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1 Einleitung

Pilze besitzen eine grof3e Vielfalt an biotechnologisch potentiell einsetzbaren Enzymen, von
denen bereits diverse industrielle Anwendungen ausgehen und die neue Einsatzgebiete

ermdglichen kénnen.

Enzyme sind wichtige Biokatalysatoren, die in allen Organismen vorkommen und den Ablauf
von Reaktionen beschleunigen kdnnen. Die Anwendungsmdglichkeiten von Enzymen sind
sehr vielfaltig und umfassen unterschiedliche Industriezweige. In der Backindustrie werden
beispielsweise Amylasen und Proteasen sowie Hemicellulasen eingesetzt (Weegels et al.
1992, Blaszczak et al. 2004, Keskin et al. 2004), wahrend zum Bierbrauen neben Amylasen
Carboxypeptidasen und Glucanasen genutzt werden (Bhat et al. 2000, Evans et al. 2008).
Neben der Brau- und Backindustrie werden Enzyme v.a. Proteasen auch fir die Herstellung
von Kase eingesetzt (Ohmiya et al. 1979, Garg und Johri 1993). Die Klarung von
Fruchtsaften durch Pektinasen ist eine weitere Einsatzmdglichkeit von Enzymen in der
Lebensmittelindustrie (Sreenath und Santhanam 1992). Aber auch in anderen
Industriezweigen, wie bei der Herstellung von Leder werden Enzyme eingesetzt
(Thanikaivelan et al. 2004). Daneben werden Enzyme z.B. Proteasen oder Cellulasen auch
in der Waschmittelindustrie angewandt, um die Reinigungsleistung, die Farbintensitat und
die Weichheit zu erhéhen (Galante et al. 2003, Maurer 2004, Saeki et al. 2007, Verenich et
al. 2008). Bei der Zellstoff- und Papierherstellung werden Enzyme, v.a. Xylanasen eingesetzt
um die farbigen Komponenten des Roh-Zellstoffes, der aus Holz gewonnen wurde, zu
entfernen (Bleichung) um den Verbrauch von umweltgefahrlichen Chlorverbindungen zu
minimieren (Viikari et al. 1994, Buchert et al. 1992). Weitere Einsatzmdglichkeiten von
Enzymen bestehen in der Medizin z.B. die Anwendung in Biosensoren zur Bestimmung von
Glucose oder Cholesterin (Wang et al. 2008). Dariber hinaus konnen Restriktions-
endonukleasen in der Molekularbiologie zum Spalten von DNA in definierte Abschnitte
genutzt werden. Nach der Bestimmung der GréRRe oder der Sequenzierung der entstandenen
Abschnitte erhalt man Restriktionskarten, die zur Klonierung und Expression fremder DNA-
Abschnitte dienen kdnnen (Yoshikawa und Isono 1991, Weld et al. 2006).

Auf dem Gebiet der Biotechnologie, beispielsweise zur Synthese neuer Wirkstoffe und
Feinchemikalien, gewinnen Enzyme immer mehr an Bedeutung. Jeder neu entwickelte
Prozess flhrt gleichzeitig zu einer Erweiterung der Anwendungsmadglichkeiten auch in der
chemischen Industrie (Panke und Wubbolts 2005, Schmid et al. 2001).
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Dabei bieten Enzyme entscheidende Vorteile gegeniiber chemischen Katalysatoren. Enzyme
besitzen u.a. hohere Reaktionsgeschwindigkeiten und eine hohere Reaktionsspezifitat
(einschlieBlich Regio- und Stereoselektivitat) als chemische Katalysatoren. Dartiber hinaus
laufen enzymatische Reaktionen meist unter milden Reaktionsbedingungen ab, was auch die
Einfuhrung und Abspaltung von Schutzgruppen uUberflissig macht. Des Weiteren sind
enzymatische Prozesse Kkatalytisch, nicht stéchiometrisch und ermdglichen so einen
bequemeren Prozessablauf und den Einsatz geringerer Mengen des Katalysators (Call und
Micke 1997, Woodley 2008).

Es wird geschatzt, dass ca. 150 biokatalytische Prozesse bereits industriell genutzt werden,
wobei der Hauptschwerpunkt im pharmazeutischen Bereich liegt (Panke und Wubbolts 2005,
Woodley 2008).

In der vorliegenden Dissertation steht das v.a. von Weil3faulepilzen gebildete ligninolytische
Enzym Laccase im Mittelpunkt. Die Laccase kann eine Vielzahl von phenolischen
Verbindungen oxidieren. Diese Fahigkeit des Enzyms ist die Grundlage verschiedener
Reaktionsmdglichkeiten, zu denen Depolymerisations- und Polymerisationsreaktionen, aber
auch die Verknipfung von Verbindungen unterschiedlicher Substanzklassen gehdren. Die
laccasevermittelte Kopplung von verschiedenen Substanzen zu neuen organischen und
bioaktiven Molekillen war Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Dabei standen neuartige
Mdglichkeiten der Wirkstoffsynthese und -derivatisierung im Zentrum des Interesses. Das
Ziel bestand in der Herstellung von Substanzen, deren Aktivitdten (z.B. gegen Pilze oder
Bakterien) und Anwendungseigenschaften besser waren als die der Ausgangsstoffe aus
denen sie gebildet wurden. Als Ausgangsstoffe dienten sowohl vorhandene Wirkstoffe als
auch Verbindungen ohne eine bekannte Wirkung. Eine weitere voéllig neue
Anwendungsmadglichkeit der Laccase, die sich mit der Polymerisation und Zyklisierung von
Substanzen  beschéftigt, wurde ebenfalls untersucht, wobei die gebildeten
ZykKlisierungsprodukte erstmalig beschrieben wurden.

Im ersten Teil der vorliegenden kumulativen Dissertation erfolgt eine umfassende Einfiihrung
in die Thematik und eine Zusammenfassung der in der Literatur beschriebenen Zitate, die
sich mit der laccasekatalysierten Synthese von Substanzen mit biologischer Wirkung bzw.
der Derivatisierung von Wirkstoffen oder Wirkstoffgrundstrukturen befassen. Im Anschlul3
daran werden im Haupteil dieser Dissertation eigene Publikationen der
Forschungsergebnisse vorgestellt. Dabei wird auf die laccasekatalysierte Derivatisierung von
Grundstrukturen antifungaler Verbindungen wie Azolen und Morpholinen als auch von
Aminoséauren mit para-dihydroxylierten aromatischen Verbindungen eingegangen. Im letzten
Teil der Arbeit werden unveréffentlichte Ergebnisse vorgestellt, wobei der Schwerpunkt auf

der strukturellen Charakterisierung der mittels Laccase synthetisierten Produkte liegt.
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2 Laccase

Laccasen sind Enzyme, die aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften in hervorragender
Weise flr den Einsatz als Katalysator in der organischen Chemie zur Synthese einer Vielzahl
von biologisch aktiven Verbindungen geeignet sind. Sowohl die proteinchemischen
Merkmale der Laccase als auch die durch sie katalysierten Reaktionen bieten zahlreiche

Vorteile fur einen biotechnologischen Einsatz:

1. Laccasen sind in einem gro3en pH-Bereich von 2-8 stabil und aktiv (Baldrian 2006),
wobei es Hinweise daflr gibt, dass das pH-Optimum der Laccase von der Struktur
und dem Redoxpotential des Laccasesubstrates abhangig ist (Mai et al. 2001,
Baldrian 2006).

2. Laccasen sind als meist extrazellulare Enzyme sehr temperaturstabil und weisen
Temperaturmaxima zwischen 50 bis 70 °C auf (Morozova et al. 2007a).

3. Laccasen besitzen aufgrund ihrer geringen Spezifitat ein breites Substratspektrum.
Zusatzlich kann das Substratspektrum mit Hilfe von Mediatoren erweitert werden
(Morozova et al. 2007b).

4. Neben Laccasesubstraten kénnen auch Nicht-Laccasesubstrate mittlels Laccase
derivatisiert werden. So ist beispielsweise die Derivatisierung von Verbindungen wie
Aminoséauren ohne die Einfihrung von Schutzgruppen mdglich (Manda et al. 2006,
Hahn et al. 2009Db,c).

5. Laccasevermittelte Synthesen laufen meist unter Verwendung wenig toxischer
Ausgangsverbindungen und milden Reaktionsbedingungen z.B. bei Luftdruck und
Raumtemperatur ab, sodass auch empfindliche Naturstoffe eingesetzt werden
konnen (Call und Mucke 1997).

6. Die Laccasekatalyse erfordert aul3er O, keine Cosubstrate und Cofaktoren, sowie
i.d.R. nur wenige Reaktionsschritte, sodass sogenannte "one pot" Synthesen moglich
sind.

7. Aufgrund der Vielzahl an isolierten Laccasen, des breiten Substratspektrums und der
Einbeziehung von Nicht-Laccasesubstraten ist eine Vielzahl an Variationen der durch
sie katalysierten Reaktionswege und damit der Produktspektren maglich.

8. Es konnen sehr hohe Produktausbeuten erreicht werden, welche im Mittel zwischen
20 und 80 % (Hahn et al. 2009d) liegen und bei optimierten Reaktionen auch 96 %

(Niedermeyer et al. 2005) erreichen kénnen.
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Aufgrund der genannten Eigenschaften und vor allem wegen der Vielzahl an katalytischen
Reaktionen stellt die laccasevermittelte Katalyse eine wertvolle Erganzung zu den in der
Chemie verwendeten Synthesewegen dar. Zudem bietet die Gentechnik zukiinftig durch
gerichtete Evolution die Mdglichkeit die Eigenschaften der Laccase entsprechend dem
Anwendungsgebiet und den Reaktionsbedingungen anzupassen. Bulter et al. (2003) gelang
beispielweise die funktionelle Mutation einer thermophilen Laccase aus Myceliophthora
thermophila in Saccharomyces cerevisiae. Aufgrund der gerichteten Evolution wurde die
Expression des Enzyms um das achtfache gesteigert was zu einer Erhéhung der
Enzymaktivitdt um das 170-fache fuhrte. Sowohl die gesteigerte Enzymaktivitat als auch die
Temperaturstabilitat bietet v.a. bei Prozessen wie der Bleichung in der Holzindustrie
erhebliche Vorteile (Monteiro und de Carvalho 1998).

Durch Verfahren der rekombinanten DNA-Technologie und des “protein engineering” kbnnen
in Kombination mit einer Reaktorproduktion (Pilz et al. 2003, Couto und Toca-Herrera 2007)

effektive Laccasen fur industrielle Anwendungen bereitgestellt werden.

Erstmals wurde die Laccase [E.C. 1.10.3.2, Benzendiol : O, Oxidoreduktase] in Exsudaten
des japanischen Lackbaumes Toxicodendron verniciflua (frihere Benennung als Rhus
vernicifera) von Yoshida im Jahre 1883 entdeckt (Yoshida 1883). Erst zwolf Jahre spater
bekam das Enzym den Namen Laccase (Bertrand 1894, 1895, 1931). Seitdem wurden mehr
als 100 pilzliche Laccasen in Ascomyceten (z.B. Aspergillus-Arten), Deuteromyceten (z.B.
Botrytis-Arten) und vor allem in ligninolytischen Basidiomyceten gefunden. Besonders die zur
letztgenannten Gruppe gehérenden Weildfaulepilze, zu denen u.a. die Gattungen Trametes,
Pycnoporus und Phanerochaete zahlen, stellten sich als herausragende
Laccaseproduzenten heraus (Hermann et al. 1983, Slomczynski et al. 1995, Srinivasan et al.
1995, Eggert et al. 1996, Yaver et al. 1996). Dort gehdrt die Laccase zusammen mit der
Lignin- und Manganperoxidase sowie der manganunabhéngigen Peroxidase zum
ligninolytischen Enzymsystem. Im Gegensatz zu den Peroxidasen bengétigt die Laccase kein
Wasserstoffperoxid als Cofaktor (Heinzkill und Messner 1997). Bei niederen Pilzen wie
Zygomyceten und Chytridiomyceten wurde hingegen noch keine Laccase nachgewiesen
(Baldrian 2006). Neben Pflanzen und Pilzen bilden aber auch Tiere wie Insekten z.B.
Manduca sexta (Thomas et al.1989, Dittmer et al. 2004), Anopheles gambiae (Dittmer et al.
2004) und Bombyx mori (Yamazaki 1972, Yatsu und Asano 2009) Laccasen. Zudem wurden
in Bakterien Laccasen bzw. laccaseahnliche Enzyme nachgewiesen, z.B. in Azospirillum
lipoferum (Givaudan et al. 1993, Diamantidis et al. 2000), Marinomonas mediterranea
(Sanchez-Amat und Solano 1997, Sanchez-Amat et al. 2001, Sharma et al. 2007) oder
Bacillus subtilis (Hullo et al. 2001, Martins et al. 2002, Enguita et al. 2003).
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Genauso divers wie die Quellen der einzelnen Laccasen sind, kdénnen auch die
physiologischen Funktionen sehr unterschiedlich sein. Einerseits katalysieren Laccasen
katabole Reaktionen, z.B. im Rahmen des Abbaus von Lignin durch Wei3faulepilze
(Leonowicz et al. 2001), andererseits ist die Laccase in Pflanzen, Insekten, Bakterien und
Pilzen an verschiedenen Polymerisationsreaktionen und damit u.a. an der Morphogenese
beteiligt. In Pflanzen wird die Laccase zur Synthese von Lignin genutzt (Whetten et al. 1998)
und in Insekten dient die Laccase neben der Tyrosinase zur Sklerotisierung der Kutikula
(Kramer et al. 2001, Arakane et al. 2005, Suderman et al. 2006). Der Pilz Aspergillus
nidulans besitzt zwei Laccasen. Die eine ist an der Synthese von dunkelgriinem konidialem
Pigment beteiligt, und die andere spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der Entwicklung der
Cleistothecien (Hermann et al. 1983). Die Laccase von Lentinula edodes ist an der Oxidation
von phenolischen Verbindungen zu Chinonen beteiligt. Die gebildeten Chinone
polymerisieren nicht-enzymatisch, um das Pigment Melanin zu bilden (Nagai et al. 2003). Die
Laccase von Bacillus subtilis besitzt eine &hnliche Funktion. Als Bestandteil der Endospore
spielt sie vermutlich bei der Bildung einer Melanin-ahnlichen Verbindung eine Rolle, die zum
Schutz der Spore gegen UV-Licht und H,O, beitragt (Hullo et al. 2001, Martins et al. 2002).
Durch die laccasevermittelte Synthese von Melanin, das dann den Mikroorganismus vor
exogenen Einflissen schitzt, wie beispielsweise bei dem humanpathogenen hefeahnlichen
Pilz Cryptococcus neoformans, kann die Laccase auch als Virulenzfaktor fungieren
(Nosanchuk und Casadevall 2003). Die Laccase des phytopathogenen Pilzes Botrytis
cinerea ist ebenfalls an der Virulenz des Pilzes beteiligt. Botrytis cinerea verursacht Faulnis
bei verschiedenen Kulturpflanzen, wie Karotten, Gurken und Weintrauben. Die extrazelluléare
Laccase spielt eine Rolle bei der Pathogenese und wird vom Pilz genutzt um antimikrobielle
Verbindungen der Pflanze (Phytoalexine) zu detoxifizieren (Bar-Nun et al. 1988, Pezet et al.
1991, Viterbo et al. 1993, Thurston 1994, Sbaghi et al. 1996).

Pilzliche Laccasen besitzen i.d.R. ein Molekulargewicht von 50-100 kDa (Thakker et al.
1992, Srinivasan et al. 1995, Claus 2004). Die meisten pilzlichen Laccasen sind monomere
Proteine. Es wurden aber auch mehrere homodimere Laccasen, bestehend aus zwei
identischen Untereinheiten z.B. bei Trametes villosa (Yaver et al. 1996) oder Rhizoctonia
solani (Wahleithner et al. 1996) nachgewiesen. Viele Laccasen kommen als Isoenzyme vor,
die zu multimeren Komplexen oligomerisieren kénnen (Claus 2003). In den meisten Fallen
liegen konstitutive und induzierbare Isoformen gleichzeitig vor (Leonowicz et al. 1972, Soden
und Dobson 2001, Mayer und Staples 2002, Cho et al. 2006, Kunamneni et al. 2008). Eine
Laccase, die konstitutiv gebildet wird, ist z.B. das Enzym aus Pycnoporus cinnabarinus
(Eggert et al. 1996). Die Induktion der Expression kann durch aromatische Aniline darunter
v.a. 2,5-Xylidin (2,5-Dimethylanilin) (Bollag und Leonowicz 1984, Collins und Dobson 1997,
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Soden und Dobson 2001) erfolgen. Kollmann et al. (2005) wiesen eine Steigerung der
Laccaseaktivitéat auch durch die mittels Laccase aus 2,5-Xylidin gebildeten C-N- und C=N-
Oligomere nach. Darluber hinaus filhren auch Methoxyphenole wie Veratrylalkohol
(3,4-Dimethoxybenzylalkohol) (Kantelinen et al. 1989, Rogalski et al. 1991, Dominguez et al.
2007) oder Ferulaséure (4-Hydroxy-3-methoxyzimtsaure) (Leonowicz et al. 1972, Sigoillot et
al. 1999, Cho et al. 2006), sowie Ethanol (Lee et al. 1999, Meza et al. 2007) zu einer
Erhdhung der Laccaseproduktion.

Ein Grof3teil der pilzlichen extrazellularen Laccasen ist - wie auch andere extrazellulare
Enzyme von Pilzen - glykosyliert. Der Glykosylierungsgrad der Laccase ist relativ hoch. Der
Zuckeranteil kann 10-45% des gesamten Molekils betragen (Claus 2004). Die
Glykosylierung dient wahrscheinlich der thermischen und proteolytischen Stabilisierung des

entstehenden Peptides bei der Faltung (Schauer und Borriss 2004).

Die Lokalisation der meisten pilzlichen Laccasen ist extrazellular, wahrend bakterielle
Laccasen v.a. intrazellular vorkommen (Baldrian 2006, Sharma et al. 2007). In anderen
Fallen kann die Laccase auch in der Zellwand oder der Sporenumhiillung lokalisiert sein. So
ist die Laccaseaktivitat der Hefe Cryptococcus neoformans (Zhu et al. 2001) und des
Basidiomyceten Irpex lacteus (Svobodova et al. 2008) fast ausschlielich auf die Zellwand
bezogen, wahrend die Laccase bei Trichoderma spec. in den Sporen nachgewiesen wurde
(Holker et al. 2002). Bei Phanerochaete chrysosporium wurden extra- und intrazellulare

Laccasen nachgewiesen (Dittmer et al. 1997).

Das Enzym oxidiert unter anderem Di- und Polyphenole, Aminophenole,
methoxysubstituierte Phenole, hydroxylierte Biarylverbindungen, Diamine und Arylamine
(Keilin und Mann 1939, Bollag et al. 1988, Messerschmidt 1993, Thurston 1994, Yaropolov
1994, Ciecholewski et al. 2005, Mikolasch und Schauer 2009). Das grof3e Substratspektrum
der Laccase umfasst u.a. Verbindungen wie Salicylsdureester (Ciecholewski et al. 2005),
Vanillin- und Syringasaure (Tatsumi et al. 1994a), Hydroxybiphenyl (Jonas et al. 2000)
2,5-Xylidin (Bertrand et al. 2002) sowie ortho- (Hosny und Rosazza 2002, Mikolasch et al.
2008c) und para-dihydroxylierte (Anyanwutaku et al. 1994, Manda et al. 2005) Aromaten.

Ein teilweise &hnliches Substratspektrum weist die Tyrosinase auf, die neben der Laccase zu
den kupferenthaltenden Oxidasen gehoért (Keilin und Mann 1939, Lerner et al. 1950 Garcia-
Borron und Solano 2002, Piontek et al. 2002, Claus 2004). Im Gegensatz zur Laccase, die
keine ortho-Hydroxylierungen des Substrates katalysieren kann, wird beispielsweise Tyrosin
von der Tyrosinase in ortho-Position hydroxyliert. Das im Fall von Tyrosin als Substrat
gebildete 3,4-Dihydroxyphenylalanin (Dopa), stellt dann wieder ein Substrat beider Enzyme

dar und kann nachfolgend einer erneuten Oxidation unterliegen. Ein weiterer Unterschied
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zwischen Tyrosinase und Laccase besteht darin, dass die Tyrosinase keine para-
dihydroxylierten Aromaten oxidieren kann (Brown 1967).

Neben der Tyrosinase ist die Laccase mit weiteren kupferhaltigen Enzymen verwandt. So
gehort die Laccase zusammen mit der Ascorbatoxidase (aus Pflanzen) und dem
Ceruloplasmin (aus Wirbeltieren) zur Gruppe der blauen Multikupferoxidasen (Claus 2003,
2004).

Die Oxidation der Substrate durch die Laccase ist eine Ein-Elektronen-Reaktion, die zur
Bildung eines freien Radikals fuihrt (Nakamura 1960, Bollag et al. 1977, Xu 1999, Solomon et
al. 2001, 2008). Von vier Substratmolekilen wird jeweils ein Elektron auf das Enzym
Ubertragen. Als Elektronenakzeptor dient Sauerstoff. Dabei werden vier Elektronen auf
Sauerstoff Ubertragen, wobei zwei Molekille Wasser gebildet werden. Die Katalyse erfolgt
Uber vier Kupferatome, die entsprechend ihrer elektronischen Eigenschaften in verschiedene
Typen eingeteilt werden und anhand ihrer spektroskopischen Merkmale unterschieden
werden koénnen. Dabei ist sowohl das Kupferatom, das in einer sogenannten Typ 1-
Bindungsstelle (T1) liegt, als auch das Kupferatom in der Typ 2 (T2) und die zwei
Kupferatome in der Typ 3-Bindungsstelle (T3) am katalytischen Prozess beteiligt. T2 und T3
liegen raumlich nahe beieinander und bilden das sogenannte trinukledre Kupferzentrum. Die
Oxidation der Substratmolektle erfolgt am T1 durch einen stufenweisen Transfer von vier
Elektronen (Abb. 1).

OH
4 Laccase (ox.) 2H,0
OH eeee 2e 2¢
—————— Tl; T2/T3 —_—
O
4 Laccase (red.) 0,
OH

nicht-enzymatisch

OH o]
2 + 2 —_— Kopplungsreaktionen
(einschlie3lich Polymerisationen)

OH O

Abb. 1  Katalytischer Zyklus der laccasevermittelten Oxidation von Substraten und sich daran
anschlieBende Reaktionen (abgewandelt nach Thurston 1994, Claus 2003, Baldrian 2006,
Solomon et al. 2001, 2008)
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Die Elektronen werden dann auf T2/T3 Ubertragen. Die Reduktion von molekularem
Sauerstoff zu Wasser erfolgt am T3 durch zweistufige Ubertragung von insgesamt vier
Elektronen, wobei die Laccase reoxidiert wird. Das durch die laccasevermittelte Reaktion
entstehende Radikal, aber auch die im Folgenden nicht-enzymatisch gebildeten Produkte
kénnen Kopplungsreaktionen unterliegen, die schlief3lich zur Bildung von Polymeren fihren
kénnen (Bertrand et al. 2002, Piontek et al. 2002, Claus 2003, 2004, Baldrian 2006). Die
entstehende hydrochinoide Verbindung stellt ein Laccasesubstrat dar und unterliegt erneut
der Oxidation, wobei auch eine Beteiligung an den ablaufenden Kopplungsreaktionen nicht
ausgeschlossen werden kann.

Neben der Katalysereaktion sind die vier Kupferatome des katalytischen Zentrums auch fir
andere Eigenschaften z.B. die Farbe und Inhibitionsmdglichkeiten der Laccase
verantwortlich. So ist das Typ 1 Kupferatom aufgrund einer starken Absorption bei 610 nm
fur die blaue Farbe der Laccase verantwortlich (Claus 2004). Laccase-ahnliche Enzyme bei
denen das T1 und damit die charakteristische Absorption fehlt wurden bereits beschrieben.
So besitzt Pleurotus eine sogenannte “wei3e Laccase” die nur ein Kupferatom, zusammen
mit zwei Zinkatomen und einem Eisenatom pro Molekil enthalt (Palmieri et al. 1997).
Daneben wurden auch “gelbe Laccasen® beschrieben. Im Fall der gelben Laccasen scheint
es sich um eine Modifikation blauer Laccasen durch Ligninabbauprodukte zu handeln
(Leontievsky et al. 1997a,b).

Die Laccase kann unter anderem durch Fluorid-, Chlorid-, Cyanid-, Azid- und
Hydroxylanionen gehemmt werden. Diese binden an T2/T3 und verhindern so den
Elektronentransfer. Daneben wurden auch Metallionen (z.B. Hg?"), Sulfhydrylverbindungen
(z.B. Thioglykolsdure), Fettsauren, Hydroxyglycin und Kkationische quarternare
Ammoniumlésungsmittel als Laccaseinhibitoren beschrieben (Keilin und Mann 1939, Xu
1996, 1997, 1999, Xu et al. 1998, Gianfreda et al. 1999, Johannes und Majcherczyk 2000,
Baldrian 2006).

In strukturellen Unterschieden von Laccasen konnen auch die verschiedenen
Redoxpotentiale der einzelnen Laccasen begrundet sein (Piontek et al. 2002). So werden
Laccasen in low potential (+0,5 V, bestimmt gegen eine normale Wasserstoffelektrode; z.B.
Myceliophthora thermophila) und high potential (+0,7 bis +0,8V; z.B. Pycnoporus
cinnabarinus) entsprechend ihrem Redoxpotential eingeteilt (Xu 1996, Xu et al. 1998, Li et al.
1999). Xu (1996) beschrieb, dass die Redoxpotentialdifferenz zwischen Enzym und Substrat
einen Einfluld auf die enzymatische Oxidation hat. Laccasen kdnnen nur Substrate oxidieren
deren Redoxpotentiale unterhalb ihres eigenen liegen (Xu et al. 2000). Das erklart wieso
beispielsweise ortho- und para-dihydroxylierte Aromaten besonders gute Laccasesubstrate
darstellen. Diese Verbindungen besitzen ein niedriges Redoxpotential (+0,5 bis +0,6 V),

wahrend meta-Diphenole ein Redoxpotential zwischen +0,8 und +1,1 V besitzen und somit
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von Laccasen nicht oder nur schwer oxidiert werden kdnnen (Mai et al. 2001). Fir die
Oxidationsfahigkeit einer Verbindung spielen neben dem Redoxpotential auch sterische
Behinderungen eine Rolle. So konnten Tadesse et al. (2008) zeigen, dass
2,4,6-Triterti&rbutylphenol und 2,6-Diisopropylphenol trotz gleichem Redoxpotential in
unterschiedlichen Mengen oxidiert wurden, was auf sterische Behinderungen der
Substituenten bei der Bindung der Substrate in der enzymatischen Tasche zurlckgefuhrt
wurde.

Zur Uberbriickung von hohen Redoxpotentialen oder sterischen Problemen koénnen
Mediatoren eingesetzt werden (Tadesse et al. 2008). Mediatoren sind Verbindungen mit
einem geringen Molekulargewicht, mit deren Hilfe Substanzen indirekt durch die Laccase
oxidiert werden kdnnen. Dabei wird durch die Laccase zunachst der Mediator oxidiert, der
dann von der enzymatischen Tasche wegdiffundiert und seinerseits das Substrat oxidiert
(d’Acunzo et al. 2002, Claus 2003). Bourbonnais und Paice (1990) zeigten, dass bei
Anwesenheit von 2,2’-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsédure) (ABTS) auch nicht-
phenolische  Ligninmodellbestandteile, wie  beispielsweise  Veratrylalkohol, als
Laccasesubstrate dienen konnen. ABTS gehért wie auch 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-
yloxy (TEMPO) und 1-Hydroxybenzotriazol zu den synthetischen Mediatoren. Naturliche
Mediatoren sind u.a. Malonat oder Oxalat. Diese organischen Sauren, aber auch
Verbindungen wie Veratrylalkohol oder 3-Hydroxyanthranilsdure werden vom Pilz selbst
gebildet und ausgeschieden. Zusatzlich kdnnen Mediatoren wie beispielsweise
Syringaldehyd, Vanillin und p-Cumarsaure beim Zersetzungsprozess von hochpolymeren
Substanzen (z.B. Lignin) entstehen (Wesenberg et al. 2003, Wells et al. 2006, Kunamneni et
al. 2008). Die Laccase kann also bei der Ligninoxidation mit Polyphenolen und anderen
aromatischen Zersetzungsprodukten reagieren, welche dann sowohl polymerisiert, als auch
depolymerisiert werden oder als Mediatoren fungieren kénnen (Bourbonnais et al. 1995). Ein
Beispiel fur ein potentiell groftechnisch einsetzbares Laccase-Mediator-System ist der
Lignozym®-Prozess, bei dem eine Laccase und 1-Hydroxybenzotriazol zur Delignifikation in
der Holzindustrie eingesetzt werden (Call und Micke 1997). Weitere Enzym-Mediator
Komplexe werden von der Firma Novozymes vertrieben, wie DeniLite® fiir den Abbau von
Indigo bei der Jeansherstellung, Suberash® fiir die Korkmodifikation und Novozymes® 51003

fur die Delignifikation bei der Papierherstellung (Morozova et al. 2007b).

Die Anwendungsmoglichkeiten von Laccasen im Rahmen der weil3en Biotechnologie sind
sehr vielfaltig. Laccasen konnen allein bzw. zusammen mit Mediatoren u.a. die Bleichung
von Holz (Balakshin et al. 2001, Widsten und Kandelbauer 2008, Valls und Roncero 2009),
die formaldehydfreie Herstellung von Phenolharzen (lkeda et al. 2000) sowie die Entfernung

von Farbstoffen aus Abwéssern beispielsweise in der Textilindustrie (Campos et al. 2001,
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Wesenberg et al. 2003, Zille et al. 2005) katalysieren. Gerade in diesen Bereichen ist das
Interesse an der Laccase als “grinem®, also umweltvertraglichem Katalysator, der nur
Sauerstoff benétigt und bei dessen Reaktion lediglich Wasser als Nebenprodukt entsteht,
sehr grol3 (Riva 2006).

Des Weiteren kann die Laccase an der Bindung, und damit an der Immobilisierung und
Detoxifikation von Xenobiotika mafgeblich beteiligt sein. Phenolische Verbindungen und
deren Abbauprodukte konnen durch oxidative Kopplung in Humusmaterial inkorporiert
werden. Durch diesen Prozess kann die Interaktion von Xenobiotika wie halogenierten
Phenolen und Anilinen mit der biotischen Umwelt und somit deren Toxizitat gesenkt werden
(Hoff et al. 1985, Bollag et al. 1988, Bollag 1992a,b, Tatsumi et al. 1992, 1994a,b, Leonowicz
et al. 2001, Gianfreda et al. 2006, Rubilar et al. 2008). Als eines von vielen Beispielen der
Anwendung dieser Fahigkeit der Laccase ist die Sanierung von Bodden, die mit
polychlorierten Biphenylen kontaminiert sind, zu nennen (Bollag 1992a,b, Ahn et al. 2002).
Die Transformation von chlorierten Phenolen (Bollag et al. 2003), 2-Hydroxydibenzofuran
(Jonas et al. 1997), 2-Hydroxydiphenylether und 2-Hydroxybiphenyl (Jonas et al. 2000)
mittels Laccase wurde ebenfalls beschrieben. Die Dehalogenierung und die dadurch
bewirkte Detoxifikation von chlorierten Hydroxybiphenylen mit Laccase aus Pycnoporus
cinnabarinus wurde von Schultz et al. (2001) untersucht. Neben der Dechlorierung von
phenolischen Verbindungen (Minard et al. 1981, Roy-Arcand und Archibald 1991, limura et
al. 1996, Leontievsky et al. 2001, Schultz et al. 2001) katalysiert die Laccase auch
Decarboxylierungen (Agematu et al. 1992, 1993c, Tatsumi et al. 1994a, Leonowicz et al.
1984). Dariiber hinaus koénnen auch Methoxygruppen z.B. durch Demethylierungen
(Leonowicz et al. 1979, 1984) angegriffen werden. Die Abspaltung von Substituenten
resultiert wahrscheinlich aus dem Prozess der oxidativen Kopplung und weniger aus der
direkten Enzymwirkung. So konnen die mittels Laccase gebildeten Radikale entweder
miteinander koppeln, ohne dass ein Verlust von Substituenten auftritt, oder die Kopplung
erfolgt unter Abspaltung von Substituenten (Dec et al. 2003).

Neben der Anwendung der Laccase im Umweltschutz ergeben sich auch
Einsatzmdglichkeiten in der Lebensmittelindustrie. Hier wird die Laccase zur Entfernung von
Phenolen aus Most eingesetzt, die zu einer unerwiinschten Veranderung der Farbe und des
Geschmacks des daraus gewonnenen Weines fihren konnten (Piacquadio et al. 2002,
Minussi et al. 2002, 2007). Da Laccasen als Lebensmittelzusatzstoffe noch nicht eingesetzt
werden dirfen, spielen gerade in diesem Anwendungsbereich immobilisierte Laccasen eine
groRe Rolle (Minussi et al. 2002). Diese Immobilisierung kann beispielsweise an
Kieselgeltragern (Lante et al. 1992) oder aktivierten Agarosematrizes (Brenna und Bianchi
1994) erfolgen. Allgemein kann man zwischen chemischen und physikalischen

Immobilisationsverfahren unterscheiden. Die chemische Immobilisation beruht darauf dass
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das Enzym z.B. durch kovalente Bindungen an eine Matrix gebunden wird wahrend bei der
physikalischen Immobilisation das Enzym beispielsweise in pordsen Hohlfasern oder einer
unldslichen Gelmatrix z.B. einem Polyacrylamidgel eingeschlossen wird (Duran et al. 2002).
Zu den Vorteilen der Immobilisierung z&hlt neben der mehrfachen Nutzung der Laccase die
i.d.R. gesteigerte Stabilitét im Hinblick auf Veradnderungen des pH-Wertes und der
Temperatur (Mikolasch und Schauer 2009).

Zusatzlich zu den bereits aufgefuhrten Anwendungsgebieten wird die Laccase in Enzym-
basierten Biosensoren beispielsweise zur Detektion von Morphin, Immunoglobulinen und
diversen Catecholen (z.B. Dopamin, Adrenalin, 4-Methylcatechol) eingesetzt (Bauer et al.
1999, Kuznetsov et al. 2001, Ferry und Lech 2005, Huang et al. 2008, Kochana et al. 2008).
Es bestehen auch Bestrebungen die Laccase in Brennstoffzellen zu nutzen (Chen et al.
2001, Coman et al. 2008, Deng et al. 2008, Glykys und Banta 2009, Amir et al. 2009).
Daneben kann der Einsatz von Laccase auch eine Reihe von zundchst unerwarteten
technischen Moglichkeiten eréffnen. So ergab Kakao, der in eine Lésung mit Laccase
getaucht, getrocknet und gerdstet wurde, eine besser schmeckende Schokolade als die
Kontrolle (Minussi et al. 2002). Selinheimo et al. (2006) konnten bei Versuchen mit der
Laccase von Trametes hirsuta die Stabilitéat und das Volumen von Brotteig steigern, was eine
mdgliche Anwendung in der Backindustrie erlaubt. Zudem kann die Laccase sogar in der
Kosmetikindustrie Einsatz finden. Eine Verringerung von Hautirritationen und eine einfachere
Handhabung von Laccase-basierten Haarfarbemitteln resultierten aus dem Ersatz von H,0,
durch Laccase als Oxidationsmittel (Lang und Cotteret 1999, Couto und Toca-Herrera 2006).
Die einzelnen biotechnologischen Anwendungsmdglichkeiten der Laccase umfassen somit
zahlreiche Bereiche und sind in verschiedenen Industriezweigen, im Umweltschutz oder fir

analytische Zwecke (Biosensoren) von Bedeutung (Abb. 2).

Holzverarbeitende

. Industrie
Lebensmittel- - .
. ) Textilindustrie
industrie
Anwendungsgebiete .
Biosensoren
der Laccase

Kombinatorische
Biochemie

Abb. 2 Anwendungsmdglichkeiten der Laccase in der Biotechnologie
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Darlber hinaus wird die Laccase zunehmend fir die ,Weil3e Biotechnologie® im Rahmen der
kombinatorischen Biochemie  genutzt, wobei  Verbindungen  unterschiedlicher
Substanzklassen mit Hilfe der Laccase verkniipft werden. Dieser Anwendungsaspekt soll im

Folgenden ausfuhrlicher dargestellt werden.

2.1 Reaktionsmechanismus der Laccase im Hinblick auf die

Synthese organischer Molekiile

Die Oxidation von Laccasesubstraten (aromatische Verbindung mit einer oder mehreren
Hydroxylgruppen) fihrt zur Bildung freier Radikale (Xu 1999, Claus 2003). Auf diese Weise
konnen zahlreiche aromatische Laccasesubstrate ,aktiviert* werden. Sie sind dann in der
Lage, mit Molekulen der gleichen Art, anderen Laccasesubstraten oder auch mit Hunderten
von Nicht-Laccasesubstraten zu reagieren und Kopplungsreaktionen mit verschiedenen
Molekilen zu vollziehen. Die durch die Oxidation von unterschiedlichen Laccasesubstraten
entstehenden Radikale unterliegen je nach den gewéhlten Bedingungen verschiedenen
Reaktionen. Dabei kdnnen homo- und heteromolekulare Reaktionen unterschieden werden.
Bei der homomolekularen Reaktion werden zwei Molekile der gleichen Substanz verknipft;
bei der heteromolekularen Kopplung erfolgt eine Reaktion zwischen unterschiedlichen
Verbindungen. Dabei z&hlen zu den moglichen Reaktionspartnern sowohl Verbindungen, die
von der Laccase oxidiert werden kénnen, als auch Substanzen, welche nicht oxidiert werden
kénnen. Auf diese Weise ist die Bildung von homo- oder heteromolekularen Hybridmolekilen
mdoglich. Der/die Reaktionspartner kénnen in Abhangigkeit von der Anzahl und Art der
Substituenten sowie der Reaktionszeit ein- oder mehrmals verknlpft werden, was zur
Bildung von Di-, Tri- oder Polymeren fuhrt. Die Verknupfung der Molekile und somit der
Bindungstyp ist abhéngig von den Reaktionspartnern. Die homomolekulare Reaktion fihrt zu
C-C- (Abb. 3A; Bollag et al. 1977, Jonas et al. 2000, Schultz et al. 2001, Ciecholewski et al.
2005), C=C- (Benfield et al. 1964, Simmons et al. 1989) und auch C-O-Bindungen
(Leonowicz et al. 1984, Jonas et al. 1997). Die heteromolekularen Hybridmolekile kénnen
bei phenolischen Reaktionspartnern tber C-C- (Bollag et al. 1979, Anyanwutaku et al. 1994),
C=C- (Simmons et al. 1989) und C-O-Bindungen (Bollag und Liu 1985) oder bei der Reaktion
von aromatischen Aminen tber C-N (Tatsumi et al. 1992, Manda et al. 2005, Niedermeyer et
al. 2005) bzw. C=N (Abb. 3B; Simmons et al. 1989, Tatsumi et al. 1992, 1994a, Mikolasch et
al. 2002, Niedermeyer et al. 2005) verknupft sein.
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Abb. 3  Beispiele fur die laccasekatalysierte Synthese von (A) homo- und (B-D) heteromolekularen
Kopplungsprodukten (nach (A) Ciecholewski et al. 2005, (B) Tatsumi et al. 1994a, (C)
Benfield et al. 1964 und (D) Bhalerao et al. 1994)

Gerade bei der Bildung von C-N-Bindungen - die auch bei den eigenen Arbeiten eine
zentrale Rolle spielte - wird davon ausgegangen, dass es im Zuge der laccasekatalysierten
Reaktion zur Entstehung von Kationenradikalen kommt, welche nachfolgend mit der
Aminogruppe des Reaktionspartners Uber eine nukleophile Addition (Michael-Addition)
reagieren (Niedermeyer et al. 2005). Neben den vorgestellten Bindungstypen sind auch C-S-
Bindungen mdglich (Abb. 3C; Benfield et al. 1964). Im Falle von Ringbildungen werden
mehrere Bindungen geknilpft (Abb. 3D; Bhalerao et al. 1994). Eine Zusammenfassung Ulber
laccasekatalysierte homo- und heteromolekulare Reaktionen einschliellich der dabei

gebildeten Produkte wurde von Mikolasch und Schauer (2009) erstellt.
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Der Vorteil dieses als kombinatorische Biochemie bezeichneten Prozesses gegeniber
chemischen Syntheseverfahren liegt vor allem in der Nutzung von milden,
umweltschonenden Reaktionsbedingungen, wie die Verwendung von Raumtemperatur und
Atmosphérendruck, sowie die Vermeidung von organischen Lésungsmitteln (Xu 1999).
Dartber hinaus sind die Herstellung einer Vielzahl von Substanzen in kurzer Zeit und die
Umsetzung auch von empfindlichen Natur- und Wirkstoffen mdoglich. Zudem kénnen
Verbindungen synthetisiert werden, die in der Natur nur selten vorkommen oder die erst
aufwendig aus natirlichen Quellen isoliert werden muissen. Indem natirliche Ressourcen
bewahrt werden, bietet die enzymatische Synthese auch eine Mdglichkeit, zur Nachhaltigkeit
beizutragen.

Die Synthese und Derivatisierung von biologisch aktiven Wirkstoffen bzw. Substanzen mit
Wirkstoffgrundstrukturen stellt somit eine neue Einsatzmoglichkeit der Laccase dar. Aus
diesem Grund wird in den folgenden Beispielen auf die laccaseinduzierte Herstellung von
potentiell pharmakologisch und biotechnologisch nutzbaren Substanzen eingegangen. Diese
Arbeiten bildeten eine wesentliche Basis fur die vorliegende Dissertation, in der die
Grundlagen fir den Einsatz der Laccase zur Herstellung von neuen organischen Molekulen,

als Wirkstoffe und Biomaterialien untersucht wurden.
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Wirkstoffen und funktionellen Biomaterialien

Die Erforschung der Laccase als Katalysator hinsichtlich der Derivatisierung bzw. Synthese
von Wirkstoffen begann in den 1960er Jahren. Seither wurden diverse Wirkstoffgruppen und
Wirkstoffgrundstrukturen mit Hilfe der Laccase verandert und die verschiedenen Wirkungen
erforscht. Einen Schwerpunkt bildete vor allem die Synthese von potentiell antimikrobiellen
und antioxidativen aber auch dstrogenen Verbindungen. Daneben wurde auch die Synthese
von Klebstoffen und Lacken mittels Laccase untersucht. Fur die Herstellung von neuen
Wirkstoffen und Biomaterialien waren sowohl homo- und heteromolekulare Reaktionen als
auch  Polymerisationsreaktionen  Gegenstand der Betrachtungen verschiedener

Arbeitsgruppen.

3.1 Homomolekulare Reaktionen

3.1.1 Derivatisierung von 0strogenen Substanzen

Die laccasekatalysierte Derivatisierung von éstrogenen Wirkstoffen wurde u.a. von Lugaro et
al. (1973) beschrieben. Dabei wurde die laccasevermittelte Transformation von
verschiedenen hydroxylierten Steroiden in einem Zwei-Phasensystem, bestehend aus
organischem Ldsungsmittel und Puffer, durchgefiihrt. Die strukturelle Charakterisierung von
zwei der insgesamt sechs homomolekularen Produkte aus der Reaktion mit Ostradiol ergab
eine direkte C-C-Bindung zweier Monomere zwischen den A-Ringen in der Position 1-2’- fir
das erste Produkt und in 1-4’-Position fir das zweite Produkt (Abb. 4). Die Produkte der

laccasekatalysierten Reaktion zeigten keine strogene Aktivitat.

Abb. 4  Dimerbildung bei der laccasekatalysierten Reaktion von Ostradiol (nach Lugaro et al. 1973)



16 3 Reaktionen zur Derivatisierung bzw. Synthese von
Wirkstoffen und funktionellen Biomaterialien

Nach 30 Jahren wurde die Reaktion von Ostradiol erneut untersucht (Nicotra et al. 2004b).
Es wurden ebenfalls Dimere mit C-C-Bindungen gefunden (Abb. 5), allerdings andere als die
von Lugaro et al. (1973) beschriebenen Produkte. Zudem wurden bei der wiederholten
Untersuchung auch C-O verknipfte Dimere nachgewiesen. Die Wirkung der Produkte wurde

nicht untersucht.

Abb.5  Dimerbildung bei der laccasekatalysierten Reaktion von Ostradiol (nach Nicotra et al.
2004b)

Neben Ostradiol ist auch Bisphenol A eine dstrogen wirkende Substanz, die mittels Laccase
verandert werden kann. Bisphenol A, fallt bei der Polycarbonatherstellung an. Es kann in
Gewasser gelangen und dort ein Umweltproblem darstellen (Krishnan et al. 1993). Im
Rahmen dieser zusammenfassenden Darstellung ist Bisphenol A jedoch weniger als
Schadstoff, sondern vielmehr als Ostrogen wirkende Substanz von Bedeutung, deren
Wirkung mit Hilfe der laccasekatalysierten Reaktion verandert werden kann. Untersuchungen
von Uchida et al. (2001) und Fukuda et al. (2001, 2004) zeigten, dass die Metabolisierung
von Bisphenol A mit der Laccase von Trametes villosa in zwei Arten von Produkten
resultierte. Auf der einen Seite wurden Verbindungen mit hohem Molekulargewicht durch

oxidative Kondensation gebildet, wie z.B. C-C-verknupfte Dimere (Abb. 6) oder Oligomere
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mit moglichen C-O- oder C-C-Bindungen (unltsliche Fraktion) und auf der anderen Seite
wurden diese Verbindungen zu phenolischen Substanzen mit einem geringen
Molekulargewicht abgebaut, wie z.B. 4-Isopropenylphenol (lésliche Fraktion). Die
Verbindungen sowohl der unléslichen als auch der I6slichen Fraktion hatten keine dstrogene

Wirkung.

HO
o —

OH

Abb. 6  Dimerbildung (5,5-Bis-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-bisphenyl-2,2’-diol) bei der
laccasekatalysierten Reaktion von Bisphenol A (nach Uchida et al. 2001)

Eine grof3technische Anwendung der Laccase von Trametes versicolor in Bioreaktoren
wurde von Ricupito et al. (2009) an Abwasser gezeigt, das mit Bisphenol A verschmutzt war.
Die Proliferationsrate und Vitalitdt von humanen Brustkrebszellen (MCF-7) sank mit der

Dauer der Laccasebehandlung, also der zunehmenden Inaktivierung des Bisphenols A.

3.1.2 Derivatisierung von antioxidativen Substanzen

Im Gegensatz zur laccasevermittelten Derivatisierung von dstrogenen Wirkstoffen, bei der
die synthetisierten Produkte eine geringere Aktivitat aufwiesen, als die der
Ausgangswirkstoffe, wurden bei der Derivatisierung von antioxidativ wirkenden
Verbindungen, Produkte gebildet, die - im Vergleich zur jeweiligen Ausgangsverbindung -
zumindest eine gleich starke bzw. eine andere z.B. eine antibakterielle Wirkung hatten.

Bei der laccasevermittelten Reaktion des Phytoalexins Resveratrol wurde ein Dehydrodimer,
mit einer C-C- und C-O-Bindung in einem Produktmolekil nachgewiesen (Abb. 7), das eine
ahnlich hohe antioxidative Wirkung hatte wie das Resveratrol selbst (Nicotra et al. 2004a).
Ponzoni et al. (2007) zeigten an Reaktionen mit Hydroxystilbenen (Analoge des

Resveratrols), dass das gebildete Produkt durch eine Radikal-Radikal-Kopplung entstand.
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Abb. 7 Dehydrodimerbildung bei der laccasekatalysierten Reaktion von Resveratrol (nach
Nicotra et al. 2004a)

HO

Die laccasevermittelte Reaktion mit Resveratrol erfolgte, wie auch die Synthese von
Phenoxazinon-Chromophoren tber eine Ringbildung. Die Phenoxazinone resultierten dabei
aus der Kniupfung von C=N- und C-O-Bindungen zwischen zwei Substratmolekilen (Eggert
et al. 1995, Osiadacz et al. 1999, Bruyneel et al. 2008). Mitglieder der Gattung Pycnoporus
produzieren orangerote Pigmente, die ihren Fruchtkérpern eine charakteristische Farbe
geben. Die Pigmente vom Phenoxazinon-Typ sind z.B. Cinnabarin, Tramesanguin und die
Cinnabarinsaure (Gripenberg 1951, Sullivan und Henry 1971). Aufgrund dessen wird
Pycnoporus cinnabarinus auch “Zinnoberroter Zunderschwamm® genannt. Eggert et al.
(1995) nutzten Pycnoporus cinnabarinus Laccase und 3-Hydroxyanthranilsdure, die in der

Natur vom Pilz selbst gebildet wird zur Synthese von Cinnabarinsédure (Abb. 8A).

A B
Os__OH Os_OH Oy __OH Os__OH Os__OH Oy __OH
NH, Ny NH, NH, Ny NH,
—_— —_—
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©  oH OH OH
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Abb.8 (A) Synthese von Cinnabarinsdure (nach Eggert et al. 1995);
(B) Synthese von Actinocin (nach Osiadacz et al. 1999);
(C) Synthese von 2-Amino-3-oxo-3H-phenoxazin-1,9-disulfonsaure (nach Bruyneel et al.
2008)
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Die Autoren nehmen an, dass 3-Hydroxyanthranilsdure zu Phenoxyradikalen reagiert, die
dann zu einem Molekil 3-Hydroxyanthranilsdure und einem Molekil Chinonimin
disproportionieren; im Anschluf3 daran wird ein Dimer gebildet. Die Besonderheiten dieses
Dimers im Vergleich zu vielen anderen, mittels Laccase synthetisierten Produkten sind die
zwei unterschiedlichen Bindungstypen C=N und C-O, welche bei einem Reaktionsschritt
gebildet wurden. Cinnabarinsaure wird vermutlich als Produkt antioxidativer Reaktionen im
Zuge der Eigenschaft der 3-Hydroxyanthranilsdure als Radikalfanger gebildet. Die
Cinnabarinsaure wurde aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu Actinomycin, einem
Antibiotikum, hinsichtlich ihrer antibakteriellen Wirkung von Eggert (1997) getestet. Im
Vergleich zur 3-Hydroxyanthranilsédure, wies die Cinnabarinsdure eine andere, also eine
antibakterielle Wirkung auf. Dieses Beispiel belegt, dass mit Hilfe der laccasekatalysierten
Reaktion, Produkte gebildet werden kdnnen, die andere Wirkungen besitzen als die fur die
Synthese genutzten Ausgangsstoffe. Der vom Mycel des Pilzes getrennte und konzentrierte
Kulturiiberstand enthielt groe Mengen an Cinnabarinsaure und wies im Vergleich zur in
vitro mittels Laccase hergestellten Cinnabarinsdure eine ahnlich hohe antibakterielle Aktivitat
auf. Allgemein war die hemmende Wirkung gegeniber grampositiven Bakterien v.a.
Streptococcus-Arten grofer als bei gramnegativen Bakterien. Im Gegensatz dazu konnte bei
einer Laccase-Defektmutante von Pycnoporus cinnabarinus zwar 3-Hydroxyanthranilsdure
aber keine Cinnabarinsaure und keine antibakterielle Wirkung nachgewiesen werden. Die
Autoren kamen zu dem SchluB3, dass flr eine antibakterielle Wirkung von Pycnoporus
cinnabarinus die laccaseinduzierte Bildung der Cinnabarinsaure verantwortlich ist, die neben
den strukturellen Ubereinstimmungen auch Ahnlichkeiten mit der Synthese von
Actinomycin D durch das blaue Kupferenzym Phenoxazinon-Synthase in Streptomyces
antibioticus aufweist. Der antibakterielle Effekt der Cinnabarinsdure ist wahrscheinlich Teil
eines Schutzmechanismus des Sporokarps im Verlauf der Reproduktion. Die zytotoxische
Wirkung der Cinnabarinsdure stellten auch Hiramatsu et al. (2008) fest. Bei ihren
Untersuchungen zeigte die Cinnabarinsédure eine 10fach hdhere induzierende Aktivitat der
Apoptose gegenuber Thymozyten als 3-Hydroxyanthranilsaure. Actinomycin besitzt neben
einer antibakteriellen zudem eine zytotoxische Wirkung, weshalb es als Antitumor-
Antibiotikum eingestuft wird. Die zytotoxische Wirkung des Actinomycins wird auf die
Hemmung der RNA-Synthese zuriickgefuhrt. Das Actinomycin bindet an die DNA und
verhindert so die RNA-Synthese (Goldberg et al. 1962, Reich et al. 1962, Morioka et al.
1985).

Neben der bisher vorgestellten Synthese der Cinnabarinsdure aus 3-Hydroxyanthranilsaure
wurde eine Synthese von Phenoxazinon-Derivaten auch von Osiadacz et al. (1999) und

Bruyneel et al. (2008) demonstriert, allerdings mit anderen Ausgangsstoffen.
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So beschrieben Osiadacz et al. (1999) eine laccasekatalysierte Bildung von Actinocin aus
4-Methyl-3-hydroxyanthranilsdure (Abb. 8B). 4-Methyl-3-hydroxyanthranilsaure-Pentapeptid-
lactone sind Precusoren zur Synthese von Actinomycin bei Streptomyceten (Keller 1984,
Barry et al. 1989). Bruyneel et al. (2008) verwiesen daruber hinaus auf eine Méglichkeit zur
Synthese von Phenoxazinonderivaten, die sich durch eine héhere Polaritdt auszeichneten
und sich folglich besser fur biologische Anwendungen eignen wirden. Nach der chemischen
Sulfonierung der 3-Hydroxyanthranilsdure erfolgte mit der Laccase von Trametes versicolor
die Bildung eines Dimers (Abb. 8C). Fir die hergestellten Phenoxazinon-Derivate wiirde sich

eine Weiterentwicklung zu Antitumor-Antibiotika anbieten.

3.1.3 Derivatisierung von antibakteriellen Substanzen

Neben den bisher vorgestellten homomolekularen Reaktionen mit 6strogenen und
antioxidativen Ausgangsstoffen nutzten Ncanana et al. (2007) eine antibakterielle
Verbindung und zwar (+)-Totarol fur die laccasekatalysierte Synthese von C-C und C-O

verknUpften Dimeren (Abb. 9).

Abb. 9  Dimerbildung bei der laccasekatalysierten Reaktion von (+)-Totarol (nach Ncanana et
al. 2007)

Das C-C verknupfte Produkt wurde bereits 1963 von Bocks und Cambie beschrieben. Die
Synthese erfolgte mit Hilfe eines pflanzlichen Enzyms, das aufgrund seiner physiologischen
Eigenschaften als Laccase angesehen werden kann. Totarol selbst besitzt eine
antibakterielle Wirkung, was wahrscheinlich der Grund dafir ist, dass die Baume (z.B.
Podocarpus totara), aus denen es gewonnen wird, sehr resistent gegeniber einem

mikrobiellen Angriff sind. Daneben wurde auch eine hemmende Aktivitat gegeniber



3 Reaktionen zur Derivatisierung bzw. Synthese von 21
Wirkstoffen und funktionellen Biomaterialien

Plasmodien (Malariaerreger) nachgewiesen (Kubo et al. 1992, Clarkson et al. 2003, Smith et
al. 2007).

Zur Optimierung der laccasevermittelten Reaktion von Totarol wurden verschiedene
Losungsmittel geprift, welche mit Acetatpuffer kombiniert wurden (Ncanana et al. 2007). Die
genutzten Losungsmittel hatten eine Auswirkung auf den Reaktionsverlauf der
enzymatischen Oxidation sowohl in Bezug auf den Substratumsatz als auch auf die
Produktzusammensetzung. Beispielsweise waren die Geschwindigkeit der Reaktion und der
Substratumsatz schneller in wassermischbaren Lésungsmitteln (Methanol, Acetonitril,
Aceton) als in nicht-wassermischbaren Ldsungsmitteln (Ethylacetat, Chloroform, tert-
Butylmethylester, tert-Amylalkohol, Toluen). Auch Lugaro et al. (1973) wiesen nach, dass
unpolarere Lésungsmittel weniger effizient waren und nahmen an, dass der Grund dafir in
einer geringeren Ld&slichkeit des Ausgangsstoffes und einer starkeren Inaktivierung der
Laccase liegen wirde. Ncanana et al. (2007) hingegen flhrten geringe Oxidationsraten auf
einen unzureichenden Massetransfer der Reaktanten zum und im Falle des Produkts vom
Enzym zwischen den unterschiedlichen Phasen zurtick.

Die Variation des Reaktionsmediums ermoéglicht den Einsatz der Laccase auch bei
Reaktionen mit schlecht wasserldslichen Wirkstoffen und zeigt, dass die Laccase in der Lage
ist auch hohe Konzentrationen an organischen Losungsmitteln zu tolerieren. Zudem kénnen
auch die Enzymselektivitdt und damit die Umsatzraten, sowie das daraus resultierende
Produktmuster mit Hilfe unterschiedlicher Reaktionsmilieus der angestrebten Synthese
angepasst und optimiert werden. Unter Anwendung dieses als “medium engineering”
bezeichneten Prinzips ist die Laccase noch interessanter flir die kombinatorische Biochemie
(Ottolina et al. 1994, Wescott und Klibanov 1994, Carrea und Riva, 2000) und kann generell
auch auf andere Substanzklassen Ubertragen werden. In eigenen Untersuchungen wurde

der Einflul3 des Losungsmittels Methanol auf die laccasekatalysierte Reaktion ermittelt.

Neben Totarol beschrieben Agematu et al. (1993a) ein weiteres Beispiel fur die
laccasevermittelte Derivatisierung antibakterieller Verbindungen mit der Synthese von
dimeren Produkten aus verschiedenen Estern des Penicillin X. Die Nutzung von Estern
ergab sich aus der htéheren Stabilitat und einfacheren Isolation der Dimere, verglichen mit
den Reaktionsprodukten des Penicillin X Natriumsalzes. Die Dimere des Penicillin X
Methylesters zeigten kaum antibakterielle Aktivitat. Demgegeniiber stellte das aus dem
Penicillin X Pivaloyloxymethylester gebildete ortho-ortho Kopplungsprodukt (Abb. 10) eine

Vorstufe (Prodrug) des Penicillin X Dimers dar.
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Abb. 10 Penicillin X Pivaloyloxymethylester Dimer (nach Agematu et al. 1993a)

Bei der Anwesenheit einer Esterase konnte die Pivaloyloxymethylestergruppe leicht
hydrolysiert werden, sodass der aktive Teil des Molekiils die getesteten Bakterienstamme
hemmen konnte. Die minimale Hemmkonzentration war allerdings geringer als die des
Penicillin X Natriumsalzes.

Die von Agematu et al. (1993b) untersuchte laccasekatalysierte Reaktion eines
Cephalosporinsaure-Derivates resultierte in der Bildung eines Spiro-Epoxides (Abb. 11). Das
synthetisierte Epoxid bestand aus zwei Diastereomeren, welche sich in ihrer Konfiguration
am C-2° und ihrer antibakteriellen Wirkung unterschieden. Trotzdem zeigten beide

Verbindungen eine geringere Aktivitat als die Ausgangsverbindung.
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Abb. 11 Diastereomeres Produkt 7-[1-Oxaspiro(2.5)octa-6-ox0-4,7-dien-2-carboxamido]-
cephalosporinsaure (nach Agematu et al. 1993b)
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3.2 Heteromolekulare Reaktionen

Fur die Synthese von Hybridmolekilen werden zwei verschiedene Substanzen zusammen
mit der Laccase inkubiert, wobei i.d.R. nur eine Substanz das eigentliche Laccasesubstrat
darstellt (vgl. Kap. 3.1). Insbesondere diese Verknipfung von unterschiedlichen
Substanzklassen mit Hilfe der Laccase ermoglicht die Synthese einer Vielzahl von
organischen Molekilen, was auch fir die vorliegende Dissertation genutzt wurde. Als
Resultat dieser Reaktion konnen nicht nur heteromolekulare Dimere sondern auch
Oligomere entstehen. Die Kopplung oder Derivatisierung von Wirkstoffen bzw.
Wirkstoffgrundstrukturen erlaubt die Entwicklung neuer Wirkstoffe und Arzneimittel, sowie die
Verbesserung der Wirksamkeit oder auch Vertraglichkeit eines bereits angewendeten
Arzneimittels. Indem zwei unterschiedliche Wirkstoffe mit Hilfe der Laccase zu einer neuen
Verbindung verknipft werden kdnnen und somit eine synergistische Wirkung erreicht werden
kann, stellen heteromolekulare Reaktionen eine Weiterentwicklung zu den im vorigen
Abschnitt vorgestellten homomolekularen Reaktionen dar. Aber auch die Kopplung von
Verbindungen, die Kkeine eigene beschriebene Wirksamkeit aufweisen oder die
Grundstrukturen von Wirkstoffen darstellen, kann mittels Laccase zu biologisch aktiven

Verbindungen fuhren.

3.2.1 Derivatisierung von antimikrobiellen Substanzen

Gerade im Hinblick auf zunehmende Multiresistenzen bei Mikroorganismen wachst der
Bedarf an antimikrobiellen Verbindungen, die ein breiteres Wirkungsspektrum und geringere

Nebenwirkungen besitzen als die zurzeit verfiigbaren Medikamente.

3.21.1 Derivatisierung von Mithramycin

Anyanwutaku et al. (1994) beschrieben die laccasekatalysierte Reaktion von Mithramycin,
einem Antitumor-Antibiotikum und 1,4-Hydrochinon. Die Bildung eines heteromolekularen

Dimers (Abb. 12) erfolgte mit der Laccase von Polyporus anceps.
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Abb. 12 Bildung eines heteromolekularen Dimers bei der laccasekatalysierten Reaktion von
Mithramycin und 1,4-Hydrochinon (nach Anyanwutaku et al. 1994)
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Das Produkt entstand auch bei der nicht-enzymatisch-katalysierten Reaktion mit
1,4-Benzochinon. Die Strukturanalysen der Produkte ergaben eine C-C-Bindung des
Hydrochinons an das Aglycon des Mithramycins. Die Autoren gehen davon aus, dass nicht
nur das 1,4-Hydrochinon sondern auch das Mithramycin, also beide Ausgangsstoffe durch
die Laccase oxidiert werden. Das dabei entstehende Phenoxy-Radikal in Position C-8 des
Mithramycins wirde zu einem C-5-Kohlenstoffradikal isomerisieren und dann mit dem aus
Hydrochinon gebildeten Semichinon-Radikal koppeln.

Das gebildete heteromolekulare Dimer zeigte keine Wirkung gegeniber einer Leukémie-
Zelllinie. Es wurde vermutet, dass aufgrund der Blockierung der C-5-Position die Bildung

reaktiver Radikale oder die Bindung an die DNA verhindert wird.

3.2.1.2 Derivatisierung von B-Lactam-Antibiotika

Die laccasekatalysierte Synthese von heteromolekularen Dimeren resultierend aus der
Reaktion von Antibiotika mit dihydroxylierten Verbindungen wurde auch von Mikolasch et al.
(2006, 2007, 2008a,c) untersucht. In einer Reihe von Untersuchungen zur Derivatisierung
von B-Lactam-Antibiotika bzw. Antibiotika-Grundstrukturen wurden verschiedene Produkte
isoliert und strukturell charakterisiert. Die Bindung zwischen den jeweiligen
Kopplungspartnern erfolgte Uber eine C-N-Briicke, wobei die Aminogruppe des Antibiotikums
mit dem entsprechenden Chinon aus ortho- oder para-dihydroxylierten Aromaten reagierte.
Die dabei entstandenen Penicillin- und Cephalosporin-Derivate wurden hinsichtlich ihrer
Wirkung detailliert charakterisiert. So isolierten Mikolasch et al. (2006) acht neue Penicilline
aus den Reaktionen von Ampicilin  bzw. Amoxicilin  mit  verschiedenen
2,5-Dihydroxybenzoesaurederivaten als Laccasesubstrate (Abb. 13A). Ampicillin und
Amoxicillin sind B-Lactamantibiotika mit einer freien Aminogruppe, welche sie fir die
laccasekatalysierte Derivatisierung pradistiniert. Neben der Synthese von neuen Penicillinen
wurden auch die Cephalosporine Cefadroxil, Cefalexin, Cefaclor und Loracarbef von
Mikolasch et al. (2007) mit den para-dihydroxylierten aromatischen Verbindungen der
vorangegangenen Studie derivatisiert (Abb. 13B). Im Vergleich zu den Penicillinen zeichnen
sich Cephalosporine durch eine hohere B-Lactamasestabilitdt aus und besitzen ebenfalls
eine freie Aminogruppe, die potentiell derivatisiert werden kann.
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Abb. 13 Bildung eines heteromolekularen Dimers bei der laccasekatalysierten Reaktion von
(A)  Amoxicillin und 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid (nach Mikolasch et al.
2006) sowie
(B) Cefaclor und 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid (nach Mikolasch et al. 2007)

Die neuen Produkte zeigten im Agardiffusionstest eine moderate bis starke
wachstumshemmende Wirkung gegeniber den meisten eingesetzten Bakterienstimmen,
einschlieBlich multiresistenten Staphylococcus- und Enterococcus- Stammen. Dartber
hinaus wurde die in vivo Aktivitat der neuen Verbindungen getestet. Dabei wurden Mause mit
Staphyllococcus aureus infiziert und nach Applikation des mittels Laccase synthetisierten
Antibiotikum-Derivates das Uberleben der Mause registriert. Alle Mause (berlebten im
Gegensatz zu den unbehandelten Mausen. Zudem zeigten die Mause keine
Intoxikationserscheinungen. Die Testung eines Penicillin-Derivates (Abb. 13A) ergab eine
erhdhte B-Lactamasestabilitat. Der log D Wert aller Produkte mit einer Penicillin-Komponente
war ebenfalls deutlich héher verglichen mit den eingesetzten Penicillinen Ampicillin und
Amoxicillin (Mikolasch et al. 2006). Daraus resultiert eine gute Absorption der Verbindungen
durch den Gastrointestinaltrakt und ermoglicht eine perorale Anwendung. Die einzelnen
Testergebnisse belegen, dass mit Hilfe der laccasekatalysierten Derivatisierung von
Antibiotika neue Substanzen hergestellt werden koénnen, die in ihrer Wirkung der der
Ausgangsverbindungen ebenbiirtig und sogar tberlegen sein kénnen.

Im Gegensatz zu den vorher beschriebenen Untersuchungen nutzten Mikolasch et al. 2008c
ortho-dihydroxylierte aromatische Verbindungen (Catechole) zur Derivatisierung der
B-Lactam-Antibiotika Ampicillin, Amoxicillin, Cefadroxil und Loracarbef (Abb. 14).
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Abb. 14 Bildung eines heteromolekularen Dimers bei der laccasekatalysierten Reaktion von
Amoxicillin und 3-Methylcatechol (nach Mikolasch et al. 2008c)

Catecholderivatisierte B-Lactame zeigen eine hthere Penetrationsfahigkeit in Bakterienzellen
durch eine verstarkte Aufnahme Uber Eisentransportsysteme (Mochizuki et al. 1988,
Nakagawa et al. 1989, Erwin et al. 1991, Jones und Erwin 1992). Die Wirkung der von
Mikolasch et al. (2008c) isolierten Produkte unterschied sich in Abhangigkeit von ihrer
Antibiotika-Komponente. Demnach wiesen die Penicillin-Derivate eine starkere
antibakterielle Wirkung auf als die Cephalosporin-Derivate. Allgemein konnte die
antibakterielle Aktivitat nicht nur im Agardiffusionstest sondern auch in vivo bestatigt werden.
Nach der Applikation der Produkte Uberlebten 30-60 % der Mause, wahrend mit den zur
Synthese eingesetzten Antibiotika alle Mause Uberlebten. Daneben konnte eine leichte
Toxizitédt gegenltber einer humanen amniotischen Epithelzelllinie festgestellt werden. Die
Methylcatechole, also die Ausgangsstoffe der Produktsynthese wiesen eine relativ hohe
Zytotoxizitat auf. Die Autoren geben dafir keine Erklarung aber theoretisch ware eine
Reaktion mit Bestandteilen des verwendeten Mediums denkbar, bei der Produkte mit einer
hohen Toxizitat entstehen kdnnten.

Ein Vergleich der einzelnen Reaktionspartner hinsichtlich ihrer Tauglichkeit fir die Synthese
von Wirkstoffen ergibt, dass die eingesetzten para-dihydroxylierten Benzoesdurederivate
besser zur Derivatisierung von Penicillinen und Cephalosporinen geeignet waren als die
genutzten ortho-dihydroxylierten Verbindungen. Aus diesem Grund wurden auch bei den
eigenen Untersuchungen ausschlieBlich para-dihydroxylierte Substanzen fur die
laccasevermittelte Derivatisierung von Wirkstoffen bzw. Wirkstoffgrundstrukturen genutzt.
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Die gezeigten Beispiele belegen, dass selbst bei Substanzklassen, die lange Zeit bekannt
sind und mehrfach auf chemischem Wege derivatisiert wurden, neue Verbindungen mit Hilfe
der Laccase synthetisierbar sind und in vielen Féllen die biologische Aktivitat der gebildeten
Produkte im Vergleich zu den Ausgangsstoffen zumindest erhalten bleiben kann. Die
biologische Wirkung ist aber nicht das einzige, obgleich ein entscheidendes Merkmal von
Arzneimitteln, auch die Stabilitat gegeniber Resistenzstrategien von Mikroorganismen,
sowie die Toxizitat und Verteilung im Organismus sind wichtige Eigenschaften. Die
laccasevermittelte Synthese kann zur Verbesserung gerade dieser Eigenschaften wie von

Mikolasch et al. (2006) gezeigt wurde, in besonderem Mal3e genutzt werden.

3.2.1.3 Derivatisierung von Corollosporin-Derivaten

Ein Beispiel fur eine erhebliche Amplifikation der antibakteriellen Wirkung von
Syntheseprodukten der Laccase im Vergleich zu den Ausgangsstoffen stellt die
Derivatisierung von N-analogen Corollosporinen dar (Mikolasch et al. 2008a). Corollosporin
ist eine antibakterielle Substanz, die aus dem marinen Pilz Corollospora maritima (gefunden
auf Treibholz in der Nordsee) isoliert wurde (Liberra et al. 1998). In den Versuchen von
Mikolasch et al. (2008a) wurden aminierte N-analoge Corollosporin-Derivate mit

2,5-Dihydroxybenzoesaurederivaten Uber C-N-Bindungen verkntipft (Abb. 15).
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Abb. 15 Bildung eines heteromolekularen Dimers bei der laccasekatalysierten Reaktion eines
N-analogen Corollosporin-Derivates und 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid (nach
Mikolasch et al. 2008a)

Die N-analogen Corollosporin-Derivate zeigten eine geringere Wirkung als das Corollosporin.
Durch die laccasevermittelte Derivatisierung konnte die Aktivitat gesteigert werden. Die
antibakterielle Aktivitdt der Produkte Uberstieg nicht nur die Wirkung der N-analogen
Corollosporin-Derivate, sondern auch die des Corollosporins. Die Autoren fiihren die
amplifizierte Wirkung der heteromolekularen Produkte auf einen synergistischen Effekt der

chinoiden und Corollosporin-Komponente des Hybridmolekdls zuriick.
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3.214 Antimikrobielle Substanzen zur Herstellung funktionalisierter
Oberflachen

Antibiotika kdnnen mittels Laccase auch an Oberflachen gebunden werden, was im weiteren
Sinne ebenfalls als Derivatisierung angesehen werden kann. Die Laccase ermdglicht also
eine Funktionalisierung von Oberflachen. Aufgrund der phenolischen Bestandteile von
Materialien wie Holz ist eine Verknipfung mit bioaktiven Verbindungen beispielsweise
antibakteriellen oder antifungalen Substanzen méglich, um so dem Holz eine neue Funktion
zu geben. Kudanga et al. (2008) verknipften Ligninmodellverbindungen mit phenolischen
Aminen, wobei die Bildung von heteromolekularen Produkten nur nachgewiesen wurde,
wenn mindestens eine der beiden Verbindungen ein Laccasesubstrat darstellte. Dieses
Prinzip wurde dann auf Holz Ubertragen. Der Anteil an gebundenen Molekilen einer
antifungalen Verbindung (Thiabendazol oder Propiconazol) an Buchenholzstiicken, die mit
phenolischen Aminen funktionalisiert wurden, war bis zu 58 % hoher im Vergleich zu
Stlicken die allein mit Laccase aktiviert wurden. Die Autoren gehen davon aus, dass die
phenolischen Amine tber Etherbindungen an die Holzoberflache gebunden werden und die
noch freie Aminogruppe fur eine Kopplung mit funktionalisierten Molekulen (z.B. Azole) zur
Verfigung steht. Die Bildung von Etherbindungen wurde auch fur die laccasekatalysierte
Funktionalisierung von Cellulosefasern mit aromatischen Aminen beschrieben (Kim et al.
2007). Allerdings lieRen Kudanga et al. (2008) die Frage offen, wieso auch eine Bindung der
Azole an das Holz ohne vorherige Funktionalisierung erfolgte. Die eingesetzten Azole
besitzen keine Hydroxylgruppen, sodass nach eigenen Erfahrungen eine Etherbindung sehr

unwahrscheinlich ist.

3.2.2 Derivatisierung von antioxidativen Substanzen

Neben Antibiotika kénnen aber auch andere Wirkstoffe wie beispielsweise antioxidative
Substanzen fur die laccasekatalysierte Derivatisierung genutzt werden. Die para-
dihydroxylierte Substanz 1,4-Hydrochinon wurde von Hosny und Rosazza (2002) mit Hilfe
der Laccase von Rhus vernicifera mit (+)-Catechin verknipft, wobei zwei heteromolekulare
Dimere gebildet wurden (Abb. 16). Die Autoren nehmen an, dass die Produktbildung tber
eine Radikal-Radikal-Reaktion verlauft. Dabei wirde das Phenoxy-Radikal des Catechins mit
einem Semichinon unter Bildung eines hydrochinoiden heteromolekularen Dimers koppeln.
Die bei dem jeweiligen Produkt entstandene C-C-Bindung befindet sich am B-Ring des
Catechins. Die isolierten Produkte wurden hinsichtlich ihrer Lipidperoxidproduktion in
Rattenhirnhomogenaten und Ratenlebermikrosomen untersucht und zeigten eine zwei- bis

viermal héhere antioxidative Wirkung als der Ausgangsstoff (+)-Catechin.
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Abb. 16 Bildung heteromolekularer Dimere bei der laccasekatalysierten Reaktion von (+)-Catechin
und 1,4-Hydrochinon (nach Hosny und Rosazza et al. 2002)

3.2.3 Derivatisierung von priméren Aminen zur Synthese von zytotoxisch und
antineoplastisch wirkenden Substanzen

Ebenso vielversprechend wie die bisher vorgestellten Beispiele zur laccasekatalysierten
Synthese von neuen Wirkstoffen ist auch die Derivatisierung von primaren Aminen.
Allerdings wurde die Aktivitat dieser mittels Laccase synthetisierten Produkte bislang wenig
untersucht. Ein Beispiel fur die Testung von Derivaten primarer Amine, die mit Hilfe der
laccasevermittelten Reaktion hergestellt wurden, beschrieben Poeckel et al. (2006).
Ausgehend von der Isolation verschiedener Aminochinone durch Niedermeyer et al. (2005)
bestimmten Poeckel et al. (2006) sowohl die Zytotoxizitat als auch die antineoplastische
Aktivitat dieser Verbindungen. Die fiir die Synthese der Aminochinone als Laccasesubstrate
eingesetzten 2,5-Dihydroxybenzoesaurederivate und alkylierten 1,4-Hydrochinone wurden
dabei mit verschiedenen primaren aromatischen Aminen z.B. 4-Aminobenzoesaure und
4-Propylphenylamin Uber stabile C-N-Bindungen verknlpft. Unter den gebildeten Produkten
waren nicht nur mono- sondern auch diaminierte Derivate. Die Produktbildung war sowohl
von den Reaktionspartnern abhéangig als auch von der Art der eingesetzten Laccase bzw.
dem pH-Wert des genutzten Puffers. Poeckel et al. (2006) charakterisierten einen Teil der di-
und trimeren Produkte hinsichtlich der antineoplastischen Aktivitat und der hemmenden
Wirkung auf die humane 5-Lipoxygenase. Das Enzym 5-Lipoxygenase regt die Bildung von
Leukotrienen an (Werz et al. 2001, Werz 2002), die u.a. an der Krebsentstehung beteiligt
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sind (Claria und Romano 2005). Im Hinblick auf einen antineoplastischen Effekt und einem
Einsatz als Hemmstoff fir die 5-Lipoxygenase schlagen die Autoren fiir die isolierten
Aminochinone einen Einsatz in der Krebstherapie vor. Die biologische Testung der
Aminochinone ergab eine antineoplastische Aktivitdt und eine hemmende Wirkung auf die
5-Lipoxygenase nur bei Produkten mit einem alkylierten Chinon als Molekilbestandteil und
nicht bei den 2,5-Dihydroxybenzoesaurederivaten. Die getesteten trimeren Produkte zeigten
keine Aktivitat. Zudem waren lipophilere Substanzen bessere Inhibitoren der 5-Lipoxygenase
als Verbindungen mit hydrophilen Resten an der Aminokomponente. Das Dimer der
Reaktion von 4-Propylphenylamin mit 2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon (Abb. 17A) hatte unter
den getesteten Verbindungen die hochste antineoplastische Wirkung und hemmende

Aktivitat auf die 5-Lipoxygenase.
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Abb. 17 Bildung eines heteromolekularen Dimers bei der laccasekatalysierten Reaktion von
(A)  4-Propylphenylamin und 2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon sowie
(B) 4-Aminobenzoesdure und 2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon (nach Niedermeyer et al.
2005)

Die hohe Aktivitat wurde mit der Lipophilie der Verbindung erklart, da diese Eigenschaft zu
einer starkeren Penetration durch die Plasmamembran fihrt. Trotzdem konnte ein direkter
Zusammenhang zwischen der Lipophilie, der inhibitorischen Wirkung auf die 5-Lipoxygenase

und einem antineoplastischen Effekt nicht gezeigt werden. So hatte das Produkt der
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Reaktion von 4-Aminobenzoeséure und 2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon (Abb. 17B) zwar eine
antineoplastische aber keine hemmende Wirkung auf die 5-Lipoxygenase. Die Autoren
schlussfolgerten, dass die Lipophilitat fir die Enzyminhibition notig, aber fir einen

zytotoxischen Effekt vernachlassigbar ist.

3.2.4 Derivatisierung aromatischer und aliphatischer Aminoséauren als

potenzielle Wirkstoffe

Bislang stand bei den in der Literatur beschriebenen Reaktionen mit aromatischen und
aliphatischen Aminosauren v.a. die Analyse des Reaktionsmechanismus der Laccase und
weniger die Bestimmung der Wirkung der neusynthetisierten Verbindungen im Mittelpunkt.
Aber ausgehend von den Ergebnissen von Poeckel et al. (2006, vgl. Kap. 3.2.3) kann
vermutet werden, dass die mit Hilfe der Laccase derivatisierten Aminoverbindungen auch zu

Derivaten mit neuen Wirkungen fihren konnen.

3.24.1 Derivatisierung der 4-Aminobenzoesaure

Die 4-Aminobenzoeséaure besitzt eine antibakterielle Wirkung, z.B. gegen Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa oder Staphylococcus aureus (Eagon und McManus 1990,
Richards und Xing 1992a,b, Richards et al. 1995). Dartber hinaus ist sie ein Bestandteil
verschiedener Arzneimittel. Derivate der 4-Aminobenzoesaure werden u.a. in
Sonnenschutzmitteln (Dromgoole und Maibach 1990, Naylor und Farmer 1997),
Lokalanasthetika (Butterworth und Strichartz 1990, Algareer et al. 2006) oder auch
antiviralen (Singh et al. 1995) sowie antineoplastischen und antileuk&mischen Medikamenten
(Arcamone et al. 1989) verwendet. Zudem werden auch Analoga der 4-Aminobenzoesaure,
beispielsweise die Sulfonamide, medizinisch eingesetzt. Sulfonamide werden als kompetitive
Inhibitoren anstelle der 4-Aminobenzoeséaure fir die Folsduresynthese genutzt, wodurch
Folsaure synthetisierende Bakterien gehemmt werden kdnnen (Eagon und McManus 1990,
Kluczyk et al. 2002).

Die Synthese von 4-Aminobenzoesaure-Derivaten mittels Laccase wurde bereits mehrfach
beschrieben. Die Reaktion der ortho-dihydroxylierten Verbindung 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-
propionsédure mit 4-Aminobenzoesaure und der Laccase von Pycnoporus cinnabarinus
wurde von Mikolasch et al. (2002) untersucht. Die Autoren beschrieben dabei die Bildung
eines hydrochinoiden dimeren Produktes. Niedermeyer et al. (2005) stellten fest, dass das
Produkt ein Chinonimin (Abb. 18A) und kein aminiertes Hydrochinon ist.
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Die para-dihydroxylierte Verbindung 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid wurde zur
Synthese von C-N verkniipften Dimeren (Manda et al. 2005, Niedermeyer et al. 2005) und

Trimeren (Niedermeyer et al. 2005) mit 4-Aminobenzoesaure (Abb. 18B) genutzt.
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Abb. 18 Bildung von heteromolekularen Dimeren bei den laccasekatalysierten Reaktionen von
(A) 4-Aminobenzoesdure und 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsédure (Mikolasch et al.

2002, Niedermeyer et al. 2005) sowie
(B) 4-Aminobenzoesaure und 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid (nach Manda

et al. 2005, Niedermeyer et al. 2005)

Niedermeyer und Lalk (2007) fuhrten die Reaktionen von 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-
benzamid bzw. 2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon mit 4-Aminobenzoesaure (Niedermeyer et al.
2005) nicht nur mit Laccase sondern auch mit den chemischen Katalysatoren Natriumiodat,
Kupferacetat und Silber(l)oxid durch. Die Oxidationsmittel Kupferacetat und Silber(l)oxid
fuhrten zu einer langsameren Reaktionsrate und damit geringeren Produktausbeuten bzw.
zur Bildung einer Reihe von Nebenprodukten oder zu keiner Produktbildung. Im Gegensatz
dazu waren mit Natriumiodat und Laccase die Reaktionsrate, Produktausbeute und Reinheit
der Produkte vergleichbar. Daneben flihrte eine Konzentrationserhbhung sowohl der
Laccase als auch des Natriumiodats zu einer Erhéhung der Reaktionsrate und keinen
zusatzlichen Nebenprodukten.

Mikolasch et al. (2008b) setzten zusatzlich zum 1,4-Hydrochinon weitere verschieden
substituierte para-hydrochinoide Verbindungen zur Synthese von heteromolekularen

Dimeren mit der 4-Aminobenzoesaure ein. Die Bildung von Konstitutionsisomeren konnte bei
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monomethylierten (C5- und C6-Position; Abb. 19A) und monohalogenierten (C3- und C5-
Position; Abb. 19B) p-Hydrochinonen nachgewiesen werden. Neben der enzymatisch-
katalysierten Reaktion wurde Natriumiodat als chemischer Katalysator eingesetzt. Bei einem
Vergleich stellte sich die Laccase als besseres Oxidationsmittel heraus, da eine héhere
Produktausbeute erzielt werden konnte, als bei der chemischen Katalyse. Gerade in Bezug
auf die Produktbildung mit Natriumiodat als Katalysator, verglichen mit der
laccasevermittelten Reaktion, wurden bei eigenen Untersuchungen erhebliche Unterschiede
festgestellt.

HO (0]
A B

HN Cl Cl

und und

HO O HO 0] HO O

Abb. 19 Konstitutionsisomere der laccasekatalysierten Reaktionen von
(A) 4-Aminobenzoeséaure und Methyl-1,4-hydrochinon bzw.
(B) 4-Aminobenzoeséaure und Chlor-1,4-hydrochinon (Mikolasch et al. 2008b)

3.24.2 Derivatisierung verschiedener Aminosauren

Neben der biologischen Funktion von Aminosauren als Hauptbestandteil von Proteinen
besitzen Aminoséuren und ihre Derivate neuroprotektive Eigenschaften bei Gehirnischamien
-mangelnde Blutversorgung des Gehirns- (Kagiyama et al. 2004) und konnen bei
Depressionen (Meyers 2000, Turner et al. 2006) sowie Migrane (Krymchantowski et al. 2001,
2008) eingesetzt werden. Die Aminosdure L-Arginin kann auch zur Verbesserung von
Koronarerkrankungen und Diabetes beitragen (Maxwell und Cooke 1998, Regensteiner et al.
2003, Umathe et al. 2009). Zudem wird eine mdgliche Anwendung von 3,5-Diiodo-L-thyronin
bei Adipositas untersucht (Lanni et al. 2005, de Lange et al. 2008, Lombardi et al. 2009).
Daneben wurde fur L-Lysin eine hemmende Wirkung auf das Virus Herpes simplex Typ-1
nachgewiesen (Singh et al. 2005, Gaby et al. 2006). L-Lysin wird in Kombination mit
verschiedenen Krautern und anderen Inhaltsstoffen als alternatives Heilmittel SuperLysine
Plus® zur Behandlung von Lippenblaschen von der Firma Quantum Inc. angeboten (Singh et
al. 2005).
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Die Derivatisierung von Aminosauren mit Hilfe von Laccase wurde bereits 1959 von Michalek
und Szarkowska beschrieben. Die Autoren untersuchten die Reaktionen von
1,4-Benzochinon mit 21 Aminosduren und postulierten die Bildung von di- und trimeren
Produkten. In allen Chromatogrammen (Papierchromatographie) der Inkubationsansatze mit
Laccase bzw. mit inaktiviertem Enzym wurden jeweils zwei Flecken nachgewiesen, welche
nicht-reduzierende Eigenschaften aufwiesen. Diese zwei Flecken wurden als benzochinoide
Produkte, bestehend aus einem Molekil Benzochinon und einem bzw. zwei Molekilen
Aminoséure beschrieben. Eine Ausnahme bildete ein Produkt der Reaktion mit Glycin, fur
das ein hydrochinoider Charakter angenommen wurde. Daneben wurde in Reaktionen mit
inaktiviertem Enzym die Reduktion von Benzochinon festgestellt, die in einer Verminderung
der Produktbildung resultierte. In laccasekatalysierten Reaktionen wurde das entstandene
Hydrochinon sofort wieder enzymatisch oxidiert, was die Produktausbeute erhéhte.

Die laccasevermittelte Reaktion macht die Nutzung von Schutzgruppen insbesondere bei der
Aminoséaurederivatisierung unnétig, sodass eine sog. “one-pot* Synthese mdglich ist.
Dementsprechend beschrieben Manda et al. (2006) die Derivatisierung von L-Tryptophan mit
2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid. Neben dem isolierten chinoiden Dimer (Abb.
20) konnte in Abh&ngigkeit vom Ldsungsmittel und der daraus resultierenden

Produktstabilitéat auch das entsprechende hydrochinoide Produkt nachgewiesen werden.
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Abb. 20 Bildung eines heteromolekularen Dimers bei der laccasekatalysierten Reaktion von
L-Tryptophan und 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid (nach Manda et al. 2006)

3.3 Polymerisationsreaktionen

Die mit Hilfe der Laccase induzierten Polymerisationsreaktionen kénnen neben den homo-
und heteromolekularen Reaktionen ebenfalls zur Synthese von Wirkstoffen und biologisch
aktiven Substanzen genutzt werden. Sie ermdglichen dartiber hinaus jedoch auch eine

Herstellung von neuen Bio- und Beschichtungsmaterialien.
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3.3.1 Synthese von physiologisch bedeutsamen Polymeren

Ein sehr gut untersuchtes Beispiel flir die Nutzung der Laccase zur Synthese eines
natirlichen  Polymers ist die Melaninbildung von Cryptococcus neoformans.
Mikroorganismen kénnen Phenoloxidasen (Tyrosinase, Laccase) und/oder den Polyketid-
Synthase-Weg zur Synthese des Pigments Melanin nutzen, wahrend in Sdugern Melanin
vorwiegend aus Tyrosin oder 3,4-Dihydroxyphenylalanin (Dopa) mittels Tyrosinase gebildet
wird (Nosanchuk und Casadevall 2003). Melanin selbst bietet einen Schutz gegen eine
Vielzahl von aulieren Einflissen, was besonders fir pathogene Mikroorganismen wie den
hefeahnlichen Pilz Cryptococcus neoformans, der v.a. bei immunsupprimierten Patienten mit
HIV-Infektion oder nach Transplantationen invasive Krankheiten hervorruft, von Bedeutung
ist. Melanin dient beispielsweise zur Absorption von UV-Strahlung und aufgrund der
Eigenschaft des Melanins als Radikalfanger bietet es Schutz vor Sauerstoff- und Stickstoff-
Radikalen. Die zusatzliche negative Ladung der Zelloberflache verhindert die Phagozytose
durch Makrophagen und schutzt Cryptococcus neoformans so vor der Wirtsabwehr des
Makroorganismus. Zudem ist Melanin in der Lage potentiell toxische Schwermetalle und
auch antimikrobielle Verbindungen, wie z.B. Amphotericin B und Caspofungin zu binden und
den Mikroorganismus davor zu schitzen (Bell und Wheeler 1986, Wang und Casadevall
1994, van Duin et al. 2002, lkeda et al. 2003, Nosanchuk und Casadevall 2003). Durch
gentechnisch erzeugte Deletionsmutanten wurde die Korrelation der laccasekatalysierten
Melaninsynthese und der Virulenz von Cryptococcus neoformans bestétigt (Salas et al.
1996); damit ist die Laccase neben der Polysaccharid-Kapsel einer der
Hauptvirulenzfaktoren dieses Pilzes. Die cryptococcale Laccase kann durch Glucose
reprimiert werden und ist kovalent mit Kohlenhydraten der Zellwand verbunden (Nurudeen
und Ahearn 1979, Polacheck et al. 1982, Zhu und Williamson 2004). Die Melaninsynthese
erfolgt durch exogene para- oder ortho-Diphenole, zu denen Catecholamine wie z.B. Dopa
und Dopamin gehéren. Dopamin ist ein Precursor fur die Synthese der Hormone Adrenalin
und Noradrenalin. Die Nutzung dieser immunmodulatorischen Neurotransmitter erklart den
Neurotropismus von Cryptococcus neoformans (Bell und Wheeler 1986, Polacheck et al.
1982). Die genannten Verbindungen stellen Substrate der Laccase dar und werden folglich
zu Chinonen oxidiert, die dann nicht-enzymatisch mit sich selbst oder anderen Metaboliten
kondensieren (Zhu und Williamson 2004). Bei Dopa als Substrat wirde zuerst die Bildung
des entsprechenden ortho-Chinons (Dopachinon) erfolgen, welches dann (ber das
Leucodopachrom, Dopachrom, 5,6-Dihydroxyindol und Indol-5,6-chinon zum Melanin
weiterreagiert (Williamson 1997). Die gebildeten Intermediate Dopachrom und
5,6-Dihydroxyindol (Abb. 21) wurden bei der Melanogenese von Cryptococcus neoformans

nachgewiesen (Polacheck et al. 1982, Polachek und Kwon-Chung 1988).
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Abb. 21 Angenommene Melaninsynthese in Cryptococcus neoformans (nach Williamson 1997)

Die Melaninbildung ist - &hnlich zum Pilz Cryptococcus neoformans - offenbar auch bei den
Pilzen Histoplasma capsulatum und Paracoccidioides brasiliensis, beides Erreger
systemischer Mykosen, mit der Pathogenese assoziiert (Taborda et al. 2008). Obwohl bei
beiden Pilzen eine Laccaseaktivitit nachgewiesen wurde, erfolgt die Melaninsynthese
wahrscheinlich auch tUber den Polyketid-Synthase-Weg (Gomez et al. 2001, Nosanchuk et
al. 2002, Gomez und Nosanchuk 2003, Nosanchuk und Casadevall 2003, Taborda et al.
2008). Dartiber hinaus wiesen Morris-Jones et al. (2005) bei Candida albicans ebenfalls eine
Laccaseaktivitdt und eine Melaninbildung nach, wobei auch hier ein Zusammenhang
zwischen der Melanogenese und der Virulenz angenommen wird. Die Verhinderung der
Melaninsynthese stellt vor allem bei humanpathogenen Mikroorganismen eine Mdglichkeit
der Therapie dar. In diesem Zusammenhang kdnnte die Melaninsynthese durch Glyphosat
oder die Bindung von monoclonalen Antikbrpern gehemmt werden und eine synergistische
Wirkung mit Medikamenten z.B. Amphotericin B oder Caspofungin erzeugen (Rosas et al.
2001, Nosanchuk et al. 2001). Neben Pilzen wird auch bei Bakterien ein Zusammenhang
zwischen der Melaninbildung mittels Laccase und einem Schutz vor Umwelteinflissen
diskutiert. Die Laccase von Streptomyces glaucescens wird bei 42 °C aktiviert und dann zur
Melaninsynthese genutzt (Kuznetsov et al. 1984).

3.3.2 Derivatisierung von antioxidativen Substanzen

Neben dem Biopolymer Melanin, das u.a. als Radikalfanger einen Schutz vor Sauerstoff-
Radikalen bietet, wurden mit Hilfe der Laccase weitere antioxidative Polymere, aus
Verbindungen mit einer bereits vorhandenen antioxidativen Wirkung, hergestellt. Als
Ausgangsstoff diente beispielsweise Rutin (Quercetin-3-rutinosid). Das gebildete Polymer
hatte im Vergleich zum Rutinmonomer eine deutlich gesteigerte Wirkung als
Superoxidradikalfanger (Kurisawa et al. 2003a). Daneben schiitzte das Polymer
Endothelialzellen vor oxidativer Schadigung effektiver als das Rutinmonomer und hatte einen

hemmenden Effekt auf die humane LDL (low-density-lipoprotein) Oxidation.
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Neben Rutin nutzten Kurisawa et al. (2003b) auch Catechin zur Polymersynthese. Catechin
ist ein Flavonoid, welches u.a. in grinem Tee und Wein vorkommt. Das mittels Laccase
synthetisierte Polymer hatte im Vergleich zum Catechinmonomer eine deutlich gesteigerte
Wirkung als Superoxidradikalfanger und war ein starkerer Xanthin-Oxidase Inhibitor. Die
Xanthin-Oxidase ist u.a. eine biologische Quelle reaktiver Sauerstoffspezies.

Daruber hinaus wurden nicht nur Polymere, die aus einem Ausgangsstoff gebildet wurden
hinsichtlich ihrer Wirkung untersucht, sondern auch Konjugate, die aus dem antioxidativ
wirkenden Catechin und aminierten Verbindungen synthetisiert wurden, auf ihre antioxidative
Aktivitat hin gepruft.

Chung et al. (2003a) untersuchten die laccasekatalysierte Konjugation von Catechin an
Polyamine. Die gebildeten Poly(allylamin)-Catechin-Konjugate zeigten gute antioxidative
Eigenschaften gegenliber der LDL-Oxidation induziert durch freie Radikale.

Chung et al. (2003b) synthetisierten Gelatine-Catechin-Konjugate. Die Autoren nehmen an,
dass das Catechin mit Lysinresten der Gelatine reagiert und dabei Konjugate entstehen. Das
gebildete Konjugat zeigte eine leicht geringere Superoxidradikalfanger-Aktivitdt als das
Catechin. Der schitzende Effekt des Catechins vor einer radikalinduzierten LDL-Oxidation
konnte aufgrund der Konjugation erhéht werden. Zudem stieg der hemmende Effekt auf die
LDL-Oxidation mit zunehmender Konzentration von Catechinresten im Konjugat im Vergleich

zum unkonjugierten Catechin.

3.3.3 Synthese von funktionellen Biomaterialien (Klebstoffe und Lacke)

Die laccasekatalysierte Verknipfung verschiedener Substanzklassen wird, neben der bereits
vorgestellten Derivatisierung von Wirkstoffen und Wirkstoffgrundstrukturen, auch bei der
Herstellung von funktionellen Biomaterialien eingesetzt, fir die natirliche Klebstoffe und
Lacke als Vorlage dienten. So wurden die von Muscheln z.B. Mytilus edulis oder Geukensia
demissa gebildeten Kleberproteine als Modell fur die Synthese neuer Klebstoffe genutzt.
Diese Kleberproteine besitzen einen hohen Anteil an 3,4-Dihydroxyphenylalanin (Dopa) und
Lysin (Waite 1983, Waite et al. 1985, 1989). Im Verlauf des Anheftungsprozesses der
Muschel werden ortho-Diphenole (einschlielBlich Dopa) mit Hilfe einer Phenoloxidase
oxidiert, die dann einer nukleophilen Addition mit Aminoverbindungen z.B. Lysin unterliegen
(Waite 1983, 1990a,b, Waite et al. 1985, Burzio et al. 1997). Der dabei gebildete Klebstoff ist
wasserresistent und sehr stark wirksam (Waite 1983, 1990a,b).

Neumann et al. (2007) beschrieben die Herstellung eines resorbierbaren
Knochenersatzstoffes aus einer Mischung von Calciumphoshatpartikeln eingebettet in eine
vernetzte Kollagenmatrix. Die Vernetzung des Kollagens sollte dabei durch eine
laccaseinduzierte Peptidvernetzung und geeignete Briickenmolekiille (Laccasesubstrate) z.B.
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ortho- und para- Diphenole oder auch hydroxylierte Biphenyle erreicht werden (Abb. 22). Das
Grundprinzip dieser Reaktion wurde auch im Rahmen von eigenen Untersuchungen
erforscht. Derartige Klebstoffe kénnten beispielsweise in der Gesichtschirurgie zur Klebung
von Knochensplittern oder zur Klebung von Weichgeweben eingesetzt werden (Deming
2007). Das Prinzip der laccasekatalysierten Vernetzung von Polymeren mit mindestens einer
freien Aminogruppe und einem Brickenmolekil konnte auch in Kombination mit

Hamostyptika eingesetzt werden (Speitling et al. 2007).

Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-

R R R R R R
Laccase- Laccase-
substrat substrat

R R R R R R

Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Tyr-

Abb. 22 Modell einer laccasevermittelten Peptidvernetzung

Peshkova und Li (2003) beschrieben die Herstellung eines Klebstoffes aus phenolischen
Verbindungen und Chitosan mittels Laccase zur Verleimung von Holzfurnier. Chitosan ist ein
Polysaccharid aus Glucosamin-Einheiten mit freien Aminogruppen, die die Vernetzung mit
Hilfe von Briickenmolekilen erméglichen. Die Autoren nehmen an, dass die Phenole von der
Laccase oxidiert werden. Die dabei gebildeten Radikale konnen zu Chinonen
disproportionieren, die dann wiederum mit den Aminoverbindungen zu heteromolekularen
Polymeren reagieren kdnnen. Anhand von verschiedenen Untersuchungen wurde gezeigt,
dass fur eine erfolgreiche Verleimung zweier Furnierplatten Chitosan, eine phenolische
Verbindung und Laccase notig waren. Des Weiteren war die Klebkraft stark abhangig von
der Art des eingesetzten Phenols. Bei sieben der zehn getesteten Klebsysteme konnten
mindestens 50 % der Klebkraft nach einer Wasserbehandlung erhalten werden, was auf eine
starke Klebwirkung hinwies.

Neben der Synthese von Klebstoffen konnen auch Lacke mittels Laccase synthetisiert
werden. Die Arbeitsgruppe um Kobayashi befasste sich eingehend mit der Synthese von
“artificial urushi“, einem kinstlichen Lack (Ikeda et al. 2000, 2001, Kobayashi et al. 2001a,b,
Uyama und Kobayashi 2003, 2006). In diesem Fall diente der Lack des japanischen
Lackbaumes (Toxicodendron vernicifera) als Vorlage, der sich als traditionell japanischer
Uberzug durch eine hohe Wiederstandsfahigkeit und Brillianz auszeichnet. Der

Hauptbestandteil dieses natirlichen Lackes sind Catechole die mit ungesattigten
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Kohlenwasserstoffketten derivatisiert sind (“Urushiole®). Zur Synthese von Urushiol Analoga
nutzten die Forscher eine Lipase um Catechole mit ungesattigten Fettsduren Uber eine
Esterbriicke zu verknipfen. Die sich daran anschlieRende Vernetzung der Catecholderivate
erfolgte mit Hilfe der Laccase, um so eine Polymerisation und eine daraus resultierende
Trocknung des kunstlichen Lackes zu erreichen. Der gebildete Lack hatte einen hohen
Hartegrad und Glanz vergleichbar mit dem natirlichen Vorbild. Der laccasekatalysierte
Trocknungsprozess fand ohne den Einsatz von organischen Ldsungsmitteln bei
Raumtemperatur, also sehr umweltschonend statt. Zudem werden in der holzverarbeitenden
Industrie meist Harze verwendet, die Formaldehyd eine potentiell karzinogene Verbindung
enthalten, was bei laccaseinduzierten Prozessen nicht nétig ist (Kelly et al. 1999, Peshkova
und Li 2003). Auch der Einsatz von erneuerbaren Ressourcen (wie Pflanzendlen) als billige
Ausgangsstoffe anstelle von Petrochemikalien macht die Laccase und die durch sie
katalysierten Prozesse fir eine nachhaltige Anwendung in der Biotechnologie und
insbesondere flr die kombinatorische Biochemie interessant.

In den Tabellen Al1-A4 im Anhang A (S. 176-180) sind Informationen zu den oben

beschriebenen Reaktionen zusammengefasst.
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4 Ziele und Ergebnisse der Dissertation

Der Einsatz der Laccase als Katalysator zur Synthese neuartiger Wirkstoffe und
Biomaterialien erfordert detailierte Kenntnisse sowohl tber den Ablauf der Laccasereaktion
als auch die chemische Struktur der gebildeten Reaktionsprodukte. Die nachfolgend
vorgestellten Publikationen und wissenschaftlichen Beitrdge hatten das Ziel, das Wissen
Uber die Laccase und deren katalytische Fahigkeiten zu erweitern, um so Verbindungen mit
neuen Eigenschaften herstellen zu kdonnen. Die Synthese neuer Wirkstoffe erfolgt in der
Regel ausgehend von mathematischen Berechnungen der Struktur-Wirkungsbeziehung
(Bohacek et al. 1996, Klopman et al. 1997, Wang et al. 2000, Deuflhard 2001, Deuflhard und
Schitte 2003). In dieser kumulativen Dissertation standen derartige Uberlegungen nicht im
Mittelpunkt, da zundchst weniger die Qualitat der gebildeten Produkte, als vielmehr die
grundlegenden und neuen Anwendungsmdoglichkeiten der Laccase untersucht und die
Prinzipien der durch sie katalysierten Reaktionen naher charakterisiert werden sollten.
Ausgehend von den heteromolekularen Kopplungsreaktionen von verschiedenen
Aminoverbindungen mit Laccasesubstraten (Michalek und Szarkowska 1959, Mikolasch et
al. 2002, 2006, 2007, 2008a-c, Manda et al. 2005, 2006, Niedermeyer et al. 2005,
Niedermeyer und Lalk 2007, sieche Anhang A Tab. Al-A4, S. 176-180) wurden diverse
primare und sekundare Amine mit para-dihydroxylierten aromatischen Verbindungen unter
verschiedenen Gesichtspunkten derivatisiert und die Ergebnisse in Vortragen, einem Poster
und mehreren Publikationen veroffentlicht.

Das erste Manuskript, welches in der Zeitschrift Biotechnology and Applied Biochemistry
vertffentlicht wurde, befasst sich mit der laccasekatalysierten Synthese von Morpholin-
substituierten Chinonen und der Testung dieser neuartigen Verbindungen hinsichtlich ihrer
biologischen Wirkung. Es wurde gezeigt, dass mit Hilfe der Laccase Substanzen hergestellt
werden konnten, die in ihrer antimikrobiellen und zytotoxischen Wirkung den fir die
Synthese zugrunde liegenden Ausgangsstoffen Uberlegen sein konnen.

Unter Einbeziehung dieser Ergebnisse wurde auf dem 9. Kongress fur Infektiologie und
Tropenmedizin ein Poster vorgestellt, das ebenfalls der Dissertation beigefligt ist. Der
Abstract erschien in einem Supplement der Zeitschrift Infection. Des Weiteren wurden im
Rahmen der 42. Wissenschaftlichen Tagung der Deutschsprachigen Mykologischen
Gesellschaft e.V. in einem Vortrag die potentiellen Einsatzmdglichkeiten der Laccase bei der
Behandlung von Erkrankungen, die durch Cryptococcus neoformans verursacht werden,
vorgestellt. Der Abstract dieses Vortages, der in einem Supplement der Zeitschrift Mycoses
erschien, wurde der Arbeit hinzugefligt. Hierbei wurde die Idee der Kopplung zweier fur den
Menschen (bzw. den mit Cryptococcus neoformans infizierten Patienten) nicht toxischer

Verbindungen mit Hilfe der vom pathogenen Pilz im Zuge des Infektionsprozesses
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gebildeten Laccase vorgestellt. Die dabei direkt an der Infektionsstelle entstehenden
Kopplungsprodukte wiirden dann als antifungale Wirkstoffe den pathogenen Pilz hemmen.
Auf diesem Wege ware es madglich einen Erreger direkt am Infektionsort zu bekampfen, um
so eine Schadigung anderer Organe und eine weitere Ausbreitung zu verhindern.

Vier weitere Publikationen sowie ein unverdffentlichter Vortrag dienten der Erforschung von
grundlegenden Prinzipien zur Herstellung neuartiger Klebstoffe, aufbauend auf Resultaten
des Landesforschungsschwerpunkts M/V "Neue Wirkstoffe und Biomaterialien" (Teilprojekt
2.1, Behrend et al. 2006). Alternative Prinzipien zur Synthese von Klebstoffen, am Vorbild
von muscheladhesiven Proteinen, wurden u.a. von Peshkova und Li (2003), sowie Neumann
et al. (2007) im Zusammenhang mit Polymerisationsreaktionen untersucht.

Die zweite in dieser Dissertation vorgestellte Publikation wurde in der Zeitschrift Amino Acids
vero6ffentlicht. Darin wird die Derivatisierung von L-Phenylalanin mittels Laccase beschrieben.
Ohne die vorherige Einfiihrung von Schutzgruppen erfolgte die laccasekatalysierte Synthese
von mono- und diaminierten chinoiden Verbindungen. Im Rahmen eines Mikrobiologischen
Seminars in Kloster auf Hiddensee wurde Uber die Herstellung von Wirkstoffen und
Biomaterialien mittels Laccase referiert.

In diesem Zusammenhang wurde in der dritten Publikation, die im Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic erschienen ist, am Beispiel der Bildung von Phenylalanin- und
Tryptophanderivaten  die chemische Katalyse mittels Natriumiodat mit der
laccasekatalysierten Reaktion verglichen und in Abhangigkeit von den Reaktionspartnern
Unterschiede aufgezeigt. Dabei wurden Vorteile der laccaseinduzierten Synthese bei der
Reaktion von 2,5-Dihydroxyacetophenon mit L-Phenylalanin bzw. L-Tryptophan gegeniber
der chemisch katalysierten Reaktion beschrieben.

Daran ankniipfend wurde in der vierten Publikation, die in der Zeitschrift Amino Acids
eingereicht wurde die Derivatisierung der Aminosauren Tyrosin und Lysin sowie der aus
ihnen zusammengesetzten Dipeptide und Oligopeptide mittels Laccase vorgestellt. Es wurde
sowohl die Derivatisierung der Aminosauren und Dipeptide als auch die Verknipfung von
Peptidstrangen Uber ein Laccasesubstrat mit Hilfe der Laccase gezeigt, was die Herstellung
von neuartigen Biomaterialien, beispielsweise bioresorbierbaren Klebstoffen, erlaubt.
Ausgehend von den Méglichkeiten der Derivatisierung von Aminosauren und Peptiden wurde
in der finften Publikation die Nutzung der Laccase zur Synthese von organischen
Substanzen vorgestellt. Die begutachtete Publikation erschien in der Zeitschrift Biospektrum.
Das sechste in dieser kumulativen Dissertation vorgestellte Manuskript wurde im Journal
Green Chemistry eingereicht. Die laccasekatalysierten Reaktionen von aminierten
Carbonsaureamiden, darunter auch Imidazolderivate, mit para-Dihydroxybenzoesaure-
derivaten resultierten in der Bildung von Zyklisierungsprodukten, die als Feinchemikalien

genutzt werden kénnten. Die Synthese von derartigen Zyklisierungsprodukten ist weder fiir
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laccaseinduzierte noch fir chemische Reaktionen zuvor beschrieben worden. Damit
ermdglicht die Laccase die Herstellung neuartiger Verbindungen und eréffnet so neue
Anwendungsmdglichkeiten fir die Produktion von Wirkstoffen, aber auch von
Feinchemikalien. Eine Publikation zur biologischen Wirkung dieser neuartigen Verbindungen
gegenuber Bakterien und Hefen, sowie einer humanen Blasenkrebszelllinie wird vorbereitet.
Neben der laccasekatalysierten Reaktion mit Imidazolen wurde im siebten Manuskript das
Azol 1-Aminobenzotriazol mit 2,5-Dihydroxybenzoeséureestern derivatisiert. Das Manuskript
wurde in der Zeitschrift Biotechnology and Applied Biochemistry eingereicht. Die
synthetisierten Produkte waren sowohl Di- als auch Oligomere. Die Dimere besalRen eine
antimikrobielle und zytotoxische Wirkung, welche die Aktivitdt der zur Synthese eingesetzten
Verbindungen Uberstieg. Dartber hinaus wurde der EinfluR von Methanol auf die
Produktbildung untersucht. Die Kenntnis uUber den Einflu@ von Ldsungsmitteln auf die
laccasekatalysierte Reaktion ermdglicht u.a. eine Anpassung der Reaktionsbedingungen an
die eingesetzten Ausgangsstoffe, z.B. schlecht-wasserloslichen Substanzen.

Ein Teil dieser Ergebnisse soll auf dem im April 2010 stattfindenden 20. European Congress
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID) mit einem Poster vorgestellt

werden. Der eingereichte Abstract wurde der Dissertation beigeflgt.

Im Folgenden sind die genannten und in den ndchsten Kapiteln im Detail vorgestellten

Publikationen und wissenschaftlichen Beitrage zusammenfassend aufgefihrt:

Publikationen

= Hahn, V., Mikolasch, A., Wende, K., Bartrow, H., Lindequist, U., Schauer, F. (2009)
Synthesis of model morpholine derivatives with biological activities by laccase-
catalyzed reactions. Biotechnol. Appl. Biochem. DOI: 10.1042/BA20090219 (siehe
Kapitel 4.1)

= Hahn, V., Mikolasch, A., Manda, K., Gordes, D., Thurow, K., Schauer, F. (2009)
Laccase-catalyzed carbon-nitrogen bond formation: coupling and derivatization of
unprotected L-phenylalanine with different para-hydroquinones. Amino Acids 37(2):
315-321. (siehe Kapitel 4.4)

= Hahn, V., Mikolasch, A., Manda, K., Gordes, D., Thurow, K., Schauer, F. (2009)
Derivatization of amino acids by fungal laccases: Comparison of enzymatic and
chemical methods. J. Mol. Catal. B: Enzym. 60: 76-81. (siehe Kapitel 4.5)
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Mikolasch, A., Hahn, V., Manda, K., Pump, J., lllas, N., Gérdes, D., Lalk, M., Gesell
Salazar, M., Hammer, E., Jilich, W.-D., Rawer, S., Thurow, K., Lindequist, U.,
Schauer, F. (2009) Laccase-catalyzed cross-linking of amino acids and peptides with
dihydroxylated aromatic compounds. Amino Acids, Manuskript eingereicht. (siehe
Kapitel 4.6)

Hahn, V., Schauer, F. (2009) Mikrobielle Laccasen zur Synthese organischer
Substanzen. Biospektrum 5: 526-528. (siehe Kapitel 4.7)

Hahn, V., Davids, T., Lalk, M., Schauer, F., Mikolasch, A. (2009) Enzymatic
cyclizations using laccases: Multiple bond formation between dihydroxybenzoic acid
derivates and aromatic amines. Green Chemistry, Manuskript eingereicht. (siehe
Kapitel 4.8)

Hahn, V., Mikolasch, A., Wende, K., Bartrow, H., Lindequist, U., Schauer, F. (2009)
Derivatization of 1-aminobenzotriazole using laccase of Pycnoporus cinnabarinus and
Myceliophthora thermophila influenced by methanol and biological evaluation of the
derivatives. Biotechnol. Appl. Biochem., Manuskript eingereicht. (siehe Kapitel 4.9)

Vortrage

Hahn, V., Mikolasch, A., Schauer, F. (2008) Application of a fungal virulence factor for
the synthesis of new antifungal compounds. Mycoses 51(5): 374 (Journal
compliation). Vortrag auf der 42. Wissenschaftlichen Tagung der Deutschsprachigen
Mykologischen Gesellschaft e.V., Jena, 05.09.2008. (siehe Kapitel 4.3)

Hahn, V. (2006) Einsatz von Laccasen aus Pilzen zur Herstellung von Wirkstoffen
und Biomaterialien. Vortrag beim 16. Mikrobiologischen Seminar, Kloster/Hiddensee,
12.06.2006.

Poster

Hahn, V., Mikolasch, A., Schauer, F. (2008) A novel enzymatic process for the
synthesis of new antifungals. Infection 36 (Suppl. 1): 36. Posterbeitrag auf dem 9.
Kongress fir Infektiologie und Tropenmedizin, Innsbruck, 27.02.-01.03.2008. (siehe
Kapitel 4.2)

Hahn, V., Mikolasch, A., Schauer, F. (2010) New enzymatic principle for the synthesis
of novel antimicrobials. Posterbeitrag auf dem 20. European Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID), Wien, 10.-13.04.2010, Abstract
eingereicht. (siehe Kapitel 4.10)
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4.1 Synthesis of model morpholine derivatives with biological

activities by laccase-catalyzed reactions

Dieses Manuskript wurde in der Zeitschrift Biotechnology and Applied Biochemistry
vertffentlicht und befasst sich mit der laccasekatalysierten Synthese von Morpholinderivaten
und der biologischen Testung dieser Substanzen.

Es wurden diverse mono- und disubstituierte Verbindungen mit Hilfe der Laccase von
Myceliophthora thermophila synthetisiert, isoliert und strukturell charakterisiert. Dabei wurde
erstmals ein mittels Laccase hergestelltes, trimeres Produkt beschrieben, welches aus der
nukleophilen Addition von Wasser aus dem Reaktionsgemisch und einem Molektl Morpholin
an 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid resultierte.

Zur Prifung der antimikrobiellen Aktivitdt der synthetisierten Verbindungen wurde neben
dem Agardiffusionstest, die MHK-Bestimmung in Mikrotiterplatten unter Anwendung einer
modifizierten Methode des EUCAST discussion document E.Dis 7.1 (Rodriguez-Tudela et al.
2002) durchgefuhrt. Zudem wurde die zytotoxische Aktivitat an einer Krebszelllinie getestet.
Allgemein konnte festgestellt werden, dass die Dimere im Gegensatz zu den Trimeren eine

moderate bis starke antibakterielle und antifungale Wirkung besaf3en.
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Synthesis of model morpholine derivatives with biological activities by
laccase-catalyzed reactions
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The efficient enzyme-catalyzed reaction of morpholines as model structures for bioactive
compounds with para-dihydroxylated aromatic systems was carried out using the
oxidoreductase laccase and atmospheric oxygen to produce eight novel morpholine-
substituted aromatics. The laccase of Myceliophthora thermophila was used for cross-linking
morpholines containing primary or secondary amino groups with para-dihydroxylated laccase
substrates. We demonstrate that not only primary amino groups but also secondary amino
groups are able to couple with para-dihydroxylated aromatic systems in laccase-catalyzed
reactions. The resulting model products (yields up to 80%) were isolated, structurally
characterized and tested for their antibacterial, antifungal, and cytotoxic activities. Four of the
eight products showed low to moderate growth inhibition against several gram positive and
gram negative bacterial strains and against the yeasts Candida maltosa and Candida albicans.
The antibacterial and antifungal activities were determined by an agar disc diffusion test and a
modified method according to the EUCAST discussion document E.Dis 7.1 for the evaluation
of minimal inhibitory concentration (MIC). Differences in cytotoxicity against the human
urinary bladder carcinoma cell line 5637 are discussed.

Key words amination; antimicrobial; biotransformation; cytostatic; laccase; quinone
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Introduction

The evolving demand for new antibiotics is undoubtedly a great challenge for the future,
particularly in view of the increasing resistance of pathogens to currently available antibiotics.
In this context new antibiotics are required not only for human medicine but also for
veterinary and agricultural use. The derivatization of known biologically active substances is
a promising way to generate novel molecules with improved therapeutic properties [1-3].
Since some morpholine derivatives have already been reported to have antibacterial and
antifungal activities [4,5], we have used model morpholines with primary and secondary
amino groups but without antimicrobial and cytotoxic activity for derivatization with para-
dihydroxylated aromatic substances to produce model products.

An efficient method for derivatization of bioactive compounds containing primary amino
groups is laccase-catalyzed coupling with dihydroxylated aromatic substances [6,7], which
has been applied to synthesize novel penicillins [8,9] and cephalosporines [10,11] and to
derivatize unprotected amino acids [12,13]. In all of these reactions the primary amino group
of aliphatic or aromatic substances reacts with the aromatic ring system of the dihydroxylated
aromatic laccase substrate. In the present study we used morpholine and 4-morpholinoaniline
to determine (i) if only the primary amino group of 4-morpholinoaniline is able to aminate the
aromatic ring system or if the secondary amino group of morpholine can also react with the
aromatic ring forming amination products and (ii) if the model derivatization products have
antibacterial and antifungal properties. Thus, in the case of a laccase-catalyzed synthesis of
bioactive model products from substances without bioactivity such as morpholines, the
laccase-catalyzed reaction may be used for the derivatization of substances with an already
existing biological activity to achieve products which are more potent.

To this end we employed the laccase from Myceliophthora thermophila to derivatize the
morpholines with para-hydroquinone, substituted para-hydroquinones, and with derivatives
of 2,5-dihydroxybenzoic acid, all of which are para-dihydroxylated laccase substrates. The
antimicrobial and cytotoxic activities of the novel model products were determined using
three different test systems. For evaluation of the minimal inhibitory concentration (MIC) we
used a modified method according to the EUCAST discussion document E.Dis 7.1. [14]
Additionally, the agar disc diffusion method was chosen for the determination of antibacterial
and antifungal activities. The test for the evaluation of cytotoxic activity was performed with
human urinary bladder carcinoma cell line 5637 [ATCC HTB-9].

Materials and Methods

Synthesis and isolation of novel morpholine-substituted quinones

Chemicals

Morpholine, 4-morpholinoaniline, 1,4-hydroquinone, methyl-1,4-hydroquinone, 1,4-dihy-
droxynaphthaline, 2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester and 2,5-dihydroxybenzoic acid
ethyl ester were products of Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany).
2,3-Dimethyl-1,4-hydroquinone was obtained from Arcos Organics (New Jersey, USA).
2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide was purchased from Midori Kagaku Co.
(Japan).

Enzyme

Laccase from Myceliophthora thermophila (expressed in genetically modified Aspergillus sp.)
was obtained from Novozymes (Bagsvaerd, Denmark). It was used as received (activity
623 U; substrate: ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium
salt) in citrate phosphate buffer (CPB, 18 mM citrate, 165 mM phosphate) at its pH optimum
of pH 7.0 [15,16].
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Measurement of laccase activity

The activity of laccase was determined spectrophotometrically at 420 nm with ABTS
(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) as substrate [17]
using the method described by Jonas et al. [18]. 1 U is defined as 1 umol-mI™-min™.

Experimental procedures

For analytical experiments and isolation of products morpholine or 4-morpholinoaniline
(5 mM) and the respective dihydroxylated compound (1 mM) were incubated with laccase
(activity 0.5 U). In controls the respective compounds were incubated in CPB without laccase.
Reaction mixtures were incubated with agitation at 200 rpm at 23 °C in the dark.

For the isolation of products 3a-3c and 4a-4d a RP18 silicagel column (60 ml, 10 g adsorbent
material, phenomenex, Strata, Germany) was charged with 40 ml of the respective reaction
mixture. The following purification steps and elutions were used (Table 1).

Table 1. Purification steps and elution step of products 3a-3c and 4a-4d

product purification steps elution step
citrate solution of methanol [%] in  solution of methanol [%5] in
phosphate distilled water distilled water
buffer
3a;+3as 40 ml 100 ml 5% 60ml  50%
3b - 80ml 5% 20ml  100%
3¢ - 60ml 5% 30ml  100%
20ml  50%
4a 40 ml 150 ml 5% 25ml 50%
S0ml  50%
4b 80 ml - 40 ml 5%
4e, 4d - 50ml 3% 40ml  100%
TOml 10%
100 ml  30%
- not applicable

The isolated products were dried by lyophilization prior to mass spectrometry (MS) and
nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy.

Analytical HPLC (high-pressure liquid chromatography)

For routine analysis, the reaction mixtures and isolated products were analyzed using an
HPLC system LC-10AT VP (Shimadzu, Germany) consisting of a FCV-10AL VP pump,
SPD-M10A VP diode array detector, and a SCL-10A VP control unit controlled by Class-VP
version 6.12 SP5. The separation of the substances was achieved on an endcapped, 5-pum,
LiChroCART® 125-4 RP18 column (Merck, Darmstadt, Germany) at a flow rate of 1 ml/min.
A solvent system consisting of methanol (eluent A) and 0.1% phosphoric acid (eluent B),
starting from an initial ratio of 10% A and 90% B and reaching 100% methanol within 14
min, was used.

Characterization of biotransformation products

The products were characterized by MS using a Bruker-Daltonics micrOTOF instrument
(Bremen, Germany; ionization method: electrospray ionization [ESI], dry and nebulizer gas:
nitrogen, software: HyStar).

The NMR spectra were obtained at 600 MHz (*H), (HSQC, HMBC) in deuterate solvents on a
Bruker Avance 600 instrument (Rheinstetten, Germany).
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2-Methyl-6-morpholin-4-yl-[1,4]benzoquinone (3a;) and 2-Methyl-5-morpholin-4-yl-
[1,4]benzoquinone, C11H13NO3 (3&2)

Product 3a is a mixture of at least two monoaminated dimers (3a;, 3a;) confirmed by HPLC
and MS. Synthesis and isolation as described above. Red orange solid. Yield 65.5%. 3a;: R¢
(HPLC) 9.34 min, UV/VIS (MeOH) Amax 227, 493 nm, 3a,: R¢ (HPLC) 9.51 min, UV/VIS
(MeOH) Amax 225, 268, 497 nm. The MS elution profile showed two compounds with the
same mass signal, indicating a product mixture of two constitution isomers. MS m/z AP-ESI:
pos. ion mode [M+H]" 208.09703, 208.09709 (calculated 208.09681). The NMR spectra were
uninterpretable, due to many overlaying signals.

2,3-Dimethyl-5-morpholin-4-yl-[1,4]benzoquinone, C1,H15sNO3 (3b)

Synthesis and isolation as described above. Red orange solid. Yield 77.5%. H-NMR
(methanol-d,) & 1.96 (s, 3H, H7), 1.98 (s, 3H, H8), 3.38 (t, J = 4.8 Hz, 4H, H9/H12), 3.77 (t,
J = 4.8 Hz, 4H, H10/H11), 5.72 (s, 1H, H6). **C-NMR (methanol-d,) & 12.0 (C7), 12.6 (C8),
50.3 (C9/C12), 67.6 (C10/C11), 108.8 (C6), 141.2 (C3), 141.8 (C2), 154.3 (C5), 186.2 (C4),
187.9 (C1). HMBC 'H-*C correlations H6 (C1, C2, C4, C5, C7), H7 (C1, C2), H8 (C3, C4),
H9/H12 (C5, C9, C10, C11, C12), H10/H11 (C9, C10, C11, C12). R¢ (HPLC) 10.73 min,
UV/VIS (MeOH) Amax 223, 300, 488 nm. MS m/z AP-ESI: pos. ion mode [M+H]" 222.08720
(calculated 222.11246).

2-Morpholin-4-yl-[1,4]naphthoquinone, C14H13NO3 (3¢)

Synthesis and isolation as described above. Brown solid. Yield 47.7%. *H-NMR (DMSO-ds)
d 3.49 (s(broad), 4H, H3', H5"), 3.72 (s(broad), 4H, H2', HE"), 6.03 (s, 1H, H3), 7.75 (t, J= 7.0
Hz, 1H, H7), 7.79 (t, J = 7.0 Hz, 1H, H6), 7.91 (m, 2H, H5, H8). *C-NMR (DMSO-ds) & 48.3
(C3'/C5"), 65.4 (C2'/C6"), 109.4 (C3), 124.7 (C5), 126.1 (C8), 131.7 (C4a), 132.4 (C7, C8a),
133.7 (C6), 153.6 (C2), 182.0 (C4), 182.5 (C1). HMBC *H-"C correlations H3 (C1, C2, C4,
C5, C8a), H5 (C4, C7, C8a), H6 (C4a, C8), H7 (C5, C8a), H8 (C1, C4a, C6), H3'/H5' (C2,
C3'/C5', C2'/C6"), H2'/H6' (C3'/C5', C2'/C6"). R¢ (HPLC) 11.22 min, UV/VIS (MeOH) Amax
237, 272, 459 nm. MS m/z AP-ESI: pos. ion mode [M+H]" 244.0679 (calculated 244.0968).

2,5-Dimorpholin-4-yl-[1,4]benzoquinone, C14H1gN,O,4 (4a)

Synthesis and isolation as described above. Brown solid. Yield 24.5%. *H-NMR (methanol-
ds) 8 3.55 (t, J=4.7 Hz, 8H, H7/H7'/H10/H10", 3.76 (t, J = 4.7 Hz, 8H, H8/H8'/H9/H9"), 5.57
(s, 2H, H2/H5). *C-NMR (methanol-d,) & 50.4 (C7/C10/ C7'/C10"), 67.5 (C8/C9/ C8'/C9'),
107.3 (C2/C5), 154.2 (C3/C6), 184.4 (C1/C4). HMBC *H-'*C correlations H2/H5 (C1/C4,
C3/C6), H8/H8'/HI/HI' (C8/C9/ C8'/C9"). R¢ (HPLC) 8.95 min, UV/VIS (MeOH) Amax 229,
379, 536 nm. MS m/z AP-ESI: pos. ion mode [M+Na]* 301.120721 (calculated 301.11587).

2-Hydroxy-5-morpholin-4-yl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienecarboxylic acid (2-
hydroxyethyl)-amide, C13H16N2O¢ (4b)

Synthesis and isolation as described above. Red brown solid. Yield 54.9%. *H-NMR (DMSO-
dg) 6 3.24 (m, J =5.5 Hz, 2H, H9), 3.44 (t, J = 5.6 Hz, 2H, H10), 3.47 (m (broad), 4H, H11,
H-14), 3.66 (m (broad), 4H, H-12, H13), 4.70 (s (broad), 1H, OH), 5.53 (s, 1H, H4), 9.71 (t,
J=5.3 Hz, 1H, NH). *C-NMR (DMSO-dg) & 40.4 (C9), 48.9 (C11/C14), 60.2 (C10), 65.6
(C12/C13), 102.5 (C4), 107.1 (C1), 158.5 (C5), 167.5 (C7), 175.0 (C2), 179.3 (C6), 182.1
(C3). HMBC *H-'3C correlations NH (C7, C9), H4 (C1, C2, C3, C5, C6), H9 (C7, C10), H10
(C9), H11/H14 (C5, C11, C12, C13, C14), H12/H13 (C11, C12, C13, C14). R¢ (HPLC) 7.73
min, UV/VIS (MeOH) Amax 221, 278, 342, 504 nm. MS m/z AP-ESI: neg. ion mode [M-H]
295.096382 (calculated 295.09356).
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2,5-Bis-(4-morpholin-4-yl-phenylamino)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienecarboxylic acid
methyl ester, C,gH3N4Os (4C)

Synthesis and isolation as described above. Dark violet solid. Yield 20.9%. *H-NMR (DMSO-
ds) & 3.00 (s, 3H, H8), 3.09 (t, J=4.7 Hz, J=9.4 Hz, 4H, H7', H10/ H7", H10"), 3.13 (t,
J=4.7Hz, J=9.4 Hz, 4H, H7', H10/ H7", H10"), 3.74 (m, J =6.6 Hz, J=9.7 Hz, 8H, HE,
H9', H8", H9"), 5.66 (s, 1H, H4), 6.90 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H3', H5'/ H3", H5"), 6.96 (d, broad,
2H, H2', H6'/ H2", H6"), 7.00 (d, J = 9.0 Hz, 4H, H3', H5'/ H3", H5"), 7.22 (d, J = 8.9 Hz, 2H,
H2', H6'/ H2", H6"), 9.43 (broad, 2H, NH). *C-NMR (DMSO-ds) & 48.2, 48.4 (CT7', C10/,
C7", C10"); 50.6 (C8); 65.8, 65.9 (C8', C9', C8", C9"); 94.1 (C4); 101.5 (C1); 114.7, 115.3
(C3, C5', C3", C5"); 124.6, (C2', C6', C2", C6"); 148.2, 148.9 (C4', C4"); 164.5 (C7); 175.9
(C6); 178.2 (C3). HMBC *H-'3C correlations H4 (C1, C2, C5, C6); H8 (C7); H2', H6', H2",
H6" (C2', C3', C4', C5', C6', C2", C3", C4", C5", C6"); H3', H5', H3", H5" (C2', C3', C4', C5,
Ceé', C2", C3", C4", C5", C6"); HT', H10", H7", H10" (C4', CT7', C8', C9', C10', C4", C7", C8",
C9", C10"); H8', H9', H8", H9" (CT7', C8', C9', C10', C7", C8", C9", C10"). Rf (HPLC) 11.80
min, UV/VIS (MeOH) Amax 205, 259, 319, 448 nm. MS m/z AP-ESI: pos. ion mode [M+H]"
519.1666 (calculated 519.2238), AP-ESI: neg. ion mode [M-H] 517.2029 (calculated
517.2092).

2,5-Bis-(4-morpholin-4-yl-phenylamino)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienecarboxylic acid
ethyl ester, Cy9H3,N4O¢ (4d)

Synthesis and isolation as described above. Dark violet solid. Yield 19.3%. *H-NMR (DMSO-
ds) 8 0.95 (s, t, J=7.1 Hz, 3H, H9), 3.09 (t, J=4.8 Hz, J=9.6 Hz, 4H, H7', H10/ H7",
H10"), 3.13 (t, J=4.8 Hz, J=9.6 Hz, 4H, H7', H10/ H7", H10"), 3.39 (q, J =7.1 Hz, 2H,
H8), 3.74 (m, J=6.5 Hz, J=9.7 Hz, 8H, H8', H9', H8", H9"), 5.67 (s, 1H, H4), 6.91 (d,
J=9.0 Hz, 2H, H3', H5'/ H3", H5"), 7.01 (d, J =8.9 Hz, 4H, H3', H5/ H3", H5"/ H2', H6'/
H2", H6"), 7.22 (d, J=9.0 Hz, 2H, H2', H6/ H2", H6"), 9.43 (broad, 2H, NH). **C-NMR
(DMSO-dg) 6 13.5 (C9); 48.2, 48.4 (CT', C10', C7", C10"); 59.8 (C8); 65.8, 65.9 (C8', C9',
C8", C9"); 94.0 (C4); 102.3 (C1); 114.7, 115.3 (C3', C5', C3", C5"); 124.7, 125.2 (C2', C6',
C2", C6"); 147.9 (C5); 149.0, 149.4 (C4", C4"); 164.1 (C7); 176.4 (C6); 177.8 (C3). HMBC
'H-13C correlations H4 (C1, C2, C5, C6); H8 (C7, C9); H9 (C8); H2', H6', H2", H6" (C2', C3!,
C4', C5', C6', C2", C3", C4", C5", C6"); H3', H5', H3", H5" (C2', C3', C4', C5, C6', C2", C3",
C4", C5", C6"); H7', H10', H7", H10" (C4', C7', C8', C9', C10', C4", C7", C8", C9", C10");
H8', H9', H8", H9" (C7', C8', C9', C10', C7", C8", C9", C10"). R¢ (HPLC) 12.24 min, UV/VIS
(MeOH) Amax 208, 259, 319, 449 nm. MS m/z AP-ESI: pos. ion mode [M+H]" 531.2237
(calculated 531.2238).

Biological activity testing of novel morpholine-substituted quinones

EUCAST -test

A modified method according to the EUCAST discussion document E.Dis 7.1 [14] was used
to determine the MIC (minimal inhibitory concentration). The yeasts Candida maltosa SBUG
700 deposited at the strain collection of the Department of Biology of the University
Greifswald (SBUG) and Candida albicans ATCC 90028 (American Type Culture Collection)
were chosen as test organisms. As recommended for the test RPMI 1640 medium (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, Germany), without bicarbonate was supplemented to a
final concentration of 2% glucose and buffered with 3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid
(MOPS, Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, Germany) to pH 7. The test compounds
were dissolved in methanol, dimethyl sulfoxide (DMSO), distilled water or RPMI medium. In
general a test range of 127-1000 uM with a 1,258-fold dilution was used. Amphotericin B
(MP biomedicals; Solon, Ohio) fenpropimorph (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim,
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Germany) and fluconazole (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, Germany) were used
as standard substances.

Sterile, disposable 96 well flat bottomed microtitration plates were used for the test. Three
different methods were performed depending on the solubility properties of the test
substances and the amounts of the isolated products available as well to reduce the amount of
organic solvents (methanol, DMSO) to a minimum.

I. Method used for hydrophilic compounds (1,4-hydroquinone, methyl-1,4-hydroquinone,
morpholine)

The test substance was dissolved in sterile RPMI medium at 20 fold the end concentration in
the first well. The 1:1,258 dilution series was prepared in sterile Eppendorf tubes with
medium. To 90 pl medium in each well was added 10 ul of the relevant dilution.

I1. Method used for hydrophobic compounds (solvent methanol: 2,3-dimethyl-1,4-
hydroquinone, 2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester, 2,5-dihydroxybenzoic acid ethyl ester,
2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide, 4-morpholinoaniline, fenpropimorph; solvent
DMSO: amphotericin B, fluconazole)

The test substance was dissolved in methanol or DMSO at 200 fold the end concentration in
the first well. First the 1:1,258 dilution was prepared with the solvent in Eppendorf tubes,
followed by a 1:100 dilution. For this 5 pl of each tube was added to 495 pl RPMI medium in
an additional Eppendorf tube. The concentration of solvent in each tube was 1%. Each well of
the microtitration plate was filled with 100 pl from each tube.

I11. Method used for all isolated coupling products and some other very poorly soluble
compounds (solvent methanol: 1,4-dihydroxynaphthaline; solvent DMSO: products 3a-3c,
4a, 4c, 4d; solvent sterile distilled water: product 4b)

This additional method was developed for poorly soluble compounds available in low
amounts. The test substance was dissolved in methanol, DMSO or sterile distilled water at a
concentration 100 fold the end concetration in the first well. From this stock solution 20 pl
were added to 980 pl of RPMI medium in one Eppendorf tube, followed by a 1:1,258 dilution
with medium. The concentration of solvent in the first tube was 2% and decreased with every
dilution step. Each well of the microtitration plate was filled with 100 pl from each tube.

All samples were prepared in at least two dilution series in the microtitration plate, one for the
incubation with cells and one with distilled water as control. The whole test was performed
for all test substances at least twice.

For the preparation of the inoculum test organisms were incubated for 24 h at 30 °C on malt
agar. The cells were suspended in distilled water and the cell density was adjusted to 0.5
McFarland by measuring absorbance at a wavelength of 550 nm. For the test the cells were
diluted 1:10 with distilled water and 100 pl of this solution was added to each well. For the
cell free controls distilled water was used in place of cells. Additionally a control with solvent
alone was carried out. The solvents alone had negligible antifungal effect.

The microtitration plates were incubated at 30 °C for 24 hours. The absorbance was read with
a microtitration plate reader at 550 nm. The plates were agitated for 10 seconds before reading
to ensure uniform turbidity.

Agar disc diffusion test

For the determination of antibacterial and antifungal activity of the newly isolated compounds
the bacteria Bacillus subtilis ATCC 6051, Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and the yeast Candida maltosa
SBUG 700 were chosen for a disc diffusion test.

The agar disc diffusion test was performed according to the European Pharmacopeia [19,20].
A loopful of an overnight culture of the respective strain grown on Standard nutrition Il agar
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(Merck, Darmstadt, Germany) was diluted in 3 ml of 0.9% NaCl solution. Sterilized nutrition
agar was inoculated with 100 pl of this suspension per 20 ml for one Petri dish.

Sterile blank discs (Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, 6 mm in diameter) containing the
respective sample solution (10-30 ul) with a final concentration of 1000 nmol were placed on
the solidified agar surface. The agar plates were preincubated for 4 hours at four degrees and
then the bacteria plates were incubated at 37 °C for 24 hours. The plates with Candida
maltosa were incubated at 30 °C for 48 hours. Amphotericin B (MP biomedicals; Solon,
Ohio), ampicillin (pharmachim; Bulgarien), fenpropimorph (Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim, Germany), fluconazole (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, Germany) and
gentamicine (Biochrom AG, Berlin, Germany) were used as standards for antibacterial and
antifungal activity. The growth inhibition zones were measured in mm.

Cytotoxicity test of novel morpholine-substituted quinones

Cell culture and neutral red uptake assay

Human urinary bladder carcinoma cells 5637 [ATCC HTB-9] were grown as a monolayer in
RPMI (Lonza, Verviers, BE) supplemented with 10% fetal bovine serum (Sigma,
Deisenhofen, D) and 1% penicillin-streptomycin solution (penicillin 10000 IE/ml;
streptomycin 10000 pug/ml, Biochrom AG, Berlin, D). Cells were grown at 37 °C in 95% air
humidity, and 5% CO,, and sub-cultured twice weekly using trypsin/EDTA (0.05%/0.02%,
Lonza).

For assays, 5637 cells were seeded at 2.5x10° cells/ml in 96-well plates (TPP, Trasadingen,
CH) for 24 h. After washing with HBSS (PAA, Colbe, D), fresh medium was added. Test
substances were diluted in assay medium using a stock solution (40 mM in vehicle). Final
vehicle concentration did not exceed 0.05%. Plates were left undisturbed for 70 h at 37 °C.
Finally, plates were washed twice with HBSS and incubated with freshly prepared neutral red
in RPMI (3.3 pg/ml) in the incubator for 3 h. After removing the supernatant and extensive
washing, remaining neutral red was dissolved in acidic ethanol and the OD at 540 nm was
measured. Etoposide was used as toxicity control, cell culture medium as non-toxic control.
Cell viability was calculated as percentage of vehicle control after background reduction. All
experiments were carried out twice with 6 replicates for each concentration tested. Where
applicable, ICs (inhibitory concentration, 50%) values were calculated by linear regression.

Results and Discussion

Biotransformation of morpholines by laccase

Laccase-catalyzed reaction of morpholine (2a) and 4-morpholinoaniline (2b) with seven
para-dihydroxylated aromatic laccase substrates 1la to 1g resulted in the formation of eight
coupling products (Table 2). These products consist either of one molecule of 2a and one
molecule of laccase substrate which are termed heteromolecular dimers, or of two molecules
of 2a or 2b and one molecule laccase substrate which are termed heteromolecular trimers.
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Table 2. Coupling of aromatic substrates (1a-1g) and reactants (2a, 2b) and formed products (3a;-3c,
4a-4d) @

(1a) (b a9 ad) ae) an g

morpholine
(2a)

Ga® Gay @b G (an)

(4a)

4-morpholino-
aniline

(2b)

M) @d)

? product number 3 was determined as the monoaminated product
product number 4 was determined as the diaminated product
¥ numbers of atoms for structural characterization
¢ product 3a was isolated as a mixture of two constitution isomers with the most probable structures 3a; and 3a,

The product structures, determined by MS and NMR, demonstrate that not only the primary
amino group of 4-morpholinoaniline is able to aminate the aromatic ring system but also the
secondary amino group of morpholine can react with the aromatic ring forming amination
products 3a;-4b. All dimer and trimer products consist of morpholine and para-quinone
moieties as described for other aminations [6,13,21].

Different heteromolecular dimers (3a;-3c) and trimers (4a-4d) were formed depending on the
substitution grade of the dihydroxylated laccase substrates. During the reaction of methyl-1,4-
hydroquinone (1b) with 2a, two similar monoaminated products were formed which had
comparable HPLC retention times (3a;: Rf 9.34 min; 3a,: Rf 9.51 min) and UV/VIS-spectra.
These two products could not be satisfactorily separated because of their similar
chromatographic behaviours. According to the MS elution profile two compounds were found
with the same mass signal, indicating a product mixture of two constitution isomers. In
analogy to the isomers arising from the reaction of methyl-1,4-hydroquinone with para-
aminobenzoic acid described by Mikolasch et al. [22], we suggest the two structures 3a; and
3a, (Table 2).

The laccase-catalyzed reactions of 2,3-dimethyl-1,4-hydroquinone (1c) and 1,4-dihydroxy-
naphthaline (1d) with 2a resulted in one monoaminated product per reaction (3b, 3c). A
second amination of the heteromolecular dimers is hindered by the methyl groups or by the
annulated benzene ring.

In the course of the reactions of 1,4-hydroquinone (1a), 2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-
benzamide (1e), 2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester (1f), and 2,5-dihydroxybenzoic acid
ethyl ester (1g) with morpholine (2a) or 4-morpholinoaniline (2b) two types of
heteromolecular trimers (4a-4d) were formed. One type (4a, 4c, 4d) is a heteromolecular
trimer consisting of two molecules 2a or 2b and one molecule of the laccase substrate
whereas the second type of trimer (4b) consists of one molecule of 2a, one molecule of the
laccase substrate, and one hydroxygroup derived from water. The reaction mechanism
forming the first type of heteromolecular trimers (4c, 4d) involves one first nucleophilic
attack on 1f or 1g in the ortho-position of the carbonyl groups as described by Mikolasch et
al. [9] for the reaction of penicillins with substituted dihydroxylated compounds, followed by
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attack of a second molecule of 2b in the para-position to the first one. The formation of the
second type of heteromolecular trimers (4b) involves first an attack by water on le as
described by Manda et al. [23] after which a molecule of 2a couples in the para-position to
the hydroxygroup forming a heteromolecular hydroxylated monoaminated trimer (4b)
resulting from the C-O and C-N bond formation. This is the first report of a laccase-mediated
synthesis of heteromolecular trimers derived from three different molecular species.

In control reactions without laccase all products were formed to a lesser degree. In all cases
the product yield was considerably higher in the reactions with laccase compared with the
non-enzymatic reactions, as previously described by Hahn et al. [21] for the reaction of para-
dihydroxylated compounds with amino acids.

Biological activity of novel morpholine-substituted quinones

All reactants and products were tested for their antimicrobial and cytotoxic activities using
three different test systems. Antibacterial and antifungal properties were tested by the agar
disc diffusion method, the MIC was determined with a modified method according to the
EUCAST discussion document E.Dis 7.1 and cytotoxicity was evaluated using the human
urinary bladder carcinoma cells 5637 [ATCC HTB-9].

Products 3a;+3a;, 3b, and 3c showed low to moderate growth inhibition of the gram positive
bacteria Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus, as well as of the gram negative
bacterium Escherichia coli and of the yeast Candida maltosa in the agar disc diffusion assay
(Table 3).

Table 3. Results of the antimicrobial screening ® of the agar disc diffusion test (test concentration:
1000 nmol) for products 3a;-3c, reactants 1b-1d, 2a, as well as for standard compounds

Bacillus  Staphylococenus  Escherichia Pseudomonas  Candida

subtilis  aureus coli aeruginosa maltosa
ATCC ATCC ATCC ATCC SBUG
6051 6538 11229 27853 700
1b 30 27 17 15 11
1c 34 30 14 14 14
1d 32 34 20 11 31
2a i i i i i
3a;+3a; 32 28 9 i 21
3b 21 18 7 i 14
3¢ 21 25 12 i 28
amphotericin B i i i i 26
ampicillin 38 36 29 i i
fenpropimorph i 1 i i 56
fluconazole i i i i 44
gentamicine 32 31 25 30 i
“Inhibition zones are given in diameter [mm] including the diameter of the paper disc

(6 mm); i = inactive (no inhibition zone)

Whereas the amino partner morpholine (2a) has no activity against the strains tested the para-
dihydroxylated laccase substrates have activities comparable to those of the products. None of
the other products or reactants showed activity against the strains tested. Interestingly the
active compounds were not specific for bacteria or fungi, in contrast to the standard
compounds amphotericin B, ampicillin, fenpropimorph, fluconazole, and gentamicine, which
inhibit either bacteria or fungi but not both. This finding may allow a possible broad spectrum
application against different pathogenic bacteria and fungi, though it may, of course, also hint
at general cytotoxicity of the products. Because of this, the cytotoxic activity of the newly
synthesized compounds 3a;-3c was tested (Table 4).
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Table 4. Results of the cytotoxic activity tests on human urinary bladder carcinoma cells 5637 [ATCC
HTB-9] (test concentration: maximum 100 uM) for products 3a;-3c, 4b-4d, reactants 1b-1g, 2a, 2b, as
well as for standard compounds

ICsq
nM
1b 22
le 22
1d 7
1e 67
1f -
1g
2a
2b
3a,+3a, 16
3b 28
3e 7
4b
4c¢ 17
4d
amphotericin B 8
ampicillin -
fenpropimorph 46
fluconazole -
entamicine -
ctoposide 0.32

- not cytotoxic

The cytotoxicity of the products was similar to the cytotoxicity of the reactants 1b-1d. The
aminoquinones streptonigrin [24,25] and mitomycine C [26,27] are substances which have
been shown previously to combine antibiotic and antitumor activity. Furthermore the standard
substance amphotericin B also has a degree of cytotoxicity against the carcinoma cell line
used here which is similar to that shown by the product 3c. We note that despite amphotericin
B's high cytotoxicity, it is nevertheless used as an antifungal drug in medical practice.
Consequently, the broad spectrum effect on bacteria and fungi of product 3c has not to be a
result of general cytotoxicity and the cytotoxicity need not necessarily preclude its future use.

The MIC against Candida maltosa was determined using a modified method according to the
EUCAST discussion document E.Dis 7.1 [14]. Three different methods were used depending
on the solubility properties of the test substances and the amounts of the isolated products
available (see Experimental Section, EUCAST-test).

Products 3a;+3a,, 3b, and 3c showed lower MICs (Table 5) in comparison with most of the
reactants.

Table 5. Results of the MIC determination by a modified method according to the EUCAST (test
concentration: maximum 1000 uM) for products 3a;-3c, reactants 1b-1d, 2a, as well as for standard
compounds using Candida maltosa and in part Candida albicans as test organisms

Candida malrosa Candida albicans

MIC MICx MIC MICs

pg/ml pM ng/ml M pg/ml pM pg/ml pM

1b =110.11 =1000 =110.11 =1000 n t mt. n 1. nt

1c =>138.17 =1000 138.17 1000 =138.17 =1000 138.17 1000
1d 16.14 100.74 10.20 63.66 2354 159.42 2030 126.73
2a =87.12 =1000 =87.12 =1000 =87.12 =1000 =87.12 =1000
3a;t+3a; 164.73 79491 13095 631.89 n. t n t. n t n t.
3b 139.81 631.89 111.14 502.29 13981 631.89 11114 50229
3¢ 39.10 159.42 2471 100.74 49.19 200.56 39.10 159.42
amphotericin B 0.63 0.68 0.31 0.34 0.63 0.68 0.31 0.34
fenpropimorph .42 1.37 0.14 0.46 nt nt n i nt
fluconazole 1.91 6.25 0.24 0.78 n t. nt. n. 1. n. t.

n. t. not tested
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Comparison of laccase substrate MICs to product MICs showed that in particular product 3b
had a significantly lower MIC against Candida maltosa than the reactant 2,3-dimethyl-1,4-
hydroquinone (1c). Thus the model product 3b may be regarded as an example of the laccase-
catalyzed creation of a compound with biological activity resulting from reactant 2a, which
has no activity. Reactant 1c is an example of the amplification of biological activity through
laccase-catalyzed reaction. Product 3b, 3c, and the corresponding reactants were also tested
against Candida albicans. The results against Candida maltosa and Candida albicans were
comparable.

The product 4b and the reactant 2a were not cytotoxic, whereas the other reactant
2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide (1e) has low cytotoxicity (Table 4). The reason
for the disappearance of cytotoxicity of product 4b could be the completely altered structure
of the reactant 1le to a heteromolecular trimer consisting of three different molecular parts.
This example shows clearly that the laccase-mediated reactions can lead to products with new
structural and bioactive properties. The products 4c and 4d possess cytotoxicity against
carcinoma cells in contrast to the reactants 1f and 1g (Table 4). This example shows that the
laccase-catalyzed reaction can be used for the assembly of substances which are bioactive
from compounds without biological activity.

Though the antimicrobial and cytotoxic activities of the products described were lower than
the activities of the standard compounds, the laccase-catalyzed derivatization of a compound
which already shows high biological activity with another bioactive compound may result in a
more potent product.

Conclusion

Laccase-catalyzed reactions allow the synthesis of new morpholine-substituted quinones.
Some of these morpholine derivatives have antibacterial and antifungal activities not shown
by the corresponding reactants. A change in cytotoxicity is also seen. In this way the laccase-
catalyzed synthesis of hybridmolecules may be a promising tool for providing new drugs for
medical and agricultural purposes.
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4.2 A novel enzymatic process for the synthesis of new

antifungals

Unter Einbeziehung der Ergebnisse der eben vorgestellten Publikation wurde auf dem
9. Kongress fur Infektiologie und Tropenmedizin 2008 in Innsbruck ein Poster vorgestellt. Der
Abstract erschien in einem Supplement der Zeitschrift Infection und ist zusammen mit dem

Poster auf den folgenden Seiten abgebildet.
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P83
A novel enzymatic process for the synthesis
of new antifungals

V. Hahn, A. Mikolasch, F. Schauwer (Greifswald, DE)

Introduction: Candida species are today the most important cause of
opportunistic mycoses in the world (Cihlar, 2007), Therefore, we de-
veloped a new technology 1o synthesize novel antifungal substances
using fungal laccases as catalyst. Laccases [E.C. 1.10.3.2] are polyphe-
noloxidases, which oxidize aromatic phenols to reactive radicals, which
can undergo non-enzymatic coupling reactions. The heleromolecular
coupling reactions mediated by laccases can be applied for an environ-
mentally friendly synthesis of a variety of chemical substances and
bioactive compounds (Mikolasch et al., 2007). According Lo these ad-
vantages we used this reaction for the derivatization of basic structures
of antifungal compounds like azoles or morpholines to increase anti-
fungal activities, Lo improve bicavailability or o reduce side effects.
Methods: The laccases were obtained [rom the ligninolytic fungi Pye-
noporus cinnabarinus (Pcl) and Myceliophthora thermophila (Mtl).
The reaction mixtures were analyzed using an HPLC system with
DAD and a RP 18 column,

For mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy the products were isolated via solid phase extraction and
dried by lyophilization. The antifungal susceptibility lesling was per-
formed with a modified method of E.Dis. 7.1 (Rodriguez-Tudela et
al., 2003).

Results: In course of our invesligations concerning the modifications
of azoles and morpholines, Pcl and Mtl has been found to be able to
catalyze the synthesis of novel antifungal compounds. During the lac-
case-calalyzed transformation of para-hyvdroxylated substrates into
quinones a nucleophilic attack of azoles or morpholines occurs, result-
ing in C-N-coupled heteromolecular products. Depending on the sub-
stituents mono- or diaminated products were formed. Yields of 25-
74% showed the high efficiency,

The MS and NMR analyses confirmed the supposed structures of the
uewly synthesized compounds. Among the isolated products we found
substances with antifungal activity, although the substrates were not
or less active,

Conclusions: Through the developed enzymatic process we could syn-
thesize different potential antifungal substances,

This process of combinatorial biochemistry may be suitable for the
production and improvement of properties of many other biological
aclive substances,
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P14

Enhanced expression of RND efflux pumps in pairs
of isogenic clinical strains of Pseudomonas
aeruginosa with acquired multidrug resistance

E. Fithnrich, A. Huth, A. Sigge, M. Vavra, H. von Baum, W.V. Kern
{Fretburg, Ulm, DE)

Background: P. acruginosa (PA) is a nosocomial pathogen which of-
ten shows or develops multidrug resistance (MDR), Mechanisms of
MDR in PA can be diverse and may include decreased intracellular
penetration of antibiotics associated with overexpression of efflux
pumps. Detailed information about the risks of efflux-associated
MDR in PA is limited since pairs of isogenic isolates are infrequently
available for further study.
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Methods: Seven pairs of clinical PA isolates with identical genotypes
{as assessed by pulsed-field electrophoresis PFGE) were isolated from
adult patients hospitalized at an intensive care unit of Ulm University
Hospital, Susceptibilities to a panel of different antibiotics were stud-
ied by microbroth dilution in the presence or absence of the putative
efflux pump PABN. The quinolone-resistance-delermining regions
(QRDIs) of gyrA and parC were sequenced. Intracellular dye (pyro-
nin Y) and PAEBN accumulation was measured by fluorometry. Quan-
titative RT-PCR (qRT-PCR) was performed to determine the expres-
sion of different RND efflux pumps {mexA, mexD mexE and mexX)
and a porin (oprD). The expression of two independent housckeeping
genes was used as a relative standard (rpsL and rpo). Wildtype strain
PAOL, efflux-pump knockout strain PA 1425 and mex AB/oprM over-
expressing strain PA1426 were used as controls,

Results: MIC tests confirmed decreased susceptibility of the second
isolate 1o B-lactams, fluoroquinolones, tetracycline and/or other anti-
biotics compared to the parental isolate. A change in the QRDR of
gyrA was documented in one pair (83 Thr ->Ile) although in 4 of the
7 cases, a fuoroquinolone had been given between isolation of the two
strains. Interestingly, this was the only strain with increased intracel-
lular dye and/or PAGN accumulation compared to the presumed par-
enteral strain. qRT-PCR revealed overexpression of mexD or mexA
in the second compared to the initial isolate in 3 cases. PABN and
pyronin ¥ accumulation was not consistently correlated with efflux
pump gene expression. PABN accumulation, however, correlated well
with the intrinsic antibacterial activity of PABN.

Conelusions: Efflux mechanisms play an important role in the develop-
ment of MDR resistance during therapy with antimicrobial substances.
In 6 out of 7 pairs decreased dye or PARN accumulation was observed,
and in 3 an enhanced activity of efflux pumps was detected and likely
responsible for reduced susceptibilly Lo different classes of antibiotics.

P185
Analysis of the beta-Tubulin Gene from Vittaforma
corneae Suggests Benzimidazole Resistance

. Franzen, B. Salzberger (Regensburg, DE)

Introduction: Vittaforma corneae is a microsporidium causing corneal
and disseminated infections in humans. Benzimidazoles are widely
used as antihelmintic drugs in veterinary and human medicine and as
antifungal agents in agriculture, and albendazole is one of the most
commonly used drugs for trealing microsporidiosis in humans. How-
ever, clinical data show poor response of Vittatorma infections to al-
bendazole.

Methods: We amplified, cloned, and sequenced the beta-tubulin gene
of V. corncac and benzimidazoles were assayved for antimicrosporidial
activity using an in vitro assay with V. corneae and Encephalitozoon
cuniculi (as control). Microsporidian spores and drugs were added 1o
monolayers of MRC-5 cells on day 0, and the numbers of organisms
were measured on day 10.

Resulis: The sequence showed 729% similarity with the beta-tubulin of
Enterocytozoon bieneusi and 72 to 74% similarity with beta-tubulins
of Encephalitozoon spp. Analysis of the obtained sequence provides
an explanation for the observed clinical resistance of V. corneae to
albendazole, The beta-tubulin zene encoded by the sequence has a
substitution at Glu198 (with glutamine), which is one of six amino
acids reported to be associated with benzimidazole sensitivity. Alben-
dazole expressed significant higher MIC50s for V. comeae than [or E.
cuniculi.

Conclusions: Molecular data explain the clinicaly observed resistance
of V. corneae to benzimidazoles, that could be shown also in vitro.
Infections with this microsporidium should not be treated with benz-
imidazoles and other treatment options should be used.

Infection 36 - 2008 - Supplement | © UreaM & VOGEL
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A novel enzymatic process for
the synthesis of new antifungals

Ein neuartiger enzymatischer Prozess zur

Synthese von neuen antifungalen Substanzen
V. Hahn*, A. Mikolasch, F. Schauer (Greifswald, DE)

Institut fir Mikrobiologie, Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald, Germany

Introduction

Candida species are today the most important cause of
opportunistic mycoses in the world (Cihlar, 2007). Therefore,
we developed a new technology to synthesize novel
antifungal substances using fungal laccases as catalyst.
Laccases [E.C. 1.10.3.2] are polyphenoloxidases, which
oxidize aromatic phenols to reactive radicals, which can
undergo non-enzymatic coupling reactions. The
heteromolecular coupling reactions mediated by laccases can
be applied for an environmentally friendly synthesis of a
variety of chemical substances and bioactive compounds
(Mikolasch et al., 2007). According to these advantages we
used this reaction for the derivatization of basic structures of
antifungal compounds like azoles or morpholines to increase
antifungal activities, to improve bioavailability or to reduce
side effects.

Results

In course of our investigations concerning the modifications
of azoles and morpholines, Pcl and Mtl has been found to be
able to catalyze the synthesis of novel antifungal compounds.
During the laccase-catalyzed transformation of para-
dihydroxylated substrates into quinones a nucleophilic attack
of azoles or morpholines occurs, resulting in C-N-coupled
heteromolecular products. Depending on the

substituents mono- or diaminated products were formed.
Yields of 25-74% showed the high efficiency (tab. 1).

The MS and NMR analyses confirmed the supposed
structures of the newly synthesized compounds (fig. 2).
Among the isolated products we found substances with
antifungal activity, although the initial used compounds were
not or less active.

Tab. 1: Products formed as a result of the reaction of compound A (amine)
and B (para-dihydroxylated substrate) and the respective yields

Products formed as a result of the reaction of compound A and B
Compound A Compound B Yield
1-aminobenzotriazole |2,5-dihydroxybenzoic acid ethyl ester 27,28
5-amino-4-imidazole- |2,5-dihydroxybenzoic acid 25,04
carboxamide 2,5-dihydroxybenzamide 27,89
2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide 66,48
morpholine 1,4-hydroquinone 24,48
2,3-dimethylhydroquinone 74,22
1,4-dihydroxynaphthalene 47,74
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Fig. 2: Course of a laccase-mediated reaction of azoles with
para-dihydroxylated substances

Methods

The laccases were obtained from the ligninolytic fungi
Pycnoporus cinnabarinus (Pcl) and Myceliophthora
thermophila (Mtl).

The reaction mixtures were analyzed using an HPLC system
with DAD and a RP 18 column.

For mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic
resonance (NMR) spectroscopy the products were isolated
via solid phase extraction and dried by lyophilization (fig. 1).
The antifungal susceptibility testing was performed with a
modified method of E.Dis. 7.1 (Rodriguez-Tudela et al.,
2003).

solid phase lyophilization

extraction

MS

NMR

%

solid product -

antifungal susceptibility testing

Fig. 1: Scheme for the purification of a laccase-mediated coupling product,
analysis and susceptibility testing

Conclusions

Through the developed enzymatic process we could
synthesize different potential antifungal substances.

This process of combinatorial biochemistry may be suitable
for the production and improvement of properties of many
other biological active substances.
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4.3 Application of a fungal virulence factor for the synthesis of

new antifungal compounds

Im Rahmen der 42. Wissenschaftlichen Tagung der Deutschsprachigen Mykologischen
Gesellschaft e.V. 2008 in Jena wurden in einem Vortrag die potentiellen
Einsatzmdglichkeiten der Laccase bei der Behandlung von Erkrankungen vorgestellt. Die
Grundidee besteht darin, zwei fir den Menschen nicht toxische Substanzen mit Hilfe der von
Cryptococcus neoformans im Zuge des Infektionsprozesses gebildeten Laccase zu koppeln,
um so einen Hemmstoff zu erhalten, der den Erreger direkt hemmt, um so eine Ausbreitung
zu verhindern. Auf ahnliche Weise kann auch der von Weintrauben bei der Infektion mit
Botrytis cinerea gebildete Metabolit Resveratrol wirken. Botrytis cinerea besitzt zwei
Laccasen, von denen die eine als Virulenzfaktor zur Detoxifikation von Phytoalexinen wie
Resveratrol genutzt wird wahrend die andere Resveratrol in eine fir den Pilz toxisch
wirkende Verbindung umwandelt (Schouten et al. 2002). Die Aktivierung von Verbindungen
bzw. die Verknipfung von Substanzen mit Hilfe der vom Mikroorganismus gebildeten
Laccase und die damit verbundene Hemmung erdffnen neue Moglichkeiten bei der
Bekampfung von pathogenen Mikroorganismen. Der Abstract dieses Vortrages, wurde in
einem Supplement der Zeitschrift Mycoses veroffentlicht.
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Deletion mutants of Pga29 show a significantly
decreased virulence in an oral model of candidiasis
and a reduced release of TH1-type cytokines. These
findings might be related to the altered cell wall
composition and host recognition of the mutants. In
contrast to Pga29, the expression of Pga36 is
increased during the yeast to hyphae transition and
the latter protein can only be detected in the cell wall
of the hyphal morphology. Functional analysis
showed that the protein also plays a role in the
stationary phase of the cells.

Unlike C. albicans, C. glabrata does not form hyphae
during human infection. In the latter organism the
Cwpl-family comprises the most abundant cell wall
proteins. No homologues of these proteins are found
in C. albicans. Deletion of the entire protein-family
resulted in an increased sensitivity to cell wall active
compounds and a reduced adhesion capacity. Using a
proteomic approach, complex compensation mecha-
nisms have been unraveled in the mutants.

From a medical point of view the cell wall of
human pathogenic yeasts not only is a key organelle
in the understanding of fungal virulence, but also is
an interesting structure for improved sero-diagnosis
and novel antifungal drug developments.

Institut filr Medizinische Mikrobiologie der Universititsmedizin
Gottingen, Nationales Referenzzentrum fiir Systemische Mykosen,
Gottingen, Germany

R18
Application of a fungal virulence factor for the
synthesis of new antifungal compounds

V. Hahn, A. Mikolasch and F. Schauer

Objectives: Cryptococcus neoformans is an imperfect
fungus with basidiomycete cell structure that causes
Cryptococcosis, the second most common opportu-
nistic mycosis in AIDS-patients. Cryptococcus laccase
is known as an enzyme acting as a major virulence
factor in this yeast.! Laccase is responsible for
melanization at which from hydroxylated amino
acid DOPA (3,4-dihydroxyphenylalanine) quinones
are formed and polymerized.

Laccases [E.C. 1.10.3.2] are polyphenocloxidases,
which oxidize diphenols. We use laccases of basidio-
mycete white rot fungi for the synthesis of reactive
quinonoid radicals, which further undergo non-enzy-
matic coupling reactions with compounds like azoles

374

or morpholines. In contrast to the melanization our
process aims the enzymatic production of antifungal
heteromolecular di- or trimers. The laccase-mediated
process can be applied to increase antifungal activities,
to improve bioavailability or to reduce side effects.
Methods: The laccases were obtained from the
apathogenic basidiomycete fungi Pycroperus cinna-
barinus (Pcl) and Mpyceliophthora thermophila (Mtl).
The reaction mixtures were analyzed using an HPLC
system with DAD and a RP 18 column.

For mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic
resonance (NMR) spectroscopy the products were
isolated via solid phase extraction and dried by
lyophilization. The antifungal susceptibility testing
was performed with a modified method of E.Dis. 7.1.
Results: Through our novel enzymatic process pre-
cursors and basic structures of antifungal com-
pounds can be coupled with para-dihydroxylated
substrates. Both used laccases Pcl and Mtl were able
to catalyze the synthesis of new substances by C-N-
coupling.” The process starts with the formation of
quinones from the para-dihydroxylated compounds
followed by a nucleophilic attack of azoles or
morpholines, resulting in C-N-coupled heteromolec-
ular products. Depending on the substituents mono-
or diaminated products were formed. Yields of
25-78% showed the high efliciency of the reaction.

The MS and NMR analyses confirmed the supposed
structures of the novel compounds. Among the
isolated products we found substances with antifun-
gal activity, although the initial used compounds
were not or less active.

Conclusions: The introduced synthesis procedure
revealed that even virulence factors such as laccase
can be used for the formation of bioactive compounds
including new antifungals. Catalyzed by laccases
nentoxic precursors of antifungals can be coupled
with laccase, resulting in an synthesis of antifungal
compounds and acting at locations where laccase
activity is present.

References:

1 Zhu XD, Williamson PR. Role of laccase in the
biology and virulence of Cryptococcus neoformans.
FEMS Yeast Res 2004; 5: 1-10.

2 Manda K, Hammer E, Mikolasch A et al. Laccase-
induced derivatization of unprotected amino acid
L-tryptophan by coupling with p-hydroquinone
2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide. Amino
Acids 2006; 31: 409-419.

Ernst-Moritz-Arndt-Universitdt Greifswald, [nstitut fir Mikrobiol-
ogie, Greifswald, Germany
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4.4 Laccase-catalyzed carbon-nitrogen bond formation: coupling
and derivatization of unprotected L-phenylalanine with
different para-hydroquinones

Diese Publikation wurde in der Zeitschrift Amino Acids veroffentlicht und beschéftigt sich mit
der Derivatisierung von L-Phenylalanin ohne die vorherige Einflihrung von Schutzgruppen in
einer sogenannten "one-pot" Reaktion.

Es wurde gezeigt, dass die Synthese von mono- und diaminierten chinoiden Produkten vom
Substitutionsgrad des dihydroxylierten Reaktionspartners abhangt. Zudem ist die Ausbeute
an Produkt abhangig von der Art der Laccase, dem pH-Wert des eingesetzten Puffers und
der Konzentration des Aminopartners.

Diese Publikation bildete u.a. die Grundlage fur Versuche zur Nachbildung von
Verbindungen mit potentieller Klebkraft am Vorbild des von marinen Muscheln gebildeten
Klebstoffes.
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Abstract Unprotected L-phenylalanine was derivatized
by an innovative enzymatic method by means of laccases
from Pycnoporus cinnabarinus and Myceliophthora ther-
mophila. During the incubation of rL-phenylalanine with
para-hydroquinones using laccase as biocatalyst, one or
two main products were [ormed. Dependent on the sub-
stitution grade of the hydroquinones mono- and diaminated
products were detected. Differences of the used laccases
are discussed. The described reactions are of interest for
the derivatization ol amino acids and a synthesis of phar-

macological-active amino acid structures in the field of

white biotechnology.

Keywords Laccase - Cross-coupling - Phenylalanine -
Derivatization - Unprotected amino acid - Quinone

Introduction

Enzyme catalyzed reactions are currently of considerable
interest for new biotechnological purposes. A great
advantage of these reactions is the utilization of mild and
environmental-friendly conditions, for example none or

V. Hahn (=1) - A. Mikolasch - F. Schauner

Institut fiir Mikrobiologie, Emst-Moritz-Amdi-Universitit
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Rostock, Germany
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less toxic educts, ambient temperature and atmospheric
pressure. Thus, also substances which are sensitive towards
chemical synthesis procedures, e.g. amino acids can be
derivatized. The so far known chemical derivatization
methods of amino acids are complicate and mostly con-
nected with a use of dangerous compounds, for example
the wsage of sodivm periodate (Lai et al. 1996). The lac-
case-catalyzed reaction is an environmental-friendly
method for the derivatization of unprotected amino acids.

Laccases [E.C. 1.10.3.2] are polyphenoloxidases, which
oxidize aromatic phenols to reactive radicals, which can
undergo non-cnzymatic coupling reactions (Davin and
Lewis 2005; Burton 2003; Claus 2003; Gianfreda et al.
1999; Thurston 1994; Bollag 1992). Therefore, interest in
the potential of these enzymes in biotransformations used
in organic synthesis has increased (Mikolasch et al. 2006;
Niedermeyer et al. 2005; Schauer et al. 2001) especially to
show great promise for the derivatization of amino acids
{Manda et al. 2006).

To further determine the potential of laccases for amino
acid derivatization, laccases of Pycnoporus cinnabarinus
and Myceliophthora thermophila were used for reactions of
1-phenylalanine with different para-hydroquinones. In this
study, we show that L-phenylalanine can be derivatized by
different substituted para-hydroquinones under laccase-
catalyzed conditions. Depending on the substituents mono-
or diaminated products were formed.

Material and methods
Chemicals

L-phenylalanine was purchased from Serva Feinbiochemica
GmbH & Co. (Heidelberg, Germany). 14-Hydroquinone
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and methyl-1,4-hydroquinone were products of Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany) and
2,3-dimethyl-1,4-hydroquinone was obtained from Arcos
Organics (New Jersey, USA). Trimethyl-1,4-hydroquinone
was purchased from Alfa Aesar GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Germany).

Enzymes

The laccase was obtained from Pycnoporus cinnabarinus
SBUG-M 1044. The white rot fungus was isolated [rom an
oak tree in northern Germany and is deposited at the strain
collection of the Department of Biology of the University
of Greifswald (SBUG).

Cultivation of Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M 1044
and crude preparation of laccase as we reported previously
(Jonas et al. 1998).

Mpyceliophthora thermophila laccase (expressed in
genetically modified Aspergillus sp.) was obtained from
Novozymes (Bagsvierd, Denmark).

Measurement of laccase activity

The activity of laccase was determined spectrophotomet-
rically at 420 nm using ABTS (2,2'-azino-bis(3-cthyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) as
substrate (Bourbonnais and Paice 1990) and the method
described by Jonas et al. (1998).

Experimental procedures

For analytical experiments the educts L-phenylalanine (1 or
100 mM) and the respective 1,4-hydroquinone (1 mM) were
incubated with laccase (activity 487 nmol ml™! min™1). For
the reaction with Pycroporus cinnabarinus laccase, 20 mM
sodium acetate buffer (SAB) pH 5 was used and the reaction
with the laccase of Myceliophthora thermophila proceeded
in citrate phosphate buffer (CPB, 18 mM citrate, 165 mM
phosphate) pH 7. The reaction mixture was incubated in
5-ml-brown-glass-bottles with 2 ml sample volume at room
temperature with agitation at 200 rpm.

Analytical HPLC

For routine analysis, the reaction mixtures were analyzed
using an HPLC system LC-10AT VP (Shimadzu, Germany)
consisting ol a FCV-10AL VP pump, SPD-M10A VP diode
array detector, and a SCL-10A VP control unit controlled by
Class-VP version 6.12 SP5. The separation of the substances
was achieved on an endcapped, 5-um, LiChroCART®™ 125-4
RP18 column (Merck, Darmstadt, Germany) at a flow rate of
1 ml/min. A solvent system consisting of methanol (eluent
A) and 0.1% phosphoric acid (eluent B), starting from an
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initial ratio of 10% A and 90% B and reaching 100%
methanol within 14 min, was used.

Isolation of transformation products

At first, a liquid-liguid-extraction with ethylacetate was
performed to remove undesired byproducts.

Then a RP18 silicagel column {polypropylenec 6 ml,
2000 mg adsorbent material, Merck, Darmstadt, Germany)
was charged with | ml of the aqueous phase from the
liquid-liquid-extraction. The amino acid L-phenylalanine
was eluted with 30 ml citrate phosphate bufTer, 1 ml 5%,
2 ml 10% methanol in water and 1 ml 100% methanol. The
cross-coupling products were eluted with additional 1 ml
100% methanol. For mass spectrometry (MS) and nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy the isolated
products (3¢ and 4a) were dried by lyophilization.

Characterization

The products were characterized by liquid chromatography/
mass spectrometry (LC/MS). The standard atmospheric
pressure ionization (API) mass spectrometry experiments
were performed using an Agilent Series 1100 IIPLC system
and an Agilent 1946C quadrupole mass spectrometer
{(Waldbronn, Germany). The MS was used with both, atmo-
spheric pressure chemical ionization (APCI) and electrospray
ionization (API-ES) sources. HPLC separation was performed
on a LiChroCART® 125-4, LiChrosphere® 100 RP-18e
column {Merck, Darmstadt, Germany) at 25°C ata flow rate of
1 ml/min within a 14-min gradient from 10 to 100% methanol
m 0.1% aqueous formic acid. APCI/API-ES MS conditions
(positive and negative ion mode) were as follows: nebulizer
anc drying gas, nitrogen; nebulizer pressure, 30 psig; drying
gas flow, 10 L/min; vaporizer temperature (for APCI), 350°C;
drying gas temperature, 250°C; capillary voltage, 4 kV;
corona current (for APCI), 4 pA.

The LC high-resolution mass spectrometry experiments
were performed on an Agilent Series 1200 HPLC system
ad an Agilent 1969A time-of-flight mass spectrometer
{(Waldbronn, Germany). The TOF-MS conditions (neg. and
pos. ion mode) with a dual sprayer API-ES source were as
follows: nebulizer and drying gas, nitrogen; nebulizer
pressure, 40 psig; drying gas flow, 10 L/min; drying gas
temperature, 350°C; capillary voltage, 4 kV; fragmentor
voltage, 175 V; skimmer voltage, 60 V; octopole voltage,
250 V; mass reference (m/z), 121.05087 and 922.00979 in
pos. ion mode, and 112.98558 and 1033.98810 in neg. ion
mode. HPLC separation was performed on a Zorbax
Helipse XDB-C8, 4.6 x 50 mm, 3.5 pm, column {Agilent,
Germany) at 25°C at a flow rate of 0.5 mL/min within a
14-min gradient from 10 to 100% methanol in 0.1%
aqueous formic acid.
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The nuclear magnetic resonance (NMR) spectra for HRMS for d4a: [M + H]" (CpHoaN-Og): caled.:
product 3¢ and 4a ('H-, ’C-NMR, DEPT) were recorded ~ 435.1551; found: 435.1549 (—0.4 ppm).
on different Bruker Avance 600 instruments (Karlsruhe, [M — H]"™ (CyyH; 1 N2Og): caled.: 433.1405; found:

Germany) at 600 MHz in MeOH-d,. Tetramethylsilane was
used as internal standard.

2-(3,6-Dioxocyclohexa-1 4-dienylamino)-
3-phenylpropionic acid (3a)

Synthesis and isolation as described above. 3a was only
present in a mixture with 4a, due to the fast reaction of 3a
to 4a. Yield for 3a and 4a 66.8%. Ry (HPLC) 10.52 min,
UV/IVIS Apa, 211, 260, 477 nm.

MS (LC/MS): m/z (relative intensity): API-ES, pos. ion
mode 272 (M + H]', 65), 226 (IM — CO,H-H]", 100).

HRMS for 3a: [M + H]' (CisHuNOs): caled.:
272.0917; found: 272.0911 (—2.4 ppm).

2-[4-(1-Carboxy-2-phenylethylamino)-
3,6-dioxocyclohexa-14-dienylamino]-

3-phenylpropionic acid (4a)

Synthesis and isolation as described above. Red brown
solid. Yield 71.3%. Ry (HPLC) 12.95 min, UV/VIS A,
205, 342, 460 nm; 600 MHz 'H-NMR (McOH-d,), sce
Table 1.

MS (LC/MS): m/z (relative intensity): API-ES, pos. ion
mode 1325 ([3 M + Na]™t, 28), 891 ([2 M + Na]™, 42),
457 {(IM + Nal', 68), 435 (IM + H]", 100); APCI, pos.
ion mode 435 (M + H1', 15), 391 (IM — COO + H]',
100).

Table 1 'ITINMR data of the transformation product (da} resulted
from the reaction of 1.4-hydrogquinone (1a) and t-phenylalanine (2}
with laccase (MeOIH-dy as solvent)

C 3¢ H 'H-*C correlations
2.6 1306 7.17.d. 411 (7.4) 3, Cl, 2, C6
3,5 1295 7.23,dd, 4H, (7.0, 7.8) Cl, 3, 8

& 1278 7.15,m, 2H 2, ce

a7 & 637 5.1l,s, 20 C17, C3", ¢4”, C6"
2 60.1 4.05,dd, 2H, (4.6, 6.8) C1, €3, C1, C1*, ¢4

3 39.0 3.25,dd, 2H, (4.6, -13.7y Cl1, €2, Cl’, C2', C&'
3 39.0 3.05, dd, 2H, (6.8, —13.7) CI1, €2, C1', C2, ¢
3.6 1791
1 176.1
14.4* 1522
1 138.7

"HJ {in Hz} values in parentheses. Chemical shifts are expressed in
& (ppm} calibrated on the resonances of TMS

433.1411 (+1.3 ppm).

2-(5-Methyl-3,6-dioxocyclohexa-1 4-dienylamino)-
3-phenylpropionic acid (3b})

Rs (HPLC) 11.75 min, UV/VIS A, 208, 275, 477 nm.
MS (LC/MS): mfz (relative intensity): API-ES, pos. ion

mode 286 ([M + HI%, 100), 240 (M — CO,H-H]™, 83}.
HRMS for 3b: [M + H]T (CigH1NOy):

286.1074; found: 286.1081 (+2.7 ppm).

caled.:

2-[4-(1-Carboxy-2-phenylethylamino)-5-methyl-
3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino]-
3-phenylpropionic acid (4b)

Ry (HPLC) 13.57 min, UV/VIS A, 346, 515 nm.

MS (LC/MS): m/z (relative intensity): API-ES, pos. ion
mode 919 ([2 M + Na]™, 68), 471 (IM + Na]T, 29), 449
(IM + HI', 100), 403 (IM— CO,H-H]", 76).

HRMS for 3b: [M + H]' (CyHyN>0g):
449.1707; found: 449.1705 (—0.4 ppm).

[M + Na|t (CayH3,N,O4Na): caled.: 471.1527; found:
471.1524 (=0.7 ppm).

caled.:

2-(4,5-Dimethyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-
3-phenylpropionic acid (3c¢)

Synthesis and isolation as described above. Dark red to
purple solid. Yield 60.5%. Ry (HPLC) 12.95 min, UV/VIS
Jax 204, 289, 477 nm. 'H-NMR & 7.20 (m, *] = 6.7 Hz,
4H, H-2', H-3', H-5', H-6), 7.15 (t, *] = 6.7 Hz, 1H, H-4"),
5.26 (s, 1H, H-2"),3.97 (dd, *] = 4.6 Hz, *] = 7.7 Hz, 1H,
H-2), 3.24 (dd, *J = 4.6 Hz, ?J = —13.8 Hz, 1H, H-3),
3.04 (dd, *J = 7.7 Hz, ] = —13.8 Hz, 111, H-3), 1.96 (d
(s), °J = 1.0 Hz, 3H, aromatic methyl group), 1.95 (d (s),
3] = 1.0 Hz, 3H, aromatic methyl group).

13C.NMR & 183.46 (C-3"); 180.60 (C-6"); 172.89 (C-1);
143.79; 141.18; 135.19; 133.91; 126.63; 126.19; 125.54;
124.58; 123.79; 94.05 (C-2"); 56.22 (C-2); 35.18 (C-3);
8.91 (aromatic methyl group); 7.99 (aromatic methyl
group).

MS (LC/MS): m/z (relative intensity): APCI, pos. ion
mode 300 ([M + HI*, 26), 256 (M — CO, + H],
100); API-ES, neg. ion mode 298 ([M — H] , 30), 254
(IM — COO-H] , 100).

HRMS for 3e: [M 4+ HJT (CpHsNO,):
300.1230; found: 300.1228 (—0.6 ppm).

[M + Na|t (C,7H;7NO,Na): caled.: 322.1050; found:
322.1051 (+0.6 ppm).

caled.:
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3-Phenyl-2-(24,5-trimethyl-3,6-dioxocyclohexa-
1. 4-dienylamino)propionic acid (3d)

Ry (HPLC) 13.53 min, UV/VIS A, 203, 287, 494 nm.
MS (LC/MS): m/z (relative intensity): API-ES, pos. ion
mode 336 ([M + Na]®, 12), 256 (M + H]T, 63); 270
(IM — COO-H]™, 100).
HRMS for 3¢: [M + Na]’ (C1gH1oaNOyNa): caled.:
336.1206; found: 336.1199 {(—2.2 ppm).

Results
General observations

The heteromolecular transformation of 1,4-hydroquinone
and methyl-14-hydroquinone with L-phenylalanine (educts
1a, 1b and 2, Fig. 1) in the presence of lacccase from
Pycnoporus cinnabarinus and Myceliophthora theymophila
resulted in the formation of two main products for each
reaction 3a, 3b and 4a, 4b (Fig. 1). Whereas in the reaction
of 2 3-dimethyl-1,4-hydroquinone (le) and L-phenylala-
nine only one main coupling product (3c) was formed. Due
to their characteristic UV/VIS-spectra, formation of prod-
ucts and decrease of substrates could ecasily be detected by
HPLC using a diode array detector (200-395 nm).

In all performed heteromolecular transformations, the
product yield was low with an educt concentration of 1:1
mM, and in the reaction mixture of trimethyl-1,4-hydro-
quinone (1d) no products were detected. Through a rise of
amino acid concentration from 1:1 to 1:100 mM the reac-
tion rate and the product yield could be increased. The
highest product yield was achieved with the laccase of M.
thermophila at a pH of 7 and a 1:100 mM concentration of
the educts.

Using M. thermophila laccase (1:100 mM, 1a:2) the
concentration of 3a (first product) was approx. 13-fold
higher after 20 min and those of 4a (second product)
approx. 3-fold higher after 24 h than in the reaction with P.
cinnabarinus laccase (1:100 mM) (Fig. 2). By means of the
laccase of M. thermophila the concentration of product 3¢
was 27-fold higher in the 1:100 mM attempt (2,3-dimethyl-
1,4-hydroquinone:r-phenylalanine) after 24 h compared
with the 1:1 mM reaction.

In the reaction mixture of 1d and 2 (1:100 mM) only
traces of one coupling product (3d} were detected, due to
the characteristic UV/VIS-spectra and MS measurements
(for data see “Characterization” section).

In all laccase-catalyzed reactions of la-d, respectively,
one product was detected, which was identified through the
retention time (HPLC) and UV/VIS-spectrum as the cor-
responding quinonoid form of the substrate (data mot
shown), as described for other para-hydroquinones
(Mikolasch et al. 2006; Manda et al. 2005; Niedermeyer
et al. 2005). In all cross-coupling reactions, the respective
hydroquinone was converted within 20 min completely
into the corresponding quinone.

The concentration of these quinones decreased during
the incubation of the reaction mixture, under simultaneous
formation of heteromolecular coupling products. This
means that the reactions proceeded in two steps. First the
quinones are formed, which then react with the amino acid
resulting in the development of a monoaminated hetero-
recently described

molecular coupling product, as

{Mikolasch et al. 2006; Manda et al. 2005; Niedermeyer
et al. 2005). Further reactions with the amino partner to
diaminated products are dependent on the substitution
grade of the p-hydroquinone. Whereas 3a reacted with 2
forming 4a, an diaminated product, for 3e no further
reaction with 2 could be detected.

1 R1 R2 R3 3 R1 R2 R3 R1 R3
a H H H a H a H H
b CH, H H b CH, b CH, H
[ CH, | CH, H (< CH, | CH, H

d CH; | CH; | CH, d CH, | CH; | CH,

Fig. 1 1.4-hydroguinone, methyl-1.4-hydioquinone, 2,3-dimethyl-1.4-hydroguinone and trimethyl-1.4-hydroquinone (substrates la-d}, respec-
tively with L phenylalanine (educt 2) and the products (3a—d), (da, b) as results of laccase catalyzed reaction
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Fig. 2 Comparison of the formation of heteromolecular coupling
products 3a and da in the reaction with Pel and Mil at educt
concentrations of 1:1 and 1:100 mM (hydroguinone:r-phenylalanine)

Due to the highest yield of the main coupling products
3a, 3c and 4a, the reaction with Myceliophthora thermo-
phila laccase, 1:100 mM (1,4-hydroquinone/2,3-dimethyl-
1,4-hydroquinone:L-phenylalanine) was chosen for the

characterization of the products.

Detailed structural characterization of three products

By means of HPLC-MS the reaction product 3a was
identified as quinonoeid structure, arising from the oxidation
of 1,4-hydroquinone and further coupling with one mole-

cule L-phenylalanine.

In accordance with the first heteromolecular coupling
product, the second coupling product 4a was identified as
quinonoid structure. But while 3a was formed of one mole-
cule benzoguinone and one molecule 1-phenylalanine,
product 4a was constituted of one molecule benzoguinone
and two molecules of the amino acid L-phenylalanine. The
structure was revealed by MS measurements and NMR
analysis. In the API-ES positive ion mode the typical frag-
ment ion of the decarboxylated form of the product was
found. The analysis of product 3a by high-resolution mass
spectrometry (HRMS) in positive ion mode showed the
expected ions [M + H]" atm/z = 272.0911. This measured
value, with an error of —2.4 ppm, was in adequate confor-
mance with the calculated values for the formula
Cy5H4NO,. The HRMS of product 4a in the positive ion
mode showed a signal at m/z = 435.1549 for the quasi-
molecular ion [M + II]+, This value confirmed the calcu-
lated mass of the guasi-molecular ion [M + H]" with a
deviation of —0.4 ppm. Additionally, an intensive signal was
detected in negative ion mode at m/z — 433.1411 for the
[M — H]™ ion, in good accordance with the supposed value

miz = 433.1403, too.

'"H-NMR spectral data of 4a showed characteristic
signals for both educts (Table 1). Multiplicity of the H5"
and H2" protons indicated substituents at the C1" and the
(4" position. In the "*C-NMR spectrum of 4a, the signal
for C3" and C6" in the range of 180 ppm indicated a
quinonoid character of the product. The HMBC spectrum
of 4a (Table 1) showed correlations between the protons
H5"/H2" and the quinone carbonylcarbons confirming the
oxidation of the p-hydroquinone to a quinone as described
previously (Mikolasch et al. 2006; Manda et al. 2005;
Niedermeyer et al. 2005; Tatsumi et al. 1994a, b). All facts
together proved 4a 1o be aminated at the C1” and the C4"
position of the quinone ring.

The heteromolecular product 3¢ has a monoaminated
quinonoid structure, as shown with MS and NMR mea-
surements. In the API-ES (neg. ion mode) and APCI (pos. ion
mode) measurements the anticipated quasi-molecular ions
[M — H] atm/z = 298 and [M + H]" at m/z = 300 were
detected. The investigations concerning product 3¢ by high-
resolution mass spectrometry in positive ion mode showed
signals for the [M + HJ+ ion at m/z = 300.1228 and for the
[M + Na]" ion at m/z = 322.1051 which were in good
accordance with the theoretical values of m/z = 300.1230
(—0.6 ppm) and m/z = 322.1050 (+0.6 ppm), respectively.

The final confirmation of the structure was accom-
plished with different NMR measurements in deuterated
methanol-dy (‘H-, "*C-NMR, DEPT). In evaluation of the
"1- and "*C-NMR-spectra it could be stated that both the
number and the multiplicity of resonance signals within
the aromatic range changed in comparison with 1e. In the
'H-NMR-spectrum of 3¢ appears a signal at 5.26 ppm,
which could be assigned to the 16", This could be attrib-
uted to the coupling of one molecule 2 at C1. The aromatic
signals of 2 are high-field-shifted in the coupling product.
Additionally all signals show more varied couplings due to
the substitution at the amino group caused by steric effects
of 1c. In the *C-NMR-spectrum, two signals in the range
of 180 ppm indicated a quinonoid character of the product.
Including the results of DEPT the structure of 3¢ could be
conlirmed, as 2-(4,5-dimethyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-
dienylamino)-3-phenylpropionic acid (Fig. 1).

Discussion

Structural characterization of three reaction products
showed that in the case of laccase-catalyzed reaction,
derivatization of the amino acid L-phenylalanine with para-
dihydroxylated compounds depends on the number and
position of substituents of the substrates.

The p-hydroquinone-substrates can be divided into two
groups. There are on the one hand alkylated p-hydroqui-
nones as used in this study and on the other hand
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2,5-dihydroxybenzoic acid derivatives as used by Mikol-
asch et al. (2006), Manda et al. {2005) and Niedermeyer
et al. (2005).

We pointed out that enzymatic derivatization of amino
acids is possible with alkylated p-hydroquinones, namely
1,4-hydroquinone as the basic structure, methyl-1,4-hydro-
quinone, 2,3-dimethyl-1,4-hydroquinone and trimethyl-1,4-
hydroquinone, while Manda et al. {2006) derivatized
L-tryptophane  with  2,5-dihydroxy-N-{2-hydroxyethyl)-
benzamide only. 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benz-
amide is a substance of the 2,5-dihydroxybenzoic acid
derivative group.

As mentioned above the laccase catalyzes a radical
formation. The radicals can be transformed into quinones,
and then a nucleophilic attack of the amino acid is possible.
The nuclear amination resulting in the formation of a C-N-
coupled heteromolecular product, consisting of the
respective quinone and the amino acid L-phenylalanine, as
described for other aminations (Mikolasch et al. 2006;
Manda et al. 2005; Niedermeyer et al. 2005; Michalek and
Szarkowska 1959).

In the reaction of hydroquinones with amines, two
aminations dependent on the substitution grade are con-
ceivable. First one amine is coupled to the hydroquinone,
confirmed by the structural characterization of the products
3a and 3c. A further amine molecule can then react with
the para-position to the first amine group, if there is no
other substituent. That was confirmed by the structural
analysis of 4a (Fig. 1). The same reaction mechanism
could be observed with 1b and 2. Nevertheless, the ortho-
position for the diamination would be possible, but it is not
very likely due to the steric covering of the orthe-position
of the first amino substituent. The preferential substitution
is in para-position {Yamaoka and Nagakura 1971), as
described likewise for other diaminations (Niedermeyer
et al. 2005; Berger 1988; Finley 1988) (Fig. 3).

Remarkable is the fact that small amounts of 3d were
formed from 1d under the used reaction conditions (1:100
mM, 1d:2), whereas Niedermeyer et al. (2005) did not
detect any products in the reactions of trimethyl-1,4-
hydroquinone and aromatic amines with a concentration of
1:5 mM. Our results suggest that changes in molarity can
initiate the formation of products.

Altogether the amination of unsubstituted and monom-
ethylated 1,4-hydroquinone leads to two coupling products,
heteromolecular di- and trimer. In contrast to this reaction
pattern, the heteromolecular dimer is the final product in
the transformation reactions of 2,3-dimethyl-14-hydro-
quinone and trimethyl-14-hydroquinone respectively with
r-phenylalanine, developed after the first nucleophilic
addition. Due to the methyl groups at C2 and C3 at the
aromatic ring of le and additionally at C5 of 1d a second
amination is hindered. A diamination of substituted
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Fig. 3 Kinetics of product formations (3a filled circle; 3c filled

square, 4a filled triangle) during laccase-catalyzed reaction of 1.4-

hydroquinone (educt la} and 2 3-dimethyl-14-hydroquinone (sub-

strate lc}, respectively, with L-phenylalanine (educt 2} (1:100 mM)

1.4-benzoquinones is however not impossible in principle.
With hydroxy, alkoxy or halogen substituents the reaction
happens usually under substitution of the functional group
and also alkyl groups can be replaced in some cases by
amino groups (Ulrich and Richter 1977). Chakraborty et al.
(1998) determined in the reaction of 2,3-dimethyl-14-
hydroquinone and octadecylamine, a substitution of a
methyl group, which was in para-position to the first bound
octadecylamine.

Here it is to be pointed out that these reactions were
chemically catalyzed, without participation of laccase. Due
to the mild reaction conditions in laccase-catalyzed
synthesis, compared to chemical methods, no diamination
was determined with laccase.

The reactions of 1a and le, respectively, with 2 showed
many parallels.

Concerning product concentration the heteromolecular
transformation reactions were affected by laccase and
pH-value of the used buffer solution respectively. More-
over, the product yields were depended on the quantity of
the amino acid.

The highest product yield was reached with the laccase
of M. thermophila and an excess of amino acid. This cor-
responds with the experiments of Niedermeyer et al. 2005.
There it was stated that with Trametes spec. laccasce
{pH-optima 5) the product formation happens slower and
with lower vield than with M. thermophila laccase
(pll-optima 7). Furthermore, increasing the ratio of the
amino partner in comparison with the alkylated hydroqui-
none of 5:1 led to faster turnover rates and higher product
yields (Niedermeyer et al. 2005).

Nevertheless, an influence of organic acids of the buffer
cannot be excluded, since these can already cause an oxi-
dation of the substrate (Jonas 1997).
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In summary, the experiments confirmed, that a deriva-
tization of umprotected amino acids, like L-phenylalanine
catalyzed by laccase is possible. The presented method is a
new one pot synthesis for the production of molecules with
probably new properties. So these derivatized amino acids
could be the basis of new pharmaceuticals. Especially in
the connection with quinones this could be promising.
1,4-Quinones  are components of important bioactive
compounds, for example antibiotics or chemotherapeutics
(Pachatouridis et al. 2002; Mizushina et al. 2000; Fleck
et al. 1978; Falci et al. 1977).

Our described synthesis method is suitable to render the
properties of the amino acids and/or of the used hydro-
quinone. The biological characteristics of the new
compounds will be prospectively tested in future.

The application possibilities of the new enzymatically
synthesized compounds is manifold and the laccase could be
specifically chosen for the respective utilization, for example
temperature-resistance or pH-stability. In the future the
applicability of laccase will be optimized and enhanced to
improve the atilization of the coupling products.
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4.5 Derivatization of amino acids by fungal laccases: Comparison

of enzymatic and chemical methods

In dieser Publikation, die im Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic erschienen ist,
wurde die chemische mit der enzymatisch-katalysierten Derivatisierung von L-Phenylalanin
bzw. L-Tryptophan verglichen.

Dabei wurde festgestellt, dass -im Gegensatz zu den Reaktionen von 2,5-Dihydroxy-
acetophenon mit L-Phenylalanin bzw. L-Tryptophan in Gegenwart von Natriumiodat (6 mM)
als chemischem Katalysator - nur mittels Laccase mono- und diaminierte Produkte nach-
gewiesen werden konnten. Bei der Produktbildung aus einfachen Hydrochinonen und
L-Phenylalanin bestanden die Unterschiede v.a. in der Ausbeute der Produkte, wobei z.T.

der Vorteil bei den laccasekatalysierten Reaktionen lag.
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laccase-catalyzed cross linking to para-dihydroxylated compounds. The use of amino acids in laccase-
catalyzed aminations may provide the basis of new adhesives modeled on mussel adhesive proteins.
We have used laccases from Pycnoporus cinnabarinus and Myceliophthora thenmophila for the enzy-
matic derivatization and compared its effectiveness to chemical catalysis by sodium iocdate. Both types
of catalysis resulted in the formation of mono- or diaminated products, depending on the degree af
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ﬁ:{ :;::m substitution of the dihydroxylated substances. However there were considerable differences in the
Sodium iodate courses of the chemically and enzymatically catalyzed reactions. Thus, the laccase-catalyzed reaction of
Quinone 2,5-dihydroxyacetophenone with L-phenylalanine and L-tryptophan resulted in mono- and diaminated
Amino acids coupling products (yields 40-60%) while no transformation products were recovered [tom the reaction

Cross-coupling catalyzed by 6 mM sodium indate. In this case the laccase-catalyzed derivatization is clearly more efficient
than the chemically catalyzed counterpart.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction For this study we exploited laccases ol Pycrioporus cinnabar-

inus and Myceliophthora thermophila to catalyze the reaction of

Laccases [E.C. 1.10.3.2] are enzymes which currently excite great
interest for their use in organic synthesis. As polyphenoloxidases
laccases are able to oxidize dihydroxylated aromatic substances to
reactive radicals, which can undergo non-enzymatic coupling reac
tions [1-6]. The enzymatic catalyzed reaction of dihydroxylated
compounds and amines results in the formation of aminobenzo-
quinones connected via stable C—N bonds |7-11]. Laccases have
been used for the synthesis of novel antibiotics [8,12-14], for com
pounds with antineoplastic activity [15] and for the derivatization
of unprotected amino acids [7,16]. The use of amino acids as cou
pling partner for laccase-catalyzed aminations might serve as the
basis for the synthesis of new ad hesives modeled on mussel adhe-
sive proteins [17,18] and such potentially biocompatible adhesives
would be of interest for many medical applications. To broaden
the spectrum of laccase substrates which might be used in this
way and to determine the enzyme's reactivity towards different
potential substrates we have used 2,5-dihydroxyacetophenone,
14-hydroquinone  and  2,3-dimethyl-14-hydroguinone  as
substrates.

+ Corresponding author. Tel.: +49 3834 864225, fax: +49 3834 864202,
E-mail address: veronikahahn@game.ac (V. Hahn ).

1381-1177/% - see front matter © 2009 Elsevier BV, All rights reserved.
doi: 10.1016/j. molcatb.2008,04.002

these substrates with L-phenylalanine and L-tryptophan to produce
mono- or diaminated products. To compare enzymatic and chemi
cal methods we attempted in parallel to catalyze the same reactions
with sodium iodate.

2. Experimental
2.1. Chemicals

L-phenylalanine and L-tryptophan were purchased from
Serva Feinbiochemica GmbH & Co. (Heidelberg, Germany).
14-Hydroquinone and 2,5-dihydroxyacetophenone were from
Sigma-Aldrich  Chemie GmbH (Steinheim, Germany) and
2,3-dimethyl-1,4-hyd roquinone was obtained from Arcos Organics
(NJ, USA).

2.2, Enzymes

Fungal strain. Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M 1044 was iso
lated from an oak tree in northern Germany. This white rot fungus
is deposited in the strain collection of the Department of Biology of
the University Greifswald (SBUG).
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Cultivation of Pycneporus cinnabarinus SBUG-M 1044.: P
cinnabarinus was initially cultivated on malt agar plates that were
incubated for 7 days at 30 °C and then kept at 4 *C. The liquid culture
was prepared by inoculating a nitrogen-rich medium containing
S5g glucose, 1g KH;PO4, 0.52g L-asparagine, 0.5g yeast extract,
0.5g KCI, 0.5 g MgS50,4.-7H30, 50 mL mineral salt solution and 50 mL
FeS0y solution (0.2 g L") with three 1em? agar culture fragments.
The mineral salt solution contained 1g Ca(NO3)z-4Hz0, 0.06g
CuS04-5H,0, and 0.04 g ZnS04-7H,0 per liter modified according
to Braun-Lilllemann et al. [19]. Incubation was performed without
shaking at 30°C for 7 days. A uniform inoculum was obtained by
homaogenization of this culture with an Ultra-Turrax homogenizer
T25 (IKA Labortechnik, Staufen, Germany) at 8000 rpm. For the
production of the ligninolytic enzyme laccase, 40 mL medium inoc
ulated with 2 mL of the homogenized pre-culture was incubated
in 100 mL Erlenmeyer flasks for 7 days with 3,4-dimethoxybenzyl
aleohol (10 mM), a known inducer of laccase. Cultures were shaken
inawater bath (GFL model 1092, Burgwedel, Germany) at 30°C and
158 rpm.

Preparation of laccase from Pycneporus cinnabarinus SBUG-M
1044.: Under these culture conditions P. cinnabarinus produced
laccase as a single extracellular enzyme with an activity of
500 nmol mL-! min~1. The culture medium was filtered through a
glass fiber filter in a Blichner funnel to separate the medium from
whole cells. The cell-free culture medium was stirred with DEAE
Sephacel (Sigma, Steinheim, Germany) for 1h and the adsorbed
enzymes were eluted from the DEAE-Sephacel with 20 mM sodium
acetate buffer (pH 5). The enzyme extract was desalted using a
Sephadex G-25 Superfine column (Pharmacia, Freiburg, Germany).
This enzyme preparation contains only isoenzymes of laccase, but
no other enzymes and was used in 20 mM sodium acetate buffer
(SAB) pH 5.0 which is close to its pH optimum [20-22].

Laccase from Myceliophthora thermophila (expressed in genet-
ically modified Aspergillus sp.) was obtained from MNovozymes
(Bagsvaerd, Denmark). It was used as received (activity 1000 U 3‘1 3
substrate: syringaldazine) in citrate phosphate buffer (CPB, 18 mM
citrate, 165 mM phosphate) at its pH optimum of pH 7.0 [21,23].

2.3. Measurement of laccase activity

The activity of laccases was determined spectrophotometrically
at 420nm with ABTS (2,2'-azino-bis{ 3-ethylbenzothiazoline-6
sulfonic acid) diammonium salt) as substrate [24] using the method
described by Jonas et al. [22]. 1U is defined as 1 umol mL=" min-1.

24, Experimental procedures

For analytical experiments the educts L-phenylalanine or
L-tryptophan (1 mM, 10 mM or 100 mM) and the respective dihy
droxylated compound (1 mM}were incubated with laccase(activity
0.5U). In controls the respective compounds were incubated in SAB
or CPB without laccase. For the chemical catalysis we used a final
concentration of sodium iodate of 6mM or 320mM in distilled
water [11,25-27].

2mL reaction mixtures were incubated with agitation at
200 mm in 5-mL-brown-glass-bottles at room temperature.

2.5, Analytical HPLC

For routine analysis, the reaction mixtures were analyzed using
an HPLC system LC-10AT VP (Shimadzu, Germany) consisting of a
FCV-10AL VP pump, SPD-M10A VP diode array detector, and a SCL-
10A VP control unit controlled by Class-VP version 6.12 SP5. The
separation of the substances was achieved on an endcapped, 5 pm,
LiChroCART® 125-4 RP18 column (Merck, Darmstadt, Germany) at
a flow rate of 1 mLmin~'. A solvent system consisting of methanol

(eluent A) and 0.1% phosphoric acid (eluent B}, starting from an
inirial ratio of 10% A and 90% B and reaching 100% methanol within
14 min, was used.

2.6, Isolation of transformation products

Forthe isolation of 4a, a RP18 silicagel column (60 mL, 10 g adsor-
bent material, phenomenex, Strata, Germany) was charged with
8 mL of reaction mixture. Excess L-phenylalanine was eluted with
50 mL citrate phosphate buffer, 20 mL 30% methanol in water and
7 mL 100% methanol. The cross-coupling product was eluted with
additional 7 mL 100% methanol. The isolated product was dried by
lyophilization prior to mass spectrometry (MS) and nuclear mag
netic resonance (NMR) spectroscopy.

The isolation of 3¢, 4¢ and 3d was as described by Hahn et al.
[16].

2.7, Characterization of the products

The products were characterized by liquid chromatogra
phy/mass spectrometry (LC/MS). The standard atmospheric
pressure ionization (API) mass spectrometry experiments were per-
formed using an Agilent Series 1100 HPLC system and an Agilent
1946C gquadrupole mass spectrometer (Waldbronn, Germany). The
MS was used with both, atmospheric pressure chemical ionization
(APCI) and electrospray ionization (API-ES) sources. HPLC separa-
tion was performed on a LiChroCART® 125-4, LiChrosphere® 100
RP-18e column (Merck, Darmstadt, Germany) at 25°C at a flow rate
of 1 mLmin~! within a 14-min gradient from 10% to 100% methanol
in 0.1% aqueous formic acid. APCIJAPI-ES MS conditions (positive
and negative ion mode) were as follows: nebulizer and drying gas,
nitrogen; nebulizer pressure, 30 psig: drying gas flow, 10 Lmin~1;
vaporizer temperature (for APCI), 350°C; drying gas temperature,
250+C; capillary voltage, 4 kV; corona current ( for APCI), 4 p.A.

LC high-resolution mass spectrometry experiments were per-
formed onanAgilent Series 1200 HPLC system and an Agilent 19694
time-of-flight mass spectrometer (Waldbronn, Germany). The TOF-
MS conditions (negative and positive ion mode) with a dual sprayer
API-ES source were as follows: nebulizer and drying gas, nitrogen;
nebulizer pressure, 40 psig: drying gas flow, 10 Lmin~"; drying gas
temperature, 350°C; capillary voltage, 4 kV; fragmentor voltage,
175V; skimmer voltage, 60V; octopole voltage, 250V; mass ref-
erence (m/fz), 121.05087 and 922.00979 in positive ion mode, and
112.98558 and 1033.98810 in negative ion mode. HPLC separation
was performed on a Zorbax Eclipse XDB-C8, 4.6 mm = 50 mm, 3.5 .,
column (Agilent, Germany) at 25°C at a flow rate of 0.5 mLmin~!
within a 14-min gradient from 10% to 100% methanol in 0.1% aque
ous formic acid.

The nuclear magnetic resonance (NMR) spectra for product
4a ('H, BC NMR, HMBC) was recorded on a Bruker Avance 600
instrument (Karlsruhe, Germany) at 600 MHz in MeOH-d 4. Tetram-
ethylsilane was used as internal standard.

2.7.1. 2-(2-Acetyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino}-3
phenylpropionic acid (3a)

Yield 29.67%. R¢ (HPLC) 11.84 min, UV-vis (MeOH) J max 204, 277,
445 nm.

MS (LC/MS): mfz (relative intensity): API-ES, positive ion mode
314 ([M+H]", 92}, 336 ([M+Na]*, 85}, 268 [[M—C0O;H—H]", 100).

HRMS for 3a: [M+Na]" (Cy7H;sNOsNa): calculated: 336.08424;
found: 336.08425 (+0.1 ppm).
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2.7.2. 2+(2-Acetyl-3,6-dioxocyclohexa-14-dienylamino)-3-( TH-
indol-3-yl)-propionic acid (3b)

Yield 38.20%, Ry (HPLC) 11.31 min, UV-vis (MeOH) A max 216, 279,
447 nm.

MS (LC/MS): mfz (relative intensity): API-ES, positive ion mode
391 ([M+K]*, 15), 375 ([M+Na]*, 70), 353 ([M+H]*, 8).

HEMS for 3b: [M+H]* (CieHiyN205): calculated: 353.11319;
found: 35311335 (+0.4ppm). [M+Na]* (CigHgN205Na): calen
lated: 375.09514; found: 375.09538 (+0.6 ppm).

2.7.3. 2+3,6-Dioxocyclohexa-1,4-dienylamino)-3-
phenylpropionic acid (3¢}

3cwasonly present in a mixture with 4c, due to the fast reaction
of 3¢ to dc. Yield for 3¢ and 4¢ 66.80%, Ry (HPLC) 10.52 min, UV-vis
[(MeOH) X max 211, 260, and 477 nm. Structural characterization was
previously published by Hahn et al. [16]

2.74. 2-(4,5-Dimethyl-3,6-dioxocyclohexa- 1,4-dienylamino)-3-
phenylpropionic acid (3d}

Dark red to purple solid. Yield 60.50%. Ry (HPLC) 12.95 min,
UV-vis (MeOH) Amax 204, 289, and 477 nm. Structural character-
ization was previously published by Hahn et al. [16].

275, 2-[2-Acetyl-44 1-carboxy-2-phenylethylamino}-3,6-
dioxocyclohexa-1,4-dienylamine[-3-phenylpropionic acid (4a)

Synthesis and isolation as described above. Brown solid. Yield
39.52%. Ry (HPLC) 12.85 min, UV-vis (MeOH) Az 208, 338, and
479 nm.

MS (LC/MS): mfz (relative intensity): API-ES, positive ion mode
975.3 ([2M+Na]*, 35), 499.2 ([M+Na]*, 23), 477 ([M+H]*, 100), 431
([M—CO3H—H]*, 20).

HRMS for d4a: [M+H]* (CysHsN07): calculated: 477.16562;
found: 47716556 (01 ppm). [M+Na]* (CysHzgMN205Na): caleu
lated: 499.147 56; found: 49914727 [ -0.6 ppm ).

THNMR (methanol-dg) & 7.23 (m, 2H, H-5, H-8), 717 (m, 2H, H
57, H-9"), 7.21 (m, 2H, H-6", H-8"), 7.19 (m, 2H, H-6, H-8), 715 (dd,
J=6.5,6.6Hz, 2H, H-7, H-7"), 5.6(s, 1H,H-5), 5.55 (dd.j =4.4, 8.3 Hz,
1H,H-2),4.02(dd. /= 5.0,6.4 Hz, TH,H-2"),3.35(dd.f=-13.8,4.3 Hz,
1H, H-3), 3.02 (dd, j=-13.8, 8.6 Hz, 1H, H-3), 3.23 (dd, j=-13.7,
4.6 Hz, 1H, H-37), 3.07 (dd, j=-13.7, 6.9 Hz, 1H, H-3"), 2.47 (s, 3H,
H-8").

13¢ NMR (methanol-dy) & 130.7 (C-5, C-9); 130.7 (C-5”, C-9"):
1294 (C-6", C-8"): 1294 (C-6, C-8); 127.7 (C-7, C-7"), 98.2 (C-5),
64.6 (C-2),60.2 (C-2"), 41.6 (C-3), 39.0 (C-3"), 32.9 (C-8"), 201.4 (C-
7),180.2 (C-#'), 177.9 (C-3"), 176.9 (C-1), 176.3 (C-1™), 158.4 (C-1"),
151.3 (C-4),138.4 (C-47), 138.9 (C-4), 107.4 (C-2').

HMBC "H-13C correlations H-5, H-9 (C-3, C-7, C-5, C-9); H-5",
H-9”(C-3", C-7", C-5", C-97); H-6", H-8" (C-4", C-6", C-8"); H-6, H-8
(C-4, C-6, C-8); H-7, H-7" (C-5, C-9, C-5", C-9'); H-5 (C-4', C-1', C-
3'); H-2(C-3,C-4,C-1,C-1); H-2"(C-3", C-4",C-4', C-1"); H-3 (C-2,
C-5,C-9,C-4, C-1); H-3"(C-2”,C-5",C-9”, C-4", C-1").

2.7.6. 2-{2-Acetyl-4-[1-carboxy-2-( 1H-indol-3-yl}-ethylaminof
3,6-dioxo-cyclohexa-1,4-dienylamino}-3-{ 1H-indol-3-yl)-
propionic acid {4b)

Yield 37.60%. R¢(HPLC)12.18 min, UV-vis (MeOH) ) max 218, 282,
and 337 nm.

MS (LC/MS): mfz (relative intensity): API-ES, positive ion mode
577.1 ([M+Na]*, 100), 555.1 ([M+H]", 51).

HRMS for 4b: [M+H]" (CagHyzNaO7): calculated: 555.18742;
found: 555.18689 (-09ppm). [M+Na]' (CigHzgN407Na): cal-
culated: 577.16946; found: 57716827 (-2.1ppm) [2M+Na]*

Table 1
Coupling of aromatic substrates (1a=—c) and educts (2a, 2b) and formation of prod-
ucts [ 3a—dc).

Aromatic substrates
H O H H
H OH OH
(1a) (1b) (1c)
L-phenylalanine (2a) 3a,da 3c,dc 3d
L-tryptophan (2b) 3b,4b i =

4 No reaction performed.

(CgpHsaNg(04Na): calculated: 1131.34950; found: 1131.34687
(—2.3ppm).

2.7.7. 2-[4-{1-Carboxy-2-phenylethylamino)-3,6-
dioxocyclohexa-1,4-dienylaminof-3-phenylpropionic acid
(4c)

Red brown solid. Yield 71.30%. Ry (HPLC) 12.95min, UV-vis
[(MeOH) Amax 205, 342, and 460 nm. Structural characterization was
previously published by Hahn et al. [16].

3. Results and discussion

The unprotected amino acids L-phenylalanine 2a and
L-tryptophan 2b were subjected to laccase-catalyzed trans-
formation with p-hydroguinone and two different substituted
p-hydroquinones 1a-c (Table 1).

Using 1 mM 2,5-dihyd roxyacetophenone (1a) and 10 mM con-
centration of the amino acids (2a, 2b) one monoaminated product
per reaction (3a, 3b) was detected after 20 min by HPLC (Fig. 1: A1,
AZ and B1, B2). Extending the reaction time up to 24 h yielded one
diaminated product (4a) in reactions using either of the laccases.
Product 4b, in contrast, was only detected in reactions in which the
laccase from Myceliophthora thermophila was used. The C-N cou-
pling products, consisting of p-quinone and amino acid moieties,
were structurally char rized by HPLC using a diode array detec
tor, by M5 and NMR resulting in the structures 3a, 3b and 4a, 4b
illustrated in Fig. 2.

The laccase substrate 2,5-dihydroxyacetophenone will be oxi
dized by laccase. The one-electron oxidation of the dihydroxylated
aromatic substrate is accompanied by reduction of molecular oxy
gen to water by transfer of four electrons. The oxidation of a
reducing substrate by laccase typically involves the loss of a single
electron and the generation of a free radical [3,5]. The free rad
icals of the laccase substrate have been described to create new
heteromolecular hybrid molecules (Fig. 2). Two molecules of the
radical disproportionate to the laccase substrate and a quinone
structure, which reacts with the amino acids forming aminated
quinone derivatives 3a and 3b.

The coupling of 1a with 2a and 2b respectively occurs in ertho-
position of the COCH; -group of 1a, as described by Manda et al. [9]
and Niedermeyer et al. | 10] for the reactions of para-dihyd roxylated
benzoicacid derivativeswith4-aminobenzoic acid. Prolonged incu
bation and variation of the incubation conditions can lead to
oligomerization reactions. After the formation of the monoami-
nated products 3a and 3b a second molecule of the amino partner
may react para to the first amine group resulting in diaminated
products (4a, 4b) as described for other diaminations [10,28,29].

To determine the influence of the amount of amino partner on
the product yields, we varied the concentration of L-phenylalanine
(2a) (Fig. 3). The highest product concentration 0.33 mg mL~" was
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Fig. 1. HPLC chromatograms of the reaction of 2 5-dihydroxyacetophenone (1a) with (A) L-phenylalanine (2a) {injection volume: 20 pL) and (B) L-tryptophan {2b) {injection
volume: 10 pl) respectively (1:10mM) catalyzed by (1) Pycnoporus cinnabarinus laccase after 20 min reaction time; {2) Mycefiophthora thermaophila laccase after 200min
reaction time; (3) 6 mM sodium iodate after 120 min reaction time.
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Fig. 2. 2 5-Dihydroxyacetophenone (substrate 1a) with L-phenylalanine (2a) and L-tryptophan (2b) and the products {3a, 3b), (4a, 4b).
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Fig. 3. Comparison of the product formation of 4a for the reaction of
2,5-dihydroxyacetophenone (1a) and L-phenylalanine (2a) with different educt con-
centrations (1:1 mM; 1:10mM; 1:100 mM) and catalysts. Pcl SAB reactions catalyzed
by Pycnoporus cinnabarinus laccase in sodium acetate buffer; Mtl CPB reactions
catalyzed by Myceliophthora thermophila laccase in citrate phosphate buffer.

achieved with the laccase from M. thermophila and a ratio of reac-
tants of 1 mM 1a to 100 mM 2a. Whereas an educt concentration of
1:10 mM yielded only 0.16 mg mL-'. Product yields are dependent
on the amount of amino partner as described before [10,16]. In the
case of L-tryptophan (2b) a ratio of 1:10 mM was the maximum that
could be achieved because of its poor solubility.

In contrast to the enzymatic reaction, chemical catalysis using
sodium iodate yielded only the untransformed reactants 1a and 2a
or 2b (Fig. 1: A3, B3). Extending the reaction time to 24 h did not
lead to any detectable product formation, though increasing the
catalyst concentration up to saturating levels (320 mM) did result
in the detection of small amounts of the products 3a, 3b and 4a
(Fig. 3).

The laccase-catalyzed reaction of unprotected L-phenylalanine
with 1,4-hydroquinone (1b) and 2,3-dimethyl-1,4-hydroquinone
(1e¢)  (Table 1) proceeds as  described for 2,5-
dihydroxyacetophenone (1a).

Whereas only one monoaminated product 3d was formed dur-
ing the reaction with 1c, in the reaction mixture with 1b two
products (3¢ monoaminated product, 4¢ diaminated product) were
detected. A second amination of 3d is hindered because of the two
methyl groups on 1c.

Aminated products were also detected using sodium iodate
(6 mM) as catalyst (Fig. 4). However, the yield of 4c was 73% higher
when Pycnoporus cinnabarinus laccase was used and 92% higher
with laccase from Myceliophthora thermophila than in the reaction
catalyzed by sodium iodate. Whereas the yield of 3d was similar for
the P. cinnabarinus laccase and sodium iodate catalyzed reactions,
the concentration achieved with M. thermophila laccase was 76%
higher than in the reaction with sodium iodate.

In summary we demonstrate that the reaction of
2,5-dihydroxyacetophenone (1a) with L-phenylalanie (2a) or
L-tryptophan (2b) was more efficiently catalyzed by laccase
than by sodium iodate whereas with the compounds 1b or 1c
the advantage of laccase as a catalyst was less pronounced. In
contrast to our results Niedermeyer and Lalk [11] reported that
laccase-catalyzed amination of simple p-hydroquinones with
simple primary aromatic amines can be accomplished more
conveniently using the well-known chemical oxidant sodium
iodate. This underscores the important point that for each reaction

Fig. 4. Comparison of the formation of 4c and 3d formed in the 1:100mM
reactions of 14-hydroquinone (1b) and 2,3-dimethyl-1.4-hydroquinone (1c) with
L-phenylalanine (2a) respectively without a catalyst, catalyzed by laccases or sodium
iodate after 24 h.

SAB reactions without a catalyst in sodium acetate buffer; CPB reactions without
a catalyst in citrate phosphate buffer; Pcl SAB reactions catalyzed by Pycnoporus
cinnabarinus laccase in sodium acetate buffer; Mtl CPB reactions catalyzed by Myce-
liophthora thermophila laccase in citrate phosphate buffer.

undertaken the optimal catalyst and reaction conditions must be
sought.

The laccase-catalyzed reaction can be optimized by variation of
the concentration of the amino reaction partner, by variation of the
pH value of the used buffer and the amount of the enzyme. Higher
enzymatic activity of the laccase results in a faster reaction and
thereby higher product yields can be obtained. Furthermore both
the amount of enzyme and the type of laccase are variable. More
than 60 laccases isolated from plants, insects, bacteria and fungi
are conceivable [3] so that different types of laccase can be used to
perform reactions, resulting in different product pattern.

In respect for the advantage of laccase it is worth noting that
the laccase process is a catalytic cycle [30] (Fig. 2), whereas sodium
iodate is needed in stoichometric amounts that means the chem-
ical catalyst is consumed during reaction time. The interest in the
use of laccases for derivatization of amino acids is mainly stim-
ulated by the simple one-step coupling reaction and the gentle
transformation of sensitive starting materials using environmen-
tal friendly conditions. The high stability of laccases in solution,
the mild reaction conditions used in laccase-catalyzed reactions
and the avoidance of toxic solvents, additives or catalysts make lac-
cases attractive for derivatization of natural compounds e.g. amino
acids.

4. Conclusions

In the presence of laccases it is possible to derivatize unpro-
tected amino acids like 2a and 2b. Whereas with sodium iodate
the product formation was very slow and resulted in little amount
of products, the product formation with laccase mostly pro-
ceeded in 20min and especially the reactions with the laccase
of M. thermophila showed comparatively high product yields.
There are many ways for the derivatization of compounds and
stoichiometric chemical methods are in general not favorable.
We could show that the enzymatic catalysis is more efficient
than the chemical one for derivatization of amino acids with
2,5-dihydroxyacetophenone.
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4.6 Laccase-catalyzed cross-linking of amino acids and peptides

with dihydroxylated aromatic compounds

Dieses vierte Manuskript wurde in der Zeitschrift Amino Acids eingereicht und umfasst die
Derivatisierung der Aminosauren Tyrosin und Lysin bzw. der aus ihnen zusammengesetzten
Dipeptide und Oligopeptide sowohl mit para- als auch mit ortho-dihydroxylierten Verbin-
dungen. Die zur Synthese eingesetzten Aminosduren und Peptide waren z.T. mit Schutz-
gruppen versehen, um die Position der Aminierung eingrenzen zu kénnen. Dabei wurde
gezeigt, dass die Derivatisierung von Lysin nicht nur Gber die a-Aminogruppe sondern auch
an der e-Aminogruppe mdglich ist. Auf diese Weise ist die Verknipfung von Oligopeptiden
Uber ein Laccasesubstrat mit Hilfe der Laccase moglich, da dort die a-Aminogruppe im
Peptidstrang gebunden ist und nur die e-Aminogruppe fir eine laccasevermittelte Kopplung
zur Verfigung steht. Die so hergestellten Polymere kénnten zur Herstellung von neuartigen

Biomaterialien, beispielsweise bioresorbierbaren Klebstoffen, genutzt werden.
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Abstract

In order to design possible biomaterials the laccase-catalyzed cross-linking between L-lysine
or lysine-containing peptides and dihydroxylated aromatics was investigated. L-Lysin is one
of the major components of naturally occurring mussel adhesive proteins (MAPS).
Dihydroxylated aromatics are structurally related to 3,4-dihydroxyphenyl-L-alanine (DOPA),
the other main component of MAPs. From MS and NMR analyses it could be proven that the
g-amino group of L-lysine is able to cross-link dihydroxylated aromatics. Additional oligomer
and polymer cross-linked products were obtained from di- and oligopeptides containing
L-lysine. The potential as biomaterial in medical or industrial applications for the three
component system consisting of the oligopeptide [Tyr-Lys]1o, dihydroxylated aromatics and
laccase has been discussed.

Keywords: amination; biomaterial; cross-link; DOPA; mussel adhesive proteins; polymer
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Introduction

Mussel adhesive proteins (MAPS) are remarkable materials having exciting abilities to adhere
mussels to hard, wet surfaces. Investigations during the last decades have characterized the
mussel adhesive proteins in different marine mussel species (Waite et al. 1985; Waite et al.
1989; Rzepecki et al. 1991; Vreeland et al. 1998; Zhao and Waite 2006; Zhao et al. 2006;
Harrington and Waite 2007; Holten-Andersen et al. 2009b). The one common feature of all
MAPs studied is the high level of the amino acid 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (DOPA).
The DOPA residues are thought to play a key role in the chemisorption of the polymers to
substrates underwater and covalent cross-linking of the adhesive (Waite 1990a; Burzio et al.
1997).

However, the abundance of potential reactions of DOPA and ortho-quinones (oxidation
products of DOPA) creates considerable uncertainty to the roles played by different marine
mussel species in the curing process (Waite 1990b; Vreeland et al. 1998).

Since all described mechanisms are more or less hypothetical; alternatively, synthetic DOPA-
containing polypeptides were used for the experimentally identification of the functions and
reactions of the amino acids which are active in the chemistry of the MAPs. Synthetic DOPA-
containing polypeptides with L-lysine and L-glutamic acid were first reported by Yamamoto
and Hayakawa (1979; 1982). The studies with the synthetic peptides showed that the adhesion
and cross-linking capabilities of mussel adhesive proteins can be successfully reproduced
using synthetic materials. But the mechanism of bonding is quite unclear.

A lot of applications have been proposed for the MAPs (Waite 2008); adhesives for medical
(Strausberg and Link 1990), surgical (Green 1995), ophthalmic (Robin et al. 1988), and dental
(Holten-Andersen and Waite 2008) applications, enzyme, cell, and tissue immobilizing
agents, anticorrosives, and metal scavengers (Deming 1999).

Our efforts in this area are focused on the design of a potential biological adhesive for
biomedical applications and on the description of the intermolecular bonding mechanisms.
We describe here the design of a potential biomaterial based on (i) MAPs and on (ii) the
laccase-catalyzed amination of dihydroxylated aromatic compounds (laccase substrates) by
amino acids and lysine-containing peptides. Different dihydroxylated laccase substrates
(structurally related to DOPA) can be oxidized by the polyphenoloxidase laccase and
subsequently aminated by the amino groups of the amino acids tryptophan and phenylalanine
forming covalent C-N-bonds (Manda et al. 2006; Hahn et al. 2009a,b). Depending on the
substitution grade of the dihydroxylated aromatics monoaminated (one amino acid couples)
and also diaminated (two amino acids couple) products were detected. These results implicate
that both the o- and the e-amino group of the amino acid lysine, one important component of
the MAPs, should be able to participate in the laccase-catalyzed C-N-coupling and subsequent
cross-linking. Hence, these enzymatic reactions may be suitable also to cross-link proteins
containing large amounts of lysine in presence of dihydroxylated aromatics. To design
potential biomaterials we focused (i) to determine the reaction of lysine with dihydroxylated
aromatic compounds, (ii) to analyze the reaction products of laccase-catalyzed reactions of
dipeptides consisting of tyrosine and lysine with dihydroxylated aromatics, and (iii) to
synthesize and analyze cross-linking products of synthetic tyrosine-lysine-containing
decapeptides with dihydroxylated aromatics.

Material and methods

Chemicals. The laccase substrates were purchased from  Sigma-Aldrich
(2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester, para-hydroquinone), from Fluka (hydrocaffeic
acid), and from Midori Kagaku Co., Japan (2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide).
The amino acids and peptides were obtained from Bachem (lysine(Ac)-OH, Ac-lysine-OH, H-
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Tyr-Lys-OH, Z-[Tyr-Lys]-OH), from Merck (L-lysine monochydrochloride), and from
Sigma-Aldrich (L-tyrosine). All chemicals were used as received.

Peptide synthesis. The oligopeptide with the structure [Tyr-Lys]io was synthesized on an
ABI 433A peptide synthesizer (Applied Biosystems, Foster City, CA, US) using Fmoc-
chemistry with UV-Monitoring. For coupling, amino acid derivatives were activated by
HBTU and the Fmoc—group was released with 20% piperidine in NMP. The following
solvents and reagents were used: HBTU activator, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH,
and a preloaded Fmoc-Lys(Boc)-HMP-resin were obtained from Applied Biosystems, except
piperidine (Sigma-Aldrich). After assembly, the peptide was cleaved from the resin in a
mixture of triisopropylsilane / H,O / triisopropylsilane (2,5% / 2,5% / 95%) for 2 hours at
room temperature. The resin was filtered and the solution was added dropwise to cold methyl-
tert-butylether (MTBE) in order to precipitate the peptide. After 5 min centrifugation at 3000
rpm the peptide pellet was resuspended in MTBE and the process repeated three times. The
final pellet was dried on air and the sample was analysized by MALDI-MS on a VVoyager-DE
mass analyzer (Applied Biosystems).

Enzymes.

Fungal strain. Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M 1044 was isolated from an oak tree in
northern Germany. This white rot fungus is deposited in the strain collection of the
Department of Biology of the University Greifswald (SBUG).

Cultivation of Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M 1044. P. cinnabarinus was initially
cultivated on malt agar plates that were incubated for 7 days at 30 °C and then kept at 4 °C.
The liquid culture was prepared by inoculating a nitrogen-rich medium containing 59
glucose, 1 g KH,PO,, 0.52 g L-asparagine, 0.5 g yeast extract, 0.5g KCI, 0.5g MgSO, -
7 H,0, 50 ml mineral salt solution and 50 ml FeSO, solution (0.2 g-1™) with three 1 cm? agar
culture fragments. The mineral salt solution contained 1 g Ca(NOs), - 4 H,0, 0.06 g CuSOy -
5 H,0, and 0.04 g ZnSO, - 7 H,O per liter modified according to Braun-Lullemann (Braun-
Lallemann et al. 1997). Incubation was performed without shaking at 30 °C for 7 days. A
uniform inoculum was obtained by homogenization of this culture with an Ultra-Turrax
homogenizer T25 (IKA Labortechnik, Staufen, Germany) at 8000 rpm. For the production of
the ligninolytic enzyme laccase, 40 ml medium inoculated with 2 ml of the homogenized pre-
culture was incubated in 100 ml Erlenmeyer flasks for 7 days with 3,4-dimethoxybenzyl
alcohol (10 mM), a known inducer of laccase. Cultures were shaken in a water bath (GFL
model 1092, Burgwedel, Germany) at 30 °C and 158 rpm.

Preparation of laccase from Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M 1044 (PcL). Under these
culture conditions P. cinnabarinus produced laccase as a single extracellular enzyme with an
activity of 500 nmol-mI™min™. The culture medium was filtered through a glass fiber filter in
a Buchner funnel to separate the medium from whole cells. The cell-free culture medium was
stirred with DEAE-Sephacel (Sigma, Steinheim, Germany) for 1 h and the adsorbed enzymes
were eluted from the DEAE-Sephacel with 20 mM sodium acetate buffer (pH 5). The enzyme
extract was desalted using a Sephadex G-25 Superfine column (Pharmacia, Freiburg,
Germany). This enzyme preparation contains only isoenzymes of laccase, but no other
enzymes and was used in 20 mM sodium acetate buffer (SAB) pH 5.0 which is close to its pH
optimum (Eggert et al. 1996; Feng et al. 1996; Jonas et al. 1998).

Laccase from Myceliophthora thermophila (MtL, expressed in genetically modified
Aspergillus sp.) was obtained from Novozymes (Bagsvaerd, Denmark). It was used as
received (activity 1000 U/g; substrate: syringaldazine) in citrate phosphate buffer (CPB, 18
mM citrate, 165 mM phosphate) at its pH optimum of pH 7.0 (Feng et al. 1996; Berka et al.
1997).
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Measurement of laccase activity. The activity of laccase was determined
spectrophotometrically at 420 nm with ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) diammonium salt) as substrate (Bourbonnais and Paice 1990) using the method
described by Jonas et al. (Jonas et al. 1998). 1 U is defined as 1 pmol-mI™-min™.

Experimental procedures. For analytical experiments the respective dihydroxylated
compound (1 mM) and the reactants L-lysine, L-tyrosine, Ac-Lys-OH, Lys(Ac)-OH, H-Tyr-
Lys-OH, or Z-[Tyr-Lys]-OH (1 mM, 2 mM or 10 mM) were incubated with laccase (activity
0.5 U). In controls the respective compounds were incubated in SAB or CPB without laccase.
2 ml reaction mixtures were incubated with agitation at 200 rpm in 5-ml-brown-glass-bottles
at room temperature.

Analytical HPLC. For routine analysis, the reaction mixtures were analyzed using an HPLC
system Agilent Technolgies, 1200 Series (Waldbronn) consisting of a G1311A quaternary
pump, G1322A degaser, G1329A auto sampler, G1315D diode array detector, and Agilent
ChemStation. The separation of the substances was achieved on an endcapped, 5 pm,
LiChroCART® 125-4 RP18 column (VWR, Darmstadt, Germany) at a flowrate of
1 ml-min~". A solvent system consisting of methanol (eluent A) and 0.1% phosphoric acid
(eluent B), starting from an initial ratio of 10% A and 90% B and reaching 100% methanol
within 14 min, was used.

Isolation of transformation products. For the isolation of products for MS and NMR
analyses, RP18 silicagel columns (60 ml, 10 g adsorbent material, phenomenex, Strata,
Germany) were charged with 20 ml of the reaction mixture. An excess of amino acid or
peptide was eluted with buffer and methanol water mixtures. The cross-coupling products
were eluted with 100% methanol. The isolated products were dried by lyophilization prior to
mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy.

Reactions of oligopeptides. For the isolation of oligomer products for MS analysis, 16 ml of
the reaction mixture consisting of 1 mM hydrocaffeic acid or 2,5-Dihydroxy-N-(2-
hydroxyethyl)-benzamide and 1 mM [Tyr-Lys];o was used. After an incubation period of 24 h
the mixtures were brown coloured and brown precipitates have been observed. The reaction
mixtures were centrifuged (10 minutes, 16.060 x g) and the supernatants were discarded. The
pellets were resuspended in aqua dest. and dried by lyophilisation.

Characterization of the products. The products 3a, 3c, 3d, 3e, 3f, 391, 392, 3i, 4a, 4d;-4d,,
4f,, and 4f, were characterized by liquid chromatography/mass spectrometry (LC/MS).
The standard atmospheric pressure ionization (API) mass spectrometry experiments were
performed using an Agilent Series 1100 HPLC system and an Agilent 1946C quadrupole
mass spectrometer (Waldbronn, Germany). The MS was used with both, atmospheric pressure
chemical ionization (APCI) and electrospray ionization (API-ES) sources. HPLC separation
was performed on a LiChroCART® 125-4, LiChrosphere® 100 RP-18e column (Merck,
Darmstadt, Germany) at 25 °C at a flowrate of 1 ml min~' within a 14-min gradient from 10%
to 100% methanol in 0.1% aqueous formic acid. APCI/API-ES MS conditions (positive and
negative ion mode) were as follows: nebulizer and drying gas, nitrogen; nebulizer pressure, 30
psig; drying gas flow, 10 L min™"; vaporizer temperature (for APCI), 350 °C: drying gas
temperature, 250 °C; capillary voltage, 4 kV; corona current (for APCI), 4 pA. LC high-
resolution mass spectrometry experiments were performed on an Agilent Series 1200 HPLC
system and an Agilent 1969A time-of-flight mass spectrometer (Waldbronn, Germany). The
TOF-MS conditions (negative and positive ion mode) with a dual sprayer API-ES source
were as follows: nebulizer and drying gas, nitrogen; nebulizer pressure, 40 psig; drying gas
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flow, 10 L min'; drying gas temperature, 350 °C; capillary voltage, 4 kV; fragmentor
voltage, 175 V; skimmer voltage, 60 V; octopole voltage, 250 V; mass reference (m/z),
121.05087 and 922.00979 in positive ion mode, and 112.98558 and 1033.98810 in negative
ion mode. HPLC separation was performed on a Zorbax Eclipse XDB-C8, 4.6mmx50mm,
3.5, column (Agilent, Germany) at 25 °C at a flow rate of 0.5 ml min~' within a 14-min
gradient from 10% to 100% methanol in 0.1% aqueous formic acid.

All FT-ICR MS high-resolution mass spectrometry (HRMS) experiments were performed
on a Bruker Daltonics APEX Il FT-ICR mass spectrometer (Bremen, Germany) equipped
with a 7.0 T shielded superconducting magnet. The flow rate for the eluent
(H,O/ACN/HCOOH 49/49/2, all HPLC-grade) was 2 ul/min using a syringe pump (Cole-
Palmer 74900 series). The ions were generated from an external ESI source (Apollo ESI-
Source) with the nebulizing gas pressure at 20 psi, heated drying gas at 20 psi and 150 °C, and
a capillary entrance voltage of -4500 V in negative ion mode and +4500 V in positive ion
mode (Marshall et al. 1992; Amster 1996; Marshall et al. 1998).

Mass spectra were acquired with both, positive and negative, ion modes with broadband
detection (32 scans each experiment) from 100 to 2.000 Da using 1024 K data points. All
experimental sequences, including scan accumulation and data processing, were performed
with XMASS 6.1.2 on Windows 2000.

The products 3h, 3i, 4b;-4bgs, 4c, 4e,, 4es, 4f1, and 4f, were analyzed by LC/MS as described
before (Donat et al. 2009). A C-18 column (Merck LichroSpher, 150 mm x 4.6 mm, 5um)
was used with solvent A: 0.1% formic acid in water and solvent B: acetonitrile. The gradient
t= 0 min, 10% B; t= 6 min, 30% B; t= 11 min, 30% B; t= 17 min, 70% B; t= 20 min, 100% B
was used at flow rate 0.5 ml/min. The mass spectrometric parameters were adjusted for
positive mode detection as described before (Donat et al. 2009). Reference masses were used
from the Agilent “ESI tune mix” as described above.

Digestion of the polymer mixture 5a of [Tyr-Lys]io and hydrocaffeic acid 2d was performed
3 hat 37 °C using Lys C (Sigma) dissolved in 20 mM NH4;HCO;3 (pH 8.2) with a ratio 1:100.
To purify peptides prior to LC/MS analyses a Zip-Tip method was used (Millipore
Corporation). After equilibration of the Cyg material and binding of the peptide extracts five
wash steps were performed with 10ul 1% acetic acid to remove contaminations. Peptides
were eluted using 5ul of 50% and subsequently 80% v/v acetonitril, 0.1% v/v acetic acid. The
combined eluates were concentrated in a vacuum centrifuge, resolved in 10 pl of 2% v/v
acetonitril, 0.1% acetic acid.

Samples were separated prior to mass spectrometric analyses by reverse phase nano HPLC on
a 15 cm PepMap100-column (3 pl, 100 A) using an Proxeon System (Odense, Danemark) at a
flow rate of 1pl/min. Separation was achieved in a linear gradient using 0.05% acetic acid,
2% acetonitrile in water (A) and 0.05% acetic acid in 45% acetonitrile (B) as eluents for 35
min MS-data were generated using the Orbitrap-MS equipped with a nanoelectrospray ion
source (PicoTip Emitter FS360-20-20-CE-20-C12, New Objective). After a first survey scan
(r= 60,000) MS? data were recorded for the five highest mass peaks in the linear ion trap at a
collision induced energy of 35%. The exclusion time was set to 30s and the minimal signal
for MS? was 1000.

The nuclear magnetic resonance (NMR) spectra for the products (‘*H NMR, *C NMR,
HSQC, HMBC) were recorded on a Bruker Avance 600 instrument (Karlsruhe, Germany) at
600 MHz.

Dimer 3a

Synthesis (1:1 mM, PcL) and isolation as described above. Ry (HPLC) 8.8 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 218, 273, 481 nm. MS (LC/MS): m/z: AP-ES, pos. ion mode 346 [M+H]", 368
[M+Na]"; HRMS FT-ICR (C17H15NO) calcd: [M] 345.08485; found: [M+H]" m/z 346.09279
(1.94 ppm), [M+Na]* m/z 368.07493 (2.34 ppm)
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Dimer 3b;

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. Rt (HPLC) 4.3 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 215, 269, 457 nm.

Dimer 3b,

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. Rt (HPLC) 4.9 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 217, 265, 469 nm.

Dimer 3c

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. R¢ (HPLC) 7.2 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 217, 265, 469 nm. HRMS FT-ICR (Ci1H20N,0-) caled: [M] 352.12704;
found: [M+Na]* m/z 375.11824 (5.28 ppm).

Dimer 3d

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. R¢ (HPLC) 8.3 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 218, 272, 482 nm. HRMS FT-ICR (C;7H23N307) calcd: [M] 381.15359;
found: [M+H]" m/z 382.16244 (4.15 ppm), [M+Na]* m/z 404.14447 (4.11 ppm)

Dimer 3e

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. Rt (HPLC) 7.0 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 215, 269, 457 nm. HRMS FT-ICR (C16H20N207) calcd: [M] 352.12704;
found: [M+H]" m/z 353.13625 (5.51 ppm), [M+Na]* m/z 375.11832 (5.49 ppm).

Dimer 3f

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. R¢ (HPLC) 7.8 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 213, 271, 479 nm. HRMS FT-ICR (Cy17H23N305) caled: [M] 381.15359;
found: [M+H]" m/z 382.16254 (4.41 ppm), [M+Na]* m/z 404.14487 (5.10 ppm)

Dimer 39,

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. R¢ (HPLC) 7.1 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 212, 271, 479 nm.

Dimer 39,

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. R¢ (HPLC) 7.5 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 212, 273, 489 nm.

MS (of the product mixture 3g; and 3g,): m/z: AP-ES, pos. ion mode 503 [M+H]*, 525
[M+Na]+; (C24H30N408) calcd: [M] 502.

Dimer 3h

Synthesis (1:2 mM and MtL) and isolation as described above. Rf (HPLC) 5.8 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 219, 293, 488 nm. AP-ES (Cz4H29N30sg) calcd: [M] 487.195465; found: pos. ion
mode [M+H]" m/z 488.201872 (1.78 ppm); neg. ion mode [M-H] m/z 486.190211 (6.42 ppm)
molecular mass for the quinoid product.

'H NMR (D,0) & 1.01 (m, J = 7.5, 7.9 Hz, H4"), 1.49 (m , J = 7.5, 7.3 Hz, H5"), 1.55 (m, J =
7.8 Hz, H3"), 2.33 (t, J = 7.7 Hz, H8), 2.67 (m, J = 7.5 Hz, H7b), 2.63 (M, J = 7.5 Hz, H7a),
2.94 (t, J = 7.4 Hz, H6"), 3.07 (m, H7"), 4.10 (m, J = 7.8 Hz H2"), 4.13 (m, H8"), 6.34 (s, H3),
6.69 (s, H6), 6.86 (d, J = 7.5 Hz, H3', H5'), 7.20 (d, J = 7.6 Hz, H2', H6"). *C-NMR (D-0) &
24.7 (C4"), 29.3 (C5"), 29.4 (C7), 34.4 (C3"), 40.3 (C7"), 40.4 (C8), 42.3 (C6"), 57.4 (C2),
64.4 (C8", 107.0 (C3), 118.7 (C3'/C5"), 120.6 (C6), 124.1 (C1), 131.7 (C1", 133.6 (C2'/C6"),
139.8 (C5), 140.5 (C2), 145.7 (C4), 157.4 (C4"), 185.0 (C9). HMBC ‘H-'3C correlations H3
(C1, C4, C5), H6 (C2, C4, C7), H7a (C1, C2, C8), H7b (C1, C6,C8), H8 (C1, C7, C9),
H2'/H6' (C2', C4', C6', C7"), H3'/H5' (C1', C3', C5'), H8' (C7"), H2" (C3"), H3" (C2", C4"), H4"
(C3", C5"), H5" (C4", C6™), H6" (C4", C5") NMR data for the hydroquinoid product.

Dimer 3i

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. Rt (HPLC) 10.6 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 212, 273, 480 nm. MS: m/z: AP-ES, pos. ion mode 637 [M+H]*, 659
[M+Na]"; (Cs2H3sN4O10) calcd: [M] 636. AP-ES (CaH3sN4O1g) calcd: [M] 636.243144;
found: pos. ion mode [M+H]" m/z 637.258109 (12.07 ppm); neg. ion mode [M-H]  m/z
635.240286 (8.68 ppm)
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Trimer 4a

Synthesis (1:10 mM, PcL) and isolation as described above. Ry (HPLC) 8.0 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 285, 321, 499 nm. MS (LC/MS): m/z: AP-ES, pos. ion mode 525 [M+H]", 547
[M+Na]"; HRMS FT-ICR (CzH24N2010) calcd: [M] 524.14309; found: [M+H]" m/z
525.15109 (1.39 ppm), [M+Na]* m/z 547.13295 (1.17 ppm)

N(alpha)-acetyllysine 1c¢ (Ac-Lys-OH) with para-hydroquinone 2b

Trimer 4b,

Synthesis (1:10 mM, MtL) and isolation as described above. Rf (HPLC) 6.2 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 212, 252(s), 345, 503 nm. MS and NMR data are the same as those of 4b,
except from the following NMR data of the quinone moiety: *H NMR (D,0) & 5.22 (s, 2H).
B3C-NMR (D,0) § 95.2. HMBC *H-3C correlations H 5.22 (C 156.3, C 180.4).

Trimer 4b,

Synthesis (1:10 mM, MtL) and isolation as described above. Rf (HPLC) 7.1 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 212, 252(s), 345, 503 nm. AP-ES (C,H32N4Os) calcd: [M] 480.222014; found:
pos. ion mode [M+H]" m/z 481.233060 (7.84 ppm), [M+Na]" m/z 503.214047 (5.59 ppm)

'H NMR (D,0) & 1.39 (m, 4H, H4/H3"), 1.67 (m, 4H, H5/H2"), 1.70 (m, 2H, H3/H4"), 1.82
(m, 2H, H3/H4"), 2.02 (s, 6H, H8/H8"), 3.28 (m, 4H, H6/H1"), 4.14 (dd, 2H, H2/H5"), 5.36
(s, 2H, H2/H5"). *C-NMR (D,0) & 24.7 (C8/C8"), 25.5 (C4/C3"), 29.8 (C5/C2"), 34.0
(C3/C4™M), 45.1 (C6/C1™), 57.9 (C2/C5"), 94.8 (C2'/C5"), 156.8 (C1'/C4Y), 176.5 (C7/CT"),
180.1 (C3/C6'"), 182.2 (C1/C6"). HMBC H-*C correlations H2/H5" (C1/C6", C3/C4",
C4/C3", C7/C7"), H3/H4" (Cl/C6", C2/C5", C4/C3", C5/C2"), H4/H3" (C2/C5", C5/C2",
C6/C1"), H5/H2" (C3/C4", C4/C3", C6/C1"), H6/H1" (C4/C3", C5/C2", C1'/C4"), H8/H8"
(C2/C5", C7ICT"), H2'/H5' (C4'/C1', C6'/C3).

Trimer 4b;

Synthesis (1:10 mM, MtL) and isolation as described above. HPLC/UV-Vis, MS, and NMR
data are the same as those of 4b, except from the following NMR data of the quinone moiety:
'H NMR (D,0) 8 5.39 (s, 2H). **C-NMR (D,0) & 94.8. HMBC *H-**C correlations H 5.39 (C
156.5, C 181.3).

Trimer 4c

Synthesis (1:10 mM, PcL) and isolation as described above. R¢ (HPLC) 7.9 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 212, 278, 349, 503 nm. AP-ES (Cz5H37Ns040) calcd: [M] 567.254043; found:
pos. ion mode [M+H]" m/z 568.262128 (1.43 ppm), [M+Na]" m/z 590.243015 (0.42 ppm)

'H NMR (D,0) & 1.38 (m, 2H, H4), 1.42 (m, 2H, H3"), 1.67 (m, 2H, H2"), 1.67 (m, 2H, H5),
1.70 (m, 1H, H3), 1.70 (m, 1H, H4"), 1.82 (m, 1H, H3), 1.82 (m, 1H, H4"), 2.01 (s, 3H, H8),
2.02 (s, 3H, H8"), 3.30 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H1"), 3.37 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H6), 3.46 (t, J = 5.5
Hz, 2H, H9"), 3.75 (t, J = 5.5 Hz, 2H, H10, 4.18 (dd, 1H, H2, H2), 4.18 (dd, 1H, H2, H5"),
5.48 (s, 1H, H5"). *C-NMR (D,0) 5 24.6 (C8), 24.6 (C8"), 25.2 (C4), 25.2 (C3"), 29.6 (C2"),
31.1 (C5), 33.6 (C3), 33.6 (C4"), 33.6 (C3/C4"), 45.1 (C1"), 46.5 (C6), 44.9 (C9), 57.3 (C2),
57.3 (C5"), 62.6 (C10", 94.8 (C5"), 152.2 (C1"), 155.5 (C4"), 176.3 (C7/CT7"), 180.9 (C1/C6").
HMBC *H-'3C correlations H1" (C2", C3", C4'), H2 (C1, C3, C4, C7), H2" (C3"), H3 (C1, C2,
C4, C5), H3" (C2", C4", C5"), H4 (C2, C3, C5, C6), H4" (C2", C3", C5", C6"), H5 (C4), H5"
(C3", C4", C6", C7"), H6 (C1', C4, C5), H8 (C2, C7), H8" (C5", C7"), H9' (C7', C10"), H10'
(C9.

Trimer 4d,

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. Rs (HPLC) 6.5 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 212, 275, 349 nm

Trimer 4d,

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. Rs (HPLC) 7.4 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 212, 275, 350 nm

Trimer 4d;
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Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. R¢ (HPLC) 8.7 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 212, 275, 349 nm

Trimer 4d,

Synthesis (1:1 mM, PcL or MtL) and isolation as described above. R¢ (HPLC) 9.4 min, UV-
Vis (MeOH) Amax 212, 275, 347 nm

MS (of the product mixture 4d; - 4d4): m/z AP-ES, pos. ion mode 810 [M+H]", 832 [M+Na]";
(C24H30N403) calcd: [M] 809.

Trimer 4e;

Synthesis (1:10 mM, PcL) and isolation as described above. Rs (HPLC) 7.1 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 224, 275, 399 nm

Trimer 4e;

Synthesis (1:10 mM, PcL) and isolation as described above. Rf (HPLC) 8.4 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 224, 272, 395 nm. AP-ES (CsgHasNgO11) calcd: [M-H,0] 776.338107; found:
pos. ion mode [M-H,O+H]" m/z 777.344541 (1.08 ppm); neg. ion mode [M-H,O-H] m/z
775.330408 (0.87 ppm)

Trimer 4e3

Synthesis (1:10 mM, PcL) and isolation as described above. Rs (HPLC) 8.4 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 224, 272, 395 nm. AP-ES (CsgH4sNsO11) calcd: [M-H,0] 776.338107; found:
pos. ion mode [M-H,O+H]" m/z 777.343541 (2.35 ppm); neg. ion mode [M-H,O-H] m/z
775.330158 (0.55 ppm)

ESI-MS/MS measurement of a trimer mixture 4e resulted in 3 different products: calcd: [M-
H,0] 776.338107; found: pos. ion mode [M-H,O+H]" m/z 389.1767, 389.1768, and 389.1770
(z=2).

'H NMR (D,0) of four trimers from a product mixture first trimer & 1.30 — 1.83 (4xm, H3",
H4", H5"), 2.39 (t, J = 7.1 Hz, 2H, H8), 2.94 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H7), 3.21 — 3.92 (6xm, H6",
H7', H8"), 4.20 (dd, 1H, H2"), 6.33 (s, 1H, H3 or H6), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3', H5'), 7.18
(d, J = 8.3 Hz, 2H, H2', HE'); second trimer ¢ 1.30 — 1.83 (4xm, H3", H4", H5"), 2.39 (t, J =
7.1 Hz, 2H, H8), 2.94 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H7), 3.21 — 3.92 (6xm, H6", H7', H8"), 4.20 (dd, 1H,
H2"), 5.55 (s, 1H, H6 or H3), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3', H5'), 7.18 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H2,
H6"); third trimer & 1.40 — 1.69 (4xm, H3", H4", H5"), 2.34 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H8), 2.85 (2xt,
J =75 Hz, 2H, H7), 3.04 — 3.95 (4xm, H6", H7', H8'), 4.11 (dd, 1H, H2"), 6.71 (s, 1H, H3 or
H6), 6.88 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H3', H5"), 7.20 (d, J = 7.4 Hz, 2H, H2', HE"); fourth trimer &
1.40 — 1.69 (4xm, H3", H4", H5"), 2.34 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H8), 2.85 (2xt, J = 7.5 Hz, 2H, H7),
3.04 — 3.95 (4xm, H6", H7', H8"), 4.11 (dd, 1H, H2"), 5.28 (s, 1H, H6 or H3), 6.88 (d, J = 7.7
Hz, 2H, H3', H5"), 7.20 (d, J = 7.4 Hz, 2H, H2', HE")

Trimer 4f;

Synthesis (1:10 mM, PcL) and isolation as described above. Rf (HPLC) 10.2 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 212, 273, 345 nm

Trimer 4f,

Synthesis (1:10 mM, PcL) and isolation as described above. Rf (HPLC) 11.7 min, UV-Vis
(MeOH) Amax 212, 277, 347 nm

MS (of the product mixture 4f; and 4f,): m/z: AP-ES, pos. ion mode 1078 [M+H]", 1100
[M+Na]"; (C32H3sN4O10) caled: [M] 1077. AP-ES (CsH3zsN4O10) calcd: [M] 1077.433129;
found: pos. ion mode [M+H]" m/z 1078.443139 (2.54 ppm); neg. ion mode [M-H]  m/z
1076.429393 (4.31 ppm)

After digestion of the polymer mixture 5a using Lys C three products were detected by ESI-
MS/MS, which correspond to products 4e. calcd: [M-H,0] 776.338107; found: pos. ion mode
[M-H,O+H]" m/z 389.1768, 389.1771, and 389.1770, (z=2), fragmentation: 129.08, 147.06,
293.27, 302.29, 380.24, 457.16, 485.28, 585.27, 603.27, 631.28, 649.22.
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Results and discussion

The laccase-catalyzed reactions of four amino acids 1la — 1d and two dipeptides le and 1f
with dihydroxylated aromatics 2a — 2d were analyzed by HPLC using a diode array detector.
Diverse product pattern of dimers and trimers could be detected for the reaction mixtures
(Tab. 1). Some dimers (named 3) and some trimers (named 4) were detectable in higher
concentration, were isolable and at least slightly stable for further structural characterization
to determine the reaction mechanism.

Tab. 1 Products obtained in laccase-catalyzed transformation

2,5-Dihydroxy-benzoic acid | para-Hydroquinone 2b 2,5-Dihydroxy-N-(2- Hydrocaffeic acid 2d
Reactants methyl ester 2a hydroxyethyl)-
benzamide 2c
L-Tyrosine 1a Dimer 3a” (8.8)? Dimer (7.8) Dimer (8,4) M
(218, 273, 481)" (216, 266, 480) (221, 271, 481)
Trimer 4a (8.0) Trimer (7.6) Trimer (8.0),
(285, 321, 499) (210, 340, 480) (217, 273, 347) Trimer
Trimer (8.6) (8.9)
(212, 341, 492) (219, 275, 348)
Trimer (9.2) Trimer (9.6)
(210, 272, 342, 454) (219, 275, 349)
L-Lysine Dimer 3b; (4.3) Dimer (3.4) Dimer (4.9) /
1b (215, 269, 457 (214, 262, 482) (219, 271, 479)
Dimer 3b; (4.9) Dimer (5.7)
(217, 265, 469) (219, 275, 481)
some heteromolecular Trimer (3.7) Trimer (4.7)
trimers and oligomers with (212, 344, 484) (215, 275, 349)
overlapping Trimer (5.3)
chromatographical (215, 275, 349)
behaviours Trimer (5.8)
(215, 275, 347)
Trimer (6.5)
(217, 273, 345)
Ac-Lys-OH 1c Dimer 3c (7.2) Dimer (6.2) Dimer 3d (8.3) /
(217, 265, 469) (218, 262, 496) (218, 272, 482)
) Trimer 4b, (6.2) Trimer 4c (7.9)
(212, 252(s), 345, 503) (212, 278, 349, 503)
Trimer 4b; (7.1)
(212, 252(s), 345, 503)
Trimer 4b; (7.1)
(212, 252(s), 345, 503)
Lys(Ac)-OH 1d Dimer 3e (7.0) Dimer (6.2) Dimer 3f (7.8) /
(215, 269, 457) (214, 261, 478) (213, 271, 479)
Trimer (7.7) Trimer (7.1) Trimer (8.3)
(273, 339) (342, 504) (211, 273, 488)
Trimer (6.2) (342)
H-Tyr-Lys-OH some heteromolecular some heteromolecular dimers Dimer 3g; (7.1) Dimer 3h (5.8)
le dimers and trimers with and trimers with overlapping (212, 271 479) (219, 293, 488)
overlapping chromatographical behaviours Dimer 39, (7.5)
chromatographical (212, 273 489)
behaviours Trimer 4d; (6.5) Trimer 4e; (7.1)
(212, 275, 349) (224, 275, 399)
Trimer 4d; (7.4) Trimer 4e; (8.4)
(212, 275, 350) (224, 272, 395)
Trimer 4d; (8.7) Trimer 4e; and 4e, differ
(212, 275, 349) only in MS and NMR
Trimer 4d, (9.4)
(212, 275, 347)
Z-[Tyr-Lys]-OH | / / Dimer 3i (10.6) Dimer (9.5)
1f (212, 273, 480) (211, 283, 501)
Trimer 4f; (10.2) -
(212, 273, 345)
Trimer 4f, (11.7)
(212, 277, 347)
[Tyr-Lys]io / / three-dimensional three-dimensional
network network 5a

Y Product description only for MS and/or NMR analyzed products
2 R-HPLC (in min) values in parentheses
¥ UV-Vis (MeOH) Amax (in nm) values in parentheses
4 Reaction not performed
% No products identified
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Reaction of tyrosine, lysine and lysine derivatives with dihydroxylated aromatic
compounds

L-Tyrosine la and L-lysine 1b were subjected to laccase-catalyzed transformation of
2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester 2a. L-Lysine was used as it is beside DOPA the other
major component of synthetic DOPA-containing polypeptides and sequentially random
copolypeptides since it (i) is present in large quantities in MAPs, (ii) is thought to be involved
in protein cross-linking reactions (Holl et al. 1993), and (iii) provided good water solubility to
copolymers (Deming 2007).

L-Tyrosine was applied as it is a precursor of DOPA (Marumo and Waite 1986) and less
reactive than DOPA and it is a further component of MAPs (Waite et al. 1985; Rzepecki et al.
1991).

Resulting from the laccase-catalyzed reactions of L-tyrosine la with 2,5-dihydroxybenzoic
acid methyl ester 2a one C-N coupling dimer 3a (equimolar reaction mixture) and one C-N
coupling timer 4a (1:10 mM reaction mixture) could easily be detected by HPLC using a
diode array detector (Tab. 1). 3a consists of one p-quinone and one amino acid moiety,
whereas 4a includes beside the p-quinone component two amino acid molecules as described
for other aminations (Niedermeyer et al. 2005; Hahn et al. 2009a). The identification of the
cross-couplings between 2a and L-tyrosine is based on UV-Vis and different mass spectral
data listed in Material and methods.

Whereas L-tyrosine has only the a-amino group in the molecule structure and can only
aminate the laccase substrate once to produce one dimer or two L-tyrosine molecules can
react to one trimer, L-lysine has beside the a-amino group the g-amino group and should be
able to aminate twice to produce different dimers and trimers and oligomers (Fig. 1).
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OH oH
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Fig. 1 Reactions of the o- and g-amino group of lysine with dihydroxylated aromatic compounds
forming dimers, trimers and postulated oligomer as one example of a lot of possible oligomers
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According to this hypothesis laccase-catalyzed reaction of equimolar amounts of
2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester 2a and L-lysine 1b resulted in the formation of two
dimers 3b; and 3b, with slightly different chromatographical behaviours (Tab. 1). The
isolation and further structural characterization of the dimers did not lead to usable results
because of the high reactivity and tendency to form higher molecular weight products. So we
used the N-derivatized L-lysines N(alpha)-acetyllysine 1c (Ac-Lys-OH) and N(epsilon)-
acetyllysin 1d (Lys(Ac)-OH) for the laccase-catalyzed reaction with 2a. In theory we should
obtain only one dimer per reaction since both derivatized amino acids have only one free
amino group for cross-linking. In fact, 1c and 1d reacted rapidly to only one dimer (3c from
1c and 3e from 1d) consisting of one p-quinone and one amino acid moiety based on UV-Vis
and mass spectral data listed in Material and methods.

As the UV-Vis spectra of 3b; (formed from 2a and lysine) and 3e (formed from 2a and
Lys(Ac)-OH) are identical (Tab. 1) we deduced that the free a-amino group of both 1b and
1d is responsible for the cross-link between 2a and the amino acids. The UV-Vis spectra of
3b, (formed from 2a and lysine) and 3c (formed from 2a and Ac-Lys-OH) are also equal
(Tab. 1) and so the free e-amino group of both 1b and 1c reacted with the laccase substrate 2a
to form dimers. So we could show that both amino groups of L-lysine are able to react with
the laccase substrate 2a. To further determine the bonding points between the amino acids and
2a we tried to analyze the dimers with NMR. However, NMR experiments were not possible,
because of the low stability of highly concentrated solutions of the dimers in methanol and its
insufficient solubility in chloroform and water. Also other dimers formed from para-
hydroquinone 2b or 2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide 2c with 1c (Ac-Lys-OH)
or 1d (Lys(Ac)-OH) could not be analyzed by MS or NMR based on low stability and
insufficient solubility concerning the high reactivity of the dimers.

Regarding to the design of potential biomaterials for medical or industrial applications it is
essential to determine the structure of the reaction products by MS and NMR. Therefore we
synthesized some trimers consisting of one molecule dihydroxylated aromatic compound and
two molecules amino acid hoping for less reactivity of these products. From the laccase-
catalyzed reaction of para-hydroquinone 2b (1 mM) and 1lc (Ac-Lys-OH; 10 mM) we
obtained two trimers 4b; and 4b, with slightly different chromatographical behaviours
(Tab. 1) and useable stability. Corresponding to the similar retention times the trimers could
not be separated from each other. MS and NMR analyses of the trimer mixture documented
for 4b, (main product) the coupling of the e-amino group of one molecule 1c to the C1’-atom
of 4b, and the coupling of the e-amino group of a second molecule 1c to the C4’-atom of 4b,
(Fig. 2). Therefore the aminations occur in para-position to each other like described for
structural related trimers (Niedermeyer et al. 2005; Hahn et al. 2009a).

OH . 0 ) HO " : 3|02' -
©/ N 2 HZNWLOH accase g S " - . A Ol
OH HNTOI/ | 6'O ' NWOH
HN 8
gﬁ
2bR=H 1c 4b,R=H
7 8 9 10
2c R = CONHC,H-OH 4c R = CONHCHCHOH

Fig. 2 para-Hydroquinone and 2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide (laccase substrates 2b
and 2c¢), Ac-Lys-OH (reactant 1¢), and the trimers 4b, and 4c as results of laccase-catalyzed reactions
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Beside main trimer 4b, NMR analyses showed additional signals for supposable two
additional trimers in very small concentrations, one of them should be 4b; and the other one
4bs, which probably has the same retention time like 4b,. Due to the low signal intensity we
could not determine the cross-linking points of 4b; and 4bs. Furthermore, one trimer 4c could
be analyzed from the reaction of 2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide 2c (1 mM)
and 1c (Ac-Lys-OH; 10 mM) with comparable structure to 4b, (Fig. 2). With the structures of
4b, and 4c we could show that the g-amino group of 1c is able to cross-link dihydroxylated
aromatics in different ways.

Studies on adhesion mechanisms of MAPs have described adhesions, oxidations and cross-
linking reaction pathways for peptidyl DOPA and DOPA ortho-quinone; (i) formation of
DOPA-metal complexes (Hansen and Waite 1991; Deming 1999; Ooka and Garrell 2000;
Holten-Andersen et al. 2009a), (ii) adsorption of DOPA to metal- or metal-oxid-bearing
surfaces through hydrogen bonding (McBride and Wesselink 1988; Deming, 1999), (iii)
physical interactions rather than chemical bonding (Lin et al. 2007), (iv) reaction of DOPA or
DOPA-quinone to form free radicals which result in dimeric cross-linked biarylic products
(Waite 1990b; Waite 1992; McDowell et al. 1999; Burzio et al. 2000), and (v) coupling of
DOPA-quinone with a free amino group to form an interchain imine cross-link or in a
Michael addition reaction to form an amine cross-link (Waite 1990b; Yamamoto et al. 1997;
Yamamoto et al. 2000). Our results support thesis (v) the formation of amine cross-link. We
demonstrated that the e-amino group of lysine is able to cross-link dihydroxylated aromatics.
Based on the results of the tyrosine and lysine cross-linking with dihydroxylated aromatics
the laccase-catalyzed reactions of dipeptides consisting of tyrosine and lysine or their
derivatives with dihydroxylated aromatics were the next step on the way to biological
adhesives for biomedical applications.

Reactions of dipeptides and their derivatives with dihydroxylated aromatic compounds
The dipeptide H-Tyr-Lys-OH 1e was subjected to laccase-catalyzed transformations with the
dihydroxylated aromatic compounds: 2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester 2a, para-
hydroquinone 2b, 2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide 2c, and hydrocaffeic acid 2d.
The reactions of 2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide 2c and of hydrocaffeic acid 2d
showed utilizable results for structural characterization of the reaction products.

The MS analysis of the reaction products of le with 2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-
benzamide 2c resulted in the description of dimer products (3g; and 3g, as mixture) consisting
of a quinone and a dipeptide moiety and trimer products (4d; to 4d, as mixture) composed of
one quinone and two dipeptide moieties. Due to the high reactivity of the dimers and trimers
NMR analyses could not be performed with satisfying results.

Resulting from the reaction of H-Tyr-Lys-OH le (2 mM) and hydrocaffeic acid 2d (1 mM) a
hydroquinonoid dimer 3h could be determined by NMR (Fig 3), whereas by MS analysis a
quinonoid dimer could be detected, like described for the other reactions. But both the NMR
and the MS data support the cross-linking between H-Tyr-Lys-OH and hydrocaffeic acid.

ol OH
O\)\W I/\ﬁ Laccase HO\O\')\W
Y15 8 H2 3 5
3

le 2d 3h

Fig. 3 H-Tyr-Lys-OH (reactant 1e), hydrocaffeic acid (laccase substrates 2d), and the dimer 3h as a
result of laccase-catalyzed reaction
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Additional to the dimer product 3h two trimers could be analyzed by MS and four trimer
products 4e;, 4e,, 4e3, and 4e, were detected by NMR from a product mixture. Due to the low
signal intensity we could only determine the existence of four different trimers, but we could
not assign the direct coupling points between H-Tyr-Lys-OH 1e and hydrocaffeic acid 2d.
The structures should be similar complex as demonstrated for the reaction of lysine in Fig. 1
according to the free a-amino group of the Tyr-part and the free e-amino group of the Lys-
part of le.

Additionally we tried to analyze the reactions of 2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-
benzamide 2c and hydrocaffeic acid 2d with Z-[Tyr-Lys]-OH 1f. As expected dimers and
trimers could be detected by HPLC. The MS analysis of the reaction products of 1f with 2¢c
resulted in the description of one dimer 3i consisting of a quinone and a dipeptide moiety and
two trimer products 4f; and 4f, consisting of one quinone and two dipeptide moieties.

Our results with dipeptides support the thesis of the formation of amine cross-link by
adhesion mechanisms of MAPs. The g-amino group of lysine in dipeptides is able to cross-
link dihydroxylated aromatics forming dimers and trimers and supposable higher molecular
weight products.

The next step on the way to potential biomaterials was the laccase-catalyzed reactions of
dihydroxylated aromatics with oligopeptides.

Reactions of oligopeptides with dihydroxylated aromatic compounds

The oligopeptide with the structure [Tyr-Lys];o was used in laccase-catalyzed reactions with
dihydroxylated aromatics because synthetic polypeptides were also prepared and used to
mimic marine adhesives (Yu and Deming 1998; Yamamoto et al. 2000). According to the
results with L-lysine la and the dipeptide H-Tyr-Lys-OH 1e a three-dimensional network
should be built from the reaction of [Tyr-Lys]io and 2,5-dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-
benzamide 2c or hydrocaffeic acid 2d (Fig. 4).
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Fig. 4 Model of a three-dimensional network (5a) resulting from the laccase-catalyzed reaction of
[Tyr-Lys]yo and hydrocaffeic acid 2d (R = CH,CH,COOH)
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Theses networks should be cross-linked by the free e-amino groups of the Lys-parts of [Tyr-
Lys]io and consist of a variety of polymers. The reaction mixtures of [Tyr-Lys]io and 2,5-
dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamide 2c or hydrocaffeic acid 2d turned from liquid
colourless to brown with brown precipitate and neither reaction products nor the reactants
were detectable by HPLC indicating the formation of a lot of different high molecular weight
products which are not isolable or analyzable by MS or NMR because of the diversity of
structures. [Tyr-Lys]io contains ten free e-amino groups which can all but must not all react
with laccase substrate molecules forming diverse structures. To determine the cross-link
between [Tyr-Lys]io and the dihydroxylated aromatics the polymer mixture 5a of [Tyr-Lys]1o
and hydrocaffeic acid 2d was digested by lys C, which separates the bonds between the Tyr-
Lys-units of the oligopeptide forming low-molecular weight products resulting in trimers like
4e; — 4e, by completed digest. The digested mixture was analyzed by MS and the MS data
were compared with those of the trimer mixture formed from H-Tyr-Lys-OH 1e and 2d. In
both analyses the mass of trimer 4e (mixture of 4e; — 4e4) could be detected indicating the
cross-link of free e-amino groups of [Tyr-Lys]io with hydrocaffeic acid 2d. Hydrocaffeic acid
is an ortho-dihydroxylated aromatic compound structurally related to DOPA. The single
difference is the missing amino group of hydrocaffeic acid. Due to this fact and the described
results in this work it can be assumed that the adhesion mechanisms of MAPs result at least in
one part from Michael addition reaction to form amine cross-link as supposed by (Waite
1990Db; Burzio et al. 1997; Yamamoto et al. 1997; Yamamoto et al. 2000).

For the MAPs several applications have been proposed due to the adhesive properties for
medical applications (Strausberg and Link 1990; Green 1995; Robin et al. 1988; Holten-
Andersen and Waite 2008), enzyme, cell, and tissue-immobilizing agents, anticorrosives, and
metal scavengers (Deming 1999; Waite 2008).

Due to the brown precipitate and the three-dimensional network formation our system of the
three components - [Tyr-Lys]10, dihydroxylated aromatic substrate and laccase — has potential
as biomaterial for application in medicine or industry. The properties of our products have to
be analyzed in further investigations for different applications.
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4.7 Mikrobielle Laccasen zur Synthese organischer Substanzen

Im fanften Artikel wird das Potential der Laccase zur Synthese von Feinchemikalien
vorgestellt. Dabei wurde sowohl auf die Funktionen der Laccase allgemein und im Speziellen
bei der Synthese neuer Verbindungen eingegangen. Des Weiteren wurden die Verfahren zur
Herstellung von Feinchemikalien mittels Laccase im Einzelnen erlautert. Der Artikel wurde in
der Zeitschrift Biospektrum verdéffentlicht. Der Abstract und der komplette Text sind der Arbeit

beigeflgt.
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Mikrobielle Laccasen zur Synthese
organischer Substanzen

VERONIKA HAHN, FRIEDER SCHAUER
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Das Enzym Laccase katalysiert Hunderte von Kopplungs- und Derivatisie-
rungsreaktionen. Die Effizienz der Reaktion sowie umweltfreundliche
Reaktionsbedingungen sind weitere Vorteile fiir die organische Synthese.

Exploiting the enzyme laccase as biocatalyst allows a variety of synthetic

reactions with high effectiveness.

B Die Laccase kommt sowohl in Insekten
und Pflanzen als auch in Mikroorganismen
wie Bakterien und Filzen vor. So divers wie
die Quellen der Laccasen sind auch ihre
physiologischen Funktionen. Beispielsweise
kann Laccase in WeiBfaulepilzen beim Abbau
von Lignin, aber auch von Kohle von Bedeu-
tung sein. Daneben ist sie an der Humusbil-
dung sowie an Polymerisations- und Synthe-
seprozessen in Zellen beteiligt, wie z. B. bei
der Pigmentsynthese in Sporen von Bakte-
rien und Pilzen oder der Sklerotisierung von
Insekienzellen.

Bisherige biotechnische Anwendungen
beziehen sich auf die chlorfreie Bleichung von
Papier, die Entfernung von Farbstoffen bei der
Textilherstellung sowie von unerwiinschten
Phenolen aus Most. Daneben wird die Lacca-
se in Biosensoren und Brennstoffzellen ein-
gesetzt. Dafiir stehen verschiedene Laccasen,

insbesondere aus WeiBfdulepilzen zur Verfii-
gung. Der zinnoberrote Zunderschwamm (Pye-
noporus cinnabarinus) beispielsweise produ-
ziert groBe Mengen an extrazelluliirer Lac-
case und scheidet dabei kaum Nebenenzyme
aus, sodass die Laccase relativ einfach iso-
liert werden kann. Dabei kinnen Verbindun-
gen wie 2,5-Dimethylanilin oder 3,4-Dime-
thoxybenzylalkohol den Pilz anregen, Lacca-
se zu produzieren, wodurch die Enzymaus-
beute gesteigert wird. Verschiedene Laccase-
Priparate sind inzwischen kiuflich, darun-
ter die Laccase des Pilzes Myceliophthora ther-
mophila. Das Laccase-Gen wird dabei in
einem Schimmelpilz (Aspergillus spec.) liber-
exprimiert, um eine hihere Ausbeute des
Enzyms zu erreichen. Diese Art der Laccase-
Produktion ermdglicht einen umfassenden
Einsatz fiir die Herstellung neuer organischer
Molekiile. In diesem Zusammenhang stellen
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A Abb. 1: Reaktionsprinzip der Laccase, Bildung von Radikalen und mogliche Reaktionsprodukte.

vor allem die Synthese von Feinchemikalien
und Biomaterialien sowie die Derivatisierung
von Wirkstoffen neue Anwendungsgebiete
dar.

Laccase zur Herstellung von
Feinchemikalien

Laccasen haben als kupferhaltige Oxidasen
einige besondere Eigenschaften: Als extra-
zellulire Enzyme besitzen sie eine auferor-
dentlich hohe Enzymstabilitiit, etwa gegen-
iiber erhihter Temperatur oder Lisungsmit-
teln. Weiterhin ist das breite Spektrum von
aromatischen Substraten hervorzuheben. Die
Oxidation von hydroxylierten aromatischen
Substanzen fithrt zum Abzug eines Elektrons
und - unter gleichzeitiger Reduktion mole-
kularen Sauerstoffs zu Wasser — zur Bildung
von freien Radikalen (Abb. 1). Auf diese Weise
kinnen zahlreiche aromatische Laccase-Sub-
strate _aktiviert” werden. Sie sind dann in der
Lage, mit Molekiilen der gleichen Art, ande-
ren Laccase-Substraten oder auch mit Hun-
derten von Nicht-Laccase-Substraten zu rea-
gieren und Kopplungsreaktionen mit ver-
schiedenen Molekiilen zu vollziehen. So kiin-
nen diverse chemische Substanzklassen
mittels Laccasen verkniipft oder derivatisiert
werden (Tab. 1), weshalb diese Art der Syn-
these als kombinatorische Biochemie bezeich-
net wird. Als Ausgangssubstrat dient z. B. 2,5~
Dihydroxyacetophenon (Tab. 1C), eine Sub-
stanz, die von Laccase oxidiert werden kann.
Die durch die Oxidation von unterschied-
lichen Laccase-Substraten entstehenden Radi-
kale unterliegen je nach den gewéhlten Bedin-
gungen verschiedenen Reaktionen. Dabei
konnen homo- und heteromolekulare Reak-
tionen unterschieden werden. Bei der homo-
molekularen Reaktion werden zwei Molekii-
le der gleichen Substanz verkniipft; bei der
heteromolekularen Kopplung erfolgt eine
Reaktion zwischen unterschiedlichen Ver-
bindungen. Dabei zéhlen zu den moglichen
Reaktionspartnern sowohl Verbindungen, die
durch Laccase oxidiert werden kinnen, als
auch Substanzen, die nicht oxidiert werden
kénnen wie L-Phenylalanin (Tab. 1C). Auf die-
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synthetisierten Produkte.

se Weise ist die Bildung von homo- oder
heteromolekularen Hybridmolekiilen
und damit eine effiziente Synthese von
zahlreichen Feinchemikalien miglich.
Die Reaktionspartner kiinnen in Abhin-
gigkeit von der Anzahl und Art der Sub-
stituenten sowie der Reaktionszeit ein-
mal oder mehrmals verkniipft werden,
was zur Bildung von Di-, Tri- oder Poly-
meren fiihrt (Tab. 1). Die Verkniipfung
der Molekiile und somit der Bindungs-
typ ist abhiingig von den Reaktions-
partnern. Die homomolekulare Reak-
tion fiihrt zu C-C- (Tab. 1A) [1], C=C-
[2] und auch C-O-Bindungen [3]. Die
heteromolekularen Hybridmolekiile
kénnen bei phenolischen Reaktions-
partnern iiber C-C- (Tab. 1B) [4], C=C-
[2] und C-O-Bindungen [5] oder bei der
Reaktion von aromatischen Aminen
iiber C-N (Tab. 1C) [6] verkniipft sein.
Bei Ringbildungen werden mehrere
Bindungen gekniipft (z. B. C-Sund C=N,
Tab. 1D} [7]. Auf diese Weise kilnnen
zahlreiche Wirkstoffe oder Grund-
strukturen von medizinisch relevanten
Verbindungen wie Antibiotika, Amino-
sduren, Azole oder Salicylsdureester
derivatisiert werden. Gerade die Syn-
these von C-N-verkniipften Hybridmo-
lekiilen eriffnet interessante Maglich-
keiten. So kinnen die mittels Laccase
hergestellten Verbindungen nicht nur
als Feinchemikalien fiir die Synthese
weilterer organischer Substanzen
genutzt werden, sondern auch als Aus-
gangsstoff fiir neue Wirkstoff-Derivate
fiir die Herstellung oder weitere scho-
nende Optimierung von verschiedenen
Medikamenten fungieren [8].

BIOspektrum | 05.09 | 15. Jahrgang

Gewinnung von Hybridmoleki-
len mittels Laccase

Die Synthese von neuen Verbindungen
mithilfe der Laccase erdffnet eine Viel-
zahl an Variationsméglichkeiten. Die
zahlreichen Laccase-Substrate und die
- speziell bei der heteromolekularen
Kopplung - grofie Auswahl an Reak-
tionspartnern erlaubt die Herstellung
unterschiedlicher Substanzen (Abb. 2).
Die Gewinnung von Hybridmoelekiilen
umfasst mehrere Prozesse und Metho-
den, wobei die gewlinschte Verbindung
erst mittels Laccase synthetisiert, dann
gereinigt wird, um letztlich als Rein-
substanz weiter charakterisiert und auf
Anwendungseigenschaften gepriift zu
werden. So wurde beispielsweise ein
trimeres Produkt bei der Reaktion der
dihydroxylierten Verbindung 2,5-Dihy-
droxyacetophenon und der Aminosiu-
re  L-Phenylalanin  synthetisiert
(Tab. 1C). Im Labor werden dazu die
beiden Ausgangsstoffe mit der Lacca-
se, z. B. aus Myceliophthora thermophi-
la im wiissrigen Milieu, meist in Puf-
fer, inkubiert. Der pli-Wert des Puffers
entspricht dabei dem pH-Optimum der
jeweiligen Laccase; je nach gewiinsch-
tem pH-Bereich kinnen Laccasen mit
unterschiedlichen pH-Optima genutzt
werden. Die Reaktion ist von Sauerstoff
abhingig, aber Kofaktoren sind nicht
erforderlich. Die Bildung der ange-
strebten Hybridmolekiile wird meist
von einer Farbreaktion begleitet und
kann mithilfe der HPLC (Hochleis-
tungsfliissigkeitschromatografie) ver-
folgt und mittels geeigneter Detekto-
ren, etwa einem UV/Vis-Detektor,
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Tab. 1: Obersicht iiber mégliche Laccase-katalysierte Reaktionen, die Bindungs- und Produkttypen sowie die Quelle der fiir die Synthese genutzten Laccase
und die Ausbeute des Produkts. Die Bindung zwischen den Reaktionspartnern ist rot gekennzeichnet.

Bindungstyp, Strukturformel des Quelle der Laccase Ausbeute Literatur-
Produkttyp Reaktionsprodukts des Produkts zitat
Homomolekulare Reaktion
A 3{2-Chloroethyl}-&-hydroxy- &G, Prenoporus cinnabarinus; B5% [
2, 4-dimethylbenzoesdure Dimer Trametos spec. Laccase C
methylester (SalicylsBureastar)
] 0"
o oH
Heteromolekulare Reaktion
B 1 4-Hydrochinom; CC Polyporus ancaps 5% 4
Mithramycin (Antitumor- Dimar
Antibiotikum)
€ 25 Dihydroxyacetophenon; C-N, 9, Prcnoporus cinnabarinus; 40% 61
L-Phenylalanin [Aminosdure) Trimer n Myceliophthora thermophia
o
N
o H
[}
D 1,4-Hydrochinen; G-5,C-N ,N,-;]f& o keine Angabe 95% m
4 Amino-5-athyl-3-mercapto- Dimer N zur biologischen Quelle
1,2,4-triazol (Azolderivat)
elektronisch ausgewertet werden. Die Isola- mischen Verfahren zur Synthese von organi- — &olo(d,3-B)4.1 iadiazine-i

tion des Produkts erfolgt mittels Festphasen-
extraktion. Die sich daran anschliefende
Gefriertrocknung ermiglicht die Gewinnung
von Feststoffen. Auf diese Weise kinnen sehr
hohe Produktausbeuten von 20 bis 80 Pro-
zent, bei ausgewihlten Reaktionen sogar von
95 Prozent erzielt werden [7]. Vielfach wird
eine weitere Optimierung der Laccase-ver-
mittelten Reaktion angestrebt, das heifit die
Reaktionsbedingungen wie die Menge der
Laccase oder der Ausgangsstoffe werden vari-
iert, um eine moglichst hohe Produktausbeute
zu erreichen. Die isolierten Produkte kinnen
unter anderem mittels massenspekiroskopi-
scher Methoden und NMR (Kernresonanz-
Spektroskopie) strukturell charakterisiert
werden. Der vorgestellte biokatalytische Pro-
zess stellt aufgrund seiner Effizienz, den mil-
den umweltschonenden Reaktionsbedingun-
gen bel Atmosphérendruck und Raumtempe-
ratur eine Alternative zu konventionellen che-

schen Substanzen dar. ]
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4.8 Enzymatic cyclizations using laccases: Multiple bond
formation between dihydroxybenzoic acid derivates and

aromatic amines

Das sechste in dieser kumulativen Dissertation vorgestellte Manuskript wurde im Journal
Green Chemistry eingereicht. Es konnten Zyklisierungsprodukte bei laccasekatalysierten
Reaktionen von aromatischen Aminen mit para-Dihydroxybenzoesaurederivaten
nachgewiesen werden. Der Ablauf der Zyklisierung war sowohl von der RinggréRe und den
Substituenten des Aminopartners als auch von der Substitution des Laccasesubstrates
sowie den Reaktionsbedingungen, wie der genutzten Laccase und dem pH-Wert des Puffers
abhangig. Die Synthese von derartigen Zyklisierungsprodukten ist weder flr
laccasekatalysierte noch flr chemische Reaktionen zuvor beschrieben worden. Damit
ermdglicht die Laccase die Herstellung von neuartigen Ringstruktursystemen und eréffnet so
neue Anwendungsmdglichkeiten fur die Produktion von Wirkstoffen, aber auch von
Feinchemikalien.

Die zu dieser Publikation gehérenden ergdnzenden Informationen finden sich im Anhang B
ab Seite 181.
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Graphical Abstract

OH © O (0]
R ey N fungal laccase Rt
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yields up to 71 %

The laccase-catalyzed formation of cycloheptenes, cyclooctenes, diazaspiro cyclohexenes,
and phenazines was investigated for the first time. The mild and environmentally friendly
reaction conditions, which do not require high temperatures or pressures, are crucial factors

for the choice of laccases as biocatalyst.
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Enzymatic cyclizations using laccases: Multiple bond formation between
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Nuclear amination followed by cyclization of dihydroxybenzoic acid derivatives with aromatic and
heteroaromatic amines was catalyzed in the presence of oxyvgen by laccases [E.C. 1.10.3.2] from
the white rot fungi Pycnoporus cinnabarinus and Myceliophthora thermophila. The laccase-
catalyzed formation of cycloheptenes, cyclooctenes, diazaspiro cyclohexenes, and phenazines was
investigated for the first time with regard to the ring size and substituents of the aromatic amines
as well as to the substitution patterns of the substrates. Differences to nuclear amination without
cyclization are discussed.

chemical synthesis, we exploited the laccases of Pyenoporus
Introduction cinnabarinus  and  Myceliophthora  thermophila  for the
synthesis  of  cycloheptenes, cyclooclenes,  diazaspiro
cyclohexenes, and phenazines. In the presence of oxygen and
lacease, 2,5-dihydroxybenzoie acid derivatives and aromatic
amines gave rise to cyclic products with different substitution
patterns.

Enzyme-catalyzed oxidations using atmospheric oxygen as a
non-toxic oxidant are of considerable general interest.
Laccases (E.C. 1.10.3.2, benzenediol: dioxygen
oxidoreductase) contain four copper atoms in the catalytic
centre which are responsible for the ¢lectron transport during
substrate oxidation.” The spectrum of laccase substrates is Results

. 2 it e esults
broad, ranging from monophenols® over anilines” to orthe-
and para-dihydroxylated substrates.* The oxidation of suitable

v
b

=

1 General Observations. The amines (2a-g) used in this study

substrates resulls in radicals, which can undergo various consist of five or six membered rings conlaining in the
reacions such as the coupling of two different reaclion aromalic ring either only carbon atoms or, alternatively, one
15 partners. In the case of phenolic compounds bond formations or two mirogen atoms. Furthermore all amines are substituted
like C-C.** €-0,° and C=C 7 or in case of reactions with with at least one amino group and an additional carboxamide
amines C-N*%% or C=N ***¥ may be formed. s (2a-d), amino (2e,1), or carboxyl group (2g). The different
Laccase-catalyzed bond formation can be used in green amines were incubated with 2,5-dihydroxybenzoic acid
chemistry for the synthesis of many different substances; e.g. derivatives (1a-d) and laccase of Pyenoporus cinnabarinus.
w the formation of different benzofurans and benzofuran-1- The predominant reaction was a nuclear amination followed

ones,” naphthoquinones, ' aminobenzoquinones,” *"" by ¢yelization, resulling in helerocyclic heptenes (3a-1), which
substituted imidazoles,'* 3-substituted -1.2 4-triazolo{4.3-  win a few cascs can be converted into diazaspiro products
b)(4,1,2)benzothiadiazine-8-ones, and phenoxazinone {Sa,b). Morcover cvelooctenes (4a-f) or phenazines (6a-¢)
derivatives,'* as well as the dimerization of salicylic esters™ were formed during laccase-catalyzed reaction.

3 and penicillins. " The type of cyclization products recovered was dependent on
Thus the exploitation of laccascs in organic synthesis is a the ring size, the amination grade of the amine, as well as on
promising field of application in addition to their use in  ssthe structure of the 2.5-dihydroxybenzoic acid derivative
biobleaching of pulp,’® in textile dye degradation,'’ as used. The reaction course and product formation were
biosensors,'® and in the food industry.” The mild and followed nsing HPLC equipped with a diode array detector.

a environmentally friendly reaction conditions, which do not The products were i1solated by solid phase extraction, followed
require high lemperatures or pressures, are crucial factors for by lyophilization and structural characterization by MS and
the choice of laccases as biocatalyst for example in fine s NME.
chemiecal synthesis.?®
Although the list of laccase-catalyzed reactions is long, the Reaction of Five Membered Ring Amines with

s process of amine derivatization has so far been limited to the 2,5-Dihydroxybenzoic Acid Derivatives. In the reactions of

use of substituted hydroquinones as coupling partners for 2.5-dihydroxybenzoic acid (1a) and 2,5-dihydroxy-N-(2-
various aliphatic®' or especially aromatic amines.”*®'' As a hydroxyethyl)-benzamde (1b) with  S-aminoimidazole-4-

&

result most of the laccase-medialed procedures described in carboxamide (2a) and 3-aminopyrazole-4-carboxamide (2h)
the literature result in the formation of mono- or diaminated the cycloheptenes 3a-d were readily produced by laccase-
s0 quinones*®* or quinonimines.*** mediated bond formation (Scheme 1), All reactions were
To broaden the range of application of laccase in fine performed with 0.5 U laccase from Pycnoporus cinnabarinus

This journal is @ The Royal Society of Chemistry [year] Journal Name, [year], [vol], 00-00 | 1
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as catalyst in sodium acctate buffer pH 50 at room
temperature. The vields of the substituted cycloheptenes 3a-d
ranged from 235 lo 70 %.

HaM, a o
r "
L R
4 H 3 f‘:, 1'H¢
TS o\
2a HN m.{/‘-m
o : ’|J2
{Jj” j) laccase e H‘
A [Pyenopornus - i =
S z HM JaR'=OH, yield® =20 %
ﬂ T R cinnabarinus) NN 8bR'= NHCH,OH, yield = 71 %
o _ % II?N?I"_\ Y :
. S o o
oH Al pHig: & I Lo
ey R
2b
1aR'=OH aﬂ‘s»/H?_n.
1b R = NHC,HOH TOH
HN =

i
N
[#] 1

3¢ R =0H, vield = 26 %
JdR! = NHC HOH, yield = 44 %

*¥ields refer to isolated yields.

w

Scheme 1 Laccase-catalyzed reaction of 2,5-dihydroxybenzoic acid
derivatives 1a,b and five membered ring amines 2a,b for the synthesis of
cycloheptenes 3a-d.

In the laccase-catalyzed reactions of 2,5-dihydroxybenzoic
acid methyl ester (1¢) and of 2.5-dihydroxybenzoic acid ethyl
ester (1d) with 2a the cyclooctenes 4a,b were isolated as
product mixtures (Scheme 2). The presence of two products
was eslablished by mass speclra analysis (4a LC/MS m/z AP-
ESI pos. mode [M+H]" 259.0513 (calculated 259.0462); 4b
LC/MS m/z AP-ESI pos. mode [M+H]" 260.0368 (caleulated
260.0302)). However theses products had identical
chromatographic behaviour and identical NMR spectra.

OH O HN laccase
A “\_y  (Pyenoporus
[ “‘j/ "R pN i 3y cinnabarinus)
Nl it
\/ * ZI M air,pHS,

OH
1¢R'= OCH, % 4aX=NH
i 4 X=0
Aai = Ocghe yield* 4a,b = 56 %

*Yields refer to isolated yields.

=2

Scheme 2 Laccase-catalyzed reaction of 2.5-dihydroxybenzoic acid
derivatives 1e,d and the five membered ring amine 2a for the synthesis of
cyclooctenes 4a,b.

The reactions of 2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester (1c)
and of 2,5-dihydroxybenzoic acid ethyl ester (1d) with 2b also
resull in a product mixture consisting of four cyclooctenes
(Figure 1). Additionally to the quinonoid cyclooctenes 4e¢,d
the corresponding  hydroquinonoid products  4et  were
analyzed by NMR and MS.

i

4c X=NH
4dX=0 4 X=0
yield" 4¢-f = 57 %

“Yields refer to isolated vields.

Figure 1 Cyclooctenes 4ol

% In addition to the cycloheptenes 3a-d, the cyclooctenes 4a-f
were formed as by-products in small amounts. For structural
characterization of the by-products we isolated the
cyelooctene mixture resulting from 1a and 2b and detected the
expected products 4¢-f.

In order to study the influence of different laccases on the
product  patlern  or

-

the product yields the laccase of
Myceliophthora thermophila in cilrale phosphale buffer (CPB)
pH 7.0 were used additionally to the laccase of Pyenoporus
cinnabarinus in sodium acetate buffer (SAB) pH 5.0
Independent of the source of laccase the same spectrum of
cycloheptenes or cyclooctenes was formed, though the amount
of various products differed over a wide range. In course of
the reactions of 1a-d with 2a,b the synthesis of the respective
major products cyeloheptenes or cyclooctenes proceeded very
rapidly over the first 20 minutes and in gencral reached
maximum  vield after 2 hours (as cxample the product
formation of 3a and 4a,b are shown in Figure 2). The highest
product yields were achieved with Pycnoporus cinnabarinus
laccase rather than with the enzyme from Myeeliophthora
thermophila. Reactions using laccase ol Pyenoporus
cinnabarinus resulted in an 89 % increase of product amount
for 3a and a 35 % increasc for 4a,b compared with the
laccase. Interestingly the

Pyenoporus cinnabarinus enzyme leads to a more efficient
a formation of the cycloheptene 3a than to the production of

cyclooctenes 4a,b.

&
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o
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Figure 2 Reaction course of product formation for 3a (w) and 4a,b (o)
s at equimolar concentrations (1mM) of reactants 2,5-dihvdroxybenzoic
acid (1a) or 2.5-dihydroxybenzoic acid methyl ester (1¢) and
S-aminoimidazole-4-carboxamide (2a) using Pyenoporus cinnabarinus
(solid lines) laccase in SAB pH 5.0 and Myeeliophthora thermophila
(dashed lines) lacease in CPB pIl 7.0

2 | Journal Name, [year], [vol], 00-00
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Morcover using P. cinnabarinus laccase the substrates 1a,e
were consumed within 60 minutes and the concentration of
armine 2a decreased 89 % [or the reaction with 1a and 93 %
for 1c. Homomolecular products of 1a,c were not detected or
only in traces, indicating a nearly complete conversion of
recactants to the products 3a and 4a,b. We attribute the less
than theoretical vield to the isolation procedure which was not
optimized. To address the question of the influence of the
amount of reachion partners on the product pattern or the
product yield, some of the reactions were run using different
concentrations of the reactants (1:1, 1:2, 2:1 and 2:2 mM).
Reaction of 1a with 2a to 3a the product vield of 3a was only
influenced to a minor degree by the amount of reactants
independent of the used laccase (Figure 3).

Increasing the concentration of 1a or 2a did not result in an
inerease either of product vield or of transformalion rate. The
only positive effect was that with 2:2 mM reactants
approximatcly double the amount (but the same wicld) of
products was obtained with cither laccases. The other
w reactions of 1 with 2 were also less influenced by the amount

of reactants independent of the used laccase (data not shown).

wn

=

v

cancentration [mM]
=

121 mind 1:2 mivi 21 m

time [minutes]
concentration of the reactants {1a : 2a)

Figure 3 Reaction courses of product formation for 3a at different
b5 concentrations of reactants 2, 5-dihydroxybenzoic acid (1a) and
S-aminoimidazole-4-carboxamide (2a) using the lacease from Pycnoporus
cinnabarinus (black columns) and AMyceliophthora thermophila (white
columns),

u Reaction of 8Six Membered Ring Amines with
2,5-Dihydroxybenzoic Acid Derivatives.
The reactions performed with six membered ring amines
2-aminobenzoic acid amide (2¢) and 3-aminopyridine-2-
carboxylic acid amide (2d) also resulled in the formation of
1 ¢ycloheptenes 3e-h as the main products (Scheme 3). The
product yields depend on both the 2,5-dihybroxybenzoic acid
denvative and the amino partner used. The product yield
decrcased in the following order of laccase substrate 1b > 1¢
> 1d and amino partner 2¢ > 2d. In the reaction of 1c or d
a0 with 2d the cycloheplene 3i,j could not be 1solaled and was
only detected with HPLC/UV-vis and MS.
The product vields were dependent on the laccase used. The
yield of 3e in the reaction of 1b with 2¢ performed with
laccase of Pyenoporus cinnabarimis was 46 % higher than
a5 with laccase ol Myceliophthora thermophila. In the reaction
of 1c¢ with 2¢ only 16 % of 3f was [ormed with

Myceliophthora  thermophila  laccase  compared  with

Pycnoporus cinnabarinus laccase.

aH laccase Tl
[Pyermoponss oﬂ !;":H‘

1
ﬁ T
e HNL . 2 2
“/ e R . M \J.l\ cinnaharinus) ﬁ“" e
\lﬁ HZN,‘T[, x/,' ar pHS ||I M / \I
K

OH (8] 8]

L

1
1

b R1= NHC,H, CH Zex=CH Je R = NHC,H,OH, X = CH, yekd” = 38 %
1e R' = OCH, 2dX =N 3F = OCH, % = CH, weld = 30 %
WRI= OCH, 3g RY = OCH, ¥ = CH, yeld = 11 %

3h R = NHC HOH X = N, yield = 16 %

ields refer W osolated ypelds.
0
Scheme 3 Laccase-catalyzed reaction of 2, 5-dihydroxybenzoic acid

derivatives 1b-d and six membered ring amines 2c,d for the synthesis of
cycloheptenes 3e-h.

s In the reaction of 1a with 2¢ the cycloheptene product 3k
decreased within 24 hours and a new product Sa was [ormed
{Scheme 4). The conversion of the cycloheptene was also
observed during stability measurements of the isolated
product, indicating that a transformation of 3k to 5a is also

60 possible during NMRE analysis. A similar reaction was
observed for 1a and 2d and this was also confirmed by
HPLC/UV-vis and MS analyses. The diazaspiro structures of
products Sa and b may be attributed to the loss of the carboxyl
group.

65
(I

oH 0O laccase 7 “![ "J[ "

| JJ\ (Fyrrmomans e n [l hd
e ey HM._ ~Tan, cirwNabET e.\..] rJH 4 =
[l‘w’;] + HN ,ﬂ ><-,’j air, pH 5, 1t HN ™G, ) \ / |\ '/'J"

i Nl J— _/ 3

OH [u] (8]

3KK = CH
AxX=N

Ba i = CH, yield™ = 27 %
Sb X =N, yield =26 %

1a 2ex=CH
2d¥ =N

*yiedds nefer W isolabed yields.

Scheme 4 Laccase-catalyzed reaction of 2,5-dihydroxybenzoic acid 1a
and six membered ring amines 2c.d for the synthesis of diazaspiro
cyclohexenes Sab.

T
In some reactions of 2¢ and 2d cyclooctenes were detected by
HPLC/UV-vis as unstable by-products in wvery low
concentrations (data not shown).
All amines 2a-d have a carboxamide group in orthe-position
75 Lo the amino group. To delermine if reactants with a second
amino group or a carboxyl group at ortho-position are also
able to react with 2,5-dihydroxybenzoic acid derivatives 1a-d
to form cyclic products, we used diaminopyridines 2e,f and
2-aminobenzoic acid 2g as reactants in laccase-catalyzed
w Teactions.
The two neighbouring amino groups on the heleroaromatic
ring in 2ef resulted in the formation of phenazines 6a-e as
cyclization products (Scheme 5).
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1a R1=0H 2eX =N Y =CH
b P =NHCH,CH 2F X =CH, Y =N
1¢ R = OCH,
1d B! = OC.H,

air,pH 5,

T i
8] w
laccase a[l” "“»‘.I"ls“‘R‘
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il ’,L"

Ba R1= NHZH,OH, % = N, Y = CH, yeld™ = 48 %
6b RI= OCH, ¥ =N, ¥ = CH, yield = 75 %

B¢ R1 = OCH, % = N, = CH, yield = 40 %
GdR'=0H X =CH, Y =N, yield = 20 %

Be " = OCH,, X = CH, Y = N, yield = 27 %

“ields refer tn isnlated yields

Scheme 5 Laccase-catalyzed reaction of 2,5-dihydroxybenzoic acid
derivatives 1a-d and six membered ring diamines 2e,1 for the synthesis of
phenazines 6a-e.

Though all of these laccase-catalyzed reactions with reactants
2a-f vielded cyclic products, we were unable to detect
cyclizaion  between  2-aminobenzoic  acid  2g  and
2.5-dihydroxybenzoic acid derivatives la-c. In contrast to
cyelization we obtained in reactions with 2g as reactant mono-
(7a-¢) and diaminated (9a-¢) products as well as reactive
radical intermediates (8a,b) (Scheme 6). The monoaminated
products and the reactive radical intermediates were isolated
as mixtures of the quinonoid form and the hydroquinonoid
radical, which have not so far been descnbed elsewhere. The
reactive radical intermediates were detected in NMR spectra
as by-products which were present in low amounts. From the
reaction mixture of 1a with 2g the monoaminated product 7a
and the simple diaminated product 9a were only detected as
intermediates (7a by HPLC/UV-vis and MS, 9a as by-product
of 10a in MS and NMR analyses). The final product of the
rcaction of la with 2g is the decarboxylated diaminated
product 10a.
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8a R = NHIH,0H
8k R'= OCH,
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9b R'= NHC HOH yield = 23 %
8¢ R'= OCH,, yicld = 26 %

100%™ yield = 26 %

“viglds refer W isolated vields. ** 10a can onky be obtained from 1a.
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Scheme 6 Laccase-catalyzed reaction of 2,5-dihydroxybenzoic acid
derivatives 1a-d and 2-aminobenzoic acid 2g.
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Detailed Structural Characterization of 3a, 4a,b, and Sa

The different types of laccase-synthesized products have
different characteristic UV-vis spectra. The cycloheplenes
were mostly coloured yellow to brown and the cylooclenes
red violet to black. Produet 3a showed two absorption maxima
under 240 nm and one around 380 nm. MS measurcment with
AP-ESI in both positive and negative modes showed the
molecular mass of 3a to be 276. This mass can be attributed to
an amination of 2a on the quinonoid form of 1a and a
cyclization via the carboxylamide group of 2a on the carbonyl
group (C-8a) of the quinone resulting in a seven membered
non-aromatic ring. 'H NMR spectral data of 3a showed
characteristic signals for both reactants (Table 1). Multiplicity
of H-7 and H-8 suggests the first amination step takes place at

5 C-4a. The chemical shift of the proton at N-4 was strongly

shifted to lower field due to formation of a hydrogen bond
with the amidic oxygen. The HMBC correlations (Figure 4A)
of the proton H-4 unambiguously fixed the first amination at
(C-4a. Signals for the phenolic hydroxy group at 7.46 ppm and
for the amidic amne group al 9.19 ppm were observed. Both
signals showed HMBC correlations o C-4a (162.7 ppm), C-8
(142.7 ppm), and C-8a (73.8 ppm), supporting the concept of
a cyclization step of the amidic amine group at C-8a and the
removal of the para-quinonoid character. Additionally, C
NMR showed only one typical signal for quinones in the
range of 180 ppm, indicaling only one quinonoid carbonyl
group for 3a. The HMBC spectrum also showed correlations
between the proton H-7 and C-8a and the proton -8 and the
quinonoid carbonyl carbon and the C-4a, unambiguously
showing 3a to be the aminated and cyclized product 8a-
hydroxy-6,10-dioxo-1,4.6,8a,9,10-hexahydro-1,3.4,9-tetraaza-
benzo[flazulene-5-carboxylic acid.

s OL
for ol o 0 0O -
. /11-‘41/‘ o NS o f/H ’
- )\s 2 A.__Hq \: L -,l °‘o 5:..;:0 \:[: o }PIJ\ :
( MR b Sl oL A f 5
- . il T ONH HTR,
NG /N MR e
o N3 A 5
I H Lo}
i P
3a da ¥ = NH Ga
AbX=0
A B c

Figure 4  Product numbering and important HMBC correlations
(H — C) of (A) 3a, (B) 4a,b, (C) 5a.
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Table 1 'H and *C assignments and HMBC correlations for 3a, 4a,b, and 5a.7
Ja
& ] TH 'H-"C correlations
2 1373 THE s 1H C-3a(139.5), C-100 {1583y, C-10a (114.9)
7 124.7 6.36, d, 111, (10.1) C-4a (162.7)%*, C-5 (93.2), C-6 (185.5)**, C-8a (73.8), C-11 (170.67*
8 142.7 6.79, d, 1H, (10.1) C-4a(162.7), C-5(93.2)*% C-6 (185.5), C-7 (124.7)**, C-8a (73.8)**
NII (N-1) 1343,5 11 -
NIT (N-1) 13.78,5 11 C-4a (162.7)%, C-5 (93.2), C-Ba (73.8), C-10a (114.9)
NH (N-9) 919, 1H C-4a (162.7), C-8 (142.7), C-8a (73.8), C-10 (158.3), C-10a (114 .9)
OH (at C-8a) 746,5, 1H C-4a(162.7), C-8 (142.7), C-8a (73.8)
OH (al C-11) 15.08, s, 1H C-5(93.2), C-11 {1706 )
4a,b
C BC 'H 'H-""C correlations
2 1264 8.26,s 1H C-3a (124.5), C-11a (139.8)
8 142.6 6.77,d, 1H, (10.3) C-6 (153.1)*, C-6a (100.2), C-9(134.2)* C-10(184.8)
9 134.2 6.84, d, 1H. (10.3) C-T (180.8), C-8 (142.6)", C-10a (148.8)
NH 7.31.s 1H C-3a(124.5)*
NH 7.84. s, 1H -
Sa
C UC 'H 'H-"C correlations
5 126.8 7.59, m, 111, (7.7, 1 4) C-4 (164.0), C-4a (1144, C-7 (133.3), C-8a (144.7)
6 117.9 6.70,m, 1H, (7.8, 7.2, 0.9) C-4 (164,00, C-da (114.4), C-5 (126.8)™, C-7 (133.3)*, C-8 (114.0), CSa (144.7)*
7 1333 723, m, 1H,(7.9,73,1.6) -5 (126.8), -C6 (117.9)** C-8a (144.7), C-8 (114.0p*
8 114.0 6.66, d, 1H, (7.8) C-4 (164.00*, C-4a (114.4), C-5 (126.8)**, -C6 (117.9), C-8a (144.7y"*
9 48.5 3.08,d,1H(17.1,0.9) C-2(70.7), C-10 (194,00, C-11 (141.4)*, C-13 (191.6)
3.36,d, 111, (17.1) C-2 (70.7), C-Ba (144.7)%, C-10(194.0), C-13 (191.6)*
11 1414 6.85, d, 111, (103, 0.9) C-6 (117.9)%=, C-9(48.5)*, C-13 (191.6), C-10 (194 .0)*=*
12 137.7 6.88, d, 1H, (10.3) C-2(70.7), C-10 (19403, C-11 (141 4y**, C-13 (191 .6)**
NH (N-1} 7.64, s(b), 1H C-2 (70.7), C-4a{114.4), C-9 (48.5)*
NH (N-3) 8.14, s(h), 1H C-2(70.7), C-da (114.4), C-4 (164.0), C-9 (48.5y*, C-5 (126.8)**

VI, J (in Hz) values in parentheses. Chemical shifls are expressed in 8 (ppm) calibrated on the resonances of the residual nondeuterated solvent DMSO.

“Signals with low intensity
" Signals with very low intensity

The products 4a,b could only be isolated as a mixture and this
mixture has three absorption maxima under 400 nm and a
weak maximum around 500 nm. MS with AP-ESI in positive
mode showed two different mass peaks. The molecular mass
of 259 was atfributed to an amination of 2a on the quinonoid
form of 1e¢ and a cyclization via the amino group of the
carboxylamide group of 2a with the side chain of 1¢ resulting
in 4a. The molecular mass of 200 was also aftributed to an
amination of 2a on the quinonoid form of 1e and a cyclization
via the carboxylamide group of 2a on the side chain of 1¢
resulting in an ester bond formation of 4b. Each of these
products contains an eight membered non-aromatic ring due to
the c¢yclization. The postulaled product structures were
confirmed by NMR. 'H NMR spectral data of 4 showed
characteristic signals for both reactants (Table 1). Multiplicity
of H-8 and H-9 suggests that the first amination step takes
place at C-10a. The HMBC spectrum showed correlations
between the protons H-8 and H-2 and the quinone carbonyl
carbons in the typical range of 180 ppm, unambiguously
showing 4 to be quinonoid structures substituted at C-10a.
Based on the NMR data we are not able to distinguish
between 4a and 4b. *C NMR data of C-4 (163.8 ppm) and C-
6 (15331 ppm) are both in the ranges of anhydride and of
imide carbon atoms.?* All results together — MS and NMR —
led to the identification of 4a,b as 3,11-dihydro-1.3,5,11-
letraaza-benzo[a]eyclopenta[d]eyclooctene-4,6,7.10-tetraone

and  3.11-dihydro-3-oxa-1.3,11-traza-benzolaJeyelopental d)-

cyelooctene-4,6,7.10-letraone respectively.

w

=1

-

=1

Product 5a showed one absorplion maximum at 213 nm and a

#

]

&

b

sand  dearomatizaltion

weak maximum under 400 nm. MS measurments with AP-ESI
in both positive and negative modes showed the molecular

s mass of Sa to be 242 indicating the coupling of the both

reactants 1a and 2¢ and a decarboxylation. 'TI NMR spectral
data of 5a showed the presence of two aliphatic protons
(Table 1). ¥C NMR, HSQC, and HMBC described these
aliphatic protons as methylen protons of C-9. This methylen
group could be formed by decarboxylation coupled with
dearomatization. Additionally, “C NMR showed two typical
signals for the aliphatic carbonyl carbons C-10 (194.0 ppm)
and C-13 (191.6 ppm). 'H-"C comrelations (Figure 4C) of
H-11 and H-12 unambiguously showed the decaboxylation
of 1a. Mulliplicity and 'I-"C
correlations of H-11 and H-12 suggests that the amination
steps have taken place at C-2. The HMBC correlations of the
protons H-1 and H-3 showed multiple cross-signals with C-2,
(-4da, and C-9 demonstrating the two N-C bond formations at
(-2, The analyses confirmed the diazaspiro character of the
product Sa as 1'H.2H,3'H,5H-spiro[eyclohex-3-cne-1,2"-
quinazoling]-2.4' 5-trione.

Discussion

The structures of the products synthesized with the aid of
laccases were defined by MS, NMR and UV-vis spectral
analyses. The course of reaction (whether evelization or not)
was dependent on the number of amino groups of the amino
partners 2a-g. The path of cyclization of aminated products is
delermined by the ring size and substituents of the aromalic or
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heteroaromatic amino partner, by the substitution of the used
laccase substrate as well as the reaction conditions such as the
particular laccase used and buffer pH.
The synthesis of cyclic products can be described as a
s regloselective domino reaction (Scheme 7). The first step is
the laccasc-catalyzed oxidation of the respective
2,5-dihydroxybenzoic acid derivative with oxygen resulting in
quinonoid derivatives, which then undergo an amination by
intermolecular Michael addition (1,4-addition). The armnation
wis affected by the amino group linked direclly with the
aromatic ring as in 2a-g. The position of amination is the
ortho-position to the COR-group of la-d as described for
other aminations.**''““% After a second oxidation the
monoaminated products 7, which was isolated for R* = COOH
15 but is only postulated for R? = CONH, or NH,, are formed.
)

Products 7 with R* = COOH undergo a second amination

(reaction A Scheme 7) in the para-position to the first one,

resulling in the formation of products 9. which, in case of R'

OH, was decarboxylaled to 10. The analyzed

u hydroquinonoid radicals 8 as intermediates are described for
the first time for laccase-mediated amination, though the
formation of radicals in the course of laccase-catalyzed
substrate oxidation is long known.'™"** The radicals described
in our study could be formed during the second laccase-

2 catalyzed oxidation belore binding the second amine
molecule. The chemical synthesis of trimers like 9 has been
described in the past.*%*

Scheme 7 Possible Reaction Mechanism.
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Starting from 7 different reaction courses for cyelization
(reactions B and C, Scheme 7) are possible dependent on the
ring size (3, Y, Z) and amino substituent R? of the amino
partner 2 as well as on the substituent R' of the laccase
substrate 1. In case of R' = OH or NHC,H.OH and R® =
CONH, the reaction step 1s a intramolecular 1,2-addition of
the R*-nitrogen to the carbonyl carbon C6" of 7 forming stable
cycloheptenes 3. The cycloheptene formation is dominant in
the reactions of five membered 2 as well as for six membered
2 with R> = CONH- and this is independent of the laccase
substrate used. In the case of R' = OH the cycloheptenes 3 are
not final products of the reaction. 3 undergoes a
decarboxylation coupled with a migration of amide nitrogen
from ("9a to C5a resulting in 5. The formation of diazaspiro
s products was described for chemical spirocyclization e.g. by
Kucklinder et al..”
In contrast to these producls 3 and 35, the intramolecular
1,2-addition 15 only the first reaction step in the case of 7 with
R? = NH, forming 13 as hypothetical reactive intermediates.
These reactive species can undergo rapid dehydratizalion
coupled with rearomatization resuling in the isolated
phenazines 6. The chemical reaction of 2.3-dibromo-1,4-
naphthoquinone with 1,2-diaminobenzole?” proceeded in a
similar way to our laccase-catalvzed reactions with 2e and 2f.
The authors described also that the monoaminated product
formed reacled further by attacking the carbonyl group of the
quinone to  yield an  angular  5-bromo-6-hydroxy-
benzo[a]phenazine, A similar product was described in the
reaction  of  e-phenvlencdiamine  with  2-hydroxy-1,4-
naphthoquinone. The formation of an erthe-quinons was
postulated as an intermediate which further reacts with the
diamine resulting in benzo[a]phenazin-5-0l.** The chemical
synthesis of phenazines by amination and substitution of one
hydroxyl group has been described by Fandy et al..”
Furthermore, 7 reacts mainly to 4 in the case of R' = OCH; or
OC,H; and R® = CONH; and X = N, Y = CH, Z = NH. The
ester groups of 1 undergo an addition-elimination-reaction by
the R* amino group and a loss of R' (reaction C, Scheme 7).
The more reactive ester groups of 1e,d can react with the
40 amino group of R” = CONIL to produce a less reactive imide
group, whereas the also less reactive substituted amide group
of 1b 15 more stable. The hydroxy proton of the carboxyl
eroup of 1a is acidic, so that both arc rather involved in an
acid-base-reaction than in amide formation, and (his may
explain why we could not detect products 4 from 1a.
Surprisingly, we also found acid anhydrides 4b,d,f in MS
analyscs in addition to the 4a,e,e products. Additionally it is
not possible to distinguish between anhydride and imide
structures by NMR. Because of this we can only postulate the
structures {tom the reaction mechanisms. The reaction of the
more reactive esler groups of 1¢,d can only react with the
amino group of R* = CONH, to an imide group by loss of
alcohol. The reaction of these ester groups with the amino
group to acid anhydrides has not been described so far, so we
s propose that acid anhydrides as well as the hydroquinones
from the quinones' ki
Whereas the five membered amino parlners 2a,b react to 3
and/or 4 depending on the substituent R' of 1, the six
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are generated during MS analyses.

membered amino partners 2¢,d prefer to form 3 and react only
a further to 5 in the case of R’ = OH.

Furthermore c¢ycloheplene and cyclooctene [ormalion was

more effecive with P. cinnabarinus laccase than with M.

thermophila laccase contrary to the di- and trimer formation

in reactions of 1,4-hydroquinones with amino acids described
s previously by Hahn et al..** Although it is known that the pH
value of the buffer may be important especially on the
quinone formation, it 1s more important for high product yield
Lo use the laccase in a reaction medium in which the highest
possible activity of the enzyme can be achieved.*
Furthermore, despite the utilization of an oxidative enzyme
and oxygen hydroquinonoide products 4 were formed.
Although aminohydroquinones are wvery susceptible to
oxidation®® these products were part of a mixture of four
different products. This 1s one example for the unusual
reaction course and reaction products described in this study.
In particular, the formation of the cyelooctenes and
cyeloheptencs as well as the diazaspiro produets is unique for
enzymaltic and chemical catalyzed reaclions of amines
conltaining a neighboring amine and carboxylamide group
with 2.5-dihydroxybenzoic acid derivatives.
The eyclization products describe here could be the basis not
only for the production of fine chemicals but also for the
synthesis of new pharmaceuticals. Cycloheptenes are regarded
as dhazepines. A famous representaive of this group is
s dlazepam which 1s used as anti-convulsant and anli-anxiety
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e
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b

agent.’®  Additionally  diazepines possess antitumor,®’
antimicrobial and anthelmintic® as well as anti-HIV-
activity.””  Furthermore cyclooctenes are regarded as

diazocines or oxazocines and possess for example anti-
inflammatory properties.™ In this context the novel
synthetized compounds may enlage the spectrum of medically
inportant substances. Further studies are ongoing Lo test the
synthesized products for their biological activity.

=

Conclusion

s In this study we described a new method for the synthesis of
cveloheptenes, cvelooctenes, diazaspiro cyclohexenes, and
phenazines catalyzed by laccase as a one-pot reaction
sequence. The potential of laccase in organic chemistry is thus
broaden towards the formation of cyclic compounds and thus
constitules an  additional column to classical orgamic
chemistry, for example in  fine chemical synthesis.
Furthermore the synthesis of substances, which are not
accessible for chemical procedures and the use of
environmentally friendly reaction conditions enable laccase-
s catalyzed processes to compensale deficils or gaps of classical
organic chermistry.

-
b

=
=

=

Experimental

Enzymes, The used laccase was oblained [rom Pyenoporus
cinnabarinus SBUG-M 1044, The white rot fungus was
isolated from an oak tree in northern Germany and is
deposited at the strain collection of the Department of Biology
of the University of Greifswald (SBUG).

Cultivation of Pyenoporus cinnabarinus SBUG-M 1044 and

=
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crude preparation of laccase as we reported previously *® This
enzyme preparation contains only isoenzymes of laccase, but
no other enzymes and was used always in 20 mM sodium
acelale buller (SAB) pIl 5.0 because of the pH oplimum
around pH 5.0.%%%

Laccase from Myceliophthora thermophila (cxpressed in
genetically modified Aspergillus sp.) was obtained from
Novozymes (Bagsvaerd, Denmark). It was used as received
(activity 1000 Ulfg;, substrate: syringaldazine) in citrate
phosphate bufler (CPB, 18 mM citrate, 165 mM phosphate) at
its pH optimum of pH 7.0.3%%

Measurement of laccase activity. The activity of laccase was
determined spectrophotometrically at 420 nm with ABTS
(2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
diammonium sall) as substrate® using the method described
by Jonas et al..*” 1 U is defined as 1 pmol-mL '-min .

Experimental procedures

Analyvtical procedure: For analylical experiments amines
(1 mM, 2 mM) and the respective dihydroxylaled compound
(1 mM, 2 mM) were incubated with laccase (activity 0.5 U).
Reaction mixtures were incubated with agitation at 200 rpm at
room temperature in the dark. The reaction mixtures were
analyzed by HPLC. The separation of the substances was
achieved by RP18 column at a flow rale of 1 mL/min. A
solvent system consisting of methanol (eluent A) and 0.1%
phosphoric acid (eluent B), starting from an initial ratio of
10% A and 90% B and reaching 100% methanol within
14 min, was used.

Product isolation: All reaction mixtures for product isolation
were performed with laccase of Pyenoporus cinnabarinus
(final activity 0.5 U) in SAB. Isolation steps were performed
by solid-phase extraction with a RP18 silica gel column (60
mL, 10 g adsorbent material, phenomenex, Strata, Germany).
Product 3a was 1solated from reaction mixture (340 mL) after
an incubation period of two hours (1a:2a, 2:2 mM assay).
After charging the column with 10 mL reaction mixture, 100
ml of methanol/distilled water (10:90 wv/v) was used to
remove undesired impurities. Elution of the yellow green
fraction was performed with 30 mL of methanol/distilled
water (40:60 v/v). Product 4a,b was isolated from reaction
mixture (460 mL) after an incubation period of 24 h (1c¢:2a,
2:2 mM assay). Afler charging the column with 20 mL
reacltion muxture and washing steps with 80 mL of
methanol/distilled  water (595 wv/v) and 10 mL of
methanol/distilled water (50:50 v/v), the product was cluted
with 10 mL of methanol/distilled water (50:50 v/v). 5a was a
product resulted from conversion of 3k. Product 3k was
1solated [rom reaction mixture (400 mL) afler an incubation
period of 20 min (1a:2¢, 1:1 mM assay). Afler charging the
colunm with 40 mL reaction mixture and washing steps with
50 mL of distilled water and 20 mL of methanol/distilled
water (10:90 v/v) the product was eluted with 30 mL of
methanol/distilled water (30:70 v/v).

For mass spectromelry (MS) and nuclear magnelic resonance
(NMR) spectroscopy the isolaled products were dried by
Iyophilization.
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The products were characterized by MS using electro spray
ionization under atmospheric conditions (API-ES) (dry and
nebulizer gas: nitrogen) on a Bruker-Daltoniks mierOTOT
instrument (Bremen, Germany; sollware: HyStar). The NMR
spectra were recorded on a Bruker Avance 600 instrument
{Rheinstetten, Germany) at 600 MHz. Solvent used was

s DMSO-d,;. Chemical shifts are expressed in 8 (ppm) calibrated

on the resonances of the residual nondeuterated solvent.
J values are given in He

Sa-Hydroxy-6,10-dioxo-1,4,6,8a,9,10-hexahydro-1,3,4,9-

tetraaza-benzo|flazulene-5-carboxylic acid (3a). Svnthesis
and isolation as described above. Yellow green solid. Yield
27.82 % (51.9 mg): mp (decomposition) 168-170 °C. 'H
NMR: 6 6.36 (d,J= 10.1, IH, H-7), 6.79 (d, 7 = 10.1, 1 H, H-
8), 7.46 (s, 111, OIl, on C-8a), 7.88 (s, 1H, H-2), 9.19 (s, 1H,
NH, H-9), 13.43 (s, 1H, NH, H-1), 13.78 (s, 1H, NII, H-4),
15.08 (s, 1H, OH, on C-11). '*C NMR: & 73.8 (C-8a), 93.2 (C-
5), 114.9 (C-10a), 124.7 (C-7), 137.3 (C-2), 139.5 (C-3a),
142.7 (C-8), 158.3 (C-10), 162.7 (C-4a), 170.6 (C-11), 185.5
(C-6). HMBC correlations see Table 1. R; (HPLC) 6.1 mmimn,
UV-vis (MeOH) Ay 204, 234, 387 nm. MS m/z AP-ESI: pos.
ion mode [M+H]" 277.0610 (caleulated 277.0567), [2M+H]'
553.1167 (calculated 553.1062);, AP-ESI: neg. ion mode [M-

H]™ 275.0414 (caleulated 275.0422), [2ZM-H]" 551.0892
(calculated  551.0917), [3M-H]  827.1346 (calculated
s 827.1411).

product mixture: 3,11-Dihydro-1,3,5,11-tetraaza-

benzo[a]cyclopentald]cyclooctene-4,6,7,10-tetraone
3,11-Dihy dro-5-0xa-1,3,11-triaza-
benzo[a]eyclopenta|d]cyclooctene-4,6,7,10-tetraone (4b).
Synthesis and isolation as described above. Dark violel solid.
Yield 47.70 % (90.6 mg): mp {decomposition) 149-153 °C. 'II
NMR: 66.78 (d,J=9.7, 1H, H-8), 6.85 (d,J=9.7, lH, H-9),
7.32 (s, 1H, NH), 7.83 (s, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, H-2). “C

(4a),

s NMR: 6 100.2 (C-6a), 125.0 (C-3a), 126.3 (C-2), 134.1 (C-9),

140.0 (C-11a), 142.5 (C-8), 149.1 (C-10a), 153.8 (C-6), 164.2
(C-4), 181.0 (C-7), 185.1 (C-10). HMBC correlalions see
Table 1. Re (HPLC) 6.1 mmin, UV-vis (MeOH) A 246, 2635,
323, 503 nm. (4a) MS m/iz AP-ESL: pos. mode [M+H]'
259.0513 (calculated 259.0462). (4b) MS m/z AP-ESI: pos.
mode [M+H]" 260.0368 (calculated 260.0302).

9a-Hydroxy-7,11-dioxo-7,9a,10,11-tetrahy dro-5H-
dibenzo|b,e]|1,4]|diazepine-6-carboxylic acid (3k).

Svnthesis and isolation as described above. Yellow solid.
Yield 26.99 % (31.3 mg): mp (decomposition) 130-134 °C,
mp 156-160 °C. R; (HPLC) 7.6 min, UV-vis (MeOH) Ay,
213, 366 nm. MS m/z AP-ESL: neg. mode [MI] =~ 285.0499
(calculated 285.0517).

1'H,2H,3'H,5H-spiro|cyclohex-3-ene-1,2"- quinazoline|-

2,4',5-trione (52). '"H NMR: § 3.08 (d, J=17.1,.J=09, IH,
H-9), 3.36 (d, 1H, H-9), 6.66 (d, = 7.8, |H, H-8), 6.70 (m, .J
=78, J=727=09, 1H, H-6), 6.85 (m, J=103,7=009,.J
= 0.7, 1H, H-11), 6.88 (d, J=10.3, 1H, H-12), 7.23 (mn, J =
7.9,J=173,J=16, 1H, H-7), 7.59 (m, J=7.7,J=1.4, 1H,
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H-5) 7.64 (s (br), 1H, NH, H-1), 8.14 (s (br), 1H, NH, H-3).
BC NMR: § 48.5 (C-9), 70.7 (C-2), 114.0 (C-8), 114.4 (C-4a),
117.9 (C-6), 126.8 (C-5), 133.3 (C-7), 137.7 (C-12), 141.4 (C-
11), 144.7 (C-Ba), 164.0 (C-4), 191.6 (C-13), 194.0 (C-10).
HMBC correlations see Table 1. R (HPLC) 5.9 min, UV-vis
{(MeOH) hoae 213, 3066 nm. MS m/z AP-ESL: neg. mode
[M=H] 241.0614 (calculated 241.0619). AP-ESL: pos. mode

wn

[M+H]* 243.0734 (calculated 243.0764).
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4.9 Derivatization of the azole 1-aminobenzotriazole using laccase
of Pycnoporus cinnabarinus and Myceliophthora thermophila:
influence of methanol on the reaction and biological

evaluation of the derivatives

Das siebte Manuskript dieser kumulativen Dissertation wurde in der Zeitschrift Biotechnology
and Applied Biochemistry eingereicht.

Das Azol 1-Aminobenzotriazol wurde mit 2,5-Dihydroxybenzoesaureestern derivatisiert,
wobei sowohl Di- als auch Oligomere nachgewiesen wurden. Die synthetisierten Dimere
besal3en eine antimikrobielle und zytotoxische Wirkung, welche die Aktivitat der zur
Synthese eingesetzten Verbindungen uberstieg.

Daruiber hinaus wurde mit einem monophasischen Wasser (Puffer) / wasser-mischbaren
organischen Losungsmittelsystem der Einflu@ von Methanol auf die Produktbildung
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass selbst bei einem Methanolgehalt von 25 % und
50 % die Produktausbeute jeweils noch 33 % und 5 % betrug.

Die Tatsache, dass die Laccase auch in Anwesenheit von organischen Losungsmitteln aktiv
ist, ermoglicht den Einsatz von Ausgangsstoffen, die schlecht wasserldslich sind und
erweitert somit die Anwendungsmdglichkeiten der Laccase fir die Synthese neuer

Substanzen.
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Derivatization of the azole 1-aminobenzotriazole using laccase of
Pycnoporus cinnabarinus and Myceliophthora thermophila: influence of
methanol on the reaction and biological evaluation of the derivatives

Veronika Hahn* ' Annett Mikolasch*, Kristian Wendet, Hannelore Bartrowt, Ulrike
Lindequistt, and Frieder Schauer*

* Institute of Microbiology, and T Institute of Pharmacy, Ernst-Moritz-Arndt-University
Greifswald, F.-L.-Jahnstr. 15, 17487 Greifswald, Germany
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3834 864225, fax: ++49 3834 864202

The laccases of Pycnoporus cinnabarinus and Myceliophthora thermophila are extracellular
enzymes with high protein stability. They were used for the "one pot" synthesis of azole
derivatives from 1-aminobenzotriazole together with the para-dihydroxylated laccase
substrates 2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester and 2,5-dihydroxybenzoic acid ethyl ester.
The reactions yielded heteromolecular dimers (in yields of up to 34%). Methanol was used as
co-solvent to determine the influence of solvent concentration on the course of reaction.

The resulting products were isolated, structurally characterized and tested for their
antibacterial, antifungal, and cytotoxic activities. The products showed low antimicrobial
activity and cytotoxicity compared with commercial available standard compounds but
exceeded that of the initial reactants used for the synthesis.

In addition to the synthesis of heteromolecular dimers, oligomers were formed and
structurally characterized by LC/MS.

Key words amination; antimicrobial; biotransformation; cytostatic; laccase; solvent
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Introduction

Laccases are oxidoreductases found mainly in white rot fungi. Under starvation conditions
they are able to degrade lignin substrates to provide a source of nutrients [1]. However,
laccases are not merely catabolic but can be used for the derivatization of substances such as
azoles [2]. Certain azoles are medically important as antifungal agents and these include
N-substituted imidazole or triazole derivatives [3]. Since the derivatization of basic structures
of antimicrobial substances may yield products with enlarged biological activity or reduced
side effects for medical applications, laccase-catalyzed derivatization may provide a
promising route to new medically valuable structures. Indeed these enzymes have been
applied before in this sort of approach for the derivatization of many bioactive compounds
including penicillins [4], cephalosporines [5] and amino acids [6].

The variation of the reaction medium permits modulation of the enzyme selectivity,
transformation rate and product pattern and may be particularly important in laccase-catalyzed
reactions using poorly water soluble bioactive substances like steroids [7]. Laccases are very
robust enzymes and laccase-catalyzed reactions have been carried out in a wide range of
conditions including monophasic organic solvents [7b,8]; monophasic water (buffer) / water-
miscible organic solvent [7a,9]; or biphasic systems composed of water (buffer) and water-
immiscible organic solvents [7,9,10]. This stability allows for "medium engineering" and
hence makes laccase more widely applicable for biotechnological purposes [11].

In this study we used methanol as co-solvent in a monophasic water (buffer) / water-miscible
organic solvent system. The reactions of 1-aminobenzotriazole with 2,5-dihydroxybenzoic
acid methyl ester and 2,5-dihydroxybenzoic acid ethyl ester catalyzed by the laccases of
Pycnoporus cinnabarinus and Myceliophthora thermophila were analyzed and the influence
of methanol on the reaction course was assessed. The reaction products were isolated,
structurally characterized and tested for their antibacterial, antifungal, and cytotoxic activities.
Antibacterial and antifungal properties were tested by the agar disc diffusion method, the MIC
was determined with a modified method according to the EUCAST discussion document
E.Dis 7.1 and cytotoxicity was evaluated using the human urinary bladder carcinoma cell line
5637 [ATCC HTB-9].

Materials and Methods

Synthesis and isolation of novel 1-aminobenzotriazole derivatives

Chemicals

1-Aminobenzotriazole, 2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester and 2,5-dihydroxybenzoic
acid ethyl ester were products of Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany).

Enzyme

Laccase was purified from Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M 1044. The white rot fungus
was isolated from an oak tree in northern Germany and is deposited at the strain collection of
the Department of Biology of the University of Greifswald (SBUG).

Cultivation of Pycnoporus cinnabarinus SBUG-M 1044 and the crude preparation of laccase
were reported previously [12]. This enzyme preparation contains only isoenzymes of laccase,
but no other enzymes and was used in 20 mM sodium acetate buffer (SAB) pH 5.0 because of
the pH optimum around pH 5.0 [12,13].

Laccase from Myceliophthora thermophila (expressed in genetically modified Aspergillus sp.)
was obtained from Novozymes (Bagsvaerd, Denmark). It was used in citrate phosphate buffer
(CPB, 18 mM citrate, 165 mM phosphate) at its pH optimum of pH 7.0 [13b,14].
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Measurement of laccase activity

The activity of laccase was determined spectrophotometrically at 420 nm with ABTS
(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) as substrate [15]
using the method described by Jonas et al. [12]. 1 U is defined as 1 umol-mI™-min™.

Experimental procedures

For analytical experiments and isolation of products 1-aminobenzotriazole (1 mM) and the
respective dihydroxylated compound (1 mM) were incubated with 0.5 U laccase. In controls
the respective compounds were incubated in SAB or CPB without laccase. The evaluation of
the effect of different concentrations (2%, 10%, 25%, 50%, 75%, 98%) of the water-miscible
co-solvent methanol was carried out using the previously described assay conditions.
Compound 2a is poorly water soluble and was made up as a 50 mM stock solution in
methanol. The laccase stock was in the appropriate buffer preparation.

Reaction mixtures were incubated with agitation at 200 rpm at 23 °C in the dark.

For the isolation of products 3a and 3b a RP18 silicagel column (60 ml, 10 g adsorbent
material, phenomenex, Strata, Germany) was used. After charging the column with 8 ml of
the respective reaction mixture (448 ml reaction mixture of 1 and 2a; 288 ml reaction mixture
of 1 and 2b) 50 mL for product 3a and 80 ml for product 3b of methanol/distilled water
(30:70 v/v) was used to remove 1-aminobenzotriazole and undesired impurities. Elution of the
yellow fraction was performed with 20 mL of 100% methanol for both products.

The isolated products were dried by lyophilization prior to mass spectrometry (MS) and
nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy.

Analytical HPLC (high-pressure liquid chromatography)

For routine analysis, the reaction mixtures and isolated products were analyzed using an
HPLC system LC-10AT VP (Shimadzu, Germany) consisting of a FCV-10AL VP pump,
SPD-M10A VP diode array detector, and a SCL-10A VP control unit controlled by Class-VP
version 6.12 SP5. The separation of the substances was achieved on an endcapped, 5-pum,
LiChroCART® 125-4 RP18 column (Merck, Darmstadt, Germany) at a flow rate of 1 ml/min.
A solvent system consisting of methanol (eluent A) and 0.1% phosphoric acid (eluent B),
starting from an initial ratio of 10% A and 90% B and reaching 100% methanol within
14 min, was used.

Characterization of biotransformation products

The products 3a and 3b were characterized by MS using a Bruker-Daltonics micrOTOF
instrument (Bremen, Germany; ionization method: electrospray ionization [ESI], dry and
nebulizer gas: nitrogen, software: HyStar).

The NMR spectra were obtained at 600 MHz (*H), (HSQC, HMBC) in deuterate solvents on a
Bruker Avance 600 instrument (Rheinstetten, Germany).

The products 4 and 5 were characterized by liquid chromatography/mass spectrometry
(LC/MS) using an Agilent Series 1100 HPLC system and an Agilent 1946C quadrupole mass
spectrometer (Waldbronn, Germany; ionization method: electrospray ionization [ESI], dry
and nebulizer gas: nitrogen). HPLC separation was performed on a LiChroCART® 125-4,
LiChrosphere® 100 RP-18e column (Merck, Darmstadt, Germany) at 25 °C at a flow rate of
1 ml/min within a 14-min gradient from 10 to 100% methanol in 0.1% aqueous formic acid.
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2-(Benzotriazol-1-ylamino)-3,6-dioxo-cyclohexa-1,4-dienecarboxylic acid methyl ester,
C14H10N4O4 (3a)

Synthesis and isolation as described above. Yellow green solid. Yield 33.78% (40.10 mg).
'H-NMR (DMSO-dg) & 2.66 (s, 3H, H-8), 6.73 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H-4), 6.84 (d, J = 10.2
Hz, 1H, H-5), 7.43 (dd, J = 7.6 Hz, 1H, H-14), 7.57 (dd, J = 7.8 Hz, J = 7.3 Hz, 1H, H-15),
7.66 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-16), 8.04 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-13). *C-NMR: was not measured.
HMBC correlations: was not measured. The *H assignment was carried out by the results of
product 3b. R¢ (HPLC) 8.30 min, UV/VIS (MeOH) Amax 203, 257, 407 nm. MS m/z AP-ESI:
pos. ion mode [M+H]" 299.07614 (calculated 299.07748), [M-CHs0]" 267.04959 (calculated
267.05126), [M-COCH30]" 239.04353 (calculated 239.05635).

2-(Benzotriazol-1-ylamino)-3,6-dioxo-cyclohexa-1,4-dienecarboxylic acid ethyl ester,
Ci15H12N4O4 (3b)

Synthesis and isolation as described above. Yellow orange solid. Yield 31.86% (30.20 mg).
'H-NMR (methanol-ds) & 0.75 (t, J = 6.9 Hz, 3H, H-9), 3.12 (m, J = 6.9 Hz, 2H, H-8), 6.76
(d, J = 10.1 Hz, 1H, H-4), 6.84 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H-5), 7.48 (dd, J = 7.6 Hz, 1H, H-15),
7.62 (dd, J =7.8 Hz, J = 7.3 Hz, 1H, H-16), 7.70 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-17), 8.00 (d, J = 8.4
Hz, 1H, H-14). *C-NMR: 13.7 (C-9), 62.3 (C-8), 107.9 (C-1), 111.6 (C-17), 120.5 (C-14)
126.3 (C-15), 129.8 (C-16), 134.2 (C-17a), 134.7 (C-5), 140.2 (C-4) 145.4 (C-13a), 152.4 (C-
2), 165.7 (C-7), 183.9 (C-3), 184.6 (C-6). HMBC correlations: H-4 (C-6), H-5 (C-3), H-8
(C-7, C-9), H-9 (C-8), H-14 (C-15, C-16, C-17, C-17a), H-15 (C13a, C16, C-17, C17a), H-16
(C-14, C-17a), H-17 (C-1, C-2, C-13a, C-14, C-15, C-16). R (HPLC) 9.12 min, UV/VIS
(MeOH) Amax 204, 257, 406 nm. MS m/z AP-ESI: pos. ion mode [M+Na]® 335.07929
(calculated 335.07507).

2,5-Bis-(benzotriazol-1-ylamino)-3,6,3",6'-tetraoxo-bicyclohexyl-1,4,1",4'-tetraene-4,4'-
dicarboxylic acid diethyl ester, C3yH22NgOg (4)

R¢ (HPLC) 10.09 min, UV/VIS (MeOH) Amax 261 nm. LC/MS m/z AP-ESI: pos. ion mode
[M+H]" 623.2, [M+Na]* 645.2.

2,5,5'-Tris-(benzotriazol-1-ylamino)-3,6,3",6-tetraoxo-bicyclohexyl-1,4,1%,4'-tetraene-
4,4'-dicarb0xy|ic acid diethyl ester, C3sHo6N1,03 (5)

R¢ (HPLC) 11.33 min, UV/VIS (MeOH) Amax 252, 318 nm. LC/MS m/z AP-ESI: pos. ion
mode [M+H]" 755.3, [M+Na]" 777.2.

Biological activity testing of novel 1-aminobenzotriazole derivatives

EUCAST-test

A modified method according to the EUCAST discussion document E.Dis 7.1 [16] was used
to determine the MIC (minimal inhibitory concentration) as described previously [17]. The
yeast Candida maltosa SBUG 700 deposited at the strain collection of the Department of
Biology of the University Greifswald (SBUG) was chosen as test organism.

Agar disc diffusion test

For the determination of antibacterial and antifungal activity of the newly isolated compounds
the bacterial strains Bacillus subtilis ATCC 6051, Escherichia coli ATCC 11229,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and the yeast
Candida maltosa SBUG 700 were chosen for a disc diffusion test.

The agar disc diffusion test was performed according to the European Pharmacopeia [18] as
described previously [17].
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Cytotoxicity test
A neutral red uptake assay on human urinary bladder carcinoma cells 5637 [ATCC HTB-9]
was used to determine the cytotoxicity of the products as described previously [17].

Results and Discussion

Laccase-catalyzed reaction of 1-aminobenzotriazole (1) with 2,5-dihydroxybenzoic acid
methyl ester (2a) or 2,5-dihydroxybenzoic acid ethyl ester (2b) resulted in each case in the
formation of two products (3a,b, Figure 1).
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Figure 1. Laccase-catalyzed reaction of 1l-aminobenzotriazole (1) with 2,5-dihydroxybenzoic acid
methyl ester (2a) and 2,5-dihydroxybenzoic acid ethyl ester (2b) for the synthesis of heteromolecular
dimers (3a,b) and oligomers (4, 5).

These products are composed of one molecule of 1 and one molecule of the respective laccase
substrate 2a or 2b. The structure of these heteromolecular dimers, determined by MS and
NMR, consists of 1-aminobenzotriazole and para-quinone moieties as described for other
aminations [6b,19]. The reaction mechanism involves a nucleophilic attack of the free amino
group of the azole on 2a or 2b respectively in the ortho-position of the ester groups. The
amination in the ortho-position has been described, amongst others, for aminations of amino
acids and para-dihydroxylated compounds with carbonyl groups [6a,19b]. The laccase-
catalyzed synthesis of a heteromolecular dimer with 1H-benzotriazole and a substituted
monophenol (3-(3-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) propionic acid methyl ester) has been
described by Schroeder et al. [20]. In contrast to our results a product yield of only 5% was
achieved after optimization of the reaction and the product was only characterized by MS.
Thus the free amino group of 1 and the readily oxidizable para-dihydroxylated substances
(2a,b) are ideal reactants for the laccase-catalyzed synthesis of heteromolecular dimers giving
yields of more than 30%. In addition to these heteromolecular dimers 3a and 3b, oligomers (4
and 5) were formed (Figure 1). The products 4 and 5 were structurally characterized by
LC/MS, as example for the reaction of 1 and 2b.

The product yield was dependent on a number of factors such as the source of the laccase, the
buffer pH, as well as on the amount of co-solvent present.

The highest product yield was achieved using laccase from Pycnoporus cinnabarinus. A 61%
higher concentration of product 3a was produced with the laccase of Pycnoporus
cinnabarinus (sodium acetate buffer (SAB) pH 5) in comparison with the reaction using
Myceliophthora thermophila laccase (citrate phosphate buffer (CPB) pH 7). This is in line
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with with previous results showing that product formation in reactions with
2,5-dihydroxybenzoic acid derivatives is typically higher with laccase of P. cinnabarinus
while product formation with 1,4-hydroquinone derivatives is higher when the laccase of M.
thermophila is used [19b].

The reactions of either of the laccases varied in a similar way as the content of co-solvent in
the reaction mixtures was changed (data for Myceliophthora thermophila laccase not shown).
To determine the influence of solvent concentration on the laccase-catalyzed reaction
different methanol contents in 20 mM sodium acetate buffer (SAB) were tested. The
consumption of reactants (1, 2a) and as a result the formation of product 3a decreased with
increasing methanol content (Figure 2).

1,0 4

0,8

0,6 -

0,4 -

concentration [mM]
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0,0 - L
2% 10% 25% 50% 75% 98%

methanol content in SAB

Figure 2. Concentration of product 3a (black columns) and of reactants 1-aminobenzotriazole (1, grey
columns) and 2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester (2a, white columns) in reaction mixtures
containing different concentrations of methanol in sodium acetate buffer (SAB) using Pycnhoporus
cinnabarinus laccase. Incubation time was 2 hours.

The influence of 10% methanol on product yield was negligible whereas with 25% and 50%
of the co-solvent, 33% and 5% of product 3a was formed respectively. A methanol content of
75% and 98% resulted in neither product formation nor consumption of the reactants. Thus
the type of product formed and the type of solvent used can be crucial. The products we
obtained are heteromolecular dimers whereas Osiadacz et al. [21] described the formation of
actinocin, which is formed during oxidation of 4-methyl-3-hydroxyanthranilic acid. The yield
of actinocin was 72% in the course of a reaction with 60% acetonitrile in 0.1 M phosphate
buffer. The type of solvent may not only influence the yield but also the ratio of products
formed and this may be used to maximize the yield of the desired product. Thus in the
laccase-catalyzed synthesis of two homomolecular dimers of totarol which was described by
Ncanana et al. [9], the reaction with acetone as co-solvent resulted in an amplified formation
of product one and a ratio of 25.8 (product one : product two) compared with the reaction
using methanol which yielded a ratio of 8.2 [9].

The reactants 1, 2a,b and products 3a,b were tested for their antimicrobial and cytotoxic
activities using three different test systems [17]. Antibacterial and antifungal properties were
tested by the agar disc diffusion method, the MIC was determined with a modified method
according to the EUCAST discussion document E.Dis 7.1 and cytotoxicity was evaluated by
neutral red uptake assay using the human urinary bladder carcinoma cell line 5637 [ATCC
HTB-9]. Though both products had only low activity compared with the standard compounds
used, both the antimicrobial activity and the cytotoxicity exceeded the properties of the
reactants (Table 1).
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Table 1. Results of the antimicrobial screening of the agar diffusion test (test concentration: 1000
nmol), MIC determination by a modified method according to the EUCAST (test concentration:
maximum 1000 pM) and cytotoxic activity tests on human urinary bladder carcinoma cells 5637
[ATCC HTB-9] (test concentration: maximum 100 uM) for products 3a,b, reactants 1, 2a,b, as well as
for standard compounds.

agar diffusion test MIC determination Candida maltosa cytotoxic activity test
B.s. Sa Ec¢ Pa Cm MIC MICsy ICs
[ng/ml] [1M] [mg/ml] [nM] [nM]

1 i i i i i =134.14 =1000 -
2a i i i i T* >168.15 =1000
2b i i i i 10* =182.17 =1000 182.17 1000 -
3a 10 9 i i 10* =298.26 =1000 237.09 794.91 33
3b 10 13 i i 12 >312.29 =1000 78.79 252.30 18
amphotericin B i i i i 26 0.63 0.68 0.31 0.34 8
fluconazole i i i i 44 1.91 6.25 0.24 0.78
ampicillin 38 36 29 i i nt. n. t. nt n. t.
gentamicine 32 31 25 30 i nt. n. t. nt n. t. -
etoposide nt mt  nt  nt n. t. n. t. n. t. n t. n. t. 0.32

* Inhibition zones are given in diameter [mm] including the diameter of the paper disc (6 mm), B. s Bacillus subtilis ATCC 6051, C. m. Candida maltosa SBUG 700, E. ¢
Escherichia coli ATCC 11229, P. a. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 8. a. Staphvlococcus anrens ATCC 6538; 1 = mactive (no inhibition zone), ™ no clear inhibition
zones but less activity is possible; - not eviotoxic; n. L not lested

In particular, the products showed an inhibitory effect on the gram positive bacteria Bacillus
subtilis ATCC 6051 and Staphylococcus aureus ATCC 6538 whereas the reactants were
inactive. Thus the laccase-catalyzed reaction can be used for the synthesis of compounds with
activities different from those of the reactants used for the synthesis.

Conclusion

The laccase-catalyzed derivatization of azoles leads to products with stronger and/ or
additional biological activities than the reactants used for the synthesis and may thus enlarge
the application range of the laccase-catalyzed process. The fact that the enzyme still functions
in the presence of organic solvents allows the use of laccase with reactants that are poorly
water soluble. This broadens the range of possible laccase-catalyzed synthetic applications.
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4.10 New enzymatic principle for the synthesis of novel

antimicrobials

Ein Teil der Ergebnisse des eben vorgestellten Manuskripts soll auf dem vom 10.-13.04.2010
stattfindenden 20. European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ECCMID) mit einem Poster vorgestellt werden. Der eingereichte Abstract ist auf den

folgenden Seiten der Dissertation beigefligt.
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New enzymatic principle for the synthesis of novel antimicrobials
Veronika Hahn, Annett Mikolasch and Frieder Schauer

Obijectives: Still today the treatment of choice for Candida infections are azoles [1]. However,
emerging resistance, decreasing susceptibility and a national cost of nosocomial candidemia
of over $200 million per year [2] all increase the need for new antifungals. For this purpose
we developed a new process for the synthesis of antimicrobials using fungal laccase as
biocatalyst. Laccases [E.C. 1.10.3.2] are polyphenoloxidases which oxidize hydroxylated
aromatic compounds. The resulting radicals can undergo various non-enzymatic reactions. A
heteromolecular coupling reaction was used successfully for the derivatization of morpholines
[3] and some of the products had antimicrobial and cytotoxic activities which were higher
than the activities of the reactants. We therefore then applied the process to the synthesis of
new azoles.

Methods: The laccase was obtained from the ligninolytic fungus Pycnoporus cinnabarinus
(Pcl). The reaction mixtures were analyzed using an HPLC system with DAD and a RP 18
column. For mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy
the products were isolated by solid phase extraction and dried by lyophilization. The
antifungal susceptibility testing was performed with a modified method of the EUCAST
discussion document E.Dis. 7.1 [3].

Results: 1-Aminobenzotriazole (1) was used as model substance for the derivatization by Pcl.
During laccase-catalyzed transformation of the para-dihydroxylated substrates
2,5-dihydroxybenzoic acid methyl ester (2a) and 2,5-dihydroxybenzoic acid ethyl ester (2b)
into quinones a nucleophilic attack of the azole occurs, resulting in C-N-coupled
heteromolecular products 3a and 3b respectively (yields up to 34%). Their structures were
confirmed by MS and NMR analysis. The antifungal activity of 3a,b against Candida species
exceeded that of the reactants (Tab. 1).

Tab. 1. Results of the antifungal screening of MIC determination by a modified method according to
the EUCAST (test concentration: maximum 1000 pM, test organism: Candida maltosa) for products
3a,b, reactants 1, 2a,b.

MIC MICso
[1g/ml] [uM] [hg/ml] [uM]
1 >134.14 % >1000
2a >168.15 >1000
2b >182.17 >1000 182.17 1000
3a >298.26 >1000 237.09 794.91
3b >312.29 >1000 78.79 252.30

% The MIC was higher than the tested concentration of 1000 uM.
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Conclusions: This novel synthesis principle makes it possible to produce compounds with
antimicrobial activity. Our future aim is to amplify this effect by laccase-catalyzed
derivatization of a compound which already shows high biological activity with another
bioactive compound to synthesize products with increased activity, improved bioavailability
and reduced side effects. In particular the laccase-catalyzed synthesis of substances which are
not available by conventional chemical methods permits the creation of completely new
biological active agents.

Keywords: azole, laccase, antifungal
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5 Unveroffentlichte Ergebnisse

Im letzten Teil dieser Arbeit werden bisher unverdoffentlichte Ergebnisse vorgestellt. Teilweise
werden Ergebnisse der bereits publizierten Arbeiten zum Vergleich zitiert und fir
vergleichende Darstellungen herangezogen.

Der Schwerpunkt in diesem Teil der Dissertation liegt auf den Reaktionen zur Derivatisierung
der Wirkstoffgrundstrukturen von Azolen und Morpholinen und der medizinisch genutzten
Verbindung 5-Flucytosin mit para-dihydroxylierten aromatischen Substanzen. Die laccase-
katalysierte Reaktion wurde genutzt, um neue Verbindungen zu synthetisieren. Dabei wurde
sowohl die Synthese neuer antimikrobiell wirksamer Substanzen als auch die Steigerung der
bereits vorhandenen Wirkung im Falle von 5-Flucytosin mit Hilfe der laccasevermittelten

Derivatisierung angestrebt.

5.1 Strukturelle Charakterisierung der mittels Laccase

synthetisierten Produkte

Im Rahmen der Dissertation wurden zahlreiche Aminoverbindungen mit mindestens einer
freien und/oder ringgebundenen Aminogruppe ausgewahlt. Als Laccasesubstrate dienten
1,4-Hydrochinon und 2,5-Dihydroxybenzoeséure, sowie deren jeweilige Derivate. In
Abhangigkeit von den eingesetzten Reaktionspartnern unterschied sich die Anzahl und
Konzentration der gebildeten heteromolekularen Kopplungsprodukte. Eine Darstellung

samtlicher Kopplungsreaktionen dieses Typs ist in Tab. 1 zusammengefasst.



Tab. 1

Aminopartner

1
2)
3)

(+)

OH

OH

OH

OH O

OH 0O

Ubersicht zu den durchgefiihrten heteromolekularen Kopplungsreaktionen von Azolen, Morpholinen sowie 5-Flucytosin mit
para-dihydroxylierten aromatischen Laccasesubstraten (5:1 mM) mittels Laccasen von Myceliophthora thermophila und Pycnoporus
cinnabarinus sowie eine Einschatzung der Anzahl und Ausbeute der gebildeten hetermolekularen Kopplungsprodukte bei einer
Inkubationszeit von 24 h (Auswertung bei 254 nm, Injektionsvolumen 20 pl)

cl oH o 0~ N/\/OH
N
Laccasesubstrate OO
OH OH OH OH OH OH OH
1,4-Hydro- Chlor-1,4- 2,3-Dimethyl- | 1,4-Dihydroxy- | 2,5-Dihydroxy- 2,5-Dihydroxy- 2,5-Dihydroxy- 2,5-Dihydroxy-N-(2-
chinon hydro- 1,4-hydro- naphthalin benzoesaure benzoesaure- benzoesaure- hydroxyethyl)-
chinon chinon methylester ethylester benzamid

MtL PcL MtL PcL MtL PcL MtL PcL MtL PcL MtL PcL MtL PcL MtL PcL
2-Amino- ++ ++ + + + ++ ++ ++ +++ ++ ++ + +
benzimidazol
5-Aminoimidazol- ) + + + + ) ++1) +++1) +++1) +++1) ++1) ++4+1) ++4+1) ++4+1)
4-carboxamid
1-(3-Aminopropyl)- + + + + ) ) + + + ++ ++ + ++ + + +)
imidazol
2-Hydroxy- ++ + + + ++ + )
benzimidazol
2-(Hydroxymethyl)- + + + + + ++ ++ + +
benzimidazol
1-Aminobenzotriazol ++ i ++ ++ i 4 L ++ A +++2) +H+ +++2) ++ +H+
3-Amino-1,2,4-triazol + + + + + ++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++
Morpholin ++4+3) 4443 +++ [ 43 ++3) ++3) +3) + + + + ++ + +++3) ++3)
4-(2-Aminoethyl)- ++ ++ + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
morpholin
4-Morpholinoanilin ++ +++ + [+ + ++ + +++ ++ +++3) +++3) +++3) +++3) +H+ +++
5-Flucytosin + + + + ++ + ++ ++ ++

Hahn et al. 2009a
Hahn et al. 2009e
Hahn et al. 2009d

einzelne heteromolekulare Kopplungsprodukte und sehr hohe Konzentration an Produkten (> 5.000.000 mAU)

mittlere Anzahl an heteromolekularen Kopplungsprodukten und hohe Konzentration einzelner Produkte (1.000.000-5.000.000 mAU)
sehr geringe Anzahl an heteromolekularen Kopplungsprodukten und geringe Konzentration (40.000-1000.000 mAU)

sehr geringe Konzentration weniger heteromolekularer Kopplungsprodukte (< 40.000 mAU)

keine heteromolekularen Kopplungsprodukte
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Fir die heteromolekulare Kopplung waren Azole und Morpholine substituiert mit einer freien
Aminogruppe direkt am aromatischen System (2-Aminobenzimidazol, 5-Aminoimidazol-4-
carboxamid, 1-Aminobenzotriazol, 3-Amino-1,2,4-triazol, 4-Morpholinoanilin) besser geeignet
als Verbindungen mit einer Aminoalkylgruppe (1-(3-Aminopropyl)-imidazol, 4-(2-Aminoethyl)-
morpholin) oder Substanzen mit einer im Ring gebundenen Aminogruppe (2-Hydroxy-
benzimidazol, 2-(Hydroxymethyl)-benzimidazol). Im Gegensatz zu den letztgenannten
beiden Azolen wurde mit Morpholin, das ebenfalls eine ringgebundene Aminogruppe besitzt,
jedoch keine aromatische Struktur aufweist z.T. eine Vielzahl von Produkten in hoher
Konzentration nachgewiesen. Das bereits in der Medizin eingesetzte 5-Flucytosin war trotz
seiner freien Aminogruppe kein effektiver Reaktionspartner. Die Produktbildung war sowohl
von den Aminopartnern als auch von den eingesetzten Laccasesubstraten abhangig. Die
Laccasesubstrate kénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Die erste Gruppe umfasst
1,4-Hydrochinon und dessen substituierte Derivate (Chlor-1,4-hydrochinon, 2,3-Dimethyl-1,4-
hydrochinon, 1,4-Dihydroxynaphthalin); zur zweiten Gruppe gehdren 2,5-Dihydroxybenzoe-
sdure bzw. deren Derivate (2,5-Dihydroxybenzoesauremethylester, 2,5-Dihydroxy-
benzoesaureethylester, 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid). Entsprechend dieser
Unterteilung ergaben sich Unterschiede in der Produktanzahl und Produktausbeute. So
reagierten die Azole bevorzugt mit 2,5-Dihydroxybenzoesédure bzw. deren Derivaten
wahrend die Produktbildung mit 1,4-Hydrochinon bzw. dessen Derivaten im Vergleich dazu
geringer war. Sehr geringe oder keine Produktbildung wurde mit Chlor- und
Methylsubstitution bzw. mit dem benzoanellierten System nachgewiesen. Auch bei den
Reaktionen mit 5-Flucytosin konnten mit den eingesetzen 1,4-Hydrochinonen nur in einem
Fall (Reaktion: 5-Flucytosin und Chlor-1,4-hydrochinon, Laccase aus Myceliophthora
thermophila) die Bildung von heteromolekularen Kopplungsprodukten nachgewiesen werden,
wahrend bei den Reaktionen mit der 2,5-Dihydroxybenzoesaure bzw. deren Derivaten in
allen Fallen heteromolekulare Produkte gebildet wurden. Diese Unterscheidung der
Produktbildung in Abhangigkeit von den beiden Laccasesubstratgruppen war bei den
Reaktionen mit den verschiedenen Morpholinen in leichter Form lediglich beim
4-(2-Aminoethyl)-morpholin und 4-Morpholinoanilin erkennbar. Das Morpholin selbst bildete
auch hier eine Ausnahme, indem v.a. mit dem 1,4-Hydrochinon und den substituierten
1,4-Hydrochinonen viele Produkte in hoher Konzentration gebildet wurden. Neben dem
Laccasesubstrat und dem Reaktionspartner ist die Produktbildung auch von der Laccase
(bzw. dem genutzten Puffer) abhangig. Ein Unterschied hinsichtlich der Effektivitat der
Reaktion in Abhangigkeit von der eingesetzten Laccase (bzw. dem genutzten Puffer) konnte
nicht in allen Fallen festgestellt werden. Obwohl bei Reaktionen von Aminen mit para-
dihydroxylierten Aromaten gezeigt wurde, dass sich die Laccase von Myceliophthora

thermophila besonders fir die Reaktionen mit 1,4-Hydrochinon bzw. den substituierten
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1,4-Hydrochinonen eignet, wahrend der Einsatz der Laccase von Pycnoporus cinnabarinus
v.a. bei Reaktionen mit 2,5-Dihydroxybenzoesdurederivaten zu hohen Produktausbeuten
fuhrt (Niedermeyer et al. 2005, Hahn et al. 2009c), konnte das nicht immer bestatigt werden.
Der Grund dafir liegt wahrscheinlich in der unterschiedlichen Struktur der Aminopartner.
Eine weitere Erklarung (beispielsweise bei den Reaktionen mit 5-Aminoimidazol-4-
carboxamid) wére ein anderer Reaktionsmechanismus, der nicht wie sonst Ublich in der
Bildung von Di- und Trimeren resultiert sondern in heterozyklischen Verbindungen (Hahn et
al. 2009a).

Die bei den durchgefiihrten Reaktionen gebildeten Produkte wurden, wenn mdglich gereinigt,
strukturell charakterisiert und anschlieRend hinsichtlich ihrer antibakteriellen, antifungalen
und zytotoxischen Aktivitat getestet. Die strukturelle Charakterisierung der einzelnen
Verbindungen erfolgte mittels MS- und bei den meisten Produkten zusatzlich mit Hilfe von
NMR-Analysen.

Ein Teil der Ergebnisse zu den Reaktionen der einzelnen Morpholine als Aminopartner fir
die heteromolekulare Kopplung mit para-dihydroxylierten Verbindungen wurde bereits
publiziert (Hahn et al. 2009d). Einige zusatzliche Aspekte dieser Reaktionen sind fir das
Verstandnis des Reaktionsmechanismus wichtig.

Die Reaktion der Morpholine erfolgt gemafll dem allgemeinen Schema einer nukleophilen
Addition nach vorheriger Radikalisierung des Laccasesubstrates (Xu 1999, Claus 2003,
Niedermeyer et al. 2005). Im Falle der Reaktion von Morpholin mit 1,4-Hydrochinon entstand
dabei ein chinoides heteromolekulares Dimer (M+HC/P1, Abb. 23), das sofort unter Bildung
von Trimeren (M+HC/P2, M+HC/P3) weiterreagierte, wobei das Trimer M+HC/P2 bestehend
aus einem Molekil 1,4-Benzochinon und zwei Molekilen Morpholin das Hauptprodukt
darstellte (strukturanalytische Daten zu den Produkten siehe Tab. 3, S.137, 138).
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Abb. 23  Bildung der heteromolekularen Produkte M+HC/P1 bis M+HC/P3 bei der
laccasekatalysierten Reaktion von Morpholin mit 1,4-Hydrochinon

Die Bindung eines zweiten Molekils Morpholin in para-Stellung zur ersten Aminierung bei
M+HC/P1 wurde mittels NMR-Analysen fur das Produkt M+HC/P2 bestatigt, sodass auch bei
M+HC/P3 von einer Bindung in para-Position ausgegangen werden kann. Natirlich ware
auch die ortho-Position fiur die zweite Bindung denkbar, aber diese ware
hochstwahrscheinlich bereits aufgrund der sterischen Abschirmung durch den ersten
Aminosubstituenten fiir eine zweite Substitution nicht zuganglich. Eine Untersuchung der
Stabilisierungsenergien von aminierten p-Benzochinonen ergab, dass das 2,5-Isomer das
stabilste unter den Diaminobenzochinonen ist. Darauf beruht wahrscheinlich die bevorzugte
Substitution in para-Position (Yamaoka und Nagakura, 1971). Finley (1988) und Berger et al.
(1988) beschrieben ebenfalls die para-Position als Ort fir die zweite Aminierung.
Entsprechend der Reaktion des Morpholins mit 1,4-Hydrochinon erfolgte auch bei der
Reaktion mit Chlor-1,4-hydrochinon zuerst eine Dimerbildung. Das entstandene chlorierte
Dimer stellt vermutlich ein Isomerengemisch aus M+CHC/P3a und M+CHC/P3b dar
(Abb. 24), wie es ebenfalls von Mikolasch et al. (2008b) fur die Reaktion von
4-Aminobenzoesaure und Chlor-1,4-hydrochinon beschrieben wurde. Die Bildung von
Isomeren erfolgte auch bei der Reaktion von Morpholin und Methyl-1,4-hydrochinon (Hahn et
al. 2009d). Neben dem Isomerengemisch konnten, bei der Reaktion von Morpholin und
Chlor-1,4-hydrochinon, auch dechlorierte Produkte M+CHC/P1 und M+CHC/P2

nachgewiesen werden, die den Produkten aus Morpholin und 1,4-Hydrochinon M+HC/P1
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und M+HC/P2 in Retentionszeiten, UV/Vis-Spektren und massenspektroskopischen Daten
entsprachen. Die Bildung der dechlorierten Produkte stellt eine Substitution im Zuge der
Bindungsknipfung und keine Abspaltung dar (Dec et al. 2003). Das Endprodukt der
Reaktion war das heteromolekulare Trimer M+CHC/P2 aus einem MolekUl 1,4-Benzochinon
und zwei Molekilen Morpholin, das nach 24 h in einer hohen Konzentration detektiert wurde.
Ein entsprechendes chloriertes Produkt konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu wurden bei der von Chapyshev und Ibata (1996) chemisch durchgefiihrten
Reaktion von 2,5-Dichlor-1,4-benzochinon und Morpholin sowohl das chlorierte als auch das
unchlorierte Trimer beschrieben, wobei die Aminierung in beiden Fallen in para-Position
erfolgte. Die bevorzugte para-Aminierung mit gleichzeitiger Debromierung wurde auch von
Kallmayer und Fritzen (1987) nachgewiesen. Unter Einbeziehung der hohen Konzentration
der gebildeten Produkte M+CHC/P3 und M+CHC/P2 kann bei der Reaktion von Morpholin
mit Chlor-1,4-hydrochinon davon ausgegangen werden, dass das dimere Produkt
M+CHC/P3a bevorzugt gebildet wird, welches dann unter Bindung eines weiteren Molekiils
Morpholin in para-Stellung zur ersten Aminierung und daraus resultierender Substitution des
Chlorid-lons zum M+CHC/P2 reagiert (strukturanalytische Daten zu den Produkten siehe
Tab. 3, S. 137).

Cl

7y
S
o
+ [ j M+CHC/P3b
N
H

—_—

OH (6]
Cl
cl Morpholin
N/\’ O/\’ (0]
OH o) k/o © K/N
+
Chlor-1,4-hydrochinon M+CHC/P3a [Nj N/\’
H (0] (0]
O/\’ 0 Morpholin
K/N M+CHC/P2
I S (=M+HC/P2)

M+CHC/P1
(=M+HC/P1)

Abb. 24 Bildung der heteromolekularen Produkte M+CHC/P3a,b, M+CHC/P1 (entspricht M+HC/P1)
und M+CHC/P2 (entspricht M+HC/P2) bei der laccasekatalysierten Reaktion von
Morpholin mit Chlor-1,4-hydrochinon
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Darlber hinaus konnten die Produkte M+CHC/P1 und M+CHC/P2 auch in den Kontrollen
ohne Laccasezugabe in geringer Konzentration detektiert werden, was auf einen z.T.
autokatalytisch ablaufenden Prozess hinweist. So betrug die Ausbeute des Endproduktes
der Reaktion M+CHC/P2 nach 24 h im Inkubatiosansatz mit Phosphat-Citrat-Puffer (pH 7)
ohne Laccase ca. 13 % der Produktausbeute, die mit der Laccase von Myceliophthora
thermophila erzielt wurde (5:1 mM, Morpholin : Chlor-1,4-hydrochinon). Neben den bei der
Reaktion von Morpholin und Chlor-1,4-hydrochinon eingehend vorgestellten di- und trimeren
Produkten wurden zusatzlich zwei oligomere, chlorierte Produkte (M+CHC/P4 und
M+CHC/P5) mittels MS-Analysen charakterisiert (Tab. 3, S. 137).

Die Variation der Laccasesubstrate flhrte im Falle der Reaktionen von 1,4-Hydrochinon bzw.
Chlor-1,4-hydrochinon zu einer teilweisen Ubereinstinmung der Produktspektren. Dariiber
hinaus konnten auch bei der Variation des Aminopartners &hnliche Produkte strukturell
charakterisiert werden. So wurden mittels HPLC und Massenspektroskopie bei der Reaktion
des 4-(2-Aminoethyl)-morpholin mit 1,4-Hydrochinon &hnliche Produkte wie beim Umsatz mit
Morpholin nachgewiesen. Die Produkte AEM+HC/P1 und AEM+HC/P2 entsprachen jeweils
M+HC/P1 und M+HC/P2, was wahrscheinlich auf eine Abspaltung der Aminoethylgruppe
zurlckzufuhren ist (Abb. 25).

() ()
N N

OH NH, 0 NH, o/\ 0
4-(2-Aminoethyl)- 4-(2-Aminoethyl)- K/N
morpholin morpholin
N/\ N/\
OH O 0] o K/O
1,4-Hydrochinon AEM+HC/P1 AEM+HC/P2
(=M+HC/P1) (=M+HC/P2)

Abb. 25 Bildung der heteromolekularen Produkte AEM+HC/P1 (entspricht M+HC/P1) und
AEM+HC/P2 (entspricht M+HC/P2) bei der laccasekatalysierten Reaktion von
4-(2-Aminoethyl)-morpholin mit 1,4-Hydrochinon

Die Abspaltung der Aminoethylgruppe kénnte &hnlich wie die Abspaltung von Chlor bei der
zuvor vorgestellten Reaktion von Morpholin und Chlor-1,4-hydrochinon im Zuge der
Aminierung erfolgen. Denkbar wéare aber auch eine Abspaltung der Aminoethylgruppe des

4-(2-Aminoethyl)-morpholins direkt durch die Laccase. Das dabei entstehende Morpholin
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wirde dann als Ausgangsstoff fiur die Synthese von AEM+HC/P1 und AEM+HC/P2 dienen.
Die Bildung dieser beiden Produkte erforderte die Anwesenheit der Laccase, sodass eine
autokatalytische Reaktion ausgeschlossen wurde. Des Weiteren konnte die Moglichkeit des
spontanen Zerfalls des 4-(2-Aminoethyl)-morpholins in das Morpholin und die
Aminoethylgruppe bereits in der fir die laccasekatalysierte Reaktion angefertigten
Stammlésung mittels GC/MS ausgeschlossen werden. Darlber hinaus war die
Produktausbeute bei der Reaktion von 1,4-Hydrochinon mit 4-(2-Aminoethyl)-morpholin
geringer als bei der Reaktion mit Morpholin, was entweder auf eine geringe Rate an
Aminierungen mit einhergehender Abspaltung der Aminoethylgruppe oder eine
unvollstandige laccasekatalysierte Abspaltung der Aminoethylgruppe des 4-(2-Aminoethyl)-
morpholins unter Bildung von Morpholin hindeutet. So wurden innerhalb von 24 h nur 8 %
AEM+HC/P2 im Vergleich zu dem entsprechenden Produkt mit Morpholin M+HC/P2 mit der
Laccase von Myceliophthora thermophila (5:1 mM, 4-(2-Aminoethyl)-morpholin bzw.
Morpholin : 1,4-Hydrochinon) gebildet. Zudem wurden neben den auch mit Morpholin
detektierten Produkten weitere Produkte in geringer Konzentration nachgewiesen.

Naheren Aufschluss Uber die Frage, ob die Aminoethylgruppe im Zuge der Aminierung oder
direkt durch die katalytische Aktivitat der Laccase abgespalten wird, kdnnten weitergehende
HPLC-Analysen erbringen, die speziell die Detektion des 4-(2-Aminoethyl)-morpholins und
des Morpholins ermdglichen. 4-(2-Aminoethyl)-morpholin, wie auch Morpholin besitzen kein
aromatisches System wodurch die Substanzen selbst und somit auch eine Umwandlung des
4-(2-Aminoethyl)-morpholins ins Morpholin mit Hilfe des UV/Vis-Detektors der HPLC nicht
nachgewiesen werden konnte. Eine vorherige Derivatisierung des Morpholins mit einem
Fluoreszenz-Farbstoff und anschlielende Analyse mit einem Fluoreszenz-Detektor kdnnte
nahere Aufschlisse lber den Reaktionsablauf geben.

In Ubereinstimmung zu den Reaktionen mit 4-(2-Aminoethyl)-morpholin konnte auch mit
4-Morpholinoanilin ~ eine  Verédnderung des Morpholinderivats  gezeigt  werden.
4-Morpholinoanilin stellt selbst ein Laccasesubstrat dar. Andere Aniline wie 4-Methoxyanilin,
4-Methylanilin, 2,5-Xylidin und 2,4-Dichloranilin kdénnen ebenfalls von der Laccase als
Substrat genutzt werden und kdnnen dann zu verschiedenen Oligomeren reagieren (Hoff et
al. 1985, Bertrand et al. 2002, Tadesse et al. 2008). Auf diese Weise werden in der Natur
Schadstoffe detoxifiziert (Bollag und Leonowicz 1984, Collins und Dobson 1997). Im Verlauf
der homomolekularen Reaktion von 4-Morpholinoanilin wurde neben verschiedenen
hochmolekularen Produkten (Produkte mit hoher Retentionszeit) auch Benzochinon
(bezeichnet als MA/P1) mit Hilfe des Vergleichs von Retentionszeit und UV/Vis-Spektrum mit
der Standardverbindung 1,4-Benzochinon nachgewiesen (Abb. 26A). Zudem wurde eine
Peakverstarkung mit  1,4-Benzochinon  durchgefuhrt, wobei die Zugabe der

Standardsubstanz eine Absorptionserhéhung des Produktpeaks zur Folge hatte (Abb. 26B).
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Abb. 26 HPLC-Elutionsprofile der homomolekularen Reaktion von 4-Morpholinoanilin mittels
Myceliophthora thermophila Laccase (A) nach 2 h Inkubationszeit und (B) nach der Zugabe
des 1,4-Benzochinon-Standards sowie UV/Vis-Spektren der Produkte und Angaben der
Retentionszeiten (tr)

Nach der Zugabe des 1,4-Benzochinons konnte auch die Bildung der Produkte RP1 und
RP2 nachgewiesen werden, deren Retentionszeiten und UV/Vis-Spektren dhnlich denen von
M+HC/P1 und M+HC/P2 waren. Daraus ergibt sich, dass es wahrscheinlich zu einer
laccasevermittelten Spaltung des 4-Morpholinoanilins kam, die in der Bildung von Morpholin
und 1,4-Benzochinon resultierte (Abb. 27).
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Abb. 27 Postulierte Spaltung von 4-Morpholinoanilin mittels Laccase in Morpholin und
1,4-Benzochinon abgewandelt nach limura et al. 1996 und Campos et al. 2001
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Die Bildung von Benzochinonen im Verlauf der laccasekatalysierten Spaltung von Lignin
(Kawai et al. 1988, Leonowicz et al. 2001) aber auch von Farbstoffen (Decolorisation) wurde
bereits beschrieben (Chivukula and Renganathan 1995, Torres et al. 2003, Tauber et al.
2008). Dabei wird das Substrat mittels Laccase oxidiert. Das entstandene Radikal kann
danach leicht von nukleophilen Verbindungen z.B. Wasser angegriffen werden und resultiert
in der Inkorporation von Sauerstoff (Campos et al. 2001). Leonowicz et al. 2001 postulierten
fur ein Ligninmodeldimer, dass die nach dem nukleophilen Angriff durch Wassermolekiile
stattfindende Spaltung spontan ohne eine Beteiligung der Laccase erfolgt, wahrend Campos
et al. (2001) einen zweiten laccasevermittelten Oxidationsschritt flr die Spaltung des
Azofarbstoffs Indigo annahmen. Im Fall von 4-Morpholinoanilin ware eine dritte
Oxidationsstufe denkbar, die zur Substitution der Aminogruppe fihrt. Die Substitution von
Chlorsubstituenten durch Hydroxylgruppen wurde bereits bei laccasekatalysierten
Reaktionen beschrieben (Minard et al. 1981, limura et al. 1996, Leontievsky et al. 2001). Die
Dechlorierung erfolgte in para-Position zur Hydroxylgruppe, wobei 1,4-Hydrochinone und
1,4-Benzochinone nachgewiesen wurden (Minard et al. 1981, limura et al. 1996, Leontievsky
et al. 2001). limura et al. (1996) bewiesen anhand von Inkorporationsversuchen mit 20, dass
der eingebaute Sauerstoff aus dem Wasser des Reaktionsmediums stammte. Demnach
erfolgte die Dechlorierung durch einen nukleophilen Angriff des Wassers auf das von der
Laccase generierte Kationradikal und nicht durch oxidative Kopplung (limura et al. 1996). Im
vorliegenden Fall kann also auch von einer Substitution der Aminogruppe durch eine
Hydroxylgruppe ausgegangen werden. Die nukleophile Addition von Wasser unter Bildung
einer Hydroxylgruppe wurde auch von Manda et al. (2007) und Hahn et al. (2009d)
beschrieben.

Die Bildung des Benzochinons (MA/P1) konnte neben den homomolekularen Reaktionen mit

4-Morpholinoanilin auch bei allen damit durchgefuhrten heteromolekularen Reaktionen
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detektiert werden. Daneben wurde bei der Reaktion von 4-Morpholinoanilin  mit
1,4-Hydrochinon ein Produkt, ahnlich dem M+HC/P1, gebildet und auch bei der Reaktion von
2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon und Myceliophthora thermophila Laccase wurde ein
heteromolekulares Kopplungsprodukt nachgewiesen, bei dem das UV/Vis-Spektrum und die
Retentionszeit mit denen des Produkts der Reaktion mit Morpholin vergleichbar waren
(Tab. 2), wodurch die Theorie der Spaltung des 4-Morpholinoanilins unter Bildung von
Morpholin zusatzlich unterstitzt wird. Eine Publikation Uber die laccasevermittelte Spaltung

von 4-Morpholinoanilin wird vorbereitet.

Tab.2  UV/Vis-Spektren und Retentionszeiten der Produkte, die bei der laccasevermittelten
Kopplung von 2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon mit Morpholin bzw. 4-Morpholinoanilin gebildet

wurden
Reaktionspartner Morpholin und 4-Morpholinoanilin und
2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon 2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon
UV/Vis-Spektrum o s,
02;0 400 ‘[nm] 600 02;0 ' 400 [nm] 600
Retentionszeit [min] 10,80 10,84

Die potentiell mit Morpholin als Spaltprodukt gebildeten Produkte wurden in den einzelnen
Reaktionen nur in geringer Konzentration nachgewiesen, die Hauptreaktion stellte die
Aminierung des 4-Morpholinoanilins mit dem jeweiligen Laccasesubstrat dar. Dabei wurden
zuerst die Dimere gebildet, welche dann zu Trimeren bestehend aus einem Molekil des
chinoiden Laccasesubstrates und zwei Molekulen 4-Morpholinoanilin reagierten. Einige der
Produkte wurden mittels Massenspektroskopie charakterisiert (Tab. 3), wobei die von Hahn
et al. (2009d) vorgestellten Trimere aus 4-Morpholinoanilin und 2,5-Dihydroxybenzoesaure-

methylester bzw. 2,5-Dihydroxybenzoesaureethylester nicht aufgeftihrt wurden.
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Tab.3  Ergebnisse der strukturellen Charakterisierung von heteromolekularen Produkten® der
Reaktionen von Morpholinen: Morpholin (M), 4-(2-Aminoethyl)-morpholin (AEM),
4-Morpholinoanilin (MA) mit para-dihydroxylierten aromatischen Verbindungen:
1,4-Hydrochinon (HC), Chlor-1,4-hydrochinon (CHC), 2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon
(DMHC), 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid (DHBA) mittels Massenspektroskopie
(LC/MS) und hochauflésender Massenspektroskopie (TOF-MS) sowie Retentionszeiten (tg)
und UV/Vis-Spektren der Produkte (Gliederung nach Retentionszeiten)

Ausgangs-  Pro- tr UV/Vis- Formel Masse / hochaufgeldste Masse Strukturformel

stoffe dukt [min]  Spektrum

theoretisch experimentell (m/z)
(0]
M+HC P1 7,33 o Ci1oH1NO3 [M] 193,2 [M+H]" 194,1
[M+Na]" 216,1
n20(7 400 [nm] 600 N /\
o] Qo
b
M+HC P2 8,90 oo C1aHisN,04 [M] 278,3 [M+H]" 279,3 @ f
M [M+Na]* 301,1 N
. [2M+Na]" 579,3
TR N/\
[M+Na]" 301,11587 [M+Na]" 301,12072 o K/O
M+HC P3 10,89 w C16H13NOs [M] 299,29 [M+H]" 300,1
el [M+Na]" 322,1
i [2M+Na]" 621,2
200 400 [nm] 600
[M+H]* 300,08664 [M+H]* 300,05102
[M-H] 298,07209 [M-H] 298,07041
M+CHC P1 7,45 C1oH11NOs [M] 193,2 [M+H]" 194,1
ﬂzn 400 [nm) 600
M+CHC P2 9,03 o Ci14H1gN204 [M] 278,3 [M+H]" 279,2
‘"‘::JW [M+Na]" 301,1
5 400 om) 500 [M+H]" 279,13393 [M+H]" 279,13196
M+CHC P3 9,45 o CiHioCINOs  [M] 227,65 [M+H]* 228,0
/\/\ [M+Na]" 250,0
% 00 ml oo [M+H]" 208.09681 [M+H]" 208.09703, M+CHC/P3a  und  M+CHC-P3b
208.09709
o
M+CHC P4 10,39 . CiHi,CINOs  [M] 333,73 [M+H]" 334,1 ! o
) [M+Na]" 356,0 ‘
nzau 400 Inm] 600 o] ‘
N
Ty
4 o) ﬁo
M+CHC P5 1093 i CaaHsCINGO;  [M] 503,94 [M+H]" 504,2 o N
© [M+Na]* 526,2 ‘ o
N
[e] N
@
o]
AEM+HC  P1 7,39 C1oH11NOs [M] 193,2 [M+H]" 194,1
[mAU]]
0 bo
AEM+HC P2 8,89 C1aHisN,04 [M] 278,3 [M+H]" 279,1 U i
[M+Na]" 301,1
TR wo N/\
o bo
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Ausgangs-  Pro- tr UV/NVis- Formel Masse / hochaufgel§ste Masse Strukturformel

theoretisch experimentell (m/z)

stoffe dukt [min]  Spektrum
N
N N [e]
() /
o]

MA+HC P2 13,00 CaeH2sN404 [M] 460,54 7@1

e 0
/N
[M+H]" 461,21832 [M+H]* 461,23535 OO

MA+HC P1 10,05 s L CigH16N203 [M] 284,32
* O
. [M+H] 285.12336 [M+H]* 585.13345 <:§
200 400 [nm] 600
H /N
N S
[nm]

H / N\
MA+DMHC  P1 12,43 im0 CigH20N,04 [M] 312,37 N NP
o Q o
[M+H]" 313,15466 [M+H]* 313.153931
200 400 [nm] 600
HO,
MA+DHBA  P1 10,86 ol C2eH33NsO06 [M] 547,62 9
- 0 nONCC
. [M+H]* 548,25035 [M+H]* 548.251494 o o
200 400 [ 6 DQ@Q

% Im Folgenden wurden die Produkte zusammen mit den Ausgangsstoffen benannt.

®  Die Struktur dieses Produkts wurde mittels NMR-Analysen bestatigt (Hahn et al. 2009d).

Neben den fir die laccasevermittelte Kopplung eingesetzten Azolen und Morpholinen wurde
5-Flucytosin (5-Fluorcytosin) eingesetzt. Im Gegensatz zu den Azolen und Morpholinen, die
die pilzliche Sterolbiosynthese hemmen (Vanden Bossche et al. 1984, Hitchcock et al. 1989,
Mercer 1991, Ziogas et al. 1991), wirkt 5-Flucytosin auf die pilzliche RNA bzw. DNA
Synthese (Polack und Wain 1979, Waldorf und Polak 1983).

Bei den durchgefiihrten heteromolekularen Kopplungsreaktionen mit 5-Flucytosin konnten
nur selten einzelne heteromolekulare Produkte nachgewiesen werden, die dartuber hinaus in
einer sehr geringen Konzentration vorlagen. Das Produkt der Reaktion von 5-Flucytosin und
2,5-Dihydroxybenzoesaure konnte trotz einer Ausbeute von nur ca. 5 % isoliert werden. Die
massenspektroskopische Analyse des Feststoffes ergab fur das Molekil eine Masse von
[M+H]" 264 m/z (AP-ESI positiv Modus). Diese Masse entspricht einem hydrochinoiden und
dehalogenierten Heterodimer (Abb. 28). Die Bindung des 5-Flucytosins erfolgte
wahrscheinlich in ortho-Position zur Sauregruppe, wie es bereits mehrfach im Rahmen der

Arbeit fir Aminierungen vorgestellt wurde (Hahn et al. 2009a,c).
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Abb. 28 Postulierte Bildung eines heteromolekularen Produktes (F+DHBS/P1) bei der
laccasekatalysierten Reaktion von 5-Flucytosin mit 2,5-Dihydroxybenzoeséure

Die vermutete Struktur konnte mittels NMR aufgrund der geringen Menge des Produktes und

sich Uberlagernder Signale nicht eindeutig ausgewertet werden.
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5.2 Bestimmung der biologischen Aktivitdt der mittels Laccase

synthetisierten Produkte

Alle isolierten Verbindungen und die fir deren Synthese eingesetzten Ausgangsstoffe
wurden hinsichtlich ihrer biologischen Wirkung getestet und mit der Wirkung von
Standardverbindungen verglichen (Tab. 4, 5). Eine Ausnahme war das Produkt der Reaktion
von 5-Flucytosin  und 2,5-Dihydroxybenzoesaure. Aufgrund der Verunreinigung des
Produktes mit 5-Flucytosin, welches nicht vollstdndig bei der Produktisolation entfernt
werden konnte, war eine Testung der Wirkung nicht sinnvoll.

Die MHK-Bestimmung erfolgte mit dem Testorganismus Candida maltosa (z.T. auch mit
Candida albicans) in Mikrotiterplatten unter Nutzung einer neu etablierten Methode auf der
Basis des EUCAST discussion document E.Dis 7.1 (Rodriguez-Tudela et al. 2002, Hahn et
al. 2009d). In Zusammenarbeit mit Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. U. Lindequist
(Dr. K. Wende, H. Bartrow) wurde zur Ermittlung der antimikrobiellen Aktivitat der
Agardiffusionstest mit verschiedenen Bakterien (Bacillus subtilis ATCC 6051, Escherichia
coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) und der Hefe Candida maltosa SBUG 700 eingesetzt sowie die Zytotoxizitat der
Substanzen gegenitber einer humanen Blasenkrebszelllinie 5637 bestimmt (Hahn et al.
2009d).
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Tab.4  Ubersicht der Ergebnisse des antimikrobiellen Screenings des Agardiffusionstestes
(Testkonzentration: 1000 nmol), der MHK-Bestimmung (maximale Testkonzentration:
1000 uM) sowie die Zytotoxizitdt gegentiber einer humanen Blasenkrebszelllinie
(maximale Testkonzentration: 100 uM) der fiir die Synthese von potentiell antimikrobiellen
Verbindungen eingesetzten Ausgangsstoffe
Agardiffusionstest ? MHK-Bestimmung b Zytotoxizitatstest
Num- B.s. S. a. E.c. P.a. C.m. MHK MHKsq Bewer- ICso
mer tung
HH HH HH HH HH [ng/ml] [uM] [1g/ml] [uMm] [uM]
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
Aminopartner
Azole
1 5-Aminoimidazol-4-carboxamid i i i i i >162,58 ° >1000 - -
2 1-Aminobenzotriazol i i i i i >134,14 >1000
Morpholine
3 Morpholin i i i i i >87,12 >1000 - -
(>87,12) | (>1000)
4 4-Morpholinoanilin i i i i i >178,24 >1000
Aminoséure
5 L-Phenylalanin i i i i i >165,19 >1000 - -
Laccasesubstrate
6 2,5-Dihydroxyacetophenon i i i i i >152,14 >1000 - -
7 2,5-Dihydroxybenzoeséure i i i i i >154,12 >1000
8 2,5-Dihydroxy- i i i i 7* >168,15 >1000 - -
benzoesauremethylester
9 2,5-Dihydroxy- i i e i 10* >182,17 >1000 182,17 1000
benzoesaureethylester
10 2,5-Dihydroxy-N-(2- i i i i i >197,19 >1000 + 67
hydroxyethyl)-benzamid
11 2,5-Dihydroxybenzamid i 8 i i 7 >153,14 >1000 153,14 1000 ++ 33
12 1,4-Hydrochinon 20 17 i 12 i >110,11 >1000 ++ 30
1,4-Benzochinon © 15* 7 8 8* i >108,10 >1000 ++ 22
13 Methyl-1,4-hydrochinon 30 27 17 15 11 >124,14 >1000 ++ 22
Methyl-1,4-benzochinon a 25 22 10 7 12 38,76 317,39 30,81 252,30 +++ 10
14 2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon 34 30 14 14 14 >138,17 >1000 138,17 1000 ++ 22
(138,17) | (1000)
15 1,4-Dihydroxynaphthalin 32 34 20 11 31 16,14 100,74 10,20 63,66 +H+ 7
(25,54) (159,42) | (20,30) | (126,73)
1,4-Naphthochinon a 30 28 15 8 24 10,07 63,66 8,00 50,60 ++ 15
(12,67) (80,08) (10,07) (63,66)

Agardiffusionstest
Angabe des Hemmhofdurchmessers in [mm] einschlief3lich des Plattchendurchmessers (6 mm)

a

*roumow
PPoOogov

Bacillus subtilis ATCC 6051

Candida maltosa SBUG 700

Escherichia coli ATCC 11229

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Staphylococcus aureus ATCC 6538

kein klarer Hemmbhof (geringe Wirkung nicht ausgeschlossen)
inaktiv (kein Hemmbhof)

Bestimmung der MHK (Minimale Hemmkonzentration) in Mikrotiterplatten
Testorganismus: Candida maltosa (bzw. Candida albicans)
MHK  Minimale Hemmkonzentration (niedrigste Konzentration einer Substanz, bei der das

c

Wachstum eines Testorganismus vollstandig gehemmt wird)

MHKs5, Minimale Hemmkonzentration 50 % (niedrigste Konzentration einer Substanz, bei der

mindestens 50 % der Testorganismen vollstandig gehemmt werden)

Die MHK der Verbindung war gréRer als die maximal getestete Konzentration des Stoffes von

1000 pM.

Zytotoxizitatstest

1Cs0

+
++
+++

Inhibitorische Konzentration 50 % (Konzentration eines Inhibitors, bei der eine
halbmaximale Inhibition erreicht wird)

nicht zytotoxisch

wenig zytotoxisch

zytotoxisch

stark zytotoxisch

Aufgrund einer méglichen autokatalytischen Umwandlung des hydrochinoiden Ausgangsstoffes im
Verlauf der Testung, zusétzliche Testung der benzochinoiden Form des Ausgangsstoffes, wenn
diese kommerziell verfigbar war.
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Tab.5  Ubersicht der Ergebnisse des antimikrobiellen Screenings des Agardiffusionstestes
(Testkonzentration: 1000 nmol), der MHK-Bestimmung (maximale Testkonzentration:
1000 uM) sowie die Zytotoxizitat gegentber einer humanen Blasenkrebszelllinie
(maximale Testkonzentration: 100 uM) fiir die mittels Laccase synthetisierten
heteromolekularen Produkte und die zum Vergleich der Wirkung eingesetzten
Standardsubstanzen
Agardiffusionstest ? MHK-Bestimmung b Zytotoxizitatstest
Nummern Strukturformeln der B.s S. a. E.c. P.a. C.m MHK MHKso Be- ICs
heteromolekularen Produkte wer-
HH HH HH HH HH [ng/ml] [uM] [1g/ml] [uMm] tung [uM]
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
Azolprodukte
o o
147 ° - i i i i 14+ | >276,12° | >1000 ++ 24
OHN
HNM\N
|
o ﬂJ
o Q 0 Q 4
1+8 bzw. 9 ¢ o _o N_o i i i i 7* >259,18 >1000 ++ 15
o ”j%SNH o H%SNH
o o
1+10 N i i i i 10* >319,28 >1000 ++ 17
H H
HN;%\N
|
o ﬂJ
o o
1+11 NH i 10 i i 12* >275,23 >1000 ++ 22
, "
N OH/ ‘N
o uJ
o o
2+8 o~ 10 9 i i 10* >298,26 >1000 237,09 794,91 ++ 33
l\‘lH
O _N.
0
o o
2+9 o 10 13 i i 12 >312,29 >1000 78,79 252,30 ++ 18
V‘\IH
o _N
D
N
Morpholinprodukte
(e} o
3+12 K/N i 12 i i i i >278,31 >1000 ++ 33
N
& LS
o
3+13 \Qj\ 32 28 9 i 21 164,73 794,91 130,95 631,89 ++ 16
N
o K/o
o
3+14 21 18 7 i 14 139,81 631,89 111,14 502,29 ++ 28
ﬁ (139,81) | (631,89) | (111,14) | (502,29)
9
o o
o
3+15 21 25 12 i 28 39,10 159,42 24,71 100,74 +++ 7
N ~ (49,19) (200,56) | (39,10) | (159,42)
e} K/O
3+10 U&NNOH i i i i i >296,28 | >1000 -
H
OH
o
\
4+8 ot H NERS i i i i i >518,57 >1000 + 17
/
O: o]
O
4+9 ( i i i i i >532.60 >1000 ++ 22

o
z
Iz
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B.s S. a. E.c P.a C.m MHK MHKs5q Be- ICso
wer-
HH HH HH HH HH [ng/ml] [uMm] [ng/ml] [uMm] tung [uMm]
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
Aminosaureprodukte
o o
5+12 t I z i i i i i >434.45 >1000
OH
HO.
N
H
o o
o H o
5+14 i;/"‘ OH i i i i i >299.33 >1000
o
0,
5+6 o N >\;°H i i i i i >476.49 >1000
O o]
N
HO G
o
Standardsubstanzen
Amphotericin B i i i i 26 0,63 0,68 0,31 0,34 +++ 8
(0,63) (0,68) (0,31) (0,34)
Fluconazol i i i i 44 1,91 6,25 0,24 0,78 - -
Fenpropimorph i i i i 56 0,42 1,37 0,14 0,46 + 46
Ampicillin 38 36 29 i i n.g. n.g. n.g. n.g. - -
Gentamicin 32 31 25 30 i n.g. n.g. n.g. n.g. - -
Etoposid n.g. n.g. n.g. n.g. n.g. n.g. n.g. n.g. n.g. +++ 0,32

Agardiffusionstest

a

roomow

Loz v

Angabe des Hemmhofdurchmessers in [mm] einschlief3lich des Plattchendurchmessers (6 mm)

Bacillus subtilis ATCC 6051

Candida maltosa SBUG 700

Escherichia coli ATCC 11229

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Staphylococcus aureus ATCC 6538

kein klarer Hemmbhof (geringe Wirkung nicht ausgeschlossen)
inaktiv (kein Hemmbhof)

Bestimmung der MHK (Minimale Hemmkonzentration) in Mikrotiterplatten
Testorganismus: Candida maltosa (bzw. Candida albicans)
MHK  Minimale Hemmkonzentration (niedrigste Konzentration einer Substanz, bei der das

Wachstum eines Testorganismus vollstandig gehemmt wird)

MHKs5, Minimale Hemmkonzentration 50 % (niedrigste Konzentration einer Substanz, bei der

mindestens 50 % der Testorganismen vollstandig gehemmt werden)

Zytotoxizitatstest

©3

.g.

Inhibitorische Konzentration 50 % (Konzentration eines Inhibitors, bei der eine
halbmaximale Inhibition erreicht wird)

ICso

- nicht zytotoxisch
+ wenig zytotoxisch
++ zytotoxisch

+++  stark zytotoxisch

nicht getestet

Die Numerierung ist bezogen auf die in Tab. 4 vorgestellten Ausgangsstoffe die zur Synthese der

heteromolekularen Produkte mittels Laccase genutzt wurden.

Die MHK der Verbindung war gréRer als die maximal getestete Konzentration des Stoffes von

1000 pM.
Die Reaktion des 2,5-Dihydroxybenzoesduremethylesters und des 2,5-Dihydroxybenzoesaure-

methylesters mit 5-Aminoimidazol-4-carboxamid fihrte zur Bildung des gleichen
Produktgemisches. Die Produktgemische wurden abhangig vom verwendeten Laccasesubstrat
getestet und ergaben die gleichen Testresultate, weshalb dafur die Ergebnisse zusammen
angegeben wurden.
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Die meisten der getesteten Produkte zeigten im Gegensatz zu den zur Synthese
eingesetzten Azolen und Morpholinen sowohl eine antimikrobielle als auch zytotoxische
Aktivitdt. Die para-dihydroxylierten Aromaten konnten hinsichtlich ihrer Wirkung in zwei
Gruppen eingeteilt werden. Die getestete 2,5-Dihydroxybenzoesdure und deren Derivate
(2,5-Dihydroxybenzoesauremethylester, 2,5-Dihydroxybenzoesaureethylester, 2,5-Dihy-
droxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid, 2,5-Dihydroxybenzamid, Tab. 4: Nr. 7-11) hatten keine
oder nur eine geringe antimikrobielle und zytotoxische Aktivitat, wahrend das
1,4-Hydrochinon und dessen Derivate (Methyl-1,4-hydrochinon, 2,3-Dimethyl-1,4-
hydrochinon, 1,4-Dihydroxynaphthalin sowie die entsprechenden benzochinoiden
Verbindungen (Tab. 4: Nr. 12-15) z.T. sehr hohe Aktivitaiten aufwiesen. Das ist
wabhrscheinlich ein Grund dafirr, dass auch die Produkte, entstanden aus 1,4-Hydrochinon-
Derivaten, eine hohere Wirkung besalBen als die Produkte bei denen
2,5-Dihydroxybenzoeséaure-Derivate fur die Synthese genutzt wurden (vgl. Tab. 5).
Ausgehend von den Ergebnissen des Agardiffusionstests konnte in einigen Fallen die
Wirkung der Ausgangsstoffe mit Hilfe der laccasekatalysierten Derivatisierung erhoht
werden. So konnten beispielsweise fir die Produkte der Reaktionen mit den Azolen
(5-Aminoimidazol-4-carboxamid, 1-Aminobenzotriazol, Tab. 4: Nr. 1, 2, 7-11, vgl. Tab. 5) im
Vergleich zu den Ausgangsstoffen aus denen sie gebildet wurden z.T. leicht groRere
Hemmbhofdurchmesser oder Uberhaupt eine Wirkung, die bei den Ausgangsverbindungen
nicht vorhanden war, ermittelt werden. Allerdings traf das flr die Produkte aus
5-Aminoimidazol-4-carboxamid und dem 2,5-Dihydroxybenzoesauremethylester bzw.
2,5-Dihydroxybenzoesaureethylester (Tab. 5: Nr. 1+8 bzw. 9) nicht zu. Ein Grund fir die
unterschiedlichen Ergebnisse innerhalb dieser Produkte kénnte in den unterschiedlichen
Strukturen liegen. Gerade die Produkte mit 5-Aminoimidazol-4-carboxamid als
Strukturbestandteil stellten neue Substanzklassen dar, welche mit der Laccase synthetisiert
werden konnten (Hahn et al. 2009a). Diese Produkte waren zwar stabil in DMSO, auch bei
30 °C (der Inkubationstemperatur fur den Test zur Bestimmung der MHK), aber im Verlauf
der MHK-Bestimmung erfolgte wahrscheinlich eine Polymerisation bzw. eine Reaktion mit
Mediumbestandteilen, wobei braune bis schwarze Prazipitate gebildet wurden, die die
Auswertung mittels Mikrotiterplattenreader erschwerten. Zur Unterstitzung der Ergebnisse
wurde deshalb der Inhalt der Mikrotiterplatten auf Malzagar-Platten ausgespatelt und die
Zellen nach einer 24stindigen Inkubation bei 30°C mit je 1 ml physiologischer
Kochsalzlosung abgeschwemmt und die optische Dichte gemessen. Anhand einer
Zellkontrolle konnte eine maximale Hemmung von 30 % der Zellen (Candida maltosa)
gezeigt werden. Daraus folgt, dass die Verbindungen mit 5-Aminoimidazol-4-carboxamid als
Strukturbestandteil in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Agardiffusionstestes nur

eine mafige antimikrobielle Wirkung hatten. Wéahrend die antimikrobielle Aktivitat der
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Azolprodukte im Vergleich zu den Ausgangsstoffen nur leicht gesteigert werden konnte, war
die zytotoxische Aktivitdt der Produkte deutlich héher als die der Edukte. Aufféllig war, dass
die laccasekatalysierten Reaktionen mit dem 2,5-Dihydroxybenzoesduremethylester bzw.
2,5-Dihydroxybenzoesaureethylester unabhéngig vom Aminopartner (5-Aminoimidazol-4-
carboxamid, 1-Aminobenzotriazol, 4-Morpholinoanilin) in Produkten resultierten (Tab. 5: 1+8
bzw. 9, 2+8, 249, 4+8, 4+9), die im Gegensatz zu den Ausgangsstoffen (Tab. 4: 1, 2, 4, 8, 9)
eine zytotoxische Wirkung zeigten. Damit wurde bestatigt, dass die Laccase zur
Verknipfung von Substanzen ohne Wirkung eingesetzt werden kann, sodass Verbindungen
mit einer speziellen Aktivitdt z.B. Zytotoxizitat entstehen konnen. Im Vergleich zur
eingesetzten Standardverbindung Fluconazol (Tab. 5) als ein Vertreter der Azole und
Fenpropimorph als ein Vertreter der Morpholine war die zytotoxische Wirkung der Produkte
ebenfalls héher, wahrend allerdings die Wirkung von Etoposid und auch Amphotericin B
nicht erreicht wurde. Allgemein konnten die Werte der Standardsubstanzen sowohl bei der
zytotoxischen aber auch bei der antimikrobiellen Testung nur vereinzelt erreicht werden, z.B.
entsprach der Hemmhofdurchmesser des Produkts der Reaktion von 1,4-Dihydroxy-
naphthalin und Morpholin (Tab. 5: Nr. 3+15) gegeniber Candida maltosa dem der
Standardverbindung Amphotericin B. Allerdings zeigten die meisten Produkte, v.a. die die
aus 1,4-Hydrochinon und dessen Derivaten mit Morpholin gebildet wurden, eine
inhibitorische Aktivitat sowohl auf Bakterien als auch auf Pilze, wahrend die
Standardverbindungen diese Breitbandwirkung nicht aufwiesen. Das Argument einer
allgemeinen Toxizitat kann u.a. am Beispiel des Produktes der Reaktion von
1,4-Hydrochinon und Morpholin (Tab. 5: Nr. 3+12) entkraftet werden. Dieses trimere Produkt
zeigte eine zytotoxische Wirkung, wahrend es kaum eine antimikrobielle Wirkung aufwies.
Zudem mufte, wenn es sich um einen Toxizitatseffekt handelt, die Standardverbindung
Amphotericin B auch eine Wirkung auf Bakterien und nicht nur auf Candida maltosa haben,
da eine hohe Zytotoxizitat dieser Substanz festgestellt wurde (Hahn et al. 2009d).
Ausgehend von diesen Vergleichen handelt es sich wahrscheinlich weniger um einen
Toxizitatseffekt als vielmehr um einen unterschiedlichen Angriffspunkt der neusynthetisierten
Verbindungen. Die in der Medizin oder Landwirtschaft eingesetzten Azole und Morpholine
wirken auf die Sterolbiosynthese der Pilze (Vanden Bossche et al. 1984, Hitchcock et al.
1989, Mercer 1991, Ziogas et al. 1991), wobei schon zwischen diesen beiden Gruppen
unterschiedliche Angriffspunkte beschrieben wurden. Azole hemmen v.a. die Cytochrom
P450-abhéangige 140 -Demethylase (Vanden Bossche et al. 1984, Hitchcock et al. 1989),
wahrend Morpholine auf die SterolA ®*—A’-Isomerase und die A'*-Reduktase (Baloch et al.
1984, Baloch und Mercer 1987, Mercer 1991) wirken. In beiden Féllen wird die Bildung von
Ergosterol, einem Hauptbestandteil der pilzlichen Zellmembran, aus Lanosterol verhindert,

was zu einer Stérung der Membranstruktur und -funktion und letztlich zum Zelltod fuhrt (Steel



146 5 Unveroffentlichte Ergebnisse

et al. 1989, Ziogas et al. 1991). Ein alternativer oder zusétzlicher Angriffsort der getesteten
Verbindungen im Vergleich zu den Azolen und Morpholinen ist anzunehmen und ermdglicht
aufgrund der Breitbandwirkung gegeniiber Bakterien und Pilze ein groRes Anwendungs-
spektrum. Die Abhéangigkeit der zytotoxischen und antimikrobiellen Aktivitat vom Amino-
partner, speziell vom Morpholin-Anteil des heteromolekularen Produktes wurde durch den
Vergleich der Wirkungen mit Aminosaure-Derivaten (Tab. 5: 5+12, 5+14, 5+6) gezeigt.
Wahrend beispielsweise das Produkt aus der Reaktion von 2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon
und Morpholin (Tab. 5: 3+14) sowohl eine antimikrobielle als auch eine zytotoxische Wirkung
aufwies, hatte das gleiche Produkt mit einem Phenylalanin-Anteil (Tab. 5: 5+14), anstelle des
Morpholin-Anteils, weder eine antimikrobielle noch eine zytotoxische Aktivitét.

Die Ergebnisse zur Bestimmung der antimikrobiellen und zytotoxischen Wirkung zeigen,
dass die laccasevermittelte Synthese von neuen Wirkstoffen moglich ist und die
Einsatzmdglichkeiten der Laccase durch derartige Synthesevarianten erweitert werden
konnen.
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6 Zusammenfassung

Die in dieser kumulativen Dissertation vorgestellten Publikationen und wissenschaftlichen
Beitrage beinhalten die Untersuchungsergebnisse Uber laccasekatalysierte Reaktionen zur
Synthese von neuen Wirkstoffen und Biomaterialien. In der Arbeit wurden sieben
Publikationen und Manuskripte sowie drei Tagungsbeitrdge vorgestellt. Zudem erfolgte eine
Zusammenstellung von noch unverotffentlichten Ergebnissen, wofir zwei weitere

Manuskripte vorbereitet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zahlreiche unterschiedliche Substanzklassen mit Hilfe der
Laccase verkniipft werden. Die dabei synthetisierten Verbindungen kdnnen nicht nur als
Feinchemikalien in der organischen Synthese sondern auch fir die Herstellung von
antimikrobiellen und antikanzerogenen Medikamenten oder funktionellen Biomaterialien

genutzt werden.

Potential der Laccase zur Herstellung von Wirkstoffen

Die Synthese von antimikrobiellen Wirkstoffen durch die laccasekatalysierte Derivatisierung
konzentrierte sich vor allem auf verschiedene Azole und Morpholine. Die isolierten Derivate
wurden hinsichtlich ihrer biologischen Wirkung untersucht. Azole und Morpholine sind
Bestandteil verschiedener antifungaler Medikamente und Fungizide. Eine Derivatisierung
dieser Substanzklassen konnte neue Verbindungen mit neuen Eigenschaften, wie z.B. einem

erweiterten Wirkungsspektrum, fihren.

Synthese der potentiellen Wirkstoffe

1. Fur die laccasevermittelte Derivatisierung der Azole und Morpholine wurden para-
dihydroxylierte aromatische Verbindungen (1,4-Hydrochinon und 2,5-Dihydroxybenzoeséure
bzw. deren Derivate) als Ausgangsstoffe eingesetzt. Im Verlauf der Reaktion erfolgte eine
laccasekatalysierte Oxidation der jeweiligen para-dihydroxylierten aromatischen Verbindung
zum Chinon, welches dann einer Aminierung durch eine intermolekulare Michael-Addition
(1,4-Addition) unterlag und in der Bildung von C-N verknipften monoaminierten Produkten
resultierte. Bei einer erneuten laccasevermittelten Oxidation des gebildeten monoaminierten
Produktes und anschlieRender Aminierung entstanden diaminierte Produkte. So fihrte die
laccasekatalysierte Reaktion von 1,4-Hydrochinon und Morpholin beispielsweise zur Bildung
von 2-Morpholin-4-yl-[1,4]-benzochinon und 2,5-Dimorpholin-4-yl-[1,4]-benzochinon. Die
gebildeten Hybridmolekile bestanden folglich aus einem Molekil der para-dihydroxylierten
aromatischen Verbindungen in chinoider Form und einem (monoaminiertes Produkt; Dimer)

bzw. zwei (diaminiertes Produkt; Trimer) Molekil/en des Morpholins bzw. Azols.
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Daneben wurde erstmals ein mittels Laccase hergestelltes, trimeres Produkt (2-Hydroxy-5-
morpholin-4-yl-3,6-dioxocyclohexa-1,4-diencarbonsaure-(2-hydroxyethyl)-amid) beschrieben,
welches aus der nukleophilen Addition von Wasser aus dem Reaktionsgemisch und einem
Molekul Morpholin an 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid resultierte.

2. Dariber hinaus wurde die laccasekatalysierte Synthese von neuartigen
Zyklisierungsprodukten aus Azolen als Vertreter von Aminen mit einem Funfring bzw.
verschiedenen Aminen mit einem Sechsring (z.B. 4-Aminobenzoesaurederivate) und
2,5-Dihydroxybenzoesaurederivaten nachgewiesen, deren Bildung weder mittels Laccase
noch mit chemischen Syntheseverfahren bislang beschrieben wurde. Die wichtigsten
Gruppen dieser neuen Zyklisierungsprodukte sind Cycloheptene und Cyclooctene. Die
Bildung erfolgte durch eine regioselektive Dominoreaktion. Nach der laccasekatalysierten
Oxidation des 2,5-Dihydroxybenzoesaurederivats und einer Michael-Addition erfolgte eine
Ringbildung entweder direkt mit dem Aromaten bzw. der Seitenkette des
2,5-Dihydroxybenzoesdurederivats was jeweils zur Synthese von Cycloheptenen bzw.
Cyclooctenen fihrte. Die Bildung der einzelnen Zyklisierungsprodukte war sowohl von der
RinggréRe und den Substituenten des Aminopartners als auch von der Substitution des
2,5-Dihydroxybenzoesaure-Derivats, sowie den Reaktionsbedingungen, wie der genutzten
Laccase und dem pH-Wert des Puffers, abhangig. So resultierte beispielsweise die Reaktion
von 5-Aminoimidazol-4-carboxamid und 2,5-Dihydroxybenzoeséure in der Bildung eines
Cycloheptens (8a-Hydroxy-6,10-dioxo-1,4,6,8a,9,10-hexahydro-1,3,4,9-tetraaza-benzolf]-
azulen-5-carbonséure) wahrend bei der Reaktion mit dem 2,5-Dihydroxybenzoeséaure-
methylester verschiedene Cyclooctene nachgewiesen wurden (3,11-Dihydro-1,3,5,11-
tetraaza-benzo[a]cyclopenta[d]cycloocten-4,6,7,10-tetraon; 3,11-Dihydro-5-oxa-1,3,11-triaza-
benzo[a]cyclopenta[d]cycloocten-4,6,7,10-tetraon).

Neben Cycloheptenen und Cyclooctenen wurden auch Diazaspirocyclohexene und
Phenazine, sowie Radikale monoaminierter Produkte fir laccasekatalysierte Reaktionen
beschrieben.

3. In einem monophasischen Wasser (Puffer) / wasser-mischbaren organischen
Losungsmittelsystem wurde der Einfluld von Methanol auf die Produktbildung untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass selbst bei einem Methanolgehalt von 25 % und 50 % noch jeweils
33 % und 5 % der Produktausbeute erzielt wurden.

Die Kenntnis Uber den Einflud von Losungsmitteln auf die laccasekatalysierte Reaktion
ermdoglicht eine Anpassung der Reaktionsbedingungen entsprechend den eingesetzten
Ausgangsstoffen, z.B. schlecht-wasserloslichen Wirkstoffen und den angestrebten
Produkten.
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Testung der potentiellen Wirkstoffe hinsichtlich ihrer biologischen Wirkung

4. Zur Prufung der antimikrobiellen Aktivitat gegeniber Candida maltosa und bei
ausgewahlten Verbindungen gegentiber Candida albicans wurde die Methode des EUCAST
discussion document E.Dis 7.1 uUber die MHK-Bestimmung in Mikrotiterplatten modifiziert.
Ein Vergleich der hemmenden Wirkung von ausgewahlten Produkten und der fir deren
Synthese genutzten Ausgangsstoffe gegeniiber dem Testorganismus Candida maltosa mit
Candida albicans ergab eine weitestgehende Ubereinstimmung der MHK-Werte und
ermoglicht in hohem Mafe die Ubertragung der ermittelten MHK-Werte mit Candida maltosa
auf die medizinisch relevante Hefe Candida albicans. Zur Bestimmung der antimikrobiellen
Aktivitdt wurde ein Agardiffusionstest eingesetzt, der ebenfalls wie die Testung der
zytotoxischen Aktivitat gegeniiber einer humanen Blasenkrebszelllinie in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. U. Lindequist durchgefiihrt wurde.

5. Die neu synthetisierten Verbindungen wiesen sowohl eine antibakterielle und
antifungale Aktivitat als auch eine zytotoxische Wirkung auf. Die Dimere zeigten eine
antibakterielle und antifungale Wirkung wéahrend die Trimere keine oder nur vereinzelt eine
antimikrobielle Wirkung aufwiesen. Die getesteten Zyklisierungsprodukte zeigten meist nur
geringe hemmende Wirkung auf Candida maltosa. Neben der antimikrobiellen Aktivitat
wiesen die Dimere auch eine mittlere bis starke zytotoxische Aktivitat auf, die wahrscheinlich
nur z.T. der Grund flr die antimikrobielle Wirkung ist. Diese Annahme wurde anhand der
Ergebnisse der diaminierten Produkte und Zyklisierungsprodukte bestéatigt. Gerade bei
diesen Produkten wurde meist eine mittlere Zytotoxizitat nachgewiesen aber keine oder nur
eine sehr geringe antimikrobielle Wirkung, sodass die erfallte Zytotoxizitat bei der
antimikrobiellen Aktivitat offenbar nur eine untergeordnete Rolle spielt. In einzelnen Fallen
wurde auch eine Amplifizierung der biologischen Wirkung der Produkte, verglichen mit den
Ausgangsstoffen, nachgewiesen. Zudem konnte anhand der Synthese und Testung von
Phenylalanin-Derivaten und des Vergleiches mit den entsprechenden Morpholin-Derivaten
die antimikrobielle und zytotoxische Wirkung auf den Morpholin-Anteil der heteromolekularen
Produkte zurtickgefuihrt werden.

Potential der Laccase zur Herstellung von Biomaterialien

Die Synthese von Wirkstoffen und Biomaterialien erfordert detailierte Kenntnisse tber den
Reaktionsablauf der laccasevermittelten Kopplung. Als Vorbild fir die Herstellung von
Biomaterialien diente der von marinen Muscheln zur Anheftung an den Untergrund gebildete
Klebstoff, der durch Polymerisationsreaktionen von Peptiden entsteht. Im Rahmen der
Dissertation wurden Grundlagen fur die laccasevermittelte Synthese von Polymeren,
erganzend zu Resultaten des Landesforschungsschwerpunkts M/V "Neue Wirkstoffe und

Biomaterialien" (Teilprojekt 2.1), untersucht. Derartige Polymere kdnnten zur Herstellung von
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bioresorbierbaren Klebstoffen, z.B. fir die Gesichtschirurgie zur Klebung von

Knochensplittern, genutzt werden.

1. Die Derivatisierung von Aminosauren und Peptiden mit para- und ortho-
dihydroxylierten aromatischen Substanzen fiihrte zu einem weitergehenden Verstandnis des
laccasekatalysierten Kopplungsmechanismus. Es wurde die Bildung sowohl von di- und
trimeren als auch polymeren Reaktionsprodukten nachgewiesen. So resultierte die
laccasevermittelte Reaktion von L-Phenylalanin und 1,4-Hydrochinon in der Bildung von
2-(3,6-Dioxo-cyclohexa-1,4-dienylamino)-3-phenylpropionsaure  und  2-[4-(1-Carboxy-2-
phenyl-ethylamino)-3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino]-3-phenylpropionsaure. Die Laccase
ermdglichte die Derivatisierung von geschitzten aber auch ungeschiitzen Aminosauren und
Peptiden in einer sogenannten "one pot" Reaktion. Die Produktbildung war vom
Substitutionsgrad des dihydroxylierten Reaktionspartners, von der Art der Laccase, dem pH-
Wert des eingesetzten Puffers und der Konzentration des Aminopartners abhéngig.

2. Ein Vergleich der Reaktionen mit Laccase und dem chemischen Katalysator
Natriumiodat ergab fur die Reaktionen der Aminosduren L-Phenylalanin und L-Tryptophan
mit 2,5-Dihydroxyacetophenon einen klaren Vorteil der Laccase. So konnten im Gegensatz
zu den Reaktionen mit Natriumiodat (6 mM) nur mittels Laccase mono- und diaminierte
Produkte nachgewiesen werden. Bei der Produktbildung aus einfachen Hydrochinonen und
L-Phenylalanin bestanden die Unterschiede v.a. in der Ausbeute der Produkte, wobei z.T. die

laccasekatalysierten Reaktionen im Vorteil waren.

Die Ergebnisse der einzelnen Reaktionen belegen, dass eine effektive Derivatisierung von
verschiedenen Substanzklassen mit Hilfe der Laccase als einem biologischen Katalysator
moglich ist. Die relativ einfach durchfiihrbare und effiziente laccasevermittelte Reaktion kann
dabei auch fur die Herstellung von neuartigen Verbindungen mit biologischer Wirkung
genutzt werden. Die weitere Charakterisierung der Wirkstoffe wird zeigen, ob und inwieweit
diese Verbindungen konkurrenzfahig gegeniber Standardverbindungen sind, die in der

Human- und Veterindrmedizin aber auch der Landwirtschaft eingesetzt werden.
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A Zusammenfassende Darstellung der
laccasekatalysierten Reaktionen zur Derivatisierung
bzw. Synthese von Wirkstoffen und funktionellen
Biomaterialien

In den Tabellen Al-A4 auf den folgenden Seiten sind die im Kapitel 3 aufgefiihrten
Reaktionen zur Derivatisierung bzw. Synthese von Wirkstoffen und funktionellen
Biomaterialien zusammengefasst worden. Dabei standen die eingesetzten Verbindungen
und die mittels Laccase synthetisierten Produkte, ihre biologische Aktivitdt und die zur

Bestimmung der Wirkung eingesetzten Testsysteme im Mittelpunkt der Betrachtung.
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Tab. A1 Anwendungsmadglichkeiten der Laccase zur Derivatisierung bzw. Synthese von biologisch
aktiven Substanzen im Rahmen von homomolekularen Reaktionen, also Reaktionen mit nur
einem Ausgangsstoff &

Laccasesubstrat Aktivitat Quelle der Reaktionsprodukte Testsystem Aktivitat der Produkte Referenz
Laccase im Vergleich zum
Ausgangsstoff °
(potentielle Aktivita)
Ostrogene
Wirkung
Ostradiol dstrogen Polyporus C-C-Dimere uterotrophischer Test nach 0; Lugaro et al.
versicolor Rubin (6strogen) 1973
Laccase A
Ostradiol dstrogen Myceliophthora C-C- und C-O-Dimere - nicht getestet; Nicotra et al.
spec. Novozymes (6strogen) 2004b
AJS, Déanemark;
Trametes
pubescens
Bisphenol A dstrogen Trametes villosa C-C-Dimer, diverse Luciferase Reporter Test 0; Fukuda et al.
Novozymes Oligomere, mittels COS-7 Zellen (6strogen) 2001, 2004;
Japan, Danemark Abbauprodukte Uchida et al.
2001
Antioxidative
Wirkung
trans-Resveratrol antioxidativ Myceliophthora Dehydrodimer Reduktionsmethode nach 2; Nicotra et al.
(3,5,4"-Trihydroxy- thermophila Berset mit einem 2,2- (antioxidativ) 2004a
stilben) Novozymes A/S, Diphenyl-1-picrylhydrazyl
Dénemark; freien Radikal (DPPH)
Trametes nach Berset
pubescens
3-Hydroxy- antioxidativ Pycnoporus o-Chinonimin Verdunnungsmethode in keine Angaben fir Eggert et al.
anthranilsaure cinnabarinus (Cinnabarinsaure) LB Fliissigmedium (pH 7) Ausgangsverbindung; 1995, 1997
Aussage: antibiotische
Wirkung
(antibakteriell)
4-Methyl-3- - Trametes 0-Chinonimin (Actinocin) - nicht getestet Osiadacz et
hydroxy- versicolor (zytotoxisch, al., 1999
anthranilsaure antibakteriell)
3-Hydroxy- - Trametes 0-Chinonimin (2-Amino-3- - nicht getestet Bruyneel et
orthanilinsaure versicolor oxo-3H-phenoxazin-1,9- (antibakteriell) al. 2008
Bioscreen e. K. disulfonsaure)
Deutschland
Antibakterielle
Wirkung
(+)-Totarol antibakteriell Trametes C-C- und C-O-Dimere - nicht getestet Ncanana et
(antiplasmodial) pusbescens (antibakteriell) al., 2007
Cryptomeria C-C-Dimer - nicht getestet Bocks und
japonica Cambie 1963
Penicillin X antibakteriell Coriolus versicolor 3 Typen von Dimere Verdunnungsmethode in 0; Agematu et
Methylester Mueller-Hinton (antibakteriell) al., 1993a
Flissigmedium (pH 7)
Penicillin X antibakteriell Coriolus versicolor C-C-Dimer Verdunnungsmethode in 1; antibakteriell bei Agematu et
Pivaloyloxy- Mueller-Hinton Anwesenbheit einer al., 1993a
methylester Flussigmedium (pH 7) Esterase
7-(4-Hydroxy- antibakteriell Coriolus versicolor 7-[1-Oxaspiro(2.5)octa-6- Verdunnungsmethode in 1; Agematu et
phenyl-acetamido)- 0x0-4,7-dien-2- Mueller-Hinton (antibakteriell) al. 1993b

cephalo-
sporinséure

carboxamido]-
cephalosporinsaure

Flussigmedium (pH 7)

a

Reaktion genutzt wurden.

Die Tabelle ist nach der Wirkung der Ausgangsstoffe eingeteilt, die fur die laccasekatalysierte

Die synthetisierten Verbindungen werden i.d.R. mit den Ausgangsstoffen aus denen sie gebildet

wurden hinsichtlich ihrer Wirkung verglichen. Dabei kann die neue Substanz im Vergleich zur
Ausgangsverbindung: (4) eine sehr viel héhere (3) eine leicht hdhere Aktivitat, (2) die gleiche,
(1) eine geringere oder (0) keine Aktivitat aufweisen.
- keine Angaben
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Tab. A2 Anwendungsmdglichkeiten der Laccase zur Derivatisierung bzw. Synthese von biologisch
aktiven Substanzen im Rahmen von heteromolekularen Reaktionen, also Reaktionen mit
zwei verschiedenen Ausgangsstoffen *

Laccasesubstrat Aktivitat Reaktions- Aktivitat Quelle der Reaktions-  Testsystem Aktivitat der Referenz
partner Laccase produkte Produkte im
Vergleich zum
Ausgangsstoff ®
(potentielle
Aktivita)
Antimikrobielle
Wirkung
1,4-Hydrochinon oxidativ Mithramycin antitumor, Polyporus C-C-Dimer in vivo P388 0; Anyanwutaku
(Oxida- antibakteriell anceps leukamisches (antitumor) etal. 1994
tionsmittel) Antitumortestsystem
Mithramycin antitumor, 1,4-Hydro- oxidativ
antibak- chinon (Oxidations-
teriell mittel)
2,5-Dihydroxy-N- - Amoxicillin antibakteriell ~ Trametes C-N-Dimer Agardiffusionstest nach 1 bis 2; Mikolasch et
(2-hydroxyethyl)- Ampicillin spec. Burkhardt (Mueller- (antibakteriell) al. 2006
benzamid Laccase C Hinton-Agar Il)
2,5-Dihydroxy- ASA Spezial-
benzamid enzyme Neutralrottest mit keine Daten,
2,5-Dihydroxy- GmbH, FL-Zelllinie Aussage: keine
benzoesaure- Deutschland bis geringe
methylester Zytotoxizitat
2,5-Dihydroxy-
benzoesaure- Staphylococcus- 2;
ethylester infizierte, (antibakteriell)
immunsuppremiertes
Maus Modell
Agardiffusionstest mit 3 (fur ein Produkt
Staphylococcus aureus  gezeigt);
SG10 (Stabilitat (stabil gegenuiber
gegenuber B-Lactamase-1
B-Lactamase-1 und -2) und -2)
Bestimmung des 4;
Octanol-Wasser (Absorption)
Verteilungs-
koeffizienten nach
Donovan und
Pescatore
2,5-Dihydroxy-N- - Cefadroxil antibakteriell ~ Trametes C-N-Dimer Agardiffusionstest nach 1 bis 2; Mikolasch et
(2-hydroxyethyl)- Cefalexin spec. Burkhardt (Mueller- (antibakteriell) al. 2007
benzamid Cefaclor Laccase C Hinton-Agar Il)
2,5-Dihydroxy- Loracarbef ASA Spezial-
benzamid enzyme Neutralrottest mit keine Daten,
2,5-Dihydroxy- GmbH, FL-Zelllinie Aussage: keine
benzoesaure- Deutschland; bis geringe
methylester Myceliophthora Zytotoxizitat
2,5-Dihydroxy- thermophila
benzoeséaure- NovoNordisk, Staphylococcus- 2;
ethylester Danemark infizierte, (antibakteriell)
immunsuppremiertes
Maus Modell
Catechol - Amoxicillin antibakteriell Trametes C-N-Dimer Agardiffusionstest nach 1 bis 2; Mikolasch et
3-Methylcatechol Ampicillin spec. Burkhardt (Mueller- (antibakteriell) al. 2008c
4-Methylcatechol Cefadroxil Laccase C Hinton-Agar 1)
Loracarbef ASA Spezial-
enzyme Neutralrottest mit 1bis 3
GmbH, FL-Zelllinie (zytotoxisch)
Deutschland
Staphylococcus- 1
infizierte, (antibakteriell)
immunsuppremiertes
Maus Modell
2,5-Dihydroxy-N- - N-analoge antibakteriell ~ Trametes C-N- Agardiffusionstest nach ~ 4; Mikolasch et
(2-hydroxyethyl)- Corollo- spec. Dimere Burkhardt (Mueller- (antibakteriell) al. 2008c
benzamid sporine Laccase C Hinton-Agar Il)
2,5-Dihydroxy- ASA Spezial-
benzoesaure- enzyme
methylester GmbH,
4-Methylcatechol Deutschland
Ligninmodell- - phenolische - Trametes C-O-, C-N- - funktionalisierte Kudanga et al.
verbindungen Amine hirsuta Bindungen Oberflache z.B. 2008
Holz antifungal
phenolische - Ligninmo- -
Amine dellverbin-
dungen
Holz
Propico- antifungal
nazol
Thiaben-

dazol
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Laccasesubstrat  Aktivitat Reaktions- Aktivitat Quelle der Reaktions-  Testsystem Aktivitat der Referenz
partner Laccase produkte Produkte im
Vergleich zum
Ausgangsstoff °
(potentielle
Aktivita)
Antioxidative
Wirkung
1,4-Hydrochinon - (+)-Catechin antioxidativ Rhus C-C- Thiobarbiturséure- 3; Hosny und
vernicifera Dimere methode zur (antioxidativ) Rosazza 2002
(+)-Catechin antioxidativ 1,4-Hydro- - Bestimmung
chinon der Lipidperoxid-
produktion in Ratten-
hirnhomogenat
Methode nach Hino zur
Bestimmung der Fe®**-
ADP/NADPH-
abhangigen Lipid-
peroxidproduktion in
Rattenleber
Mikrosomen
eine Reihe von - eine Reihe - Trametes C-N- eigene Methode zur keine Angaben Niedermeyer
2,5-Dihydroxy- von spec. Dimere, Bestimmung der fur Ausgangs- et al. 2005,
benzoesaure- primaren Laccase C C-N- 5-Lipoxygenase verbindungen Poeckel et al.
derivaten und aroma- ASA Spezial- Trimere Produkte; (Hemmung der 2006
alkylierte tischen enzyme 5-Lipoxygenase)
Hydrochinone Aminen GmbH,

Deutschland
Myceliophthora
thermophila
NovoNordisk,
Dénemark

eigene Methode unter
Verwendung von
FL-Zellen, sowie
Blasen- (5637) und
Brustkrebszelllinien
(MCF-7)

keine Angaben
fur Ausgangs-
verbindungen
(zytotoxisch, anti-
proliferativ)

a

Reaktion genutzt wurden.

Die Tabelle ist nach der Wirkung der Ausgangsstoffe eingeteilt, die fir die laccasekatalysierte

Die synthetisierten Verbindungen werden i.d.R. mit den Ausgangsstoffen aus denen sie gebildet

wurden hinsichtlich ihrer Wirkung verglichen. Dabei kann die neue Substanz im Vergleich zu
der/den Ausgangsverbindung/en: (4) eine sehr viel hdhere (3) eine leicht hdhere Aktivitat, (2) die
gleiche, (1) eine geringere oder (0) keine Aktivitat aufweisen.

- keine Angaben

Tab. A3 Anwendungsmdglichkeiten der Laccase zur Derivatisierung von primaren Aminen und
Aminosauren im Rahmen von heteromolekularen Reaktionen, also Reaktionen mit zwei
verschiedenen Ausgangsstoffen

Laccasesubstrat Reaktionspartner Quelle der Laccase Reaktions- Referenz
produkte
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionséaure 4-Aminobenzoesaure Pycnoporus cinnabarinus Chinonimin Mikolasch et al. 2002,
Niedermeyer et al. 2005
2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid 4-Aminobenzoesaure Trametes villosa C-N-Dimer Manda et al. 2005
2,5-Dihydroxybenzoesauremethylester Novo Nordisk, USA
2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid 4-Aminobenzoesaure Trametes spec. Laccase C C-N-Dimere, Niedermeyer und Lalk 2007
2,3-Dimethyl-1,4-hydrochinon ASA Spezialenzyme GmbH, C-N-Trimer
Deutschland
Myceliophthora thermophila
NovoNordisk, Danemark
1,4-Hydrochinon 4-Aminobenzoesaure Pycnoporus cinnabarinus C-N-Dimer Mikolasch et al. 2008b
alkyl-, alkoxy-, halogen- und carbonylsubstituierte Myceliophthora thermophila
1,4-Hydrochinone NovoNordisk, Danemark
1,4-Benzochinon 21 Aminosauren Boleus badius C-N-Dimer Michalek und Szarkowska 1959
C-N-Trimer
2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid L-Tryptophan Pycnoporus cinnabarinus C-N-Dimer Manda et al. 2006
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Tab. A4 Anwendungsmoaglichkeiten der Laccase zur Derivatisierung bzw

aktiven Substanzen im Rahmen von Polymerisationsreaktionen ?

. Synthese von biologisch

Laccasesubstrat Akti- Reaktions- Akti- Quelle der Reaktions- Testsystem Aktivitat der Referenz
vitat partner vitat Laccase produkte Produkte im
Vergleich zum
Ausgangsstoff b
(potentielle
Aktivita)
Antioxidative
Wirkung
ortho- und para- k. Rp. Cryptococcus Melanin u.a. Deletionsmutationen (Virulenz u.a. Salas et al.
dihydroxylierte neoformans aufgrund von 1996;
aromatische antioxidativer Nosanchuk
Verbindungen Wirkung) und
Casadevall
2003
Rutin (Quercetin-3- anti- k. Rp. Myceliophthora Poly(rutin) Superoxidanionenfanger- 4; Kurisawa et
rutinosid) oxidativ Novozymes Polymer eigenschaft ermittelt durch (antioxidativ) al. 2003b
Japan Ltd. Chemilumineszenz Superoxid
Untersuchungsmethode
eigene Methode zur 3;
Bestimmung der LDL- (antioxidativ)
Empfindlichkeit
gegenuber Oxidation
eigene Methode zur 4;
Bestimmung des (antioxidativ)
schiitzenden Effektes auf
radikalinduzierte Zytotoxizitat
bei bovinen, aortischen
Endothelialzellen
(+)-Catechin anti- k. Rp. Myceliophthora Poly(catechin) Superoxidanionenfanger- 4, Kurisawa et
oxidativ Novozymes Polymer eigenschaft ermittelt durch (antioxidativ) al. 2003a
Japan Ltd. Chemilumineszenz
Superoxid Untersuchungs-
methode
Xanthin Oxidase Aktivitat 4;
ermittelt durch spektro- (antioxidativ)
photometrische Bestimmung
der Bildung von Urinsaure
Catechin anti- Poly(allyl- Myceliophthora Konjugat eigene Methode zur 3; Chung et al.
oxidativ amin) Bestimmung von oxidierten (antioxidativ) 2003a
LDL-Phopholipiden
Catechin anti- Gelatine Konjugat Cytochrom ¢ 1; Chung et al.
oxidativ Reduktionsmethode; (antioxidativ) 2003b
eigene Methode zur 3;
Bestimmung von oxidierten (antioxidativ)
LDL-Phopholipiden
Klebstoffe und
Lacke
mono-, bi- und Collagen Klebstoff bzw. Neumann et
polyzyklische bzw. Poly- Hamo- al. 2007;
Mono-, Di- und mere mit stryptikum Speitling et
Trihydroxy- mindestens al. 2007
aromaten einer freien
Amino-
gruppe
phenolische Chitosan keine Angaben Klebstoff Brookfield Viskometer; keine Angaben fir Peshkova
Verbindungen mit Novozymes, Klebeversuche mit Ausgangs- und Li 2003
einer bzw. zwei Inc. USA Ahornfurnier; verbindungen
oder drei Wasseresistenztest Aussage: z.T.
benachbarten klebend und
Hydroxylgruppen wasserbestandig
(klebend);
(wasser-
besténdig)
Catecholderivate k. Rp. Pycnoporus kiinstlicher Fischer Mikrohértetester keine Angaben fur Ikeda et al.
mit ungesattigten coccineus Lack Ausgangs- 2000

Kohlenwasser-
stoffketten
(“Urushiole®)

verbindungen;
Aussage: hoher
Hartegrad und
Glanz

Die Tabelle ist nach der Wirkung der Ausgangsstoffe eingeteilt, die fir die laccasekatalysierte

Reaktion genutzt wurden bzw. nach der Aktivitat und Einsatzmaéglichkeit der mittels Laccase
gebildeten Produkte.

Die synthetisierten Verbindungen werden i.d.R. mit den Ausgangsstoffen aus denen sie gebildet

wurden hinsichtlich ihrer Wirkung verglichen. Dabei kann die neue Substanz im Vergleich zu

der/den Ausgangsverbindung/en: (4) eine sehr viel héhere (3) eine leicht hdhere Aktivitat, (2) die

gleiche, (1) eine geringere oder (0) keine Aktivitat aufweisen.
- keine Angaben

=~

. Rp. kein Reaktionspartner
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B  Supporting Information - Enzymatic cyclizations using
laccases: Multiple bond formation between
dihydroxybenzoic acid derivates and aromatic amines

Auf den folgenden Seiten finden sich die ergdnzenden Informationen der im Kapitel 4.8
ab Seite 101 vorgestellten Publikation

Hahn, V., Davids, T., Lalk, M., Schauer, F., Mikolasch, A. (2009) Enzymatic cyclizations
using laccases: Multiple bond formation between dihydroxybenzoic acid derivates and

aromatic amines. Green Chemistry, Manuskript eingereicht.
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Supplementary Data
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Additional Information to Experimental Section

General Methods. The products were characterized by mass spectrometry (MS) using electro spray
ionization under atmospheric conditions (API-ES) (dry and nebulizer gas: nitrogen) on a Bruker-
Daltoniks micrOTOF instrument (Bremen, Germany; software: HyStar). The nuclear magnetic
resonance (NMR) spectra were recorded on a Bruker Avance 600 instrument (Rheinstetten, Germany) at
600 MHz. Solvent used was DMSO-ds. Chemical shifts are expressed in ¢ (ppm) calibrated on the
resonances of the residual nondeuterated solvent.

For routine analysis, the reaction mixtures were analyzed using an HPLC system LC-10AT VP
(Shimadzu, Germany) consisting of a FCV-10AL VP pump, SPD-M10A VP diode array detector, and a
SCL-10A VP control unit controlled by Class-VP version 6.12 SP5. The separation of the substances
was achieved on an endcapped, 5-pm, LiChroCART® 125-4 RPI18 column (Merck, Darmstadt,
Germany) at a flow rate of 1 mL/min. A solvent system consisting of methanol (eluent A) and 0.1%
phosphoric acid (eluent B), starting from an initial ratio of 10% A and 90% B and reaching 100%
methanol within 14 min, was used.

Chemicals were purchased from commercial suppliers. All chemicals were used as received.

All reaction mixtures for product isolation were performed with laccase of Pycnoporus cinnabarinus
(final activity 0.5 U) in SAB. Isolation steps were performed by solid-phase extraction with a RP18
silicagel column (60 mL, 10 g adsorbent material, phenomenex, Strata, Germany). The reactants,
molarity of the reaction partners, incubation time before isolation, volume of the complete reaction
mixture and volume of the reaction mixture per purification run as well as the purification steps are

described in Table 1.
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Table 1. Synthesis and purification scheme
Product | Reactants | Molarity of Incu- Volume | Volume of | Washing Elution
the reaction bation | of the the steps (part of
partners time complete | reaction methanol in
(compound 1: | before | reaction | mixture distilled
compound 2) | isola- mixture | per puri- | water)
tion fication
run
3a 1a, 2a 2:2 mM 2h 340 mL 10 mL 100 mL 10 % | 30 mL 40 %
3b 1b, 2a 2:2 mM 2h 144 mL 8 mL 100 mL. 10 % | 20 mL 100 %
3c 1a, 2b 1:1 mM 2h 360 mL 40 mL 15mL 0% 20 mL 30 %
30mL 10 %
3d 1b, 2b 1:1 mM 2h 120 mL 40 mL 20mL 0 % 30 mL 30 %
30 mL 10 %
e 1b, 2¢ 1:1 mM 2h 120 mL 40 mL 10 mL 0 % 40 mL 30 %
50 mL 10 %
40 mL 20 %
3f 1c, 2¢ I:1 mM 2h 120mL | 40 mL 40 mL 0 % 20 mL 50 %
20 mL 30 %
3g 1d, 2¢ 1:1 mM 2h 200 mL 40 mL 20 mL 0 % 20 mL 50 %
30 mL 30 %
10 mL 50 %
3h 1b, 2d 1:1 mM 2h 200 mL 40 mL 40 mL 0 % 30 mL 30 %
40 mL 10 %
3i 1c, 2d I:1 mM 2h 120 mL. | 40 mL 20mL 0 % 30 mL 100 %
20mL 10 %
40 mL 50 %
3kand | 1a,2c¢ I:1 mM 20min | 400 mL | 40 mL 50 mL 0 % 30 mL 30 %
Sa 20mL 10 %
3l and 1a,2d I:1 mM lh 200 mL | 40 mL 35mL 0 % 30 mL 30 %
5b 70mL 10 %
20 mL 20 %
4a,b 1c, 2a 2:2 mM 24 h 460 mL 20 mL 80 mL 5 %: 10 ml 50 %
10 ml 50 %
4a,b 1d, 2a 2:2 mM 24 h 240 mL 20 mL 80 mL 5 %; 10 ml 50 %
10 ml 50 %
4e-f 1c, 2b 1:1 mM 2h 120 mL 40 mL 40 mL 0 % 60 mL 10 %
4e-f 1d, 2b 1:1 mM 2h 120 mL 40 mL 40 mL 0 % 60 mL 10 %
4c-f 1a, 2b 1:1 mM 2h 360 mL 40 mL 20mL 0 % 30mL 10 %
6a 1b, 2e 1:1 mM 2h 120 mL 40 mL 30mL 0 % 30 mL 100 %
20 mL 30 %
20 mL 50 %
6b 1c, 2e I:1 mM 2h 120 mL 40 mL 30 mL 0 % 30 mL 100 %
20 mL 30 %
20 mL 50 %
6¢ 1d, 2e 1:1 mM 2h 120 mL 40 mL 30mL 0 % 30 mL 100 %
20mL 30 %
20 mL 50 %
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6d 1a, 2f I:1 mM 2h 200mL | 40 mL 40mL 10% | 30 mL 100 %
10 mL 50 %
6e 1c, 21 1:1 mM 2h 200 mL 40 mL 20mL 0 % 20 mL 100 %
20mL 10 %
30 mL 50 %
Ta la, 2g I:1 mM 2h 320mL | 40 mL 30 mL 0% 30mL 30 %
10mL 10 %
7b and 1b, 2g 1:1 mM 2h 120 mL 40 mL 30 mL 0 % 20 mL 50 %
8a 40 mL 10 %
7c¢ and 1lc, 2g 1:1 mM 20min | 120 mL 40 mL 30mL 0 % 15 mL 50 %
8b 40 mL 10 %
9aand | 1a,2g I:1 mM 2h 320mL | 40 mL 30mL 0 % 10 mL 100 %
10a 10mL 10 %
20 mL 50 %
30 mL 30 %
9b 1b, 2g 1:2 mM 24 h 120 mL 40 mL 40 mL 0 % 40 mL 100 %
40 mL 10 %
20 mL 50 %
9¢ 1lc, 2g 1:2 mM 24 h 120 mL 40 mL 40 mL 0 % 40 mL 100 %
40 mL 10 %
20 mL 50 %

S6
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Structural Data of All Compounds

3a: product resulted from 1a and 2a

3a 8a-Hydroxy-6,10-dioxo-1,4,6,82a,9,10-hexahydro-1,3,4,9-tetraaza-

benzo[f]azulene-5-carboxylic acid

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum

| -
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'H NMR
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Synthesis and isolation as described above. Yellow green solid. Yield 27.82 % (51.9 mg): mp
(decomposition) 168-170 °C. '"H NMR: & 6.36 (d. J = 10.1, 1H, H-7), 6.79 (d. J = 10.1, 1H, H-8), 7.46
(s, IH, OH, on C-8a), 7.88 (s, 1H, H-2), 9.19 (s, 1H, NH, H-9), 13.43 (s, 1H, NH, H-1), 13.78 (s, 1H,
NH, H-4), 15.08 (s. 1H. OH. on C-11). *C NMR: 8 73.8 (C-8a), 93.2 (C-5). 114.9 (C-10a), 124.7 (C-7).
137.3 (C-2). 139.5 (C-3a). 142.7 (C-8), 158.3 (C-10), 162.7 (C-4a), 170.6 (C-11), 185.5 (C-6). HMBC
correlations: H-2 (C-3a, C-10. C-10a), H-4 (C-4a, C-5, C-8a, C-10a), H-7 (C-4a. C-5, C-6, C-8a, C-11),
H-8 (C-4a, C-5, C-6, C-7, C-8a), H-9 (C-4a, C-3, C-8, C-8a, C-10, C-10a), OH on C-8a (C-4a, C-8, C-
8a), OH on C-11 (C-5, C-11). Rf (HPLC) 6.1 min, UV-vis (MeOH) Amac 204, 234, 387 nm. MS m/z AP-
ESI: pos. ion mode [M+H] 277.0610 (calculated 277.0567), [2M+H]™ 553.1167 (calculated 553.1062):
AP-ESI: neg. ion mode [M-H] 275.0414 (calculated 275.0422). [2M-H]" 551.0892 (calculated
551.0917), [3M-H] 827.1346 (calculated 827.1411).

3b: product resulted from 1b and 2a

3b 8a-Hydroxy-6,10-dioxo-2,4,6,8a,9,10-hexahydro-2,3,4,9-tetraaza-

benzo[f]lazulene-5-carboxylic acid

O 0 HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
1l 12 B
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HMBC

il

o

}

Synthesis and isolation as described above. Brown green solid. Yield 70.73 % (54.4 mg): mp
(decomposition) 175-177 °C. 'H NMR: & 3.35 (m, J= 5.6, 2H. H-13), 3.50 (m, J = 5.6, 2H, H-14), 4.79
(s (broad). 1H. OH. on C-14). 6.11 (d. /= 10.1, 1H. H-7), 6.60 (d. /= 10.0, 1H. H-8). 7.12 (s. 1H. OH.
on C-8a). 7.77 (s, 1H, H-2), 8.90 (s, 1H, NH, H-9), 10.15 (t, J = 5.5, 1H, NH, H-12), 13.12 (s (broad).
1H. NH, H-1). 1521 (s. 1H, NH, H-4). *C NMR: & 41.0 (C-13), 49.5 (C-14). 73.5 (C-8a), 95.6 (C-5).
113.2 (C-10a), 126.9 (C-7). 137.0 (C-2), 140.0 (C-8), 141.3 (C-3a), 158.7 (C-10), 161.8 (C-4a), 168.9
(C-11), 182.4 (C-6). HMBC correlations: H-2 (C-3a, C-10, C-10a), H-4 (C-4a, C-5, C-6, C-8, C-8a, C-
10a, C-11). H-7 (C-4a, C-5. C-6. C-8, C-8a, C-11), H-8 (C-4a. C-5, C-6, C-7, C-8a), H-9 (C-4a, C-5, C-
8, C-8a, C-10, C-10a), H-12 (C-5, C-11, C-13, C-14), H-13 (C5. C-11, C-15), H-14 (C-13). OH on C-8a
(C-4a, C-8, C-8a), OH on C-14 (C-13, C-14). Ry (HPLC) 5.7 min, UV-ViS Apax 230, 387 nm. MS m/z

AP-ESI: neg. mode [M+H]" 318.0838 (calculated 318.0844).
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3c: product resulted from 1a and 2b

3c 8a-Hydroxy-6,10-dioxo-2,4,6,8a,9,10-hexahydro-2,3,4,9-tetraaza-

benzo[f]lazulene-5-carboxylic acid

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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Synthesis and isolation as described above. Yellow brown solid. Yield 44.08 % (17.1 mg): mp
(decomposition) 176-178 °C. 'H NMR: § 6.40 (d, J = 10.1, 1H. H-7), 6.76 (d..J = 10.1, 1H, H-8), 7.53
(s, 1H, OH, on C-8a), 8.31 (s, 1H, H-1), 8.97 (s, 1H. NH, H-9), 13.53 (s, 1H, NH, H-2). 13.66 (s
(broad), 1H, NH, H-4). 15.02 (s (broad), 1H, OH, on C-11). *C NMR: § 73.8 (C-8a), 93.3 (C-5). 109.1
(C-10a), 124.7 (C-7), 133.0 (C-1), 143.2 (C-8). 144.9 (C-3a), 162.1 (C-10), 165.1 (C-4a), 170.5 (C-11),
185.3 (C-6). HMBC correlations: H-1 (C-3a. C-10, C-10a), H-2 (C-1. C-3a, C-10a), H-4 (C-4a, C-5, C-
8a, C-10a), H-7 (C-4a, C-3, C-6, C-8a, C-11), H-8 (C-4a, C-5, C-6, C-7, C-8a), H-9 (C-1, C-4a, C-5, C-
8, C-8a, C-10, C-10a), OH on C-8a (C-4a, C-5, C-8, C-8a), OH on C-11 (C-5, C-11). Rf (HPLC) 5.8
min, UV-vis (MeOH) Auax 224, 364 nm. MS m/z AP-ESI: neg. mode [M—-H] 275.0396 (calculated

275.0416). AP-ESI: pos. mode [M+H]+ 277.0591 (calculated 277.0573).

3d: product resulted from 1b and 2b

3d 8a-Hydroxy-6,10-dioxo-2,4,6,8a,9,10-hexahydro-2,3,4,9-tetraaza-

benzo[f]azulene-5-carboxylic acid (2-hydroxy-ethyl)-amide

O @) HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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Synthesis and isolation as described above. Yellow brown solid. Yield 26.37 % (26.6 mg): mp
(decomposition) 177-179 °C. 'H NMR: 5 3.34 (m,J=5.5 2H, H-13), 3.50 (m. J = 5.3, 2H, H-14), 4.79
(t, J=5.0, 1H, OH, on C-14). 6.09 (d, J = 10.0, 1H, H-7), 6.58 (d, /= 10.0, 1H, H-8), 7.21 (s, 1H. OH,
on C-8a). 8.21 (s, 1H, H-1). 8.76 (s, 1H, NH., H-9), 10.14 (t. /= 5.4, 1H, NH, H-12). 13.21 (s, 1H, NH,
H-2). 15.12 (s, 1H, NH. H-4). >C NMR: § 40.8 (C-13), 59.3 (C-14), 73.5 (C-8a), 95.5 (C-5). 108.7 (C-
10a), 126.6 (C-7), 132.1 (C-1), 140.0 C-8, 146.2 (C-3a), 163.8 (C-10), 164.2 (C-4a), 168.8 (C-11), 182.7
(C-6). HMBC correlations: H-1 (C-3a, C-10, C-10a), H-2 (C-1, C-3a, C-10, C-10a), H-4 (C-4a, C-5, C-

8. C-8a, C-10a), H-7 (C-4a, C-5, C-6, C-8a, C-11), H-8 (C-4a, C-5, C-6, C-7), H-9 (C-1, C-4a, C-3, C-8,
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C-8a, C-10, C-10a), H-12 (C-5, C-11, C-13, C-14), H-13 (C-11, C-14), H-14 (C-13), OH on C-8a (C-4a,
C-8, C-8a), OH on C-14 (C-13. C-14). R; (HPLC) 5.3 min, UV-Vis (MeOH) A, 206, 370 nm. MS m/z
AP-EST: neg. [M-H] 318.0829 (calculated 318.0838). AP-ESI: pos. mode [M-+H] 320.1031

(calculated 320.0995).

3e: product resulted from 1b and 2¢

3e 9a-Hydroxy-7,11-dioxo-7,9a,10,11-tetrahydro-SH-
dibenzo[b,e][1,4]diazepine-6-carboxylic acid (2-hydroxy-ethyl)-
amide
0 0 HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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Synthesis and isolation as described above. Yellow solid. Yield 3825 % (15.3 mg): mp
(decomposition) 158-162 °C, mp 204-208 °C. "H NMR: § 3.36 (m. J=54.J=24,2H, H-14). 3.51 (1.
J=53,2H, H-15), 4.81 (1, /= 5.0, 1H, OH, on C-15), 6.12 (d, /= 10.0, 1H, H-8), 6.56 (d, /= 10.0, 1H,
H-9). 7.18 (s, 1H, OH, on C-9a), 7.24 (d. /= 8.0, 1H, H-4), 7.28 (dd, /= 7.9, J= 7.7, 1H. H-2), 7.56 (m,
J=79,J=74,J=14, 1H,H-3). 785 (d. /= 7.8, J= 1.2, 1H, H-1), 9.51 (s, |H, NH, H-10), 10.14 (1, J
= 5.4, 1H, NH. H-13), 14.92 (s, 1H, NH, H-5). ’C NMR: & 40.9 (C-14), 59.5 (C-15). 72.7 (C-9a), 94.9
(C-6), 121.6 (C-4), 124.5 (C-2), 126.6 (C-11a), 127.2 (C-8), 130.4 (C-1), 132.7 (C-3). 137.1 (C-4a),
139.4 (C-9), 165.9 (C-11), 166.1 (C-5a), 182.6 (C-7). HMBC correlations: H-1 (C-3, C-4, C-4a, C-11),
H-2 (C-1, C-3a, C-4, C-4a, C-11a), H-3 (C-1, C-4, C-4a, C-11a), H-4 (C-2, C-4a, C-5, C-11a), H-5 (C-4,
C-4a, C-3a, C-6, C-7, C-9a, C-11a), H-8 (C-6, C-7, C-9a, C-12), H-9 (C-5a, C-6, C-7, C-8), H-10 (C-5a,
C-9, C-9a, C-11. C-11a). H-13 (C-6, C-12, C-14. C-15). H-14 (C-12, C-15), H-15 (C-14), OH on C-%9a
(C-5a, C-9, C-9a), OH on C-15 (C-14, C-15). Ry (HPLC) 7.3 min, UV-vis (MeOH) Ay 224, 262, 374
nm. MS m/z AP-ESIL: neg. mode [M—H] 328.0928 (calculated 328.0933). AP-ESI: pos. mode [M+H]"

330.1129 (calculated 330.1090).
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3f: product resulted from 1¢ and 2¢

3f 9a-Hydroxy-7,11-dioxo0-7,9a,10,11-tetrahydro-SH-

dibenzo[b,e][1,4]diazepine-6-carboxylic acid methyl ester

0 0 HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
12 14
~
8 [ @]
sa | ]
9 5 . \ ‘
N = gl \f
4a |
N0 Y ; | \
11a | I‘ o s w0
11 3 A
|
O ;2 I

'H NMR
g‘ R
B NMR
(IR V21755 R T AR B
s ' i‘L:‘
SLAEAN ] A =
HSQC
| L] L1

S15



Anhang B 197

HMBC

|

|

Synthesis and isolation as described above. Yellow solid. Yield 29.30 % (10.7 mg): mp
(decomposition) 135-139 °C, mp 181-185 °C. 'H NMR: § 3.77 (s, 3H, H-14). 6.04 (d, /= 10.0, 1H, H-
8). 6.54 (d. J=10.0. 1H. H-9). 7.19 (s. 1H. OH. on C-9a). 7.26 (m. /= 7.9, J= 0.6, H-2). 731 (d. /=
7.9, 1H. H-4), 7.54 (m. J= 8.0, J= 1.4, 1H, H-3), 7.81 (d. J= 7.8, J= 1.3, 1H, H-1), 9.50 (s, 1H, NH,
H-10). 11.49 (s, IH, NH. H-5). "C NMR: § 51.7 (C-14). 121.4 (C-2). 124.2 (C-2). 127.1 (C-8). 130.2
(C-1), 132.4 (C-3), 139.3 (C-9). HMBC correlations: H-1 (C-3, C-4a, C-11), H-2 (C-1, C-3, C-4, C-4a,
C-11a), H-3 (C-1. C-4a), H-4 (C-2, C-4a, C-11, C-11a). H-5 (C-4, C-4a, C-5a, C-6, C-9a, C-11a). H-8
(C-6, C-9a, C-12), H-9 (C-5a, C-7), H-10 (C-5a, C-9. C-9a, C-11. C-11a), H-14 (C-6, C-12), OH on C-
9a (C-5a, C-9, C-9a). Re (HPLC) 8.1 min, UV-vis (MeOH) Amax 214, 256, 359 nm. MS m/z AP-ESI: neg.

mode [M-H] 299.0655 (calculated 299.0668). AP-ESI: pos. mode [M+H] 301.0464 (calculated

301.0824).
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3g: product resulted from 1d and 2¢

3g 9a-Hydroxy-7,11-dioxo-7,9a,10,11-tetrahydro-5H-
dibenzo[b,e][1,4]diazepine-6-carboxylic acid ethyl ester
@) 0 HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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Synthesis and isolation as described above. Yellow solid. Yield 11.47 % (7.3 mg): mp
(decomposition) 126-130 °C, mp 169-173 °C. '"H NMR: 5 1.26 (t.J=7.1. 3H. H-14), 4.26 (m. J = 7.0,
2H. H-13), 6.03 (d, J=10.1, 1H, H-8), 6.56 (d, J= 10.1, 1H, H-9), 7.16 (s, 1H, OH, on C-9a), 7.25 (m,
J=76,J=0.5,1H, H-2), 730 (d,/=7.9, 1H, H-4). 7.54 (m, J=8.0,J=1.5, 1H, H-3), 7.80 (d, /= 7.8,
J=13, 1H, H-1), 9.49 (s. IH, NH, H-10). 11.43 (s. 1H. NH. H-5). *C NMR: 5 14.0 (C-14). 60.3 (C-
13), 72.7 (C-9a), 98.1 (C-6), 121.4 (C-4), 124.1 (C-2), 126.3 (C-11a), 127.1 (C-8), 130.2 (C-1), 132.4
(C-3), 1374 (C-4a), 139.2 (C-9), 162.6 (C-5a), 166.0 (C-10), 168.1 (C-12), 179.5 (C-7). HMBC
correlations: H-1 (C-3, C-4a, C-10, C-11a). H-2 (C-1, C-4, C-4a, C-11a), H-3 (C-1, C-4, C-4a), H-4 (C-
2, C-4a, C-10, C-11a), H-5 (C-4, C-4a, C-5a, C-6, C-9a, C-11a), H-8 (C-5a, C-6, C-7, C-9a, C-12), H-9
(C-5a, C-6, C-7, C-8), H-10 (C-3a, C-9, C-9a, C-10, C-11a), H-13 (C-12, C-13), H-14 (C-13), OH on C-
9a (C-5a, C-9, C-9a). R (HPLC) 9.7 min, UV-vis (MeOH) Auax 214, 256, 359 nm. MS m/z AP-ESI: neg.

mode [M—H] 312.8888 (calculated 313.0824).

3h: product resulted from 1b and 2d

3h 9a-Hydroxy-7,11-dioxo-7,9a,10,11-tetrahydro-5H-1,5,10-triaza-
dibenzo[a,d]cycloheptene-6-carboxylic acid (2-hydroxy-ethyl)-

amide

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum

S18
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Synthesis and isolation as described above. Yellow solid. Yield 15.55 % (10.4 mg). "H NMR: § 3.37 (m,
J=56, 2H, H-14), 3.52 (m, J = 5.4, 2H, H-15), 482 (t, /= 5.1, 1H, OH, on C-13), 6.15 (d, J=10.0,
1H, H-8), 6.58 (d, J=10.0, 1H, H-9), 7.33 (s, 1H, OH, on C-9a), 7.55 (d, J= 8.2, J=4.5, 1H, H-3), 7.75
(d,/=82,J=12 1H, H-4), 848 (d, /=45, 7=1.2, 1H, H-2), 9.74 (s, 1H, NH, H-10), 10.08 (t, J =
5.4, 1H. NH. H-13), 14.86 (s, |H, NH. H-5). "C NMR: § 41.0 (C-14), 59.4 (C-15). 72.9 (C-9a), 95.5
(C-6), 126.3 (C-3), 127.3 (C-8). 129.7 (C-4), 134.5 (C-4a), 139.4 (C-9), 143.1 (C-11a), 145.4 (C-2).
164.3 (C-11), 166.2 (C-5a), 168.6 (C-12), 182.7 (C-7). HMBC correlations: H-2 (C-3, C-4, C-4a, C-

1la), H-3 (C-2, C-4, C-4a). H-4 (C-2, C-4a, C-11, C-11a), H-5 (C-4, C-4a, C-5a, C-6, C-9a, C-11a), H-8

S19
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(C-6, C-9a, C-12), H-9 (C-3a, C-6, C-7), H-10 (C-53a, C-9, C-9a, C-11, C-11a), H-13 (C-6, C-12, C-15),
H-14 (C-12. C-15), H-15 (C-14). OH on C-9a (C-5a. C-9. C-9a). OH on C-15 (C-14, C-15). Rs (HPLC)
5.2 min, UV-vis (MeOH) Auax 227, 273, 368 nm. MS m/z AP-ESI: neg. mode [M—-H] 329.0868

(calculated 329.0891).

3i: product resulted from 1e¢ and 2d

3i 9a-Hydroxy-7,11-dioxo0-7,9a,10,11-tetrahydro-5H-1,5,10-triaza-

dibenzo[a,d]cycloheptene-6-carboxylic acid methyl ester

Q 0 HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
- .
O ) 3
H : \"
N || b ‘I'u\ N
OH . '|‘ VA
HN // P i = e
\ 5 |
O N= }l ik

Synthesis and isolation as described above. Yellow solid. Yield 1.36 % (0.5 mg): mp (decomposition)
182-186 °C. R¢ (HPLC) 5.8 min, UV-vis (MeOH) Ay, 227, 273, 368 nmm. MS m/z AP-ESI: neg. mode

[M-H] 300.0575 (calculated 300.0625).

3j: product resulted from 1d and 2d

Rs (HPLC) 6.5 min, UV-vis (MeOH) k. 214, 256, 359 nm received only from HPLC elution profile of

the reaction mixture.
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3k: product resulted from 1a and 2¢

3k reacted to Sa

9a-Hydroxy-7,11-dioxo-7,9a,10,11-tetrahydro-5SH-

3k
dibenzo[b,e][1,4]diazepine-6-carboxylic acid
Q O HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
OH
H :
£ |\
OH i \
HN : |‘\| M
|
|
O !l I‘\.
— R h_f:;_l_y___-A - —

Synthesis and isolation as described above. Yellow solid. Yield 26.99 % (31.3 mg): mp (decomposition)

130-134 °C, mp 156-160 °C. Ry (HPLC) 7.6 min, UV-vis (MeOH) Ay 213, 366 nmm. MS m/z AP-ESL:

neg. mode [M—H] 285.0499 (calculated 285.0517).

31: product resulted from 1a and 2d

31 reacted to 5b

9a-Hydroxy-7,11-diox0-7,9a,10,11-tetrahydro-5H-1,5,10-triaza-

3l
dibenzo[a,d]cycloheptene-6-carboxylic acid
Q O HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
H - 5 gln
OH | L
\
o N= A
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Synthesis and isolation as described above. Yellow solid. Yield 26.44 % (15.4 mg): mp (decomposition)
134-138 °C. R¢ (HPLC) 5.6 min, UV-vis (MeOH) Amax 229, 267, 360 nm. MS m/z AP-ESI: neg. mode

[M-H] 288.0590 (calculated 288.06206).

4a,b: products resulted from 1¢ and 2a

4a 3,11-Dihydro-1,3,5,11-tetraaza-benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-

4,6,7,10-tetraone

4b 3,11-Dihydro-5-oxa-1,3,11-triaza-

benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6,7,10-tetraone

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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E
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DEPT

HSQC

HMBC

I J 1.

Synthesis and isolation as described above. Dark violet solid. Yield 47.70 % (90.6 mg): mp
(decomposition) 149-153 °C. '"H NMR: 6 6.78 (d. J= 9.7, 1H. H-8), 6.85 (d. J = 9.7. 1H., H-9), 7.32 (s.
1H, NH), 7.83 (s, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, H-2). BC NMR: § 100.2 (C-6a), 125.0 (C-3a), 126.3 (C-2),
134.1 (C-9), 140.0 (C-11a), 142.5 (C-8), 149.1 (C-10a), 153.8 (C-6), 164.2 (C-4), 181.0 (C-7), 185.1 (C-
10). HMBC correlations: H-2 (C-3a, C-11a), H-8 (C-6a. C-10), H-9 (C-7. C-10a), NH (C-3a). Rs
(HPLC) 6.1 min, UV-vis (MeOH) A 246, 265, 323, 503 nm. (4a) MS m/= AP-ESI: pos. mode [M+H]"
259.0513 (calculated 259.0462). (4b) MS m/z AP-ESIL pos. mode [M+H] 260.0368 (calculated

260.0302).
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4a,b: products resulted from 1d and 2a

4a 3,11-Dihydro-1,3,5,11-tetraaza-benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-
4,6,7,10-tetraone
4p T 3,11-Dihydro-5-oxa-1,3,11-triaza-

benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6,7,10-tetraone

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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HSQC
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HMBC

Synthesis and isolation as described above. Dark violet solid. Yield 63.4 % (78.9 mg): mp
(decomposition) 148-150 °C 'H NMR: 6 6.77 (d, /= 10.3, 1H, H-8), 6.84 (d, /= 10.3, 1H, H-9), 7.31
(s. IH. NH). 7.84 (s. IH, NH). 8.26 (s. 1H. H-2). "C NMR: & 100.2 (C-6a). 124.5 (C-3a). 126.4 (C-2).
134.2 (C-9), 139.8 (C-11a), 142.6 (C-8), 148.8 (C-10a), 153.1 (C-6), 163.8 (C-4). 180.8 (C-7), 184.8 (C-
10). HMBC correlations: H-2 (C-3a, C-11a), H-8 (C-6, C-6a, C-9. C-10), H-9 (C-7, C-8, C-10a), NH
(C-3a). Ry (HPLC) 6.7 min, UV-vis (MeOH) A, 246, 265, 323, 503 nm. (4a) MS m/z AP-ESI: pos.

mode [M+H] 259.0539 (calculated 259.0463). (4b) MS m/= AP-ESI: pos. mode [M+H] 260.0396

(calculated 260.0302).

(78]
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4c-f: products resulted from 1c and 2b

4c 2,11-Dihydro-1,2,5,11-tetraaza-benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-
4,6,7,10-tetraone
4 2,11-Dihydro-5-oxa-1,2,11-triaza-

benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6,7,10-tetraone
4. 7,10-Dihydroxy-2,11-dihydro-1,2,5,11-tetraaza-
benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6-dione

T 7,10-Dihydroxy-2,11-dihydro-5-oxa-1,2,11-triaza-
benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6-dione

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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4f X=0 3¢ NMR
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HMBC
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Synthesis and isolation as described above. Red solid. Yield 56.64 % (20 mg): mp (decomposition) 141-
143 °C. R¢ (HPLC) 5.4 min, UV-vis (MeOH) Ay, 214, 241, 265, 487 nm. NMR data of quinonoid and
hydroquinonoid products are available from one 'H NMR, one °C NMR. one HSQC, and one HMBC
spectrum. (4¢,d) 'H NMR: 3 6.78 (d. J = 9.7. 1H. H-8), 6.86 (d, J = 9.8, 1H, H-9), 7.31 (s, |H, NH),
7.93 (s, 1H. NH), 8.17 (s. 1H, H-3). *C NMR: & 100.2 (C-6a), 124.5 (C-3a), 126.4 (C-2), 134.2 (C-9).
139.8 (C-11a), 142.6 (C-8), 148.8 (C-10a). 153.1 (C-6), 163.8 (C-4), 180.8 (C-7), 184.8 (C-10). HMBC
correlations: H-2 (C-3a, C-11a), H-8 (C-6, C-6a, C-9, C-10), H-9 (C-7, C-8, C-10a), NH (C-3a). (4e,f)
'H NMR: 6 6.14 (d, J= 8.1, 1H. H-8). 6.80 (d. J= 8.2, 1H. H-9), 8.15 (s, 1H. H-3). 11.61 (s. 1H. OH).
BC NMR: § 98.4 (C-3a). 100.1 (C-8), 100.8 (C-6), 101.1 (C-8), 114.2 (C-9), 139.9 (C-10a), 141.7 (C-
10). 145.7 (C-3), 149.1 (C-11a), 151.3 (C-7), 160.4 (C-6/C-4). HMBC correlations: H-3 (C-3a, C-4, C-
11a). H-8 (C-6, C-6a, C-7. C-10), H-9 (C-7. C-10, C-10a), OH (C-6a, C-7). (4¢) MS m/= AP-ESI: neg.
mode [M-H]J 257.0293 (calculated 257.03163). (4d) MS m/z AP-ESI: neg. mode [M-H] 258.0323
(calculated 258.0206). (4e) MS m/z AP-ESI: neg. mode [M—-H] 259.0449 (calculated 259.0473). (4f)

MS m/= AP-ESI: neg. mode [M—-H] 260.0482 (calculated 260.0313).
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4c¢-f: products resulted from 1d and 2b

4c

2,11-Dihydro-1,2,5,11-tetraaza-benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-

4,6,7,10-tetraone

2,11-Dihydro-5-oxa-1,2,11-triaza-

benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6,7,10-tetraone

7,10-Dihydroxy-2,11-dihydro-1,2,5,11-tetraaza-

benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6-dione

7,10-Dihydroxy-2,11-dihydro-5-oxa-1,2,11-triaza-

benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6-dione

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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HMBC

Synthesis and isolation as described above. Red solid. Yield 56.76 % (21 mg). R¢ (HPLC) 5.4 min, UV-
vis (MeOH) A 214, 240, 265, 488 nm. (4e,f) 'H NMR: § 6.15 (d, J = 8.1, 1H, H-8). 6.82 (d, J= 8.1,
1H. H-9). 8.17 (s, 1H. H-3), 11.60 (s, 1H. OH). >C NMR: & 98.4 (C-3a). 100.8 (C-6a), 101.1 (C-8).
114.4 (C-9), 140.0 (C-10a), 141.7 (C-10), 145.7 (C-3), 149.1 (C-11a), 151.4 (C-7), 160.3 (C-6), 1604
(C-4). HMBC correlations: H-3 (C-3a, C-4, C-11a), H-8 (C-6, C-6a, C-7, C-10), H-9 (C-7, C-10, C-
10a), OH (C-6a, C7). (4¢) MS m/z= AP-ESI: neg. mode [M—H] 257.0298 (calculated 257.03163). (4d)
MS m/= AP-ESI: neg. mode [M—-H] 258.0329 (calculated 258.0206). (4e) MS m/z AP-ESI: neg. mode
[M—H] 259.0454 (calculated 259.0473). (4f) MS m/= AP-ESI: neg. mode [M—H] 260.0485 (calculated

260.0313).
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4c-f: products resulted from 1a and 2b

4c

2,11-Dihydro-1,2,5,11-tetraaza-benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-

4.6,7,10-tetraone

2,11-Dihydro-5-oxa-1,2,11-triaza-

benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6,7,10-tetraone

710-Dihydroxy-2,11-dihydro-1,2,5,11-tetraaza-

benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6-dione

7,10-Dihydroxy-2,11-dihydro-5-oxa-1,2,11-triaza-

benzo[a]cyclopenta[d]cyclooctene-4,6-dione

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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Synthesis and isolation as described above. Red solid. Yield 10.01 % (10.1 mg). Ry (HPLC) 5.5 min,
UV-vis (MeOH) Amax 210, 240, 265, 487 nin. NMR data of quinonoid and hydroquinonoid products are
available from one 'H NMR and one HSQC spectrum. (4¢,d) 'H NMR: § 6.77 (d, /=103, 1H, H-8),
6.85 (d.J=10.3, 1H. H-9), 7.29 (s. 1H., NH). 7.93 (s, 1H, NH), 8.15 (s, 1, H-3). >C NMR: & 134.3 (C-
9)., 141.3 (C-8), 143.3 (C-3). HMBC correlations: HMBC was not measured. (4e,f) '"H NMR: § 6.14 (d,
J=8.1, 1H, H-8). 6.80 (d. J= 8.2, 1H, H-9). 8.14 (s, 1H, H-3), 11.63 (s, 1H, NH or OH). *C NMR: &
100.7 (C-8). 114.0 (C-9), 145.5 (C-3). HMBC correlations: HMBC was not measured. (4¢) MS m/z AP-
ESI: neg. mode [M-H] 257.0305 (calculated 257.0316). AP-ESI: pos. mode [M+H] 259.0495
(calculated 259.0462). (4d) MS m/= AP-ESI: neg. mode [M-H]| 258.0333 (calculated 258.02006). (4e)
MS m/z AP-ESI: neg. mode [M-H] 259.0457 (calculated 259.0473). (4f) MS m/z AP-ESI: neg. mode

[M—H] 260.0489 (calculated 260.0313).

Sa: product resulted from conversion of 3k

5a 1'H,2H,3'H,5H-spiro[cyclohex-3-ene-1,2'-quinazoline]-2,4",5-
trione

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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TH NMR

1) | 1w

R S

HMBC

'H NMR: 5 3.08 (d, J=17.1, J= 0.9, 1H. H-6). 3.36 (d. 1H. H-6), 6.66 (d. J = 7.8. 1H. H-8"), 6.70
(m.J=7.8.J=72.J=09, 1H. H9). 6.85 (m. J =103, J=0.9, /= 0.7, 1H, H-4), 6.88 (d, /= 10.3,
1H. H-3), 7.23 (m, J=79. J=73.J=16. 1H. H-7"). 7.59 (m, J = 7.7, J = 1.4, 1H, H-5") 7.64 (s
(broad), 1H. NH. H-1"), 8.14 (s (broad). 1H, NH. H-3"). C NMR: & 48.5 (C-6). 70.7 (C-1). 114.0 (C-
87). 114.4 (C-4a’), 117.9 (C-6"), 126.8 (C-5°), 133.3 (C-7°). 137.7 (C-3). 141.4 (C-4). 144.7 (C-8a’).
164.0 (C-11), 191.6 (C-2), 194.0 (C-5). HMBC correlations: H-1" (C-1. C-4a’, C-6), H-3 (C-1, C-2. C-4.
C-5), H-3" (C-1. C-4", C-4a’, C-5°, C-6), H-4 (C-2. C-5, C-6. C-6"), H-5° (C-4’, C-4a’, C-7°, C-8a’). H-6

(C-1, C-2, C-4, C-5), H-6" (C-4’, C-4a’, C-5°, C-7°, C-8°, C-8a’), H-7" (C-5°, C-6’, C-8°, C-8a’), H-8’
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(C-4°, C-4a’, C-57, C-6°, C-8a’). Rf (HPLC) 5.9 min, UV-vis (MeOH) Apax 213, 366 nm. MS m/z AP-

ESI: neg. mode [M-H] 241.0614 (calculated 241.0619). AP-ESI: pos. mode [M+H] 243.0734

(calculated 243.0764).

5h: product resulted from conversion of 31

Sb

1'H,2H,3H’,5H-spiro[cyclohex-3-ene-1,2"-pyrido[3°*,277-

d]pyrimidine-2.4',5-trione

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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HMBC
I Y u_J., qu I

= a1

'HNMR: 6 3.11 (d. J=17.0, 1H. H-6), 3.40 (d, /= 17.1, 1H, H-6), 6.88 (d, J=10.9, 1H. H-4). 6.90 (d,
J=104, 1H, H-3), 7.08 (d, J= 8.2, 1H, H-4""), 7.22 (m, J= 8.5, J= 4.4, 1H, H-5""), 7.81 (s, 1H, NH,
H-1%). 7.99 (s (broad), 1T, H-6""). 8.37 (s. IH. NH. H-3"). *C NMR: 6 48.1 (C-6), 70.5 (C-1), 121.8 (C-
477), 127.3 (C-577), 131.9 (C-277), 137.3 (C-3), 139.7 (C-67"), 141.6 (C-4), 142.0 (C-3""), 162.5 (C-47),
191.5 (C-2), 193.5 (C-5). HMBC correlations: H-1 (C-1, C-277, C-4°, C-4"", C-6), H-3 (C-1, C-4, C-5),
H-3" (C-1,C-27, C-4’, C-6), H-4 (C-2, C-3, C-6), H-4>* (C-2", C-4", C-5"", C-6""), H-5"" (C-37", C-6""),
H-6 (C-1, C-2, C-4, C-5), H-6"" (C-27, C-4"", C-5""). R¢ (HPLC) 1.9 min, UV-vis (MeOH) Amax 230,

254, 370 nm. MS m/= AP-ESI: neg. mode [M—-H] 242.0535 (calculated 242.0571).

6a: product resulted from 1b and 2e

6a 8-Hydroxy-pyrido[2,3-b]quinoxaline-9-carboxylic acid (2-

hydroxy-ethyl)-amide

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum

s
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Synthesis and isolation as described above. Yellow solid. Yield 48.15 % (17.7 mg): mp

(decomposition) 220-223 °C. "HNMR: §3.62 (m.J=15.5,2H, H-17), 3.74 (d, J= 5.0, 2H. H-18), 5.14

(s (broad), 1H, OH), 7.69 (d. J= 9.5, 1H. H-7), 8.01 (dd. /= 8.5, J=3.9, 1H, H-13), 8.31 (d, /= 9.5,

1H, H-6), 8.66 (dd, J= 8.5, J= 1.8, 1H, H-14), 930 (dd, /= 1.7, 1H, H-12), 11.6 (s (broad). 1H, NH).

PC NMR: 6 41.4 (C-17), 59.1 (C-18), 102.1 (C-9). 126.9 (C-13), 129.1 (C-7), 135.5 (C-6), 136.1 (C-3),

136.7 (C-14), 141.0 (C-3), 142.2 (C-10), 147.1 (C-2), 155.3 (C-12), 169.6 (C-8), 170.1 (C-15). HMBC

correlations: H-6 (C-8, C-10), H-7 (C-5, C-9), H-12 (C-2, C-13, C-14), H-13 (C-3, C-12), H-14 (C-2, C-

12), H-17 (C-15. C-18), H-18 (C-17). Rf (HPLC) 10.3 min, UV-vis (MeOH) Amax 218, 245, 354, 402

[¥2]
5]
th
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nm. MS m/z AP-ESI: neg. mode [M—H] 283.0818 (calculated 283.0831). AP-ESI: pos. mode [M+H]"

285.1012 (calculated 285.0988).

6b: product resulted from 1c and 2e

6b 8-Hydroxy-pyrido[2,3-b]quinoxaline-9-carboxylic acid methyl
ester
HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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HMBC

il ‘

Synthesis and isolation as described above. Yellow orange solid. Yield 25.25 % (8.4 mg): mp
(decomposition) 188-191 °C. "H NMR: & 3.95 (s, 3H. H-16), 7.77 (d. J=9.5. IH. H-7). 7.91 (dd, J =
8.6, J=3.8, 1H. H-13). 8.27 (d, J= 9.5, 1H. H-6), 8.55 (dd, /= 8.6, J= 1.8, 1H, H-14), 9.27 (dd. J =
1.7, 1= 3.6, 1H. H-12). C NMR: § 52.1 (C-16), 113.4 (C-9). 126.4 (C-13). 126.8 (C-7). 132.1 (C-6).
137.5 (C-14), 138.5 (C-3), 139.6 (C-5), 142.2 (C-10), 147.6 (C-2), 155.3 (C-12), 157.1 (C-8), 166.3 (C-
15). HMBC correlations: H-6 (C-8, C-9, C-10), H-7 (C-5, C-6, C-8, C-9, C-15), H-12 (C-2, C-13, C-
14), H-13 (C-2, C-3. C-12), H-14 (C-2, C-12), H-16 (C-9, C-15). Rf (HPLC) 9.6 min, UV-vis (MeOH)
Amax 243, 354, 390 nm. MS m/z AP-ESI: neg. mode [M—H] 254.0560 (calculated 254.0566). AP-ESI:

pos. mode [M+H]" 256.0747 (calculated 256.0722).

6¢: product resulted from 1d and 2e

6c 8-Hydroxy-pyrido[2,3-b]quinoxaline-9-carboxylic acid methyl

ester

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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Synthesis and isolation as described above. Dark yellow solid. Yield 40.05 % (14 mg): mp
(decomposition) 180-182 °C. "H NMR: & 1.37 (t. J = 7.1. 3H. H-17). 4.44 (q. J = 7.1. 2H. H-16). 7.77
(d.J=9.5,1H. H-7), 791 (dd, J = 8.6. J = 3.8, 1H, H-13), 8.27 (d, /= 9.5, 1H. H-6), 8.53 (dd, J = 8.6,
J=18. 1H, H-14), 927 (dd. J= 1.7. J = 3.6, 1H. H-12). "C NMR: § 14.1 (C-17). 60.8 (C-16), 113.6
(C-9), 126.3 (C-13), 126.7 (C-7), 132.0 (C-6), 137.5 (C-14). 138.5 (C-3). 139.6 (C-5), 142.2 (C-10),
147.6 (C-2), 156.9 (C-8). 165.8 (C-15). HMBC correlations: H-6 (C-8, C-9, C-10), H-7 (C-5, C-8, C-9,

C-15), H-12 (C-2, C-13, C-14), H-13 (C-3, C-12), H-14 (C-2. C-12), H-16 (C-9, C-15, C-17), H-17 (C-
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16). R; (HPLC) 10.9 min, UV-vis (MeOH) Ap., 243, 355, 392 nin. MS m/z AP-ESI: neg. mode [M—HT

268.0717 (calculated 268.0728). AP-ESI: pos. mode [M+H] 270.0862 (calculated 270.0873).

6d: product resulted from 1a and 21

6d 8-Hydroxy-pyridol[3,4-b]quinoxaline-9-carboxylic acid

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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Synthesis and isolation as described above. Dark red solid. Yield 20.32 % (10.7 mg): mp
(decomposition) 196-198 °C. 'TH NMR: & 7.68 (d, J= 9.5, 1H, H-7), 8.10 (d, J= 5.2, 1H, H-14), 8.20 (d,
J=194, 1H, H-6), 8.80 (d, J= 3.3, 1H, H-13), 9.74 (s, 1H, H-11). R¢ (HPLC) 10.4 min, UV-vis (MeOH)

Amax 224, 255, 342, 416 nm. MS m/z AP-ESI: neg. mode [M—H] 240.0375 (calculated 240.0415).
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6e: product resulted from 1c and 2f

Ge 8-Hydroxy-pyrido[2,3-b]quinoxaline-9-carboxylic  acid

ester

methyl

HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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Synthesis and isolation as described above.Yellow solid. Yield 26.51 % (14.7 mg): mp (decomposition)
187-189 °C. '"H NMR: 6 3.96 (s. 3H. H-16). 7.82 (d. J= 9.5, 1H. H-7). 8.07 (dd. J = 6.0, 1H, H-14),
8.24 (d. J = 9.5. 1H, H-6). 8.77 (d. J = 6.0, 1H, H-13). 9.58 (s. 1H. H-11). "C NMR: & 52.2 (C-16).
113.7 (C-9), 120.8 (C-14), 128.4 (C-7), 131.8 (C-6), 137.1 (C-2), 141.3 (C-5), 141.8 (C-3), 142.8 (C-
10), 144.5 (C-13), 155.0 (C-11), 157.4 (C-8), 166.1 (C-15). HMBC correlations: H-6 (C-8, C-9, C-10),
H-7 (C-5, C-6, C-8, C-9, C-15), H-11 (C-2, C-3, C-14), H-13 (C-2, C-3, C-11, C-14), H-14 (C-2, C-11,
C-13), H-16 (C-9, C-15). Rf (HPLC) 10.8 min, UV-vis (MeOH) Amax 221, 258, 342, 414 nm. MS m/=z

AP-ESI neg. mode [M—-H] 254.0543 (calculated 254.0571).

7a: product resulted from 1a and 2g

Ta 2-(2-Carboxy-3,6-dioxo-cyclohexa-1,4-dienylamino)-benzoic acid
O @ HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
OH
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Synthesis and isolation as described above. Dark red solid. Yield 13.16 % (12.3 mg): mp
(decomposition) 95-99 °C, mp 197 °C. R (HPLC) 9.2 min, UV-vis (MeOH) Apay 215, 267, 466 nm. MS

m/z AP-ESI: neg. mode [M—H] 286.0332 (calculated 286.0357).
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7b and 8a: products resulted from 1b and 2g

7b 2-[2-(2-Hydroxy-ethylcarbamoyl)-3,6-dioxo-cyclohexa-1,4-
dienylamino]-benzoic acid

8a 2-[2-(2-Hydroxy-ethylcarbamoyl)-3,6-dioxo-cyclohexa-1,4-

dienylamino]-benzoic acid radical

7b HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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HSQC

HMBC

Synthesis and isolation as described above. Dark red solid. Yield 38.39 % (154 mg): mp
(decomposition) 76-80 °C, mp 183 °C. Ry (HPLC) 8.5 min, UV-vis (MeOH) Ay 211, 266, 499 nm. MS
m/z AP-ESI: neg. mode [M—H] 329.0792 (calculated 329.0779). NMR data of quinonoid product and
hydroquinonoid radical are available from one 'H NMR. one C NMR, one HSQC, and one HMBC
spectrum. (7b) 'H NMR: § 3.17 (m. J = 5.7. 2H. H-9°). 3.39 (t. J = 5.8, 2H. H-10"). 6.68 (d. J = 10.0,
1H. H-4"), 6.76 (d, J = 10.0, 1H. H-5), 7.07 (d, /= 7.9, 1H, H-3). 7.11 (dd, J= 7.3, J= 6.7, 1H. H-5),
7.29 (dd, J=7.5,J=174, 1H, H-4), 783 (d. J = 6.2, 1H, H-6). 8.94 (t, J = 5.6, 1H, H-8"), 13.32 (s
(broad), 1H, NH). "C NMR: & 41.2 (C-9), 41.2 (C-97). 105.2 (C-27). 122.7 (C-3). 123.9 (C-5). 126.7
(C-1), 129.9 (C-4), 131.0 (C-6). 133.6 (C-5), 138.9 (C-2), 138.9 (C-47). 148.5 (C-17), 165.7 (C-7"),
182.6 (C-6"), 183.6 (C-3"). HMBC correlations: H-3 (C-5). H-4 (C-2, C-3, C-6), H-4" (C-2", C-6", C-7"),
H-5 (C-1, C-3), H-5" (C-1", C-37). H-6 (C-2, C-4), H-8* (C-7", C-9), H-9* (C-7°. C-10%), H-10" (C-9°).
(8a) 'H NMR: § 3.15 (m. J= 6.0, 2H. H-9°). 3.21 (. J=6.1, 2H. H-10"). 6.39 (d, /= 8.3, 1H, H-3). 6.64
(d, J=8.38. 1H,H-4"). 6.66 (t, J= 8.1, 1H, H-5). 6.87 (d, /= 8.8, 1H, H-5"). 7.19 (t. /= 7.7, J= 7.3, 1H,

H-4), 7.80 (d, J=7.7. 1H, H-6), 8.53 (s, 1H, NH), 9.37 (s, LH, NH). *C NMR: § 41.3 (C-9°), 59.2 (C-
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10°), 114.0 (C-4"), 114.1 (C-3), 116.5 (C-5), 118.5 (C-5"). 118.9 (C-2°), 125.4 (C-3"), 131.1 (C-6), 132.6
(C-4). 1452 (C-6"), 148.5 (C-2), 149.8 (C-1°), 167.2 (C-7°), 169.9 (C-7). HMBC correlations: H-3
(C-3), H-4 (C-2, C-3, C-6), H-4" (C-1", C-2°, C-3", C-6’, C-7°), H-5 (C-3, C-6). H-5" (C-1", C-2°, C-3",

C-6%), H-6 (C-2, C-4, C-7), H-9" (C-7°, C-10"), H-10" (C-97).

7c¢ and 8b: products resulted from 1c and 2g

Te 2-(2-Methoxycarbonyl-3,6-dioxo-cyclohexa-1,4-dienylamino)-
benzoic acid

8b 2-(2-Methoxycarbonyl-3,6-dioxo-cyclohexa-1,4-dienylamino)-

benzoic acid radical

Te HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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5C NMR
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HSQC

HMBC

Synthesis and isolation as described above. Dark red solid. Yield 44.77 % (16.4 mg): mp
(decomposition) 84-88 °C, mp 188 °C. R¢ (HPLC) 8.9 min, UV-vis (MeOH) Ay 210, 263, 487 nm. MS
m/z AP-ESI: neg. mode [M—H] 302.0677 (calculated 302.0670). NMR data of quinonoid product and
hydroquinonoid radical are available from one ne NMR., one BC NMR. one HSQC, and one HMBC
spectrum. (7¢) 'H NMR: § 3.12 (s. 3H. H-8"). 6.77 (d. J = 10.1, 1H. H-4"), 6.88 (t. /= 10.1, 1H, H-5"),
6.95 (d, /= 8.0, 1H, H-3). 7.10 (dd, J= 7.4, 1H, H-5), 7.33 (dd, /= 7.6, 1H. H-4), 7.89 (d. /= 7.2, 1H,
H-6). 12.32 (s (broad), 1H. NH). *C NMR: § 50.9 (C-8"). 106.1 (C-2°). 119.5 (C-3). 123.5 (C-5). 126.2

(C-1), 129.8 (C-4), 131.0 (C-6), 132.8 (C-5"), 139.3 (C-2), 1393 (C-4’), 141.6 (C-1"), 164.3 (C-7"),
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168.3 (C-7). 182.3 (C-3"). 183.8 (C-6). HMBC correlations: H-3 (C-1. C-5), H-4 (C-2. C-3, C-6). H-4’

(C-2°,C-5°, C-6°, C-7"), H-5 (C-1, C-2, C-3), H-5" (C-1", C-37), H-6 (C-2, C-4, C-7), H-8" (C-2°, C-7").

(8b) 'H NMR: 5 3.62 (s, 31 H-8"), 6.37 (d, J = 8.4. 11, H-3), 6.65 (1. J = 7.6. 111, 1-5). 6.68 (d. J =

8.8, 1H,H-4"), 6.87(d, J=8.8, 1H. H-5"),7.24 (t, J=7.7,J= 1.1, lH. H-4), 7.80 (d, /= 7.6. 1H, H-6),

9.31 (s. 1H. NH). *C NMR: 6 51.6 (C-8"). 111.4 (C-1), 113.8 (C-4"). 114.1 (C-3), 115.9 (C-5). 118.5

(C-57), 118.9 (C-27), 124.6 (C-37), 130.5 (C-6), 133.3 (C-4). 145.2 (C-67), 147.8 (C-1"), 147.8 (C-2),

166.8 (C-77), 170.1 (C-7). HMBC correlations: H-3 (C-1, C-5, C-7), H-4 (C-2, C-3, C-6), H-4" (C-2’, C-

6"), H-5 (C-1, C-3, C-4, C-6), H-5" (C-1", C-3", C-6"), H-6 (C-2, C-4, C-7), H-8’ (C-7").

9a and 10a: products resulted from 1a and 2g

9a 2-{4-[2-(Carboxyphenyl)amino]-2-carboxy-3,6-dioxocyclohexa-
1,4-dienylamino}-benzoic acid

10a 2-{4-[2-(Carboxyphenyl)amino]-3,6-dioxocyclohexa-1,4-
dienylamino}-benzoic acid

9a HPLC chromatogram and UV-vis spectrum

10a

'H NMR
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Synthesis and isolation as described above. Brown red solid. Yield 26.07 % (17.9 mg). Ry (HPLC)
12.2 min, UV-vis (MeOH) Amax 255, 282, 382 nm. (9a) "H NMR: § 6.22 (s. 1H, H-5"), 7.27 (in. J = 7.4,
J=14, 1H, H-5),7.29 (d, IH, H-3""), 7.33 (t,J=7.6, IH, H-5>"), 7.55 (m, J=8.3,7=7.9,J=14, 1H,
H-4"), 7.67 (m, J=8.1,J=1.0, 2H, H-3), 7.68 (in, J= 8.2, J= 6.8, J= 1.5, 1H, H-4), 7.94 (m, J= 7.9,
J=14,1H. H-6"),8.02 (m.J= 7.8, J= 1.6, 1H, H-6). °C NMR: § 98.9 (C-5°), 102.2 (C-2"), 120.6 (C-
1), 121.1 (C-3), 122.8 (C-5), 123.3 (C-1""), 124.1 (C-3""), 125.7 (C-5""), 131.0 (C-6>"), 131.8 (C-6),
132.5 (C-477), 133,8 (C-4), 139.0 (C-277), 139.3 (C-2), 148.0 (C-1"), 166.9 (C-7""), 168.2 (C-7), 178.3
(C3”). HMBC correlations: H-3 (C-1, C-5, C-7), H-3"" (C-1"", C-5""), H-4 (C-2, C-6), H-4"" (C-2"", C-
3, C-67), H-5 (C-2, C-3, C-4, C-7), H-5" (C-1", C-2°, C-3"), H-5" (C-1"", C-6""), H-6 (C-1, C-2, C-4,
C-7), H-6" (C-2"°, C-4"", C-77). (10a) '"H NMR: & 6.25 (s, 2H, H-2"/H-5"), 7.27 (m. J = 7.4, J = 1.4,
2H. H-5/H-5"°), 7.67 (m, J=8.1, /=1.0, 2H, H-3/H-3""), 7.68 (m, J=8.2, J= 6.8, J= 1.5, 2H, H-4/H-
47), 8.03 (m. J= 7.8, J= 1.3, 2H, H-6/H-6""), 10.76 (s, 2H, NH, H-8/H-8""). *C NMR: & 98.2 (C-2°/C-
5%), 120.6 (C-1/C-17"), 121.1 (C-3/C-3""), 131.8 (C-6/C-6""), 133,8 (C-4/C-4""), 139.3 (C-2/C-2""),

144.2 (C-17/C-47), 168.2 (C-7/C-7""), 180.6 (C-3°/C-6"). HMBC correlations: H-2"/H-5" (C-1"/C-4", C-
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2°/C-5°, C-3°/C-6"), H-3/H-3"" (C-1/C-1"", C-5/C-5"", C-7/C-7""), H-4/H-4"" (C-2/C-2"", C-6/C-6""), H-
5/H-5 (C-2/C-277, C-3/C-37", C-4/C-4"", C-7/C-7""), H-6/H-s6"" (C-1/C-17", C-2/C-2"", C-4/C-4"", C-
7/C-7""), H-8/H-8 (C-2°/C-5"), C-3/C-3"", C-3°/C-6"). (9a) MS m/z AP-ESI: neg. mode [M-HJ
421.0659 (calculated 421.0677). (10a) MS m/z AP-ESI: neg. mode [M-H]| 377.0753 (calculated

377.0779).

9b: product resulted from 1b and 2g

9b 2-{4-[2-(Carboxyphenyl)amino]-2-(2-hydroxy-ethylcarbamoyl)-

3,6-dioxocyclohexa-1,4-dienylamino}-benzoic acid

~ HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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Synthesis and isolation as described above. Brown red solid. Yield 23.12 % (24.5 mg): mp 235 °C.
'HNMR: 6 3.22 (q. /= 5.7, 2H. H-9°), 3.45 (t. J= 5.8, 2H, H-10"), 6.14 (s. 1H, H-5"), 723 (d. J= 8.1,
1H, H-3""). 7.25 (m, J= 7.5, /=12, 1H, H-5). 7.31 (m.J=7.3,J=09, 1H, H-5""), 7.51 (mm, J= 7.9,
J=15.1H. H-4"), 7.63 (d. J = 7.4, 1H. H-3). 7.65 (m. J= 7.5, J=8.1. J= 1.5, 1H. H-4). 7.91 (d. J=
79, J=15,1H H-6"").803(d,J=7.8,J=1.3,1H. H-6),9.17 (t, /= 5.4, lH, NH, H-8"), 11.01 (s, 1H,
NH). 13.16 (s. 1H, NH). C NMR: § 41.2 (C-9°). 59.4 (C-10°), 99.0 (C-5"), 102.0 (C-2"), 121.0 (C-1),
121.1 (C-3), 123.6 (C-177), 123.9 (C-5), 125.4 (C-3"7), 125.6 (C-57"), 130.7 (C-6"), 131.9 (C-6), 1324
(C-4°7), 133.7 (C-4), 139.1 (C-2), 139.9 (C-27"), 144.7 (C-47), 151.5 (C-17), 166.2 (C-77), 167.0 (C-7""),
168.2 (C-7). 177.8 (C-37), 179.3 (C-6"). HMBC correlations: H-3 (C-1, C-4, C-5, C-7), H-3" (C-1"", C-
27 C-57, C-7"), H-4 (C-2, C-6), H-4"* (C-1"", C-27°, C-3"", C-6""), H-5 (C-2, C-3, C-4, C-6), H-5" (C-
1, C-2°, C-2”, C-3°, C-4, C-6), H-5" (C-1, C-2, C-3, C-4, C-6", C-7), H-6 (C-1, C-2, C-4,
C-7), H-6 (C-27, C-37, C-4>, C-7""), H-8 (C-2’, C-7°, C-9’, C-10), H-9" (C-7’, C-10"), H-1O’
(C-97). R¢ (HPLC) 11.8 min, UV-vis (MeOH) Apay 280, 391 nm. MS m/z AP-ESI: neg. mode [M—HT

464.1125 (calculated 464.1094).
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9¢: product resulted from 1c and 2g
9¢ 2-{4-[2-(Carboxyphenyl)amino]-2-methoxycarbonyl-3,6-
dioxocyclohexa-1,4-dienylamino}-benzoic acid
HPLC chromatogram and UV-vis spectrum
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Synthesis and isolation as described above. Brown red solid. Yield 25.86 % (26.5 mg): mp 246 °C.
'H NMR: & 3.07 (s. 3H. H-8"). 6.28 (s. 1H, H-5"), 7.17 (d. /= 7.7.J= 0.5, 1H, H-37"), 7.28 (m. J = 7.2.
J=17,1H.H-5). 733 (m. J=74,J=77,J=09, 1H, H-5""), 7.56 (m, J = 7.5, J= 1.5, 1H. H-4"").
7.66(d,J=75,J=14,1H,H-3). 7.68 (m.J=82,J=14, 1H, H-4), 797 (d.J=79.J=14, 1H, H-
67). 8.04 (d. J=8.1.J= 1.3, 1H, H-6). 10.29 (s (broad), 1H. NH). 10.97 (s. 1H, NH). "C NMR: & 51.0
(C-8%), 97.7 (C-5), 103.0 (C-2°), 121.3 (C-1), 121.4 (C-3), 123.3 (C-3""). 123.9 (C-1"), 124.2 (C-3).
125.8 (C-5"7), 131.2 (C-6""), 131.8 (C-6), 132.4 (C-4""), 133.7 (C-4), 138.1 (C-2""), 139.0 (C-2). 1442
(C-17), 144.8 (C-47), 163.9 (C-7°), 167.3 (C-77), 168.2 (C-7), 176.9 (C-3°), 179.3 (C-67). HMBC
correlations: H-3 (C-1, C-4, C-5, C-7), H-3"" (C-1"", C-2”, C-5"°, C-6"", C-7""), H-4 (C-2, C-6), H-4>
(C-2,C-3",C-6""). H-5 (C-2, C-3, C-4. C-6), H-5" (C-1", C-2", C-2"", C-3°. C-4°, C-6"). H-5>" (C-2"",
C-37,C-47, C-6, C-7"7), H-6 (C-2, C-3, C-4, C-7), H-6"" (C-2"", C-3"", C-4"", C-77"), H-8" (C-2°, C-
7). R (HPLC) 12.3 min, UV-vis (MeOH) Amax 281, 393 nm. MS m/z AP-ESL: neg. mode [M—HT

435.0845 (calculated 435.0828).
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