Angewandte

Highlights

Enzymkatalyse

Deutsche Ausgabe: DOI: 10.1002/ange.201507120

Naturliche 1,3-dipolare Cycloadditionen

Martin Baunach und Christian Hertweck*

[342]-Cycloadditionen - Decarboxylierung - Flavin-
Koenzym - Prenyltransferase - Ubichinon-Biosynthese

Enzymkatalysierte Reaktionen dienen oft als Inspirations-
quelle fiir organische Chemiker. Dennoch gibt es zahlreiche
bewidhrte Syntheseprotokolle, fiir die noch kein enzymati-
sches Gegenstiick gefunden wurde. Jahrzehntelange Bemii-
hungen auf der Suche nach enzymatischen Cycloadditionen
gipfelten schlieBlich in der Entdeckung natiirlicher und
kiinstlicher Diels-Alderasen."! Im Gegensatz zu den in der
Biosynthese von Naturstoffen weitverbreiteten [4+4-2]-Cyclo-
additionen war bisher wenig tiber ihre [34+2]-Entsprechungen
bekannt, die wertvolle Werkzeuge in der organischen Syn-
these darstellen. Dennoch legen verschiedene Strukturen von
Naturstoffen nahe, dass 1,3-dipolare Cycloadditionen an
Biosynthesewegen beteiligt sind (Schema 1).”! Solch faszi-
nierende Reaktionsmodelle wurden durch elegante biomi-
metische Totalsynthesen unterstiitzt, wie beispielsweise von
Santalin Y, Intricaren und Alsmaphorazin B.*** Trotz alle-
dem blieb eine enzymatische Beteiligung fragwiirdig, nach-
dem Berechnungen mittels Dichtefunktionaltheorie (DTF)
nahelegten, dass [342]-Cycloadditionen von Nitronen und
Alkenen in der Biosynthese einiger Alkaloide auch ohne
enzymatisches Eingreifen ablaufen konnten.”! Auf der an-
deren Seite betonten DFT-Rechnungen den Einfluss von
Wasserstoff-Donoren bei der vorgeschlagenen 1,3-dipolaren,
intramolekularen Cycloaddition eines Nitrons und eines
Enons in der Biosynthese von Lycojaponicuminen. Eine be-
trachtliche Beschleunigung der Umsatzrate (2000-fach) in
einem hypothetischen aktiven Zentrum eines Enzyms wurde
errechnet.”!

Die jiingste Entdeckung des ersten Enzyms, das bei einer
1,3-dipolaren Cycloaddition eine Rolle spielt, war allerdings
nicht strukturgeleitet, sondern ein gliicklicher Zufall. Die
seltene Reaktion spielt eine Schliisselrolle im Rahmen der
Ubichinon-Biosynthese und Detoxifizierungsreaktionen in
Hefe.[¥

Das Terpen Ubichinon (auch bekannt unter dem Namen
Coenzym Q, Schema 2 A) ist ein entscheidender Bestandteil
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Schema 1. Beispiele von vorgeschlagenen [3+2]-Cycloadditionen in der
Biosynthese von Naturstoffen. Ableitungen von biomimetischer Syn-
these und DFT-Berechnungen.

der Elektronentransportkette. Es war lange bekannt, dass das
Enzympaar UbiX und UbiD an der Decarboxylierung eines
Ubichinon-Vorléufers beteiligt ist.!*! Die homologen Enzyme
Padl (Phenylacrylsdure-Decarboxylase) und Fdcl (Ferula-
sdure-Decarboxylase) von Saccharomyces cerevisiae spielen
eine Rolle bei Detoxifizierungsreaktionen und der Produk-
tion fliichtiger organischer Stoffe (Schema 2B).”! Die allge-
mein anerkannte Theorie besagte, dass diese Enzympaare
isofunktionale Decarboxylasen darstellen, die unabhéngig
voneinander dieselben Reaktionen katalysieren. Dennoch
blieb die genaue Rolle jedes einzelnen Proteins ein Ritsel,
nachdem verschiedenen Versuche gescheitert waren, fiir in-
dividuelle Enzyme Aktivitdt beziiglich der Decarboxylie-
rungsreaktion in vitro zu ermitteln. Kiirzlich kamen Beweise
zutage, dass sich beide Enzyme zusammentun und in einer
kooperativen Weise arbeiten.l’! Wie sich herausstellte, sind
nicht UbiX und dessen pilzliches Homolog Padl fiir die
Decarboxylierungsreaktionen verantwortlich, sondern akti-
vieren vielmehr UbiD und Fdcl, indem sie einen modifizier-
ten, von Flavin abgeleiteten Kofaktor synthetisieren. Dessen
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Schema 2. Enzymatische Decarboxylierung von Carbonsiuren A) in der bakteriellen Ubichinon-Biosynthese und B) der Bildung von Fremdaromen
in Pilzen. C) Vorgeschlagene Reaktion von DMAP und FMNH,, katalysiert von UbiX (Protein-Datenbank 4ZAX) als auch Pad1, die zur Bildung des
prenylierten Kofaktors (prFMN) fiihrt. Dieser wird daraufhin zu seiner aktiven Form oxidiert (prFMN™""™),

Instabilitdt hatte bislang die Strukturaufklarung verhin-
dert.®®! Die Identitit des mysteridsen Kofaktors blieb ein
Ritsel, das bis ins Jahr 1976 zuriickreicht, als zum ersten Mal
beobachtet wurde, dass der Decarboxylierungsschritt in der
Biosynthese des Ubichinons ,.einen unbekannten, hitzesta-
bilen Faktor benoétigt, mit einem Molekulargewicht von unter
1000 [Da]«.["

Fast vier Jahrzehnte spéter wurde nun die Struktur dieses
Kofaktors von Payne und Mitarbeitern mittels Kristallogra-
phie und hochaufgeloster Strukturanalyse von Fdcl, oder
vielmehr Fdc1Y"*, das durch die Koexpression von fdcl zu-
sammen mit entweder ubiX oder fadl in E. coli erhalten
wurde, aufgeklirt.”® Im Gegensatz zu Fdc1 (produziert in der
Abwesenheit von UbiX und Padl) ist Fde1V®® dazu in der
Lage, die Decarboxylierung von Modellsubstraten in vitro zu
katalysieren. Unterschiedliche spektrale Charakteristika von
Fdc1V™ im Vergleich zu Fdcl wiesen auf ein stark modifi-
ziertes Flavinmononukleotid (FMN) hin, und die Kristall-
strukturen von drei unterschiedlichen Fdc1V"*-Varianten
enthiillten, dass der Kofaktor ein FMN-Derivat ist, das einen
zusitzlichen, von Isopren abgeleiteten Ring enthilt (prFMN)
(Schema 2C).

Daraufhin wurde die Rolle von UbiX in Bezug auf die
FMN-Modifikation von White und Mitarbeitern unter die
Lupe genommen, wozu allerdings noch eine weitere Hiirde
iberwunden werden musste: Obwohl UbiX eine Prenyl-
transferase zu sein schien, wurden die typischen C5-Terpen-
bausteine Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und Iso-
pentenylpyrophosphat (IPP) nicht als Substrat akzeptiert.
Zur groBen Uberraschung konnten spektroskopische Hin-
weise auf eine Modifizierung des Kofaktors nur erhalten
werden, wenn UbiX mit oxidiertem FMN und Di-
methylallylmonophosphat (DMAP) inkubiert wurde. Mithil-
fe von kinetischer Kristallographie, biochemischen Studien,
Spektroskopie und computergestiitzten Berechnungen wurde
der ungewohnliche Prenylierungs-/Cyclisierungs-Mechanis-
mus aufgekldrt. Im aktuellen Modell unterstiitzt das w-Elek-
tronen-reiche Umfeld des aktiven Zentrums die Abspaltung
der Phosphatgruppe des DMAP und vermittelt die NS5-
Prenylierung. Nach der rdumlichen Neuausrichtung des Di-
methylallylrestes fithrt der nukleophile Angriff der Isoall-
oxazingruppe auf ein kurzlebiges Carbokation zur Ausbil-
dung des zusitzlichen Rings.”® Folglich ist UbiX ein neues
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Mitglied der wachsenden Familie von ungewohnlichen Pre-
nyltransferasen, die gleichzeitig als Cyclasen fungieren.

Dieser ausgekliigelte Mechanismus wirft die Frage auf,
warum die Natur solch einen Aufwand betreibt, um die
Struktur eines Flavin-Kofaktors zu verdndern. Flavin-Koen-
zyme sind vielseitige Heterocyclen, die Enzyme dazu befi-
higen, diverse Redox-Umwandlungen in Biosynthesewegen
zu katalysieren. Das katalytische Repertoire dieser Kofakto-
ren beinhaltet sowohl Zwei- als auch Ein-Elektronen-Uber-
tragungen, die es Flavoenzymen erlauben, die Oxidation und
Reduktion von verschiedenen Substraten zu bewerkstelli-
gen.’l Typischerweise spielt N5 des Isoalloxazinrings des
FMN eine besondere Rolle. Es ist die Position, an die ein
Proton angelagert oder der ein Proton entzogen werden kann,
und an die voriibergehend Substrat-Carbanionen kovalent
gebunden werden konnen. Aus diesem Grund verhindert die
N5-Alkylierung herkémmliche Flavin-Katalyse, was hochst
iiberraschend ist. Aber wie es so oft ist, wenn sich eine Tiir
schlieB3t, offnet sich eine andere: Sobald prFMN zu dem
entsprechenden Flavo-N5-Iminium-Addukt (prFMN™inium)
oxidiert wird, kann es leicht in ein Azomethin-Ylid umge-
wandelt werden (Schema 3). Dieser wohlbekannte 1,3-Dipol
kann mit verschiedenen Dipolarophilen in [342]-Cycloaddi-
tionen reagieren. Aus Decarboxylierungs-Experimenten in
vitro, in denen verschiedenen Zimtsdurederivate benutzt
wurden, sowie aus Strukturdaten wurde ein Reaktionsme-
chanismus abgeleitet, der ein kurzlebiges, kovalentes Pyr-
rolidin-Addukt involviert. Das Styrolprodukt wiirde nach der
Ausbildung eines weiteren Pyrrolidin-Addukts freigesetzt,
und das verbleibende prFMN™""™ kénnte darauthin zuriick
zum Azomethin-Ylid umgewandelt werden (Schema 3).P"
Obwohl kein direkter Beweis fiir eine konzertierte Reaktion
besteht, stellt dies ein plausibles Schema fiir ein Enzym-ka-
talysiertes biologisches Gegenstiick einer [3+2]-Cycloadditi-
on dar.

Wihrend dieses Modell erklart, wie Styrol und andere
Fremdaromen bei der Fermentation von S. cerevisiae entste-
hen, wurde der Mechanismus fiir die Decorboxylierung des
Ubichinonvorlaufers, der sich deutlich von dem Zimtsdure-
Dipolarophil unterscheidet, noch nicht untersucht. Von Syn-
thesestudien weifl man jedoch, dass 1,3-dipolare Cycloaddi-
tionen mit Azomethin-Yliden auch mit aromatischen Ver-
bindungen stattfinden konnen, auch wenn dabei deren Aro-
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Schema 3. A) Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Decarboxylierungreaktion des Modellsubstrats Zimtsaure zu Styrol, die von Fdc1 (Protein-
Datenbank 4A7) katalysiert wird. Ein kurzlebiges Pyrrolidin-Addukt bildet sich wihrend einer 1,3-dipolaren Cycloaddition der Azomethin-Ylid-Reso-
nanzstruktur des prFMN und Zimtsiure. B) Modell fiir die Decarboxylierung von aromatischen Siuren durch UbiD (Protein-Datenbank 2I1DB).

matizitit verloren geht. Fiir die [3+2]-Cycloaddition mit
aromatischen Dipolarophilen ist es von Vorteil, Benzole zu
verwenden, die direkt mit dem Ylid verbunden sind, einge-
bettet in polycyclische aromatische Systeme oder substituiert
mit stark elektronenziehenden Resten wie beispielsweise
Nitrogruppen.'”! Es ist durchaus denkbar, dass das aktive
Zentrum von UbiD die elektronischen und entropischen
Voraussetzungen fir die [342]-Cycloaddition  des
p-Hydroxybenzoesédure-Derivats und des prFMN-Azome-
thin-Ylids bereitstellt. Tatsdchlich konnten wir im aktiven
Zentrum von UbiD basische Reste identifizieren, welche die
vorgeschlagene Reaktionssequenz stiitzen konnten (Sche-
ma 3 B; siche auch Hintergrundinformationen).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass biomimetische
Studien und biosynthetische Betrachtungen iiberzeugende
Argumente fiir [342]-Cycloadditionen in der Natur geliefert
haben. Das erste Beispiel einer biokatalytischen [342]-
Cycloaddition wurde allerdings wihrend der Untersuchung
einer auf den ersten Blick einfach erscheinenden enzymati-
schen Decarboxylierungsreaktion entdeckt. Alles in allem
werden diese Erkenntnisse die Suche nach verwandten Re-
aktionen in Biosynthesewegen und die Entwicklung von
biomimetischen Syntheserouten anspornen.
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