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diesen Produkten standen die neuen, bemerkenswerten Struk-
turprinzipien mit sowoh] trigonal-planar als auch tetraedrisch
von Chalkogenatomen koordiniertem Boratom im Vorder-
grund. Fiir die Bildung des ungewohnlichen Clusters 2, der den
Wade-Regeln gehorcht, werden die kurzen Reaktionszeiten als
moglicher Grund angesehen. Ob es sich bei dieser Substanz um
eine Zwischenstufe auf dem Weg zu Selenoboraten handelt,
kann sicherlich in weiteren Experimenten gezeigt werden. Die
verbrickenden Substituenten, die in dieser Form bei Borclu-
stern nicht bekannt sind, erniedrigen die Ikosaedersymmetrie
auf D,,. Im Festkdrper hat das Anion lediglich kristallographi-
sche Inversionssymmetrie. Ein Substituent, der wie in dem hier
vorgestellten Clusteranion zwei benachbarte Atome des Ikosa-
edergeriistes Uiberbriickt, wurde in Form cines anellierten Sechs-
rings am Azadodecaboran von Paetzold et al. und am o-Car-
baboran von Wade et al. vorgestellt.!"*! Bei offenen Derivaten ist
in zwei Fillen die Uberbriickung zweier benachbarter Boratome
durch einen Triazeniumliganden nachgewiesen worden.!!*!

Die Faszination, die von Verbindung 2 ausgeht, wird zum
einen sicherlich durch ihre dsthetische Struktur und zum ande-
ren durch ihre Synthese hervorgerufen, die einen unmittelbaren
Zusammenhang zwischen dem Element Bor und einem substi-
tuierten Borancluster herstellt.

Stichwarter: Bor - Cluster * Ikosaeder - Selen
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Biosynthese von Taxol

Jiirgen Rohr*

Eiben enthalten eine groBe Zahl an Wirkstoffen.!*! Thre Zwei-
ge wurden daher — und das ist literarisch eindrucksvoll festge-
halten — schon von ,,Chemikerinnen* des Mittelalters als
wichtige Bestandteile in bestimmten Rezepturen geschatzt (Sha-
kespeare: Macbeth IV, I).1'* ¢l Heute interessiert man sich be-
sonders fiir Taxol 1 (Paclitaxel),!?) ein in der Rinde der nord-
amerikanischen Eibenart Taxus brevifolia vorkommendes
Cytostaticum mit neuartigem Wirkprinzip. Taxol, die damit
verwandten Taxoide und das semisynthetisch hergestellte Taxo-
tére 2 (Docetaxel)2*! wirken antimitotisch, d.h. sie verhindern
die Zellteilung und damit die Vermehrung von Krebszellen, in-
dem sie, vermutlich,1?*! die Spindelfasern durch Hemmung der
Depolymerisation von Tubulin, ihrem Hauptbestandteil, stabi-
lisieren. Die hohlen Spindelfasern spielen eine entscheidende
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Institut fiir Organische Chemie der Universitit
TammannstraBe 2, D-37077 G6ttingen
Telefax: Int. + 551/39-9660
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Rolle bei der Mitose (Zellteilung), da sie die beiden Chromoso-
men zu entgegengesetzten Polen der Zelle ziehen. Das kiirzlich
vielfach hervorgehobene Epothilon!3Vist ein weiterer Naturstoff
mit diesem Wirkmechanismus.'** 3 Taxol und Taxotére werden
gegen eine Reihe spezieller Tumore eingesetzt, insbeson-
dere Eierstock- (auch im fortgeschrittenen, metastasierenden
Stadium) und Brustkrebs.

Das Problem, das der medizinischen Nutzung des lipophilen
Wirkstoffs Taxol lange Zeit entgegenstand, war sein Zugang:
Aus einem Kilogramm Baumrinde kénnen nur 100-170 mg des
Wirkstoffs isoliert werden; die sehr langsam wachsenden Eiben
(ein Baum braucht ca. 200 Jahre, um auszuwachsen) miissen
dazu gefallt werden (ca. 1000 Biume fiir 1 kg Taxol). Die Be-
handlung eines Krebspatienten verlangt mindestens 3 g, ca.
50000 Patientinnen sterben jahrlich allein in den USA an Eier-
stock- und Brustkrebs.'*4! Eine alternative, die Naturressour-
cen schonende Quelle, die derzeitig sowohl fiir Taxol als auch fiir
Taxotére genutzt wird, ist die Semisynthese. Man benutzt das
aus nachwachsenden Eibennadeln verschiedener Eibensorten
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extrahierbare 10-Desacetylbaccatin III 3 oder Baccatin I1I 4 als
Vorstufe und iiberfiihrt es semisynthetisch in Taxotére2 bzw.

Taxol 1 durch Anhéngen der synthetisch zugidnglichen Seiten-
ketten.[* !

1. R= ©\,R’=CH3CO
2. R= —l—-, R'=H

O\

3:R=H
4:R= CH,CO

Taxol1 wurde bereits mehrfach totalsynthetisch herge-
stellt,[* ¢! keine Totalsynthese bietet jedoch eine realistische
Chance fiir eine kommerzielle Produktion, obwohl die neueste,
vom Konzept her attraktivste Totalsynthese von P. A. Wender
et al.l%Y (die sogenannte Pinenroute) gegeniiber fritheren eine
etwa zehnfache Ausbeutesteigerung bietet.

Ein realistischerer Weg fiir die Taxolproduktion bahnt sich
dagegen liber (endophytische) Pilze an, z. B. Taxomyces andre-
anae "™ Fusarium, Penicillium, Phoma, Alternaria alternata ssp.
Taxus hicksii etc., die aus der pazifischen Eibe oder aus Taxus
hicksii isoliert worden sind.!7* 7 Diese Pilze haben die Taxol-
biosynthese vermutlich {iber horizontalen Gentransfer vom
Baum ,,gelernt**.!7®! Die Fermentation von Alternaria alternata
erreicht bereits GréBenordnungen von ca. 116 mg Taxol pro
Liter.[”® Weitere, zukiinftig sicherlich immer besser nutzbare
Moglichkeiten bieten auch pflanzliche Zellkulturen (es werden
schon Produktionsraten von ca. 55 mg Taxol pro Liter pro Wo-
che erreicht!”¥) oder ein zellfreier Biosyntheseapparat, an dem
gearbeitet wird.!®! Fiir die Optimierung solcher ,.komplett-bio-
chemischer* Verfahren ist jedoch die genaue Kenntnis der
Taxolbiosynthese und der daran beteiligten Enzyme Vorausset-
zung, und hierbei sind in jingster Zeit enorme Fortschritte ge-
macht worden.[®~ ¥

Erste Biogenesestudien, durchgefiihrt von Zamir et al. an
Taxus-baccata- und Taxus-canadensis-Arten unter Verwendung
von radiomarkierten Vorstufen,!® erbrachten erwartungsge-
méiB die Quellbausteine Phenylalanin (fiir die Seitenkette), Ace-
tat (fiir die Acetylreste) und Mevanolat 7 fiir das Taxangerst.
Es ergaben sich aber nur sehr geringe Mevanolat-Einbauraten,
Abbaureaktionen zur genaueren Lokalisierung des Einbaues
wurden nicht durchgefiihrt (siehe unten). Auch wurden auf der
Grundlage von Molecular-Modelling-Studien und der Isolie-
rung von Nebenprodukten weitere Biosynthesehypothesen ab-
geleitet.!°!

Genauere Biosynthesestudien gibt es erst seit jlingster Zeit,
und iiber die frithe Taxolbiosynthese war bis vor zwei Jahren
fast nichts bekannt. Diese wurde intensiv vor allem von R.
Croteau et al., teilweise in Zusammenarbeit mit H. G. Floss,
untersucht.l'27 131 Auch die Miinchener Arbeitsgruppen um
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M. H. Zenk und A. Bacher trugen interessante Ergebnisse
bei.'? Zunichst wird der vielfach bei Pflanzenbiosynthesen
verwendete Diterpenbaustein  Geranylgeranyldiphosphat 10
biosynthetisiert. Dabei stellte sich heraus, da} das Taxangrund-
geriist doch nicht mevalonoiden Ursprungs ist.['®! Einbauversu-
che an Zellkulturen von Taxus chinensis mit [U-'3C,]Glucose,
[1-13C]Glucose und [1,2-13C,]Acetat ergaben (NMR-Analyse),
daB3 das markierte Acetat nur in die Acetylreste, aber nicht in
das Taxanringgeriist eingebaut wurde, wogegen die Markierun-
gen aus Glucose sowohl in die Acetylgruppen als auch in das
Taxanringgeriist des mit 1 verwandten Taxuyunnanin C 11 ein-
gebaut wurden (Schema 1). Interessantes ergab die Analyse von
13C,13C-Fernkopplungen nach Einbau von [U-'3C,]Glucose
(11, Schema 1): Es konnte in jeder Isopreneinheit eine intramo-
lekulare Umlagerung bei der Bildung des Isoprenoidvorldufers
nachgewiesen werden, die nicht konsistent mit dem ublichen
Mevalonsdureweg!!!? ist, aber dem alternativen Isoprenoidbio-
syntheseweg auffillig dhnelt, der kiirzlich von Rohmer et al. als
maBgeblich fiir die Biosynthese von Hopan-Triterpenoiden und
Ubichinonen in Eubakterien gefunden wurde (Schema 1).11*%

Die Grundbausteine aller Isoprenoide, also auch von Ter-
penen wie Geranylgeranyldiphosphat 10, sind Isopentenyl-
pyrophosphat 8 (IPP) und Dimethylallylpyrophosphat 9
(DMAPP). Sie werden iliber Acetoacetyl-CoA 5, 3-Hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoA 6 (HMG-CoA) und Mevalonsiure 7
(MVA) biosynthetisiert.l! 1* IPP 8 steht mit DMAPP 9 iiber eine
Isomerase im Gleichgewicht. Daraus folgt ein Markierungsmu-
ster mit iiberall gleichen Einbauraten bei Verwendung von [1,2-
13C,JAcetat oder [U-13C]JGlucose (Schema 1). Im von Rohmer
etal. gefundenen alternativen Weg!!'® werden IPP und
DMAPP vermutlich iber thiaminaktivierten Acetaldehyd
(entsteht im Zuge der Decarboxylierung von Pyruvat) und
Dihydroxyacetonphosphat aufgebaut. Nach Abspaltung des
Thiaminrestes folgen eine Umlagerung (CH,-Verschiebung)
und weitere Reduktionen, Dehydratisierungs- und Phosphory-
lierungsschritte (Schema 1). So biosynthetisiertes IPP 8 und
DMAPP 9 haben prinzipiell die gleichen charakteristischen
Markierungen wie auf klassischem Weg biosynthetisiertes 8 und
9, aber unterschiedliche Einbauraten fiir die C-Atome aus dem
C,- oder C,-Vorldufer, wenn [U-!3Cy]Glucose die Isotopen-
quelle ist (Schema 1), und lassen sich im Gegensatz zu ihren
klassisch aufgebauten Pendants nicht direkt iiber Acetat mar-
kieren (man findet entweder keine merkliche Markierung oder
,»Scrambling®, d.h. indirekten Einbau nach weiterer Verstoff-
wechselung, Schema 1). Dal3 dieser Weg moglicherweise in vie-
len anderen Organismen verwirklicht ist,[''?! z. B. auch beim
Menschen, kann man schon daraus schliefen, dafl die als
Cholesterinbiosynthesehemmer verbreiteten HMG-CoA-Re-
duktase-Inhibitoren Compactin oder Mevinolin (Lovastatin)
die Biosynthese des filir die Funktion der mitochondrialen At-
mungskette essentiellen Ubichinons nicht stéren, was fatale Fol-
gen hitte.

Der erste entscheidende Biosyntheseschritt zum Aufbau des
tricyclischen Taxangeriistes wird durch die Taxadien-Synthase
katalysiert, ein Enzym, das drei C-C-Bindungen kniipft.['? Sein
Endprodukt ist Taxa-4(5),11(12)-dien 13, und nicht das isomere
4(20),11(12)-Dien 12, das allgemein wegen des Vorkommens
solcher Taxane (siehe 11!) favorisiert wurde (Schema 2). Daf3
13 das erste Cyclisierungsprodukt von Geranylgeranyldiphos-
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Mevalonsiureweg
13
o 9 H,C, OH? H,C, OH [U-""CelGlucose ——>
PPN HOOC > A HOOC ® 8¢
2 x Acetyl-CoA ——» H,C SCoA SCoOA ——» OH
5 6 7 o OPP
ACGW"COA CHa-COSCOA
H,C CH,
-
HZC)\/\OPP HSCJ\/\OPP Rohmer-Weg
8 9
13¢.1 3C-Femkopplung !
COOH + -0, HO HC OH -13CglGlucose >, \4 OPP

0=|v._/ (f_,Hc/ ‘I HC#’( [ (% HC>YOP GH3-COOH . 4I\./'*

130 glGlucose ——* »H,C YOP

—— 13C-Markiemngen in 11 und

<«— beobachtete 130—1 3C-Femkopplungen

9+3x8 —* nach Fitterung von [U-1306}Glucose 0

CH.
H,C

CH,

oPP
10

Schema 1. Mevalonséure- und ,,nicht-mevalonoider Biosyntheseweg (Rohmer-Weg) zu Isopentenylpyrophosphat 8 und Dimethylallylpyrophosphat 9. Die Markierung im
Taxoid 11 nach Einbau von [U-'*C¢]Glucose und die NMR-spektroskopischen '*C,'3C-Fernkopplungen innerhalb der Isoprenoidbausteine weisen auf ,,nicht-mevalonoide*
Biosynthese des Taxangeriistes hin (Niheres siehe Text).

a)

(202H,4113

Enz

5

7%H}-13

Schema 2. Versuche zur Untersuchung der Taxadien-Synthase-Reaktion (Néiheres siehe Text). Die Taxa-4(5),11(12)-dien(13)-Oxygenase-Reaktion verlduft unter 4,5-a-Epoxi-
dierung und anschlieBender Umlagerung zum Taxa-4(20),11(12)-Dienol 14.

phat 10 ist, wurde durch Verfiittern von [1-*H]Geranyl-
geranyldiphosphat nachgewiesen. So radiomarkiertes Taxa-
4(5),11(12)-dien wurde weiterhin erfolgreich in Baccatin 111 4,
Taxol 1 und andere Taxane umgewandelt, was seine Rolle als
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Biosyntheseintermediat beweist. Verwendet wurde fiir diese Ver-
suche ein zellfreies Enzymsystem, das aus den Stimmen junger
Taxus-brevifolia-Bdume (ca. vier Jahre alt) gewonnen worden
war.['?] Konsequenterweise wurde daraufhin nach der verant-
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wortlichen Taxadien-Synthase gesucht. Um ihre codierenden
Gene zu finden, wurden DNA-Primer konstruiert, auf der
Grundlage konservierter Genabschnitte mutmaBlicher, ver-
wandter Terpen-Cyclasen. Durch Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) konnte aus zweien dieser Primer ein 83 Basenpaare (bp)
langer DNA-Abschnitt amplifiziert werden, dessen Sequenz
einer Cyclase entsprach. Damit wurde wiederum eine cDNA-
Bibliothek aus Taxus-brevifoliae-DNA durchsucht. Eines der da-
mit hybridisierenden cDNA-Stiicke wurde in E. coli exprimiert,
das resultierende Protein (862 Aminoséuren, 98 303 gmol ™ !) er-
wies sich als die gesuchte Taxadien-Synthase, die die Umsetzung
von Geranylgeranyldiphosphat 10 in Taxa-4(5),11(12)-dien 13
katalysiert. Damit waren die Wege fiir eine genauere mechanisti-
sche Untersuchung dieses Schliisselenzyms der Taxolbiosyn-
these offen.!*¥!

So konnte eine Taxa-4(20),11(12)-dien-Zwischenstufe und
seine Umlagerung in das thermodynamisch stabilere 13 endgiil-
tig dadurch ausgeschlossen werden, daB {20-*H,]Geranyl-
geranyldiphosphat 10a seine drei Deuteriumatome bei der
Taxadien-Synthase-Reaktion erhielt (Schema 2a), umgekehrt
ging ein Deuteriumatom bei dem entsprechenden Versuch mit
[4-2H,]Geranylgeranyldiphosphat 10b verloren, was auf eine
direkte H*-Abstraktion von C-5 und damit direkte Bildung
von 13 schlieBen 148t (Schema 2b). Als besonders interessant
erwies sich ein Einbauversuch mit [10-2H]Geranylgeranyl-
diphosphat 10c¢: Hier tritt die Markierung in der 7-Position von
13 wieder auf. Damit ist erstmals belegt, daB die C-11/C-15- und
die C-1/C-2-Verkniipfungen vor der Bildung der C-3/C-8-Bin-
dung erfolgen; denn die Abstraktion eines Protons von C-11
(das entspricht dem 10-H in 10), die zur Bildung der 11,12-Dop-
pelbindung fiihrt, muB vor dessen Wiederanlagerung an C-7
stattfinden. Durch letzteren Schritt entsteht aber erst das Ka-
tion, das die letzte, die C-3/C-8-Verkniipfung, beim Taxange-
riistaufbau vorbereitet. Nach der C-3/C-8-Bindungsbildung
entsteht ein Kation an der 4-Position; eine H*-Abstraktion von
C-5 und die Bildung der 4,5-Doppelbindung schlieBen die Reak-
tionskaskade zum Taxa-4(5),11(12)-dien13 ab (Schema 2¢).I'#]

Um jetzt vom Taxa-4(5),11(12)-dien 13 weiter zum Taxol 1 zu
gelangen, muB das Taxangeriist weitgehend modifiziert werden,
was liberwiegend durch Sauerstoffeinbau (acht Oxygenierungs-
schritte) geschieht. Dabei wird u.a. der wichtige Oxetanring
aufgebaut. Kiirzlich gelang es, den ersten und vielleicht wichtig-
sten dieser Oxygenierungsschritte aufzukldren.!'®! Es handelt
sich dabei um die 5a-Hydroxylierung, katalysiert durch die Ta-
xadien-5-Hydroxylase, unter gleichzeitiger Umlagergung der
Doppelbindung von der 4,5- in die 4,20-Position. Das fiir diese
Reaktion verantwortliche Enzym Taxa-4(5),11(12)-dien-5«-Hy-
droxylase konnte eindeutig als eine membrangebundene,
NADPH-abhingige P450-Oxygenase charakterisiert werden,
die molekularen Sauerstoff umsetzt. Zellfreie Praparationen aus
Taxus-brevifolia-Baumchen und Taxus-cupsidata-Zellkulturen,
die diese Oxygenase enthalten, katalysieren die Umsetzung von
radioaktivem [*H]- und von [20-2H ;1 Taxa-4(5),11(12)-dien. Aus
letzterem Experiment ergab sich ein Verlust eines Deuterium-
atoms, was mit der Umlagerung von der 4,5- in die 4,20-Position
zu erkldren ist. Ersteres Experiment verschaffte Zugang zu ra-
diomarkiertem Taxa-4(20),11(12)-dien-5a-0l 14, dessen Rolle
als Biosyntheseintermediat durch seine weitere Umwandlung in
10-Desacetylbaccatin IIT 3 und Taxol 1 plausibel gemacht wer-
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den konnte. Der Nachweis, daB3 es sich bei dem Biosynthesein-
termediat um den S«- und nicht um den 5p-Alkohol handelt,
gelang iiber den diinnschichtchromatographischen Vergleich
mit den totalsynthetisch hergestellten Verbindungen.!'*!

Mit dem Beweis, daB 14 das unmittelbar auf 13 folgende
Biosyntheseintermediat auf dem Weg zum Taxol 1 ist, und daB
die 5a-Hydroxylierung (mit gleichzeitiger Verlagerung der Dop-
pelbindung) der erste Oxygenierungsschritt der Taxolbiosynthe-
se ist, ergaben sich interessante mechanistische Konsequenzen,
besonders beziiglich der Bildung des Oxetanringes in 1 und
verwandten Taxanen. Die Bildung des Oxetanringes iiber eine
Epoxidierung der 4,20-Doppelbindung war schon immer postu-
liert worden,!'®! weshalb auch Taxa-4(20),11(12)-dien 12 lange
als Biosyntheseintermediat favorisiert wurde (sieche oben). Es
gibt Hinweise,!'*¥ daB das Dienol 14 iiber eine 4,5-Epoxidie-
rung und anschlieBende Offnung durch H-Wanderung gebildet
wird (Schema 2d). DaB ein 4,20-Olefin im Zuge der 5-Hydroxy-
lierung gebildet wird, bestétigt alle Hypothesen fiir die Epoxi-
dierung als ersten Schritt zur Oxetanbiosynthese. Die Konfigu-
ration (5¢-OH in 14 und des Oxetans in 1) schlieBt jedoch einen
einfachen Angriff der 5-OH-Gruppe auf ein 4,20-Epoxid (Sche-
ma 3a) aus, statt dessen muB eine kompliziertere Acetatumlage-
rung unter gleichzeitiger Offnung des Epoxids und eine Sy2-Re-
aktion an C-5 formuliert werden (Schema 3b). Offen ist noch,
ob es sich dabei um eine intramolekulare Acetatwanderung
(Schema 3b) oder um eine intermolekulare Acetatéffnung
(Schema 3 ¢) handelt. Vom Taxa-4(20),11(12)-dien-5x-0l 14 zum
Taxol 1 ist es sicher noch ein weiter Weg, der nach wie vor
weitgehend unklar ist.

Spiite Biosyntheseschritte, die die Taxolseitenkette betreffen,
wurden eingehend von H. G. Floss et al. untersucht. Die Seiten-
kette wird ausschlieBlich aus Phenylalanin 15 aufgebaut.[® '™
Desbenzoyltaxol 18 ist ein Zwischenprodukt, das letzte Inter-
mediat der Biosynthesekaskade zu 1. Beim Aufbau der fiir die

a)
AW AN
o1 - HSCoA
A —_— 5 ——
£ o A von Ak,
H,C z o)
: / ) Ho
CH,COSCoA °
A
b)
wwe  CHaCOSCoA — —
! B i S
5“0OH ~—HSCoA “o S (o}
0 ‘B(‘ R
H,C = 0
H HLC~
14 CH, o
I—ROH
c)
“w ol e e
A, oA ks —— s
#"OH H+*0"% “OR A N ‘\’GR\‘
H,C o
14 Ho( "
CHZCOO™ 0

R= Ac oder PO(OH)»

Schema 3. Alternative Mechanismen zur Oxetanbildung in Taxol 1. Die Stereoche-
mie im Taxadienol 14 schlieBt eine einfache intramolekulare Epoxidéffnung wie in
a) aus. Die in b) und c) dargestellten Alternativen sind noch offen.
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Antitumoraktivitit essentiellen Phenylisoserin(17)-Seitenkette
spielt eine Reaktion eine Schlisselrolle, die zuvor in Pflanzen
vollig unbekannt war: eine Phenylalanin-Aminomutase-Reak-
tion, in der aus Phenylalanin die entsprechende f-Aminosdu-
re 16 durch Verschieben der Aminogruppe um ein C-Atom ent-
steht (Schema 4). Eine plausible Alternative liber Zimtsdure 19,

Phenylalanin-
Amino-Mutase NH

S COOH
S

NH,
Q/EJOH

—S 17
COOH

21
COOH COOH
—_— ‘
unmarkiertes
Phenylalanin

—— 16a: R, R, R*= H; R°<°NH
(Nur M und M+86, kein M+5!)

15b: R'= NHy; R’ R'= H; f'=D— 16b: R R H;R'= NHyR'= D
(M+8)

15¢: A'= NHy; B2 R=D; R'=H— 16C: R\ R’ D;R’= NHyR'=H
(M+7undM+6)

15a: R'<°NH,; R-R%: H

NH
“H N2 COOH
100% [rtramolekular HWY) *yz
16

Schema 4. Spite Biosyntheseschritte zu Taxol 1. Beide Phenylgruppen der Seiten-
kette stammen aus Phenylalanin 15, das zuerst in f-Phenylalanin 16 umgelagert
wird. Ein alternativer Weg iiber Zimtsiure 19 konnte ausgeschlossen werden (Nihe-
res siche Text). Versuche zur Aufkldrung der Phenylalanin-Aminomutase-Reaktion
fiihrten zur Annahme des unten dargestellten stereochemischen Verlaufs der strikt
intramolekularen Reaktion.

ithre Isomerisierung zum (Z)-Isomer 20, Epoxidierung zu 21 und
anschlieBende ,,aminierende Offnung* konnte wegen nicht er-
folgtem Einbau von [2H,)-19 und analog markiertem (Z)-Epo-
xid 21 ausgeschlossen werden. Das interessante Enzym Phenyl-
alanin-Aminomutase wurde inzwischen mit zellfreien Extrakten
aus Taxus-brevifolia-Gewebekulturen und MS-Analytik cha-
rakterisiert. Mit [*H,,'’N]Phenylalanin 15a konnte gezeigt
werden, daf3 die Aminogruppenumlagerung strikt intramoleku-
lar verlduft, denn unter Zugabe von unmarkiertem Phenylala-
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nin ergaben sich immer nur die Molekiilionen M * und M + 6,
niemals M 4 5.1'7%] Weiterhin konnte der sterische Verlauf der
Reaktion aufgeklirt werden: Versuche mit [3R-2H]- und
[2S,3R-2H,]-markiertem Phenylalanin (15b bzw. 15¢) ergaben
Retention des pro-R-Wasserstoffatoms in der 3-Position bzw.
(teilweise) Wanderung des pro-S-Wasserstoffatoms aus der
3-Position (in 15) in die 2-Position des f-Phenylalanins 16
(Schema 4).1'"® Auch der Benzoatrest der Seitenkette wird von
Taxus brevifolia anders als liblicherweise (das ist liber Zimtsdure
19) in Pflanzen biosynthetisiert; denn die Einbauversuche mit
[2H,]-B-Phenylalanin lieBen teilweise einen doppelten Einbau
erkennen (M +10-Peak im Massenspektrum!). Daher muB
auch die Benzoylgruppe iiber f-Phenylalanin 16 (oder auch
Phenylisoserin 17) aufgebaut werden.

Zwar sind noch viele Fragen der Biosynthese von Taxol 1
offen, aber die Untersuchungen haben bereits ,,Flaschenhélse*
zutage gefordert, d.h., zeitraubende und umsatzlimitierende
Reaktionen wurden erkannt. Das sind vor allem die Taxadien-
Synthase- und die darauf folgende Oxygenase-Reaktion. Nun
gilt es, diese zu beschleunigen, wozu das iibliche gentechnische
Methodenarsenal eingesetzt werden soll. Ein Transformations-
system zum Einbringen von z. B. amplifizierten Genen fiir die
limitierenden Schritte oder von Genen, die die Regulation der
Biosynthese oder bestimmter Schritte verdndern, steht bereits
zur Verfitgung.!'®! Es basiert auf dem mutagenen Bakterium
Agrobacterium tumefaciens, das vielfach zur Mutation von
Pflanzen oder pflanzlichen Zellkulturen herangezogen wird.
Damit kénnten sich die pflanzlichen Zellkulturen zu Hochstlei-
stungen in der Taxolsynthese stimulieren lassen. Eine Alternati-
ve bieten weitere gezielte Verdnderungen an taxolproduzieren-
den Pilzen. Méglicherweise wird es auch bald ein von jedwedem
Organismus unabhingiges zellfreies Enzymsystem geben,® dar-
an gearbeitet wird jedenfalls bereits.!®¢]

Stichworter: Biosynthese -
markierungen * Taxol
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