Chemische Grundlagen des Wirkungsmechanismus von Glyoxalase I,
einem Zielenzym fiir Cancerostatica

Von Kenneth T. Douglas* und Seiji Shinkai

Glyoxalase I wurde zwar schon 1913 entdeckt, die Aufgabe dieses Enzyms im Organismus
ist aber trotz allem noch nicht endgiiltig geklart. Es katalysiert die Umsetzung von a-Keto-
aldehyden und Glutathion zu S-p-Lactoylglutathion, das dann von Glyoxalase II zu D-Lac-
tat und Glutathijon gespalten wird. Als natiirliches Substrat vermutete man lange Methylgly-
oxal, doch war unbekannt, ob diese Verbindung iiberhaupt im Organismus entsteht oder ob
sie ein Artefakt ist. Heute kennt man metabolische Vorginge, bei denen a-Ketoaldehyde ge-
bildet werden. Glyoxalase I kommt in Zellen jeder Entwicklungsstufe vor. Obwohl ihre
physiologische Bedeutung noch lange nicht entritselt ist, wurde Glyoxalase 1 ofters eine
Rolle bei der Krebsentstehung zugesprochen. In diesem Fortschrittsbericht wird vor allem
der Wirkungsmechanismus des Enzyms diskutiert, dessen Kenntnis die Synthese starker In-
hibitoren erméglicht. Bis vor ca. zehn Jahren nahm man einen Hydridtransfer als entschei-
denden Schritt an; heute gilt jedoch - vor allem aufgrund der Befunde von NMR-Untersu-

chungen - als sicher, daB es sich dabei um eine Protoneniibertragung handelt.

1. Einleitung

Seit langem ist bekannt, daB a-Ketoaldehyde stark can-
cerostatisch sind!"'; ihre Verwendung als Cancerostatica ist
jedoch nicht méglich, da sie in vivo durch das Glyoxalase-
System schnell in die entsprechenden inaktiven! a-Hydro-
xycarbonsduren umgewandelt werden. Das Glyoxalase-Sy-
stem wurde 1913 entdeckt™; es besteht aus zwei Enzymen
und dem Cofaktor Glutathion (GSH). Glyoxalase I (Lacto-
ylglutathion-Lyase, EC 4.4.1.5) uberfithrt das aus GSH
und Methylglyoxal oder anderen a-Oxoaldehyden gebil-
dete Monohemithioacetal gemi Gleichung (1) in S-Lac-
toylglutathion®. Dieser Thiolester wird dann von Glyoxa-
lase II (Hydroxyacylglutathion-Hydrolase, EC 3.1.2.6) zu
Milchsdure und freiem Glutathion hydrolysiert [Gl. (2)].

Wie Walsh'¥ bemerkte, miiiten zur direkten Oxidation
des Aldehyds zwei Elektronen aus der schon stark elektro-
philen Gruppe entfernt werden. Nach vorgeschalteter Bil-
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dung des Monohemithioacetals werden die beiden Elek-
tronen aus einem nicht-elektrophilen Zentrum entfernt,
wobei ein Thiolester mit hohem Gruppeniibertragungspo-
tential entsteht. Zweifellos erleichtert dies die von der Gly-
oxalase II katalysierte Hydrolyse. Es ist jedoch auch ein
Mechanismus denkbar, der vom hydratisierten Aldehyd
(der hauptsichlich vorliegenden Form) direkt zur Milch-
sdure fithrt [Gl. (3)].
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Die Beteiligung von zwei Enzymen und Glutathion so-
wie die Bildung eines freien Thiolesters als Zwischenpro-
dukt bieten wahrscheinlich metabolische Vorteile und er-
moglichen eine bessere Regulation. Die Reaktionsfolge ist
von den zelluliren GSH-Konzentrationen, von der Auf-
bau- und Abbaugeschwindigkeit der Enzyme etc. abhén-
gig. Nach Gillespie!” kénnte auch das Zwischenprodukt S-
Lactoylglutathion wichtige biologische Eigenschaften ha-
ben.

Obwohl man die Glyoxalase-Reaktion schon lange
kennt, ist noch vieles an ihr ritselhaft. Welche physiolo-
gische Bedeutung hat sie und welcher Wirkungsmecha-
nismus liegt vor? Auch die Natur des Substrats der Gly-
oxalase I ist nicht endgiiltig geklirt. Das Substrat kdnnte
entweder das Hemithioacetal sein, das aus GSH und
CH;COCHO nichtenzymatisch gebildet wird, oder freies
GSH und CH,COCHO, die in zufilliger oder geordneter
Weise mit dem Enzym reagieren. Das Interesse an Glyoxa-
lase I hat zwei Ursachen: 1) Es wird als Zielenzym fiir
Cancerostatica angesehen, da seine Inhibitoren oft cytoto-
xisch wirken und auch in vivo eine tumorhemmende Akti-
vitit aufweisen. 2) Der Wirkungsmechanismus von Gly-
oxalase I erinnert an die Reaktionsfolge der Glycerinalde-
hyd-3-phosphat-Dehydrogenase®™; Cys-149 dieses Enzyms
bildet mit Glycerinaldehyd-3-phosphat ein Hemithioace-
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tal, das danach zu einem enzymgebundenen Thiolester
(mit NAD®) oxidiert wird [Gl. (4)].

o° 10 o° OH
0=POCH .. ==0=POCH ¢
i 2\(|:H/<’§H LT CHTUH
OH gg- O OH §

W (4)

9 ¥
O=}"OCH2\CH/C\S + 2 NADH

Oe On 13“«

2NAD®
—_—

Mit Glyoxalase I verliuft der RedoxprozeB intramole-
kular (durch eine 1,2-Wasserstoffverschiebung), im Fall
der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase jedoch
intermolekular (durch Hydridtransfer auf NAD®). Die
glutathionabhingige Formaldehyd-Dehydrogenase iiber-
fihrt Formaldehyd in einen energiereichen Glutathion-

GSH + Hy,C=0 Formaldehyd-

Dehydrogenase H\ N /,O
” —_— C + 2 NADH (5)
2NAD® |
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thiolester® der Ameisensiure durch eine intermolekulare
(NAD®-abhingige) Redoxreaktion des Glutathionhemi-
thioacetals [Gl. (5)].

2. Biologische Grundlagen

2.1. Hypothesen, warum Inhibitoren der Glyoxalase I
cancerostatisch sein konnten

Glyoxalase I soll eine Rolle bei der Histaminfreisetzung
spielen’, fiir die Mikrotubuli-Polymerisation wichtig
sein® und am Schutz gegen Darmbakterien beteiligt
sein®; da Methylglyoxal das DDesaminierungsprodukt von
Aminoaceton ist, wurde auch ein metabolischer Cyclus un-
ter Beteiligung von Glyoxalase I fiir den Abbau von Gly-
cin und Threonin postuliert®; méglicherweise hat das En-
zym auch eine Aufgabe bei der Him-Biosynthese!'®. All
dies ist hier nicht von Belang.

Eine tumorhemmende Aktivitit von Inhibitoren der
Glyoxalase I wurde etwa gleichzeitig von Vince und
Wadd"" sowie von Szent-Gyérgyi'? vermutet. Da Glyoxa-
lase I in Gegenwart von GSH, das zur Zellteilung nétig
ist''®), das cytotoxische Methylglyoxal schnell in das nicht-
toxische Lactat umwandelt!"3-'*!, kdnnten, so Vince und
Wadd"""), Inhibitoren der Glyoxalase I die Methylglyoxal-
konzentration in Tumorzellen erh8hen und dadurch das
Zellwachstum hemmen. Szent-Gydrgyi vertrat die Ansicht,
da8 fiir normales Zellwachstum ein empfindliches Gleich-
gewicht zwischen wachstumshemmenden (Methylglyoxal)
und -férdernden Kriften (Glyoxalase I) wichtig sei. Auf-
grund dieser einfachen Annahme sollten Inhibitoren der
Glyoxalase I cancerostatisch sein. Heute weiB man, daB
die Situation wesentlich komplizierter ist.
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2.2. Beispiele fiir Inhibitoren der Glyoxalase I,
die cytotoxisch oder cancerostatisch sind

Schon frith wurden Substratanaloga der Glyoxalase I
hergestellt und ihre Wirkung untersucht. So wurde die
groBBe Gruppe der S-substituierten Glutathione 1 syntheti-
siert, die sich als starke Inhibitoren der Glyoxalase I erwie-
sen!''7-19 Vijele dieser Verbindungen sind cytotoxisch fiir
L1210-Leukimie- und KB-Zellen (Zellkulturen)®®. AuBer-
dem wurden einige S- und N-substituierte Cysteinylglycin-
Derivate getestet?!). Alle Verbindungen wurden in vivo
rasch inaktiviert?!-?2,

1a, R = —(CH,),H
b, R = -CH,Aryl
Ic, R = —{CH,),COAryl
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Verbindung 2, die durch y-Glutamyl-Transpeptidase
nicht gespalten wird, schien vielversprechende biologische
Eigenschaften zu besitzen. Obwohl S-(p-Brombenzyl)glu-
tathion ein starker Inhibitor der Glyoxalase I ist (beson-
ders fiir das Enzym in menschlichen Erythrocyten), ist un-
klar, ob dies die Ursache fiir die tumorhemmende Aktivitit
dieser und analoger Verbindungen ist. So inhibieren Glu-
tathion-Derivate auf komplizierte Weise die Ribonucleo-
tid-Reduktase®?4, die die Bildung von Desoxyribonucleo-
tiden aus Ribanucleotiden durch Reduktion der Furano-
sereste katalysiert (siche Schema 1); diese Reaktion kann
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der DNA-
Replikation in vielen Systemen sein. Es ist somit mdglich,
daB die Inhibierung dieses lebensnotwendigen Prozesses
die tumorhemmende Wirkung hervorruft. Eines der Di-
thiol-Donorproteine, das Glutaredoxin, wird durch eine
Reaktionsfolge regeneriert, an der auch Glutathion betei-
ligt ist, und so war es nicht iiberraschend, daB Glutathion-
Derivate, die am Schwefel- und/oder Stickstoffatom blok-
kiert sind, die Donoraktivitit des Glutaredoxins bei der
Ribonucleotid-Reduktase aus E. coli hemmten?*. Analoga
des oxidierten Glutathions inhibieren die Ribonucleotid-
Reduktase aus E. coli noch stiarker2¥,

®—®—O\ ji Base ‘;‘:;"u';“':":"“" ®—®—O O_ Base
HO OH HO H
SH SH S—S
Thioredoxin
oder
Glutaredoxin

F~———2 GSH = GSSG

Schema 1. Mechanismus der Umwandlung von Ribonucleotiden in Desoxy-
ribonucleotide, die durch das Enzymsystem Ribonucleotid-Reduktase kata-
lysiert wird.
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Reduktionsmittel wie Ascorbinsiure 3, die mit Methyl- CH3COCOL

glyoxal strukturell verwandt sind, verhindern das Wachs- aKetoaldehyd-

tum des Sarcoma 180; sie sind zugleich starke Inhibitoren Y regenase aus Schaflcbet o

der Glyoxalase I®\. Die Inhibierung der Glyoxalase I OH

durch 3 und andere -Verbindungen, die eine Endiol- (4) CH3;COCHO O‘ .

oder paene-Endiol-Struktur (5)'" aufweisen, wurde deren T

Ahnlichkeit mit einem Teil des vermeintlichen Ubergangs- it S

zustandes des Substrats der Glyoxalase-I-Reaktion zuge- *39.3ub)

schrieben’®®. Solche Verbindungen sind gute Chelatbild- CH3;CH(OH)COSG

ner, und die Hemmung der Glyoxalase I, eines Zn-haltigen

Metalloenzyms, konnte teilweise oder ganz auf dieser Ei- Phosphorylierung (wahrscheinlich auf dhnliche Weise wie

genschaft beruhen?’. 2,4-Dinitrophenol). Es inhibiert zudem die Succinat-Dehy-
drogenase und die 3a-Hydroxysteroid-abhiingige Trans-

o hydrogenase. Vor kurzem wurde vorgeschlagen, daB seine

OH OH A antineoplastische Wirkung auf der Inhibierung der L-Di-
o OH hydroorotat-Dehydrogenase und damit der Pyrimidin-Bio-

CHOH synthese beruht.

(':1120}1 Die cytotoxische Wirkung des Methylglyoxals wird

3 4 5 durch gleichzeitige Gabe von S-blockiertem Glutathion als

Glyoxalase-I-Inhibitor potenziert™., Yamamoto®**" be-

Methylglyoxal wird noch durch andere Reaktionen ent- richtete, dal8 die Bindung von Phytochlorin-Natrium (ei-
giftet; alle Wege sind in Schema 2 zusammengefaBt. Die nem Porphyrin) an Krebszellen in vitro bei Bestrahlung
direkte (NAD-abhingige) Oxidation zu Pyruvat durch die mit sichtbarem Licht durch Methylglyoxal verstirkt wird.
o-Ketoaldehyd-Dehydrogenase findet sowohl in Sauge- Methylglyoxal senkte zudem die Tumorbildungshaufigkeit
tierzellen®” (einschlieBlich einiger Tumorzellen) als auch auf ein Drittel®**".. Yamamoto schlug angesichts des Syn-
in Bakterien statt. Der NADPH-abhingige Weg iiber Lact- ergismus von a-Ketoaldehyd und Porphyrin bei der Tei-
aldehyd wurde in Bakterien beobachtet®?®. Um die zellu- lung von Krebszellen eine Beteiligung des Glyoxalase-Sy-
lire a-Ketoaldehyd-Konzentration im Siugetierorganis- stems bei der Mitose vor. Wir beobachteten eine starke
mus zu erh6hen, muB sowohl der Glyoxalase-I- als auch
der a-Ketoaldehyd-Dehydrogenase-Entgiftungsweg blok- A CH,
kiert werden; diese Notwendigkeit wurde erstmals von
Vince und Daluge® betont. HyC B

O
a-Ketoaldehyd- H3C)J\n/H
Dehydrogenase (NAD®) le) MEG-Reduktase (NADPH) . H3C CH3
ﬁyonhu D C
OH A,B c,D WM
Hj\coze Hj\c HsCTCHO Hémin CH=CH, (CH,),CO°  FeCl
o Protoporphyrin IX CH=CH, (CH,),CO° 2H
D-Lactat p-Lactaldehyd L-Lactaldehyd R . o
— o /hcmdewd Hidmatoporphyrin CII(OH)-CH; (CH;);CO, 2 H
Dehydrogenase (NAD Dehydrogenase (NAD®) Coproporphyrin III (CH,);COL  (CH,y),CO,° 2 H
o HJC COz
H:’C)J\COZe L-Lactu! A
Dehydrogenase (NAD®) N
Pyruvat
Schema 2. a-Ketoaldehyd-Katabolismus.
A A
Lapachol 6 und einige Derivate sind tumorhemmend.
Wir konnten vor kurzem zeigen, daB Lapachol nicht nur
die Glyoxalase I aus menschlichen Erythrocyten inhibiert,
sondern auch die o-Ketoaldehyd-Dehydrogenase aus A
Schafleber.

Lapachol greift auch an anderer Stelle in den Stoffwech- meso-Tetra(4- N-methylpyridyl)porphin(TMPyP), A = @ﬁ-ﬂh
sel ein'”!, Als Hydroxychinon entkoppelt es die oxidative meso-Tetra (4-carboxyphenyl)porphin(TCCP), A= cop
[*] ,,Paene* stammt aus dem Lateinischen und heiBt ,fast, beinahe, so gut mew—Tetra(4-sulfonatophenyl)porphin(TPPS4), A= @SO’G

wie*. Die Vorsilbe wurde eingefilhrt, um verwandte, aber nicht vollig

analoge Strukturen zu kennzeichnen [26}. Abb. 1. Porphyrin-Inhibitoren der Glyoxalase 1.
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Hemmung der Glyoxalase I aus vielen Spezies durch eine
Reihe von Porphyrinen (siche Abb. 1)***3! und konnten
Yamamatos Ansicht bestitigen. Da die Hemmung bei
niedrigerem pH-Wert stirker ist und da Krebszellen - be-
sonders nach Glucosegaben - niedrigere pH-Werte als
normales Gewebe aufweisen''¥), wird Glyoxalase I durch
Porphyrine in Krebszellen stirker inhibiert als in normalen
Zellen; dieser Effekt trégt auch zur selektiven Aufnahme
von einigen Porphyrinen durch Krebszellen bei®®?.
Umezawa et al. fanden im Kulturmedium eines Pilzes ei-
nen starken kompetitiven Inhibitor (K;=4.6-10"%Mm) der
Glyoxalase I, bei dem es sich um die Polyhydroxyverbin-
dung 7 handelt®, 7 hemmt das Wachstum von Yoshida-
Sarcoma-Zelien, ist aber in vivo unwirksam, wahrschein-
lich weil die Esterbindung leicht gespalten wird®®., Man

OH
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¢ OH
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HO" " "OH -CHy H=CHCO® . “OH
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weill jedoch heute, da3 7 eine Reihe von Enzymen inhi-
biert?”. Ein weiterer Inhibitor der Glyoxalase I aus Acti-
nomyceten®® ¥ ist der Crotonsiureester 8a, der sehr
schnell mit Glutathion zu 8b reagiert. 8 ist kaum antibak-
teriell, hemmt aber das Wachstum von Yoshida-Sarcoma-
Zellen in Gewebekultur. Das Wachstum von Asciten und
soliden Tumoren des Ehrlich-Carcinoms konnte in M#u-
sen durch tégliche intraperitoneale Injektion von 8 ge-
stoppt werden. AuBerdem wurde die Uberlebenszeit von
Miusen mit Leukéimie L1210 verlingert?®®>7,

3. Chemische Grundlagen
3.1. Die Thiol-Aldehyd-Reaktion

Schon vor 100 Jahren wurde iiber die Reaktion von
Thiolen mit Aldehyden berichtet®. Die Substrate fiir Gly-
oxalase I [Gl. (1)] und Formaldehyd-Dehydrogenase
(9)"*2 werden in einer solchen Reaktion gebildet. AuBer-
dem entstehen Zwischenprodukte der Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase-Reaktion (10)"*! auf diese Wei-

Cysia
I|I N
9 H—(IZAOH His~-176-- . H-O-t'-H 10
SG 'HOH
|4 29
{ -H20P03

se. Die Hemmung einiger Thiol-Proteasen durch Aldehyde
beruht gleichfalls auf dieser Reaktion. Die Verhiltnisse
sind kompliziert, da a) Hydratformen des Aldehyds™4, b)
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Tonisierung des Thiols**** und c) Ionisierung der OH-
Gruppe des Monohemithioacetals'*'-*®¥! beriicksichtigt wer-
den miissen. Gleichung (6) zeigt deshalb nur ein verein-
fachtes Schema (K,=wahre Assoziationskonstante von
RSH und Aldehyd; K,=Siurekonstante des Thiols).

clm
RSH + R'CHO = R'—(II—H

Ks
[ \\ SR
Kl 1

R'CH(OH), KT (6)

Kn//H;O O@

|
H® + RS® + R"CHO == R'-C-H
S

Da die pK;-Werte (fiir die Dissoziationskonstante der
OH-Gruppe des Hemithioacetals) beim verwendeten Alde-
hyd groBer als 12 waren, ergibt sich die gemessene Gleich-
gewichtskonstante (K°*) fiir die Hemithioacetalbildung
nach Gleichung (7).

K*=K./(1+K,/7H®)(1+K,) @

Anhand dieser Gleichung wurden die Auswirkungen
von Strukturverinderungen des Aldehyds auf K fiir Reak-
tionen mit Glutathion und 4-Nitrothiophenol bestimmt!*%,
Man wiirde erwarten, daf3 sterische Effekte bei der Reak-
tion des Aldehyds mit dem ,.groBen” Glutathion ausge-
prigter sind als bei der Reaktion mit Wasser, aber das Hy-
dratations- und Hemithioacetal-Gleichgewicht veridnder-
ten sich in gleicher Weise (Ig K5 korreliert gut mit IgKy).
Aldehyde mit ionischen Substituenten (z. B. Glycerinalde-
hyd-3-phosphat) zeigten keine Besonderheit, so daB3 ange-
nommen werden kann, daB ionische Wechselwirkungen
zwischen GSH und Aldehyd zu der Hemithioacetal-Stabi-
lit#t nicht beitragen®*.

Es scheint, da3 sowohl K als auch die o*-Konstante fiir
aliphatische Aldehyde unabhingig vom Thiol ist*!. Das
Hemithioacetal aus Aldehyden (einschlieBlich Methylgly-
oxal) und Glutathion ist um 4.3 (£0.2) kcal mol ' stabiler
als das entsprechende Hydrat“¥. Der pK,-Wert des Hemi-
thioacetals (pKy) ist nahezu unabhingig vom pK,-Wert
des Thiols [GI. (8)]***"),

pKr=0.16pK,+11.1 @®)

Tabelle 1 zeigt eine Reihe experimenteller Gleichge-
wichtskonstanten (K°*) fiir die Hemithioacetalbildung aus
verschiedenen «o-Ketoaldehyden und N-substituierten
Glutathionen. Normalerweise werden enzymatische Unter-
suchungen der Glyoxalase I bei pH 6.6 vorgenommen, so
daB - da bei diesem pH-Wert die Thiol-Ionisation keine
Rolle spielt - K°™ wenig, wenn iiberhaupt korrigiert wer-
den muB***®, Erst bei héherem pH-Wert muB3 dieser Ef-
fekt beriicksichtigt werden. Aus Tabelle 1 ist ersichtlich,
daB das Gleichgewicht sogar fiir GSH auf der Hemithio-
acetalseite liegt. Tatsichlich wurden die Hemithioacetale
einiger a-Ketoaldehyde isoliert!® %,

Fiir Acetaldehyd ist die Gleichgewichtskonstante (K)
vom pK,-Wert des Thiols unabhingigt*>*. Die K-Werte
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Tabtlle 1. Gleichgewichtskonstanten (K°*) fir die Hemithioacetalbildung
aus einem Aldehyd (RCHO) und Glutathion; K°™ ist definiert als [Hemithio-
acetal)/[RCHO][GSH].

R K™ MY Lit.
H 667 [a) [41]
CH,CO 200£10(b] {44]
333 [c] (54, 17)
PhCO 603+ 31 [d} (48]
62575 [e] [48}
X—C4H—CO
X=H ‘ 1667 {f] [54]
p-CH, 909 {fl [54]
p-OCH, 714 [f] 154)
p-Br 667 [f] [54]
p-Cl 278 [f] [54]
p-Ph 1124 [f] [54]
m-OCH, 833 [f] i54]
p-NO; 833 (f1 [541
p-OH 1075 [f] 54}

{a] Bei pH 8.0. [b] Fiir Thiol-Tonisierung korrigiert. [c] Daten aus [17] bei pH
6.6; Daten aus [54] bei pH 7.0; der Wert war zwischen pH 5 und 9 nicht pH-
abhingig. [d] Gemessen bei 280 nm, pH 6.67. [e] Gemessen bei 250 nm, pH
6.67; der Wert nimmt sigmoidal mit steigendem pH-Wert nach lonisierung
(PKapp=9.0) ab. {f] Bei pH 7.0, u=0.2.

fir Phenylglyoxal (bestimmt aus der Sittigungskinetik von
Amin-katalysierter Umlagerung des Hemithioacetals zum
Thiolester) scheinen jedoch etwas vom pK,-Wert des
Thiols abzuhingen. Es besteht eine lineare Abhingigkeit
des K°*-Wertes mit einer Steigung von —0.3 (aus *) vom
pK, des Thiols iiber etwa drei Einheiten des Thiol-pK,.
Dies #hnelt der Abhingigkeit des pK,-Wertes der CH,-
Briicke in Acetoacetaten 115! vom pK,-Wert der konju-
gierten Sdure der Abgangsgruppe (fiir Thiole und Pheno-
le).

o o0
Hac)’\CHz)‘S(R 11, X = 0,5

Tabelle 2 faBt die Gleichgewichtskonstanten (K°*) der
Reaktionen von a-Ketoaldehyden mit N-substituierten
Glutathionen zusammen. N-Acetylierung scheint demnach
den K°™-Wert fiir Methylglyoxal wenig, fiir Phenylglyoxal
kaum und fur p-Chlorphenylglyoxal gar nicht zu beeinflus-
sen. Im Fall der Phenylglyoxal-Derivate triigt die Bildung
einer Schiff-Base zwischen der Aminogruppe des Glu-
tathions und der Aldehyd- oder Ketogruppe (12 bzw. 13,
protoniert) nichts bei.

SH
o O Y 7

" /NS’H
H

In der Zelle ist die Glutathion-Konzentration sehr hoch
(oft >10>mP) und die Methylglyoxal-Konzentration
niedrig®”, so daB nur sehr wenig dieses elektrophilen Al-
dehyds frei vorliegt. Schon dieses Gleichgewicht tragt si-
gnifikant zur Entgiftung des cytotoxischen Aldehyds bei.
Da die Konzentration der Glyoxalase (relativ zu der von
GSH) niedrig ist, stellt erst die hohe zellulire GSH-Kon-
zentration eine Reaktion mit dem a-Ketoaldehyd sicher.

Die Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion (schein-
bar 1. Ordnung) von GSH mit einer Reihe von a-Ketoalde-
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Tabelle 2. Auswirkung des Aminosubstituenten R’ auf die Gleichgewichts-
konstanten bei der Hemithioacetalbildung.

R'NH . y .
>/\/LONH\[L ONH._COH
HOR SH

PhCOCHO

Aldehyd  CH;COCHO p-CICsH,COCHO
R’ Knhs [M - l]
H 333 [a] 1667 [b] 625 [b]
CH,CO 1000 [b] 1111 [b] 625 [b]
PhCH,0CO 571 [c] — —

{a] Aus [17] und [67]. [b] Aus [67]. [c] K. T. Douglas, C. D'Silva. unverdffent-
licht (pH 6.60, 25°C).

hyden (25°C, Ameisensiurepuffer, pH 3.0, [GSH]/[a-Ke-
toaldehyd] = 12) sind unabhingig von der Struktur des a-
Ketoaldehyds (einschlieBlich Methylglyoxal und neun
Arylglyoxalen). Die Substituenten wirken sich auch auf
die Gleichgewichtskonstante kaum aus; ebenso wird die
Schwingungsfrequenz der Aldehydcarbonylgruppe bei
1727 cm~! kaum beeinfluBt; dies gilt nicht fiir die Keto-
carbonylgruppe. Die Geschwindigkeitskonstanten gelten
fir die Einstellung des Hemithioacetal-Gleichgewichts
und sind durch das Hydratations-Gleichgewicht beein-
fluBtt>,

3.2. Modellsysteme zur Untersuchung der Umlagerung
von Hemithioacetal zum Thiolester

Die Umlagerung des vom a-Ketoaldehyd abstammen-
den Hemithioacetals zum entsprechenden a-Hydroxythiol-
ester durch Glyoxalase I wurde in mehreren Modellsyste-
men auch in Abwesenheit des Enzyms beobachtet. In die-
sem Abschnitt geben wir eine Ubersicht iiber diese Umla-
gerung und scheinbar analoge Reaktionen (z.B. die Can-
nizzaro-Reaktion) in Modellsystemen.

Schon viele Systeme wurden als Modell fiir die Glyoxa-
lase-I-Reaktion herangezogen. Zu diesen gehdren Umset-
zungen von Glyoxal-Derivaten mit den Franzen-Katalysa-
toren 2-(Dialkylamino)ethanthiolen'>>-*", Base-katalysierte
Umlagerungen von Hemithioacetalen (aus einfachen Thio-
len) mit'®"? oder ohne™® %5 Katalyse durch Metallionen
sowie OH ®-katalysierte Umlagerungen von Arylglyoxalen
zu Mandelaten®” (intramolekulare Cannizzaro-Reakti-
onl*>-%%l) und Analoga'®®,

3.2.1. Modellsysteme zum Studium der Hydrid-Wanderung -
Cannizzaro-Typ

Man weiB heute, daB die OH®-katalysierte Dispropor-
tionierung von Phenylglyoxal zum Mandelat-Ion in wiBri-
gem Medium iiber einen internen Hydrid-Transfer im
Hydrat-Anion 14 und -Dianion 15 verliuft’™.

Q95

14 @C—C—OH
X s

[*] Kirzlich wurde fiir die Cannizzaro-Reaktion von Benzaldehyd ein Weg
ber freie Radikale vorgeschiagen: S. K. Chung, J. Chem. Soc. Chem.
Commun. 1982, 480.

Q 92
c—c¥o°
X i

15
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Fiir substituierte Phenylglyoxale liegt die Substituenten-
konstante p bei + 2.0, der Ubergangszustand ist also stark
durch Abzug von Elektronen aus der a-Ketogruppe stabili-
siert®”), Die Reaktionsgeschwindigkeit korreliert gut mit
der Schwingungsfrequenz der C=0-Gruppe in Nachbar-
schaft zum freien oder hydratisierten Aldehyd™®,

3.2.2. Allgemeine Basekatalyse

In Gegenwart der Basen Imidazol und HPO2® lagern
sich die von Glutathion abstammenden Hemithioacetale
des Methyl- und Phenylglyoxals zu entsprechenden S-Lac-
toyl- und Mandeloylglutathionen um!'*®¢'), Imidazol bildet
mit dem o-Ketoaldehyd das Addukt 17, das sich wahr-
scheinlich nicht zum Lactoyl- oder Mandeloylimidazol
umlagert’®®. Man nimmt an, daB die Umlagerung auf einer

9 y
SO @ , R =CH,
R-C CII{ N\=/N (H®) 17. R = ph

allgemeinen Basekatalyse beruht®, da in D,O Deuterium
an C-2 der entstehenden «a-Hydroxysiure eingebaut
wird®®. Im Gegensatz dazu wird unter Bedingungen der
Cannizzaro-Reaktion (starke Base in D,0) Methylglyoxal
ohne bedeutenden Deuteriumeinbau an C-2 in Lactat
tiberfihrt. Demnach wird in Abwesenheit von Thiol bei
hohem pH-Wert ein Hydrid-Ion iibertragen und unter mil-
den Bedingungen bei allgemeiner Basekatalyse (pH 7) in
Gegenwart von Glutathion ¢in Proton'®®, Fiir die Reaktion
mit allgemeiner Basekatalyse ergibt sich ein kinetischer
Losungsmittelisotopeneffekt (ky/kp) von 3.3+0.5 fir
CH;COCHO und von 2.3+0.2 fiir Ph\COCHO bei Ver-
gleich der —CDO-Derivate; diese Werte liegen betricht-
lich unter denen der OH®-katalysierten Cannizzaro-Reak-
tion (typisch sind 3.8 und 5.0)"”.. Die Autoren vermuteten,
daB das Glutathion die Rolle eines kovalent gebundenen
Katalysators iibernimmt'*®; das Schwefelatom macht die
a-C—H-Bindung acider. Fiir die Deprotonierung miifite
dann ein basischer Aminosiurerest im aktiven Zentrum
der Glyoxalase I zur Verfiigung stehen. Das Metallion
diente dieser Hypothese zufolge nur dem Zweck, das Sub-
strat im aktiven Zentrum zu chelatisieren!®®,

Die Daten von Okuyama et al."® zeigen, daB die oben
genannten Isotopeneffekte, die bei einer bestimmten Thiol-
konzentration gemessen wurden, nicht so einfach zu inter-
pretieren sind®®. Fiir Hemithioacetale aus Phenylglyoxal
und B-Mercaptoethanol oder Glutathion weist die Umlage-
rung zu Thiolestern eine hyperbolische Abhingigkeit von
der Thiolkonzentration auf. Der Losungsmittelisotopenef-
fekt ky,o/kp,o betrdgt fiir die Umlagerung etwa 1.0, wih-
rend er fiir das Gleichgewicht der Thiol-Aldehyd-Reaktion
bei 0.38 liegt (iiber priméire lsotopeneffekte wurde nicht
berichtet)*®.. Nach den Untersuchungen von Hall et al.*®
diirfte das Losungsmittel keine Isotopeneffekte auf das
Gleichgewicht der Aldehyd-Thiol-Reaktion ausiiben, da
sie sich in der Kinetik der Thioesterbildung bemerkbar
machen miiliten (es wurde nicht angegeben, ob die Experi-
mente zum priméiren Isotopeneffekt mit PhCOCDO in
H,0 oder in D,0O durchgefiihrt wurden). Die Kinetik be-
schreibt Gleichung (9)"*®, in der K, die Bildungskonstante
des Hemithioacetals und k., die maximale Geschwindig-
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keitskonstante der Umlagerungsreaktion bei hohen Thiol-
konzentrationen ist™®,

kmal N Kh [RSH]

koo, = (1+K.[RSH])

®

Bei niedrigen Thiolkonzentrationen wird k;, [RSH] < 1, und
wir erhalten Gleichung (10).

kobs=kmnx'Kh[RSH] (10)

Der primire Isotopeneffekt (kobs(u/py) (z-B. beim Ver-
gleich PhCOCHO in H,0 mit PhCOCDO in D,0) 14Bt
sich mit Gleichung (11) beschreiben.

kuhs(H/D)=kmax(H/D)'Kh(H/D) a 1)

Fiir Phenylglyoxal erhilt man bei der Umlagerung einen
Kmax,py Wert von 6.1, wenn fiir k,ps1,p) €in Wert von 2.3
eingesetzt wird (vorausgesetzt, der primire Isotopeneffekt
wird durch das Losungsmittel nicht verdndert) und fiir
K1 u/py €in Wert von 0.38 (vorausgesetzt, der Wechsel von
PhCOCHO zu PhCOCDO beeinfluBt den K,-Wert nicht
so sehr wie der Wechsel von H,O zu D,0). Ein primirer
Isotopeneffekt von 6.1 deutet auf einen Wasserstoff-Trans-
fer im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt hin; es
148t sich jedoch nicht zwischen einer Hydrid- und einer
Protonen-Wanderung unterscheiden. Das Produkt aus
PhCOCHO enthilt bei Reaktion in D,0 Deuterium in a-
Stellung (PhCD(OD)COSR), was auf eine Protoneniiber-
tragung - wie von Hall et al.®® vorgeschlagen - hinweist.

Endiole konnen oxidativ von Flavinen, die keine guten
Hydrid-Acceptoren sind, abgefangen werden™. Falls also
die Reaktion dber ein Endiol-Zwischenprodukt verlduft,
wiirde zugesetztes Flavin eine Umlagerung verhindern und
eine Oxidation bewirken. In Gegenwart von Tetra-O-ace-
tyl-3-methylriboflavin wurde die Umlagerung von Hemi-
thioacetalen zu a-Hydroxythiolestern fast vollstindig inhi-
biert; es entstanden nur a-Ketosiduren®. In Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen von Hall et al.’® weist dieser
Befund auf eine Umlagerung iiber ein Endiolat hin [GL.

(12)}.

t(") Cl)IH- .. Base’%

——> RC(-SC ———> OH 0
0 o-n RCH-CSG
R-C-C-SG + Base / (12)
H 0 OH
[ Flavin ||yl
L -~ RC=CsG R-C-CSG

H-Base®

Kinetische Untersuchungen ergaben, daB die Oxidation
durch das Flavin eine Reaktion 0. Ordnung beziiglich Fla-
vin und 1. Ordnung beziiglich der Thiol- und Glyoxal-De-
rivate ist. Die Reaktionsfolge besteht also aus der ge-
schwindigkeitsbestimmenden Deprotonierung des Hemi-
thioacetals zum Endiolat und anschlieBender rascher Oxi-
dation durch das Flavin. Der primére Isotopeneffekt (k;/
kp) von 5-12 fiir CCHsCOCHO/CH;COCDO ist damit in
Einklang"*%.
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3.2.3. Intramolekulare Katalyse

Franzen zeigte schon friih, daB B-aminosubstituierte
Thiole effektive Katalysatoren einer intramolekularen Re-
aktion sind®*-5"). Die Kinetik der Franzen-Reaktion - Um-
setzung von Glyoxalen mit katalytischen Mengen 2-(Di-
alkylamino)ethanthiolen - wurde erneut untersucht, und
man fand, daB die Reaktion iiber ein zwischen Katalysator
und Phenylglyoxal gebildetes Hemithioacetal verlauft'®”,
welches sich durch allgemeine Basekatalyse zum Thiol-
ester umlagert.

g X NN\-SH
o s/
R-C~-C-H

<]
Qo8 ° om

R—C—('I—S — R—C—C

/
OH (

Lz
R—(l.~ —C\
3 ! \
H b\—N X
/

Es wurde vorgeschlagen, daB - wenn X =0 - die intra-
molekulare Deprotonierung zum Endiolat der geschwin-
digkeitsbestimmende Schritt sei. Fir X=CH, war bei
pH <8 der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die De-
protonierung zum Endiolat; bei pH>8 sollte der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt die Reprotonierung
des Endiolats an C-2(k,) zum Thiolester sein. Verglichen
mit der intermolekularen Aminogruppen-Katalyse der He-
mithioacetalumlagerung!®® zeigt der intramolekulare Pro-
zeB3 geringe effektive Molarititen (30M bei X =0 und 90M
bei X =CH,). Fiir intramolekulare Vorginge mit allgemei-
ner Basekatalyse sind solche niedrigen effektiven Molari-
taten haufig!®®.

3.2.4. Meuallionen-Effekte

Schon friih berichteten Hall und Poet von einer wirksa-
men Katalyse der Umlagerung von Hemithioacetalen zu
Thiolestern in nichtwiBrigen Systemen durch Metallio-
nen®!; in wiBrigen Systemen erfolgt keine Katalyse®®.
Dieser Befund wurde bestitigt®” und damit erklart, daB
sich das Hemithioacetal wegen der Komplexierung des
Metallions durch das 2-(Dialkylamino)ethanthiol zu 18
nicht bildet.

Die Autoren postulierten aufgrund dieser Ergebnisse!s),
daB das aktive Zentrum der Glyoxalase I fiir eine Metall-
ionen-Katalyse unpolar genug und zudem gegen Was-
sermolekiile geschiitzt sei. Zwar trifft es zu, daB das
aktive Zentrum der Glyoxalase 1 eine hydrophobe
Tasche!'!'17:19-22.29.32.331 j;; Bereich der ,,Endiol*“-Stelle (S-
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Stelle’®) enthilt, doch wei man, daB das Metallion im
aktiven Zentrum der Mn"'-Glyoxalase 1 zwei Wassermole-
kiile bindet. Tatsichlich wurde auch schon ein Mechanis-
mus unter Beteiligung dieser beiden Wassermolekiile vor-
geschlagen%.Es ist jedoch méglich, daB die Komplexie-
rung der Metallionen durch Glutathion, die die Hemithio-
acetal-Bildung verhindert, in vivo oder in Gegenwart des
Enzymsystems nicht so ins Gewicht fillt wie in den Mo-
dellsystemen. Das aktive Zentrum des Enzyms, das das
Metallion enthilt, bindet ein Diastereomer des Hemithio-
acetals besser als freies GSH®. In der Zelle iibersteigt die
Konzentration an freiem GSH sehr wahrscheinlich die
Konzentration an freien zweiwertigen Metallionen bei wei-
tem.

3.2.5. Schiufifolgerungen aus den Befunden an
Modellsystemen

Wihrend die intramolekulare Cannizzaro-Reaktion der
Arylglyoxale mit Natriumhydroxid iiber einen Hydrid-
Transfer erfolgt, verlduft die analoge Umlagerung von He-
mithioacetalen aus o-Ketoaldehyden zu o-Hydroxythiol-
estern iiber einen Protonen-Transfer mit Endiolat- und
Carbanion-Zwischenprodukt. Der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt kann die Deprotonierung des Hemithioace-
tals zum Endiolat oder die Reprotonierung zum a-Hydro-
xythiolester sein, je nach Art des katalytischen 2-(Dialkyl-
amino)ethanthiols. Katalyse durch Metallionen ist nur in
nichtwiBrigen Medien bedeutsam. Das Schwefelatom sta-
bilisiert wahrscheinlich das bei der Deprotonierung am C-
2 des Hemithioacetals gebildete Carbanion (das Mandelo-
ylimidazol 17 lagert sich z. B. nicht um®). Diese Deproto-
nierung wird durch die benachbarte RCO-Gruppe erleich-
tert.

3.3. Die Geschwindigkeit der Glyoxalase-I-Reaktion

Die vn..-Werte der Glyoxalase I sind speziesabhingig;
die Art des a-Ketoaldehyds hat keinen EinfluB3. Fiir Me-
thylglyoxal liegt der k;-Wert (die Wechselzahl) der Gly-
oxalase I aus Rattenleber bei 2. 10% s~ und fiir das En-
zym aus menschlichen Erythrocyten bei 1.10* s~'"%, In ei-
nem Modellsystem, in dem das Hemithioacetal aus Phe-
nylglyoxal und N-(2-Mercaptoethyl)morpholin gemifB
Gleichung (13) zum entsprechenden Thiolester der Man-
delsdure umgelagert wurde, betrug k3 3.6-1072 s~ ",

o
10 oH %° on
Ph- c;\cI S\ kea610% Ph-C=C]
\ j S ~—» Produkt (13)

® o
()

Auch wenn sich die geschwindigkeitsbestimmenden
Schritte unterscheiden, ist die enzymatische Reaktion im
unimolekularen Schritt mindestens 10°mal schneller als
die Modellreaktion. Der Vergleich ist nur dann sinnvoll,
wenn sowohl die Enzym- als auch die Modellreaktion iiber
das Endiolat verlaufen, was jedoch wahrscheinlich ist. Ver-
gleicht man die Geschwindigkeitskonstanten der bimole-
kularen Schritte der Glyoxalase-I-Reaktion (k,,/K,, fiir
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Glyoxalase 17"=4-10° M~! s~') und der N-Methylmor-
pholin-katalysierten Umlagerung!*® des Hemithioacetals
aus Phenylglyoxal und 2-Mercaptoethanol zum Mandel-
siurethiolester (kg=4.5-10"* Mm~' s), dann ist die Ge-
schwindigkeit der Glyoxalase [ 10'°mal hoher - sie ist also
ein enorm wirkungsvoller Katalysator.

4. Mechanismus der Enzymreaktion
4.1. Protonenaustausch

Ist das Hemithioacetal das Substrat fiir das Enzym, so
verlduft die Reaktion entweder iiber eine Hydrid- oder
eine Protoneniibertragung. In der Organischen Chemie
wird normalerweise durch einfache Markierungsexperi-
mente zwischen diesen beiden Moglichkeiten unterschie-
den: Liegt eine Hydridiibertragung vor, so wird kein Was-
serstoffisotop aus einem markierten Ldsungsmittel in das
Reaktionsprodukt eingebaut, andernfalls ist das Produkt
isotopenmarkiert. Bei Enzymreaktionen ist die Situation
komplizierter: Enzyme kénnen im Innem kryptische Basen
enthalten, die vor einem Protonenaustausch mit dem L&-
sungsmittel entweder durch das fest gebundene Substrat
oder aufgrund der Enzymkonformation vollstindig ge-
schiitzt sind. Zusitzliche Schwierigkeiten ergeben sich fiir
nur schwach saure Substrate wie C—H-Siuren. Die Aus-
tauschgeschwindigkeit kann dann am Neutralpunkt sehr
gering sein. Findet also bei Enzymkatalyse kein Protonen-
austausch statt, so ist das allein noch kein Beweis fiir eine
Hydridiibertragung.

Bis vor kurzem vermutete man, daB die Glyoxalase-I-
Reaktion unter Hydridiibertragung verlduft, da fast kein
Deuterium (maximal 3%)"° oder Tritium (4%)" in das
Produkt Lactat eingebaut wurde. Nach Zusatz von Gly-
oxalase 11, die das anfangs gebildete S-Lactoylglutathion
spaltet”, konnte vor kurzem bei hohen Temperaturen ein-
gebautes Deuterium durch NMR-Messungen gefunden
werden (ca. 15% bei 25°C und 22% bei 35°C). Weder
Milchsdure noch S-Lactoylglutathion baut unter diesen
Bedingungen Deuterium ein. Auch Rose!™ fand keinen
Deuteriumeinbau aus dem Lésungsmittel in S-Lactoylglu-
tathion. Mittlerweile wurde jedoch berichtet, daB Glyoxa-
lase 1 aus menschlichem Erathrocyten einen H/D-Aus-
tausch an der C—H-Gruppe in S-Lactoylglutathion effek-
tiv katalysiert™®., Auch fiir Glyoxalase 1 aus Hefe wurde
bei Verwendung von Phenylglyoxal/D,0O oder [1-D}-Phe-
nylglyoxal/H,O ein H/D-Austausch festgestellt’, Falls
bei der Glyoxalase-I-Reaktion wirklich ein Isotopeneinbau
- besonders bei hohen Temperaturen™ - stattfindet, muB3
das Enzym eine geschiitzte Base enthalten und eine Proto-
neniibertragung vorliegen'™. Bei der Glyoxalase-I-kataly-
sierten Bildung von Fluorlactat aus Fluormethylglyoxal
(sowohl [1-H] als auch [1-D]) fand nahezu kein H/D-Aus-
tausch statt’””)

Kozarich et al.’® verwendeten Fluormethylglyoxal 19
als Substrat fiir Glyoxalase 1 aus Hefe; neben dem norma-

[*] Wie W. P. Jencks betonte, paBt der Austausch bei hdheren Temperaturen
auch in das Konzept einer langsam austauschenden Base, die nicht be-
sonders gut von ihrer Umgebung abgeschirmt ist. Siche W. P. Jencks: Ca-
talysis in Chemistry and Enzymology. McGraw-Hill, London 1969.
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FCH;-CH-C-SG == F CHZ—(;-—C—SG
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R,CH-C—SR' == R,C-C-SR' — > R,C=C=0

len Produkt Fluorlactat 20 entsteht durch Eliminierung
von HF auch Pyruvat.

OH
§ 0 FCHy-C—CO® 20
19 F‘CHZ—C—C: O OH / z ll'l 2
[
v+ H= FCH;~C-C—SG
GSH H

CH;COCOL® + HF

Ein Teil des enzymatisch gebildeten Endiolats wird nor-
mal an C-2 reprotoniert, ein anderer Teil wird durch Elimi-
nierung von Fluorid in das Enol von S-Pyruvoylgluta-
thion”® umgewandelt. Ubereinstimmend damit entstehen
gleiche Anteile Fluorid-Ionen und Pyruvat.

OH ¢

Vi
FCHyC—C]
L 7sG

H
O OH HO OH /
\II | n [ u
PCHCRG-8G —> FCHyC=C-5G
H
4-) *RA OH
i 4
B: CH=C—C

Es

SG
I
nou
HyC—~C—C~SG
22

Schwerer zu erkliren ist die Beobachtung, daB die Thiol-
esterbildung (Nachweis bei 240 nm) lange vor der HF-Eli-
minierung abgeschlossen ist. Wihrend die Bildung von 21
von der HF-Eliminierung unabhiingig sein kénnte, miiite
die von 22 damit einhergehen (oder gar langsamer sein,
wenn die Keto-Enol-Umwandlung langsam ist). In einer
FuBnote weisen die Autoren auf die Méglichkeit hin'™®,
daB S-Pyruvoylglutathion zufillig durch eine Enzym-kata-
lysierte HF-Eliminierung auch aus 21 erhalten werden
konnte (nicht unbedingt iiber ein Endiol). Die Reversibili-
tdt" der Glyoxalase-I-Reaktion und der Austausch des
Lactat-Wasserstoffatoms!’® (der beim Fluorlactat 20 leich-
ter erfolgen sollte) im S-Lactoylglutathion durch Glyoxa-
lase 1 sprechen fiir diese Moglichkeit. Dieser ,,zufallige*
Base-Effekt der Glyoxalase 1 wiirde auch den geringen
Isotopeneinbau erkliren. Es ist moglich””, daB S-(Fluor-
lactoyl)glutathion 21 in einer nicht-enzymatischen 8-Eli-
minierung regiert [Gl. (14)]. Das a-Wasserstoffatom von
Thiolestern ist acid; Deprotonierungen sind bekannt, fiih-
ren jedoch meistens zu Thioleliminierung!®-*% [GL. (15)].

HO O O o HO (I?
-F

—> CHF=C-C-SG (14)
21 OH

O <o

Chari und Kozarich!" schlugen vor, daB der enzymati-
sche Prozef aus einer Hydridiibertragung und einer Folge-
reaktion mit der ,,zufilligen** Base im aktiven Zentrum be-
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stiilnde. Die ,,zufillig** vorhandene Base konnte sich auf
den Protonenaustausch des S-Lactoylglutathions mit dem
Lésungsmittel oder die Eliminierung des Fluorid-Ions aus
dem S-(Fluorlactoyl)glutathion auswirken. In jedem Fall
wire die Freisetzung des Produktes durch das Enzym die
konkurrierende Reaktion. Die Autoren definierten als
»Gesamtfluor die aus dem System Fluormethylglyoxal/
GSH durch Glyoxalase I und 1I freigesetzten Fluorid-Io-
nen'””. Sie untersuchten dann die Auswirkungen einer
Deuteriummarkierung an C-1 des Fluormethylglyoxals:
Wenn statt [1-H]- {1-D}-Fluormethylglyoxal eingesetzt wur-
de, stieg der Gesamtfluor-Wert (fiir Glyoxalase aus einer
Vielzahl von Spezies) signifikant an. Die Beobachtung 1463t
sich nach Chari und Kozarich nur durch einen Endiol-Me-
chanismus erkldren, wie er in Schema 3 skizziert ist!””),

g g"
FCUH;~C—C-SG
H(D)
B ktives Zent: di
“"”I BN Giyoratase 1
HO O HO O
o k HOO OH . Y
FCHZ—(IJ—C—SG «— /C=(' —> CHy;=C-C-SG
FCH. SG
H(D) G lGlymuhscl[
Glyoxalase II D)H
l (b) 5o CH,COCOP
OH
I o)
FCHy=(=CO;
(D)

Schema 3.

Ein primirer Isotopeneffekt bei der Bildung des Endiols
wiirde eine Verzweigung der Reaktion zu S-(Fluorlacto-
yDglutathion und S-Pyruvoylglutathion nicht beeinflussen.
Der H/D-Austausch zwischen dem Ldsungsmittel und der
Base im aktiven Zentrum verl#duft langsam; die Geschwin-
digkeit der Fluorid-Eliminierung k. sollte unabhingig da-
von sein, ob sich Deuterium oder Wasserstoff an der Base
des aktiven Zentrums befindet. Die normale Substratum-
wandlung zu S-(Fluorlactoyl)glutathion (k) verlangt eine
Reprotonierung an C-2 durch die protonierte Base; bei
diesem Schritt wiirde sich der primire Isotopeneffekt
auswirken. Eine Erhéhung des Anteils an Fluorid-Elimi-
nierung fiir das Deuterio-Substrat wire die Folge. Hydrid-
iibertragung””” lieBe den umgekehrten Effekt erwarten.

Beschreibt man wie in Gleichung (16) die Fluorid-Elimi-
nierung als Hydrid(oder Deuterid)iibertragung, dann wird
sowohl die normale Substratumwandlung (Hydridiibertra-
gung auf C-2) als auch die Fluorid-Eliminierung (Hydrid-
tibertragung auf C-3) von einem wenn auch anderen pri-
miren Isotopeneffekt beeinfluBlt. Bei diesem Mechanismus
miifite jedoch bei Deuteriummarkierung des Substrats die
Methylgruppe des Pyruvats Deuterium enthalten, voraus-
gesetzt, Pyruvoylglutathion und Pyruvat erfahren unter
den Reaktionsbedingungen keinen H/D-Austausch an C-3.

s \C/(O/—H---B

'E b
G0 —> CH,D-C—C-SG (16)
' sa

Die Flavin-Abfangreaktion des Endiolats bei der nicht-
enzymatischen Umlagerung von Hemithioacetalen zu o-
Hydroxythiolestern konnte vor kurzem auch bei der Gly-
oxalase-I-katalysierten Umsetzung angewendet werden™.,
Flavine reagieren nicht mit Hydrid-Ionen; die wahrschein-
lichste Erklirung fiir die Flavin-Reduktion ist deshalb ein
Endiolat-Zwischenprodukt. Unklar bleibt jedoch, ob die-
ses am Enzym gebunden oder frei reagiert.

4.2. Die Funktion des Metallions im aktiven Zentrum
und die Enzymflexibilitiit

Friiher nahm man an, daB Glyoxalase 1 Mg?®-abhingig
sei’®; heute ist klar'3%-3¢], daB es sich bei den Enzymen aus
Hefe und Sdugern um Zn-Metalloenzyme handelt. Glyoxa-
lase I aus Hefe ist - im Gegensatz zum Siduger-Enzym - fiir
Metallaustausch-Untersuchungen ungeeignet®**, Das
Zn*®, das sich im aktiven Zentrum befindet, wurde fir
spektroskopische Untersuchungen gegen Mn?® und Co*®
ausgetauscht’>’%°!, Durch Hochaufldsungs-NMR-Unter-
suchungen des Mn'-Enzyms mit dem gebundenen Pro-
dukt S-Lactoylglutathion und dem kompetitiven Inhibitor
S-Acetonylglutathion konnte gezeigt werden, daB in die-
sen Komplexen das Sauerstoffatom der Lactoyl- und Ace-
tonylgruppe nicht in der ersten Koordinationssphire des
Metallions liegen'™. Die Struktur des Enzym/Produkt-
oder Enzym/Inhibitor-Komplexes mufl jedoch der des En-
zym/Substrat-Komplexes oder des Komplexes irgendeines
energiereichen Zwischenproduktes (z. B. Endiol) mit dem
Enzym nicht unbedingt dhnlich sein. Glyoxalase 1 hat eine
flexible Konformation. Fluoreszenzuntersuchungen erga-
ben, daB das native Enzym bei Bindung des starken kom-
petitiven Inhibitors S-(p-Brombenzyl)glutathion die Kon-
formation dndert™; auch das EPR-Spektrum des Co"-En-
zyms ist nach Bindung des Inhijbitors leicht verindert®!),
Andere Befunde sprechen ebenfalls fiir die Flexibilitat®2,
Mit den Glutathion-analogen Inhibitoren 23 wurde gleich-
falls die Flexibilitit der Glyoxalase I (und des Inhibitorge-
riists) nachgewiesen.

R NH

>/\/CONH\[CONHVC o
23
©0,C

5R

Alle untersuchten Derivate erwiesen sich als kompetitive
Inhibitoren, aber das AusmaB der Erniedrigung von K; bei
verschiedenen N-Acetylierungen (von —NH{ iber
—COCH; zu —COPh) hing vom Rest am Schwefel ab
(SCH,—~C¢H,—Br(p) verglichen mit SCH,—C,H,—CF; (m)).
Weitere Hinweise auf die Proteinflexibilitit erhielt man
durch Vergleiche der ,steady state- und der Gleichge-
wichts-Bindungsparameter’®>®Y, Die K;-Werte von S-(m-
Trifluormethylbenzyl)glutathion® und S-(p-Bromben-
zyl)glutathion® sind fiir Glyoxalase 1 aus Hefe pH-ab-
hiéngig. Angesichts der starken Auswirkung!®” des pH-
Wertes auf v,,,./ K und auf K, ist die Unempfindlichkeit
der K;-Werte iberraschend und deutet an, daB das Enzym
konformativ beweglich ist. Nach NMR-Untersuchungen
unterscheiden sich auch die Konformationen von gebun-
denem S-Lactoyl- und S-Acetonylglutathion”¢.,
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Angesichts einer mdglichen Konformationsflexibilitit
mul} die Rolle des Metallions in Glyoxalase I niher be-
trachtet werden. Ist das Metallion direkt an die Sauerstoff-
atome des Substrats an der S-Stelle gebunden oder bilden
sie die zweite Koordinationssphire? Man weiB3, daB sich
das Metallion im aktiven Zentrum in der Nihe der S-Stelle
befindet'®-*"1. Es komplexiert héchstwahrscheinlich nicht
den N-Terminus des Glutathions (NMR-Untersuchungen
schliefen auch die Glu-a-CO.-Stelle aus); hierfiir spricht
auch die geringe Auswirkung der N-Acetylierung von. Inhi-
bitoren und Substraten auf den K;-Wert'®”%\, Es ist mog-
lich, daB das Gly-CO% im Enzym-Substrat-Komplex me-
tallgebunden vorliegt, da Glutathion-Derivate, die am Gly-
cin-CO,H methyliert sind, nicht an das Enzym binden®”.

4.3. Stereochemische Aspekte

Es wurde schon darauf hingewiesen, daB die Natur des
Substrats der Glyoxalase I noch nicht endgiiltig geklart ist.
Die a-Ketoaldehyde liegen hauptsichlich als Hydrate (24,
25) und nicht als freie Aldehyde (26) vor. Die Bildung des
Hemithioacetals wird deshalb mit Gleichung (17) besser
beschrieben als mit Gleichung (1). Nach 'H- und '’C-
NMR-Daten liegt Phenylglyoxal nur als Monohydrat 24,

OH HoO ()H
+ H,0
RCO—(I,‘—-H R-C : —(I, -1
oH " 1o om
4 25
-H,o”+ H,0 (17)
OH
+GSH |
RCOCHO RCO—C-SC
-GSH ]
H
26 27

R =Ph, vor®). Fiir die Glyoxalase-I-Reaktion wurden in
der Vergangenheit drei Mechanismen vorgeschlagen: Im
Zwei-Substrate-Mechanismus!'* sind der freie a-Ketoalde-
hyd und GSH die Substrate; im Ein-Substrat-Mechanis-
mus!" ist das Hemithioacetal das Substrat''”. Die dritte
Maglichkeit ist ein Hybridmechanismus®®, bei dem alter-
nativ die beiden genannten Mechanismen eingeschlagen
werden; beim Ein-Substrat-Weg ist das Hemithioacetal
das Substrat, der Zwei-Substrate-Weg beginnt mit GSH.
Vom Hemithioacetal aus GSH und Phenylglyoxal existie-
ren zwei Diastereomere (28, 29, R="Ph), die durch hoch-
aufldsende "H-NMR-Spektroskopie unterschieden werden
kénnen®®. Durch Zugabe von Glyoxalase 1 bei pD 4.4
verschwand das Signal des diastereotopen Methinprotons
bei niedrigerer Feldstirke. Dies ist ein Beweis dafir, dal
die Stereospezifitit der Glyoxalase-1-Reaktion - in der S-
D-Mandeloylglutathion®! und S-p-Lactoylglutathion®
gebildet werden - durch die asymmetrische Bindung der
Hemithioacetalregion hervorgerufen wird. Verlauft die Re-
aktion iiber ein cis-Endiol-Zwischenprodukt (oder einen
cis-Endiol-Ubergangszustand). dann deprotoniert die Base

Y-Glu-NH_ CONHCILCOP  y-Glu-NH_, CONHCH;COR
CH CH
CH, CH,
Ys. OH “s. OH
\ / \C/
28 H’ "COR Y poc?
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des aktiven Zentrums (S)-konfiguriertes 28. Wiirde ein
traps-Endiol gebildet werden, wire (R)-konfiguriertes 29
das Substrat. Eine solche Zuordnung wire bei einem Hy-
dridiibertragungsmechanismus nicht méglich.

Kozarich und Chari fithrten weitere pfiffige stereochemi-
sche Experimente mit Glyoxalase 1 durch®. Das normale
Produkt aus Methylglyoxal®® oder Phenylglyoxal®” ist
das D-Isomer von S-Lactoylglutathion oder S-Mandeloyl-
glutathion. Das aus GSH und (Glutathionylmethyl)glyoxal
gebildete Hemithioacetal 30 ist fiir Glyoxalase I aus Hefe
ebenfalls ein gutes Substrat; es entsteht ein Thiolester, der
zur Glutathionmilchsiure 31 hydrolysiert wird. Nach Ra-
ney-Nickel-Desulfurierung wurden die relativen Anteile
an D- und L-Milchsdure mittels D- und L-Lactat-Dehydro-
genase bestimmt.

H() O
Glyoxalasel
+ <= GSCH,— —ﬁ:—S GQ(,HZ—(, (,—SG
GSH 30 H
OH OH
Hydrolyse | Raney-Ni
EE— GS(,HZ—C—(,OZH — H,C- (, —COyH
H H
31

Verbindung 30 lieferte - wie erwartet - hauptsachlich b-
Milchsdure, wihrend die zu 30 analogen Hemithioacetale
von Ethanthiol und f-Mercaptoethanol vorwiegend
(=4:1) L-Milchsidure ergaben. Die Bindungsspezifitit
wird also bei 30 vom Hemithioacetalglutathionrest be-
stimmt, in den beiden anderen Fillen ist es die Glutathio-
nylmethylgruppe (siche 32 und 33)".

natiirliches Substrat unnatlirliches Substrat

o o ¢ g
Vi
G_s—?—c: GS—CH;~C—C-SR
32 - H CH - H 33
e RRALRARES T TTITTTTITTTTTT
—Enzym-— —Enzym—

Die Autoren erklirten diese Ergebnisse mit dem Endiol-
Mechanismus™®), doch wire auch eine Hydridiibertragung
moglich (Schema 4).

@

I
GS ““(} /J
oj “CH,

BJ

n® R AH@etc.

Thy

.

natiirliches Substrat

H H
! A Zn?®, AH®etc, I Zn?®, AH®etc,
Gs™f ¢z as§ ~c#
4 N~ H 4 4 N . SR
oder H .

H C(}'( ““SR

B:)
Thy

unnattirliches Substrat
Schema 4. AH® =Saure.
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Immobilisierte Glyoxalase I und IT wurde zur Synthese
optisch aktiver a-Hydroxysduren aus o-Ketoaldehyden
verwendet; es wurden hohe Enantiomereniiberschiisse er-
zielt!'?],

4.4. Mogliche Mechanismen der Glyoxalase-I-Reaktion

Viele Befunde sprechen fiir eine Protoneniibertragung
mit Endiol-Zwischenprodukt, und die folgende Diskussion
basiert darauf. Dabei sind im Detail zwei Mechanismen zu
unterscheiden: 1. Das Substrat ist direkt an das Metallion

'(Zn“’) des aktiven Zentrums gebunden und 2. das Substrat
befindet sich in der zweiten Koordinationssphire.

4.4.1. Substrat in der ersten Koordinationssphire von Zn*®

Zn*® kann an das Substrat entweder iiber das Sauer-
stoffatom an C-1 oder das an C-2 gebunden werden. Im er-
sten Fall wiirde das durch Deprotonierung gebildete Carb-
anion (und auch der Ubergangszustand dieser Reaktion)
stabilisiert werden [Gl. (18)].

Ay

zZn?® Zn®
; %
Sle] 6]
I |
—_ ' _0
GS /J (,/ -~ Gs/é\lv/ (18)
H cna y CHa
B'§ P|3®

The Tty

Im zweiten Fall wiirde die Ionisierung zu einem Endio-
lat-Zwischenprodukt durch Polarisierung des Grundzu-
stands und Stabilisierung des Ubergangszustands unter-
stiitzt werden (siche 34).

oH SE
Gs J (,/J

2 C
Ty

SchlieBlich ist auch noch die Chelatbindung iiber beide
Sauerstoffatome méglich. Wie aus Gleichung (19) ersicht-
lich, wiirde dadurch die entscheidende C—H-Bindung ak-
tiviert und zusétzlich der Ubergangszustand stabilisiert.

/\Z'},’?é(c Mo

Zn

- ~
cg (.__O — o\c=('/or .
'GS//_;(‘,& GS” ~CH,4 (19)
H o (Ch, H
B'). !|3®

Von Endiolen sind in der Tat stabile Metallkomplexe
bekannt''®, so daB eine solche Reaktion méglich er-
scheint. Die Bildung eines symmetrischen Zn?®-Endiolats

bringt jedoch Probleme mit sich: Fiir die Reprotonierung
wire eine geringe Konformationsinderung des aktiven
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Zentrums notwendig, um die Chelatstruktur zu stGren und
die protonierte Base auszurichten. Schema S zeigt einen
solchen Mechanismus.

r’\T'n-J
_anJ /Zn\
3 0, L — QP %
o NN
GSH/ Cl, ¥ CH,

5 .
Ty T}fn,

l Konformationsinderung
77 %
HzO-Z1n 40
2 o\
o 0 0
38 GSE(/\(, O - /(,‘=(,‘\ 37
/ ~CHj GS CHy
! i
.
Produkt

Schema 5.

Das Substrat bindet iiber eines der beiden Sauerstoff-
atome an Zn>® unter Bildung von 35, wodurch eine Proto-
neniibertragung von C-1 zur kryptischen Base B des akti-
ven Zentrums erleichtert wird. Durch die Protoneniibertra-
gung entsteht das fast symmetrische Chelat 36, das wahr-
scheinlich an beiden Sauerstoffatomen deprotoniert ist.
Aufgrund der GroBe des Zn*®-Ions diirfte das Zn®®-Che-
lat sehr gespannt sein, wodurch die nichsten Schritte, die
Konformationsidnderung zu 37, die die selektive Bindung
des Metallions an das Sauerstoffatom von C-2 erméglicht,
und die Reprotonierung durch —BH® zu 38, erleichtert
wiirden. Méglicherweise ist B ein Carboxylat-Ion, das das
Proton durch einfache Rotation von C-1 auf C-2 iibertrigt,
ein Vorgang, wie er von der Triosephosphat-Isomerase her
bekannt ist!'®- Der in Schema 5 formulierte Mechanismus
setzt ein cis-Endiol voraus, wofiir man bis jetzt jedoch
noch keinen direkten Beweis hat/>*-26],

Prinzipiell sind die beiden Mechanismen mit der Bin-
dung iiber nur ein Sauerstoffatom auch fiir ein trans-En-
diol méglich. Das Problem eines symmetrisch-chelatisier-
ten Endiol-Zn?>®-Komplexes, daB die Deprotonierung be-
giinstigt und die Reprotonierung behindert ist, taucht hier-
bei nicht auf.

Der primire Deuterium-Isotopeneffekt an C-1 (kiL./
kD, =3.2)"ist in Ubereinstimmung mit einem Mechanis-
mus, bei dem die Deprotonierung an C-1 zu einem Endiol-
Zwischenprodukt pgeschwindigkeitsbestimmend ist. Ein
solcher Mechanismus ist jedoch unwahrscheinlich, da
keine Substituenteneffekte®™ fiir Phenylglyoxal-Derivate
auftreten (k,,, dndert sich nur um das 4fache fiir zehn sol-
cher Verbindungen einschlieBlich Methylglyoxal). Konju-
gation wie in 39/40 wiirde das Endiol-Zwischenprodukt

®0, 0° o, OoO°

39

GS «—

_z @
E)

o}

®

o}
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und - nach dem Hammond-Postulat - auch den dazu fiih-
renden Ubergangszustand durch elektronenziehende
Gruppen stabilisieren, besonders wenn C-1 ionisiert wire.
Zusitzlich wire dann eine Korrelation der Reaktionsge-
schwindigkeiten mit den Hammett-c ~-Konstanten zu er-
warten. Es ist jedoch moglich, daB das Endiolat haupt-
sdchlich durch das Metallion stabilisiert wird und dadurch
solche Resonanzeffekte nicht zur Geltung kommen. Auch
die Reprotonierung des Endiols an C-2 miiBte groBe Sub-
stituenteneffekte aufweisen, da die Resonanzstabilisierung
verloren ginge. Das Fehlen von Substituenteneffekten
weist auf eine Hydrid-Wanderung®”), auf eine geschwin-
digkeitsbestimmende Konformationsinderung des Enzyms
(z.B. beim Binden des Substrates, bei der Anderung der
Endiol-Metall-Polarisierung) oder eine geschwindigkeits-
bestimmende Produktfreisetzung hin.

4.4.2. Substrat in der zweiten Koordinationssphére von Zn’®

Im vorigen Abschnitt diskutierten wir Mechanismen fiir
den Fall, daB das Metallion der Glyoxalase I direkt mit
den Ketoaldehyd-Sauerstoffatomen des Substrats verbun-
den ist. Neuere NMR-Befunde weisen darauf hin, daf die
Sauerstoffatome im Enzym-Produkt-® und im Enzym-S-
Acetonylglutathion-Komplex!'™ in der zweiten Koordina-
tionssphire des Metallions liegen. Magliche Mechanismen
fiir diesen Fall werden im Folgenden diskutiert.

Reaktion unter Beteiligung einer Base

Eine Base deprotoniert das durch das benachbarte
Schwefelatom (und méglicherweise durch Zn?®-Fern-
wechselwirkungen) aktivierte C-1 (Schema 6).

0y OH o, OII ,4e HO  ON
/C_t(f\ = /C=C\ __\‘@ /CZC\
HyC™ Y SG IL,C s THY HC SG
I j
B j B® B®

o oy 90
HyC—C-C == Je=c
L sG e’ 2 sa
i
B B®

Schema 6.

Bei der Gesamtreaktion ist eine Reihe von Protonen-
iibertragungen notwendig: im Falle einer cis-Endiol-Zwi-
schenstufe konnte eine Protoneniibertragung ,.intramole-
kular (41) oder vermittelt iber Wassermolekiile (42)
stattfinden.

O
H, I 'j}li
»
0\\7 0 0;3 . 0
4 ceel Gl 4
HyC” 35 SG HyC H
B 120
e nE] Tt
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Die Base B kann entweder eine Aminosdureseitenkette
oder [Zn(OH)]® sein. Beim wasservermittelten Protonen-
transfer kénnte das H,O-Molekiil Zn-gebunden sein; das
Zink-lon miiBte dann eventuell zugleich die Hydroxid-lo-
nen (Base) liefern und die Protonenabgabe aus dem Was-
ser unterstiitzen.

Reaktion unter Beteiligung einer Sdure und einer Base

Auch die konzertierte Aktion einer Siure und einer Base
ist denkbar, wobei es keine Rolle spielt, ob ein cis- oder ein
trans-Endiol-Zwischenprodukt entsteht (Schema 7). Das
Zn-gebundene Wassermolekiil ist wahrscheinlich ein Spe-
zialfall von AH®.

S ¥

“H

‘c_ﬂ OH HO\ JOH

el = C=C
/("-&T\ = VNS
H,¢” T}y SG HyC SG
B B®

it Tt ..

Schema 7.

Die Deprotonierung an C-1 hinge dann auch von der
Aciditit der OH-Gruppe ab; von Bedeutung wiren geringe
Konformationsinderungen, die B zur Reprotonierung an
C-2 und vielleicht auch A zur Deprotonierung von
C-1-OH positionieren. Wire [Zn(H,0))*® AH® von
Schema 7, so kdnnte es nicht nur als Bronsted-Siure-Base-
Katalysator die Protoneniibertragung initiieren, sondern
auch als Lewis-Sdure das Substrat fiir die C—H-Spaltung
aktivieren.

Ein derartiger Mechanismus, bei dem sich das Substrat
in der zweiten Koordinationssphire des Metallions be-
finde - H,0- und OH®-Liganden bildeten die erste Koor-
dinationssphire -, wurde fiir andere Metalloenzyme schon
vorgeschlagen!!®%,

e 2
M%) M28 M2
POl { "OHy ;' OH,
JoN OH, PEN
H | H H
\?QA—H = \?z)@ H - \>>ZAH.
\ s
o ou HO {0 o
—c = HO_ C
7 R XSG { N 277SG
H;C H H_-,(,,) SG <
III Hy¢” H
B:/ ¢B®
Schema 8.

Sellin et al."® postulierte den in Schema 8 skizzierten
Mechanismus, bei dem das Substrat ebenfalls in der zwei-
ten Koordinationssphire des Metallions gebunden ist. Zu-
sitzlich zur Protoneniibertragung von C-1 auf C-2 wird ein
Proton auf die Ketogruppe des Hemithioacetals iibertra-
gen. Ein als Ligand gebundenes Wassermolekiil kann zwar
eine Carbonylgruppe polarisieren, das auf das Sauerstoff-
atom der Ketogruppe des Substrats iibertragene Proton
stammt dennoch nicht daher, da die Protonenabgabe (pK .-
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Werte) aus H,O-Liganden von Co2®, Zn2®, Mn2® und
Mg?® um GroBenordnungen langsamer ist als vpna, der
Glyoxalase-I-Reaktion’®. Der Protonentransfer von einer
Sdure im aktiven Zentrum auf eine benachbarte Base ist im
Prinzip eine intramolekulare Reaktion, die weder diffu-
sionskontrolliert ist noch andere Nachteile bimolekularer
Reaktionen hat. Die obere Grenze fiir Geschwindigkeits-
konstanten unimolekularer Reaktionen liegt bei etwa
10~* s~'; sie ist durch die Schwingungsfrequenz der Mo-
lekiilbindungen limitiert. Intramolekulare Protoneniiber-
tragungen zwischen benachbarten elektronegativen Ato-
men konnen - verglichen mit v.,,,, enzymatischer Reaktio-
nen - sehr schnell verlaufen. AH in Schema 8 kann ein un-
ter dem Substrat verborgener Wasserligand oder die OH-
Gruppe des Substrats sein® (vgl. 41).

Sellin et al.”" schlugen noch einen alternativen Mecha-
nismus vor, bei dem das Substrat iiber die zweite Koordi-
nationssphire gebunden ist. In diesem Fall nehmen zwei
Ligand-Wassermolekiile an der Reaktion teil; zusitzlich
findet eine Konformationsdnderung im aktiven Zentrum
statt. Aus Fluoreszenzuntersuchungen weil man, daBl das
Hemithioacetal, Glutathion oder der kompetitive Inhibitor
S-(p-Brombenzyl)glutathion, aber nicht das Produkt S-D-
Lactoylglutathion die Konformationsinderung bei Bin-
dung an das Enzym induzieren. Durch Circulardichrois-
mus-Messungen konnten wir eine geringe Konformations-
dnderung eines Tyrosinrestes beim Binden von S-(p-Brom-
benzyl)glutathion an Glyoxalase I aus Hefe feststel-
len!%],

Konzertierte Protoneniibertragung

Ein Endiol-Zwischenprodukt wire iiberfliissig, wenn
eine konzertierte Protoneniibertragung stattfinde wie sie
Schema 9 zeigt. Gegen einen solchen Mechanismus spre-
chen aber das Fehlen von Wasserstoffaustausch mit dem
Lésungsmittel und die Befunde der Flavin-Reduktionsex-
perimente.

H\ H
@] HO
H H
H3C\} L>O H;,C\ ,H /,O
e,
O SG
(1> H "
H
H
o ;) A B®
’H‘I‘I’ ’TTIT'( T M Schema 9.

Schema 9.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Das Substrat der Glyoxalase I ist das von a-Ketoaceta-
len abstammende Hemithioacetal des Glutathions; es wird
durch Protonen- und nicht durch Hydridiibertragung zu S-
D-Lactoylglutathion umgesetzt. Die Reaktion verlduft
wahrscheinlich iiber ein Endiolat-Zwischenprodukt. Die
Kenntnis des Mechanismus ermdglicht es, maBgeschnei-
derte Inhibitoren zu synthetisieren. Die Inhibierung der
Glyoxalase I durch Cytotoxine scheint - wenigstens nach
Befunden von Experimenten in Zellkultur - ein Weg zur
Entwicklung von Cancerostatica zu sein. Inhibierung der
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Glyoxalase 1 kann zumindest beim Screening von Verbin-
dungen von Nutzen sein.

Viele Fragen bleiben offen. Sind diese Verbindungen cy-
totoxisch, weil sie Glyoxalase I inhibieren? Wirken sie al-
lein oder als Cofaktoren? Kdnnen hochwirksame spezifi-
sche Inhibitoren maBgeschneidert werden? Ferner sind
noch einige Aspekte des Wirkungsmechanismus der Gly-
oxalase I ungeklirt. Handelt es sich beim Endiol um eine
trans- oder cis-Verbindung? Welches Diastereomer ist das
Substrat? Sind fiir die Katalyse ein oder zwei Wassermole-
kiile (oder keins) notwendig, die laut NMR-Messungen Li-
ganden am Metallion des aktiven Zentrums sind? Welche
Bedeutung hat die konformative Beweglichkeit des En-
zyms fir den Wirkungsmechanismus? Hat die dimere
Struktur des Enzymes aus Sdugetieren (das Enzym aus
Hefe ist ein Monomer) eine Funktion? Moderne physikali-
sche Untersuchungsmethoden, besonders die NMR-Spek-
troskopie, sollten helfen, schon bald Antworten auf diese
Fragen zu finden.

6. Nachtrag

Nach Fertigstellung des Manuskripts wurden einige Pro-
bleme des Mechanismus der Glyoxalase-I-Reaktion ge-
klart. Mit NMR-Daten wurde die Konformation von vier
Glutathion-Derivaten, die am aktiven Zentrum des En-
zyms gebunden sind, bestimmt; die Inhibitoren binden in
einer gestreckten Y-Form, die an die durch Rechnungen
und Réntgenbeugung ermittelte Struktur von Glutathion
erinnert. Die Abstinde zwischen dem Metallatom im akti-
ven Zentrum des Enzyms und dem Substrat einerseits so-
wie dem Produkt andererseits im Enzym-Substrat- bzw.
Enzym-Produkt-Komplex unterscheiden sich etwas. Im
Gegensatz zu den meisten Inhibitoren, die in der zweiten
Koordinationssphire gebunden werden, wird S-Methoxy-
carbonylglutathion, eine ionische Verbindung, in der drit-
ten Koordinationssphire gebunden!'%,

Berichtet wurde auch iiber die nicht-stereospezifische
Substratumsetzung durch Glyoxalase 1!'°7; dieser Befund
impliziert, daB8 das Enzym Substratdiastereomere ineinan-
der umwandeln kann, wobei die cis-Endiol-Zwischenstufe
gebildet wird. Diese Zwischenstufe konnte jetzt auch
NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden!'%®, Struktu-
ren von Verbindungen wie Maltol, die den Ubergangszu-
stand der Glyoxalase-1-Substrate simulieren, wurden be-
rechnet!®), Durch EXAFS-Studien bestimmte man die Po-
sition einiger Liganden am Zinkatom des aktiven Zen-
trums!'?,

Eingegangen am 11. Mai 1984 (A 511]
Ubersetzt von Dipl.-Biol. Christiane Koszka, Wien
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