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Spektroskopischer Nachweis eines
4-Methylidenimidazol-5-ons sowohl in Histidin-
als auch in Phenylalanin-Ammoniak-Lyasen**

Dagmar Roéther, Dietrich Merkel und Janos Rétey*

Histidin-Ammoniak-Lyase (HAL, Histidase, EC 4.3.1.3)
und Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL, EC 4.3.1.5) kata-
lysieren die nichtoxidative Desaminierung ihrer jeweiligen
Aminosduresubstrate zu trans-Urocaninsdure bzw. zu trans-
Zimtsdure.'l HAL leitet den Abbau von Histidin sowohl in
Bakterien als auch in Tieren ein. 3 Thr Defekt im Menschen
ist die Ursache der Krankheit Histidindmie.! PAL ist ein
wichtiges Pflanzenenzym, welches an der Abzweigung des
Primér- und Sekundidrmetabolismus agiert. Ihr Produkt, die
trans-Zimtsdure, ist Vorstufe von Ligninen, Flavonoiden und
Cumarinen. Die beiden Enzyme weisen eine hochgradige
Homologie in ihrer Aminosiduresequenz auf und es wurde
postuliert, dass sie ein prosthetisches Dehydroalanin in ihrer
aktiven Stelle enthalten.>”! Uberexpression der Enzyme in
E. coli verbunden mit Mutageneseexperimenten ergaben,
dass die prosthetische Gruppe autokatalytisch aus Serin 143

im Falle von HAL und Serin 202 im

}_'N s P Falle von PAL gebildet wird.*19 Kiirz-
/g——N/\{‘ lich haben Schwede et al. die rdumliche

N Struktur von HAL durch Rontgen-Kris-

© tallographie gelost.'! Die Struktur zeig-

CH, te, dass die prosthetische Gruppe nicht
Dehydroalanin, sondern 4-Methyliden-

1 imidazol-5-on (MIO) 1 ist. Diese neu-
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artige elektrophile Gruppe wird durch autokatalytische
Cyclisierung eines internen Tripeptids (Ala-Ser-Gly) des
Vorstufenproteins gebildet, ein Prozess, der zwei aufeinander
folgende Wassereliminierungen einschlie8t. Um einen spek-
troskopischen Nachweis des MIO-Chromophors zu erhalten,
untersuchten wir die UV-Spektren von Wildtyp-HAL und
diejenigen der Mutante S143A, die keine MIO-Gruppe bildet.
Abbildung 1a zeigt das UV-Differenzspektrum der HAL-
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Abbildung 1. a) UV-Differenzspektrum der HAL-Mutante S143A und
von Wildtyp(wt)-HAL; b) UV-Differenzspektrum der PAL-Mutante
S202A und von Wildtyp-PAL.

Mutante S143A und von Wildtyp-HAL zwischen 240 und
360 nm, gemessen bei Enzymkonzentrationen von 0.2, 0.4, 0.8
und 1.6 mgmL~% Das UV-Spektrum von Wildtyp-HAL zeigt
ein diskretes Maximum zwischen 305 und 310 nm, dessen
Intensitit mit zunehmender Enzymkonzentration wéchst. Wir
schlagen vor, dass dieses Maximum von der MIO-Gruppe
stammt, die ein kreuzkonjugiertes Doppelbindungssystem
aufweist. Die Mutante weist kein konjugiertes System auf und
folglich zeigt sie kein Absorptionsmaximum um 308 nm.

Die Kristallstruktur von PAL ist noch nicht gelost. Um zu
entscheiden, ob PAL ebenfalls eine MIO-Gruppe an der
aktiven Stelle enthélt, untersuchten wir das Wildtyp-Enzym
und die Mutante S202A UV-spektroskopisch. Abbildung 1b
zeigt das UV-Differenzspektrum der Mutante S202A und von
Wildtyp-PAL bei Enzymkonzentrationen von 0.2, 0.4, 0.8 und
1.6 mg mL~% Wie schon in dem mit HAL durchgefiihrten
Experiment, ist auch hier ein Maximum zu beobachten,
dessen Intensitit mit zunehmender Enzymkonzentration
wichst. Dieses Maximum tritt zwischen 305 und 310 nm auf.
Ein Vergleich der Abbildungen 1a und 1b zeigt, dass die UV-
Differenzspektren von HAL und PAL sehr dhnlich sind,
jedoch PAL bei gleicher Proteinkonzentration eine etwas
niedrigere Absorption zeigt, was zum Teil an dem hoheren
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Molekulargewicht von PAL (312 im Vergleich zu 215 kDa bei
HAL) liegen konnte. Dazu kommt, dass PAL viel weniger
stabil ist als HAL. Folglich wird PAL wéhrend des Kon-
zentrierprozesses durch Ultrafiltration teilweise inaktiviert.
Letztere ist notwendig, um die UV-Differenzspektren messen
zu konnen. Wir haben bemerkt, dass MIO, als starkes
Elektrophil, nur in der intakten aktiven Stelle stabil ist. Vor
dem Konzentrierprozess waren sowohl die Wildtyp- als auch
die mutierten PAL-Préparate elektrophoretisch homogen
und wurden in jeder Hinsicht gleich behandelt.

Von einem Absorptionsmaximum um 315 nm bei Wildtyp-
HAL hat Klee schon frither berichtet, gab jedoch keine
Erkldrung fiir dieses Phinomen.' Um auszuschlieBen, dass
die Differenzspektren nicht nur relative Absorptionsdifferen-
zen zeigen, und um den Chromophor in kleinen Peptiden zu
orten, filhrten wir eine partielle Proteolyse von HAL und
PAL durch. Zunéchst wurden die beiden Enzyme mit 6 M
Harnstoff denaturiert und nach Dialyse mit Pronase inku-
biert. Das Verdaugemisch wurde anschlieBend auf eine
Umkehrphasen-Nucleosil-100-C18-Sdule aufgetragen. Die
Peptidfragmente wurden mit einem Gradienten von H,0O/
CH;CN, das 0.1% Trifluoressigsdure (TFA) enthielt, ge-
trennt. In diesem Verdaugemisch von Wildtyp-HAL fanden
wir einige Peaks, welche zwischen 300 und 310 nm absorbier-
ten (Abbildung2). Kein Peptidfragment, welches aus der
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Abbildung 2. UV-Spektren von zwei nach dem Pronase-Verdau separier-
ten Peptidfragmenten. Die durchgezogene Linie reprasentiert das UV-
Spektrum eines abgetrennten Fragmentes (Retentionszeit 65 min) aus dem
Verdau von Wildtyp-HAL, die unterbrochene dasjenige eines Fragmentes
(Retentionszeit 14 min) aus dem Verdau von Wildtyp-PAL.

HAL-Mutante S143A erhalten wurde, zeigte eine dhnliche
Absorption wihrend der ganzen Trennungsprozedur. Peptid-
fragmente aus Wildtyp-PAL wiesen auch Absorptionsmaxima
bei Wellenlidngen auf, die denjenigen der UV-Differenzspek-
tren dhnelten (Abbildung 2). Ein dhnliches Maximum konnte
bei keinem der Fragmente, welche aus der PAL-Mutante
S202A erhalten worden waren, nachgewiesen werden. Ob-
wohl wiederholte Versuche zu den selben Resultaten gefiihrt
haben, fanden wir auch Peptidfragmente, welche Absorp-
tionsmaxima bei hoheren Wellenldngen (4,,,, =335 nm) auf-
wiesen. Diese Fragmente enthielten eine modifizierte MIO-
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Gruppe, die aus der Reaktion mit bestimmten Aminosiduren
stammte, z. B. mit Lysin, welches im Pronase-Lysat vorhanden
war.l'®?l Verbindungen, mit einem sehr dhnlichen Chromo-
phor, wie (substituiertes) MIO sind bekannt und weisen A,,,,-
Werte in demselben Bereich auf.['*"]

HAL und PAL sind sehr eng verwandte Enzyme, die beide
die MIO-Gruppe im aktiven Zentrum enthalten. Dies weist
auf einen analogen Mechanismus der Reaktionen hin, welche
durch HAL und PAL katalysiert werden, wie dies bereits
postuliert wurde.['* ]

Experimentelles

Bakterienstimme und Plasmide: HAL und PAL wurden in E.-coli-
BL21(DE3)-Zellen iiberexprimiert. Das fiir HAL aus Pseudomonas putida
codierende Gen wurde in den Expressionsvektor pT7-7 subkloniert.l¥l Das
Gen fiir PAL aus Petroselinum crispum wurde nach der Codon-Préferenz
von E. coli umprogrammiert und in den Vektor pT7-7 einkloniert, gefolgt
von einer Transformation in E.-coli-BL21(DE3)-Zellen, welche den Vektor
pREP4-GroESL enthielten.!'*]

Ortsspezifische Mutagenese: Die HAL-Mutante S143A ist von Langer
et al. hergestellt worden.l¥! Die PAL-Mutante S202A wurde unter Verwen-
dung des QuickChange Site-Directed mutagenesis Kit (Stratagene)
hergestellt.'”] Die in der Mutagenesereaktion verwendeten Oligonucleo-
tide waren wie folgt: S202A(+): 5-CATCACTGCTGCCGGC-
GACCTGG-3"; S202A(—): 5-CCAGGTCGCCGGCAGCAGTGATG-3'.
Die erfolgte Mutation wurde durch Sequenzanalyse nach der Dides-
oxynucleotid-Kettenabbruchmethode kontrolliert.!'s]

Proteinexpression und Reinigung: Sowohl HAL als auch PAL wurden
exprimiert und gereinigt wie in Lit. [8, 10, 16] beschrieben.

Enzymtest und Proteinbestimmung: Die Aktivitdt sowohl von HAL als
auch PAL wurde spektrophotometrisch bestimmt.l'>*! Die Proteinkon-
zentration wurde nach Warburg und Christian®" nach einer Vorschrift von
Laynel®! gemessen.

Spektroskopische Messungen: Die UV-Differenzspektren wurden bei
Enzymkonzentrationen von 1.6, 0.8, 0.4 und 0.2 mgmL~! in 10mm Tris/
HCI-Puffer (pH 7.2; Tris = Tris(hydroxymethyl)methylamin) zwischen 240
und 360 nm in einer Quarzkiivette mit 1 cm Lichtweg gemessen. Zuerst
wurde der Blindwert mit der Mutante ohne 4-Methylidenimidazol-5-on
gemessen, gefolgt von Messungen der Wildtyp-Enzyme.

Denaturierung und Pronase-Verdau der Enzyme: 30 mg Enzym wurden
15 h gegen 100 m™m Tris/HCl-Puffer (pH 7.5) dialysiert und danach mit 6Mm
Harnstoff und 0.5% Natriumdodecylsulfat (SDS) in 10 min bei 100°C
denaturiert. Das denaturierte Enzym wurde anschlieBend zur Entfernung
des Harnstoffes gegen 100mm Tris-HCI-Puffer (pH 7.5) dem 10mm CaCl,
zugesetzt wurde, dialysiert, gefolgt durch Konzentrierung zu 1.5 mL via
Ultrafiltration in einer 10kDa Konzentriereinheit (Millipore). Nach
Zugabe von 4 mg Pronase (Roche Diagnostics) wurde die Mischung 48 h
bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde die Pronase durch Ultrafiltration
entfernt.

Trennung des Pronase-Verdaus durch HPLC: Der Pronase-Verdau wurde
durch HPLC unter Verwendung eines Hewlett-Packard-Ti-Series-Liquid-
Chromatography-Systems aufgetrennt. Die Mischung wurde auf eine mit
Losung A (bidestilliertes H,O mit 0.1% TFA) é&quilibrierte priaparative
Umkehrphasen-Nucleosil-100-C18-Sdule (Macherey-Nagel) aufgetragen.
Nach 10 min Waschen mit Losung A wurde die Elution bei einem Fluss von
5 mL min~' mit einem Gradienten zunechmender Konzentration an Losung
B (CH;CN mit 0.1% TFA) in einem Zeitraum von 90 min durchgefiihrt
(0-30% B). Die Absorption des Eluates wurde gleichzeitig bei 215, 315
und 340 nm bestimmt. Mit einem Dioden-Array-Detektor wurde von
jedem Peak das UV-Spektrum aufgenommen.

Eingegangen am 17. Dezember 1999 [Z14414]
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Halogen-Magnesium-Austausch mit
Trialkylmagnesaten zur Herstellung von Aryl-
und Alkenylmagnesium-Reagentien**

Kazuya Kitagawa, Atsushi Inoue, Hiroshi Shinokubo
und Koichiro Oshima*

Metallorganische at-Komplexe wie R,CuLi, R;ZnLi oder
R,AlLi sind beliebte Reagentien in der organischen Synthese
und in zahllosen Arbeiten hat man sich mit der Entwicklung
neuer Methoden unter Verwendung von at-Komplexen
beschiftigt. Neuerdings wurden auch mehrere Syntheseme-
thoden beschrieben, in denen R;MnlLi eingesetzt wird.['l Es ist
bekannt, dass diese at-Komplexe in einigen Fillen einen
Halogen-Metall-Austausch induzieren.

Knochel et al. haben kiirzlich gezeigt, dass polyfunktionelle
Aryl- und Alkenylmagnesium-Reagentien liber einen lod-
Magnesium-Austausch mit RMgX hergestellt werden kon-
nen.> 4 Uns schien, dass fiir einen solchen Halogen-Magne-
sium-Austausch ein Magnesium-at-Komplex (R;MgLi)P! bes-
ser geeignet sein konnte als ein Alkylmagnesiumhalogenid
(RMgX). Tatsédchlich liefert die Umsetzung von Arylhalo-
geniden oder Alkenyliodiden mit Trialkylmagnesaten, die aus
RMgX und zwei Aquivalenten Alkyllithium gebildet worden
waren, die entsprechenden Organomagnesiumreagentien in
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Tabelle 1. Herstellung von Arylmagnesaten und deren Reaktion mit Elektrophilen.

guten bis hervorragenden Ausbeuten. Die entsprechenden
Ergebnisse sind in Tabelle 1 gezeigt.[! Mehrere Eigenschaften
der Reaktion sind bemerkenswert. So konnen nicht nur
Aryliodide, sondern auch Arylbromidel”l effizient in die
entsprechenden Magnesiumreagentien {iberfithrt werden.

Q
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[a] Reagens A: nBu;MgLi, Reagens B: iPrBu,MgLi. [b] In Gegenwart von CuCN -

2LiClL
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