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beendet, sobald die Temperatur auf 170-175°C (nach 30-40 h) gefallen
ist. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wird das transparente
Kolloid mit dem vierfachen Volumen an Methanol versetzt, woraufhin die
Nanokristalle ausfallen. Diese werden abzentrifugiert, mit Methanol
gewaschen und getrocknet (Ausbeute: 10.8 g, 89 %).

Um transparente und streufreie Kolloidlosungen zu erhalten, werden
50 mg des Pulvers entweder in 5 mL N,N-Dimethylformamid bei 100°C
oder in 5 mL Methanol, das einige Tropfen einer Losung von Tetra-n-
butylammoniumhydroxid (25 Gew.-% ) in Methanol enthélt, redispergiert.
Vor den spektroskopischen Messungen wurden beide Losungen mit
Methanol oder 2-Propanol um den Faktor 50 verdiinnt.

Zur Bestimmung der Quantenausbeute bei Raumtemperatur wurde die
Emission der Kolloidlosung mit derjenigen einer Losung von Rhoda-
min 6G (Lambda Physics, laser grade; in spektroskopisch reinem Ethanol)
verglichen, wobei die beiden Losungen identische optische Dichten bei der
Anregungswellenldnge aufwiesen.
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Synthese funktionalisierter Cyclohexadien-
trans-diole durch rekombinante Escherichia-
coli-Zellen**

Dirk Franke, Georg A. Sprenger und Michael Miiller*

Durch Ganzzellbiotransformation produzierte funktionali-
sierte Cyclohexadien-cis-diole (cis-CHD) haben sich in der
organischen Synthese als duBerst wertvolle Ausgangssubstan-
zen zur Herstellung zahlreicher Natur- und Wirkstoffe
erwiesen.l!l Ausgehend von cis-CHD sind z.B. Synthesen zu
Conduritol,” Zeylenal® und ent-Morphinan!* erarbeitet wor-
den.

Am Diensystem substituierte Cyclohexadiendiole mit
trans-stindiger Glycoleinheit (trans-CHD) haben sich dage-
gen bislang nicht als chirale Synthesebausteine etablieren
konnen. Grund hierfiir ist die bislang schlechte Verfiigbarkeit
dieser Verbindungen. Zum einen konnen durch die Dioxy-
genase-katalysierte Dihydroxylierung von Arenen keine
trans-Diol-Einheiten aufgebaut werden, wihrend die Epoxi-
dierung durch eine Monooxygenase und die nachfolgende
nucleophile Offnung in aller Regel racemische Produkte
liefern. Zum anderen sind alle chemischen Routen zu trans-
CHD durch geringe Enantioselektivitdt sowie aufwindige
Synthesefolgen gekennzeichnet.> ¢ Versuche verschiedener
Arbeitsgruppen, trans-CHD direkt aus cis-CHD herzustellen,
waren ebenfalls durch geringen Erfolg in Bezug auf die
Gesamtausbeuten gekenn-
zeichnet.? 7! i oH i

Gleichwohl konnte ge- @\ @\
zeigt werden, dass trans- OH " OH
CHD und insbesondere De- OH
rivate von trans-2,3-Dihy-
droxy-2,3-dihydrobenzoe-
sdure ideale Ausgangsverbindungen zur Herstellung von
Aminocarbazuckern (z.B. Valienamin)P® und natiirlichen
Cyclohexanbisepoxiden (z.B. Crotepoxid)®! sind.

trans-CHDs kommen aber auch als Folgemetabolite des
Shikimatbiosyntheseweges in Bakterien, Pflanzen und Pilzen
vor und sind damit prinzipiell durch Eingriffe in deren
Metabolismus (metabolic engineering) zugénglich. So konn-
ten Frost et al. beispielsweise Shikimisdure und Chinasdure

2,3-trans-CHD 3,4-trans-CHD
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durch Fermentation rekombinanter Escherichia-coli-Stimme
in Konzentrationen bis 27 bzw. 13 gL' produzieren.l”! Eine
Exkretion zweier trans-CHDs (Dihydroxydihydrobenzoesiu-
re-Isomere) in Konzentrationen bis 200 mgL~! gelang Leist-
ner und Mitarbeitern mit (allerdings potentiell human-
pathogenen) Klebsiella-pneumoniae-Stimmen.[') Es liegt da-
her nahe, dass trans-CHDs einfach und effizient durch einen
biotechnologischen Prozess hergestellt werden konnten, wel-
cher auf den Shikimatbiosyntheseweg zuriickgreift. Im Fol-
genden wird der erste direkte Zugang zu (25,3S)-Dihydroxy-
2,3-dihydrobenzoesédure 3 aus Glucose und anderen erneuer-
baren Kohlenstoffquellen mittels im Stofffluss deregulierter,
rekombinanter E.-coli-Stimme beschrieben.

3 ist ein Intermediat auf dem Biosyntheseweg des Eisen-
chelators Enterobactin und wird aus Chorismat 1 in zwei
Katalyseschritten iiber Isochorismat 2 gebildet (Schema 1).11!

CO, EntC co, EntB co,”
x Mg?" \_.OH OH
| J\ - JL -~
Y~ Y07 “co; X or . on
OH Kor
NAD*
EntA (
NADH
CO,
OH
Enterobactin = <— -+ <—
OH
4

Schema 1. Metabolite des Enterobactin-Biosyntheseweges sind Chorismat
1, Isochorismat 2, (28,35)-Dihydroxy-2,3-dihydrobenzoesiure 3 und 2,3-
Dihydroxybenzoat 4. Die beteiligten Enzyme sind Isochorismatsynthase
(EntC), Isochorismatase (EntB) und 2,3-Dihydroxybenzoatsynthase
(EntA).

Hieran beteiligte Enzyme sind Isochorismatsynthase (kodiert
durch das Gen entC) und Isochorismatase (kodiert durch
entB). Die Aromatisierung zu 2,3-Dihydroxybenzoesiure 4
wird durch 2,3-Dihydroxybenzoatsynthase (kodiert durch
entA) katalysiert (Schema 1). Eine intrazellulire Uberpro-
duktion von 3 kann demzufolge insbesondere durch zwei
Faktoren begiinstigt werden: 1. durch Verstarkung des meta-
bolischen Flusses hin zum Zielprodukt, z. B. durch Amplifika-
tion der EntB/EntC-Aktivititen,'” und 2. durch Verhinde-
rung des Abbaus des Zielmolekiils, d.h. durch Erniedrigung
der EntA-Aktivitit.

Um zu zeigen, dass 3 durch diese Stoffflussderegulation
iberproduziert und ins Kulturmedium exkretiert wird, haben
wir E.-coli-Mutanten mit entA-Defekt (AN193, H1882) mit
Plasmiden transformiert, welche entB, entC bzw. entB/entC

Tabelle 1. E.-coli-Ausgangsstimme.

enthielten. Analog dazu haben wir Stimme ohne entA-Defekt
(DHS5a, W3110) transformiert (Tabelle 1).

Uber Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektropho-
rese (SDS-PAGE) konnte eine verstirkte Expression der
jeweiligen Gene durch Nachweis der gebildeten Proteine im
Zellaufschluss aus allen rekombinanten Stdmmen verifi-
ziert werden. Entsprechend erhohte Enzymaktivititen
konnten durch HPLC-chromatographische Verfolgung des
Abbaus von Chorismat 1 zu 2 und 3 eindeutig bestétigt
werden.

Bei Fermentation der konstruierten Stdmme im Schiittel-
kolben zeigte sich, dass die entA~-Mutanten H1882 und
AN193 mit plasmidkodierten Funktionen entB und entC 3 bis
zu einer Exkretionsleistung von 27 mgh~! pro g Biotrok-
kenmasse produzierten. Die Stimme DH5a und W3110 (mit
EntA-Aktivitit und EntB/EntC-Uberproduktion) lieferten
ebenfalls 3, allerdings war die Exkretionsleistung hier mit ca.
9mgh~! pro g Biotrockenmasse deutlich niedriger (Tabel-
le 2). Bei allen Stimmen, die entweder nur EntB oder nur
EntC tiberproduzierten, sowie bei nichttransformierten Stam-
men konnte im Fermentationsmedium weder 3 noch ein
anderes Enterobactin-Intermediat (1, 2 oder 4) nachgewiesen
werden.

Tabelle 2. Exkretionsleistungen (3) [mgh™! pro g Biotrockenmasse] bei
Uberexpression der EntB und EntC kodierenden Gene. Eine Exkretion
von 1, 2 oder 4 wurde nicht beobachtet. Nachweisgrenze <1 mgL-.

verwendeter Stamm /pJFentB /pJFentC /pJFentBC
(chromosomales Merkmal) EntB EntC EntB/EntC
DH5a, W3110 (entA+) n.q. n.q. 9

AN193, H1882 (entA-) n.q.l n.q. 27

[a] n.q. = nicht quantifizierbar (unterhalb der Nachweisgrenze).

Um inhibierende oder repressorische Einfliisse komplexer
Bestandteile des Mediums auf die Produktbildung zu ver-
meiden, wurde ein nichtkomplexes Minimalmedium beste-
hend aus Mineralsalzlosung, Puffer und definierter Kohlen-
stoffquelle entwickelt. Beste Wachstums- und Produktions-
geschwindigkeiten konnten mit einem beschriebenen
Minimalsalzmedium!'® mit erhthter Ammoniumchlorid-Kon-
zentration und zusitzlichem 2,3-Dihydroxybenzoat (wegen
des entA-Defektes) erreicht werden. Die Substanzen, fiir die
einige Stimme auxotroph waren (Thiamin, Leucin, Prolin,
Tryptophan), wurden bei allen Experimenten zugesetzt.

3 kann auBler aus Glucose auch aus anderen Kohlenstoff-
quellen wie Galactose, Fructose, Glycerin, Acetat oder Lactat
einfach hergestellt werden (Schema?2). Mit den besten
Kohlenstoffquellen (Glycerin, Galactose) werden teilweise
sogar noch bessere Exkretionsleistungen (bis 48 mgh~! pro g
Biotrockenmasse) erreicht.

Stamm relevanter Genotyp entA Lit.
DH5a F-endAl hsdR17(rymf)recAl supE44thi-1 A(lacZYA-argF)U169 ®80lacZAM15 + [12]
W3110 F-AIN(rrnD-rrnE) prototroph + [13]
AN193 trpE381leuB6 proCl4lacY1 fhuA23 rpsL109(Str®) A~ entA403 - [14]
H1882 araD139 A(argF-lac)169 A~ flhD5301 rpsL150(StrR) A(fep A-ent) - [15]
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Schema 2. Die mikrobielle Produktion von 3 ist ausgehend von verschie-
denen nachwachsenden Kohlenstoffquellen méglich. Angegeben sind die
mit Zellen vom E.-coli-Stamm AN193 mit den Genen entB/entC im
Mineralsalzmedium mit 10 gL~ Substrat erhaltenen Produktionsleistun-
gen [mgh~! pro g Biotrockenmasse].

Die entA~-Stimme wiesen beziiglich der Produktion von 3
eine hohe Langzeitstabilitdt bei gleichzeitig hohen Exkre-
tionsleistungen auf — eine wichtige Voraussetzung fiir hohe
Raum-Zeit-Ausbeuten bei kontinuierlicher Prozessfithrung.
In einem pH-geregelten Riihrkesselreaktor konnte unter
optimierten Bedingungen bei pH 6.8 und 37°C und unter
Glucose-Zudosierung (fed-batch) die Katalysereaktion tiber
einen Zeitraum von iiber 40 h aufrechterhalten werden. In
diesem Zeitraum wurden in einem 20-L-Kultivierungsansatz
bei einer Zellkonzentration von 12 g L-! Biotrockenmasse aus
690 g Glucose-Monohydrat 92 g 3 erhalten, entsprechend
einer molaren Ausbeute von 17 %.['1 Das Produkt war auch
hier wiederum frei von Verunreinigungen durch 1, 2 oder 4,
sodass eine Trennung durch komplizierte Aufreinigungsver-
fahren obsolet wird.

Fine einfache und quantitative Abtrennung von den
Fermentationssalzen wird durch mehrfache Extraktion des
auf pH 3 angesduerten Permeates der Zellsuspension mit
kurzkettigen Alkoholen erreicht (z.B. mit 1-Butanol, Extrak-
tionskoeffizient 30 % ). Nach sdulenchromatographischer Rei-
nigung wird 3 als gelblicher Feststoff hochrein erhalten. Die
Ausbeute betrigt 73 % bezogen auf die Isolierung. Alternativ
hierzu kann durch Ionenaustauschchromatographie das Pro-
dukt mit dhnlicher Reinheit in 75% Ausbeute isoliert
werden.I'8! 3 ist bei Raumtemperatur im pH-Bereich 3 <
pH <11 iiber Wochen stabil.

Zur Demonstration, dass ausgehend von substituierten
trans-CHDs eine dhnlich vielfaltige Folgechemie wie die der
cis-CHDs aufgebaut werden kann, haben wir exemplarisch
ausgehend von 3 regio- und stereoselektive Synthesen zu
pharmakologisch interessanten Zielmolekiilen erarbeitet.['"]

Wir haben gezeigt, dass (25,35)-Dihydroxy-2,3-dihydro-
benzoesdure 3 direkt aus Glucose und anderen erneuerbaren
Kohlenstoffquellen mittels im Stofffluss deregulierter, rekom-
binanter E.-coli-Stamme hergestellt werden kann. Mit diesen
Stammen, welche nicht pathogen sind und nach deutschem
Gentechnikgesetz als S1 klassifiziert sind, ist zudem erstmals
eine kostenglinstige Produktion im Multigramm-Ma@stab
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moglich. Von besonderem Vorteil ist, dass das Produkt frei
von metabolischen Verunreinigungen ist, sodass es einfach
isoliert werden kann. Derzeit versuchen wir, auch einen
enantioselektiven Zugang zu 3.,4-trans-CHD-Derivaten durch
die Stoffflussderegulierung in rekombinanten Mikroorganis-
men zu erdffnen.

Experimentelles

Die Gene entB und entC wurden aus chromosomaler DNA des E.-coli-K-
12-Wildstamms W3110 in vitro durch Polymerasekettenreaktion (PCR)
amplifiziert und je einzeln sowie gemeinsam (in tandem) in das Klonier-
plasmid pJF119EH1P" inseriert. Die benutzten Oligonucleotide sind 5'-
TATGGATCCACGCGCATCAGCCTGAA-3 sowie 5-GGGCTGCAG-
ACATTTTTACCGCTG-3' fiir entB und 5-GGCGAGCTCATTATT-
AAAGCCTTT-3' sowie 5-TGCGGATCCTCGCTCCTTAATGC-3' fiir
entC. Klonierstellen waren BamHI und PstI fiir entB bzw. Sacl und BamHI
fiir entC. Die E.-coli-Stimme W3110, DH5a, AN193 und H1882 wurden
jeweils mit den so erhaltenen drei Plasmiden transformiert.

Die Fermentationen zu Produktionsuntersuchungen wurden in 100 mL
Mineralsalzmedium!"”! (pH 7 mit 1N NaOH) in 1-L-Schiittelkolben durch-
gefiihrt. Dazu wurden Zellen von 100 mL Vorkultur aus Luria-Bertani-
Medium®'! (mit 100 mg L~ Ampicillin, 100 pm Isopropyl-3-b-thiogalacto-
pyranosid (IPTG) bei einer optischen Dichte (4 =600 nm) von 2) in der
Phase mittelexponentiellen Wachstums geerntet, in sterilem Mineralsalz-
medium (mit 100 mg L' Ampicillin, 100 um IPTG) resuspendiert und bei
37°C und 150 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Die Exkretion wurde
iiber einen Zeitraum von 10 h HPLC-chromatographisch verfolgt (maxi-
male Exkretion nach ca. 4 h).

Das Mineralsalzmedium fiir optimierte Produktion und Wachstum (ver-
dndert nach Pan et al.l'"!) enthielt pro Liter 13 g KH,PO,, 10 g K,HPO,,6 g
NaH,PO,-2H,0, 2 ¢ (NH,),SO,, 3¢ MgSO,-7H,0, 5g NH,CI, 40 mg
FeSO,-7H,0, 40 mg CaCl,-2H,0, 10 mg MnSO,-2H,0, 2 mg ZnSO,-
7H,0, 10 mg AICL;-6H,0, 4 mg CoCl,-6H,0, 2 mg Na,MoO,-2H,0,
1 mg CuCl,-2H,0, 0.5 mg H;BO;, 200 mg Leucin, 200 mg Prolin, 200 mg
Adenin, 20 mg Thiamin, 200 mg Tryptophan, 20 mg 2,3-Dihydroxybenzoe-
sdure und 100 mg Ampicillin.

Die Kultivierung im 30-L-Riihrkessel-Bioreaktor (Chemap, Schweiz,
Arbeitsvolumen 20 L) wurde bei pH 6.8 (geregelt) und 37°C mit dem
optimierten Medium durchgefiihrt. Inokuliert wurde mit 1 L Vorkultur aus
Komplexmedium. Die Glucosekonzentration betrug zu Beginn 30 gL
Die Kohlenstoffquelle wurde dann portionsweise steril zugegeben, sodass
eine Konzentration von 5-10 g L~! aufrechterhalten wurde. Die Induktion
erfolgte bei einer Zellkonzentration von 5 gL-! Biotrockenmasse mit
100 um IPTG. Begast wurde mit 25 LLuft pro Minute.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel-60 mit
Essigsdureethylester/MeOH (5/1) gereinigt. Physikalische Daten von 3
(gelber Feststoff): [a]d =3.8 (¢=0.6 in Ethanol); "H-NMR (300 MHz,
[D,JMeOH, 23°C): 6=4.10 (d, 3/(H,H)=2.5Hz, 1H; CHOH), 4.50 (d,
3J(H,H)=2.5Hz, 1H; CHOH), 6.20 (m, 2H; C=CH), 7.06 (dd, *J(H,H) =
33, Y(HH)=32Hz, 1H; C=CH); BC-NMR (75MHz, [D,MeOH,
23°C): 6=68.8 (CH), 70.4 (CH), 125.1 (CH), 130.8 (Cyyar), 134.3 (CH),
134.4 (CH), 170.2 (COOH); IR (KBr): 7=1699cm™! (C=0), 1644 (C=C),
1586 (C=C), 1258, 1075, 1008; UV/Vis (H,0): 4. (¢) =279 nm (4900); EI-
MS (70 eV): m/z (%): 156 (6) [M*], 138 (100) [M* — H,0], 110 (63) [M* —
2H,0], 93 (10), 82 (29), 65 (13) [CsHs"]; HR-MS: ber. fiir C;HzO,:
156.0423; gef.: 156.0424.

Eingegangen am 31. August 2000 [Z15735]
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Wasserunterstiitzter intramolekularer
Elektronentransfer vom Ring zur Seitenkette in
N,N,N',N'-Tetraalkyl-p-phenylendiamin-
Radikalen — Umkehrung der Seitenketten-
Deprotonierung von Radikalkationen

Steen Steenken® und Abel J. S. C. Vieira

Bei Arenen mit (substituierten) Alkylgruppen als Substi-
tuenten ist oft eine ,,Aktivierung* der Seitenkette moglich,
indem der ,,Oxidationszustand* des Arens, z.B. durch Ein-
Elektron-Reduktion!"7 oder, was hiufiger durchgefiihrt wur-
de, -Oxidation®®3! verindert wird. Eine charakteristische
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Reaktion von Radikalkationen ist die C-H-Deprotonierung in
der Seitenkette (typischerweise in der Benzylposition), die zu
neutralen (Benzyl-)Radikalen fiihrt. Die umgekehrte Reak-
tion, die Protonierung an C, ist auch bekannt (fiir Radikal-
anionen),l"“2 betrifft aber nicht die Seitenkette, sondern den
Ring. Wir haben nun ein Beispiel gefunden fiir die Pro-
tonierung eines Seitenketten-C-Atoms (eine Reaktion, die
ein neutrales Radikal betrifft), wobei die erforderliche hohe
Elektronendichte an der Seitenkette durch einen Elektronen-
transfer vom Ring zur Seitenkette zur Verfiigung gestellt
wird.

N,O-gesittigte wissrige Losungen (pH7-12) von
N,N,N',N'-Tetramethyl-p-phenylendiamin (TMPD eingesetzt
als Dihydrochlorid) wurden den 100-ns-Elektronenpulsen
eines 3-MeV-van-de-Graaff-Beschleunigers ausgesetzt und
die zeitabhingigen Anderungen der Transmission oder der
Leitfdhigkeit der Losung aufgezeichnet. Die Bestrahlung von
Wasser fiihrt zu den Radikalen *OH (45%), H* (10 %) und e,
(45 %). Das hydratisierte Elektron reagiert mit N,O (20 mm)
in <20 ns unter Bildung eines weiteren ‘OH-Radikals. In
einer 0.2-0.5 mm TMPD-Losung tritt unter diesen Bedin-
gungen das Radikalkation TMPD"* auf, dessen A4,,,,-Werte[?!]
bei 330, 565 und 610 nm liegen (Abbildung 1).?2) TMPD"+
entsteht hierbei auf zwei Wegen, einem direkten und einem
indirekten. Die direkte, ,,schnelle* Reaktion liefert (55 +5) %
der Gesamtausbeute an TMPD* (Abbildung 1, Einschub b).
Die Geschwindigkeit, aber nicht die Ausbeute dieser
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Abbildung 1. Absorptionsspektren nach der Reaktion von O*~ mit 0.4 mm
TMPD in N,O-gesittigtem Wasser ([KOH]=0.4M, 20°C; @ = Spektrum
von TMPD"*; o =Spektrum von >NCH,"). Einschub a und b zeigen die
Abnahme der Menge an >NCH," (350 nm) und die damit einhergehende
Bildung von TMPD"* (565 nm) bei 0.4 M KOH pH 7.4. Einschub c zeigt den
Anstieg der Leitfiahigkeit G bei pH 10, der im Wesentlichen die Bildung
von OH~ widerspiegelt.

Reaktion hiingt von der TMPD-Konzentration ab,?! wo-
hingegen die Geschwindigkeit der zweiten, langsameren
Reaktion (k= (6.641) x 10*s! bei 20°CP) nicht von der
TMPD-Konzentration (0.1-1 mm) und vom pH-Wert (7-12)
abhingt, wohl aber von der Temperatur (zwischen 0 und
50°C). Aus dieser Temperaturabhingigkeit ergeben sich
die Eyring-Parameter fiir die zugrunde liegende Reaktions-
folge aus Elektronentransfer und Seitenkettenprotonierung
(siehe Schema 2) zu AH*=(4.9+0.5) kcalmol~! und AS*=
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