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1. Einleitung

Fast alle biochemischen Prozesse werden von Enzymen
katalysiert. Reaktionen, f�r die enzymatische Reaktionswege
existieren, k�nnen bis zu 1020fach durch Enzyme beschleunigt
werden. Eine noch gr�ßere Herausforderung bilden enzym-
katalysierte Prozesse, die spontan nie stattfinden w�rden,
weil entweder die entsprechenden Substrate unter den meis-
ten Bedingungen v�llig stabil sind oder alternative Reaktio-
nen viel schneller ablaufen. Es wurde vorgeschlagen, dass
Enzyme nicht nur katalytisch wirken, sondern auch konkur-
rierende Reaktionen unterbinden k�nnen. Dies ist besonders
wichtig in F�llen, in denen hochreaktive Zwischenstufen
auftreten. Davon abgesehen ist es aber eine allgemeine
Eigenschaft von Enzymen, durch die sie eine hohe Reakti-
onsselektivit�t erreichen. F�r diese F�higkeit der Enzyme
wurde der Begriff der „negativen Katalyse“ gepr�gt.[1] Ge-
wisse Proteine wirken ausschließlich als negative Katalysato-
ren, z. B. H�moglobin und Myoglobin, die reversibel Sauer-
stoff an ihrem H�m-Eisen (FeII) binden und dessen – in
freiem H�m spontan ablaufende – Oxidation zu FeIII verhin-
dern.

Um hoch reaktive Zwischenstufen entstehen zu lassen, ist
die Aktivierung von relativ stabilen Substraten n�tig; Bei-
spiele sind Reaktionen, die �ber radikalische Zwischenstufen
verlaufen. Radikalinitiatoren sind z.B. Adenosylcobal-

amin[1–3] (Coenzym-B12) und S-Ade-
nosylmethionin (SAM) in Kombinati-
on mit Eisenschwefel-Clustern.[4]

Beide sind gesch�tzte Formen des 5’-
Desoxyadenosyl-Radikals, das durch

Einwirkung der entsprechenden Enzyme entstehen kann. Ein
anderer Weg der Substrataktivierung beruht auf einem
Angriff von Elektrophilen. Da die Seitenketten der protei-
nogenen Aminos�uren nur nucleophile Gruppen enthalten,
werden f�r die elektrophile Katalyse Cofaktoren oder post-
translational modifizierte Seitenketten eingesetzt. Die Rolle
des elektrophilen Cofaktors, Pyridoxalphosphat, im Amino-
s�ure-Metabolismus ist seit geraumer Zeit bekannt.[5] In
j�ngerer Zeit wurden mehrere posttranslationale Modifika-
tionen beschrieben, die nucleophile in elektrophile Gruppen
umwandeln (Tabelle 1).

Serin, dessen OH-Gruppe bei vielen Enzymreaktionen als
Nucleophil eingreift, kann in Pyruvyl umgewandelt werden.[6]

Die erstaunlich hohe katalytische Aktivit�t und Selektivit�t von
Enzymen manifestiert sich einerseits in einer Beschleunigung der
Zielreaktion und andererseits in der Unterdr�ckung alternativer
Reaktionswege, die ohne das betreffende Enzym kinetisch kompe-
titiv oder sogar dominant w�ren. Histidin- und Phenylalanin-Am-
moniak-Lyasen (HALs und PALs) z. B. bewirken eine Abspaltung
des nicht-aciden b-Protons dieser Aminos�uren, ohne das weitaus
acidere Ammonium-Proton anzutasten. Beide Ammoniak-Lyasen
enthalten eine katalytisch wichtige elektrophile Gruppe, die w�h-
rend dreißig Jahren f�r Dehydroalanin gehalten wurde. Die R�nt-
genkristallstruktur von HAL ließ jedoch eine andere elektrophile
Gruppe erkennen, n�mlich 5-Methylen-3,5-dihydroimidazol-4-on
(MIO), die UV-spektroskopisch auch in PAL nachgewiesen wurde.
K�rzlich ermittelte R�ntgenkristallstrukturen von PAL aus Rho-
dosporidium toruloides und Petrosilenum crispum best�tigten das
Vorliegen der MIO-Gruppe. Experimente legen nahe, dass die Re-
aktion durch einen elektrophilen Angriff von MIO auf den aro-
matischen Ring des Substrates gestartet wird. Diese Friedel-Crafts-
�hnliche Reaktion aktiviert das b-Proton und f�hrt zu seiner ste-
reospezifischen Abspaltung mit nachfolgender Eliminierung von
Ammoniak und Regenerierung der MIO-Gruppe. Die Plausibilit�t
eines solchen Mechanismus wird durch ein synthetisches Modell
gest�tzt. Diskutiert wird außerdem die Anwendung der PAL-Re-
aktion in der biokatalytischen Synthese von enantiomerenreinen a-
Amino-b-arylpropionaten aus Arylacrylaten.
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Die Pyruvyl-Enzyme katalysieren �hnliche Reaktionen, wie
solche, die Pyridoxalphosphat verwenden. Da sie nur in
gewissen Bakterien vorkommen, kann man dar�ber speku-
lieren, ob die Pyruvyl-Gruppe der evolution�re Vorl�ufer des
Pyridoxalphosphats war. Eine andere Modifikation betrifft
das innere Tripeptid, Ala-Ser-Gly, und f�hrt zu dem sehr
starken Elektrophil 5-Methylen-3,5-dihydroimidazol-4-on
(MIO). Die entsprechenden Enzyme sind Gegenstand
dieses Aufsatzes. Eine weitere, k�rzlich entdeckte Modifika-
tion der Seitenketten von Serin oder Cystein f�hrt zu
Formylglycin, das in prokaryotischen und eukaryotischen
Arylsulfatasen vorkommt.[7] Weitere Modifikationen betref-
fen die aromatischen Aminos�uren Tyrosin und Tryptophan,
die zu Chinonen oxidiert werden. Der Mechanismus der
durch Chinoenzyme katalysierten Reaktionen wird intensiv
erforscht.[8]

Schließlich soll die k�rzliche Entdeckung der Modifika-
tion Lysin!Pyrrolysin erw�hnt werden.[9] Es wurde vorge-
schlagen, dass eine spezifische Lysyl-t-RNA an der 6-Ami-
nogruppe durch Bildung eines Amids mit (4R,5R)-4-substi-
tuierter Pyrrolin-5-carbons�ure modifiziert wird.[10] In einer
noch neueren Arbeit wird berichtet, dass Pyrrolysin bereits
vor Bindung an die t-RNA entsteht.[11] Das Codon f�r die so
entstandene Pyrrolysyl-t-RNA ist das Stopp-Codon UAG.
Pr�zedenz f�r eine solche pr�translationale Modifikation ist
die Bildung von Selenocysteinyl-t-RNA aus einer spezifi-
schen Seryl-tRNA.[11,12]

2. HAL im Histidin-Metabolismus

W�hrend der Katabolismus der meisten Aminos�uren mit
einer Transaminierung zu den entsprechenden 2-Ketos�uren
beginnt, wird Histidin auf einem anderen Weg abgebaut. Der
erste Schritt des Histidin-Metabolismus (Schema 1) besteht in
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Tabelle 1: Umwandlung von nucleophilen in elektrophile Aminos�ure-
Seitenketten durch posttranslationale Modifikationen.

Vorstufe elektrophile
prosthetische
Gruppe

Enzym

Serin Pyruvat Histidin-Decarboxylase,
SAM-Decarboxylase

Serin
oder Cystein

MIO Histidin-Ammoniak-Lyase (HAL),
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL)

Serin
oder Cystein

Formylglycin prokaryotische oder
eukaryotische Arylsulfatasen

Tyrosin Dopachinon

Schema 1. Abbauweg des Histidins in verschiedenen Organismen; be-
teiligte Enzyme: 1) Histidin-Ammoniak-Lyase, 2) Urocanase, 3) Imid-
azolonpropionat-Hydrolase, 4) Formiminoglutamat-Hydrolase, 5) N-
Formylglutamat-Aminohydrolase, 6) Glutamat-Formimino-Transferase.
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der HAL-katalysierten Eliminierung von Ammoniak. Das
Produkt, (E)-Urocanat, wird weiter zu Imidazolonpropionat
umgesetzt, ein Prozess, der durch Urocanase (Urocanat-
Hydratase, Imidazolonpropionat-Hydrolase) katalysiert wird.

Jede Untereinheit dieses Enzyms enth�lt ein fest gebun-
denes NAD+, das als Elektrophil wirkt und ein kovalentes
Addukt mit dem Imidazolring des Substrats bildet.[13] Das
Resultat ist eine Umpolung, auf die eine Wasser-Addition
unter Bildung von 4-Hydroxyimidazolpropionat folgt.[13]

Dieses tautomerisiert spontan zu racemischem Imidazolon-
propionat. Der n�chste Schritt wird durch Imidazolonpropio-
nat-Hydrolase katalysiert, die ihrerseits enantioselektiv f�r
das S-konfigurierte Substrat ist. Da Imidazolonpropionat
spontan racemisiert, resultiert eine kinetische Racemattren-
nung, die quantitativ (S)-Formiminoglutamat liefert. Die
Formimino-Gruppe kann in einem oder zwei Schritten abge-
spalten werden, je nach Organismus. In S�ugern wird sie
durch Formimino-Transferase auf Tetrahydrofolat (thf) �ber-
tragen. In gewissen Bakterien wie Bacillus subtilis,[14] Klebsi-
ella aerogenes[15] oder Salmonella typhimurium[16] finden
zuerst Hydrolyse zu Formylglutamat und, in einem zweiten
Schritt, zu Formiat und Glutamat statt.[17] Histidin�mie, eine
seltene, meist t�dliche Krankheit beim Menschen, wird durch
einen Defekt von HAL verursacht.[18]

Urocanat ist Bestandteil des menschlichen Schweißes und
sch�tzt die Haut vor UV-Strahlung. Deren Einwirkung
isomerisiert die E- zur Z-Form, was einen immunsupressiven
Prozess ausl�sen kann.[19] Ein Mangel an Urocanase in der
Leber k�nnte die Ursache f�r geistiges Zur�ckbleiben sein.[20]

Die k�rzlich aufgekl�rte Urocanase-Struktur ist im Einklang
mit dem zuvor postulierten Mechanismus.[21]

Die Gene von Pseudomonas putida, die f�r HAL (hutH)
und Urocanase (hutU) codieren, wurden kloniert und se-
quenziert.[22] Die HAL-Sequenzen aus Menschen-, Ratten-
und M�usegeweben sind in der Literatur beschrieben.[23]

In gewissen Bakterien befinden sich die strukturellen und
regulatorischen Gene, die f�r die Histidin-Verwertungswege
codieren, nebeneinander im hut-Operon (Abbildung 1).[24] In
P. putida z.B. hat das hut-Operon sechs offene Leserahmen
und vier Regionen, deren Transkription durch drei Promoto-
ren reguliert wird. Die drei Strukturgene – hutU, hutH und
hutI – sind negativ reguliert durch ein Promotor-Repressor-
System. Die Expression aller drei Gene wird durch Urocanat
induziert, nicht durch Histidin. Dies legt nahe, dass eine
basale Expression von HAL ben�tigt wird. Es ist interessant,
dass hutF in umgekehrter Richtung wie die anderen Gene
transkribiert. Die Organisation des hut-Operons in anderen
Bakterien unterscheidet sich von derjenigen in P. putida.[24]

Nur P. putida enth�lt hutF, das f�r Formylglutamat-Amido-
hydrolase codiert.[14,24a,b]

3. PAL im pflanzlichen und fungalen Stoffwechsel

Phenylalanin kann abh�ngig vom Organismus auf zwei
unterschiedlichen Wegen abgebaut werden. W�hrend bei
Tieren und bei den meisten Bakterien die Umwandlung zur
entsprechenden Ketos�ure den ersten Schritt bildet, ist dies in
Pflanzen,[25] Pilzen[26] und mindestens einem Bakterium[27] die

durch Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) katalysierte
Eliminierung von Ammoniak.[28] Das Reaktionsprodukt ist
(E)-Zimts�ure, die als Vorstufe einer großen Zahl von
Pflanzenmetaboliten fungiert, darunter Lignin, Cumarinen
und Flavonoiden.[25] Lignin ist die Hauptkomponente des
Holzes, Flavonoide sind farbgebende Bestandteile bei
Blumen (Abbildung 2). Durch gentechnische Manipulation

lassen sich die Menge des Lignins oder der Flavonoide und
damit die Farben von Blumen ver�ndern.[29] Die Lyase PAL
liegt an der Zweigstelle des prim�ren und sekund�ren Me-
tabolismus, was sie zu einem Zielmolek�l f�r Herbizide
macht.[30,31]

Schema 2 zeigt den Metabolismus von Phenylalanin in
Pflanzen. Die Biosynthese des Phenylalanins folgt dem

Abbildung 1. Struktur und Regulierung von Histidin verwertenden
(hut-)Operons in a) P. putida, b) Klebsiella aerogenes und Salmonella
typhimurium, c) Bacillus subtilis. Promotoren sind durch gestrichelte Ab-
schnitte markiert, die Gen-Boxen zeigen die Richtung der Transkription
an.

Abbildung 2. Farben der Pflanzenwelt: Anthocyane (Flavonoid-Pigmen-
te).
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wohlbekannten Shikimat-Weg.[31a] Hydroxylierung in para-
Stellung f�hrt zu Tyrosin, einer weiteren essenziellen Ami-
nos�ure. Umlagerung durch eine 2,3-Aminomutase ergibt b-
Phenylalanin, eine Vorstufe von Taxol, das ein wichtiges
Antitumormittel ist.[32] (E)-Zimts�ure, das unmittelbare Pro-
dukt der PAL-Reaktion, kann entweder in der ortho- oder
para-Stellung unter Bildung von Cumarinen bzw. 4-Hydro-
xybenzoes�ure hydroxyliert werden. Letztere ist ein Baustein
des Ubichinons.[33, 34]

In gewissen Pflanzen k�nnen substituierte Cumars�uren
zu den entsprechenden CoA-Estern umgewandelt werden.
Ferulyl-CoA z. B. wird durch Hydroxycinnamoyl-CoA-Hy-
dratase/Lyase umgesetzt.[34] Die vom mechanistischen Stand-
punkt interessante Reaktion besteht aus der b-Addition von
Wasser an das Michael-System mit nachfolgender Retroaldol-
Spaltung unter Bildung von Vanillin, einem wichtigen Ge-
schmacksstoff, der letztlich zu Vanillins�ure oxidiert wird.

Eine teilgereinigte PAL aus Rhodotorula glutinis (auch
bekannt als Rhodosporidium toruloides) ist kommerziell
erh�ltlich.[35] Es ist das meistuntersuchte fungale PAL-
Enzym.[26] Ebenfalls beschrieben wurden k�rzlich die Isolie-

rung und die Eigenschaften von PAL aus
Streptomyces maritimus,[27] der bisher einzigen
bekannten PAL aus einem Bakterium. Die
entstehende (E)-Zimts�ure k�nnte eine Vor-
stufe von spezifisch in Bakterien vorkommen-
den Produkten sein. Ein �hnlich gelagerter Fall
ist die Entdeckung von Tyrosin-Ammoniak-
Lyase (TAL) in Rhodobacter capsulatus.[36] Das
rekombinante Enzym reagiert 150-mal schnel-
ler mit Tyrosin als mit Phenylalanin, entspre-
chend einem alternativen Weg zu p-Cumaroyl-
CoA. Es ist an der Biosynthese des photoak-
tiven gelben Protein-Chromophors dieses Bak-
teriums beteiligt.

4. Zum Mechanismus der HAL- und
PAL-Reaktion

4.1. Fr�here Vorschl�ge zur Wirkungsweise von
HAL und PAL: Entdeckung einer katalytisch
wichtigen elektrophilen Gruppe

Nach der Aufkl�rung der Struktur der
Urocanins�ure durch Hunter im Jahre 1912[37]

wurde vorgeschlagen, dass sie als Zwischen-
stufe im Abbau des Histidins auftritt. Zellfreie
Extrakte aus verschiedenen Organismen konn-
ten Histidine in Glutamat umwandeln. Edlba-
cher nannte solche Systeme „Histidasen“.[38]

Sp�ter wurde der Name Histidase auf eines
der komponenten Enzyme, das die Umwand-
lung von Histidin in Urocanins�ure und Am-
moniak katalysiert, eingegrenzt. Die Reini-
gung des Enzyms aus Pseudomonas putida
wurde 1954 durch Tabor und Mehler beschrie-
ben.[17a] Die teilweise Charakterisierung er-
folgte durch Peterkofsky.[39]

Ein Mechanismus f�r die HAL-Reaktion wurde erstmals
durch Abeles und Mitarbeiter 1967 vorgeschlagen.[40] Sie
fanden, dass Histidase eine katalytisch essenzielle elektro-
phile Gruppe enth�lt. Ein Hinweis darauf war die Inhibierung
von HAL durch starke Nucleophile wie KCN, CH3NO2 und
NaBH4. Bei Verwendung von radiomarkierten Inhibitoren,
z. B. [14C]CN� [41] oder [3H]NaBH4,

[42] lieferte die Totalhydro-
lyse des inhibierten Proteins [14C]Aspartat bzw. [3H]Alanin.
Aufgrund dieser Resultate hat man gefolgert, dass es sich bei
dem prosthetischen Elektrophil um Dehydroalanin handelt,
das sich wie ein Michael-Acceptor verh�lt. Es wurde nun
vorgeschlagen, dass die Aminogruppe des Substrates mit dem
Dehydroalanin-Rest reagiert, wobei die Abgangsgruppen-
qualit�t der positiv geladenen Aminogruppe erh�ht wird.[40]

Nachfolgend nennen wir dies den E1cB-Mechanismus.
Obwohl der E1cB-Mechanismus inklusive des EC�-Zu-

standes (siehe Schema 3) nicht erkl�rt, wie das nicht-acide b-
Proton des Histidins durch eine enzymatische Base abgespal-
ten wird, war er w�hrend fast 30 Jahren von den meisten
Enzymologen akzeptiert. �berdies wurde der gleiche Me-
chanismus auch f�r die PAL-Reaktion angenommen,[28, 43] f�r

Schema 2. Der Metabolismus von l-Phenylalanin.
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die die Existenz von Dehydroalanin durch �hnliche Experi-
mente wie f�r HAL[40] belegt wurde.

Der E1cB-Mechanismus der PAL-Reaktion ist in
Schema 3 dargestellt. Im ersten Schritt muss die Ammoni-
umgruppe des Phenylalanins deprotoniert werden, was eine
nucleophile Addition an das prosthetische Elektrophil er-
m�glicht. Auf diese Weise wird eine sekund�re Ammonium-
gruppe gebildet. Davon ausgehend sind drei Wege m�glich:[43]

Nach dem E1cB-Mechanismus w�rde die Abspaltung des HSi-
Protons zu einem Benzyl-Carbanion (EC�) f�hren, w�hrend
nach dem E1-Mechanismus die Spaltung der N-Ca-Bindung
ein a-Carbokation (EC+) lieferte. Die Entstehung beider
Zwischenstufen ist aber unwahrscheinlich, weil das benzyli-
sche Proton einen pKS-Wert von �ber 40 und das Carbokation
in a-Stellung zur Carboxygruppe eine zu hohe Energie hat.
Obwohl die folgenden Schritte chemisch plausibel w�ren,
sind beide Reaktionswege aufgrund der n�tigen �berwin-
dung einer Hochenergie-Zwischenstufe unwahrscheinlich.
Als dritter Reaktionsweg wurde die konzertierte Reaktion

(E2-Mechanismus), die vom EA’-
Zustand direkt zum EP-Zustand
f�hren w�rde, in Betracht gezo-
gen.[43]

Durch kinetische Analyse der
PAL-Reaktion bestimmten
Hermes et al.[43] die kinetischen
Isotopeneffekte unter Verwendung
von [15N]- und [3-2H2]Phenylalani-
nen und schlossen daraus, dass der
Mechanismus nicht konzertiert ist
(zu weiteren Studien mit isotopen-
markierten Substraten siehe Ab-
schnitt 6.2). Die Schwierigkeit, das
nicht-acide b-Proton abzuspalten,
wurde schon von Hermes et al.
diskutiert,[43] eine L�sung wurde
jedoch nicht angeboten. Nichtsdes-
totrotz wurde der kinetische 15N-
Isotopeneffekt von ca. 1% zuguns-
ten der Addition der Aminogruppe
an das prosthetische Dehydroala-
nin interpretiert.

Eine weitere mechanistisch re-
levante Beobachtung wurde im
gleichen Sinne gedeutet. 1962 be-
richtete Peterkofsky,[39] dass in Ge-
genwart von radiomarkiertem
Urocanat ein substanzieller Anteil
der Radioaktivit�t im Histidin zu
finden ist, w�hrend [15N]Ammoni-
ak nicht in Histidin eingebaut wird.
Diese Beobachtung weist auf eine
relativ stabile Amino-Enzym-Zwi-
schenstufe hin, die in Gegenwart
von [14C]Urocanat zu Histidin zu-
r�ckreagieren kann. Diese Resul-
tate schienen den fr�her akzeptier-
ten E1cB-Mechanismus zu st�tzen,
weil man angenommen hatte, dass

die Aminogruppe kovalent an das Elektrophil des Enzyms
bindet.[40, 43]

Eine �berzeugende alternative Interpretation von Peter-
kofskys Ergebnissen wird in Abschnitt 4.2 er�rtert. Obwohl
Hermes et al.[43] sowohl den konzertierten (E2) als auch den
Carbonium-Ion-Mechanismus aufgrund kinetischer Doppel-
isotopeneffekte ausgeschlossen hatten, haben wir auch diese
M�glichkeiten in Betracht gezogen. Das positiv geladene
Ammonium-Ion erh�ht bekanntlich die Acidit�t benachbar-
ter Protonen.[44] Ein solcher Effekt k�nnte in der enzymati-
schen Eliminierung von Ammoniak aus Aspartat und 3-
Methylaspartat von Bedeutung sein. In diesen Substraten ist
allerdings das b-H-Atom zus�tzlich durch die benachbarte
Carboxygruppe aktiviert. Aus diesem Grund ist es nicht
erstaunlich, dass die entsprechenden Enzyme – Aspartase
und Methylaspartase – kein prosthetisches Elektrophil ent-
halten, was auch durch neuere R�ntgenstrukturanalysen
belegt ist.[45–48] �berdies geh�ren diese beiden Ammoniak-
Lyasen zur Enolase-Superfamilie, wie man aus der �hnlich-

Schema 3. Der Mechanismus der PAL-Reaktion, wie er von Hanson und Havir (1970) vorgeschla-
gen[28] und von Hermes et al. (1985) modifiziert wurde.[43] Die Zust�nde EA, EA’, EC� , EC+, EP und
E* + P sind gem�ß dem Vorschlag von Hermes et al. wiedergegeben.
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keit ihrer Sequenz und Struktur folgern kann. Dies legt nahe,
dass im ersten Schritt das Proton in Stellung 3 entfernt wird,
d.h. die Reaktion nicht wie urspr�nglich angenommen kon-
zertiert verl�uft.

Seit 10 Jahren sind keine Resultate mehr ver�ffentlicht
worden, die f�r den E1cB-Mechanismus spr�chen. In einer
unl�ngst erschienen Arbeit, die die erste R�ntgenkristall-
struktur von PAL beschreibt,[49a] wird zwar der E1cB-Mecha-
nismus anhand von Modellierungsstudien favorisiert, eine
noch neuere, besser aufgel�ste R�ntgenkristallstruktur[49b]

spricht dagegen eindeutig f�r einen anderen Mechanismus,
wie er im folgenden Abschnitt 4.2 diskutiert wird.

4.2. Vorschlag eines alternativen Mechanismus: Friedel-Crafts-
Angriff durch das prosthetische Elektrophil

Wie im vorangehenden Kapitel diskutiert, besteht das
Hauptproblem des „alten“ E1cB-Mechanismus der Ammo-
niak-Lyase-katalysierten Reaktionen darin, dass er die Ab-
spaltung des nicht-aciden b-Protons durch eine enzymatische
Base nicht erkl�rt. Der pKS-Wert des benzylischen Protons
betr�gt �ber 40,[50] sodass eine extrem starke Base unter
energischen Bedingungen, etwa hohen Temperaturen, ben�-
tigt w�rde, um es zu abstrahieren. Gleichzeitig sollten die viel
st�rker sauren Ammonium-Protonen unber�hrt bleiben, weil
die positive Ladung unerl�sslich ist, um die Abgangsgrup-
penqualit�t der Ammoniumgruppe zu bewahren. Im so
genannten Hofmann-Abbau zweiter Art kann die Trimethyl-
ammonium-Gruppe ihre positive Ladung sogar unter stark
basischen Bedingungen nicht verlieren.

Die experimentelle Grundlage f�r den Vorschlag eines
alternativen Mechanismus kam auf einem indirekten Weg. Er
hatte seinen Ursprung in der Suche nach der Vorstufe des
prosthetischen Dehydroalanins. Es war bekannt, dass Dehy-
droalanin durch Dehydratisierung von Serin entstehen kann,
sowohl in vitro als auch in der Biosynthese der Lantibioti-
ka.[51] Nach einigen Kontroversen[22a,52] ist das Problem durch
spezifische Mutationen von Serinresten, die in mehreren
HAL- und PAL-Sequenzen konserviert sind, gel�st
worden.[53] Die Mutation von Ser 143 in HAL aus
P. putida[54] und Ser 202[*] in PAL aus Petersilie (Petrosilenum
crispum)[55] zu Alanin vermindert die Aktivit�t um einen
Faktor von mehr als 1000 (Tabelle 2).[55] Mutationen der
anderen konservierten Serine hatten geringe oder keine
Auswirkungen. Dieses Ergebnis identifizierte die erw�hnten
Serine als Vorstufen des katalytisch essenziellen Dehydro-
alanins. Interessanterweise ergab die Mutation der essenziel-
len Serine zu Cysteinen vollst�ndig aktive Wildtyp-
Enzyme.[56] Daraus kann geschlossen werden, dass die post-
translationale Modifikation entweder Wasser oder SH2 ab-
spalten kann, aber beides komplett ortsspezifisch.[56]

Aufbauend auf diesen Resultaten wandten wir uns der
Rolle des Dehydroalanins im Reaktionsmechanismus zu.
Eine Literaturrecherche half bei der L�sung des Problems.
Klee et al. fanden, dass 5-Nitrohistidin auch ein Substrat von

HAL ist.[57] �berdies wurde bei b-dideuteriertem Histidin ein
kinetischer Isotopeneffekt von 1.5–2.0 beobachtet, w�hrend
b-dideuteriertes 5-Nitrohistidin keinen Effekt zeigte.[57] Die
Erkl�rung daf�r ist aus Schema 4 ersichtlich: Die Nitrogrup-

pe vermindert die Elektronendichte des Imidazolringes,
wodurch die b-Protonen acidifiziert werden. Als Konsequenz
ist die Abspaltung des b-Protons nicht mehr geschwindig-
keitsbestimmend, und es wird kein kinetischer Isotopeneffekt
beobachtet.

Dieses Resultat legte nahe, dass das prosthetische Dehy-
droalanin eine �hnliche Funktion haben k�nnte wie die
Nitrogruppe, n�mlich die Acidifizierung des b-Protons. Um
diese Idee zu testen, wurde die Aktivit�t des Nitrohistidins
sowohl mit Wildtyp-HAL als auch mit HAL-Derivaten, die
am Ser 143 mutiert oder mit NaBH4 behandelt worden waren,
gemessen.[58] Die Reaktionsgeschwindigkeit ist praktisch un-
abh�ngig vom eingesetzten HAL-Derivat. Demzufolge macht

die Anwesenheit der Nitrogruppe das prosthetische Elektro-
phil �berfl�ssig. Eine weitere Schlussfolgerung ist, dass die
Nitrogruppe und das prosthetische Elektrophil tats�chlich
beide die Funktion haben, das b-Proton zu acidifizieren.

Dies und die Pr�zedenz des elektrophilen Angriffs am
Imidazolring in der Urocanase-Reaktion[13] f�hrten zum
Vorschlag des alternativen Mechanismus, der in Schema 5
erl�utert ist.[58] Ein Angriff des prosthetischen Elektrophils
am Imidazolring von Histidin bewirkt eine �hnliche Situation
wie der Angriff des Nitro-Substituenten und erleichtert die
Abspaltung des HRe-Protons[59] durch die enzymatische Base.
Anschließend werden die Ammoniumgruppe in Form von
Ammoniak abgespalten und, als letzter Schritt, das Addukt
Urocanat fragmentiert und die prosthetische Gruppe rege-
neriert.[58]

F�r die PAL-Reaktion ist ein solcher Mechanismus
weniger plausibel, weil der Phenylring weniger elektronen-
reich ist als das Imidazol. Der Angriff durch das prosthetische

Schema 4. Aktivierung der b-Protonen durch die Nitrogruppe von
5-Nitro-l-histidin, einem Substrat von HAL.

Tabelle 2: Vergleich der kinetischen Konstanten von HALs aus Pseu-
domonas ATCC 11299b, P. putida und mutierten, in E. coli BL21(DE3)
exprimierten Enzymen.[58]

HAL-Derivat Km [mm] Vmax [Umg�1]

Wildtyp Pseudomonas ATCC 11299b 4.0 28
Wildtyp Pseudomonas putida 5.3 25
rekombinanter Wildtyp E. coli 3.6 25
rekombinante Mutante S112A 4.9 26
rekombinante Mutante S143A 7.5 0.021
rekombinante Mutante S393A 3.6 20
rekombinante Mutante S418A 3.5 22

[*] Dies ist Ser203 in der Sequenz von PAL aus P. crispum (P24481) in
der Datenbank SWISS-PROT.
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Elektrophil w�rde mindestens vor�bergehend die Aromati-
zit�t aufheben, was energetisch ung�nstig w�re. Dies w�re die
erste biologische Friedel-Crafts-Reaktion.[60] Andererseits
gibt es mehrere Experimente, die auch bei der PAL-Reaktion
f�r diesen Mechanismus sprechen.[61] In analogen Experi-
menten wie mit HAL reagierten die PAL-Mutanten
Ser202Ala und Ser202Thr viel schneller mit 4-NO2-Phenyl-
alanin als mit dem unsubstituierten Substrat (kcat> 20).[61]

PALs aus verschiedenen Quellen akzeptieren auch Tyro-
sin als Substrat, reagieren damit aber viel langsamer (kcat<

50). Wenn der Friedel-Crafts-�hnliche Angriff im Mechanis-
mus eine Rolle spielt, dann sollte m-Tyrosin ein viel besseres
Substrat sein, was auch tats�chlich der Fall ist. Rekombinante
PAL aus Petersilie reagiert mit m-Tyrosin sogar um 10–20%
schneller als mit l-Phenylalanin. Der postulierte Mechanis-
mus ist in Schema 6 dargestellt.[61]

Die chemische Plausibilit�t der elektrophil unterst�tzten
Eliminierung von Ammoniak wurde anhand eines chemi-
schen Modells untermauert.[62] Einige Teile der Modellver-
bindung imitierten den wesentlichen Teil des Substrates,
andere den elektrophilen Michael-Acceptor (MIO) in einer
sterisch g�nstigen Stellung (Schema 7).

Die folgenden Maßnahmen wurden unternommen, um
die Reaktion zu erleichtern: a) Intramolekularit�t; b) Ein-
f�hrung einer Methoxygruppe zur Erh�hung der Nucleophi-
lie des Phenylringes an der Stelle des erwarteten Angriffs;
c) Steigerung der Elektrophilie des Michael-Acceptors durch

Verwendung eines a,b-unges�ttigten Aldehyds anstatt des
entsprechenden Amids.

Unter Friedel-Crafts-Bedingungen (BF3·Et2O oder AlCl3)
wurden zwei diastereomere tricyclische Verbindungen in

Schema 5. Alternativer Mechanismus der HAL-Reaktion.[58] Schema 6. Mechanismus der PAL-Reaktion mit m-Tyrosin als Substrat,
den Friedel-Crafts-�hnlichen Angriff vorausgesetzt.

Schema 7. Synthetisches Modellsystem zur Modellierung der
PAL-Reaktion.
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ausgezeichneten Ausbeuten isoliert, aber keine Spur des
Produktes, das man bei der Eliminierung von Dimethylamin
erwarten w�rde. Offensichtlich war die zu Rearomatisierung
f�hrende Abstraktion des Ringprotons mit anschließender
Substitution bevorzugt, sodass die Abspaltung des benzyli-
schen Protons unterdr�ckt wurde. PAL verhindert eine solche
Abstraktion dadurch, dass jegliche Base aus der hydrophoben
Tasche, in der sich der Phenylring platziert, ausgeschlossen
wird. Daher mussten wir einen anderen Weg w�hlen, um die
„negative Katalyse“ zu imitieren. Wir erreichten dies, indem
wir die Protonen am Phenylring durch Methylgruppen er-
setzten (Schema 7). Auf diese Weise konnten die Vollendung
der Friedel-Crafts-Substitution verhindert und das erw�nsch-
te Eliminierungsprodukt isoliert werden.[62]

Eine aktive Rolle des Phenylringes im Prozess wurde
durch dessen Desaktivierung entweder durch Weglassen der
Methoxygruppe oder deren Austausch durch eine Nitrogrup-
pe belegt. In diesen F�llen wurden keine Eliminierungspro-
dukte beobachtet.[62]

4.3. Die Entdeckung von 5-Methylen-3,5-dihydroimidazol-4-on
(MIO) als das prosthetische Elektrophil von HAL und PAL

Voraussetzung f�r die ortsspezifische Mutation in HAL
und PAL war die erfolgreiche Klonierung und heterologe
Expression beider Enzyme. Zuerst gelang dies mit HAL. Die
Expression des entsprechenden Gens aus P. putida in E. coli
mithilfe des Expressionsvektors pT7-7 ergab ungef�hr 100 mg
reines Enzym aus 1 Liter �bernachtkultur der rekombinan-
ten Bakterien. Aufgrund der verh�ltnism�ßig großen Mengen
an HAL gelang die Kristallisation recht einfach.[58] Allerdings
gelang die Bestimmung der Kristallstruktur erst nach der
Mutation eines solvensexponierten Cysteins zum Alanin.[63b]

HAL aus P. putida ist ein Homotetramer und war bereits
zuvor mit biochemischen Methoden charakterisiert
worden.[52] Die R�ntgenkristallstruktur bei 2.1 � Aufl�sung
best�tigte die vorherigen Ergebnisse und lieferte zus�tzlich
ein unerwartetes Resultat, n�mlich dass es sich bei dem
prosthetischen Elektrophil nicht um Dehydroalanin, sondern
um MIO handelt.[64] MIO kann als ein modifiziertes Dehy-
droalanin angesehen werden und entsteht durch posttransla-
tionale Cyclisierung und nachfolgende Eliminierung zweier
Wassermolek�le aus dem inneren Tripeptid Ala142-Ser143-
Gly144 (Schema 8).

MIO ist der einzige katalytisch wichtige proteinabgelei-
tete Cofaktor mit einer solchen heterocyclischen Struktur.
Ein Beispiel einer nichtkatalytischen Spezies ist das Fluoro-
phor des gr�n fluoreszierenden Proteins, das ebenfalls eine
MIO-Struktur aufweist, aber am exocyclischen Methylen
einen p-Hydroxyphenyl-Substituenten tr�gt.[65]

Da auch in einem In-vitro-Translationssystem katalytisch
aktives HAL gebildet wird, muss die Information f�r die
Biosynthese von MIO aus der Aminos�uresequenz und somit
aus der Faltung der Polypeptidkette kommen.[66]

Das Homotetramer hat D2-Symmetrie und besteht haupt-
s�chlich aus a-Helices (Abbildung 3). Jede Untereinheit l�sst
sich in zwei Dom�nen unterteilen. Die N-terminale Dom�ne
ist globul�r und besteht aus acht Helices und vier kurzen b-

Str�ngen, die C-terminale Dom�ne besteht aus f�nf langen,
beinahe parallelen a-Helices, umgeben von sechs weiteren
Helices.[64]

In den aktiven Zentren (die anhand der MIO-Gruppen
identifiziert wurden) finden sich Aminos�ure-Reste von
jeweils drei Untereinheiten (Abbildung 4), deren Bedeutung
f�r die Katalyse durch Mutationsanalysen gest�tzt wird. MIO
ist weitaus elektrophiler als Dehydroalanin, weshalb der
Friedel-Crafts-Angriff am aromatischen Ring m�glich ist.[52]

In MIO ist eine Delokalisierung der einsamen Elektro-
nenpaare der Stickstoffatome in das Michael-System unter-
bunden. Beim sp2-Stickstoffatom ist das Orbital des einsamen
Elektronenpaars orthogonal zu den p-Orbitalen des a,b-
unges�ttigten Carbonylsystems, beim sp3-Stickstoffatom ver-
bietet die Faltung der Polypeptidkette den �bergang vom sp3-
zum sp2-Zustand. Allerdings ist die Barriere f�r diesen
�bergang nicht allzu hoch.[67] �berdies macht der Angriff
eines Nucleophils auf die exocyclische Doppelbindung den
Imidazolkern aromatisch, was den vor�bergehenden Verlust

Schema 8. Die Bildung der MIO-Gruppe in HAL durch posttranslatio-
nale Modifikation.

Abbildung 3. R�ntgenkristallstruktur des Homotetramers von HAL (a)
und einer Untereinheit (b).[64]
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der Aromatizit�t der Imidazol- oder Phenylgruppe des Sub-
strates kompensiert.

Der mit einem Friedel-Crafts-Angriff beginnende Me-
chanismus der PAL-Reaktion ist in Schema 9 gezeigt. Ein

Beispiel f�r das Ausbleiben
einer Delokalisierung des einsa-
men Elektronenpaars von einem
Stickstoffatom in die benachbar-
te Carbonylgruppe findet sich
beim Chinuclidon (Schema 10).
Dieses verh�lt sich nicht wie ein
Lactam, sondern wie ein Keto-
amin.

1970 berichtete Klee �ber eine Schulter im UV-Spektrum
von HAL bei etwa 315 nm,[68a,b] deren Ursache zu dieser Zeit
nicht erkl�rt werden konnte. Da MIO ein kreuzkonjugiertes
Doppelbindungssystem enth�lt, lag es auf der Hand, dass
dieses die beobachtete Schulter verursachen k�nnte. Um dies
zu �berpr�fen, nahmen wir UV-Differenzspektren von HAL-
und PAL-Mutanten und der entsprechenden Wildtypformen
auf. Diese zeigten ein klares Absorptionsmaximum (lmax) bei
308 nm (Abbildung 5).[69] Die Methode wurde auch von
anderen Arbeitsgruppen zum Nachweis von MIO genutzt.[70]

Die unl�ngst ver�ffentlichten R�ntgenkristallstrukturen
von PAL aus Rhodosporidium toruloides[49a] und aus Petersi-
lie[49b] best�tigten nochmals die Anwesenheit von MIO.

Abbildung 4. Substratfreies aktives Zentrum von HAL.

Schema 9. Mechanismus der PAL-Reaktion.

Schema 10. Struktur von
Chinuclidon.

Abbildung 5. UV-Differenzspektren von a) Wildtyp-HAL und der
Mutante Ser143Ala-HAL sowie b) Wildtyp-PAL und der Mutante
Ser202Ala-PAL. Konzentrationen in mgmL�1: ~ 1.6, * 0.8, + 0.4,
& 0.2.
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5. Aktive Zentren von HAL und PAL

5.1. Identifizierung der Aminos�uren im aktiven Zentrum durch
ortsspezifische Mutagenese

Die Aminos�uren im aktiven Zentrum von HAL wurden
durch R�ntgenstrukturanalyse identifiziert.[64, 71] In Sche-
ma 11 sind die relativen Positionen dieser Aminos�uren

gezeigt, zusammen mit dem in das aktive Zentrum model-
lierten Substrat.[72] Alle Mutationen wurden an der
Cys273Ala-Mutante eingef�hrt, die f�r die R�ntgenstruktur-
analyse verwendet wurde. Der kcat-Wert dieser Mutante war
5-mal niedriger als der von Wildtyp-HAL, w�hrend der Km-
Wert 4.5-mal h�her lag. Die kinetischen Konstanten mehrerer
Mutanten sind in Tabelle 3 aufgef�hrt.[72] Eine Verringerung
des kcat-Wertes der Glu414Ala-Mutante um einen Faktor von
21000 unterstreicht die Bedeutung von Glu414. Die wahr-
scheinliche Funktion dieses Restes besteht in der Abstraktion
des HRe-Protons vom Substrat als enzymatische Base. Wie in
Schema 11 zu erkennen ist, wird Glu414 hierbei durch das zur
benachbarten Untereinheit geh�rende Tyr280 unterst�tzt.

Ausgehend von der Struktur von Cystein-inhibierter HAL
postulierten Baedeker und Schulz einen anderen Mechanis-
mus, demzufolge Tyr280 das HRe-Proton abstrahiert und
Glu414 unterst�tzend wirkt.[67] F�r beide Ansichten gibt es
Argumente. Die Tatsache, dass die Mutation Glu414Ala in
HAL einen st�rkeren Aktivit�tsverlust verzeichnet als
Tyr280Phe, st�tzt den ersten Vorschlag,[64,72] w�hrend die
Beobachtung, dass die analoge Position in PAL nicht durch
Glu, sondern durch Gln488 besetzt wird, Tyr 351 aber kon-
serviert ist, f�r den zweiten Vorschlag spricht.

Ein stark verringerter kcat-Wert wird auch bei der Mutante
His83Leu beobachtet. His 83 ist h�chstwahrscheinlich bei der
Bindung des Imidazolringes von Histidin wichtig. Der Ab-
stand (4.15 �) l�sst vermuten, dass die Bindung durch ein
Wassermolek�l oder ein Hydronium-Ion vermittelt wird. In
der R�ntgenkristallstruktur wurde zwar kein Metall-Ion
beobachtet, es wurde aber festgestellt, dass Zn2+ oder Mn2+

sowie �hnliche Metall-Ionen die Aktivit�t von HAL erh�-
hen.[73] Wir schlagen vor, dass die mit X bezeichnete Spezies
in Schema 11 entweder ein Hydronium- oder ein Metall-Ion
sein k�nnte. Die Guanidinium-Gruppe von Arg 283 ist das
Gegenion der Carboxylat-Gruppe des Substrat-Histidins und
kann bei relativ wenig Aktivit�tsverlust durch Lys substituiert
werden. Die Substitution durch Ile, eine neutrale Aminos�u-
re, f�hrt dagegen zu einem stark verminderten kcat-Wert. Ein
noch gr�ßerer Verlust an Aktivit�t wird bei der Mutation
Tyr53Phe beobachtet. Tyr 53 wechselwirkt mit der Carboxy-
lat-Gruppe des Substrats und d�rfte bei der Abspaltung und
Bindung der a-Aminogruppe eine Rolle spielen. Tyr53
k�nnte auch f�r die Stabilit�t der Amino-Enzym-Zwischen-
stufe zust�ndig sein[39] und dabei durch Asn 195, dessen Ersatz
durch Ala einen 1000fach geringeren kcat-Wert verursacht,
unterst�tzt werden. Etwas umstritten ist der Effekt der
Mutation Phe329Ala. Eine Arbeitsgruppe[72] fand eine
100fache, eine andere eine 2500fache Verminderung der
Aktivit�t. Nach dem zweiten Modell[67] wechselwirkt Phe329,
das in allen Mitgliedern der HAL/PAL-Familie konserviert
ist, mit der Imidazol-Gruppe des Substrates. Es wird postu-
liert, dass die Phenylgruppe von Phe329 ben�tigt wird, um
durch sterische Kompression die Bildung von MIO zu
erzwingen. Die Mutante Phe329Gly f�hrt zu einem inaktiven,
MIO-freien HAL-Protein,[71] w�hrend die entsprechende
Mutante Phe329Ala zwar die MIO-Gruppe bildet, aber eine
sehr niedrige Aktivit�t zeigt.

Um die Rolle der Aminos�uren im aktiven Zentrum von
PAL aufzukl�ren, griff man zun�chst auf die hohe Sequenz-
homologie mit HAL zur�ck, die es erm�glichte, das aktive
Zentrum von PAL zu modellieren (siehe auch Abschnitt 5.2).
Anhand dieses Modells und der kinetischen Konstanten
mehrerer PAL-Mutanten konnten Funktionen der Reste im
aktiven Zentrum postuliert werden.[74] Von zwei Ausnahmen
abgesehen findet man, dass die Aminos�uren in PAL und
HAL fast die gleichen Stellen besetzen. His 83 und Glu414 in
HAL sind in PAL durch Leu138 bzw. Gln488 ersetzt.

In einem Versuch, PAL in HAL umzuwandeln, wurden
die PAL-Mutanten Leu138His und Gln488Glu sowie die
Doppelmutante Leu138His/Gln488Glu hergestellt.[74, 75] W�h-
rend bei den Einzelmutanten die kcat-Werte nur geringf�gig
niedriger waren, zeigte die Doppelmutante eine 145fach

Schema 11. Modell des aktiven Zentrums von HAL; das Substrat ist
entsprechend dem Friedel-Crafts-�hnlichen Mechanismus lokalisiert.[74]

Tabelle 3: Kinetische Konstanten von aktivstellenmutierten C273A-
HALs.[72]

Mutation
in C273A-HAL

Km [mm] kcat [s�1] kcat,C273A/kcat,mut

– 18�3 18�1 1[a]

R283K 4.1�0.7 0.79�0.03 20
Y280F 8�1 0.32�0.01 55
F329A 4.4�0.7 0.18�0.01 100
Q277A 7�2 0.14�0.01 125
E414Q 1.7�0.9 0.053�0.0025 339
N195A 3�1 0.018�0.001 1000
R283I 18.0�4 0.011�0.001 1640
Y53F 8�1 0.0068�0.0004 2650
H83L 1.2�0.4 0.001�0.0002 18000
E414A 6.1�0.7 0.00086�0.00007 20930

[a] kcat,C273A/kcat,wt = 0.21.
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geringere Aktivit�t als Wildtyp-PAL (Tabelle 4). Deutlicher
ausgepr�gt war die Ver�nderung der Km-Werte der
Leu138His-Mutanten, die 100-mal h�her lagen als die des
Wildtyp-Enzyms. Dies st�tzt die Annahme, dass Leu 138 ein

Bestandteil der hydrophoben Bindungstasche ist, in die sich
die Phenylgruppe des Substrates einpasst. Wegen der relativ
starken Adh�sion der Phenylgruppe an diese hydrophobe
Umgebung wird die Freisetzung des Produktes (E)-Cinnamat
zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der PAL-Reak-
tion. Aus diesem Grund wurde bei der PAL-Reaktion im
Unterschied zur HAL-Reaktion kein kinetischer Deuterium-
Isotopeneffekt beobachtet.[43] K�rzlich wurde gezeigt, dass
bei der Leu138His-Mutante die Freisetzung des Produktes
schneller ist und ein kinetischer Deuterium-Isotopeneffekt
auftritt (kH/kD = 2.3).[75]

Die Annahme, dass sich die PAL-Doppelmutante
Leu138His/Gln488Glu wie HAL verhalten w�rde, best�tigte
sich nur zum Teil. W�hrend der Km-Wert f�r Histidin dem von
HAL �hnelte, war der kcat-Wert 8000-mal kleiner. Es scheint,
dass auch Aminos�uren, die sich nicht direkt im aktiven
Zentrum befinden, einen großen Einfluss auf die Reaktions-
geschwindigkeit haben.

Der gr�ßte Aktivit�tsverlust wurde bei der PAL-Mutante
Tyr110Phe gemessen. Es wird angenommen, dass Tyr110 in
PAL die gleiche Funktion hat wie Tyr53 in HAL, aber
offensichtlich noch wichtiger ist. Auf analoge Weise entspre-
chen Asn 260 und Tyr348 von PAL den Resten Asn 195 und
Tyr280 von HAL, und sie haben wahrscheinlich die gleichen
wichtigen Funktionen. Die Phenolat-Form von Tyr 348 fun-
giert hier definitiv als die enzymatische Base, die das b-HSi-
Proton des Substrates abstrahiert.[76] Arg 354 und Phe400 in
PAL entsprechen Arg283 und Phe329 in HAL. Deren
Mutationen beeinflussen die kinetischen Konstanten beider
Enzyme �hnlich.

Ein anderer interessanter Unterschied zwischen HAL
und PAL zeigt sich bei den Mutanten Ser143Thr und
Ser203Thr. Die HAL-Mutante Ser143Thr ist zwar praktisch
inaktiv, zeigt aber im UV-Differenzspektrum (Referenzmu-
tante Ser143Ala) ein Maximum bei 305 nm, w�hrend die
Ser203Thr-Mutante von PAL in einem �hnlichen Experiment
kein Absorptionsmaximum erkennen ließ. Dieses Resultat

weist darauf hin, dass HAL-Ser143Thr weiterhin eine MIO-
Struktur ausbildet, die entsprechende PAL-Mutante hingegen
nicht. Der Austausch der beiden anderen Aminos�uren, die
direkt in die MIO-Struktur eingehen (Ala142Ser und
Gly144Val), f�hrte zu verminderten Vmax-Werten (Faktor 6
bzw. 44), die Effekte sind aber schw�cher ausgepr�gt.[77]

Andere Mutationen in den gleichen Positionen (Ala142Gly,
Ala142Asp und Gly144Ala) f�hrten zu moderaten Aktivi-
t�tsverlusten. Die HAL-Mutante Asp145Ala zeigte keinerlei
Aktivit�t mehr.[67]

5.2. Modellierung des aktiven Zentrums von HAL und PAL

Um die enzymkinetischen Daten von Reaktionen mit
aktivstellenmodifizierten HAL- oder PAL-Mutanten besser
interpretieren zu k�nnen, wurden Molecular-Modeling-Stu-
dien ausgef�hrt. Zu diesem Zweck wurde in die R�ntgen-
kristallstruktur von HAL[64] ein Histidin-Molek�l in einer
Weise hineinmodelliert, dass sich seine Aminogruppe in
Bindungsl�nge zum exocyclischen Methylenkohlenstoffatom
der MIO-Einheit und seine Carboxylatgruppe nahe der
Guanidinium-Gruppe von Arg 283’ befanden.[67] In dieser
Anordnung wurde weder eine stark basische Gruppe in
Nachbarschaft zum b-H-Atom des Substrates noch eine
Bindungsstelle f�r den Imidazolring des Histidins gefunden,
woraus sich ableiten l�sst, dass eine direkte Abspaltung von
Ammoniak nicht mit der experimentellen Struktur vereinbar
ist. Im Gegenteil wurde gefunden, dass die experimentelle
HAL-Struktur[64] mit einem Friedel-Crafts-�hnlichen Angriff
der MIO-Gruppe auf den aromatischen Ring des Substrats in
Einklang ist.[58, 61, 64]

Zwei geringf�gig unterschiedliche Modelle f�r die Sub-
strat-Bindung durch HAL wurden beschrieben.[64,71, 72] Nach
dem ersten Modell[64,72] positioniert sich der Imidazolring des
Histidins in der N�he von Leu 146 und somit „unterhalb“ der
MIO-Gruppe. Nach dem zweiten, sp�ter formulierten Vor-
schlag[67] ordnet sich das betreffende Imidazol „oberhalb“ der
MIO-Gruppe an und wechselwirkt mit Phe329. Beide Mo-
delle sind mit den aus Mutationsexperimenten abgeleiteten
Funktionen der Aminos�urereste im aktiven Zentrum ver-
einbar, und beide erkl�ren den experimentellen Befund, dass
erst Urocanat und dann Ammoniak freigesetzt wird.[39]

Die Elektronenspektren eines vereinfachten MIO-Mo-
dells wurden auf dem PM3-Niveau berechnet und verwendet,
um den Grad der Polarisierung der MIO-Gruppe im sub-
stratfreien Zustand von HAL abzusch�tzen (Schema 12).[72]

Die berechneten Absorptionsmaxima bei 303 und 307 nm
sind in guter �bereinstimmung mit dem experimentell er-
mittelten Maximum von 308 nm im UV-Differenzspektrum
von HAL. Die berechneten UV-Spektren von MIO-Struktu-
ren, die entweder am Carbonylsauerstoffatom, am N1-Atom
oder am N3-Atom protoniert sind, unterscheiden sich hiervon
deutlich, was darauf hinweist, dass die MIO-Gruppe in der
substratfreien HAL nicht signifikant polarisiert ist.

Um die Funktionen der Aminos�urereste im aktiven
Zentrum von PAL zu untersuchen, wurde die PAL-Struktur
ausgehend von der R�ntgenkristallstruktur von HAL als
Templat modelliert („homology modeling“) (Abbildung 6).[74]

Tabelle 4: Kinetische Konstanten von aktivstellenmutierten PALs.[74]

Mutation
in wt-PAL

Km [mm] kcat [s�1] kcat,wt/kcat,mut

wt 0.12�0.004 13.5�0.1 1
Q488E 0.057�0.006 2.1�0.04 6
L138H 13.5�0.6 0.99�0.02 14
R354A 0.057�0.003 0.104�0.005 130
L138H/Q488E 55�4.9 0.093�0.004 145
Y351F 0.024�0.004 0.057�0.001 235
F400A 0.027�0.005 0.039�0.001 345
S203A 0.019�0.001 0.031�0.0001 435
Q488A 0.033�0.002 0.022�0.002 615
Q348A 0.03�0.01 0.0057�0.0004 2370
N260A 0.033�0.003 0.005�0.001 2700
Y110F – 0.00018 75000
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In �bereinstimmung mit biochemischen Daten wurde PAL
als Homotetramer modelliert (Abbildung 6, rechts). Das
Modell zeigte, dass die katalytisch wichtigen Aminos�uren
innerhalb von zwei bestimmten Regionen der Proteinketten
von HAL und PAL in isosterischen Positionen lokalisiert
sind.

Im Bereich des aktiven Zentrums deckt sich das PAL-
Modell sehr gut mit der R�ntgenkristallstruktur von HAL
(Abbildung 7). Alle Aminos�uren im PAL-Modell besetzen
Positionen, wie man sie in der Sequenz und Struktur von

HAL erwarten w�rde. Dar�ber hinaus stimmt das f�r PAL
aus Petroselinum crispum konstruierte Modell[86] (Pc-PAL;
Abbildung 6, rechts) sehr gut mit den k�rzlich ver�ffentlich-
ten R�ntgenkristallstrukturen von PAL aus Rhodosporidium
toruloides[49a] (Rt-PAL; Abbildung 6, mittlere Spalte; PDB-
Codes f�r Rt-PAL: 1T6J und 1T6P) und von Pc-PAL �ber-
ein.[49b]

Interessanterweise findet man, dass His 137 und Glu138
im aktiven Zentrum von Rt-PAL durch Phe140 und Leu141
in Pc-PAL ersetzt sind. Grund sind nicht Fehler in der
Modellierung von Pc-PAL, sondern eher Unterschiede in den
Sequenzen der beiden PALs in dieser Region. Dar�ber hinaus
fehlt in der Rt-PAL-Struktur die Schleife 105–123, die das
katalytisch wichtige Tyr110 enth�lt.[49a] Dies kann dazu
f�hren, dass das Substrat nicht eindeutig angeordnet werden
kann, wenn es in diese Struktur hineinmodelliert wird.

Die Modellierung der einem s-Komplex �hnlichen Zwi-
schenstufe (Abbildung 8a) und des Produktbindungszustan-
des mit (E)-Cinnamat plus Ammoniak (Abbildung 8b) im
aktiven Zentrum von Pc-PAL gab weiteren Aufschluss �ber
die katalytischen Funktionen der Aminos�uren (Schema 13).
Eine gemeinsame Eigenschaft der tetrameren HAL- und
PAL-Strukturen ist, dass sich an der Ecke des Kanals, durch
den das Substrat in die aktive Tasche gelangt und das Produkt
entlassen wird, ein Tyrosin befindet (Tyr53 in HAL und
Tyr110 in PAL). Mutationen an diesen Stellen f�hren zu einer
drastischen Verringerung der katalytischen Aktivit�t
(Schema 14).[74] Die Existenz dieses engen Kanals kann den

Schema 12. Modellverbindung f�r nichtprotoniertes MIO und einfach
protonierte Formen; angegeben sind die berechneten Absorptionsma-
xima.

Abbildung 6. Vergleich der R�ntgenkristallstrukturen von HAL (aus
Pseudomonas putida)[64] und PAL (aus Rhodosporidium toruloides)[49a] mit
dem Homologie-Modell von PAL (aus Petroselinum crispum)[86]: a) tetra-
mere Strukturen, b) einzelne Untereinheiten (die katalytisch wichtigen
Reste sind durch Stabmodelle hervorgehoben; die zu MIO geh�renden
Teile sind gr�n gef�rbt).

Abbildung 7. Substratfreies Modell des aktiven Zentrums von PAL
(aus P. crispum),[86] �berlagert mit dem aktiven Zentrum von HAL (aus
P. putida).[64] Die helleren Farben (gelbe Ziffern; hellblaue, hellgr�ne
Farbb�nder) kennzeichnen das PAL-Modell, die dunkleren (orangefar-
bene Ziffern; blaue, gr�ne und rote Farbb�nder) die HAL-Struktur.
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experimentellen Befund erkl�ren,[39, 74] dass nach der Elimi-
nierung zun�chst das Produkt (E)-Cinnamat entlassen wird
(Schema 14e) und nachfolgend erst der Ammoniak (in Form
des Ammonium-Ions) (Schema 14 f).

6. Inhibitoren und Substratanaloga f�r HAL und
PAL

6.1. Inhibition von HAL durch Cystein

Unter den Inhibitoren von HAL ist l-Cystein der inte-
ressanteste, weil sein Verhalten Aufschluss �ber den Mecha-
nismus gab.[58] Die Inhibierung durch Cystein ist bei neutra-
lem pH-Wert und unter anaeroben Bedingungen reversibel,
�ber pH 10.5 und in Gegenwart von Sauerstoff dagegen
irreversibel. Bei Einwirkung des Inhibitors tritt eine Absorp-
tion bei ca. 340 nm auf, die dem Inhibitionsgrad proportional
ist.[68b]

Die ersten Vorschl�ge f�r die Struktur des erzeugten
Chromophors wurden formuliert, noch bevor MIO als die
prosthetische Gruppe von HAL identifiziert wurde.[78] Bald
nach der Entdeckung der MIO-Gruppe[64] beschrieben zwei
Arbeitsgruppen die Struktur und machten Vorschl�ge zum
Bildungsmechanismus.[79] In beiden F�llen ging man davon
aus, dass die Thiolat-Gruppe des Cysteins als Nucleophil an
MIO addiert, was mit unserem fr�heren Vorschlag �berein-
stimmte.[58,78b] Folgende Argumente sprechen f�r einen An-
griff des Thiolats: 1) Ausschließlich l-Cystein und l-Ho-
mocystein, aber keine der anderen nichtaromatischen Ami-
nos�uren wirken als Inhibitoren. 2) Die Thiolgruppen der
beiden Inhibitoren positionieren sich in einem f�r einen
Angriff an die MIO-Gruppe passenden Abstand (bez�glich
der Position 5 des Imidazolringes von Histidin).

Zur Isolierung des bei 335–340 nm absorbierenden Chro-
mophors wurde das inhibierte HAL-Protein denaturiert und
mit Pronasen partiell verdaut. Nach Trennung der entstan-
denen Peptide wurden die chromophorhaltigen Peptide iden-

Abbildung 8. Modelle der kationischen Zwischenstufe (a) sowie von
Produktbindungszust�nden (b) im aktiven Zentrum von PAL gem�ß
dem Friedel-Crafts-�hnlichen Mechanismus.

Schema 13. Nach dem PAL-Modell postulierte katalytische Rollen der
Aminos�uren im aktiven Zentrum.[86]

Schema 14. Vorgeschlagener Mechanismus f�r die Bindung des Sub-
strats (a–c), Eliminierung (d) und Freisetzung des Produkts (e, f)
gem�ß dem Friedel-Crafts-�hnlichen Mechanismus.
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tifiziert und spektroskopisch charakterisiert. Die in den
beiden Arbeiten beschriebenen Polypeptide unterschieden
sich zwar in ihrer L�nge, enthielten aber die gleiche Chro-
mophorstruktur (1 und 2 in Schema 15).[79] Oberfl�chlich

gesehen st�tzt dieser Befund den fr�her favorisierten Me-
chanismus, demzufolge die a-Aminogruppe des Histidins das
mit MIO reagierende Nucleophil ist.[28,41–43] Dennoch nahmen
beide Arbeitsgruppen an, dass der isolierte Chromophor, so
wie in Schema 16 dargestellt, das Produkt einer Umlage-
rungsreaktion ist.[79] Demnach addiert zun�chst die Thiolat-
gruppe des Cysteins an MIO und erzeugt ein stark nucleo-

philes Enolat, das �hnlich wie bei der Photorespiration durch
das Enzym Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase (Rubis-
co)[80] mit Sauerstoff zu einem Peroxid-Anion reagiert. In
einer elektrocyclischen Reaktion, gekoppelt mit einer 1,3-H-
Verschiebung von einem C- zu einem O-Atom, entsteht
zun�chst ein vinyloger Thioester, der nach intramolekularer
Aminolyse unter Beteiligung eines weiteren Cysteins schließ-
lich das Disulfid bildet.

Die postulierte Umlagerung wird durch die Beobachtung
weiterer Proteolyseprodukte gest�tzt. Merkel isolierte das
Addukt aus Lysin und MIO als Hauptprodukt (3 in Sche-
ma 15).[79a,c] Offenbar ging der zun�chst gebildete vinyloge
Thioester auch eine intermolekulare Aminolyse mit der e-
Aminogruppe von Lysinmolek�len ein, die nach ersch�pfen-
der Proteolyse im Lysat vorhanden waren. Dies ist mit der
Beobachtung in Einklang, dass das inhibierte, aber sonst
intakte Protein ein Absorptionsmaximum von lmax = 338 nm
aufweist, w�hrend f�r das isolierte Cystein-Addukt lmax =

335 nm und f�r das Lysin-Addukt lmax = 332 nm gefunden
werden.[79a,c]

Das isolierte reine Peptid, das den bei 335 nm absorbie-
renden Chromophor enth�lt, wurde nach Chromatographie
an einer Umkehrphasens�ule unter sauren Bedingungen
instabil, wie an einem schwachen Extrasignal im Elutions-
diagramm zu erkennen war. Dieses Abbauprodukt wurde
isoliert und spektroskopisch charakterisiert. Anhand der
spektroskopischen Daten (UV, NMR, MS) wurde der Chro-
mophor als MIO-Derivat identifiziert, das am exocyclischen
Methylen eine Hydroxygruppe tr�gt. Es bildet zwei Tauto-

Schema 16. Vorgeschlagener Mechanimus der Addition von l-Cystein an MIO mit anschließender Oxidation und Umlagerung.

Schema 15. Chromophore Gruppen der isolierten Oligopeptide nach
Behandlung des HAL-Proteins mit Cystein oder nach Reaktion mit
l-Lysin und anschließendem proteolytischem Verdau.
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mere und ist, wie Vitamin C, Redukton-�hnlich. Sein Ab-
sorptionsmaximum liegt bei 310 nm und unterscheidet sich
nur geringf�gig vom lmax-Wert von MIO (308 nm). Ein
m�glicher Bildungsmechanismus, der eine weitere Umlage-
rung und eine Esterhydrolyse umfasst, ist in Schema 17
gezeigt.[79a,c]

Es sollte erw�hnt werden, dass als HAL-Inhibitor einge-
setztes l-[35S]Cystein in das Peptid mit dem 335-nm-Chro-
mophor eingebaut wurde.[79a,c] Dies scheint fr�heren Resul-
taten zu widersprechen.[68, 78a] Eine plausible Erkl�rung f�r
diese Unstimmigkeit k�nnte darin liegen, dass in diesen
fr�heren Arbeiten der prim�r gebildete Chromophor bereits
in cysteinfreie Produkte umgewandelt worden war.

Die R�ntgenkristallstruktur der durch Cystein inhibierten
HAL ist k�rzlich bestimmt worden, das Cystein wurde jedoch
trotz sehr hoher Aufl�sung nicht gesehen.[67] Da die Kristalle
mehrere Monate vor der Messung pr�pariert worden waren,
k�nnte sich der Chromophor umgelagert haben, wodurch das
Cystein nicht mehr lokalisierbar w�re.

6.2. Das Verhalten von Substratanaloga und kinetische
Isotopeneffekte in der PAL-Reaktion

Mehrere Arbeitsgruppen, die in den letzten Jahren das
Verhalten von Substratanaloga sowie kinetische Isotopenef-
fekte in der PAL-Reaktion untersuchten, interpretierten ihre
Ergebnisse im Sinne des Friedel-Crafts-�hnlichen Mechanis-
mus.[81–83, 94] Allerdings waren schon vor diesem Mechanis-
musvorschlag relevante Arbeiten erschienen,[43,84] in denen

2,5-Dihydrophenylalanin (4, Schema 18) als ein m�ßig gutes
Substrat von PAL identifiziert wurde. Anders als Phenylala-
nin zeigte das 3,3-[2H2]dideuterierte Derivat 5 einen prim�ren
kinetischen Isotopeneffekt von etwa 2, was darauf hinweist,

dass die Deprotonierung teilweise geschwindigkeitsbestim-
mend ist.[43] Offenbar ist die Aktivierung des b-HSi-Protons
bei diesem Substratanalogon weniger wirksam, wenn auch
durch elektrophilen Angriff von MIO an der zur Seitenkette
benachbarten Doppelbindung noch immer m�glich. Keinerlei
Aktivierung der b-Protonen wird dagegen erwartungsgem�ß
bei 1,4-Dihydrophenylalanin (6) beobachtet. Es wurde ent-
deckt, dass die Birch-Reduktion von l-Phenylalanin neben
dem Hauptprodukt, 2,5-Dihydrophenylalanin, auch etwas
1,4-Dihydrophenylalanin liefert.[81] Dieses war wie erwartet
kein Substrat f�r PAL, sondern zeigte schwache inhibitori-
sche Eigenschaften.

Aus der Annahme, dass der schwierigste Schritt in der
PAL-Reaktion der Friedel-Crafts-�hnliche Angriff mit gleich-
zeitiger Dearomatisierung des Phenylringes ist, wurde gefol-
gert, dass eine Substitution der Phenylgruppe die Reaktion
beg�nstigen k�nnte. Racemisches Cyclooctatetraenylalanin
zeigte jedoch einen sehr niedrigen Vmax-Wert (0.6% des
Wertes von l-Phenylalanin).[85] Eine m�gliche Erkl�rung
daf�r w�re, dass die Gr�ße und die nichtplanare Geometrie
des Cyclooctatetraen-Ringes den elektrophilen Angriff durch
MIO erschweren.

Ein interessanter Aspekt ist die synergistische Inhibie-
rung von PAL durch verschiedene Phenole und Glycin.
W�hrend Glycin allein �berhaupt nicht inhibiert und Phenole
nur schwache Inhibitoren sind, wirken beide zusammen im
Verh�ltnis 1:1 stark inhibierend.[83, 94] m-Cresol und Glycin
z. B. k�nnen zusammengenommen als Mosaik von m-Tyrosin
betrachtet werden, das ein ausgezeichnetes Substrat von PAL
ist.[61] Eine Kombination dieser beiden Substanzen bildet ein
kompetitiv inhibierendes System mit einem Ki-Wert von
0.89 mm, der mehr als 20-mal niedriger liegt als der von
Glycin oder m-Cresol allein.[94] Alunni et al.[83] fanden in
systematischen Studien, dass das Paar Phenol/Glycin am
st�rksten inhibiert (Ki = 0.014 mm), w�hrend p-Cresol/Glycin
gegen PAL fast wirkungslos ist. Mit Ausnahme von m-Cresol/
Glycin zeigten alle anderen Paare gemischte Inhibition.

Schema 17. Abbau des Chromophors 1 nach Hydrolyse.

Schema 18. Partiell hydrierte Phenylalanine, die in kinetischen Untersu-
chungen der PAL-Reaktion eingesetzt wurden.
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Ebenfalls untersucht wurden die kinetischen Isotopenef-
fekte bei Phenylalaninen, die am Phenylring deuteriert oder
tritiiert sind. Gloge et al.[94] fanden bei [2H5]Phenylalanin
einen normalen sekund�ren Isotopeneffekt von 1.09� 0.01
auf die Gesamtgeschwindigkeit. Da im ersten angenomme-
nen chemischen Schritt der Gesamtreaktion das deuterierte
Kohlenstoffatom seinen Hybridisierungszustand von sp2 zu
sp3 wechselt, w�re ein inverser sekund�rer Isotopeneffekt zu
erwarten gewesen. Dieser d�rfte aber durch den Einfluss der
�brigen vier Deuteriumatome am Phenylring �berkompen-
siert werden.

Lewandowicz et al.[82] best�tigten den konventionellen
sekund�ren Isotopeneffekt bei [2H5]Phenylalanin durch Kom-
petitionsexperimente (Bestimmung der Anreicherung von
deuteriertem Material im nichtumgesetzten Substrat). Der
erhaltene kH/kD-Wert von 1.13� 0.02 �hnelte dem zuvor von
Gloge et al.[94] ermittelten Wert von 1.09� 0.01. Ebenfalls
Lewandowicz et al.[82] untersuchten den sekund�ren kineti-
schen Tritium-Isotopeneffekt bei Phenylalanin, das in den
ortho-Stellungen der Phenylgruppe mit Tritium markiert war.
Der Isotopeneffekt hing stark vom Reaktionsfortschritt ab.
Innerhalb der ersten 5 % Umsatz betrug der kH/kT-Wert 0.85,
danach erreichte er den normalen Wert und bei 20% Umsatz
einen Wert von ca. 1.15. Die Autoren interpretierten diese
Resultate im Sinne des Friedel-Crafts-�hnlichen Mechanis-
mus. Vereinfachte semiempirische Rechnungen st�tzten diese
Interpretation. Es wurde der Schluss gezogen, dass bei
[2H5]Phenylalanin sowohl der Hanson/Havir- als auch der
Friedel-Crafts-�hnliche Mechanismus einen konventionellen
sekund�ren Isotopeneffekt ergeben sollte, f�r letzteren aber
ein h�herer Wert zu erwarten ist.

6.3. N-Methylierte l-Phenylalanine in der PAL-Reaktion

N-Methyl-l-phenylalanin, N-Methyl-4-nitro-l-phenylala-
nin und N,N-Dimethyl-4-nitrophenylalanin wurden als Sub-
strate oder Inhibitoren von PAL aus Petrosilenum crispum
untersucht.[86] Obwohl N-Methyl-l-phenylalanin ein m�ßig
gutes Substrat war (Km = 6.6 mm, kcat = 0.22 s�1), konnte keine
R�ckreaktion mit Methylamin und (E)-Cinnamat festgestellt
werden. Der Km-Wert f�r Ammoniak in der R�ckreaktion
unter Verwendung von (E)-Cinnamat wurde bei pH 8.8 zu
4.4m und bei pH 10 zu 2.6m bestimmt. N-Methyl- und N,N-
Dimethyl-4-nitrophenylalanin wirkten nicht als Substrate,
sondern zeigten lediglich stark inhibierende Effekte (Ki =

130 nm bzw. 8 nm).[86] Dieser Befund l�sst sich eher mit dem
Friedel-Crafts-�hnlichen Mechanismus als mit dem Hanson/
Havir-Mechanismus in Einklang bringen.[28]

N-Methyl- und N,N-Dimethyl-4-nitrophenylalanin wur-
den in der dem Friedel-Crafts-�hnlichen Mechanismus ent-
sprechenden Orientierung[86] in das aktive Zentrum von PAL
modelliert.[74] Dabei zeigte sich, dass die nitrierten aromati-
schen Ringe im Grunde gut in die apolare Bindungstasche
passen. Auf der anderen Seite k�nnten die verglichen mit l-
Phenylalanin[87] hohen Gasphasen-Protonenaffinit�ten von
N-Methyl- und N,N-Dimethylphenylalanin dazu f�hren, dass
die N-Methylamino- und N,N-Dimethylamino-Gruppen st�r-
ker gebunden werden als die nichtmethylierten Gruppen.

Wenn die 4-Nitrogruppe am aromatischen Ring die Addition
an MIO verhindert, wird �berdies die N-methylierte Gruppe
an Tyr100 gedr�ckt und das b-HSi-Proton[76] von der enzyma-
tischen Base Tyr348 entfernt gehalten. Diese Gegebenheiten
d�rften f�r die starke inhibierende Wirkung ausschlaggebend
sein.

Betrachtet man andererseits die Tatsache, dass 4-Nitro-l-
phenylalanin sowohl mit Wildtyp-PAL als auch mit der MIO-
freien Ser202Ala-Mutante reagiert[61] und dass N-Methyl-l-
phenylalanin ein langsam reagierendes Substrat von Wt-PAL
ist,[86] w�rde man eine schnellere Reaktion �ber die E1cB-
Route erwarten. Dies umso mehr, als eine elektrophile
Gruppe in Stellung 4 des Phenylringes die Deprotonierung
aus dem EA’-Zustand (Schema 3, Route 1) erleichtern und
die Bildung des Carbanions im EC-Zustand beg�nstigen
w�rde.

7. Anwendung der R�ckreaktion von HAL und PAL
in der Biokatalyse

Die Synthese von enantiomerenreinen nat�rlichen Ami-
nos�uren sowie nichtnat�rlichen Derivaten und Analoga ist
ein wichtiges Ziel der synthetischen Chemie. Zum Beispiel
hat das Pharmakophor von Protease-Inhibitoren, einer
extrem wichtigen Klasse von Wirkstoffen gegen HIV,
Grippe oder menschliche Cytomegaloviren, eine Phenylala-
nin-�hnliche Architektur.

Die Ammoniak-Lyase-Reaktionen verlaufen �ber eine
stereodestruktive Eliminierung von Ammoniak aus l-Ami-
nos�uren. Damit w�re es im Prinzip m�glich, die d-Amino-
s�uren durch enantioselektive Abtrennung der l-Aminos�u-
ren aus dem Racemat zu erhalten. Auf der anderen Seite
machte der stereokonstruktive Verlauf der R�ckreaktion
(enantioselektive Addition von Ammoniak an die a,b-unge-
s�ttigten S�uren) diese zum attraktiveren Ansatz zur Her-
stellung von l-Aminos�uren durch Biotransformation.[88]

Die Reversibilit�t der HAL-Reaktion wurde schon vor
etwa dreißig Jahren erkannt.[89] Unter extremen Reaktions-
bedingungen in vitro (4m NH4OH, pH 10) vermag HAL die
R�ckreaktion (Aminierung) zu katalysieren.[90] Der Ge-
brauch von HAL in der Synthese ist relativ eingeschr�nkt,
weil es nur mit wenigen Analoga wie 5-Nitrohistidin und 5-
oder 2-Fluorhistidinen reagiert.[57,91] K�rzlich wurde aller-
dings berichtet, dass HAL zur Herstellung einer breiteren
Auswahl von aromatischen Aminos�uren aus den entspre-
chenden Acryls�uren genutzt werden kann.[92]

Vor mehr als zwanzig Jahren erkannte man, dass auch
PAL die enantioselektive Addition von Ammoniak an Aryl-
acryls�uren katalysiert, wenn die Ammoniak-Konzentration
auf 5m erh�ht wird.[93] Dar�ber hinaus toleriert l-PAL eine
gr�ßere und strukturell diversere Auswahl von Substraten als
HAL, und dies bei strikt beibehaltener Enantioselektivit�t
der Ammoniak-Addition. Diese breitere Substrattoleranz –
und der gleichzeitige Bedarf an Protease-Inhibitoren, die von
Phenylalanin abgeleitete Strukturelemente enthalten –
machen PAL zu einem attraktiven Reagens f�r die Herstel-
lung von enantiomerenreinen Aminos�uren aus achiralen
Acrylat-Vorstufen. Methoden der PAL-katalysierten Bio-
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transformation wurden zur enantioselektiven Synthese von
s�mtlichen Isomeren der Pyridinylalanine,[94] von 5-Pyrimidi-
nylalanin und mehreren Fluor- und Chlorphenylalaninen[85,95]

sowie anderen substituierten Arylalaninen genutzt (Tabel-
le 5).[85] Mehrere Arylalanine wurden in enantiomerenreiner
Form (> 99 % ee) durch PAL-Katalyse in moderaten bis
quantitativen Ausbeuten erhalten.

Es sollte aber erw�hnt werden, dass mit ganzen Zellen
von Rhodotorula graminis als PAL-Quelle keine Reaktion zu
beobachten war, wenn versucht wurde, 4-Chlor-, 3,4-Dichlor-,
2,4,6-Trichlor-, 4-Brom-, 4-Methyl-, 4-Formyl-, 4-Amino-, 4-
Nitro-, 2-Hydroxyphenyl-, Naphth-2-yl- oder Furan-3-yl-
acrylate als Substrate einzusetzen.[95] Betrachtet man die
Unterschiede im Bereich der aktiven Zentren von Pc-PAL
und Rt-PAL (siehe Abschnitt 5.2), k�nnten gewisse Abwei-
chungen in der Substrattoleranz der PAL-Enzyme aus Hefe
und Pflanzen existieren.

Ein PAL-Enzym aus einer pflanzlichen Quelle wurde
k�rzlich als ein wertvolles Reagens f�r die enzymatische
Synthese von nichtnat�rlichen Aminos�uren eingef�hrt.[96]

Zu erw�hnen ist, dass PAL auch in organischen L�sungsmit-
teln wie n-Octanol katalytisch aktiv sein kann.[97]

Enzyme k�nnen nicht nur als einzelne Biokatalysatoren
genutzt werden, man kann auch kombinatorische Biosynthe-
sewege zur Herstellung von Naturstoffen und zum Aufbau
von Bibliotheken nichtnat�rlicher Analoga von Naturstoffen
entwerfen. Demonstriert wurde diese Strategie anhand der
Synthese der Chalkone Naringenin und Pinocembrin aus l-
Tyrosin bzw. l-Phenylalanin durch rekominante E. coli mit

k�nstlichem Gencluster, zusammengesetzt aus dem PAL-Gen
der Hefe Rhodotorula rubra und aus den f�r die Chalkon-
Isomerase und Chalkon-Synthase codierenden Genen aus
anderen Organismen.[98]

8. Tyrosin-2,3-aminomutase: ein weiteres MIO-
Enzym

Es gibt eine Reihe von Ammoniak-Lyasen[88] und Ami-
nomutasen, die verschiedene Cofaktoren und Mechanismen
nutzen. Ethanolamin-Ammoniak-Lyase ist z. B. Coenzym-
B12-abh�ngig, wie auch b-Lysin-5,6-aminomutase.[3] Beide
haben radikalische Zwischenstufen. a-Lysin-2,3-aminomuta-
se ist ein Radikal-SAM-Enzym,[4] w�hrend Aspartat- und
Methylaspartat-Ammoniak-Lyasen keinen Cofaktor ben�ti-
gen.

Bis vor kurzem waren HAL und PAL die einzigen
Enzyme, von denen bekannt war, dass sie die MIO-Gruppe
enthalten. Christenson et al. entdeckten nun ein weiteres
Enzym, Tyrosin-2,3-aminomutase,[70] das ebenfalls die MIO-
Gruppe enth�lt und den gleichen Mechanismus nutzt wie
HAL und PAL. Das Enzym wird von Streptomyces globispo-
rus produziert, und sein Produkt, (S)-b-Tyrosin, ist Annah-
men zufolge eine Vorstufe des Antibiotikums C-1027, das
Antitumor- und antimikrobielle Aktivit�ten zeigt.[99] Ein
Bestandteil von C-1027, das (S)-3-Chlor-4,5-dihydroxyphe-
nylalanin, wird wahrscheinlich aus (S)-b-Tyrosin gebildet, da
sich 3,4-Dihydroxyphenylalanin und 3-Chlorphenylalanin als

schlechte Substrate der isolierten
Mutase erwiesen haben.[70] Das f�r
die Mutase codierende Gen, das
aus S. globisporus isoliert und in
E. coli �berexprimiert wurde, zeigt
eine hohe Sequenzhomologie mit
der HAL/PAL-Enzymfamilie.

Dass die Tyrosin-2,3-aminomu-
tase eine MIO-Gruppe enth�lt,
wurde auf mehrerlei Weise
belegt: 1) Mutation des Serins in
der Sequenz Ala152Ser153Gly154
im internen Tripeptid reduziert
den kcat/Km-Wert 640fach; 2) das
UV-Differenzspektrum zeigt ein
Absorptionsmaximum bei ca.
310 nm; c) Nucleophile wie
NaBH4 oder KCN inhibierten die
Mutase, Pr�inkubation mit l-Tyro-
sin oder 4-Hydroxycinnamat
sch�tzte aber das Enzym vor Inhi-
bierung. Das pH-Optimum der
Mutase-Reaktion liegt bei etwa
8.8 – �hnlich wie bei den HAL-
und PAL-Reaktionen.

Weitere mechanistische Studi-
en zeigten, dass 4-Hydroxycinn-
amat eine Zwischenstufe ist und
langsam freigesetzt wird, d.h., es
ist ein Nebenprodukt der Reakti-

Tabelle 5: Synthese enantiomerenreiner l-Phenylalanin-Analoga durch PAL-Katalyse.

Nr. Ar Lit. Nr. Ar Lit. Nr. Ar Lit.

1 [93] 9 [85] 17 [95]

2 [94] 10 [85] 18 [95]

3 [94,95] 11 [85,95] 19 [95]

4 [94] 12 [85,95] 20 [95]

5 [94] 13 [85,95] 21 [95]

6 [85] 14 [85] 22 [95]

7 [85,95] 15 [95] 23 [95]

8 [85,95] 16 [95] 24 [95]
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on. Daraus folgt, dass Tyrosin-2,3-aminomutase auch Am-
moniak-Lyase-Aktivit�t aufweist. Normalerweise entl�sst die
Mutase das im aktiven Zentrum produzierte Ammoniak aber
nicht, sondern addiert es an die Zwischenstufe 4-Hydroxy-
cinnamat in b-Position. Dieser zweite Schritt ist eine Michael-
Addition an eine a,b-unges�ttigte S�ure und damit auch der
leichtere Teil der Gesamtreaktion.[70] Die Mutase zeigt inter-
essanterweise auch eine b-Tyrosin-Racemase-Aktivit�t, a-
Tyrosin wird aber nicht racemisiert. Das bedeutet, dass die
Zur�ckaddition von Ammoniak an das Michael-System re-
versibel ist und nicht enantioselektiv verl�uft. Der Mecha-
nismus der l-Tyrosin-2,3-aminomutase-Reaktion ist in
Schema 19 illustriert.

Es entsteht die Frage, ob es noch weitere MIO-Enzyme zu
entdecken gibt. Zur Aktivierung der inerten b-Stellung von
Carbons�uren existieren mehrere mechanistische M�glich-
keiten. Hoch reaktive Radikale wie 5-Desoxyadenosyl- oder
Glycyl-Radikale k�nnen Wasserstoffatome auch aus unreak-
tiven Stellungen abspalten und dadurch ein aktiviertes Sub-

strat-Radikal erzeugen, das aber unter enzymatischer Kon-
trolle bleibt.[1] Elektrophile Aktivierung ist eine Alternative
in F�llen, in denen sich ein aromatischer Ring in benachbarter
Position befindet. Es gibt einige Beispiele, bei denen nicht
endg�ltig gekl�rt ist, welcher der beiden Aktivierungsmecha-
nismen, radikalisch oder elektrophil, vorliegt.

9. Schlussfolgerungen und Ausblick

Im vorliegenden Aufsatz haben wir den Mechanismus
geschildert, durch den die Ammoniak-Lyasen HAL und PAL
die chemisch schwierige Eliminierung von Ammoniak aus
Histidin und Phenylalanin katalysieren. Diese Enzyme
nutzen eine superelektrophile prosthetische Gruppe, das
k�rzlich entdeckte 5-Methylen-3,5-dihydroimidazol-4-on,
um die nicht-acide b-Stellung ihrer Substrate durch einen
Friedel-Crafts-�hnlichen Angriff am aromatischen Ring zu
aktivieren. In den erzeugten s-Komplexen ist die Abspaltung
eines Protons vom Ring dadurch verhindert, dass jegliche
Base aus der Bindungstasche des Enzyms ausgeschlossen
bleibt. Stattdessen wird das exocyclische Proton durch eine
geeignet platzierte enzymatische Base abstrahiert. Die so
gebildete exocyclische Doppelbindung ist die Voraussetzung
f�r einen konzertierten Prozess, bestehend aus Ammoniak-
Eliminierung, Rearomatisierung und Fragmentierung. Am
Ende werden die MIO-Gruppe regeneriert und die Produkte
(E)-Urocanat und (E)-Cinnamat gebildet.

Der obige Mechanismus ist durch mehrere biochemische
Resultate, die R�ntgenkristallstrukturen von HAL und PAL
sowie durch Modellierungsexperimente belegt. Vor diesen
Entdeckungen nahm man w�hrend 30 Jahren an, dass es sich
bei dem prosthetischen Elektrophil um Dehydroalanin han-
delt und die a-NH2-Gruppe des Substrates an den Michael-
Acceptor addiert. Dieser „alte“ Mechanismus war aus meh-
reren Gr�nden unbefriedigend: Er konnte nicht erkl�ren, wie
eine enzymatische Base das nicht-acide b-Proton (pKS> 40)
abspaltet, und auch nicht, warum die meisten Aminos�uren
(außer l-Cystein und l-Homocystein) HAL nicht inhibieren.
Davon abgesehen ist Dehydroalanin im Grunde kein guter
Michael-Acceptor, weil die Delokalisierung der einsamen
Elektronenpaare der Stickstoffatome seine Elektrophilie
herabsetzt.

Seit der Ver�ffentlichung des „neuen“ Mechanismus und
speziell der R�ntgenkristallstruktur von HAL best�tigten die
Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen den Friedel-Crafts-�hn-
lichen Mechanismus, w�hrend in keinem Fall Argumente
dagegen vorgebracht wurden.

Ein neues bakterielles MIO-Enzym mit Tyrosin-2,3-ami-
nomutase-Aktivit�t wurde k�rzlich beschrieben, und wir
erwarten mit Interesse die Entdeckung weiterer MIO-
Enzyme.

Wir danken Dr. Csaba Paizs f�r seine Hilfe bei der Erstellung
des Manuskriptes. J.R. dankt seinen fr�heren Mitarbeitern f�r
ihren begeisterten Einsatz f�r das MIO-Projekt, namentlich
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Schema 19. Postulierter Mechanismus der l-Tyrosin-2,3-aminomutase-
Reaktion.[70]
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