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Triterpene gehoren zu einer Gruppe von Naturstoffen, in
der viele Verbindungen durch enzymatische Cyclisierungen
von Polyenen entstehen, die auf sehr unterschiedliche Weise
verlaufen konnen. Solche Cyclisierungen bringen zusammen
mit der Bildung der iibrigen cyclischen Isoprenoide eine
auflergewohnliche Vielfalt hochst unterschiedlicher Natur-
stoffe hervor.:2 Allein in der Gruppe der Triterpene kom-
men etwa 100 verschiedene Grundgeriiste in der Natur vor.?!
Dank molekularbiologischer Techniken und neuer Reini-
gungsmethoden ist jetzt eine hochreine Squalen-Hop-22(29)-
en-Cyclase (SHC) verfiigbar, die frei von Verunreinigungen
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durch zellulire Lipide ist.! Diese Cyclase, wie auch die
Lanosterin- und Cycloartenol-Cyclase, katalysiert die kom-
plexeste bekannte Ein-Schritt-Reaktion der Biochemie.F! Zur
Bildung des Hopangeriistes werden dreizehn kovalente
Bindungen gelost oder gebildet, neun chirale Zentren eta-
bliert und fiinf Ringe synthetisiert. Man muf3 annehmen, daf3
reaktive carbokationische Zwischenstufen entstehen, wo-
durch Nebenreaktionen ablaufen konnten, die unterdriickt
werden miissen.l) Dariiber hinaus ist der AusschluB von
Wasser aus dem aktiven Zentrum ein Problem fiir die SHC,
wie man aus der gleichzeitigen Bildung von Hopan-22-0l 3
(Diplopterol) und Hop-22(29)-en 2 (Diplopten) ersieht. [
Einige Nebenprodukte fallen in geringen Mengen bei der
enzymatischen Cyclisierung von Squalen 1 zu Diplopten 2 an.
Das Vorkommen dieser Nebenprodukte kann mit tetra- und
pentacyclischen carbokationischen Zwischenprodukten er-
klart werden und macht somit den Mechanismus der Bildung
des Hopangeriistes deutlicher. Bei der gaschromatographi-
schen Analyse der Produkte der enzymatischen Cyclisierung
von Squalen 1 wurden Nebenprodukte gefunden, deren Peaks
im Spektrum zwischen denen der Squalen- und der Diplop-
tenfraktion lagen und die mengenmaiBig jeweils 0.9-2% der
Diploptenfraktion ausmachten. Die gleiche Produktvertei-
lung wurde auch bei der Untersuchung einer hochreinen SHC
ohne Poly(His)-Anhang (His tag) erhalten, der sonst fiir die
schnelle Reinigung an einer Nickel-Affinititssdule erforder-
lich ist. Vorldufigen Ergebnissen aus GC-MS-Messungen
zufolge haben alle Nebenprodukte eine relative Molekiilmas-
se von 410 und sind daher isomer zu Squalen und Diplopten.
Diese Verbindungen wurden durch eine Diinnschichtchro-
matographie (DC) auf mit Silbernitrat imprégniertem Kiesel-
gel getrennt und jeweils durch GC-MS identifiziert. Neohop-
13(18)-en 4 und Eupha-7,24-dien 8 wurden als Reinsubstan-
zen erhalten. Thre 'H-NMR- sowie ihre MS-Daten waren mit
Literaturwerten identisch.”1 Die Struktur von 8 wurde
letztlich durch den direkten Vergleich (GC, GC-MS, 'H-
NMR) mit aus Butyrospermol synthetisiertem 8 bestatigt.
Neohop-13(18)-en 4 wurde durch Coinjektion zusammen mit
einer Referenzprobe gaschromatographisch und durch GC-
MS-Analyse eindeutig identifiziert. Die zwei isomeren Koh-
lenwasserstoffe 6 und 7 konnten nicht voneinander getrennt
werden. 'H-NMR- und MS-Daten von 6 waren identisch mit
den Literaturwerten fiir Dammara-13(17),24-dien aus Poly-
podium fauriei; diese Struktur wurde durch Vergleich mit den
hydrierten Cyclisierungsprodukten von 2,3-Dihydrosqualen
(s. unten) bestitigt.'’) Verbindung 7 wurde als 17-Isodamma-
ra-12,24-dien anhand des 'H-NMR-Spektrums des 24,25-
Dihydroderivats identifiziert; 17-Isodammar-12-en wurde
durch enzymatische Cyclisierung von 2,3-Dihydrosqualen
mit einem zellfreien Extrakt von Alicyclobacillus acidocal-
darius erhalten."! Die katalytische Hydrierung einer Mi-
schung aus 6 und 7 reduzierte selektiv die Doppelbindung in
der Seitenkette unter Bildung eines Gemisches von 17-
Isodammar-12-en und Dammar-13(17)-en; dies wurde durch
einen Vergleich (GC-MS, 'H-NMR) mit frither beschriebenen
Referenzverbindungen nachgewiesen.'l' Die chemischen
Verschiebungen der Methylgruppen des tetracyclischen Ge-
riists von 6 waren anndhernd identisch mit denen der 24,25-
Dihydroverbindung. Die ungeséttigte Seitenkette mit einer
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A*-Doppelbindung wurde iiber die zwei breiten Singuletts
der Methylgruppe dieser Doppelbindung bei d =1.606 und
1.643, das breite Triplett des vinylischen Protons H24 bei 6 =
5.10 (/=6.0Hz) und das C21-Methyldublett bei 6 =0.789
(/=70 Hz) identifiziert. Bei Verbindung 7 wurde das Vor-
liegen der A4'>-Doppelbindung durch das Signal des olefini-
schen Protons H12 in Form eines Doppeldubletts bei 6 =5.20
(/=32 und 5.6 Hz) sowie durch das intensive Signal bei
m/z 218 bestitigt, welches durch das Produkt einer Retro-
Diels-Alder-Reaktion verursacht wird, die charakteristisch
fiir Triterpengeriiste mit A'2-Doppelbindungen ist. Die beiden
letzten Merkmale wurden auch fiir Dammar-12-en anhand
der 'H-NMR- und Massenspektren gefunden.['"]

Die Verbindungen 5 und 9 wurden auch als Gemisch
erhalten. Die aus den 'H-NMR- und GC-MS-Spektren
erhaltenen Daten der im kleineren Anteil vorliegenden
Verbindung 9 waren identisch mit den Literaturwerten fiir
Dammara-20(21),24-dien.®! Das Massenspektrum von Ver-
bindung 5 war fast identisch mit dem von Dammara-
20(21),24-dien 9.8 Jedoch waren die chemischen Verschie-
bungen der fiinf Methylgruppen-Singuletts deutlich verschie-
den voneinander. Die Signale der Seitenketten-Protonen
waren jedoch dhnlich und deuteten auf zwei Doppelbindun-
gen in der Seitenkette von 9 hin. Eine Isopropylidengruppe,
die einer A%*-Doppelbindung entspricht, wurde durch zwei
breite Singuletts der Methylgruppen an der Doppelbindung
bei 0 =1.618 und 1.684 sowie durch das breite Triplett des
olefinischen H24-Atoms bei 6 =5.11 (J =6.7 Hz) nachgewie-
sen. Die zweite Doppelbindung wird durch zwei olefinische
Protonen-Singuletts bei 0 =4.87 und 4.91 (im Unterschied zu
einer olefinischen Methylengruppe) charakterisiert und ent-
spricht einer 4*?Y-Doppelbindung. Der Kohlenwasserstoff 5
wurde deshalb vorldufig als 17-Isodammara-20(21),24-dien
identifiziert. Seine Struktur ist im Einklang mit dem hypo-
thetischen Biogeneseschema, das man fiir die Bildung der
Triterpenoide von A. acidocaldarius aufstellen kann (Sche-
ma 1). Ein 17-Isodammaran, welches aus dem Abfangen eines
kationischen Zwischenprodukts resultiert, wurde bei der SHC
als Cyclisierungsprodukt von (35)-29-Methyliden-2,3-oxido-
squalen beschrieben.!'l Da Verbindungen der 17-Isodamma-
ran-Reihe noch nie als Naturprodukte gefunden wurden,
erfordert ihre eindeutige Identifizierung die Synthese einer
Referenzverbindung.

Sechs Nebenprodukte (4-9), die alle bei der Squalency-
clisierung entstehen, werden neben Diplopten 2 und Diplop-
terol 3 von der hochreinen SHC aus A. acidocaldarius
gebildet (Schema 1). Diese Kohlenwasserstoffe sind aber
keine Artefakte, die etwa deswegen vom Enzym gebildet
wurden, weil seine Katalysefunktion auflerhalb der natiir-
lichen Membranumgebung fehlerhaft wire, sondern wurden
auch in Spuren in der Fraktion der von A. acidocaldarius
produzierten Kohlenwasserstoffe nachgewiesen.

Die Strukturen der Nebenprodukte kann man von carbo-
kationischen Zwischenstufen ableiten, die moglicherweise an
der Bildung des Hopangeriists beteiligt sind (Schema 1). Das
pentacyclische Neohop-13(18)-en 4 resultiert aus einer Um-
lagerung, die vom kationischen Zentrum am C22-Atom des
Hopan-Intermediats 10 induziert wird. Alle tetracyclischen
Kohlenwasserstoffe entstehen aus den kationischen Zwi-
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schenprodukten 17-Isodammaran 11 oder Dammaran 12.
Das Kation 11 entsteht aus einer all-pri-Sessel-Konformation
von Squalen, welche die wahrscheinlichste fiir die Bildung des
Hopangeriists ist.'”! Die Beteiligung eines intermediéren 17-
Isodammarans wird auch durch die Struktur des Cyclisie-
rungsproduktes von (35)-29-Methyliden-2,3-oxidosqualen ge-
stiitzt. Die Cyclisierung dieses nichtnatiirlichen Substrats der
SHC ergab ein 17-Isodammaran, das aus dem Abfangen des
Isodammaran-C20-Kations 11 resultiert.'”! Protonenabspal-
tung fiihrt zu 17-Isodammara-20(21),24-dien 5. Andererseits
kann das C20-Kation des Dammarans 12 entweder aus der
direkten Cyclisierung von Squalen aus dessen pra-Sessel-
Sessel-Sessel-Wanne-Konformation!'"”! oder aus dem 17-Iso-
dammaran-Kation 11 durch 1,2-Hydridverschiebungen und
Rotation der Seitenkette entstehen, um dann nach abschlie-
Bender Protonenabspaltung Dammara-20(21),24-dien 9 zu
ergeben (Schema 1). Die restlichen drei tetracyclischen Koh-
lenwasserstoffe 6, 7 und 8 werden aus dem Kation 13 tiber 1,2-
Hydridverschiebungen (im Fall von 8 zusitzlich durch zwei
1,2-Methylverschiebungen) und Protonenabspaltung gebil-
det.

Die Bildung von tetracyclischen Triterpenen mit einem
fiinfgliedrigen Ring D durch SHC kann auf die gleiche Weise
interpretiert werden wie die Bildung des Rings C bei der
Lanosterinbiosynthese.[' 1l Die Cyclisierung von Substrat-
analoga wie 20-Oxa-2,3-oxidosqualen oder eines verkiirzten
Cy-Oxidosqualenanalogons durch die Oxidosqualen-Cyclase
aus Hefe liefert Verbindungen mit einen fiinfgliedrigen
Ring C. Da dies in einem Markownikow-Prozef3 geschieht,
ist ihre Bildung begiinstigt. Hingegen wiirde die die erwartete
Bildung eines sechsgliedrigen Rings C aus einem Anti-
Markownikow-Prozef3 resultieren. Deshalb wurde bei der
Lanosterinsynthese eine kationische Zwischenstufe mit ei-
nem fiinfgliedrigen Ring C als natiirliches Intermediat po-
stuliert, der dann zu einem Sechsring erweitert wird. Compu-
tergestiitzte Rechnungen ergaben, daf3 ein solcher Prozef
wahrscheinlich ist, fiihrten jedoch auch zur Voraussage, daf3
das Gleichgewicht zwischen dem tertidren (Markownikow-)
Kation und dem nahezu isoenergetischen sekundédren (Anti-
Markownikow-) Kation durch gezielte Einfithrung einer
nucleophilen Gruppe verschoben werden kann. Die Beteili-
gung nucleophiler Gruppen der Cyclase wurde diskutiert,['”]
jedoch konnte auch eine Doppelbindung des Substrats diese
Funktion tibernehmen. Ein dhnlicher Proze$3 kann auch fiir
die Bildung von Ring D bei der Cyclisierung von Squalen zu
Diplopten angenommen werden. Aus unbekanntem Grund
reagiert das intermedidre C20-Kation (11 und/oder 12) aber
nicht unter Ringerweiterung, sondern ergibt die tetracycli-
schen Triterpene 5-9.

Die Bildung des fiinfgliedrigen Rings D ist jedoch auch auf
eine andere Art moglich. Die Cyclisierung von 2,3-Dihydro-
squalen durch die Squalen-Cyclasen aus Tetrahymena pyri-
formis oder A. acidocaldarius fithrt zu tetracyclischen Triter-
penen mit einem fiinfgliedrigen Ring D.I"! Thr Kohlenstoff-
geriist ist identisch mit dem einiger Produkte, die in der
vorliegenden Arbeit beschrieben wurden. Dieser Befund legt
nahe, dafl die terminale Doppelbindung des Squalens das
intermedidre sekundidre C18-Kation 16 stabilisiert und des-
halb fiir die Bildung des sechsgliedrigen Rings D notwendig
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Schema 1. Hypothetisches Biogeneseschema fiir die Bildung von Triterpengeriisten durch die Squalen-Hopen-Cyclase aus Alicyclobacillus acidocaldarius.

ist.>] In ihrer Abwesenheit erfolgt nur die Markownikow-
Addition, welche iiber ein tertidres Carbokation zu Derivaten
des Dammarans oder des 17-Isodammarans fithrt. Wenn die
rdumliche Anordnung der terminalen Doppelbindung von
Squalen in bezug auf das Kation nicht immer sehr exakt ist, ist
die Bildung des Intermediats 16 erschwert. Dies fiihrt zur
Bildung der duflerst stabilen Kationen 11 oder 12 sowie einer
unvollstindigen Cyclisierung (wie beim Fehlen der Doppel-
bindung) und letztlich zur Bildung von tetracyclischen
Triterpenen der Dammaran- und Euphan-Reihe, die kenn-
zeichnend fiir die fehlerhafte Katalyse der SHC sind. Da diese
alternativen Cyclisierungsprodukte auch innerhalb der Bak-
terienzelle gebildet werden, machen diese Ergebnisse deut-
lich, daf3 kationische Intermediate von ausreichend langer
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Lebensdauer gebildet werden, die dann auch die Einleitung
alternativer Cyclisierungskaskaden ermoglichen.

Eine solche Reaktionsvielfalt sowie ein Mangel an Spezifi-
tdt der SHC wurde bereits fiir die Bildung des Rings A
berichtet. Alle untersuchten SHCs cyclisieren ihr natiirliches
Substrat Squalen ebenso wie die beiden Enantiomere von
Oxidosqualen.l'*"] Die Cyclisierung des (3S)-Enantiomers
erfordert eine pri-Sessel-Konformation bei der Bildung von
Ring A, die des (3R)-Enantiomers eine prd-Wanne-Konfor-
mation.['! Folglich sind solche Cyclisierungen bei unter-
schiedlichen Konformationen des Substrats sehr wahrschein-
lich mit zumindest kleinen Anderungen der Geometrie des
aktiven Zentrums verbunden und lassen eine konformative
Flexibilitdat der Cyclase vermuten.
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Obwohl die Kristallstruktur der SHC bekannt ist,?”! ist es
bis jetzt nicht moglich, die Bindungsstelle von Squalen im
aktiven Zentrum exakt zu lokalisieren und die Wechselwir-
kungen in der katalytischen Hohle zu verstehen. Bei der
Bildung von Lanosterin wurden bisher keine Nebenprodukte
gefunden. Die Oxidosqualen-Cyclase, die zu dieser Sterin-
vorstufe fiihrt, scheint prézise kontrolliert zu sein, was ihren
Einsatz bei der Biosynthese essentieller Metabolite hoherer
Organismen verstdndlich macht. Im Unterschied dazu ist die
Cyclisierung von Mono- und Sesquiterpenen in Pflanzen von
der verstirkten Bildung von Nebenprodukten begleitet.?! 22
Vermutlich weisen viele Triterpen-Cyclasen einen dhnlichen
Mangel an Spezifitit auf, der zu den zahlreichen Triterpen-
geriisten im Sekundédrmetabolismus der Pflanzen fiithrt. Man
denke nur an alle mono-,?! bi-[?* tri-,[®] tetra-I>8 und
pentacyclischen?®! Triterpenoide, die in Farnen gefunden
wurden und die sehr wahrscheinlich wegen des Fehlens einer
Sauerstoffunktion am C3-Atom wie bei den bakteriellen
Hopanoiden direkt aus Squalen ableitbar sind.

Experimentelles

Der N-Terminus der SHC wurde um 6 His-Reste verldngert (His tag). Die
rekombinante SHC stammt aus dem thermoacidophilen Bakterium
Alicyclobacillus acidocaldarius. Das Enzym wurde in Escherichia coli
exprimiert und zur Homogenitét gereinigt, wobei der letzte Schritt eine
Nickel-Affinitdtschromatographie war.

Die NMR-Spektren wurden auf einem WP-400-Spektrometer (Bruker) in
CDCl; bei 300 K aufgenommen, wobei CHCl; (6 =7.260) der interne
Standard war. GC-MS-Messungen wurden mit einem TSQ-700-Spektro-
meter (Finnigan) durchgefiihrt, wobei die Bedingungen die gleichen waren
wie in einer fritheren Arbeit.'!l Die Triterpene wurden aus dem Gemisch
der enzymatischen Reaktion mit Hexan/Isopropanol (3/2) extrahiert. Die
Rohfraktion (229 mg) wurde mit einer Flash-Chromatographie (CH,Cl,/
Hexan (1/1), dann CH,Cl,) in eine Kohlenwasserstoff-Fraktion (179 mg)
und Diplopterol (31 mg) aufgetrennt.’”? Nach einer weiteren Flash-
Chromatographie (Cyclohexan) erhielt man eine Fraktion, die alle poly-
cyclischen Triterpene (112 mg) enthielt, und eine Fraktion mit Squalen
(60 mg). Die polycyclischen Triterpene wurden durch eine DC mit
Silbernitrat-Entwicklung (Cyclohexan/Toluol (9/1), zwei Liufe)] ge-
trennt. Dabei ergaben sich folgende Fraktionen (nach steigender Polaritit
angegeben): Neohop-13(18)-en 4 (Schema 1) sowie unpolare Kohlen-
wasserstoffe bestehend aus Dammara-12,24-dien 7, Dammara-13(17),24-
dien 6 und Eupha-7,24-dien 8, Diplopten 2 und zum Schluf3 ein Gemisch aus
Dammara-20(21),24-dien 9, aus einem Kohlenwasserstoff, der vorldufig als
17-Isodammara-20(21),24-dien 5 charakterisiert wurde, und aus einer
Restmenge Diplopten 2. Diese Fraktionen wurden zusétzlich durch eine
zweite DC mit Silbernitrat-Entwicklung gereinigt. Mit Cyclohexan als
Laufmittel wurde reines Neohop-13(18)-en (R;=0.7, 0.3% des Rohge-
misches) erhalten. Das Gemisch aus 6, 7 und 8 ergab mit Cyclohexan/
Toluol (9/1) als Laufmittel ein Gemisch aus 6 und 7 in einem Verhiltnis von
54:46, das nicht getrennt werden konnte (R;=0.41, Ausbeute 0.9 %) sowie
8 (R;=0.48, Ausbeute 0.2%). Die Fraktion mit der hochsten Polaritit
wurde mit Cyclohexan/Toluol (6:4) als Laufmittel in Diplopten 2 (R;=
0.64) und eine nicht trennbare Mischung von 5 und 9 (Verhiltnis 82:18,
R;=0.25, Ausbeute 0.6%) getrennt. Im folgenden werden nur die
spektroskopischen Daten der neu identifizierten Kohlenwasserstoffe 5
und 7 ausfiihrlich beschrieben.

17-Isodammara-20(21),24-dien 5 (vorldufige Struktur): "H-NMR: 6 = 0.803
(s, CH,), 0.833 (s, CH,), 0.845 (s, CHy), 0.902 (s, CHy), 0.942 (s, CH), 1.618
und 1.684 (2s, 2 x 25-CH,), 4.87 und 491 (2s, 2 x 21-H), 5.11 (br.t, J=
6.7 Hz, 2 x 21-H), 5.11 (br.t, J = 6.7 Hz, 24-H); GC-MS: m/z (% ): 410 (18)
[M*], 395 (3) [M* — CH], 367 (3), 341 (2), 299 (5), 231 (15), 218 (11), 203
(11), 191 (100) (Fragmentierung von Ring C), 187 (27) (Fragmentierung
von Ring C), 109 (24).

Dammara-12,24-dien 7: '"H-NMR:  =0.789 (d, J = 7.0 Hz, 20-CH;), 0.821
(s, 4a-CH), 0.867 (s, 108-CHS,), 0.927 (s, 88-CHs), 0.946 (s, 14a-CH,), 1.606
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und 1.643 (25, 2 x 25-CHy), 5.10 (br.t, J = 6 Hz, 24-H), 5.20 (dd, /=3 und
4 Hz, 12-H); GC-MS: m/z (%): 410 (100) [M*], 395 (24) [M* — CH,], 367
(2), 341 (9) (allylische Fragmentierung zwischen C22 und C23), 326 (11),
297 (36) [M* — Seitenkette — 2H], 284 (21), 218 (32) Retro-Diels-Alder-
Reaktion, induziert durch die 4'>-Doppelbindung), 191 (82) (Fragmentie-
rung von Ring C), 147 (62), 134 (78), 109 (51), 107 (46), 105 (30).
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