die
Durchfiihrung erfolgte in einer Mini Protean II-Elektrophoreseapparatur (BIO-RAD,
Miinchen). Als Molmassenstandard wurde eine Mischung aus Phosphorylase b (94 kDa),
Rinderserumalbumin (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Carboanhydrase (30 kDa), Trypsin-
Inhibitor (20,1 kDa) und a-Lactalbumin (14,4 kDa) verwendet.

Komponenten Trenngel (15 % Acrylamid) Sammelgel (5,5 % Acrylamid)
Wasser 405 pl 2,4 ml

Acrylamid 30 % 4,5 ml 641 pul

1 M Tris/HCI 3,42 ml (pH = 8,8) 368 ul (pH = 6,8)

TEMED 5 % 99 ul 32 ul

Glycerin 450 pul

APS (10 ng / ml) 126 pl 63 ul

Zum Denaturieren werden die Proben mit gleichem Volumen Probenpuffer (125 mM
Tris/HCI, pH 6,8, 10 % Glycerin, 10 % p-Mercaptoethanol, 4 % SDS und 0,25 %
Bromphenolblau) versetzt und fiir 15 Minuten bei 95 °C erhitzt. Dannach werden die Proben
kurz zentrifugiert (30 Sekunden, 13000 Upm) und 5 pl jeder Probe und des Massenstandards
aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bis zum erreichen des
Trenngels bei 100 V und dannach bei 200 V (Mini Power Pack P 20, Biometra, Gottingen)
solange bis der Bromphenolblau-Marker soeben aus dem Gel herausgewandert war.

Die Farbung erfolgte mit einer 0,06 % (m/v) Losung von Coomassie Brillantblau R-250 in
Methanol/Wasser/Eisessig (5:4:1, v/v/v) nach Erhitzten auf 80 °C fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler. Danach wurde nicht gebundener Farbstoff mit einem
Wasser/Eisessig/Ethanol ~ (17,5:1:1,5, v/v/v)-Gemisch solange entfernt bis eine

zufriedenstellende Farbung der Proteine ohne Hintergrund erreicht war.
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2.5 Enzymreinigungen

Sofern nicht anders vermerkt wurden alle Sdulenchromatographien in Enzymreinigungen mit
Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) an einem FPLC-System der Firma Amersham
Pharmacia Biotech (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) durchgefiihrt.

2.5.1 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase aus Clostridium aminobutyricum

Die Reinigung der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase wurde erstmals 1993 beschrieben
(Scherf und Buckel 1993). Im Folgenden wird das modifizierte in dieser Arbeit verwendete
Protokoll dargestellt.

Alle Losungen werden vor Gebrauch gefiltert (0,2 um Porendurchmesser) und danach wie
oben beschrieben anaerobisiert (Abschnitt 2.3.1). Alle weiteren Arbeiten erfolgten im
Anaerobenzelt. Dort wurden vor Gebrauch sowohl die Puffer fiir 24 Stunden geriihrt als auch
alle verwendeten Kunststoffmaterialien fiir 24 h gelagert. Kurz vor Gebrauch wurden die
Reduktionsmittel (Dithiothreitol, Natriumdithionit) zugegeben.

Je 20 g Feuchtzellen wurden in 80 ml 50 mM Kaliumphosphat (pH 7,4), das Natriumdithionit
(3,5 mg) als Reduktionsmittel und DNasel (1 mg) zum Abbau genomischer DNS enthielt,
suspendiert. Dann wurde die Zellsuspension mit Ultraschall auf Eis (Branson Sonifier / 50%
duty-cycle; 7 output control; 4 x 8§ Minuten mit 10 Minuten Pausen zwischen den Zyklen)
aufgeschlossen. Der zellfreie Extrakt wurde durch Ultrazentrifugation von Zelltriimmern
befreit (100.000 x g fiir 60 Minuten) und anschlieBend filtriert (Porengrof3e 0,45 pm). Der so
gewonnene Rohextrakt wurde auf eine DEAE-Sepharose-Séule (60 ml Sdulenvolumen)
aufgetragen und in 50 mM Kaliumphosphat bei pH 7,4 mit 2 mM DTT und einem 420 ml
Gradienten von 0 M bis 0,4 M Ammoniumsulfat eluiert. Die meiste Aktivitidt fand sich von
55% bis 67% des Gradienten.

Die Fraktionen mit der hochsten Aktivitdt wurden vereinigt und deren Ammoniumsulfatgehalt
auf 1 M eingestellt, bevor die weitere Reinigung auf einer Phenyl-Sepharose-High-Load-
Sdule mit 60 ml Sdulenvolumen erfolgte. Bei einem Gradienten von 420 ml und 1 M
Ammoniumsulfat bis 0 M Ammoniumsulfat in 50 mM Kaliumphosphat und 2 mM DTT bei
pH 7,4 fand sich die meiste Aktivitit nach 69 % bis 80 %.

Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, ankonzentriert und auf Butyryl-CoA-
Dehydrogenaseaktivitit getestet. Obwohl die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehyratase auf einem
SDS-PAGE-Gel zu 95 % rein erschien, konnte in der Proteinlosung Butyryl-CoA-

Dehydrogenaseaktivitdt nachgewiesen werden. Mittels des im Nachfolgenden beschriebenen
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Reinigungsschritts konnte jedoch eine Abtrennung der Dehydratase- von der
Dehydrogenaseaktivitit erzielt werden.

Die weitere Reinigung der Proteinkonzentrate erfolgte iliber eine UNOQ-6R-Sdule (6 ml
Sdulenvolumen, Biorad). Fiir ein optimales Funktionieren der Sdule nach lingerer Lagerung
wurde die Sdule zunichst vordquilibriert. Dazu wurden je 6 Sdulenvolumen an Wasser,
Niedrigsalzpuffer (nach Herstellervorschrift: 20 mM Tris/HCI; pH 6,8), Hochsalzpuftfer (20
mM Natriumphosphat, 1 M NaCl; pH 6.8) und erneut Niedrigsalzpuffer durch die Séule
geleitet, bevor mit dem fiir die weitere Reinigung genutzen Niedrigsalzpuffer (20 mM
Natriumphosphat; pH 6,8) dquilibriert werden konnte.

Die Proteinlosung wurde zundchst durch dreimaliges Ankonzentrieren auf 200 pl (30 kDa
Centrikon-Konzentrator) und Verdiinnen auf 4 ml mit 20 mM Natriumphosphat pH 6,8
entsalzt, bevor die Probe in 1 ml Volumen auf die Siule aufgetragen wurde. Ein gestufter
Gradient von 0 M bis 0,3 M bis 18 ml des Gesamtvolumens, von 0,3 M bis 0,65 M bis 72 ml
des Gesamtvolumens und von 0,65 M bis 1 M bis zum Gesamtvolumen von 90 ml
Natriumchlorid in 20 mM Natriumphosphatpuffer bei pH 6,8 ergab eine vollstindige
Trennung der Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitit von der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydrataseaktivitét. Die Fraktionen der beiden Enzyme wurden konzentriert und bei -80 °C
gelagert. Jedoch wurde dieser zusétzliche Reinigungschritt erst nach den Untersuchungen auf
die Stereoselektivitit der Dehydratase mit (S)-[2-°H;]Butyryl-CoA (Abschnitte 2.10.2 und
2.10.3; Ergebnisse, Abschnitt 3.3) auf alle weiteren Experimente angewandt und alle
nachfolgenden Untersuchungen mit so gereinigter 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (ohne
Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitit) durchgefiihrt.

2.5.2 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase aus Clostridium aminobutyricum

Die Reinigung der 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase wurde von Hardman 1962 erstmals
beschrieben und von Gerhardt 2000 modifiziert (Hardman 1962; Gerhardt et al. 2000). Im
Folgenden wird das in dieser Arbeit verwendete Protokoll dargestellt.

Alle verwendeten Puffer wurden vor Gebrauch ultrafiltriert (0,2 pm PorengréBe). Es wurde
aerob gearbeitet. 10 g Feuchtzellen wurden in 30 ml 50 mM Tris/HCl bei pH 7,4 mit 0,1 mM
EDTA und 1 mg DNasel durch Ultraschall auf Eis (BransonSonifier / 70% duty-cycle, 7
Output control) in vier Zyklen von je 3 Minuten mit 5 Minuten Pause aufgeschlossen. Der
zellfreie Extrakt wurde durch Ultrazentrifugation von Zelltriimmern befreit (100.000 x g fiir

60 Minuten) und anschlieBend filtriert (PorengroBe 0,45 pum). Der so gewonnene Rohextrakt
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wurde auf eine DEAE-Sepharose Sdule mit 60 ml Sdulenvolumen aufgetragen und in einem
Gradienten von 350 ml und 0 mM bis 650 mM Ammoniumsulfat in 50 mM Tris/HCI bei pH
7,4 eluiert. Die meiste Aktivitdt wurde in den Fraktionen bei 13 % bis 29 % des Gradienten
gefunden. Die weitere Reinigung erfolgte auf einer Phenyl Sepharose Sdule mit 60 ml
Sdulenvolumen. Bei einem Gradienten in 50 mM Tris/HCI bei pH 7,4 von 1 M bis 300 mM
Ammoniumsulfat tiber 0 bis 100 ml und von 300 mM bis 10 mM {iber 100 ml bis 400 ml
eluierte die meiste Aktivitét bei 18 % bis 22 % der Ammoniumsulfatkonzentration.

Vor der weiteren Reinigung auf einer Phenyl Sepharose High Load Sédule (60 ml
Sdulenvolumen) wurden die Fraktionen mit der hochsten Aktivitit vereinigt und deren
Ammoniumsulfatgehalt auf 1 M eingestellt. Bei einem Gradienten in 50 mM Tris/HCI bei pH
7,4 von 1 M bis 300 mM Ammoniumsulfat iiber 0 ml — 100 ml und von 300 mM bis 10 mM
tiber 100 ml — 400 ml eluierte die meiste Aktivitit bei 16 % bis 22 % der
Ammoniumsulfatkonzentration. Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, ankonzentriert
(Amicon-Konzentrator, 10 kDa Porengrofle; Witten, Deutschland) und bei —21°C gelagert
(spezifische Aktivitdt 83,74 U/ ml; 4,18 U / mg).

2.5.3 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase aus Clostridium aminobutyricum

Fiir die Reinigung der 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase aus C. aminobutyricum wurde ein
bestehendes Protokoll modifiziert (Scherf und Buckel 1991). Alle nétigen Schritte wurden
aerob bei 4°C durchgefiihrt. Fiir den Zellaufschluss wurden 30 g Feuchtzellen in 60 ml
Aufschlusspuffer, der 50 mM Kaliumphosphat mit 10 mM MgCl, und 0,6 mg DNasel bei pH
6,8 enthielt, resuspendiert. Die Zellen wurden durch drei Passagen mit einer AMICO French
Pressure Cell Press (American Instrument Company — Division of Travenol Laboratories,
Inc., Maryland , USA) bei einem Druck von 70 MPa lysiert und anschlieBend zentrifugiert
(130.000 x g, 60 Minuten). Der Uberstand wurde durch Zugabe einer gesittigten
Ammoniumsulfatlosung bei 55 % bis 80 % Sittigung fraktioniert und anschlieBend
zentrifugiert. Das Prézipitat wurde in 22 ml 50 mM Kaliumphosphat mit 1,5 M
Ammoniumsulfat bei pH 6,8 geldst und auf eine Phenylsepharosesdule (5 x 4 cm, Pharmacia,
Freiburg, Deutschland) aufgetragen. Diese wurde zuvor im selben Puffer dquilibriert (50 mM
Kaliumphosphat, 1,5 M Ammoniumsulfat). Die Elution erfolgte in einem abnehmenden
Ammoniumsulfatgradienten von 360 ml von 1,5 bis 0 M Ammoniumsulfat in 50 mM
Kaliumphosphat bei pH 6,8, gefolgt von 370 ml 50 mM Kaliumphosphat bei pH 6,8 ohne

Ammoniumsulfat mit einer Flussrate von 3 ml pro Minute. Die Fraktionen, welche
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Enzymaktivitit enthielten (97 ml Gesammtvolumen), wurden vereinigt und ankonzentriert
(Amicon-Konzentrator, 10 kDa Porengrof3e; Witten, Deutschland). Im folgenden Schritt wurde
die Enzymldsung iiber eine DEAE-Sephacel-Sdule (5 x 7,5 cm, Pharmacia) gereinigt. Nach
Auftragen der Enzymlosung in 50 mM Kaliumphosphat bei pH 6,8 wurde die Sdule zunéchst
mit 100 ml dieses Puffers gewaschen und danach das Enzym iiber einen 360 ml Gradienten
von 0 bis 400 mM Kaliumphosphat bei pH 6,8 gefolgt von 10 ml 1 M Kaliumphosphat im
selben Puffer bei einer Flussrate von 3 ml pro Minute. Die aktiven Fraktionen wurden
ankonzentriert. Auf eine Reinigung iiber eine Superdex 200 HiLoad 26 / 60 Sdule wurde
abweichend von (Scherf und Buckel 1991) verzichtet. Die auf diese Weise gereinigte
Transferase enthielt noch Verunreinigungen an Phosphotransacetylase. Diese fiihrt bei der
Synthese von CoA-Estern und Enzymaktivititsmessungen in Kaliumphosphatpuffer zu
unerwiinschter CoA-Esterhydrolyse. Deshalb wurde ein weiterer Reinigungsschritt iiber eine
MonoQ-Sédule (GE Healthcare) analog zu (Scherf und Buckel 1991) unternommen. Die
vorliegende Proteinlosung wurde zunichst durch viermaliges Ankonzentrieren auf 200 pul (30
kDa Centrikon-Konzentrator) und Verdiinnen auf 4 ml in 20 mM Natriumphosphat bei pH 6,8

entsalzt, bevor die Probe in 1 ml Volumen auf die Sdule aufgetragen wurde.

Die MonoQ-Sdule (6 ml Saulenvolumen) wurde &hnlich wie zuvor die UNOQ-Siule
(Abschnitt 2.5.1) zuerst vorequilibriert (jeweils 5 Sdulenvolumen) mit H,O, dann mit
Niedrigsalzpuffer (nach Herstellervorschrift: 20 mM Tris/HCl; pH 6,8), dann mit
Hochsalzpuffer (20 mM Natriumphosphat, IM NaCl; pH 6,8) und zuletzt wieder mit
Niedrigsalzpuffer. Dieses Vorgehen ist nur ndtig, wenn die Sdule langer nicht benutzt wurde,
und verbessert deren Trennschidrfe und Bindungskapazitit. Nun konnte mit dem fiir die

Reinigung verwendeten Niedrigsalzpuffer dquilibriert werden.

Die entsalzene Proteinlosung wurde aufgetragen und in einem abgestuften Gradienten in
20 mM Natriumphosphat bei pH 6,8 von 0 ml bis 12 ml ohne NaCl, danach bis 82 ml
Gesamtvolumen von 0 mM bis 300 mM NaCl eluiert. Die meiste Aktivitdt an Transferase
wurde bei 42 ml bis 48 ml des Gradienten gefunden, die meiste Aktivitit an
Phosphotransacetylase dagegen von 46 ml bis 50 ml. Die Fraktionen von 42 ml bis 44 ml
wurden vereinigt, ankonzentriert und bei —21°C gelagert. Dabei wurde darauf geachtet, dass

die vereinigten Fraktionen keinerlei Phosphotransacetylaseaktivitdt mehr aufwiesen.
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2.5.4 Reinigung von Crotonase aus Rinderleber

Die Reinigung von Crotonase aus Rinderleber wurde von (Steinman und Hill 1975)
beschrieben und in dieser Arbeit verwendet. Allerdings wird nach der Aceton Prizipitation

auf eine Dialyse verzichtet und keine Chromatographie tiber DEAE-Sepharose verwendet.

Aufschluss / Rohextrakt: 250 g einer frisch geschlachteten Rinderleber (Schlachthaus,
Enders GmbH & Co. KG, Marburg-Werda) wurden zerkleinert und in Aufschlusspuffer (0,2
M Kaliumbicarbonat, 0,05 M 2-Mercaptoethanol; pH 8,2) gegeben. Nun wurde im Ultra
Turrax®-Mixer (IKA Labortechnik) auf Eis zerkleinert (2 X 5 Minuten mixen, dazwischen 10
Minuten Pause) und nach Zugabe von 330 ml Aufschlusspuffer fiir weitere 5 Minuten bei
niedrigerer Geschwindigkeit geriihrt. Das Homogenisat wurde unter Verwendung einer
Wasserstrahlpumpe durch einen mit Gaze ausgelegten Blichnertrichter passiert. Das Filtrat
wurde zentrifugiert (5200 Upm, 60 Minuten, 2 °C, 7120 g), der Uberstand dekantiert und mit
kaltem Aufschlusspuffer ad 0,6 Liter Volumen pro 250 g Leber aufgefiillt.

Sdure- / Hitzebehandlung: Zu 0,6 Liter des Rohextrakts wurden 48 ml 1 M K,HPO,
zugegeben und danach mit 0 bis 4 °C kaltem Wasser ad 3 Liter aufgefiillt. Die Losung wurde
nun mit 150 ml 1 M Essigsdure langsam {iber 10 Minuten bei 4 °C unter Riihren von pH 7,5
auf pH 5,5 eingestellt. Fiir die Hitzefdllung wurde der Extrakt im Wasserbad zunichst {iber 20
Minuten bis auf 49 °C erhitzt und dann innerhalb von 3 Minuten auf 51 °C gebracht. Die ca.
3,5 Liter des Extrakts wurden auf 0 °C abgekiihlt. Sobald 15 °C unterschritten wurden, wurde
mit ca. 500 ml 1 M Kaliumbicarbonat auf pH 7 neutralisiert. Eine anschlieBende
Zentrifugation (5200 Upm, 20 Minuten, 2 °C, 7120 g) ergab ca. 3,5 Liter Uberstand.

Aceton Prizipitation: 1,575 Liter Aceton wurde im Ethanol/Trockeneisbad auf -15 °C
vorgekiihlt. Das zur leichteren Handhabung in 2 Portionen a 1,75 Liter aufgeteilte Extrakt
wurde nun auf -1 °C abgekiihlt (Ethanol/Trockeneis), bevor portionsweise in Abstinden von
einer Minute langsam Aceton zugegeben wurde (5 x 50 ml). Wihrend der Acetongabe wurde
die Losung kontinuierlich auf -3 °C abgekiihlt, bevor das restliche Aceton bis zu einem
Gesamtanteil von 31 % (v/v) zugegeben wurde. Die anschlieende Zentrifugation (5200 Upm,
7120 x g, 20 Minuten, -6 °C) ergab ein Prézipitat, welches in 70 ml 0 °C bis 4 °C kaltem
0,02 M Kaliumphosphat mit 0,003 M EDTA bei pH 7,4 aufgenommen wurde. An dieser
Stelle wurde die Reinigung nach (Steinman und Hill 1975) modifiziert. Es wurde keine
Dialyse und keine weitere Reinigung mit einer DEAE-Zellulose Sdule durchgefiihrt, sondern

nur noch Ammoniumsulfatfraktionierung vor der abschlieBenden Kristallisation angewendet.
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Ammoniumsulfatfraktionierung: (Im Folgenden wurde bei 4 °C im Kiihlraum gearbeitet.)
Der 13000 x g, 20 Minuten) und die
Proteinkonzentration des Uberstands mit 0,36 Liter 0,02 M Kaliumphosphat bei pH 7,4 auf

Extrakt wurde zentrifugiert (9000 Upm,
ca. 15mg pro ml verringert. Die 550 ml Losung wurden nun mit 154 g pulverisiertem
Ammoniumsulfat auf 40 % Sittigung gebracht und zentrifugiert (5200 Upm, 7120 g,
25 Minuten, 3°C). Die 550 ml Uberstand wurden nun iiber 20 Minuten mit 99 g
pulverisiertem Ammoniumsulfat auf 60 % Séttigung eingestellt und fiir weitere 15 Minuten
geriihrt. Das Prézipitat der anschlieBenden Zentrifugation (5200 Upm, 7120 g, 25 Minuten,
3°C) wurde in 20 mM Kaliumphosphat mit 3 mM EDTA bei pH 7,4 aufgenommen.
(Optional: Fir eine Reinigung {iiber DEAE-Zellulose wiirden 75ml 5 mM
Kaliumphosphatpufter, 2 mM EDTA, 5 mM 2-Mercaptoethanol verwendet werden.)

Kristallisation: Zu der bis kurz vor den Gefrierpunkt abgekiihlten (Kiltebad mit Trockeneis
in Ethanol) Proteinlosung wurden dann ca. 7 ml (0,11 Anteile Volumen) Ethanol zugegeben,
worauthin Proteinkristalle auftraten. Erneutes Abkiihlen im Kiltebad erleichterte die
Kristallisation. Das Enzym wurde direkt unter Kristallisationsbedingungen in Wasser /
Ethanol mit einer Aktivitdt von 188 U pro ml (34,6 U / mg) gelagert. Der Reinheitsgrad und
die Aktivitdt (Tabelle 1) waren fiir die Austauschexperimente in dieser Arbeit ausreichend, so

dass auf eine weitere Reinigung verzichtet wurde.

Tabelle 1. Reinigunstabelle fiir die Crotonase aus Rinderleber.

Aktivitat Proteinmenge | spezifische Aktivitat | Anreicherungsfaktor | Ausbeute
[umol / min] [[mg] [U/mg] in %
Rohextrakt 159600 32400 4.9 1 100%
Hitze/Saure
Behandlung 122500 10850 11 2.2 77%
Acetonfallung 91350 4567.5 20 4.1 57%
Kristallisation 14476 415.8 35 7.1 9%

2.5.5 Produktion und Reinigung der Malat-Synthase aus Escherichia coli

Fir die Produktion und Reinigung der Malat-Synthase aus Escherichia coli wurde ein
Methode von (Howard et al. 2000) modifiziert. Das von Howard et al. zur Verfiigung gestellte
Plasmid pMSG-B enthielt eine Kopie des glcB Gens (amplifiziert aus E. coli W3110
genomischer DNA [Generelle Methode (Saiki et al. 1988)], das fiir eine 81 kDa monomere
Version der Malat-Synthase (Molina et al. 1994) kodiert. Das Insert wurde mit Ncol und Xhol
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in einen pET-28b Vektor (Novagen) ligiert, der einen Linker von gIcB zu einer C-terminalen
Hexahistidinesequenz zur Reinigung iiber Nickel-NTA-Affinitits-Chromatographie enthélt.

Das Plasmid pMSG-B wurde in Wasser vom Filterpapier gelost (37 pg / ml) und zur
Amplifikation und Midi-Preparation in E. coli DH5a elektrotransformiert (2 pl Plasmid in 40
ul elektrokompetenten Zellen). Nach 1 h Inkubation bei 37 °C in LB-Medium erfolgte die
Selektion der positiven Transformanden auf Kanamycin-LB-Agar (50 pg / ml Kanamycin).
Es wurde ein Kontrollverdau der Midi-Préparation von 5 ml iiber Nacht in Kanamycin-LB
Medium gewachsener Kultur durchgefiihrt. Ein Doppelverdau mit Ncol und Xhol (Insert und
Vektor) bzw. die Linearisierung des Vektors mit Ncol ergaben die korrekten GroBen von
Vektor (5,4 kB), Insert (2,3 kB) und linearisiertem Vektor mit Insert (7,7 kB). Nun wurde das
Plasmid in den Expressionsstamm E. coli BI21 elektrotransformiert und nach Selektion erneut

durch Midi-Preparation und anschlieenden Kontrollverdau iiberpriift.

Die Produktion der Malate Synthase in E. coli BI21 pMSG-B erfolgte in LB-Medium mit
Kanamycin (50 pg / ml, 5 1 Medium). Eine Kolonie wurde von einer Agarplatte (LB, 50 pg /
ml Kanamycin) in 5 ml Kultur (LB, 50 pg / ml Kanamycin) iiberimpft und bei 37 °C fiir 8 h
inkubiert. Diese Kultur wurde dann zum Animpfen (10 %iges Inokululum) der Vorkultur,
welche tiber Nacht bei 37 °C inkubiert wurde, genutzt. Zur Produktion wurde LB-Kanamycin
Medium 10 %ig inokuliert und bei 37 °C inkubiert. Nach Erreichen von ODs75 0,5 wurde mit
1 mM IPTG induziert und anschlielend fiir weitere 3,5 h bei 37 °C inkubiert. Die Kultur
wurde danach zentrifugiert (6000 Upm, 30 Minuten), der Uberstand dekantiert und das Pellet
in ein Falconrdhrchen transferiert und erneut zentrifugiert (5000 Upm, 30 Minuten), um 4 g
Feuchtzellen zu erhalten. Die Zellen wurden bei -80 °C gelagert.

Die Proteinreinigung erfolgte am nédchsten Tag wunter aeroben Bedingungen. Der
Zellaufschluss von 4 g Feuchtzellen erfolgte in 10 ml 50 mM Kaliumphosphat bei pH 7 durch
Ultraschall auf Eis (BransonSonifier / 60% duty-cycle, 7 Output control, 4 X 3 Minuten mit
5 Minuten Pause). Der zellfreie Extrakt wurde durch Ultrazentrifugation von Zelltriimmern
befreit (100.000 x g fiir 60 Minuten) und anschlieend filtriert (Porengrofle 0,45 um).

Der so gewonnene Rohextrakt wurde auf eine Nickel NTA Sdule mit 25 ml Sidulenvolumen
aufgetragen und in einem Gradienten von 0 — 100 mM Imidazol in 50 mM Kaliumphosphat
bei pH 7,4 iiber 200 ml in 3 ml Fraktionen eluiert. Die meiste Aktivitét eluierte bei 40-56 %
des Gradienten. Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, ankonzentriert (Vivaspin-
Konzentratoren, 30 kDa, von VivaScience — Sartorius group, Aubagne, Frankreich) und bei —

21°C gelagert (522 U / ml; 10,4 U / mg spezifische Aktivitit).
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2.6 Enzymaktivititsbestimmungen

2.6.1 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

Dieser Assay verfolgt die Bildung von NADH in stochiometrischen Mengen zum
verbrauchten 4-Hydroxybutyryl-CoA. 4-Hydroxybutyrat wird durch die 4-Hydroxybutyrat-
CoA-Transferase zu 4-Hydroxybutyryl-CoA umgesetzt. Nun erzeugt die Reaktion der 4-
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase Crotonyl-CoA. Dieses wird zu (3S)-4-Hydroxybutyryl-
CoA durch die Crotonase umgesetzt. Nun folgt die Reaktion zu Acetoacetyl-CoA durch die
(39)-3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase, wobei NADH aus NAD" gebildet wird. Die
Acetyl-CoA-Acetyltransferase (Thiolase) spaltet Acetoacetyl-CoA unter Verbrauch eines
freien CoASH zu zwei Acetyl-CoA. Eines davon wird genutzt, um iiber die Reaktion der
Phosphotransacetylase mit inorganischem Phosphat Acetylphosphat zu bilden und CoASH zu
regenerieren. Das Andere wird mit 4-Hydroxybutyrat zu 4-Hydroxybutyryl-CoA und Acetat
umgesetzt (analog zur Synthese von chiraler Essigsdure, Abschnitt 2.21.2; Abbildung 20 A).

Die Zugabe von 4-Hydroxybutytyl-CoA-Dehydratase erfolgte nach Prdinkubation von
ca. 5 Minuten nach Zugabe aller restlichen Komponenten, sobald die Reaktion der
4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase geniigend Substrat fiir die Messung der Dehydratase
unter substratsittigenden Bedingungen zur Verfiigung gestellt hatte. Gemessen wurde die

Bildung von NADH bei 340 nm (€ = 6,2 mM™' x cm™)(Dawson et al. 1987).

Verwendete Losungen Eingesetzte Volumina Konzentrationen im Testansatz
1 M KPP pH =74 100 pl 100 mM

0,1 M EDTA 20 pl 2 mM

0,1 M DTE 20 ul 2 mM

0,1 MNAD" 20 ul 2 mM

0,1 M Na 4-HB 10 pl 1 mM

0,01 M CoASH 10 pl 0,1 mM
0,01 M Acetyl-Phosphat 10 pl 0,1 mM
0,05 M Acetyl-CoA 10 pl 0,5 mM

120 U/ml 4-HB-CoA-Transf. 10 pl 1,2U /ml
14 mg/ml “Enzympool” 20 ul 0,28 mg / ml
Ad 1 ml H,O 770 ul

+ 10 pl 4-HBCoA-Dehydratase zum Starten der Reaktion

Die Zugabe von Acetyl-CoA ist nicht notwendig, da es aus CoASH und Acetylphosphat

regenerierbar ist, jedoch kann so die Priinkubationszeit verkiirzt werden.
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2.6.2 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase

Eine bestehende Aktivititsbestimmung wurde hierfiir adaptiert (Hardman 1962). Dabei
katalysiert die 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase die Umwandlung von 4-Hydroxybutyrat in
Succinatsemialdehyd und die entsprechende Riickreaktion. NADH ist fiir die Riickreaktion
CoSubstrat und wird dabei zu NAD" oxidiert.

Mengen im Ansatz Konzentrationen im Test
50 pul 3mM NADH 0,15 mM

50 pl 1M Kaliumphosphat pH 7,0 50 mM

50 ul 360 mM B-Mercaptoethanol 18 mM

840 ul H,O ad 1ml

Start:

50 ul 20 mM Succinatsemialdehyd 1,0 mM

Die Messung erfolgte bei 340 nm und die Abnahme der [NADH] (¢ = 6,2 mM™" x cm™)
wurde beobachtet (Hardman 1962; Dawson et al. 1987).

2.6.3 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase

Hier wird die Kondensation von Acetyl-CoA mit Oxalacetat durch Citrat-Synthase mit der
Reaktion der 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase gekoppelt. Ein modifizierter Testansatz
nutzt die weite Substratspezifitit dieses Enzyms (Scherf und Buckel 1991). Als Substrate
werden dabei die CoA-Ester verschiedener Fettsduren wie z.B. Butyryl-CoA und
4-Hydroxybutyryl-CoA, nicht jedoch Crotonyl-CoA, aktzeptiert. Mit Acetat im Uberschuss
werden dabei Acetyl-CoA und Butyrat bzw. 4-Hydroxybutyrat gebildet. Das dabei
freigesetzte CoenzymA reagiert mit DTNB, dessen Absorptionszunahme bei 412 nm verfolgt
wird [Ellmans Reagenz: 41 = 14,0 cm™ x mM™ (Riddles et al. 1979; Riddles et al. 1983)].

Testansatzz: 100 ul 1 M KPP pH 7,4
20 ul - 50mM DTNB (20 mg in 1 ml 300 mM KHCOs3)
10 ul 0,1 M Oxalacetat
10 ul 2 M Acetat

10 ul  Probe
10 ul  Citrat-Synthase (4,8 U) (1:10 verd., 9,81 mg / ml, 485 U mg, Sigma-
Aldrich)

10 ul  4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase

Der Anfangswert der Absorption wird vor Zugabe der Probe und der Citrat-Synthase

gemessen. Die Anderung nach Probenzugabe bestimmt den Gehalt an freiem CoA. Die
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weitere Anderung nach Zugabe der Citrat-Synthase bestimmt den Gehalt an Acetyl-CoA.
Davon ausgehend bestimmt eine weitere Zunahme nach der Gabe von Acetat und
4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase den Gehalt an 4-Hydroxybutyryl-CoA bzw. Butyryl-
CoA.

Soll die Aktivitit der 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase bestimmt werden, so wird Butyryl-
CoA im Uberschuss zugegeben und die Absorptionsinderung nach Start der Messung mit

Transferase gemessen.

2.6.4 Crotonase

Crotonase katalysiert die Hydratisierung von trans-o,3-ungesattigten Acyl-CoA-Derivaten zu
den entsprechenden (S)-B-Hydroxyacyl-CoA-Thioestern (z.B.  Crotonyl-CoA  zu
(9-3-Hydroxybutyryl-CoA) (Stern und Campillo 1953; Wakil und Mahler 1954).

Testansatz: 100 mM KPP pH 7.4
2 mM Crotonyl-CoA
ad 1 ml H,O
Start mit Enzymprobe (10 ul einer entsprechenden Verdiinnung)

Gemessen wird die Verdanderung der Absorption durch die Auflésung der konjugierten
Doppelbindung des Crotonsduresubstituenten am CoA bei 280 nm [g30 = 3,6 mM! x cm™

(Steinman und Hill 1975)].

2.6.5 Malat-Synthase

Bei diesem Test wurde die Spaltung der Thioesterbindung von Acetyl-CoA bei der von
Malat-Synthase katalysierten Kondensation mit Glyoxylat zu Malat bei 232 nm gemessen.

Testansatz: 50 mM Tris / HCI pH 7,6
40 mM MgCl,
0,2 mM Acetyl-CoA
10 pul Enzymprobe
ad 1 ml Wasser
Start mit 2 mM Glyoxylat (20 ul 1M)

Danach wurde die Abnahme der Absorption bei 232 nm (g3 = 4,5 mM™" x cm™) verfolgt
(Howard et al. 2000).
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2.6.6 Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitit der 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydratase

Die Oxidation von Butyryl-CoA zu Crotonyl-CoA durch die Butyryl-CoA-Dehydrogenase
reduziert NAD" zu NADH. Die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase hat jedoch keine
Bindestelle fiir NAD", so dass dem Test Ferricenium(IIl)hexafluorphosphat als kiinstlicher
Elektronenakzeptor zugegeben wurde. Dabei werden pro Mol Butyryl-CoA 2 Mol Fe(Ill) zu
Fe(I) reduziert.

Der Gehalt einer vor Gebrauch ultrafiltrierten Ferriceniumhexafluorphosphatlosung (30 mg
pro 20 ml) in Salzsdure (10 mM) wurde photometrisch bestimmt (g6;7 = 0,41 mM™ x cm™)
und diese im Testansatz entsprechend einer Konzentration von 200 uM zugegeben (Lehman

et al. 1990; Lehman und Thorpe 1990).

Testansatz: 50 mM KPP pH 7,4
200 uM Ferricenium(III)hexafluorphosphat
ad 1 ml H,O
Start : 10 ul Dehydrataseprobe

Die Abnahme der Absorption bei 300 nm wurde verfolgt (€300 = 4,3 mM’! mM'l).

2.6.7 Aktivititstest fiir die Riickreaktion der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

Die 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase akzeptiert Crotonyl-CoA nicht als Substrat (Scherf
und Buckel 1991). Darauf basierend misst dieser Test von der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase aus Crotonyl-CoA gebildetes 4-Hydroxybutyrat, welches dann analog zum
Aktivitétstest der Transferase mit Acetat zu Acetyl-CoA umgesetzt wird. Dieses wird nun mit
Oxalacetat durch Citrat-Synthase zu Citrat umgesetzt. Das dabei entstehende freie
Coenzym A wird in der Anwesenheit von Ellmans-Reagenz bestimmt (Riddles et al. 1979;
Riddles et al. 1983). Verfolgt wird die Absorptionszunahme bei 412 nm (g4, = 14 mM™" x

cm™). Dieser Test wurde auch zur Konzentrationsbestimmung von Crotonyl-CoA eingesetzt.

Testansatz: 50 mM KPP pH 7,4
20 ul 50 mM DTNB (20 mg / ml + ca. 30 mg KHCO3 / 300 mM)
20 ul 2 M Natriumacetat (40 mM)
10 ul 0,1 M Oxalacetat (1 mM)
10 ul 25 mM Crotonyl-CoA (0,25 mM)
10 ul Citrat-Synthase (4,8 U) (1:10 verd., 9,81 mg / ml, 485 U / mg, Sigma-
Aldrich)
10 ul (1,2 U) 4-Hydroxybutyrat CoA-Transferase (120 U / ml)
ad Iml
Start: 10 pl 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
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2.6.8 Aktivitiatsassay der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase bei 260 - 290 nm

Ein bestehender Test wurde hier modifiziert (Cinkaya 2002). Dieser Test ist nur fir
qualitative Bestimmungen der Aktivitit geeignet, da die gemessenen Absorptionsdnderungen
unter denen lagen, die Aufgrund der eingesetzten Substratmengen zu erwarten waren, und
diese auBerdem eine hohe Schwankungsbreite aufwiesen. Dies ist unverstindlich, da die
Substrate sich deutlich in ihren Absorptionskoeffizienten unterscheiden sollten. Es ist noch
nicht geklédrt, warum die maximale Absorptionsidnderung stets geringer bestimmt wurde, als
bedingt durch Gleichgewicht und Substratkonzentration moglich wire. Dieser Test wurde

deshalb nicht fiir die Routinemessungen der Aktivitit der Dehydratase verwendet.

Gesittigte CoA-Ester absorbieren bei 259 nm hauptsichlich durch den Adeninanteil im
Coenzym A-Rest (€250 = 15,9 mM™ x cm™) (Dawson et al. 1987). Bei o-B-ungesittigten CoA-
Estern erhoht sich die spezifische Absorption bei 259 nm aufgrund der zusédtzlichen
Absorption der Doppelbindung (g5 = 22 mM~' x cm™), sofern diese mit dem
Thioestercarbonyl konjugiert. Die Reaktion der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase fiigt
eine Doppelbindung (Crotonyl-CoA) in ihr zuvor gesittigtes Substrat (4-Hydroxybutyryl-
CoA) ein. Die mit dem Umsatz verbundene Absorptionsdnderung sollte bei 259 nm (Ag;s9 =
6,1 mM™ x cm™) mit auf 250 uM limitierter (durch zu geringe Transmission) oder bei 290 nm
(Agz90 =2 mM™ x cm™) mit hoherer maximaler Substratkonzentration messbar sein. Sowohl
die Hin- (Testansatz A) als auch die Riickreaktion (Testansatz B) sollten hierbei bis zum
Erreichen des Gleichgewichts (45:55; Ka-nydroxybutyryl-CoA/Crotonyl-Coa] = 1,23) verfolgt werden
konnen (Friedrich 2003). Aufgrund der Instabilitit von 4-Hydroxybutyryl-CoA wird dieses in
situ aus Acetyl-CoA und Natrium-4-Hydroxybutyrat hergestellt.

Testansatz A: 50 mM KPP pH 7,4
10 pl 25 mM Acetyl-CoA (250 uM)
10 pul 1 M Natrium-4-hydroxybutyrat (100 mM)
10 pl (1,2 U) 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase (120 U / ml)
ad 1ml (H,O)
Start: 10 pl 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

Testansatz B: 50 mM KPP pH 7,4
10 pl 25 mM Crotonyl-CoA
ad 1ml (H,O)
Start: 10 pl 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
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Die Messung der Anfangsgeschwindigkeit muss rasch und mit ausreichend verdiinnten
Enzymproben erfolgen, da nach Erreichen des Gleichgewichts keine Absorptionsdnderung
mehr zu beobachten sein sollte. Ein Fehler durch die hohe Eigenabsorption der
4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase  (Flavinkofaktor, [4Fe-4S]-Cluster) wird durch

Verwendung verdiinnter Proben miniert.

2.7 Substratbestimmungen

2.7.1 Acetat

Hier wurde ein bestehendes Verfahren iiber Acetyl-CoA-Synthetase modifiziert (Lundquist
1974). Die Acetyl-CoA-Synthase verestert Acetat und freies CoenzymA unter Hydrolyse von
ATP zu AMP. Myokinase wandelt nun das gebildete AMP mit weiterem ATP zu ADP um.
ADP wiederum dient als Co-Substrat fiir die Reaktion der Pyruvatkinase mit
Phosphoenolpyruvat, die ATP regeneriert. Gemessen wird der Verbrauch von NADH durch
die Lactatdehydrogenase mit dem erzeugten Pyruvat unter Bildung von Lactat bei 340 nm.
Dabei entspricht 1 Mol verbrauchtes NADH 2 Mol Acetat, die zur Acetyl-CoA Synthese

verwendet wurden.

Testansatz: 710 pl Pufferbasis
(100 mM Tris/HCI pHS; 100 mM KCl; 20 mM MgCl,)
50 ul CoenzymA (10 mM)
50 ul Phosphoenolpyruvat (PEP, 50 mM)
50 ul ATP (50 mM)
50 ul NADH (10 mM)
10 pl Lactatdehydrogenase (LDH, 11 U, Boehringer Mannheim)
10 pl Myokinase (1,4 U, Boehringer Mannheim)
10 pl Pyruvat Kinase (8 U, Boehringer Mannheim)
Acetyl-CoA-Synthase (0,4 U, Sigma-Aldrich)
100 pl Acetatprobe (fiir Eichgerade 0 uM, 250 uM, 500 uM, 750 uM
Natriumacetat, Stammldsung von 100 mM entsprechend verdiinnt)

Der Start erfolgt mit der Probenzugabe. Die Absorption der Proben und des Standards wird zu
mehreren Zeitpunkten (0 Minuten, 15 Minuten, 30 Minuten) gemessen. In der Regel ist die
Reaktion nach 15 Minuten beendet. Der Test ist fehleranfillig, wenn eines der Enzyme nicht
in ausreichender Aktivitdt zugegeben wird. Daher empfiehlt es sich, die verschiedenen
Enzyme zu testen (insbesondere die in wissriger Losung nur ca. 1-2 Monate lagerfahige

Acetyl-CoA-Synthase).
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2.7.2 4-Hydroxybutyrat

Es wurde eine Methode zur Bestimmung von (R)-2-Hydroxyglutarat (Buckel 1980b) bzw.
(9-Glutamat (Beutler und Michal 1974) verwendet und fiir die 4-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase modifiziert. Diaphorase wurde durch Meldolablau ersetzt (Mollering et al.
1974). 4-Hydroxybutyrat wird hier zu Succinatsemialdehyd oxidiert und NAD" zu NADH
reduziert. Meldolablau {ibertrdgt Elektronen und Protonen von NADH auf
Iodonitrotetrazoliumchlorid (INT). Dessen Umwandlung in 1,3,5-Triphenylformazan kann bei

492 nm bestimmt werden.

Losungen:  Meldolablau 3,3 mg / 10 ml H,O
INT 35 mg / 50 ml H20

0,034 M NAD" [50 mg /2 ml]

TTE-Pufer pH = 8,8 fiir 100ml
-Triethanolaminhydrochlorid 93¢
-1 M NaOH 42 ml
-Triton X 100 10 ml
-H,0O ad 100 ml

4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase
1 mM 4-Hydroxybutyrat

Testansatz: 200 ul TTE-Puffer pH = 8,8
50 ul Meldolablau
60 ul 0,034M NAD"
50 ul INT
20 pul 4-Hydroxybutyrat-DH (1,5 U)
10 pl 4-Hydroxybutyratprobe (fiir Eichgerade 5 — 30 ul 1 M 4-Hydroxybutyrat)
ad 1000 ul H,O (fiir Eichgerade 630 — 600 ul)

Die Messung erfolgte bei 37 °C und 492 nm. Die Absorption der Proben wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten verfolgt und so der Verlauf der Reaktion bis zum Ende (anhand
der Eichgerade) abgewartet. Durchschnittlich nach 70 bis 90 Minuten war die Reaktion
vollstindig abgelaufen. Wahrend der Messung wurde die Probe ohne 4-Hydroxybutyrat gegen
die Probe mit 30 mM 4-Hydroxybutyrat gemessen und die Messung beendet, wenn keine
weitere Anderung mehr stattfand. Die Eichgerade diente zur Bestimmung der unbekannten
Probe. Der molare Extinktionskoeffizient von 1,3,5-Triphenylformazan betrdgt €49 = 19,6

mM™" x cm™ (Méllering et al. 1974).
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2.7.3 Malat

Fir die Konzentrationsbestimmung von Malat wurde eine modifizierte Version der
Bestimmung von 4-Hydroxybutyrat verwendet. Die 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase wurde
gegen Malatdehydrogenase (0,5 U/Testansatz) ersetzt und die durchschnittliche Reaktionszeit
lag bei 120 bis 150 Minuten.

2.8 Substratsynthesen

2.8.1 Acetyl-CoA (1), Butyryl-CoA (2) und Crotonyl-CoA (3) iiber Anhydride

Coenzym A (Trilitiumsalz, 25 mg, 30,45 pmol) wurde in Natriumhydrogencarbonat (0,2 M)
gelost. Zur Vermeidung von mehrfacher Addition der reaktiven Anhydride wurden diese vor
Zugabe zur Coenzym A-Losung mit Acetonitril verdiinnt. Eine entsprechende Menge (1,2
faches molares Aquivalent, in Acetonitril) des jeweiligen Anhydrids (Essigsiureanhydrid,
Buttersdureanhydrid, Crotonsdureanhydrid) wurde nun dazugegeben und inkubiert
(Raumtemperatur, 10 Minuten). Nach 10 Minuten wurde ein Tropfen des Ansatzes auf ein
Filterpapier zusammen mit DTNB [20 mg / ml] gegeben, um die vollstindige Umsetzung zu
iberpriifen. Nachdem so kein freies CoA-SH mehr nachgewiesen werden konnte, wurde das
Gemisch mit HCI auf pH 1,5 — 2 gebracht und iiber eine C18-Hydrophobe-Interaktionsdule
(SepPak™ von Waters) entsalzt (siche Abschnitt 2.8.2.1). Das Eluat wurde entsprechend
enzymatisch (Abschnitt 2.6.3) bestimmten Konzentration portioniert, eingefroren (-80 °C)
und lyophilisiert (Lyophilisator APLHA 1-4 LD, von der Firma CHRIST). Gelagert wurden
die CoA-Ester bei —21°C. Anders als in ,Die Aktivierte Essigsdure (Decker 1959)
beschrieben findet bei der Synthese von Crotonyl-CoA keine nachweisbare Addition von
freiem Coenzym A an die Doppelbindung des Crotonsdureanhydrids statt. Die enzymatischen
Konzentrationsbestimmungen iiber 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (Abschnitt 2.6.7)
und iiber Kopplung mit der Crotonyl-CoA-Carboxylase aus Rhodobacter sphaeroides
(Sebatian Koelzer, personliche Mitteilung) sowie direkte Messungen der Absorption bei 260
nm (€260nm = 15,9 mM™! x cm'l) (Dawson et al. 1987) ergaben innerhalb einer Fehlertoleranz

von 5-10 % gleiche Werte.
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2.8.2 CoA-Ester-Synthesen iiber 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase

4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase kann verwendet werden, um verschiedene CoA-Ester zu
synthetisieren. Dabei werden verschiedene CoA-Ester als Donoren akzeptiert (Butyryl-CoA,
4-Hydroxybutyryl-CoA, Acetyl-CoA, Vinylacetyl-CoA, etc., nicht jedoch Crotonyl-CoA)
(Scherf und Buckel 1991). Diese CoA-Substrate werden mit 30 bis 50 fachem molaren

Uberschuss eines akzeptierten Fettsiuresalzes zu dem entsprechenden CoA-Ester umgesetzt.

2.8.2.1 4-Hydroxybutyryl-CoA (4)
(¢]

o}
o )J\ 0 o
M - M )k
NaOH
OH OH
—_—>» O —_— €]
o o CoAS %%

Transferase

4-Hydroxybutyrat 4-Hydroxybutyryl-CoA Acetat

Y-Butyrolacton

4-Hydroxybutyrat ist das Substrat dieser Reaktion. Liegt dieses als Lacton vor, muss dieses
zunichst gespalten werden. Dafiir wurden 100 umol des Lactons in Wasser bei pH 11-12 fiir
5 Minuten inkubiert und dann neutralisiert. Nun wurde in 1 ml 100 mM Kaliumphosphat bei
pH 7.4 2,5 pmol Acetyl-CoA und 5 U 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase aus C.
aminobutyricum zugegeben fiir 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Das Produkt 4-
Hydroxybutyryl-CoA wurde iiber eine C18-Sdule mit 0,1 % Trifluoressigsdure zum
Aquilibrieren und Waschen und 50 % Acetonitril / 0,1 % Trifluoressigsiure zur Elution

gereinigt. Das Produkt wurde bei -80 °C eingefroren, lyophilisiert und bei -21 °C gelagert.

2.8.2.2 Butyryl-CoA (5)
(0]

0] )k (0] 0]
CoAS
© ? + ©
(@) CoAS (@)

Transferase Butyryl-CoA Acetat

Butyrat

2,5 umol Acetyl-CoA und 30 mg Natriumbutyrat (0,27 mmol) wurden in 100 mM
Kaliumphosphat bei pH 7.4 gelost und mit 5 U 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase in einem
Gesamtvolumen von 1 ml bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten inkubiert. Das so gebildete
Butyryl-CoA wurde aus dem Reaktionsansatz {iber eine C18-Sédule und Lyophilisation wie

oben beschrieben isoliert und gelagert.
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2.8.3 Herstellung und Analyse einer Markierung am C2 von Butyryl-CoA iiber
Crotonase

Es wurde beobachtet, dass bei leicht erhohtem pH-Wert von ca. 8,5 bis 8,8 Crotonase in der
Lage ist, einen Austausch des o-Protons von Butyryl-CoA stereospezifisch in pro-S-Position
gegen Protonen des umgebenden Wassers durchzufiihren (D'Ordine et al. 1994). Dies wird im
Folgenden benutzt, um entweder stereospezifisch eine Markierung ins Butyryl-CoA
einzufiigen oder eine aus anderer Quelle stammende Markierung in [2-?H;]Butyryl-CoA auf
ihre Stereokonfiguration zu testen.

Genutzt wurde dies fiir einen Vergleich von [2-°H,]Butyryl-CoA, welches aus D- bzw.
L-Methionin durch eine Modifiktion der Synthese mit Raney-Nickel Katalysator synthetisiert
wurde ((S)-[2-°H,]Buttersiure (S-17), siche Abschnitt 2.20.1), mit (S-[2-*H,]Butyryl-CoA
(S5, erzeugt durch Crotonase).

Ebenfalls getestet wurde [2-"H;]-Butyryl-CoA hergestellt in D,O durch eine mit Butyryl-
CoA-Dehydrogenase verunreinigte Préparation von 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
(Abschnitt 2.10.3). Als Kontrolle dazu wurde (S)-[2-°H,]Butyryl-CoA (S-5), welches mit
Crotonase in D,O hergestellt worden war, mit dieser Enzympréparation in H,O umgesetzt

(Abschnitt 2.10.2).

Herstellung von (S)-[2-2H1]Butyryl-C0A (S5)

0]

D,0
'
CoAS

Crot
Butyryl-CoA rotonase

(S-[*H,]Butyryl-CoA

2,5 umol Butyryl-CoA wurden in 100 mM Kaliumphosphatpuffer bei pH 8,5 in 1 ml
Gesammtvolumen geldst und fiir 48 h bei Raumtemperatur mit 10 U Crotonase inkubiert. Die
Reaktion wurde in D,O durchgefiihrt, um markiertes Substrat zu erhalten. Als Kontrolle auf
spontanen Austausch wurde das Experiment ohne Enzym in D,O bei pH 8,5 fiir 48 h bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Beide CoA-Derivate wurden iiber eine C18-Sdule aufgereinigt
und in MALDI-TOF-MS iiberpriift (87 % Austausch, m / z = 839 Da, 13 % unmarkiert, m / z
838 Da).
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Analyse von [2-2H1]Butyryl-CoA

2,5 umol [2-°H,]Butyryl-CoA wurden in einem Gesammtvolumen von 1 ml in 100 mM
Kaliumphosphatpuffer bei pH 8,5 gelost und fiir 48 h bei Raumtemperatur mit 10 U
Crotonase inkubiert. Die Reaktion wurde sowohl in D,O als auch in H,O durchgefiihrt. Als
Kontrolle auf spontanen Austausch wurde das Experiment ohne Enzym in D>O und H,O bei
pH 8,5 fiir 48 h bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Alle CoA-Derivate wurden iiber eine C18-
Sdule aufgereinigt und in MALDI-TOF-MS {iberpriift. Die Analyse der Masse der
verschiedenen Butyryl-CoA-Proben gibt nun Aufschluss iiber die urspriinglich vorhandene
Markierungen. Zusitzlicher Einbau eines Deuteriums in D,O ohne Verlust in H,O zeigt R-
Konfiguration an, wihrend ein Verlust in H,O ohne Einbau in D,0O auf eine S Konfiguration

im analysierten [°H,]Butyryl-CoA hinweist.

2.9 Inhibitorensynthesen

2.9.1 Acetoacetyl-CoA (6)

O O O
CoASH  + - CoASM
)
Diketen Acetoacetyl-CoA

CoenzymA (Trilitiumsalz, 10 mg, 12,18 pmol) wurde in Wasser (2,93 ml) und
Natriumhydrogenkarbonat (1 M, 666 pl) gelost. Danach wurde eine Losung von Diketen in
Acetonitril (1,2 mg, 1,1 pl, 14,2 pmol, 1,2 molarer Uberschuss, in 333 ul Acetonitril)
zugegeben (Vorlage der Diketenlosung: 1,5 ml Acetonitril + 5 pl Diketen). Nach 30 Minuten
Riihren bei Raumtemperatur erfolgte Ansdurern (pH 2) und Reinigung iiber eine C18-Séaule.
Die Charakterisierung des Produkts erfolgte mit UV-Vis (€250nm = 15,9 mM™! cm'l, Ausbeute
73 %, 8,9 umol) und MALDI-TOF-MS (m / z = 852 Da). Das Produkt wurde lyophilisiert und
bei -20 °C gelagert.
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2.9.2 3-Hydroxybutyryl-CoA (7)

Acetoacetyl-CoA (6; 6,2 umol) wurde in Wasser (250ul) und Kaliumhydrogenphosphat (1M,
50 pl gelost (pH 7-8). Eine Losung von Natriumborhydrid (23,34 mg, 617 umol) in Wasser
(900 pl) und Kaliumhydrogenphosphat (100 pl, 1 M) wurde angesetzt und eine dquivalente
Menge (10 pl, entspricht 0,23 mg, 6,2 pumol) davon zur CoA-Losung gegeben. Die Reaktion
wurde nach 20 Minuten bei Raumtemperatur durch Ansduern (5 M HCI, ca. 8ul — pH 1,5)
abgebrochen und iiber eine C18-Sédule gereinigt. Das Produkt wurde lyophilisiert und
bei -20 °C gelagert.

2.9.3 1-Iodo-4-butanol (8)

/\/\/OH /\/\/OH
Br —» |

4-Bromo-1-butanol 4-Todo-1-butanol

Eine Losung von Natriumiodid (50 mmol, 7,5 g) in Aceton (50 ml) wurde hergestellt.
4-Bromo-1-butanol (100 mg, 80 ul 0,65 mmol) wurden in 2 ml dieser Natriumiodidlésung
aufgenommen. Nach Riihren (10 Minuten, Raumtemperatur) wurde durch Zentrifugation (5
Minuten, 13000 Upm) weiBles Natriumbromid als Prézipitat abgeschieden. Erneutes
Zentrifugieren (5 Minuten, 13000 Upm) ergab einen klaren Uberstand. Dieser wurde
eingedampft, um das Produkt (290 mg, enthilt noch Natriumbromid) zu erhalten.

2.9.4 4-Hydroxybutan-CoA-Ether (9)

/\/\/OH /\/\/OH
| — >  CoAS

4-lodo-1-butanol 4-Hydroxybutan-CoA-Ether

CoenzymeA (15 mg, 18,3 pmol) wurde in Kaliumhydrogencarbonat (1 M, 1 ml) und Wasser
(3,5 ml) gelost. Krudes 1-lodo-4-butanol (8; 50 mg, angenommene 100 % Ausbeute, 250
umol) wurde in Acetonitril (0,5 ml) geldst und fiir 16 h im Dunkeln unter Stickstoff bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reinigung erfolgte iiber C18-Sdule (500 mg Saulenbett). Das
Produkt wurde lyophilisiert und mit MALDI-TOF-MS (m / z = 839 Da) und UV-Vis-
Spektroskopie (g250nm = 15,9 mM™ cm™, Ausbeute 73 %) charakterisiert. Aliquots von je 2,5
umol wurden bei -20 °C gelagert.
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2.10 Analysen zur Stereoselektivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase am C2

Die Reaktion von 4-Hydroxybutyryl-CoA zu Crotonyl-CoA, katalysiert von
4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase aus C. aminobutyricum, wurde mit den in dieser Arbeit
beschriebenen CoA-Ester Derivaten durchgefiihrt, um den Verbleib der verschiedenen
Markierungen in den Substraten zu verfolgen. Eine Untersuchung zur initialen
Protonenabstraktion in o-Position wurde mit (S—[Z—ZHI]Butyryl—CoA (erzeugt durch
Crotonase) durchgefiihrt.

2.10.1 Reaktion von 4-Hydroxybutyryl-CoA zu Crotonyl-CoA

Aufgrund der Instabilitit von 4-Hydroxybutyryl-CoA wurde dieses direkt vor der Reaktion
mit Dehydratase durch Inkubation mit 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase aus Acetyl-CoA
und 4-Hydroxybutyrat wie oben beschrieben hergestellt. Verbleibende aktive Transferase
wurde anschlieBend durch Saurebehandlung fiir kurze Zeit (pH 2 bis 3, < 1 Minute)
inaktiviert. Der Ansatz wurde geteilt und die Hélfte der Probe (1,25 pmol) neutralisiert und in
100 mM Kaliumphosphatpuffer bei pH 7,4 mit 6 U 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase fiir
15 Minuten bei 37 °C inkubiert und danach iiber eine C18-Sdule gereinigt. Der Rest des
4-Hydroxybutyryl-CoAs (1,25 pumol) wurde unbehandelt iiber eine C18-Sdule wie oben

beschrieben gereinigt und als Referenz verwendet.

Die gebildeten CoA-Ester wurden lyophiliert und mit MALDI-TOF-MS analysiert. Je nach
fiir die Synthese von 4-Hydroxybutyryl-CoA verwendetem Substrat wurden auf diese Weise
(R)- und (S)-4-Hydroxy[*H;]Butyryl-CoA, ausgehend von 3-Benzyloxypropan-1-ol und

Methionin untersucht.

2.10.2 Reaktion mit (S)-[2-*H;|Butyryl-CoA

2,5 umol des durch Crotonase erzeugten (S)-[2-°H,]Butyryl-CoA (S-5, 87 %, m / z = 839 Da,
13 % unmarkiert, m / z 838 Da) wurden in 1 ml 100 mM Kaliumphosphat bei pH 7,4
aufgenommen und mit 6 U 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase fiir 1 h bei 37 °C inkubiert

und danach tiber eine C18-Sdule wie oben beschrieben gereinigt.
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Der Versuch wird unter exakt gleichen Bedingungen zur Kontrolle ohne 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydratase durchgefiihrt, um auf spontanen Austausch mit dem Losungsmittel an der
a-Position des Butyryl-CoA zu iiberpriifen. Die gleiche Abfolge von Reaktionen wurde in
D,0 durchgefiihrt, um einen eventuellen Einbau von Deuterium in R-Position nachweisen zu
konnen.

Die gebildeten CoA-Ester wurden lyophiliert und mit MALDI-TOF-MS analysiert.

2.10.3 (R)-[2-’H,|Butyryl-CoA (R-5) oder Reaktion mit Butyryl-CoA

Dieser Test dient dazu nachzuweisen, ob die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase in
a-Position von Butyryl-CoA eine Protonierung durchfiihren kann. 2,5 umol Butyryl-CoA
gelost in 1 ml 100 mM Kaliumphosphat bei pH 7,4 in D,O wurden mit 6 U 4-
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase fiir 1 h bei 37 °C inkubiert und danach iiber eine C18-
Saule wie oben beschrieben gereinigt und lyophilisiert fiir die Analyse mit MALDI-TOF-MS.
Der Versuch wurde mit nur partiell gereinigter Dehydratase, die noch Dehydrogenaseaktivitit

enthielt, und mit reiner Dehydratase durchgefiihrt (siche Abschnitt 2.5.1 zur Reinigung).

2.11 Ammonium-Lyaseaktivitit der Dehydratase

Eine mogliche Ammonium-Lyaseaktivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase wiirde die
Ubertragung einer NH,-Gruppe auf Crotonyl-CoA (m / z = 836 Da) unter Bildung von
3-Amino- oder wahrscheinlicher 4-Aminobutyryl-CoA (m / z = 853 Da) bedeuten. Die
Verfiigbarkeit von NH;"  zur Ubertragung auf Crotonyl-CoA wird bei verschiedenen
pH-Werten getestet.

Die Reaktion wurde mit 2,5 pmol Crotonyl-CoA in 100 mM Kaliumphosphat bei
verschiedenen pH-Werten (7,5, 8,0 und 8,5) sowohl ohne Ammoniumsulfat als auch mit 100
mM Ammoniumsulfat fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur durchgefiihrt und anschlieBend
iber eine C18-Séule gereinigt. Eine Analyse der zuvor von Acetonitril befreiten (Speed Vac,

30 Minuten) Proben erfolgte mit MALDI-TOF-MS.
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2.12 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrischen Analysen der CoA-Derivate in dieser Arbeit wurden alle mit
Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation Time of Flight Massenspektrometrie (MALDI-
TOF-MS) durchgefiihrt. Dabei wurde an einem Voyager Spectrometer DE-RP (Applied
Biosystems, Weiterstadt) gemessen. Es wurde im Reflektormodus mit einem verzégerter
Extraktion und positiver Polaritdt gemessen. Die Beschleunigungsspannung betrug 20.000 V,
die Gitterspannung lag bei 58 %. Die Verzogerungszeit betrug 50 ns. Die Ration der
Refelktorspannung betrug 1 zu 1,12. Es wurden durchschnittlich 0,5 Prozent der
Beschleunigerspannung am ,,guide wire* angelegt. Der gemessene Massenbereich betrug 700

bis 1000 Da.

Als Matrix zur Ubertragung der Laserenergie auf die Proben wurde 3-Hydroxy-o-
cyanozimtsdure oder 4-Hydroxy-o-cyanozimtsdure genutzt. Alle Proben wurden vor den
Messungen von organischen Losemitteln (z. B. Acetonitril)  befreit und eine
Verdiinnungsreihe (1:2 bis 1:16) mit 1 mM Ausgangskonzentration der CoA Ester in Matrix
(gesittigte Losung in 70 % Acetonitril in Wasser) direkt auf dem Probentréger angefertigt.
Die Proben wurden durch Trocknen in Matrixkristalle eingeschlossen und im Hochvakuum

gemessen.

2.13 Mossbauer-Spektroskopie — Effekte der Substratbindung

Die Analysen der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase mit Mdssbauerspektroskopie wurden
am Max-Planck Institut fiir bioanorganische Chemie in Miihlheim auf einem Spetrometer mit
alternierender konstanter Beschleunigung durchgefiihrt. Die minimale experimentale
Linienbreite betrug 0,24 mms™ (volle Breite bei halber Hohe). Die Probentemperatur wurde
dabei entweder in einem Oxford Instruments Variox oder einem Oxford Instruments
Mossbauer-Spectromag Kryostat konstant aufrechterhalten. Letzterer ist ein paarweise
geteiltes supraleitfahiges Magnetsystem, in dem Magnetfelder von bis zu 8 T angelegt werden
konnen, wihrend die Probentemperatur im Bereich von 1,5 K bis 250 K variiert werden kann.
Das Magnetfeld in der Probe steht dabei im rechten Winkel zur y-Strahlung. Die *’Co/Rh
Quelle (1,8 GBq) wurde bei Raumtemperatur in einer Liicke des Magnetsystems in einer
Nullfeld-Position untergebracht. Isomerverschiebungen werden relativ zu Eisen Metall bei

300 K angegeben.
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Die bei Nullfeld gemessenen Spektren wurden mit Lorentzschen Dupletts angepasst. Die
Spektren der im Magnetfeld durchgefiihrten Mdssbauer Messungen des diamagnetischen
Clusters (S= 0) wurden durch das iibliche nukleare Hamiltonsche Verfahren fiir >’Fe simuliert
(Trautwein et al. 1991). Die zur Simulation verwendeten Spektren wurden bei einer
Temperatur 4,2 K aufgenommen. Die Messungen mit externem Magnetfeld fanden bei einer

Feldstarke von 7 T statt.

Zur Inkorporation von >’Fe in die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase wurde bei der
Aufzucht von C. aminobutyricum Modifikationen am Medium [siche Abschnitt 2.3.1
modifiziert nach (Miih et al. 1997)] vorgenommen. Das Komplexmedium zur Aufzucht von
C. aminobutyricum enthilt 15 pM *°Fe im Hefeextrakt und 45 uM durch zugegebenes
Eisenchlorid. Wird der Hefeextrakt zuvor mit Chelex-100 (Eisenchelator, Sigma) behandelt
(Restkonzentration an *°Fe ca. 5 uM) und kein FeCl; zugegeben, so kann durch Zugabe von
45uM “"Fe zusammen mit 0,4 mM Citrat eine 90 prozentige Anreicherung erzielt werden
(Miih et al. 1997). Mit so behandeltem Medium konnten nur geringe Zellmengen (5 g pro 10 1
Kultur) erhalten werden. Deshalb wurde unbehandelter Hefeextrakt verwendet und 45 pM
*’Fe ohne Citrat zugegeben um Zellen mit 75 % Anreicherung zu erhalten (15 g pro 10 1
Kultur) (Miih et al. 1997).

Zellen von C. aminobutyricum, die in so mit >'Fe angereichertem Medium geziichtet worden
waren, wurden aufgeschlossen und eine Enzymreinigung (sieche Abschnitt 2.5.1)
durchgefiihrt. Die zum Anfertigen der Proben genutzte mit >’Fe angereicherte 4-
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase hatte eine Proteinkonzentration von 95 mg pro ml, eine
spezifische Aktivitit von 2,4 U pro mg und einem Eisengehalt von 0,025 bis 0,030 mM (14

bis 16 Fe pro Homotetramer).

Es wurden folgende Proben hergestellt:
1. 250 pl Enzym (wie gereinigt)
250 pl 50 mM KPP pH 7,4
2. 250 pl Enzym (wie gereinigt)
150 ul 50 mM KPP pH 7,4
100 pl Crotonyl-CoA (2,5 umol) in KPP pH 7,4
3. 250 pl Enzym (wie gereinigt)
145 pl 50 mM KPP pH 7,4
100 pl Crotonyl-CoA (2,5 umol) in KPP pH 7,4
5 ul Natriumdithionit (2 mM)
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Die Proben wurden ca. 30 Sekunden nach dem Befiillen der Probenbehélter auf einem zuvor
mit fliissigem Stickstoff gekiihltem Metallblock eingefroren und dann in fliissigem Stickstoff
gelagert. Alle Proben wurden in einem anaeroben Zelt angefertigt. Sdmtliche Gerdtschaften

wurden vor Gebrauch 24 h im Zelt gelagert. Alle Puffer und Losungen waren anaerob.

2.14 EPR-Spektroskopie — Effekte verschiedener Substrate

Die EPR-Messungen wurden an einem X-Band-EPR-Spektrometer EMX-6/1 mit einer
rechteckigen standard Kavitit der Firma Bruker, gekiihlt mit einem ER-4112HV Helium-Fluf3
Kryostaten der Firma Oxford Instruments, durchgefiihrt. Jede Probe enthielt 4-
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (10 mg/ml, 3,6 U/mg) mit einer konstanten
Substratkonzentration (5 mM). Eine Ausnahme hiervon bildeten die in situ generierten
Substrate 4-Mercaptobutyryl-CoA und 4-Aminobutyryl-CoA, die entweder spontan aus 4-
Mercaptobutyrolacton und CoASH oder durch 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase aus
Crotonyl-CoA und Ammoniumsulfat gebildet wurden. Dabei diente die zugegebene Menge
CoASH bzw. Crotonyl-CoA als Konstante. Hierbei wurden fiir 100 mM Ammoniumsulfat
bzw. 100 mM 4-Mercaptobutyrolacton direkt zu den Proben gegeben. Im Gegensatz zu
4-Aminobutyryl-CoA (Abbildung 31, Abschnitt 3.9) konnte fiir 4-Mercaptobutyryl-CoA kein
Nachweis mit MALDI-TOF-MS erbracht werden.

Die Photoreduktion der Proben erfolgte nach Substratzugabe in Anwesenheit von 1 mM
Deazaflavin mit einem Diaprojektor fiir 3 Minuten auf Eis. Oxidation der Proben durch 5 mM
Kaliumhexacyanoferrat(IlI) erfolgte vor Substratzugabe durch Inkubation fiir 5 Minuten bei
15 °C. Danach wurde das Kaliumhexacyanoferrat(Ill) {iber Centrikon-Konzentratoren (30
kDa Porengrofle) durch fiinfmaliges Ankonzentrieren auf jeweils 5-10% des Volumens und
erneutes Verdiinnen mit 50 mM Kaliumphosphat bei pH 7,4 wieder aus den Proben entfernt.
Die oxidierten Proben wurden nun mit Substrat versetzt und vor dem Einfrieren
unterschiedlich lange bei Raumtemperatur inkubiert (1 Minute: Proben I-V, 10 Minuten:

Proben VI-X). Alle photoreduzierten Proben wurden nach ca. 6-8 Minuten eingefroren.

Probenliste mit Messbedingungen: (200 ul Probenmenge)

L CoASH, 1 Minute, oxidiert, 10 K, 20 dB, 2 Scans

IIa. CoASH + Thiolacton, 1 Minute, oxidiert, 10 K, 20 dB, 2 Scans
IIb. CoASH + Thiolacton, 1 Minute, oxidiert, 18 K, 20 dB, 2 Scans
IIIa. Crotonyl-CoA, 1 Minute, oxidiert, 10 K, 20 dB, 2 Scans
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IIIb. Crotonyl-CoA, 1 Minute, oxidiert, 18 K, 20 dB, 2 Scans

IV.  Crotonyl-CoA + AS, 1 Minute, oxidiert, 10 K, 20 dB, 2 Scans

Va. Butyryl-CoA, 1 Minute, oxidiert, 10 K, 20 dB, 2 Scans

Vb. Butyryl-CoA, 1 Minute, oxidiert, 18 K, 20 dB, 2 Scans

VI. CoASH, 10 Minuten, oxidiert, 10 K, 20 dB, 2 Scans

VII. CoASH + Thiolacton, 10 Minuten, oxidiert, 18 K, 20 dB, 2 Scans. Fehler:
Probenrdhrchen enthielt weniger als 200 pl.

VIII. Crotonyl-CoA, 10 Minuten, oxidiert, 18 K, 20 dB, 2 Scans

IX.  Crotonyl-CoA + AS, 10 Minuten, oxidiert, 10 K, 20 dB, 2 Scans

X. Butyryl-CoA, 10 Minuten, oxidiert, 18 K, 20 dB, 2 Scans

XI.  CoASH, photoreduziert, 10 K, 20 dB, 2 Scans

XII. CoASH + Thiolacton, photoreduziert, 10 K, 20 dB, 2 Scans

XIII. Crotonyl-CoA, photoreduziert, 10 K, 20 dB, 2 Scans

Nicht alle Experimente, die fiir Messungen bei 10 K vorgesehen waren, konnten aufgrund des
begrenzten Heliumvorrats durchgefiihrt werden. So wurden die fehlenden Proben bei 18 K

und bei sehr niedrigem Fiillstand des Heliumbehélters gemessen.

2.15 ENDOR-Spektrokopie — Effekte der Substratbindung

Eine mogliche Koordination des [4-Fe-4S]-Clusters der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
zum Substrat wurde durch die Verwendung von 4-Hydroxy[4-C]butyryl-CoA untersucht. Es
soll hier die durch Koordination des Sauerstoffatoms der Hydroxylgruppe mit dem Fel des
Clusters nachgewiesen werden. Hierbei wiirde eine Kopplung des >C Atoms des Substrats
iiber 2 Hiillen hinweg zum Signal des Fe-S-Clusters erfolgen.

Alle Proben wurden in Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,4) und mit 20 % Glycerin zur
Kryoprotektion eingefroren. Um den Wasserstoffgehalt fiir die Proben mit D,O als
Losungsmittel moglichst gering zu halten, wurde das Glycerin zuvor mehrmals mit D,O
versetzt und wieder getrocknet [1 ml D,O + 1 ml Glycerin, Lyophilisieren, 3 mal wiederholt].

Der Puffer wurde ebenfalls durch Lyophilisiern und Resuspendieren in D,O {iberfiihrt.

Die Enzymkonzetration der Proben wurde auf 100 mg / ml (2,8 U / mg) in einem
Probenvolumen von 100 ul eingestellt. Das Substrate wurden durch die 4-Hydroxybutyrat-
CoA-Transferase aus Acetyl-CoA und 4-Hydroxybutyrat bzw. 4-Hydroxy-4-["*C]butyrat
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hergestellt (siche Abschnitt 2.8.2). Als Positiv Kontrolle fiir ein Fe-S-Cluster Signal wurde
eine Probe mit Deazaflavin photoreduziert (siche Abschnitt 2.14). Folgende Proben wurden

angefertigt:

I Enzym + 4-Hydroxybutyryl-CoA in H,O

II.  Enzym + 4-Hydroxy[4"*C]butyryl-CoA in H,O

III.  Enzym + 4-Hydroxybutyryl-CoA in D,O

IV.  Enzym in H,O

V. Enzym in D,O

VI.  Enzym + 4-Hydroxybutyryl-CoA in H,O, photoreduziert

Alle Arbeiten wurden in einem anaeroben Zelt durchgefiihrt. Alle verwendeten Materialien
wurden dort 24 h vor Gebrauch gelagert. Alle Puffer wurden vor Gebrauch anerobisiert (1.
Erhitzten 95 °C, 2. Entgasen am Vakuum, 3. Riihren fiir 24 h im anaeroben Zelt).

Die ENDOR-Messungen erfolgten im Laboratorium von Joshuar Telser (Roosevelt

University, Chicago) auf einem Eigenbau.

2.16 NMR-Charakterisierung von Syntheseprodukten

Die NMR-Messungen in dieser Arbeit wurden an Gerdten der Firma Bruker BioSpin MRI
GmbH (Ettlingen) durchgefiihrt. Die Standardmessungen zur Charakterisierung der
Syntheseprodukte wurden an einem AVANCE 300 B (300 MHz) durchgefiihrt. Dabei wurden
in der Regel ein 'H-Spektrum bei 300 MHz und ein "“C-Spektrum bei 75,45 MHz

aufgenommen.
2.17 NMR-Experimente iiber chirale Verschiebung

Die Messung der chiralen Shift-Experimente wurde an einem Bruker BioSpin DRX400 (400
mHz, Deuteriummessungen) und Bruker BioSpin DRX500 (500 mHz, manuelle Messungen

der Shiftdifferenzen) durchgefiihrt.
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2.17.1 Europium Tris[3-(Heptafluoro-Propylhydroxymethylen)-(+)-Kampfer]-
Ligand

Ein chiraler Europium-Kampfer-Ligand (Europium Tris[3-(Heptafluoro-Propylhydroxy
methylen)-(+)-Kampfer]) wurde mit y—[2—2H1]Butyrolacton in Chloroform gemischt. Der
Unterschied in der Verschiebung abhdngig von der Stereokonfiguration kann nur relativ zu
dem jeweiligen anderen Stereoisomer ermittelt werden. Es wurden also Gemische aus (R)-
und (S)-y-[2-’H,]Butyrolactonen verwendet mit den reinen Lactonen als Standard fiir R- bzw.

S-Konfiguration.

Bei zu niedrigen Konzentrationen des Europiumliganden tritt keine oder eine zu schwache
Verschiebung der Signale auf. Eine zu hohe Konzentration verbreitert die Signale durch
paramagnetische Shift Resonanz und verhindert so eine genaue Auswertung. Zur Bestimmung
des optimalen Mischverhiltnisses wurden verschiedene Konzentrationen an Europium-Ligand
getestet (Lactont zu Eu-Ligand: 1:16, 1:8, 1:4, 1:1). Fiir die endgiiltigen Messungen wurde ein
dquimolares Verhiltnis von Lacton zu Shiftreagenz verwendet.

In einem Ansatz wurden 70 umol (6 mg, 5,3 ul) eines entsprechenden Lactongemischs (100
% S 66 %S +33%R, 33%S+ 66 %R 100 % R) mit 83,3 mg Europiumligand fiir ein
dquimolares Verhiltnis gemischt. Die NMR-Messungen wurden in CDCl; als "H Experiment

und in CHCl; als *H-Experiment (nur “H-Atome ergeben ein Signal) durchgefiihrt.

2.17.2 Derivatisierung zu chiralem (S)-4-Hydroxy-N-(1-phenylethyl)butyrylamid
(10) mit (R)- und (S)-0-Methylbenzylamin

Y-Butyrolacton (R)-a-Methylbenzylamin (R)-4-Hydroxy-N-(1-phenylethyl)butanamid

Zu (R)-o-Methylbenzylamine (1ml, 952 mg, 7,86 mmol) wurde y-Butyrolacton (100 pl, 113
mg, 1,31 mmol) gegeben. Das Gemisch wurde unter Riihren fiir 16 h bei 80 °C inkubiert.
Danach wurde mit HCI (5 M, 2 ml) angeséuert und in Diethylether extrahiert (3 x 5 ml). Nach
Trocknung mit MgSOy, Filtration und Eindampfen des Athers wurde das chirale Amid (6)
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gewonnen (40 mg, 0,19 mmol, 15 % Ausbeute) "TH-NMR (CDCl5) 300 mHz: 6 7,95 — 7,25
(5H, m, C¢Hs) 6 5,10 (1H, p, J= 7,3, CHN) 83,65 (1H, t, J= 5,95, CH,OH) 6 2,24 (2H, m,
CH,0ON) 6 1,85 (2H, p, J= 6,14, CH;) 0 1,47 (2H, d, J= 6,99, CH3) 500 mHz: & 7,97 — 7,27
(5H, m, C¢Hs) 6 6,19 (1H, d, J= 5,34, NH) 6 5,12 (1H, p, J= 7,27, CHN) 6 3,67 (1H, t, J =
5,72, CH,OH) 6 2,35 (2H dt, J= 6,79 J= 2,19, CH,ON) & 1,87 (2H, p, J = 6,00, CH,) 6 1,50
(2H, d, J=17,02, CHs).

Dieselbe Reaktion kann mit (S)-a-Methylbenzylamin durchgefiihrt werden. Beide Reaktionen
konnen mit (R)-oder (S—y—[2—2H1]Butyrolacton durchgefiihrt werden, um ein entsprechendes

chirales Amid zu erhalten.

2.17.3 Charakterisierung chiraler Alkohole mit Mosher’s Acid

Diese Methode zur Bestimmung der absoluten Konfiguration wurde erstmals von Mosher et
al. entwickelt und spdter von Speranza et al. zur Analyse von 2-Benyloxyethanol genutzt
(Dale und Mosher 1968; Dale et al. 1969; Dale und Mosher 1973; Sullivan et al. 1973;
Speranza et al. 2003). Die Reaktion ist extrem feuchtigkeitsempfindlich, weswegen alle
Losungsmittel destilliert (Pyridin, mit Natrium) oder trocken gekauft (Tetrachlorkohlenstoft)
wurden. Die Reaktion wurde in einem flammengetrockneten versiegelten Reaktionsgefal3

unter Stickstoff-Atmosphére durchgefiihrt.

Charakterisierung des Zwischenprodukts 3-Benzyloxy[1-2H1]pr0pan-1-ol

QO

3-Benzyloxy[1-’H, propan-1- 01 3-Benzyloxy[1-*H, ]propyl (2R)-3,3,3- Tr1ﬂu0r0 2- methoxy -2-phenylpropanoat

/////

Die Reagenzien wurden im Folgenden nacheinander in das Reaktionsgefdll gegeben: Pyridin
(300 pl, 300 mg), (R-MTPA (17,5 mg, 13 ul, 0,07 mmol), Tetrachlorkohlenstoff (300 ul)
und 3-Benzyloxy[1-°H,]propan-1-ol (8,3 mg, 0,05 mmol). Nach anfinglichem Schiitteln
beginnt sich kristallines Pyridinhydrochlorid abzuscheiden. Die Reaktion ist vollstindig
abgelaufen (30 Minuten, bei Raumtemperatur), wenn kein weiteres Pyridinhydrochlorid
ausfillt. Nun wurde ein Uberschuss von 3-Dimethylaminopropyl-1-amin (ca. 0,1 mmol,

10 mg, 12 pl) dazu gemischt und fiir 5 Minuten abgewartet. Der Reaktionsansatz wurde
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danach mit Diethylether (10 ml) verdiinnt und mit kalter Salzsidure (1 M), kalter geséttigter
Na,CO; — Losung und kalter geséttigter Natriumchloridlosung gewaschen (jeweils 10 ml bei
4 °C). Nach Trocknen der organischen Phase mit Magnesiumsulfat wurde dieses abfiltriert
und das Losungsmittel verdampft, um 3-Benzyloxy[1-"H,]propyl (2R)-3,3,3-Trifluoro-2-
methoxy-2-phenylpropanoat (11) zu erhalten. Es wurde keine Ausbeute bestimmt, sondern
das Produkt direkt fir NMR verwendet. '"H NMR (CDCls) & 4,45 (1H + 2H, m, CDHO +
C¢HsCH,0) 6 3,50 (2H + 3H, m, OCH,CH,, CH;0) 6 1,99 (2H, dt, J= 7,63, 7,42, OCH,CH,)

Charakterisierung des Endprodukts 4-Hydroxy[4-"H;]butyrat

®0 OH
Na O > HO

D D
Natrium 4-Hydroxy[4-2H, |butyrat (R)-4-(3,3,3-Trifluoro-2-methoxy-2-phenylpropanoyloxy)[4-2H, Jbutansiure

Die Reaktion wurde genauso wie oben beschrieben durchgefiihrt und 4-Hydroxy[*H, Jbutyrat
(Natriumsalz, 6,3 mg, 0,05 mmol) als Ausgangsmaterial verwendet. Es war kein Produkt

nachzuweisen.

2.18 Spektroskopie im sichtbaren bis UV-Bereich

Durch die Verwendung verschiedener Substrate sollte eine eventuelle von der veresterten
Fettsdure abhédngige Zustandsdnderung des Flavins in Gegenwart verschiedener CoA-Reste

im Vergleich zum natiirlichen Substrat Crotonyl-CoA untersucht werden.

Hierfir wurden freies CoASH, Acetyl-CoA und Butyryl-CoA als Beispiele fiir nicht
metabolisierte Subtanzen und Crotonyl-CoA als natiirliches Substrat verwendet.
4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (2,8 U / mg) wurde zundchst in Kaliumphosphatpuffer
(50 mM, pH 7,4) mit Kaliumhexacyanoferrat(Ill) (5 mM im Ansatz) oxidiert (5 Minuten,
17 °C), bevor dieses durch mehrmalige (3 % auf 5 % Ankonzentrieren und mit 3 ml frischem
Puffer auffiillen) Filtration (Centrikon-Konzentratoren, 30 kDa) wieder ausgewaschen wurde.
Das so behandelte Enzym wurde mit Puffer auf 500 pl verdiinnt (1,6 mg/ml; 4,5 U) und als

Blindwert ein Spektrum entlang des Wellenlédngebereichs 300 — 700 nm aufgenommen. Nun
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wurden die CoA-Substrate (je 1 mM im Test) zugegeben und in festgesetzen Zeitabstinden
0,1,2,3,5,7, 10, 15, 20, 30, 40, 50 Minuten, etc.) das Spektrum erneut aufgenommen. Es
wurde die Abnahme am Maximum im Bereich von 430 bis 440 nm und die Zunahme an der
,charge-transfer“-Bande bei 500-700 nm gegen den Blindwert (ohne Substratgabe) bei den

verschiedenen Zeitpunkten beobachtet.

2.19 CD-Spektroskopie der Syntheseprodukte

Die CD-Messungen wurden an einem JASCO J-810 Spectropolarimeter (Jasco Labor und
Datentechnik GMBH, Deutschland) durchgefiihrt. Die Probenkonzentration betrug 4 mg pro
ml. Es wurde eine Serie von 20 Messungen pro Probe (Temperatur: 24 °C, Bereich: 196 nm
bis 216 nm, Geschwindigkeit: 20 nm pro Minute, Datenaufnahme: 0,2 nm pro Messpunkt,
Bandbreite: 1 nm, Schichtdicke: 0,1 cm, Response Time: 2 s) durchgefiihrt. Der pH-Wert der

Proben betrug 2,5. Als Blindwert wurde die Kiivette mit Wasser gemessen (5 Messungen).

2.20 Synthese von y-[’H;|Butyrolactonen zur Untersuchung der
Stereoselektivitit am C2

2.20.1 Synthese iiber Methionin

(5)-2-Bromo-4-methylthiobuttersiure (S-12)

S

™~

HO HO

/cn
y

ﬁH2 Br
(S-Methionin (S)-2-Bromo-4-methylthiobuttersdure

Modifiziert nach (Cooke et al. 2003) wurde zunéchst eine Losung von (S)-Methionin (8,54 g,
57 mmol) in 48 % HBr (53 ml, 976 mmol) und Wasser (80 ml) auf —6 °C bis —8 °C abgekiihlt.
Nun wurde eine Losung von Natrium Nitrit (3,95 g, 57,25 mmol) in Wasser (10 ml)
tropfenweise unter Riithren zugegeben. Die braune Losung wurde nun fiir 2 h bei —5 °C bis —
8 °C bis zur Aufhellung geriihrt. Extraktion mit Ethylacetat (5 x 50 ml), Trocknung mit

Magnesiumsulfat, Filtration und Entfernen des Losungsmittels bei reduziertem Druck ergab
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ein orangefarbenes Ol (5,63 g, 26,54 mmol, 47 % Ausbeute). 'H NMR (CDCls) & 2,12 (3H, s,
CHs3), 6 2,33 (2H, m, CH,), 6 2,66 (2H, m, CHS), 6 4,50 (1H, dd, J = 8,30, 5,86, CHBr)

(R)-2-Bromo-4-methylthiobuttersiure (R-12)

(R)-Methionin (8,54g, 57 mmol) als Startmaterial fiihrte bei exakter Wiederhohlung der
obigen Synthese zu dem entsprechenden R-Isomer einem orangfarbenen Ol (6,36 g, 29,98
mmol, 53% Ausbeute). 'H NMR (CDCl;) § 2,13 (3H, s, CH3), & 2,32 (2H, m, CH,), § 2,68

(2H, m, CH,S), 6 4,50 (1H, dd, J = 8,30, 5,86, CHBr)

(R)-4-Methylthio[2-*H;]buttersiure (R-13)

O O
S S
HO )L(S)/\/ \ » HO R \
Er D
(9-2-Bromo-4-methylthiobuttersdure (R)-4-Methylthio[2-2H, Jbuttersiure

Zu einer auf —5 °C abgekiihlten Losung von (S)-2-Bromo-4-methylthiobuttersdure (S-12;
3,125 g, 14,73 mmol) in Tetrahydrofuran (3,125 ml) wurde Triethylbordeuterid (1 M in THF,
50 ml, 50 mmol, 4,4 Aquivalente) tropfenweise zugegeben. Die Losung wurde 2 h bei 80 °C
erhitzt und wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
Essigsdure (5 ml, 85 mmol) abgestoppt. Nach dem Entfernen der Losemittel bei reduziertem
Druck blieb ein weillgelbes Pulver als rohes Produkt zuriick (4,61g, Ausbeute im néchsten
Schritt). "H NMR (CDCls) & 1,93 (2H, dt, J = 7,16, 7,20, CH,), & 2,10 (3H, s, CH3) & 2,49
(1H, tt, J= 17,36, 2,24, CDH) 4 2,56 (2H, t, J= 7,20, CH,S)

(S)-4-Methylthio[2-*H,|buttersiure (S-13)

Die gleiche Synthese mit (R)-2-Bromo-4-methylthiobuttersdure (R-12; 3,125 g, 14,73 mmol)
als Startmaterial mit darauf angepassten Mengen an Reagenzien ergab das R-Isomer ein
weisgelbes Pulver als rohes Produkt (5,25 g; Ausbeute im Nichsten Schritt). '"H NMR
(CDCl) 6 1,93 (2H, m, CH,), 6 2,10 (3H, s, CH3), 6 2,48 (1H, tt, J= 7,32, 2,28, CDH) 6 2,56
(2H, t, 3=17,20, CH,S)
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(R)-4-Methylthi0[2-2H1]buttersﬁuremethylester (R-14)

0] @)
S S
HO Y ™~ - Y ™~
D D
(R)-4-Methylthio[2-H, ]buttersiure (R)-4-Methylthio[2-H, ]buttersiure Methyl-Ester

Der krude Reaktionsansatz ((R)-4-Methylthio[2-2H1]butterséiure; R-13) wurde in Methanol
(50 ml) gelost und konzentrierte Schwefelsdure (2,5 ml, 45 mmol = 90 mmol H") vorsichtig
hinzugegeben. Das Gemisch wurde fiir 12 h bei Raumtemperatur im Dunklen geriihrt. Nach
Verdampfen der Losungsmittel wurde der verbleibende feste Rest in Diethylether
resuspendiert und abdekantiert (3 x 20 ml). Die vereinigten Uberstinde wurden mit
Kaliumhydrogenkarbonat gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und ergaben
nach Verdampfen der Losemittel unter reduziertem Druck das Produkt (0,8 g; 7,55 mmol;
51 % Ausbeute). 'H NMR (CDCls) § 1,92 (2H, dt, J=7,16, 7,14, CH) 5 2,10 (3H, s, SCH3) &
2,43 (1H, tt, J = 7,32, 2,28, CDH) & 2.54 (2H, t, J = 7,20, CH,S) & 3,68 (3H, s, CH;0) "°C
NMR 6 15,62 (CH») 8 24,38 (SCH3) 6 32,76 (t, J = 19,78, CDH) 6 33,77 (CH,S) 6 51,93
(CH;30) 6 173.97 (OCO)

(S)-4-Methylthi0[2-2H1]buttersiiuremethylester (S14)

Die Veresterung mit (S)-4-Methylthio[2-"H,Jbuttersdure (S-13) fiihrte zum 1,1 g des
Slsomers (10,38 mmol; 70 % Ausbeute). '"H NMR (CDCl3) 6 1,93 (2H, dt, J = 7,16, 7,14,
CH,) 6 2,10 (3H, s, SCH3) 6 2,44 (1H, tt, J= 7,32, 2,28, CDH) § 2.54 (2H, t, J= 7,20, CH,S)
8 3,68 (3H, s, CH;0) *C NMR & 15,66 (CH,) & 24,41 (SCH3) & 32,79 (t, J = 19,78, CDH) &
33,81 (CH,S) 6 51,97 (CH30) 6 174,01 (OCO)
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(R)-4-Hydr0xy[2-2H1]butterséiure (R-15); (R)-y-[Z-ZHl]Butyrolacton (R-16)

) 0]

S OH

\O R \ v HO R

D D
(R)-4-Methylthio[2-?H, Jbuttersiure (R)-4-Hydroxy[2-2H, Jbuttersiure

Methyl-Ester
O
D
> R (o)

(R)-y-[2-*H,]Butyrolacton

Modifiziert nach (Baldwin et al. 1988) wurde zunichst eine Lodsung von
(R)-4-Methylthio[2->H, Jbuttersduremethylester (R-14; 800 mg, 7,55 mmol) in Wasser (10 ml)
und Acetonitril (2,5 ml) mit lodomethan (2,13 g, 15,1 mmol, 960 ul) gemischt. Die Reaktion
wurde fiir 12 h im Dunklen bei Raumtemperatur gerithrt. Dann wurde
Kaliumhydrogenkarbonat (755 mg, 7,55 mmol) hinzugegeben und die Losung fiir 2 h auf 80
°C erhitzt. Um (R)-4-Hydroxy[2-"H,]buttersiure (R-15) zu erhalten, wurde zu der
abgekiihlten Lésung HCI (pH 1 bis 1,5) gegeben und diese wieder fiir 2 h auf 80 °C erhitzt.
Die krude Reaktion wurde nun mit Dichlormethan gemischt und fiir 12 h geriihrt. Das Produkt
wurde in Dichlormethan (20 ml) extrahiert und es ergibt sich nach dem Verdampfen des
Losungsmittels ein farbloses Ol (300 mg, 3,45 mmol; 46 % Ausbeute). 'H NMR (CDCls) &
2,29 (2H, m, CH») 6 2,49 (1H, m, CDH) 6 4,36 (2H, t, J= 6,88, CH,0)

(S)-4-Hydr0xy[2-2H1]buttersiiure (515); (S)-y-[Z-ZHl]Butyrolacton (S-16)

Dieselbe Abfolge von Schritten wurde mit (S)-4-Methylthi0[2-2H1]butterséiuremethylester
(S-14; 1100 mg, 10,38 mmol) und angepassten Mengen der anderen Reagenzien durchgefiihrt
um 260 mg des S-Isomers zu erhalten (2,99 mmol; 29 % Ausbeute). 'H NMR (CDCls) & 2,27
(2H, m, CH») 6 2,49 (1H, m, CDH) & 4,36 (2H, t, J= 7,08, CH,0)
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Aufreinigung von (R)-y-[2-2H1]butyrolact0n (R-16) iiber Silicagel Saule

(R)-y-[2-*H, |Butyrolacton

Das Sdulenmaterial war Silicagel 60 bei einem Sdulenvolumen von 50 ml. Als Laufmittel
wurde Diethylether und Petrol 40-60 im Verhéltniss 2 zu 1 verwendet. Nach Auftragen des
Lactons wurden unter geringem Druck Fraktionen von 8-10 ml gesammelt.
Diinnschichtchromatographie wurde benutzt, um die Fraktionen auf Produkt zu testen. Die
Fraktionen 12-20 wurden vereinigt und verdampft, um ein farbloses Ol zu gewinnen (160 mg;
1,84 mmol; 53 % Ausbeute). 'H NMR (CDCls) & 2,26 (2H, dt, J = 7,93, 7,22, CH,) & 2,49
(1H, m, CDH) & 4,36 (2H, t, J = 7,08, CH,0) *C NMR (CDCls) § 22,08 (CH,) & 27,49 (t, J =
20,52, CDH) 6 68,45 (OCH,) 6 177,63 (COO)

Aufreinigung von (S)-y-[2-*H;]butyrolacton (S-16) iiber Silicagel Siule

Dasselbe Protokoll wie oben wurde fiir das S-Isomer verwendet. Die Ausbeute betrug 100 mg
(1,15 mmol, 38 % Ausbeute) 'H NMR (CDCl3) & 2,27 (2H, m, CH,) & 2,49 (1H, m, CDH) &
4,36 (2H, t, J = 7,08, CH,0) "*C NMR (CDCls) § 22,12 (CH>) & 27,52 (t, J = 20,52, CDH) &

68,48 (OCH,) & 177,67 (COO)

(R)-[2-*H,]|Buttersiure (R-17)

o) 0
S
HO g ™~ > Ho 8
D D
(R)-4-Methylthio[2-?H, Jbuttersiure (R)-[2-?H,]Butterséure

(R)-4-Methylthio[2-*H, Jbuttersiure (R-13; 1,5 g, 7,07 mmol) wurde in Wasser (150 ml)
geldst und mit Raney Nickel 2800 (15g) gemischt. Die Reaktion wurde fiir 1 h auf 95 °C
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erhitzt und danach bei Raumtemperatur fiir 12 h inkubiert. Die wissrige Phase wurde
abdekantiert und der verbliebene Rest Raney Nickel erneut mit Wasser aufgeschlammt
(3 x50 ml). Die gesammelte wéssrige Phase wurde filtriert, mit Chloroform gewaschen
(4 X 50 ml) und getrocknet. Das so erhaltene krude Produkt (1,6 g) wurde von verbleibender
Bor- und Essigsdure liber Dampfdestillation gereinigt. Das Produkt wurde in Wasser (10 ml)
geldst und der pH auf 2 eingestellt. Die Destillation wurde solange fortgesetzt, bis der pH-
Wert des Kondensats 6-7 erreichte. Das Kondensat wurde mit NaOH auf pH 8 - 8,5 eingestellt
und eingedampft, um das gereinigte Produkt als Natriumsalz zu erhalten (860 mg, 7,74 mmol,
quantitiativ). '"H NMR (H,0) & 2,12 (1H, tt, J = 7,04, 1,55, CDH) & 1,53 (2H, dt, J = 14,65,
7,32, CH,) 6 0,88 (3H, t, J=7.45, CHs)

(S)-[2-*H,]|Buttersiure (S-17)

Wird (S—4—Methylthio[2—2H1]butterséiure (S13; 1,1 g, 5,18 mmol) als Startmaterial in der
obigen Pozedur verwendet und die Mengen der anderen Reragenzien darauf angepasst, so
kann das STsomer gewonnen werden (1,47 mg, 14,22 mmol, quantitiativ). '"H NMR (H,0) &
2,01 (1H, m, CDH) & 1,42 (2H, dt, J= 14,57, 7,26, CH») 6 0,76 (3H, t, J= 7,32, CH3)

2.20.2 Synthese iiber 3-Benzyloxypropan-1-ol

3-Benzyloxypropansaure (18)

O/\/\OH O/\)LOH

—>

3-Benzyloxypropan-1-ol 3-Benzyloxypropanséure

Herstellung von Jones Reagenz: Crom(VI)oxid (13,4 g, 134 mmol) wurde in konzentrierter
Schwefelsdure (11,5 ml) und Wasser (20 ml) aufgelost. Das Wasser wurde unter stindigem
Riihren nach der Sdure vorsichtig im Verlauf von 30 Minuten zugegeben. Danach wurde die

Losung mit Wasser auf 50 ml aufgefiillt (Bowers et al. 1953).



69

Kommerziell erhéltliches 3-Benzyloxypropan-1-ol (Sigma-Aldrich, 10,0 g, 60,0 mmol) wurde
in Aceton gelost und Jones Reagenz (ca. 37 ml) im Verlauf von 80 Minuten langsam
zugegeben, bis eine orange Farbe dauerhaft erhalten blieb. Die Reaktion wurde fiir weitere 15
Minuten geriihrt und dann filtriert. Das orangefarbene Filtrat wurde bei reduziertem Druck
eingedampft. Der biphasische Riickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen, mit Wasser (2 X
20 ml) und gesittigter Natriumchloridlosung (20 ml) gewaschen, mit Magnesiumsulfat
getrocknet und schlieBlich eingedampft, um ein leicht gelbliches bis farbloses Ol zu erhalten
(10,69 g, 59,39 mmol, 94 % Ausbeute). 'H NMR (CDCl3) & 2,67 (2H, t, J= 6,33, CH,) & 3,76
(2H, t, J= 6,33, OCH,) & 5,56 (2H, s, CH,0) & 7,34 (5H, m, C¢Hs)

3-Benzyloxy[1-2H2]propan—l-ol 19)

0 D, D
O/\)LOH o/\>\OH
—_
3-Benzyloxypropanséure 3-Benzyloxy[ 1->H,]propan-1-ol

3-Benzyloxypropanséure (18, 5 g, 27,63 mmol) wurde in Diethylether (100 ml) geldst und auf
0 °C abgekiihlt. Nun wurde tropfenweise LiAlD; Losung (1 M, 27,63 ml, 27,63 mmol)
zugegeben. Die Losung wurde nun 1 h bei 0 °C geriihrt und dann fiir 10 Minuten auf
Raumtemperatur erwarmt. Erneut auf 0 °C abgekiihlt wurde die Reaktion durch Zugabe von
gesittigter Natriumchloridlosung (100 ml) abgestoppt. Zur leichteren Aufarbeitung wurde die
Reaktion halbiert und jede Hilfte in Diethylether (3 X 60 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden in Portionen von 150 ml mit Wasser gewaschen (2 X 50 ml per
Portion). Dann wurde die organische Phase mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel eingedampft, um das Produkt zu erhalten (3,24 g, 22,26 mmol, 81 % yield).
"H NMR (CDCls) & 1,90 (2H, t, J= 5,67, CH,) & 3,67 (2H, t, J = 5,76, OCH,) & 4,53 (2H, s,
CH0) 6 7,34 (5H, m, C¢Hs)
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3-Benzyloxy[1-’H;|propanal (20a)

D, D O
o/\>\OH — @/\ D
3-Benzyloxy[ 1-*H,]propan-1-ol 3-Benzyloxy[1-*H]propanal

Zu einer Losung von Oxalylchlorid (1,84 ml, 21,33 mmol) in Dichlormethan (trocken, 60 ml)
wurde unter Stickstoff bei —80 °C Dimethylsulfoxid (3,03 ml, 42,67 mmol) zugetropft und fiir
15 Minuten geriihrt. Nun wurde iiber einen Zeitraum von 5 Minuten eine Losung von 3-
Benzyloxy[l—sz]propan—l—ol (19) in trockenem Dichlormethan (10,83 mmol, 1,72 ml in 15
ml Dichlormethan) zugegeben. Die Losung wurde weitere 15 Minuten bei —80 °C geriihrt und
danach Triethylamin (7,41 ml, 53,61 mmol) tropfenweise zugegeben. Nach 10 Minuten wurde
die Kiihlung entfernt und die Losung fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nun wurde Wasser
(10 ml) hinzugegeben und fiir 10 Minuten geriihrt. Die organische Phase wurde abgetrennt
und die wissrige in Dichlormethan extrahiert (2 X 10ml). Die vereinigte organische Phase
wurde mit gesittigter Natriumchlorid Losung gewaschen (2 x 10 ml), mit Magnesiumsulfat
getrocknet, filtriert und eingedampft, um das krude Produkt zu erhalten (2,7 g, 16,36 mmol).
Der sehr reaktive Aldehyd wurde ohne weitere Reinigung direkt im nédchsten Schritt
verwendet unter Annahme von 100 % Ausbeute.

Fiir eine Charakterisierung dieser Zwischenstufe wurde exemplarisch eine Synthese mit
unmarkiertem 3-Benzyloxpropan-1-ol (10,83 mmol, 1,72 ml) unter den gleichen Bedingungen
durchgefiihrt. Das krude Produkt (20b) wurde hierfiir iiber eine Silicagelsdule mit
Petrol 40-60 und Diethylether im Verhéltnis 1 zu 2 als Laufmittel gereinigt (43 % Ausbeute).
Fiir eine routineméfBige Synthese wurde aufgrund des sehr reaktiven Aldehyds auf diesen
Schritt verzichtet. '"H NMR (CDCl3) § 2,71 (2H, dt, J=1,76 J= 6,09, CH,) & 3,82 2H, t, J =
6,14, OCH») 6 4,54 (2H, s, CsHsCH,0) 6 7,34 (5H, m, CsHs) 6 9,80 (1H, t, J= 1,79, CHO)
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(S)-3-Benzyloxy[1-2H1]pr0pan-1-ol (S21)

o H D
@) D ——» O OH
3-Benzyloxy[1-’H]propanal (9-3-Benzyloxy[1-’H, Jpropan-1-ol

Modifiziert nach (Valentine et al. 1997) wurde zunichst R-ALPINE BORINE™-L&sung
(1,1 dquivalent, 23,8 ml, 11,9 mmol) fiir 15 Minuten bei —78 °C unter Stickstoff geriihrt. Nun
wurde 3-Benzyloxy[1-"H;]propanal gelost in Tetrahydrofuran (10,83 mmol, angenommene
100 % Ausbeute von 20a, in 10 ml) tropfenweise zugegeben und bei -78 °C fiir 2,75 h
geriihrt. Die leicht gelbliche Losung wurde auf 0 °C erwarmt und tropfenweise Ethanolamin
(1,5 dquivalente, 16,25 mmol, 977 pl) zugegeben. Nach 30 Minuten Riihren bei 0 °C wurde
mit Wasser (10 ml) abgestoppt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wéssrige in
Diethylether extrahiert (3 x 20 ml). Die vereinigte organische Phase wurde gewaschen (50 ml
1 M H;S0y), getrocknet (MgSQOy), filtriert und eingedampft, um krudes Produkt zu erhalten
(6,15 g). Uber zwei Silicagelsiulen mit Diethylether / Petrol 40-60 als Laufmittel wurde ein
farbloses Ol erhalten (1,0 g, 5,99 mmol, 55 % Ausbeute). 'H NMR (CDCl5) 6 1,87 (2H, dt, J
= 5,67, 5,71, CH) & 3,67 (2H, t, J = 5,85, OCH,) ¢ 3,78 (1H, m, CDHOH) o6 4,53 (2H, s,
CsHsCH,0) & 7,34 (5H, m, C¢Hs) °C NMR (CDCls) § 32,04 (CH,) & 61,60 (t, J = 21,96,
CDHOH) 6 69,39 (OCHa) ¢ 73,30 (C¢HsCH,0) & 127,64, 127,71, 128,45, 138,11 (C¢Hs)

(R)-3-Benzyloxy[1-*H;]propan-1-ol (R-21)

0 D, H
/\)L /\)F\:)\
(6) D —>» (0] OH
3-Benzyloxy[ 1-H]propanal (R)-3-Benzyloxy[1-*H, ]propan-1-ol

Die Stoffmengen (Startmaterial und Reagenzien) sowie die Reaktionschritte der Synthese von
R-21 entsprachen denen der Synthese von S-21 nur, dass S-ALPINE BORINE™ zur
Reduktion verwendet wurde. Die Ausbeute an krudem Produkt betrug 6,84 g und nach den
beiden Silicagel Siulenschromatographieschritten ergab sich ein farbloses Ol (0,98 g, 5,87
mmol, 54 % Ausbeute). "H NMR (CDCls) & 1,87 (2H, dt, J = 5,60, 5,62, CH,) & 3,67 (2H, t, J
=5,76, OCH) 6 3,78 (1H, m, CDHOH) 6 4,53 (2H, s, CH,0) ¢ 7,34 (5H, m, CsHs)
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(S)-3-Benzyloxy[1->H;|propanoyltosilat (S-22)
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(9-3-Benzyloxy[1->H, Jpropan-1-ol (9)-3-Benzyloxy[ 1->H, |propanoyltosilat

(/J:O

@)

Zu einer Losung von (S)-3-Benzyloxy[1-"H,Jpropan-1-ol (S-21, 1 g, 5,99 mmol, 957 pl) in
trockenem Pyridin (6 ml) wurde bei 0 °C unter Riihren p-Toluolsulfonylchlorid (3,63
dquivalente, 21,74 mmol, 4,12 g) gegeben. Nach 1 h Riihren bei 0 °C wurde die Reaktion in
geeistem Wasser (20 ml) abgestoppt und in Diethylether extrahiert (4 X 10 ml). Die
organische Phase wurde mit Salzsidure gewaschen (2 x 5 ml, 3 M HCl), mit Magnesiumsulfat
getrocknet, filtriert und das eingedampft, um das Produkt zu erhalten (1,61 g, 5,01 mmol, 84
% Ausbeute). 'H NMR (CDCls) & 1,94 (2H, dt, J = 5,98, 6,00, CH,) & 2,43 (3H, s, CH3) &
3,50 (2H, t, J= 5,95, OCH;) 6 4,15 (1H, m, CDHOS) & 4,40 (2H, s, CcH¢CH,0) & 7,59 (9H,
m, C¢Ha, C¢Hs)

(R)-3-Benzyloxy[1-2H1]pr0panoylt0silat (R-22)
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R)-3-Benzyloxy[1-?H, ]propan-1-ol (R)-3-Benzyloxy[1- 2H ]propanoyltosilat
1

Die Stoffmengen (Startmaterial und Reagenzien) sowie die Reaktionschritte der Synthese von
R-22 entsprachen denen der Synthese von S-21 nur, dass (R)-3-Benzyloxy[1-*H, ]propan-1-ol
(R-21, 1 g, 5,99 mmol, 957 ul) als Ausgangsmaterial verwendet wurde. Die Ausbeute betrug
1,34 g Produkt (4,17 mmol, 71 % Ausbeute). 'H NMR (CDCl5) 6 1,94 (2H, dt, J= 5,98, 5,95,
CH,) 8 2,42 (3H, s, CH3) & 3,50 (2H, t, J = 5,95, OCH>) ¢ 4,16 (1H, m, CDHOS) 5 4,40 (2H,
s, CH,0) & 7,52 (9H, m, C¢H,, C¢Hs) °C NMR (CDCl3) & 21,60 (CH,) & 29,28 (CH3) & 65,67
(OCHy) & 67,39 (t, J = 22,54, CDHOS) § 73,06 (CcHsCH,0) o 127,54, 127,64, 127,90,
128,37, 129,81, 129,87, 133,17, 138,09, 144,66 (CsHs, CsHa)
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(R)-4-Benzyloxy[2-"H;]butan-1-nitril (R-23)

/\)i i \\\\H
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O
(9-3-Benzyloxy|[1- 2H1]propanoylt0511at (R)-4-Benzyloxy[2- 21—[ Jbutan-1-nitril

Das Tosylat S22 (1,61 g, 5,01 mmol) wurde mit eiskalter geséttigter Natriumzyanidlosung in
Dimethylformamid (40 ml) gemischt. Festes Natriumzyanid wurde hinzugegeben und die
Mischung fiir 24 h geriihrt. Die Losung wurde nun mit geeistem Wasser verdiinnt und in
Diethylether extrahiert (5 x 30ml). Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen
(2 x 25 ml), mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft, um das Produkt zu
erhalten (0,9 g, 5,11 mmol, quantitative Ausbeute). 'H NMR (CDCls) 0 1,94 (2H, dt, J= 6,36,
6,09, CH») ¢ 2,49 (1H, m, CDHCN)d 3,59 (2H, t, J = 5,76, OCH») ¢ 4,52 (2H, s, CH,0) o
7,33 (5H, m, C¢Hs) °C NMR (CDCls) & 25,41 (CH,) & 32,43 (t, J = 19,36, CDH) & 69,34
(OCHa») 6 73,01 (C¢HsCH»0) 6 127,72, 128,45, 138,31 (C¢Hs) 0 175,07 (CN)

(S)-4-Benzyloxy[2-2H1]butan-l-nitril (523)

(R)-3-Benzyloxy[1->H, Jpropanoyltosilat (9-4-Benzyloxy[2-*H, |butan-1-nitril

O:U):O
////U

Die Stoffmengen (Startmaterial und Reagenzien) sowie die Reaktionschritte der Synthese von
S-23 entsprechen denen der Synthese von R-23 nur, dass das Tosylat R-22 (1,61 g, 5,01
mmol) als Ausgangsmaterial genutzt wurde. Die Ausbeute betrug 0,81 g Nitril S19 (4,6
mmol, quantitative Ausbeute). 'H NMR (CDCls) 6 1,94 (2H, dt, J = 6,23, 6,00, CH;) 6 2,49
(1H, m, CDHCN) 6 3,59 (2H, t, J= 5,76, OCH>) & 4,52 (2H, s, CH,0) 6 7,33 (5H, m, C¢Hs)
BC NMR (CDCl3) & 25,80 (CH,) & 32,74 (t, J = 19,35, CDH) & 67,60 (OCH,) & 73,25
(C¢HsCH,0) & 127,70, 127,83, 128,49, 137,93 (C¢Hs) 6 174.9627 (CN)
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(R)-4-Benzyloxy[2-"H;]butyrylamid (R-24)

D H
$
/\)l;)\
o CN —— 3 @/\O
R)-4-Benzyloxy[2-2H, |butan- 1 -nitril (R)-4-Benzyloxy[2-’H, Jbutyrylamid
yloxy 1

Modifiziert nach (Maffioli et al. 2005) wurden zunéchst Acetamid (1169 mg, 19,79 mmol)
und Palladiumacetat (102 mg, 0,45 mmol) in Tetrahydrofuran (THF, 15 ml) und Wasser (5
ml) aufgeldst. Das Nitril R-23 (900 mg, 818 pl, 5,11 mmol) wurde hinzugefiigt und die
Reaktion fiir 2 Tage geriihrt. Aufarbeitung: Die Reaktion wurde mit Diethylether verdiinnt,
mit gesdttigter Kaliumhydrogenkarbonatlésung gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und eingedampft, um das vorldufige semi-kristalline Produkt zu erhalten (1,1 g,
5,64 mmol, 110 % Ausbeute). Rekristallisation in Diethylether / Petrol 40-60 ergab weil3e
Kristalle als Produkt (360 mg, 1,85 mmol, 36 % Ausbeute) und Mutterlauge mit unreagiertem
Ausgangsmaterial (480 mg, 2,73 mmol). Die Mutterlauge wurde erneut wie oben beschrieben
umgesetzt (Acetamid (623 mg), Paladiumacetat (55 mg), in THF (7,5 ml) und Wasser (2,5
ml) fiir 2 Tage). Aufarbeiten der Reaktion ergab ein gelbes semi-kristallines Produkt (0,4 g,
2,05 mmol, 75 % Ausbeute). Rekristallisation in Diethylether / Petrol 40-60 ergab weille
Kristalle (170 mg, 0,87 mmol, 32 % Ausbeute). Die vereinigten Kristallfraktionen (500 mg,
2,56 mmol, 50 % Gesamtausbeute) wurden im niichsten Schritt verwendet. 'H NMR (CDCls)
o 1,95 (2H, dt, J = 6,42, 6,18, CH») ¢ 2,35 (1H, m, CDHCONH,) 6 3,55 (2H, t, J = 5,95,
OCH,) & 4,51 (2H, s, CsHsCH,0) & 5,45 (2H, d, J = 90,65, NH,) & 7,34 (5H, m, C¢Hs) "°C
NMR (CDCls) & 25,41 (CHy) & 32,43 (t, J = 19,36, CDH) 6 69,34 (OCH;) o 73,01
(C¢HsCH,0) & 127,72, 128,45, 138,31 (C¢Hs) & 175,07 (CONH,)
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(S)-4-Benzyloxy[2-*H;|butyrylamid (S-24)

H D
/\)53\
(@] CN B —— @/\ (@)
(9-4-Benzyloxy[2-H, Jbutan- 1 -nitril (9-4-Benzyloxy[2-’H, Jbutyrylamid

Die Stoffmengen (Startmaterial und Reagenzien) sowie die Reaktionschritte der Synthese von
S-24 entsprechen denen der Synthese von R-24 nur, dass das Nitril S-23 (900 mg, 818 ul,
5,11 mmol) als Ausgangsmaterial genutzt wurde, um das vorldufige semi-kristalline Produkt
zu erhalten (0,9 g, 4,62 mmol, 100 % Ausbeute). Die erste Rekristallisation ergab weille
Kristalle als Produkt (370 mg, 1,897 mmol, 41 % Ausbeute) und ein erneuter Umsatz der
Mutterlauge (450 mg, 2,56 mmol, 56 % unreagiert) mit entsprechend angepassten Mengen an
Reagenzien fiihrte zu einem vorldufigen gelben semi-kristallinen Produkt (0,42 g, 2,15 mmol,
84 % Ausbeute), welches durch Rekristallisation gereinigt weille Kristalle ergab (130 mg,
0,67 mmol, 26 % Ausbeute). Die vereinigten Kristallfraktionen (510 mg, 2,62 mmol, 57 %
Gesamtausbeute) wurden im nichsten Schritt verwendet. 'H NMR (CDCls) & 1,94 (2H, dt, J =
6,29, 6,33, CHy) ¢ 2,34 (1H, m, CDHCNH,) ¢ 3,54 (2H, t, J = 5,95, OCH;) ¢ 4,50 (2H, s,
CH,0) & 5,60 (2H, d, J= 37,58, NH,) & 7,33 (5H, m, C¢Hs) *C NMR (CDCls) & 25,39 (CH,)
0 32,42 (t, J = 19,94, CDH) & 69,32 (OCH,) & 72,98 (C¢HsCH,0) 6 127,68, 127,70, 128,43,
138,29 (C¢Hs) 6 175,21 (CONH,)

(R)-4-Hydroxy[2-*H,]butyrylamid (R-25)

H
N
s

NH,

(R)-4-Benzyloxy[2-2H, Jbutyrylamid (R)-4-Hydroxy[2-*H 1]butyrylamid

Rekristallisiertes (R)-4-Benzy10xy[2-2H1]butyrylamid (R-24, 500 mg, 2,56 mmol) wurde in
Methanol (7,5 ml) gelost. Nach der Zugabe von einem Paladiumkatalysator (10 % Pd per
Kohlenstoff, 621 mg) wurde die Gasphase viermal mit Wasserstoff ausgetauscht und 16 h

unter Wasserstoffatmosphire bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde die Reaktion durch
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Silicagel gefiltert und das Losungsmittel eingedampft, um ein farbloses Ol zu erhalten
(0,26 g, 2,5 mmol, 98 % Ausbeute). Es wurde kein NMR-Spektrum angefertigt, da direkt die
nichste Synthesestufe angeschlossen wurde. Fiir eine NMR-Referenz siehe die Synthese von

(9-4-Hydroxy[2-"H, Jbutyrylamid (S-25).

(S)-4-Hydroxy[2-"H]butyrylamid (S-25)

D
N
s

(S)-4-Benzyloxy[2-*H, Jbutyrylamid (9-4-Hydroxy[2-2H, butyrylamid

Die Reaktionschritte der Synthese von S-25 entsprechen denen der Synthese von R-25 nur,
dass rekristallisiertes (S)—4—Benzyloxy[2—2H1]butyrylamid (S24, 510 mg, 2,62 mmol) als
Ausgangsmaterial genutzt wurde und die Reaganzien entsprechend der Stoffmenge von S-24
angepasst wurden, um ein farbloses Ol zu erhalten (0,25 g, 2,4 mmol, 92 % yield). '"H NMR
(D20) 6 1,70 (2H, dt, J = 6,74, 6,75, CH) & 2,21 (1H, m, CDHCONH,) 6 3,49 (2H, t, J =
6,52, HOCH,) *C NMR (D,0) 6 27,58 (CH>) & 31,33 (t, J= 19,94, CDH) & 60,85 (HOCH>) &
179,53 (CONH,)

(R)-y-[2-*H;]Butyrolacton (R-16)

D \\\\H o

(R‘) NH,
HO —_— D

R
@)

(R)-4-Hydroxy[2-*H, Jbutyrylamid (R)-y-[2-*H,]Butyrolacton

(R)-4-Hydroxy[2-"H, Jbutyrylamid (R-25, 0,26 g, 2,5 mmol) wurde in Salzsdure (1 M, 6 ml,
6 mmol) gelost und kriftig mit Dichlormethan (15 ml) fiir 24 h verriihrt. Das Dichlormethan
wurde abgenommen und die wéssrige Phase erneut mit Dichlormethan fiir 30 Minuten
verriihrt. Dies wurde noch einmal wiederholt. Die vereinigte organische Phase wurde mit

Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert; das Losungsmittel wurde entfernt, um das Produkt
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zu erhalten (250 mg, 2,87 mmol, quantitiative Ausbeute). 'H NMR (CDCls) & 2,26 (2H, dt, J
= 7,99, 7,27, CH,) & 2,49 (1H, m, CDHCO,) & 4,36 (2H, t, J = 6,99, OCH,) “C NMR
(CDCl3) 6 22,08 (CH,) 6 27,48 (t, J=20,52, CDH) & 68,44 (CH,CO) & 177,62 (COO)

(S)-y-[2-2H1]Butyrolacton (S-16)

H D
$ 0

( ;) NH,
HO —— > D// ///’
©) 0
o}

(9)-4-Hydroxy[2-°H, ]butyrylamid (S)--[2-*H,]Butyrolacton

Die Reaktionschritte der Synthese von S-16 entsprechen denen der Synthese von R-16 nur,
dass (S)-4-Hydroxy[2-"H, Jbutyrylamid (S-25, 0,25 g, 2,4 mmol) als Ausgangsmaterial genutzt
wurde, um das Produkt zu erhalten (250 mg, 2,87 mmol, quantitative Ausbeute). '"H NMR
(CDCl) 6 2,27 (2H, dt, J= 7,93, 6,89, CH,) & 2,49 (1H, m, CDHCO,) & 4,36 (2H, t, J= 6,99,
OCH,) "*C NMR (CDCls) & 22,07 (CH) & 27,48 (t, J = 20,52, CDH) & 68,44 (OCH,) &
177,63 (COO)

(R)-[2-H;]Succinat (R-26) ausgehend von 3-Benyzloxypropan-1-ol

\& - HO

(R)- \]Butyrolacton (R)-[2-2H,]Succinat
“¥-[2 y 1

(R)—y—[2—2H1]Butyrolacton (R-16, 22,6 mg, 0,26 mmol) wurde in Natriumhydroxid (0,1 ml, 5
M) aufgelost und fiir 5 Minuten geriihrt. Nach Zugabe von Natriumphosphat Puffer (1 ml,
0,67 M) wurde der pH mit Salzdure (5 M) auf 6,8 eingestellt. Danach wurden TEMPO (3,3
mg, 0,182 mmol) und Acetonitril (1,33 ml) hinzugefiigt und das Gemisch auf 35 °C erhitzt.
Anschliefend wurden {iber einen Zeitraum von 2,5 h NaOCI-Losung (10-13 % verfiigbares
Chlor; 0,33 ml in 1,83 ml H,0, 0,239 mM) und NaClO, (60 mg, 0,53 mmol in 260 pl H,O)
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tropfenweise zugegeben (Achtung: Bleiche (NaOCl) und NaClO, vor Zugabe zum
Reaktionsgemisch nicht mischen!). Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der pH auf
8,5 eingestellt (5 M NaOH, 70 — 100 pl). Bei 0 °C wurde die Reaktion dann mit Na,SO; (1.33
ml, 0.24 g in 4 ml) abgestoppt und noch 0,5 h bei Raumtemperatur geriihrt (pH 8,5 — 9). Nach
Ansduern (pH 1) wurde die Reaktion in tert-Butylmethylether extrahiert (3 X 5 ml), mit
Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde ein
weiBer kristalliner Feststoff erhalten (16 mg, 0,13 mmol, 52 % yield). '"H NMR (D,0) & 2,53
(2H, s, CH>) 8 2,54 (1H, m, CDH) *C NMR (D,0) § 28,50 (t, J= 19,65, CDH) & 28,70 (CH,)
0 177,01 (COO).

(S)-[2-*H,]Succinat (S-26) ausgehend von 3-Benyzloxypropan-1-ol

D

S
S
3
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D, —  » HO
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©) O

(9-v- [2—2H1]Butyrolact0n (S)-[2-2H1]Succinat

Die Stoffmengen (Startmaterial und Reagenzien) sowie die Reaktionschritte der Synthese von
S-26 entsprechen denen der Synthese von R-26 nur, dass (S)-y-[2-"H;]Butyrolacton (S-16)
(22,6 mg, 0,26 mmol) als Ausgangsmaterial genutzt wurde, um einen weillen kristallinen
Feststoff zu erhalten (18 mg, 0,15 mmol, 58 % Ausbeute). 'H NMR (D,0) & 2,51 (2H, s, CH,)
8 2,52 (1H, m, CDH) C NMR (D,0) & 28,50 (t, J = 19,94, CDH) & 28,70 (CH,) & 177,01
(COO0).

(R)-[2-H;]Succinat (R-26) und (S)-[2-*H,]Succinat (R-26) ausgehend von Methionin

Die Stoffmengen (Startmaterial und Reagenzien) sowie die Reaktionschritte der Synthese von
R-26 bzw. S-26 mit den Lactonen aus der Methioninsynthese entsprechen denen der Synthese
von R-26 bzw S-26 nur, dass (R)- bzw. (S)—y—[2—2H1]Butyrolacton (R-16, S-16, 22,6 mg, 0,26
mmol), das aus Methionin hergestellt worden war, als Ausgangsmaterial genutzt wurde. Als

Produkt wurde auch hier jeweils ein weiler kristalliner Feststoff erhalten.
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R-26: 23 mg, 0,19 mmol, 73 % Ausbeute. 'H NMR (D,0) & 2,52 (2H, s, CH,) & 2,53 (1H, m,
CDH) *C NMR (D,0) & 28,48 (t, J= 19,81, CDH) & 28,69 (CH,) & 176,98 (COO).
S26: 14 mg, 0,11 mmol, 42 % Ausbeute. 'H NMR (D,0) 6 2,50 (2H, s, CH;) ¢ 2,51 (1H, m,
CDH) *C NMR (D,0) § 28,49 (t, J= 19,90, CDH) & 28,69 (CH,) & 177,00 (COO).

2.21 Experimente zur chiralen Methylgruppe

Die Bestimmung der Radioaktivitét erfolgte tiber Fliissigszintillationsmessungen an einem LS

6500 Multi-Purpose-Scintillation-Counter der Firma Beckman Coulter GmbH (Krefeld).

2.21.1 Organische Synthesen

Ethyl[*H]formiat (27)
0 0
HO)J\H(T) + \/OH - /\O)J\H(T)
[*H]Ameisensiure Ethanol Ethyl[H]formiat

Eine Losung von unmarkiertem Natriumformiat (1,7g, 25 mmol) und Natrium[*H]formiat
(500uCi, 2 Ci/mmol) in Ethanol (75 ml) wurde mit konzentrierter Schwefelsdure (2 ml)
gemischt und fiir 2 Tage geriihrt. Das Gemisch wurde bei atmosphérischem Druck destilliert.
Der Sammelbehélter wurde auf —80 °C abgekiihlt (fliichtige Radioaktivitdt). Das Produkt
destillierte bei 52 °C. Es wurde jedoch zur Vermeidung von Radioaktivititsverlust weiter
Kondensat gesammelt bis die Temperatur auf 75 °C anstieg. Daher enthélt das Produkt einen
Anteil an Ethanol (5,4 g, 58,7 uCi, 12 % Ausbeute). Eine Charakterisierung mit NMR-

Spektroskopie wurde wegen der Trittummarkierung nicht durchgefiihrt.
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Diethylformylsuccinat (28a-c)

A)Wv_,AJIYV

H(D,T)
Diethylsuccinat Diethyl[*H/?H,/'H, [formylsuccinat

Eine Losung von Natriumethanolat (2,28 g, 33,5 mmol) in trockenem Toluol (6 ml) wurde auf
0 °C abgekiihlt. Nun wurde in kleinen Portionen unter Riihren eine Mischung aus
Diethylsuccinat (4,73 g, 27,5 mmol) und Methyl[*H]formiat (2,05 g, 33,5 mmol) zugegeben.
Die Mischung wurde fiir 72 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nun wurde zerstoenes Eis
hinzugegeben, gefolgt von geniigend H,SO,4, um ein Ansduern (pH 1) zu gewihrleisten. Die
wissrige Phase wurde entfernt und mit Diethylether extrahiert (2 x 30 ml). Die vereinigte
organische Phase wurde mit Kaliumhydrogenkarbonatlésung (1 M, 2 x 25 ml) zur Neutralitit
gewaschen, gefolgt von Wasser (2 X 25 ml). Trocknen mit Magnesiumsulfat, Filtrieren und
anschlieBendes Eindampfen des Losungsmittels ergab ein krudes gelbes Ol (7,77 g, 38,28
mmol, 139 % Ausbeute). Reinigung des kruden Produkts iiber eine Silicagel-Siule
(Saulenvolumen 150 ml, Fraktionsgréfe 10 ml, Pool 13 - 50) mit Petrol 40-60 / Ethylacetat
(3:2) als Laufmittel (R¢ = 0,71) ergab ein farbloses Ol (4,58 g, 22,56 mmol, 82,8 % Ausbeute
an 28a). NMR zeigt Keto- Enol-Tautomerie Verhiltnis 3:2. Keto: 'H NMR (CDCls) & 4,33 —
4,07 (4H, m, 2 x CH,CHj3) ¢ 3,70 (1H, m, CHCDO) 6 2,92 + 2,90 (2H, d, J = 6,04 — 6,23,
CH,) 6 1,26 (6H, m, 2 x CH,CHj3) Enol: 6 11,52 (1H, m, CHCOD) & 7,17 (1H, m, CHCOD) &
4,33 —4,07 (4H, m, 2 x CH,CH3) 6 3,05 (2H, s, CH) 6 1,26 (6H, m, 2 x CH,CH3)

Fir unmarkiertes Material (28b) wurde die Synthese mit Methylformiat durchgefiihrt.
Ausbeute: 4,17g (20,64 mmol, 75,1 %). NMR zeigt Keto- Enol-Tautomerie im Verhéltnis 3:2.
Keto 'H NMR (CDCl3) 8 9,92 (1H, s, CHO) & 4,33 — 4,08 (4H, m, 2 x CH,CH3) § 3,79 (1H, t,
J=6,14 CHCHO) 6 2,92 + 2,90 (2H, d, J = 6,04 — 6,23, CH,) & 1,28 (6H, m, 2 x CH,CHj3)
Enol: '"H NMR (CDCl3) & 11,53 (1H, d, J = 12,65, CHCOH) & 7,09 (1H, d, J = 12,65,
CHCOH) ¢ 4,33 — 4,08 (4H, m, 2 x CH,CH3) & 3,05 (2H, s, CH,) 6 1,28 (6H, m, 2 X
CH,CH;) PC NMR (CDCly) & 195,74 (CHO) & 167,97 (CHCOOCH,CH;) & 162,63
(CH,COOCH,CH3) o 61,10 (CH) & 54,03 (CHy) & 33,01 (CHCOOCH,CHs) & 29,95
(CH,COOCH;,CH3) 6 14,14 (CHCOOCH,CH3) 6 14,08 (CH,COOCH,CH3)
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Diethyl[*H]formylsuccinat (28¢) wurde wie oben beschricben aus Ethyl[’H]formiat (27)
hergestellt. Ausbeute: 3,92 g (19,4 mmol, 97 %) (spezifische Aktivitdt 1913,8 cpm/umol, 0,9
uCi/mmol; 1,5 % Ausbeute). Eine Charakterisierung mit NMR-Spektroskopie wurde

aufgrund der Trittummarkierung nicht durchgefiihrt.

Y-Ethoxybutyrolacton (29a-c)

T O

Diethyl[*H/*H,/'H, ]formylsuccinat v-Ethoxybutyrolacton

Diethyl[*H, Jformylsuccinat (4,58 g, 22,56 mmol, 28a), Ethyl-Orthoformiat (4.6 g,
31,04 mmol), p-Toluolsulfonsdure (55 mg, 0,51 mmol) und Ethanol (3 ml) wurden in einen
Rundkolben (50 ml) gegeben. Das Gemisch wurde 2 h bei 60 °C erhitzt. Nach dem Erkalten
wurde eine Losung von Kaliumhydroxid in Ethanol (3,83 g, 72 mmol, 25 ml) hinzugefiigt und
das Gemisch fiir 2 h auf 80 °C unter Riickfluss erhitzt. Der Ethanol wurde unter reduziertem
Druck verdampft und das erhaltene Kaliumsalz in Deuteriumoxid (10 ml) geldst. Um neutrale
Nebenprodukte zu eliminieren, wurde die wiéssrige Phase mit Diethylether gewaschen (2 X
10 ml). Nach Ansduern (pH 1) mit konzentrierter Schwefelsdure (fiir minimalen
Wassergehalt; vorsichtig zugeben!) wurde in Diethylether extrahiert (3 x 20 ml). Die
organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und dann das Losungsmittel
verdampft, um ein krudes Ol zu erhalten (2,8 g, 21,5 mmol, 95,4 % Ausbeute). Das Ol wurde
in einem Rundkolben (25 ml) mit einer kurzen Vigreux Sdule unter reduziertem Druck
(Wasserstrahlpumpe) destilliert. Beim Erhitzen erfolgt zunidchst ab 95°C eine
Decarboxylierung und ein Abdampfen des Ethanols. Danach wurden zwei Fraktionen
gesammelt: 1. bei 120 — 130 °C ein leicht gelbliches Ol (0,26 g, 1,98 mmol, 8,8 % Ausbeute),
2. die Uberreste am Boden der Kolonne (nicht in der Reservoirflasche) nach dem Abkiihlen
als farbloses Ol (0,23g, 1,76 mmol, 7,7 % Ausbeute an 29a). Beide Fraktionen enthielten das
Produkt. '"H NMR (CDCls) & 3,87 + 3,61 (2H, m, CH,, CH3)$ 2,67 (1H, m, H-3) § 2,41 (2H,
m, H-3 und H-4) § 2,14 (1H, m, H-4) § 1,24 (3H, t, J = 6,99, CH,CH3) *C NMR (CDCls) &
176,70 (CO) 6 103,97 (t, J =26 C-4) 6 65,10 (d, J= 4,05, CH,CHj3) 6 28,75 (d, J= 10,40, C-
3) 826,80 (t, J= 6,36, C-2) 5 14,90 (CH,CHs)
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Fiir unmarkiertes Material (29b) wurde die Synthese mit unmarkiertem Diethylformylsuccinat
(28b) durchgefiihrt. Ausbeute: 240 mg (1,83 mmol, 8,9 %) "H NMR (CDCls) & 5,47 & 3,80 +
3,54 (2H, m, CH,, CH3) 6 2,59 (1H, m, H-3) 6 2,37 (2H, m, H-3 und H-4) 6 2,07 (1H, m, H-4)
8 1,17 (3H, t, J = 7,18, CH,CH3) °C NMR (CDCl3) § 175,58 (CO) & 103,07 (C-4) & 64,20
(CH»CH3) 6 27,82 (C-3) 6 25,83 (t, J = 6,36, C-2) 6 13,91 (CH,CHs3). Zur Tritiummarkierung
von Y-Ethoxy[4-’H]butyrolacton (29¢) wurde Diethyl[’H]formylsuccinat (28¢) in der oben
beschriebenen Synthese verwendet. Ausbeute: 108 mg (831 umol, spezifische Aktivitit 2719
cpm/umol, 1,2 pCi/mmol, quantitative Ausbeute an 29¢). NMR wurde Aufgrund der
Tritiummarkierung nicht durchgefiihrt.

4-Oxo-[4-"H,|butansiure (30a)

O
0 O 0 H(D.T)
~ > HO
H(D,T)
O
v-Ethoxybutyrolacton 4-Oxo-4-[*H/*H,/'H, butansiure

y—Ethoxy[4-2H1]butyrolacton (29a; 1,33 pl, 10 pmol) wurde liber 40 Minuten in Wasser (100
ul) zu 4-Oxo-[4-*H]butansiure und Ethanol gespalten. Der Ethanolgehalt wurde verringert,
indem zweimal nach Volumenreduktion auf 60 % unter reduziertem Druck mit Wasser wieder
aufgefiillt wurde. Die wissrige Losung wurde direkt fiir den néchsten Schritt
weiterverwendet. '"H NMR (D,0) & 3,49 (2H, q, J = 7,11, HOCH,CHj3) ¢ 2,30 (2H, m,
CH,CH,COOH) 6 1,73 (2H, m, CH,CH,COOH) ¢ 1,02 (3H, t, J= 7,08, HOCH,CHj3)

4-Oxobutansaure (30b)

Unmarkierte 4-Oxobutansdure (30b) wurde nach der oben beschriebenen Vorschrift mit
unmarkiertem y-Ethoxybutyrolacton (29b) hergestelllt. 'H NMR (D,0) & 4,89 (1H, m, CHO
als Hydrat CH(OH),) 6 3,49 (2H, q, J= 7,11, HOCH,CH3) 6 2,31 (2H, m, CH,CH,COOH) &
1,74 (2H, m, CH,CH,COOH) & 1,02 (3H, t, J= 7,18, HOCH,CHs) *C NMR (D,0) § 177,01
(CO) 8 90,06 (CHO als Hydrat CH(OH),) ¢ 57,45 (HOCH,CH3) 6 32,60 (CH,CH,COOH) 6
29,58 (CH,CH,COOH) 8 16,80 (HOCH,CH3)
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4-Oxo-[4-*H]|Butansiure (30c)

Die Herstellung erfolgt mit Tritium-markiertem y-Ethoxybutyrolacton (29¢). FEine
Charakterisierung mit NMR-Spektroskopie wurde aufgrund der Tritiummarkierung nicht
durchgefiihrt.

2.21.2 Enzymatische Substratsynthesen

(R)-y—[4-3H, 4-2H1]Butyrolact0n (R4T-16)

HO - o

(R) [
0 ,nl////H(T)

D
4-Ox0-4-[*H, |butansiure (R)-y-[4-*H,4-?H, ]Butyrolacton

Zu einer wissrigen Losung von 4-Oxo-[4-"H,Jbutanséure (30a; 10 umol in 100 pl) wurden
Loésungen von NAD" (0,25 pmol; 10 pl, 25 mM), Natrium[3H]f0rmiat (0,01 pmol; 20 pCi),
unmarkiertes Natriumformiat (0,1 pmol) und Formiatdehydrogenase (7 U) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde mit Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4, 100 mM) in einer Kuvette (d =
1 cm) auf 1 ml verdiinnt. Die Mischung wurde mit Kaliumphosphatpuffer verdiinnt (100 mM,
pH 7.4, ad Iml). Sobald die Absorption bei 340 nm 0,8 erreicht hatte, wurde
4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (0,8 U, wihrend der Inkubationszeit schrittweise bis auf 4
U erhoht) hinzugegeben, worauf die Absorption auf 0,1 abnahm. Weitere Zugabe von
unmarkiertem Natriumformiat (19 pmol) und Formiatdehydrogenase stabilisierten die
Absorption bei 0,6. Das Gemisch wurde 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die vollstindige
Reduktion des Aldehyds wurde durch den erneuten Anstieg der Absorption angezeigt. Das
Reaktionsgemisch wurde angesduert und in Dichlormethan extrahiert (5 X 3 ml), um das

Lacton zu erhalten (9,72 pumol, 116 pCi/mmol).

Dieselbe Reaktion wurde auch durchgefiihrt, indem 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase gegen
Alkoholdehydrogenase (ADH) aus Pferdeleber ersetzt wurde (3,75 umol, 53 pCi/mmol).
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(9-y-[4-'H, 4-’H,|Butyrolacton (S4T-16)

o O
H(T)
HO v (0]
©)
O " II//// D
(MHH
4-Oxo-[4-*H]butansiure (9-v-[4->H,4-*H, |Butyrolacton

Die Reaktion wurde wie oben beschricben mit 4-Oxo[4-"H]Butansdure (30c¢) und
[*H;]Formiat im Ansatz durchgefiihrt. Die Reaktion wurde mit 4-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase (Ausbeute: 60,6 pmol, spezifische Aktivitit, 2 pCi / mmol) und
Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber (Ausbeute: 39 pumol, spezifische Aktivitat 1,1 pCi /
mmol) durchgefiihrt.

(R)-y-[4-*H; ]| Butyrolacton (R4D-16)

HO - o

(R)
O 'ul////D

H
4-Oxo-butansdure (R)-y-[4-°H, |Butyrolacton

Die Reaktion wurde wie oben beschrieben mit 4-Oxo-Butanséure (30b; 147 umol, 100 pl
15 prozentige wissrige Losung) und [*H,]Formiat (1 mmol, 75 pl) im Ansatz durchgefiihrt.
Die Ausbeute mit 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase betrug 18 mg (quantitativ). 'H NMR
(CDCl3) 6 4,34 (1H, tt, J=17,05, 1,35, CDHO) 6 2,50 (2H, td, J = 8,12, 0,94, CH,COO) 6 2,26
(2H, qd, J = 7,81, 0,94, CH,) *C NMR (CDCl3) & 176,66 (COO) & 67,16 (t, J = 23,12,
CDHO) ¢ 26,77 (CH,COO) 6 21,05 (CH»)



85

Chirale [3H,2H1]Essigsiiure (31a) aus (R)-y—[4-3H, 4-2H1]Butyrolact0n

(R)-Y-[4-’H, 4-’H,]Butyrolacton (9,72 pmol, 116 pCi/mmol erzeugt mit 4-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase) wird mit einer dquimolaren Menge an Natriumhydroxid zum Natriumsalz
gespalten. Dieses wurde zusammen mit 2 umol EDTA, 2 umol DTE, 0,1 umol Coenzym A,
0,1 pmol Acetylphosphat, 11,1 pumol NAD" und 0,5 pmol Acetylcoenzyme A in 1 ml
100 mM Kaliumphosphat bei pH 7,4 aufgelost. Die Reaktion wurde von einem teilweise
gereinigten Enzympool aus Acidaminococcus fermentas (Buckel 1986), der Crotonase,
(9-3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase, Thiolase und Phosphotransacetylase (0,2 mg
Protein) enthielt, sowie von 0,6 U 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase und 0,5 U
4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase aus Clostridium aminobutyricum katalysiert (Abbildung
20 A). Die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur fiir 12 h. Dannach wurde die produzierte
Essigsdure bei pH 1 durch Dampfdestillation aus dem Gemisch entfernt. Das Kondensat
wurde auf pH 10 gebracht und das Losungsmittel unter reduziertem Druck verdampft, um 4,9
umol des Natriumsalzes zu erhalten (spezifische Aktivitdt 42 uCi/mmol). Dieselbe Reaktion
wurde mit (R-y-[4-°H, 4-’H;]Butyrolacton (53  pCi/mmol), welches  mit
Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber erzeugt wurde, durchgefiihrt und ergab 4,5 pmol
Natriumacetat (spezifische Aktivitit 11,1 pCi/mmol).

Ein Fehler bei der Abschétzung der spezifischen Aktivitét tritt dadurch auf, dass der Reaktion
0,6 umol einer Quelle von unmarkiertem Acetat in der Form von Acetyl-CoA und
Acetylphosphat zugegeben worden waren. Die korregierten spezifischen Aktivititen, welche
dierekt auf die y-Butyrolactone zuriick gefiihrt werden konnen, betragen 47 pCi/mmol und 13

uCi/mmol.

Chirale [* H,2H1]Essigsﬁure (31b) aus (S5)-y- [4-3H,4-2H1]Butyrolact0n

Dieselbe Abfolge von Reaktionen wurde fiir (S)—\(—[4—3 H, 4—2H1]Butyrolacton wiederholt. Fiir
(S)-y—[4-3H,4-2H1]Butyrolacton, erzeugt mit 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (4-HBDH)
(60,6 pmol, spezifische Aktivitit, 2 pCi / mmol) ergab sich eine Ausbeute von 7,3 pmol
(spezifische Aktivitdt, 1,1 pCi/mmol). Fiir (S—y—[4—3H, 4—2H1]Butyrolacton, erzeugt mit
Alkoholdehydrogenase (ADH) (39 pmol, spezifische Aktivitit 1,1 uCi / mmol), hingegen
ergab sich eine Ausbeute von 12,1 umol (spezifische Aktivitit 0,5 pCi/mmol).
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2.21.3 Enzymatische Anlayse der chiralen Essigsiure

Synthese von Malat aus chiraler Essigsaure

Acetyl-CoA-Synthase wurde genutzt, um aus dem durch Dampfdestillation gewonnenen
Acetat Acetyl-CoA herzustellen. Dieses wurde in Anwesenheit von Glyoxylat durch die
Malat-Synthase zu Malat (32) kondensiert. Zur Standardisierung der Tritiummarkierung
wurde in diesem Schritt eine Markierung mit '*C-Acetat eingefiihrt. Hierbei sollte fiir eine
optimale Auswertung des relativen Tritiumgehalts in den spéteren Schritten ein 3 zu 2

Verhiltnis der absoluten Aktivititen von Tritium zu '*C hergestellt werden.

Die zu analysierende Probe (chirales Acetat + '*C-Acetat) wurde in Basispuffer (2,2 ml, 100
mM Tris/HCI pH 8, 100 mM KCI, 20 mM MgCl,) aufgenommen. Nun wurde Acetyl-CoA-
Synthase (1 U) und Malat-Synthase (4 U) zugegeben und inkubiert (Raumtemperatur, 2 h).
Nach erneuter Zugabe von Acetyl-CoA-Synthase (1 U) und Malat-Synthase (4 U) wurde die
Reaktion weiter inkubiert (Raumtemperatur, 2 h). Die Isolierung des gebildeten Malats
erfolgte liber DOWEX-Anionenaustauscher (8 x 1, 200 — 400 Mesh, Formiat-Form, 2 ml
Sdulenvolumen). Die in Wasser equilibrierte Sdule wurde mit dem Reaktionsansatz beladen
und nach Waschen mit Wasser (5 ml) mit Ameisensdure (5 M, 5 ml) eluiert. Die Lésung
wurde eingedampft und danach in Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,4) resuspendiert. Nun
wurde die Ausbeute enzymatisch durch Malatdehydrogenase (siche Abschnitt 2.7.3) und

durch Fliissigszintillationszéhlung bestimmt.

Fiir [3H,2H1]Essigséure aus (R)—y—[4—3H,4—2H1]Butyrolacton (ausgehend von ADH: 4,5 pumol,
11,1 pCi/mmol; ausgehend von 4-HBDH: 4,9 pmol, 42 nCi/mmol) betrug die Ausbeute an
Malat 4,0 umol (ausgehend von ADH, spezifische Aktivitét nicht bestimmt) and 3,8 pmol
(ausgehend von 4-HBDH: 17,8 pCi/mmol).

Fiir [* H,2H1]Essigséiure aus (S—y—[4—3H,4—2H1]Butyrolacton (ausgehend von ADH: 12,1 pmol,
0,5 pCi/mmol; ausgehend von 4-HBDH: 7,3 umol, 1,1 puCi/mmol) betrug die Ausbeute an
Malat 4,4 umol (ausgehend von ADH, spezifische Aktivitit nicht bestimmt) und 1,2 pmol
(ausgehend von 4-HBDH: 0,9 pCi/mmol).
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Analyse des [3-3 H,2H1]Malats mit Fumarase

Fumarase katalysiert die reversible Dehydratisierung von S-Malat zu Fumarat. Dabei wird ein
Proton in anti-Position zur Hydroxyl-Gruppe von S-Malat eliminiert. Somit ist eine

Bestimmung der Stereokonfiguration am C3 des Malats moglich.

Die zuvor in Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,4, 1 ml) aufgenommenen Malatproben
werden mit Fumarase (5 U, Boehringer Mannheim) fiir 3,5 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach werden die Proben eingedampft und resuspendiert, wobei dieser Vorgang dreimal
wiederholt wird, um eventuell ins Wasser iibergegangenes Tritium aus dem Gemisch zu
entfernen. Zur Analyse wird darauf geachtet, die Volumina im Verhéltnis zueinander (z.B. bei
zuvoriger Probenentnahme) nicht zu verdndern. Fliissigszintilatormessungen werden genutzt,

um den *H/"*C—Gehalt in der Probe nach der letzten Resuspendierung zu ermitteln.

2.22 Untersuchungen zur Migration von Deuterium vom C2 von
4-Hydroxybutyryl-CoA zum C4 von Crotonyl-CoA

2.22.1 Synthese von y—[2-2H2]Butyrolacton (2D-16)

O

)J\/\/ NaoD. 4 ’
OH

> 0
HO D

HCI, DCM

4-Hydroxybuttersiure
v-[2-*H,]Butyrolacton

4-Hydroxybutyrat (Natrium Salz, 100 mg, 0,79 mmol) wurde in 10 M NaOD (1,5 ml) gelost
und in einem abgeschlossenen Gefdl} fiir 24 h bei 99°C erhitzt. Nach Ansduern (5 M HCL)
auf pH 1 wurde das Gemisch iiber Nacht unter starkem Riihren in Dichlormethan (10 ml)
extrahiert. Danach wurde nochmals in Dichlormethan extrahiert (3 x 10 ml), die organischen
Phasen vereinigt, getrocknet (MgSQ4) und zum Produkt eingedampft (55 mg, 0,63 mmol, 80
% Ausbeute). 'H-NMR (CDCl3) § 4,35 (2 H, t, J = 7,08, CH,CH,0) 2,48 (0,065 H, m,
COOCD(H),) 2,26 (2 H, tp, J = 7,06, J = 1,15, COOCD,CH,CH,0) >C NMR (CDCl;) &
177,69 (COO) 68,47 (CH,0) 27,21 (t, J=20,52, COOCD») 21,98 (COOCD,CH,CH;0)
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2.22.2 Enzymatische Analyse mit y—[Z-ZHz]Butyrolacton (2D-16)

Fiir den Reaktionsansatzt wurde ein komplexes Enzymsystem, das aus 4-Hydroxybutyrat-
CoA-Transferase, 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase, Butyryl-CoA-Dehydrogenase (aus
Clostridium tetanomorphum) und Formiatdehydrogenase bestand, (Candida boidinii, Sigma-
Aldrich) genutzt (Abbildung 38, Abschnitt 3.13). Der Versuch wurde in 4 ml Gesamtvolumen
50 mM Kaliumphosphat bei pH 7,4, welches 142,5 mM des zuvor hydrolysierten
y—[2-2H2]Butyrolactons, 1,25 mM Acetyl-CoA, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTE und ein
katalytisches Reservoir von 10 mM freiem CoASH fiir die 4-Hydroxybutyrat-CoA-
Transferase enthielt, durchgefiihrt und fiir 18 h inkubiert. Zunichst wird dabei das markierte
Substrat mit katalytischen Mengen Acetyl-CoA durch 2,5 U der 4-Hydroxybutyrat-CoA-
Transferase zu 4-Hydroxy[2-"H,]butyryl-CoA und Acetat umgesetzt. Dieses wird nun durch
0,5 U der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase zu Crotonyl-CoA dehydratisiert. Die
Reduktion zu Butyryl-CoA durch die Butyryl-CoA-Dehydrogenase (4,5 U) entfernt dieses aus
dem Gleichgewicht, indem das gebildete Butyryl-CoA als CoA-Donor fiir die Reaktion der 4-
Hydroxybutyrat-CoA-Transferase genutzt werden kann. Da die Butyryl-CoA-Dehydrogenase
durch hohe Konzentrationen an NADH gehemmt wird, darf die anfingliche Konzentration
100 uM nicht iiberschreiten. Um einen konstanten und vollstindigen Umsatz zu
gewihrleisten, wurde ein System zur Regeneration von NADH aus NAD" und 0,7 mmol
Natriumformiat durch 12,5 U der Formiatdehydrogenase benutzt. Alle beteiligten Enzyme,
Substrate und Puffer waren anaerob, und die Reaktion wurde in einem anaeroben Zelt
durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch Ansduern auf pH 1 abgestoppt und die enthaltenen
Fettsduren durch Wasserdampfdestillation abgetrennt. Die Vorlage enthielt 100 ul 1 M NaOH
und vor Eindampfen des Kondensats wurde der pH-Wert auf 10 bis 12 eingestellt. Die
erhaltenen Natriumsalze der wasserdampffliichtigen Fettsduren (Butyrat, 4-Hydroxybutyrat,
Acetat) wurden mit 'H- und “H-NMR-Spektroskopie charakterisiert, um den Gehalt und die

Position der Deuteriummarkierung im Produkt Butyrat festzustellen.
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3. Ergebnisse

3.1 Stereochemische Untersuchungen

Der postulierte radikalischer Mechanismus fiir die reversible Dehydratisierung von 4-
Hydroxybutyryl-CoA zu Crotonyl-CoA (Miih et al. 1997; Buckel und Golding 1999)
beinhaltet drei potentiell stereoselektive Schritte:

1. Die Abstraktion des a-Protons von 4-Hydroxybutyryl-CoA

2. Die Ubertragung des B-Protons vom Enoxy-Radikal-Intermediat auf Flavin

3. Die Eliminierung der Hydroxylgruppe und die anschlieBende Reprotonierung des

planaren Intermediats zu Crotonyl-CoA

Fiir die Untersuchung von (1) und (2) wurden die prochiralen Zentren des 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Substrats an C2 und C3 stereospezifisch mit Deuterium markiert, siehe frithere Arbeiten

zu C3 von (Scott et al. 2004).

Zur Analyse wurden die Substrat-Produktgemische massenspektrometrisch auf den Verbleib
von Deuterium vor und nach der Reaktion mit 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
untersucht. In Kontrollversuchen auf spontanen Austausch der beteiligten Substrate mit dem
Losungsmittel wurden ohne Zugabe von Enzymen alle Schritte und Reaktionsbedingungen
nachvollzogen. Dabei konnte stets das unverdnderte Substrat wieder gewonnen werden. Alle
im Folgenden dargestellten Massendnderungen der Substrate sind somit nicht von den
experimentellen Bedingungen (pH-Wert, Temperatur, Losungsmittel H,O oder D,0)

abhingig, sondern einzig auf die beteiligten Enzyme zuriickzufiihren.

Fiir die Charakterisierung von Substanzen im Massenbereich von CoA-Estern ist Matrix
assisted laser disorption ionisation — time of flight Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS)
eine ideale Methode, da sie anders als andere massenspektrometrische Methoden (z.B.
Ionenstoss-MS) erlaubt, die Substanzen unfragmentriert zu messen und direkt die
Isotopenverteilung innerhalb einer Verbindung darzustellen. Abhdngig von der zur
Kristallisation der Probe und Ubertragung der Laserenergie gewihlten Matrix (hier: 4-
Hydroxy-o-Cyano-Zimtsdure) konnen Proben unterschiedlicher Masse analysiert werden.

Unterhalb einer von der Matrix abhdngigen Grenze wird der Signalhintergrund durch
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niedermolekulare Produkte photochemischer Reaktionen der Matrix fiir eine Auswertung zu

hoch. Diese Matrixadukte konnen auch bisweilen Artefakte im Messbereich erzeugen.

Ein MALDI-TOF-MS Signal ist in der Regel aus einem Hauptsignal, das die monoisotopische
Masse repréasentiert und mehreren Signalen schwererer Massen von abgestuft geringerer
Intensitdt zusammengesetzt (+1, +2, +3 Da, etc.). Diese Signale repriasentieren den
natiirlichen statistischen Anteil der schwereren stabilen Isotope (z.B. BC, ?H) in der
gemessenen Subtanz. Die bekannte natiirliche Verteilung der Isotope ergibt z.B. fiir 4-
Hydroxybutyryl-CoA (854 Da) ein Signal bei 855 Da, welches statistisch 31,6 % (31,5 % fiir
Crotonyl-CoA und Butyryl-CoA) der Signalstirke des monoisotopischen Signals aufweisen
sollte. Sofern sich nun Uberlagerungen von nebeneinander liegenden Signalgruppen von
verschiedenen Substanzen ergaben, wurde jeweils der Anteil der leichtesten am Vergleich
beteiligten monosiotopischen Masse genutzt, um den durch die natiirliche statistische
Verteilung der Elemente bedingten Anteil an den schwereren Signalen vor einem Vergleich
herauszurechnen (vgl. Abschnitt 3.9 Ammonia-Lyase-Aktivitdt der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase). Dazu wurde bei der Abschidtzung des Gehalts an unmarkiertem
4-Hydroxybutyryl-CoA in einer Probe von 4-Hydroxy[*H, Jbutyryl-CoA zunéchst das Integral
fiir 854 Da (unmarkiert) bestimmt. Das Integral des Signals bei 855 Da (deuteriummarkiert)
wurde um einen Anteil korrigiert, der 31,5 % des Integrals des Signals bei 854 Da betrigt,
bevor ein Vergleich der beiden durchgefiihrt wurde. Generell ist darauf zu achten, dass die
Integration von Signalen mit geringer Intensitit aufgrund des Hintergrundrauschens relativ
ungenau ist.

Zum Vergleich der Konfiguration der wihrend der Reaktion der Dehydratase gebildeten
Methylgruppe von Crotonyl-CoA mit der der Hydroxylgruppe des Substrats
4-Hydroxybutyryl-CoA wurde ein Verfahren zur Analyse chiraler Methylgruppen {iber
Essigsdure (Liithy et al. 1969; Cornforth 1970) in einer modifizierten Variante (Pierik et al.
2002) angewendet. Hierfiir wird eine stereoselektive Markierung mit Deuterium und Tritium
in y-Position von 4-Hydroxybutyryl-CoA sowie eine '“C-Markierung als interner Standard

benotigt.

3.1.1 4-Hydroxy[2-"H,]butyryl-CoA ausgehend von 3-Benzyloxypropan-1-ol

Die chemische Synthese von y-[2-*H;]Butyrolacton ausgehend von 3-Benzyloxypropan-1-ol

lieferte Produkte mit nahezu vollstindiger Deuteriummarkierung (NMR, > 95 %). Diese
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wurden zur Herstellung von 4-Hydroxybutyryl-CoA durch basische Hydrolyse des zunéchst
gespalten und dann enzymatisch auf Coenzym A iibertragen. Die 4-Hydroxybutyrat-CoA-
Transferase die aus Clostridium aminobutyricum gereinigt werden konnte, ist ein 110 kDa
Dimer (54 kDa pro Monomer) und katalysiert die Ubertragung einer kurz bis mittelkettigen
Fettsdure auf Coenzym A, wobei ein CoA-Donor in Form eines anderen CoA-Esters dabei
gespalten wird (Scherf und Buckel 1991). Als Substrate sind bisher verschiedene Fettsduren
(Acetat, Vinylacetat, 4-Hydroxybutyrat, Butyrat, Propionat und 5-Hydroxyvalerat) bestimmt
worden. Jedoch sind Crotonyl-CoA und 3-Hydroxybutyryl-CoA keine Substrate der
4-Hydroxbutyrat-CoA-Transferase (Scherf und Buckel 1991).

Je nach Reaktionsmechanismus konnen die CoA-Transferasen in drei Familien eingeteilt
werden [(Heider 2001)und darin enthaltene Referenzen]. Enzyme der ersten Familie haben
einen Ping-Pong Mechanismus, indem ein spezifischer Glutamatrest im aktiven Zentrum als
Akzeptor fiir kovalent gebundene Zwischenstufen dient (Buckel et al. 1981; Selmer und
Buckel 1999). Die CoA-Transferasen der zweiten Familie sind Teil der komplexen Citrat-
oder o-Citramalat-Lyasen, die aus o-Untereinheit, CoA-Transferase; B-Untereinheit, Lyase;
v-Untereinheit und Acylcarrierprotein (ACP) aufgebaut sind. ACP wird enzymatisch zu einem
Thioester acetyliert, um das Enzym zu aktivieren. Die o-Untereinheit tauscht die Acylgruppe
iiber einen tendren Komplex ohne substratgebundene Zwischenstufen mit Citrat oder
Citramalat aus. Bei gleichzeitiger Enzymbindung beider Substrate entsteht dabei ein
gemischtes Anhydrid der beiden Sduren. Die y-Untereinheit spaltet Oxalacetat oder Pyruvat
von Citryl- oder Citramalyl-ACP ab und regeneriet so Acyl-ACP (Buckel et al. 1971; Buckel
und Bobi 1975; Dimroth und Eggerer 1975). Die Enzyme der dritten Familie haben keine
Sequenzdhnlichkeiten mit schon bekannten Transferasefamilien. Sie katalysieren den
Austausch ebenfalls iiber einen terndren Komplex benutzen dabei aber CoA-Thioester als
Substrate (Dickert et al. 2000; Leutwein und Heider 2001).

Untersuchungen der kinetischen Parameter der 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase aus
Clostridium aminobutyricum erlaubten keine Zuordnung zu einer der Familien (Friedrich
2003). Jedoch ermoglichte die Aufkliarung der Kristallstruktur die Zuordnung zur ersten
Familie, da neben groBen strukturellen Ahnlichkeiten ein Glutamatrest im aktiven Zentrum
nachgewiesen werden konnte (Macieira et al. 2008).

Fiir den Transfer von 4-Hydroxy[2-"H]butyrat wurde Acetyl-CoA als Donor verwendet und
so die Produkte (S)-4-Hydroxy[2-°H,]butyryl-CoA und (R)-4-Hydroxy[2-"H,]butyryl-CoA
gewonnen. Die benutzen Substrate zeigten (Abbildungen 7 A und 8 A) eine monoisotopische

Masse von 855Da sowie eine weniger vollstindige Markierung (<10 %, 854 Da,
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unmarkiertes 4-Hydroxybutyryl-CoA) als durch eine Synthese aus Methionin (Abschnitt
3.1.2) erreicht werden konnte. Dies ist abhingig von dem verwendeten Reduktionsmittel
(LiAlD4), welches zum Einbringen der Deuteriummarkierung in der Synthese verwendet
wurde und nur 96 % Deuterium enthdlt. Dieser Befund ist konsistent mit NMR-
Spektroskopie, die mehr als 95 % Vollstindigkeit der Deuteriummarkierung in den
Lactonvorstufen zeigte. Die absolute Konfiguration der Substrate wurde nach Oxidation zu
[2-H,]Bernsteinsiure mit CD-Spektroskopie im Vergleich zur Literatur bestitigt (Listowsky
et al. 1970) (Abschnitt 3.5).

Bei der Verwendung des S-Isomers als Substrat verblieb nach Inkubation mit Dehydratase die
Markierung in  (S)-4-Hydroxy[2-°H,]butyryl-CoA  (855Da) und dem gebildeten
[2-*H,]Crotonyl-CoA (837 Da) erhalten. Der Vergleich der Integrale des Edukts mit denen
des Produktgemisches ergab keine Anderung des Anteils an unmarkierten 4-Hydroxybutyrat
(854 Da) vor und nach der Reaktion (Abbildung 7). Bei der Verwendung von
(S)-4-Hydroxy[2-"H, Jbutyryl-CoA ausgehend von Methionin konnte jedoch eine Zunahme
beobachtet werden (siehe Abschnitt 3.1.2, Abbildungen 9A und 9 B).

Die Gegenprobe mit (R)-4-Hydroxy[2-’H,]butyryl-CoA als Substrat fiihrte zu einem
vollstindigen Verlust der Markierung. Die monoisotopischen Massen der Produkte
4-Hydroxybutyrat (854 Da) und Crotonyl-CoA (836 Da) zeigten eine nur die natiirliche
Verteilung von schwereren Isotopen (°C, *H, etc.; Abbildung 8 B).

Anders als bei der Synthese ausgehend von Methionin (Abschnitt 3.1.2) waren kein teilweiser
Verbleib (R-Isomer) oder teilweise Entfernung (S-Isomer) der Markierung feststellbar. Somit
ist es als unwahrscheinlich anzusehen, dass eine Racemisierung durch die 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydratase stattfindet. Es kann davon ausgegangen werden, dass der Syntheseansatz

iiber 3-Benzyloxypropan-1-ol und ALPINE-BORANE™ enantiomerenrein ist.

Eine Charakterisierung der Markierung auf der Stufe der chiralen Alkohole wurde iiber die
Anderung der chemischen Verschiebung des NMR-Signals der markierten Gruppe durch
Verwendung chiraler  Shift-Reagenzien versucht. Da eine Bestimmung der
Enantiomerenreinheit und  absoluten = Konfiguration  iiber =~ Moshers-Ester  fiir
2-Benzyloxyethanol bereits erfolgreich durchgefiihrt werden konnte (Speranza et al. 2003),
wurde dieses Verfahren auch hier angewendet. Es flihrte aber zu keinem klar auswertbaren

Ergebnis, da die Signale der Benzyloxyether-Gruppe und der markierten Gruppe im
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Mosherester sich iiberlagern, so dass eine Integration nicht moglich ist (siche NMR-
Spektoskopie, Abschnitt 3.4.2). Eine Anwendung dieses Verfahrens auf die chiralen Lactone
schlug fehl, da die verwendeten Mosher-Séaurechloride sehr feuchtigkeitsempfindlich und die
Substrate hygroskopisch sind. Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration wurde CD-
Spektroskopie mit den zu Bernsteinsdure oxidierten y-[2-°H,]Lactonen durchgefiihrt. So
konnte die angenommene absolute Konfiguration fiir die Synthese ausgehend von
3-Benzyloxypropan-1-ol bestétigt werden. Wurden die CD-Daten dieser enantiomerenreinen
Synthese mit denen der Synthese ausgehend von Methionin verglichen, so konnte die
Enantiomerenreinheit fiir die zweite Synthese auf 82,5 % Reinheit fiir das 2S-Isomer und

91,3 % Reinheit fiir das 2R-Isomer bestimmt werden (Abbildung 19, Tabelle 2).

A 855
A .y
830 835 840 845 850 855 860 m/z 865
855
B
837
830 835 840 845 850 855 860m/z 865

Abbildung 7. MALDI-TOF-MS. A. Ausgangssubstrat: (S)-4-Hydroxy [2-*H;]butyryl-CoA
(855 Da; ausgehend von SALPINE BORANE™) und 4-Hydroxybutyryl-CoA (854 Da; ca.
10 %). B. Nach Equilibrierung mit 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase: [2->H;]Crotonyl-
CoA (837 Da) mit gleichbleibendem Anteil an unmarkierten Substraten bei 836 Da (Crotonyl-
CoA) und 854 Da (4-Hydroxybutyryl-CoA; ca. 10 %) (Friedrich et al. 2008a; Friedrich et al.
2008b)
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Abbildung 8. MALDI-TOF-MS. A. Ausgangssubstrat: (R)-4-Hydroxy [2-*H,]butyryl-CoA
(855 Da; ausgehend von R-ALPINE BORANE™) und 4-Hydroxybutyryl-CoA (854 Da; ca.
10 %) B. Nach Equilibrierung mit 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase: 4-Hydroxybutyryl-
CoA (854 Da) und Crotonyl-CoA (836 Da) ohne signifikanten Verbleib der Markierung in
Produkt oder Edukt (erhohte Signalintensitit bei 837 bzw. 855 Da). (Friedrich et al. 2008a;
Friedrich et al. 2008Db)
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3.1.2 Methionin als Vorstufe von 4-Hydroxy[2-*H, |butyrat

Die chemische Synthese ausgehend von Methionin ergab (R)- und (S)—y—[2—2H1]Butyrolacton
mit einer zu 98 % vollstindigen Deuteriummarkierung (nach NMR). Die Lactone wurden
durch Hydrolyse und anschlieBenden Transfer mit Acetyl-CoA durch die 4-Hydroxybutyrat-
CoA-Transferase in (S)-4-Hydroxy[2-"H;]butyryl-CoA und (R)-4-Hydroxy[2-°H,]butyryl-
CoA umgewandelt. Durch die Integrale der MALDI-TOF Massenspektren konnte bestitigt
werden, dass der Anteil an Deuterium im 4-Hydroxy[*H, Jbutyryl-CoA bei ca. 95 % (855 Da)
liegt (Abbildungen 9 A und 10 A).
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Abbildung 9. MALDI-TOF-MS. A. Ausgangssubstrat: (S)-4-Hydroxy [2-?H,]butyryl-CoA
(855 Da; ausgehend von Methionin) und 4-Hydroxybutyryl-CoA (854 Da; ca. 5%) B. Nach
Equilibrierung mit 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase: [2-*H;]Crotonyl-CoA (837 Da) und
einer Zuhnahme des Anteils an unmarkierten Substraten bei 836 Da (Crotonyl-CoA) und 854
Da (4-Hydroxybutyryl-CoA) auf ca. 15 %.
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Nach Reaktion mit 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase zeigte sich fiir die Substrate
ausgehend von Methionin ein nicht eindeutiges Ergebnis. In der Tendenz wurde fiir (5)-4-
Hydroxy[2-"H, ]butyryl-CoA als Substrat eine Retention der Markierung im Produktgemisch
gefunden. Nach der Reaktion traten mehrheitlich monodeuteriertes 4-Hydroxybutyryl-CoA
(855 Da) und Crotonyl-CoA (837 Da) auf (Abbildung 9 B). Die zusitzlich auftretenden
Signale bei 836 Da und 854 Da weisen auf unmarkiertes Substrat hin. Der Vergleich der
Integrale der monoisotopischen Masseverteilung bei 855 zu 854 Da vor und nach der
Reaktion weist auf eine Zunahme des unmarkierten Anteils von 5 % auf 15 % hin. Somit
muss das Edukt einen Anteil von ca. 10 % des S-Isomers enthalten haben, dessen Markierung

mit dem Wasser ausgetauscht wurde.
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Abbildung 10. MALDI-TOF-MS. A. Ausgangssubstrat: (R)-4-Hydroxy [2-*H;]butyryl-CoA
(855 Da; ausgehend von Methionin) und 4-Hydroxybutyryl-CoA (854 Da ca. 5 %). B. Nach
Equilibirerung mit 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase: 4-Hydroxybutyryl-CoA (854 Da)
und Crotonyl-CoA (836 Da) mit einem 20 prozentigen Verbleib der Markierung (Erhohte
Signalintensitdt durch Signaliiberlagerung bei 837 bzw. 855 Da).
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Fir (R)-4-Hydroxy[2-’H;]butyryl-CoA fiihrte die Reaktion mit Dehydratase zu einem
Substrat-Produktgemisch, in dem der iiberwiegende Teil der Markierung ausgetauscht werden
konnte. Die Isotopenverteilungen von Crotonyl-CoA (836 Da, 837 Da) sowie 4-
Hydroxybutyryl-CoA (854 Da, 855 Da) weichen von der statistischen Verteilung ab
(Abbildung 10 B). Wird die statistisch erwartete natiirliche Isotopenverteilung der Signale im
Produktgemisch mit der erhaltenen verglichen, kann ein ca. 20 prozentiger Verbleib der
Markierung nach Reaktion mit Dehydratase sowohl in 4-Hydroxybutyryl-CoA (855 Da) als

auch in Crotonyl-CoA (837 Da) nachgewiesen werden.

Zur Absicherung dieser Resultate wurden die Ausgangslactone zu Bernsteinsdure oxidiert und
deren angenommene absolute Konfiguration liber CD-Spektroskopie im Vergleich mit der
Literatur (Listowsky et al. 1970) bestétigt (Abschnitt 3.5). Durch die Integration der MALDI-
TOF-MS-Signale muss von einer Synthese ausgegangen werden, die 10 — 20 % (Abbildungen
9 B und 10 B) des jeweilig anderen Stercoisomers enthdlt. An dieser Stelle konnte ohne
enantiomerenreine Referenzprobe (spéter durch die Synthese liber 3-Benzyloxypropan-1-ol
gegeben) noch keine genaue Bestimmung des Gehalts an (R)- und (S)-Isomeren fiir die

Synthese ausgehend von Methionin durchgefiihrt werden.

Zunidchst wurde nun versucht, die Stercoselektivitit der Synthese direkt nach erfolgter
Markierung zu untersuchen. Zur genaueren Charakterisierung der Zwischenprodukte nach der
Elimierung des Broms wurde die Synthese abgedndert und (R)-[2-°H,]Buttersiure aus L-
Methionin liber Desulfurierung durch Raney-Nickel-Katalysator hergestellt (Mozingo et al.
1943). Diese wurde mit Acetyl-CoA und 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase zu (R)-[2-
*H,]Butyryl-CoA umgesetzt. Nun konnte die S-Stereospezifitit von Crotonase fiir den
Austausch eines a-Protons von Butyryl-CoA ausgenutzt werden (D'Ordine et al. 1994; Engel
et al. 1998; Kiema et al. 1999), um die absolute Konfiguration und Enantiomerenreinheit der

Synthese ausgehend von Methionin zu bestimmen.

Raney-Nickel ist ein Katalysator, der fiir die Hydrierung von ungesittigten
Kohlewasserstoffen und auflerdem fiir die Spaltung von Thioethern verwendet werden kann.
Hierbei wird die Methylthiogruppe von 4-Methylthio[2-*H,]buttersdure gegen ein
Wasserstoffatom ersetzt. Es wird weiterhin davon ausgegangen, dass wéihrend der Reaktion
die Konfiguration am C2 unverdndert erhalten bleibt. Ein Vergleich mittels NMR-

Spektroskopie zeigte fiir die in wissriger Umgebung ausgefiihrte Reaktion keinen geringeren



98

Deuteriumgehalt im Produkt (R)-[2-’H,]Buttersdure als im Ansatz ohne Raney Nickel
(‘"H-NMR (H,0) & 2,01 (1H, m, CDH); Fehler 5%).

Zu testendes (R)-[2-°H,]Butyryl-CoA (839 Da, < 5 % unmarkiert) wurde mit
4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase aus Acetyl-CoA und (R)-[2-°H,]Butyrat hergestellt.
Versuche einer Reaktion mit Crotonase ohne die vorherige Entfernung von unreagiertem
Acetyl-CoA schlugen fehl, da es sich als starker Inhibitor der Crotonase erwies (Furuta et al.
1980). Nach der Entfernung von Acetyl-CoA iiber Citrat-Synthase ohne die Anwesenheit von
4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase konnte reines Butyryl-CoA gewonnen werden.

Eine Inkubation mit Crotonase in D,O ergab eine Mischung (53 zu 47) aus
(S)—[2—2H1]Butyryl—C0A (839 Da) und [2—2H2]Butyry1—C0A (840 Da). Eine Reinigung der
Produkte und deren erneute Inkubation mit Crotonase unter denselben Bedingungen ergab
keine weitere nennenswerte Verschiebung des Verhiltnisses der beiden Produkte
(Signalverhiltniss 839 zu 840 Da, Abbildung 11 A). Die Reaktion war somit vollstindig
abgelaufen und ergab einen zusitzlichen Einbau von Deuterium in 47 % des Substrats.
Dieselbe Abfolge von Reaktionen durchgefiihrt in H,O ergab nach zweimaliger Inkubation
mit Crotonase ein Gemisch (46: 54) von unmarkiertem Butyryl-CoA (838 Da) und
(R)-[2-*H,]Butyryl-CoA (839d) (Abbildung 11 B). Eine Kontrollreaktion mit unmarkiertem
Butyryl-CoA in D,0O zeigt nur eine Einbau von einem Deuterium (Abbildung 12 A). Da
Crotonase spezifisch fiir einen Austausch an der 2S-Position von Butyryl-CoA ist, miisste bei
enantiomerenreiner Synthese in DO eine vollstindige Doppelmarkierung und in H,O eine
kompletter Verlust der Markierung zu beobachten sein.

Dieses Resultat deutet auf komplette Racemisierung hin. Diese ist jedoch nicht konsistent mit
den zuvor gefundenen 10 — 20 % (Signalverhiltniss, Abbildungen 9 B und 10 B) des jeweils
anderen Stereoisomers. Somit ist durch die Reaktion mit Raney Nickel eine zusétzliche
Racemisierung aufgetreten, weshalb iiber dieses Verfahren die Enantiomerenreinheit und

absolute Konfiguration der Synthese ausgehend von Methionin nicht geklart werden kann.

Dies ist in sofern bemerkenswert, da die Reaktion mit Raney-Nickel Katalysator in wissriger
Umgebung stattfand und unter diesen Bedingungen ein Austausch mit dem Losungsmittel
anstatt einer Racemisierung erfolgen miisste. Denkbar wire ein Komplex des Ni-Atoms mit
dem Carbonyl-Sauerstoff von Butyrat, der ein Enoxy-Butyrat Intermediat zur Folge hatte und
ein o-Proton abspalten konnte. Eine anschlieBende Reprotonierung wiirde darauthin zur

Auflésung der A2-Doppelbindung fiihren. Dieses Modell hitte bei wiederholter Anwendung
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jedoch stets einen Komplettaustausch zur Folge; es sei denn, es wiirde ein sehr hoher
kinetischer Isotopeneffekt des Deuteriums angenommen und somit Wasserstoff bevorzugt
entfernt. Dieser miisste jedoch so hoch sein, dass ein Austauschereignis von Deuterium
praktisch nicht auftritt (innerhalb der durch NMR und MALDI-TOF-MS gegebenen
Messungenauigkeiten). Daher wird angenommen, dass ein Ubergangszustand mit Nickel ohne

die Moglichkeit eines Austauschs mit Wasser die Position beider a-Protonen dndern kann.
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Abbildung 11. MALDI-TOF-MS. Test auf R-Konfiguration von [2-°H,]Butyryl-CoA (839
Da; Raney-Nickel-Synthese) mit Crotonase: A. in DO ergibt 53 % (S)-[2-"H,]Butyryl-CoA
(839 Da) und 47 % [2-’H,]Butyryl-CoA (840 Da); B. in H,O ergibt 54 % unverindertes
Substrat (839 Da) und 46 % unmarkiertes Butyryl-CoA (838 Da). Das Syntheseprodukt ist ein
Racemat.

Weitere Versuche, die Enantiomerenreinheit auf der Stufe der Lactone zu untersuchen,
wurden liber NMR Experimente mit chiraler Verschiebung durchgefiihrt (Abschnitt 3.4);
hierbei erwies es sich jedoch als schwierig, auswertbare Spektren zu erhalten. Die Einfiihrung

eines zweiten chiralen Zentrums in die Endprodukte (4-Hydroxybutyrat) iiber die Bildung
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chiraler Amide (Abbildung 13, Abschnitt 3.4.1,) zeigte keine Basislinientrennung der Signale
fiir R- und S-Isomere und konnte somit auch nicht zur Bestimmung des Isomerenverhéltnisses
genutzt werden. Deshalb wurde ein Versuch iiber einen chiralen Europium-Kampfer Liganden
zur Koordination mit den zu testendenen y-[2-"H,]Butyrolactonen durchgefiihrt. Hier zeigte
sich eine je nach Isomer unterschiedlich ausgeprigte Verschiebung, aber diese war nicht
genau zu quantifizieren (siche Abschnitt 3.4.3). Dies lieferte jedoch ein weiters Indiz dafiir,
dass die Synthese iiber Methionin liberwiegend stereospezifisch abliuft. Es zeigte sich in
’H-NMR-Messungen, dass nur das Isomer mit der hochsten Konzentration ein Signal erzeugt
(Abbildung 18). Im 'H-NMR wurde zwar eine fiir eine Basislinientrennung ausreichende
Verschiebung der Signale erzeugt wurde, aber die Uberlagerung mit Hintergrundsignalen des
Shift-Reagenz iiberlagert verhinderte deren getrennte Integration (Abbildung 17). Ein dritter
Versuch, iiber Mosher Sdure-Ester mit 4-Hydroxy[2-°H,]butyrat einen Zugang zu
auswertbaren NMR-Spektren zu erhalten, hatte ebenfalls keinen Erfolg (Abschnitt 3.4.2.2).

Somit bleibt immer noch die Frage zu kliren, worauf die Isomerengemische, die durch
MALDI-TOF-MS gefunden wurden, zuriickzufiihren sind. Eine partielle Racemisierung
wihrend der enzymatischen Katalyse ist unwahrscheinlich, da sie zu einem kompletten
Austausch des Deuteriums mit dem Wasser gefiihrt hétte. Daher wiirde eine nicht
enantiomerenreine Synthese die Resultate besser erkléaren.

Zur weiteren Charakterisierung der Synthese ausgehend von Methionin und zur zweifelsfreien
Bestimmung der Stereoselektivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase wurde ein
zweiter Syntheseweg beschritten (Abschnitte 4.1.1, 3.1.1 und 2.20.2). Die daraus
hervorgehenden Produkte wurden als Referenz fiir CD-spektroskopische Messungen und als
Substrate in der Reaktion mit Dehydratase genutzt. Die Enantiomerenreinheit konnte so fiir
die Synthese ausgehend von Methionin auf 82,5 % (29 bis 91,3 % (2R) bestimmt werden
(Abbildung 19, Tabelle 2).

3.3 Dehydrogenaseaktivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehyratase und
Stereoselektivitiit der Butyryl-CoA-Dehydrogenase aus C. aminobutyricum

Die Aufklarung der Kristallstruktur der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase offenbarte grof3e
strukturelle Ubereinstimmungen mit der Butyryl-CoA-Dehydrogenase (Martins et al. 2004).
Es war daher anzunehmen, dass die Dehydratase auch Dehydrogenaseaktivitdt besitzt. Das

Modell fiir die Bindung von 4-Hydroxybutyryl-CoA durch die 4-Hydroxybutyryl-CoA-
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Dehydratase ist von der bekannten Substratbindung durch Butyryl-CoA-Dehydrogenase
abgeleitet (Ghisla und Thorpe 2004; Kim und Miura 2004). Daher wird vermutet, dass die
vergleichbaren Teilreaktionen beider Enzyme mit der gleichen Stereoselektivitit ablaufen.

Daher wurde die a-Proton-Abstraktion an Butyryl-CoA durch die Dehydratase getestet.

Die fiir dieses Experiment verwendete aus C. aminobutyricum gereinigte 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydratase wurde aufgrund der Befunde auf Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitit
getestet. Ungliicklicherweise konnte die in den verwendeten Enzymproben festgestellte
Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitit — nicht eindeutig der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase zugeschrieben werden. Uber eine weitere Reinigung iiber UNO-Q-
Sdulenchromatographie ~ konnte  eine  Trennung der Dehydratase- von  der
Dehydrogenaseaktivitit erreicht werden. Weiterhin konnte in einer Préparation mittels
Reinigung tiber Strep-Tag aus Escherichia coli gewonnener 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase (J. Zhang, personliche Mitteilung) keine Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitit
nachgewiesen werden. Ein Umsatz von rekombinant gewonnener Dehydratase mit Butyryl-
CoA in D,O zeigte keine mit MALDI-TOF-MS nachweisbaren deuterierten Produkte, die auf

Austausch der a-Protonen hinweisen wiirden.

Da die Equilibrierungsversuche (Abschnitte 3.1.1 und 3.1.2) in dieser Arbeit moglicherweise
durch eine Verunreinigung mit Butyryl-CoA-Dehydrogenase verfilscht werden konnten,
wurde die partiell gereinigte Enzymmischung auf ihre Stereoselektivitdt hin untersucht. Bei
Entfernung der Butyryl-CoA-Dehydrogenase kann kein signifikanter Deuteriumaustausch von

(S-[2-°H,]Butyryl-CoA mit dem Losungsmittel beobachtet werden (Spektrum nicht gezeigt).

Der Nachweis der Stereoselektivitit fiir den Austausch der o-Protonen von Butyryl-CoA
erfolgt iiber (S)-[2-2H1]Butyryl-CoA [stereospezifisch mit Crotonase in D,O hergestellt
(D'Ordine et al. 1994)]. Dieses hat eine Masse von 839 Da und enthilt ca. 11 % unmarkiertes
Butyryl-CoA (Abbildung 12 A). Bei Inkubation von unmarkiertem Butyryl-CoA (838 Da) mit
dem Losungsmittel D,O unter Reaktionbedingungen (pH 8.5, Spektrum nicht gezeigt) und
den Bedingungen der Reinigung iiber C18-Sdulen (pH 1,5, Spektrum nicht gezeigt) konnte
kein Austausch nachgewiesen werden. Vor dem Hintergrund dieser Kontrollen auf spontanen
Austausch wurde mit Crotonase erzeugtes (S)-[2-"H,]Butyryl-CoA (839 Da, Spektrum nicht
gezeigt vgl. Abbildung 12 A) mit dem partiell gereinigten Enzymgemisch (enthdlt Butyryl-
CoA-Dehydragenaseaktivitit) in H,O und in D,O umgesetzt.
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Abbildung 12. MALDI-TOF-MS. A. Ausgangssubstrat durch Markierung mit Crotonase in
D,0: (S)-[2-*H,]Butryryl-CoA (939 Da) und unmarkiertes Butyryl-CoA (838 Da, 11 %). B.
Equilibrierung mit partiell gereinigter 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase in D,O: [2-
*H,]Butyryl-CoA (840 Da), (R)-[2-"H,]Butyryl-CoA und ein Matrix-Artefakt bei 843 Da ohne
Einfluss auf den Vergleich der Signale bei 839 und 840 Da. C. Equilibrierung mit partiell
gereinigter 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase in H>O: keine signifikante Massenidnderung.
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In H,O ergab sich keine Massendnderung des monoisotopischen Massenpeaks bei 839 Da und
kein messbarer Anstieg des Gehalts an unmarkiertem Butyryl-CoA (838 Da, Abbildung 12
C). Dagegen ergab eine Inkubation in D,O eine Massenzunahme auf 840 Da ([2-"H,]Butyryl-
CoA) (Abbildung 12 B) und einen Deuteriumeinbau (+1 Da) in das vormals unmarkierte
Butyryl-CoA (R-[2-’H;]Butyryl-CoA, 839 Da). Vergleicht man das erhaltene Verhiltnis der
Massen (840 Da / 839 Da) mit dem vor der Reaktion (Spektrum nicht gezeigt vgl. Abbildung
12 A, 839 Da/ 838 Da), so ist das Integral des Signals bei 839 Da nach der Reaktion ca. 5 %

grofer und deutet somit auf eine nicht ganz vollstindige Umsetzung mit der Enzymprobe hin.

Eine Racemisierung durch Crotonase oder durch die Enzymprédparation ist hierbei
auszuschlieBen, da dieser Effekt nicht in H,O auftritt. Hierbei miisste dann bei einer
Racemisierung durch Crotonase der Anteil an unmarkiertem Butyryl-CoA ansteigen. Eine
Racemisierung durch die Enzymprobe wiirde bei geniigend langer Inkubation in D,O eine
vollstindige doppelte Markierung und in H,O einen kompletten Verlust der Markierung
bedeuten. Die erhaltenen Massendnderungen zeigen eine Re-Stereoselektivitit der

verwendeten Enzymprobe.

Somit lassen die Ergebnisse aber einen Riickschluss auf die Stereoselektivitidt der Butyryl-
CoA-Dehydrogenase aus C. aminobutyricum zu. Da bei einer Inkubation von (S)-[2-
*H,]Butyryl-CoA in D,O nur eine Masseninderung von 1 Da und in H,O keine Anderung
stattfand, ist davon auszugehen, dass alle beteiligten Enzyme dieselbe Stereoselektivitét fiir
einen Protonenaustausch am C-2 von Butyryl-CoA haben. Da zusitzliche Versuche mit
hochgereingter 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase keinerlei Austausch ergaben, kann fiir
die Butyryl-CoA-Dehydrogenase aus C. aminobutyricum Re-Stereoselektivitit bei der
Abstraktion des o-Protons angenommen werden. Wie von strukturellen Ahnlichkeiten
abgeleitet haben beide Enzyme fiir die Abstraktion der o-Protonen ihrer jeweiligen
natiirlichen Substrate die gleiche Stereoselektivitit, so dass bei Verunreingungen der

Equilibrierungsexperimente keine Beintrdchtigung zu erwarten ist.

Dennoch wurde der zusdtzliche Reinigungschritt iber UNO-Q-Sédulenchromatographie auf
alle weiteren Enzympriparationen angewandt und alle anderen Untersuchungen (z.B.
Abschnitte 3.1.1 und 3.1.2) mit so gereinigter 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (ohne
nachweisbare Dehydrogenaseaktivitit) durchgefiihrt.



104

3.4 Vergleich der Synthesen von y—[Z-ZHl]Butyrolacton iiber NMR
Spektroskopie

Zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit der Syntheseprodukte miissen die Wasserstoffe
des zu bestimmenden chiralen Zentrums in unterschiedlichen elektronischen Umgebungen
fixiert werden. Zwei allgemeine Wege, chirale Zentren iiber NMR zu untersuchen, sind

bekannt (Seco et al. 2004).

Im ersten Ansatzt wird die Probe (z.B. ein reines Enantiomer) mit NMR in einer chiralen
Umgebung untersucht. Diese wird durch chirale Losungsmittel oder einem l6slichen chiralen
Agenz in einem nicht chiralen Standard NMR-Losungsmittel bereitgestellt (Weisman 1983).
Der Vorteil dieses Verfahrens, dass keine kovalente Modifikation an der zu analysierenden
Substanz erfolgen muss, ist zugleich dessen grofiter Nachteil. Denn eine chirale Umgebung
verursacht im Vergleich zu einer kovalenten Modifikation nur sehr kleine Differenzen in der
chemischen Verschiebung flir zwei Enantiomere, deren NMR-Spektren sich ansonsten sehr
dhnlich sind. Oftmals werden deswegen Messreihen mit beiden Enantiomeren bendtigt und es
lassen sich meist keine einfachen Zusammenhinge zwischen den NMR-Spektren und der
absoluten Konfiguration der Enantiomere ableiten. Aus diesen Griinden ist der Nutzen der
Methode auf die Bestimmung der Enantiomerenreinheit einer Probe beschrankt (Parker 1991;
Finn 2002). Hierbei ist es notwendig, dass bei einem unbekannten Gemisch der beiden

Enantiomere unterschiedliche NMR-Signale fiir jedes der beiden separat quantifizierbar sind.

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration ist deutlich schwieriger, weil sie an einem
einzelnen Enantiomer durchgefiihrt wird und normalerweise kein zweites Enantiomer zur
Verfligung steht. Selbst wenn Vergleichsmoglichkeiten gegeben sind, miissen Kriterien

entworfen werden, die absolute Konfiguration jedes Enantiomers separat zuzuordnen.

Deshalb wird im zweiten Ansatz das Syntheseprodukt (im Idealfall ein reines Enantiomer) mit
zwel Enantiomeren eines chiralen Reagenz kovalent verkniipft und somit zwei diastereomere
Derivate erzeugt (Rinaldi 1982; Yamaguchi 1983). Da in diesem Fall die chirale Umgebung
von einem Hilfsreagenz durch eine kovalente Bindung an das Substrat zur Verfiigung gestellt
wird, ergeben sich gréere Unterschiede in der chemischen Verschiebung, als mit der nicht
kovalenten Methode. Auch eine Kombination der beiden ist mdglich, indem z.B. Lanthanide

als Shift Reagenz zu einem chiralen Derivat des Substrats zugegeben werden (Fraser 1983).
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Fir die Bestimmung der absoluten Konfiguration ist die Derivatisierung mit chiralen

Hilsfreagenzien die Methode der Wahl (Seco et al. 2004).

3.4.1 Analyse der Enantiomerenreinheit von y-Butyrolacton mit chiralen Amiden

Die Stirke einer chiralen Verschiebung ist abhiingig von der Art der Liganden am chiralen
Zentrum und der Entfernung des zusidtzlich eingebrachten chiralen Zentrums des Shift
Reagenz. Hier ist das zusédtzliche chirale Zentrum von dem zu testenden drei Atombindungen
entfernt. Die Zielgruppe, d.h. die o-Protonen, ergeben normalerweise ein homogenes Triplet
durch Kopplung mit den Protonen in B-Stellung. Durch Storung der Symmetricachse des
Molekiils werden diese von einander unterscheidbar. Abhéngig davon, ob ein (R)- oder (S)-
Amin fiir das Einbringen eines zweiten chiralen Zentrums genutzt wird, ist das Signal fiir die
a-Protonen in der R- oder S-Position stirker verschoben. Es kann so die Grofe der beiden
Integrale bestimmt werden. Im Falle einer Deuteriummarkierung kann sowohl die
Vollstandigkeit als auch die Verteilung zwischen R- und S-Konfiguration durch Integration
bestimmt werden. Eine Synthese mit unmarkiertem y-Butyrolacton als Startmaterial (Reaktion

in Abbildung 13 gezeigt) ermoglicht eine Einschéitzung der Stdrke der chiralen Verschiebung.
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Abbildung 13. Derivatisierung von y-Butyrolacton mit (R)-(+)-o-Methylbenzylamin. Die
AusschnittvergroBerung der Kopplung der a-Protonen ('H-NMR (D,0) § 2.35, 2H, dt, J =
6,79, 2,19, CH,CON) zeigt keine Basislinientrennung.
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Die '"H-NMR-Messung der Proben bei 300 MHz erbrachte nicht geniigend Auflosung. Daher
wurde bei 500 MHz eine besser aufgeloste Messung durchgefiihrt. Eine Detailansicht
(Abbildung 13) der Kopplung der a-Protonen zeigt die erwartete Triplet-Kopplung (J = 6,79
Hz) bei einer Verschiebung von 2,35 ppm. Des Weiteren féllt auf, dass eine chirale
Verschiebung von 2,19 Hz ein Duplet der Triplets erzeugt. Eine Abschitzung ohne
Integration 148t auf eine Gleichverteilung schlieBen, wie sie bei unmarkiertem Material zu
erwarten ist. Jedoch ist die chirale Verschiebung nicht gro genug, um eine
Basislinientrennung zu erreichen. Daher wurden nach der Auswertung der Pilotsynthese keine

weiteren Versuche mit markiertem Material unternommen.

3.4.2 Analyse der Enantiomerenreinheit von y—[2-2H1]Butyrolact0n mit Mosher-
Sédure-Estern

34.2.1 y—[Z-ZHl]Butyrolacton ausgehend von 3-Benzyloxypropan-1-ol synthetisiert

Diese Methode wurde bereits erfolgreich zur Analyse von 2-Benzyloxyethanol verwendet und
ergab dort eine deutliche Unterscheidung der Signale von R- und S Konfiguration (Speranza
et al. 2003). Gezeigt ist in Abbildung 14 schematisch die zu erwartenden Lage und
Zuordnung der NMR-Signale der Protonen im Mosher-Ester mit 3-Benzyloxypropan-1-ol

ausgehend von den Daten mit 2-Benzyloxyethan-1-ol.
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Abbildung 14. Theoretisch erwartete Verteilung der NMR-Signale von Moshers-Estern der
verschiedenen Stereoisomere von 3-Benzyloxy[1-*H, Jpropan-1-ol
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Das tatsichliche 'H-NMR-Spektrum des Mosher-Esters von (R)-3-Benzyloxy[1-"H;]propan-
1-ol (3-Benzyloxy[1-*H,]prop-1-yl (2R)-3,3,3-Trifluoro-2-methoxy-2-phenylpropanoat) zeigt
eine Uberlagerung der Signale des zu analysierenden chiralen Alkohols mit der Benzyloxy-
Gruppe bei & 4,45 ppm (1H+ 2H, m, CDHO + C¢HsCH,O; Abbildungl5). Die Lage der
Signale lédsst eine Quantifizierung von Isomerenreinheit und absoluter Konfiguration nicht mit

Sicherheit zu. Diese Methode wurde deswegen nicht weiter verwendet.

1+4 5+2

LA

44 40 3,6 32 28 24 1,6 12 08 04 00
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Abbildung 15. NMR-Spektrum von 3-Benzyloxy[1-*H;]prop-1-yl (2R)-3,3,3-Trifluoro-2-
methoxy-2-phenylpropanoat: Gezeigt ist die Uberschneidung der Methoxy- und Propanehter-
Gruppen (0 3,5; 5 + 2) sowie des chiralen Alkohols mit der Benzyloxy-Gruppe (6 4,45; 1 +
4). Die aliphatische CH,-Gruppe des Propylrestes (3) liegt bei 6 1,99 ppm.

3.4.2.2 4-Hydroxybutyrat

Eine NMR Charakterisierung des Produkts zeigte keine Bildung eines Esters der Mosher-
Saure an. Es gelang unter den experimentellen Bedingungen nicht, die Ausgangsmaterialen in
ausreichend trockenem Zustand fiir eine erfolgreiche Synthese zu erhalten. Da 4-
Hydroxybutyrat selbst sehr hygroskopisch ist, wurde eine Reaktion mit y-Butyrolacton
versucht, die aber ebenfalls nicht zu auswertbaren NMR-Spektren fiihrte.

3.4.3 Europiumliganden mit y-Butyrolacton

Die Einfithrung eines zweiten chiralen Zentrums zur Abbildung der Wasserstoffatome der
Markierung in unterschiedlichen Umgebungen kann auch iiber Koordination eines Liganden

erfolgen. Ein chiraler Europium-Kampfer-Ligand (Europium tris[3-(heptafluoro-
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propylhydroxymethylen)-(+)-camphorat]) wurde genutzt, um an den Karbonyl-Sauerstoff des
Lactons zu binden (Abbildung 16 B). Dieser erlaubt, Signale fiir Wasserstoffe am selben
Kohlenstoffatom aufzul6sen, indem sie in R- oder S-Position zum Liganden stehen. Das
Ausmal} der Verschiebung zwischen R und Ssollte umso groBer sein, je geringer die Distanz

zum chiralen Zentrum ist.

A B

S-Lacton 1 l

R-Lacton : S-Lacton 1:2 1
R-Lacton : S-Lacton 2:1 11

R-Lacton

CH,

0 ppm

R+S

0 ppm

Abbildung 16 A. Schematische Darstellung der zu erwartenden (unten) und der tatsdchlich
gefundenen (oben) chiralen Verschiebungen durch den Europium-Liganden. B.
Bindungsmodus des Europium-Kampferliganden an y-Butyrolacton.

Das zu untersuchende chirale Zentrum liegt nur eine C-O und eine C-C Bindung entfernt. Die
Aufspaltung der Signale sollte zwar auch am C-4 des Lactons zu bemerken sein, ist aber ohne
eine Markierung dort ohne Relevanz. Der Effekt sollte fiir C-3 am geringsten sein, da die
Wasserstoffe dort am weitesten vom Liganden entfernt liegen. Die Auswertung der Rohdaten
ergab, dass bei zu geringen Ligandenkonzentrationen keine messbare Verschiebung auftrat.
Liegt die Konzentration zu hoch, so iiberlagert das Signal des Europium-Kampfer-Liganden
die Probe. AuBerdem ist in immer stirkerem Mafe eine Verbreiterung der Signale durch
paramagnetische Resonanz des Europiums zu beobachten. Eine unterscheidbare Verschiebung
wurde leider erst bei dquimolarem Mischverhéltnis erzielt, bei dem die Kopplungsstrukturen
innerhalb der Signale bereits zu verschmelzen begannen. Die Lage der Signale fiir 7y-
Butyrolacton lieB sich jedoch noch bestimmen ('H-NMR (CDCls) I: § 5,860 (dt, J = 6,85 J =
1,51, CH,0); 6 5,326 (m, CHDCOO); 6 3,453 (m, CH,); II: 6 5,728 (dt, J = 6,87, J = 1,93,
CH,0); 6 5,114 (m, CHDCOO); & 3,343 (q, J = 6,82, CH,); III: 6 5,568 (t, J = 5,65), & 5,186
(m, CHDCOO); 6 4,815 (m, CHDCOO); & 3,221 (q, J = 6,82, CH,); IV: 8 5,385 (t, J = 5,95,
CH,0); 06 4,475 (m, CHDCOO); 6 3,067 (q, J= 6,51, CH,)). Die Aufspaltung der Signale von
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C-4 entspricht der erwarteten Triplet-Kopplung, die durch den Effekt des chiralen Shift
Reagenz mit einer Duplet Komponente (J = 1, 5 — 1,9) erweitert wurde (d.h. 1 Signal /
Proton). Teilweise ist die paramagnetisch verursachte Verbreiterung zu stark ausgeprédgt, um
die Kopplungskonstanten korrekt abzulesen. Fiir C-3 liel sich nur die Quartett-Kopplung
nachweisen, die fiir die Interaktion mit drei (1 + 2) Protonen normal ist. Eine differenzierte
Aufspaltung wie etwa ein Dupplet (fiir I H am C-2) kombiniert mit einem Triplet (fiir 2 H am
C-4) wurde aufgrund der Verbreiterung der Signale nicht beobachtet. Eine eventuelle,
aufgrund der groBeren Entfernung zum Europium-Kampfer-Liganden nicht sehr ausgeprégte,

separate Darstellung der beiden Protonen am C-3 war nicht zu erreichen.

Ungliicklicherweise wird jedoch das Signal fiir C-2 auBlerdem von einem breiten Signal des
Kampfer-Liganden tiberlagert, das eine Integration unmoglich macht. Nur fiir das C-2-Signal
wurde eine Lagednderung erwartet, abhidngig davon, ob das Lacton in S oder R-
Konfiguration vorliegt, wihrend die unmarkierten Positionen C-3 und C-4 keine Verdnderung
zeigen sollten. Bei Anderung des Verhiltnisses von R zu S wurde jedoch eine Verschiebung
von C-3 und C-4 gefunden. Die schematische Darstellung verdeutlicht den Unterschied
zwischen dem erwarteten Auftreten neuer Signale fiir das jeweils andere Stereoisomer und der
gefundenen Verschiebung der gesamten Signalgruppe (Abbildung 16 A). Die Uberlagerung
der Signale fiir C-2 macht eine Lokalisierung des zweiten Isomers bei gemischten Proben (11,
I11, Bereich 4,5 bis 5,5 ppm, Abbildung 17) schwierig. In Probe II (Verhiltnis 66 % S33 %
R) wird aufgrund einer auftretenden Spitze des breiten Signals die Lage eines der beiden
Isomerenpeaks auf ca. 5,1 ppm geschitzt, wihrend der Andere von diesem vollkommen
verborgen wird. Probe III (33 % S 66 % R) zeigt ein Signal als Schulter bei 5,2 ppm und ein
weiteres, deutlicher getrennt bei 4,8 ppm. Die Proben I (100 % S) und IV (100 % R) zeigen
Signale bei 5,33 und 4,47 ppm. Die unerwartete Verschiebung fiir C-3 (I 6 3,45, II 6 3,34, 111
03,22, 1V 6 3,07) von insgesamt 0,38 ppm und C-4 (16 5,86, I1 6 5,73, I11 8 5,57, IV & 5,39)
von insgesamt 0,47 ppm ist schematisch in Abbildung 16 dargestellt und in Abbildung 17 mit
Pfeilen markiert. Die Verschiebung ist linear zu der Anderung des Mischverhiltnisses der
Isomere. Diese Phanomene erlauben keine Aussage iliber Isomerenreinheit und ermdglichen
nur eine unsichere Zuordnung der Signale fiir C-2. Subtrahiert man die gesamte Verschiebung
(gemittelt tiber C-3 und C-4 = 0,425 ppm) von der Differenz des C-2-Signals (I gegen IV =
0,86 ppm) der isomerenreinen Proben, erhdlt man die durch den Liganden erzeugte
Verschiebung (0,435 ppm). Dies korreliert mit den getrennt auftretenden Signalen in Probe

III, die 0,4 ppm voneinander entfernt sind. Insgesamt betrachtet tritt fiir C-3 und C-4 eine
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Verschiebung auf, die abhéngig vom Verhéiltnis der beiden Isomere ist. Dieses Phédnomen ist
ohne Schiftreagenz nicht zu beobachten. Fiir das 'H-Signal der Protonen am C-2 kann ein
stairkerer Unterschied zwischen R- und Slsomer festgestellt werden, jedoch ist eine

Quantifizierung der Isomerenreinheit nicht moglich.
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Abbildung 17. NMR-Spektren der Lactongemische (synthetisiert aus Methionin) in
dquimolarem Verhéltnis zum Europium-Kampfer-Liganden (70 umol / Probe): I. 100 % (S)-
Lacton; II. 66 % (S)- und 33 % (R)-Lacton; III. 33 % S und 66 % (R)-Lacton; I'V. 100 % (R)-
Lacton. Die markierten Signale entsprechen y-Butyrolacton.

Um dem Problem der Uberlagerung von Signalen zu begegnen, wurden die Proben in nicht
deuteriertes Losungsmittel {iberfiihrt und mit *H-NMR gemessen. Die daraus folgenden
Spektren (Abbildung 18) zeigen nur noch Spuren von Chloroform (CDCls; I: 8 7,507; II: o
7,392; III: 0 7,554; 1V: 8 7,495) sowie die Deuteriummarkierung (I: & 3,147; II: 6 3,091; I1I:
0 5,224; IV: & 5,356). Als interner Standard dient die Lage des Chloroformsignals. Hierbei
fallt auf, dass bei einer Mischung der Isomere (Abbildung 18, II und III) kein getrenntes
Signal fiir R oder S zu erkennen ist. Die Proben mit reinem oder {iberwiegend (S)-Lacton

(Abbildung 18, I und IT) erzeugen ein Signal bei ca. 3,1 ppm. Die Proben mit reinem oder
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iiberwiegend (R)-Lacton (Abbildung 18, III und IV) erzeugen ein Signal bei ca. 5,3 ppm.
Dies stellt ein interessantes Messartefakt im *H-NMR dar, bei dem nur fiir das in der
jeweiligen Probe in der hochsten Konzentration vorhandene Isomer ein Signal gemessen
werden konnte. Das Konzentrationsverhiltnis von Lacton zu Shift Reagenz konnte dabei eine
Verschiebung der Relaxationszeiten bewirken, so dass das Signal des in der niedrigeren
Konzentration vorliegenden Isomers auBlerhalb des Zeitfensters der Messung ldge. Eine
Messreihe mit unterschiedlichen Konzentrationsverhdltnissen konnte dariiber Aufschluss
geben (Xiulan Xie; Philipps-Universitdt-Marburg, Fachbereich Chemie, personliche
Mitteilung). Somit kann auch dieses Verfahren nicht genutzt werden, um den Anteil von

Stereoisomeren in Gemischen zu bestimmen.
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Abbildung 18. *H-NMR-Spektren (CHCl3) der Lactongemische (synthetisiert aus Methionin)
in dquimolarem Verhéltnis zum Europium-Kampfer-Liganden (70 umol / Probe): 1. 100 %
(S-Lacton, & 7,507 (s, CDCls), & 3,147 (s, CDHCOO); II. 66 % S- und 33 % (R)-Lacton, o
7,392 (s, CDCl3), 6 3,091 (s, CDHCOO); III. 33 % (S)- und 66 % (R)-Lacton, & 7,554 (s,
CDCl), 0 5,224 (s, CDHCOO); IV. 100 % (R)-Lacton, 0 7,495 (s, CDCl3), & 5,356 (s,
CDHCOO).
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3.5 CD-Spektroskopie — Enantiomerenreinheit und absolute Konfiguration
der y-[2-*H,|Butyrolactone

Fiir die Analyse der absoluten Konfiguration der aus Methionin bzw. aus 3-Benzyloxypropan-
1-ol hergestellten y-[2-°H,]Butyrolactone wurden diese zunichst hydrolysiert (iquimolar
Mengen NaOH) und zu (S)- bzw. (R)-[2-’H,]Bernsteinsiure oxidiert (Natriumchlorit,
Natriumhypochlorit und TEMPO). Die bekannte Elipitzitit von Bernsteinsdure diente als
Referenz (Listowsky et al. 1970), um die enantiomere Reinheit und absolute Konfiguration

der beiden Synthesen anhand der molaren Eliptizititen zu bestimmen.

Fiir die statistische Auswertung von 20 Spektren pro Probe (Abbildung 19) bei einem
Konfidenzintervall mit 5 % Irrtumswahrscheinlichkeit wurde die molare Elliptizitit bei 206
nm ([O]a06.24 °c) und 24 °C fiir einen Vergleich mit der Literatur (2 S: © = + 4,13 umgerechnet
fiir 4 mg / ml, [@]a06.24 °c =+ 122,9; 2 R: © = — 4,98 umgerechnet fiir 4 mg /ml, [@]206.24 °c= —
148,2) (Hartrampf und Buckel 1986) bzw. bei 208 nm [OJxs24°c = + 150 (D-(+)-[2-
’H,]Bernsteinsdure, Registernummer 10013-03-3) (Listowsky et al. 1970) gewihlt. Der
Wigefehler betrug = 0,1 mg (5 %) und wurde im Folgenden in die Konfidenzintervalle

eingerechnet.

Fiir die Umrechnung von © in [®]06 24 °.c wurde folgende Formel benutzt:

[Ohr=m°®xm x (10 x ¢ x d)”
A = Wellenldnge des eingestrahlten Lichts in nm
T = Messtemperatur in °C
m° = gemessener Winkel in milligrad (©)
m = Molekulare Masse

¢ = Konzentration in mg / ml
d = Schichtdicke in cm

[2-2H1]Succinat hergestellt aus 3-Benzyloxypropan-1-ol ergab fiir ® und [©]z0624°c je nach
Herstellungsmethode folgende Werte: R-ALPINE-BORANE™ @ = — 3,98 £ 0,37, [Ola06.24 °c
= 1184 + 11,0, SALPINE-BORANE™ © = + 4,49 * 0,44, [Olas24oc = 133,6 * 13,1
(Abbildung 19, Tabelle 2). Das Vorzeichen der Elliptizitidt bestétigt die angenommene
Stereokonfiguration von 2R fiir eine Synthese mit R-ALPINE-BORANE™ und 2S fir S
ALPINE-BORANE™. Da aufgrund bisheriger Untersuchungen eine nahezu vollstindige
(NMR, > 95 % Deuteriummarkierung, Abschnitt 3.1.1) und isomerenreine (MALDI-TOF-MS
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> 90 % Deuteriummarkierung, keine Racemisierung nachweisbar, Abschnitt 3.1.1) Synthese
mit ALPINE-BORANE™ angenommen werden kann, werden die CD-Messungen dieser
Synthese zum Vergleich fiir die Isomerenreinheit der von Methionin ausgehenden Synthese
genutzt. Diese hat ebenfalls eine nahezu vollstindige Markierung mit Deuterium (NMR, > 98
%, Abschnitt 3.1.2), zeigte aber Anteile des jeweils anderen Stereoisomers (MALDI-TOF-
MS, 10 — 20 %, Abschnitt 3.1.2). Da das jeweils andere Stereoisomer durch entgegengesetzte
Drehung eine Verringerung des Betrags (doppelt dquivalent) der gemessenen Elliptizitét
bewirkt, muss sein Anteil aus der halben Differenz zu der mit 100 % Enantiomerenreinheit

(90 % vollstandinge Deuteriummarkierung) angenommenen Synthese bestimmt werden.
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Abbildung 19. CD-Spektren von [2-’H,]Succinat (206 nm, 24 °C, 196 nm bis 216 nm, 4
mg/ml, pH 2,5) ausgehend von: (A) 3-Benzyloxypropan-1-ol mit SALPINE-BORANE™,
(D) R-ALPINE-BORANE™, (B) D-Methionin und (C) L-Methionin. Mittelwerte iiber 20
Spektren mit Fehlerabschitzung: Die Kondfidenzintervalle werden mit einer
Fehlerwahrscheinlichkeit von 5 % angegeben.

Fiir die Synthese ausgehend von (R)-Methionin wurde @y = + 2,92 + 1,00 bzw. [O]206.24 °c =
86,9 + 29,6 und fiir (§-Methionin Oy = — 3,28 + 0,36 bzw. [Olxe24°c = 97,6 = 10,7
bestimmt (Abbildung 19, Tabelle 2). Dies deutet flir (R)-Methionin auf ein Gemisch von (R)-
(82,5 %) und (S)-[2-°H,]Succinat (17,5 %) und fiir (S)-Methionin von (S)- (91,3 %) und (R)-
[2-*H,]Succinat (8,7 %) hin (Tabelle 2).
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Tabelle 2. CD-Spektroskopie der Syntheseprodukte. Die Enantiomerenreinheit der Synthesen
{iber Methionin ist im Vergleich zu denen iiber ALPINE-BORANE™ dargestellt.

Ursprung des Succinats | Konzentration | @, / Enantiomeren | Succinat
[©]206.24 °C Reinheit Konfiguration
[mg / ml] [mdeg. /cm] | [ in %]
3-Benzyloxypropan-1-ol | 4,0 +4,5+0,4/ 100 2S
(S ALPINE-BORANE) +134+ 13
3-Benzyloxypropan-1-ol | 4,0 -4,0+0,4/ 100 2R
(R-ALPINE-BORANE) —118+11
D-Methionin 4,0 +2,9+1,0/ 83 2S
+ 87130
L-Methionin 4,0 -3,3%£0,2/ 91 2R

-98+£11
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3.6 Stereoselektive Bildung der chiralen Methylgruppe von Crotonyl-CoA

Zur Klérung der Stereokonfiguration einer frei drehbaren Gruppe mit drei identischen
Liganden miissen alle drei durch Isotopenmarkierung voneinander unterscheidbar gemacht
werden. Ist die Konfiguration der Markierungen vor und nach der Katalyse bekannt, kann
durch die Position der verbliebenen Liganden, relativ zu dem ausgetauschten, die
Stereospezifitit der Reaktion bestimmt werden. Eine Inversion wiirde zu einem relativen
Positionswechsel und eine Retention zu unverdnderter Stellung der verbliebenen Liganden

relativ zu dem Austauschenden fihren.

Hier wurde das Verfahren zur Analyse von chiralen Methylgruppen iiber Essigsdure nach
(Cornforth et al. 1969) und (Liithy et al. 1969) modifiziert fiir die experimentelle
Durchfithrung nach (Pierik et al. 2002) angewandt. Das zu analysierende Substrat muss an
dem Kohlenstoffatom, an dem durch Substitution die fragliche Methylgruppe entsteht, eine
vollstidndige stereospezifische Deuteriummarkierung und eine detektierbare stereospezifische

Tritiummarkierung tragen.

(R)- und (S—y—[4—3 H, 4—2H1]Butyrolactone wurden hydrolysiert und auf CoA-Ester
transferiert. Nach der Substitution der Hydroxylgruppe durch die Dehydratase entsteht die zu
analysierende Methylgruppe im Crotonyl-CoA. Dieses wird nun in zwei Molekiile Essigséure

umgewandelt, von denen eins die fragliche Methylgruppe trigt (Abbildung 20 A).

Die chirale Essigsdure wird nun auf Coenzym A {ibertragen und mit Glyoxylat und
Malatsynthase unter Inversion zu (S)-Malat kondensiert (Abbildung 20 B). Diese Reaktion
beziiglich C3 des Malats ist nicht per se stereoselektiv, sondern wird iiber den
intramolekularen Isotopeneffekt von k = k'H / K’H = 4 in der Methyl-Gruppe des Acetyl-
CoAs fiir Malatsynthase gesteuert, d.h. die Malatsynthase wird ein Proton bevorzugt
eliminieren und im Fall von (S)-Acetat (2S 3R)-[3-*H;, *H]Malat und (2S39)-[3-’H]Malat im
Verhiltniss 4 zu 1 liefern. AuBerdem entsteht noch etwas (2S, 3R)-[3-’H;]Malat, das aber
nicht radioaktiv ist und daher bei der weiteren Analyse nicht erfasst wird. Fumarase eliminiert
bei der Bildung von Fumarat stercoselektiv das Re-Proton anti zur (S)-Hydroxylgruppe und

kann deswegen als Indikator fiir die Stellung der Trittummarkierung genutzt werden.
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Somit verliert (2S3R)-[3-°H,, *H]Malat das Tritium vollstindig, wihrend es im (253S)-[3-
’H,, *H]Malat erhalten bleibt. Aus (S)-Acetat entsteht also Malat, das bei Fumarase-
Behandlung maximal 80 % des Tritiums mit dem Wasser austauscht, wihrend Malat aus (R)-
Acetat dagegen maximal 80 % des Tritiums behélt (Abbildung 20 B). Racemisches oder
[*H]Acetat ergeben Malate, die nach Equilibrierung mit Fumarase noch 50 % Tritium

enthalten bzw. verlieren.
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Abbildung 20 A. Eintopf Umwandlung von (R)-4-Hydr0xy[4-2H1, *H]butyrat zu (-
[*H,, *H]Essigsdure:  4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase  (I), 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase (II), Crotonase (III), (S)-3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (IV), Thiolase
(V), und Phosphotransacetylase (VI) B. Analyse via Malatsynthase und Fumarase

3.6.1 Synthese der am C4 markierten 4-Hydroxybutyrat

Fiir die Synthese von (R)-y—[4-3H, 4-*H,]Butyrolacton wurde ein bereits vorhandener sicherer
Weg genutzt (Wermuth 1979; Néser 2004), eine moglichst vollstindige Markierung mit
Deuterium am C4 von Succinatsemialdehyd zu erhalten. Dieses wurde dann enzymatisch mit

NAD’H zu 4-Hydroxy[4-"H,, *H]butyrat reduziert. Fiir die Synthese von (S)-y-[4-’H, 4-
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’H,]Butyrolacton wurde nach einem dhnlichen Verfahren Tritium in Succinatsemialdehyd

iiber Ethyl[*H]formiat eingebaut.

Bei der Synthese von deuteriertem y-Ethoxybutyrolacton fiel auf, dass mit der vorliegenden
Methode keine vollstindige (im Rahmen der Reinheit des verfiigbaren [ZH]Ethylforrniats)
Markierung zu erreichen war. Da die komplette Synthese bis auf einen Schritt in organischer
Umgebung durchgefiihrt wurde, wird angenommen, dass nach der Entschiitzung des
Diethyl[*H, Jformylsuccinats (24a) zur Dicarbonsdure die Sdureprotonen beim Ringschluss zu
y—Ethoxy[4-2H]butyrolacton (25a) teilweise mit der Markierung am C4 austauschen
(Abbildung 43).

Dieses Problem wurde untersucht, indem der Reinigungsschritt in der Synthese des
Endprodukts direkt vor der letzten Destillation in DO durchgefiihrt wurde. Wird nun
unmarkiertes Diethylformylsuccinat als Ausgangsmaterial benutzt, kann beim Ringschluss
(nach Decarboxylierung und Ethanoleliminierung) eine eventuelle Ubertragung der Protonen
der freien Sauregruppe erfolgen. Die Analyse der Endprodukte mit "H-NMR und *H-NMR
zeigt eine Markierung in C2, C3 und C4. Dies zeigt, dass ein Austausch auch an der fiir die
weitere Untersuchung der Stereoselektivitit der Dehydratase wichtigen C4 Position
stattfindet. Dieser Effekt kann durch die Verwendung von D,O bei der Synthese von
markiertem y—Ethoxy[4-2H]butyrolacton zur Erhéhung des Deuteriumgehalts an C4 genutzt
werden. Die dabei auftretenden weiteren Deuteriummarkierungen an C2 und C3 haben auf die

Analyse der Chiralitit der Methylgruppe im spéteren Versuchsverlauf keinen Einfluss.

Das Verhiltnis der Integrale des 1H-NMR-Spektrums (C4 0,17, C3 1,16; C2 2,00) und die
komplexen Kopplungen der Signale zeigen die Gegenwart von Deuterium an jeder der
Positionen an (Abbildung 21, griines Spektrum). Eine Messung mit “H-NMR konnte dies
bestdtigen. Hierbei betrdgt das Verhéltnis der Integrale 1,0 (C4) zu 0,9 (C3) zu 1,19 (C2)
(Abbildung 21, schwarzes Spektrum). Die Inkorporation von Deuterium nach dem Austausch
der Protonen der freien Saduregruppen weist auf einen Austausch wéhrend der
Decarboxylierung und dem Ringschluss an C3 und C4 hin. Der Einbau von Deuterium an C2
Position ist durch die Azidizitit des in o-Position zu einer Carboxylgruppe gelegenen
Wasserstoffs erklarbar. Der so mit Deuterium markierte und in situ hergestellte
Succinatsemialdehyd wurde weiter fiir die zweite Markierung verwendet, welche enzymatisch

erfolgte.
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Abbildung 21. 'H- (griin) und *H-NMR-Spektren (schwarz) von Succinatsemialdehyd zeigen
Deuteriuminkorporierung fiir C4, C2 und C3. "H-NMR & 4,92 (0, 17 H, m, COD(H)) 2,30
(2,00 H, m, CH,COOH) 1,73 (1,16 H, m, CH,COD) *H-NMR & 4,36 (1 D, s, COD(H)) & 1,78
(1,19 D, s, CH(D),COOH) 6 1,17 (0,90 D, s, CH2(D)COD)

Die Alkoholdehydrogenase (ADH) aus Pferdeleber katalysiert stereospezifisch die
Ubertragung eines Wasserstoffs auf die Re-Seite einer Aldehydgruppe (Adolph et al. 1991;
Adolph et al. 1993). Es ist also moglich aufgrund der weiten Substratspezifitit der ADH aus
4-Oxo[4-*H ]butyrat  (R)-4-Hydroxy[4-'H,?H,]butyrat sowie aus 4-Oxo[4-’H]butyrat
(S)-4-Hydroxy[4-"H, *H, |butyrat herzustellen (Abschnitt 2.21.2, Material und Methoden). Die
Reaktion ist auf eine stetige Regeneration von NADD bzw. NADH(T) durch
Formiatdehydrogenase (FDH) angewiesen. Hierbei erwies sich jedoch der durch die
Herstellung von 4-Oxobutyrat (Succinatsemialdehyd) bedingte Anteil von Ethanol im
Reaktionsgemisch als Problem, denn die Reaktion der ADH mit Ethanol und gebildetem
NAD' steht in Konkurrenz zu der Reaktion der FDH und kann Wasserstoff aus Ethanol in den
Kreislauf der Reaktion einfithren. Um Produkte mit moglichst vollstindiger Markierung zu

erhalten, wurde der Anteil an Ethanol durch mehrmalige Volumenreduktion verringert und
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FDH im Uberschuss zugegeben. Dieses Problem ergab sich nicht bei der Synthese mit
4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (4-HBDH), die zu Produkten mit 50 prozentigem
Deuteriumgehalt am C4 (‘"H NMR (CDCls) & 4,34 (1H, tt, J = 7,05, 1,35, CDHO) *C NMR
(CDCl3) 6 67,16 (t, J = 23,12, CDHO)) bzw. hoherer spezifischer Aktivitdt (bei
Tritiummarkierung; Tabelle 3) fiihrte. Eine massenspektrometrische Charakterisierung der

Deuteriummarkierung wurde auf der Ebene der CoA-Ester durchgefiihrt (Abbildung 22).

Tabelle 3. Spezifische Aktivititen der Syntheseprodukte im Verlauf des Experiments zur
Analyse der chiralen Methylgruppe.

Butyrolacton Enzyme spezifische Aktivititdten [uCi / mmol]
zur Lacton Acetat Malat (vor
Substrat- Fumarase)
herstellung
(R)-y-[4-°H,4-°H,] 4-HBDH 116 42 17,8
(R)-y-[4-°H,4-°H,] ADH 53 11,1 nicht bestimmt
(9-v-[4-"H,4-°H,] 4-HBDH 2,0 1,1 0,9
(9-y-[4-"H4-"H,] ADH 1,1 0,5 nicht bestimmt

Die relativ geringe spezifische Aktivitidt bei der Synthese des S-lIsomers lédsst sich durch
Verluste bei der Synthese (Destillation von Ethyl[’H]formiat) und eine mdglichst geringe

Menge an eingesetztem Tritium (Gefahr von gasformiger Radioaktivitit) erkldren.

855

o

830 840 850 m/z 860

Abbildung 22. MALDI-TOF-MS zeigt (R)-4-Hydroxy[4-"H, ]butyryl-CoA (m / z = 855 Da)
ohne Doppelmarkierung (Erhdhte Intensitit bei 856 Da) oder unmarkierte Anteile (854 Da).
Es findet kein durch ADH oder 4-HBDH katalysierter Austausch mit Wasser statt.
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Da die Stereospezifitit von 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (4-HBDH) noch nicht bekannt
war, wurde diese ermittelt, indem alle folgenden Resultate mit denen durch
Alkoholdehydrogenase (ADH) erworbenen verglichen wurden. Die Substrate, welche mit 4-
HBDH hergestellt worden waren, lieferten mit denen durch ADH erzeugten vergleichbare
Ergebnisse lieferten. Die 4-HBDH iibertrégt also ebenfalls Wasserstoff auf die Re-Seite der
Aldehydgruppe und hat damit dieselbe Stereoselektivitit wie ADH (Adolph et al. 1991;
Adolph et al. 1993).

3.6.2 Konfiguration der chiralen Methylgruppe von Crotonyl CoA nach der
Reaktion der Dehydratase mit (R)- und (S)-4-Hydroxy[4-’H, *H,|butyrat

Der Umsatz von 4-Hydroxybutyryl-CoA durch die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
erfordert zur Bildung der Methylgruppe von Crotonyl-CoA den Ersatz der Hydroxylgruppe
gegen Wasserstoff. Werden am C4 zweifach mit Deuterium und Tritium markierte Substrate
verwendet, so entsteht dabei eine chirale Methylgruppe. Das Substrat wird danach fiir eine
Analyse der Konfiguration der Methylgruppe in einer Eintopf-Reaktion (Abbildung 20 A)

zundchst in Acetat umgewandelt.

Fiir den Einsatz als Substrat wurden zunichst die synthetisierten Lactone zu den Carboxylaten
hydrolysiert und enzymatisch durch die 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase zu (R)-4-
Hydroxy[4-"H,4-"H,Jbutyryl-CoA bezichungsweise (S)-4-Hydroxy[4-’H,4-"H,]butyryl-CoA
umgewandelt. Die Reaktion mit 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase ergibt nun Crotonyl-
CoA, welches die chirale Methylgruppe enthilt.

Crotonase hydratisiert dieses zu (S)-3-Hydroxybutyryl-CoA, das nun durch die (S-3-
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase zu Acetoacetyl-CoA dehydriert wird, welches mit
CoSH unter Thiolase-Katalyse zu zwei Molekiilen Acetyl-CoA gespalten werden kann. Ein
Acetyl-CoA lieferte beim CoA-Transfer zu 4-Hydroxybutyrl-CoA Acetat, wihrend
Acetylphosphat aus dem zweiten Acetyl-CoA durch Phosphorolyse unter Regeneration von
freiem Coenzym A entstand (Abbildung 20 A). Die Reaktion wurde durch Ansduern auf pH 1
fiir den nédchsten Schritt abgestoppt. Die freie und die durch saure Hydrolyse von
Acetylphosphat gebildete Essigsdure wurden nun zusammen durch Wasserdampfdestillation

isoliert.
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Bei Retention der Konfiguration (bezogen auf die eliminierte Hydroxylgruppe) wird (R)-y-[4-
’H,, *H]Butyrolacton zu (R)-Acetat und dieses mit Glyoxylat weiter zu [3-’H]Malat
(Malatsynthase) umgesetzt. Das isolierte Malat verliert bei Inkubation mit Fumarase
mindestens 20 % der spezifischen *H-Aktivitit. Eine weitergehende Verminderung deutet auf
eine nicht vollstindige *H-Markierung des Lactons oder auf eine Racemisierung hin.
Inversion der Konfiguration wiirde die Bildung von einen [3-°H]Malat bedeuten, das bei
Umsatz mit Fumarase bis zu 80 % der *H-Markierung verliert. Nur mit Tritium markiertes
Acetyl-CoA bildet bei Reaktion mit Malatsynthase ein im Bezug auf die Konfiguration der
Trittummarkierung  stereounspezifisches  [3-’H]Malat. Bei einer unvollstindigen
Deuteriummarkierung von z.B. 50 % wiirde 50 % stereounspezifisch mit Tritium markiertes
Malat entstehen. Somit wiirde eine Verschiebung der theoretischen Grenzen auf 65 % zu

35 % erfolgen.

Die Zusammenfassung der Resultate des chiralen Methylgruppenexperiments zeigt fiir die
spezifischen Aktivititen im Verlauf des Experiments eine Verringerung beim Umsatz der
Lactone zu Acetat (Tabelle 3). Pro Mol y-Butyrolacton werden hier 2 Mol Acetat gebildet,
woraus sich eine 50 % Verringerung der spezifischen Aktivitit ergeben miisste. Die erwartete
Abnahme wurde ausgehend von (S)-y—[4-3H, 4-*H,]Butyrolacton gefunden, jedoch zeigte sich
fiir (R)-y—[4-3H, 4-*H,]Butyrolacton ein zusitzlicher Verlust in den vorherigen Schritten
(Tabelle 3). Dies kann durch die Verwendung von [*H]Formiat beim Umsatz von 4-Oxo[4-
2H]butyrat zu (R)-y—[4-3H, 4-2H1]Butyrolacton erklart werden, wodurch zusétzliches Tritium
in die folgenden Reaktionsschritte verschleppt wurde. Die Ameisensdure geht iiber die nun
folgenden Reinigungsschritte (Dampfdestillation und DOWEX-Séule) graduell verloren und
bewirkt so einen Verlust an Tritium aus dem Reaktionsgemisch und somit scheinbar eine
stirkere Verringerung der spezifischen Aktivitdt des Acetats. Fiir das SIsomer waren die

beobachteten spezifischen Aktivititen wie erwartet und blieben auch im Malat konstant.

Eine weitere Reduzierung der spezifischen Aktivitdt kann nur noch bei der Entfernung von
Tritium durch die Malatsynthase bei der Kondensation des markierten Acetyl-CoAs mit
Glyoxylat stattfinden. Diese Abnahme macht jedoch durch den starken Isotopeneffekt von
Tritium bedingt nur ca. 10 % aus und wurde in vergangenen Arbeiten bereits beschrieben

(Cornforth et al. 1969; Pierik et al. 2002).
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Die Analyse des Malats mit Fumarase ergab fir (R)-[4-’H;, *H]Butyrolacton als
Substratvorstufe einen Verlust von 29 % (4-HBDH) bzw. 30 % (ADH) der Markierung und
fir (S-[4-°H,, 3H]Butyrolacton einen Verlust von 59 % (Tabelle 4). Somit geschieht der

Austausch der Hydroxylgruppe mit einem Wasserstoff durch die 4-Hydroxybutyryl-CoA-

Dehydratase unter Retention der Konfiguration.

Tabelle 4. Ergebnisse der Fliissigszintillationsmessungen von Malat vor und nach Inkubation
mit Fumarase: Ausgehend von (R)-[4-’H}, *H]Butyrolacton wird die Trittummarkierung zu
iber 50 % erhalten, wihrend sie ausgehend von (9-[4-"H,, 3H]Butyrolacton unter 50 % sank.

Substrat- (R)-[4-2H1,3H]Butyrolact0n (S)-[4-2H1,3H]Butyrolact0n
Vorstufe
hergestellt mit ADH (dpm) hergestellt mit 4-HBDH (dpm) hergestellt mit 4-HBDH (dpm)
*H H *H
H | "C | °H/MC | Verlust | °H | " | *H/MC | Verlust H | "c | *H/MC | loss
Malat 1239 | 914 1,36 4295 | 1377 3,12 1033 | 173 5,97
Malat +
Fumarat 361 | 886 0,41 70% 961 | 1053 0,91 71% 881 | 250 3,52 | 41%
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3.7 Mossbauer-Spektren der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase bei
Substratbindung

Von der Kristallstruktur ausgehend kann in Abwesenheit von Substrat eine Koordination der
Fe-S-Zentren der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase mit drei Cysteinen (Cys99 und Cys103
von der N-Terminalen Domine; Cys299 von der C-Terminalen Domédne) und einem
Histidinrest (His292 von der C-Terminalen Doméne) angenommen werden (Martins et al.
2004). Durch Mossbauerspektroskopie sollen Substrateffekte auf diese Verteilung von 3 zu 1

nachgewiesen werden.

Die Mdssbauer Messungen des Enzyms ohne Substrat und externes Magnetfeld zeigen eine
nicht symmetrische Drei-Linien Verteilung des Spektrums (Abbildung 23 A). Es kann in drei
Quadrupol-Dupletts mit Lorentz’scher Linienverteilung zerlegt werden. Bei einer Temperatur
von 4,2 K liegt die Isomerenverschiebung des Hauptanteils (70 % relative Intensitit, griin) bei
50,43 mm x s und dessen Quadrupolaufspaltung bei AEqg 1,00 mm x s, Der zweitgroBte
Anteil (23% relative Intensitit, blau) liegt leicht verschoben bei 8 0,37 mm x s™' und dessen
Quadrupolaufspaltung bei AEg 0,66 mm x s'. Diese Parameter sind typisch fir Fe*" in
tetraedrischer S-koordinierter Umgebung (Dickson 1984).

Der Restanteil (7% relative Intensitdt, rot) hingegen zeigt eine Isomerenverschiebung von
81,44 mm x s und eine Quadrupolaufspaltung von AEqg 2,85 mm x s, welche auf High-
Spin Fe(Il) hinweist. Die Isomerenverschiebung ist jedoch bei Fe(Il) in Eisen-Schwefel-
Clustern, somit wird dieser Teil des Spektrums unspezifisch an das Protein gebundenen
Eisenkernen zugeordnet.

Es 14Bt sich eine Verteilung der Hauptkomponenten von 3 (griin) zu 1 (blau) Kernen
simulieren (Abbildung 23, A). Dies korreliert mit der Kristallstruktur, in der drei Eisenkerne
mit Cysteinen koordinieren, wihrend der vierte eine iiberlange Bindung zum Histidin 292
aufweist. Wahrend der Katalyse konnte dieser Eisenkern die Hydroxylgruppe des Substrats
koordinieren, womit eine Verschiebung des Mossbauersignals dieses Kerns im Vergleich zu
Proben ohne Substrat zu erwarten wire.

Die Messung in Gegenwart von Substrat unter gleichen Messbedingungen zeigt eine
symmetrischere  Signalform, wobei die beiden = Hauptkomponenten  dieselbe
Isomerenverschiebung 80,43 mm xs”', bei verschiedenen Quadrupolaufspaltungen
aufweisen. Der Hauptanteil (69 % relative Intensitdt, griin) hat in diesem Fall eine

Quadrupolaufspaltung von AEq 1,01 mm % s' und der zweitgrofte Anteil (24 % relative
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Intensitdt, blau) eine von AEg 0,71 mm x s™. Der Restanteil (7% relative Intensitit, rot) zeigt

gegeniiber

der Messung ohne Substrat

keine

sichbaren

Verdnderungen der

Isomerenverschiebung oder der Quadrupolaufspaltung (Abbildung 23 B).
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Abbildung 23. Mossbauer-Spektren von 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase bei 4,2 K im
Nullfeld. A Enzym ohne Substrat: Subspektrum [ (70 % relative Intensitdt, griin)
5043 mm xs’, AEq1,00mmxs”', 770,38 mm xs"'; Subspektrum II (23% relative
Intensitat, blau) 6 0,37 mm x s AEq 0,66 mm x s', 0,38 mm x s'; Subspektrum 11T (7%
relative Intensitét, rot) 6 1,44 mm x s'l, AEq 2,85 mm X s'l, 770,50 mm x s'. B Enzym mit
Substrat Crotonyl-CoA (1,25 mM): Subspektrum I (69 % relative Intensitéit, griin)
80,43 mm x s, AEqg 1,01 mm x s' ro37mmxs?; Subspektrum II (24% relative
Intensitat, blau) & 0,43 mm x s, AEq 0,71 mm X s'l, 170,36 mm x s'l; Subspektrum III (7%
relative Intensitét, rot) 6 1,44 mm x s'l, AEqg 2,85 mm x s'l, 770,50 mm x s
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Legt man die beiden Hauptanteile der Messungen im Nullfeld fiir eine Simualtion zu Grunde,
so konnen die Messungen mit externem Magnetfeld (4,2 K, 7,0 T) mit den
Mossbauerparametern  der Nullfeldmessungen hinreichend genau simuliert werden
(Abbildung 24). Hierbei wird ein Verhiltniss von drei zu eins bei der Simulation
angenommen, jedoch der Anteil an ungebundenem Fe(II) vernachléssigt.

Die magnetischen Hyperfeinaufspaltungen zeigen, dass die einzelnen Eisenkerne nur
Reaktionen auf das externe Magnetfeld aufweisen, aber selbst keines ausbilden. Somit kann
angenommen werden, dass ihr Spin gekoppelt ist. Zusammen mit den Nullfelddaten kann fiir
die Eisenkerne eine Anordnung in einem [4Fe-4S]*'-Cluster mit einem diamagnetischen
Grundzustand von S = 0 angenommen werden (Miih et al. 1997).

Die hier gemachten Beobachtungen unterscheiden sich von den bisherigen Messungen (Miih
et al. 1997), die ein symmetrisches Spektrum in Abwesenheit von Substrat aufwiesen. Sie
weisen auf eine Anderung der elektrischen Umgebung eines Eisenkerns in Gegenwart von
Substrat hin und bestitigen ausgehend von der Kristallstruktur die angenommene

Koordination des Clusters.

1.000 .
0.998
0.996
0.994

0.992 }

Relative Transmission

0.990 {

0.988 |

IR T [N T N T S N T T N T N T T M T A S B

-4 -2 0 2 4
Geschwindigkeit [mm-1]

Abbildung 24. Mossbauerspektrum der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase bei 4,2 K und
externem Magnetfeld von 7 T in Abwesenheit von Substrat: Subspektrum I (75 % relative
Intensitdt, griin) 6 0,48 mm X s'l, AEqg 1,09 mm x s'l, 770,81 mm x s'l; Subspektrum 1II (25%
relative Intensitét, blau) 6 0,38 mm x s, AEg -0,68 mm X s', 10,74 mm x s



126

3.8 Endor-Spektroskopie - Interaktion von 4-Hydroxy[4-"C]butyryl-CoA
mit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

Elektron Nuklear Doppelresonanz (ENDOR) Spektroskopie kombiniert EPR-Spektroskopie
und NMR-Spektroskopie und ermdglicht die Untersuchung der Elektronendichte an
verschiedenen Atomen von organischen Radikalen. Liegt ein EPR-aktives Zentrum (z.B. ein
[4Fe-4S]"-Cluster oder ein organisches Radikal) vor kénnen NMR-aktive Kerne bei
gleichzeitiger Einstrahlung von Mikrowellen (EPR) und Radiowellen (NMR) mit diesen
sogenannte superhyperfeine Kopplungen ausbilden. In fritheren Arbeiten ist bereits die
Lokalisation des Radikals im Flavinsemichinon untersucht worden. Hierbei wurden
Hyperfeinkopplungen der Protonen an der C-8 CHs-Gruppe (AL 7,9 MHz; A, 9,7 MHz, A,
8,5 MHz) und der C-6 CH-Gruppe (Ao 6,2MHz) bei 14,37 MHz gefunden. Bei
Substratbindung verschob sich ausschlieBlich das Signal der C-8 Protonen, so dass von einer
Substratinteraktion ausgegangen wurde (Cinkaya et al. 1997). In EPR- und Mossbauer-
Experimenten konnte im nativen Enzym kein reduzierter [4Fe-4S] -Clusters nachgewiesen
werden (Miith et al. 1996; Miih et al. 1997). Jedoch konnte die enge Kopplung des
Flavinradikalsignals an ein ungepaartes Elektron eines eventuell reduzierten [4Fe-4S]'-
Clusters diesen in Mossbauer und EPR-Messungen maskieren. Diese Kopplung kdnnte von
den 8-Methylprotonen ausgehen (Cinkaya et al. 1997). Mit den tliblichen Reduktionsmitteln ist
die Erzeugung eines Paramagnetischen EPR-Signals des Clusters ([4Fe-4S]") nicht mdglich,
aber mit Photoreduktion durch Deazaflavin wurde eine teilweise Reduktion beschrieben.
Eisen-Schwefel-Cluster als antiferromagnetisch gekoppelten Systemen sind Spinzustéinde von
S > 0 zugénglich. Diese werden mit steigender Temperatur verfligbar. Diese sind geradzahlig
und durch EPR-Spektroskopie nicht nachzuweisen, aber sie sollten in der Lage sein,
benachbarte paramagnetische Zentren zu relaxieren. Es wurde Hinweise auf diese hohen
Spinzustinde in NMR-Spektroskopie gefunden, wo sogenannte Kontakt-Shifts in den
Resonanzen nahegelegener Protonen auftraten (Poe et al. 1990; Bertini et al. 1994). Dieser
Effekt sollte auch nachzuweisen sein, wenn andere NMR-aktive Kerne z.B. *C mit dem
Cluster interagieren. Der Nachweis einer Substratinteraktion mit dem [4Fe-4S]-Cluster der

4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase wurde mit 4-Hydroxy[4-">C]butyryl-CoA versucht.

Dabei wurde zundchst ein 35 GHz-EPR-Spektrum der interessanten [‘°C]Probe
aufgenommen, welches ein thombisches Signal {iberlagert von einem isotropen Signal zeigt
(Omax 2,04, Omid 2,02, Omin 2,00; Abbildung 25) — vergleichbar mit den Messungen mit
unmarkiertem Substrat (Abbildung 35, Abschnitt 3.11.2,).
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Abbildung 25. 35 GHz-EPR-Spektrum der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase mit 4-
Hydroxy[4-"C]butyryl-CoA. Messparameter: 35,018 GHz bei 2 K und 40 dB
Mikrowellenleistung

Zur Bestimmung der optimalen Einstrahleistung fiir ENDOR-Spektroskopie wurde die Probe
bei unterschiedlicher Mikrowellenleistung (10 dB bis 40 dB) gemessen und die iibrigen
experimentellen Bedingungen gleich belassen (35,067GHz, 2K). Dabei fillt auf das sich die
Form des Spektrums bei unterschiedlicher Leistung &ndert (Abbildung 26). Eine zweite
abgeleitete Linienform zeigt an, dass die wirkliche Absorption nicht erreicht wird. Dies ist
typisch filir organische Radikale, die anders als Fe-S-Cluster sich niemals im ,,schnellen
Ubergang® befinden (ein Phinomen das eher Absorptionen als Linien erster Ableitung ergibt;
Joshuar Telser, Roosevelt University, Chicago, personliche Mitteilung). Die zur Messung von
ENDOR optimale Mikrowellenleistung (halbe Sittigung des zu untersuchenden Signals)
wurde auf 40 dB bestimmt.
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Abbildung 26. 35 GHz EPR-Messung zur Bestimmung der optimalen Mikrowellenleistung
fir 35GHz-ENDOR der Probe. Messparameter: 35,067 GHz, 2K bei variabler
Mirkowellenleistung (10 dB bis 50 dB)

Bei ENDOR-Messungen der Probe, die [4-'°C]Substrat enthielt, zeigen ein fiir Flavin
typisches ENDOR Signal, das um die Larmor Frequenz von Wasserstoff vy zentriert ist und
dem eine maximale Kopplung von Protonen von A ~ 38 MHz zugeordnet werden kann
(Abbildung 27 A). Der Vergleich des Signals mit einer in D,O inkubierten Probe von Enzym

mit unmarkiertem 4-Hydroxybutyryl-CoA ergibt einen Austausch der Protonen am Flavins
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und somit ein vereinfachtes Spektrum (Abbildung 27 B). Die austauschbaren Protonen
konnen dem N5 des Flavins zugeordnet werden. Die Hyperfeinkopplung dieser Protonen
betrdagt A; ~ 25 MHz, A, ~ 38 MHz. Die isotropische Hyperfeinkopplung kann nach A, = 1/3
(2 A. + A)) ermittelt werden und betragt Ajs, ~ 29,3.

+ Substrat,
ﬁ H,0 vs D,O
|
A | B |
Ju
I:‘
Ml \ lM
(A
lﬂ“l.[/ i '\ A~ 25 MHz
Iu Vi
A~ 38 MHz :jﬁ 3
U T T
-30 -20 -10 0 10 20 30 -30 -20 IO 0 10 20 30
v — v('H) (MHz) v — v('H) (MHz)

Abbildung 27. "H-ENDOR =zentriert auf das Signal des Flavinsemichinonradikals bei g 2,003.
Messparameter (35,067 GHz, 2 K, 40 dB). A. Enzym inkubiert mit 4-Hydroxy[4-">C]butyryl-
CoA in H,0. B. Uberlagerung von A. mit einer Probe die Enzym und unmarkiertes Enzym in
D,0 enthielt.

Eine genauere Darstellung des Effektes der Substratbindung auf das Flavin wurde aufgrund
des vereinfachten Spektrums in D,O durchgefiihrt. Hierbei ergeben sich Spektren zentriert um
die Larmor Frequenz von Deuterium (Abbildung 28). Die Matrixregion stellt hierbei nur den
natiirlichen Anteil von Deuterium dar und ist gegeniiber den ausgetauschten Protonen des N5
sehr schwach. Diese haben eine Hyperfeinkopplung von A(*H) ~ 4 MHz, was mit der
Kopplung der N5-Protonen des Flavinsemichinonradikals der Probe in H,O A('H) ~ 25 MHz

korreliert.



130

mit Substrat ohne Substrat

ACH) ~ 4 MHz | 1

corresponds to
A('H) ~ 26 MHz

distant/matrix "H

v —v(H) (MHz)

Abbildung 28. Uberlagerung der “H-ENDOR-Spektren von 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase mit (blau) und ohne (pink) Substrat bei g 2,003. Messbedingungen: 35 GHz, 50
dB, 2K, + 0,5 MHz/s Scanrate

Wird das "H-ENDOR Experiment bei den anderen auffilligen g-Werten des EPR-Spektrums
durchgefiihrt, so ergibt sich fiir 4-Hydroxybutyryl-CoA ohne Substrat in H,O dieselbe starke
Kopplung von A('H) ~ 23 MHz bei verschiedenen g-Werten (Abbildung 29 A). Am
ausgepragtesten ist sie bei g 2,086. Es konnte eine noch stérkere Kopplung vorliegen, jedoch
ist die Basislinie nicht ideal um dies genau zu bestimmen. In D,O ergibt sich ein sehr scharfes
Signal, das nur den Matrixprotonen zugeordnet werden kann, und das keinerlei Kopplungen

zu einem paramagnetischen Zentrum zeigt (Abbildung 29 B).
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Abbildung 29. 'H-ENDOR von 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase ohne Substrat bei
verschiedenen g-Werten: A in H,O, B in D,0.

Die 'H- und *H-ENDOR Experimente der Probe, die mit BC markiertes Substrat enthielt, bei
den g-Werten, die typischerweise Eisenschwefelzentren zugeordnet werden, zeigen keine
Interaktion mit einem "*C markierten Substrat (Daten nicht gezeigt). Ein Signal, welches "*C
Interaktionen anzeigt, wurde auch bei g-Werten nicht entdeckt, die dem Flavin oder

Substratradikalen zugeordnet werden kdnnten (Abbildung 30).
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Abbildung 30. '"H-ENDOR der Enzymprobe inkubiert mit 4-Hydroxy[4-">C]butyryl-CoA in
H,O zentriert im Bereich des Signal des Flavinsemichinonradikals und moglicher organischer
Substratradikale bei g 2,011. Messparameter (35,067 GHz, 2 K, 40 dB, 32 ms Zeitkonstante,
+ 1 MHz/s Scanrate). Die Lamorfrequenz von ">C von 13 MHz ist markiert.
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3.9 Ammonium-Lyaseaktivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

Bei vorldufigen Messungen zur Optimierung der Messparameter und Reaktionsbedingungen
der MALDI-TOF MS Messungen der Reaktion von 4-Hydroxybutyryl-CoA zu Crotonyl-CoA
traten haufig Signale auf, die ein Dalton unter dem bei der Reaktion erwarteten Massen lagen.
Beispielsweise wurde ausgehend von 4-Hydroxybutyryl-CoA (m / z = 854 Da) ein Signal bei
853 Da gefunden. Bei Crotonyl-CoA gab es kein Signal unter der erwarteten Masse von 836
Da. Die Ubertragung von Ammoniak auf Acrylyl-CoA zu B-Alanyl-CoA (Herrmann et al.
2005) zeigt eine mogliche Erkldrung fiir dieses Phianomen. Die Bildung einer NH,-Gruppe
(16 Da) bewirkt gegeniiber der Bildung einer OH-Gruppe (17 Da) eine um 1 Da geringere
Massenzunahme. Alle bis dahin verwendeten Enzympriparationen enthielten
Ammoniumsulfat von den vorherigen Chromatographieschritten. Ein Umpuffern der
verwendeten Enzyme in komplett ammoniumsulfatfreien Kaliumphosphatpuffer (50 mM pH
7,4) beseitigte das Phidnomen. Es wurde im Weiteren fiir alle anderen Untersuchungen (fiir
z.B. Abschnitte 3.1.1 und 3.1.2) darauf geachtet, dass die verwendeten Losungen kein
Ammoniumsulfat enthielten. Bei der Ubertragung eines Ammoniak- anstatt eines
Wassermolekiils auf Crotonyl-CoA durch die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase wiirde
analog zum Mechanismus fiir die Wasseraddition 4-Aminobutyryl-CoA (m / z = 853 Da)
entstehen. Jedoch wére auch eine Addition an Crotonyl-CoA in 3-Position mdglich, wie fiir

Acrylyl-CoA bereits beobachtet wurde (Herrmann et al. 2005).

Im Folgenden werden in Gegenwart von 100 mM Ammoniumsulfat auftretende Produkte der
Dehydratasereaktion mit MALDI-TOF-MS gezeigt (Abbildung 31). Fiir einen Vergleich der
Integrale der monoisotopischen Massen der Produkte miissen die Signale getrennt betrachtet
werden. Hierfiir wird die theoretische Verteilung der natiirlichen Isotope in einer Verbindung
anhand ihrer Summenformel errechnet. Fiir die beteiligten CoA-Ester ergeben sich folgende
Verteilungen:

- Crotonyl-CoA 836 Da (Int: 100), 837 Da (Int: 32,5), 838 Da (Int: 12,8)

- 4-Hydroxybutyryl-CoA 854 Da (Int: 100), 855 Da (Int: 31,6), 856 Da (Int: 13,0)

- Aminobutyryl-CoA 853 Da (Int: 100), 854 Da (Int: 31,9), 855 Da (Int: 12,9)

Der Wert des Integrals des Signals bei 853 Da ergibt also die Werte fiir die ihm zugehdrigen
Signale bei 854 Da und 855 Da. So kann das Integral fiir die monoisotopische Masse von

4-Hydroxybutyryl-CoA (854 Da) fiir Vergleiche mit den anderen Integralen bereinigt werden.
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Abbildung 31. MALDI-TOF-MS. Das Spektrum von Crotonyl-CoA zeigt (836 Da) nach
Inkubation mit 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase und 100 mM Ammoniumsulfat bei
verschiedenen pH-Werten (A: pH 7,5; B: pH 8,0; C: pH 8,5) Signale bei 854 Da
(4-Hydroxybutyryl-CoA) und 853 Da (Aminobutyryl-CoA; siche Pfeil).
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Da bei MALDI-TOF-MS jede Verbindung unterschiedlich auf die Matrix reagiert und
dadurch zu unterschiedlich hohen Anteilen ionisiert wird, kann aus dem Verhiltnis der
Signalstirken kein direkter Riickschluss auf die Konzentrationsverhéltnisse in der Probe
gezogen werden. Ein Vergleich innerhalb einer Probenserie, der nur relative Anderungen der
Stoffkonzentrationen zueinander feststellt, ist jedoch moglich, da die Proben unter denselben

Bedingungen gereinigt und gemessen wurden.

Tabelle 5 A. Produktintegrale der Reaktion von Crotonyl-CoA mit Dehydratase in Gegenwart
von Ammoniumsulfat als Rohdaten bei pH 7,5 bis 8,5 (4-Hydroxybutyryl-CoA-Integral
bereinigt vom Aminobutyryl-CoA-Anteil)

Substanz Monoisotopische | Integrale zu den jeweiligen Massen [rel. Einheiten]
MasseinDa | g36 | 837 | 838 | 853 | 854 | 855 | 856

pH Crotonyl-CoA 836 17689 | 5680 |2114| 0 0 0 0
7.5 | Aminobutyryl-CoA 853 0 0 0 |2720] 868 | 351 | 82
4-Hydroxybutyryl-CoA 854 0 0 0 0 |13342] 4013 [1822

pH Crotonyl-CoA 836 52986 | 16599 | 6059 | 0 0 0 0
8.0 | Aminobutyryl-CoA 853 0 0 0 |6928| 2210 | 894 | 208
4-Hydroxybutyryl-CoA 854 0 0 0 0 |38803|10879 (4342

pH Crotonyl-CoA 836 21715 | 6555 |2905| 0 0 0 0
8.5 Aminobutyryl-CoA 853 0 0 0 |2739| 874 353 82
4-Hydroxybutyryl-CoA 854 0 0 0 | 0 |3919 | 1119 | 852

Die Rohdaten der Integrale (Tabelle 5, A) erlauben eine relative Darstellung der Intensititen
zu Crotonyl-CoA. Die relativen Intensitidten der Signale (normalisiert auf Crotonyl-CoA) von
4-Hydroxybutyryl-CoA nehmen zunichst von 75 (pH 7,5) auf 73 (pH 8,0) leicht und danach
auf 18 (pH 8,5) stark ab.

Tabelle S B. Verhéltnis von Crotonyl-CoA zu 4-Hydroxybutyryl-CoA und Aminobutyryl-
CoA in Abhéngigkeit vom pH-Wert

Substanz Monoisotopische | Gesammt- Anteile Verhaltnis Amino-
Masse in Da produktanteil | normalisiert auf zu
in % Crotonyl-CoA | 4-Hydroxbutyryl-
CoA
pH Crotonyl-CoA 836 52 100
75| Aminobutyryl-CoA 853 8 15 15
4-Hydroxybutyryl-CoA 854 40 75 '
pH Crotonyl-CoA 836 54 100
8.0{  Aminobutyryl-CoA 853 7 13 156
4-Hydroxybutyryl-CoA 854 40 73 7
pH Crotonyl-CoA 836 77 100
8.5 Aminobutyryl-CoA 853 10 12 1:15
4-Hydroxybutyryl-CoA 854 14 18 s
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Die relativen Intensititen der Signale von Aminobutyryl-CoA nehmen kontinuierlich von 15
(pH 7,5) iiber 13 (pH 8,0) bis 12 Anteile (pH 8,5) ab (Tabelle 5, B). Bei steigendem pH (7,5
tiber 8,0 bis 8,5) verschiebt sich auch das Verhiltnis der Produkte in Richtung 4-
Aminobutyryl-CoA (1:5 tiber 1:5,6 bis 1:1,5). Das geringere Auftreten von Produkten mit
steigendem pH-Wert ist durch die Instabilitit von 4-Amino- und 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Estern erklarbar, welche ein Lactam bzw. Lacton bilden konnen und somit die CoA-
Esterbindung spalten. Die Zunahme des Anteils an Aminobutyryl-CoA im Produktgemisch
bei pH 8,5 konnte durch die im Basischen hohere Verfiigbarkeit von NH; als Partner fiir die
Reaktion bedingt sein oder eine im Basischen hohere Hydrolysestabilitit des 4-Aminobutyryl-
CoA im Vergleich zu dem 4-Hydroxybutyryl-CoA bedeuten. Da der Vergleich verschiedener
Substanzen iiber MALDI-TOF MS nicht das Verhiltnis ihrer absoluten Konzentrationen
bestimmen kann, kann hier nur eine relative Anderung des Verhiltnisses in Richtung zu
Aminobutyryl-CoA festgestellt werden und eine relativ zur Menge an Crotonyl-CoA
geringere Bildung von Produkten mit steigendem pH-Wert.
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Abbildung 32. MALDI-TOF Massenspektrum von Crotonyl-CoA (m / z = 836 Da) zeigt
nach Inkubation bei pH 7,5 mit 100 mM Ammoniumsulfat kein Signal mit einer Masse von
853 Da. Bei pH 8,0 und pH 8,5 wurden gleichartige Spektren gemessen; ebenfalls ohne
spontanen Austausch.

Bei allen weiteren Experimenten zur Stereoselektivitit ausgehend von 4-Hydroxybutyry-CoA
wurde ein Auftreten eines Signals bei 853 Da in Abwesenheit von Ammoniumsulfat nicht
beobachtet (vgl. Abschnitt 3.1). Ein Test auf spontanen Austausch bei verschiedenen
pH-Werten zeigte keine spontane Addition des Ammoniaks (ein Signal von 853 Da) an die

Doppelbindung von Crotonyl-CoA (Abbildung 32).
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3.10 UV-Vis — substratabhiingiger Ubergang vom Benzo- zum Semichinon

Das charakteristische Absorptionsspektrum von Flavinen dndert sich abhidngig von ihrem
Oxidationszustand. Der Flavinkofaktor der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase kann in drei
verschiedenen Oxidationszustdnden vorliegen. Das vollstindig oxidierte Flavinbenzochinon
wird nach Teilreduktion in Flavinsemichinon und nach vollstindiger Reduktion in
Flavinhydrochinon {iiberfiihrt. Die verschiedenen Oxidationstufen unterscheiden sich durch
charakteristische Absorption in UV-Vis zwischen 400 und 800 nm. Das Benzochinon zeigt
dabei die stirkste Absorption bei 430 nm (fiir den ungebundenenen Kofaktor (Dawson et al.
1987): FAD g450 = 11,3 mM"' x cm™; FADH, €50 = 0,98 mM™ x cm™), wihrend das
Semichinon dort eine deutlich verringerte Absorption und zusitzlich eine sog. ,,charge-
transfer“-Bande bei 500 — 800 nm aufweist. Diese wird auf die Interaktion zwischen Flavinen
oder Fe-S-Clustern und Substraten zuriickgefiihrt. Die vollstdndige Reduktion zu
Hydrochinon bleicht die Absorption bei 430 nm auf das Hintergrund Niveau der [4Fe-4S]*-
Zentren, die eine relativ breite Absorption mit einer Schulter bei 400 nm zeigen, und entfernt

die ,,charge-transfer*“-Bande (Cinkaya 2002).

Da fiir die Dehydratase im oxidierten Zustand die hochste spezifische Aktivitdt berichtet
wurde, kann fiir den Mechanismus angenommen werden, dass ausgehend vom Benzochinon
durch Oxidation des Enoxylats wihrend der Katalyse ein Semichinonradikal erzeugt wird,
welches durch die Bildung des Dienoxy-Radikal-Intermediats auf den Benzochinonzustand
reoxidiert wird (Miih et al. 1996; Cinkaya 2002). Diese Effekte werden genutzt, um die
Interaktion des Flavinkofaktors der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase mit verschiedenen
CoA-Estern zu testen. Bei Gabe des natiirlichen Substrats sollte ohne zuséitzliche
Reduktionsmittel das vorher mit Kaliumhexacyanoferrat(Ill) oxidierte Enzym seine
Absorption bei 438 nm verringern, was typisch fiir den Ubergang zur Semichinonform wire.
Als Hinweis auf Elektronentransfer vom Substrat sollte sich aulerdem eine ,,charge-transfer*-
Bande zwischen 500 und 800 nm bilden. Es wurde allerdings auch das Auftreten von ,,charge-
transfer“-Phdnomenen durch Interaktion von nicht natiirlichen Substraten wie z.B. CoA-S-S
mit Flavinen (Engel und Massey 1971; Hetzel et al. 2003) beschrieben. Einige Substrate z.B.
Acetyl-CoA sollten nicht als Elektronendonor fiir eine Reaktion mit der Dehydratase in Frage
kommen. Butyryl-CoA wiederum konnte analog zum Mechanismus der Butyryl-CoA-
Dehydrogenasen Teile der Reaktion durchlaufen. Vorausgegangene EPR-Studien haben

gezeigt, dass Signale von neutralem Semichinonradikalen jedoch auch bei alleiniger Gabe von
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CoASH auftreten (Niser et al. 2005). Dieses Phanomen wurde zunichst photometrisch (300
nm bis 800 nm) und danach mit EPR Spektrometrie untersucht. Dabei sollte bestimmt
werden, welchen Einfluss verschiedene Substrate auf Ausmafl und Geschwindigkeit der

Elektronentibertragung vom Substrat zum Flavin haben.

Zeitabhingige ebenfalls anaerob aufgenommene UV-Vis-Spektren bei gleichen
Ausgangskonzentrationen von 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase [7,3 uM in
Benzochinonform nach Oxidation mit Kaliumhexacyanoferrat(Ill)] wurden bei 438 nm und
739 nm verglichen. Die Kontrolle ohne Substrate zeigte eine geringe Abnahme bei 438 nm
und einen leichten Anstieg bei 739 nm. Die Inkubation mit Crotonyl-CoA fiihrte bei 438 nm
zu einer sofortigen Abnahme (1,5 auf 1,25) der Absorption, die im Folgenden nahezu
konstant blieb, und bei 739 nm zu einem sofortigen Anstieg (0,15 auf 0,19), der im Verlauf
von 60 Minuten wieder zuriick ging. Bei Zugabe von Butyryl-CoA zeigte sich bei 438 nm
eine kontinuierliche Abnahme (1,5 auf 1,3) und bei 739 nm ein sofortiger Anstieg der
Absorption (0,15 auf 0,18), die jeweils im Folgenden konstant blieb. Acetyl-CoA bewirkt
nach Zugabe eine kaum von der Kontrolle abgehobene Verringerung bei 438 nm (1,5 auf
1,43); allerdings ist eine deutliche Zunahme der Absorption bei 739 nm zu verzeichnen (0,15
auf 0,2 nach 50 min und 0,22 nach 2h). Freies Coenzym A bewirkt eine deutliche Abnahme
bei 438 nm (1,5 auf 1,35) und eine Zunahme der Absorption bei 739 nm (0,15 auf 0,23;
Abbildung 33).

Die Geschwindigkeit, mit der die Umwandlung von Flavinbenzochinon zu Flavinsemichinon
stattfindet, ist abhdngig vom Substrat. Hier zeigt sich, dass CoASH und Butyryl-CoA einen
vergleichbaren Effekt auf die Bildung von Flavinsemichinon haben, wihrend Crotonyl-CoA
eine unmittelbare und unter den experimentellen Bedingungen nicht zeitliche aufldsbare
Umwandlung zur Folge hat. Obwohl bei Zugabe von Acetyl-CoA eine ,,charge-Transfer-
Bande auftritt, weist die Absorptionsinderung bei 438 nm nur auf ein geringe
Umwandlungsrate von Flavinbenzochinon zu Flavinsemichinon hin.

Die mogliche Quelle fiir die Elektroneniibertragungen zum Flavin wéren je nach Substrat
unterschiedlich: Freies Coenzym A konnte ein Thiylradikal bilden, wihrend Butyryl-CoA den
Reaktionszyklus bis zur Stufe des Enoxy- oder Ketylradikals durchlaufen kénnte. Acetyl-CoA
zeigt die geringsten Effekte. Nach initialer Deprotonierung wire die Oxidation des
resultierenden Enolats zum Enoxiradikal denkbar. Eine weitere Moglichkeit der direkten

Reduktion von Acetyl-CoA zu einem Ketylradikal ist energetisch ungiinstig.
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Abbildung 33. Substratabhiangige Absorptionsdnderung von Zuvor mit

Kaliumhexacyanoferrat(III) oxidierter 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase: A bei 438 nm
(Reduktion des FAD-Kofaktors in die Semichinonform); B bei 739 nm (stellvertretend fiir
den Bereich 500-800 nm zur Beobachtung der ,,charge-transfer“-Bande)

Die hier betrachteten an der Katalyse beteiligten Elemente der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase sind das Flavin und der Komplex aus [4Fe-4S]Cluster und Substrat. Von den
drei moglichen Zustdnden des Flavins ldsst sich nur das Flavinsemichinonradikal durch EPR
nachweisen. Von den mdglichen Zusténden des [4Fe-4S]-Clusters (1+ / 2+ / 3+) sind die 1+-
Form und die 3+-Form EPR aktiv, wobei die 3+-Form noch nicht nachgewiesen wurde. Die

1+-Form ist moglicherweise als Lewis-Sdure an der Katalyse beteiligt ist.
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3.11 EPR - Effekte verschiedener Substrate auf die 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydratase

Der Flavinkofaktor der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase wurde zundchst mit
Kaliumhexacyanoferrat(Ill) oxidert und damit in die EPR inaktive Benzochinonform
gebracht. Aus den vorangegangenen photometrischen Untersuchungen zur Umwandlung des
Flavinkofaktors von der Benzo- in die Semichinonform ergibt sich die Frage, ob
unterschiedliche Substrate ebenfalls einen zeitabhéngig unterschiedlich schnellen Anstieg der
Spinkonzentrationen an Flavinradikalsignalen bewirken. Werden nach Substratzugabe
Flavinsemichinonradikale gebildet, kann deren Konzentration bestimmt werden und ein
eventueller Unterschied zu einer zu einem spéteren Messpunkt bei 10 Minuten eingefrorenen

Probe als Vergleich herangezogen werden.

Der Nachweis von organischen Radikalen, welche ihren Ursprung in den verwendeten
Substraten haben, soll iiber Messungen bei 10 bzw. 18 K erfolgen. Die fiir organische
Radikale (z.B. Ketylradikale) typischen Signale sind ca. 30 bis 60 Gauss breit (Kim et al.
2008) und liegen genauso wie Flavinradikale bei g — Werten von ca. 2,00 (Miih et al. 1996;
Naser et al. 2005). Obwohl die meisten organischen Radikale schon bei Raumtemperatur ein
Signal aufweisen, ist in Nachbarschaft zu paramagnetischen Zentren eine Spinkopplung mit
diesen moglich, welche das Signal unterdriicken wiirde. Bei Raumtemperatur stellt der,
ansonsten im S = 0 (EPR inaktiv) Zustand befindliche, [4Fe-4S]*"-Cluster angeregte héhere
Spinzustinde zur Verfiigung, die fiir eine Kopplung mit benachbarten Radikalen zur
Verfiigung stehen (vgl. Abschnitt 3.8). Dieses Phinomen fiihrt z.B. bei der
2-Hydroxyisocaproyl-CoA-Dehydratase dazu, dass das Substratradikal erst unter einer
Temperatur von 70 K detektiert werden kann [(Kim et al. 2008) und Antonio Pierik, Philipps-

Universitdt Marburg, personliche Mitteilung].

In einem System wie der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase ist eine Uberlagerung
eventueller Signale vom [4Fe-4S]-Cluster sowie hypothetischer Substratradikale mit dem
Flavinsemichinonradikal zu erwarten. Diese konnten erst nach Substraktion der Anteile des
bei den Experimentaltemperaturen (10-18 K) gesittigten Flavinradikalsignals durch
Differenzspektren der Dehydratase mit freiem Coenzym A oder dem natiirlichen Substrat

Crotonyl-CoA hervorgehoben werden.
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Die verwendeten Substrate bieten jeweils leicht unterschiedliche Reaktionsbedingungen,
welche iiber Vergleiche der Spektren die Moglichkeit bieten, neu auftetende Radikalspezies
mit dem jeweiligen Substrat zu identifizieren. Da die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
auch Ammonium-Lyase Aktivitit aufweist (siche Abschnitt 3.9), wurde zuséitzlich zu den fiir
die photometrischen Untersuchungen verwendeten Substraten auch in Gegenwart von
Ammoniumsulfat getestet. Wird Ammoniumsulfat im Uberschuss zu Corotonyl-CoA
zugegeben, so entsteht durch die Reaktion der Dehydratase ein Gleichgewicht zwischen 4-
Hydroxybutyryl-CoA, Crotonyl-CoA und vermutlich 4-Aminobutyryl-CoA. Da sowohl aus
Mossbauerstudien (Abschnitt 3.7), als auch aus den Experimenten zur Konfiguration der
Methylgruppe (Abschnitt 3.6) sowie der Kristallstruktur (Martins et al. 2004) eine moglich
Beteiligung des [4Fe-4S]-Clusters an der Katalyse durch Koordinierung der Hydroxylgruppe
und als Lewis-Saure vermutet wird (Martins et al. 2004; Buckel und Golding 2006; Friedrich
et al. 2008a; Friedrich et al. 2008b), konnte ein Austausch des Liganden an dieser Stelle durch
Stickstoff eine leichte Anderung des EPR-Signals bewirken.

Zum Vergleich von Signalintensititen und Spinkonzentrationen werden die EPR-Signale
doppelt integriert. Dabei wird allerdings der Anteil von Signalen mit schmaler Bandbreite am
Gesamtintegral unterschitzt. So kann eine sichtbare starke Amplitudeninderung im schmalen
isotropen Anteil vor dem Hintergrund der breiten Anteile des rhombischen Signals nur einen
geringen Effekt haben. Auch sind die Messungen bei 10 K bis 18 K fiir die Bestimmung der
Spinkonzentration von Flavinradikalen nicht geeignet, da diese bei diesen Temperaturen zu
stark gesittigt sind. So konnen bereits leichte Schwankungen der Temperatur grofle

Anderungen der Signalintensitit bewirken.

Generell wird durch Schwankungen in Temperatur, Magnetfeld, Wanddicke der EPR-Gefdf3e
und durch unvermeidbare Unterschiede in der Positionierung der Proben im Gerdt ein
relativer Fehler von 5 % angenommen. Abweichungen in der Fiillhohe der Proben bewirken
nur dann eine Anderung der Signalintensititen, wenn eine zu geringe Fiillhdhe den

Einstrahlbereich der Mikrowellen betrifft.
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3.11.1 Zeitliche Abhingigkeit der Spinkonzentrationen von Substrat und
Inkubationszeit bei 77 K

Der Hauptfokus der Messugen bei 77 K liegt auf Lage und Spinkonzentration der
Flavinradikalsignale, die bei diesen Temperaturen nicht von den rhombischen Signalen
iberlagert werden, welche die Fe-S-Anteile und moglicher Substratradikale reprédsentieren
konnten. Ausgehend von den photometrischen Untersuchungen (Abschnitt 3.10) wird eine
Zunahme der Spinkonzentration der Flavinsignale in Abhingigkeit von der Zeit und dem
verwendeten Substrat erwartet. Diese wird durch eine Umwandlung des Flavins vom EPR

inaktiven Benzochinon- in den EPR aktiven Semichinonradikalzustand erklart.

Ein Vergleich der Proben, die direkt nach Substratzugabe bei einer Minute eingefroren
worden waren (Abbildung 34), zeigt das erwartete typische isotrope Signal des neutralen
Semichinonradikals bei alle Substraten. Die Lage und Breite des Signals unterscheidet sich
nicht abhdngig von den verwendeten Substraten. Die erwartete Zunahme der
Spinkonzentrationen im Vergleich der zeitverzogert eingefrorenen Proben wird nicht
signifikant, jedoch 148t sich in der Tendenz die stirkste Zunahme bei den Proben mit
Coenzym A und Crotonyl-CoA beobachten (Tabelle 6). Es kann daher angenommen werden,
dass die Reaktion zum groBten Teil bereits abgelaufen sein muss, bevor es gelang, die erste
Probe nach einer Minute einzufrieren. Dieser Effekt kann bei den Crotonyl-CoA-Proben
erklirt werden, indem hier eine maximale substratinduzierte Sattigung des Enzyms mit
Flavinsemichinon schon in weniger als einer Minute erfolgt sein und nur eine kleine zeitliche
Anderung feststellbar sein sollte. Die Zunahme mit Coenzym A hingegen entspricht
tendenziel der langsamen  Umwandlung von  Flavinbenzochinon zu  dem
Flavinsemichinonradikal, wie ausgehend von den photometrischen Messungen vermutet

wurde (Tabelle 6).
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schwarz: 1 Minute
rot: 10 Minuten

Coenzm A

Crotonyl-CoA

A

Crotonyl-CoA + AS

Butyryl-CoA

3340 3380
Magnetfeldstarke in Gauss

3300 3420

Abbildung 34. EPR-Spektren von 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (41,7 uM) bei 77 K:
Inkubation mit unterschiedlichen Substraten (je 5 mM CoASH, Crotonyl-CoA, Crotonyl-CoA
+ Ammoniumsulfat und Butyryl-CoA) ergab das typische isotrope Flavinsemichinonsignal,
das sich in Lage und Breite nicht unterscheidet, aber dessen Intensitéit sich abhingig vom
Substrat mit der Zeit dndert (1 Minute, 10 Minuten).

Der prozentuale Anteil der Flavinradikale pro aktivem Zentrum zeigt auflerdem, dass die
Inkubation mit den verschiedenen Substraten eine nahezu gleich starke Umwandlung vom

oxidierten  Flavinbenzochinon, das nicht EPR aktiv ist, zum  neutralen

Flavinsemichinonradikal bewirkt hat (Tabelle 6). Somit zeigt sich kein deutlicher Effekt der

verschiedenen Substrate.

Tabelle 6. Spinkonzentrationen der Flavinsemichinonradikale der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase (9,0 mg / ml, 41,7 uM /167 pM aktive Zentren) bei unterschiedlichen Substraten
in Abhidngigkeit von der Zeit (1 Minute, 10 Minuten)

Substrat (5mM nach Zeitin [Flavinradikal] | Anderung von t 1 zu | [Radikal] / [aktive
Gehalt an Coenzym A) [Minuten] |in uM t 10 Minuten in % Zentren] in %
CoASH 1 9,2 11,7 55
Crotonyl-CoA 1 8,1 8,9 49
Crotonyl-CoA + AS 1 6,9 4.1 4,2
But-CoA 1 7,1 -1,7 4,3
CoASH 10 10,2 6,1
Crotonyl-CoA 10 8,8 5,3
Crotonyl-CoA + AS 10 7,2 4,3
But-CoA 10 7,0 4,2
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3.11.2 Vergleich der Effekte verschiedener Substrate auf Spinkonzentrationen
und Auftreten neuer Signale bei 10 — 18 K

Die fiir die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase bisher durchgefiihrten Messungen mit freiem
Coenzym A und 4-Hydroxybutyryl-CoA, welches aufgrund des Gleichgewichts der Reaktion
dquivalent zu Crotonyl-CoA ist, zeigen ein isotropes dem Flavin und ein moglichlicherweise
ein zu Eisen-Schwefel-Zentren zugeordnetes rhombisches Signal, die einander {iberlagern und

hypothetische Substratradikale beinhalten konnten (Miih et al. 1996; Néser et al. 2005).

Die im Folgenden exemplarisch beschriebenen Spektren fiir freies Coenzym A und fiir das
natiirliche Substrat Crotonyl-CoA dienen als Referenz fiir einen Vergleich mit den iibrigen
Substraten und der Literatur. Die aufgenommenen Spektren wiesen in ihren grundlegenden
Elementen groBe Ahnlichkeiten auf. Es zeigte sich in allen Proben das bekannte
mehrschichtige Signal aus einer isotropen Komponente, die das Flavinsemichinon
reprasentiert, und einer rhombischen Komponente, welche Substratradikale (im Fall von
Crotonyl-CoA [Edukt: Enoxy-Radikal / Intermediat: Ketylradikal / Produkt: Dienoxy-
Radikal]) und/oder den [4Fe-4S]"-Cluster reprisentieren konnte (Abbildung 35). Hier werden
nur abweichende Signalformen, welche in den Spektren mit den iibrigen Substraten auftraten,

kurz in ihren Unterschieden vorgestellt werden.

Die Messungen mit verschieden lang inkubierten Proben (1 Minuten; 10 Minuten) zeigen fiir
keines der gemessenen Substrate signifikante zeitliche Unterschiede in den g-Werten der
Signalkomponenten (Tabelle 7) oder den Spinkonzentrationen (Tabelle 8), jedoch wurde hier
nur ein Vergleich zwischen Spektren durchgefiihrt, die bei gleichen Temperaturen
aufgenommen worden waren.

Die leichte Zunahme Spinkonzentration der Proben, die Crotonyl-CoA bzw. Crotonyl-CoA
und Ammoniumsulfat enthalten (Tabelle 8), liegen nicht deutlich iiber dem relativen
experimentellen Fehler von 5 %. Aulerdem sollte die Zunahme der Spinkonzentration fiir das
natilirliche Substrat unmittelbar und nicht erst im Verlauf von 10 Minuten erfolgen. Die relativ
geringe Abnahme der Spinkonzentration fiir CoASH und Butyryl-CoA liegt noch innerhalb
eines experimentellen Fehlers von 5 %. Auch ist eine Zunahme der Spinkonzentration des
Flavinsemichinonsignals als Faktor der Inkubationszeit mit dem Substrat zu erwarten, jedoch
ist diese bei 10 K durch Sittigung des Semichinonsignals und Auftreten von breiten Eisen-

Schwefel-Signalen und moglicherweise Substratradikalen nicht genau zu bestimmen.
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Tabelle 7. Gegeniiberstellung der g-Werte der verschiedenen Substrate

Probe (oxidiert) Zeitin | Temp.in| g-Wert1/ g-Wert 2/ g-Wert 3/ g-Wert 4/
[Minuten] K] in Gauss in Gauss in Gauss in Gauss
CoASH 1 10 2,031 2,005 1,966 1,911
3327 3371 3438 3536
CoASH 10 10 2,032 2,005 1,966 1,910
3327 3371 3439 3538
Crotonyl-CoA 1 10 2,032 2,004 1,967 1,910
3326 3372 3436 3538
Crotonyl-CoA 1 18 2,031 2,005 1,966 1,910
3328 3370 3438 3538
Crotonyl-CoA 10 18 2,031 2,005 1,967 1,911
3327 3370 3427 3537
Crotonyl-CoA + AS 1 10 2,032 2,004 1,967 1,911
3326 3372 3435 3536
Crotonyl-CoA + AS 10 10 2,032 2,004 1,967 1,912
3326 3372 3436 3535
Butyryl-CoA 1 10 2,032 2,007 1,966 1,909
3326 3368 3437 3540
Butyryl-CoA 1 18 2,032 2,007 1,966 1,908
3326 3368 3437 3542
Butyryl-CoA 10 18 2,032 2,007 1,966 1,910
3326 3368 3438 3539

Ein Vergleich der Signalintensitidten zwischen Proben mit verschiedenen Substraten wurde
nur zwischen Spektren durchgefiihrt, die bei gleichen Temperaturen aufgenommen worden
waren. Eine Gegeniiberstellung von bei 10 K und 18 K aufgenommenen Spektren zeigt
generell eine Signalverbreiterung bei Temperatursteigerung und eine Verringerung der
Signalintensitidten sowohl allgemein als auch besonders im rhombischen Anteil (Spektren
nicht gezeigt, Tabelle 8). Dies ist durch eine geringere Energieaufnahme der rhombischen
Anteile (z.B. Eisen-Schwefel-Cluster oder organische Radikale) bei hoheren Temperaturen zu

erklaren.

Tabelle 8. Spinkonzentrationen im Uberblick: Crotonyl-CoA und (Crotonyl-CoA mit AS)
zeigen eine leichte Zunahme nach 10 Minuten

Substrat (5 mM nach Zeitin | Temperatur | [Radikal] [Radikal] / Anderung

Gehalt an Coenzym A) | [Minuten] in [K] in [uM] [Aktive von 1zu 10
Zentren] in % | Minuten in %

CoASH 1 10 5,1 3.1 -0,8

CoASH 10 10 5,1 3,0

Crot-CoA + AS 1 10 4,6 2,8 8,1

Crot-CoA + AS 10 10 5,0 3,0

But-CoA 1 10 44 2,6

Crotonyl-CoA 1 10 4.8 29

Crotonyl-CoA 1 18 4,5 2,7 6,6

Crotonyl-CoA 10 18 4.8 2,9

But-CoA 1 18 4,5 2,7 -3,2

But-CoA 10 18 4.4 2,6




146

Obwohl die insgesammte Spinkonzentrationsdnderung nicht signifikant wird, zeigt jedoch ein
Vergleich bei allen Proben nach 10 Minuten eine verstirkte Zunahme im rhombischen Anteil
bei ¢; =2,032. Bei Proben, die Butyryl-CoA enthielten, war dieser Anstieg besonders
ausgeprigt, wihrend er bei freiem Coenzym A nicht feststellbar war. Dies konnte ein Hinweis
auf ein Substratradikal sein, wenn bei Differenzspektren ein scharfes Signal mit der fiir
organische Radikale typischen Breite von 20 bis 60 Gauss mit dieser Zunahme korreliert
werden kann.

Alle anderen zeitlichen Anderungen liegen unterhalb des experimentellen Fehlers. Die
Radikalkonzentrationen der oxidierten Proben liegen bei 2,6 % bis 3,1 % der aktiven Zentren,
ohne einen deutlichen Effekt der verschiedenen Substrate zu zeigen. Der Vergleich zu den bei
77 K ermitelten Spinkonzentrationen des isotropen Anteils (Tabelle 6) zeigt, dass die

Flavinradikalkonzentration durchschnittlich 1,9 mal iiber der der {ibrigen Radikale liegt.

Fir einen direkten Vergleich der Effekte der verschiedenen Substrate konnen die
Signalformen der Proben, die nach einer Minute Inkubation mit den Substraten eingefroren
worden waren, bei 10 K verglichen werden (Abbildung 35). Hierbei konnen die relativen
Signalstiarken des isotropen Signals und der verschiedenen Anteile des rhombischen Signals
auf die verwendeten Substrate zuriickgefiihrt werden, da alle anderen experimentellen
Bedingungen (Magnetfeldstérke, Mikrowellenfrequenz und -stéarke,
Empfingerempfindlichkeit, pH-Wert, Enzymkonzentration, CoA-Esterkonzentration und

Inkubationszeit) konstant gehalten wurden.

Sollten Substratradikale oder Anderungen der Signale zu finden sein, welche den Fe-S-
Cluster reprisentieren, so wiren die erwarteten Anderungen im rhombischen Anteil lokalisiert
oder durch Uberlagerung mit dem isotropen Signal des Flavinradikals verborgen.

Da bei 10 K das Semichinonradikal abgesiittigt ist, kdnnen Anderungen in der Amplitude des
isotropen Signals nicht verldBlich auf Substrateffekte zuriickgefiihrt werden. Bei der
Betrachtung der Signalform des Flavinsemichinonsignals und angrenzender Bereiche zeigt
sich allerdings in der Probe mit Crotonyl-CoA eine zusétzliche Verbreiterung im Vergleich
mit der Probe die nur Enzym und CoenzymA enthielt (Abbildung 35). Im rhombischen Anteil
des Signals bei g;= 2,032 (3326 Gaus) zeigen sich in der Reihenfolge Crotonyl-CoA,
Crotonyl-CoA mit Ammoniumsulfat, CoASH und Butyryl-CoA nur geringe
Intensititsunterschiede. Jedoch liegt die Signalintensitit der Butyryl-CoA-Probe dort

erkennbar niedriger und es zeigt sich im Bereich zwischen 3380 und 3425 Gauss (Signal um
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O = 1,966) eine zusitzliche Schulter (Abbildung 35). Dariiber hinaus tritt eine geringe
Verschiebung im Signal fiir Butyryl-CoA (g, = 2,007, 3368 Gauss) gegeniiber dem
Durchschnitt der anderen isotropen Signale (g, = 2,005, 3371 Gauss) auf, die jedoch nicht
signifikant ist.

Diese Anderungen konnten auf die Uberlagerung mit rhombischen Signalkomponenten
zuriickgefiihrt werden, deren Lage zwischen Butyryl-CoA und Crotonyl-CoA unterschiedlich

ist.

— Coenzym A
Butyryl-CoA
Crotonyl-CoA

g2 = 2,004 bis 2,007
i gs=1,97

j | g4= 1,91

g1= 2,031 bis 2,032

3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600

Magnetfeldstarke in Gauss

Abbildung 35. EPR-Spektren der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (41,7 uM) bei 10 K,
eingefroren nach einer Minute und mit verschiedenen Substraten (5 mM). Eine bei Butyryl-
CoA zusitzlich auftretende Schulter des Signals im Bereich zwischen 3375 und 3425 Gauss
(Signal um g; = 1,966) ist mit Pfeilen hervorgehoben.

Die abweichenden Signalformen in den Proben mit Crotonyl-CoA und Butyryl-CoA
(Abbildung 35) konnten ein Hinweis auf ein fiir die Reaktion der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase postuliertes Substratradikalintermediat sein (Miih et al. 1997; Buckel und
Golding 1999). Ein Vergleich dieser Proben mit Coenzym A {iber ein Differenzspektrum zeigt
hier die zusétzlich auftretenden Signale, die auf den Einfluss der jeweils veresterten Sdure
(4-Hydroxybuttersdure, Buttersdure) zuriickgefithrt werden konnen. Hierbei wird das

Spektrum mit freiem Coenzym A so skaliert, dass unverdnderliche Anteile wie das isotrope
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Flavinsemichinonradikalsignal komplett subtrahiert und zuvor {iberlagerte Signale
hervorgehoben werden. Hieraus gehen fiir alle verwendeten Substrate rhombische Signale
hervor. Diese konen nur eingeschrinkt quantifiziert werden, da das fiir den Angleich der
Skalierung verwendete isotrope Semichinonradikalsignal im genutzten Temperaturbereich
von 10 bis 18 K gesittigt und damit Intensitdtschwankungen unterworfen ist. Jedoch kann
eine qualitativer Vergleich der g-Werte des rhombischen Signals durchgefiihrt werden
(Tabelle 9).

Wird das erhaltene Differenzspektrum wiederum als Grundlage fiir einen Vergleich der Probe
mit freiem Coenzym A genutzt, so werden nur die Anteile im Spektrum hervorgehoben,
welche auf die Interaktion des Enzyms mit freiem Coenzym A ohne veresterte Sdure
zurlickzufiihren sind. Es zeigt sich hierbei, dass das zuvor eliminierte Signal des
Semichinonradikals isoliert werden kann, indem die rhombischen Anteile voneinander
subtrahiert werden (Spektren nicht gezeigt).

Ein Vergleich dieser beiden Differenzspektren kann somit zur Identifizierung neuer
Radikalspezies genutzt werden, indem zuvor iiberlagerte, aber vom Signaltyp her dhnliche
Signale getrennt dargestellt werden konnen. Dies konnten beispielsweise zwei in ihrer
Umgebung leicht unterschiedliche rhombische Fe-S-Signale sein, die durch Interaktion mit
unterschiedlichen Substraten nun unterschiedliche g-Werte aufweisen. Auf diese Weise
konnten aber auch Signale im Bereich um g = 2,00 mit einer Breite von 30-60 Gauss
hervortreten, welche Substratradikalspezies darstellen konnten, die zuvor vom

Semichinonradikal {iberlagert worden waren.

Tabelle 9. Gegeniiberstellung der g-Werte fiir alle Differenzspektren, sofern diese eindeutig
zuzuordnen waren.

Differenzspektrum aus Anteil 1 - Anteil 2
Anteil 1 Anteil 2 g1 g3 g4
Butyryl-CoA CoASH 2,031 1,966 1,907
Crotonyl-CoA CoASH 2,031 1,968 1,909
Crotonyl-CoA mit Crotonyl-CoA 2,034 1,967 1,911
Ammoniumsulfat
Crotonyl-CoA Crotonyl-CoA, 2,032 1,967 1,910
photoreduziert
CoASH CoASH, hv 2,032 1,966 1,908

Die mit Ammoiumsulfat und Crotonyl-CoA inkubierten Enzymproben zeigten keine
deutlichen Effekte in Amplitude oder Signalform gegeniiber der Probe die nur Crotonyl-CoA
enthielt (Spektrum nicht gezeigt, vergleiche Abbildung 35). Fiir Differenzspektren ergaben

sich keine von den Ursprungssignalen abweichende g-Werte (Spektrum nicht gezeigt, Tabelle
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9). Daher kann davon ausgegangen werden, dass entweder keine neuen Radikalspezies oder
Interaktionen mit dem Cluster auftreten oder der Anteil an 4-Aminobutyryl-CoA im

Gleichgewicht zu Crotonyl-CoA zu gering ist um messbare Efekte zu erzeugen.

Um zu untersuchen, ob die zusétzliche Schulter bei 3375 bis 3425 Gauss (Signal um g; =
1,966) und die verstdrkte Signalintensitit bei g-Wert 2,032 (3326 Gauss) im Spektrum mit
Butyryl-CoA auf eventuelle Substratradikalspezies hindeuten, wurde das Spektrum mit dem
in Gegenwart von CoASH und dem fiir das natiirliche Substrat Crotonyl-CoA erhaltenen
verglichen.

Die Proben 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehyratase mit Butyryl-CoA bzw. Crotonyl-CoA zeigen
in der Differenz zu der Probe mit Coenzym A ebenfalls ein rhombisches Signal welches 30 %
bzw. 50 % iber den temperaturbedingten Schwankungen (Skalierung des
Semichinonradikals) liegt. Das Differenzsignal nach Substraktion des Flavinanteils zeigt fiir
die Butyryl-CoA-Probe gegeniiber den Ursprungsspektren eine prominente Verbreiterung des
Anteils im Bereich zwischen 3375 und 3425 Gauss (Signal um g; = 1,966; Abbildung 36 B).
Wihrend das Differenzsignal der bei Inkubation der Dehydratase mit Crotonyl-CoA keine
signifikanten Verschiebungen in den g-Werten gegeniiber den Ursprungssignalen zeigt

(Abbildung 36 A).

gs=1,968
A | Differenz Crotonyl-CoA
l
I g9,=1,909
B Differenz Butyryl-CoA
o |
03;=1,966 g,=1,907

3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600
Magnetfeldstarke in Gauss

Abbildung 36. EPR-Differenzspektren von 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (41,7 uM)
bei 10 K: A. zwischen den Substraten Crotonyl-CoA (5 mM) und Coenzym A (5 mM,;
CoASH Anteil mit 0,57 skaliert); B. zwischen den Substraten Butyryl-CoA (5 mM) und
Coenzym A (5 mM; CoASH Anteil mit 0,7 skaliert)
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Werden diese Differenzspektren (entsprechend skaliert) mit dem Urspungsspektrum in
Gegenwart von Coenzym A verglichen, so 146t sich das rhombische Signal fast vollig
ausldschen und ein isotropes Signal erzeugen, welches im Fall von Butyryl-CoA jedoch nicht
vollig symmetrisch ist (Spektrum nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass das Spektrum
des Semichinonradikals hier von anderen Komponenten iiberlagert wird, die eventuell
Substratradikale darstellen konnten. Im Vergleich dazu zeigt sich bei Crotonyl-CoA ein
wesentlich symmetrischeres Signal mit nur sehr geringen Anzeichen einer Uberlagerung
durch weitere Signale, die ein hypothetisches organisches Radikal reprisentieren konnten.
Auftillig ist jedoch ein Signal bei g; 2,03 (ca. 3325 Gauss), welches nach ansonsten
vollstdndiger Substraktion des rhombischen Anteils erhalten blieb und bereits in der einfachen
Differenz unproportional zum restlichen rhombischen Anteil ist (Abbildung 36 B). Eine
Eklarung hierfiir bietet die relativ zur Signalbreite hohere Sattigung von scharfen Signalen,
welche einen selektiven Verstirkereffekt herforrufen konnte. Zusitzlich dazu konnte hier
auch eine Substraktionsartefakt aufgetreten sein. Flavinsignale konnen bei gleicher Amplitude
eine leicht unterschiedliche Signalform auffweisen und so in der Differenz zu einem
Skalierungsfehler fiihren.

Zusammenfassend zeigt ein Vergleich der Signale der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
mit dem natilirlichen Substrat Crotonyl-CoA und dem Analogon Butyryl-CoA, dass eine
Verschiebung eines Teils des Spektrums im Bereich von 3350 bis 3450 Gauss stattfindet, die

auf ein Substratradikal hindeuten konnte.

3.12 Spezifische Aktivitit der 4-Hydroxybutyrl-CoA-Dehydratase in
Gegenwart von Inhibitoren

Wird die spezifische Aktivitidt der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase in Gegenwart von
Acetoacetyl-CoA (6), 3-Hydroxybutyryl-CoA (7) oder 4-Hydroxybutan-CoA-Ether (9)
zusitzlich zu 4-Hydroxybutyryl-CoA bestimmt (Verhéltniss 1 zu 1), so zeigen sich gegeniiber
der Messung mit reinem 4-Hydroxybutyryl-CoA keine signifikanten inhibitorischen Effekte.
Ein weiters interessantes Substrat fiir Inhibitorversuche stellt 4-Thiolbutyryl-CoA dar. Hierbei
konnte der Unterschied in der Reaktivitdt sowie in der Stabilitit einer Koordinierung mit dem
[4Fe-4S]-Cluster zwischen einer Mercapto- einer Hydroxylgruppe Anderungen in der
gemessenen  Aktivitdit hervorrufen. Jedoch zeigte die Synthese ausgehend von
v-Thiobutyrolacton und freiem CoASH keine mit MALDI-TOF-MS charakterisierbaren
Produkte.
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3.13 Versuche zum Nachweis der Migration von Deuterium von C2 in
4-Hydroxybutyryl-CoA zu C4 in Crotonyl-CoA

Ein bisher nicht untersuchter Aspekt im Reaktionsmechanismus der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase ist die Frage, welche Basen fiir die Deprotonierung und Reprotonierung des
Substrats in Frage kommen. Fiir die Abstraktion des -Protons geht aus der Modellierung des
Substrats in die Kristallstruktur der Flavinkofaktor als einziger Kandidat hervor. Fiir die
Abstraktion des o-Protons kann aufgrund des Substratbindemodells in der Kristallstruktur
(Martins et al. 2004) in Verbindung mit der Stereoselektivitét fiir C2 (Abschnitt 3.1) His292
als Base angenommen werden. Hierbei bleibt die Frage zu kldren, ob es sterisch auch die fiir
die Initiation der Riickreaktion erforderliche Deprotonierung der Methylgruppe von Crotonyl-
CoA durchfiihren kann. Sollte dies der Fall sein, so wiirde die Reprotonierung des planaren
Dienolat-Intermediats zu Crotonyl-CoA durch das Proton erfolgen, welches zur Initiation der
Katalyse in a-Position von 4-Hydroxybutyryl-CoA abstrahiert wurde. Bei der Verwendung
von 4-Hydroxy[2-"H,]butyryl-CoA als Substrat miisste sich dies durch eine Verschiebung der

Markierung in C2 Position zum C4 von Crotonyl-CoA nachweisen lassen.

e _CH,-CH,-OH
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Abbildung 37. Analyse der Deuteriumverteilung der Produkte nach Dampfdestillation:
Gezeigt ist die Uberlagerung von 'H-NMR- (schwarz) und “H-NMR-Spektren (griin). Es tritt
aufgrund des hohen pH-Werts und der hohen Salzkonzentration eine Verschiebung von ca.
0,5 ppm auf, wie am Signal von Tetramethylsilan (- 0,5 ppm) zu erkennen ist.
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Ein zentraler Punkt des Experiments ist die Entfernung des Produkts Crotonyl-CoA, da die
Reaktion der Dehydratase reversibel ist und nur leicht auf der Seite von Crotonyl-CoA liegt
(k=0,81; 45 zu 55) (Friedrich 2003). Die Methylgruppe von Crotonyl-CoA sollte nach einer
erfolgten Migration ein Deuterium enthalten, welches zu einer gewissen Wahrscheinlichkeit
bei der Riickreaktion wieder verloren gehen wiirde. Deshalb kann ein Migrationseffekt mit
den herkommlichen Austauschexperimenten (Abschnitte 3.1.1 und 3.1.2) nicht nachgewiesen
werden. Ein dort auftretender Migrationseffekt hitte eine Retention der Deuteriummarkierung
zur Folge, der in keinem der Fille beobachtet werden konnte. Auch muss gentigend Substrat
umgesetzt werden, um die fiir die Analyse mit NMR erforderlichen Stoffmengen zu erzeugen.
Dies wird erreicht, indem die Reaktion der Dehydratase mit einer Butyryl-CoA-
Dehydrogenase gekoppelt wird, die Crotonyl-CoA irreversibel aus dem Gleichgewicht
entfernt (Abbildung 38). Das daraus entstehende Butyryl-CoA dient wiederum als CoA-
Donor fiir die 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase, welche 4-Hydroxy[2-"H,]Butyrat in den
Kreislauf einfiihrt und dabei das Produkt Butyrat entfernt. Durch Dampfdestillation wird das

Produkt aus dem Reaktionsansatz gewonnen.

Die Analyse mit 'H-NMR ergab das folgende Spektrum des Produktgemisches, das Butyrat,
Acetat (hervorgegangen aus dem fiir den Start der Reaktion erforderlichen 5 pmol Acetyl-
CoA) und unverbrauchtes Startmaterial (96,8 % Deuteriumgehalt an C2) zeigt (Abbildung
37): '"H-NMR (D,0) & 3,12 (t, J = 6,8, CH,CH,0) 1,75 (m, COOCH,CH,CH,OH +
COOCDHCH,CH,OH + COOCDHCH,CH3) 1,52 (s, COOCH;3) 1,32 (t, J = 6,42,
CH,CH,0OH) 1,12 (2H, p, J =7, 08, CH,CH3) 0,48 (3H, t, J = 7,37, CH3). Hierbei fallt eine
leichte Verbreiterung sowie eine Verschiebung der Signale von ca. 0,5 ppm bedingt durch den

hohen pH-Wert der Probe (pH 12) auf.

Integrale der Produkte werden relativ zum C3 von Buttersdure, welche von einer auftretenden
Migration unbeeinflusst wire, bestimmt. Relativ zu dem auf 2 Protonen festgelegten Integral
fiir C3 ergibt das Integral fiir C4 also 2,8 Protonen. Das Signal bei 1,52 ppm ist dem aus
Acetyl-CoA entstandenen Acetat zuzuordnen und hat ein Integral von 1,05. Dem nicht
umgesetzten 4-Hydroxybutyrat entsprechen die Integrale 25,6 (3,12 ppm, CH,CO) und 25,3
(1,32, CH,CH,0), wihrend das Signal, welches die a-Protonen reprisentiert, sich mit dem
von Butyrat liberlagert. Daraus ergibt sich ein Anteil von 9,4 % Butyrat relativ zu 4-

Hydroxybutyrat.
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Abbildung 38. Enzymatische Umwandlung von y—[Z-ZHz]Butyrolacton zu Buttersdure zur
Analyse der Migration von C2 zu C4 in der Reaktion der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase: 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase (I), 0,13 U 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase (II), 4,5 U Butyryl-CoA-Dehydrogenase (III), 3,13 U Formiatdehydrogenase
(Iv)

Um das Integral der o-Protonen beider Stoffe zu vergleichen, wird der Anteil der Protonen im
C2 Signal, der von 4-Hydroxybutyrat stammt, ermittelt und von dem Gesammtintegral
abgezogen. Durch den Gehalt der Deutertummarkierung im Ausgangsmaterial y-[2-
*H,]Butyrolacton 96,8 % (NMR) und der Integrale bei 3,12 ppm und 1,75 ppm kann der
Anteil des 4-Hydroxybutyrats am Signal bei 1,75 ppm auf 0,83 Protonen berechnet werden.
Da das Integral des Signals bei 1,75 ppm 1,83 Protonen betrdgt, kann nun der Anteil von
Butyrat auf 1,0 Protonen bestimmt werden. Somit hat das Produkt Butyrat ein Verhéltnis der

Protonen von 1 (C2) zu 2 (C3) zu 2,8 (C4). Eine Migration vom C2 zum C4 wiirde eine
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signifikante Reduktion des Integrals am C4 von Butyrat bedeuten. Dies kann aufgrund der
Ungenauigkeiten bei der Wahl der Integralgrenzen und der Uberlagerung von Signalen mit

dem Hintergrund nicht mit Sicherheit festgestellt werden.

Eine unterstiitzende Untersuchung mit “H-NMR ergab nur ein Signal (Abbildung 37,
Spektrum in griin), welches mit dem verbliebenen Deuterium im Produkt und dem Deuterium
im Ausgangsmaterial korreliert werden kann. Ein Nachweis fiir die Migration wiren Signale,
die mit der y-Gruppe von Butyrat {iberlagert werden kdnnen. Da durch die Riickreaktion der
Dehydratase der Deuteriumgehalt einer Markierung am C4 verringert sein konnte, ist nicht
auszuschlieBen, dass eine Migration unterhalb der Nachweisgrenzen dieses Experiments
stattgefunden hat. Dies liele sich durch einen Vergleich des Gehalts an Deuterium fiir C3 und
C4 im Butyrat nachweisen, jedoch miisste dafiir die Konzentration der Probe so hoch sein,

dass die natiirlichen Isotopenanteile von Deuterium im “H-NMR ein Signal ergeben.

Das Wachstum von Clostridium aminobutyricum auf 4-Hydroxy[2-"H,]butyrat erzeugte
ebenfalls Butyrat ohne Markierung in C4-Position (Nadine Miihlhduser und Wolfgang
Buckel, unveréffentlichte Daten). Nach den vorliegenden Daten kann daher eine Migration
von Protonen wihrend der Dehydratation von 4-Hydroxybutyryl-CoA zu Butyryl-CoA

ausgeschlossen werden.
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3.14 Succinatsemialdehyd als alternatives Substrat der 4-Hydroxybutyrat-
CoA-Transferase

Als ein Nebeneffekt der Versuche mit Succinatsemialdehyd (4-Oxobutyrat) als Vorstufe zu
markiertem 4-Hydroxybutyrat (Abschnitt 3.6, Experiment zur chiralen Methylgruppe) wurde
beobachtet, dass 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase in der Lage ist, Succinatsemialdehyd als
Substrat zu akzeptieren und mit Acetyl-CoA als Donor auf Coenzym A zu iibertragen. Es
wurde ein nur in der Gegenwart von Enzym und Acetyl-CoA auftretendes Produkt mit einer
Masse von 852 Da gefunden (Abbildung 39). Diese entspricht der Masse, die an freies

Coenzym A verestertes 4-Oxobutyrat aufweisen wiirde.

852

WMWMWW

830 840 850 m/z 80

Abbildung 39. 4-Oxobutyryl-CoA (m / z = 852 Da). Ergebnis der Inkubation von Acetyl-
CoA mit 4-Oxobutyrat und 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase.
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4. Diskussion

Die Vorhersagen zum Substratbindemodell der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase konnten
erfolgreich bestétigt werden. Nach den Resultaten dieser Arbeit, zusammen mit der
Abstraktion des 3S-Wasserstoffs (Scott et al. 2004), kann der stereochemische Verlauf der
Reaktion der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratatase an den Kohlenstoffatomen 2 und 3 als
anti-Eliminierung beschrieben werden. Zusammen mit der beobachteten Retention der
Konfiguration am C4 ist damit die vollstindige Stereochemie der Dehydratisierung von
4-Hydroxybutyryl-CoA zu Crotonyl-CoA aufgeklart (Abbildung 40). Die Stercoselektivitit
am C4 kann durch ein planares Dienolat-Intermediat erkldrt werden, das durch Substitution

der Hydroxylgruppe unter Mithilfe des als Lewis-Saure wirkenden [4Fe-4S]-Clusters entsteht.

Da bisher eine Kokristallisation aufgrund von Substratinstabilitit nicht moglich war, bietet die
stereoselektive organische Synthese hier das passende Werkzeug zur Aufklarung der Enzym-

Substrat Wechselwirkungen und des Bindemodells.

H HH H H H H
COASN H,O + COASN
o HH O H

Abbildung 40. Stereochemie der Dehydratisierung von 4-Hydroxybutyryl-CoA zu Crotonyl-
CoA (Friedrich et al. 2008a; Friedrich et al. 2008b)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Aufklarung der Stereoselektivitit der 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydratase (R)- und (S)-4-Hydroxy[2-’H,]butyryl-CoA sowie (R)- und (S)-
4-Hydroxy[4-"H, 4-"H,]butyryl-CoA mittels Kombination von stereoselektiver organischer

Synthese und enzymatischen Systemen mit mehreren Komponenten hergestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass bei einer Synthese {iber Methionin nicht enantiomerenreine
Produkte entstehen: (S)-Methionin — (R)-y-[2-"H,]Butyrolacton (91 % rein); (R)-Methionin
— (S-y-[2-’H,]Butyrolacton (83 % rein). Daher wurde eine bessere Alternative iiber
3-Benzyloxypropan-1-ol entwickelt, die zu enantiomerenreinen Produkten mit nahezu
vollstindiger Deuteriummarkierung (> 95 %, NMR) fiihrt. Der flexible Verfahrensaufbau in

neun Stufen konnte durch Wiederholung einzelner Schritte neben der Markierung in o-
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Position auch eine in B-Position ermoglichen, wobei die Kettenldnge der Carbonsduren

variiert werden kann.

Fiir die Analyse der Substitution der Hydroxylgruppe durch ein Proton wurden alle drei
Wasserstoffisotope verwandt. Ausgehend von Formiat wurde dabei die erste Markierung in
4-Oxo[4-"H, Jbuttersdure bzw. 4-Oxo[4-"H]buttersiure eingebracht. Bei der Verwendung des
bestehenden Verfahren iiber y-Ethoxybutyrolacton (Wermuth 1979; Naser 2004) konnte eine
unvollstindige Deuteriummarkierung nachgewiesen werden. Der Ringschluss des
v-Ethoxybutyrolactons wurde als Ursache identifiziert und das Verfahren modifiziert, um die

Rate der Deuteriummarkierung zu erhohen.

Fiir die Einfiihrung der zweiten Markierung durch Reduktion von 4-Oxo[4-"H;]buttersdure
bzw. 4-Oxo[4-"H]buttersiure wurde zuerst Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber genutzt,
die Re-stercoselektiv ist (Adolph et al. 1991; Adolph et al. 1993). Durch alternative
Verwendung von 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase aus Clostridium aminobutyricum konnte
nicht nur die Vollstindigkeit der Markierung erhoht, sondern auch gezeigt werden, dass beide

Enzyme die gleiche Stereoselektivitit aufweisen (Abschnitt 3.6).

Im Folgenden wird die Stereoselektivitit und Enantiomerenreinheit der Synthesen ausgehend
von 3-Benzyloxypropan-1-ol und Methionin diskutiert (Abschnitt 4.1). Die Vollstindigkeit
der Deuteriummarkierung in 4-Oxo[4-"H; buttersiure wird zusammen mit dem Mechanismus
der +y-Ethoxybutyrolactonsynthese dargestellt (Abschnitt 4.2). Die Bestitigung des
Substratbindemodells durch die Aufkldrung der Stereoselektivitit der 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydratase sowie die daraus ableitbaren katalytisch aktiven Elemente (Abschnitt 4.3.1)
werden in Zusammenhang mit den spektroskopischen Daten der Substrateffekte (Abschnitt
4.3.2) diskutiert. Daraus konnen die Vorstellungen iiber den Reaktionsmechanismus
(Abschnitt 4.3.4) und die initiale o-Deprotonierung (Abschnitt 4.3.3) aktualisiert und
weiterfiilhrende Untersuchung zur Klarung der offenen Fragen vorgeschlagen werden

(Abschnitt 4.3.5).
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4.1 Stereoselektivitit der Substratsynthesen

4.1.1 4-Hydr0xy[2-2H1]butyryl-CoA iiber 3-Benzyloxypropan-1-ol

Die Notwendigkeit der Synthese von enantiomerenreinen Substraten erforderte die
Entwicklung eines neuen Verfahrens. Ein erfolgreicher Weg zur Synthese von
enantiomerenreinem (R)- und (S)-4-Hydroxy[2-?H,]butyryl-CoA wurde ausgehend von 3-

Benzyloxypropan-1-ol beschritten.

Um eine Markierung in o-Position zu erhalten war der ndchste Schritt die stereoselektive
Markierung des Alkohols mit Kettenverlingerung iiber Tosylierung mit anschlieBender
Cyanidkondensation und der Hydrolyse des Nitrils zur Carbonsédure. Eine enantiomerenreine
Deuteriummarkierung von (R)-2-Benzyloxy[1-’H,Jethanol mittels Alkoholdehydrogenase
(ADH) ist ausgehend von dem entsprechenden Aldehyd moglich (Speranza et al. 2003).

Die Wahl des Benzyloxyalkohols als Ausgangsmaterial der Synthese legt die Kettenldnge des
Endprodukts fest. Fiir eine Synthese von stereoselektiv markiertem 4-Hydroxy[2-*H, Jbutyrat
wird daher 3-Benzyloxyypropan-1-ol verwendet. Hierbei ist die spatere Hydroxylgruppe
durch einen Benzyloxyether geschiitzt. Die Grofe der aromatischen Schutzgruppe ermoglicht
eine sterisch selektive Bindung an chirale Reduktionsmittel.

Bei einer Synthese in mehreren Schritten ist die beliebige Skalierbarkeit der ersten Schritte oft
eine Voraussetzung, um geniigend Produkt fiir die spateren Reaktionen zu erhalten. Obwohl
3-Benzyloxypropan-1-ol ebenfalls ein Substrat der ADH ist kann aufgrund der
eingeschriankten Loslichkeit des Substrats praktisch keine quantitative Ausbeute erreicht
werden. Da mit ADH keine S-stercoselektive Reduktion erfolgen kann, miissten fiir die

Synthese (S)-Alkohols die die Reaktionsbedingungen und Substrate angepasst werden.

Aufgrund dieser Nachteile wurde die zentrale stereospezifische Reduktion des Aldehyds nicht
enzymatisch durchgefiihrt, sondern chemisch mit ALPINE-BORANE™. Die sterische
Hinderung durch die Benzyloxyschutzgruppe bewirkt eine stereoselektive Koordinierung an
das Boratom von R- bzw. SALPINE-BORANE™ (Abbildung 41), welches durch einen am
Boratom fixierten Cyclooctanring so abgeschirmt ist, dass der C-H acide Teil des
Kampferliganden nur eine Seite des Aldehyds reduzieren kann (Midland et al. 1980; Bauer et
al. 1991; Ramachandran et al. 1993).
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Abbildung 41. Chirale Reduktion von C=0O-Gruppen durch ALPINE-BORANE™. Ph: steht
hier fiir eine beliebige Benzolhaltige oder anderweitig sterisch behindernde Schutzgruppe.

Da kommerziell erhiltliches ALPINE-BORANE™ kein Deuterium enthilt, wurde ein bereits
deuteriertes Edukt benoétigt. 3-Benzyloxypropan-1-ol wurde zunichst mit Jones Reagenz zur
Carbonsédure oxidiert und anschlieend {iber Reduktion durch LiAlD4 zu 3-Benzyloxy[1-
*H,]propan-1-ol mit Deuterium markiert. Swern’sche Oxidation zum Aldehyd ermdglichte

nun die stereoselektive Reduktion zu 3-Benzyloxy[ 1-*H, Jpropan-1-ol.

Die Tosylierung des chiralen Alkohols mit anschlieBender Cyanolyse invertiert die
Konfiguration des markierten C-Atoms (Battersby et al. 1979). Als Alternative zur
vollstindigen Hydrolyse des daraus folgenden Nitrils zur Carbonsdure wurde dieses mit
iberschiissigem Acetamid unter Paladiumkatalyse (Pd-Acetat) zum Amid tiberfiihrt (Maffioli
et al. 2005). Diese Reaktion hat mehrere Vorteile: Die milden Reaktionsbedingungen (pH
neutral, Raumtemperatur) lassen die Konfiguration der Markierung unbeeinflusst und das
Produkt ist sehr sauber und gut kristallisierbar. Die Hydrierung des Benzyloxyethers {iber
einen Palladiumkatalysator in Wasserstoff lieferte 4-Hydroxy[2-*H,]butyrylamid, das zu
enantiomerenreinem Y-[2-°H, ]Butyrolacton lactonisiert wurde. Die absolute Konfiguration des
Endprodukts wurde nach Oxidation zu [2-°H,]Bernsteinsiure mit CD-Spektroskopie durch
Vergleich der molaren Eliliptizititen mit der Literatur bestétigt (Listowsky et al. 1970;
Hartrampf und Buckel 1986) (Abschnitt 3.5). Die Enantiomerenreinheit konnte insbesondere
durch die folgenden Experimente zur Stereoselektivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase nachgewiesen werden (Abschnitt 3.1.1). Eine fiir 2-Benzyloxyethanol
erfolgreich angewendete Methode zur Bestimmung des Isomerenverhéltnisses mit Moshers-
Saure-Estern des chiralen Alkohols (Speranza et al. 2003) zeigte keine Auswertbaren NMR-
Spektren.
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Bei den fiir das Einfilhren der Markierung verantwortlichen Schritten und allen Folgenden
treten keine storenden intramolekularen Stabilisierungen auf, die Enantioselektivitdt
beeinflussen. Beim Entwurf des Verfahrens wurde darauf geachtet, dass in allen fiir die
Markierung relevanten Schritten die Wahrscheinlichkeit eines Protonenaustauschs minimiert
wird. Dies wurde durch wasserfrei Umgebungen bzw. das Vermeiden von extremen pH-
Werten erreicht. Dennoch konnte keine vollstindige Deuteriummarkierung erreicht werden
(MALDI-TOF-MS < 10 % unmarkiert, NMR > 95 % vollstindig), was auf das fiir die
Reduktion der Carboxylgruppe verwendete LiAlD4 (96 % Deuteriumgehalt) zuriickgefiihrt

werden konnte.

Die Kettenldinge von in «-Position stereoselektiv markierten Substraten kann durch
entsprechende Ausgangssubstanzen gewdéhlt werden (z.B. 4-Benzyloxybutan-1-ol fiir
5-Hydroxypentansdure). Eine weitere Variation der Kettenldnge konnte die Synthese von in
B-Position markierten Produkten erlauben, indem das Amid erneut zum Alkohol reduziert
wird, der danach fiir einen weiteren Tosylierungsschritt mit Cyanidkondensation zur
Verfligung stiinde. Soll aulerdem noch eine weitere stercoselektive Markierung eingefiigt
werden, so muss der Alkohol zunéchst erneut zur Carbonsiure oxidiert werden, um danach
wie oben beschrieben schrittweise stereoselektiv zum Alkohol reduziert zu werden. Dieser
konnte bei Bedarf erneut kettenverlingert werden. Beispielsweise konnte ausgehend von
Benzyloxethanol die Synthese von 7-[2-°H), 3-°H,]Butyrolacton erfolgen. Mit jeder

Kettenverlangerung und weiteren Markierung sinkt jedoch die Gesamtausbeute.

4.1.2 4-Hydr0xy[2-2H1]butyryl-CoA iiber Methionin

Die stereoselektive Substitution mittels Nitrierung aktivierter o-Aminoséuren durch Halogene
wurde bereits gut beschrieben (Brewster et al. 1950; Austin und Howard 1961; Mori et al.
1979; Hirth und Walther 1985). Sie lduft liber Retention der Konfiguration am C2 ab und
bietet durch anschlieBende Reduktion mit Triethylbordeuterid (Superdeutrid™, Sigma-
Aldrich) eine Methode zur stereoselektiven Deuterierung von Carbonséuren in a-Position, die
in relativ wenigen Syntheseschritten realisiert werden kann.

Als Ausgangsmaterial zur Synthese von 4-Hydroxy[2-’H,]butyrat wurden (R)- und (-
Methionin gewdhlt, da sie bereits das richtige Grundgeriist von vier Kohlenstoffatomen
aufweisen. Es wurde angenommen, dass die Stereokonfiguration der Ausgangsaminosédure

wiahrend der Halogenierung erhalten bleibt. Dabei wird die durch Diazotierung aktivierte
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Aminogruppe durch nukleophilen Angriff der in einen intramolekularen Dreiring mit dem
Sauerstoff der Carboxylgruppe iiberfiihrt, der durch einen weiteren nukleophilen Angriff
durch Bromid wieder aufgelost wird (zweifache SN2, doppelte Inversion). Das aktivierte
Ausgangssubstrat wiirde demnach zu 2-Bromo-4-methylthiobuttersdure unter Erhaltung der

Stereokonfiguration am C2 nukleophil substituiert.

Im zweiten Schritt wurde zundchst angenommen, dass keine intramolekularen
Stabilisierungen stattfinden und somit die reduktive Substitution von Brom durch
Triethylbordeuterid unter WALDEN-Inversion (SN2) der Stereokonfiguration verlaufen
sollte. Schiitzen der Carboxylgruppe durch Verestern mit Methanol und anschlieBende
Alkylierung der Thiomethylgruppe mit lodomethan ermdglichen nun die basische Hydrolyse

zu 4-Hydroxy[2-"H, butyrat, welches fiir eine Extraktion in Dichlormethan lactonisiert wird.

Aufgrund der relativ einfachen Umsetzbarkeit wurde diese Syntheseroute zunichst fiir die
Substratherstellung fiir Untersuchungen iiber die Stereoselektivitit der 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydratase genutzt. Dieser Weg fiihrte jedoch nicht zu enantiomerenreinen Substraten
(ausgehend von (R)-Methionin: 90 %; ausgehend von (S)-Methionin 80 %), so dass die zweite
Synthese tiber 3-Benzyloxypropan-1-ol (Abschnitte 4.1.1, 3.1.1 und 2.20.2) entwickelt wurde.

Eine enzymatische Chiralititsbestimmung der aus Methionin synthetisierten Lactone wire mit
Crotonase moglich, die S-Stereoselektivitit fiir den Austausch des o-Protons von Butyryl-
CoA mit dem Losungsmittel hat (D'Ordine et al. 1994). Dies erforderte eine abgewandelte
Synthese direkt nach der Einfiihrung der Markierung in 4-Methylthio[2-*H, Jbuttersiure, der
die Methyl-Thio-Gruppe durch Raney-Nickel-Katalysator entfernt wurde. Obwohl der
Deuteriumgehalt dabei konstant blieb (‘"H-NMR (H,0) & 2,01 (1H, m, CDH); Fehler 5% /
MALDI-TOF-MS von Butyryl-CoA: 5 % 839 Da, 95 % 839 Da), zeigte die anschlieende
Analyse ein komplettes Racemat (Abschnitt 3.1.2, Abbildung 11). Dies konnte auf die
Reaktion mit dem Raney-Nickel-Katalysator zuriickgefiihrt werden, allerdings wurde die
Racemisierung einer Deuteriummarkierung ohne Austausch mit Wasser fiir diesen

Katalysator bisher nicht beschrieben.

Deswegen wurde eine Bestimmung der Enantiomerenreinheit der (R)- und (S-y-[2-
’H,Jbutyrolactone mit NMR-Spektroskopie und chiralen Shift-Reagenzien durchgefiihrt.

Theoretisch konnte so deren Isomerengehalt separat durch Integration der Signale jedes
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Isomers bestimmt werden. Es konnte zwar bestétigt werden, dass die Synthese stercoselektiv
verlduft, jedoch die Enantiomerenreinheit und absolute Konfiguration nicht ermittelt werden
(Abschnitt 3.4). Deshalb wurden diese iiber CD-Spektroskopie mit enantiomerenreiner aus
3-Benzyloxypropan-1-ol hervorgegangener [2-’H,]Bernsteinsiure als Referenz bestimmt. Fiir
[2-"H,]Bernsteinsiure ausgehend von (S)-Methionin ergab sich eine Reinheit von 91 %,
wihrend ausgehend von (R)-Methionin 83 % erreicht wurden. Die Diskrepanz zu den
Untersuchungen mit MALDI-TOF-MS ist iiber die relativ ungenaue Integration sich
tiberlagernder Signale in den Spektren zu erkldren. Die Bestimmung der absoluten
Konfiguration der Endprodukte fiir die Synthese ausgehend von Methionin zeigt insgesamt
eine Inversion der Konfiguration (Tabelle 2, Abschnitt 3.5: (S-Methionin — (R)-[2-
*H,]Butyrolacton; (R)-Methionin — (S)-[2-"H;]Butyrolacton).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Substitution der Aminogruppe von o-Aminoséuren
durch Halogene in einigen Féllen nur zu ca. 90 % enantiomerenreinen Produkten fiihrt
(Shimohigashi et al. 1979; Koppenhofer et al. 1982; Schurig et al. 1986). Wird die
Carboxylgruppe vor der Substitution verestert, so verlduft diese tendenziell unter Inversion
aber hohem Anteil des jeweils anderen Stereoisomers (Brewster et al. 1950). Dies weist auf
die intramolekulare Stabilisierung als ein notwendiges Element fiir die Stereoselektivitidt der
Reaktion hin. In Methionin stellt die Intramolekulare Stabilisierung durch Schwefel eine
Alternative zu der durch Sauerstoff dar. Schwefel kann in hohere Valenzstadien iibergehen
und so positive Ladungen gut stabilisieren. Die Bildung eines Thiobutanrings oder o-Lacton-

Intermediats nach der Abspaltung der Aminogruppe kommen hier theoretisch in Frage

(Abbildung 42).

(a) (b)

Abbildung 42. Zwei Mdglichkeiten zur Stabilisierung des Ubergangszustands bei Retention
der Konfiguration: (a) Thiobutanring, (b) o--Lacton-Intermediat
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Somit sind fiir die o-Halogensubstitution mehrere konkurrierende Reaktionssequenzen
denkbar: Durch SN2 konnte entweder ein intramolekularer Ring mit dem Schwefel
(Abbildung 42 A) oder dem Carbonylsauerstoff (Abbildung 42 B) gebildet werden. Diese sind
jedoch theoretisch durch nukleophile Angriffe ineinander {berfithrbar. Dabei wiirde die
Konfiguration des Ringsystems umgekehrt. Jedes Intermediat kann durch nukleophilen
Angriff von Bromid zum Produkt hin aufgeldst werden. Je nachdem ob der intramolekulare
Ring direkt zum Produkt weiterreagiert (Retention der Konfiguration), in den anderen Ring
iibergeht (Inversion der Konfiguration) oder ohne intramolekulare Stabilisierung direkt von
Bromid substituiert wird (Inversion der Konfiguration), wiirde sich eine nicht

enantiomerenreine 2-Bromo-4-methylthiobuttersdure ergeben.

Die anschlieBende reduktive Eliminierung des Broms kénnte ebenfalls durch intramolekulare
Ringsysteme stabilisiert werden. In vergleichbaren Synthesen lduft diese Reaktion wie
erwartet mit Inversion der Konfiguration ab, wobei sowohl die Carboxylgruppe verestert
(Yoshikawa et al. 1999), als auch zusétzlich eine Ethergruppe benachbart sein kann (Jacobs
und Staunton 1995). Steht das Brom in a-Position zu einer freien Sdure lduft die Reaktion
ebenfalls iiber Inversion ab (Leeper et al. 1994). Jedoch wurde auch eine Retention der
Konfiguration bei geschiitzter Carboxylgruppe und der Anwesenheit eines Ethers in

Nachbarschaft berichtet (Armarego et al. 1976).

An welcher Stelle die Verringerung an Stereoselektivitit genau eintritt, kann aufgrund der
experimentellen Daten nicht festgestellt werden. Bei einer Verwendung von Aminosduren
ohne intramolekulare Koordinationspartner, aufler der Carboxylgruppe (z.B. Leucin), sollten
entsprechend enantiomerenreinere Produkte auftreten. Eine Pilotsynthese, ausgehend von
Serin, konnte diese Fragestellung kléren und Schwefel als Faktor ausschlieBen. Hier stiinde
nur Sauerstoff fiir ein intramolekulares Ringsystem zur Verfiigung.

Bei der Verwendung von Homoserin konnte sogar ein komplettes Racemat auftreten. Dies
wire durch die Moglichkeit einer Lactonbildung erklédrbar, indem die nitrierte Aminoséiure
ohne die stabilisierende Wirkung der Carboxylgruppe iiber eine SN1-Reaktion substituiert

wiirde.
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4.2 Mechanismus der Synthese von y-Ethoxybutyrolacton

Bei der Synthese von deuteriertem y-Ethoxybutyrolacton fiel auf, dass mit der vorliegenden
Methode keine vollstindige (im Rahmen der Reinheit des verfiigbaren [*H]Ethylformiats)
Markierung zu erreichen war. Da die komplette Synthese bis auf einen Schritt in organischer
Umgebung durchgefiihrt wurde, wird angenommen, dass nach der Entschiitzung des
Diethyl[*H, Jformylsuccinats (28a) zur Dicarbonsiure die Saureprotonen beim Ringschluss zu

v-Ethoxy[4-"H]butyrolacton (29a) teilweise mit der Markierung am C4 austauschen.
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Abbildung 43. A: Reaktionssequenzen fiir die Umwandlung von Diethylformylsuccinat zu y-
Ethoxybutyrolacton iiber ein Diethylacetal und eine Dicarbonsédure. B: Decarboxylierung vor

Ringschluss und Ethanoleliminierung. C: Ringschluss und Ethanoleliminierung vor
Ringschluss.

Hierbei sind unterschiedliche Mechanismen denkbar. Jeweils zeitgleich mit der Eliminierung
von Ethanol erfolgt entweder eine Decarboxylierung (Abbildung 43 B) oder ein Ringschluss
(Abbildung 43 C). Werden die Protonen der freien Sdure vor der Destillation mit D,O
ausgetauscht, ergibt die Analyse der Endprodukte mit 'H-NMR und *H-NMR eine
Deuteriuminkorporation in die C2-, C3- und C4-Positionen. Dies zeigt, dass ein Austausch

auch an der fiir die weitere Untersuchung der Stereoselektivitit der Dehydratase wichtigen C4
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Position stattfindet. Die a-Protonen sind durch die Nachbarschaft zur Carboxylgruppe
aktiviert womit eine Markierung an C2 erklarbar ist. Sollte zuerst die Ethanolentfernung und
der Ringschluss stattfinden (Abbildung 43 C), so konnte bei der anschlieBenden
Decarboxylierung das Sdureproton auf C3 iibertragen werden. Wiirde jedoch bei der
Decarboxylierung gleichzeitig die Ethanolabspaltung erfolgen und ein ungesittigtes
Intermediat entstehen, so konnte bei dem folgenden Ringschluss das freie Sdaureproton auf C4
(und in geringerem Male auf C3) libertragen werden (Abbildung 43 B). Es wire jedoch auch
ein radikalischer Mechanismus bei homolytischer Spaltung der C-C Bindung wihrend der
Decarboxylierung denkbar. Auch in diesem Fall miisste eine Markierung an C3 und C4 zu

finden sein.
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4.3 Stereoselektivitit und Uberlegungen zum Mechanismus der
4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

4.3.1 Substratbindemodell der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase  und
katalytisch aktive Elemente

Die Rontgenstrukturanalyse von Enzymkristallen bietet einen Zugang zur Analyse von
Reaktionsmechanismen. Die Lage des Substrats im Kristall bestimmt, welche Kofaktoren und
Aminoséurereste an der Katalyse beteiligt sein konnen. Im Fall der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase ist das Substrat zu instabil, um unter den Bedingungen der Kristallisation einen
Kokristall zu bilden. Die Kristallstruktur der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (Martins et
al. 2004) weist jedoch groBe strukturelle Ahnlichkeiten mit der der Mittelketten-Acyl-CoA-
Dehydrogenase aus Schwein (Sus scrofa) auf (Kim und Wu 1988; Kim et al. 1993), so dass
hiervon ein Substratbindemodell abgeleitet werden konnte.

Wasserstoftbriickenbindungen des Thioestercarbonylsauerstoffs mit der 2'-Hydroxylgruppe
des Flavins und der NH-Gruppe von Ala460 bilden dabei die Grundlage fiir die Verringerung
des pK-Werts der o-Protonen des Substrats von ca. pK 21 auf ca. pK 8 und fixieren es damit
(Amyes und Richard 1992; Engst et al. 1999; Smith et al. 2003a; Smith et al. 2003b; Ghisla
und Thorpe 2004). Weiterhin zeigt die Kristallstruktur der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase, dass der [4Fe-4S]-Cluster asymmetrisch koordiniert wird. Drei Cysteine und ein
Histidin in einem ungewOhnlichen Bindemotiv (CX3CX179-183HX6C) fixieren den
[4Fe-4S]-Cluster am Ende eines engen Substratbindekanals. Im aktiven Zentrum liegt das
vom Histidin koordinierte Eisen auf der Re-Seite 7 A vom N5-Stickstoff des Isoalloxazin-
Rings des Flavins entfernt. Die Modellierung des CoA-Ester-Substrats hierzwischen erlaubt
eine mogliche zweite Fixierung des Acyl-Rests durch Koordinierung der Hydroxylgruppe mit
dem [4Fe-4S]-Cluster, dessen exponierter Eisenkern im Modell von dieser ca. 2,7 A entfernt

liegt (Martins et al. 2004).

Die Reaktion von 4-Hydroxybutyryl-CoA zu Crotonyl-CoA bewirkt keine Netto-
Redoxédnderung des Substrats. Der Cluster weist ein extrem niedriges Redoxpotential auf
(-600 mV; ca. 100 mV geringer als die [4Fe-4S]-Zentren der meisten bakteriellen
Ferredoxine). Es konnte kein Elektronentransfer zwischen dem Cluster und dem

Flavinsemichinon nachgewiesen werden. Deshalb wurde eine aktive Rolle des Clusters im
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Elektronentransport wiahrend der Katalyse ausgeschlossen (Miih et al. 1996; Buckel und
Golding 1999).

Da bereits beschriecben wurde, dass die Funktionen von Fe-S-Clustern nicht auf
Elektronentransport beschrinkt sein miissen (Switzer 1989; Johnson 1998), wurde auch im
Fall der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase nach anderen Aufgaben gesucht. Eine rein
strukturelle  Funktion eines  [4Fe-4S]*-Clusters wurde fir die  Glutamin-
Phosphoribosylpyrophosphat-Amidotransferase aus Bacillus subtilis vorgeschlagen (Vollmer
et al. 1983; Grandoni et al. 1989).

Ein Hinweis auf direkte Substratinteraktion des Clusters der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratse bietet der Anstieg des Redoxpotentials um ca. 200 mV bei Substratgabe (Cinkaya
2002). Beispiele fiir eine direkte Substratinteraktion sind die Dihydroxy-Sduren-Dehydratasen
aus Spinat (Spinacia oleracea, [2Fe-2S]-Cluster) (Flint und Emptage 1988) oder Escherichia
coli ([4Fe-4S]-Cluster) (Flint 1993) oder die gut untersuchte Aconitase, fiir die gezeigt wurde,
dass ihr [4Fe-4S]*"-Cluster in der Dehydratisierung von Citrat und (2R,3S)-Isocitrat fiir die
Aktivierung der Hydroxylgruppe die Rolle einer Lewis-Sdure iibernimmt (Beinert und
Kennedy 1989; Beinert et al. 1996). Hier erlaubt die Koordination des Clusters mit drei
Cysteinresten dem exponierten Eisen eine koordinative Bindung mit dem Sauerstoff der
Hydroxylgruppe des Substrats (Emptage et al. 1983b; Robbins und Stout 1989). Beschrieben
wurde dies auBler flir Aconitase auch fir Fumarase (Flint et al. 1992), die die
Dehydratisierung von Malat katalysiert.

Analog zur Aktivierung in der Aconitase wurde fiir den [4-Fe-4S]*'-Cluster der
4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase die Koordination der Hydroxylgruppe des Substrats
vorgeschlagen (Miih et al. 1996). Dieser Zusammenhang konnte in dieser Arbeit durch
Mossbauerspektroskopie erstmals hergestellt werden (Abschnitt 3.7). Das ohne Substrat
aufgenommene asymmetrische Mossbauerspektrum des [4Fe-4S]*"-Clusters kann als Summe
zweier Subspektren dargestellt werden. Dabei konnen 25 % der Eisenkerne einem
Subspektrum zugeordnet werden. Die Messungen bei Substratsdttigung zeigen eine
Verschiebung dieses Anteils und weisen somit auf eine Anderung in der elektrischen
Umgebung eines einzelnen Eisenkerns und damit auf eine mdgliche Anderung in dessen
Koordinierung hin (Abbildung 23, Abschnitt 3.7).

In Frage kommt der am Boden der Substratbindetasche dem aktiven Zentrum zugewandte
zuvor von His292 koordinierte Eisenkern. In fritheren Untersuchungen mittels Mdssbauer-
Spektroskopie wurde fiir alle Eisenkerne des Clusters eine identische Koordinierung

beobachtet, die sich bei Substratgabe (Crotonyl-CoA 6 mM) nicht dnderte (Miih et al. 1997).
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Hier konnte eine mogliche Kontamination mit Substrat (in der Kontrolle ohne Substrat) eine
Verfilschung des Spektrums hervorgerufen haben. Obwohl ENDOR-Untersuchungen mit 4-
Hydroxy[4-"C]butyryl-CoA keine signifikante Interaktion mit dem Cluster zeigen konnten
(Abschnitt 3.8), ist die Tatsache, dass die Reaktion der Dehydratase am C4 stereospezifisch
verlauft (Abschnitt 3.6), ein Hinweis fiir die Koordination der Hydroxylgruppe (Friedrich et
al. 2008a; Friedrich et al. 2008b). Ohne Einschrinkung der freien Drehbarkeit konnte die
Stereoselektivitit der Reaktion nicht erkldrt werden, da nach der Abstraktion der
Hydroxylgruppe das Substrat nur noch am Thioestercarbonyl fixiert wére. Ein planares
Dienolatintermediat (siche unten) wéhrend der Dehydratasereaktion, welches auch fiir die
Isomerisierung zu von Vinylacetyl-CoA zu Crotonyl-CoA angenommen wird, wiirde die
selektive Protonierung zu Crotonyl-CoA ermoglichen.

Als weiterer moglicher Interaktionspartner der Hydroxylgruppe kommt auBler dem
exponierten Fel des Clusters noch Wasser in Frage, welches nach Substratbindung diese
durch ein Netzwerk von H-Briickenbindungen stabilisieren konnte. Somit ist davon
auszugehen, dass das Substrat vor der Wassereliminierung an mindestens zwei Punkten im

aktiven Zentrum fixiert ist.

Die Koordination des His292 mit dem Fel des Clusters weist nicht nur auf eine Modulation
der elektrischen Umgebung und der Bindungseigenschaften des Fel hin, sondern konnte auch
die Verfiigbarkeit des Histidins als Base wihrend der Katalyse kontrollieren. Ein 3Cys-1His
Cluster, indem Ne2-His mit Fel des Clusters koordiniert, ist bisher nur fiir die
[FeFe]Hydrogenase aus Clostridium pasteurianum (Peters et al. 1998), das Hybrid-Cluster-
Protein (Cooper et al. 2000) und die nickelhaltigen Kohlenmonoxyd-Dehydrogenasen
(Dobbek et al. 2001; Drennan et al. 2001; Doukov et al. 2002; Darnault et al. 2003)
beschrieben worden. Fiir diese Proteine wurden Bindungslingen von 1,9 bis 2,1 A gezeigt. Im
Fall der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase ging aus der Kristallstruktur ein fiir eine
Bindung ungewdhnlich groBer Abstand des His292 zum Fel von 2,4 A hervor. Dies konnte
durch Uberlagerung von koordinierten und ungebundenen Zustinden in der Kristallstruktur
erklart werden (Holger Dobbek, Universitidt Bayreuth, personliche Mitteilung). Zusammen
mit den gednderten elektrischen Bedingungen im Cluster bei Substratbindung ist vorstellbar,
dass die Verfiligbarkeit des Histidins als Base mit Substratbindung zunimmt, indem Fel
statistisch hdufiger an die Hydroxylgruppe als an Ne2 des His292 gebunden ist.

Diese Uberlegung ist konsistent mit der fehlenden Migration eines Deuteriums von C2 zu C4

bei der Dehydratisierung von 4-Hydroxy[2-H,]butyryl-CoA (Abschnitt 3.13). Jedoch ist
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hierbei zu beachten, dass im vorgeschlagenen Substratbindemodell His292 vom
Losungsmittel abgeschirmt wire [(Martins et al. 2004); Berta Martins, Universitdt Bayreuth,
persénliche Mitteilung]. Es wiire laut Modell nur 3.0 A von C2 und C4 entfernt und dennoch
auf De- und Reprotonierungen der C2 Position beschrinkt, ohne Protonen mit anderen Basen
wihrend des Katalysezyklus auszutauschen.

Es wurde fiir andere Metalloenzyme beschrieben, dass eine Koordinierung mit dem
Ne2-Atom des Histidins die Redoxeigenschaften des koordinierten Eisens modulieren kann
[(Martins et al. 2004) und darin enthaltene Referenzen]. Nun kann auch die Erhéhung des
Redoxpotentials des Clusters bei Substratbindung um 200 mV erklért werden (Cinkaya 2002),
indem eine Koordinationsinderung am Eisen erfolgt und der Hydroxylsauerstoff das
Ne2-Atom des His292 aus der Koordination verdrdngt. Jedoch konnte auch die Protonierung
des His292-Liganden selbst zu dieser Verschiebung beitragen (Martins et al. 2004)[Imidazolat
Zustand des His292 (Holm et al. 1996)]. Wird der Ladungsbeitrag eines Liganden zum
Cluster verringert, so sinkt die Kovalenz der Fe-S-Bindung. Die gednderte Elektronendichte
am Cluster bewirkt eine hohere effektive Nuklearladung am Eisen, welches dadurch leichter
reduzierbar wird (Erhdhung des Redoxpotentials) (Anxolabéhére-Mallart et al. 2001).

Die Resultate der vorliegenden Arbeit verdeutlichen die bereits angenommene Funktion des
Clusters als Lewis-Sdure und weisen ihm eine Schliisselrolle in der Stereoselektivitit der
v-Eliminierung der Hydroxylgruppe zu. Der Cluster konnte die Verfiigbarkeit von His292
modulieren, jedoch wire auch der umgekehrte Fall denkbar indem die Protonierung des

His292-Liganden das Vermdgen des Clusters als Lewis-Saure zu fungieren moduliert.

Die Orientierung der o- und B-Wasserstoffatome von 4-Hydroxybutyryl-CoA ist durch das
Substratbindemodell festgelegt. Das 2Re-Proton deutet dabei auf die Base His292, die im
Modell ca. 3 A von C2 entfernt ist. Das 39-Proton zeigt auf das fiir dessen Abstraktion in
Frage kommende N5 des FAD-Kofaktors, welches im Modell ca. 3 A von C3 entfernt liegt
(Martins et al. 2004). Die stereoselektive Entfernung dieser Protonen wéhrend der
Dehydratisierung  von  4-Hydroxybutyryl-CoA  zu  Crotonyl-CoA  bestdtigt  das
Substratbindemodell (Friedrich 2003; Scott et al. 2004; Friedrich et al. 2008a). Dies zeigt dass
synthetische organische Chemie eine gute Ergdnzung zur Rontgenstrukturanalyse darstellt,
wenn beispielsweise durch Substratinstabilitdt keine Kokristallisation moglich ist.

Aus dem Substratbindemodell konnen die fiir die De und Reprotonierung der o-, B- und
v-Positionen moglichen Basen abgeleitet werden. Die Rolle von His292 fiir die o-Position

wurde bereits diskutiert. Das N5 des FAD wiirde die B-Position des Substrats deprotonieren.
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Ob dabei das aufgenommene Proton direkt bei der Abstraktion der Hydroxylgruppe auf das
gebildete Wasser libertragen wird, ob ein Protonenaustausch iiber eine weitere Base geschieht
oder ob erst nachdem das Substrat dissoziiert wurde, alle Basen wieder in den
Ursprungszustand versetzt werden, ist nicht gekldrt. Aufgrund der Stereoselektivitit der
Protonierung von C4 kommen nur Basen in Frage, welche auf derselben Seite des planaren
Dienolat-Intermediats liegen, von der die Hydroxylgruppe entfernt wurde. Glu455, eine in
den Butyryl-CoA-Dehydrogenasen konservierte Aminoséure, liegt 3,2 A entfernt von C4
sterisch auf derselben Seite des postulierten planaren Dienolatintermediats und interagiert mit
Lys300 und Tyr-296, die Teil der den Cluster koordinierenden Helix sind. Sie stiinde damit
fiir die Protonierung des Dienolats zur Verfiigung und konnte ebenfalls die Initiation der

Riickreaktion durch Deprotonierung der Methylgruppe von Crotonyl-CoA bewirken.

Die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase katalysiert zusitzlich die A%, A*-Isomerisierung von
Vinylacetyl-CoA zu Crotonyl-CoA (Abbildung 2) (Scherf und Buckel 1993). Zur
Stereoselektivitat der Isomerasereaktion wurden noch keine Untersuchungen durchgefiihrt.
Bei einer dhnlich angenommenen Lage des Substrats kommen fiir die o-Position auch Basen
auf der 9-Seite des Substrats in Frage. Glu257 liegt im Modell 5,2 A weit entfernt auf der
S-Seite des FAD und damit nicht mehr in Reichweiter der Substratbindetasche. Glu455 liegt
genau wie His 292 nur 3 A entfernt von C2 auf der Re-Seite des Substrats (Martins et al.
2004). Daher wire fiir diese Reaktion 2Re-Stereoslektivitit zu erwarten.

Fiir die C4 Position wiren Untersuchungen zur Stereoselektivitit mit [4-"H, H;]Vinylacetyl-
CoA analog zu den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten iiber chirale Essigséure
moglich. Da ohne die Koordination mittels Hydroxylgruppe die Bindung von Vinylacetyl-
CoA im aktiven Zentrum leicht verschoben sein kann und nicht feststeht ob Glu455 die in
v-Position protonierende Base ist, ob sich die Ergebnisse der Untersuchungen mit

4-Hydroxy[4-"H;, *H]butyryl-CoA hierauf iibertragen lassen.

Der Vergleich zu Mittelketten-Acyl-CoA-Dehydrogenase aus Schwein (SuUs scrofa) zeigt eine
iibereinstimmende Stereoselektivitdt fiir die 2Re und 3Re Wasserstoffatome des Substrats
(Biellmann und Hirth 1970a; Biellmann und Hirth 1970b; La Roche et al. 1971; Kawaguchi et
al. 1980). Hierbei sei angemerkt, dass das 3S-Wasserstoffatom in 4-Hydroxybutyryl-CoA
dem 3Re-Wasserstoffatom in Butyryl-CoA entspricht. Die Aufkldrung der Kristallstrukturen
beider Enzyme zeigen, dass die o- und B-Wasserstoffatome die fiir eine antiperiplanare

Reaktion benotigten Positionen einnehmen (Kim et al. 1993; Martins et al. 2004).
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4.3.2 Spektroskopische Untersuchungen mit verschieden Substraten

Spektroskopische Untersuchungen der Interaktionen des Flavinkofaktors mit verschiedenen
Substraten zeigen bei 430 nm den Ubergang vom Benzo- zum Semichinonzustand und im
Bereich von 500 bis 800 nm ,charge-transfer“-Phdnomene an. Die Geschwindigkeit der
graduellen Reduktion des Benzochinons zum Semichinon ist dabei abhingig vom
verwendeten Substrat (Abschnitt 3.10). Crotonyl-CoA bewirkt eine sofortige Einstellung
eines Gleichgewichts der Flavinzustinde, wédhrend Butyryl-CoA genauso wie freies
Coenzym A eine langsame Umwandlung zur Folge hat. Butyryl-CoA zeigt jedoch einen dem
natiirlichen Substrat dhnlichen ,,charge-transfer* der auf einen raschen Ladungstransfer am
Flavin hindeutet (Abbildung 33). Es wurden bereits Stop-Flow-Studien mit Crotonyl-CoA
durchgefiihrt, die einen Ubergang zum Semichinonzustand und den Aufbau einer ,.charge-
transfer“-Bande nach 5 bis 10 ms zeigen (Cinkaya 2002). Hierbei konnte eine biphasische
Kurve beobachtet werden, woraus zwei Reaktionskinetiken abgeleitet wurden, wobei die eine
mit ca. 400 s sehr schnell und die andere mit ca. 1,6 - 4,1 s sehr langsam war. Die schnelle
Reaktion war mit Absorptionszunahmen bei 313nm und 546nm wund einer
Absorptionsabnahme bei 437 nm verbunden (Cinkaya 2002). Eine weitere Untersuchung
dieses Phidnomens mit Butyryl-CoA als Substrat und einer genaueren zeitlichen Auflosung
mittels Stop-Flow in den ersten 100 ms nach Substratzugabe konnte Aufschluss iiber die Art
der Interaktion mit dem Enzym geben und einen kinetischen Vergleich mit Crotonyl-CoA
ermdglichen.

Die vom Substrat abhingige Umwandlung der Flavinzustdnde wurde mit EPR-Spektroskopie
ndher untersucht. Hierbei wurde bei allen getesteten Substraten ein Semichinonradikal
nachgewiesen, dessen Spinkonzentration bereits nach einer Minute bei 4,2 bis 5,5 % der
Konzentration der aktiven Zentren lag. Jedoch konnte keine zu den UV-Vis-Messungen
proportionale zeitliche Anderung der Spinkonzentrationen gezeigt werden.

Messungen bei 10 bis 18 K sollten der Identifikation von Substratradikalen oder Eisen-
Schwefel-Signalen dienen. Die fiir organische Radikale - beispielsweise das fiir die Katalyse
postulierte Ketylradikal - typischen Signale sind ca. 30 bis 60 Gauss breit (Kim et al. 2008)
und liegen genauso wie Flavinradikale bei g-Werten von ca. 2,00 (Miih et al. 1996; Niser et
al. 2005).

Der Vergleich der Signalformen der EPR-Spektren von 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
in Gegenwart von Butyryl-CoA beziehungsweise Crotonyl-CoA mit freiem Coenzym A zeigt

jedoch bei beiden Substraten verschiedene Uberlagerung im Bereich von 3375 bis 3425 Gauss
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(g = 1,96 bis 2,00; Abschnitt 3.11.2, Abbildung 35). Dieses Signal lief sich durch
Differenzspektren nicht eindeutig isolieren (Abbildung 36), jedoch zeigte sich, dass es bei
Butyryl-CoA um ca. 40 Gauss gegeniiber Crotonyl-CoA verschoben war. Dies wire ein

Hinweis auf Butyryl-CoA als natiirliche Radikalfalle.

Wenn davon ausgegangen wird, dass Butyryl-CoA einen Teil des Reaktionszyklus (o- und
B-Protonabstraktion und Bildung eines Ketylradikals) durchlaufen kann, wiirde ohne
abstrahierbare Hydroxylgruppe eine mechanistische Sackgasse auf der Stufe des Ketylradikals
entstehen. Da jedoch Butyryl-CoA nicht zu Crotonyl-CoA reagiert, konnte auch nur ein
Enoxyradikal nach o-Protonabstraktion stabilisiert werden. Diese Radikale wiirden jedoch
eine andere elektrische Umgebung als das natiirliche Substratradikal aufweisen, welches tiber
eine Hydroxylgruppe verfiigt. Dies konnte eine Erkldrung fiir die unterschiedliche Lage der
nicht klar zu isolierenden Signalanteile bieten, die bei Crotonyl-CoA relativ zu Butyryl-CoA
ndher am Semichinonradikal liegen. Das Spektrum mit Butyryl-CoA weist eine zusétzliche
um ca. 40 Gauss verschobene Schulter auf und die Symmetrie des Flavinsignals ist leicht
verschoben (Abbildungen 35 und 36). Die Unterschiede in der Signalform zum natiirlichen
Substrat wiirden dann durch die im postulierten natiirlichen Katalyseweg (Miih et al. 1997;
Buckel und  Golding 1999)  zusitzlich  auftretenden  Ketylradikal-  und

Dienoxyradikalintermediate, deren Signale sich iiberlagern sollten, erklért werden.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit deuten neben einer &hnlichen Positionierung der
verschiedenen Substrate relativ zum Flavin auf eine Teilreaktion (o-Protonabstraktion &

Substratradikalbildung) mit Butyryl-CoA hin.

Es wurden keine eindeutigen Hinweise auf EPR-Signale eines [4Fe-4S]'-Clusters in
Gegenwart von Substrat gefunden. Zwar legt der thombische Signalanteil die Prisenz eines
Fe-S-Clusters nahe, jedoch ist die Bandbreite des Signals mit ca. 200 Gauss zu gering. Der
Vergleich mit anderen typischen Fe-S-Cluster Signalen zeigt, dass diese hohere Signalbreiten
(liber 500 Gauss) oder andere Signalformen aufweisen [Abbildung 44; (Hagen und Albracht
1982; Dickert et al. 2002; Thamer et al. 2003; Balk et al. 2004); Reiner Hedderich, Max-
Planck Institut fiir terrestrische Mikrobiologie, Marburg, personliche Mitteilung]. Somit kann
das rhombische Signal in Gegenwart von Substrat nicht eindeutig mit einem [4Fe-4S]-

Cluster korreliert werden.
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Abbildung 44. 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase  mit  Crotonyl-CoA  (4-HBCD,
Kaliumhexacyanoferrat) im Vergleich mit typischen Signalen anderer EPR-aktiver
Clusterformen: [2Fe—2S]"-Cluster in reduziertem Ferredoxin aus Spinatblittern (Hagen und
Albracht 1982); [4Fe—4S]"-Cluster in mit Dithionit teilreduzierter Heterodisulphid-Reduktase
aus Methanothermobacter marburgensis (9.459 GHz, 20mW, 30K; Reiner Hedderich, Max-
Planck Institut fiir terrestrische Mikrobiologie, Marburg, personliche Mitteilung); zwei
interagierende [4Fe—4S]"-Cluster in vollstindig reduziertem Ferredoxin aus Acidaminococcus
fermentans (9.65 GHz, 2mW, 12 K; (Thamer et al. 2003). Graphik modifiziert nach (Balk et
al. 2004)

Frithere EPR-Messungen an photoreduzierter 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase ohne
Substrat zeigen ein rhombisches Signal, welches dem [4Fe-4S]"-Cluster zugeordnet wurde
[Abbildung 45, (Cinkaya 2002)]. Der Vergleich mit den zuvor oxidierten und danach mit
Substrat equilibrierten Proben zeigt, dass die g-Werte der rhombischen Anteile bis auf
g=2,03 nicht ibereinstimmen und das zusitzlich eine Uberlagerung durch das
Flavinsemichinonradikal bei g = 2,00 beobachtet wird. Da jedoch die anderen rhombischen

Signalkomponenten nicht bei den entsprechenden g-Werten auftreten, kann in Gegenwart von
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Substrat ein [4Fe-4S] -Clusters nicht eindeutig gezeigt werden. Denkbar wire jedoch, dass
die tibrigen Signalanteile durch die Gegenwart von Substrat verschoben sind. Es wurden
jedoch in Differenzspektren keine deutlichen Verschiebungen der rhombischen Anteile mit
Butyryl-CoA  gegeniiber Crotonyl-CoA  beobachtet, das bei Umwandlung zu
4-Hydroxybutyryl-CoA mit dem Cluster koordinieren konnte (Tabelle 9, Abschnitt 3.11.2).

g,= 2.030

, I , I , I . I ,
300 320 340 360 380 400

Magnetfeld, mT

Abbildung 45. 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase nach Photoreduktion in Gegenwart von
5-Deazaflavin. Darstellung eines rhombischen Signals bei 4,2 (A) und 10 K (B). Das isotrope
Semichinon ist durch vollstdndig zum Hydrochinon (EPR inaktiv) reduziert worden (Cinkaya
2002).
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4.3.3 Butyryl-CoA als Substrat der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

Fiir 4-Hydroxybutyryl-CoA als Substrat der Dehydratase wurde die Abstraktion des 2Re-
Protons festgestellt, wobei in Ubereinstimmung mit dem Substratbindemodell His292 die
wahrscheinliche Base hierfiir ist (Abschnitt 4.3.1) (Martins et al. 2004; Friedrich et al. 2008a;
Friedrich et al. 2008D).

Die Mittelketten-Acyl-CoA-Dehydrogenase und die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase
weisen eine strukturelle Ahnlichkeit bei der Substratbindung und dem Aufbau des aktiven
Zentrums sowie eine Ubereinstimmung der Stereoselektivitit auf. Daher wurde angenommen,
dass die Dehydratase auch Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitit besitzen konnte. Jedoch
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Butyryl-CoA von der Dehydratase mit Hilfe
eines kiinstlichen Elektronen Akzeptors (Ferricenium, Fe’) nicht zu Crotonyl-CoA umgesetzt
wurde. Dies wurde sowohl mit hochreiner aus C. aminobutyricum gewonnener
(Abschnitt 3.3) als auch mit der rekombinant in E. coli produzierten (Zhang, unverdffentlichte
Daten) 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase beobachtet.

Der Austausch des o-Protons von Butyryl-CoA in D,O durch 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase war mit MALDI-TOF-MS ebenfalls nicht nachweisbar (Abbildung 12, Abschnitt
3.3). Dies spricht gegen o-Deprotonierung von Butyryl-CoA durch die Dehydratase. Wird
His292 auch hier als Base angenommen, so scheint es mdglich, dass der Austausch aufgrund
der Abschirmung von His292 vom Losungsmittel nicht erfolgen kann (Martins et al. 2004) &
Berta Martins, Universitit Bayreuth, personliche Mitteilung).

4.3.4 Reaktionsmechanismus der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase

Das am hdufigsten verwendete Modell fiir die Dehydratisierung ist die Eliminierung des der
Hydroxylgruppe benachbarten Protons unter Wasserabspaltung. Dieser Mechanismus
erfordert fiir die meisten Dehydratasen (z.B. Aconitase) die Abspaltung eines bereits
aktivierten o-Protons. In 4-Hydroxybutyryl-CoA wurde fiir das fragliche B-Proton ein
pK- Wert von ca. 40 geschitzt (Smith et al. 2003a; Smith et al. 2003b). Dieses ist demnach fiir
eine Initiation der Dehydratisierung nicht ausreichend aktiviert. Die kinetischen Daten mit
4-Hydroxy[2-"H,]butyryl-CoA und 4-Hydroxy[3-"H,]butyryl-CoA als Substrat weisen auf die
Abstraktion des a-Protons als initialem Schritt hin [Abschnitt 1.4; (Cinkaya 1996)].
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In den hier vorgestellten Modellen beginnt deshalb die Reaktion durch Abstraktion des bereits
durch die Nachbarschaft zu einem Thioestercabonyl aktivierten a-Wasserstoffs. Vor der
Aufkldrung der Kristallstruktur wurde aufgrund des Flavinkofaktors und der
A?,A*-Isomeraseaktivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase zunichst ein Mechanismus
tiber Hydridtransfer postuliert [Abbildung 5, Abschnitt 1.5.2; (Scherf und Buckel 1993)]. Das
dafiir notige Ubergang zum Hydrochinonzustand des Flavins reversibel mdglich ist, konnte
durch die Verwendung stirkerer Reduktionsmittel (z.B. Dithionit) gezeigt werden (Cinkaya
2002).

Es ist fraglich ob das postulierte Intermediat 4-Hydroxycrotonyl-CoA geniigend aktiviert ist,
um durch SN2' (Nukleophile Substitution mit Umlagerung von Doppelbindungen) des
Hydrids am o-Kohlenstoff die Hydroxylgruppe zu eliminieren (Magid 1980), welche durch
den [4Fe-4S]-Cluster zusétzlich polarisiert wére (Beinert und Kennedy 1989). Obwohl bei
diesem Mechanismusvorschlag ein planares Dienolat postuliert wird, dessen Existenz durch
die Experimente zur Stereoselektivitit am C4 angezeigt wird, ist das Intermediat

4-Hydroxycrotonyl-CoA wahrscheinlich eine mechanistische Sackgasse.

Da gezeigt werden konnte, dass die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase ein
Flavinsemichinonradikal stabilisieren kann, dessen Spinkonzentration bei Substratzugabe
zunimmt (Cinkaya 2002), wurde ein radikalischer Mechanismus fiir die 4-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydratase postuliert [Abbildung 6, Abschnitt 1.5.2; (Miih et al. 1997; Buckel und
Golding 1999)]. Hierbei treten die fiir ein Semichinonradikal typischen isotropen EPR-
Signale bei g-Werten um 2,00 und nicht ndher identifizierte organische Radikalsignale auf
(Abschnitte 3.11 und 4.3.2). Es werden ausgehend vom zuvor oxidierten Kofaktor
substratinduziert Spinkonzentrationen von ca. 10 % bestimmt [Abschnitt 3.11.1; (Miih et al.
1996; Steensma et al. 1996; Niser et al. 2005)].

Die fiir diesen Mechanismusvorschlag postulierten radikalischen Substratintermediate sind
sehr reaktiv: Enolisierung durch His292 mit anschlieBender Elektroneniibertragung zum
Flavin resultiert in einem Enoxy-Substrat-Radikal, fiir das eine Senkung des pK-Werts des
zuvor unaktivierten B-Protons um 26 auf pK 14 berechnet wurde (Smith et al. 2003a; Smith et
al. 2003b). Durch H-Briicken des Thioestercarbonyls zu Ala460-NH wund der
2'-Hydroxylgruppe des Flavins wird eine weitere Senkung des pK-Werts auf ca. 8
angenommen (Engst et al. 1999; Bahnson et al. 2002). Das nach [-Protonentransfer vom
Substrat zum Flavinsemichinon gebildete Ketylradikalintermediat kann nun die durch den

[4Fe-4S]-Cluster polarisierte  Hydroxylgruppe abspalten, wodurch ein Dienoxy-
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Substratradikal entsteht. Dessen Reduktion zum planaren Dienolat ist wiederum in

Ubereinstimmung mit den Experimenten zur Stereoselektivitit am C4.

Da auch in Anwesenheit von nicht natiirlichen Substraten ein Semichinonradikal auftritt und
noch kein Substratradikal nachgewiesen werden konnte, kann der Mechanismus {iber
Hydridtransfer nicht géinzlich ausgeschlossen werden. Jedoch ist das Auftreten des
Semichinonradikals nach Substratgabe ein starker Indikator fiir einen radikalischen
Mechanismus. Der Hydridtransfermechanismus wire zudem umsténdlicher, denn es miissten
zundchst zwei Elektronen und ein Proton auf das Flavin {ibertragen werden, damit danach
eine SN2' zum Vinylacetyl-CoA erfolgen kénnte. Im Modell ohne Hydridtransfer wiirde nur
eine zyklische Einelektroneniibertragung bendtigt. Dariiber hinaus wiirde dabei mit
4-Hydroxycrotonyl-CoA ein weniger aktiviertes Intermediat gebildet, als bei dem iiber ein

Enoxyradikal postulierten Katalyseweg.

4.3.5 Ausblick und Schluss

Die vollstindige Aufkldrung der Stereoselektivitit der Reaktion der 4-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydratase eroffnet die Moglichkeit durch Vergleiche mit der Kristallstruktur die bisherigen
Substratbindungs- und Mechanismusmodelle in neuem Licht zu betrachten. Daraus ergeben
sich fiir dieses komplexe Enzym noch viele Fragestellungen: beispielsweise nach der

Vinylacetyl-CoA-Isomerase- oder der Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitét.

Da die Stereoselektivitit fiir die a- und B-Position identisch mit dem Verlauf bei den Acyl-
CoA-Dehydrogenasen ist (Biellmann und Hirth 1970a; Biellmann und Hirth 1970b; La Roche
et al. 1971; Polito und Sweeley 1971) und strukturelle Gemeinsamkeiten (Kim und Wu 1988;
Kim et al. 1993; Martins et al. 2004) der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase bestehen, kann
ein gemeinsamer Mechanismus vermutet werden. Jedoch lies sich keinerlei Butyryl-CoA-
Dehydrogenaseaktivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase nachweisen. Bei der
Dehydratase erscheint ein Mechanismus iiber Einelektronen-Redoxreaktion die einzige
realistische Moglichkeit, wihrend bei den Dehydrogenasen ein Hydridtransfer von C-3 zum
FAD favorisiert wird (Ghisla und Thorpe 2004). Andererseits gibt es auch Untersuchungen
der Mittelketten-Acyl-CoA-Dehydrogenase, deren Resultate besser mit radikalischen

Zwischenstufen zu vereinbaren sind (Lenn et al. 1989).
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Obwohl Art und Anzahl der Elektroneniibertragungen zum FAD noch nicht eindeutig
bestimmt werden konnten, lieBen sich abschlieBend bessere Argumente fiir einen
radikalischen Mechanismus der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase ohne Hydridtransfer
finden [Abbildung 6, Abschnitt 1.5.2; (Miih et al. 1997; Buckel und Golding 1999)]. Dieser
liefert das energetisch giinstigere und besser mit den experimentellen Daten
iibereinstimmende Modell.

Versuche mit trans-4-Hydroxycrotonyl-CoA als Substrat konnten hier wichtige Erkenntnisse
liefern, je nachdem ob ein Umsatz dieses Substrats mit zum Hydrochinon reduziertem
Flavinkofaktor mdglich ist, oder ob es bei Katalyse unter oxidierten Bedingungen als Inhibitor
wirkt. Inhibition wiirde dabei zeigen, dass die Hydroxylgruppe nicht ausreichend aktiviert
werden kann, um abstrahiert zu werden, und somit den radikalischen Mechanismus ohne

Hydridtransfer bestétigen.

Weitere Untersuchungen zum initialen Schritt (a-Protonabstraktion) und zur Modulation von
His292 als Base konnten erfolgen, wenn es gelinge den Cluster in die [3Fe-4S]-Form zu
bringen [vgl. Aconitase, (Emptage et al. 1983a)]. Sollte die Koordinierung des His292 mit
dem Fel des Clusters die fehlende Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitit der Dehydratase
erkldren, so sollte nun Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitit nachgewiesen werden konnen.
Dies gilt unter der Voraussetzung, dass Ferriceniumhexafluorphosphat ein fiir die

Dehydratase zugénglicher Elektronenakzeptor ist.

Mutationen des Clusterbindemotivs (C99A, C103A, H292E, C299A) haben zu einer
Verringerung des Eisengehalts der Dehydratase von 12 auf 8 pro Homotetramer (gemessen
vor Rekonstitution mit FeCl; and Na,S) gefiihrt. Dies weist auf eine [3Fe-4S]-Konstitution
des Cluster in den Mutanten hin, obwohl diese Resultate bisher noch nicht durch
EPR-Spektroskopie oder Rontgenstrukturanalyse bestdtigt werden konnten. Die
Dehydrataseaktivitit ging in allen Mutanten komplett verloren (Zhang und Buckel,
unverdffentlichte Daten). Die Zerstorung des Clusters mit Sauerstoff fiihrte nicht zu einem
Enzym das Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitét zeigt (Zhang und Buckel, unverdffentlichte
Daten).

Fir die Vinylacetyl-CoA Isomeraseaktivitit der 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase wird
o-Deprotonierung als initialer Schritt angenommen (Miih et al. 1996). Dies sollte ebenfalls

fiir die postulierte Butyryl-CoA-Dehydrogenaseaktivitit gelten, bei der diese nicht
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nachgewiesen werden konnte (Abbildung 12, Abschnitte 3.3 und 4.3.3). Das Substrat der
Isomerisierung Vinylacetyl-CoA konnte hier zusdtzlich durch eine Doppelbindung aktiviert
sein, so dass die initiale a-Deprotonierung leichter erfolgen kann als bei Butryryl-CoA.
Untersuchungen  zur Stereoselektivitit ~ der  Isomerasereaktion, sowie ein
Migrationsexperiment (analog zu Abschnitt 3.13) mit [2-’H,]Vinylacetyl-CoA wiirden

Aufschliisse uiber hierbei aktiven Basen liefern.

Eine gute Erginzung zu den Mossbauerstudien dieser Arbeit (Abschnitt 3.7) wére eine
ENDOR-Studie mit 4-[4-'"O]Hydroxybutyryl-CoA. Hier kénnte eine Interaktion der
Hydroxylgruppe mit dem Fel des Clusters leichter nachzuweisen sein, da der Kern mit dem
ungeraden Spin nur eine koordinative Bindung von diesem entfernt liegt (im Gegensatz zu 4-
Hydroxy[4-"C]butyryl-CoA) und damit ein stirkerer Effekt zu erwarten wire. Allerdings
miisste, um einen Austausch der markierten Hydroxylgruppe mit dem Ldsungsmittel zu

vermeiden, die Probenpriparation mit Freeze-Quench erfolgen.

Mossbauerstudien mit Vinylacetyl-CoA und Crotonyl-CoA-Proben, die mittels Rapid-Freeze-
Quenching erzeugt wurden, konnten zeigen, dass erst nach der Isomerisierung eine
Beteiligung des Clusters erfolgt, wenn dieser bei der Addition einer Hydroxylgruppe an das

Substrat als Lewis-Saure wirkt.

Da der Nachweis eines Substratradikals durch die Uberlagerung mit verschiedenen Signalen
schwierig ist, konnten EPR-Messungen mit selektiv markiertem [2-"H,]- bzw. [3-"H,]Butyryl-
CoA und [2-*H]- bzw. [3-2H]Crotony1-CoA erfolgen. Da Deuterium eine Verschmaélerung der
EPR-Signale hervorruft, konnten durch Vergleiche mit unmarkierten Proben (Abschnitt 3.11)
Signalkomponenten den postulierten Substratradikalen zugeordnet werden. Bei der
Untersuchung einer Markierung in der C4 Position oder stercoselektiv fiir 2Re und
39 in (2R 39-4-Hydroxy[2-’H,, 3-*H,, 4-"H,]butyryl-CoA miisste die Probenpriparation

wiederum mit Freeze-Quench erfolgen.
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