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120 °C und 10 2Torr wurden daraus 360 mg 8-Hy-
droxychinolincarbonsdure-2  (7) gewonnen. (Schmp.
210 °C unter Zers.)

Ausbeute: 360 mg = 827% d. Theorie.

2.4.3. 8-Hydroxychinolincarbonsdure-2-methylester (2)

360 mg 7 wurden in 30 ml mit HCl-Gas gesittigtem
abs. Methanol 12 Stdn. am Riickflul gekocht und die
Losung im Rotationsverdampfer zur Trockne gebracht.
Der gelbe Riickstand wurde in Ather mit wiBriger
Hydrogencarbonat-Lésung und Wasser gewaschen und
die Losung mit Na,SO, getrocknet. Der nach dem Ab-
ziehen des Athers erhaltene gelbe Riickstand wurde bei
65—70 °C und 1072 Torr sublimiert und aus Ather/
Petroldther 40 —60 °C (2 :1) umkristallisiert. Die
nach dem Umbkristallisieren blafigelben Kristalle des
8-Hydroxychinolincarbonsiure-2-methylester (2) schmol-
zen bei der ersten Messung bei 97,5—99 °C; bei er-

neuter Messung derselben Probe nach dem Auskristalli-
sieren fanden wir 73 —76 °C.
Ausbeute: 240 mg = 627% d. Theorie.

2.4.4. Deuterierung von 2

10 mg 2 wurden in 1 ml abs. THF gelost und mit
1ml D,0 drei Stdn. bei 50 °C stehengelassen. Nach
dem Eindampfen der Losung im Stickstoffstrom wurde
der kristalline, hellgelbe Riickstand sofort massenspek-
trometrisch untersucht.

Die Untersuchungen sind erméglicht worden durch
die dankenswerten Unterstiitzungen der Deutschen For-
schungsgemeinschaft, der Dr. Otto Réhm-Gedachtnis-
Stiftung und dem Fonds der Chemischen Industrie.
Herr ScuirLeiN (Straubing) war uns beim Fangen der
Kifer sehr behilflich und Herr Dr. Jocumms (Heidel-
berg) hat die mit einem HA-100-Spektrometer aufge-
nomenen NMR-Spektren angefertigt.

Gewinnung von Porphobilinogen aus $-Aminolidvulinsiure mit Zellsuspensionen
von Propionibacterium shermanii

GerHARD MULLER und GunTER BEZOLD

Isotopenlaboratorium der Abteilung Chemie, Geologie und Biologie der Universitdt Stuttgart

(Z. Naturforschg. 24 b, 47—53 [1969] ; eingegangen am 20. Juli 1968)

Zellsuspensionen von P.shermanii wandeln d-Aminolidvulinsiure rasch in Porphobilinogen um
und geben dieses an das Inkubationsmedium ab. Bei Beachtung der optimalen Inkubationsbedin-
gungen, die durch mehrere Versuchsserien ermittelt wurden, eignet sich das Verfahren zur Gewin-

nung von Porphobilinogen.

Porphobilinogen ist ein Zwischenprodukt der Bio-
synthese der natirlichen Tetrapyrrole, wie z.B. der
Porphyrine, der Corrinoide und der Chlorophylle.
Da es schwer zugénglich ist, aber beim Studium der
Biosynthese der erwiahnten Naturstoffe dringend be-
notigt wird, entwickelten wir ein Verfahren zur Ge-
winnung groflerer Mengen des Precursors.

Bisher wurde Porphobilinogen aus dem Harn von
an akuter Porphyrie erkrankten Patienten oder aus
dem Urin von Kaninchen isoliert, denen Sedormid
oder andere Porphyrie induzierende Verbindungen
verabreicht worden waren !. Auch chemische Synthe-

! Literaturzusammenstellung: J. E. Faix: Porphyrins and

Metalloporphyrins, Elsevier Publ. Comp., Amsterdam 1964.

2 G. P. Arsexauvrr and S. F. MacDo~arp, Can. J. Chem. 39,
2043 [1961].

3 H. Priesinger, P. Hess u. J. Ruepert, Chem. Ber. 101, 240
[1968].

4 W. WaLrerycH, Acta biochim. polon. 10, 243 [1963].

sen des Porphobilinogen wurden durchgefiihrt?!: 2;
sie sind jedoch mit einem relativ groflen Aufwand
verbunden, obwohl in jlingster Zeit eine wesentliche
Vereinfachung erreicht wurde3. Porphobilinogen
entsteht auch bei der Umwandlung von 6-Aminolédvu-
linsdure durch 0-Aminolavulinsdure-Dehydratase ent-
haltende Enzympréparationen 477, Als besonders
vorteilhaft erwies sich die Gewinnung von Porpho-
bilinogen aus 6-Aminoldvulinsdure mit Zellsuspen-
sionen von P. shermanii®. In der vorliegenden Mit-
teilung berichten wir ausfiihrlich tber die erzielten
Ausbeuten in Abhingigkeit von den Inkubations-
bedingungen.

5 D. L. CoLemay, J. biol. Chemistry 241, 5511 [1966].

% D. L. Naxpor, K. F. Baker-Conex, and D. Suemin, J. biol.
Chemistry 243, 1224 [1968].

B. F. Bursxuam and J. LascerLes,
[1963].

G. Bezorp, G. MtrLer u. O. MéLLer, Angew. Chem. 79,
905 [1967].

7 Biochem. J. 87, 462

8
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In Anlehnung an die enzymchemische Bildung von
Porphobilinogen (2) aus d-Aminoldvulinsdure (1)
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versuchten wir, diese Reaktion géarungschemisch
durchzufiihren. Von den untersuchten Mikroorganis-
men, wie z.B. E. coli, P. shermanii und P. arabino-
sum, die bei Zugabe von 6-Aminolavulinsdure wah-
rend der Fermentation Porphobilinogen an das Kul-
turmedium abgeben, lieferten die Propionsdurebak-
terien besonders gute Ausbeuten. Wihrend in zell-
freien Extrakten von Clostridium thermoaceticum
eine 0-Aminoldvulinsdure-Dehydratase nachgewiesen
wurde ?, deren Anreicherung z.Z. bearbeitet wird,
konnte bei der Fermentation von Clostridium ther-
moaceticum in Gegenwart von 0-Aminoldvulinsdure
im Gérmedium kein Porphobilinogen, wohl aber
Porphyrine, nachgewiesen werden?.

Die Isolierung von Porphobilinogen aus Gar-
medien ist wegen der vielen darin enthaltenen Be-
gleitstoffe ziemlich aufwendig. Deshalb bedeutete die
Beobachtung, dal} Porphobilinogen auch bei der In-
kubation von Zellsuspensionen obiger Mikroorganis-
men in geeigneten Pufferlosungen bei Zugabe von
O-Aminoldvulinsdure gebildet wird, einen wesent-
lichen Fortschritt. Die Ausbeute des auf diese Weise
gewonnenen Porphobilinogen ist einerseits abhén-
gig von der Bildungsgeschwindigkeit des Porpho-
bilinogens, wird aber andererseits stark beeinfluft
von den Reaktionsgeschwindigkeiten bestimmter
Folgereaktionen des wenig stabilen Porphobilinogens
in Richtung verschiedener Kondensationsprodukte,
die z.T. rein chemisch entstehen, andererseits aber
auch enzymchemisch in den Zellen gebildet werden.
Weiterhin spielen Transportvorginge eine Rolle, da
0-Aminoldvulinsdure von der Zelle aufgenommen
und das Reaktionsprodukt Porphobilinogen wieder
durch die Zellmembran hindurchtransportiert werden
muf}. Dieses komplexe Zusammenspiel zahlreicher
z. T. konkurrierender Faktoren kann nur durch empi-
risch bestimmte Reaktionsparameter zur Porphobili-
nogen-Gewinnung ausgenutzt werden.

Stabilitit von Porphobilinogen und 0-Amino-
ldvulinsaure

Wir untersuchten die Stabilitdt von Porphobilino-
gen und 0-Aminoldvulinsdure in Tris/HCl-Puffer von
pH 8.2. Bei 70 “C ist Porphobilinogen relativ unbe-
standig (s. Abb. 1), so dall nach 1 Stde. nur noch
45% unverindert vorliegen. Zellen von P. shermanii
beschleunigen die Umwandlung des Porphobilino-
gens, jedoch tiberwiegt der Anteil der rein chemi-
schen Weiterreaktion. 0-Aminoldvulinsdure ist da-

Porphobilinogen -Gehalt in % —
¢ 8 8 3 3 8 8 8§
o

N
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1 | 1 1 | 1
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Abb. 1. Stabilitit von Porphobilinogen bei 70 °C und pH 8,2.
—~9-@— in Tris/HCI-Puffer (0,05-m. an Tris), —0—0— in Zellsus-
pensionen von P. shermanii (Zelldichte: 70 mg Bakterien-
feuchtmasse/ml) in Tris-HCIl-Puffer (0,05-m. an Tris). Jeweils
2.8 ml Puffer bzw. Zellsuspension wurden bei 70 °C mit
0.2 ml einer 2:10~3-m. Porphobilinogen-Losung versetzt und
verschiedene Zeiten bei dieser Temperatur gehalten.

gegen unter obigen Bedingungen wesentlich stabiler:
Nach 1 Stde. bei 70 °C waren noch annihernd 90%

der urspriinglichen Menge vorhanden (s. Tab.1).

d-Aminolavulinsiure-Konzentration

Zeit in min. in muMol/3 ml in 9 der Aus-

gangskonzentration
0 2000 100
30 1940 97
60 1760 88
120 1700 i 85

Tab. 1. Stabilitit einer wiBrigen d-Aminoldvulinsiure-Losung.

Jeweils 2.8 ml Tris/HCl-Puffer (pH 8,2: 0.05-m. an Tris) wur-

den bei 70 “C mit 0.2 ml einer 0,01-m. d-Aminoldvulinsdure-

Lisung versetzt und verschiedene Zeiten bei dieser Tempera-
tur gehalten.

¢ W. Diererce, Diplomarbeit, Universitit Stuttgart, 1968.
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Bei 37 “C geht die Weiterreaktion des Porphobilino-
gens bedeutend langsamer vor sich; auch hier rea-
giert der groBlere Teil rein chemisch weiter (s.

Abb. 2).
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Abb. 2. Stabilitit von Porphobilinogen bei 37 °C und pH 8,2.

—+—+— in Tris/HCl-Puffer, —0—0— in Zellsuspensionen von P.

shermanii. Sonstige Versuchsbedingungen wie bei Abb. 1 be-
schrieben.

Umwandlung von 9-Aminolivulinsiure in Phorpho-
bilinogen mittels P. shermanii

0-Aminoldavulinsiure- und Porphobilinogen-Kon-
zentration als Funktion der Inkubationszeit. Bei der
Inkubation von d-Aminolavulinsdure mit Zellsuspen-
sionen von P.shermanii nimmt der Porphobilino-
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Abb. 3. Porphobilinogen-Bildung durch Zellsuspensionen von
P. shermanii. —o—0o— Verlauf des Porphobilinogen-Gehaltes
wihrend der Inkubation, —x—x— Abnahme des d-Aminolidvulin-
saure-Gehaltes. Jeweils 2,8 ml einer Suspension von P. sher-
manii in Tris/HCl-Puffer (pH 8,2; 0,05-m. an Tris; Zell-
dichte: 70 mg Bakterienfeuchtmasse/ml) wurden bei 70 °C
mit 0,2 ml einer 0,01-m. §-Aminoldvulinsdure-Losung (pH 8,2)
versetzt und verschiedene Zeiten bei dieser Temperatur inku-
biert.

49

gen-Gehalt nicht entsprechend dem 0-Aminoldvulin-
siure-Verbrauch zu (s. Abb. 3), da Porphobilinogen
unter Bildung verschiedener Kondensationsprodukte
weiterreagiert (vgl. Abbn.1 und 2). Der Porpho-
bilinogen-Gehalt erreicht nach 30 Min. ein Optimum,
wihrend die auf umgesetzte 9-Aminolédvulinséure be-
zogene Ausbeute ihren Hochstwert bereits nach 10
Min. hat (s. Abb. 4). Bei sehr langer Inkubation ent-
stehen aus o0-Aminolavulinsdure fast ausschliefflich
die Folgeprodukte des Porphobilinogens.

—
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Abb. 4. Prozentuale Ausbeute an Porphobilinogen bezogen
auf umgesetzte d-Aminolivulinsiure bei der Inkubation mit
Zellsuspensionen von P. shermanii (Versuchsbedingungen wie
bei Abb. 3 beschrieben).

Prozentuale Porphobilinogen-Ausbeute

Abhdingigkeit von der Inkubationstemperatur. Die
Porpholibinogen-Bildung durch Zellsuspensionen von
P. shermanii hingt sehr stark von der Temperatur
ab. Die besten Ausbeuten werden sowohl in neutra-
lem als auch in alkalischem Medium bei 70 “C erzielt
(s. Abb. 5). In diesem Zusammenhang ist von Inter-
esse, dal} das Temperaturoptimum der aus P. sher-
manii gewonnenen 0-Aminoldvulinsdure-Dehydratase
bei 60 °C liegt®, und die aus Rhodopseudomonas
spheroides ® Mauseleber ?
0-Aminolavulinsiure-Dehydratasen relativ hitzesta-
bil sind.

Auffallend ist die grole Hitzestabilitdt der Zellen
von P. shermanii, deren Fermentation bei 28 — 30
°C durchgefiihrt wird: Der Mikroorganismus hatte
seine Wachstumsfahigkeit nach einer Inkubations-
dauer von 30 Min. bei 70 “C nicht véllig eingebiifit,
wie die Beimpfung eines fiir P.shermanii geeigne-
ten Kulturmediums mit so vorbehandeltem Zell-
material zeigte.

EinfluB des pH-Wertes. Die Umwandlung von
d-Aminolavulinsdure durch Zellsuspensionen von P.
shermanii gelingt am besten in alkalischem Medium
(s. Abb.6). Das pH-Optimum ist von der Art des
Puffers abhingig und liegt in Phosphat-Puffer nach

sowie aus isolierten

Univ.-Biblisthok
Regensburg
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Abb. 5. Porphobilinogen-Bildung durch Zellsuspensionen von
P. shermanii in Abhidngigkeit von der Inkubations-Tempera-
tur. —x—x— in Phosphat-Puffer von pH 7,0, —0—0— in Tris/HCI-
Puffer von pH 8,2. Jeweils 2,8 ml einer Suspension von P.
shermanii (Zelldichte: 100 mg Bakterienfeuchtmasse/ml Sus-
pension) in Phosphat-Puffer nach Sorensen (pH 7,0;
1/15-m. an Phosphat) bzw. in Tris/HCl-Puffer (pH 8.2;
0,05-m. an Tris) wurden mit 0.2 ml §-Aminolivulinsidure-Lo-
sung (0,01-m.; pH 7,0 bzw. 8,2) versetzt und 30 Min. bei ver-
schiedenen Temperaturen inkubiert.

Sérensen bei pH 7,6, in Tris/HCI-Puffer bei pH
8,2 und in Glycin/NaOH-Puffer bei pH 9.1. Auch
die bei den optimalen pH-Werten der verschiedenen
Puffer gebildeten Porphobilinogen-Mengen variieren:
so sind die in Phosphatpuffer erzielten Ausbeuten
am geringsten, wihrend sich der Glycin/NaOH-Puf-
fer als besonders glinstig erwies. Die hohere Aus-
beute in diesem Medium ist aber nicht auf eine Ver-
wertung von Glycin zur enzymchemischen Bildung
von 0-Aminoldvulinsidure zurtickzufiihren.

Enzympréparationen von d-Aminoldvulinsdure-De-
hydratasen aus verschiedenem biologischem Material
besitzen kein einheitliches pH-Optimum: Bei den aus
Leber und Erythrocyten isolierten Enzymen liegt es
im schwach sauren Bereich 1712 wihrend die Por-
phobilinogen-Bildung mit d-Aminoldvulinsdure-De-
hydratase aus P. shermanii in Phosphatpuffer bei
pH 7% und aus R. spheroides bei pH 813 bzw. bei
pH 8,5¢ am giinstigsten verlduft. — Die Art des

10 K. D. Gisson, A. NeuBERGER, and J. J. Scorr, Biochem. J. 61,
618 [1955].
11 S, Gravick, Science [Washington] 120, 1105 [1954].
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Abb. 6. Porphobilinogen-Bildung durch Zellsuspensionen von
P. shermanii in Abhéngigkeit vom pH. —@—@— in Phosphat-
puffer nach S6rensen (1/15-m. an Phosphat), —x—x— in
Tris/HCI-Puffer (0,05-m. an Tris), —x——x— in Bis/HCI-Puffer
(0,05-m. an Bis), —0—0— in Glycin/NaOH/NaCl-Puffer *. Je-
weils 2,8 ml einer Suspension von P. shermanii (Zelldichte:
100 mg Bakterienfeuchtmasse/ml Suspension) in den verschie-
denen Puffern wurden bei 70 °C mit 0.2 ml einer 0,01-m.
d-Aminolivulinsidure-Losung versetzt und bei dieser Tempera-
tur 30 Min. inkubiert. * Biochem. Taschenbuch, II. Teil,
Springer-Verlag, Berlin/Gottingen/Heidelberg 1964, S. 90.

Puffers ist auch bei gereinigten Enzymen von mehr
oder weniger groflem Einflul: So ist z. B. die

d-Aminolavulinsdure-Dehydratase aus Rindsleber in
Tris-Puffer inaktiv 0.
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Abb. 7. Porphobilinogen-Bildung durch Zellsuspensionen von

P. shermanii als Funktion der Pufferkonzentrationen. Jeweils

2.8 ml einer Suspension von P. shermanii in Tris/HCl-Puffer

(pH 8,2)) verschiedener Konzentration (Zelldichte: 100 mg

Bakterienfeuchtmasse/ml) wurden bei 70 °C mit 0,2 ml einer

0,01-m. O-Aminoldvulinsdure-Losung (pH 8.2) versetzt und
bei dieser Temperatur 30 Min. inkubiert.

12°S, Granick and D. Mavzerar, J. biol. Chemistry 232,
1119 [1958].

13 B. F. Burxuam and J. Lasceries,
[1963].
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PORPHOBILINOGEN AUS §-AMINOLAVULINSAURE 51

Auch die Pufferkonzentration wirkt sich auf die
Umwandlung von o-Aminoldvulinsiure durch P.
shermanii aus (s. Abb. 7): Bei Tris/HCIl-Puffer ver-
zeichnet man bis zu einer Konzentration von ca.
0,6-m. an Tris eine Zunahme der Porphobilinogen-
Menge; hohere Pufferkonzentrationen fithren zu einer
allméhlichen Ausbeuteminderung.

Abhingigkeit von der 6-Aminolivulinsiure-Kon-
zentration. Die gebildete Porphobilinogen-Menge
nimmt mit steigender J-Aminoldvulinsdure-Konzen-
tration zu (s. Tab. 2). Die Ausbeute bezogen auf zu-
gesetzte O-Aminoldvulinsdure erreicht bei Zugabe
von 1 uMol é-Aminoldvulinséure pro 3 ml Inkuba-
tionsvolumen mit 62% ihr Maximum (s. Abb. 8),
fallt dann allmahlich ab und betriagt bei Zugabe von
100 ©Mol nur noch 6 Prozent.

o
(S

40

30

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

d-Aminoldvulinsdure -Konzentration
in wMol/3ml Jnkubationsansatz

Prozentuale Porphobilinogen-Ausbeute
bezogen auf
zugesetzte 8-Aminoldvulinsdure —

Abb. 8. Porphobilinogen-Bildung mit Zellsuspensionen von

P. shermanii. Auf zugesetzte J-Aminoldvulinsiure bezogene

Porphobilinogen-Ausbeute  (Versuchsbedingungen wie bei
Tab. 2 beschrieben).

Je Inkubationsansatz zu-
gegebene 0-Aminoldvulinsiure

Porphobilinogen-Gehalt
je Inkubationsansatz

[#Mol] [muMol]
0,1 21
0,2 58
0,5 152
1,0 310
2,0 470
5,0 870

10,0 1440
20,0 1635
50,0 2790

100,0 3080

Tab. 2. Abhéngigkeit der gebildeten Porphobilinogen-Menge
von der O-Aminolivulinsiure-Konzentration. Jeweils 2,8 ml
einer Suspension von P. shermanii in Tris/HCl-Puffer (pH
8,2; 0,05-m. an Tris; Zelldichte: 100 mg Bakterienfeucht-
masse/ml Suspension) wurden bei 70 °C mit 0,2 ml §-Amino-
lavulinsdure-Losungen verschiedener Konzentration, die auf
pH 8,2 eingestellt wurden, versetzt und bei dieser Temperatur
30 Min. inkubiert.

EinfluB der Zelldichte. Die Messung der Abhén-
gigkeit der Porphobilinogen-Bildung von der Zell-
dichte wurde bei hoher d-Aminoldvulinsdure-Kon-
zentration (20 uMol d-Aminoldvulinséure je Inkuba-
tionsansatz) durchgefiihrt, um einer eventuellen Ver-
falschung der Mewerte bei hohen Zelldichten durch
Mangel an 6-Aminoldvulinsdure vorzubeugen. Wie
aus Tab. 3 hervorgeht, wird die optimale Zelldichte
bei ca. 90 mg Bakterienfeuchtmasse pro ml Suspen-
sion erreicht.

Zelldichte in mg Bakterien-
feuchtmasse pro ml

Porphobilinogen-Gehalt
pro Inkubationsansatz

Suspension [muMol]
4,58 147
9,15 326

18,30 564
36,60 976
55,00 1280
73.30 1456
91,50 2330
110,00 2140
128,30 2060
151,00 | 2140
174,00 i 2200

Tab. 3. Abhingigkeit der Porphobilinogen-Bildung von der

Zelldichte. Jeweils 3,8 ml einer Suspension von P. shermanii

in Tris/HCl-Puffer von pH 8,2 (0,05-m. an Tris; Zelldichte

wie in der Tabelle angegeben) wurden bei 70 °C mit 0,2 ml

einer 0,1-m. §-Aminoldvulinsiure-Losung, die auf pH 8,2 ein-

gestellt worden war, versetzt und bei dieser Temperatur
30 Min. inkubiert.

EinfluB verschiedener Elektrolyte bzw. organischer
Verbindungen. Nur in wenigen Fillen konnte durch
Zusitze eine geringfligige Steigerung der Porphobili-
nogen-Ausbeute erzielt werden (s. Tab.4). Schwer-
metall-Tonen, wie Hg2®, Ag®, Cu2® und Pb>® fiih-
ren rasch zur Inaktivierung der Zellen, wihrend
andere Zusitze die Porphobilinogen-Gewinnung in
unterschiedlichem Malle beeintrdchtigen (s. Tab. 4).

Folgende Substanzen ** waren ohne Einfluf}:
MgSO4, ZnSO,, FeSO,, Kz[Fe(CN),], CaCl,,
CoSO0, , NaCl, KSCN, KJ, K,;HPO,, NaF, Hydrazin,
3-Amino-1.2.4-triazol, Hydroxylamin-hydrochlorid,
2.4-Dinitro-phenol, 2-Jod-acetamid, Sedormid, As-
corbinsédure, Glutathion in oxydierter und reduzier-
ter Form, Cystein, Mercaptodthanol und Sulfathia-
zol.

** Endkonzentration im Inkubationsansatz: 10~3-m. mit Aus-
nahme von Sedormid. Von diesem wurden 0,3 ml einer bei
70 °C gesittigten Losung zugesetzt.
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52 G.MULLER UND G.BEZOLD

relativer
Endkonzen-  Porphobilinogen-
Zusiitze tration der Gehalt pro In-
Zusitze im kubationsansatz
Inkubations- (Normal-
Gemisch ansatz = 100)

= ‘ . 100
Kl 1 105
KCN 106
Ka[Fe(CN)g] | | 106
FeCl3 ‘ ‘ 106
MnSO4 | 106
NH4Cl ‘ 107
Aly(SO4)3 : 83
HgClo* \ 0
AgNOg* | _3 0
Pb(OAc)s * lp A0 0
CuCls | 0
Semicarbazid 93
Harnstoff 92
Dimedon 91
Imidazol 90
Idranal 47
p-Chlor-mercuri-
benzoesiure-Natrium 0
Glucose 2.8 - 10-2-m. 93

Tab. 4. Einflul verschiedener Zusitze auf die Porphobilinogen-
Bildung. Jeweils 2.5 ml einer Suspension von P. shermanii in
Tris/HCl-Puffer pH 8,2 (0,5-m. an Tris; Zelldichte: 80 mg Bak-
terienfeuchtmasse pro ml Suspension) wurden bei 70 °C mit
0.3 ml einer Losung des Zusatzes (Endkonzentration der Zu-
sitze im Inkubationsgemisch wie in der Tabelle angegeben)
und 0,2 ml einer 0,01-m. d-Aminolivulinsidure-Losung versetzt
und 30 Min. bei dieser Temperatur inkubiert. * Die tatsich-
liche Schwermetallionen-Konzentration ist hier bedeutend
kleiner, da der Puffer Chloridionen enthalt.

Eigenschaften der zur Porphobilinogen-Gewinnung
benutzten Zellen von P. shermanii

Im Hinblick auf die Verwendung von Zellsuspen-
sionen von P. shermanii zur Umwandlung von
d-Aminoldvulinsdure in Porphobilinogen wurden
einige Eigenschaften des Mikroorganismus niaher
studiert.

Garfithrung. Eine Enzyminduktion bei Zugabe
von d-Aminoldvulinsdure zum Gdrmedium wurde
nicht beobachtet. Die dabei erhaltenen Zellen erga-
ben bei anschliellender Inkubation keine hohere Por-
phobilinogen-Ausbeute als Zellen, die ohne Zusatz
von O-Aminoldvulinsdure geziichtet wurden. Auch
durch Zusatz von Co®“-lonen zum Kulturmedium
lie} sich die Aktivitat der Zellen nicht steigern.

Ferner priiften wir die Aktivitdt von P. shermanii
in Abhangigkeit von der Fermentationsdauer. Hier-
zu wurde einem Géaransatz wihrend 11 Tagen tdg-
lich eine Probe entnommen und die darin enthalte-
nen Zellen mit 0-Aminoldvulinsdure inkubiert. Die

erzielten Porphobilinogen-Werte blieben wihrend
der ganzen Zeit konstant.

Mgexo~x und SuemixN berichten, daf sich die Enzym-
aktivititen der o-Aminoldvulinsdure-Dehydratasen
in zellfreien Extrakten von P. shermanii, welche
anaerob bzw. aerob geziichtet wurden, stark unter-
scheiden. So betrdgt die Aktivitdt in Extrakten von
aerob kultivierten Zellen hochstens 10% der Aktivi-
tat von Extrakten aus Zellen, die anaerob gefiihrt
wurden '*. Dagegen ergaben unsere Versuche, daf
Suspensionen von aerob bzw. anaerob geziichteten
Zellen von P. shermanii keine Aktivitdtsunterschiede
hinsichtlich der Porphobilinogen-Bildung zeigen.
Selbstverstdndlich ist aber die Bakterienausbeute bei
anaerob geziichteten Kulturen von P. shermanii
héher als bei aerob gefiihrten.

Lagerfihigkeit von P. shermanii. Bakterienfeucht-
masse, Acetontrockenbakterien und gefriergetrock-
nete Zellen von P. shermanii wurden 3 Monate bei
—20 °C aufbewahrt, ohne daf} ein Aktivitidtsverlust
auftrat.

Porphobilinogen-Gewinnung mit verschieden vor-
behandelten Zellen von P. shermanii. Die Aktivititen
von Bakterienfeuchtmasse, Acetontrockenbakterien
und gefriergetrockneten Zellen haben bei einmaliger
Inkubation denselben Wert (s. Tab.5). Bei mehr-
maliger Inkubation des gleichen Materials ist die

Gebildete relative Porphobilinogen-
Menge je Ansatz
(1. Inkubation der Bakterien-

Art der Zellen
von P. shermanit

entsprechend feuchtmasse = 100)
o T R
S Inku- Inku- Inku- Inku-
bation bation  bation bation
Bakterien-
Feuchtmasse 100 101 95 82
Gefriergetrockn.
Zellen 100 93 77 54
Acetontrocken-
bakterien 100 99 81 55

Tab. 5. Porphobilinogen-Bildung bei wiederholt verwendeten
Zellen von P. shermanii verschiedener Vorbehandlung. Jeweils
2,8 ml einer Suspension von P. shermanii in Tris/HCl-Puffer
(pH 8.2; 0,05-m. an Tris; Zelldichte: 50 mg Bakterienfeucht-
masse/ml Suspension bzw. auf diesen Wert bezogene Mengen
an Acetontrockenbakterien und gefriergetrockneten Zellen)
wurden bei 70 °C mit 0,2 ml einer 0,01-m. d-Aminolidvulin-
sdure-Losung versetzt und 30 Min. bei dieser Temperatur in-
kubiert. Nach jeder Inkubation wurde das Zellmaterial ab-
zentrifugiert, mit physiologischer NaCl-Losung gewaschen und
anschlieend wieder in obigem Puffer suspendiert.

14 A, Mevox and D. Suemin, Arch. Biochem. Biophysics 121,
304 [1967].
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Verwendung von Bakterienfeuchtmasse am giinstig-
sten. Mit diesen Zellen sind drei aufeinander fol-
gende Inkubationen mit praktisch gleicher Porpho-
bilinogen-Ausbeute moglich.

Experimenteller Teil

Fermentation von P. shermanii '>. Die Girungen mit
P. shermanii wurden in 10-[-Steilbrustflaschen mit je
71 Medium bei 28—30 °C durchgefiihrt. Das Nihr-
medium setzte sich wie folgt zusammen [g]: 385 Corn-
steep-Trockenpulver, 17,5 Bacto-Yeast Extract, 12,3
NaH,PO,, 12,3 K PO,, 2,8 MgCl,-6 H,O, 0,07
FeSO,, 71 H,0. Die angefiihrten Bestandteile wurden
in der angegebenen Menge H,0 gelost bzw. suspen-
diert. Dann wurde das pH auf 6,9 eingestellt (mit
KOH), und ca. 45Min. bei 120 °C im Autoklaven er-
hitzt. Nach dem Erkalten filtrierte man vom Ungelosten
ab und stellte den pH-Wert, der beim Erhitzen absank,
erneut auf 6,9 ein. Anschliefend wurde das Girmedium
bei 120 °C im Autoklaven wihrend 60 Min. sterilisiert.
Zur Beimpfung dienten 700 ml Impfkultur, deren Me-
dium sich wie oben beschrieben zusammensetzte. Durch
tagliche Zugabe von 140 ml steriler 50-proz. Glucose-
Losung (der Glucose-Gehalt soll ungefihr 1% betra-
gen) und Einstellen des pH mittels steriler, gesittigter
Soda-Losung auf 6,8 wurde die Garung wihrend der
jeweils angegebenen Girdauer in Gang gehalten. Dann
wurden die Bakterien abzentrifugiert und mit physio-
logischer NaCl-Losung gewaschen.

Inkubation von 0-Aminoldvulinsdure mit Zellsuspen-
stonen von P. shermanii. Die Inkubationsansitze (s.
Abb.1—8 bzw. Tab 2 —5) zur Ermittlung der optima-
len Versuchsbedingungen bestanden meist aus 2,8 ml
Zellsuspension und 0,2 ml d-Aminoldvulinsdure-Losung.
Nach Ablauf der gewihlten Inkubationszeit wurde die
Reaktion durch Zugabe von 1ml einer Trichloressig-
sdure und HgCl, enthaltenden Losung (80 ml 10-proz.
Trichloressigsdure und 20 ml 0,2m HgCl,) abgebro-
chen. Nach Abzentrifugieren der Zellmasse wurde Por-
phobilinogen spektrophotometrisch nach MavzeraLr und
Graxick 18 durch Messung der Extinktion bei 555 mu
bestimmt, wobei Ehrlichs Reagenz (2 g p-Dimethyl-
aminobenzaldehyd in 100 ml 6-n. HCl) mit 5¢g HgCl,
je 100 ml Losung versetzt wurde. d-Aminoldvulinsdure
wurde mit Hilfe der Pikratmethode nach Ecrviorr 7
durch Messung der Extinktion bei 495 mu bestimmt.

Gewinnung von Porphobilinogen. Man lifit einen
Giransatz von P. shermanii unter oben beschriebenen
Bedingungen 3 Tage wachsen. Die durch Zentrifugie-
ren gewonnene Bakterienfeuchtmasse wird mit physio-

15 K. BernuaUER, E. Becuer u. G. WiLnary, Arch. Biochemistry
83, 248 [1959].

16 D. MavzerarL and S. Granick, J. biol. Chemistry 219, 435
[1956].

17 'W. H. Ecvurorr, Biochem. J. 74, 90 [1960].

logischer NaCl-Losung und anschlieBend mit Tris/HCl-
Puffer (pH 8,2; 0,05-m. an Tris) gewaschen.

100 g Bakterienfeuchtmasse werden in 915 ml Tris/
HCI-Puffer gleicher Zusammensetzung suspendiert.
Diese Suspension wird unter Riihren und Durchleiten
von N, auf 70°C erwidrmt, mit einer Lésung von
600 mg O-Aminoldvulinsdure-hydrochlorid (dargestellt
nach Neusercer und Scorr®) in 70 ml H,0, deren
pH mit Tris-Losung auf 8,2 eingestellt wurde, versetzt
und unter weiterem Riihren und Durchleiten von N,

30 Min. bei 70 °C inkubiert.

Man kiihlt das Inkubationsgemisch ab, entfernt die
Zellmasse durch Zentrifugieren und stellt das pH der
Losung mit verdiinnter HC1 auf 7,2 ein. Anschlieend
wird die Losung auf eine Sdule (20 cm Lidnge, 4,5 cm
Durchmesser) aus DEAE-Cenllulose (DEAE-Sephadex
A-25) gegeben, deren Chlorid-Form mit Tris/HCl-Puf-
fer (pH 7,2; 0,05-m. an Tris) so lange gewaschen wor-
den war, bis der Durchlauf ein pH von 7,2 hatte. Man
eluiert mit diesem Puffer bis kein Porphobilinogen
mehr von der Sidule kommt, stellt das pH des Eluats
mit verdiinnter HCl auf 4 ein und fallt mit 20-proz.
Quecksilber (IT) -acetat-Losung. Der Niederschlag wird
abzentrifugiert, mit 1-proz. Quecksilber (II)-acetat-
Losung gewaschen und in wenig H,O suspendiert.
Dann zersetzt man mit H,S, zentrifugiert vom HgS ab
und extrahiert dieses zweimal mit wenig H,0. Die ver-
einigten Uberstinde werden im Vakuum schonend auf
ca. 5ml eingeengt. Anschliellend stellt man die Losung
mit verdiinntem Ammoniak auf pH 4 ein. Dabei schei-
det sich Porphobilinogen als Rohprodukt ab 9.

Nach 12 Stdn. im Kiihlschrank wird der Nieder-
schlag abzentrifugiert. Im Zentrifugenbecher fiigt man
zur Auflosung des Porphobilinogens wenig 0,5-n. Am-
moniak hinzu und zentrifugiert vom Ungeldsten ab.
Dieses wird nochmals mit wenig 0,5-n. Ammoniak ex-
trahiert. Das pH der vereinigten ammoniakalischen Lo-
sungen stellt man zur Fillung des Porphobilinogens
mit Eisessig vorsichtig auf 4 ein und ldfit iiber Nacht
im Kiihlschrank stehen. Die Kristalle werden abge-
saugt, mit eiskalter verdiinnter Essigsiure (pH = 4)
und gleich anschliefend mit wenig kaltem Aceton ge-
waschen. Man trocknet im Exsiccator iiber KOH. Aus-
beute: 92 mg Porphobilinogen (21%).

Herrn Professor Dr. H. Brepereck, der Deutschen
Forschungsgemeinschaft und dem Verband der Chemi-
schen Industrie danken wir fiir die Forderung unserer
Arbeiten. Ferner sind wir Frau SysiLLe Fricker, Frau
Gisera SieBke und Friaulein Karin Lanpensercer fiir
fleiBige und gewissenhafte Mitarbeit zu Dank verpflich-
tet.

18 A. Nevsercer and J. J. Scorr, J. chem. Soc. [London]
1954, 1820.

19 G. H. Cooksox
[1954].

and C. Rimvuxcron, Biochem. J. 57, 476
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