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ethylether/Hexan) als analysenreine Enantiomere erhalten wer-
den konnen. Aufgrund dieser vorteilhaften physikalischen Ei-
genschaften ist es uns auch moglich, die absolute Konfiguration
der Hauptdiastereomere durch Kristallstrukturanalyse des
Tetrahydro-B-carbolins 4d eindeutig zu bestimmen 1.

Zur Erkldrung der hohen Stereoselektivitit bei diesen Pictet-
Spengler-Reaktionen nehmen wir an, daB bevorzugt der Uber-
gangszustand A durchlaufen werden. In A koordiniert das Titan-
atom das Carbonylsauerstoffatom der Aminosidure und eines

der Phthaloylgruppe, so dal3
OR ein oktaedrischer Komplex ge-
bildet wird, in dem eine Seite

RO ) ,:l'./OR der C=N-Bindung durch ei-

o \ nen Substituenten der aktivie-

N & renden  Lewis-Sdure  abge-

0 schirmt wird. Dieses Modell ist
R2'/ in Ubereinstimmung mit Er-

gebnissen, die fir TiCl,-
vermittelte Diels-Alder-Reak-
tionen von o,f-ungesittigten
Prolinester-Amiden erhalten
wurden!” In A ist die volumi-
noése  Aminosdureseitenkette
der Ethylenbriicke zwischen
der Indoleinheit und dem Imi-
niumstickstoffatom abgewandt, so daB ungiinstige sterische
Wechselwirkungen vermieden werden. In Analogie zu «,f-unge-
sittigten Amiden!” liegt die Acyliminiumeinheit in A in der
s-cis-Konformation vor. In der s-trans-Konformation wiirden
sich R' und das Aminosdure-a-C-Atom sehr nahe kommen,
was aus sterischen Griinden ebenfalls unvorteilhaft wire.
In A ist der Iminsubstituent R! trans-stindig zur Ethylen-
briicke. Diese Konfiguration ist bevorzugt, da bei der Ring-
schluBreaktion eine 1,3-Wechselwirkung zwischen R! und den
Protonen der CH,-Gruppe auftreten wiirde, wenn R* und die
Ethylenbriicke zueinander cis-stindig wiren!*!. Mit dem Uber-
gangszustand A kann auch erklirt werden, daf’ die Stereoselek-
tivitdt bei den Pictet-Spengler-Cyclisierungen verbessert werden
kann, wenn die Titan-Lewis-Sdure sterisch anspruchsvollere
Reste aufweist (z.B. iPr statt #Pr, siche oben), denn dadurch
wird eine der beiden diastereotopen Seiten der C=N-Bindung
effizienter abgeschirmt.

Aus den Pictet-Spengler-Addukten 4 kann das chirale Auxi-
liar leicht durch Spaltung der Amidbindung mit Reduktionsmit-
teln wie LiAIH, abgelost werden. Auf diese unkomplizierte Art
konnte z.B. das Tetrahydro-fS-carbolin 6 enantiomerenrein aus
4c¢ erhalten werden'®!,

N,N-Phthaloylaminosduren sind damit die ersten generell
einsetzbaren chiralen Hilfsgruppen fir die Pictet-Spengler-
Reaktion. Mit ihnen kann diese wichtige Umsetzung der Alka-
loidchemie effizient sterisch gelenkt werden.
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Kristallstrukturdaten von 4d (C;,H (N ,O;): nichtzentrosymmetrisch, mono-
klin, Raumgruppe P2, (Nr. 4), « =1201.3 (1), b = 987.4 (1), ¢ =1238.1 (1) pm,
£ =114.48 (2)°, Z = 2, gy, =1.298 (1) gem 3. T = 85°C, w/B-Scan, 3256 un-
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mit Direkten Methoden geldst (SHELXS-86) und mit anisotropen Temperatur-
faktoren fiir C, N und O gegen FZ verfeinert (SHELXL-93). Die Positionen
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nummer CSD-59081 angefordert werden.

{71 H. Waldmann, Liebigs Ann. Chem. 1990, 671-680, zit. Lit.

[8] 6: [«]3> = — 4.3 (¢ =1.0, CHCl,); Schmp. 186 °C; Literaturdaten: a)[«]3 =
—4.4 (¢ =1.0, CHCl,); Schmp. 167°C [4]; b) (R)-6: [¢]Z° = +4.37 (¢ =1.19,
EtOH), 27 % ee; (S)-6: [a]3* = —16.4 (¢ = 0.38, EtOH) (M. Nakagawa, T. Ka-
wate, T. Kakikawa, H. Yamada, T. Matsui, T. Hino, Tetrahedron 1993, 49,
1739-1748).

6

Elektrochemische Kupplung von Komponenten
der biologischen Elektronentransportkette an
modifizierte Oberfliichen: molekulare Erkennung
zwischen Cytochrom-c-Peroxidase und
Cytochrom c**

Li Jiang, Calum J. McNeil und Jonathan M. Cooper*

Die Modifizierung von Oberflichen mit Proteinen ist eine
etablierte Methode zur Herstellung analytischer Werkzeuge fiir
die biomolekulare Erkennung. Studien {ber die Bindung von
Liganden an Grenzflichen sind hauptsichlich auf die Immobili-
sierung von Antikorper-Antigen- und Avidin-Biotin-Paaren
ausgerichtet!'-# und haben zu kommerziell erhéltlichen Biosen-
soren!! und zu Techniken gefiihrt, die eine Kontrolle des Auf-
baus molekularer Aggregate erlauben!?!. Desgleichen hat die
Immobilisierung von Enzymen an Elektroden das Studium der
heterogenen Biokatalyse ermdglicht und eine attraktive Sensor-
technologie hervorgebracht. Dabei wird entweder indirekt ein
Cofaktor, mit dem die biochemische Aktivitit zusammen-
hingt™), oder ein immobilisierter anorganischer Redoxmedia-
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tor, der elektrochemisch mit einem Protein kommuniziert, ge-
messen !,

Wihrend des letzten Jahrzehnts wurden viele Forschungser-
gebnisse {iber den direkten Elektronentransport (ET) zwischen
immobilisierten Proteinen und leitfdhigen Oberfldchen veréf-
fentlicht, wobei man bis heute allerdings auf die Untersuchung
kleiner Modellproteine beschrinkt war!® 71, Die richtige Modi-
fizierung einer Elektrode ermdglicht das Studium einfacher,
quasi-reversibler bioelektrochemischer Vorginge. In einem spe-
ziellen Beispiel wird ein Film verwendet, der durch Selbstorgani-
sation einer w-Mercaptocarbonsédure auf einer Goldoberfldche
entsteht, um die Kinetik des Elektronentransfers von Cyto-
chromc (Cyt c¢) iiber eine einfache Carbodiimidkupplung zu
messen!’!, Diese Art Aufbau ist fiir Forschungsprojekte im Be-
reich der Biosensoren interessant, weil sich so groere Proteine
mit Elektroden ,,verdrahten‘ lassen, ohne da ET-Mediatoren
verwendet werden miissen. Wir stellen nun eine Weiterentwick-
lung dieser Ideen vor und fithren Beweise dafiir an, dafl mit den
0. g. Techniken auch die molekulare Erkennung zwischen Re-
doxproteinen studiert werden kénnen. Wir zeigen, wie moleku-
lare Komponenten der biologischen ET-Kette immobilisiert
werden koénnen und demonstrieren den direkten Elektronen-
transfer zwischen der modifizierten Goldelektrode und den im-
mobilisierten Him-Proteinen. Weiterhin wird das verstirkte
elektrokatalytische Signal gemessen, das aus der heterogenen
biomolekularen Erkennung an der mit dem Protein modifizier-
ten Oberflache resultiert.

Cytochrom-c-Peroxidase (CcP, EC 1.11.1.5) ist ein Enzym
mit einem Ham-Molekiil (35 kDa), daf als alternativer termina-
ler Acceptor (Komplex IV) in anaerober Hefe (Saccharomyces
cerevisiae) fungiert. Seine Wechselwirkung mit Cyt ¢ (12.6 kDa),
einem anderen Him-Protein, fithrte zu einem Modell des Pro-
tein-Protein-Elektronentransfers!®. CcP reagiert schnell mit
H,O, unter Bildung eines zweifach oxidierten Enzyms, das ein
gebundenes Radikal enthilt (Verbindung IT). Dieses Interme-
diat reagiert mit zwei Molekiilen des reduzierten Cytochromc
(Cyt c,.4), wobei die reduzierte Form von CcP (Fe™) wieder-
hergestellt wird. Der Elektronentransfer erfolgt iiber eine grofie
Entfernung und zwischen den beiden Him-Zentren des Cyt-c-
CcP-Komplexes, der durch Ionenpaarung zwischen Lysingrup-
pen in Cyt ¢ und einem Ring saurer Aminosdureseitengruppen
stabilisiert wird, die um die Him-Kante von CcP angeordnet
sind®™®, Fir uns ist der Cyt-c-CcP-Komplex deshalb von be-
sonderem Interesse, weil durch die Wechselwirkung der beiden
Proteine auch Wege fiir den Elektronentransport aufgebaut
werden.

Die Proteine wurden unter Verwendung von 3,3’-Dithiobis-
sulfosuccinimidylpropionat (DTSSP) immobilisiert. DTSSP
bindet spontan an eine blanke Goldelektrode, und die Oberfla-
chenbedeckung wurde durch Integration des Oxidationspeaks
bei 150 mV vs. Ag/AgCl auf 1.5x107® molem ™2 geschiitzt.
Um die Cyt-c-CcP-Wechselwirkung elektrochemisch zu verfol-
gen, wurde zundchst Cyt ¢ immobilisiert. Die an der Oberfldche
von Cyt ¢ befindlichen Lysinreste geniigen, um dieses Enzym
direkt und ohne Zusatz weiterer Reagentien mit DTSSP umzu-
setzen. Der an der Goldelektrode entstehende biomolekulare
Film ermdglicht so den elektrochemischen Zugang zum Hém-
Redoxzentrum von Cyt ¢ (experimentell bestimmtes Halbstu-
fenpotential E,, = —153mV vs. Ag/AgCl, AE, =70mV,
v=10mVs~™!; der Elektrolyt wurde vor Verwendung von
Sauerstoff befreit) (Abb. 1). Die Integration des Reduktions-
stromes des immobilisierten Cyt ¢ ergab eine Oberflichenkon-
zentration von 4.1 x 107! molem ™ 2. Ahnliche Werte wurden
auch von anderen Forschungsgruppen fiir immobilisierte Pro-
teine an selbstorganisierten Monoschichten gefundent!,
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Cyt ¢ hat 18 an der
Oberfliche  befindliche
Lysingruppen, die an
DTSSP binden kénnten.
Die Route des Elektro-
nentransfers innerhalb des
biomolekularen  Films
kann als statistisch gemit-
telter Pfad angesehen
werden, dessen Verlauf -r r
von der Wahrscheinlich- —400 —200 0 200
keit abhdngt, mit der
ein bestimmtes priméres
Amin der Proteinoberfld-
che an DTSSP bindet. Ei-
ne gewichtete Geschwin-
digkeitskonstante fiir den
Elektronentransfer zwi-
schen dem Protein und
der Elektrode, k97, wurde
unter Verwendung des
Modells von Laviron auf
0.18 s % geschitzt®l Die
lineare Abhdngigkeit der Peakstrome von der Geschwindigkeit
der Potentialverdnderung (zwischen 10 und 50 mVs~', Daten
nicht gezeigt) spricht dafiir, dafl Cyt ¢ an die Oberfliche gebun-
denist [z.B. fiir i,, ¥(/nA) = 9.7 x (/ mVs~ 1) + 0.8 (/nA)]. Die-
se Annahme wurde durch die Persistenz des Proteinredoxsignals
nach griindlichem Waschen weiter untermauert.

Auf die Zugabe von H,0, zur Au-Cyt-c-Elektrode, erfolgt
eine Verstirkung des Reduktionsstromes, was auf die Reduk-
tion des Wasserstoffperoxids zuriickzufiihren ist (Abb. 2b)[1°1,

E [mV]———

Abb. 1. Cyclovoltammogramm von immobi-
lisiertem Cyt ¢ (Au/DTSSP/Cyt ¢, gegen Ag/
AgCl-Elektrode) in O,-freiem Natrium-
phosphatpufler (0.t moldm™3, pH 6.3, »=
10 mV's™') (durchgezogene Linie). Kontroll-
experimente sind ebenfalls gezeigt: Cyclovol-
tammogramm der DTSSP-Monoschicht (Au/
DTSSP) (gepunktete Linie; Cyclovoltammo-
gramm von apo-Cyt-c in Gegenwart von
0.5 um CcP (gestrichelte Linie).
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Abb. 2. Cyclovoltammogramm von immobilisiertem Cyt ¢ (gegen Ag/AgCl-Elek-
trode): in a) 0.1 moldm~* Natriumphosphatpuffer (pH 6.3), b) nach Zugabe von
30w H,0,, ¢)-f) nach Zugabe von 043, 0.86, 1.29 bzw. 1.72pm CcP
(v = 5mVs™!'). Der Reduktionsstrom fiir immobilisiertes Cyt ¢ wird verstirkt, da
die Geschwindigkeitskonstante des Elektronentransfers zwischen den Proteinen bei
ca. 1000 s~* liegt und damit fast um den Faktor 10* groBer ist als die des ET’s
zwischen Protein und Elektrodenoberfliche {16]. Die einzelnen Reaktionen sind
tiber den Cyclovoltammogrammen schematisch dargestellt. El. = Elektrode.
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Die anschlieBende Zugabe von CcP (Abb. 2c—-2f) ergab wesent-
liche Erhéhungen der Reduktionsstréme, was mit der enzymati-
schen Regenerierung von immobilisiertem Cyt ¢, und dessen
elektrokatalytischer Reduktion an der Elektrodenoberfliche er-
klirt werden kann. Das Reaktionsschema ist in Abbildung 2
illustriert.

Dergleiche Au-Cyt ¢ Aufbau wurde auch zur Untersuchung
der Protein-Protein-Erkennung in Abwesenheit von H,0, ver-
wendet. Zu diesem Zweck wurden ET-Reaktionen zwischen 16s-
lichem CcP,, und der modifizierten Elektrode untersucht
(Abb. 3). Wie aufgrund der biologischen Funktion und der rela-

1.
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Abb. 3. Cyclovoltammogramme von a) immobilisiertem Cyt ¢, b) verstirkt durch
die Zugabe von 0.30 pm, c) 0.60 pm, d) 0.90 um, e) 1.8 um und f) 2.4 um CcP, in
Abwesenheit von H,0, (v = 5 mV s~ ') (alle anderen Bedingungen siehe Legende zu

Abb. 2). Die einzelnen Reaktionen sind iiber den Cyclovoltammogrammen schema-
tisch dargestelit.

tiv freien Zuginglichkeit des immobilisierten Him-Redoxzen-
trums erwartet wurde, kann CcP das immobilisierte Cyt c,,, via
Verbindung I regenerieren, was zu einer Verstirkung des Reduk-
tionsstromes an der Elektrode fiihrt. Dies ist in Abbildung 3
schematisch dargestellt.

In einer Serie von ergidnzenden Experimenten wurde auch
CcP mit DTSSP immobilisiert und elektrochemisch in sauer-
stofffreiem Elektrolyt charakterisiert (Abb. 4). Die gewichtete
Geschwindigkeitskonstante k2. wurde zu 0.04 s™! berechnet.
Dieser Wert ist niedriger als bei Cyt ¢ was wahrscheinlich von
einem lingeren Ubertragungsweg zwischen dem Him-Zentrum
und der Goldoberfliche herriihrt. Die Zuordnung dieses Weges
ist schwierig, da 23 Lysingruppen auf der Oberflache von CcP
fiir die Bindung mit DTSSP zur Verfiigung stehen.

Tragt man i, oder i, gegen v auf (z.B. fir i,, ¥(/nA)=
9.1 x (/mVs™1) + 2.7(/nA), Daten nicht gezeigt), so erhilt man
lineare Abhéngigkeiten, die bestdtigen, dal die elektrochemi-
schen Reaktionen nur an der Oberfliche stattfinden. Das Halb-
stufenpotential £}, fiir immobilisiertes CcP wurde auf
—254 mV (vs. Ag/AgCl, v =10 mVs ™ ') geschitzt. Im Vergleich
dazu liegt das Reduktionspotential fiir CcP in Losung (Verbin-
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Abb. 4. Cyclovoltammogramme von immobilisiertem CcP in a) 0.1 moldm ™3 Na-
triumphosphatpuffer (pH 6.3) sowie b)—-¢) nach Zugabe von 7.0 pM bzw. 42 um Cyt
¢ (v =5mVs™"). Die Einelektronen-Enzym-Oxidation von immobilisiertem CcP

durch geldstes Cyt ¢ mit nachfolgender elektrochemischer Reduktion ist schema-
tisch dargestellt.

dung II, Fe'"-Ionen) bei 848 mV vs. Ag/AgCI!'Y). Diese groBe
Anderung im Redoxverhalten der Enzyme liegt an der deutlich
anderen physikalischen und chemischen Umgebung des immo-
bilisierten Him-Redoxzentrums. Die Integration des Reduk-
tionspeaks von immobilisiertem CcP zeigte, dafl die Oberfla-
chenbelegung der Elektroden mit 2.8 x 107! molem™2
niedriger war, als bei der Cyt-c-Elektrode.

Auf die Zugabe von 10slichem Cyt ¢ zur Au-CcP-Elektrode
wurde eine Verstirkung des CcP-Reduktionsstromes beobach-
tet (Abb. 4). Die Redoxbedingungen innerhalb der elektroche-
mischen Zelle wurden so gewéhlt, daB die Reaktion umgekehrt
verlduft wie in der Natur; diese unnatiirliche Reaktion wurde
auch durch Laserradiolyse untersucht!®. Bei der natitrlichen
Reaktion fungiert CcP bei der Oxidation von Cyt ¢, als ter-
minaler Elektronenacceptor (E,,, Cyt ¢ = +40mV vs. Ag/
AgClytt21,

Schon frither war gezeigt worden, daB geldste Komponenten
der ET-Kette mit Monoschichten an Elektrodenoberflichen
kommunizieren!'3~ 131, Die von uns beschriebene elektrochemi-
sche Untersuchung von immobilisierten Komponenten der ET-
Kette bietet allerdings Vorteile. Unser System ahmt die Natur
insofern nach, als verschiedene Proteinwechselwirkungen an
verschiedenen Phasengrenzen stattfinden. AuBlerdem konnen
Probleme, die vom Widerstand der Losung herriihren, vernach-
lassigt werden. Zwei Aspekte dieser Arbeit sind von besonderem
Interesse: Zum einen konnte gezeigt werden, daf} eine direkte
Ubertragung eines Faraday’schen Signals aufgrund der Protein-
erkennung an einer mit einem Protein modifizierten Oberfliche
mdoglich ist. Zum anderen demonstrieren die verwendeten Tech-
niken die Méoglichkeiten zur Manipulation des Redoxcharak-
ters biologischer Molekiile.
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Experimentelles

Pferdeherz-Cyt-c und -CcP wurden durch Mischen (30 min) einer Proteinlésung
(¢ =10 mgmL ™) mit einem UberschuB an DTSSP (10 mm Lésung in 100 mm Na-
triumphosphatpuffer, pH6.3) immobilisiert. Alternativ wurde eine Losung von
Na,HPO, (10 mmoldm™? in Dimethylsulfoxid, 1:5 mit H,O verdiinnt) verwendet.
Eine Goldelektrode (4 = 0.031 cm?, mit Aluminiumoxid der KorngroBe 0.05 um
poliert, mit 25% H,0, in H,SO, behandelt und in Wasser 15 min mit Ultraschall
beschallt) wurde in der Enzymigsung ca. 12 h bei 4 °C inkubiert. Alle elektrochemi-
schen Messungen wurden mit einem BAS-CV-37-Potentiostat durchgefiihrt und
entweder analog oder digital aufgezeichnet. Die Gleichstromcyclovoltammetrie
wurde in verschlossenen Zwei-Kammer-Elektrolysezellen mit einem Arbeitsvolu-
men von 500 pL durchgefihrt.

Die elektrochemischen Messungen wurden in Natriumphosphatpuffer durchge-
fihrt (0.1 moldm™?, pH 6.3, zur Entfernung von Sauerstoff wurde die Ldsung vor
der Messung 15 min mit Stickstoff durchspiilt). Die Losung wurde wihrend des
Experiments in einer Stickstoffatmosphire gehandhabt. Ebenso wurden alle Vor-
ratslosungen vor der Einschleusung in die elektrochemische Zelle auf die gleiche
Weise behandelt. Die Abwesenheit von Sauerstoff in den Losungen wurde mit einer
unmodifizierten Goldelektrode, die auf einer Spannung von —300 mV vs. Ag/AgCl
gehalten wurde, iberpriift. Kontrollexperimente, in denen die Him-Redox-
zentren der Proteine durch Inkubation der Elektrode in 4.0 M Guanidin x HC]
(pH 6.0, ca. 12 h, Waschen) entfernt wurden, wurden fiir beide Elektroden durchge-
fiihrt. Die Ergebnisse fiir Cyt ¢ sind in Abbildung 1 gezeigt (siche Legende zu
Abb. 1).
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Lactendiine: eine neue Klasse von chemisch
aktivierbaren cyclischen Endiinen **

Luca Banfi und Giuseppe Guanti*

Nachdem vor kurzem die starke Antitumor-Aktivitdt von na-
tiirlich vorkommenden cyclischen Endiinen entdeckt worden
ist, sind derzeit etliche Bemiihungen auf das Design und die
Synthese von analogen Verbindungen gerichtet, die nach dem
gleichen Prinzip wirken, deren Molekiilstrukturen aber weniger
komplex sind!!). Idealerweise sind solche Mimetica an sich inak-
tiv und werden chemisch aktiviert, indem ein Strukturelement,
das die Endiineinheit in einer stabilen Form blockiert, kontrol-
liert entfernt und so die DNA-schidigende Form freigesetzt
wird. Dariiber hinaus sollten diese Verbindungen zur Steigerung
von Selektivitdt und Wirksamkeit iiber geeignete Ankergruppen
verfiigen, iiber die DNA-bindende Agentien gebunden werden
kénnente2),

In diesem Zusammenhang untersuchten wir eine neue Klasse
von synthetischen Endiinen, die sich durch einen an ein zehnglied-
riges cyclisches Endiin trans-anellierten f-Lactamring auszeich-
nen (5) und die wir ,,Lactendiine” nennen. Diese sind Analoga der
bekannten Stammverbindungen 1%7 und 2%, die bei 37 °C mit
méBiger Geschwindigkeit in einer Bergman-Cycloaromatisierung
zu den hochreaktiven Aryl-Diradikalen 3 bzw. 4 reagieren. Wir

R R R’ R
— . — R3 — ®
©© man muNHZR3
COQ
= ; =z o] =T (€]
1R=H 3R=H 5 R 6 R
2R=0H 4R=0H

gingen davon aus, daB Lactendiine hinsichtlich einer Cycloaro-
matisierung vollkommen stabil sind und daB ihre Hydrolysepro-
dukte 6 reaktiver als die Stammverbindungen 1 und 2 sein sollten.
Die erste Annahme beruhte zum einen auf den Arbeiten von
Nicolaou, Bergman et al.l3), die nachgewiesen haben, da zehn-
gliedrige, an Dioxolanone frans-anellierte Endiine nicht reaktiv
sind, und zum anderen auf Molekiilmechanik(MM)-Rechnun-
gen'®), nach denen das aromatische Cyclisierungsprodukt stark
gespannt sein muB. Die zweite Annahme war weniger offensicht-
lich; die MM-Rechnungen!®! deuteten auf eine sehr kurze Le-
bensdauer von 6 bei 37 °C. Daher kénnte eine In-vivo-Offnung
des B-Lactamrings als Ausloser fiir die Uberfithrung des mégli-
chen Endiin-Prodrugs 5 in die wirksamen Spezies 6 sein. Weitere
Vorteile der Verbindungen 5 bestehen in ihrer einfachen Struk-
tur, weshalb ihre Totalsynthese leichter erreichbar sein sollte,
und in der Moglichkeit, iber die Substituenten Rt, R? und R?
DNA-bindende Agentien anzukniipfen.

Um unsere Annahmen zu iiberpriifen, haben wir nun die er-
sten Verbindungen dieser Klasse hergestellt. Die eingeschlagene
Syntheseroute (Schema 1) beginnt mit dem 2-Azetidinon 7, das
nach bekannten Verfahren!” in sechs Stufen aus D,L-Asparagin-
siure zuginglich ist®). Nach Schiitzen der Stickstoffunktion
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