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Mechanismen der enzymatischen Bildung polycyclischer Triterpene

K. Ulrich Wendt, Georg E. Schulz,* Elias J. Corey und David R. Liu*

Die Mechanismen, nach denen Triter-
pen-Cyclasen Olefine in komplexe und
biologisch bedeutsame polycyclische
Produkte umwandeln, haben den An-
trieb fiir fast ein halbes Jahrhundert
intensiver Forschung geliefert. Neuere
chemische und biologische Untersu-
chungen gewéhren — gemeinsam mit
dlteren Ergebnissen — faszinierende
Einblicke in den enzymatischen Me-
chanismus der Triterpenbildung und

Bild dieser eleganten Katalysatoren.
So lasst sich folgern, dass die Rolle der
Oxidosqualen-Cyclasen bei der Um-
lagerung in der Abschirmung der in-
termedidr gebildeten Carbokationen
gegen die Anlagerung von Wasser oder
die Deprotonierung durch Basen be-
steht und dadurch die Hydrid- und
Methylgruppenwanderungen entlang
einer thermodynamisch und kinetisch
giinstigen Kaskade moglich werden.
Im Ausblick werden einige Fragen im

Bereich der Strukturbiologie, der
strukturbasierten Mutagenese und der
gerichteten Evolution vorgestellt, de-
nen man sich nun im Lichte der Struk-
tur einer Triterpen-Cyclase zuwenden
kann.

Stichworter: Bioorganische Chemie -
Cyclasen - Enzymkatalyse - Steroide -
Strukturbiologie

kzeichnen ein erstaunlich detailliertes

/

1. Einleitung

Seit fast einem halben Jahrhundert tiben die bemerkens-
werten enzymatischen Cyclisierungen von Squalen 1 und 2,3-
Oxidosqualen 2 (siehe Abbildung 1) zu polycyclischen Tri-
terpenen Faszination aus und sind zugleich eine Herausfor-
derung in den Molekiilwissenschaften.['1) Diese Polyolefine
werden von einer groBlen Zahl von Mikroorganismen und
hoheren Eukaryonten in einer einzigen enzymkatalysierten
Reaktion stereoselektiv cyclisiert und in ihrem Kohlenstoff-
geriist umgelagert. Als Reaktionsprodukte entstehen tetra-
und pentacyclische Triterpenoide wie Hopen 3, Diplopterol 4,
Tetrahymanol 5, Lanosterin 6, Cycloartenol 7 und f-Amyrin 8
(Abbildung 1). Diese Triterpene dienen ihrerseits als Aus-
gangsverbindungen fiir simtliche Hopanoide und Steroide
(einschlieBlich Cholesterin, Glucocorticoide, Ostrogene, An-
drogene und Progesterone). Bereits vor knapp einem halben
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Jahrhundert erweckte die durch die Triterpen-Cyclasen
katalysierte auBergewoOhnlich leistungsfidhige und effiziente
Umwandlung das Interesse fithrender Organiker.['™> 'l Sie
identifizierten Oxidosqualen als Intermediat der Steroid-
Biosynthese und kldrten sowohl den stereochemischen Ver-
lauf der Cyclisierung als auch die nachfolgenden 1,2-Hydrid-
und Methylgruppenwanderungen auf.?) Um den Bereich an
Strukturen, die von den Triterpen-Cyclasen umgewandelt
werden konnen, und das Spektrum der Produkte abzustecken,
konzentrierte man sich zunichst auf die Verwendung von
Substratanaloga.l’! Diese chemischen Studien lieferten niitz-
liche mechanistische Informationen, die in jiingerer Zeit
unter Zuhilfenahme molekular- und strukturbiologischer
Methoden um eine Vielfalt neuer Daten ergidnzt wurden.
Als Ganzes betrachtet, bieten diese Ergebnisse iiberraschend
detaillierte Einblicke in die komplexe Abfolge der bei der
Squalen- und Oxidosqualen-Cyclisierung beteiligten moleku-
laren Schritte. Nachfolgend geben wir einen Uberblick iiber
die Arbeiten, die Licht in die Komplexitdt der Triterpen-
Cyclisierung gebracht haben.

2. Der Reaktionsverlauf: chemische Untersuchungen

Trotz zahlreicher Versuche, die leistungsfihige enzymkata-
lysierte Einstufenreaktion (Abbildung 2) nachzuahmen, ist
eine effiziente Bildung von tetra- oder pentacyclischen
Triterpenen aus Squalen 1 oder Oxidosqualen 2 in einem
rein nichtenzymatischen Experiment bisher nicht gelungen.
Die Bildung eines sechsgliedrigen Rings durch intramoleku-
lare Addition eines Carbokations an eine C-C-Doppelbin-
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dung ist stark exotherm (AE = E,cc— E,.cc~20 kcalmol?)
und erfordert nur eine geringe Aktivierungsenergie (in Ab-
hiangigkeit von der Solvatisierung null bis einige
kcalmol1).['2l Kationische Cyclisierungen konformativ be-
weglicher Substrate sind somit schwierig zu kontrollieren, da
zahlreiche Reaktionsvarianten mit geringer Aktivierungs-
energie miteinander konkurrieren und zu einer Vielzahl von
Produkten fiihren.

2.1. Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclasen

2.1.1. Substratkonformation

Es liegt daher auf der Hand, dass die hoch selektive Bildung
von Produkten wie Lanosterin oder Hopen eine strenge
enzymatische Kontrolle der Substratkonformationen voraus-
setzt. Wie in Abbildung 2 verdeutlicht, unterscheiden sich die
durch die Enzyme bewirkten Substratkonformationen fiir die
Bildung von Lanosterin und Hopen merklich. Wahrend
die Squalen-Hopen-Cyclasen eine Sessel-Sessel-Sessel-Kon-
formation von Squalen zulassen, erzwingen die Oxidosqualen-

Lanosterin-Cyclasen eine Sessel-Boot-Sessel-Konformation
ihres Substrats, wie anhand der Konfigurationen isolierter
Intermediate deutlich wird, die nachfolgend beschrieben
werden.

Experimente mit dem 20-Thia-Analogon 9 von Oxidosqua-
len (Abbildung 3) unter Verwendung der Lanosterin-Syn-
thase aus S. cerevisiae ergaben, dass diese Verbindung weder
ein Substrat noch ein effizienter Inhibitor fiir das Enzym ist.[*3]
Vollig anders verhilt es sich mit 20-Oxaoxidosqualen 1003 141,
das zu zwei tetracyclischen Produkten cyclisiert wird (siehe
unten). Es wurde diskutiert, dass das im Vergleich zu einer
CH,-Gruppe oder einem Sauerstoffatom grolere Schwefel-
atom eine etwas andere Konformation bei 9 verursacht, die
eine schwichere Bindung an die Cyclase und einen Enzym-
Substrat-Komplex zur Folge hat, bei dem sich die katalytische
Sduregruppe des Enzyms nicht in der richtigen Position
befindet, um die Oxiran-Funktion zu aktivieren. Die in der
Literatur beschriebene fehlende Aktivitdt der Lanosterin-
Synthase aus Rattenleber gegeniiber 11-Fluoroxidosqualen
11051 (Abbildung 3) konnte einen dhnlichen Grund haben, da
das groBere Fluoratom die Sessel-Boot-Sessel-Konformation
wegen der sterischen AbstoBung mit der Methylgruppe an C6
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Abbildung 1. Substrate und Produkte von Triterpen-Cyclasen.

(siehe Abbildung 2) benachteiligen konnte. Dieses Argument
impliziert die Annahme, dass das in der Enzymtasche
bindende Konformer von Oxidosqualen eine molekulare
Geometrie hat, die nach Beginn der Reaktion den Fortgang
der Cyclisierung mit einem Minimum an konformativer
Verianderung des Substrats ermoglicht. Aus chemischer Sicht
ist diese Vorstellung attraktiv, da bei einem solchen Verlauf
die Reaktionsvarianten begrenzt sind, die den intermedidren
Carbokationen zur Verfiigung stehen, was einer optimalen
Lenkung der Cyclisierungsreaktion hin zu einem einzigen
Produkt entspricht.

In Einklang mit dem oben Diskutierten wurde berichtet,
dass Oxidosqualen-Cyclase aus Rattenleber weder 14-Fluor-

Angew. Chem. 2000, 112, 2930-2952

Enz-AH
Squalen—Hopen- =
Cyclase W/ ; |

Nicht-Sterinfaltung

Oxidosqualen- Enz-AH
Lanosterin-

Cyclase o é@w

Sterinfaltung

Protosterinkation
39

Abbildung 2. MutmaBliche Substratkonformation und Gesamtmechanis-
mus bei Reaktionen, die durch Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclasen und
Squalen-Hopen-Cyclasen katalysiert werden.

oxidosqualen 12 noch 14,15-Dihydrooxidosqualen 13 (Abbil-
dung 3) in cyclische Produkte iiberfiihrt.'®l Moglicherweise
geht der 14-Fluorsubstituent entweder mit der Methylgruppe
an C10 oder einem nédchsten Nachbarn in der Enzymtasche
abstofende Wechselwirkungen ein, was eine fehlerhafte
Substratkonformation und einen Verlust an Oxiran-Aktivie-
rung zur Folge hitte.

2.1.2. Oxirandffnung und Bildung des A-Rings

Zu Beginn der chemischen Cyclisierung von Oxidosqualen
muss eine elektrophile Oxiran-Aktivierung erfolgen. Oxido-
squalen ist in neutralen Medien auB3erordentlich stabil. Auch
in Eisessig liegt die Stabilitdt bei Raumtemperatur immer
noch in der GroBenordnung von einem Tag. Fiir eine Oxiran-
Aktivierung, die hinreichend stark ist, um eine schnelle
Cyclisierung zu ermoglichen, wird eine stirkere Brgnsted-
Siure wie etwa Trichloressigsdure benotigt.'”! Da ein einzel-
ner Aspartatrest (D456) der Oxidosqualen-Cyclase (Lano-
sterin-Synthase) aus S. cerevisiae als entscheidend fiir die
Cyclisierung identifiziert wurdel'” ! und zudem Lewis-saure
Metallionen im gereinigten Enzym nicht vorhanden sind,['”]
wurde mit den Verbindungen 14-16 (Abbildung4), die
vereinfachte Modelle von Oxidosqualen sind, eine kinetische
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Abbildung 3. Analoga von Substraten der Oxidosqualen-Lanosterin-Cy-
clasen, die Annahmen iiber die Substratkonformation in den enzymati-
schen Reaktionen erméglichen.[3-1°]

bindung bei dem stdrker nucleophilen Olefin 15 groBer als bei
dem weniger m-nucleophilen Olefin 14.) Da unter den
moglichen Konformeren von 14 und 15 diejenigen mit einer
fiir die Kation-rnt-Olefin-Cyclisierung optimalen Geometrie
lediglich einen kleinen Teil aller in Losung anwesender
Rotamere ausmachen, sollte die Cyclisierung der optimal
vorgefalteten Konformere vermutlich sogar stdrker anchimer
beschleunigt sein. Somit konnte die Verkniipfung einer
optimalen Platzierung des aktivierenden Protons relativ zum
Oxiran-Sauerstoffatom mit einer optimalen Substratkonfor-
mation eine rasche katalytische Cyclisierung bewirken und
Hinweise darauf liefern, wie eine katalytisch aktive Carbon-
sduregruppe des Enzyms die Cyclisierung von Oxidosqualen
einleiten konnte. Eine noch groflere Beschleunigung ist aus
chemischen und mechanistischen Griinden dann zu erwarten,
wenn im Enzym der katalytischen Carbonsduregruppe ein
oder zwei Wasserstoffbriickenbindungs-Donoren zur Verfii-
gung stehen.

Aus frithen qualitativen Studien zu der durch Lewis-Sduren
eingeleiteten Cyclisierung von Oxidosqualen-Analoga wurde
abgeleitet, dass wiahrend der durch SnCl, katalysierten Reak-
tion in Benzol Oxiranspaltung und Bildung des Cyclohexan-
rings konzertiert verlaufen.'”) Nach neueren kinetischen
Untersuchungen katalysiert die Lanosterin-Synthase aus
S. cerevisiae die Cyclisierung der Oxirane 2, 17 und 18 mit
den in Abbildung 4 angegebenen relativen Geschwindigkei-
ten. Die Korrelation zwischen den beobachteten Cyclisie-
rungsgeschwindigkeiten und der mn-Nucleophilie der 6,7-
Doppelbindung der Substrate 2, 17 und 18 ist ein zusétzliches
Indiz fiir einen konzertierten Verlauf von C-O-Spaltung und
Bildung des Rings A bei der enzymatischen Cyclisierung.['’!
Die Konfiguration der Produkte der enzymatischen Cyclisie-
rung von Oxidosqualen-Analoga, die sich im a-C2-Substi-
tuenten unterscheiden (Abbildung 4),2%%1 zeigt, dass das
SchlieBen des Rings A schneller erfolgt als die Rotation um

relative Geschwindigkeiten
der durch eine
Oxidosqualen-Cyclase
katalysierten

Cyclisierung: 15

die C2-C3-Bindung. Auch diese Beobachtung ist in Einklang
mit einem konzertierten Mechanismus, obwohl sie ebenso

Oxidosqualen-
Cyclase

A
R = Et, CH,OH, CH=CH,

A HO
R

Abbildung 4. Hinweis auf einen konzertierten Ablauf von Oxiranoffnung
und SchlieBung des A-Rings bei der Katalyse durch Oxidosqualen-
Lanosterin-Cyclasen.!'7)

und mechanistische Untersuchung zur protonenkatalysierten
Cyclisierung durchgefiihrt.['%]

Die Geschwindigkeiten der protonenkatalysierten Carbo-
cyclisierungen von 14 und 15 waren erheblich hoher als die
Geschwindigkeit der protonenkatalysierten Bildung des Kat-
ions aus dem nichtcyclisierbaren Substrat 16, was mit einem
konzertierten Verlauf der Spaltung der C-O- und der Bildung
der C-C-Bindung zum Cyclohexangeriist bei 14 und 15 in
Einklang ist.'’) Wie zu erwarten, war die anchimere Unter-
stiitzung der C-O-Spaltung durch die benachbarte Doppel-
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anders interpretiert werden kann. Schlieflich decken sich
neuere Computersimulationen ebenfalls mit den experimen-
tellen Ergebnissen und legen nahe, dass die Oxiranoffnung
und die Bildung des Rings A konzertiert verlaufen.['> 24

2.1.3. Bildung des B- und des C-Rings

Sobald eine positive Ladung an C5 des A-Rings entstanden
ist, erfolgt die Bildung des B-Rings als Bootkonformer
wahrscheinlich sehr schnell. Es ist jedoch nicht bekannt, ob
es eine zeitliche Uberlappung der Bildung von A- und B-Ring
gibt. Der Ringschluss des dritten Rings war ebenfalls lange
Zeit ratselhaft, da die direkte Bildung eines sechsgliedrigen
C-Rings einer Anti-Markownikow-Addition an eine Doppel-
bindung entsprechen wiirde. Die Bildung eines sechsgliedri-
gen Rings wire allerdings stereoelektronisch etwas giinstiger
als eine Markownikow-Cyclisierung, die einen fiinfgliedrigen
Ring ergidbe. Eine Schlisselinformation im Hinblick auf
dieses Dilemma lieferten die Produkte der Cyclisierung des
20-Oxaoxidosqualens 10 durch die Lanosterin-Synthase aus
S. cerevisiae. Zusitzlich zum erwarteten 6-6-6-5-verkniipften
Ringprodukt 19 (40 % ) entstand das 6-6-5-Produkt 20 (3.4 %),

Angew. Chem. 2000, 112, 2930-2952
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dessen Bildung sich am besten mit einem internen Abfangen
des Carbokations 21 durch intramolekulare Reaktion mit der
elektronenreichen 18,19-n-Bindung erkldren ldsst (Abbil-
dung 5).["! Andere enzymatische Umsetzungen von Substrat-

Abbildung 5. Substratanaloga und Produkte von Oxidosqualen-Cyclasen,
die auf ein fiinfgliedriges Intermediat des C-Rings hindeuten.[*?]

analoga ergaben zusétzliche Hinweise auf das Schlielen eines
fiinfgliedrigen Rings C und eine anschlieBende Ringerweite-
rung (Abbildung 6): Die Oxidosqualen-Cyclasen setzen 15-
Ethyloxidosqualen 22 zu einer Mischung aus Ethyllanosterin
und einem tricyclischen 6-6-5-Produkt im Verhiltnis 71:29
um®! und 18,19-Dihydrooxidosqualen 23 zu einem tricycli-
schen 6-6-5-Produkt.?! Ferner wandeln sie 24, das 20-C-
Analogon von Oxidosqualen, in drei 6-6-5-Tricyclen um®’]
und cyclisieren 10,15-Didesmethyloxidosqualen 25 iiberwie-
gend zu einem 6-6-5-4-System in Gestalt des Produkts 26.2°!
Die strukturelle Vielfalt dieser Substratanaloga ldsst es
unwahrscheinlich scheinen, dass sie alle nach Reaktions-
wegen cyclisieren, die keine Relevanz fiir den Weg des
natiirlichen Substrats haben. Beachtenswert ist die Tatsache,
dass die zur Erkldrung des stereochemischen Verlaufs der
Umwandlung 25 —26 erforderliche Substratkonformation
dem nichtsteroiden B-Sessel-Typ entspricht. Dies bedeutet
nicht nur, dass die Cyclase den Unterschied zwischen Methyl-
und Wasserstoffsubstituenten an C10 erkennt, sondern auch,
dass dieses Strukturmerkmal entscheidend fiir die korrekte
Selektivitdt beziiglich der Doppelbindungsseite bei der
SchlieBung des B-Rings ist. Dieser Befund ldsst zudem
vermuten, dass in einigen Bereichen Substrat und Enzym-
tasche bemerkenswert genau zueinander passen. Insge-
samt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Storungen
des Substrats um die Positionen C10, C15 und C19 von
Oxidosqualen die Fahigkeit des Enzyms, eine Ringerweite-
rung zu bewirken, gegeniiber der zur weiteren Cyclisierung
des C15-Carbokations herabsetzen. Weiterhin wird der Reak-
tionsverlauf iiber eine Umlagerung der 6-6-5- in die 6-6-6-
Anordnung durch Ergebnisse aus Computersimulationen
gestiitzt.["2]

Angew. Chem. 2000, 112, 2930-2952
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Abbildung 6. Von Oxidosqualen-Cyclasen gebildete 6-6-5-Cyclisierungs-
produkte.>3-28]

HO

2.1.4. Bildung des Protosterinkations und Umlagerung zu
Lanosterin

In &lteren Arbeiten zum stereochemischen Verlauf der
Sterinbiosynthese wurde vorgeschlagen, dass die enzymati-
sche Umwandlung von Oxidosqualen in Lanosterin iiber ein
Protosterinkation erfolgt, bei dem die kationische Seitenkette
an C17 wie in Verbindung 27 (Abbildung 7) a-orientiert ist
(Steroid-Notation).! Einer Rolle von 27 als Intermediat steht
die Tatsache entgegen, dass die Hydridwanderung von C17 zu
C20 nicht zur (20R)-Konfiguration des natiirlichen Sterins,
sondern zur nichtnatiirlichen (20S)-Konfiguration fiihren
sollte. Ausgehend von der Struktur von 27, die sofort nach
der SchlieBung des D-Rings eingenommen wird, muss der
Hydridwanderung eine Rotation von 120° um die C17-C20-
Bindung vorausgehen, damit es zur Bildung der natiirlichen
(20R)-Konfiguration von Lanosterin 6 kommen kann (siehe
Abbildung 7). Hingegen ist lediglich eine Rotation um 60°
erforderlich, um zur nichtnatiirlichen (20S)-Konfiguration zu
gelangen. Moglicherweise wurde wegen dieser Ungereimtheit
urspriinglich vorgeschlagen, dass das erste tetracyclische
Intermediat nicht Kation 27, sondern ein kovalentes Addukt
sei, das bei der Reaktion von 27 mit einer nucleophilen
Gruppe der Cyclase gebildet wird.?3 Aus der Isolierung

2935
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Enz-AH™

Abbildung 7. Die friiher postulierte Konfiguration an C17 von Protosterin,
die sich als falsch erwies, erfordert vor der Umlagerung eine grofle
Rotation der Seitenkette, um die beobachtete Konfiguration an C20
erkldren zu kénnen.?!

eines Protosterins (des Methylketons 19) bei der vom Hefe-
Enzym katalysierten Cyclisierung von 20-Oxaoxidosqualen
10 folgte dann aber, dass die - (pseudoaxiale Seitenkette)
statt der a-Konfiguration (pseudoiquatoriale Seitenkette)
an C17 des Protosterins vorliegt (Abbildung 8).FY Mit

Oxidosqualen-

l Cyclisierung

H

Protosterin-Analogon

Hauptprodukt,
Seitenkette an C17
in f3-Stellung

19

Abbildung 8. Abfangen eines enzymatisch gebildeten Protosterin-Analo-
gons.B!

diesem Ergebnis eriibrigte sich die Notwendigkeit einer
groBen Rotation (120°) um die C17-C20-Bindung im Vorfeld
der Umlagerung oder einer kovalenten Anlagerung eines
transienten Nucleophils des Enzyms. Interessanterweise ist
das Protosterin-Analogon 28 lediglich ein schwacher Inhibitor
der Oxidosqualen-Cyclase aus Hefe (der IC5-Wert ist 55mal
groBer als im Falle des 2,3-Iminosqualens 29, Abbildung 9).
Dies lasst auf eine nicht besonders feste Bindung des Pro-
tosterinkations an das Enzym schlieBen.’? Auch bei der
Umsetzung von 20,21-Didehydrooxidosqualen 30 durch die
Oxidosqualen-Cyclase aus Hefe wurde die 175-Orientierung
der Seitenkette des Protosterinkations nachgewiesen. Die
enzymatische Cyclisierung von 30 lieferte das Protosterinde-
rivat 31 (Abbildung 10), das mit einer synthetisch hergestell-
ten Vergleichsprobe identisch war.['¥
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Abbildung 9. Ein Vergleich von Oxidosqualen-Cyclase-Inhibitoren lésst
vermuten, dass das Protosterinkation nur schwach vom Enzym gebunden
wird.?

Oxidosqualen-
Lanosterin-Cyclase
aus S cerevisiae

32 R=H 34

33 R=PhCO

20
17

PhCO;

W

35 R=PhCO, R = CH,CH(CH3); 36
39 R=H, R =CHC(CH3),

Abbildung 10. Produkte, die auf den stereochemischen Verlauf der nicht-
enzymatischen Umlagerung schlieBen lassen.*’!

Das Abfangen und die Isolierung dieses Protosterin-Ana-
logons ermoglichten die erste von den Cyclisierungsvorgin-
gen abgekoppelte Untersuchung der Umlagerung. Die nicht-
enzymatische Reaktion von 33 (dem Benzoesdureester von
32) mit BF; in Dichlormethan bei —90°C iiber 3 min ergab
24,25-Dihydroparkeolbenzoat 34, wobei die Reaktion iiber
das Protosterinkation 35 verlief (Abbildung 10).F1 Analog
lieferte die BF;-induzierte Umlagerung des C20-Diastereo-
mers von 33 hauptséchlich das C20-Diastereomer von 34.014
Dagegen sind die BF;-katalysierten Umlagerungen des 17a-
Epimers von 33 sowie von dessen C20-Epimer beziiglich C20
nicht selektiv: Sie ergeben eine 1:1-Mischung der C20-
Epimere des Dihydroparkeolbenzoats 36.% In Ubereinstim-
mung mit diesen nichtenzymatischen Ergebnissen fiihrt die
enzymatische Umsetzung von Substratanaloga, die signifi-
kante Strukturunterschiede zu Oxidosqualen aufweisen, im-
mer noch in einem gewissen Umfang zu Hydrid- und
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Methylgruppenwanderungen. So ergibt die Cyclase-kataly-
sierte Cyclisierung eines vorcyclisierten (D-Ring) Analogons
von Oxidosqualen, 38, umgelagerte, Lanosterin-dhnliche Pro-
dukte (Abbildung 11),243] und auch die enzymatische Cycli-

X"H  Oxidosqualen-
Cyclase
N aus Rattenleber

38

Umlagerung
—_

Abbildung 11. Enzymatische Cyclisierung und Umlagerung eines vor-
cyclisierten Oxidosqualen-Analogons.*!

sierung des verkiirzten Substratanalogons 24, die zu nicht-
natiirlichen 6-6-5-Tricyclen fiihrt, ist von einer Methylgrup-
penwanderung begleitet (siche Abbildung 6).2”) Von beson-
derer Bedeutung ist, dass sogar die nichtenzymatische, durch
Lewis-Sduren katalysierte Cyclisierung von Oxidosqualen
zumindest ein Produkt liefert, das aus einer Methylgruppen-
wanderung hervorgeht (Abbildung 12).5¢ Dies lésst die Leich-
tigkeit erkennen, mit der diese Umlagerungsprozesse in der
Natur ablaufen.

20 Mol-%
SnCly

Benzol, 10 °C

Abbildung 12. Nichtenzymatische Cyclisierung von Oxidosqualen.*!

Diese Resultate liefern entscheidende Einblicke in die
molekularen FEinzelheiten der Cyclisierungs- und Umlage-
rungsschritte bei der Lanosterin-Biosynthese. Erstens erfolgt
am Protosterinkation 39 (Abbildungen 2 und 10) eine Hy-
dridwanderung von C17 nach C20, wobei das (20R)-Produkt
rasch im Vergleich zur Rotation um die C17-C20-Bindung
entsteht. Zweitens ist diese Bindungsrotation bei der 174-
Anordnung der Protosterin-Seitenkette stark verlangsamt
(wahrscheinlich wegen einer abstoBenden Wechselwirkung
mit der nahe gelegenen 143-Methylgruppe). Drittens ermdg-
licht der Reaktionsweg unter Beteiligung einer 175-Seiten-
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kette (wie in 39) eine viel strengere enzymatische Kontrolle
der C20-Konfiguration des Lanosterins als es beim hypothe-
tischen Weg mit der Seitenkette in 17a-Orientierung (ent-
sprechend 27 in Abbildung 7) der Fall wére. SchlieBlich ist es
offensichtlich, dass die Hydrid- und Methylgruppenwande-
rungen, die das Protosterinkation in Lanosterin umwandeln,
ohne Beteiligung einer Lanosterin-Synthase spontan vonstat-
ten gehen konnen. Eine Ausnahme ist der abschlieBende
Schritt der Protonenabspaltung, der unter strenger Kontrolle
des Enzyms stehen muss. Die wichtigste Aufgabe des Enzyms
wihrend der Umlagerung von Protosterin kénnte daher der
Schutz des Intermediats sein, und zwar zum einen vor der
Zerstorung durch Wasser (Ausschluss von Wasser aus dem
aktiven Zentrum) und zum anderen vor einer Eliminierung
noch vor der Deprotonierung durch eine geeignet positio-
nierte basische Gruppe des Enzyms.

2.2. Squalen-Hopen-Cyclasen

2.2.1. Einleitung der Reaktion und
Jriihe Cyclisierungsschritte

Bakterielle Squalen-Cyclasen katalysieren einen sowohl
stereochemisch als auch mechanistisch einfacheren Prozess
als die eukaryontischen Oxidosqualen-Cyclasen. Bei diesen
Squalen-Cyclasen ist die Substratkonformation anders als bei
den Lanosterin-Synthasen; sie ermoglichen es dem Substrat,
eine Sessel-Sessel-Sessel-Konformation einzunehmen (siehe
Abbildung 2). Weiterhin wird (im Unterschied zu den ent-
sprechenden Oxidosqualen-Cyclasen) eine auf die Cyclisierung
folgende Umlagerung des Grundgeriists bei der ungehin-
derten Katalyse durch diese Enzyme nicht generell beob-
achtet. Da die Basizitit einer C-C-Doppelbindung niedriger
ist als die der Oxirangruppe, sollte die Squalen-Cyclase eine
katalytisch wirksame Sdure bereitstellen, die mindestens so
stark ist wie die Sédure, die zur Einleitung der Cyclisierung von
Oxidosqualen eingesetzt wird. Ubereinstimmend mit dieser
Hypothese akzeptieren bakterielle Squalen-Cyclasen Oxido-
squalen und viele seiner Analoga als Substrate fiir die Cyclisie-
rung.’l Zwar gibt es im Fall der Squalen-Cyclasen keine
chemischen Studien, die den Mechanismus der Bildung der
Ringe A und B aufgekldrt haben. Jedoch liegt aus Griinden
der Analogie zu Oxidosqualen-Cyclasen die Vermutung nahe,
dass das SchlieBen des Rings A und die Protonierung des
Olefins konzertiert verlaufen, da eine anchimere Unterstiit-
zung die Protonierung des relativ schwach basischen 2,3-
Olefins erheblich beschleunigen konnte.

Anders als bei den Oxidosqualen-Cyclasen sind bei den
Squalen-Hopen-Cyclasen Studien mit Substratanaloga, die
auf ein fiinfgliedriges Intermediat des Rings C und eine
nachfolgende Ringerweiterung wihrend der Cyclisierung von
Squalen hindeuten, erst in neuerer Zeit durchgefiihrt worden.
Die Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius tiberfiihrt
einen verkiirzten Alkohol (40) in ein 6-6-5-Produkt. Dies ist
in Einklang mit dem Abfangen eines Markownikow-Kations,
das durch den Ringschluss zu einem fiinfgliedrigen C-Ring
gebildet wurde (siehe Abbildung 13).571 6-6-6-Produkte, die
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Abbildung 13. Hinweise auf die Bildung eines fiinfgliedrigen D-Rings
wihrend der Squalen-Cyclisierung. In allen drei Fiéllen wurde die Squalen-
Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius verwendet.s ¥

durch SchlieBen zu einem sechsgliedrigen C-Ring (Anti-
Markownikow-Addition) hitten entstehen kénnen, wurden
nicht gefunden. Die Argumente fiir einen Markownikow-
gegeniiber einem Anti-Markownikow-Mechanismus bei der
SchlieBung des C-Rings werden im Folgenden
im Lichte neuerer strukturbiologischer Ergeb-
nisse und Mutagenese-Studien diskutiert.

2.2.2. Bildung des D-Rings

Chemische Studien deuten stark darauf hin,
dass die durch Squalen-Cyclasen katalysierte
Cyclisierung des Rings D iiber die Bildung
eines fiinfgliedrigen Markownikow-Kations
verlduft. Darauf folgt eine Ringerweiterung
zu einem 6-6-6-6-System, dhnlich wie bei der
von Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclasen kata-
lysierten SchlieBung des Rings C. Die Umset-
zung eines verkiirzten Squalen-Analogons
(41) durch eine Squalen-Hopen-Cyclase fiihrt
nahezu quantitativ zu einem 6-6-6-5-Produkt,
das iiber ein intermedidr gebildetes CI18-
Markownikow-Carbokations entstehen konn-
te (Abbildung 13).¥] In #hnlicher Weise wird
29-Methylidenoxidosqualen 42 in ein 6-6-6-5-
Produkt iiberfiihrt (Abbildung 13), wobei die
Cyclase irreversibel inaktiviert wird (siche
unten). Die Cyclisierung von 2,3-Dihydro-
squalen 43 durch zwei verschiedene Squalen-

2938

Cyclasen fiihrt — ebenfalls iiber ein 6-6-6-5-Intermediat — zu
drei Produkten (44-46; (Abbildung 14).4>4l Von groBer
Bedeutung ist der Nachweis der 6-6-6-5-Verbindungen 47-51
als Nebenprodukte bei der natiirlichen Umsetzung von
Squalen durch die Squalen-Hopen-Cyclase aus Alicyclobacil-
lus acidocaldarius (Abbildung 15).*] Dieses Ergebnis lieferte
den ersten Hinweis auf die SchlieBung eines fiinfgliedrigen
Rings D, und das fiir ein System, das frei ist von stereoche-
mischen FEinfliissen, die von Substratanaloga oder Mutatio-
nen im aktiven Zentrum herriihren.

2.2.3. Bildung des E-Rings, Umlagerung und Eliminierung

Die Bedeutung der Entstehung eines Markownikow-Car-
bokations wihrend der enzymkatalysierten SchlieBung des
fiinfgliedrigen Rings E wird durch die Entdeckung belegt,
dass die Squalen-Analoga 52 und 53 (denen eine endstindige
Methylgruppe fehlt und aus denen daher im Anschluss an das
Schlieen des Rings E kein tertidres Carbokation gebildet
werden kann) bei der Umsetzung mit der Squalen-Hopen-
Cyclase aus A. acidocaldarius die Tetrahymanol-dhnlichen
6-6-6-6-6-Produkte 54 und 55 liefern (Abbildung 16).131 Die
strukturelle Charakterisierung der tetracyclischen Verbin-
dungen 44 -46, die bei der Umsetzung von 2,3-Dihydrosqua-
len 43 durch die Squalen-Cyclasen aus Tetrahymena pyrifor-
mis und A. acidocaldarius entstehen, deutet auf Hydrid- und
Methylgruppenwanderungen hin (siehe Abbildung 14).C
Dariiber hinaus schlieft das Spektrum an Nebenprodukten,
die bei der Umsetzung der Squalen-Hopen-Cyclase aus
A. acidocaldarius mit ihrem natiirlichen Substrat entstehen,
eine Reihe von teilweise umgelagerten Tetracyclen ein (49—
51, siche Abbildung 15).2 Diese Ergebnisse stimmen eben-

Squalen-Hopen-

Cyclase aus Umlagerung und
T. pyriformis Eliminierung
Squalen-Hopen-
Cyclase aus

Umlagerung und

A acidocaldarins Lo
Eliminierung

Umlagerung und
Eliminierung

Abbildung 14. Weitere Hinweise auf die Bildung eines fiinfgliedrigen D-Rings wéhrend der
Squalen-Cyclisierung.[4 411
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Hopen 3 und Diplopterol 4

Squalen-Hopen-
Cyclase
A. acidocaldarius Ringerweiterung,
Cyclisierung
&) e

Abbildung 15. Bildung von Nebenprodukten bei der natiirlichen enzymkatalysierten

Squalen-Cyclisierung.[*?]

52: R=H,R=Me
53: R=Me,R'=H

54: R=H,R=Me
55:R=Meg R =H

Abbildung 16. Substratanaloga, die bei der durch die Squalen-Hopen-
Cyclase aus A. acidocaldarius katalysierten Cyclisierung Tetrahymanol-
dhnliche 6-6-6-6-6-Produkte ergeben.

falls mit dem zuvor beschriebenen Modell der Oxidosqualen-
Cyclasen iiberein, bei dem Geriistumlagerungen in Abwesen-
heit von Basen oder Wasser spontan auftreten, um Carbokat-
ionen abzufangen. Die Produktverteilung zwischen Hopen 3
(80%) und dem in Gegenwart von Wasser gebildeten
Diplopterol 4 (20%) als Ergebnis der natiirlichen Aktivitit
der Squalen-Hopen-Cyclasen belegt, dass die Terminierungs-
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region des aktiven Zentrums fiir Wasser durchaus
zuginglich ist.[*4]

3. Der Reaktionsverlauf: biologische Studien

Bei der Aufklirung des Mechanismus der en-
zymkatalysierten Triterpensynthese sind Moleku-
lar- und Strukturbiologen an die Seite der Chemi-
ker getreten. So wurden wéhrend der letzten sieben
Jahren mindestens fiinfzehn mutmaBliche Triter-
pen-Cyclasen kloniert und sequenziert: Im Einzel-
nen sind dies die Cyclasen aus Homo sapiens,*
Rattus norvegicus,*>“11 Candida albicans,*** Sac-
charomyces cerevisiae,”">  Schizosaccharomyces
pombe,5? Arabidopsis thaliana,5*! Panax ginseng,1*
Alicyclobacillus acidocaldarius,® Zymomonas mo-
bilis,> Bradyrhizobium japonicum,’" Methylococ-
cus capsulatus,*® Rhodopseudomonas palustris,™!
Rhizobium,P”! Synechocystis®! und Bacillus subti-
lis.[®l Die bisher einzige dreidimensionale Struktur
einer Triterpen-Cyclase (Squalen-Hopen-Cyclase
aus A. acidocaldarius) wurde 1997 aufgeklért.[2-64
Zusammen mit anderen biologischen Studien hat
diese Struktur umfassende Einblicke in die Wir-
kungsweise sowohl der Squalen- als auch der
Oxidosqualen-Cyclasen gewdahrt.

3.1. Die Struktur der Squalen-Hopen-Cyclase
aus A. acidocaldarius

Diese Cyclase ist ein homodimeres Enzym mit 631
Aminosduren (71.5kD) pro Untereinheit.> 6 6]
Die Peptidkette jeder Untereinheit ist in zwei
iberwiegend a-helicalen Doméinen organisiert,
die zusammen ein hantelformiges Molekiil mit
einem Durchmesser von 50 A und einer Lénge von
70 A bilden (Abbildung 17). Domine 1 stellt ein
regelméBiges (a/a)s-Fass dar, wihrend Domiéne 2

~OH eine dhnliche, jedoch weniger regelmiBige a-Fass-Faltung

einnimmt. Der Vergleich der Strukturen beider Doménen ldsst
vermuten, dass Doméne 2 durch eine frithe Genverdopplung
aus Domine 1 hervorgegangen sein konnte.[] Die beiden
Dominen sind durch lange Schleifen miteinander verbun-
den, die einen zentralen Hohlraum von 1200 A3 bil-
den (Abbildung 17). Ein zweiter Hohlraum von 400 A3
(,,oberer Hohlraum*) liegt im Zentrum des (a/a)s-Fasses
von Domine 1.4

Die Struktur legt nahe, dass sich das aktive Zentrum im
zentralen Hohlraum des Enzyms befindet, in dem der
kompetitive Inhibitor N,N-Dimethyldodecylamin-N-oxid
(LDAO)l gebunden wird (Abbildung 18).°! Diese Inter-
pretation wird durch eine grofle Zahl an Hinweisen aus
biochemischen und Strukturuntersuchungen bestitigt. Durch
ortsspezifische Mutagenese wurde gezeigt, dass die Reste
Asp376 und Asp377, die in Kontakt mit dem oberen Teil des
zentralen Hohlraums stehen, eine wesentliche Rolle in der
Katalyse durch die Cyclase spielen.®®! Ebenso setzen Muta-
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Abbildung 17. Struktur der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius. Oberes Stereobild: Banderdarstellung einer Untereinheit des dimeren Enzyms
mit Markierungen der Peptidkettenenden (N und C), der Position des kompetitiven Inhibitors LDAO (L) und des Eingangs (E) des Kanals des aktiven
Zentrums. Farbcodierung: innere und duflere Helices der (a/a)-Fésser sind gelb bzw. rot, die S-Struktur violett, QW-Motive griin und Helix a-8 in der
vermuteten Membranbindungsregion grau dargestellt. Unteres Stereobild: Ca-Kettenverlauf der Cyclase. Die drei groten Hohlrdume in der Struktur!!®
sind folgendermaBen eingefirbt: aktives Zentrum: blau, oberer wassergefiillter Hohlraum: rot, ein kleinerer wassergefiillter Hohlraum in Doméne 2: griin.
Hervorgehoben sind die Membranbindungsregion (ockerfarben; Reste 146 —161, 216 —236 und 427 —429) und bewegliche Schleifen (dunkel; Reste 205-216
und 429 -441), die sich vermutlich fiir den Zutritt des Substrats durch einen die Membranbindungsregion mit dem aktiven Zentrum verbindenden Kanal
offnen (gestrichelte Linie). In die Darstellung wurde ein Molekiil des Produkts Hopen modelliert (siche Text).

tionen an den nahe gelegenen Resten Asp 374 und His451 die
katalytische Aktivitit des Enzyms herab.] Asp456 der
Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclase aus S. cerevisiae (laut Se-
quenzvergleich dquivalent zu Asp376) ist ebenfalls fiir die
enzymatische Aktivitdt erforderlich.'®! Weitere Argumente
fiir die Platzierung des aktiven Zentrums dieser Squalen-
Hopen-Cyclase im zentralen Hohlraum liefert die Mutation
der diesen Hohlraum auskleidenden Reste, da sie zu verin-
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derten Produkten fiihrt.?® %731 Weiterhin gehen mehrere
Suizid-Inhibitoren fiir Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclasen ko-
valente Bindungen mit Aminoséuren ein, die den Resten des
zentralen Hohlraums der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. aci-
docaldarius entsprechen.'® 74 SchlieBlich entspricht die topo-
logische Position des aktiven Zentrums relativ zum (o/a)-Fass
der Position der aktiven Zentren, wie sie iiblicherweise in
anderen (a/a)-Fass-Proteinen anzutreffen ist.[?]
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Abbildung 18. Oberflichendarstellung!'* einer Untereinheit der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocal-
darius mit unpolaren (gelb), positiv geladenen (blau) und negativ geladenen Bereichen (rot). a) Der Schnitt
(Schnittfliche kariert) zeigt einen Blick auf die Tasche des aktiven Zentrums mit dem gebundenen
Inhibitor LDAO. Der unpolare Eingangstunnel geht in die ausgedehnte unpolare Region auf der linken
Seite iiber, die vermutlich fiir die integrale Bindung in der Membran verantwortlich ist. Die Kanalver-
engung (C) erscheint geschlossen, ist jedoch flexibel genug, um das Substrat passieren zu lassen. Oben links
ist Hopan aus zwei Blickrichtungen dargestellt. b) Blick auf die unpolare, um den Kanaleingang

die Triterpen-Cyclasen gegen die
bei der Cyclisierung freigesetzte
Reaktionsenthalpie zu stabilisie-
ren.[%

3.2. Bindung an die Membran

Sowohl die Lokalisierung der
Triterpen-Cyclasen in der Zelle als
auch die Art ihrer Solubilisierung
deuten darauf hin, dass es sich um
integrale Membranproteine han-
delt.* %1 Dije dreidimensionale
Struktur der charakterisierten
Squalen-Hopen-Cyclase weist das
Enzym als monotopes Membran-
protein aus,®!) das mit dem unpo-
laren Teil der Phospholipiddop-
pelschicht wechselwirkt, ohne die
Membran vollstindig zu durch-
dringen (Abbildung 19).1  Die
membranbindende Region bildet
eine flache, unpolare Oberfldache
von 1600 A2, deren Zentrum sich
zu einem weiten Kanal offnet, der
seinerseits die Tasche des aktiven

angeordnete Membranbindungsoberfliche, gegeniiber (a) um 90° um eine vertikale Achse gedreht. Ein

Ring positiv geladener Arg- und Lys-Reste (blau), der dieses unpolare Plateau umgibt, konnte mit den

polaren Phospholipid-Kopfgruppen der Membran wechselwirken.

Squalen- wie Oxidosqualen-Cyclasen haben ein einzig-
artiges, sich wiederholendes Sequenzmotiv gemeinsam (als
QW-Wiederholungseinheit bezeichnet), das folgende Kon-
sensussequenz hat: a-b-x, ;-c-d-x;-Gln-x, 5-Gly-x-Trp, wobei
a=Lys oder Arg, b= Gly oder Ala, c =Phe, Tyr oder Trp ist
und x ein beliebiger Rest sein kann.[”! Diese Wiederholung
taucht bei den Oxidosqualen-Cyclasen typischerweise fiinf-
mal und bei den Squalen-Cyclasen bis zu achtmal auf. Die
hohe Konservierung dieser Wiederholungseinheit bei samtli-
chen Triterpen-Cyclasen hat zu der Hypothese gefiihrt, dass
das konservierte Trp an der Stabilisierung des intermedidren
Carbokations beteiligt sein konnte.”! Dabei besteht Uber-
einstimmung mit dlteren Modellen des aktiven Zentrums, die
fiir die Stabilisierung carbokationischer Intermediate eine
strukturell definierte® Anordnung der aromatischen Amino-
sduren vorschlagen.’* 7778 Eine solche Anordnung wurde
auch als urséchlich fiir die Induzierung der unterschiedlichen
Konformationen der Ubergangszustinde der Oxidosqualen-
und der Squalen-Cyclase-Katalysen angesehen.” Die Struk-
tur der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius zeigt
jedoch, dass diese QW-Wiederholungseinheiten nicht in der
Tasche des aktiven Zentrums, sondern mehr an der Enzym-
oberfldche gelegen sind (siche Abbildung 17). Hier bilden die
konservierten Aminosdurereste der Wiederholungseinheiten
ein kompliziertes Netz aus Wasserstoffbriickenbindungen und
hydrophoben Wechselwirkungen, das die a-Helices des
(a/a)s-Fasses der Domine 1 verbindet.®* % Es wurde vorge-
schlagen, dass die Funktion dieser Anordnung darin besteht,

Angew. Chem. 2000, 112, 2930-2952

Zentrums mit dem Inneren der
Phospholipiddoppelschicht  ver-
bindet.[* * Diese Anordnung er-
moglicht sehr wahrscheinlich den
Austausch des Substrats Squalen 1
mit den Produkten Hopen 3 und Diplopterol 4 zwischen dem
Hohlraum und dem unpolaren Bereich der Lipiddoppel-
schicht, dem mutmaBlichen Aufenthaltsort dieser unpolaren
Verbindungen.

Die Hydrophobie des aktiven Zentrums erdffnet in Ver-
bindung mit der grofen Ausdehnung und Starrheit der
Cyclisierungsprodukte die interessante Moglichkeit, dass sich
die Doménen der Triterpen-Cyclasen wihrend der Freiset-
zung der Produkte relativ zueinander bewegen. Allerdings
konnten bis jetzt aus der Kristallstruktur der Squalen-Hopen-
Cyclase keine Hinweise auf ein solches Geschehen abgeleitet
werden. Eine Analyse der kristallographischen B-Faktoren
der Proteinstruktur lasst vermuten, dass die Schleifen, die als
Pforten des Eingangskanals fungieren, beweglich genug sind,
um die sperrigen und unpolaren Produkte vom aktiven
Zentrum zum unpolaren Abschnitt der Membran und umge-
kehrt passieren zu lassen.[® ¢4

Die membranbindenden Bereiche sind innerhalb des
Squalen-Hopen-Cyclase-Dimers annidhernd parallel ausge-
richtet (Abbildung 19a). Eine solche Anordnung tritt auch in
den dimeren Prostaglandin-H(2)-Synthasen I und II auf, den
einzigen anderen monotopen Membranproteinen, die struk-
turell charakterisiert worden sind (Abbildung 19¢).5># In
der Struktur der Squalen-Hopen-Cyclase sind Detergensli-
ganden in einem unpolaren Hohlraum an der Dimerkon-
taktfliche gebunden, die in vivo Lipidmolekiile aufnehmen
konnte. Es wurde daher vorgeschlagen, dass die Bindung von
Lipiden in diesem Hohlraum die polare Dimerkontaktfldche
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Abbildung 19. Oberflichendarstellungen!'™ der Squalen-Hopen-Cyclase
aus A. acidocaldarius ((a) und (b)) und eines der einzigen sonstigen
monotopen Membranproteine mit bekannter Struktur (c).2-% Farbcodie-
rung der Oberfldchen: unpolare Bereiche: gelb, positiv geladenen Be-
reiche: blau, negativ geladenen Bereiche: rot. a) Fiir die monotope
Membranbindung der Squalen-Hopen-Cyclase vorgeschlagenes Modell.
Die unpolaren Regionen der Protomere sind parallel angeordnet. Dieses
Arrangement ermdglicht es den Kanaleingingen (E), in den unpolaren Teil
der Membran hineinzuragen, in dem Squalen gelost vorliegt. Eine unpolare
Tasche, die ein Detergensmolekiil an der Dimerkontaktfliche bindet, ist
mit X markiert. b) Blick von der Membran auf die unpolaren Bereiche des
Dimers. Einige Molekiile des Kristallisationsdetergens n-Octyltetraoxy-
ethylen (weiB) sind in der hochaufgeldsten Kristallstruktur zu erkennen. %
c) Blick von der Membran auf die hufeisenférmigen Membranbindungs-
regionen der dimeren Prostaglandin-H(2)-Synthase I mit zwei Molekiilen
des Kiristallisationsdetergens f-D-Octylglucosid, die am Eingang zum
aktiven Zentrum gebunden sind. Die Pfeile deuten einen Weg fiir die
polare Kopfgruppe des Substrats Arachidonsidure zum Eingang des aktiven
Zentrums an. Ein solcher Durchgang ist bei der Squalen-Hopen-Cyclase
nicht erforderlich, da das vollstandig unpolare Substrat sich nicht zwischen
den polaren Kopfgruppen der Lipiddoppelschicht einlagert.
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gegen Wasser abschirmen und damit die Assoziierung der
Monomere zu Dimeren und die Einlagerung der Squalen-
Hopen-Cyclase in die Membran verkniipfen kénnte. [0

3.3. Das aktive Zentrum

Das aktive Zentrum der Squalen-Hopen-Cyclasen besteht
aus einem ausgedehnten zentralen, unpolaren Abschnitt und
zwei kleineren polaren Bereichen am oberen Ende (um
Asp376) und am unteren Ende (um Glu45) des Hohlraums
(Abbildung 20).11 Einige der Reste, die diesen Hohlraum
auskleiden, sind bei den Squalen- und den Oxidosqualen-
Cylcasen konserviert (Abbildung 21). Der zentrale Abschnitt
enthélt eine Kette von konservierten aromatischen Amino-
sduren, die dem Hohlraum zugewandt sind und wahrschein-
lich die kationischen Intermediate stabilisieren. Die oberen
und unteren Abschnitte des Hohlraums werden durch polare
Netzwerke aus Wasserstoffbriickenbindungen um Asp376
und Glu45 gebildet. Diese beiden Aminosdurereste sind
vermutlich an der initialen Olefin- oder Oxiran-Protonierung
bzw. am abschlieBenden Deprotonierungsschritt beteiligt.[%3

Voraussetzung fiir jede weitere mechanistische Diskussion
ist die Zuordnung der katalytischen Sduregruppe zu einem
der polaren Bereiche. Eine Struktur-Funktions-Untersuchung
dieser Enzyme ermoglichte diese Zuordnung.[®l Die durch
die Squalen- und Oxidosqualen-Cyclasen katalysierten Pro-
tonierungsschritte erfolgen am gleichen Teil der Substratket-
te, die Deprotonierungsschritte dagegen an unterschiedlichen
Teilen der Produktkette. Da die Mutation der Reste Asp376
(Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius) bzw. Asp456
(Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclase aus S. cerevisiae) im pola-
ren Bereich am oberen Ende des aktiven Zentrums die
Enzyme inaktiviert!® %! und da der Inihibitor LDAO mit
seiner polaren Kopfgruppe an dieser Stelle bindet,® liegt es
nahe, dass diese Reste als Protonendonoren fungieren. Uber-
einstimmend mit dieser Hypothese nimmt die Konservierung
der Reste, die das aktive Zentrum auskleiden, zwischen
Squalen- und Oxidosqualen-Cyclasen vom oberen Ende
(nahe Asp376) zum Boden des Hohlraums (Glu45) ab
(Abbildung 21). Dieser Befund stiitzt angesichts der Tatsache,
dass die Anfangsschritte im Unterschied zu den Schlussschrit-
ten bei den Squalen- und Oxidosqualen-Cyclasen recht
dhnlich sind, die Rolle von Asp376 bzw. Asp456 als die
katalytischen Séauren, die die Cyclisierungen von Squalen bzw.
Oxidosqualen einleiten.®!

3.4. Suizid-Inhibitoren

Die fiir Asp376 (Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocal-
darius) und Asp456 (Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclase aus
S. cerevisiae) vorgeschlagene Funktion wird durch Studien
erhirtet, bei denen die Oxidosqualen-Cyclase aus S. cerevisiae
mit Substratanaloga umgesetzt wurde, die kovalent an das
Enzym binden. Trypsinverdauung und Edman-Abbau der
derart markierten Enzyme deuten darauf hin, dass Carbo-
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H451 H451

W133 w133

Abbildung 20. Stereoansicht des aktiven Zentrums der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius mit dem Inhibitor LDAO (gepunktet) und einem
modellierten Hopenmolekiil (dunkelgrau). Hopen wurde in die Wildtyp-Struktur modelliert,’! wohingegen die Wassermolekiile (helle Kugeln) und die
benachbarten Aminoséduren aus der hochaufgeldsten Struktur der Asp376Cys-Mutante stammen.[*! Asp376 und Glu45 in den polaren Bereichen am oberen
bzw. unteren Ende des Hohlraums sind schwarz dargestellt. Die Positionen im Hopenmodell, an denen die positive Ladung zu erwarten ist, sind als schwarze
Kreise wiedergegeben. Die vermutete Position fiir das reaktive Wassermolekiil, das zu Diplopterol fiihrt, ist grau markiert (nahe dem Rest GIn262). An der
Kationen-Stabilisierung — vermutlich oder nachweislich — beteiligte Reste sind hellgrau hervorgehoben.

H451/8543 H451/8543

Y495/Y593 Y495/Y593

D376/D456 W312/W390 D376/D456 W312/W390
Y612/Y710 Y612/Y710

D37& D377/C457 D37 454

F365/F445

Y609/Y707 Y609/Y707
Y420/Y510 Y420/Y510
L36/Y99 L36/Y99
Y
; L607/1705 ) L607/1705
W169/H234 AN W169/H234 i Re01/F699 P
FEOLFE® Ay” sa0mss ‘ S307/N385
g\ A306/T384 \/ ‘ A306/T384
1261/A340 \ & 1261/A340 N ®
o F605/C703 o F605/C703
A170/T235 P263/V341  (262/P340 AL170/T235 P263/V341  Q262/P340

o=
T173/V238 < ,\ﬁj ? M42/M105 T173N238< &/é ? MAMI0S
F437/F528 " F437/F528

&)TM/FIO“

R127m192¥?{(‘,108
) E93/L158

T41/F104

Y267/C346 R127/P192 Y267/C346
F129/W194 F129/W194

WI133/W198 W133/W198

Abbildung 21. Sequenzvergleich der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius und der Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclase aus S. cerevisiae anhand der
Struktur des aktiven Zentrums der Squalen-Cyclase. Die rechte Aminosédurerest-Angabe gehort jeweils zur Squalen-Cyclase, die linke zur Oxidosqualen-Cyclase.
Identische Reste sind schwarz dargestellt. Das Hopenmodell (hellgrau) ist wie in Abbildung 20 wiedergegeben. Der Sequenzvergleich ist Teil eines
Mehrfachvergleichs, der mit dem Programm CLUSTALU!%! durchgefiihrt wurde. Die Abbildung zeigt einen Gradienten in der Homologie fiir die Reste im
aktiven Zentrum von niedriger Homologie am Boden (um Glu45) zu hoherer Homologie im oberen Teil des Hohlraums (um Asp376).
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kationen, die in zunehmendem
Abstand vom Ort der Protonie-
rung gebildet werden, mit Res-
ten des aktiven Zentrums wech-
selwirken, die ihrerseits einen
zunehmenden Abstand zum ka-
talytischen Aspartatrest haben.
Die Umsetzung der Tritium-
markierten Verbindungen 6-De-
methyloxidosqualen (56), 10-
Demethyloxidosqualen (57) und
10,15-Didemethyloxidosqualen
(58) durch das Enzym aus S. ce-
revisiae sollte reaktive mono-
und bicyclische Kationen erge-
ben. Ergebnis dieser Umsetzun-
gen ist die Markierung eines
oder mehrerer Reste zwischen
den Positionen 486 und 512 (Ab-
bildung 22),M von denen Tyr510
dem Tyr420 aus dem aktiven
Zentrum der Squalen-Hopen-
Cyclase aus A. acidocaldarius
entspricht (Abbildung 21). Die
Cyclisierungen von 20-Oxaoxi-
dosqualen 10 sowie der beiden
verkiirzten Diene 59 und 60
lassen die Entstehung von reak-
tiven Kationen in der Nachbar-
schaft des Rings D erwarten
(Abbildung 20). Diese Verbin-
dungen markieren die Oxido-
squalen-Lanosterin-Cyclase aus
S. cerevisiae an His234!8] (ent-
sprechend Trp169 der Squalen-
Hopen-Cyclase aus A. acidocal-
darius), einem Rest, der weiter
von Asp376 als von Tyr420 ent-
fernt ist (Abbildung21). Auf
analoge Weise wird die Squa-
len-Hopen-Cyclase durch 29-
Methylidenoxidosqualen 426
an einem Peptidabschnitt mar-
kiert, der das am Boden des
aktiven Zentrums befindliche
Glu45 enthilt (Abbildung 20)
und somit das wahrscheinlichste
Ziel fiir den kovalenten Angriff ist. Dieses Ergebnis ist zudem
ein Indiz fiir eine Beteiligung dieses Restes am abschlieen-
den Deprotonierungsschritt.[s]

Im Widerspruch zu diesen Befunden und der daraus
abgeleiteten Orientierung des Substrats markiert 29-Methyli-
denoxidosqualen 42 die Oxidosqualen-Cyclase aus Ratten-
leber an Asp456 (Nummerierung wie beim S.-cerevisiae-
Enzym, Abbildung 22), was darauf schlieBen lasst, dass dieser
Rest an der Stabilisierung des Protosterinkations beteiligt ist
(sieche Abbildung 19).14 Interessanterweise markierte diese
Verbindung zwar eine Reihe von Oxidosqualen-Cyclasen aus
Wirbeltieren, nicht jedoch die entsprechenden Enzyme aus

A. acidocaldarius.'" 1% 4]
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7
®
HOM\ N
T

LFEG DVLLNLQNI GSFEYGSFATYEK (486-512, OSC1)

Y420 (SHC)

LFEG DVLLNLQNI GSFEYGSFATYEKI K (486-514, OSC1)

Y420 (SHC)

LFEG DVLLNLQNI GSFEYGSFATYEK (486-512, OSC1)

Y420 (SHC)

GVYI PVSYLSLVK (237-249, OSC1)
WAWHTR (231-236, OSC1)

W169 (SHC)

WAVHTR (231-236, OSC1)

W169 (SHC)

VWWHTR (231-236, OSC1)

W169 (SHC)

DCTA (456-459 OSC2)

D376 (SHC)

Abbildung 22. Markierung von Triterpen-Cyclasen mit Suizid-Inhibitoren. OSC1 = Oxidosqualen-Cyclase
aus S. cerevisiae, OSC2 = Oxidosqualen-Cyclase aus Rattenleber, SHC = Squalen-Hopen-Cyclase aus

Hefe oder Pflanzen.l Dieses Ergebnis konnte auf eine
ungewoOhnlich hohe konformative Flexibilitdt oder eine nicht-
natiirliche Orientierung von 29-Methylidenoxidosqualen bei
der Bindung an das Rattenleber-Enzym hindeuten.

3.5. Stabilisierung des Kations

Neuere Ergebnisse aus Mutagenesestudien ermoglichen in
Verbindung mit der dreidimensionalen Struktur und den in
vorangegangenen Abschnitten diskutierten Enzymmarkie-

rungsexperimenten zum ersten Mal eine detaillierte Diskus-
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sion spezifischer m-Kation-Wechselwirkungen bei den Triter- Diplopterol) zu Nebenprodukten mit ungewohnlicher Struk-
pen-Cyclasen. Ein auf der Grundlage von Strukturdaten tur (Abbildung 23). So fiihrt der Ersatz von Asp377 durch
vorgenommener Austausch konservierter Reste im aktiven Cys oder Asn zur Bildung der monocyclischen Verbindung 61,
Zentrum der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius was auf eine Stabilisierung des Kations an C10 durch diesen
beeinflusst das Verhéltnis von Hauptprodukten (Hopen und Rest hindeutet.’”] Die Mutation von Tyr420 zu Ala wiederum

Asp377Cys- oder Asp377Asn-Mutante

Tyr420Ala-Mutante

Phe365Ala-Mutante

Tyr609Phe-Mutante

Trpl69His-Mutante
[

Phe601Ala-Mutante

Abbildung 23. Teilcyclisierte Produkte als Ergebnis der Umsetzung von Squalen durch Mutanten der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius, wobei
die Mutationen an den mutmaBlichen kationenstabilisierenden Resten vorgenommen wurden.?7 3 70-73]
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fiihrt zur Bildung signifikanter Mengen der bicyclischen
Triterpene 62 und 63 sowie geringer Mengen der tricyclischen
Verbindung 64.7'1 Die bicylischen Verbindungen kénnten
durch ein vorzeitiges Abfangen des Kations an C10 des
B-Rings (C8 gemif Hopen-Nummerierung, siche Abbil-
dung 20) entstehen. Dieses Kation konnte beim Wildtyp der
Squalen-Hopen-Cyclase durch seine Nachbarschaft zu Tyr 420
stabilisiert werden (Abbildung 24). Die durch die Mutante

Le
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Abbildung 24. Vorgeschlagene kationenstabilisierende Wechselwirkun-
gen wihrend der Squalen-Cyclisierung. Wechselwirkungen, die durch
Mutagenesedaten gestiitzt werden, sind mit einem Stern gekennzeichnet.

Phe365Ala gebildeten bicyclischen Verbindungen 63 und 65
(Abbildung 23) entstehen wahrscheinlich nach einem &hnli-
chen Mechanismus,”? was darauf hindeutet, dass Phe365
ebenfalls an der Stabilisierung des bicyclischen C8-Kations
beteiligt ist (Abbildungen 20 und 24). Die Ersetzung von
Tyr609 durch Phe fiihrte zur Synthese des bicyclischen
Triterpens 62, was eine Beteiligung auch dieses Restes an
der Stabilisierung oder Positionierung des intermedidren
Carbokations nahelegt.”] Diese Mutante produzierte auBer-
dem die tetracyclischen Verbindungen 47-51 in einem
deutlich hoheren MaB3e als das Wildtyp-Enzym.

Die Mutation von Trp169 im Zentrum der Tasche des
aktiven Zentrums (Abbildung 20) zu den weniger elektro-
nenreichen Resten Phe und His fiithrt zur vermehrten Bildung
der 6-6-6-5-verkniipften Ringverbindung 47 (Abbildung 23).5%l
Waihrend die natiirliche Squalen-Hopen-Cyclase 47 zu 0.6 %
bildet, produzieren die Trpl69Phe-Mutante 5% und die
Trpl69His-Mutante 29 % dieser Verbindung. Interessanter-
weise fiihrt die Mutation Phe 601 — Ala, in der unmittelbaren
Nihe von Trp169 (sieche Abbildung 20), zu einer deutlich
erhohten Produktion von 47; daneben werden geringe
Mengen der beiden 6-6-5-tricyclischen Verbindungen 64 und
66 gebildet (Abbildung 23).5%7 Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die Reste Trp 169 und Phe 601 das Kation 67
(siehe Abbildung 15) durch n-Kation-Wechselwirkungen sta-
bilisieren und dass Phe601 ebenfalls mit einem 6-6-5-Mar-
kownikow-Kation-Intermediat ~ wechselwirkt  (Abbildun-
gen20 und 24). Der Verlust oder eine Storung dieser
Wechselwirkungen konnte zu einem vorzeitigen Abreagieren
der tricyclischen und tetracyclischen Markownikow-Kationen
und damit zur Bildung des 6-6-6-5-Produkts 47 und der 6-6-5-
Verbindungen 64 und 65 fiihren.
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Uberraschenderweise fithrt der Ersatz von Trp489 (das
direkt zu Tyr420 im oberen Teil des aktiven Zentrums
benachbart ist; siche Abbildung 20) durch Phe ebenfalls zu
einer deutlich hoheren Produktion von 47 Dies steht im
Widerspruch zu dem in Abbildung 24 vorgeschlagenen Mo-
dell.B®¥l Die Mutanten Trp489Val und Trp489Leu haben
iiberhaupt keine Aktivitdt,” wohingegen Trp489Ala eine
herabgesetzte katalytische Aktivitdt bei unverénderter Pro-
duktverteilung hat.™ Da die Platzierung von Trp489 in der
Struktur (Abbildung 20) vermuten lésst, dass dieser Rest fiir
eine Wechselwirkung mit dem Kation 67 (Abbildung 15)
ungiinstig positioniert ist, konnten diese Ergebnisse dann
erkldrt werden, wenn nichtisostere Austausche von Trp489
das Kation an C19 (Squalen-Nummerierung) von den stabi-
lisierenden aromatischen Resten (z.B. Trp169 und Phe601)
im unteren Teil der Tasche des aktiven Zentrums wegdréngen
wiirden (siehe unten).

4. Der enzymatische Mechanismus:
eine vereinheitlichte Darstellung

Ein Vergleich der chemischen Studien zu den nichtkataly-
sierten gegeniiber den enzymkatalysierten Prozessen zeigt,
dass die fiir die Triterpensynthese erforderlichen elementaren
chemischen Schritte bei nichtenzymatischen Reaktionen nach
vorhersagbaren chemischen Prinzipien méglich sind. Daher
kommen den Cyclasen folgende Aufgaben zu: 1) Bereit-
stellen einer Brgnsted-Sdure, deren Stérke fiir die Einleitung
der Cyclisierung ausreichend ist; 2) Erzwingen der Konfigu-
ration des Ubergangszustands iiberall dort, wo eine Nicht-
sesselkonformation erforderlich ist; 3) Schutz der kationi-
schen Intermediate vor der vorzeitigen Zerstorung durch
Reaktion mit nucleophilen Gruppen des Enzyms oder mit
Wasser, bis die Cyclisierungs- und Umlagerungsschritte
kontrolliert erfolgt sind; 4) Beschleunigen der Reaktion
durch die Stabilisierung von Carbokationen in einer elektro-
nenreichen Umgebung. Nachfolgend stellen wir einen ver-
einheitlichten Mechanismus vor, der sich im Einklang mit den
derzeit verfiigbaren chemischen und strukturbiologischen
Daten befindet (Schema 1 und 2).

4.1. Die Cyclase-Struktur als Grundlage fiir
mechanistische Interpretationen

Die Kristallstruktur der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. aci-
docaldarius wurde bei einer Auflésung von 2.8 A (Wildtyp)[©3!
sowie bei 2.0 A (inaktive Asp376Cys-Mutante) bestimmt.[64]
Bei einem geschitzten Koordinatenfehler von ungefihr 0.4
bzw. 0.2 A sind die Identifizierung von Wasserstoffbriicken-
Netzwerken und die Lokalisierung von fest gebundenen
Wassermolekiilen ohne weiteres moglich. In Ermangelung
der hochaufgelosten Struktur einer mit einem Ubergangszu-
standsanalogon komplexierten Triterpen-Cyclase wurde Ho-
pen entsprechend der in Abschnitt 3.3 diskutierten Substra-
torientierung in das aktive Zentrum der Squalen-Hopen-
Cyclase modelliert.[]

Nach der manuellen Platzierung des Hopenmodells in das
aktive Zentrum wurden 36 Bindungsvarianten durch Rotie-
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nichtenzymatisches Cyclisierungsprodukt;
18,19-Dihydrooxidosqualen + Enzym,
ein verkiirztes Analogon + Enzym und
15-Ethyloxidosqualen + Enzym

ergeben analoge Produkte.

HO

Oxirandffnung,
drei Markownikow-
Kation-Cyclisierungen

2,3-Oxidosqualen HO

Ringerweiterung

Umlagerung,
Eliminierung

Protosterinkation;
20-Oxaoxidosqualen

ergibt eine abgefangene
Version dieses Intermediats.

15-Didemethyl-18,19-
dihydrooxidosqualen + Enzym
ergibt ein analoges Produkt.

Schema 1. Die enzymkatalysierte Cyclisierung von Oxidosqualen zu Lanosterin. Sie verldauft wahrscheinlich
iiber eine Oxiranprotonierung durch eine enzymatische Sduregruppe und eine anschlieBende Oxiranoffnung,
konzertiert mit einer, zwei oder drei Markownikow-Kation-Cyclisierungen zu einem tricyclischen Intermediat.
Die Erweiterung des C-Rings und die Markownikow-Cyclisierung dieses Intermediats vervollstindigen das
Protosterinskelett, das nach einer Reihe von Hydrid- und Methylgruppenwanderungen zu Lanosterin wird.
Produkte einer Eliminierung, einer direkten Cyclisierung oder auch einer Ringerweiterung dieses Schliissel-
intermediats wurden aus der enzymatischen Umsetzung einer Vielzahl von Substratanaloga erhalten.

ren des Modells in Schritten von 10° um die C3-C17-Achse
erzeugt. Die Van-der-Waals-Energien aller resultierenden
Positionen wurden mit dem Programm XPLOR rechnerisch
minimiert.®) Eine Bewegung des Proteins wihrend der
Minimierung wurde nicht zugelassen, und Hopen wurde als
starrer Korper behandelt. Sdmtliche Bindungskonformatio-
nen niedriger Energie gruppierten sich um die in Abbildung
20 gezeigte Vorzugskonformation. In einer zweiten Minimie-
rungsrunde wurde eine Drehung um die C21-C22-Bindung
von Hopen ermoglicht, woraus sich jedoch keine nennens-
werten Anderungen ergaben. Das resultierende Modell weist
keine Kollisionen zwischen Protein- und Hopenatomen auf
und dient als Ausgangsbasis fiir die weitere Diskussion des
Mechanismus. Der A-Ring des modellierten Hopenmolekiils
stimmt mit seinem C3-Atom in einem Abstand von 3.0 A vom
Carbonyl-Sauerstoffatom von Asp376 gut mit der Bindungs-
weise des in der Kiristallstruktur gefundenen Inhibitors
LDAO iiberein (siche Abbildung20). Der untere Teil des
Modells bringt die ausschlieBlich von den Squalen-Hopen-
Cyclasen gebildete Doppelbindung C22-C29 von Hopen in
die Nidhe von Phe605, einem unter den Squalen-Hopen-
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10,15-Didemethyloxidosqualen + Enzym
und 20-Oxaoxidosqualen + Enzym
ergeben analoge Produkte.

Cyclasen konservierten Rest.
Diese Befunde deuten darauf
hin, dass dieses Arbeitsmodell
den ungefahren Ort der Anfangs-
und Schlussschritte der Reaktion
widerspiegelt.[*]

4.2. Initiierung der Reaktion
4.2.1. Squalen-Hopen-Cyclasen

Fiir die initiale Protonierung
wurde folgender Mechanismus
vorgeschlagen  (Abbildung 25;
sieche auch Abbildung 20):[63 64
Die katalytische Sdure Asp376
liegt 3.0 A vom C3-Atom des in
das aktive Zentrum modellierten
Hopens entfernt, was grob mit
der fiir die Protonierung erwar-
teten Geometrie iibereinstimmt.
Zwischen Asp376 und His451
besteht iiber eine Distanz von
2.8 A eine Wasserstoffbriicken-
bindung. Da fiir die Olefin-Pro-
tonierung eine starke Brgnsted-
S4dure erforderlich ist, sind beide
Reste sehr wahrscheinlich vor
dem einleitenden Schritt proto-
niert. Eine weitere Wasserstoff-
briickenbindung zu einem ge-
ordnet vorliegenden Wasser-
molekiil, das Asp376 mit der
Seitenketten-Hydroxygruppe
von Typ495 verbindet, konnte
die Aciditdt von Asp376 zusitz-
lich erhohen; die herabgesetzte
Aktivitdt der Tyr495Phe-Mutan-
tel” ist in Einklang mit dieser
Hypothese. Zur Kompensation der positiven Ladung des
Asp376-His451-Paares (im ansonsten ungeladenen Kernbe-
reich der Proteinstruktur) im Vorfeld des Protonentransfers
wurde eine negative Nettoladung an dem fest H-verbriickten
Asp374-Asp377-Paar (Abstand 2.6 A) vorgeschlagen. Inter-
essanterweise ist Asp376 im kristallinen Enzym eindeutig so
orientiert, dass es sein anti-Proton auf Squalen iibertragen
kann. In Einklang mit der Evolution der Squalen-Hopen-
Cyclasen in Richtung der Bereitstellung einer starken Sédure
fiir die Olefin-Protonierung wird davon ausgegangen, dass
Carboxyprotonen in der anti-Stellung 10*fach saurer sind als
solche in der syn-Stellung.’”l Im Anschluss an den Protonen-
transfer auf Squalen verliert das Asp376-His451-Paar seine
Ladung und lésst die verbleibende negative Ladung auf dem
Asp374-Asp377-Paar zur Stabilisierung des initial gebildeten
kationischen Intermediats zuriick.[®®] In Ubereinstimmung mit
dieser Hypothese fiihrt die Mutation von Asp 377 zu Cys oder
Asn zur Bildung des monocyclischen Produkts 61 (siche
Abbildung 23), was darauf hindeutet, dass dieser Rest wih-
rend der Cyclisierung das C10-Kation stabilisiert.[l Verrin-
gerte Reaktionsgeschwindigkeiten nach den Mutationen von
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Annliche Produkte werden vom Wildtyp-Enzym
aus dem verkiirzten Analogon 40 und von der
Phe601Ala-Mutante sowie der Tyr420Ala-
Mutante aus Squalen gebildet.

Ahnliche Produkte werden von der
Tyr420Ala-Mutante sowie der
Phe365Ala-Mutante

des Enzyms aus

Squalen gebildet.

Oléefin-Protonierung,
zwei Markownikow-
Kation-Cyclisierungen

Markownikow-
Cyclisierung

Cyclisierung,
Wasseranlagerung

Markownikow-
Cyclisierung,
Eliminierung oder
Wasseranlagerung

vom Wildtyp-Enzym aus
2-Demethylsqualen gebildet

Markownikow-

Vom Wildtyp-Enzym aus Squalen gebildet;
anal oge Produkte werden vom

omH

vom Wildtyp-Enzym
aus Squalen gebildet

Vom Wildtyp-Enzym aus Squalen
gebildet; ein analoges Produkt
wird vom Wildtyp-Enzym aus
2,3-Dihydrosqualen gebildet.

H

Markownikow-
Cyclisierung

Cyclisierung

Umlagerungen,
Eliminierung

vom Wildtyp-Enzym
aus Squalen gebildet

Vom Wildtyp-Enzym aus
Squalen gebildet; ein

Wildtyp-Enzym aus 27-OH-Squalen,

analoges Produkt wird vom

29-Methylidenoxidosqualen und
2,3-Dihydrosqualen gebildet. Ein htherer
Anteil dieser Produkte entsteht aus Squalen
mit den Enzymmutanten Phe601Ala,
Trpl69His, Trp169Phe und Trp489Phe.

Wildtyp-Enzym aus
2,3-Dihydrosqualen gebildet.

Schema 2. Die enzymkatalysierte Cyclisierung von Squalen zu Hopen. Die durch eine enzymatische Sdure bewirkte Olefin-Protonierung leitet die
enzymkatalysierte Umsetzung ein. Diese Protonierung konnte konzertiert mit einer oder zwei Markownikow-Kation-Cyclisierungen verlaufen. C- und
D-Ring entstehen wahrscheinlich durch Ringschluss zu fiinfgliedrigen Markownikow-Kationen, die ihrerseits Ringerweiterungen durchlaufen. Eine
abschlieBende Markownikow-Cyclisierung vervollstindigt das Hopenskelett. Fiir nahezu jedes vorgeschlagene Intermediat wurden Produkte eines
vorzeitigen Abreagierens oder einer vorzeitigen Eliminierung isoliert. Diese Produkte konnen Nebenprodukte der natiirlichen Umsetzung von Squalen
durch das Wildtyp-Enzym sein, aus der Umsetzung von Substratanaloga hervorgehen oder bei der Umsetzung von Squalen mit den zahlreichen Squalen-

Hopen-Cyclase-Mutanten entstehen.

His 451 und Asp374 unterstreichen die Rolle dieser Reste bei
der initialen Protonierung.’® %! Die Reprotonierung von
Asp376 konnte iiber Tyr495-OH erfolgen, das wiederum in
der Lage ist, Protonen von fehlgeordneten Wassermolekiilen
im solvenszugénglichen oberen Hohlraum der Squalen-Ho-
pen-Cyclase aufzunehmen (siche Abbildung 17 und 25).[4
Diese Schlussfolgerung stimmt mit dem deutlichen Verlust
an katalytischer Aktivitdt beim Austausch von Tyr495 gegen
Phe iiberein.[!

4.2.2. Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclasen

Fiir Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclasen wurde als katalyti-
sche Sdure der initialen Protonierung das H-ver-
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briickte Asp456-His146-Paar vorgeschlagen,'®! doch die
Strukturdaten der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocal-
darius und der Sequenzvergleich lassen vermuten, dass sich
His 146 in der Doméne 2 des Enzyms befindet und daher von
der mutmaBlichen katalytischen Sdure Asp456 weit entfernt
ist. Da Ogxirane leichter protoniert werden als Olefine,
konnte ein isolierter Asparaginsdurerest als katalytische
Sdaure fir die Oxidosqualen-Cyclasen ausreichen. Diese
Betrachtungsweise stimmt auch mit der Tatsache iiberein,
dass das H-verbriickte Asp374-Asp377-Paar, das vermutlich
die Ladung des katalytischen Asp-His-Paars der Squalen-
Hopen-Cyclase kompensiert, zwar innerhalb der Squalen-
Cyclase-Familie konserviert ist, bei den Oxidosqualen-Cycla-
sen jedoch fehlt.[%]
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Abbildung 25. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die initiale Protonie-
rung wihrend der Squalen-Cyclisierung.[*!

4.3. Ringschluss

Die bisher beschriebenen chemischen und theoretischen
Studien deuten darauf hin, dass die Bildung des A- und
moglicherweise auch des B-Rings konzertiert mit der initialen
Oxiran- oder Olefin-Protonierung verlaufen und wahrschein-
lich die Einleitung der Cyclisierungskaskade begiinstigen. Auf
der Grundlage der Struktur der Squalen-Hopen-Cyclase aus
A. acidocaldarius (Abbildung 20) wurde vorgeschlagen, dass
Trp312, Trp 489 und Phe 365 die Carbokationen stabilisieren,
die sich an C2, C6 bzw. C10 von Squalen bilden (C4, C10, C8
gemiB Hopen-Nummerierung, siche Abbildung 24). Die
Reste Tyr420, Tyr609 und Tyr612 sind mit ihren Hydroxy-
gruppen der Tasche des aktiven Zentrums zugewandt und
konnten fiir ein zusétzliches negatives elektrostatisches Po-
tential wihrend der frithen Cyclisierungsstadien sorgen.[* 78l
Tatsédchlich fiihrt die Mutation Tyr612 —Phe zu einem deut-
lichen Verlust an katalytischer Aktivitéit.[”?!

Die verstirkte Bildung der bicyclischen Produkte 62 und 63
durch die Tyr420Ala-Mutante der Squalen-Hopen-Cyclase ist
in Einklang mit einer solchen Rolle fiir Tyr420 (Abbildun-
gen23 und 24)." Analog dazu stiitzt die Bildung des
bicyclischen Produkts 62 durch die Mutation Tyr609 —Phe
das zuvor erérterte Modell.[”! Die Synthese der Verbindun-
gen 63 und 65 durch die Phe365Ala-Mutante (Abbildung 23)
gibt einen zusitzlichen Hinweis auf eine m-Kation-Wechsel-
wirkung zwischen Phe365 und dem C8-Kation (Hopen-
Nummerierung; Abbildung 20).7!! In Ubereinstimmung mit
diesen Annahmen sind Trp 312, Trp489, Phe 365, Tyr609 und
Tyr612 innerhalb der Squalen- und Oxidosqualen-Cyclasen
konserviert. Diese Aminosduren bilden eine hydrophobe,
nichtnucleophile und elektronenreiche Umgebung, die die
initialen Cyclisierungsschritte begiinstigt (siche oben).

Es ist wahrscheinlich, dass die Bildung des C-Rings bei der
Oxidosqualen-Cyclase iiber eine Cyclisierung mit fiinfgliedri-
gem Ubergangszustand verlduft, an die sich eine Ringerwei-
terung anschlieBt (siche oben). Vielleicht ist dieses fiinf-
gliedrige Intermediat gegeniiber der sechsgliedrigen Alter-
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native im Sinne der Markownikow-Regel begiinstigt; die
anschlieBenden Cyclisierungsschritte hingegen verlaufen of-
fenbar thermodynamisch kontrolliert bevorzugt zu Produk-
ten, die einen sechsgliedrigen Ring enthalten. In der Tat
wiirde eine weitere Markownikow-Cyclisierung des 6-6-5-
Kations zu einem unter Ringspannung stehenden 6-6-5-4-
Produkt fithren (siche Schema 1) In Analogie zu den Oxi-
dosqualen-Cyclasen ist bei der Bildung des C-Rings durch
Squalen-Hopen-Cyclasen ein Ringerweiterungsschritt als
kinetisch bevorzugter Reaktionsweg zu erwarten. Die
Tyr420Ala-Mutante der Squalen-Hopen-Cyclase bildet das
6-6-5-Trien 64 als Nebenprodukt,) was belegt, dass eine
solche Cyclisierung bei diesem Enzym moglich ist. Die 6-6-5-
Produkte 64 und 66 wurden kiirzlich bei Umsetzungen mit der
Phe601Ala-Mutante der Squalen-Hopen-CyclaseB! isoliert
(Abbildung 23). SchlieBlich wurde gezeigt, dass das Enzym
den verkiirzten Alkohol 40 in ein 6-6-5-Produkt umwandelt,
was mit dem Abfangen eines beim SchlieBen eines fiinf-
gliedrigen C-Rings gebildeten Markownikow-Kations kon-
sistent wire (Abbildung 13).537)

Die Isolierung unterschiedlicher Mengen an 6-6-6-5-Pro-
dukten bei den Reaktionen des Wildtyps und der Mutanten
der Squalen-Hopen-Cyclase deutet stark auf die Bildung
eines fiinfgliedrigen D-Rings und eine nachfolgende, eben-
falls durch das Enzym katalysierte Ringerweiterung
hin.1*% 42 70 Ein fiinfgliedriges Intermediat des D-Rings kénn-
te gegeniiber der sechsgliedrigen Alternative begiinstigt sein,
weil im Sechsring eine 1,3-diaxiale Abstoung zwischen den
C15- und C19-Methylgruppen von Squalen vorliegt. Jedoch
hat dieser Unterschied keine Giiltigkeit fiir die Bildung des
C-Rings bei Hopen. Auf der Grundlage der Daten von Abe
et al.’” ¥l und Merkofer et al."™ schlagen wir vor, dass Trp 169
und Phe601 das bei der Cyclisierung des fiinfgliedrigen
D-Rings entstehende Kation 67 (Abbildung 15) stabilisieren.
In dem bereits vor Bekanntwerden der neueren Mutagenese-
Ergebnisse durch Energieminimierung erhaltenen Hopen-
modell befinden sich Trp 160 und Phe 601 erfreulicherweise in
unmittelbarer Nachbarschaft zu den erwarteten Positionen
des C19-Kations (C18 gemdB3 Hopen-Nummerierung) in 67
(Abbildung 20 und 24).1 Diese Befunde lassen den Schluss
zu, dass ein 6-6-6-5-Tetracyclus nicht etwa lediglich ein
Nebenprodukt, sondern ein echtes Intermediat der Hopen-
Cyclisierung ist.

Phe 605 der Squalen-Hopen-Cyclase scheint sich in einer
Position zu befinden, die fiir eine Stabilisierung des aus der
Bildung des E-Rings resultierenden terminalen Kations
geeignet ist (Abbildung 20).1 Diese Hypothese wird durch
die Konservierung von Phe605 bei sdmtlichen bekannten
Squalen-Cyclasen (alle bilden pentacyclische Produkte) sowie
durch das Fehlen dieses Rests bei den Oxidosqualen-Cyclasen
(alle bilden lediglich vier Ringe) gestiitzt.4

Unter der Annahme, dass das von den Oxidosqualen-
Lanosterin-Cyclasen gebildete C20-Protosterinkation an die
konservierten aromatischen Reste in dhnlicher Weise bindet
wie das von der Squalen-Hopen-Cyclase gebildete 6-6-6-5-
Intermediat, konnten Trp232 und/oder His234, aber auch
Phe 699 dazu dienen, das C20-Protosterinkation der Oxido-
squalen-Cyclase aus S. cerevisiae zu stabilisieren (Abbil-
dung 21). Von diesen Resten ist Trp232 lediglich innerhalb
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der Oxidosqualen-Cyclasen konserviert. Phe699 dagegen
entspricht Phe 601 der Squalen-Hopen-Cyclase und ist daher
in beiden Enzymklassen konserviert. Diese Sichtweise ist in
Einklang mit den oben beschriebenen Enzymmarkierungs- und
Mutagenese-Experimenten an der Cyclase aus S. cerevisiae.['®!

4.4. Umlagerung und Eliminierung

Obwohl sich das vorgeschlagene 6-6-6-5-Intermediat 67
(Abbildung 15) in geringem Umfang zu Nebenprodukten
umlagert, verlduft die Hopenbildung ohne Methylgruppen-
oder Hydridwanderung.*” Thren Abschluss findet die Reak-
tion entweder durch die Eliminierung zum Hauptprodukt
Hopen (80%) oder durch die Anlagerung von Wasser zu
Diplopterol (20%). Die bei einer Auflosung von 2.0 A
bestimmte Struktur der Squalen-Hopen-Cyclase aus A. aci-
docaldarius enthélt im unteren Teil des aktiven Zentrums ein
Netzwerk aus gut definierten Wassermolekiilen (Abbil-
dung 20).11 Es wurde vorgeschlagen, dass diese enzymge-
bundenen Wassermolekiile durch Reste des weitreichenden
Wasserstoffbriicken-Netzwerks um Glu45 am Boden des
Hohlraums polarisiert werden.[*l Die Position von Glu45 in
der Squalen-Hopen-Cyclase-Struktur und seine Konservie-
rung innerhalb der Squalen-Hopen-Cyclasen deuten darauf
hin, dass ein polarisiertes Wassermolekiil das Kation des
E-Rings angreift oder ein Proton von diesem abstrahiert, was
zur Bildung von Diplopterol bzw. Hopen fiihrt. Alle partiell
cyclisierten Produkte, die von Squalen-Hopen-Cyclasen aus
einer groflen Zahl an Substratanaloga gebildet werden,
enthalten Doppelbindungen, die auf die Eliminierung eines
Protons aus dem Kation zuriickzufiihren sind, und keine
Hydroxygruppen, wie sie bei einer Wasseranlagerung an das
Kation resultieren wiirden (siche oben). Dieser Befund legt
nahe, dass das Netzwerk der Wassermolekiile um Glu45 der
einzige Ort sein konnte, an dem Wasser aus dem aktiven
Zentrum fiir die Reaktion mit Kationen zur Verfiigung steht.

Die beschriebenen Studien an den Oxidosqualen-Cyclasen
unter Verwendung von Substratanaloga lassen vermuten, dass
die Rolle des Enzyms bei der Umlagerung wahrscheinlich in
der Abschirmung der intermedidr gebildeten Carbokationen
gegen die Anlagerung von Wasser oder die Deprotonierung
durch Basen besteht und dadurch die Hydrid- und Methyl-
gruppenwanderungen entlang einer thermodynamisch und
kinetisch giinstigen Kaskade moglich werden. Ein homolo-
giegestiitzter Vergleich der Strukturen der Oxidosqualen-
Cyclase aus S. cerevisiae und der Squalen-Hopen-Cyclase aus
A. acidocaldarius (Abbildung 21) deutet darauf hin, dass sich
His234, ein essentieller und innerhalb der Oxidosqualen-
Lanosterin-Cyclasen konservierter Rest,['™! in einer geeigne-
ten Position befindet, um als katalytische Base bei den
Oxidosqualen-Cyclasen fungieren zu konnen.

5. Ausblick
5.1. Strukturbiologie

Die erste Bestimmung der Struktur einer Triterpen-Cycla-
se, in Verbindung mit einer Fiille neuerer chemischer und
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biologischer Daten, hat unsere Kenntnisse iiber den Mecha-
nismus der Triterpen-Cyclisierung einen grof3en Schritt voran
gebracht. Ein tief greifendes und detailliertes Verstdndnis der
Rolle der Cyclasen bei der konformativen Vororientierung
der Substrate und der Kationenstabilisierung setzt jedoch die
Aufklarung weiterer Triterpen-Cyclase-Strukturen voraus.
Angesichts der Fiille chemischer Daten, die nun fiir Oxido-
squalen-Lanosterin-Cyclasen verfiigbar sind, und der poten-
tiellen medizinischen Bedeutung dieser Enzyme kommt dabei
der Aufklarung der Struktur einer Oxidosqualen-Cyclase eine
vorrangige Bedeutung zu. Diese Bemiihungen werden hof-
fentlich durch die rasche Entwicklung neuer Methoden zur
Expression und Kristallisation von Membranproteinen unter-
stiitzt.®® %1 Wenngleich die menschliche Oxidosqualen-Cycla-
se sowie das Enzym aus Candida albicans hoch attraktive
Angriffspunkte fiir die Entwicklung von Wirkstoffen gegen
Cholesterindmie bzw. Pilzerkrankungen sind, wiirde fiir ein
besseres Verstidndnis der enzymatischen Mechanismen auch
die Aufklarung der Strukturen von leichter handhabbaren
Cyclasen aus Bakterien oder Pilzen geniigen.

5.2. Strukturbasierte Mutagenese

Neuere Erfolge bei der strukturbasierten Mutagenese und
die sorgfiltige Analyse der daraus resultierenden verdnderten
Produktverteilungen haben viel zu unserer Kenntnis tiber den
Mechanismus der enzymatischen Triterpen-Cyclisierungen
beigetragen. Die Charakterisierung weiterer Mutanten wird
unser Verstdndnis dieser Enzyme zweifellos vertiefen. Der
Ubersichtlichkeit wegen wird in diesem Abschnitt durch-
gingig die Nummerierung der Reste der Squalen-Hopen-
Cyclase aus A. acidocaldarius verwendet. Selbstverstidndlich
sind analoge Experimente auf dem Gebiet der Oxidosqualen-
Cyclasen ebenfalls von Bedeutung.

Die Mutationen Leu36 —Tyr und Leu607 —Ile bei der
Squalen-Hopen-Cyclase sowie die entsprechenden Mutatio-
nen Tyr99 —Leu und Ile 705 —Leu bei der Oxidosqualen-
Lanosterin-Cyclase aus S. cerevisiae konnten einen Einblick
in die Rolle dieser Reste bei der Festlegung der Konfiguration
des B-Rings oder auch bei der Ringerweiterung wihrend der
Bildung des C-Rings liefern. Der wiederholte Nachweis
teilcyclisierter Produkte, die von vielen der beschriebenen
Mutanten gebildet werden, ist Ausdruck eines generellen
Problems. Dieses Problem besteht darin, spezifische m-Kat-
ion-Wechselwirkungen von einfachen sterischen Effekten zu
unterscheiden, die von einer Verdriangung des entstehenden
Produkts aus der Tasche des aktiven Zentrums herriihren
konnten oder aber durch geringfiigige Anderungen der
Struktur des aktiven Zentrums verursacht werden. Besonders
deutlich wird dieses Problem in den teilweise widerspriich-
lichen Berichten von Sato et al.’¥! und Merkofer et al.l’}
beziiglich der Bildung des D-Rings durch die Squalen-
Hopen-Cyclase. Isostere Austausche unter Einfithrung nicht-
natiirlicher Aminosduren® konnten solche Widerspriiche
auflosen. Der Ersatz von Trp 489, Phe 601 und Trp 169 durch
fluorierte Analoga dieser Aminosduren wiirde eine Reihe von
hinreichend isosteren Seitengruppen mit unterschiedlichem
Elektronenreichtum und somit unterschiedlicher Fahigkeit
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zur Stabilisierung von Kationen zur Verfiigung stellen. Eine
Korrelation zwischen Elektronenreichtum und Produktver-
teilung, abgeleitet aus der Isolierung mutmafBlicher 6-6-6-5-
Intermediate, wiirde auf spezifische m-Kation-Wechselwir-
kungen hindeuten. Die Notwendigkeit, eine In-vitro-Expres-
sion dieser Enzyme in Gegenwart von Lipiden zu entwickeln
und auch in geringen Mengen gebildete Nebenprodukte der
mutierten Enzyme zu analysieren, sowie die geringe Wech-
selzahl der Squalen-Hopen-Cyclase (0.3 s') machen dies zu
einem anspruchsvollen Unterfangen. Die Herstellung einer
monomeren Squalen-Hopen-Cyclase durch Mutationen an
der vorgeschlagenen Dimerkontaktfliche konnte kldren, ob
die Dimerbildung fiir die Enzymaktivitit und die Bindung an
die Membran notwendig ist.

5.3. Gerichtete Evolution

Die relativ geringen Substrat- und Produktspezifititen der
mutierten Squalen-Hopen-Cyclasen deuten die Moglichkeit
an, neue Triterpene iiber eine gerichtete Evolution dieser
Enzyme herzustellen.”" %2l In Einklang mit dieser Hypothese
wurde kiirzlich eine Oxidosqualen-Cycloartenol-Cyclase iso-
liert, die durch spontane Mutation eines Lanosterin-auxotro-
phen Hefestammes entstanden war (Ile 481 —Val) und in der
Lage ist, Lanosterin herzustellen.’”” Ein katalytischer Anti-
korper mit Terpen-Cyclase-Aktivitdt, der die Cyclisierung
eines nichtnatiirlichen Sesquiterpens zu einer Reihe von
ungesittigten trans-Decalinen katalysiert,’ imitiert ebenfalls
die Struktur des aktiven Zentrums einer natiirlichen Sesqui-
terpen-Cyclase.”> 1 Auch wenn bisher kein katalytischer
Antikorper mit Triterpen-Cyclase-Aktivitit beschrieben wur-
de,”® konnte die Entwicklung von Methoden zur Herstellung
solcher Biokatalysatoren neue Wege zu nichtnatiirlichen
Triterpenen erdffnen.[*- 10

Da viele Squalen-Cyclasen Oxidosqualen als Substrat
akzeptieren,’! kénnten Strategien zur gerichteten Evolution
auch auf die Squalen-Hopen-Cyclasen (oder andere Cyclasen,
die kein Lanosterin produzieren) angewendet werden.['": 102
Der Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclase-defiziente Hefestamm
ERGY7 bietet die Moglickeit, in vivo beziiglich der Bildung
von Lanosterin zu selektieren.’™ Die Struktur einer durch
gerichtete Evolution erhaltenen, zur Lanosterinbildung féhi-
gen Squalen-Hopen-Cyclase-Mutante konnte wertvolle In-
formationen iiber die strukturellen Anforderungen verschie-
dener Ubergangszustandsgeometrien und iiber Geriistum-
lagerungen liefern. Ein solches Ergebnis wire zudem
unbeeinflusst von der natiirlichen Richtung der Evolution.
Allgemeiner formuliert bieten Herstellung und Verwendung
von mutierten Organismen, die andere essentielle Triterpene
nicht produzieren konnen, die Chance, genetische Selektio-
nen in Richtung einer kiinstlichen Evolution von Cyclase-
Enzymen mit neuen Produktspezifitdten vorzunehmen. Eine
griindliche Analyse der fiir die verdnderten Produktspezifi-
taten ursidchlichen Mutationen konnte wichtige Einblicke in
die Bedeutung von Aminosdureresten — sowohl in der Néhe
des aktiven Zentrums als auch weiter davon entfernt — fiir den
Verlauf dieser mechanistisch komplexen, jedoch tiberaus
eleganten enzymkatalysierten Cyclisierungen liefern.

Angew. Chem. 2000, 112, 2930-2952

Diese Arbeit wurde von den National Institutes of Health
(GM-34167 fiir E.J.C.), dem Sonderforschungsbereich 388
(K.UW. und G.E.S.) sowie durch ein Postdoktorandenstipen-
dium der BASF und der Studienstiftung des deutschen Volkes
(K.UW.) gefordert.

Eingegangen am 18. November 1999 [A371]
Ubersetzt von Dr. Joachim Seemann, Reinheim

[1] R.B. Woodward, K. Bloch, J. Am. Chem. Soc. 1953, 75, 2023 —2024.

[2] G. Stork, A. W. Burgstahler, J. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 5068 - 5077.

[3] A. Eschenmoser, L. Ruzika, O. Jeger, D. Arigoni, Helv. Chim. Acta
1955, 38, 1890-1904.

[4] R.K. Maugdal, T. T. Tchen, K. Bloch, J. Am. Chem. Soc. 1958, 80,
2589 -2590.

[5] J. W. Cornforth, R.H. Cornforth, C. Donninger, G. Popjak, Y.
Shimizu, S. Ichii, E. Forchielli, E. Caspi, J. Am. Chem. Soc. 1965, 87,
3224-3228.

[6] E.J. Corey, W. E. Russey, P. R. Ortiz de Montellano, J. Am. Chem.
Soc. 1966, 88, 4750-4751.

[7] E.J. Corey, W. E. Russey, J. Am. Chem. Soc. 1966, 88, 4751 -4752.

[8] E.E. van Tamelen, J. D. Willett, R. B. Clayton, K. E. Lord, J. Am.
Chem. Soc. 1966, 88, 4752 —4754.

[9] 1. Abe, M. Rohmer, G. D. Prestwich, Chem. Rev. 1993, 93, 2189 -
2206.

[10] E.J. Corey, D. D. Staas, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 3526 -3527.

[11] K. Poralla in Comprehensive Natural Products Chemistry, Vol.5
(Hrsg.: D. Barton, K. Nakashini, O. Meth-Cohn), Pergamon, Oxford,
1999, S. 299-319.

[12] C. Jenson, W. L. Jorgensen, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 10846 —
10854.

[13] E.J. Corey, S. C. Virgil, H. Cheng, C. H. Baker, S. P. T. Matsuda, V.
Singh, S. Sarshar, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 11819-11820.

[14] E.J. Corey, S. C. Virgil, S. Sarshar, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113,
8171-8172.

[15] B. Robustell, I. Abe, G. D. Prestwich, Tetrahedron Lett. 1998, 39,
957 -960.

[16] B. Robustell, I. Abe, G. D. Prestwich, Tetrahedron Lett. 1998, 39,
9385-9388.

[17] E.J.Corey, H. Cheng, C. H. Baker, S. P. T. Matsuda, D. Li, X. Song, J.
Am. Chem. Soc. 1997, 119, 1277 -1288.

[18] E.J.Corey, H. Cheng, C. H. Baker, S. P. T. Matsuda, D. Li, X. Song, J.
Am. Chem. Soc. 1997, 119, 1289 —1296.

[19] E.E. van Tamelen, D. R. James, J. Am. Chem. Soc. 1977, 99, 950 -
952.

[20] E.J. Corey, K. Lin, M. J. Jautelat, J. Am. Chem. Soc. 1968, 90, 2724 —
2726.

[21] L. O. Crosby, E. E. van Tamelen, R. B. Clayton, Chem. Commun.
1969, 532-533.

[22] J. C. Medina, K. S. Kyler, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 4818-4821.

[23] X.-y. Xiao, S.E. Sen, G.D. Prestwich, Tetrahedron Lett. 1990, 31,
2097 -2100.

[24] D. Gao, Y.-K. Pan, K. Byun, J. Gao, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120,
4045 - 4046.

[25] T. Hoshino, Y. Sakai, Chem. Commun. 1998, 1591 - 1592.

[26] E.E.van Tamelen, K. B. Sharpless, R. Hanzlik, R. B. Clayton, A. L.
Burlingame, P. C. Wszolek, J. Am. Chem. Soc. 1967, 89, 7150-7151.

[27] E.J. Corey, H. Cheng, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 2709 —2712.

[28] E.J.Corey, S. C. Virgil, D. R. Liu, S. Sarshar, J. Am. Chem. Soc. 1992,
114,1524-1525.

[29] J. W. Cornforth, Angew. Chem. 1968, 80,977 - 985; Angew. Chem. Int.
Ed. Engl. 1968, 7, 903 -911.

[30] W.R. Nes, T. E. Varkey, K. Krevitz, J. Am. Chem. Soc. 1977, 99, 260 —
262.

[31] E.J. Corey, S. C. Virgil, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 4025 -4026.

[32] E.J. Corey, D. C. Daley, H. Cheng, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 3287 —
3290.

[33] E.J. Corey, S. C. Virgil, J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 6429-6431.

2951



AUFSATZE

(34]
(3]
(36]
(37]

(38]
(39]

(40]
(41]
(42]
(43]
(44]
(45]
[46]
[47]

(48]
[49]

[50]
[51]
[52]
(53]
[54]
[55]
(56]
[57]
(58]
(591

(60]

[61]
(62]

(63]
(64]

(65]

[66]
(67]

2952

D. R. Liu, G. E. Schulz et al.

E. E. van Tamelen, J. W. Murphy, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 7204 —
7206.

E. E. van Tamelen, J. H. Freed, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 7206 —
7207.

E. E. van Tamelen, J. Willet, M. Schwartz, R. Nadeau, J. Am. Chem.
Soc. 1966, 88, 5937 —-5938.

T. Hoshino, M. Kouda, T. Abe, S. Ohashi, Biosci. Biotechnol.
Biochem. 1999, 63, 2038 —2041.

T. Sato, T. Abe, T. Hoshino, Chem. Commun. 1998, 2617 -2618.

1. Abe, T. Y. Dang, Y. F. Zheng, B. A. Madden, C. Feil, K. Poralla,
G. D. Prestwich, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 11333-11334.

1. Abe, M. Rohmer, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1991, 902 -903.
I. Abe, M. Rohmer, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1994, 783-791.
C. Pale-Grosdemange, C. Feil, M. Rohmer, K. Poralla, Angew. Chem.
1998, 110, 2355-2358; Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2237 —2240.
T. Hoshino, T. Kondo, Chem. Commun. 1999, 731 -732.

B. Seckler, K. Poralla, Biochim. Biophys. Acta 1986, 881, 356 —363.
C. H. Baker, S.P.T. Matsuda, D.R. Liu, E.J. Corey, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 1995, 213, 154 -160.

1. Abe, M. Bai, X.-y. Xiao, G. D. Prestwich, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 1992, 187, 32 -38.

M. Kusano, M. Shibuya, U. Sankawa, Y. Ebizuka, Biol. Pharm. Bull.
1995, 18, 195-197.

C. H. Buntel, J. H. Griffin, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 9711-9713.
C. A. Roessner, C. Min, S. H. Hardin, L. W. Harris-Haller, J. C.
McCollum, A. L. Scott, Gene 1993, 127, 149 -150.

Z. Shi, C. J. Buntel, J. H. Griffin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91,
7370-7374.

E.J. Corey, S. P. T. Matsuda, B. Bartel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1994, 91, 2211 -2215.

E.J. Corey, S.P. T. Matsuda, C. H. Baker, A.Y. Ting, H. Cheng,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 1996, 219, 327 -331.

E.J. Corey, S. P. T. Matsuda, B. Bartel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1993, 90, 11628 -11632.

T. Kushiro, M. Shibuya, Y. Ebizuka, Eur. J. Biochem. 1998, 256, 238 —
244.

D. Ochs, C. Kaletta, K. D. Entian, A. Beck-Sickinger, K. Poralla, J.
Bacteriol. 1992, 174, 298 -302.

1. G. Reipen, K. Poralla, H. Sahm, G. A. Sprenger, Microbiology
1995, 141, 155-161.

M. Perzl, P. Miiller, K. Poralla, E. L. Kannenberg, Microbiology 1997,
143, 1235-1242.

A. Tippelt, L. Jahnke, K. Poralla, Biochim. Biophys. Acta 1998, 1391,
223-232.

C. Freiberg, R. Fellay, A. Bairoch, W. J. Broughton, A. Rosenthal, X.
Perret, Nature 1997, 387, 394 —-401.

T. Kaneko, S. Sato, H. Kotani, A. Tanaka, E. Asamizu, Y. Nakamura,
N. Miyajima, M. Hirosawa, M. Sugiura, S. Sasamoto, T. Kimura, T.
Hosouchi, A. Matsuno, A. Muraki, N. Nakazaki, K. Naruo, S.
Okumura, S. Shimpo, C. Takeuchi, T. Wada, A. Watanabe, M.
Yamada, M. Yasuda, S. Tabata, DNA Res. 1996, 3, 109 -136.

F. Kunst et al. (iiber 100 weitere Autoren), Nature 1997, 390, 249 —
256.

K. U. Wendt, C. Feil, A. Lenhart, K. Poralla, G. E. Schulz, Protein
Sci. 1997, 6, 722 -724.

K. U. Wendt, K. Poralla, G. E. Schulz, Science 1997, 277, 1811 —-1815.
K. U. Wendt, A. Lenhart, G. E. Schulz, J. Mol. Biol. 1999, 286, 175 -
187.

S. Neumann, H. Simon, Biol. Chem. Hoppe-Seyler 1986, 367, 723 —
729.

K. U. Wendt, G. E. Schulz, Structure 1998, 6, 127 -133.

D. Ochs, C. H. Tappe, P. Gartner, R. Kellner, K. Poralla, Eur. J.
Biochem. 1990, 194, 75-80.

(68]
(69]
[70]
(711
(72]
(73]
(74]
[75]

[76]
(771

(78]
[79]
(80]
(81]
(82]
(83]

(84]

(85]
(86]
(87]
(88]
(89]
(90]

[91]
[92]

(93]
[94]

[95]

[96]
[97]

(98]
[99]

[100]

[101]
[102]

[103]
[104]

[105]

C. Feil, R. Siissmuth, G. Jung, K. Poralla, Eur. J. Biochem. 1996, 242,
51-55.

T. Sato, T. Hoshino, Biosci. Biotechnol. Biochem. 1999, 63, 2189 —
2198.

T. Merkofer, C. Pale-Grosdemange, K. U. Wendt, M. Rohmer, K.
Poralla, Tetrahedron Lett. 1999, 40, 2121 -2124.

C. Pale-Grosdemange, T. Merkofer, M. Rohmer, K. Poralla, Tetra-
hedron Lett. 1999, 40, 6009 —6012.

T. Hoshino, T. Sato, Chem. Commun. 1999, 2005 —2006.

C. Fiill, K. Poralla, FEMS Microbiol. Lett. 2000, 183, 221 -224.

1. Abe, G. D. Prestwich, J. Biol. Chem. 1994, 269, 802 —804.

K. Poralla, A. Hewelt, G.D. Prestwich, I. Abe, I. Reipen, G.
Sprenger, Trends Biochem. Sci. 1994, 19, 157—-158.

K. Poralla, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1994, 4, 285-290.

W. S. Johnson, S. D. Lindell, J. Steele, J. Am. Chem. Soc. 1987, 109,
2517-2518.

D. A. Dougherty, Science 1996, 271, 163 —168.

G. Ourisson, Y. Nakatani, Chem. Biol. 1994, 1, 11-23.

G. Balliano, F. Viola, M. Ceruti, L. Cattel, Arch. Biochem. Biophys.
1992, 293, 122 -129.

G. Blobel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1980, 77, 1496 —1500.

D. Picot, P. J. Loll, R. M. Garavito, Nature 1994, 367, 243 —249.

C. Luong, A. Miller, J. Barnett, J. Chow, C. Ramesha, M. F. Browner,
Nat. Struct. Biol. 1996, 3, 927 -933.

R. G. Kurumbail, A. M. Stevens, J. K. Gierse, J. J. McDonald, R. A.
Stegeman, J. Y. Pak, D. Gildehaus, J. M. Miyashiro, T. D. Penning, K.
Seibert, P. C. Isakson, W. C. Stallings, Nature 1996, 384, 644 —648.
T. Y. Dang, I. Abe, Y. F. Zheng, G. D. Prestwich, Chem. Biol. 1999, 6,
333-341.

A. T. Briinger, Science 1987, 235, 458 —460.

R. D. Gandour, Bioorg. Chem. 1981, 10, 169 -176.

A. Pautsch, J. Vogt, K. Model, C. Siebold, G. E. Schulz, Proteins
Struct. Funct. Genet. 1999, 34, 167 -172.

C. Ostermeier, S. Iwata, B. Ludwig, H. Michel, Nat. Struct. Biol. 1995,
2, 842 -846.

V. W. Cornish, D. Mendel, P. G. Schultz, Angew. Chem. 1995, 107,
677-690; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 621 -633.

F. H. Arnold, A. A. Volkov, Curr. Opin. Chem. Biol. 1999, 3, 54 -59.
D.R. Liu, P. G. Schultz, Angew. Chem. 1999, 111, 36-56; Angew.
Chem. Int. Ed. 1999, 38, 36 -54.

E. A. Hart, L. Hua, L. B. Darr, W. K. Wilson, J. Pang, S.P.T.
Matsuda, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 9887 —9888.

J. Hasserodt, K. D. Janda, R. A. Lerner, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119,
5993 -5998.

C. M. Paschall, J. Hasserodt, T. Jones, R. A. Lerner, K. D. Janda,
D. W. Christianson, Angew. Chem. 1999, 111, 1859-1864; Angew.
Chem. Int. Ed. 1999, 38, 1743 -1747.

C. M. Starks, K. Back, J. Chappel, J. P. Noel, Science 1997, 277, 1815 —
1820.

C. A. Lesburg, J. M. Caruthers, C. M. Paschall, D. W. Christianson,
Curr. Opin. Struct. Biol. 1998, 8, 695 —-703.

P. G. Schultz, R. A. Lerner, Science 1995, 269, 1835 —-1842.

J. Hasserodt, K. D. Janda, R. A. Lerner, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118,
11654 -11655.

J. Hasserodt, K. D. Janda, R. A. Lerner, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122,
40-45.

W. P. C. Stemmer, Nature 1994, 370, 389 -391.

P. A. Patten, R.J. Howard, W. P. C. Stemmer, Curr. Opin. Biotech-
nol. 1997, 8, 724 -733.

M. L. Connolly, J. Mol. Graph. 1993, 11, 139-141.

A. Nicholls, K. A. Sharp, B. Honig, Proteins Struct. Funct. Genet.
1991, 71, 281 -296.

J. D. Thompson, T.J. Gibson, F. Plewniak, F. Jeanmougin, D. G.
Higgins, Nucleic Acids Res. 1997, 25, 4876 —4882.

Angew. Chem. 2000, 112, 2930-2952



