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Die Bildung organischer Halogenverbindungen in der
Natur ist durchaus keine Seltenheit.'! Gegeniiber dem hohen
Kenntnisstand beziiglich der Metabolite besteht jedoch ein
groffer Mangel an Wissen iiber die Mechanismen der Bildung
dieser Verbindungen. Lange nahm man an, dass Haloperoxi-
dasen fiir die Einfithrung der Halogenatome verantwortlich
sind.[>3 Haloperoxidasen katalysieren die Einfilhrung von
Halogenatomen iiber die Oxidation der Halogenidionen
Iodid, Bromid und Chlorid mit Wasserstoffperoxid. Die dabei
entstehenden enzymgebundenen Zwischenstufen sind sehr
instabil und letztendlich wird hypohalogenige Sidure gebildet,
wodurch es zu unspezifischen Halogenierungsreaktionen
kommt, die man von einer enzymatischen Reaktion nicht
erwarten wiirde.[* ] Allerdings gibt es durchaus Bereiche in
der belebten Natur, in denen unspezifische Halogenierungen
eine wichtige Bedeutung haben, wie beim Abwehrmecha-
nismus von Sidugerzellen gegen Eindringlinge. Hier spielt z. B.
die Myeloperoxidase eine wichtige Rolle.ll Fiir die gezielte
Bildung komplexer halogenierter Naturstoffe ist ein solcher
Mechanismus aber wenig sinnvoll.! Hinweise auf einen
anderen Mechanismus fiir die Bildung von Halogenverbin-
dungen in der Natur wurden bei Untersuchungen zur Bio-
synthese von Barbamid erhalten, das von dem Cyanobacte-
rium Lyngbya majuscula synthetisiert wird. Diese Ergebnisse
deuten auf einen Radikalmechanismus fiir die Bildung der
Trichlormethylgruppe in Barbamid hin.[* 8

Molekulargenetische Untersuchungen zu den Biosynthesen
der Antibiotika 7-Chlortetracyclin und Pyrrolnitrin haben
ergeben, dass an der Bildung dieser Halogenmetabolite keine
Haloperoxidasen beteiligt sind.®!' Im Zuge der Aufklidrung
der Pyrrolnitrin-Biosynthese wurde entdeckt, dass es halo-
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genierende Enzyme gibt, die Nicotinamidadenindinucleotid
(NADH) fiir die Katalyse der Halogenierungsreaktion be-
notigen.['?! Eines der beiden an der Pyrrolnitrin-Biosynthese
beteiligte Enzyme katalysiert die regioselektive Chlorierung
von Tryptophan 1 zu 7-Chlortryptophan 2 (siche Schema 1).
Diese Tryptophan-7-Halogenase (Trp-7-Hal), PrnA, wurde
nun gereinigt und teilweise charakterisiert.

Die Reinigung bis zur Homogenitit erfolgte durch An-
ionenaustausch-Chromatographie, Chromatographie an hy-
drophober Phase und Molekularsieb(Gelfiltrations)-Chroma-
tographie (Abbildung 1, Tabelle 1). Bereits im ersten Schritt
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Abbildung 1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese der verschiedenen
PrnA-Reinigungsschritte. M: Marker-Proteine; RE: Rohextrakt; QS: Pool
der Q-Sepharose; BS: Pool der Butyl-Sepharose; GF (Gelfiltration): Pool
der Molekularsiebséule; die Zahlen in Klammern geben die aufgetragenen
Proteinmengen an.

Tabelle 1. Ubersicht zur Reinigung von PrnA (Abbildung 1); die Aktivi-
taten (in Units, U) sind nach Zugabe von Reduktase bestimmt worden.
Ohne Reduktase wiesen die GF-Fraktionen keine Aktivitdt mehr auf.

Reinigung Gesamt- Aktivitit spez. Ausb. Reinigungs-
protein [mU] Aktivitit [%] faktor
[mg] [nmolmin~!] [pUmg™]
[pmolmin—'mg]

Rohextrakt 2789.9  96.3 345 100.0 1.0
QS-Pool 2213 926 418.4 96.2 12.1
BS-Pool 90.2  47.53 527.0 494 153
GF-Pool 125 9.12 730.0 9.5 212

dieser Reinigung wird eine fiir die Aktivitdt unbedingt
notwendige Proteinkomponente partiell abgetrennt (Abbil-
dung 2). Bei dem abgetrennten Protein handelt es sich um
eine Flavin-Reduktase, die Flavinadenindinucleotid (FAD)
mit Hilfe von NADH zu FADH, reduziert. Das fiir diese
Reaktion benotigte FAD ist nach dem ersten sdulenchroma-
tographischen Schritt noch vorhanden, wird allerdings in den
nachfolgenden Schritten ebenfalls abgetrennt.

Die Notwendigkeit einer zweiten Komponente war sehr
iiberraschend, da aufgrund der molekulargenetischen Daten
davon ausgegangen werden musste, dass keine zweite Pro-
teinkomponente benétigt wird.'!] Offensichtlich liegt das Gen
fiir diese zweite Komponente nicht in dem aus vier Genen
(prnA-D) bestehenden Biosynthesecluster. Bei der Flavin-
Reduktase handelt es sich um ein unspezifisches Enzym, da
die Reduktase aus dem Pseudomonas-Stamm durch Flavin-
Reduktasen aus anderen Bakterien ersetzt werden kann, z. B.
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Abbildung 2. Elutionsdiagramm des Anionenaustauschschritts. QS-Pool:
PrnA-enthaltende Fraktionen, die fiir die weitere Reinigung verwendet
wurden; Aktivator-Komponenten-Pool: Reduktase-enthaltende Fraktio-
nen. OD,g, = optische Dichte bei 280 nm; 1 = Leitfahigkeit.

durch SsuE, die Flavin-Reduktase-Komponente der Alkan-
sulfonat-Monooxygenase aus E. coli,® oder die NADH-
Oxidase aus Thermus thermophilus™l Obwohl fiir diese
Flavin-Reduktasen Flavinmononucleotid (FMN) das bessere
Substrat ist, wird fiir die Halogenierung nur FAD akzeptiert.
Offensichtlich ist die Tryptophan-7-Halogenase spezifisch fiir
FADH,.

Die Moglichkeit, die Flavin-Reduktase aus P. fluorescens
durch eine Flavin-Reduktase aus E. coli zu ersetzten, erklart
auch, weshalb E. coli Pyrrolnitrin bilden kann, wenn es nur
die vier Gene des Pyrrolnitrin-Biosyntheseclusters ohne das
Reduktase-Gen auf einem Plasmid enthilt.'! Auch die
zweite, bisher bekannte NADH/FAD-abhingige Halogenase,
die Monodechloraminopyrrolnitrin-3-Halogenase (PrnC), ist
ein Zwei-Komponenten-System und benétigt eine Flavin-
Reduktase als zweite Komponente.

Nach dem hypothetischen Mechanismus der neuen Halo-
genasen ist fiir die Einfithrung des Chloridions eine Aktivie-
rung des organischen Substrats durch Sauerstoff notwendig.['
Die Sauerstoffabhiingigkeit konnte durch Inkubation unter
anaeroben Bedingungen bestdtigt werden. Ohne Sauerstoff
konnte keine Halogenierungs-Aktivitit gemessen werden.
Die absolute Notwendigkeit von Sauerstoff, FAD und NADH
fiir die Reaktion deutete sehr stark auf eine Monooxygenase-
Reaktion hin, wie sie bereits friiher postuliert worden war.['”
Bei diesen Monooxygenasen!> 7 reagiert eine Flavin-Re-
duktase mit FAD und NADH unter Bildung von FADH,, das
dann mit Sauerstoff ein Flavinhydroperoxid bildet. Dieses
kann dann an Doppelbindungen angreifen und zur Bildung
eines Epoxids fithren. Durch regioselektiven Angriff von
Chlorid entsteht ein Halogenhydrin. Die spezifische Abspal-
tung von Wasser liefert dann das chlorierte Endprodukt
(Schema 1). Gene solcher Halogenasen wurden inzwischen
auch in anderen Halogenmetaboliten-produzierenden Bakte-
rien gefunden.['2!] Offensichtlich handelt es sich hierbei um
einen Hauptmechanismus fiir die spezifische Bildung von
Halogenmetaboliten.

Experimentelles

Fiir die Reinigung der Tryptophan-7-Halogenase wurde P. fluorescens
BLI915AORF1-4, der das Tryptophan-7-Halogenase-Gen auf einem Plas-
mid [pPEH14(prnA)] trigt, eingesetzt.''l Nach 3 d Ziichtung in Mais-
Melasse-Komplettmedium bei 30°C wurden die Zellen abzentrifugiert,
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Schema 1. Hypothetischer Reaktionsmechansimus der FADH,-abhéngi-
gen Tryptophan-7-Halogenase-Reaktion.

gewaschen und nach Resuspension in 100mm Kaliumphosphatpuffer
(pH 72) mit Ultraschall aufgeschlossen. Nach Entfernen der unléslichen
Zellbestandteile durch Zentrifugation wurde der Rohextrakt gegen 10 mm
Kaliumphosphatpuffer (pH 7.2) dialysiert und auf eine Anionenaustau-
schersdule (Q-Sepharose FF, Pharmacia) aufgetragen. Eluiert wurde mit
einem linearen NaCl-Gradienten (0-0.5M). Die Fraktionen, in denen
durch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PA-
GE) PrnA nachgewiesen wurde, wurden zusammengegeben. Die Flavin-
Reduktase wurde teilweise mit PrnA iiberlappend etwas spéter im
Gradienten eluiert (siche Abbildung 2). Reduktase, die kein PrnA mehr
enthielt, wurde extra gepoolt und gegen 10mm Kaliumphosphatpuffer
dialysiert. Fiir die weitere Reinigung wurde der PrnA-Pool mit Ammo-
niumsulfat (1m) versetzt und auf eine Sdule mit Butyl-Sepharose4FF
gegeben. Eluiert wurde mit einem linearen, absteigenden Gradienten von
1-0.5M Ammoniumsulfat. Die Fraktionen, die laut Analyse durch SDS-
PAGE PrnA enthielten, wurden zusammengegeben, durch Ultrafiltration
konzentriert und auf eine HilLoad-16/60-Superdex-200-Séule aufgetragen.
Eluiert wurde mit 10 mm Kaliumphosphatpuffer, der 1M Ammoniumsulfat
enthielt. Die Fraktionen wurden elektrophoretisch analysiert und dieje-
nigen, welche PrnA enthielten, wurden zusammengegeben, gegen 10mm
Kaliumphosphatpuffer mit 25 % Glycerin dialysiert und durch Ultrafiltra-
tion konzentriert.

Die Halogenierungs-Aktivitit wurde durch Inkubation von 55 uL der
PrnA-haltigen Proteinlosung mit 110 uL der Reduktase-haltigen Losung
bzw. 3.5 x 10~* Units SsuE oder 7 x 10~* Units NADH-Oxidase aus Ther-
mus thermophilus, 10 uym FAD, 100mMm NaCl, 0.6 mM 1 und 2.4 mm NADH
in einem Gesamtvolumen von 200 pL in 10 mM Kaliumphosphatpuffer
(pH 7.2) bestimmt. Nach 6 h Inkubation bei 30 °C wurde die Reaktion, wie
bereits beschrieben, abgebrochen und per HPLC analysiert./?!

Fiir die Untersuchung der Sauerstoffabhingigkeit wurde der Sauerstoff-
gehalt sidmtlicher Losungen durch Spiilen mit Argon weitmoglichst
verringert.

Fiir die Anreicherung von PrnC wurde P. fluorescens BL91SAORF1-4
eingesetzt, das das Monodechloraminopyrrolnitrin-3-Halogenase-Gen auf
einem Plasmid [pPEH14(prnC)] trigt.'!l Die Ziichtung der Zellen und die
Herstellung der Rohextrakte wurden wie fiir PrnA beschrieben durch-
gefiihrt. PrnC wurde durch eine Ammoniumsulfatfdllung bei 25-45%
Sattigung angereichert.
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Eine neue Gold-katalysierte
C-C-Bindungskniipfung**

A. Stephen K. Hashmi,* Lothar Schwarz, Ji-Hyun Choi
und Tanja M. Frost

Wihrend die Organometallchemie des Goldes mannigfaltig
ist, sind nur wenige katalytische Anwendungen fiir Gold
bekannt;! in der homogenen Katalyse organischer Reaktio-
nen findet man nur zwei Reaktionen, die eine gewisse
Bedeutung erlangt haben. Die eine ist eine C-Heteroatom-
Bindungskniipfung, es handelt sich um die von Utimoto
et al.l und Teles et al.B! entwickelte Addition von O- oder
N-Nucleophilen an Alkene oder Alkine. Die zweite Anwen-
dung ist eine C-C-Bindungskniipfung, es ist die von Ito und
Hayashi et al. sowie Togni et al.[! entwickelte asymmetrische
Aldolreaktion. Wir berichten nun iiber eine neue, Gold-
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katalysierte Reaktion, die C-O- und C-C-Bindungskniipfung
miteinander kombiniert und die selektive Cycloisomerisie-
rung/Kreuzdimerisierung von terminalen Allenylketonen und
a,f-ungesittigten Ketonen ermdoglicht.

Im Verlauf unserer Untersuchungen von Ubergangsmetall-
katalysierten Reaktionen der gut verfiigbaren Allenylketone
1 beobachteten wir,’] dass bestimmte Substrate mit elektro-
nenreichen Substituenten wie la in der Ag'-katalysierten
Marshall-Reaktion® neben 3 als Hauptprodukt auch das
Cycloisomer/Dimer 4 als Nebenprodukt bilden. 4 ist ein
Konstitutionsisomer des aus den Pd!-katalysierten Umset-
zungen von 1 erhaltenen Cycloisomers/Dimers 2 (Sche-

ma 1).7
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[PAC,(MeCN),] R
—  p{]
¢}

R_<= -
0 MeCN
1 2

5 Mol-% Ag'/Aceton (sehr langsam)
oder 1 Mol-% AuCly/MeCN (schnell)

R—@+Ré|

R
3 4 o
1 Mol-% AuClg
MeCN
(langsam)
R |
o R
2
e} 5
Ausbeute [%] an
1-5 2 3 4
a: R=4-(TBDMSO)CgH,4

pg" 59 - -

Ag' - 22 14
Gold-Katalyse 3a) 4a) 5b)
b: R =CHy4-(MeQ)C¢H4 60 31 -
c: R = CH,-4-(TBDMSO)CgH, 35 5 42
d: R = CH,CH,-4-(TBDMSO)CgH, 38 6 31
e: R =3-(MeO)C¢H, 34 38 -
f: R =4-(O;N)CeH, 88 4 -
g: R=2-(0O;N)C¢H, 72 8 -
h: R = 3,4-(OCH,0)CsH3 29 24 -
i R=4-(MeS)CgH,4 480)51 -
K: R=CH; 47747 -
m: R =2,5-(Me0),CsHg 45 36 -

Schema 1. Cycloisomerisierung, Dimerisierung und Trimerisierung von 1.
a) Sofortige Aufarbeitung nach Umsatz des Ausgangsmaterials. b) Auf-
arbeitung nach mehreren Stunden. c¢) Im Rohprodukt durch 'H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. TBDMS = tert-Butyldimethylsilyl.

Um 4 zum Hauptprodukt zu machen, testeten wir Au'-
Katalysatoren, bei denen ein dem Pd" dquivalentes d®-System
mit einem dem Silber dhnlichen Metall der Kupfertriade
kombiniert ist. Die Gold-Katalysatoren erwiesen sich als
extrem aktiv und erlaubten eine Durchfithrung der Reak-
tionen unter duBerst milden Bedingungen bei Raumtempe-
ratur oder darunter. Dank der Abwesenheit von paramagne-
tischen Spezies konnten die Reaktionen gut NMR-spektros-
kopisch verfolgt werden. Mit 1Mol-% an Katalysator
betrugen die Reaktionszeiten bei 20°C, abhéngig vom Sub-
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