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Mehr a-Tocopherol aus natiirlichen Quellen — Chemie versus
Molekularbiologie

Wolf-D. Woggon*

Die Tocopherole 1-4 sowie die entsprechenden Tocotrie-
nole, die man aus photosynthetisierenden Organismen iso-
lieren kann, sind strukturverwandte Derivate von Chroman-
6-ol mit Vitamin-E-Aktivitit (Tabelle 1).[! Die Bedeutung

Tabelle 1. Vergleich der relativen biologischen Aktivititen A, der Toco-
pherole 1-4.

Verbindung R! R? Ar[%]
a-Tocopherol 1 CH, CH; 100
pB-Tocopherol 2 CH; H 50
y-Tocopherol 3 H CH; 10
o-Tocopherol 4 H H 3

dieser Verbindungen fiir die Erndhrung von Siugetieren ist
zwar seit etwa achtzig Jahren bekannt, ihre Wirkungsweise
auf molekularer Ebene wurde aber erst viel spéter genauer
untersucht. Burton und Ingold fanden,?! daB3 a-Tocopherol 1,
die biologisch aktivste Verbindung der Vitamin-E-Gruppe, als
Radikalketten-Abbruchreagens wirkt und das wohl wichtigste
lipophile Antioxidans in lebenden Zellen ist. Mit seiner
lipophilen Seitenkette wird 1 leicht in Doppelschichtmem-
branen eingelagert und schiitzt damit Zellwidnde gegen den
oxidativen Abbau. Die Chiralitédt und die drei Methylgruppen
am aromatischen Ring sind fiir die maximale biologische
Aktivitit von 1 essentiell.P]

Bei der Entwicklung von Methoden zur Synthese von
enantiomerenreinem 1 war die (R)-Konfiguration an C2 eine
besondere Herausforderung. Obwohl einige der Methoden
zweifellos elegant und sogar effizient sind,” kann keine
o0konomisch mit der Synthese von racemischem a-Tocopherol
konkurrieren,’! die zur Zeit etwa 90% des weltweiten
Jahresbedarfs von >22500t deckt.’l Zur Gewinnung der
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chiralen Tocopherole ist man nach wie vor auf natiirliche
Quellen wie Sonnenblumen-, Soja-, Palm- und Weizenkeimél
angewiesen. Aus ihnen isoliert man allerdings die Tocophe-
role 1-4 nur als Mischungen unterschiedlicher Zusammen-
setzung,l! so daB sich die Frage stellt, wie man diese
Mischungen in das gewiinschte 1 umwandeln kann. Hier
konnten zwei kiirzlich publizierte Arbeiten moglicherweise
Losungen bieten.

Der ,Metabolic-engineering“-Ansatz von DellaPenna
etal. beruht auf folgenden Uberlegungen und experimen-
tellen Tatsachen:[’)

a) Die Methylierung von 7y-Tocopherol 3 ist der letzte

Schritt der Biosynthese von a-Tocopherol 1%

b) Die y-Tocopherol-Methyltransferase (y-TMT) aus Cap-
sicum annuum wurde bereits von Camara et al. gereinigt
und ansequenziert.]

c) Organismen, in denen y-TMT iiberexprimiert werden
kann, wiirden ihr y-Tocopherol 3, das oft die Haupt-
menge der Vitamin-E-Komponenten ist, vollstindig in
das gewiinschte a-Tocopherol 1 umwandeln.

Da Gene, die verwandte Biosynthesesequenzen bestim-
men, oft in einem Operon organisiert sind, vermuteten
DellaPenna etal., da das y-TMT-Gen in dem Operon
lokalisiert ist, das Gene enthilt, die fiir die p-Hydroxyphe-
nylpyruvat-Dioxygenase (HPPDase) kodieren.[') Dieses En-
zym katalysiert eine wichtige Reaktion im Katabolismus
aromatischer Aminosiuren — die Bildung von Homogentisin-
sdure, die unter anderem ein Vorldufer der monomethylierten
Phenolsubstruktur der Vitamine E ist.

Fiir die Experimente wurden Synechocystis PCC6803 (Cya-
nobakterium) und die Pflanze Arabidopsis thaliana ausge-
wihlt, da die photosynthetisch aktiven Zellen beider Spezies
>95 % 1 enthalten, wohingegen in den Samen von Arabidop-
sis thaliana nur etwa 1% 1 gefunden wird. Dies bedeutet, daf3
in den erstgenannten Zelltypen eine ausreichende y-TMT-
Aktivitat vorliegt, wihrend sie in den Samen fehlt; letztere
sind die hauptséchliche Vitamin-E-Quelle fiir die menschliche
Erndhrung.

Basierend auf den Sequenzdaten von Camara et al.’) und
dem bekannten Gen, das fiir die Arabidopsis-HPPDase
kodiert,l'% charakterisierten DellaPenna et al. das y-TMT-
Gen in Synechocystis PCC6803 und in Arabidopsis thaliana,
indem sie eine ,Null-Mutante“ in Synechocystis und funk-
tionelle Formen beider Gene in E. coli herstellten. Beide
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rekombinanten Wildtyp-y-TMT-Proteine katalysierten die
Umwandlung von 3 in 1, wihrend die Null-Mutante keine
Methyltransferase-Aktivitidt aufwies. Nach Einfiihrung eines
Vektors in Arabidopsis, der das eigene y-TMT-Gen und einen
aus Karotten stammenden, samenspezifischen Promotor
enthielt, produzierten die Arabidopsis-Samen 95% a-Toco-
pherol 1, 1% p-Tocopherol 2 und 4% y-Tocopherol 3. Unter
diesen Bedingungen werden also offenbar die Hauptmengen
an y-und o-Tocopherol methyliert, d.h., das Enzym y-TMT
katalysiert regiospezifisch die Methylierung am Chromanol-
C5-Atom. Unter Beriicksichtigung der relativen biologischen
Aktivitdten der Tocopherole (Tabelle 1) sind demnach die
Samen dieser Arabidopsis-Zellinien, in denen y-TMT iiber-
exprimiert ist, etwa neunmal aktiver als entsprechende
Wildtypzellen. Der Gesamtgehalt an Vitamin-E-aktiven Ver-
bindungen bleibt dagegen unveréindert.

Eine Alternative zu genetisch modifizierten Pflanzen ist im
Prinzip, die natiirlich vorkommende Mischung der Tocophe-
role 1-4 chemisch in die biologisch aktivste Komponente a-
Tocopherol 1 umzuwandeln. Diese Variante wurde vor
wenigen Jahren von Miiller und Schneider eingehend unter-
sucht.'l Optimale Resulate wurden erzielt, wenn eine
Tocopherolmischung mit einem Mannich-Reagens, z. B. einer
1:1-Mischung von Formaldehyd und Morpholin, ohne Lo6-
sungsmittel erhitzt wurde und die gebildeten Benzylamine 2’,
3’ und 4 ohne weitere Reinigung an Pd/C mit H, reduziert
wurden. Unter diesen Bedingungen war die Ausbeute an den
Tocopherolen nahezu quantitativ, und die GC-Analyse be-
legte die Effizienz der Umwandlung: 98% 1,0.8% 2,1.2% 3.
Mit dieser Methode ist es also moglich, irgendeine natiirlich
vorkommende Tocopherolmischung in hoher Ausbeute und
im kg-Ma@stab in 1 zu iiberfiithren. Insofern scheint derzeit die
chemische Variante der molekularbiologischen von Della-
Penna et al. noch iiberlegen zu sein. Beide Methoden sind
allerdings mit dem Nachteil behaftet, da3 sie von dem sehr
geringen Vitamin-E-Gehalt in photosynthetisierenden Orga-
nismen ausgehen.

Hier scheint DellaPennas Ansatz die Moglichkeit aufzu-
zeigen, transgene Pflanzen zu erzeugen, die a-Tocopherol 1in
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grofleren Mengen produzieren. Es ist aber wahrscheinlich
naiv zu glauben, dafl derartige Organismen sehr bald zur
Verfiigung stehen werden, da offensichtlich eine betrédchtliche
Zahl enzymatischer Reaktionen dereguliert werden muf3. De
facto haben DellaPenna et al. lediglich die letzte, einfachste
Reaktion der Tocopherol-Biosynthese modifiziert, die an sich
wenig mit der Regulation der vorangehenden Stufen zu tun
hat. Dariiber hinaus ist nicht ganz nachvollziehbar, warum ihr
Ansatz so hervorragende Ergebnisse lieferte. Denn eigentlich
ist es recht unwahrscheinlich, daf3 strukturell und funktionell
so verschiedene Enzyme wie HPPDase und y-TMT auf dem
gleichen Operon lokalisert sind.

Es ist klar, da der Gehalt irgendeines Organismus an 1 nur
dann wesentlich erhoht werden kann, wenn es gelingt, ,,frithe®
enzymatische Reaktionen seiner Biosynthese zu steuern oder
die entsprechenden Enzyme zu exprimieren. Die Entwick-
lung einer Pflanze, die einen lipophilen Metaboliten in
okonomisch niitzlichen Mengen produziert, den sie norma-
lerweise nur in geringen Konzentrationen, sozusagen als
Nebenprodukt, erzeugt, erfordert wahrscheinlich eine lang-
fristige gemeinsame Strategie von Pflanzenbiologen, Chemi-
kern und Molekularbiologen, insbesondere um die Kon-
sequenzen der Uberexprimierung wesentlicher Gene auf den
Lebenscyclus der betreffenden Pflanze zu evaluieren. Kurz-
fristig gesehen scheint eine Kombination molekularbiologi-
scher Techniken mit chemischen Verfahren am erfolgverspre-
chendsten.

International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 2715-2716

Stichworter: Cyanobakterien - Gentechnik - Methyltrans-
ferasen - Tocopherole - Vitamine
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Ikosaedrische Bausteine: Weisen sie den Weg zu Dendrimeren mit zwolf
priméren Verzweigungen?

Catherine E. Housecroft*

Einer der frithen Fortschritte in der Borcluster-Chemie war
die strukturelle Charakterisierung von [By,H;,]*>~ durch Lips-
comb et al.l'l und damit einhergehend die Bestitigung der
Ikosaedersymmetrie dieses Kifigs. Im Verlauf der letzten
40 Jahre wurde eine erstaunliche Fiille von borhaltigen
Clustern, inklusive solcher mit Carboran-Grundgeriisten,
synthetisiert,> 3 die den Theoretikern AnlaB zu scheinbar
niemals endenden Fragen beziiglich der Bindungsverhéltnisse
und der Elektronenbilanz gegeben haben. Die ikosaedrischen
Cluster [B;,H;,]*~ 1 und 1,2-C,B,H;, 2 sowie die 1,7- und 1,12

@=CH O=BH

-Isomere von 2 gehoren nach wie vor zu den am héufigsten
untersuchten Clustern; ihre grof3e Stabilitit hat die Entwick-
lung einer breit gefdcherten Chemie ermoglicht.

Bei der Mehrzahl der beschriebenen Verbindungen handelt
es sich allerdings um Einzelkifige. Uber eine Mehrfachfunk-
tionalisierug von Boran- und Carboranclustern wurde relativ
selten berichtet. Frithe Beitrdge hierzu waren Chlorierungen
und Bromierungen von [B;;H,o]>~ und [B;,H,]>. In den
letzten Jahren wurden weitere Erfolge erzielt, z.B. in den
Arbeitsgruppen von Hawthorne (die Permethylierung von
C,ByHy,, Me,C,B(H, und verwandten Verbindungen sowie
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die Synthese von 1,2-C,H,B,,(CHCl,),,),>" Paetzold (per-
bromierte, -iodierte und -methylierte Derivate der Azaborane
4-CIC4H,NByH, und MeNB,,;H,,),®l Wilbur (die Periodierung
von 1,2- und 1,7-C,B,;H;, und von Carboranen mit einem
Kohlenstoffatom) und Michl (die Synthese von [CB;;Me,,]~
und dem stabilen Radikal CB,;Mej,, dem ersten isolierten
neutralen metallfreien Borcluster-Radikal).l' 'l Die Mehr-
fachfunktionalisierung des Kifigs ist ein bedeutender Schritt
vorwirts und sollte einen Durchbruch bei der Entwicklung
eines neuen Gebiets der Boran- und Carborancluster-Chemie
ermoglichen, in dem Borcluster zu einem festen Bestandteil
der supramolekularen Chemie werden konnten.

Bisher hat die Funktionalisierung der Kohlenstoffatome
von Carboran-Kifigen zu zahlreichen Derivaten gefiihrt,
wobei der Einbindung von Clustern in cyclische Anordnun-
gen im Hinblick auf unserer Thema besondere Bedeutung
zukommt. Bespiele sind arengekoppelte Systeme,[?l ein
verwandtes cyclisches Trimer, das von Wade und Mitarbeitern
durch Behandlung von 2,6-Br,H;CsN mit 1,7-Cu,-1,7-C,B,;H,,
erhalten wurde,['3! sowie Makrocyclen vom Typ 3 und 4 aus

BioH
(B)lngo OlO 10
Hg Hg
HIOBIOQK j§810H10
Hg Hg
O O
H10B10 B1oH10 W
BioH10
3 4
iglonlo = 1,2-C;By0H10

der Hawthorne-Gruppe.'*'?! Besonders interessant ist der
Makrocyclus 4, da er als Wirt fiir ein Halogenid-Ion fungiert,
womit wir einer Zusammenfithrung von Boran- und supra-

0044-8249/99/11118-2883 $ 17.50+.50/0 2883



