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Die effiziente Katalyse der Polysiloxan-
Synthese durch Silicatein « erfordert spezifisch
positionierte Hydroxy- und
Imidazolylgruppen®*

Yan Zhou, Katsuhiko Shimizu, Jennifer N. Cha,
Galen D. Stucky und Daniel E. Morse*

Viele Meeresorganismen synthetisieren groSe Mengen
formkontrollierter Kieselsdure unter milden, physiologischen
Bedingungen und bei Temperaturen nahe 0°C.M In deutli-
chem Gegensatz dazu stehen die Bedingungen der industriel-
len und geochemischen Synthese von Kieselsdure und an-
deren Polysiloxanen, die tiblicherweise extreme pH-Werte,
hohe Temperaturen oder beides erfordern. Wir stellten
kiirzlich fest, daB die Proteine, die in den von einem
Meeresschwamm erzeugten makroskopischen Kieselsdure-
Nadeln eingeschlossen sind, die Synthese von Kieselsdure und
organisch modifizierten Silsesquioxanen aus den entspre-
chenden Siliciumethoxiden bei neutralem pH-Wert und
niedriger Temperatur katalysieren konnen.>3] Wenn man
die Proteine, die wir ,,Silicateine* nannten (Silicatproteine),
zu einem makroskopischen Filament zusammenfiigt (2 mm x
ca. 2 um Durchmesser), konnen sie als Geriiste dienen, die die
Synthese von Polysiloxanen an der Oberfliche der Faser
rdaumlich steuern. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, da3 der
biochemische Mechanismus der Silicatein-vermittelten Kata-
lyse der Polysiloxan-Synthese ein niitzliches Modell fiir neue
Synthesewege zu Polymeren und Materialien auf Siliciumba-
sis unter umweltschonenden Bedingungen sein konnte.

Bei Silicatein a, der wesentlichen Untereinheit, die etwa
70% der Masse der Silicateinfilamente ausmacht, besteht
eine deutliche, zuvor unerwartete strukturelle Ubereinstim-
mung mit dem bekannten hydrolytischen Enzym Cathepsin L
(einer Protease), was auf einen moglichen Mechanismus fiir
seine Katalyse der Polysiloxan-Synthese hinweist.>3 Die
anderen beiden Silicatein-Untereinheiten, aus denen die
Proteinfilamente zusammengesetzt sind, dhneln sich eben-
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falls.”! Die enge Verwandtschaft zwischen Silicatein a und
Cathepsin L #uBert sich in der groBen Ahnlichkeit ihrer
Aminosidurensequenzen, ihren dreidimensionalen Strukturen
und dem Auftreten in denselben Zellkompartimenten. Da die
Geschwindigkeit der Kondensation der Siliciumalkoxide
durch die Alkoxidhydrolyse (in der Regel sdure- oder ba-
senkatalysiert) begrenzt wird, schlugen wir vor, daB Silica-
tein o diese Reaktion bei neutralem pH-Wert durch die
Aktivitdt der Serin- und Histidin-Seitenketten katalysiert, die
entsprechende Positionen besetzen wie die katalytisch akti-
ven und funktional verwandten Seitenketten in proteolyti-
schen Enzymen sowohl vom Cathepsin-L-Typ (Cystein-Hi-
stidin) als auch vom Trypsin/Chymotrypsin(Serin/Histidin)-
Typ.’l Der Vorschlag fiir den Katalysemechanismus (Sche-
ma 1), in dem die Seitenketten von Serin-26 und Histidin-165,
das mutmaBliche aktive Zentrum, iiber die substratbindende
Falte hinweg wechselwirken und einen allgemeinen Séure/
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Schema 1. Schliisselrolle der Hydroxygruppe von Serin-26 und der Imi-
dazolyl-Seitenkette von Histidin-165 beim vorgeschlagenen Mechanismus
der Silicatein-vermittelten Katalyse. Fiir die Katalyse des umsatzbestim-
menden Schritts der Alkoxysilan-Polykondensation bei neutralem pH-
Wert wird ein Mechanismus vorgeschlagen, der dem der Hydrolyse von
Peptidbindungen durch eine homologe Protease analog ist.l’) Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen den Hydroxymethyl- und Imidazolyl-Seiten-
ketten von Serin-26 und Histidin-165 steigern die Nucleophilie des Serin-
Sauerstoffatoms. Es wird vorgeschlagen, daf3 ein Angriff auf das Silicium-
Atom des Tetraethoxysilans ein voriibergehendes Protein-Substrat-Inter-
mediat bildet, das moglicherweise durch eine Donorbindung vom Imida-
zol-Stickstoffatom als pentavalente Siliciumverbindung stabilisiert wird.
Die Hydrolyse dieses Intermediats setzt das Silanol-Produkt frei und
erzeugt das Serin-Histidin-Paar.

Base-Katalysator bilden, beruht auf der grof3en strukturellen
Ubereinstimmung des Silicateins und der entsprechenden
Proteasen, auf dem bekannten Mechanismus der Peptidhy-
drolyse durch die entsprechenden Seitenketten der proteoly-
tischen Enzyme (die ebenfalls als Sdure/Base-Katalysatoren
wirken)P! und der Notwendigkeit, daB die Silicium-Alkoxid-
Hydrolyse die Polysiloxan-Kondensation initiiert. Wir stellen
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hier den direkten experimentellen Beweis fiir die vorgeschla-
gene Rolle der spezifischen Serin- und Histidin-Seitenketten
bei der Katalyse der Polysiloxan-Synthese durch Silicatein a
vor.

Wir stellten strukturelle Varianten von Silicatein o her, in
denen a) der Serin-Rest (mit einer Hydroxymethyl-Seiten-
kette) in Position 26 und b) der Histidin-Rest (mit einer
Imidazolyl-Seitenkette) in Position 165 spezifisch durch einen
Alanin-Rest (mit einer Methyl-Seitenkette) ersetzt wurden.
Diese Varianten wurden nach der als ortsspezifische Muta-
genese bekannten Methode modifiziert, bei der die klonierte
rekombinante RNA, die Silicatein a kodiert, ortsspezifisch in
vitro hergestellt und die mutierten DNAs dann als Template
zum Steuern der Synthese des entsprechenden Proteins in
Bakterien genutzt wurden. Der quantitative Vergleich der
katalytischen Aktivitdten der daraus resultierenden substi-
tuierten Proteine mit der Aktivitdt des urspriinglichen Pro-
teins stiitzt die These, dafl sowohl Serin-26 als auch Histidin-
165 von Silicatein a zur effizienten Katalyse der Kieselsdure-
Synthese aus Siliciumtetraoxid bei neutralem pH-Wert beno-
tigt werden (Abbildung 1). Weitere Daten aus diesen Experi-
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Abbildung 1. Relative spezifische Katalyseaktivititen (a) des urspriingli-
chen und des substituierten Silicatein-a-Proteins. Oben ist die Topologie
des Proteins abgebildet, basierend auf der dreidimensionalen Struktur der
weitgehend homologen Protease Cathepsin L und in der Beweglichkeit
durch drei intramolekulare Disulfidbriicken eingeschrénkt, die in beiden
Proteinen die gleichen Positionen einnehmen. Bemerkenswert ist die
raumliche Néhe von Serin-26 und Histidin-165 tiber die Substrat-bindende
Falte hinweg. Die drei Linien unten illustrieren schematisch die Protein-
Riickgrate des urspriinglichen Proteins und der beiden Varianten, die
durch ortsspezifische Mutagenese hergestellt wurden, um die Seitenketten
von Serin-26 (Ser-26) und Histidin-165 (His-165) durch die Methyl-
Seitenkette des Alanin-Rests (Ala) zu ersetzen. Zur Bestimmung der
relativen spezifischen Katalyseaktivitdten siche Experimentelles.
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menten belegen, daf} Silicatein a unter den angewendeten
Bedingungen die Kieselsdure-Synthese spezifisch katalysiert.
Darum erniedrigt die thermische Denaturierung deutlich die
Aktivitdt von Silicatein a (wobei nur eine spezifische kataly-
tische Restaktivitit von 6.3 +1.4% zuriickbleibt), was be-
weist, daB die effektive katalytische Aktivitdit von der
genauen dreidimensionalen Konformation des natiirlichen
Proteins abhéngt. AuBerdem hatte das Maltose-bindende
Protein, dessen Gen als ,, Trager* fiir das Silicatein-a-Gen bei
der Klonierung und Proteinexpression verwendet worden war
(siehe Experimentelles), nach der Reinigung vom Fusions-
protein eine signifikante Katalyseaktivitit fiir die Kieselsdu-
re-Synthese aus dem Alkoxid unter den verwendeten Be-
dingungen (5.4 + 1.6 % spezifische Katalyseaktivitit relativ zu
der von nativem Silicatein ). Die katalytische Aktivitédt der
mutierten Proteine ist um eine Zehnerpotenz auf einen
Restwert erniedrigt, der geringfiigig iiber dem des durch
Hitze denaturierten Proteins liegt (Abbildung 1). In dhnlicher
Weise fithrte bei Proteasen, die erwiesenermafBen bei der
Saure/Base-Katalyse von den Serin- und Histidin-Einheiten
abhingen, der Ersatz dieser Seitenketten am aktiven Zen-
trum durch ortsspezifische Mutagenese zu Restaktivititen,
die hoher als bei den entsprechenden Kontrollverbindungen
waren.! Wie schon fiir die Proteasen gezeigt werden konnte,
weist dies darauf hin, da3 die katalytische Effizienz von der
synergetischen Wechselwirkung zwischen den Seitenketten
am aktiven Zentrum (und einer Asparagin-Seitenkette, die
wir nicht verdndert haben)®”) abhingt und daB keine
Substitution allein ausreicht, um alle Spuren von Aktivitét
zu beseitigen.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dafl die Hydroxy-
und Imidazolyl-Seitenketten von Serin-26 und Histidin-165,
die bei der Struktur von Silicatein a als dessen mutmaBliches
aktives Zentrum identifiziert wurden, fiir die effektive und
spezifische Katalyse der Alkoxysilan-Polykondensation des
Proteins bei neutralem pH-Wert notwendig sind. Diese
Beobachtungen und die weitere Ermittlung der strukturellen
Determinanten zur Kontrolle des Polymerisationsproduktes
durch das Silicatein-Molekiil konnten sich als niitzlich fiir das
Design synthetischer Katalysatoren fiir umweltvertréagliche
Wege zur Synthese von Kieselsdure und organisch modifi-
zierten Polysilsesquioxanen erweisen.

Experimentelles

Es wurden ausschlieBlich molekulargenetische Standardmethoden ver-
wendet.® | Die DNA-Kodierung fiir das Silicatein-a-Protein wurde durch
selektive enzymatische Replikation aus dem urspriinglichen Klonierungs-
vektor erhalten® und in eine rekombinante bakterielle Plasmid-DNA
integriert, wodurch ein Fusionsprotein entstand, in dem das Silicatein-a-
Protein mit MBP (Maltose-bindendes Protein) verkniipft ist. Nach der
Verifizierung der Sequenz des Fusionsproteins und der Féhigkeit der
rekombinanten DNA, die Synthese groer Mengen des Fusionsproteins in
Zellen des Bakteriums Escherichia coli zu steuern, wurden Varianten des
Proteins durch ortsspezifische Mutagenese!'”! produziert, die verinderte
Silicateine ergaben, in denen Serin-26 und das Histidin-165 spezifisch
durch Alanin ersetzt wurden (Abbildung 1). Dieser spezifische Austausch
gelang durch: a) die Synthese von Oligonucleotiden, die exakt mit der
Sequenz in Nachbarschaft zu den zu ersetzenden Positionen iiberein-
stimmten und die Alanin-kodierende Oligonucleotide anstelle der Sequenz
fir Serin oder Histidin enthielten; b)die molekulare Hybridisierung
zwischen den Ersatz-Oligonucleotiden und der komplementéren einstrén-
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gigen DNA des Fusionsprotein-Plasmids; c) die enzymatische In-vitro-
Replikation des resultierenden doppelstrangigen Intermediats, wobei
sowohl das mutierte als auch das native Gen des Fusionsproteins pro-
duziert wurden; und d) die Isolierung der mutierten DNA mit ersetzter
Sequenz und Bestimmung seiner Identitdt und Struktur durch die direkte
DNA-Sequenzanalyse. Die beiden mutierten DNAs und die urspriingliche
native DNA wurden dann separat in parallel geziichtete Bakterienkulturen
eingefiihrt, um durch Uberexpression die natiirlichen bzw. mutierten
Silicatein-Proteine, die durch die rekombinanten DNAs kodiert sind,
herzustellen. Kontrollversuche bestitigten, daB ohne die rekombinante
DNA von den Bakterien kein Silicatein produziert wird (d.h. keine
Kieselsdure-polymerisierende Aktivitdt hervorgerufen wird). Nach Lyse
der Bakterien werden die Silicatein-MBP-Fusionsproteine durch Maltose-
Affinitdtschromatographie gereinigt;'!! die Silicatein-Proteine wurden
durch ortsspezifische Spaltung mit einem hochgradig gereinigten pro-
teolytischen Enzym vom Triager MBP entfernt und die freien Silicateine
und MBP einzeln mit konventionellen Methoden gereinigt. Durch Dialyse
(bei 2°C) aus gepuffertem Guanidinium-Hydrochlorid und Sulfanyletha-
nol zur korrekten Faltung und Bildung intramolekularer Disulfidbriicken
wurden die gereinigten Silicateine dann in ihre native Form gebracht. Die
rekonstituierten Proteine wurden dann sofort auf die dquivalenten Pro-
teinkonzentrationen eingestellt und dreifach unter den zuvor beschrie-
benen Bedingungen auf ihre Katalyse der Kieselsdure-Synthese aus
Tetraethoxysilan bei neutralem pH-Wert (1h, 20°C) gepriift.’! Das
Kieselsdure-Produkt wurde durch Zentrifugieren gewaschen, durch Ver-
dampfen getrocknet und nach der alkalischen Hydrolyse colorimetrisch mit
dem Molybdatreagens quantitativ bestimmt. Die Ergebnisse werden als
relative spezifische Aktivitdten der Alkoxysilan-Polykondensation nach
Korrektur der Ausbeute fiir die nicht-katalysierte Reaktion ausgedriickt.
Unter diesen Bedingungen betrug die durchschnittliche spezifische Ak-
tivitdt des natiirlichen rekonstituierten Silicatein-a-Proteins 140.0 +
6.2 nmol Kieselsdure, die pro Stunde und pro 60 pg Protein synthetisiert
wurde; der in Abwesenheit von Proteinen erhaltene Kontrollwert war
6.7 £2.1 nmol synthetisierte Kieselsdure pro Stunde.

Eingegangen am 18. September 1998 [Z12429]
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Stichworter: Enzymkatalyse - Kieselsdure - Polymerisatio-
nen - Polysiloxane - Proteine
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Wasser als kritische Grofe in der
asymmetrischen Allylborierung von
N-Trimethylsilylbenzaldiminen mit
B-Allyldiisopinocampheylboran

Guang-Ming Chen, P. Veeraraghavan Ramachandran
und Herbert C. Brown*

Professor Heinrich Noth zum 70. Geburtstag gewidmet

Von den Methoden zur asymmetrischen Synthese unter
Verwendung von a-Pinen,!! die wir in den letzten zehn Jahren
entwickelt haben, wurde die Allylborierung von Aldehyden
mit B-Allyldiisopinocampheylboran (D-Ipc,BAll) 1% in vielen
Synthesen als Schliisselschritt eingesetzt.’! Vor kurzem haben
wir iliber eine effiziente Synthese C,-symmetrischer Diole
berichtet, bei der Dicarboxaldehyde mit 1 allylboriert werden
und die mit sehr hoher Diastereo- (de) und Enantioselektivi-
tit (ee) ablduft.l]

Die allylische Borierung von Aldiminen wurde demgegen-
iiber bisher nur selten beschrieben, was wahrscheinlich an der
Instabilitédt solcher Imine sowie an der geringen Reaktivitét
der stabileren N-substituierten Imine liegt.’] Ttsuno et al.
berichteten iiber die asymmetrische Allylborierung von
N-geschiitzten Benzaldiminen (Schema 1), bei der eine Viel-

NSiMes NH,
. 0, 0,
H 1/2 1) H;O X 1 70%, 73% ee
3 T 4 .
-78°C,3h  2) OH 2: 89%, 92% ee

Ph
. )2BV O\B _// -
1: A 2: /
Me® N

Ts

Schema 1. Asymmetrische Allylborierung von 3 mit 1 oder 2.

zahl allylborierender Reagentien einschlielich 1 verwendet
wurden.! Sie kamen zu dem Ergebnis, daB N-Trimethylsilyl-
aldimin die reaktivste Verbindung fiir diese Allylborierungen
ist. Die Reaktion kann bei —78°C durchgefiihrt werden und
liefert mit dem Norephedrin-Derivat 2 als chiralem Auxiliar
die entsprechenden Homoallylamine mit bis zu 92% ee.
Villieras et al. haben Itsunos Methode zur Allylborierung von
N-Trimethylsilylaldiminen mit einem 2-Ethoxycarbonyl-sub-
stituierten Allylboronat verwendet.’]

Wie wir bereits beschrieben haben, verlduft die Allylborie-
rung von Aldehyden mit 1 bei — 78 °C auBlerordentlich schnell
und ist selbst bei — 100 °C immer noch recht rasch.l®l Es schien
uns wiinschenswert, dhnliche Angaben iiber die Allylborie-
rung von Iminen, besonders von Trimethylsilylaldiminen, zu
erhalten, die laut Itsuno sehr leicht verlaufen sollte. So haben
wir N-Trimethylsilylbenzaldimin 3 und 1 in THF bei —78°C
zusammengegeben und die Reaktionsgeschwindigkeit ''B-
NMR-spektroskopisch verfolgt. Zu unserer groBen Uber-
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