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Polyketid-Biosynthese

Polyketide bilden eine der grofiten Naturstoffklassen. Viele dieser
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Verbindungen — oder Derivate davon — sind wichtige Therapeutika,

aber viele sind auch beriichtigte, L.ebensmittel verderbende Toxine
oder Virulenzfaktoren. Besonders bemerkenswert ist, dass sich die
Verbindungen dieser heterogenen Gruppe, zu denen Polyether, Poly-
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Aufschluss iiber die Biosyntheseprogramme gegeben, die zur enormen
Strukturvielfalt von Polyketiden fiihren. Dieser Aufsatz behandelt
kiirzlich aufgeklirte Biosynthesemechanismen, nach denen hochst

unterschiedliche und komplexe Molekiile synthetisiert werden.

1. Polyketide und das biosynthetische
Basisprogramm

Polyketide bilden eine sehr vielfiltige Gruppe von Na-
turstoffen mit faszinierenden Kohlenstoffgeriisten, darunter
Polyphenole, Makrolide, Polyene, Endiine und Polyether.
Zwar sind ihre genauen Funktionen in ihrem natiirlichen
Kontext nicht in allen Féllen bekannt, es wird aber ange-
nommen, dass sie als Pigmente, Virulenzfaktoren, Boten-
oder Abwehrstoffe fungieren. Vom pharmakologischen
Standpunkt sind Polyketide eine hervorragende Quelle fiir
neue Therapeutika. In der Medizin werden sie vor allem als
Antibiotika, Immunsuppressiva, Antiparasitika sowie cho-
lesterinsenkende und tumorhemmende Wirkstoffe einge-
setzt.'! Die hochkomplexen Strukturen und die groBe phar-
makologische Bedeutung dieser Verbindungen haben inten-
sive Untersuchungen zur Synthese dieser Naturstoffe und
ihrer Derivate angeregt. Angesichts der duflerst anspruchs-
vollen Totalsynthese von Polyketiden ist es bemerkenswert,
dass ihre riesige Struktur- und Funktionsvielfalt allein aus der
kontrollierten Verkniipfung einfachster Biosynthesebaustei-
ne resultiert: Acetat und Propionat. Seit den ersten Uberle-
gungen von Collie zur Polyketid-Biosynthese, der den Begriff
Polyketid préagte, und der , Acetogenin“-Hypothese von
Barton? ist die Verkniipfung und Umwandlung einfacher
Carbonsduremonomere in natiirlichen Systemen ein faszi-
nierendes, interdisziplindres Forschungsgebiet geworden. Mit
der Entwicklung molekularer Techniken® ist es nunmehr
moglich geworden, die biosynthetische Grundlage besser zu
verstehen, die der Polyketid-Vielfalt zugrunde liegt. Dank
unserem immer tieferen Verstdndnis der Polyketid-Biosyn-
thesewege konnen diese verdndert oder redesigned werden,
um so neuartige Wirkstoffkandidaten zu produzieren.*”

1.1. Mechanismen zum Kettenaufbau

Die Polyketid- und die Fettsdure-Biosynthese haben viel
gemeinsam: Sie nutzen nicht nur dhnliche Mechanismen zur
Kettenverldngerung, sondern bauen auch auf dem gleichen

Repertoire einfacher Vorstufen wie Acetyl-Coenzym A
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(CoA) und Malonyl-CoA (MCoA)
auf.® Im Allgemeinen werden sowohl
Polyketide als auch Fettsduren durch
sich wiederholende decarboxylierende
Claisen-Thioester-Kondensationen

einer aktivierten Acyl-Startereinheit mit von Malonyl-CoA
abgeleiteten Verlingerungseinheiten aufgebaut (Schema 1).!
An diesem Vorgang sind eine f-Ketoacylsynthase (KS), eine
optionale (Malonyl-)Acyltransferase (MAT/AT) sowie ein
phosphopantetheinyliertes Acyl-Carrier-Protein (ACP) oder
CoA als Anker fiir die wachsende Kette beteiligt. Nach jedem
Kettenverldangerungsschritt wird die f-Oxo-Funktion durch
eine Ketoreduktase (KR), eine Dehydratase (DH) und eine
Enoylreduktase (ER) weiter umgesetzt, wodurch letztlich ein
vollstdandig geséttigtes Acyl-Riickgrat entsteht. Dennoch
weicht die Polyketid-Biosynthese in vielerlei Hinsicht von der
Fettsdure-Biosynthese ab: Polyketid-Synthasen (PKS) unter-
scheiden sich deutlich von Fettsdure-Synthasen (FAS), nicht
nur weil sie eine groBere Auswahl an Biosynthesebausteinen
nutzen konnen, sondern auch durch die Herstellung von
Produkten unterschiedlicher Kettenldnge. Wahrend FAS
normalerweise nach jeder Verldngerung einen vollstindigen
reduktiven Zyklus katalysieren, sind die Reduktionsschritte
bei der Polyketid-Synthese optional; sie konnen vor der
néchsten Verldngerungsrunde teilweise oder vollstindig aus-
gelassen werden, was ein komplexeres Funktionalisierungs-
muster zur Folge hat (Schema 1). Gleichwohl werden bei
beiden Reaktionswegen die Verldngerungs/Reduktions-
Zyklen wiederholt, bis eine definierte Kettenldnge erhalten
wird und die Thioester-gebundenen Substrate schlie3lich vom
Enzymkomplex freigesetzt werden. Die Primérprodukte
konnen im Anschluss weiter modifiziert werden. Trotz der
auffallenden Ahnlichkeiten ihrer Kettenfortpflanzungsme-
chanismen unterscheiden sich die PKS und FAS" deutlich
und reprisentieren einen metabolischen Verzeigungspunkt
zwischen Primér- und Sekundidrmetabolismus. Die beiden
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Schema 1. Grundmechanismen der Fettsiure- (A) und Polyketid-Biosynthese (B).
Enz=Enzym.
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Reaktionswege konnen sich in einem frithen Stadium der
Evolution getrennt haben. In diesem Zusammenhang ist in-
teressant, dass PKS an der Biosynthese mikrobieller, mehr-
fach ungesittigter Fettsiuren!""' sowie mycobakterieller
Zellwandlipide beteiligt sein konnten.'

1.2. Aufbau und Funktion von PKS

Je nach Struktur und Wirkungsweise werden Polyketid-
Synthasen in unterschiedliche Typen unterteilt (Tabel-
le 1).55) Wie bei der FAS-Nomenklatur bezeichnet Typ I
linear angeordnete und kovalent verkniipfte katalytische
Doménen innerhalb groBer multifunktioneller Enzyme,
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Tabelle 1: Polyketid-Synthase-Typen.

PKS-Typ Bausteine Organismen

modularer Typ |
(nicht iterativ);
Untertypen:
cis-AT, trans-AT

ACP, verschiedene Verlinge-
rungseinheiten; (In-situ-Me-
thylierung méglich)

Bakterien (Protisten)

ACP, nur MCoA-Verlinge-
rungseinheit (In-situ-Methy-
lierung maglich)

hauptsichlich Pilze,
einige Bakterien

iterativer Typ I;
Untertypen:
NR-, PR-, HR-PKS

ausschlieRlich Bak-
terien

ACP, nur MCoA-Verlinge-
rungseinheit

(iterativer) Typ Il

Acyl-CoA, nur MCoA-Verlin-
gerungseinheit?

hauptsichlich Pflan-
zen, einige Bakterien

(iterativer) Typ IlI

und Pilze
PKS-NRPS- ACP, MCoA, Aminosduren Bakterien (modular)
Hybrid Pilze (iterativ)

[a] Zwei Ausnahmen sind beschrieben (siehe Abschnitt 2.2.2).

wihrend Typ II auf einen dissoziierbaren Komplex diskreter
und gewohnlich monofunktioneller Enzyme hinweist. Eine
dritte Gruppe multifunktioneller Enzyme vom Chalconsyn-
thase-Typ wird als Typ-1II-PKS angegeben. Die PKS werden
auBler anhand ihrer Enzym(komplex)-Strukturen auch geméf
ihrer iterativen oder nichtiterativen Katalyseeigenschaften
klassifiziert, d.h. danach, ob eine KS-Domine mehr als eine
Verldngerungsrunde katalysiert oder nicht. Nichtiterative
Typ-I-PKS wie die archetypische Erythromycin-PKS (6-
Desoxyerythronolid(6-dEB, 1)-Synthase, DEBS)!" sind rie-
sige multimodulare Megasynthasen, die hauptsédchlich in
Prokaryoten vorkommen (Schema 2)."! Erst in letzter Zeit
sind nichtiterative PKS in Protozoen wie Dinoflagellaten
gefunden worden.®” Ein einzelnes Modul besteht aus
einem Satz von KS-; AT- und ACP-Dominen sowie optio-
nalen B-Keto-Umwandlungsdominen und ist gewdhnlich nur
fiir einen einzigen Elongationszyklus verantwortlich. Die
Zahl der Module korreliert daher mit der Zahl der von der
PKS ausgefiithrten Erweiterungszyklen, und das Vorhanden-
sein von KR-, DH- und ER-Dominen bestimmt den Grad der
B-Keto-Prozessierung.'*?"! Die Eins-zu-eins-Beziehung zwi-
schen der PKS-Architektur und der Metabolitstruktur ist als
Prinzip der Kollinearitidt bekannt. Diese Regel ermoglicht
nicht nur die rationale Umprogrammierung der komplizier-
ten Polyketid-Biosynthese durch genetische Manipulatio-
nen,” sondern auch die Vorhersage von Metabolitstrukturen
aus dem Enzymaufbau und umgekehrt. Einige bakterielle
modulare Typ-I-PKS fiigen sich nicht in dieses Schema ein, da
bei ihnen Module mehr als einmal verwendet oder iiber-
sprungen werden oder weil die Architektur des Moduls nicht
mit der Struktur des entstehenden Metaboliten zusammen-
passt. Der letzte Fall tritt vor allem in der Unterklasse der
Htrans-AT-PKS“ auf, wo den Modulen diskrete AT-Doménen
fehlen. Im Unterschied zu den normalen ,,cis-AT-PKS*
werden in ,trans-AT-PKS“ die ACP durch freistehende AT
beladen.”>>
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Schema 2. Die fiir die Erythromycin-Biosynthese erforderliche Desoxyerythronolid-B-Synthase (DEBS) als Beispiel fiir eine modulare Typ-I-PKS.

Iterative Typ-I-PKS wie die Lovastatin(2)-Synthase sind
typisch  fiir die Polyketid-Biosynthese in  Pilzen
(Schema 3).”**! Entsprechend dem Vorhandensein oder
Fehlen von (3-Keto-Prozessierungsdoménen werden Pilz-PKS
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SAM (+) —
=
=
g

Lovastatin (2)

Acyl-CoA
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HCO O OH Oug o
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O
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HO SH
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Schema 3. Beispiele fiir iterative PKS aus der Biosynthese von Lovasta-
tin (iterative Pilz-Typ-I-PKS), Doxorubicin (bakterielle Typ-II-PKS) und
Naringeninchalcon (planzliche Typ-I11-PKS, Chalconsynthase).
Sug=Zucker, SAM = S-Adenosylmethionin.
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in nichtreduzierende (non-reducing, NR-), teilweise reduzie-
rende (partially reducing, PR-) oder hoch reduzierende
(highly reducing, HR-)PKS unterteilt. Obwohl die Multido-
ménenenzyme gewohnlich iterativ wirken, kann der Reduk-
tionsgrad in jeder verldngerten Einheit variieren. In jedem
Verlangerungszyklus werden wahlweise KR-, DH-, ER- und
sogar Methyltransferase(MT)-Doménen eingesetzt, wodurch
das Substitutionsmuster festgelegt wird. Welche Faktoren
diese Variabilitidt lenken, ist groBtenteils unbekannt. Ver-
wandte bakterielle (monomodulare) iterative Typ-I-PKS sind
selten und ausschlieBlich an der Bildung kleiner aromatischer
Verbindungen oder Polyene (einschlieBlich Endiinen; siche
Abschnitt 3.6.2) beteiligt.

Iterative Typ-1I-PKS-Systeme sind auf Prokaryoten be-
schrinkt, bei diesen aber iiblicher. In diesen Systemen wird
ein minimaler Satz iterativ eingesetzter Enzyme, die jeweils
durch ein unterschiedliches Gen exprimiert werden, fiir den
Polyketid-Aufbau (z. B. von Doxorubicin (3)) benotigt. Diese
so genannte ,,minimale PKS* besteht aus zwei Ketosynthase-
Einheiten (KS, und KS oder ,,chain length factor”, CLF) und
einem ACP, das zur Anbindung der wachsenden Polyketid-
Kette dient. Zusitzliche PKS-Untereinheiten, einschlieBlich
Ketoreduktasen, Cyclasen (CYC) und Aromatasen (ARO),
bestimmen das Faltungsmuster der entstehenden Poly-{3-
keto-Zwischenstufe.?**! Typ-TI-PKS werden hauptsichlich
in Actinomyceten gefunden, und bislang sind nur zwei Bei-
spiele aus Gram-negativen Bakterien bekannt.[**!

Typ-III-PKS kennt man aus der gut untersuchten Familie
der pflanzlichen Chalcon/Stilben-Synthasen (CHS/STS), die
Verbindungen wie Naringeninchalcon (4) produzieren. Diese
Enzyme sind multifunktionell: Sie wihlen die Startereinheit
(z.B. p-Cumaroyl-CoA) aus, bauen die Kette auf und unter-
stiitzen deren Faltung. Nachdem die Typ-III-PKS lange als
eine Besonderheit der Pflanzen gegolten hatten, wurden im
letzten Jahrzehnt zahlreiche verwandte Enzyme in Bakteri-
en®* und vor kurzem auch in Pilzen gefunden.” Ganz
anders als bei bakteriellen modularen Typ-I-PKS, aber in
Analogie zu FAS wird die Lénge des durch eine iterative PKS
gebildeten Polypeptid-Riickgrats offenbar durch die GroBe

www.angewandte.de
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Aufsitze

des Hohlraums innerhalb der Ketosynthase-Komponente
(oder des gesamten Komplexes) festgelegt.

In manchen Fillen sind Module der Typ-I-PKS an nicht-
ribosomale Peptidsynthetase(NRPS)-Module gebunden,™!
was zur Bildung von Polyketid-Peptid-Hybridmetaboliten
fiihrt. Uberdies wurden verschiedene gemischte Polyketid-
Biosynthesewege beobachtet, z. B. Typ-11I/Typ-I-, Typ-I/Typ-
II- und FAS/PKS-Hybride.

1.3. Ebenen der Polyketid-Diversifizierung

Die eindrucksvolle Vielfalt der Polyketid-Strukturen
ergibt sich aus einer Serie programmierter Ereignisse vor, bei
und nach dem Aufbau der Kette (Schema 4). In allen Fillen
sind die Art und Zahl der verwendeten Biosynthesebausteine
die ersten Determinanten.® B-Keto-prozessierende Reak-
tionen und die resultierende Konfiguration sowie andere In-
situ-Reaktionen wie a- und -Alkylierungen bestimmen das
grundlegende Substitutionsmuster. Sobald das Polyketid-
Riickgrat zusammengebaut ist, wird die Kette durch Lacto-
nisierung,® Hydrolyse, andere nucleophile Angriffe (siche
Abschnitt 3.5) oder reduktive Freisetzung®™ von der PKS
abgelost, wonach eine Cyclisierung des Grundgeriistes erfol-

hodivon Veﬂ':;%:;;rmgs-
Startereinheiten ‘ r inkaiten

Wahl der Bausteine
Kettenldnge

Polyketid-

HO Riickgrat

zusétzliche B-Keto-Prozessierung
Enzymkompo- Konfiguration )
nenten Alkylierungen/Verzweigung
primére Cyclisierung

‘ | priméres Grundgertist

1. Modifizierung Umlagerungen
ﬂ sekundére Cyclisierung
OH QH
CoLx
NP~ = sekundares Grundgertist
|
O A~
b
o e Oxygenierung
@ 2. Modifizierung Halogenierung
Alkylierung
Glycosylierung etc.
OH OCH,3

endagliltige Polyketid-Metabolite

HaC"-HC\) J o Il j &
HO"{L"\ \]/ S
HO (o}

Schema 4. Diversifizierungsstufen innerhalb der Polyketid-Biosynthese am Modell
des Biosynthesewegs von Gilvocarcin (5).

C. Hertweck

gen kann. Das resultierende Kohlenstoffgeriist kann sekun-
dédre Cyclisierungen, C-C-Bindungsspaltung und Umlage-
rungen eingehen, die zu neuen Carba- und Heterocyclen
fithren. SchlieBlich kann die Polyketid-Struktur durch eine
Vielzahl von Folgereaktionen modifiziert werden.®” Ubliche
Biotransformationen sind C-, O-, und N-Glycosylierungen,
Alkylierungen, Acyliibertragungen, Hydroxylierungen und
Epoxidierungen. Weitere bekannte Modifizierungen sind
Halogenierung, Transaminierung, Nitrilbildung sowie eine
Desaturierung zu Alkinen.

2. Vielfalt aromatischer Polyketide

2.1. Polyphenol-Diversifizierung durch Nichtacetyl-
Startereinheiten

In den meisten Fillen entstehen Polyphenole aus einer
Polyketid-Kette, die von einem Acetyl-Startermolekiil aus-
geht, das gewohnlich durch Decarboxylierung einer aktivier-
ten Malonyl-Einheit gebildet wird. Dennoch gibt es bei allen
Typen iterativer PKS viele Beispiele, bei denen Nichtacetyl-
Startereinheiten genutzt werden. Zwar konnen die Enzym-
mechanismen unterschiedlich sein, doch gibt es grundlegende
Ahnlichkeiten darin, wie die primiren Bausteine aktiviert
und aufgeladen werden.

Typ-11I-PKS nutzen unterschiedliche Startereinheiten wie
hydroxysubstituiertes und nichtsubstituiertes Cinnamoyl
(z.B.in CHS, STS), Benzoyl (z. B. in Biphenylsynthase®!) und
Fettsduren, die meist als CoA-Thioester aktiviert werden
(Schema 5). Die Auswahl der Startereinheit beruht auf den
rdumlichen Vorgaben durch den Substrat-Bindungstunnel des
homodimeren Proteins.®*!) Von besonderer Bedeutung ist
die katalytische Triade Cys-His-Asn, die in dem mit dem
CoA-Bindungstunnel verbundenen Hohlraum des aktiven
Zentrums lokalisiert ist und das Startermolekiil als Thioester
an den Cys-Rest bindet.*”! In mehreren Fillen fiihrte struk-
turgerichtete Mutagenese zu einer erweiterten Substratspe-
zifitat.[*”

Ein im Genom von S. coelicolor entdecktes, ,,verwaistes*
(oder kryptisches) Typ-III-PKS-Gen ist an der Biosynthese
von Germicidin (7) beteiligt.[*”! Die bakterielle Typ-III-PKS
akzeptiert auch verzweigte Fettsduren als Starter und ist das
erste bekannte Mitglied dieser Enzymfamilie, das eine andere
Einheit als Malonyl-CoA zur Verldngerung nutzt: In-vitro-
Studien zeigten, dass Ethylmalonyl-CoA (eMCoA) fiir die
Verlidngerung akzeptiert wird.”’) Horinouchi et al. beschrie-
ben ein zweites Beispiel fiir die Verwendung einer von Ma-
lonyl-CoA verschiedenen Typ-III-PKS-Verldngerungseinheit.
SrsA aus Streptomyces griseus produziert alkylsubstituierte
Resorcine, Pyrone und Chinone aus Acyl-CoA unterschied-
licher Kettenldnge, Malonyl-CoA und Methylmalonyl-
CoA."! Welche Faktoren die Auswahl dieser ungewdhnli-
chen Bausteine regulieren, bleibt noch zu erforschen. Die
Startereinheiten der Typ-III-PKS liegen gewohnlich als CoA-
Thioester vor, es gibt aber auch Berichte iiber einen direkten
Transfer von Fettsduren von der FAS zum aktiven Zentrum
der Typ-III-PKS. Ein bemerkenswertes Beispiel ist eine Typ-
I-FAS/Typ-III-PKS-Hybridsynthase, die im Schleimpilz Dic-
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Schema 5. Verwendung alternativer Startereinheiten durch Typ-I11-PKS.

tyostelium discoideum an der Biosynthese des differenzie-
rungsinduzierenden Faktors DIF-1 (8) beteiligt ist.*! Eine
dhnliche Beobachtung machten Horinouchi etal. im Zu-
sammenhang mit der Biosynthese phenolischer Lipide im
Stickstoff fixierenden Bodenbakterium Azotobacter vinelan-
dii. In-vitro-Experimente ergaben, dass die Fettsdure-Star-
termolekiile durch eine ungewohnliche Typ-I-FAS gebildet
und direkt an die Typ-III-Polyketid-Synthase weitergereicht
werden."! Die resultierenden Alkylresorcine und verwand-
ten Pyrone konnen Membranphospholipide ersetzen und
werden fiir die Differenzierung der Bakterien zu metabolisch
ruhenden Zysten unter ungiinstigen Umgebungsbedingungen
benétigt.*”! Eine Typ-111-PKS aus dem Pilz Neurospora crassa
akzeptiert einige aliphatische CoA-Thioester mit Kettenldn-
gen von 4-20 Kohlenstoffatomen als Starter und produziert
verschiedene Resorcine und Pyrone in vitro.[**4]

Die Beladung der iterativen Typ-I-PKS in Pilzen war ein
Ritsel, bis Townsend et al. vor kurzem Pilz-PKS-Doménen
systematisch analysierten und eine Starter-Acyltransferase-
(SAT)-Domine identifizierten.”*> Diese N-terminale
Doméne ist substratspezifisch und fiihrt das Startermolekiil
der PKS zu, wie fiir die Hexanoat-initiierte Norsolorinsiu-
re(9)-Synthase (NSAS) gezeigt wurde (Schema 6). Ein alter-
nativer Beladungsmechanismus wurde bei der Biosynthese
von Zearalenon (10), einem Mycotoxin aus Gibberella zeae,
das in Tieren das hyperdstrogene Syndrom hervorruft, be-
obachtet.”* Hier interagieren Pilz-HR-PKS und -NR-PKS.
Nach In-vitro-Arbeiten von Tang et al. wird die Resorcyl-
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Schema 6. Die iterative Pilz-Typ-IPKS wird durch die Starter-Acyltrans-
ferase(SAT)-Doméne beladen.

sdure synthetisierende NR-PKS (PKS13) mit einem redu-
zierten Polyketid, das durch eine HR-PKS (PKS4) produziert
wird, beladen. Uberraschenderweise kann PKS13 auch mit
dem Fettsdure-Biosyntheseapparat von Echerichia coli
wechselwirken und kann mit alternativen ACP-gebundenen
Fettsiuren beladen werden.””!

Bekannte Nichtacetyl-Startereinheiten fiir Typ-II-PKS
sind die Propionyl- (Anthracycline) und die Malonamyl-
Startereinheit (Tetracycline) sowie eine Reihe kurzer linearer
und verzweigter Fettsdure-Einheiten, darunter Butyryl-, Va-
leryl- oder 4-Methylvaleryl-Startereinheiten (z.B. Frenolicin
und der R1128-Komplex).*¥ In vielen Fillen wurde die bio-
synthetische Basis fiir die Verwendung alternativer Starter-
molekiile untersucht und zur gezielten Modifizierung des
Biosynthesewegs eingesetzt.">” Die Arylseitenketten meh-
rerer biosynthetisch verwandterAntibiotika aus Streptomyces
maritimus, Enterocin und die Wailupemycine, sind auf die
Beladung mit einer seltenen, von Phenylalanin abgeleiteten
Benzoyl-Startereinheit zuriickzufiihren (Schema 7).°*%! Die
Beladung der von Moore et al. untersuchten Typ-1I-PKS er-
innert an diejenige in NRPS-Biosynthesewegen: Die freie
Saure wird zuerst adenyliert, anschlieBend als CoA-Thioester
aktiviert und auf ACP iibertragen. Alle Schritte werden von
einer einzigen Ligase, EncN, katalysiert.!! Die Hemmung der
Biosynthese und Anbindung des natiirlichen Startermolekiils
ermoglichten zum ersten Mal eine Mutasynthese von Typ-11-
PKS-Produkten.®

Die Beladung mit kurzen Fettsduren erfordert normaler-
weise eine Ketoacylsynthase-Komponente (KS IIT). Homo-
loge hierzu kennt man aus der bakteriellen Fettsdaure-Syn-
these, z. B. FabH aus E. coli, das zur Auswahl des Starters und
fir den ersten Elongationsschritt erforderlich ist. KS III
zeigen funktionelle Ahnlichkeit mit Typ-III-PKS, da sie die
hoch konservierte katalytische Triade Cys-His-Asn enthalten,
die fir Beladung/Transacylierung, Decarboxylierung und
Kondensation zustdndig ist. Homologe dieser Enzyme sind
charakteristisch fiir die meisten aromatischen Polyketid-
Biosynthesewege, die durch Nichtacetyl-Startereinheiten
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Schema 7. Strategien zum Beladen von Typ-1I-PKS mit Nichtacetyl-Startereinheiten. LIG = Ligase.

eingeleitet werden, wie jene, die zu Anthracyclinen, R1128
und Frenolicin fithren.’* Neuere Beispiele fiir die Verwen-
dung von kurzen Fettsduren als Starter sind die Hedamycin-
(13),/! Fredericamycin-,*! Benastatin-*! und Alnumycin-
Biosynthesewege.[! Zusitzliche ACP- und AT-Komponen-
ten konnen beteiligt sein, um die Acyl-Einheiten anzubinden
oder zu iibertragen, werden aber nicht in allen Fillen gefun-
den. Die neu gebildete p-Keto-Gruppe kann vollstandig re-
duziert werden (wahrscheinlich mithilfe von FAS-Enzymen).

Thorson et al. haben einen zuvor unbekannten Startme-
chanismus fiir den Biosyntheseweg von Hedamycin (13) be-
schrieben. Eine Analyse des Biosynthese-Genclusters lief3
darauf schlieBen, dass das Pluramycin-Antibiotikum ausge-
hend von einem Hexadienyl-Startermolekiil aufgebaut wird,
das von einer iterativen Typ-I-PKS bereitgestellt wird
(Schema 7). Eine zusitzliche Ketosynthase (KS III, HedS)

Wailupemycin D (11)

0 I I I OH
o]

C. Hertweck

OH O und eine mutmalliche Acyltransferase
O‘ - (HedF) konnen beim Startvorgang mit-
wirken.[®’]
2o O Die KS-III-Komponente iibt auch eine
i gewisse Kontrolle iiber die Wahl des
HO o]

Startermolekiils aus, wie fiir den Reakti-
onsweg zu Benastatin (14) gezeigt wurde
(Schema 8). Die Biosynthese dieses wirk-
samen Glutathion-S-Transferase-Inhibi-
tors und Apoptoseinduktors beginnt mit
einer Hexanoyl-Einheit. In Abwesenheit
der KS III werden verschiedene Analoga
mit modifizierten Seitenketten produziert.
Wenn ein kiirzerer Fettsdure-Starter (Bu-
tyryl) eingebaut wird, verlangert sich das
Polyketid-Riickgrat und ergibt ein erwei-
tertes, hexacyclisches Ringsystem (15),
das an Intermediate in den Griseorhodin-
und Fredericamycin-Biosynthesewegen
erinnert.[*¢7

OH O

R1128C (12)

Sug' O
Hedamycin (13)

2.2. Wie Polyphenole ,in Form kommen*“

Polyphenole entstehen durch gezielte
Cyclokondensationen von Poly-f3-keto-
Zwischenstufen oder nur teilweise reduzierten Polyketid-
Ketten, die durch iterative PKS synthetisiert wurden. Trotz
der sehr unterschiedlichen Strukturen der Produkte sind die
fiir die Polyphenol-Biosynthese zustindigen Enzyme dazu in
der Lage, samtliche hoch reaktiven Zwischenstufen zu er-
zeugen und zu stabilisieren sowie ihre Faltungsmuster zu
priorganisieren. Um spontane Aldolreaktionen zu verhin-
dern und die Cyclisierungen auf festgelegte Reaktionswege
zu lenken, sind spezielle Enzymfunktionen unerlédsslich. Neue
Einblicke lieferte die Entdeckung designierter Hohlrdume
fiir die Cyclisierung (in Typ-III-PKS; siche Abschnitt 2.2.2),
Produkttemplat(PT)-Domanen (in iterativen Pilz-PKS; siche
Abschnitt 2.2.3) oder separaten Zusatzkomponenten (Cycla-
sen und Aromatasen, in Typ-II-PKS; siche Abschnitt 2.2.4),
die ,,Chaperon-artig” wirken und die wachsende Kette auf
einen bestimmten Reaktionspfad lenken.

Os_-SEnz

BenQ
o) BenABC
/\/\/u\
S-ACP 11 MCoA
0] BenABC
M
S-ACP 12 MCoA

Oy OH

- @e@e@

OH O
Benastatm A (14)

BenEDH

BenJMF

00O
F

- @e@e@

OH O
Benastatln F (15)

OH

BenEDH

BenJMF

Schema 8. Erweiterung eines Polyphenol-Ringsystems durch Kettenverlingerung. BenQ =KS IIl, BenABC=minimale PKS (min PKS), BenE-

DHJMF =Zyklasen und modifizierende Enzyme.
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2.2.1. Divergente Polyketid-Faltungsweisen in Pflanzen, Pilzen
und Bakterien

Eines der grof3en Mysterien der Biosynthese aromatischer
Polyketide ist die molekulare Grundlage fiir die abweichen-
den Cyclisierungsmuster in Pflanzen, Pilzen und Bakterien.*®!
Markierungsexperimente mit stabilen Isotopen zeigten, dass
Gram-positive Bakterien (wie Streptomyces spp.) gewohnlich
Polyphenole produzieren, bei denen die ersten Ringe (ent-
stehend aus dem ,,Bogen“) aus drei intakten Acetat-Einhei-
ten bestehen. Die meisten (aber nicht alle) Pilz-Polyphenole
ergeben sich dagegen aus einer Faltung vom F-Typ, bei der
analoge Ringe aus zwei vollstindigen und zwei partiellen
Acetat-Einheiten zusammengesetzt werden. Die abweichen-
den Faltungsarten wurden von Bringmann etal., die die
Biosynthese des Pigments und chemischen Abwehrstoffs
Chrysophanol (16) untersuchten, gut illustriert. In Eukaryo-
ten (Pilzen, hoheren Pflanzen und Insekten) wird Chryso-
phanol iiber den Faltungsmodus F (fiir ,,Fungi“) gebildet; in
Actinomyceten verléduft die Cyclisierung dagegen nach dem
Modus S (fiir Streptomyces; Schema 9).[%!

OH O OH

O O O O
6l 4
KR LLLLM\S—EHZ F-Modus
SO ™™ OO0
o 11713
(o}

pflanzliches Chrysophanol (16 a)

(¢] o O
101 12 OH O OH
KR le) le) S-Modus
3 0 == U
(0] 5 30,
OAS—Enz ©

bakterielles Chrysophanol (16 b)

Schema 9. Unterschiedliche Faltungsarten im Anthrachinon-Biosynthe-
seweg.

Diese vergleichenden Biosynthesestudien belegen, dass
bei der Polyketid-Bildung mehr als eine Faltungsweise eine
Rolle spielen kann, die regulierenden Enzymfaktoren fiir die
Cyclisierung nach dem F- oder S-Modus bleiben allerdings
noch aufzukliren.

2.2.2. Aromatische Polyketide durch die Typ-111-PKS/Chalcon-
synthase-Superfamilie

Die multifunktionellen Typ-III-PKS-Enzyme wéhlen die
Startereinheit, steuern die Polyketid-Anordnung und kataly-
sieren spezifische Cyclisierungsreaktionen. Gewohnlich
werden dabei nur kleine Benzol- oder Naphthalinringe ge-
bildet. Die zuerst entdeckten Enzyme, die diese Familie be-
griinden, sind die pflanzenspezifischen 2-Pyronsynthasen (2-
PS), die aus einem Acetyl-CoA-Startermolekiil und zwei
Malonyl-CoAs das Triketid Methylpyron bilden, und die
Chalconsynthasen (CHS), die das Tetraketid Chalcon aus p-
Cumaroyl-CoA und drei Malonyl-CoA-Einheiten mit nach-
folgender Claisen-Esterkondensation produzieren. Bemer-
kenswerterweise verwenden pflanzliche Stilbensynthasen
(STS) die gleiche Vorstufe, katalysieren aber eine Aldolcy-
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clisierung (Schema 10). Strukturstudien zeigten, dass die
Kettenldnge und Cyclisierungsmodi durch Enzymhohlrdume
und die Struktur des aktiven Zentrums bestimmt werden./”"!

o]
(o]
[®) o}
o]
A R ™ R 0
R [e] o o \ 0
S-CoA O S-CoA
CoA-S" O
! ' '8
-Co,
OH HO OH OH
o) | N R
R (O] O OH R OH
Pyron Chalcon Stilben
Q9 OH OH
O> O>
(o] S-CoA HO OH
THN (17)

Schema 10. Cyclisierungsreaktionen, die in planzlichen Typ-I11-PKS und
bakteriellen Typ-111-PKS (THN) beobachtet wurden.

Die drei Hauptwege in Schema 10 fithren zu der grof3en
Familie der pflanzlichen Pyrone und Phenylpropanoide wie
Naringeninchalcon und Resveratrol.”!! Ein neueres Beispiel
fiir pflanzliche Typ-III-PKS ist die Chromon-Pentaketid-PKS
aus Aloe.” Die ortsgerichtete Mutagenese lieferte iiberra-
schenderweise eine Synthase, die ldngere Ketten (Octaketi-
de) produziert, die spontan zu bekannten Polyketid-Shunt-
Produkten (Shunt-Produkte: spontan gebildete Nebenpro-
dukte aus Biosynthesevorstufen) cyclisieren.”

Die Kristallstrukturaufkldrung der Tetrahydroxynaph-
thalin(THN, 17)-Synthase — der ersten Typ-III-PKS aus einem
Bakterium (Streptomyces coelicolor)’ — ergab, dass der
Hohlraum fiir die Kettenverlingerung und -cyclisierung
deutlich groBler als bei pflanzlichen Homologen ist
(Schema 10).*! Interessanterweise ist THN auch als Pilz-
Metabolit bekannt, sein Bildungsmechanismus unterscheidet
sich aber grundlegend, da eine iterative Typ-I-PKS beteiligt
ist und die Hexaketid-Kette durch Abbau einer Heptaketid-
Vorstufe entsteht.”

In Pflanzen und entomopathogenen Bakterien, die mit
Nematoden in Symbiose leben, ist eine weitere biosyntheti-
sche Konvergenz von PKS-Metaboliten beobachtet worden.
Bakterien der Gattung Photorhabdus konnen Stilbene
grundlegend anders aufbauen als Pflanzen (Schema 11). In
einer konvergenten Biosynthese verlingern zwei diskrete
Ketosynthasen zuerst Cinnamoyl- und z.B. Isovaleryl-Ein-
heiten, die anschlieBend eine ,,Cyclase“-katalysierte Kon-
densation eingehen. Die resultierenden Stilbene (z.B. 19)
sind multifunktionell, da sie nicht nur als Antibiotika und als
Inhibitoren des Insektenimmunsystems wirken, sondern auch
als Signal zwischen taxonomischen Reichen fungieren
konnen, das fiir das normale Wachstum und die Entwicklung
der Nematodenwirte benotigt wird.”!
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Schema 11. Biosynthese von Stilbenen in Pflanzen und Bakterien.

HO

Die konvergente Biosynthese eines Phenol-Derivats aus
einem Diketid und einer zweiten Thioesterkomponente er-
innert an die kiirzlich identifizierten Pflanzen-Typ-I1I-PKS,
die Diketide produzieren und die Kopf-an-Kopf-Kondensa-
tion von CoA-Thioestern katalysieren (Schema 12). Ein

o} o O

MCoA
MCoA
N S-CoA _oasH ~N S-CoA
HO €% o

O OH
A
HO

OCH,

Anigorufon (21) Gingerol (23)

Schema 12. Modell zur Biosynthese von Diarylheptanoid (Curcumin)
und Phenylphenalenon (Anigorufon) sowie die Struktur von Gingerol,
das analog biosynthetisiert werden kénnte.

wichtiges Beispiel ist die von Schneider et al. untersuchte
Typ-11I-PKS, die Diarylheptanoide (20) und Phenylphenale-
none (21) in Wachendorfia thyrsiflora bildet.”” Unter Ver-
wendung der Curcuminoidsynthase (Typ-III-Polyketid-Synt-
hase) aus Oryza sativa konnte auch in vitro die Bildung eines
Diarylheptanoids (22) aus zwei 4-Cumaroyl-CoA-Einheiten
und einem Malonyl-CoA gezeigt werden.””! Uber die glei-
chen allgemeinen Mechanismen konnte analog Gingerol (23)
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synthetisiert werden, wenngleich die entsprechende PKS
bisher nicht identifiziert wurde.["

2.2.3. Kontrolle der Polyphenol-Biosynthese in Pilzen

Townsend et al. haben vor kurzem die Grundlage zum
Verstdndnis der Polyketid-Cyclisierung in Pilzen erarbeitet.
Bei der bioinformatischen Analyse der multifunktionellen
Proteine identifizierten sie eine Produkttemplat(PT)-
Domine, die fiir die korrekte Cyclisierung ACP-gebundener
Polyketid-Zwischenstufen wichtig ist.””! Die Sequenzvaria-
tionen in PT-Dominen verschiedener PKS, z.B. der
YWA1(24)- (WAS), Norsolorinsdure(9)- (NSAS) und Bika-
verin(25)-Synthasen (BKS), korrelieren mit der Kettenldnge
ihrer Produkte und lassen daher darauf schlieBen, dass
Hohlrdume unterschiedlicher Grofe bereitgestellt werden
(Schema 13). Die Funktion des Produkttemplats bei der
Aflatoxin-Biosynthese wurde experimentell nachgewiesen:
Es treibt die Aromatisierung voran, um irreversibel die Ringe
A und B von 9 zu bilden (Schema 13) und den Fluss der
Norsolorinsdure-Vorstufe weg vom PKS-Enzym zu verstér-
ken.”) Ebizuka et al. hatten frither gezeigt, dass die End-
cyclisierung zu YWA1 (24) durch eine Claisen-Estercyclisie-
rung erfolgt, die von einer Cyclase/Thioesterase(CYC/TE)-
Domiine katalysiert wird.®™ Die essenzielle Rolle der C-ter-
minalen CYC/TE-Doméne fiir die abschlieende Cyclisie-
rung wurde in vitro mit dem Wildtyp und einer mutierten
Version der Bikaverin-Synthase aus Gibberella fujikuroi
nachgewiesen.®!! Die Ergiinzung der PKS4-Mutante mit einer
eigenstiandigen CYC/TE-Domaéne stellte den regioselektiven
Cyclisierungsschritt wieder her.

2.2.4. Steuerung der Polyphenol-Biosynthese durch Typ-11-PKS-
Multienzymkomplexe

Die Bandbreite der grundlegenden phenolischen Ring-
strukturen, die durch Typ-III-PKS und iterative Typ-I-PKS
gebildet werden, ist relativ klein (sieche Schema 15): Es
werden ausschlieBlich lineare mono- bis tetracyclische aro-
matische Verbindungen erhalten, was wahrscheinlich auf
raumliche Einschrankungen der Substratkanéle der Pflanzen-
Typ-III-PKS oder der Hohlrdume der PT-Doménen in Pilz-
PKS zuriickzufiihren ist. Dagegen gibt es eine sehr viel
hohere Vielfalt bei den Ringtopologien bakterieller Meta-
boliten. Mogliche Erkliarungen sind: a) Die Polyketid-Ketten
sind ldnger, und b) die Typ-1I-PKS-Multienzymkomplexe mit
bis zu drei Cyclasen sind flexibler bei der Gestaltung des
Polyketid-Riickgrats.

Die Kettenldnge der durch Typ-II-PKS synthetisierten
Polyketide reicht gewohnlich von 16 (Octaketide wie Acti-
norhodin) tiber 20 (Decaketide wie Tetracenomycin) bis 24
Einheiten (Dodecaketide wie Pradimicin). Die ldngsten
Ketten haben Griseorhodin (Tridecaketid), Benastatin (Te-
tradecaketid) und Fredericamycin (Pentadecaketid). In Typ-
II-PKS-Komplexen wird die Kettenldnge groBtenteils durch
die KSg-Untereinheit kontrolliert, die auch als Kettenlédn-
genfaktor (CLF) bezeichnet wird, aber es scheint, dass der
gesamte Komplex die GroBe des Metaboliten beeinflusst.[** ]
Die Bedeutung des CLF fiir die Steuerung der Kettenlinge!™"
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Schema 13. Kontrolle der Polyphenol-Biosynthese in Pilzen, vermittelt durch Produkttemplat(PT)- und Cyclase/Thioesterase(CYC/TE)-Dominen.

wurde durch In-vivo- und In-vitro-Experimente belegt.
Zudem wird die Kettenlénge iiber ,,Messen®, d.h. die GroBe
der Enzymkavitéten, definiert, nicht durch das ,,Zahlen® der
Kettenverlingerungen.®!  Strukturmodellierungen zufolge
sind so genannte ,,Gate Keeper“-Aminosidure-Reste, die die
Kettenldnge festlegen, an der Grenzfldche des KS,/KSg-He-
terodimers lokalisiert.*5¥

Khosla et al. 16sten die erste Kristallstruktur eines KS /
KS;-Heterodimers und zeigten so, dass das entstehende, hoch
reaktive Polyketid-Intermediat durch die PKS stabilisiert
wird.® Fiir eine kontrollierte Cyclisierung der Poly-B-keto-
Ketten zu einer definierten Polyphenolstruktur werden
jedoch Cyclasen und Aromatasen benétigt. Alle Cyclasen,
obwohl relativ unterschiedlich in Sequenz und Struktur,
funktionieren Chaperon-artig und katalysieren spezifische
Aldolkondensationen; Aromatasen fordern die Cyclodehy-
dratisierung. Systematische Gen-Inaktivierung, Rekombina-
tion und In-vitro-Enzymstudien lieferten vielzdhlige Er-
kenntnisse dariiber, wie bakterielle PKS unter Einsatz von
Cyclasen polyphenolische Ringtopologien erzeugen.” Ohne
diese Enzyme oder bei Vorliegen eines unvollstdndigen oder
nicht zueinander passenden Satzes von Enzymen erfolgt die
Cyclisierung der Polyketid-Kette zufiéllig. Dies wurde ein-
drucksvoll fiir die whiE-Pigmentsynthase aus Streptomyces
coelicolor gezeigt, die zahlreiche strukturell faszinierende
Shunt-Produkte (26-28), z.B. ein substituiertes Dioxoadam-
antan (28), ergab (Schema 14).1

Mehrere Untersuchungen lassen darauf schlieBen, dass
die erste Cyclisierung (d.h. C9-C14 oder C7-C12) — wenigs-
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min PKS
12 MCoA —

Schema 14. Beispiele fiir Polyketide, die durch die spontane Cyclisie-
rung von Poly-B-keto-Zwischenstufen entstehen.

tens zum Teil — durch die PKS gesteuert wird.”** Weiterhin
hat das Vorhandensein oder Fehlen einer KR einigen Einfluss
auf die vorherige Bildung eines ,,Bogens“ in der Kohlen-
stoffkette. Bemerkenswerterweise reduziert die primire KR,
die auf die entstehende Kette wirkt und die erste Cyclisierung
beeinflusst, ausschlieBlich die Ketogruppe an der C9-Position.
Durch gezielten Knockout und Coexpression konnten Cy-
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clasefunktionen individuellen Cyclisierungsschritten, wie der
zweiten und dritten Ringbildung, zugeordnet werden
(Schema 15). Typische Primarprodukte der Typ-II-PKS aus
der konzertierten Aktion von PKS, KR und Cyclasen sind
Polyphenole, die in lineare Tetracycline, Anthracycline,
Benzoisochromanchinone, Tetracenomycine, Aureolséduren,
Angucycline und pentanguldre Polyphenole untergliedert
werden konnen. In manchen Fillen war es moglich, die Po-
lyketid-Cyclisierung umzulenken,®*! es gibt allerdings an-
scheinend Designregeln oder spezielle Strukturbeschridn-
kungen, die eine gewisse Inkompatibilitdt zwischen PKS- und
Cyclase-Typen verursachen.” Es ist bemerkenswert, dass
bakterielle Cyclasen sogar die Cyclisierung von Polyketiden,
die durch (mutierte) Pilz-PKS produziert wurden, beeinflus-
sen konnen. Die Zugabe der Aromatase/Cyclase fiir den
ersten Ring aus der Griseusin-PKS und der Cyclase fiir den
zweiten Ring vom Tetracyclin-Biosyntheseweg (OxyN) zur
Bikaverin-PKS fiihrte zur Bildung von Anthrachinonen.
Diese Experimente zeigen eindrucksvoll, wie Pilz-PKS mit in
trans wirkenden Doménen und Tailoring-Enzymen — sogar
aus unterschiedlichen PKS-Familien - komplementiert
werden konnen.®!

In Bakterien werden die Ringgrundgeriiste fast aus-
schlieBlich durch eine U-férmige Faltung der Poly-B-keto-
Intermediate gebildet. Folglich wird nur eine begrenzte Zahl
an Cyclisierungsmoglichkeiten realisiert, und nahezu alle
Polyphenole sind linear oder gewinkelt aufgebaut. Ausnah-
men von diesem Biosyntheseschema sind die pentacyclischen
Polyphenole Resistomycin (29) und Resistoflavin. Deren
mehrfach peri-kondensierte Ringe ergeben sich aus einer
einzigartigen, S-formigen Faltung, der Cyclisierung eines
Decaketids”! und einer Hydroxylierung.” Neuere bioche-
mische Studien stiitzen ein Modell, nach dem das discoide
Ringsystem durch einen kéfigartigen Multienzymkomplex
geformt wird und nicht durch sequenziell wirkende Cycla-
sen.’) Obwohl denkbar, trigt die geminale Bismethylierung
nicht zur Bildung des peri-kondensierten Polyphenols bei.”!
Unlangst wurde festgestellt, dass bei der Bildung des Naph-
thoyl-Restes von Azinomycin (30) eine S-formige Faltung
erfolgt (Schema 16).°Y Hier kann eine bakterielle iterative
Typ-I-PKS seltene Cyclokondensationen katalysieren.

2.2.5. Aberrante Cyclisierung aromatischer Polyketide
(Favorskiiase)

In fast allen Typ-II-Polyketid-Biosynthesewegen vermit-
teln Cyclasen die Polyketid-Cyclisierung unter Bildung aro-
matischer Ringsysteme, aber iiberraschenderweise ist keines
dieser Enzyme an der Biosynthese des Antibiotikums Ente-
rocin und verwandter, von Benzoyl-Startern ausgehender
Polyketide im marinen Bakterium Streptomyces maritimus
beteiligt.”® %% Moore et al. demonstrierten mit In-vivo- und
In-vitro-Experimenten, dass hier anstelle von Cyclasen eine
seltene Oxygenase (EncM) entscheidend fiir die Struktur-
vielfalt ist,’”! die auch die Gesamtgestalt des Kifigmolekiils
Enterocin kontrolliert.” EncM Kkatalysiert eine auBerge-
wohnliche Reaktionssequenz, die an eine Favorskii-Umlage-
rung erinnert. Das vermutete Substrat von EncM ist ein li-
neares, C9-reduziertes Octaketid, das an C12 oxidiert ist, um
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Schema 15. Ubersicht iiber die Polyketid-Cyclisierungsmuster der bak-
teriellen Typ-11-PKS-Produkte.
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DN

3
§ OH $ - ™ o

g ii

Azinomycin B (30)

5 MCoA

Schema 16. Cyclisierung eines S-fsrmigen Hexaketids durch eine bak-
terielle iterative Typ-I-PKS.

ein Trion-Intermediat zu bilden (Schema 17). Zudem be-
giinstigt EncM zwei Aldolkondensationen zwischen C6 und
C11 sowie C7 und C14 und bestimmt daher die absolute
Konfiguration des Produkts. Des Weiteren ist EncM an zwei
zu Heterocyclen fithrenden Reaktionen wihrend der Bildung
von Desmethyl-5-desoxyenterocin beteiligt.”®! Die abschlie-
Bende Hydroxylierung von 5-Desoxyenterocin zu Enterocin
wird durch die Cytochrom-P-450-Monooxygenase EncR ka-
talysiert.”® Der Enterocin-Biosyntheseweg wurde als erster
vollstédndig in vitro als ,,enzymatische Totalsynthese* durch-
gefiihrt.[”’)

2.3. Ringerweiterungen, Umlagerungen und
Heterocyclisierungen bei Polyphenolen

Basierend auf einem Satz von Carbocyclen, die durch
Faltung und Kondensation von Polyketiden produziert
wurden, konnen enzymatische Umwandlungen zu einer
Vielfalt an modifizierten Ringstrukturen fithren. Hiufig be-
obachtete Strategien zur Biosynthese solcher sekundéren

o O O O
EncABCD Ph
S-CoA ————» O 0o o o
7 MCoA
HO™ S-ACP
EncM

EncM
SACP
) OH
OH
EncR

OH —_— >

Z>0
H,CO” "0

Desoxyenterocin (31) Enterocin (32)

Schema 17. Biosyntheseweg zu Enterocin, an dem eine ,Favorskiiase*,
EncM, beteiligt ist. EncABCD =min PKS, EncD =KR, Enck=MT,
EncR=Oxygenase.
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Polyketid-Grundgeriiste bestehen in Ringerweiterungen
durch Kupplungen und/oder Kondensationen, zusitzlichen
Cyclisierungen von Kohlenstoffseitenketten oder Substitu-
enten, C-C-Spaltungen und nachfolgenden Umlagerungen
des Grundgeriists. Ein verbliiffendes Beispiel fiir eine dras-
tische Umlagerung eines priméren Polyketid-Geriists ist die
stufenweise Umwandlung des Pigments Norsolorinsdure in
die Mycotoxine Sterigmatocystin (34) und Aflatoxin B1 (35)
durch den Pilz Aspergillus flavus (Schema 18).1%! Zwar sind
nicht alle Schritte im Detail aufgeklédrt, doch demonstriert
diese Sequenz den erheblichen Einfluss von Oxygenasen auf
die endgiiltige Polyketid-Struktur.

OH O OH O

AL

Norsolorinsaure (9)

Stufen, die bei
A. nidulans
fehlen

MeO OH

Aflatoxin B1 (35)

Sterigmatocystin (34)

Schema 18. Oxidative Umlagerung von Norsolorinsiure zu den Pilz-
toxinen Sterigmatocystin und Aflatoxin B1 in Aspergillus flavus.

Die bakterielle Polyphenoldiversifizierung durch Umla-
gerungen wird gewohnlich mit einer oxidativen C-C-Bin-
dungsspaltung (hdufig katalysiert durch Baeyer-Villiger-
Oxygenasen (BVOs)) initiiert. Eine der bestuntersuchten
BVOs katalysiert die Spaltung des D-Rings von Premithra-
mycin B (36) bei der Biosynthese von Mithramycin (37;
Schema 19)." Die Inaktivierung einer der frithen Oxyge-
nasen ergab iiberraschend ein tetracyclisches Shunt-Produkt,
das einen fiinfgliedrigen D-Ring enthlt.1%

OCH; CHO  OH
Sug-O ‘ ‘ ‘ O Sug O ‘ ‘
- l ! !f’f; \ﬂ/ ‘ 0 OH
OHOH OO0 O OH OH O éug

Sug”

Premithramycin B (36) Mithramycin (37)

Schema 19. Oxidative Ringéffnung durch eine Baeyer-Villigerase bei
der Mithramycin-Biosynthese.

Zahlreiche unterschiedliche alicyclische und heterocycli-
sche Metaboliten leiten sich von angucyclischen Polyphenol-
vorstufen ab (Schema 20). Die Spaltung des C-Rings im
ersten Schritt ist auch ein Schliisselschritt der Biosynthese-
wege, die zu antibakteriellen Jadomycinen und tumorhem-
menden Gilvocarcinen in Streptomyces venezuelae oder
Streptomyces griseoflavus fithren. Rohr et al. haben solche
mehrstufigen Angucyclin-Umlagerungen aufgeklidrt und die
Mitwirkung von Multi-Oxygenasekomplexen nachgewie-
sen.'1%] Bej der Biosynthese von Gilvocarcin V (40) wird
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OH ©

Dehydrorabelomycin (38)

OH 0472\\{
H,c—/ CH: O

Jadomycin A (39)

oH o ©
Kinobscurinon (41)

OH

NH,
R™ "COOH

N™ "o
Sug

Gilvocarcin V (40)

Kinamycin D (42)

Schema 20. Oxidative Umlagerung von Angucyclinen fithrt zu Strukturvielfalt.
X=unbekannt.
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ein neuer Ring durch Lactonisierung gebildet, wéhrend bei
der Biosynthese von Jadomycin A (39) Aminosduren einge-
baut werden, um den N-Heterocyclus zu erhalten.'" Fiir die
Biosynthese der Kinamycine — einer Gruppe ungewohnlicher
Diazonium-Antibiotika aus Streptomyces murayamaensis —
wurde ein alternativer Weg vorgeschlagen: Aus Isotopen-
markierung und genetischen Studien wurde geschlossen, dass
das angucyclische Dehydrorabelomycin (38) wahrscheinlich
unter Beteiligung einer BVO in Kinobscurinon (41) umge-
wandelt wird.""”!

Das ungewohnliche pentacyclische Aglycon von Char-
treusin (43) aus Streptomyces chartreusis ist strukturverwandt
mit Gilvocarcin und ein hochwirksamer DNA-Interkala-
tor.'®! Die Chartreusin-Biosynthese verliuft iiber eine neu-
artige Umlagerung eines linearen Ringsystems, was durch
genetische Inaktivierung und Identifizierung einer anthracy-
clischen Vorstufe nachgewiesen wurde. Nach dem gegen-
wirtigen Biosynthesemodell™® wird eine Chinonkohlen-
stoffbindung durch eine BVO gespalten und eine neue C-C-
Bindung zwischen dem Carbonylkohlenstoffatom und dem
unsubstituierten Kohlenstoffatom des C-Rings gekniipft
(Schema 21). Nach einer (hypothetischen) Umlagerungskas-

O OH
OH
ChaZ
—_—
OH O O
MeO o

o I (@]
—
RS K
(o]
Sug” O OH

Chartreusin (43)

Schema 21. Oxidative Umlagerung eines Anthracyclins zum Dioxaben-
zo[a]pyren-Geriist von Chartreusin. Chaz =Oxygenase.
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kade wird ein mutmaBliches Oxabenzo[a]pyrendion gebildet.
Eine Dioxygenase spaltet das Dion und wiirde das Dioxa-
benzo[a]pyren-Ringsystem des Chartreusin-Aglycons lie-
fern.'”! In diesem Zusammenhang ist interessant, dass erst
kiirzlich der erste Benzo[a]|pyren-Naturstoff, Benzopyreno-
mycin (44), aus der Kultur eines Streptomyces-lavendulae-
Stammes identifiziert wurde (Schema 22). Das Auftreten

R’O o
H,COOC Hs
“OH
.0 O

¥ Benzopyrenomycin (44)

Schema 22. Vorgeschlagene Bildung von Benzopyrenomycin aus einer
angucyclischen Vorstufe (hypothetisches Markierungsmuster).

angucyclischer Nebenkomponenten und deren &dhnliche
Substitutionsmuster weisen darauf hin, dass das Benzopyren-
Gertist aus der Kondensation einer angucyclischen Anthron-
Vorstufe mit einem C,-Baustein wie Oxalacetat entsteht.['”

Bisher sind keine Polyketid-Faltungsmuster bekannt, die
zu solchen mehrcyclischen peri-kondensierten Ringsystemen
fihren. Einzelne peri-kondensierte Polyphenole konnen
jedoch iiber Arylkupplungen hergestellt werden. Diese Re-
aktionen werden wahrscheinlich durch Laccase-Enzyme ka-
talysiert.''Y) Ein bekanntes Beispiel fiir einen Reaktionsweg
mit multiplen Arylkupplungen ist die Biosynthese des Pho-
tosensibilisators Hypericin (46; Schema 23). Sein Bildungs-
mechanismus ist noch nicht geklért, trotz jiingster Fortschritte
bei der Entdeckung moglicherweise beteiligter Enzyme im
Johanniskraut.""*'®! Die hoch reaktive Benzylposition von
Anthronen neigt zur spontanen radikalvermittelten Dimeri-
sierung, wie fiir verwandte Polyphenole nachgewiesen
wurde. 4

OH 2x OH

’ OH
OH O OH O‘O
OH O OH
Emodin (45) Hypericin (46)

Schema 23. Modell fiir die Bildung von Hypericin aus zwei Emodin-
Einheiten als Beispiel fiir die Erweiterung von Ringsystemen durch
Arylkupplungen.
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Komplexe oxidative Umlagerungsprozesse sind an den
Reaktionswegen beteiligt, die zu den strukturell faszinieren-
den Spiroverbindungen Griseorhodin A (49) und Frederica-
mycin A (52) fithren. Diese haben identische frithe Biosyn-
thesestufen, die zu einer pentangulédren Grundstruktur fithren
(Schema 24).1%) Li und Piel haben den Gencluster identifi-
ziert, der fiir die Griseorhodin-Biosynthese in einer marinen
Streptomyces sp.''®! codiert. Auf der Basis von putativen
Genfunktionen und einem Shunt-Produkt oder Intermediat,
Collinon (47), das iiber die Expression des unvollstindigen
Rubromycin-Biosynthese-Genclusters!''”!  erhalten wurde,
sowie der Bildung von Lenticulon (48) in einer gezielten
Oxygenase-Mutante, wurde ein Biosynthesemodell vorge-
schlagen.'™ Diesem Modell zufolge werden auf dem Weg
zum Spiro-Endprodukt nacheinander vier Kohlenstoff-Koh-
lenstoff-Bindungen gespalten. Der Carbaspiro-Metabolit 52
aus Streptomyces griseus resultiert aus einem gleichermaf3en
anspruchsvollen, wenn auch anders ablaufenden Prozess, wie
von Shen et al. auf der Basis von Genclusteranalysen vorge-
schlagen wurde. Die Strukturaufkldrung plausibler Biosyn-
thesezwischenstufen wie Fredericamycin E (51) gab Auf-
schluss iiber die Umlagerung. Die letzten Stufen verlaufen
vermutlich iiber eine Benzilsdure-Umlagerung.!"”!

X=0,NH
R = CHj,, Pentadien

OH O OH

Lenticulon (48)

o
HO (o]
O OH
wo oL

O oOH OHO
Griseorhodin A (49)

0 oH ©
Fredericamycin A (52)

Schema 24. Modell fiir die Biosynthese der Spiropolyphenole Griseorhodin A (49)

und Fredericamycin A (52).

Angew. Chem. 2009, 121, 4782 — 4811

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

3. Diversitit komplexer Polyketide
3.1. Lademechanismen und seltene Startereinheiten

Laut Lehrbuch leiten sich komplexe Polyketide haupt-
sdchlich aus Acetat/Malonat und Propionat/Methylmalonat
ab, und die Polyketid-Biosynthese beginnt gewohnlich durch
Beladen der Synthase mit Acetyl-CoA. Es gibt jedoch zahl-
reiche alternative Startereinheiten und unterschiedliche
Strategien fiir ihre Aktivierung und Ubertragung.®¥ Die
Auswahl der Startereinheit wird durch die Substratspezifitét
eines gesonderten Beladungsmoduls gesteuert. Die meisten
modularen PKS enthalten am N-Terminus eine so genannte
KSo-Doméne, in der das Cystein des aktiven Zentrums
(VDTACSSS) zu einem Glutamin-Rest (Q) mutiert ist
(Schema 25). Diese Ladedominen binden Malonyl-Einheiten
an die PKS und katalysieren ihre Decarboxylierung zu einem
Acyl-ACP-Thioester.'"” Dieser Belademechanismus ist bei
den modularen PKS, z.B. den Tylosin-, Pikromycin- und
Oleandomycin(53)-PKS, weit verbreitet.!?!]

Unldngst wurde eine alternative Strategie zum Start der
Polyketid-Biosynthese mit einer Acetyl-Einheit beschrieben.
Im Zusammenhang mit der Biosynthese von Pederin (54)
beobachteten Piel et al. eine Doméne aus einer GCNS5-ver-
wandten N-Acetyltransferase (GNAT), die an der Initiierung
der PKS beteiligt sein konnte.'”! Sherman et al.
demonstrierten durch In-vitro-Studien und anhand
der Rontgenkristallstruktur, dass eine homologe
GNAT-Domine der Curacin-PKS (55) eine difunk-
tionelle Decarboxylase/S-Acetyltransferase-Aktivi-
tdt zeigt und den Acetyltransfer auf ein benachbar-
tes Lade-ACP (ACP,) steuert.'”! Dieses Szenario
scheint unter den PKS der trans-AT-Familie weit
verbreitet zu sein.

Die Ubertragung von Propionyl-CoA wie beim
Erythromycin-Biosyntheseweg benotigt eine N-ter-
minale Lade-Didoméne aus einer beladenden
Acyltransferase (AT.) und einem ACP. In gleicher
Weise werden alternative Startereinheiten, die als
CoA-Thioester bereitgestellt werden, auf ihre je-
weilige PKS tiibertragen. Zum Beispiel wird Isova-
leryl-CoA durch die modulare Polyketid-Synthase,
die an der Biosynthese des wichtigen, antiparasitir
wirkenden Avermectins (56) in Streptomyces aver-
mitilis beteiligt ist, gebunden (Schema 26)."2* Die
Phoslactomycin(57)-PKS wird durch einen Cyclo-
hexanoyl-CoA-Starter beladen,!'”! und der Angio-
genese-Inhibitor Borrelidin (58) leitet sich von
trans-Cyclohexan-1,2-dicarboxylat ab.['*]

Die Architekturen der Lademodule konnen
abweichen und deren Funktionen sind nicht immer
entschliisselbar. So sind in den myxobakteriellen
Polyketid-Synthasen, die an der Biosynthese von
Myxothiazol™ und Soraphen (59)['*! beteiligt sind,
zwel Actyltransferasen direkt benachbart, sodass
zunidchst nicht offensichtlich war, welche AT-
Domine die Ubertragung der Startereinheit (Is-
ovaleryl- oder Benzoyl-CoA) und welche die ACP-
Malonylierung katalysiert. Leadlay et al. zeigten
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Modul 1
Beladung ————

KSq AT ACP KS ™ J... Biosyntheseapparat

7oy

MCoA o=<
-CO,

Oleandomycin (53)

Modul 1
Beladung =———

GNAT, 'ACP KSJ ™ | Juun Biosyntheseapparat

/—’—'\‘ é

MCoA o=/\
-CO,

— = ==

a0 =N OCH,
VA Curacin A (55)

Schema 25. PKS-Start mit Acetyl-Startermolekiilen durch KSy- oder
GNAT-Doménen.

durch Transplantation der AT in die Erythromycin-PKS, dass
die erste AT eine ATy ist." Im Unterschied zu den obigen
Beispielen fehlt der PKS fiir Aureothin (60) aus Streptomyces
thioluteus, die mit einem seltenen p-Nitrobenzoyl(PNBA )-
CoA-Starter (Schema 27) beladen wird,?!*"! eine eindeutige
N-terminale AT-Doméne.

Wenn die Startereinheit als freie Sdure vorliegt, kann sie
aktiviert und wie bei nichtribosomalen Peptidsynthasen
(NRPS) durch eine adenylierende und thiolierende A-ACP-
Lade-Didomiéne tiibertragen werden (Schema 28). Die Pro-
totypen fiir diese Beladestrategie sind die PKS fiir Rifamycin
und Rapamycin (61). Polyketide, die zur Rapamycin(61)/
FK506(68)-Familie der Immunsuppressiva gehoren, leiten
sich von der Dihydroxycyclohexencarbonsiure ab.'*! Floss,
Staunton, Leadlay et al. stellten fest, dass die Lademodule
zusdtzliche ER-Doménen enthalten, die nach Bindung der
Startereinheit die Doppelbindung reduzieren. Das Antibio-
tikum Rifamycin (63) aus dem Bakterium Amycolatopsis
mediterranei entsteht aus der 3-Amino-5-hydroxybenzoeséu-
re (AHBA), die zum Aminonaphthol-Rest umgesetzt
wird.["* Floss, Leistner et al. wiesen nach, dass AHBA bei der
PKS-Biosynthese des Antitumorwirkstoffs Ansamitocin (62)
im Bakterium Actinosynnema pretiosum in gleicher Weise
verwendet und aktiviert wird."*! Die Beladung eines A-ACP-
Moduls mit einer p-Aminobenzoat(PABA)-Einheit wurde
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Modul 1
Beladung

AT, ACP(KS @ @ ------ Biosyntheseapparat

R™ “S-CoA

S-CoA

3.

H
OH Avermectin (56)

S-CoA

i

HOOC 0]

= H JERE

i ~S-CoA

%

Borrelidin (58)

Schema 26. PKS-Start mit Nichtacetyl-CoA-Thioestern durch eine AT -
ACP-Ladedidomaine.

(e}
©)LS-COA -
BA-CoA Soraphen (59)
o o)
e Tegnatel
O,N ON O HO
OMe
PNBA-CoA Aureothin (60)

Schema 27. Komplexe Polyketide, die sich aus dem Beladen modularer
PKS mit Benzoyl-CoA-Thioestern ergeben.

bei der Biosynthese der Polyen-Makrolid-Aglycone fiir die
Fungizide Candicidin und FR-008 (64) beobachtet.!3+1%]
Miiller, Bode et al. haben vor kurzem die molekularen
Grundlagen fiir die Biosynthese des Antibiotikums Kendo-
mycin (65) aus Streptomyces violaceoruber identifiziert
(Schema 29).%1 Die ungewohnliche Ansa-Verbindung wird
ausgehend von einer 3,5-Dihydroxybenzoat(3,5-DHBA)-
Startereinheit aufgebaut, die sich vom Typ-III-PKS-Produkt
(3,5-Dihydroxyphenyl)acetat (3,5-DHPA) ableitet und an die
A-ACP-Didomine der modularen Typ-I-PKS gebunden wird.
Dank der Kenntnis der Mechanismen zur Bereitstellung,
Aktivierung und Ubertragung der Startereinheit konnte die
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Modul 1

Beladung
OH

o=
R ATP
-PP

oL %,

R

HO™
OH

Ansamitocin P3 (62) Rifamycin B (63)

Candicidin/FR-008 (64)

Schema 28. Aktivierung und Ubertragung von Nichtacetyl-Carbonsau-
re-Startereinheiten. PP = Diphosphat.

HO\Q/\COOH HOOCOOH
— —
— —

OH OH

3,5-DHPA 3,5-DHBA
(Typ-1lI-PKS-Produkt)

Kendomycin (65)

Schema 29. Biosynthese von Kendomycin durch einen Typ-I11-Typ-I-
Hybrid-Reaktionsweg.

Auswahl an verfiigbaren Startereinheiten vergrofSert werden.
Durch gentechnische Modifizierung der Reaktionswege (z. B.
Tauschen von Ladedominen) oder Supplementieren einer
Mutante mit nichtnatiirlichen Startereinheiten (Mutasynthe-
se) wurden viele neue Polyketid-Derivate synthetisiert.['*”)
Eines der wichtigsten Beispiele ist die manipulierte Biosyn-
these zum Avermectin-Derivat Doramectin, das klinische
Anwendung als sehr wirksames Wurmmittel findet.!'**! Wei-
tere erfolgreiche Mutasynthesen lieferten neue biologisch
aktive Analoga von Aureothin,* Rapamycin,'“*'*!] Borre-
lidin,"* Myxalamid*! und Ansamitocin.*
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3.2. Alternative Verliingerungseinheiten und andere Bausteine

Bakterielle modulare PKS nutzen gewohnlich Malonyl-
CoA- (MCoA) oder Methylmalonyl-CoA (mMCoA) zur
Kettenverldngerung. Die resultierenden Metaboliten sind
entweder unsubstituiert bzw. haben einen Methyl-Rest in a-
Position. Die Wahl der Verldngerungseinheit wird durch
spezifische Motive der AT-Doméne gesteuert, wie durch
Mutagenese der Doméne und Austauschexperimente nach-
gewiesen wurde.'*] o-Methyl-Verzweigungen kénnen auch
iiber a-Methylierung durch eine bestimmte Methyltransfe-
rase-Doméne im PKS-Modul eingefiihrt werden. Dies wird
haufig in bakteriellen trans-AT-Typ-I-PKS beobachtet, gilt
aber auch fiir komplexe PKS in Pilzen.!

Bei der bakteriellen Polyketid-Biosynthese findet man
nur selten andere Verlidngerungseinheiten als MCoA oder
mMCoA. Eine Ausnahme ist die 2-Ethylmalonyl-CoA-Ein-
heit (eMCoA), die fiir die C,-Seitenketten des Antibiotikums
Niddamycin (66) aus Streptomyces caelestis"™*® und des Im-
munsuppressivums FK520 (Ascomycin, 67) aus Streptomyces
hygroscopicus var. ascomyceticus verantwortlich ist.l*
Andere komplexe Polyketide, die (obwohl andere Verldnge-
rungseinheiten vorhanden sind) aus eMCoA-Einheiten be-
stehen, sind Tylosin, Concanamycin (70) und Kirromycin
(69). Das letzte Beispiel ist besonders interessant, da hier die
MCoA-, mMCoA- und eMCoA-Verldngerungen durch ei-
genstdndige trans-AT-Einheiten ausgewihlt werden, die mit
den passenden Modulen der PKS wechselwirken miissen.['*!

Die Biosynthese von eMCoA und verwandten 2-Alkyl-
malonyl-Einheiten erfolgt ausgehend von substituierten
Acryloyl-CoA-Vorstufen durch Crotonase-katalysierte Re-
duktion und Carboxylierung.'**! Analog kénnte der Fettsiu-
re-Pool eine Auswahl an alternativen Verldngerungseinheiten
liefern, und tatsichlich deuten die Strukturen verschiedener
bakterieller Metaboliten auf den Einbau von eMCoA-Ho-
mologen hin, was auch lingere Seitenketten wie die Propenyl-
Seitenkette im FK520-Homologen FK506 (68) erklart (Ab-
bildung 1).

AuBler den alkylierten Malonyl-Bausteinen werden auch
heterosubstituierte Malonyl-Derivate in komplexe Polyketid-
Strukturen aufgenommen. Markierungsexperimente ergaben,
dass von 1,3-Bisphosphoglycerat abstammende Verldnge-
rungseinheiten Hydroxy- und Methoxy-Substitutionen in
verschiedenen Antibiotika bewirken, darunter Ansamito-
cin P-3 (62), Soraphen A (59),*” FK520 (67)"*" und Conca-
namycin (70).1"? Der seltene Methoxymalonyl(moM)-Bau-
stein wurde in das Erythromycin-Riickgrat eingefiihrt, indem
die DEBS-AT6-Doméne gegen die AT8-Doméne des FK520-
Biosynthese-Genclusters aus Streptomyces hygroscopicus
ausgetauscht und ein Subcluster coexprimiert wurde, der fiir
die Methoxymalonyl-CoA-Biosynthese erforderlich ist.'*]

Hydroxymalonyl(hoM)- und Aminomalonyl(aM)-Ein-
heiten sind zwei weitere Typ-I-Polyketid-Synthase-Verlénge-
rungseinheiten, die von Handelsman et al. im Zusammen-
hang mit der Biosynthese von Zwittermicin A (71) entdeckt
wurden.™ Zwittermicin ist ein hoch funktionalisiertes An-
tibiotikum aus Bacillus cereus. Eine Analyse des Zwittermi-
cin-Biosynthese-Genclusters in Kombination mit Protein-
Massenspektrometrie ergab, dass Glycolyl- und Ethanol-
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Niddamycin (66)

FK520: R = CH,CH, (67)
FK506: R = GH,CH=CH, (68)

H

1
HO OH I;l H.C 0 H & H Os N |

N (6] N X NN =
OH © O OH

. OHOH
Kirromycin (69)

Sug Concanamycin (70)

OH OH OH Ooﬂ'f'
N._-NH
HO’\H\WN 2
N b

NH, NH, OH e}
Zwittermicin A (71)

Abbildung 1. Strukturen komplexer Polyketide, die sich durch Einbau
ungewdhnlicher Malonyl-abgeleiteter Verlangerungseinheiten ergeben
(obgleich andere Verlingerungseinheiten vorhanden sind). Die ent-
sprechenden Positionen sind grau hinterlegt.

amin-Reste als Hydroxymalonyl- bzw.
Aminomalonyl-ACP eingefiihrt werden.
Wiéhrend hoM-ACP analog zu moM- @
ACP gebildet wird, wird aM-ACP aus

Serin erhalten (Schema 30).0']

Das Repertoire an Verldngerungs-
einheiten vergroBerte sich noch durch
die Entdeckung eines Chlorethylmalo-
nyl-Bausteins bei der Biosynthese von
Salinosporamid A (73;  Schema 31),
einem chlorierten Naturstoff aus dem
marinen Bakterium Salinispora tropica. ) SH
Moore et al. stellten fest, dass der starke =S¢
Proteasominhibitor und Antitumorwirk-
stoff durch ein PKS/NRPS-Hybrid auf-
gebaut wird und dass der Chlorbutyryl-
Rest auf den Pentoseteil von SAM zu-
riickgeht.'”*%"1 Die Erkenntnis, dass die

glycolytisches SH

Intermediat
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Chlorinase SalL bei der Halogenierung von SAM unter Bil-
dung von 5-Chlordesoxyadenosin (5-CIDA, 72) eine ent-
scheidende Funktion innehat, fithrte zur ersten rationalen
Mutasynthese mit einer alternativen Verldngerungseinheit.
Eine Mutante ohne sa/L. kann kein Salinosporamid A (73)
produzieren, kann aber mit synthetischem 5-Fluor-5-desoxy-
adenosin (5-FDA, 74) supplementiert werden und so ein
fluorsubstituiertes Analogon (75) mit starker Antitumorak-
tivitit herstellen.'””) Bisher wurden die Biosynthese und der
Einbau von sieben verschiedenen Malonyl-abgeleiteten Ver-
langerungseinheiten beschrieben (Abbildung 2). Diese bieten
einzigartige Moglichkeiten fiir die gentechnische Modifizie-
rung von Biosynthesewegen, da sie den Einbau von Hetero-
funktionen in Polyketid-Strukturen ermoglichen.

In Biosynthesewegen, die bei verschiedenen Streptomy-
ces-Spezies zu Polyketiden der (Spiro-)Tetronat-Familie wie
dem Antibiotikum Tetronomycin (76)!"** und dem Antitu-
morwirkstoff Chlorothricin (77)!%1%! fijhren, wurden eine
neuartige Polyketid-Verldngerungseinheit und ein neuer
Mechanismus zum Ablosen der Polyketid-Kette identifiziert.
Leadlay etal. belegten durch In-vitro-Enzymassays und
massenspektrometrische Untersuchungen, dass ein FkbH-
artiges Protein eine Phosphoglyceryl-Einheit auf bestimmte
ACP der Tetronomycin-Synthase iibertrigt (Schema 32).0'6"
Gemil3 unabhidngigen Biosynthese-Vorschligen der Ar-
beitsgruppen von Leadlay, Tang und Liu fungiert Glyceryl-S-
ACP als terminale C;-Einheit, die an die Polyketid-Kette
gekniipft wird, wobei gleichzeitig der Metabolit von der mo-
dularen PKS freigesetzt wird.!>516!

Zuséitzlich zu den Malonyl- und Glyceryl-Verldngerungs-
einheiten kann (hauptsichlich durch NRPS-Biosynthesepro-
zesse) eine Reihe weiterer Bausteine in Polyketide eingefiihrt
werden. Bedeutende Beispiele fiir Produkte aus solchen PKS-
NRPS-abgeleiteten Substrukturen sind die von Serin oder
Cystein stammenden Oxazolyl- bzw. Thiazolyl-Gruppen wie
in Rhizoxin!"*’ bzw. Epothilon!"®! oder der Pipecolyl-Rest in
FK506.1'% Befindet sich der NRPS-Teil am N-Terminus, wird
die PKS normalerweise mit einer Aminosdure beladen.
Umgekehrt ist er am C-Terminus lokalisiert, um das Polyketid

9 9 o

S S
{0 ZmakE o) ZmaE (o]
HO HO RO
OH 7 =0 Ty o]
NAD* NADH+H* FAD FADH, HO

Hydroxymalonyl-ACP
SAM [__> Methoxymalonyl-ACP

9 9 9

S S S
" N{O ZmaE 0 ZmaE 0
— Hil H.N H,N
OH / i 2 ; : e 0
NAD* NADH+H"* FAD FADH, HO

Aminomalonyl-ACP

Schema 30. Biosynthese der Hydroxy-, Methoxy- und Aminomalonyl-ACP-Verlingerungseinhei-
ten. ZmaE = Oxygenase.
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Chlorinase HO OH
SalL / SAM

NH,

5-CIDA (72) Salinosporamid A (73)

NH,

N
\/ I&N salL-Mutante
F_\QN =

N —
e

HO OH

5-FDA (74)
(synthetisch)

Fluorsalinosporamid (75)

Schema 31. Biosynthetischer Ursprung der Chlorethylmalonyl-Verlinge-
rungseinheit im Salinosporamid-Biosyntheseweg und Mutasynthese
von Fluorsalinosporamid. Graue Kisten: Molekiilteile, die mithilfe von
halogenierten Verlingerungseinheiten erhalten wurden.

299 9
ofiedhethe %

S S S
0 0] 0
OH OCH, NH
0 (0] 0
R R R
Abbildung 2. Satz an Verlingerungseinheiten, die bekanntermafen von
modularen Polyketid-Synthasen verwendet werden.

freizusetzen und z.B. in Tetramsiuren*! und Pyridone um-
zuwandeln [148.166.167]

3.3. Konfigurationskontrolle in komplexen Polyketiden

Trotz der enormen Zahl moglicher Produkte, die sich aus
den Permutationen iiber alle Konfigurationen und Substitu-
tionsmuster komplexer Polyketid-Ketten ergeben, weisen alle
natiirlichen Polyketide &hnliche Konfigurationsmuster auf.
Diese Beobachtung wird als ,,Celmer-Regel* bezeichnet und
lasst darauf schliefen, dass sich die erforderlichen Polyketid-
Synthasen aus demselben Vorldufer entwickelt haben und die
gleichen Mechanismen nutzen. In den letzten Jahren wurden
wesentliche Erkenntnisse iiber die grundlegenden Prinzipien
der Polyketid-Konfiguration gewonnen.
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fk)t o
SPedts
SM’ACP 7 07 Na'

\’\n’

aus 3~Phc>sphog1ycerat

H,cO H

Tetronomycin (76)

COOH

Chlorothricin (77)Me

Schema 32. Einbau einer terminalen Glycerat-abgeleiteten C;-Einheit in
die Strukturen von Tetronomycin und Chlorothricin (die Tetronat-Ein-
heit wird durch eine BVO gespalten). Graue Kasten: eingebautes Gly-
cerat.

3.3.1. Konfiguration der Substituenten mit a-Verzweigung

Die Acyltransferase iibertriagt das Substrat (25)-mMCoA
auf das ACP in DEBS,'* wie man in gleicher Weise auch fiir
andere modulare PKS vermutet. Nach der Kondensation
kann der 2-Methylketoacylthioester jedoch zum 2R-Isomer
epimerisiert werden (Schema 33). Nach den Arbeiten von
Weissman et al. ist die KS das Zentrum der Epimerisie-
rung,"®! doch seither wurden auch andere Vorschlige (z.B.
die KR oder DH) gemacht. Khosla et al. belegten, dass die
DEBS-AT-Doménen keinen Einfluss auf die Epimerisierung
der (25)-mMCoA-Verlingerungseinheiten haben.!”"]

3.3.2. Stereochemischer Verlauf der Ketoreduktion

Auf Grundlage von Caffreys bioinformatischen Analysen
wurden einige Designregeln fiir (-Keto-Prozessierungen

Claisen-

Kondensatlcn
(-COy)

®
\}/@ @

OH Claisen- j“

Epimerisierung
(-COy)

Schema 33. Retention oder Inversion der (2S)-Methylmalonyl-CoA wih-
rend der Polyketid-Kettenverlangerung.
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aufgestellt. Die KR-Spezifitdt kann aus dem Vorhandensein
oder Fehlen eines LDD-Motivs oberhalb (upstream) des
konservierten GVxHxA-Motivs und zusétzlicher indikativer
Reste vorhergesagt werden.!"”! Reid et al. konzentrierten sich
auf den Asparaginsiure(D)-Rest.'’”? Dass konservierte
Aminosédure-Reste mit der Stereospezifitidt der Ketoreduk-
tase korrelieren, wurde experimentell durch Mutagenese und
Engineering-Experimente mit KR-Doménen aus Erythro-
mycin-">74 und Tylosin-Polyketid-Synthasen’>'7! bewie-
sen. Leadlay et al. konnten durch Hochdurchsatz-Mutage-
nese auch Modelle fiir die stereochemische Kontrolle in KR-
Dominen evaluieren.'”” Als Faustregel gilt: Ein D im KR-
Motiv fiihrt zu D-3-Hydroxy-Verbindungen (Schema 34).

NADPH +H* D NADP*

M 1 mf;
i?

“ip R

si-facial Hoj ﬁ’ j

NADPH + H’ kem D NADP

Schema 34. Stereochemischer Verlauf der Ketoreduktion und Doppel-
bindungsbildung.

3.3.3. Bildung von E- und Z-Doppelbindungen

Im nachfolgenden B-Keto-Prozessierungsschritt fiihrt die
Dehydratase-katalysierte anti-Eliminierung von Wasser ge-
wohnlich zur Bildung einer trans-Doppelbindung. Eine cis-
Doppelbindung wie in Rifamycin ist sehr selten und konnte
prinzipiell durch verschiedene Mechanismen entstehen.!'”®!
Cane et al. haben gezeigt, dass die Inaktivierung einer DH-
Domine von Modul 2 der Pikromycin-PKS einen D-3-Hy-
droxy-Rest anstelle der trans-Doppelbindung liefert.'””]
Umgekehrt ist der L-3-Hydroxy-substituierte Thioester das
vermutliche Intermediat in KR-DH-Dominen bei der Bil-
dung von cis-Doppelbindungen.'”! Reynolds et al. unter-
suchten diesen Sachverhalt bei der Biosynthese der Phoslac-
tomycine. Kennzeichnend fiir diese tumorhemmenden Phos-
phatase-Inhibitoren ist eine konjugierte cis-Dien-Einheit.
Fiitterungsexperimente zeigten, dass nur cis-konfigurierte
Ersatzintermediate akzeptiert werden, was eine Isomerisie-
rungsdomine in spiteren Modulen ausschlieBt.*" Insgesamt
deuten diese Befunde darauf hin, dass die enzymatische De-
hydratisierung von D-3-Hydroxyacyl-Verbindungen trans-
Doppelbindungen ergibt, wihrend L-Isomere cis-Doppelbin-
dungen liefern. Die cis-konfigurierte a,3-Doppelbindung im
Lacton-Rest von Phoslactomycin (57) wird durch eine Post-
PKS-Reaktion eingefiihrt."®!] Weitere Beispiele, in denen
modulare Polyketid-Synthasen mehrfache cis-Doppelbin-
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dungen erzeugen, sind die Biosynthesewege, die zu den my-
xobakteriellen Metaboliten Chivosazol A (78)!"*? und Diso-
razol Al (79) fithren (Abbildung 3).!%3 Es sollte jedoch er-

OCH,COCH
o

Rifamycin B (63)

¢

e
OCH,

Disorazol A1 (79)

Abbildung 3. Beispiele fiir komplexe Polyketide mit cis-Doppelbindun-
gen (graue Kasten).

wihnt werden, dass der vorhergesagte stereochemische Ver-
lauf der Reduktion in vielen Féllen nicht in Einklang mit der
endgiiltigen Konfiguration der Doppelbindung ist, weshalb
sich die Frage stellt, wie die Konfigurationen der Doppel-
bindungen bestimmt werden oder ob der Aminosdurecode
wirklich in allen Fillen zur Vorhersage geeignet sind.

3.3.4. Stereochemischer Verlauf der Enoyl-Reduktion

Die genauen biochemischen Griinde fiir den stereoche-
mischen Verlauf der Enoyl-Reduktion blieben lange unklar.
Erst vor kurzem wurden konservierte Motive identifiziert, die
eine Beziehung zwischen der Aminosédure-Sequenz der ER
und und dem stereochemischen Verlauf der durch dieses
Enzym vermittelten Reaktion herstellen.® Leadlay et al.
verglichen ER-Sequenzen aus unterschiedlichen Quellen
(einschlieBlich Makrolid produzierender PKS wie DEBS
oder OLEA), die an der Bildung enantiomerer Methyl-ver-
zweigter Polyketide — der Komponenten mycobakterieller
Zellwandlipide!>'®! — beteiligt sind (Schema 35). Dabei re-
gistrierten sie das Vorkommen eines konservierten Tyro-
sin(Y)-Restes nahe des NADPH-Bindungsmotivs (Konse-
nussequenz: HAAAGGVGMA) der ER-Dominen, die eine
(2S)-Methyl-Verzweigung produzieren. Umgekehrt weisen
ER-Domainen, die eine (2R)-Methyl-Verzweigung liefern, an
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re-facial HE/‘H 0 o)
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@\ "%
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Schema 35. Links: Stereospezifitit der Enoylreduktion; rechts: Sub-
strukturen enantiomerer Methyl-verzweigter Polyketid-Komponenten
der Zellwandlipide in Mycobacterium spp.

dieser Position andere Aminosiduren auf, meistens Valin (V).
Mit dieser Kenntnis wurde die ER einer Modell-PKS, die aus
der Erythromycin-Megasynthase erhalten wurde, mutiert
(Tyrosin zu Valin), was tatsdchlich eine Umkehr der Konfi-
guration an der Methyl-Verzweigung im Produkt von S zu R
zur Folge hatte. Die umgekehrte Mutation (Valin zu Tyrosin)
an dieser Position in einer R-spezifischen ER der Rapamycin-
PKS war jedoch nicht ausreichend, um eine Umschaltung zu §
zu erzielen. Anscheinend sind weitere Reste an der Stereo-
kontrolle der nucleophilen 1,4-Hydridaddition beteiligt.['*"

Das zunehmende Wissen iiber den stereochemischen
Verlauf des Polyketid-Aufbaus und der 3-Keto-Umwandlung
in bakteriellen PKS trégt sehr zur rationalen gentechnischen
Modifizierung ~ komplexer  Polyketid-Biosynthesewege
bei.> ¥ Ferner helfen diese Designregeln bei der computer-
gestiitzten Vorhersage der absoluten Konfiguration bakteri-
eller Polyketid-Metaboliten."¥”) Es sollte jedoch betont
werden, dass das Wissen iiber die kryptische Programmierung
der hoch reduzierenden iterativen PKS aus Pilzen noch weit
dahinter zuriickbleibt.*!

3-4. p-Verzweigungsmechanismen

Wie in Abschnitt 2 geschildert, fithren substituierte Ma-
lonyl-Verldngerungseinheiten oder SAM-o-Methylierungen
an Positionen vormaliger Methylen-Gruppen (C2) zu Alkyl-
verzweigungen. Bei mehreren Polyketid-Biosynthesewegen
wurden jedoch Alkylverzweigungen mit einem oder zwei aus
Acetat erhaltenen Kohlenstoffatomen an Positionen beob-
achtet, die vormaligen Acetylcarboxyl-Kohlenstoffatomen
(C1) entsprechen. Offensichtlich konnen diese Substituenten
nicht vom Einbau nichtkanonischer Verldngerungseinheiten
oder von der Alkylierung mit Elektrophilen herriithren. Ge-
netische und biochemische Untersuchungen haben vielmehr
ergeben, dass solche B-Verzweigungen normalerweise nach
einem Prozess dhnlich der Mevalonat-Biosynthese eingefiihrt
werden. 5]
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3.4.1. Isoprenoid-artige -Verzweigungen

In nahezu allen Genclustern, die fiir Enzyme zur Bio-
synthese von Polyketiden mit 3-Alkylseitenketten codieren,
wird ein Satz von Genen gefunden, der fiir Homologe der 3-
Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA(HMG)-Synthase (HCS) und
Enoyl-CoA-Hydratase (ECH oder Crotonase) sowie freiste-
hende KS- und ACP-Doménen codiert. Diese Doménen
wurden zuerst im Zusammenhang mit Genanalysen zur Bio-
synthese von Pederin (80; Abbildung 4) entdeckt.'?? In-vitro-

OH

03
m
Pederin (80)
>—B_</o HO,
HO HN — — NH p—
- - 4 i

Bacillaen (81)

COOH

o)
— =
8 # j\fo
., =N OCH, 0

Curacin A (82) OMe

OH

OH OH
/Y?/""E‘TOH 0
o = Ol(CHz)aCOOH

Bryostatin (85)

\é
O N
H

a N > o
o’
r cl 0]

Jamaicamid (86)

Leinamycin (87)

Abbildung 4. Ungewshnlich substituierte Polyketidstrukturen mit f3-
Verzweigungen, die iber eine Isoprenoid-artige Biosynthese entstehen
(grau hinterlegt).

Studien mit verschiedenen Acyl-ACP der Polyketid-Syntha-
sen fiir Bacillaen (81)"*! und Curacin (82)!" belegten, dass
die f-Substituenten aus einer HCS-vermittelten Aldoladditi-
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on von freistehendem Acetyl-ACP mit (3-Ketoacyl-ACP und
anschlieBender ECH-katalysierter Grob-Fragmentierung re-
sultieren (Schema 36).

AT KS HCS

ACP —> (ACP ——> (ACR ————
MCoA €0,

3 3 3

SH S

ACP
o 0

5
:< :

0 0

OH

)

R

ACP ACP ACP
3 g <
S S S
O [0} (e}
_ /
o} R R H,CO R
OCH,

Schema 36. 3-Verzweigung einer Polyketid-Kette iiber einen Isopreno-
id-artigen Mechanismus. HCS: HMG-CoA-Synthase; ECH: Enoyl-CoA-
Hydratase.

Es gibt eine Reihe von Hinweisen, dass die 3-Verzwei-
gungsprozesse wihrend und nicht nach der Kettenverlédnge-
rung ablaufen. Die Deletion der Gene fiir die 3-Seitenkette in
den Biosynthesewegen von Myxovirescin (83)!'%! und
Mupirocin (Pseudomonsiure, 84)'*%! fiihrte zu keinen oder
aberranten Produkten. Piel etal. konnten die genauen
Massen der Zwischenstufen von Bacillaen (81), die aus einer
blockierten TE-Mutante erhalten wurden, bestimmen und so
auf den genauen Zeitpunkt der p-Verzweigung schlieBen.”!
Ebenso erméglicht die bioinformatische Analyse der trans-
AT-KS-Spezifititen die Vorhersage von B-Verzweigungen.['!

Durch nachfolgende Modifizierungen (Downstream-
Prozessierung) der Acetyl-Einheit kann die Seitenkette in
vielfiltige Funktionalitiaten umgewandelt werden
(Schema 36). Genanalysen lassen vermuten, dass viele inter-
essante Struktureinheiten aus einer [(-Verzweigung und
nachfolgenden Modifizierungen resultieren. Eine Sequenz
aus f,y-Dehydratisierung und Methylierung ergéibe die
Acrylester-Seitenkette im Tumortherapeutikum Bryostatin
(85) aus dem marinen Moostierchen (Bryozoa) Bugula neri-
tina."* Die B-Methyl-Seitenkette kann weiter hydroxyliert
und methyliert werden, um die in Myxovirescin A (TA,
83)121%1 peobachtete Methoxymethyl-Gruppe zu bilden,
wihrend die exo-Methylen-Gruppe von Pederin (80) oder
Onnamid®'??! durch Dehydratisierung/Decarboxylierung
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oder Wanderung der Doppelbindung entstehen konnte.
Sherman et al. zeigten, dass im Biosyntheseweg von Curacin
(82) die aufeinanderfolgende Dehydratisierung und Decarb-
oxylierung von (§)-HMG-ACP eine 3-Methylcrotonyl-ACP-
Zwischenstufe ergeben. Die Bildung des Cyclopropanrings in
Curacin A ausgehend von dieser Zwischenstufe muss jedoch
noch aufgeklirt werden.® ! Ebensowenig sind bisher die
Mechanismen der Entstehung des seltenen Vinylchlorid-
Restes von Jamaicamid (86)?*) und der Dithiolacton-Sei-
tenkette in Leinamycin (87)* erforscht.

Die Isoprenoid-Verzweigung ist nicht auf Acetat-Einhei-
ten beschrédnkt. Die Arbeitsgruppen von Miiller und Walsh
haben unabhingig durch In-vivo- und In-vitro-Experimente
gezeigt, dass die p-Ethyl-Seitenkette in Myxovirescin aus dem
HCS-vermittelten Einbau eines Propionat-Bausteins resul-
tiert, der aus einer Methylmalonyl-Verldngerungseinheit ab-
geleitet ist (Schema 37).12:203)

KS HCS ECH
ACP ACP ACPR. ——» ACP
-CO, -H,0

H 5
s

H 3
S ACP S S
o o:§ : o o
S
% " HO Y
OH R R
o 0% ~OH
R

Schema 37. Einfiihrung einer (3-Ethyl-Verzweigung im Myxovirescin-
Biosyntheseweg.

O3

3.4.2. }-Verzweigung durch Michael-Addition

Die d-Lacton-f-Verzweigung in Rhizoxin (88), einem
antimitotischen Wirkstoff und Phytotoxin, das durch bakte-
rielle Endosymbionten des Pilzes Rhizopus microspo-
rus?2 und durch Pseudomonas fluorescens®™ produziert
wird, verlauft nach einem vollig anderen Mechanismus. Ers-
tens wird die typische Isoprenoid-Verzweigungs-Genkassette
im Rhizoxin-Biosynthesegencluster nicht gefunden,'®” und
zweitens fiihrt die Architektur des PKS-Moduls 10 zu einer
Doppelbindung der Zwischenstufe und nicht zu einer Keto-
Gruppe.l'>!% Neuere Mutagenese-Experimente und die
Isolierung von Zwischenstufen zeigten, dass die (3-Seitenkette
durch einen neuartigen Mechanismus eingefiihrt wird, der auf
der konjugierten Addition einer Acetyl-Gruppe an den en-
zymgebundenen Enoyl-Rest beruht und moglicherweise
durch eine Verzweigungsdomine (B) Kkatalysiert wird
(Schema 38).2"

3.5. Freisetzung der Kette und primdre (Makro-)Cyclisierungen

Nachdem die Polyketid-Kette ihre endgiiltige Linge er-
reicht hat, wird sie von der PKS gelost, um einen linearen
oder cyclisierten Metaboliten zu liefern. Oxidative und re-
duktive Abspaltungsmechanismen kommen dabei selten vor;
normalerweise wird der Thioester durch Hydrolyse oder
nucleophilen Angriff freigesetzt. Sowohl die Hydrolyse als
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RhiE RhiE

Modul 10 B-Verzweigung

R -

B-Verzweigung

S S
0 o]
W TN
o} (o}
OH § o}
Enz
R R

OCH,
Rhizoxin (88)

Schema 38. Modell fir einen -Verzweigungsmechanismus vom
Michael-Typ im Rhizoxin-Biosyntheseweg.

auch die Makrocyclisierung werden gewohnlich durch eine
Thioesterase-Domine katalysiert.”>?!) Genauer untersuchte
Cyclisierungsvorgidnge sind die Lactonisierungen in den
Biosynthesewegen von Erythromycin®!! und Picromycin/
Methymycin.?'>2"%l Stroud et al. entdeckten einen Substrat-
kanal in der DEBS-TE, der sich durch das gesamte Protein
zieht, und eine Asp-His-Ser-Triade im aktiven Zentrum, die
von der wissrigen Umgebung abgeschirmt ist, was die Ma-
krolacton-Bildung gegeniiber der Hydrolyse begiinstigt.*!!]
Auf Grundlage von TE-Proteinstrukturen schlugen Boddy
et al. vor, dass hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem
Bindungshohlraum und dem Substrat die Substratspezifitét
lenken und damit die GroBe des Makrolactons bestimmen.*'¥

In den Biosyntheseapparaten der Polyether Nanchang-
mycin®>2'l und Monensin®®”! wurden ungewohnliche Thio-
esterasen, die zu linearen Produkten fiihren, identifiziert. Fiir
die Synthese des makrocyclischen Antibiotikums Lankacidin
(89) in Streptomyces rochei wurde ein alternativer Cyclisie-
rungsmechanismus vorgeschlagen (Schema 39).2"¥ Ersten
Daten aus Mutationsanalysen zufolge wird das ungewohnli-
che Geriist durch einen Knoevenagel-Angriff auf das Imin
gebildet. Ahnlich kénnte eine B-Ketothioester-Zwischenstufe
die Carbonyl-Gruppe einer Chinon-Einheit angreifen, um das
Kendomycin-Geriist (65) aufzubauen.*! Makrocyclisierun-
gen iiber Diels-Alder-Reaktionen wurden fiir die Biosynthe-
sewege von Chlorothricin (77)"°* und Cytochalasin Q (91)?')
vorgeschlagen (Schema 40).

3.6. Ali- und Heterocyclisierungen des Polyketid-Riickgrats
Viele komplexe Polyketid-Strukturen werden mit zusitz-

lichen kleinen oder mittelgroBen Ali- und Heterocyclen

ausgestattet, die dem Polyketid-Grundgeriist Rigiditdt ver-

leihen. Wiahrend Oxiran-Ringe normalerweise durch die
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Lankacidin (89)

Kendomycin (65}

Schema 39. Hypothetische alternative Makrocyclisierungen in den
Biosynthesewegen von Lankacidin und Kendomycin.

Cytochalasin Q
(Chaetoglobosin) (91)

Schema 40. Polyketid-Makrocyclisierungen durch Diels-Alder-Reaktio-
nen.

Cytochrom-P450-Monooxygenase-katalysierte Epoxidierung
von cis- oder trans-Doppelbindungen entstehen, gibt es aus-
gefeiltere Biosynthesestrategien, um grolere O-Heterocyclen
oder carbacyclische Unterstrukturen zu erzeugen.

3.6.1. O-Heterocyclen

Pyran- oder Tetrahydrofuran-Ringe in Makroliden
konnen sich wie in Candicidin (64) und Concanamycin (70)
durch spontane Monoacetal-Bildung (die reversibel sein
kann) ergeben. Miiller et al. stellten fest, dass die Bildung der
stabilen Spiroketal-Gruppe in Spirangien (92), einem cyto-
toxischen Metaboliten von Sorangium cellulosum, eine Cy-
tochrom-P450-Monooxygenase-vermittelte ~ Oxygenierung
erfordert (Schema 41).%%")

Eine alternative Strategie zum Aufbau mittelgroBer O-
Heterocyclen ist die nucleophile Ringoffnung von Epoxiden,
wie sie bei der Biosynthese von Polyethern wie Monensin
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H,CO' oH
HO Spirangien A (92)

Schema 41. Beispiel fiir die Bildung eines Spiroketals in komplexen
Polyketiden.

(93),721 Nigericin,”* Nanchangmycin®! und Tetrono-
mycin (76) in Betracht gezogen wurde.'™®! Aus Analysen des
Monensin-Biosyntheseclusters und der Charakterisierung
von aus Blockmutanten erhaltenen Biosynthesezwischenstu-
fen schlossen Spencer, Leadlay et al., dass ein Polyepoxid-
Intermediat eine konzertierte, reiBverschlussartige Cyclisie-
rung eingeht (Schema 42).2'% Die Sequenz wird durch den

Monensin (93) HO QH

Schema 42. Biosynthese des Polyethers Monensin durch eine Reifdver-
schlussreaktion.

nucleophilen Angriff einer Hydroxy-Gruppe eines Halbace-
tals auf eine Carbonyleinheit eingeleitet, die anschlieBend die
benachbarte Epoxy-Gruppe angreift, und Elektronen werden
durch die préiorganisierte Polyketid-Kette weitergegeben.
Die gleiche Route wird wahrscheinlich bei der Biosynthese
der Polyether-Leitern, die in marinen Toxinen wie Maitoto-
xin®*! gefunden werden, verfolgt. Anscheinend ist der ste-
reochemische Verlauf der Epoxidierung einheitlich und be-
stimmt die absolute Konfiguration der Molekiile. Obwohl

www.angewandte.de
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man erwartet, dass diese Prozesse den Baldwin-Regeln ge-
horchen, wurde bei der Biosynthese von Lasalocid ein un-
giinstiger Polyether-Ringschluss beobachtet.”?”

Die THF-Ringe in Nonactin (94), dem meso-Makro-
tetrolid aus Streptomyces griseus, werden nach einem anderen
Mechanismus gebildet. Unabhingige Studien der Arbeits-
gruppen von Priestley und Shen zeigten, dass der Ionophor
durch eine ungewohnliche Typ-TI-PKSP?2 angeordnet wird
und dass die THF-Ringe der Bausteine durch eine PKS-
(NonS)-katalysierte konjugierte Addition der Hydroxy-
Gruppen an die Acryloyl-Einheiten entstehen
(Schema 43).23U Ein ghnlicher Mechanismus ist fiir die
Bildung der Pyran-Ringe in Tetronomycin und Ambruticin
postuliert worden (sieche Abschnitt 3.6.2).

OH (_)H/\ OH OHr\
W\H/S-COA MS-COA
¢ o ¢ 0

OH o) OH — O
Ws-cw /V\O/\;)kS-CoA

: 9
o:(—(;)\/\om
o] . : o
o i
)

Nonactin (94

Schema 43. Bildung von THF-Ringen bei der Biosynthese von Makro-
tetroliden (Nonactin).

Die Bildung der THF-Einheit von Aureothin weicht von
diesen Beispielen ab, da eine einzige Cytochrom-P450-Mo-
nooxygenase (AurH) fiir die Heterocyclisierung von Des-
oxyaureothin ausreicht. In-vivo- und In-vitro-Studien zeigten,
dass AurH nacheinander beide C-O-Bindungen einfiihrt und
den stereochemischen Verlauf der ersten Hydroxylierung
bestimmt (Schema 44).22%1 Dieser seltene difunktionelle
Biokatalysator kann auch verwendet werden, um syntheti-
sche Polyketid-Analoga umzuwandeln.*"

Die Mechanismen anderer Heterocyclisierungen bleiben
noch aufzuklédren, z. B. die Bildung von Tetrahydropyran, die
bei der Biosynthese von Pederin (80) und Bryostatin (85)
durch ungewohnliche Zwillings-DH-Dominen katalysiert
werden konnte. 2%

3.6.2. Kleine und mittlere Carbacyclen

Mehrere komplexe Polyketide haben Alicyclen in ihre
Grundstrukturen integriert. Diese konnen durch elektrocy-
clische Umlagerungen™! oder — wie in Abschnitt 3.5 gezeigt
— durch Diels-Alder-Cycloadditionen™! (z.B. bei Chloro-
thricin) entstehen. Andere Moglichkeiten bestehen in Radi-
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O,N
Desoxyaureothin (93)

AurH l

o,N

OHoO
Aureothin (60)

O,N
OMe

Schema 44. Sequenzielle THF-Ringbildung bei der Biosynthese von
Aureothin, katalysiert durch eine einzelne Cytochrom-P450-Monooxyge-
nase.

kalreaktionen oder, wie fiir die Tetronomycin-Biosynthese
vorgeschlagen, in einer konjugierten Addition, die eine
ReiBverschluss-Reaktion auslosen konnte (Schema 45).

Tetronomycin (95)

Schema 45. Bildung eines Cyclohexan-Rings als Teil einer Reifdver-
schlussreaktion.

Eine Analyse der Biosyntheseroute zum Antimykotikum
Ambruticin (96) in Sorangium cellulosum veranlasste Reeves
et al., eine ungewoOhnliche Reaktionssequenz vorzuschlagen:
Nach Bildung der Polyen-Kette findet eine Wanderung von
Doppelbindungen statt, bei der sich auch ein Cyclopropan-
ring bildet (Schema46). In einem der nachgelagerten
Schritte, der an eine Favorskii-Umlagerung erinnert, wird das
C1-Kohlenstoffatom eines mutmaBlichen intermedidren Cy-
clopropanons aus der Kette herausgeschnitten.[*7!

Die Antitumor-Metaboliten Calicheamicin (97) und C-
1027 (98) aus Bodenbakterien weisen bicyclische Endiin-
Pharmakophore von einzigartiger Struktur auf (Schema 47).
Die Aufklirung der Biosynthese-Gencluster durch die Ar-
beitsgruppen von Shen und Thorson ergab, dass die Biosyn-
these dieser Verbindungen iiber die bakterielle iterative Typ-
I-PKS erfolgt.?*?*! Diese genetische Information konnte
genutzt werden, um andere bakterielle Genome nach ver-
wandten Biosyntheseapparaten und Metaboliten zu durch-
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N(CH
(CHy)z Ambruticin (96)

Schema 46. Schliisselschritte im hypothetischen Biosyntheseweg zu
Ambruticin.

mustern®” und um die verwandten Neocarcinostatin->*" und
Dynemicin-Gencluster®? zu klonieren; der detaillierte Me-
chanismus der Endiin-Bildung blieb jedoch unklar. Erst
kiirzlich beschrieben die Arbeitsgruppen von Shen und Liang
unabhingig voneinander, dass die Endiine von Polyen-Vor-
stufen abstammen.”**?*! Das Polyen wird dabei wahrschein-
lich durch eine Cyclase in einen Makrocyclus tiberfiihrt. Im
Anschluss wiirde eine noch niher zu bestimmende Acetyle-
nase die weitere Desaturierung katalysieren und die Alkin-
Gruppen liefern. Die resultierenden Endiine interkalieren in

o 0

/\\/\/\/\\/\Wsm Typ--PKS

SSSCH,
NHCOOCH,

/4

— =

"Cyclase"?

HO'

"Acetylenase"?

Calicheamicin v, (97)

0

OH

(0]
o@\jo OCH,
cl 7

C-1027 (98)

NH,

Schema 47. Biosynthese von Endiin-Carbacyclen aus einer linearen
Polyen-Vorstufe.
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chromosomale DNA und fiihren

uber eine Bergman-Cyclisierung zur DH KR
Spaltung des Doppelstrangs in Aryl-  ww &? KS AT
Diradikale.”*! Dies ist ein alterna-

tiver Reaktionsweg zu den Typ-III/ s>=0
Typ-II-PKS-Biosynthesewegen fiir R

die Synthese aromatischer Polyke- B i
tid-Strukturen. 3 mMCoA

3.7. Diversifizierung durch
nichtkollineare modulare PKS:
Iteration, Skipping und Polyen-
Spleifien

Im Unterschied zu iterativen
Polyketid-Synthasen — wie den Typ-
I-PKS aus Pilzen, die Typ-1I-PKS

ein Modul

0
aus Bakterien und die Typ-III-PKS ON CHO

aus Pflanzen, Bakterien und Pilzen
— sind modulare Polyketid-Syntha-
sen typischerweise kollinear zu den
produzierten Metaboliten - es
werden jedoch immer mehr Aus-
nahmen gefunden.?*! So wurden modulare PKS identifiziert,
in denen Module iibersprungen oder wiederholt verwendet
werden, d.h. einzelne Doménen nicht funktionsfahig sind
bzw. Reaktionen in nach- oder vorgelagerten Modulen zu
katalysieren scheinen. Bei verschiedenen Biosynthesewegen
(z.B. dem von Mupirocin) gibt es keine klare Korrelation
zwischen PKS-Architektur und Produkt. Die trans-AT-PKS
konnen als die groBite Klasse nichtkanonischer PKS-Varian-
ten betrachtet werden.

3.7.1. ,Stottern“ und programmierte Iteration

Nach der erstmaligen Entdeckung, dass eine modulare
PKS aberrant lingere Ketten produzieren kann, indem sie
einzelne Module mehrfach verwendet (,,Stottern®),**"!
wurden mehrere modulare Systeme gefunden, die fiir einen
iterativen Gebrauch programmiert zu sein scheinen
(Schema 48).2*! Ein Vergleich der Architektur der abgelei-
teten PKS mit der Metabolitstruktur deutete darauf hin, dass
im Biosyntheseweg zu Stigmatellin (99) eines der letzten
Module offensichtlich zweimal verwendet wird.”*! Funkti-
onsanalysen der Biosynthesewege von Borrelidin (58)!"* und
Aureothin (60)"* lieferten den ersten direkten Hinweis auf
einen programmierten iterativen Einsatz modularer Typ-I-
PKS in Bakterien. AurA vom Aureothin-Biosyntheseweg
katalysiert zwei Elongations- und [-Ketoprozessierungsrun-
den,”! wihrend BorAS vom Borrelidin-Biosyntheseweg
sogar drei Verlingerungszyklen katalysiert.”") Weitere Bei-
spiele sind die iterativen modularen Polyketid-Synthasen fiir
Neoaureothin  (100), Neocarcilin  (101),*!!  Lankacidin
(89)%22%3 ynd DKxanthen.”¥ Interessanterweise kann ein
Pikromycin-PKS-Modul iterativ wirken, wenn es aus seiner
natiirlichen Umgebung herausgenommen wird.”>!

www.angewandte.de

ein Modul

Ny X - /

Aureothin (60)

Neoaureothin (Spectinabilin) (100)
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ein Modul

0
ein Modul? I

0 HNTTO

Borrelidin
(58)

Lankacidin (89)

OMe

zwei Module

0 MeO OMe OMe

O,

OMe

Stigmatellin (99)

drei Module OH O

Cl

Neocarcilin A (101)

OMe

Schema 48. Komplexe Polyketide, die sich aus der programmierten Wiederholung in bakteriellen
modularen PKS ergeben. Graue Kisten: Molekiilteile, die aus einer Iteration resultieren.

3.7.2. Skipping und Flexibilitdt bei der Ketten-Freisetzung

Im Gegensatz zur iterativen Verwendung eines oder
mehrerer Module fiihrt das Auslassen (,,Skipping®) eines
Moduls zu verkiirzten Polypeptidketten. Ein wichtiges Bei-
spiel ist die Pikromycin(103)-Polyketid-Synthase aus Strep-
tomyces venezuelae, die durch vorzeitiges Entladen und
Cyclisieren der Polyketid-Kette 12- und 14-gliedrige Makro-
lactone produzieren kann (Schema 49).°! Sherman et al.
stellten fest, dass das ringverengte Produkt Methymycin (102)
gebildet wird, indem das Hexaketid-ACP-Intermediat vom
vorletzten Modul zum ACP des letzten Moduls vor der
Freigabe und Cyclisierung durch die terminale Thioesterase-
Domine transferiert wird." > Dieser Befund ist in Ein-
klang mit Untersuchungen von Leadlay etal. zu einem
Skipping-Prozess in einer Hybrid-PKS, die den Nachweis fiir
einen ACP-zu-ACP-Kettentransfer erbrachten.”)

KR
ACP KS AT ACP TE

Biosynthese- ... ks AT
apparat

Methymycin (102)

Pikromycin (103)

Schema 49. Bildung alternativer Makrolacton-Ringgréfien durch
Modul-Skipping im Pikromycin/Methymycin-Biosyntheseweg.
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3.7.3. Polyen-Spleifien

Es liegt nahe, dass viele Polyketide, die sich nur in der
Léange des Riickgrats unterscheiden, einen gemeinsamen
Ursprung haben und dass nur die programmierte Zahl der
Verldngerungsschritte variiert. Davon wurde auch bei den
Pyron-Metaboliten Neoaureothin (100), Aureothin (60) und
Orinocin (104) ausgegangen (Schema 50). Wihrend sich

Neoaureothin (100)

X o
AT )
OGO/

OMe

ls ai—-konrotatorisch

hv

O:N

NO,
o]
%4
o4 +
OMe

Retro-
[2+2]-
Cycloaddition

O
AN
O,N (6] (0]
OMe

Orinocin (104)

SNF4435D (106)

SNF4435C (105) l

Schema s50. Bildung von Orinocin und Mesitylen durch photoinduzier-
tes SpleiRen von Polyenen.

diese Annahme fiir die Aureothin- und Neoaureothin-Bio-
synthesewege in der Tat als prinzipiell richtig erwies, ergaben
genetische und chemische Analysen, dass die Struktur von
Orinocin unerwarteterweise nicht von einem verkiirzten
Thiotemplatsystem oder vom Auslassen eines Moduls her-
rithrt. Tatsdchlich wird Orinocin nur unter Lichteinfluss ge-
bildet, und es ist moglich, diese Verbindung durch Bestrahlen
der polycyclischen Immunsuppressiva SNF4435C/D (105/106)
zu erhalten (Schema 50). Diese werden durch eine lichtin-
duzierte elektrocyclische Umlagerungskaskade gebildet, die
mit einer E-Z-Isomerisierung des Triens beginnt. In der
letzten Stufe gehen SNF4435C/D eine lichtvermittelte Retro-
[242]-Cycloaddition ein und liefern Orinocin und Mesity-
len.” Obwohl dieser Mechanismus keine enzymatische
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Katalyse erfordert, bietet der Neoaureothin-Biosyntheseweg
eine ,,eingebaute Diversitdt“. Man kann sich vorstellen, dass
auch andere Polyketide zu solchem ,Polyen-Spleilen®
neigen, um kiirzere Kohlenstoffgeriiste und aromatische
Verbindungen wie Xylol oder Toluol zu produzieren.

4. Schlussbemerkungen

Die hier vorgestellten Biosyntheserouten illustrieren die
eindrucksvollen Strategien der Natur zur Synthese strukturell
anspruchsvoller Verbindungen aus einem Repertoire an
Biokatalysatoren und einfachen Bausteinen. Es ist beein-
druckend, wie fein abgestimmt und gleichzeitig flexibel diese
Biosyntheseapparate im Laufe der Evolution geworden sind.
Mit den gewonnenen Erkenntnissen ist es moglich geworden,
Polyketid-Biosynthesewege gezielt zu manipulieren, und es
ist gut denkbar, dass neue Einblicke und Techniken es er-
moglichen, solche Reaktionswege de novo im Labor zu ent-
werfen. In priparativer Hinsicht gibt es vieles, was Chemiker
aus dem Zusammenwirken der einzelnen Module der vor-
gestellten Biosyntheseapparate lernen konnen. Die Labor-
synthese komplexer Molekiile konnte von der Implementie-
rung enzyméhnlicher Prozessierungsstrategien erheblich
profitieren. Aufregende Zeiten stehen bevor, wenn dieses
Wissen routineméBig auf chemoenzymatische Synthesen und
zur rationalen gentechnischen Herstellung neuartiger biolo-
gisch aktiver Verbindungen angewendet wird.

Eingegangen am 16. Dezember 2008
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