
10: 'H-NMR (600 MHz, CDCI,): 6 = 2.01, 2.03, 2.10 (3s, 3H. OAc), 3.09 (ddd. 
J= l2 .0 ,6 .1 ,3 .7H~, lH ,2 -H) ,3 .58 (d ,  J=6 .1H~, lH ,7 -H) ,3 .76 ,3 .78 (2~ ,3H,  

5-H), 4.33 (dd, Jz12.6, 4.0Hz, 1H,6'-H), 5.07 (dd, J ~ 1 0 . 3 ,  9.3 Hz, IH,  4-H), 
5.45 (dd, J=12.0, 9.3Hz, I H ,  3-H), 6.70 (d, J=3 .7Hz ,  IH ,  I-H). I3C-NMR 
(151 MHz, CDCI,): 6 = 20.4, 20.5,20.6 (3% OAc), 42.1, 49.1 (2d, '2-2, C-7), 53.0, 
53.2 (2q, CO,Me), 61.3 (t, C-6), 68.9, 69.4,70.3 (3d, C-3, C-4, C-5), 97.3 (d, G I ) ,  
167.2, 167.4, 169.5, 169.7, 170.5 ( 5 %  OAc. C0,Me). Sirup, [a]:' = +138.7 
( c  = 0.86, CHCI,). Anal. ber. fur C,,H,,NO,,: C 43.88, H 4.98, N 3.01; gef.: C 
44.12, H 5.14, N 2.79. 

CO,Me), 4.08 (dd, J = 12.6,2.2 Hz, 1 H, 6-H), 4.17 (ddd, J = 10.3,4.0,2.2 Hz, 1 H, 
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ZUSCHRIFTEN 

Prenylierung von Benzoesaurederivaten, 
katalysiert durch eine Transferase aus 
Eschevichiu-coli-Uberproduzenten : 
Verfahrensentwicklung und Substratspezifitat** 
Ludger Wessjohann* und Bernd Sontag 

Enzymkatalysierte Reaktionen bieten auDer den naheliegen- 
den Vorteilen ihrer Chemo-, Regio- und Stereoselektivitat vor 
allem Moglichkeiten, Reaktionen unter besonders milden Be- 
dingungen, in Wasser und auch im MikromaDstab reproduzier- 
bar durchzufuhren[' -41. Hierbei sind besonders Reaktionen 
wertvoll, fur die es keine klassischen Verfahren gibt. Wegen ihrer 
guten Verfugbarkeit gehoren vor allem Hydrolasen (Peptidasen, 
Lipasen, Esterasen) inzwischen zum Standardrepertoire der or- 
ganischen Synthese['bs '], wahrend enzymkatalysierte C-C-Ver- 
knupfungen" c, 21 bislang kaum breite Anwendung finden. Le- 
diglich die durch Oxynitrila~en[~I katalysierte Cyanhydrinreak- 
tion konnte sich etablieren. Bei komplexeren C-C-Verknupfun- 
gen richtete sich das Augenmerk dagegen hauptsachlich auf 
Aldolasen[lcs 2,41. 

Der Einsatz von Prenyl-Transferasen in der Chemie ist bisher 
kaum beschrieben wordenL5I. Das mag daran liegen, daD sie 
iiberwiegend membrangebunden sindL6- 'I und damit gewohn- 
lich schwerer zuganglich, weniger stabil und schlechter charak- 
terisierbar als globulare Enzyme. Eine bedeutende Gruppe die- 
ser Enzyme katalysiert die Prenylierung in der ortho-Stellung 
von Phenolen wie 4-Hydroxybenzoesaure (PHB) und damit ei- 
nen Schlusselschritt in der Synthese von biologisch aktiven Ver- 
bindungen wie Ub ich in~n[~]  und VitaminEI'OI sowie von vielen 
Sekundarstoffwechselprodukten, darunter das japanische Arz- 
nei- und Farbemittel Shikonin['* " 9  l2l ,  das anti-HIV-aktive Co- 
nocurvon['31, Bo~ichinone['~, 15], Trident~chinon['~ - x'] und 
andere"', 191. 

Wir beschreiben hier die regioselektive Prenylierung von Ben- 
zoesaurederivaten mit einer sehr stabilen und leicht zugangli- 
chen Transferase, die erstmals 1972 von Young et al.["] in zell- 
freien Extrakten von Escherichia coli entdeckt worden ist und in 
vivo sehr wahrscheinlich die in Schema 1 dargestellte Reaktion 
(mit n = 8) katalysiert[21], einen Teilschritt der Ubichinonbio- 
syntheseL6$ "I. Dieses Enzym ist demnach eine Polyprenyldi- 
phosphat : 4-Hydroxybenzoat-Polyprenyl-Transferase. Vor kur- 
zem gelang es Heide et al.[233 241, das korrespondierende Gen 

1 2 3 
Schema 3 .  Prenylierung von 4-Hydroxybenzoesaure (PP = Pyrophosphat, n = 
1-12). 
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(ubiA) zu klonieren und damit rekombinante uberproduzieren- C02H 
de Stamme zu erhalten, die uns freundlicherweise uberlassen 
wurden [251. 

Die Gewinnung der Enzymfraktion ist rnit einfachen Mitteln 
in zwei Tagen durchfuhrbar. Ein 500-mL-Ansatz liefert Mate- 
rial fur ungefahr zweihundert Prenylierungsversuche. Die Bak- 
terien werden aus einer Dauerkultur (Glycerinkultur) zuerst auf 
Agarplatten angezogen, anschlieljend auf ein Standard-Flussig- 
medium (LB) uberimpft, wo sie bis zu einer optischen Dichte 
von etwa 1 bei 37 "C inkubiert werden. Zur Isolierung des En- 
zyms werden die Bakterien abzentrifugiert, die Zellwande mit 
Ultraschall zerstort und durch Zentrifugieren abgetrennt. Um 
die spezifische Aktivitat auf ca. 3 nkatmg-' zu erhohen und 
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Ansltze zu erreichen, wurde 
die Membranfraktion zusatzlich durch Ultrazentrifugieren an- 
gereichert" '* 241. Fur Anwendungen kann auf diesen Schritt, 
der einen Verlust von bis zu drei Viertel der GesamtaktivitHt von 
ca. 12 nkat bedeutet, verzichtet werden. Die erhaltene Mem- 
branfraktion wird in Pufferlosung (50 mM Tris(hydroxyme- 
thy1)aminomethan-hydrochlorid (TRIS.HCI; pH = 7 .9 ,  2 mM 
1,4-Dithiothreitol) ad 10 mL aufgenommen, suspendiert und 
sofort bei - 25 "C eingefroren. Sie ist ohne nennenswerten Akti- 
vitatsverlust mehrere Monate haltbar. Nach uber einem Jahr ist 
die Aktivitlt der gefrorenen Suspension im Standardassay (sie- 
he Experimentelles) nur etwa 20% niedriger als die einer fri- 
schen Suspension und damit sogar noch im Rahmen der iibli- 
chen Aktivititsschwankungen bei Enzympraparationen. 

Als Referenzsystem hat sich die Reaktion von Geranylpyro- 
phosphat (GPP) mitp-Hydroxybenzoesaure (PHB) zu 3-Geran- 
yl-4-hydroxybenzoesaure (GBA) bewahrt (Schema 1 ,  n = 2). 
Zur quantitativen Analyse durch Umkehrphasen-HPLC 'mit 4- 
Ethylbenzoesaure als internem Standard wurde eine Eichkurve 
verwendet, die mit klassisch synthetisierter GBA ermittelt wur- 
de. Beim Standardassay (siehe Expevimentelles) wird die Reak- 
tion nach einer Stunde abgebrochen. Die chemische Ausbeute 
betrlgt bei der PHB/GPP-Reaktion nach dieser Zeit 62 %, nach 
drei Stunden sind synthetisch brauchbare Ausbeuten von etwa 
80 % erreichbarrZ6]. Die Reproduzierbarkeit der Reaktion rnit 
Enzympriiparationen aus derselben Anzucht ist selbst bei diesen 
Mikroreaktionen mit 5 % ausgezeichnet, die Schwankungen 
innerhalb einer Versuchsreihe liegen sogar bei nur 1 %. Ein 
drdigfaches Upscaling gelang problemlos und 1513t auch fur 
groI3ere Ansatze keine Komplikationen erwarten. 

Die erfolgreiche Variation des Polyprenylrestes - sowohl GPP 
als auch Geranylgeranylpyr~phosphat[~'~ wurden umgesetzt - 
ist angesichts der Varianz der Kettenlange in Ubichinonen aus 
E. coli und der damit zusammenhangenden erfolgreichen Um- 
setzungen von langkettigen Prenylpyrophosphatent' ' 3  203 243 

nicht verwunderlich. Bemerkenswert ist, da13 ausgerechnet das 
kurzere GPP am schnellsten reagiert, wlhrend fur eine optimale 
Ubereinstimmung mit der Kettenlangenverteilung der Ubichi- 
none in E. coli langkettige Prenyldiphosphate, etwa Octapre- 
nylrZo, 291, als beste Substrate zu erwarten wiren. Geranylmono- 
phosphat wird erwartungsgemaB nicht umgesetzt. 

Das Enzym akzeptiert eine Vielzahl von 4-Hydroxybenzoe- 
saurederivaten und verwandten Verbindungen als Substrat, von 
denen einige in Schema 2 dargestellt sind. Eine systematische 
Variation der Reste am aromatischen Ring ergab das folgende, 
vorlaufige Bild fur eine Prenylierung in der meta-Position (C-3) : 
1) Die Sauregruppe ist invariant, nur Benzoesaurederivate sind 
Substrate. 2) Die para-Hydroxyfunktion kann z. B. durch eine 
Aminogruppe ersetzt werden (4). Derivate, in denen das Was- 
serstoffatom ersetzt wurde, z. B. durch Methylierung zu 
4-Methoxy- bzw. 4-N,N-Dimethylaminobenzoesauren, reagie- 
ren nicht. 3) Werden beide metn-Positionen blockiert, findet 

I 

OH OH OH OH 

4 5 6 7 8 

9 10 11 12 

CO,H 

Schema 2. Einige erfolgreich umgesetzte Benzoesaurederivate und vorlaufiges Sub- 
stratmodell. (Die prenylierbare Position ist jeweils mit einem Stern markiert.) 
R'  = H (andere Substituenten vermutlich unrulassig); RZ = H, OH, NH,, OCH,, 
C1, COCH,, CH,, Cyclohexyl usw.. nicht Polyprenyl oder sehr stark elektronenzie- 
hende Substituenten wie NO,; R3 = H, OH und andere; Y = 0, NH (moglicher- 
weise auch andere Substituenten zulissig). 

erwartungsgemaB keine Reaktion statt. Solche Substanzen sind 
allerdings auch keine Inhibitoren. 4) Substituenten in 5- und/ 
oder 6-Position (R2 bzw. R3) scheinen nahezu beliebig zulassig 
zu sein (5-12). So gelingt die einstufige Synthese der aus Sac- 
charoniyces cerevisiae isolierten 4,5-Dihydroxy- und 4-Hy- 
dr0xy-5-rnethoxy-3-polyprenylbenzoesauren~~~~. Lediglich sehr 
stark elektronenziehende Substituenten wie die Nitrogruppe 
fiihren zu einem Aktivitatsverlust, wahrend 5-Chlor- und 5- 
Acetylderivate (8 bzw. 10) noch mit akzeptabler Geschwindig- 
keit umgesetzt werden. Donorsubstituierte Substrate wie die 
voluminose 5-Cyclohexyl-4-hydroxybenzoesaure 9 reagieren 
sogar ohne ReaktivitatseinbuBen. 5) Eine weitere Hydroxygrup- 
pe in 2-Position (R') wird nicht akzeptiert. 

Ausgehend von diesen Ergebnissen konnten wir ein Modell 
bezuglich der Anforderungen des Enzyms an die aromatische 
Komponente aufstellen, das sich fur alle daraufhin ausgewahl- 
ten Substanzen bewahrt hat. Fur ein erfolgreiches Experiment 
mu13 zurnindest folgendes gegeben sein : Umgesetzt werden Ben- 
zoesauren, die einen Elektronen- und Wasserstoffbriickendonor 
in para-Position aufweisen und die in der zu alkylierenden meta- 
sowie in der benachbarten ortho-Position nicht substituiert sind. 

Die klassische Friedel-Crafts-Alkylierung von 4-Hydroxy- 
benzoesaure mit Prenylverbindungen gelingt dagegen nicht. 
Auch der Methylester liefert rnit Phytol das 3-Phytylderivat in 
nur 9 % Ausbeute, und die wichtigen, mehrfach ungesattigten 
all-trans-Prenylelektrophile liefern die gewunschten Produkte 
gar nicht. Neben mangelnder Regioselektivitat sind bei diesen 
Reaktionen vor allem Isomerisierungen, Mehrfach- und O-Al- 
kylierungen festzustellen[' '* 301. Unter Enzymkatalyse werden 
Produkte solcher Reaktionen nicht erhalten. 

Die vorgestellten Untersuchungen zur Polyprenyldiphos- 
phat : 4-H ydroxybenzoat-Pol ypren yl-Transferase aus E. -coli- 
Uberproduzenten demonstrieren damit erstmals das Potential 
dieser bislang nahezu ungenutzten Klasse C-C-verknupfender 
Enzyme fur die gerichtete Katalyse einer Alkylierung vom Frie- 
del-Crafts-Typ in Wasser, der meta-Prenylierung von Benzoe- 
saurederivaten. 
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Experimentelles 
Die Polyprenylpyrophosphate wurden aus den entsprechenden Polyprenylalkoho- 
len oder -halogeniden [31] nach der Methode Yon Poulter et al. [32] erhalten. G e m  
nylphosphat la& sich analog der Vorschrift fur Pyrophosphate synthetisieren. 
Eniymassay : 100 nmol eines Benzoesaurederivates (Referenz: PHB), 100 nmol Po- 
lyprenylpyrophosphat (Referenz: GPP), 50 pmol MgCI, (MgZ+ als Cofaktor) in 
50 pL TRIS-Puffer (50 mM TRIS'HCI; pH =7.5) und 50 pL Enzymsuspension (ca. 
25 pkat) werden 60 min bei 37 "C inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 
2 pL Ameisenslure gestoppt und die Reaktionsmischung mit 500 pL 4-Ethylben- 
zoeslure(PEB)-Losung (100 ~ L M  in Ethylacetat; interner Standard) ausgeschiittelt. 
Mach der Phasentrennung (ggf. zentrifugieren) werden 450 pL der organischen Pha- 
se entnommen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird in 
60 pL Methanol aufgenommen und HPL-chromatographisch analysiert (20 pL Lo- 
sung, Saule 250 x 4 mm, RP-18 (7 pm), 100 bar, Detektion bei 240 nm (Amax PEB) 
oder 254 nm). Die geranylierten Substanzen weisen die 2.5- bis 4-fache Retentions- 
zeit des jeweiligen Arens (Elutionsmittel A: MethanoljWasserlAmeisensHure 750/ 
245/5, isokratisch), geranylgeranylierte Verbindungen die 6- bis 7-fache Retentions- 
zeit anf (Elutionsmittel A (2 min), dann Gradientenelution (13 min) + Elutions- 
mittel B: Methanol/lsopropanol/Ameisenslure 800/195/5). PEB eluiert zwischen 
dem Edukt und dem Produkt. Die UV-Spektren der prenylierten Benzoesluren 
zeigen einen bathochromen Shift von 5 - 10 nm fur die K-Bande (x  -+ n') des Arens. 
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Auswahl unterschiedlicher Reaktionsmechanis- 
men durch Enantiomere bei Elektronentransfer- 
reaktionen mit Met alloproteinen" * 
Klaus Bernauer* und Luca Verardo 

Die Charakterisierung des Reaktionszentrums bei Elektro- 
nentransferreaktionen mit Metalloproteinen war Gegenstand 
vielfaltiger Untersuchungen" - 'I. Beim Plastocyanin (PcCu") 
wurden zwei Stellen zur Bindung der Reaktionspartner identifi- 
ziert: eine nahe beim Cuz +-Zentrum gelegene, hydrophobe und 
eine etwa 16 A vom Metallion entfernte, negativ geladene. An- 
ionische und neutrale Metallkomplexe reagieren ausschliel3lich 
an der nahegelegenen Bindungsstelle, kationische sowohl an der 
nahen als auch an der entfernterenr3]. Bei der negativ geladenen, 
entfernteren Bindungsstelle ist vermutlich Tyr 83 am Elektro- 
nentransfer beteiligt. Um genauere Informationen iiber den Ort 
des Angriffs eines redoxaktiven Reagens zu erhalten, haben wir 
die Reaktion mit optisch aktiven Metallkomplexen untersucht. 
Das Ziel dabei war es, die chirale Erkennung zwischen Reagens 
und Proteinoberflache anhand der kinetischen Stereoselektivi- 
tat der Wechselwirkung nachz~weisen[~- 'I. 

Eine zur Identifizierung von Bindungsstellen bei lnner- 
sphere-Elektronentransferreaktionen haufig verwendete Me- 
thode besteht darin, CrZ +-Komplexe durch Oxidation zu iner- 
ten Cr"'-Komplexen kovalent an das verbriickende Atom zu 
bindenL8]. Diese Technik wurde auch zur Untersuchung von 

[*I Prof. K. Bernauer, DipL-Chem. L. Verardo 
Institut de chimie, Universiti de Neuchltel 
51, Av. de Bellevaux, CH-2000 Neuchdtel (Schweiz) 
Telefax: Int. + 38/232511 

[**I Diese Arbeit wurde vom Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der 
wissenschaftlichen Forschung unterstutzt (Nr. 20-37'224.93 und 20-41'206.94). 
Die Autoren danken Professor P. Schiirmann fur die Bereitstellung des Plasto- 
cyanins und fur viele anregende Diskussionen. 
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