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Ein enantiokomplementires dirigierendes Protein fiir die enantio-
selektive Laccase-katalysierte oxidative Phenolkupplung™**
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Andreas Schaller*

Die oxidative Phenolkupplung spielt als Schliisselschritt der
Biosynthese von Lignanen, Flavonolignanen und Alkaloiden
eine zentrale Rolle im pflanzlichen Sekundirmetabolismus.!"!
Wihrend die dimerisierende Kupplung von Propenylphenol-
Derivaten zu Lignanen in vivo meist mit hoher Regio-, Dia-
stereo- und Enantioselektivitit ablduft,”) beobachtet man in
vitro bestenfalls vernachlissigbare Enantioselektivititen.>*
So entsteht nach enzymatischer Oxidation und Kupplung von
(E)-Coniferylalkohol (1) in vitro nur racemisches Pinoresinol
((£)-2).

Regio- und stereoselektive Phenolkupplungen sind in der
Natur aber nicht auf den pflanzlichen Sekundédrmetabolismus
beschrinkt, sondern treten auch in Bakterien, Flechten und
Pilzen auf.l") Beispielhaft seien hier die regioselektive Bildung
der Isomeren Vioxanthin in Penicillium citreoviride und Pig-
mentosin A in Hypotrachyna immaculata'® sowie die Bildung
der enantiomeren Perylenchinone Hypocrellin und Hypoc-
rellin A in Hypocrella bambusae bzw. in Shiraia bambusico-
la"" erwihnt. Die Griinde fiir diesen unterschiedlichen Ver-
lauf oxidativer Phenolkupplungen in vivo und in vitro geho-
ren zu den offenen Fragen der Naturstoffchemie.

Vor einigen Jahren fanden Lewis et al., dass die Kupplung
von 1 neben (% )-Dehydrodiconiferylalkohol ((+)-3) und
erythrolthreo-(+ )-Guaiacylglycerin-8-O-4'-coniferylether
((£)-4) auch enantiomerenreines (+)-Pinoresinol ((+)-2)
liefert, sofern sie in Gegenwart von FiDIR1, einem dirigie-
renden Protein (DP) aus Forsythia intermedia, durchgefiihrt
wird (Schema 1).5°! Spiter wurden in Thuja plicata weitere
DPs entdeckt, die wie FiDIR1 selbst nicht katalytisch aktiv
sind, aber bei der enzymatischen Oxidation von 1 die enan-
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Schema 1. Oxidative Kupplung von 1 mit FiDIRT.®!

tioselektive Bildung von (4)-2 vermitteln.”!) Auch gibt es
Hinweise auf ein Protein aus Linum usitatissimum, das die
bevorzugte Bildung von (—)-2 steuert.!'!! Die atropselektive
Kupplung von Hemigossypol zu (+)-Gossypol in Gossypium
hirsutum zeigt, dass enantioselektive Phenolkupplungen auch
in Pflanzen nicht auf die Bildung von 2 beschrinkt sind.['?!

Studien zum Einfluss von DPs auf die Selektivitdt von
Phenolkupplungen sind nicht nur fiir das Verstédndnis der
Lignan-Biosynthese entscheidend, sondern bilden auch die
Grundlage fiir die Entwicklung der Phenolkupplung zu einer
breit anwendbaren Methode fiir die enantioselektive Syn-
these. Der zweite Aspekt ist umso wichtiger, da es fiir enan-
tioselektive Phenolkupplungen zwar einen groflen Bedarf,
bislang aber trotz einiger leistungsfihiger Ansitze keine all-
gemeine Losung gibt.["”

Wir stellen hier die Klonierung, Expression, Reinigung
und funktionelle Charakterisierung eines DP aus Arabidopsis
thaliana vor, das die Laccase-katalysierte enantioselektive
oxidative Kupplung von 1 zu (—)-2 ermoglicht. Weiterhin
zeigen wir, dass die Enantioselektivitit des hier charakteri-
sierten DP aus Arabidopsis zu der des bekannten DP aus
Forsythie entgegengesetzt ist. In Anlehnung an enantiokom-
plementiire Enzyme"! schlagen wir fiir solche Proteine den
Begriff enantiokomplementire dirigierende Proteine (EDPs)
vor.
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Ausgangspunkt unserer Suche nach EDPs war eine Pi-
noresinol-Reduktase aus Arabidopsis thaliana, die spezifisch
(—)-2 zu (—)-Lariciresinol umsetzt.'”! Dies lieB uns vermuten,
dass es in Arabidopsis ein EDP fiir die Bildung von (—)-2
geben muss. Durch Datenbankvergleiche identifizierten wir
mit Atlg64160 und At4g23690 zwei Gene in Arabidopsis,
deren Genprodukte groBe Ahnlichkeit mit den bekannten
DPs aufweisen (Abbildung 1). Die von diesen Genen ko-
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Abbildung 1. Sequenzvergleich von DPs und EDPs aus F. intermedia,
T. plicata und A. thaliana. Mit schwarz, griin und orangegelb sind die
Reste hervorgehoben, die vollstindig, zwischen Thuja und Forsythia
oder nur in Arabidopsis konserviert sind. N-terminal vorhergesagte
Signalpeptide (www.cbs.dtu.dk) sind kursiv dargestellt.

dierten Proteine werden der Nomenklatur von Ralph et al.
folgend als AfDIRS (Atlg64160) und ArDIR6 (At4g23690)
bezeichnet.'! Da ihre Sequenziibereinstimmung mit FiDIR1
jeweils 52 % betrigt, sind sie gute Kandidaten fiir die enan-
tioselektive Kupplung von 1 zu (—)-2 (Schema 2).

Das offene Leseraster von AfDIR6 wurde in einen Ex-
pressionsvektor kloniert, in kultivierte Pflanzenzellen (Sola-
num peruvianum) transformiert, und die Zelllinie mit dem
hochsten ArDIR6-Expressionsspiegel wurde in Suspensions-
kultur genommen. Das sekretierte AfDIR6 wurde durch
fraktionierte Ammoniumsulfatfiallung und konventionelle
chromatographische Methoden gereinigt. Die Ausbeute
betrug 0.2 mgL~' homogenes AfDIR6, das in fiinf unter-
schiedlich glykosylierten Isoformen vorlag (Abbildung 2).
Die fiinf Isoformen mit Massen von 20.4, 20.9, 21.4, 21.9 und
22.4 kDa wurden mit CF;SO;H deglykosyliert und in ein 18.6-
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Schema 2. Oxidative Kupplung von 1 mit AtDIR6.
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Abbildung 2. Reinigung von AtDIR6. a) SDS-PAGE-Analyse mit dem
Rohextrakt (A), gereinigtem AtDIR6 (B) und einem Gréflenstandard
(L). b) MALDI-TOF-MS-Analyse des gereinigten Proteins vor (blau)
und nach (rot) Deglykosylierung mit CF;SO;H.

kDa-Protein iberfithrt. Der N-Terminus dieses Proteins
wurde durch Massenspektrometrie (MS) identifiziert, womit
die fiir das Signalpeptid vorhergesagte Prozessierungsstelle
bestitigt werden konnte (Abbildung 1). Mit 18.6 kDa ent-
spricht die Masse des deglykosylierten Proteins der fiir das
reife AtDIR6 errechneten Masse.

Zur Untersuchung der dirigierenden Aktivitit von
AtDIR6 wurde zunéchst das Produktspektrum der durch eine
Laccase von Trametes versicolor katalysierten oxidativen
Dimerisierung von 1 mit O, als Oxidans analysiert. Neben
(%)-Pinoresinol ((+)-2) wurden auch (+)-3 und (& )-4 iso-
liert und eindeutig identifiziert. HPLC an chiraler Phase
(Chiralpak IB) zeigte, dass es sich bei dem durch Laccase-
katalysierte Dimerisierung erhaltenen 2 um das Racemat
handelte (Abbildung 3 a).

Wurde die Laccase-katalysierte Oxidation von 1 in Ge-
genwart von AfDIR6 und O, als Oxidans durchgefiihrt, blieb
das Produktspektrum unverdndert. Allerdings stieg bei
Zusatz von AfDIR6 die Menge an 2 auf Kosten von 3 und 4.
Entscheidend aber ist, dass die oxidative Kupplung von 1 in
Gegenwart von AfDIR6 bevorzugt zu (—)-2 fiihrte (Abbil-
dung 3b). So beobachtete man in Gegenwart von 1.9 um
ArDIR6 die Bildung von (—)-2 mit einem Enantiomeren-
tiberschuss von (26.8+3.1)% ee. Bei konstanter ArDIR6-
Konzentration stieg dieser Wert mit sinkender Konzentration
von 1 auf (49.2+2.1) % ee (Abbildung 4b). Durch Erh6hung
der AfDIR6-Konzentration lie3 sich der Enantiomereniiber-
schuss sukzessiv bis auf (78 £3.6) % ee bei 11.7 um ArDIR6
steigern, ohne dass das Maximum erreicht zu sein schien
(Abbildung 4 a).

Damit ist eindeutig gezeigt, dass es sich bei AfDIR6 um
ein DP handelt, und zwar eines, das mit der Umwandlung von
1 in (—)-2 eine neue und zu den bekannten DPs enantio-
komplementédre dirigierende Aktivitdt aufweist. Um diesen
Befund zu erhirten, haben wir auch das von Lewis et al. be-
schriebene FiDIR1®! kloniert, gereinigt und hinsichtlich
seiner dirigierenden Aktivitdt mit ArDIR6 verglichen. Bei der
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Abbildung 3. Nachweis der dirigierenden Aktivitdt. HPLC-Analyse (A

bei 280 nm) der Enantiomerenzusammensetzung von 2 nach Umset-

zung von 1 mit a) Laccase, b) Laccase und AtDIRS6, c) Laccase und

FiDIRT. d) (4)-2 als Standard.
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Abbildung 4. Einfluss der Konzentration von a) AtDIR6 und b) 1 auf
den Enantiomereniiberschuss an (—)-2, bei konstanter Konzentration
an a) 1 (1.7 mm) bzw. b) AtDIR6 (1.9 um).

Laccase-katalysierten Kupplung von 1 zu 2 beobachteten wir
fiir FiDIR1 und ArDIR6 entgegengesetzte Enantioselektivi-
tdten, ndmlich die bevorzugte Bildung von (+)-2 durch
FiDIR1 und von (—)-2 durch AfDIR6 (Abbildung 3b,c). Mit
AtDIR6 und FiDIR1 liegen uns nun erstmals zwei rekombi-
nante dirigierende Proteine vor, die eine entgegengesetzte
Enantioselektivitit aufweisen und damit die enantioselektive
Synthese von (+)-2 und (—)-2 ermdglichen.

Bei der Bildung von (—)-2 durch AfDIR6, wie auch bei
der Bildung von (4)-2 durch FiDIRI1, lassen sich hohe ee-
Werte nur bei hohen (E)DP-Konzentrationen erzielen. Dies
ist dadurch zu erklédren, dass die unselektive Kupplung freier
Radikale mit der dirigierten Reaktion der DP-gebundenen
Radikale konkurriert.>")

Die Wirkungsweise von DPs und EDPs, und insbesondere
die molekulare Grundlage ihrer entgegengesetzten Enantio-
selektivitit, wird in Zukunft niher zu untersuchen sein. Erste
Hinweise ergeben sich aus einem Sequenzvergleich von DPs
und EDPs (Abbildung 1). In FiDIR1 fallen Aminosdurereste
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auf, die mit dem DP aus T plicata iibereinstimmen, sich aber
von den phylogenetisch viel nidher stehenden Sequenzen in
Arabidopsis unterscheiden. Die Sequenzabweichungen sind
also nicht auf die phylogenetische Distanz, sondern eher auf
funktionelle Unterschiede zuriickzufithren und mogen dem-
zufolge relevant fiir die Enantiokomplementaritit sein. Auf-
schluss hieriiber wird letztlich nur eine vergleichende Struk-
turanalyse von DPs und EDPs liefern. Auf der Grundlage von
Strukturdaten werden sich moglicherweise Minimal-DPs
entwerfen lassen, die sich fiir die Entwicklung einer allgemein
anwendbaren Methode fiir die enantioselektive Phenol-
kupplung eignen.
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