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Biologisch aktive Naturstoffe enthalten h�ufig axial-chirale
Biarylbindungen, und entsprechende Substanzen sind loh-
nende Ziele fîr die organische Synthese. Die Biosynthese von
Biarylen verl�uft meist îber die oxidative Kupplung von
Phenolen oder Naphtholen. Auch in der organischen Syn-
these bietet die oxidative Phenolkupplung einen direkten
Zugang zu Biarylen, ist hier aber durch mangelnde Regio-
und Enantioselektivit�t sowie durch unerwînschte Neben-
reaktionen limitiert. Dies macht neue Strategien fîr die
enantioselektive Synthese von Biarylen erforderlich.[1] Fîr
biotechnologische Ans�tze zur enantioselektiven Biarylsyn-
these stellt die Natur ein breites Spektrum biosynthetischer
Hilfsmittel bereit, das bisher aber kaum genutzt worden ist.[2]

In biologischen Systemen gibt es wenigstens zwei Me-
chanismen, die Regio- und Enantioselektivit�t bei oxidativen
Kupplungsreaktionen vermitteln. Beim ersten Mechanismus
kçnnen die oxidierenden Enzyme selbst, n�mlich Cytochrom-
P450-abh�ngige Enzyme oder Laccasen, fîr die erforderliche
Selektivit�t sorgen. Die intramolekulare Kupplung von (R)-
und (S)-Reticulin w�hrend der Morphin- bzw. Magnaflorin-
Biosynthese sowie die intermolekulare Kupplung zur Bildung
von Bisbenzylisochinolin-Alkaloiden werden z. B. von hoch-
spezifischen pflanzlichen Cytochrom-P450-abh�ngigen

Oxidasen katalysiert.[3] In Aspergillus niger katalysiert ein
P450-Protein die stereoselektive Kupplung von Dimethylsi-
derin als vorletzten Schritt der P-(++)-Kotanin Biosynthese,[4]

und in Streptomyceten sind P450-Proteine fîr die regiose-
lektive Bildung von Biaryl-Pr�-Anthrachinonen verantwort-
lich.[5] In Daldinia eschscholzii ist es eine Laccase, deren
Pr�ferenz fîr spezifische Naphtholdimerradikale zu einem
Enantiomerenîberschuss von (¢)-Dalesconolen fîhrt.[6]

Beim zweiten Mechanismus werden zun�chst durch unspezi-
fische oxidierende Enzyme die Radikale gebildet, deren
regio- und enantioselektive Kupplung im Anschluss durch so
genannte dirigierende Proteine (DIRs) vermittelt wird. Die
Entdeckung der DIRs im Jahr 1997 �nderte g�ngige Vor-
stellungen zur Kontrolle von Phenoxyradikalkupplungen im
Sekund�rstoffwechsel von Pflanzen.[7] Das Konzept ist jedoch
nicht unumstritten, weil eine Beteiligung von DIRs bisher nur
fîr eine Reaktion nachgewiesen worden ist, n�mlich die
Kupplung zweier Coniferylalkoholradikale zu entweder (++)-
oder (¢)-Pinoresinol.[7,8] Hier wird nun gezeigt, dass DIRs
darîber hinaus auch fîr die atropselektive Bildung von
Gossypol verantwortlich sind, was auf eine weitergehende
Rolle von DIRs im pflanzlichen Sekund�rstoffwechsel
schließen l�sst.

Der Naturstoff Gossypol (2 ; Schema 1) kommt in Blîten,
Samen, Wurzeln und Bl�ttern der Baumwollpflanze vor, wo
er der chemischen Abwehr von Insekten und Pathogenen
dient.[9] Das große Interesse an 2 grîndet einerseits auf seinen
vielf�ltigen pharmakologischen Wirkungen und andererseits
auf seiner Toxizit�t fîr Mensch und Tier, die eine Nutzung
von ©l und Proteinen der Baumwollsamen als Nahrungs- und
Futtermittel einschr�nkt.[10] Die Biosynthese von 2 geht von
Farnesylpyrophosphat aus und umfasst die Bildung von 8-
Hydroxy-(++)-d-cadinen durch Cadinen-Synthase sowie die
P450-Monooxygenase CYP706B1.[11] Wenigstens ein weiteres
P450-Protein ist an den nachfolgenden Schritten zur Synthese
von Hemigossypol (1) beteiligt, aus dem in einer Peroxidase-
katalysierten, bimolekularen Radikalkupplung 2 gebildet
wird.[12] Wegen der eingeschr�nkten Rotation um die zentrale
C-C-Bindung des tetra-ortho-substituierten Biarylsystems
entstehen dabei zwei Atropisomere, n�mlich (++)- und (¢)-2.
Mit der bemerkenswerten Ausnahme der (++)-2-Synthese
durch asymmetrische Ullmann-Kupplung chiraler Oxazolin-
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Abstract: Gossypol dient der Abwehr von Sch�dlingen und
Pathogenen in Baumwollpflanzen. Seine Biosynthese umfasst
die oxidative Kupplung von Hemigossypol, die zu zwei
Atropisomeren fîhrt. In vivo dominiert (++)-Gossypol, was auf
eine stereochemisch kontrollierte Biosynthese schließen l�sst.
Ziel dieser Studie waren die Identifizierung der Faktoren fîr
die Bildung von (++)-Gossypol sowie die Untersuchung ihres
Potenzials fîr die Synthese asymmetrischer Biaryle. Die
Kupplung von Hemigossypol mit Laccase und O2 als Oxida-
tionsmittel in Gegenwart eines dirigierenden Proteins (DIR)
von Gossypium hirsutum (GhDIR4) verl�uft atropselektiv.
(++)-Gossypol wurde mit > 80% ee erhalten, w�hrend in Ab-
wesenheit von GhDIR4 nur racemisches Gossypol entstand.
Die Identifizierung von GhDIR4 unterstreicht die Bedeutung
von DIRs im Sekund�rstoffwechsel von Pflanzen und kçnnte
ein erster Schritt zur Entwicklung von DIRs fîr die Synthese
axial-chiraler Binaphthyle sein.

Schema 1. Die oxidative Kupplung von 1 resultiert in zwei Atropisome-
ren von 2.
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aktivierter Naphthyle liefert die organische Synthese in der
Regel eine racemische Mischung der beiden Isomere,[13] wo-
hingegen die Biosynthese von 2 einer stereochemischen
Kontrolle zu unterliegen scheint. Dabei wird eine Beteiligung
von DIRs vermutet, und in Proteinextrakten aus Embryonen
und Blîtenbl�ttern der Baumwolle konnte in der Tat eine die
Bildung von (++)-2 vermittelnde DIR-Aktivit�t nachgewiesen
werden.[12c,14] Allerdings konnten die fîr die atropselektive
Biosynthese von 2 verantwortlichen Proteine bislang nicht
identifiziert werden; darin bestand nun das Ziel der vorlie-
genden Studie.

Von Zhu et al. wurden in Sea-Island-Baumwolle (G. bar-
badense) zwei cDNAs (GbDIR1 und GbDIR2) identifiziert,
die Sequenz�hnlichkeit zu bekannten DIRs aufweisen. Die
entsprechenden Gene wurden hier als Kandidaten fîr eine
Beteiligung an der Gossypol-Biosynthese in Betracht gezo-
gen, da ihre Expression ebenso wie die Bildung von Gossypol
in Reaktion auf Pathogenbefall induziert wird.[9, 15] Ausge-
hend von der Sequenz von GbDIR1 und 2 wurde GhDIR4
kloniert, das am n�chsten verwandte Homologe in G. hirsu-
tum var. marie-galante, einer Sorte der Hochland-Baumwolle,
die (++)-2 in > 90% ee enth�lt. Das offene Leseraster von
GhDIR4 wurde um eine Hexahistidin-Markierung verl�ngert
und in einer transgenen pflanzlichen Zellkultur exprimiert.
Rekombinantes GhDIR4 wurde aus Zellwandextrakten bis
zur Homogenit�t gereinigt (Abbildung S18a der Hinter-
grundinformationen). Der N-Terminus des gereinigten Pro-
teins wurde massenspektrometrisch identifiziert, wodurch die
Spaltstelle des Signalpeptids zwischen Ser22 und Gln23 lo-
kalisiert werden konnte (Abbildung S19). Unterschiede im
apparenten Molekulargewicht unter denaturierenden (SDS-
PAGE; 31 kDa, Abbildung S18a) und nativen Bedingungen
(Gelfiltration; 125 kDa, Abbildung S18b) deuteten auf ein
Homotetramer als den nativen Zustand von GhDIR4 hin.
Angesichts der kîrzlich gelçsten Kristallstruktur eines tri-
meren (++)-Pinoresinol-bildenden DIR der Erbse kann aber
die Mçglichkeit eines Homotrimers nicht ausgeschlossen
werden.[16]

Zur Untersuchung einer mçglichen „dirigierenden Akti-
vit�t“ wurde das Produktspektrum der oxidativen Kupplung
von 1 in An- und Abwesenheit von GhDIR4 verglichen. Nach
Ein-Elektronen-Oxidation von 1 durch Laccase aus Trametes
versicolor mit O2 als Oxidationsmittel entstand rac-2, wenn
kein DIR zugegen war. Nach Versetzen mit GhDIR4 wurde
bevorzugt (++)-2 gebildet (Abbildung 1 a). Mit steigenden
Konzentrationen an GhDIR4 stieg der Enantiomerenîber-
schuss von (++)-2 auf îber 80 % ee (Abbildung 1 b). Nach
Hitze-Inaktivierung von GhDIR4 oder bei Einsatz von DIRs,
die an der Lignanbiosynthese beteiligt sind, wurde lediglich
rac-2 beobachtet (Abbildung S20b). Andererseits erwies sich
GhDIR4 als inaktiv mit Coniferylalkohol als Substrat (Ab-
bildung S20c). Die Daten zeigen, dass es sich bei GhDIR4 um
ein neues DIR handelt, das der oxidativen Kupplung von
1 Atropselektivit�t verleiht. Seine Spezifit�t fîr (++)-2 ist in
Einklang mit dem �berschuss dieses Isomers in G. hirsutum
var. marie-galante.

Ein enantio-komplement�res (¢)-2-bildendes DIR w�re
in Pflanzen zu erwarten, die einen �berschuss eben dieses
Isomers aufweisen. Die meisten Baumwollarten produzieren

jedoch (++)- und (¢)-2 in einem Verh�ltnis von 3:2. G. bar-
badense ist eine seltene Ausnahme. Ein �berschuss an (¢)-2
von 30–35% in wenigstens einigen seiner Organe l�sst auf die
mçgliche Pr�senz eines (¢)-2-bildenden DIR in dieser Art
schließen.[17] Daher wurde hier das Pathogen-induzierbare
GbDIR1 von G. barbadense kloniert, ebenso wie GaDIR1
aus G. arboreum, einer Spezies, die îber den îblicheren 3:2-
�berschuss an (++)-2 verfîgt. Die beiden neuen DIRs wurden
exprimiert (Abbildung 2a), und ihre Aktivit�t wurde mit der
von GhDIR4 verglichen (Abbildung 2b). Wie GhDIR4 ver-
mittelt auch GaDIR1 die Bildung von (++)-2, was mit dem
�berschuss dieses Isomers in G. arboreum in Einklang ist
(Abbildung 2b). Fîr GbDIR1 konnte keine dirigierende
Aktivit�t bei der oxidativen Kupplung von 1 nachgewiesen
werden. Dieses Protein scheint daher nicht zur Gossypol-

Abbildung 1. Nachweis der dirigierenden Aktivit�t. Die Enantiomeren-
zusammensetzung von 2 nach oxidativer Kupplung von 1 wurde durch
Derivatisierung mit einem chiralen Amin und nachfolgender Trennung
der entstehenden Schiff-Basen durch Umkehrphasen-HPLC bestimmt.
a) Gezeigt sind HPLC-Profile fír das Substrat (1), die Reaktion mit
Laccase/O2 (1 +L), die Reaktion mit Laccase/O2 und GhDIR4
(1 +L +DIR) und einen (++)-2-Standard. b) Enantiomereníberschuss
von (++)-2 in Abh�ngigkeit von der Menge an GhDIR4.
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Biosynthese beizutragen und ist mçglicherweise an der
Kupplung anderer Substrate beteiligt. Damit steht die Iden-
tifizierung eines (¢)-2-bildenden DIR nach wie vor aus. Als
mçgliche Quelle fîr eine solche Aktivit�t sollten Pflanzen in
Betracht gezogen werden, die (¢)-2 in einem deutlicheren
�berschuss akkumulieren, wie Thespesia danis, ein Baum im
çstlichen Afrika.[18]

In der hier vorgestellten Arbeit wurden DIRs der
Baumwolle kloniert und charakterisiert, die der Laccase-ka-
talysierten oxidativen Kupplung von 1 Atropselektivit�t ver-
leihen. Dieser Befund unterstreicht die Bedeutung von DIRs
fîr die stereochemische Kontrolle des Sekund�rstoffwechsels
von Pflanzen. Von der Entdeckung (++)-2-bildender DIRs bis
zur Entwicklung von DIRs als Hilfsmittel fîr die Synthese
axial-chiraler Binaphthole wird es zweifellos ein langer Weg
sein. Erste wichtige Schritte sind mit der Entwicklung effizi-
enter Expressionssysteme fîr die DIR-Produktion[19] und mit
dem Einsatz ortsgerichteter Mutagenese fîr die gezielte
Ver�nderung der DIR-Selektivit�t jedoch bereits gemacht.[20]

Im Hinblick auf die Verwendung von Baumwollsamen als
Proteinquelle fîr die menschliche und tierische Ern�hrung
ergibt sich mit der Identifizierung von Genen fîr die Bildung
von (++)-2 die Mçglichkeit der gentechnischen Ver�nderung
von Baumwolle, mit dem Ziel, das toxische (¢)-2 zu Gunsten
erhçhter Spiegel an (++)-2 zu eliminieren, wodurch eine er-
folgreiche Abwehr von Sch�dlingen und Pathogenen ge-
w�hrleistet bleibt.
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