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konnen ebenfalls als Ausgangsverbindungen eingesetzt werden. 
Daruber hinaus konnen Aluminiumzentren in die wiirfelformi- 
ge Si,-Struktur eingebaut werden, indem man das Si/Al-Men- 
genverhlltnis kontinuierlich von unendlich (die reine Si,-Form) 
bis eins (die reine Al,Si,-Form) variiert, wobei man beim oben 
beschriebenen Verfahren von TMA-Silicat- und TMA-Alumi- 
natlosungen mit einem entsprechenden Silicdt-zu-Aluminat- 
Molverhaltnis ausgeht. Es ist ebenfalls bekannt, daR andere 
Polysilicatformen, wie Doppeldreierringe (D3R), Doppelfun- 
ferringe (D5R) usw., in bestimmten Verbindungen rnit quater- 
naren Ammoniumgruppen auftreten[”]. Bei diesen Strukturen 
konnen 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 mesoporose Materialien mit den gewunschten Ei- 
genschaften und einem gewissen AusmaR an lokaler Ordnung 
zu synthetisieren sein. 

Das Calcinieren der AS-H,-Phase erfolgte, indem die Probe 
iiber einen Zeitraum von funf Stunden langsam unter N, auf 
500 “C und danach weitere fiinf Stunden lang an Luft bei dersel- 
ben Temperatur erhitzt wurde. Bei diesem ProzeR wird die 
Struktur erheblich komprimiert. Das Rontgendiffraktogramm 
zeigt, daR der d(lOO)-Wert von etwa 36A fur AS-C,,TA-H, 
(Abb. 2b) auf ca. 25 8, fur das calcinierte Material absinkt 
(Abb. 2c). Die ”Al-NMR-Spektren weisen darauf hin, daR ein 
Teil der tetraedrisch koordinierten Al-Zentren in oktaedrisch 
koordinierte umgewandelt wurde. Eine teilweise Desaluminie- 
rung ist fur eine Alumosilicatstruktur mit solch hohem AI-Ge- 
halt zu erwarten, aber es ist ebenso moglich, daO diese Alumi- 
niumzentren immer noch relativ stark an das Gerust gebunden 
und die Wande dicker sowie die Poren kleiner geworden sind. 
Gegenwlrtig 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 Si,-Ausgangsverbindung zeigen, daR anorganische Oligo- 
mere rnit Tensiden schrittweise zu Materialien rnit Mesostruktur 
organisiert werden konnen. Der Einbau von Metallzentren und 
die Modifikation der Struktur oder Zusammensetzung konnen 
auf der Oligomerstufe leichter und effektiver als rnit Gelen als 
Ausgangsverbindungen durchgefuhrt werden. Durch einen sol- 
chen Syntheseweg ist es ebenfalls moglich, zu wirklichem Mate- 
rialdesign und zu maageschneiderten Strukturen zu gelangen, 
indem man geeignete Strukturbausteine (2.B. Oligomere) ein- 
setzt und die Strukturbildung (z. B. die Kondensation) effektiv 
kontrolliert. 

E.xperimen telles 
Kristallines TMA-AI,Si, wurde gemHB Literaturverfahren durch langsames Ein- 
dampfen einer Losung, die TMA-Silicat und TMA-Aluminat in einem 1 :I-Si/AI- 
Verhaltnis enthielt [9], synthetisiert. Die TMA-Silicat-Losung wurde hergestellt, in- 
dem Kieselsol (Ludox-Silica) in einer TMAOH-Losung aufgelost wurde, bis eine 
Endkonzentration von 1 M sowohl fur Si als auch fur TMA erreicht war. Die ver- 
wendete TMA-Aluminat-Losung wurde jeweils frisch durch Hydrolyse von Alumi- 
niumisopropoxid in einer TMAOH-Losung his zu einer Al-Endkonzentrdtion von 
0.3 M und einem TMA/Al-Verhaltnis von l .S / l  hergestellt. Die Flllung von AI,Si, 
rnit Tensiden wurde erreicht durch Mischen einer AI,Si,-Losung (typischerweise 
10 g TMA-AI,Si,-Kristalle gelost in 100 g H,O) und einer Tensidlosung (zum Bei- 
spiel 200 mL 12.3proz. C,,TACI). Die C,,AM-Losung wurde bereitet, indem Do- 
decylamin in einer waBrigen Losung, die einen iquivalenten Anteil Salzsiure ent- 
hielt, gelost wurde. Die Mischungen aus Niederschlag und Mutterkauge wurden ca. 
15 h ruhen gelassen, damit sich ein Kondeusationsgleichgewicht einstellen konnte. 
Die Niederschllge wurden danach abfiltriert, mit destilliertem Wasser bei Raum- 
temperatur gewaschen und an Luft getrocknet. Die Dampfphdsenbehandlung der 
so erhaltenen AI,Si,-C.TA-Niederschlige ( n  =l6,12) wurden nach dem in Lit. [8] 

beschriebenen Verfahren durchgefuhrt: wir verwendeten jedoch nur Wasser anstelle 
von verdunnter Salzsiure, die fur die Si,-C,,AM-Systeme eingesetzt uurde. Die 
AI,Si,-C,,AM-Niederschlage wurden 24 h lang mit Isopropylalkohol unter Ruck- 
fluB erhitrt ( T  = 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 Rttey* 

Die Umwandlung von L-Histidin in Urocaninsaure. kataly- 
siert durch die Histidin-Ammoniak-Lyase (HAL), ist eine unge- 
wohnliche Reaktion, deren Mechanismus fur den Chemiker ei- 
ne Herausforderung darstellt[’]. Sowohl ein mehrstufiger als 
auch ein konzertierter Ablauf fiihren 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 Histidinamie[’]. HAL und das wichtige 
Pflanzenenzym Phenylalanin-Ammoniak-Lyase sind die einzi- 
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gen Enzyme, von denen bekannt ist, daR sie fur die Katalyse 
essentielle Dehydroalanin-Reste enthalten[3, 41. Von diesen wur- 
de gezeigt, daB sie posttranslational aus Serin 1431'1 bzw. Se- 
rin 202[61 entstehen. Wegen der Elektrophilie des prosthetischen 
Dehydr~alan ins '~ ,  'I wurde ein Mechanismus vorgeschlagen, in 
dem die a-Aminogruppe von Histidin dieses nucleophil angreift, 
was die Austrittsgruppen-Qualitat der Aminogruppe erhohen 
soll. 

Ein solcher Mechanismus ist aus folgenden Grunden unbe- 
friedigend : 

1) Er gibt keine Antwort auf die Frage, wie das /l-HRe- 
AtomL3. aktiviert wird. 

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

3) Er erklart den Befund von Furuta et al.['. nicht, daB HAL 
nicht nur den Austausch des \l-H,,-Atoms rnit Protonen aus 
dem Medium katdlysiert, sondern auch denjenigen des 5-H- 
Atoms im Imidazolring. 

4) Er erkldrt nicht. warum L-Cystein und L-Homocystein im 
Unterschied zu anderen Aminosauren stark inhibierend wir- 

Klee et aI.'l3] fanden, daB L-5-Nitrohistidin ein moderat gutes 
Substrat fur HAL ist. Wahrend mit [\l-2H,]Histidin ein kine- 
tischer Deuterium-Isotopeneffekt von k,/k, % 1.5 -2.0 kon- 
statiert w ~ r d e t ' ~ .  l4], trat ein solcher Effekt rnit L-5-Nitro- 
[P-*H,]histidin nicht auf. Die naheliegende Erkllrung fur diesen 
Befund ist die Aktivierung des 8-H-Atoms durch die Nitrogrup- 
pe (Schema 1). Als Folge davon ist die Protonenabspaltung 
durch eine basische Gruppe des Enzyms fur die Gesamtreaktion 
nicht mehr geschwindigkeitsbestimmend. 

ken[". 121 

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

Neuerdings stellten wir Mutanten von HAL her, in denen das 
Codon fur Serin 143 zu denen von Alanin und Threonin gean- 
dert wurde['% "1. Diese Mutanten zeigten mit L-Histidin als Sub- 
strat nahezu keine Aktivitat. Wir berichten nun uber die Resul- 
tate von Experimenten, in denen die Aktivitat unserer 
HAL-Mutanten, S143A und S143T, sowie die der Natriumbor- 
hydrid-behandelten Wildtyp-Histidase (HAL,,,) sowohl rnit 
L-Histidin als auch mit L-5-Nitrohistidin als Substrat genau un- 
tersucht wurde und die einen neuen Mechanismus fur die HAL- 
Reaktion nahelegen. 

Zunlchst setzten wir L-5-Nitrohistidin als Substrat ein. Die 
entsprechenden kinetischen Konstanten K, und V,,,. sind in 
Tabelle 1 zusammengestellt. Uberraschend akzeptierten die 
,,inaktiven" Mutanten L-5-Nitrohistidin als Substrat, und zwar 
ebenso gut wie Wildtyp-HAL. Ihre kinetischen Konstanten un- 
terscheiden sich nur unwesentlich. Die geringfugige Erhohung 
des K,-Wertes bei der S143T-Mutante konnte aus ungunstigen 
sterischen Wechselwirkungen zwischen der Methylgruppe von 
Threonin und der Nitrogruppe des Substrats herruhren, und die 
geringfugige Beeintriichtigung von K,,, und V,,, im Fall des 
NaBH,-behandelten Enzyms konnte die Folge einer unspezifi- 
schen Reaktion des Reagens sein. 
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Tabelk 1. Michaelis-Konstanten K,,, und V,,,, fur die Wildtyp-, S143A.. S143T- und 
HAL,,,-Histidin-Ammoniak-lyase rnit r.-S-Nitrohistidin als Substrat [a]. 

Wildtyp 0.85 f 0.1 7.7 i 1 . 5  

S143T 0.87 f 0.1 12.8 f 2.9 
13.6 3.9 HAL,,, 0.79 i 0.1 

[a] Fur die Bestiminung von K ,  und V,,, wurde im Enzymtest die Substratkonzen- 
tration zwischen 1 und 15 mM variiert und die Absorptionsrunahme hei 400 nm 
verfolgt [13]. Die Werte wurden rnit Hilfe des Lineweaver-Burk-Diagramms be- 
stimmt. [b] IU = internationale Enzymeinheit. 

S143A 0.87 f 0.2 9.8 i 3.0 

An diesem Punkt angelangt, war es notwendig, die Jnaktivi- 
tat'' unserer Mutanten rnit dem natiirlichen Substrat L-Histidin 
zu iiberprufen. Unter Verwendung von vie1 groBeren 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 GroDenordnung sind 
wie der von Wildtyp-HAL, sind ihre V,,,-Werte ungefahr 1000- 
bzw. 50OOOmal kleiner. 

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

Wildtyp 25 5.2 0.8 1 
S143A 0.0214 7.5 0.9 I 170 
S143T 0.00047 3.1 i 0.6 53 100 
HAL.,, < O . l  

[a] Fur die Bestimmnng 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 rnit Hilfe des Lineweaver-Burk-Diagramms bestimmt. 
[b] IU = internationale Enzymeinheit. 

Die vorhandene Restaktivitat 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) wurde in seltenen Fallen 
Wildtyp-HAL produzieren[l6]. 2) Die Mutanten konnten trotz 
der fehlenden prosthetischen Gruppe eine langsame Desaminie- 
rung von Histidin katalysieren. Im ersten Fall ware der unveran- 
derte K,-Wert selbstverstandlich, im zweiten Fall muBte man 
annehmen, da13 der prosthetische Dehydroalanin-Rest bei der 
Bildung des Michaelis-Komplexes keine Rolle spielt. 

Fur  unsere SchluRfolgerungen sind die drastischen Unter- 
schiede in den V,,,-Werten ausschlaggebend. Wlhrend 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, dal3 der spektralphotomet- 
rische Test eine Umsetzung nicht nur vortiuscht, wurde die 
Reaktion auch 'H-NMR-spektroskopisch verfolgt. Alle vier 
HALs katalysierten die Umsetzung von L-5-Nitrohistidin zu 
5-Nitrourocaninsaure mit ihnlicher Geschwindigkeit. Aller- 
dings verlangsamte sich die Reaktion rnit der Zeit und endete, 
sobald 5-Nitrourocaninsaure eine Konzentration von etwa 
1 mM erreicht hatte. Diese Produktinhibierung wurde durch ki- 
netische Experimente rnit Wildtyp-HAL als Katalysator und 
L-Histidin als Substrat bestatigt : 5-Nitrourocaninsiiure hemmte 
die Reaktion rnit einem Ki-Wert von 0.6 mM - ein Wert, der etwa 
zehnmal kleiner ist als der K,-Wert fur das Substrat. 

Die Umsetzung von L-5-Nitrohistidin wurde auch durch pr i -  
parative Experimente sowohl rnit Wildtyp-HAL als auch mit 
den mutanten HALs bestatigt: Nach Denaturierung und Ent- 
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fernung des Proteins wurde der pH-Wert der Reaktionsmi- 
schungen auf 1 .O eingestellt. In allen drei Experimenten kristalli- 
sierte ungefahr die gleiche Menge an 5-Nitrourocaninsaure in 
Form orangebrauner Kristalle aus[171. 

Die Aktivitat der Mutanten ohne Dehydroalanin sowie des 
NaBH,-behandelten Enzyms rnit 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.[131 zusammen mit unseren legen nahe, daI3 die 
alleinige Funktion des prosthetischen Dehydroalanin-Restes in 
der Erhohung der Aciditat des j-H,,-Atoms und damit in der 
Erleichterung der Carbanion-Bildung liegt. 

AuDer seiner a-Aminogruppe enthalt Histidin noch eine nu- 
cleophile Funktion, den Imidazol-Rest, der rnit dem elektrophi- 
len Dehydroalanin reagieren konnte. Die nucleophile Reaktivi- 
tat des Imidazol-Restes in einer Enzymreaktion wurde vor 
wenigen Jdhren entdeckt['*I. In Schema 2 ist daher ein Mecha- 

OT O0 

1 I 

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

nismus dargestellt, der rnit dem Angriff der 5-Stellung des Imi- 
dazolringes auf die Dehydroalanin-Seitenkette beginnt. Dies 
fuhrt zum Inimonium-Intermediat 1, in dem die H-Atome an 
beiden benachbarten Kohlenstoffatomen aktiviert sind. Der 
Abspaltung des P-H,,-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 erklart den beobachteten Austausch dieses Pro- 
tons mit Deuterium aus dem S o l ~ e n s [ ~ -  '']. 

Wie schon erwahnt, gibt es fur diese Reaktivitat der Imidazol- 
5-Position einen Prazedenzfall in der Urocanase-Redktion, in 
der das Elektrophil ein prosthetisches NAD+-Molekul i d '  '1. 
Obwohl im Falle der HAL das postulierte kovalente Addukt 
noch nicht direkt beobachtet werden konnte, sind die Indizien- 
kette und die chemische Plausibilitat sehr iiberzeugend. 

Ein solcher Mechanismus ist auch mit der starken Inhibie- 
rung von HAL durch L-Cystein und L-Homocystein[", "1 in 
Einklang. In diesen Aminosauren ist das nucleophile Schwefel- 
atom in der richtigen Entfernung (im Vergleich zur Imidazol-5- 
Position von Histidin) fur einen Angriff am elektrophilen De- 

hydroalanin. Kurzlich schlugen wir einen moglichen Mechanis- 
mus fur die irreversible Hemmung durch diese Aminosauren in 
Gegenwart von Sauerstoff vor[lsl. 

Da Circulardichroismus-Messungen darauf hinweisen, daD 
die dreidimensionalen Strukturen unserer S143A- und S143T- 
Mutanten gegenuber der von Wildtyp-HAL nicht verindert 
sind[', ''I, ist die Reaktivitat mit L-5-Nitrohistidin plausibel er- 
klart durch die erhohte Aciditat des j-H,,-Protons in diesem 
Substrat, d. h. die Nitrogruppe erfullt dieselbe Aufgabe wie die 
prosthetische Gruppe Dehydroalanin und macht sie uberfliissig. 

Eingegangen am 18. Mirz 1995 [Z 78071 
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Neuartige blautransparente Frequenzverdoppler 
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In der Informationstechnologie werden beim Ubergang von 
der Elektronik zur Photonik revolutionare Fortschritte erwar- 
tet[']; dadurch ist die Nichtlineare Optik (NLO)['] in den Brenn- 
punkt des Interesses von Materialwissenschaftlern geriickt. Fur 
die Herstellung vieler photonischer Bauelemente sind Materia- 

[*] Priv.-Doz. Dr. W. Grahn, DipL-Chem. A. Bahl, Dipl.-Chem. A. Reisner 
lnstitut fur Orgdnische Chemie der Technischen Universitit 
Hagenring 30, D-38106 Braunschweig 
Telefax: Int. + 531/391-5388 
DipLChem. S. Stadler, Dipl.-Phys. E Feiner, Dr. G. Bourhill, 
Prof. Dr. C. Briuchie 
lnstitut fur Physikalische Chemie der Universitat Munchen 
Prof. Dr. P. G. Jones 
lnstitut fur Anorganische und Analytische Chemie der 
Technischen Universitit Braunschweig 

wagen-Stiftung und vom Fonds der Chemischen Industrie gefordert. 
[**I Teil der geplanten Dissertation von A. B. Diese Arbeit wurde von der Volks- 


