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Die bemerkenswerten stereoselekti-
ven Cyclisierungen von 2,3-Oxidosqua-
len (1) und Squalen (2) zu polycycli-
schen Triterpenen haben Bioorganiker
mehr als ein halbes Jahrhundert lang
fasziniert.'*! Diese Reaktionen werden
in einer groen Zahl von Mikroorganis-
men und hoheren Eukaryoten durch
Squalen-Cyclasen und 2,3-Oxidosqua-
len-Cyclasen katalysiert. Unterschied-
lich aufgebaute aktive Zentren dieser
Enzyme fiihren zur Entstehung struktu-
rell verschiedener polycyclischer Triter-
pene, die als biosynthetische Vorstufen
der Hopanoide und Steroide fungie-
ren.? Die 2,3-Oxidosqualen-Cyclasen
werden daher als mogliche Zielmolekii-
le fiir Wirkstoffe gegen Cholesterindmie
und Pilzerkrankungen untersucht.

Die grundlegenden Schritte der En-
zymreaktionen wurden durch detaillier-
te Studien mit nichtnatiirlichen Substra-
ten aufgeklart (Schema 1). Diese Schrit-
te sind: 1) Bindung des Polyolefin-Sub-
strats in einer gefalteten Konformation,
2) Initiierung der Reaktion durch Pro-
tonierung einer Doppelbindung (Squa-
len) oder eines Epoxids (2,3-Oxidosqua-
len), 3) Ringschluss,4) 1,2-Hydrid- und
Methylgruppenverschiebungen  (z.B.
2,3-Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclase;
OSC) und 5) Eliminierung eines Pro-
tons oder Addition von Wasser.l]
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Die Aufkldrung von Kristallstruktu-
ren des monotopen Membranproteins
Squalen-Hopen-Cylase (SHC) hat eine
dreidimensionale Vorlage geliefert, de-
ren Kombination mit den verfiigbaren
bioorganischen Daten und Mutagenese-
studien erstmals die Aufstellung eines
biomolekularen Mechanismus der enzy-
matischen Triterpen-Cyclisierung er-
moglichte.?” Diese Strukturen erkli-
ren, wie die hydrophoben Substrate aus
der Zellmembran in das im Enzyminne-
ren gelegene aktive Zentrum aufgenom-
men werden, in welchem die Reaktion
anschliefend durch ein acidifiziertes
Aspartat eingeleitet wird."* Im Verlauf
der folgenden Ringschluss-Reaktionen
entfernt sich das Kation von der kataly-
tischen Sdure, und die Intermediate
werden durch aromatische Aminoséu-
ren abgeschirmt, die ihre m-Elektronen
auf das aktive Zentrum richten." Die
Deprotonierung des terminalen Kations
erfolgt durch ein polarisiertes Wasser-
molekiil (SHC) oder durch eine basi-
sche Aminosiure wie His232°5

Entscheidende Schritte dieser kom-
plexen Reaktionen sind nach wie vor
ungekldrt: Wie wird die energetisch
ungiinstige Sessel-Boot-Sessel-Konfor-
mation des Substrats in der OSC indu-
ziert? In welchem Ausmaf verlaufen
Ringschliisse konzertiert mit der initia-
len Protoneniibertragung? Verlduft die
Bildung des C-Rings (OSC und SHC)
und des D-Rings (SHC) iiber Markow-
nikow-Additionen zu den Intermedia-
ten 5, 11 und 13 oder werden andere
Reaktionswege durchlaufen? Was ist
die katalytische Base der OSC?

Aktuelle Arbeiten liefern zwei wich-
tige Momentaufnahmen der Triterpen-
Polyclisierungskaskaden: Reinert et al.
haben die Struktur der SHC im Kom-
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plex mit dem Substratmimetikum 2-
Azasqualen aufgeklirt, was einen Blick
auf die Konformation des Substrats vor
der initialen Protoneniibertragung er-
moglicht (Abbildung 1).®! Thoma et al.
gelang die lang erwartete Aufkldrung
der Struktur der humanen OSC im
Komplex mit dem Reaktionsprodukt
Lanosterin (Abbildung 1).”) Im Folgen-
den werden die Beitrdge dieser Studien
entlang der prinzipiellen Schritte der
enzymatischen Reaktion beleuchtet.

Initiierung

Da Epoxide leichter protoniert wer-
den als Alkene, ist zu erwarten, dass die
katalytische Sédure der OSC weniger
acide ist als die der SHC. In der SHC
ist die katalytische Siure, Aps37657C, so
orientiert, dass das acidere anti-Proton
auf das Substrat gerichtet ist.!%
Asp376°H€ bildet eine H-Briicke zu
His451%%€, das vor der Protoneniiber-
tragung wahrscheinlich positiv geladen
ist und dadurch die Aciditit von
Asp376%C erhoht (Abbildung 1). Eine
negative Gegenladung auf den fest
H-verbriickten Seitenketten von
Asp374%MC: Asp37751C (2.6 A Abstand)
befindet sich in geeigneter Position zur
Stabilisierung der C2- und C6-Kationen
(Squalen-Nummerierung). Drei H-Brii-
cken verbinden Asp376°"C mit dem
umgebenden Solvens und ermdéglichen
so die Reprotonierung, wihrend sich
das cyclisierende Kation von der kata-
lytischen Siure entfernt.”

Die von Thoma etal. bestimmte
Struktur bestitigt Asp455°5€ als kataly-
tische Séure der OSC (Abbildung 1).!
Wie fiir diese Struktur erwartet, wird
Asp45595€ nicht durch einen positiv
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Schema 1. Gesamtmechanismen der Reaktionen, die durch die 2,3-Oxidosqualen-Lanosterin-Cyclase (OSC, oben) und die Squalen-Hopen-Cyclase

(SHC, unten) katalysiert werden.

geladenen Histidinrest polarisiert und
folgerichtig ist das negativ geladene
Asp377°H€: Asp374%HC_Paar in der OSC
nicht konserviert.*** Nicht erwartet
waren dagegen die H-Briicken zwischen
Asp455°5€ und zwei Cysteinresten so-
wie die Tatsache, dass das weniger acide
syn-Proton von Asp 455°5€ zum Substrat
orientiert ist.”!¥) Wie in der SHC kann
die Reprotonierung iiber eine Kette

Angew. Chem. 2005, 117, 4032 —4037

geordneter Wassermolekiile erfolgen,
die Asp455°%¢ mit dem umgebenden
Solvens verbinden. Insgesamt scheint
die Brgnsted-Aciditét der katalytischen
Sdure der OSC niedriger zu sein als jene
der katalytischen Sdure der SHC, was
dem Enzym vermutlich die Unterschei-
dung der Olefin- und der Epoxid-Seite
des Substrats ermoglicht.

www.angewandte.de

Ringschluss

Aus der Struktur des Lanosterin-
OSC-Komplexes ldsst sich schliefen,
wie die energetisch ungiinstige Boot-
Konformation des B-Rings induziert
wird: Thoma et al. schlagen vor, dass
Tyr98°5¢ (Leu36 in SHC) im ansonsten
hoch konservierten ,,oberen® Teil des
aktiven Zentrums die C10-Methylgrup-
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Abbildung 1. Aktive Zentren (Stereographiken links) und Schema der Initiierungsstelle (rechts). Obere Stereographik: SHC von A. acidocaldarius
(hellgrau) mit 2-Azasqualen (gelb; PDB-Code Tump).®! Hervorgehoben sind die polaren Aminosauren um die katalytische Saure Asp 376" (dun-
kelgrau), Strukturwasser-Molekiile (rote Kugeln) und polare Wechselwirkungen (gestrichelt). Der Pfad fiir die ersten vier Ringschliisse ist gemifd
Reinert et al. dargestellt (orange).®! Untere Stereographik: OSC von H. sapiens (tiirkis) mit Lanosterin (gelb; PDB-Code Tw6k).”) Polare Reste um
die katalytische Saure Asp455°°¢, polare Wechselwirkungen und Strukturwasser-Molekiile sind gezeigt wie oben. Die katalytische Base

His 232°°¢:Tyr503°%¢ (H-Briicke violett) akzeptiert ein Proton von C9 des Lanosterin-Kations (schwarzer Punkt).?!
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pe von 2,3-Oxidosqualen unter die Mo-
lekiil-Ebene driickt und so eine Boot-
Konformation erzwingt (Abbil-
dung 2)."!

Eine zeitliche Uberlappung der
OSC-katalysierten A- und B-Ring-
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schliisse mit der initialen Protonierung
wurde basierend auf nichtenyzmati-
schen Daten vorgeschlagen und wird
durch Modeling-Studien gestiitzt,['>*l
die zudem einen analogen Mechanismus
fiir die SHC nahelegen.' Die von Rei-
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nert et al. ermittelte Struktur enthélt das
Substratmimetikum 2-Azasqualen in ei-
ner Konformation, in der die ersten vier
Isopren-Einheiten fiir die Bildung eines
6-6-6- oder 6-6-5-Tricyclus nur kleine
Konformationsédnderungen durchlaufen

Angew. Chem. 2005, 117, 4032 —4037


http://www.angewandte.de

Angewandte

Abbildung 2. Stereographik der Uberlagerung ausgewihlter Reste der OSC von H. sapiens (tiirkis; tiirkise Nummerierung) mit Lanosterin (gelb)

und der SHC von A. acidocaldarius mit 2-Azasqualen (grau; schwarze Nummerierung).

miissen (Abbildung 1).®! Vor der Bil-
dung des D-Rings muss fiir eine effek-
tive Anndherung der C18-C19-Doppel-
bindung an C14 zunéichst eine Rotation
um die C17-C18-Bindung erfolgen. Da-
her ist anzunehmen, dass die D-Ring-
Bildung nicht konzertiert mit der initia-
len Protonierung abléduft. Die beobach-
tete Konformation von 2-Azasqualen
lasst auf einen Markownikow-Ring-
schluss zum 6-6-6-5-Tetracyclus schlie-
Ben.™ Dariiber hinaus zeigen Reinert
et al., dass der E-Ring in 2-Azasqualen
nicht vorgefaltet ist und argumentieren
uberzeugend, dass die Anndherung der
C22-C23-Doppelbindung an C18 eine
signifikante =~ Konformationsdnderung
mit einer erheblichen Energiebarriere
erfordert, woraus sie folgern, dass die
Kaskade auf der Stufe des 6-6-6-5-Kat-
ions 13 pausiert.” Diese Pause wiirde
Zeit fiir Nebenreaktionen lassen und
erklart damit das Auftreten diverser 6-6-
6-5-Nebenprodukte bei der Reaktion
der SHC mit dem natiirlichen Substrat
Squalen. 161

Das Konzept eines Markownikow-
C-Ringschlusses mit nachfolgender
Ringerweiterung wurde von Corey et al.
aus der Beobachtung des 6-6-5-Produk-
tes 19 abgeleitet, das sich bei der Cycli-
sierung von 20-Oxaoxidosqualen (18)
mittels S.-cerevisiae-OSC als Nebenpro-
dukt zum erwarteten 6-6-6-5-Produkt 20
bildete (Schema 2).'”7 Eine Vielzahl
partiell cyclisierter 6-6-5- und 6-6-6-5-
Nebenprodukte aus Studien mit Sub-
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Schema 2. Produkte der Cyclisierung von 20-Oxaoxidosqualen (18) mittels S.-cerevisiae-OSC.I"")

strat-Analoga und mutierten Cyclasen
wurde als weiterer Beleg fiir die Rele-
vanz der Kationen 5, 11 und 13 im
Mechanismus der SHC- und OSC-ver-
mittelten Cyclisierungen herangezo-
gen.l! Bisher nicht isoliert wurden da-
gegen 6-6-6-Produkte, die aus den Kat-
ionen 6 (OSC) und 12 (SHC) entstehen
konnten,” und nur in Spuren isoliert
wurden 6-6-6-6-Nebenprodukte, die aus
Kation 14 entstehen.'¥ Aus diesen Be-
obachtungen konnte man schlieBen,
dass 6, 12 und 14 keine stabilen Spezies
auf der Reaktionskoordinate sind. Al-
lerdings ist die Isolierung von Neben-
produkten, die aus unterbrochenen Cy-
clisierungen hervorgehen, kein endgiil-
tiger Beweis fiir den natiirlichen Reak-
tionsmechanismus des Enzyms.
Basierend auf Molekiildynamik-Si-
mulationen haben Gao et al. vorgeschla-
gen, dass 10 auf dem SHC-vermittelten
Reaktionspfad als einziges Intermediat
mit signifikanter Lebensdauer gebildet
wird und {iiber lediglich einen Uber-
gangszustand zu 15 reagiert.™ Dieser
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Vorschlag widerspricht der Arbeit von
Reinert et al., die die schnelle Bildung
des 6-6-6-5-Intermediats 13 vorschlagen,
auf die zunichst eine langsame Kon-
formationsdnderung der verbleibenden
nichtcyclisierten Polyolefinkette folgen
soll. Im Anschluss wiirden D-Ring-Er-
weiterung und E-Ring-Bildung konzer-
tiert verlaufen.®! Die Klirung dieses
Widerspruchs wiirde durch Kenntnis
der Konformation der nichtcyclisierten
Isopren-Kette in Komplexen der SHC
mit Analoga von 10-13 erleichtert.

Fiir die OSC zeigten Thoma et al.,
dass sich His232°¢ und Phe 696°5€ in
Positionen befinden, die m-Kation-
Wechselwirkungen mit dem C20-Proto-
sterin-Kation 7 sowie mit einer Ladung
auf C14, die im moglichen Intermediat 6
entstiinde, erlauben (Abbildung 1).”)
Wie fiir die SHC gezeigt, wiaren Kom-
plex-Strukturen der OSC mit 2-Aza-
squalen und mit Analoga von 4-6 eine
wichtige Grundlage fiir ein detailliertes
Verstandnis der Bildung des Lanosterin-
C-Rings. Phe605%C ist an der SHC-

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

4035


http://www.angewandte.de

Highlights

4036

vermittelten Bildung des E-Rings betei-
ligt und daher in der OSC, die lediglich
vier Ringe bildet, nicht konserviert.”!

Anders als in den Squalen-Cyclasen
ist Gly600%H¢ in allen bekannten Oxi-
dosqualen-Cyclasen deletiert."”! Es wur-
de gezeigt, dass die AGly6015H°-Mutan-
te der SHC von A. acidocaldarius (35)-
2,3-Oxidosqualen in eine Mischung aus
mono- und tricyclischen Produkten um-
setzt, aber bei (3R)-2,3-Oxidosqualen
und dem natiirlichen Substrat Squalen
inaktiv ist.’”! Dieses Ergebnis ist in
Anbetracht der bekannten Biostruktu-
ren nicht selbstverstiandlich und bedarf
weiterer Untersuchungen.

Umlagerung, Eliminierung und
Freisetzung der Produkte

In der SHC wird die Reaktion durch
ein polarisiertes Wassermolekiil X ter-
miniert,”! welches das Hopenyl-Kation
15 zu Hopen (16) deprotoniert oder sich
unter Bildung von Diplopterol (17) ad-
diert. X wurde allerdings in keiner der
bisher analysierten Kristallstrukturen
direkt beobachtet.”! Basierend auf Mo-
lekiildynamik-Simulationen  schlagen
Reinert et al. vor, dass sich das cyclisie-
rende Squalen zu seinem Zentrum hin
kontrahiert. Aufgrund der resultieren-
den Position des Hopenyl-Kations 15
kann man eine Position fiir X vorschla-
gen, die sich in der Nihe eines Wasser-
Netzwerks um Glu45%C befindet."¥!

Im aktiven Zentrum der OSC wird
das C20-Protosterin-Kation 7 zunéchst
umgelagert und dann an der C9-Position
deprotoniert  (Lanosterin-Nummerie-
rung; Schema 1 und Abbildung 1). Tho-
ma et al. schlagen einen Gradienten der
n-Elektronendichte im aktiven Zen-
trum der OSC als Triebkraft fiir die
Umlagerung von 7 zu 8 vor. Allerdings
entsteht bereits bei der nichtenzymati-
schen Umlagerung von 21 das 24,25-
Dihydroparkeolbenzoat 22 (Sche-
ma 3)P! - diese Beobachtung zeigt, dass
die Umlagerung von 7 zu 8 nur minima-
ler enzymatischer Unterstiitzung bedarf.
Es ist daher anzunehmen, dass die Po-
sition der katalytischen Base eine wich-
tigere Triebkraft fiir die Umlagerung ist
als die m-Elektronenverteilung im akti-
ven Zentrum. Thoma et al. bestitigen,
dass His2329%¢ der einzige basische
Rest in der Umgebung der Deprotonie-
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Schema 3. Nichtenzymatische Umlagerung von 21.

rungsstelle ist.' His 23295 bildet eine
H-Briicke zur Hydroxygruppe von
Tyr503°5€, die sich in einer geeigneteren
Position zur Aufnahme eines Protons
von C9 des Lanosterin-Kations befindet
als His232°5¢ selbst (Abbildung 1).”)
Die Zuordnung des H-verbriickten
His 23295 Tyr 503°5C-Paars als katalyti-
sche Base der OSC wird durch weitere
Daten gestiitzt: 1) den essenziellen
Charakter des entsprechenden His234
der OSC von S. cerevisiaeVl sowie
2) die Beobachtung, dass die Tyr510
Ala-Mutante der OSC von S. cerevisiae
Parkeol 23 bildet,?? ein Produkt, das
dem der nichtenzymatischen Reaktion
von 21 (zu 22) entspricht.

Die Freisetzung der sperrigen Reak-
tionsprodukte aus den hydrophoben ak-
tiven Zentren in die Zellmembran ist
eine eindrucksvolle Fihigkeit der Tri-
terpen-Cyclasen. In der SHC ist der
Kanal von der Membran zum aktiven
Zentrum wahrscheinlich flexibel genug
fiir den Durchlass der Produkte,”>® und
auch in der OSC weist diese Region eine
erhohte Flexibilitit auf, sodass fiir die
Freisetzung der Produkte in beiden Fl-
len analoge Mechanismen zu erwarten
sind.

Ausblick

Die grundlegenden Schritte der en-
zymatischen Triterpen-Cyclisierung
wurden mithilfe einer Kombination
von bioorganischer Chemie, Struktur-
biologie und gerichteter Mutagenese
aufgekldrt. Eine detaillierte experimen-

www.angewandte.de

BF,
CH,Cl,,—78°C

PhCO;

[21]

telle Analyse dieser komplexen Reak-
tionen wird aber dadurch erschwert,
dass selbst kleine sterische Anderungen
am Enzym oder am Substrat die Kon-
formation und Position des cyclisieren-
den Polyolefins so verdndern konnen,
dass der Reaktionsweg weit entfernt
vom Ort der Mutation beeintrichtigt
wird.®!! Eine Aufklirung der exakten
Reaktionskoordinaten sowie eine Dif-
ferenzierung von sterischen und elek-
tronischen Beitrdgen einzelner Amino-
sduren erfordert daher die Bestimmung
der Strukturen nativer und mutierter
Cyclasen im Komplex mit Substrat- und
Ubergangszustands- Analoga.
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