ZUSCHRIFTEN

koénnen ebenfalls als Ausgangsverbindungen eingesetzt werden.
Dariiber hinaus konnen Aluminiumzentren in die wiirfelférmi-
ge Sig-Struktur eingebaut werden, indem man das Si/Al-Men-
genverhiltnis kontinuierlich von unendlich (die reine Sig-Form)
bis eins (die reine Al,Si,-Form) variiert, wobei man beim oben
beschriebenen Verfahren von TMA-Silicat- und TMA-Alumi-
natlésungen mit einem entsprechenden Silicat-zu-Aluminat-
Molverhéltnis ausgeht. Es ist ebenfalls bekannt, dal} andere
Polysilicatformen, wie Doppeldreierringe (D3R), Doppelfiin-
ferringe (D5R) usw., in bestimmten Verbindungen mit quater-
niren Ammoniumgruppen auftreten''?. Bei diesen Strukturen
koénnen ebenfalls Si- durch Al-Zentren ersetzt werden. Auch der
Einbau anderer Metalle in die Si,-Struktur sollte moglich sein,
und das wird die Chemie dieser Mesostrukturen und ihre poten-
tiellen Anwendungen erheblich erweitern. Durch die Wahl ge-
eigneter Ausgangsverbindungen im Hinblick sowohl auf ihre
Struktur als auch auf ihre Zusammensetzung sollten mesostruk-
turelle und mesopordse Materialien mit den gewiinschten Ei-
genschaften und einem gewissen Ausmal an lokaler Ordnung
zu synthetisieren sein.

Das Calcinieren der AS-H ,-Phase erfolgte, indem die Probe
iiber einen Zeitraum von fiinf Stunden langsam unter N, auf
500 °C und danach weitere fiinf Stunden lang an Luft bei dersel-
ben Temperatur erhitzt wurde. Bei diesem ProzeB wird die
Struktur erheblich komprimiert. Das Rontgendiffraktogramm
zeigt, daf der d(100)-Wert von etwa 36 A fiir AS-C,,;TA-H,
(Abb. 2b) auf ca. 25 A fiir das calcinierte Material absinkt
(Abb. 2¢). Die 2’ Al-NMR-Spektren weisen darauf hin, daB ein
Teil der tetraedrisch koordinierten Al-Zentren in oktaedrisch
koordinierte umgewandelt wurde. Eine teilweise Desaluminie-
rung ist fiir eine Alumosilicatstruktur mit solch hohem Al-Ge-
halt zu erwarten, aber es ist ebenso moglich, daB} diese Alumi-
niumzentren immer noch relativ stark an das Geriist gebunden
und die Winde dicker sowie die Poren kleiner geworden sind.
Gegenwirtig untersuchen wir die Strukturmerkmale dieser cal-
cinierten Stoffe und die Moglichkeiten, die Template durch
schonendere Verfahren zu entfernen.

Diese und die vorhergehenden Ergebnissen der Untersuchung
der Sig-Ausgangsverbindung zeigen, dafi anorganische Oligo-
mere mit Tensiden schrittweise zu Materialien mit Mesostruktur
organisiert werden kénnen. Der Einbau von Metallzentren und
die Modifikation der Struktur oder Zusammensetzung kénnen
auf der Oligomerstufe leichter und effektiver als mit Gelen als
Ausgangsverbindungen durchgefithrt werden. Durch einen sol-
chen Syntheseweg ist es ebenfalls moglich, zu wirklichem Mate-
rialdesign und zu maBgeschneiderten Strukturen zu gelangen,
indem man geeignete Strukturbausteine (z.B. Oligomere) ein-
setzt und die Strukturbildung (z. B. die Kondensation) effektiv
kontrolliert.

Experimentelles

Kristallines TMA-AL,Si, wurde gemdB Literaturverfahren durch langsames Ein-
dampfen einer Losung, die TMA-Silicat und TMA-Aluminat in einem 1:1-Si/Al-
Verhiltnis enthielt[9], synthetisiert. Die TMA-Silicat-Losung wurde hergestellt, in-
dem Kieselsol {Ludox-Silica) in einer TMAQH-Ldsung aufgeldst wurde, bis eine
Endkonzentration von 1 M sowohl fiir Si als auch fiir TMA erreicht war. Die ver-
wendete TMA-Aluminat-Losung wurde jeweils frisch durch Hydrolyse von Alumi-
niumisopropoxid in einer TMAOH-L&sung bis zu einer Al-Endkonzentration von
0.3 M und einem TMA/AIl-Verhiltnis von 1.5/1 hergestellt. Die Fillung von Al,Si,
mit Tensiden wurde erreicht durch Mischen einer Al,Si,-Lésung (typischerweise
10 g TMA-AL,Si,-Kristalle gelost in 100 g H,0) und einer Tensidldsung (zum Bei-
spiel 200 mL 12.3proz. C,sTACI). Die C,,AM-L&sung wurde bereitet, indem Do-
decylamin in einer wiBrigen Losung, die einen dquivalenten Anteil Salzsiure ent-
hielt, geldst wurde. Die Mischungen aus Niederschlag und Mutterlauge wurden ca.
15 h ruhen gelassen, damit sich ein Kondensationsgleichgewicht einstellen konnte.
Die Niederschlige wurden danach abfiltriert, mit destilliertem Wasser bei Raum-
temperatur gewaschen und an Luft getrocknet. Die Dampfphasenbehandlung der
so erhaltenen Al,Si,-C,TA-Niederschlige (n =16,12) wurden nach dem in Lit. [8]
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beschriebenen Verfahren durchgefiihrt; wir verwendeten jedoch nur Wasser anstelle
von verdlinnter Salzsiure, die fiir die Sig-C,,AM-Systeme eingesetzt wurde. Die
Al,Si,-C,,AM-Niederschlige wurden 24 h lang mit Isopropylalkohol unter Riick-
fluB erhitzt (7= 90 °C), um weitere Kondensation zu erreichen.
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Die Rolle von Dehydroalanin in der Katalyse
durch Histidin-Ammoniak-Lyase**

Martin Langer, Andrea Pauling und Janos Rétey*

Die Umwandlung von L-Histidin in Urocaninsidure, kataly-
siert durch die Histidin-Ammoniak-Lyase (HAL), ist eine unge-
wohnliche Reaktion, deren Mechanismus fiir den Chemiker ei-
ne Herausforderung darstellt!!). Sowohl ein mehrstufiger als
auch ein konzertierter Ablauf fithren zu unwahrscheinlichen,
energetisch ungiinstigen Intermediaten oder enthalten unplausi-
ble Annahmen. HAL katalysiert den ersten Schritt des Histidin-
Abbaus in den meisten Organismen, und ihr Defekt im Men-
schen verursacht Histidindmie?’. HAL und das wichtige
Pflanzenenzym Phenylalanin-Ammoniak-Lyase sind die einzi-

[*] Prof. Dr. J. Rétey, Dr. M. Langer, Dr. A. Pauling
Institut fiir Organische Chemie der Universitit
Richard-Willstdtter-Allee, D-76128 Karlsruhe
Telefax: Int. +721/608-4823
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem
Fonds der Chemischen Industrie gefordert.

(0044-8249/95/1313-1585 $ 10.00+ .25/0 1585



ZUSCHRIFTEN

gen Enzyme, von denen bekannt ist, daB sie fiir die Katalyse
essentielle Dehydroalanin-Reste enthalten™ #1. Von diesen wur-
de gezeigt, daB sie posttranslational aus Serin 1431%) bzw. Se-
rin 202! entstehen. Wegen der Elektrophilie des prosthetischen
Dehydroalanins’® 7! wurde ein Mechanismus vorgeschlagen, in
dem die ¥-Aminogruppe von Histidin dieses nucleophil angreift,
was die Austrittsgruppen-Qualitdt der Aminogruppe erhéhen
soll.

Ein solcher Mechanismus ist aus folgenden Griinden unbe-
friedigend:

1) Er gibt keine Antwort auf die Frage, wie das f-Hpg,-
AtomD*® aktiviert wird.

2) Die Austrittsgruppen-Qualitdt konnte auch durch eine ein-
fache Protonierung erhoht werden.

3) Ererklirt den Befund von Furuta et al.l® !°'nicht, dal HAL
nicht nur den Austausch des fi-Hg,-Atoms mit Protonen aus
dem Medium katalysiert, sondern auch denjenigen des 5-H-
Atoms im Imidazolring.

4) Er erkldrt nicht, warum r-Cystein und L-Homocystein im
Unterschied zu anderen Aminoséduren stark inhibierend wir-
kentt!- 121

Klee et al."'3 fanden, daf3 L-5-Nitrohistidin ein moderat gutes
Substrat fiir HAL ist. Wahrend mit [3-2H,]Histidin €in kine-
tischer Deuterium-Isotopeneffekt von ky/k, ~1.5-2.0 kon-
statiert wurde'**-**! trat ein solcher Effekt mit L-5-Nitro-
[B-2H ,histidin nicht auf. Die naheliegende Erklirung fiir diesen
Befund ist die Aktivierung des f-H-Atoms durch die Nitrogrup-
pe (Schema 1). Als Folge davon ist die Protonenabspaltung
durch eine basische Gruppe des Enzyms fiir die Gesamtreaktion
nicht mehr geschwindigkeitsbestimmend.

Schema 1. B-H-Aktivierung durch die Nitrogruppe in 5-Nitrohistidin.

Neuerdings stellten wir Mutanten von HAL her, in denen das
Codon fiir Serin 143 zu denen von Alanin und Threonin gedn-
dert wurde!® 131, Diese Mutanten zeigten mit L-Histidin als Sub-
strat nahezu keine Aktivitdt. Wir berichten nun iiber die Resul-
tate von Experimenten, in denen die Aktivitdt unserer
HAL-Mutanten, S143A und S143T, sowie die der Natriumbor-
hydrid-behandelten Wildtyp-Histidase (HAL, ) sowohl mit
L-Histidin als auch mit L-5-Nitrohistidin als Substrat genau un-
tersucht wurde und die einen neuen Mechanismus fiir die HAL-
Reaktion nahelegen.

Zunichst setzten wir L-5-Nitrohistidin als Substrat ein. Die
entsprechenden kinctischen Konstanten K, und ¥, . sind in
Tabelle 1 zusammengestellt. Uberraschend akzeptierten die
~inaktiven Mutanten L-5-Nitrohistidin als Substrat, und zwar
ebenso gut wie Wildtyp-HAL. Thre kinetischen Konstanten un-
terscheiden sich nur unwesentlich. Die geringfiigige Erhéhung
des K -Wertes bei der S143T-Mutante kdnnte aus ungiinstigen
sterischen Wechselwirkungen zwischen der Methylgruppe von
Threonin und der Nitrogruppe des Substrats herrithren, und die
geringfiigige Beeintrichtigung von K, und V, _ im Fall des
NaBH,-behandelten Enzyms kénnte die Folge einer unspezifi-
schen Reaktion des Reagens sein.
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Tabelle 1. Michaelis-Konstanten X, und ¥, fir die Wildtyp-, S143A-, S143T- und

max

HAL,,-Histidin-Ammoniak-Lyase mit 1.-5-Nitrohistidin als Substrat [a].

HAL Viar (IUmg™ ] [b] K, [mwm]

Wildtyp 0.85 + 0.1 7.7 +1.5
S143A 0.87+02 9.8 +3.0
S143T 0.87 +0.1 128 +£29
HAL,, 0.79 + 0.1 13.6 £3.9

{a] Fir die Bestimmung von K, und ¥, wurde im Enzymtest die Substratkonzen-
tration zwischen 1 und 15 mM variiert und die Absorptionszunahme bei 400 nm
verfolgt [13]). Die Werte wurden mit Hilfe des Lineweaver-Burk-Diagramms be-
stimmt. [b] IU = internationale Enzymeinheit.

An diesem Punkt angelangt, war es notwendig, die ,,Inaktivi-
tit* unserer Mutanten mit dem natiirlichen Substrat L-Histidin
zu Uberpriifen. Unter Verwendung von viel groferen Enzym-
mengen als bei 5-Nitrohistidin als Substrat konnten die kineti-
schen Konstanten bestimmt werden (Tabelle 2).. Wahrend die
K_-Werte der Mutanten von der gleichen GréBenordnung sind
wie der von Wildtyp-HAL, sind ihre V., -Werte ungefihr 1000-
bzw. 50000mal kleiner.

Tabelle 2. Michaelis-Konstanten K und V,,, fir die Wildtyp-, S143A-, S143T- und
HAL,,-Histidin-Ammoniak-Lyase mit L-Histidin als Substrat [a].

n Vwild(}p
HAL Ve HUmg ™11 b] K., ImMm) v
Mutane
Wildtyp 25 52408 1
S143A 0.0214 75+09 1170
S143T 0.00047 31106 53100
HAL, 4 <01 - -

fa] Fiir die Bestimmung von K und V,_,, wurde im Enzymtest die Substratkonzen-
tration zwischen 0.5 und 34 mM variiert und die Absorptionszunahme bei 277 nm
verfolgt. Die Werte wurden mit Hilfe des Lineweaver-Burk-Diagramms bestimmt.
[b] TU = internationale Enzymeinheit.

Die vorhandene Restaktivitit unserer Mutanten mit L-Histi-
din als Substrat konnte zwei Ursachen haben: 1) Ein Fehler in
der Expression, d.h. die Verwechslung des GCC- oder ACC-
Codons mit dem TCC-Codon (Serin) wiirde in seltenen Fillen
Wildtyp-HAL produzieren!!6.. 2) Die Mutanten kdnnten trotz
der fehlenden prosthetischen Gruppe eine langsame Desaminie-
rung von Histidin katalysieren. Im ersten Fall wire der unverén-
derte K -Wert selbstverstindlich, im zweiten Fall miite man
annehmen, dal} der prosthetische Dehydroalanin-Rest bei der
Bildung des Michaelis-Komplexes keine Rolle spielt.

Fiir unsere SchluBfolgerungen sind die drastischen Unter-
schiede in den V,,,,-Werten ausschlaggebend. Wihrend das Feh-
len von Dehydroalanin sie bei L-Histidin als Substrat sehr stark
erniedrigt, hat es nahezu keinen Effekt, wenn L-5-Nitrohistidin
das Substrat ist. Um sicherzustellen, daf3 der spektralphotomet-
rische Test eine Umsetzung nicht nur vortiduscht, wurde die
Reaktion auch 'H-NMR-spektroskopisch verfolgt. Alle vier
HALs katalysierten die Umsetzung von L-5-Nitrohistidin zu
5-Nitrourocaninsdure mit dhnlicher Geschwindigkeit. Aller-
dings verlangsamte sich die Reaktion mit der Zeit und endete,
sobald 5-Nitrourocaninsdure eine Konzentration von etwa
1 mM erreicht hatte. Diese Produktinhibierung wurde durch ki-
netische Experimente mit Wildtyp-HAL als Katalysator und
L-Histidin als Substrat bestétigt: 5-Nitrourocaninséiure hemmte
die Reaktion mit einem K-Wert von 0.6 mM —ein Wert, der etwa
zehnmal kleiner ist als der K_-Wert fiir das Substrat.

Die Umsetzung von L-5-Nitrohistidin wurde auch durch pri-
parative Experimente sowohl mit Wildtyp-HAL als auch mit
den mutanten HALs bestdtigt: Nach Denaturierung und Ent-
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fernung des Proteins wurde der pH-Wert der Reaktionsmi-
schungen auf 1.0 eingestellt. In allen drei Experimenten kristalli-
sierte ungefdhr die gleiche Menge an 5-Nitrourocaninsiure in
Form orangebrauner Kristalle aus! 7.,

Die Aktivitdt der Mutanten ohne Dehydroalanin sowie des
NaBH,-behandelten Enzyms mit L-5-Nitrohistidin als Substrat
widerlegt den Mechanismus, in dem die a-Aminogruppe des
Histidins diesen elektrophilen Rest angreift!!]. Die Resultate
von Klee et al.' 3 zusammen mit unseren legen nahe, daB die
alleinige Funktion des prosthetischen Dehydroalanin-Restes in
der Erh6éhung der Aciditit des 8-Hg,-Atoms und damit in der
Erleichterung der Carbanion-Bildung liegt.

Auller seiner a-Aminogruppe enthilt Histidin noch eine nu-
cleophile Funktion, den Imidazol-Rest, der mit dem elektrophi-
len Dehydroalanin reagieren konnte. Die nucleophile Reaktivi-
tdt des Imidazol-Restes in einer Enzymreaktion wurde vor
wenigen Jahren entdeckt!*®!, In Schema 2 ist daher ein Mecha-

\
& NH
NS

Schema 2. Aus den experimentellen Befunden abgeleiteter Mechanismus der HAL-
katalysierten Umwandlung von L-Histidin in Urocaninsdure.

nismus dargestellt, der mit dem Angriff der 5-Stellung des Imi-
dazolringes auf die Dehydroalanin-Seitenkette beginnt. Dies
fihrt zum Immonium-Intermediat 1, in dem die H-Atome an
beiden benachbarten Kohlenstoffatomen aktiviert sind. Der
Abspaltung des -Hg,-Protons durch eine basische Gruppe des
Enzyms folgt dann die Ammoniak-Eliminierung. Im letzten
Schritt (nur noch durch Pfeile angedeutet) fragmentiert das
Dehydroalanin-Urocanat-Addukt zu Urocanat und HAL unter
Regenerierung der prosthetischen Gruppe. Die reversible Ab-
spaltung des ebenfalls aktivierten 5-H-Atoms im Immonium-
Intermediat 1 erklirt den beobachteten Austausch dieses Pro-
tons mit Deuterium aus dem Solvens!®: 101,

Wie schon erwéhnt, gibt es fiir diese Reaktivitit der Imidazol-
5-Position einen Prizedenzfall in der Urocanase-Reaktion, in
der das Elektrophil ein prosthetisches NAD *-Molekiil ist!'®],
Obwohl im Falle der HAL das postulierte kovalente Addukt
noch nicht direkt beobachtet werden konnte, sind die Indizien-
kette und die chemische Plausibilitit sehr liberzeugend.

Ein solcher Mechanismus ist auch mit der starken Inhibie-
rung von HAL durch t-Cystein und r-Homocystein!!!:12] in
Einklang. In diesen Aminoséuren ist das nucleophile Schwefel-
atom in der richtigen Entfernung (im Vergleich zur Imidazol-5-
Position von Histidin) fiir einen Angriff am elektrophilen De-
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hydroalanin. Kiirzlich schlugen wir einen méglichen Mechanis-
mus fiir die irreversible Hemmung durch diese Aminosduren in
Gegenwart von Sauerstoff vor!!%).

Da Circulardichroismus-Messungen darauf hinweisen, daB
die dreidimensionalen Strukturen unserer S143A- und S143T-
Mutanten gegeniiber der von Wildtyp-HAL nicht verdndert
sind! 171, ist die Reaktivitidt mit L-5-Nitrohistidin plausibel er-
klirt durch die erhdhte Aciditit des 8-Hg,-Protons in diesem
Substrat, d. h. die Nitrogruppe erfiillt dieselbe Aufgabe wie die
prosthetische Gruppe Dehydroalanin und macht sie iiberfliissig.
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In der Informationstechnologie werden beim Ubergang von
der Elektronik zur Photonik revolutionire Fortschritte erwar-
tet!!); dadurch ist die Nichtlineare Optik (NLO)!?!in den Brenn-
punkt des Interesses von Materialwissenschaftlern geriickt. Fir
die Herstellung vieler photonischer Bauelemente sind Materia-
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