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Porphobilinogen-Synthase, N-Terminal Sequence
The N-terminal sequence of porphobilinogen-synthase 

(EC 4.2.1.24) from bovine liver up to position 44 is given. 
After tryptic hydrolysis two N-terminal peptides with 
identical amino acid composition were isolated in the ratio 
1:1. One peptide was blocked whereas the other one 
started with methionine and showed the same primary 
structure which had been estimated by automatical 
degradation of the enzyme. Four of the eight subunits of 
PBG-S have free methionine as N-terminal amino acid 
whereas the other half is blocked.

Einleitung

Die Porphobilinogen-Synthase (EC 4.2.1.24) ist 
ein Enzym aus dem  Biosyntheseweg der Porphyrine, 
das zwei M oleküle 5-Am inolävulinsäure zu P orpho­
bilinogen kondensiert. Das aktive Enzym ist ein aus 
acht bisher als identisch geltenden U ntereinheiten  
aufgebautes O ktam er m it einem M olekulargew icht 
von etwa 280000 [1]. D er N -Term inus der U ntere in ­
heiten vom M olekulargewicht 35 000 w urde als 
acetyliert beschrieben [2], Unsere U ntersuchungen 
zur Aufklärung der P rim ärstruktur von PBG-S aus 
R inderleber bestätigen diesen Befund teilweise, 
zeigen aber auch, das 50% der U ntereinheiten nicht 
blockiert sind.

Material und Methoden

PBG-S aus Rinderleber

Das Enzym wurde in Anlehnung an bereits b e­
schriebene M ethoden [3] im Institut für H äm a­
tologie der Gesellschaft für Strahlen- und U m w elt­
forschung isoliert.
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Das native Enzym w urde bei pH  11 beginnend 
bei R aum tem peratur 3,5 h m it TPC K -Trypsin 
gespalten. N ach Ausfällen einer C ore-Fraktion  bei 
pH 6,5 wurde der lösliche Anteil des tryptischen 
Hydrolysates an Sephadex G-25 in 0,1 m Essigsäure 
vorgetrennt. D ie Isolierung der Peptide erfolgte 
durch H ochleistungsflüssigkeits-Chrom atographie 
der Sephadex-Gipfel an L iC hrosorb R P2 [4],

Analysen

Die Proben w urden 20 h bei 110 °C  in 5,7 m HCl 
hydrolysiert und im Beckm an-Analysator, M odell 
121 C, analysiert.

Sequenz

Die Sequenzanalyse erfolgte ausschließlich durch 
autom atischen Edman- A bbau nach der F ilm ­
technik, wofür Beckm an-Sequencer der Typen 890 B 
und 890 C eingesetzt wurden. D ie Polypeptidkette 
und das mit Reangenz IV [5] umgesetzte Peptid Tp2 
wurden mit einem  m odifizierten Q uadrolprogram m  
nach Edman und Begg [6 ] sequenziert. Bei der 
Sequenzierung von T p l fand die K upplungsreak­
tion in 3-D iethylam inopropin [7] statt. D ie Identi­
fizierung der Phenylth iohydantoinderivate erfolgte 
durch D ünnschichtchrom atographie [7] oder Hoch- 
leistungsflüssigkeits-Chrom atographie [8 ].

Ergebnisse und Diskussion

Erste U ntersuchungen zur A ufklärung der P ri­
m ärstruktur der Porphobilinogen-Synthase aus 
R inderleber ergaben, daß  der N -Term inus der 
U ntereinheiten nicht — wie b isher angenom m en [2] 
— vollständig blockiert ist. D urch autom atischen 
Edm an-Abbau an der nativen Polypeptidkette 
konnten 29 A m inosäurereste identifiziert werden. 
Die mit M ethionin beginnenden Ketten erwiesen 
sich als einheitlich m it der A usnahm e, daß  in 
Position 2 neben H istidin auch G lu tam insäure 
gefunden wurde.

Aus dem löslichen Anteil des tryptischen H ydro­
lysates konnten durch H ochleistungsflüssigkeits- 
C hrom atographie nach Vortrennung au f Sephadex 
G-25 in 1 M Essigsäure 18 Peptide in reiner Form  
isoliert und sequenziert werden (insgesam t 
228 Reste). U nter diesen Peptiden war auch das 
N-term inale Peptid T p l ,  das in drei G ipfeln  A, B
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Abb. 1. Trennung der N-terminalen tryptischen Peptide 
durch Hochleistungsflüssigkeits-Chromatographie. Säule: 
4,6x250 mm LiChrosorb RP2; Puffer: 50 m M  Ammonium­
acetat/Essigsäure, pH 6,0; linearer Gradient: 0-50%  
Acetonitril in 50 min; Durchfluß: 2 ml/min.

\
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Abb. 2. Elektrophorese der N-terminalen tryptischen 
Peptide auf DC-Fertigplatten Cellulose bei pH 5,35. 
A Tp 1 Met +  Tp 1 Ac-Met 5 B — Tp 1 , C Tp 1 Ac-Met •

und C eluiert wurde (Abb. 1), d ie alle die gleiche 
Am inosäurezusammensetzung haben (Tab. I). D ie 
elektrophoretische U ntersuchung (Abb. 2) zeigte 
einen Ladungsunterschied für die Peptide der 
Gipfel B und C, der darau f schließen läßt, daß  
Gipfel B das T p l Met mit freiem  N -T erm inus und 
Gipfel C das T p lAc_Met enthält. G ipfel A erwies sich

als Mischung aus beiden Peptiden im Verhältnis 
1:1. Die Detektion erfolgte mit einem  H istidintest 
[9], da sich T p lAc.Met m it N inhydrin nicht anfärben 
läßt. T p lMet konnte sequenziert werden und lieferte 
die schon an der Kette erm ittelte P rim ärstruk tur 
mit H istidin in Position 2, während ein A bbau von 
T p l Ac-Met ~  wie zu erwarten -  nicht möglich war. 
Beide Peptide lagen in gleicher Menge vor. Ein 
Peptid T p l mit G lutam insäure anstelle von H istidin 
in Position 2 wurde nicht gefunden.

Unter den weiteren isolierten und sequenzierten 
Peptiden befand sich auch Tp2, das durch die 
Überlappung mit Hilfe der K ettensequenz zuge­
ordnet werden konnte. Abb. 3 zeigt die N -term inale 
Sequenz der PBG-S bis zur Position 44.

Die übrigen tryptischen Peptide wichen in ihrer 
Zusammensetzung und Sequenz stark voneinander

Tabelle I. Aminosäureanalysen der 3 HPLC-Gipfel von 
Tpl und von Tp2.

Tp 1 Met+ 
Tp 1 Ac-Met

Tp 1 Met Tp 1 Ac-Met Tp2

Asp 4,50 (5)
Thr 3,00
Ser 2,11 1,94 1,96 2,76
Glu 1,09 1,09 1,08 1,12
Pro 2,11 1,85 2,08 1,96
Gly 1,16 1,09 1,04
Ala 3,03
Val 1,11 1,01 1,05 1,99
Met 0,81 0,66 0,72
Ile 1,86
Leu 3,09 2,94 2,90 2,23
Tyr 0,90 1,08 1,19 1,12
Phe 1,04 1,02 1,06 1,04
Trp (1)
His 2,61 3,02 2,69
Lys 0,93
Arg 0,93 0,97 0,93

10
Met-His-Pro-Gln-Ser-Val-Leu-His-Ser-Gly-Tyr-Phe-His-
Tpl

20
Pro-Leu-Leu-Arg-Asn-Trp-Gln-Thr-Ala-Ala-Thr-Ser-Leu- 

Tp2

30
Ser-Ala-Ser-Asn-Leu-Ile-Tyr-Pro-Ile-Phe-Val-Thr-Asp-

40
Val- Pro-Asp-Asp- Lys-

Abb. 3. N-Terminale Sequenz der PBG-S-Untereinheiten. 
50% der Ketten sind blockiert. In Position 2 wurde beim 
Abbau der Ketten neben His auch Glu gefunden.
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ab, was au f eine völlige oder zum indest w eit­
gehende Identität der P rim ärstruk tur von blockier­
ten und nicht blockierten K etten schließen läßt.

Die hier vorgelegten Ergebnisse deuten  darau f 
hin, daß vier der acht U ntereinheiten  der Porpho- 
bilinogen-Synthase einen freien, m it M ethionin 
beginnenden N -Term inus haben, w ährend die 
anderen vier blockiert sind, was eventuell m it der 
Tatsache in Zusam m enhang steht, daß  nur die
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Hälfte der U ntereinheiten Substrat b inden kann 
(Halbseiten-Reaktivität) [10].
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