Die Selektivitdt der Ionendurchlissigkeit durch Membranka-
néle wird in erster Linie durch die engste Stelle der Kanalpore,
den Selektivititsfilter, bestimmt. Das Verhiltnis von elektroni-
scher Feldstdrke am Filter und der Dehydratisierungsenergie der
hindurchtretenden Ionen bestimmt das AusmaB der Dehydrati-
sierung'!. Insbesondere der fiir die Selektivitit bei spannungs-
kontrollierten K *-Ionenkanilen verantwortliche Mechanismus
ist ausfiihrlich diskutiert worden. Dabei wird im allgemeinen
angenommen, daB der fiir K *-Ionen selektive Filter aus einem
von vier Tyrosinresten gebildeten ,,aromatischen Kafig“ besteht.
Dieser bewirkt ein schwaches elektrisches Feld, das die vollstén-
dige Dehydratisierung von K *-, nicht aber von Na*-Ionen er-
moglicht. Folglich kdnnen die K *-lonen den Filter passieren,
nicht jedoch die Na*-Ionen. Die n-Elektronen der Arylreste
tragen wahrscheinlich durch anziehende n-Kationen-Wechsel-
wirkungen zu einer Verringerung der Potentialbarriere fiir den
Durchtritt der K *-lonen bei!!!l, Dieser Mechanismus kann
auch die von uns beobachtete Selektivitit von 1a-Kanélen er-
kléren. Die engste Stelle der ionenleitenden Pore in 1a wird von
den vier Resorcinringen mit einem schwachen elektrischen Feld)
gebildet. Diese Offnung wird als gerade gro8 genug angesehen
nackte K *-Tonen (r =1.33 A) passieren zu lassen, nicht aber die
etwas groferen Rb*-lonen (r =1.47 A). Nach Molekiildyna-
miksimulationen dhnelt die GréBe der Offnung von 1a etwa der
Pore von p-tert-Butylcalix[4]arentetraamid, das den Durchtritt
von K *-Ionen nicht aber von Cs*-Ionen (r =1.69 A) zula Bt

Erstmals gelang also ein selektiver Ionentransport durch eine
Membran-Doppelschicht {iber einen Kanalmechanismus mit ei-
nem einfachen und stabilen synthetischen Mole-
kiil, dessen Dimer die essentiellen biologischen
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Zum Mechanismus der Urocanase-Reaktion:
13C-NMR-spektroskopische Beobachtung des
enzymgebundenen NAD * -Inhibitor-Adduktes **

Carsten Schubert, Herbert Réttele, Manfred Spraul
und Janos Rétey*

In den meisten Zellen katalysiert Urocanase (E.C. 4.2.1.49) den
zweiten Schritt im Histidinabbau (Schema 1). Sie enthilt ein fest
gebundenes NAD ", das fiir die katalytische Aktivitit essentiell
ist!! 2! Es wird angenommen, da NAD * als elektrophiler Kata-

Eigenschaften eines Einzelionenkanals auf- ,COOH
weist. Es ist das einfachste Modell eines
Finzelionenkanals und diirfte unser Verstind- =
. o Urocanase
nis der Ursachen der Ionenselektivititen von N NH @ —
Ionenkanilen bereichern. H,0
1

Schema 1. Sterischer Verlauf der Urocanase-Reaktion. Die Protonen aus dem Lésungsmittel werden an
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die Re-Positionen der Seitenkette addiert.

lysator wirkt und intermedidr ein kovalentes Addukt mit dem
Imidazolring des Substrates, Urocaninsdure 1, bildet!). Nach ei-
nem von uns postulierten Mechanismus® = erfolgt die unge-
wohnliche Wasseranlagerung zu 5-Hydroxyimidazolpropion-
saure 2 in einer chemisch plausiblen Weise. 2 steht seinerseits
mit Imidazolonpropionsdure 3 in einem spontanen Gleichge-
wicht!®],

Kiirzlich haben wir die Struktur eines NAD *-Inhibitor-Ad-
duktes, das an der Urocanase entsteht und hochstwahr-
scheinlich dem intermediiiren NAD *-Substrat-Addukt analog
ist, durch Bestimmung der direkten '3C-'3C-Kopplungskon-
stanten bewiesen!®). Wegen seiner Instabilitit muBte das doppelt
13C-markierte Addukt im enzymgebundenen Zustand durch
Oxidation stabilisiert und erst dann vom Enzym abgetrennt
werden 71,
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Um das native Addukt im enzymgebundenen Zustand direkt
beobachten zu konnen, verwendeten wir die Differenz-'3C-
NMR-Spektroskopie. Zur Verstirkung der relevanten **C-Si-
gnale wurden die 4-Position des prosthetischen NAD* und die
5'-Position des Inhibitors mit !3C angereichert. Im ersten Expe-
riment wurden Urocanase mit (4-'*C)NAD* (99% '3C) einge-
setzt. Im 150 MHz-13C-NMR-Spektrum zeigt das enzymgebun-
dene (4-'*C)NAD™ ein breites Signal bei § =146 (Abb. 1).

T T T 1 T T T T T T 4 T i T T
180 170 160 150 140 130 120
-—
Abb. 1. Tieffeldausschnitt des 150 MHz-!*C-NMR-Spektrums der (4-'*C)NAD*
enthaltenden Urocanase. Das breite Signal bei 8 =146 wird von dem C-4-Atom des
Nicotinamid-Teils (99 % '3C) erzeugt. Ca. 120 mg (0.99 pmol) Urocanase in 2 mL
50 mm K,HPO,-Puffer, pH 7.5, H,0/D,0 8:1, 10 mm-Probenrohr, *H-breitband-
entkoppelt, Linienverbreiterung: 10 Hz, T = 300 K, jeweils 30000 Scans.

Nach Zugabe von Imidazolpropionsdure (zehnfacher molarer
UberschuB, fiinffacher Uberschuf bezogen auf die aktiven Zen-
tren) verschwindet das Signal bei 6 =146 weitgehend, gleichzeitig
entsteht ein neues, dhnlich breites Signal bei § = 37.7. Dies deu-
tet darauf hin, daB die aktiven Zentren praktisch vollstindig mit

dem Inhibitor besetzt wurden. Am deutlichsten ist es im Diffe-
renzspektrum (Abb. 2) zu beobachten. Neben den scharfen '*C-
Signalen der iiberschiissigen, ungebundenen Imidazolpropion-
sdure erscheint bei 6 = 37.7 das Signal vom '3C-4-Atom des
enzymgebundenen (4-!*C)NAD-Imidazolpropionat-Adduktes (4
oder 4a; Schema 2). Zum Vergleich: Das C-4-Atom von NADH S
ergibt ein Signal bei § = 21.9, wihrend es beim C-4-phosphory-
lierten Dihydropyridinderivat 6 bei § =78.7 erscheint®.

ooC

Schema 2. Mogliche Strukturen des enzymgebundenen NAD*-Imidazolpropio-
nat-Adduktes 4 und 4a sowie die Struktur von NADH 5 und des NAD™-4-Phos-
phat-Adduktes 6. R = Adenosindiphosphat-ribosyl.

In einem zweiten Experiment, in dem nicht NAD™, sondern
der Inhibitor, Imidazolpropionsdure, in 5'-Stellung '*C-mar-
kiert wurde, konnte die Beobachtbarkeit des enzymgebundenen
Adduktes bestitigt und die chemische Verschiebung des C-5'-
Atoms ermittelt werden. Im Differenzspekirum (Abb. 3) sieht

55 50 45 40 35 30 25 20 15
-—
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Abb. 2. 13C-NMR-Differenzspektrum der (4-!>)C)NAD* enthaltenden Urocanase
nach — vor Zugabe von 9.9 pmol Imidazolpropionsaure. a) Hochfeldausschnitt,
b) Tieffeldausschnitt. Das breite Signal bei § = 37.7 entspricht dem enzymgebunde-
nen (4-'*C)NAD *-Imidazolpropionat-Addukt.

720 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1995
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Abb. 3. 100 MHz-!3C-NMR-Differenzspektrum der unmarkierten Urocanase
nach — vor Zugabe von 2 umol (5'-*3C)Imidazolpropionsiure. Das breite Signal bei
§ = 87.5 entspricht dem NAD*-(5-12C)Imidazolpropionat-Addukt, das scharfe
Signal bei =117 der freien (5'-'*C)Imidazolpropionsiure. Ca. 150 mg (1.22 umol)
Urocanase in 2 mL 50 mm K,HPO,-Puffer, pH 7.5, H,0/D,0 8:1, 10 mm-Proben-
rohr, 'H-breitbandentkoppelt, NOE nichi unterdriickt, Linienverbreiterung:
10 Hz, T = 297 K, jeweils 52000 Scans.

man im Bereich zwischen & = 80 und é =120 nur zwei '3C-Si-
gnale, bei 6 =117 fiir die freie und bei & = 87.5 fiir die gebunde-
ne (5'-**C)Imidazolpropionsiure. Die starke Hochfeldverschie-
bung des C-5"-Signals spricht dafiir, daB im enzymgebundenen
Addukt die Aromatizitit des Imidazolringes aufgehoben wird,
d.h. das Addukt hat nicht Struktur 4, sondern 4a. Die Favori-
sierung von 4a gegeniiber 4 an der Aktivstelle kann durch eine
ionische Wechselwirkung zwischen einer negativ geladenen
Gruppe des Enzyms und dem positivierten Stickstoffatom des
Imidazolringes erkldrt werden. Der schon friither beobachtete
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enzymkatalysierte Austausch des H-5-Atoms der Imidazolpro-
pionsédure mit Losungsmittelprotonen beweist, dall 4a mit 4 in
einem schnellen Gleichgewicht steht!® %101,
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Kopplung des endothermen thermischen Crackens
mit der exothermen oxidativen Dehydrierung
von Ethan zu Ethylen unter Verwendung eines
verdiinnten SrO/La,0;-Katalysators

Vasant R. Choudhary*, Balu S. Uphade und
Shafeek A. R. Mulla

Derzeit wird Ethylen durch thermisches Cracken von Ethan,
Ethan/Propan-Gemischen oder Naphtha!!l hergestellt. Dieser
Prozef ist endotherm und somit energieintensiv, auBlerdem ent-
stehen dabei groBere Mengen an Koks. Neuere Anstrengungen
gelten der katalytischen oxidativen Dehydrierung von Ethan zu
Ethylen!? ~8l. Obwohl die oxidative Dehydrierung [Gl. (a)] nur
miBig exotherm ist, kann sie sehr gefdhrlich und schwer kon-
trollierbar werden, da die Verbrennung von Ethan [GI. (b) und
(c)] stark exotherm verlduft. Deshalb hat bereits eine kleine
Umsatzsteigerung der Reaktionen von Ethan zu CO und CO,
einen starken Anstieg der freiwerdenden Reaktionswirme zur
Folge. Dariiber hinaus bewirkt ein hoher Ethanumsatz bei ho-
her Raumgeschwindigkeit die Freisetzung einer grolen Warme-
menge innerhalb eines eng begrenzten Katalysatorbereichs. Die-
se Probleme fithren dazu, dal3 es sehr schwierig ist, die Wéirme
aus dem Reaktor abzufiihren, und der Prozel3 kann wegen der
Bildung heiBler Zonen im Reaktor auBer Kontrolle geraten. Es
wire von groBer Bedeutung, die Umwandlung von Ethan zu
Ethylen energieeffizient (ohne externe Energiezufuhr) und si-
cher durchfiihren zu konnen. In dieser Mitteilung zeigen wir,
daB man das thermische Cracken von Ethan mit seiner oxidati-
ven Dehydrierung verkniipfen kann. Dazu werden die beiden
Reaktionen gleichzeitig in Gegenwart von Wasserdampf und
begrenzter O,-Zufuhr durchgefiihrt und ein Trigerkatalysator
mit hoher thermischer und hydrothermaler Stabilitdt, SrO/
La,0,/SA 5205, benutzt, der durch einen inerten Feststoff ver-
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diinnt ist. Auf diese Weise 148t sich Ethan energieeffizient und
sicher mit hohem Umsatz und hoher Selektivitit zu Ethylen
umwandeln, ohne daB es zur Koksbildung kommt. Unsere Er-
gebnisse demonstrieren, daf dieser ProzeB durch Variation der
Reaktionsbedingungen, insbesondere der Temperatur und des
C,H,/O,-Verhiltnisses im Zustrom schwach exotherm, ther-
misch neutral oder schwach endotherm gehalten werden kann
und wenig oder gar keine duflere Energiezufuhr benotigt.

C,H + 050, — C,H, + H,0 + 25.1 kcalmol ™’ (@)
C,Hg + 350, — 2CO, + 3 H,0 + 341.5 kealmol (b)
C,H + 250, — 2CO + 3 H,0 + 206.6 kealmol™’ ©

In den Abbildungen 1 und 2 sind unsere Resultate zusammen-
gefal3t. Man erkennt den EinfluBl sowohl der Reaktionstempe-
ratur als auch des C,H,/O,-Molverhiltnisses im Zustrom auf

CzHs

20+ 4

1 1 1 L L

) I 1 !
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T [[C]
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Abb. 1. EinfluB a) der Reaktionstemperatur und b) des C,H/O,-Molverhiltnisses
im Zustrom auf Umsatz und Selektivitit des gekoppelten Prozesses (T = Reak-
tionstemperatur, x = Umsatz, S = Produktselektivitdt). a) C,H4/O,-Molverhilt-
nis im Zustrom =7.0, b) T =800°C; C,Hg/Wasserdampf-Molverhéltnis =1.0;
Raumgeschwindigkeit= 35100 cm® pro g (verdiinnter Katalysator) pro h; Verhilt-
nis Trager/Katalysator (Gew./Gew.) = 2.0

Umsatz, Selektivitit, Umatzverhiltnis von Ethancracken zu
Ethanoxidation, Netto-Reaktionswirme (AH,) sowie Energie-
zufuhr zum Reaktorofen. Bei diesen Reaktionen findet ein Tré-
gerkatalysator der Zusammensetzung SrO (17.3 Gew.- %)/
La,0; (17.9 Gew.-%)/SA 5205 Verwendung, der gleichmiBig
mit weiterem Trigermaterial SA 5205 verdinnt wird. Dieser
Triiger ist inert, pords (Porositit: 50%), hat eine geringe Ober-
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