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Eine Semipinakol-Umlagerung — katalysiert durch ein Enzymsystem
mit difunktioneller FAD-abhingiger Monooxygenase**

Yohei Katsuyama, Kirsten Harmrolfs, Dominik Pistorius, Yanyan Li und Rolf Miiller*

Die Natur hat raffinierte Wege fiir die Biosynthese von bio-
logisch aktiven Metaboliten entwickelt, die seit jeher von
Menschen in vielfiltiger Weise genutzt werden. Im Verlauf
dieser Biosyntheseprozesse werden oft hochkomplexe che-
mische Reaktionen von enzymatischen Systemen katalysiert,
die Transformationen ermoglichen, die auf anderem Wege
nicht oder nur unter extremen Bedingungen durchfiihrbar
sind. Folglich ist es von enormer Wichtigkeit, diese bioche-
mischen Prozesse zu verstehen, um sie als potenzielle Zu-
ginge zu pharmakologisch relevanten Molekiilstrukturen zu
nutzen.

Aurachine gehoren zur Gruppe der Chinolin-Alkaloide.
Sie wurden aus Extrakten des Myxobakteriums Stigmatella
aurantiaca Sg al5 isoliert und zeigen diverse biologische
Aktivititen gegeniiber Bakterien, Pilzen und Plasmodien.
Zusiatzlich inhibieren sie die mitochondriale Atmungsket-
te.'"®! Die Biosynthese der Aurachinderivate hat mehrere
interessante Aspekte: Ein bemerkenswerter Schritt ist die
Umsetzung von Aurachin C (1) zu B (2), an der eine Pre-
nylwanderung von C-3 nach C-4 beteiligt ist, vermutlich iiber
eine Pinakol-artige Umlagerung (Schema 1).”*! Pinakol-
Umlagerungen wurden fiir die Biosynthese von verschiede-
nen Sekundidrmetaboliten wie Aflatoxin B1, (4)-Liphagal,
(4+)-Asteltoxin, Brevianamid, Paraherquamid B, Versicol-
amid B und Notoamid vorgeschlagen.’l Allerdings konnte
bis jetzt keiner dieser hypothetischen Biosynthesewege bio-
chemisch nachgewiesen werden, wenngleich die vorgeschla-
genen Mechanismen als biomimetische Ansitze fiir die To-
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Schema 1. Biosynthese von Aurachin B (2) ausgehend von Aurachin C

).

talsynthese der Naturstoffe genutzt wurden.”) Bis heute
konnte kein enzymatisches System nachgewiesen werden, das
fiir die Pinakol-Umlagerung wéhrend der Biosynthese von
Sekundédrmetaboliten zusténdig ist. Fiir den Primdrmetabo-
lismus wurden lediglich zwei Beispiele bei der Biosynthese
von verzweigten Aminosduren und von 1-Desoxy-D-xylulose-
5-phosphat beschrieben.!'>!]

Die biosynthetische Umsetzung von Aurachin C (1) zu B
(2) wurde erstmals mithilfe von Fiitterungsexperimenten
durch Hoéfle und Kunze untersucht,”! die die Herkunft der
Hydroxygruppe an C-3 in Aurachin B (2) molekularem Sau-
erstoff zuordnen konnten. Kiirzlich zeigten Pistorius et al.,*
dass es zusitzlich zum Genlocus, der fiir die Biosynthese des
Aurachingrundgeriistes kodiert, zwei weitere Genloci gibt,
die ebenfalls Gene der Aurachinbiosynthese enthalten.s!
Die Autoren mutmafiten, dass zwei Enzyme, kodiert als auaG
und auaH, fiir die Wanderung der Farnesylgruppe von C-3
nach C-4 zustdndig sind. Allerdings blieb der Biosynthese-
mechanismus unaufgekldrt. Bei In-vivo-Experimenten mit
auaG- und auaH-Mutanten von S. aurantiaca Sg al5 konnten
auch keine Biosyntheseintermediate detektiert werden.®! Um
den durch AuaG und AuaH katalysierten Reaktionsmecha-
nismus aufzukldren, wurden In-vitro-Experimente unter
Nutzung von rekombinanten Proteinen durchgefiihrt, die hier
beschrieben werden sollen.

SWILEY i

ONLINE LIBRARY

Chemie

9573


http://dx.doi.org/10.1002/ange.201204138

Angewandte

9574

Zuschriften

AuaG gehort zur Familie der Flavin-abhéngigen Mono-
oxygenasen und hat einer BLAST-Suche und Phyre2-Analyse
zufolge eine relativ hohe Ahnlichkeit mit PgaE, das an der
Biosynthese von Angucyclinen beteiligt ist.”!! Das Protein
weist die konservierten Motive GxGxxG, DG und GD auf,
die charakteristisch fiir diese Enzymklasse sind.’? AuaH
scheint eine Rossmann-Faltung aufzuweisen und ist deshalb
vermutlich eine NAD(P)H-abhingige Reduktase (NAD =
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid). Das konservierte
TGxxxGxG-Motiv fiir die NAD(P)H-Bindung und das ka-
talytische Zentrum, das fiir die ketoreduktive Aktivitdt ver-
antwortlich ist (YxxxK-Motiv und der katalytische Ser-Rest),
sind beide in AuaH vorhanden.2¥

Fir die In-vitro-Analyse der Enzyme wurden die re-
kombinanten Proteine mit einem Hexahistidinmarker am C-
Terminus von AuaG und AuaH in Escherichia coli unter
Verwendung eines pET- (Novagen) oder eines pCold-Ex-
pressions-Systems (Takara) hergestellt. Die Proteine wurden
mit Ni*"-Affinitdtschromatographie aufgereinigt (Abbil-
dung 1 der Hintergrundinformationen). AuaG wurde als
hellgelbes Protein isoliert, und der Cofaktor konnte nach der
von Lin et al. beschriebenen Methode als Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD) bestimmt werden (Abbildung 1).! Bei

t/min

—

Abbildung 1. Analyse des an AuaG gebundenen Cofaktors. Die AuaG-
Lésung wurde mit dem gleichen Volumen an Methanol versetzt und
zentrifugiert, um das Protein auszufillen. Der Uberstand wurde mit
LC-MS analysiert (A) und mit Referenzproben von FAD (B) und Flavin-
mononucleotid (FMN; C) verglichen.

Inkubation von jeweils 2 uM der rekombinanten Enzyme mit
200 um  Aurachin C (1; 30 min, 30°C, 2mm NADH und
0.1mm  2-(Cyclohexylamino)ethansulfonsdure  (CHES),
pH9.5) konnte die Bildung von Aurachin B (2) LC-MS-
analytisch detektiert werden (Abbildung2A). Die Umset-
zung zu Aurachin B (2) wurde durch einen Vergleich mit
Referenzmaterial beziiglich Retentionszeit, UV-, MS- und
MS/MS-Spektren nachgewiesen (Abbildung?2 der Hinter-
grundinformationen). Zusétzlich zur Bildung von Aurachin B
(2) wurde auch die Entstehung neuer Derivate oder Inter-
mediate beobachtet. Produkt 3 (Abbildung 2) wurde eine um
16 Da hohere Masse als Aurachin C (1) zugeordnet und
wurde deshalb als Oxidationsprodukt von Aurachin C (1)
interpretiert. Die Reaktion von Aurachin C (1) mit hitzein-
aktiviertem AuaG ergab weder Aurachin B (2) noch das
oxidierte Produkt 3 (Abbildung 2 C). Hitzeinaktivierung von
AuaH alleine verhinderte zwar die Bildung von Aurachin B
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Abbildung 2. LC-MS-Analyse der Umsetzung von Aurachin C (1) in
AuaGH-In-vitro-Assays. Inkubation von AuaG und AuaH mit Aura-
chin C (1) in Gegenwart von NADH fiihrt zur Synthese von Aurachin B
(2) und oxidiertem Intermediat 3 (A). Bei Nutzung von inaktiviertem
AuaG und aktivem AuaH wurden weder 3 noch Aurachin B (2) produ-
ziert (B). Einsatz von AuaG und inaktiviertem AuaH fiihrte ausschlief3-
lich zur Produktion von 3 (C). Im Falle der Inaktivierung beider
Enzyme fand keine Reaktion statt (D).

(2), das Oxidationsprodukt 3 wurde hingegen detektiert
(Abbildung 2C). Bei Umsetzung des Rohextrakts dieser
Reaktion mit AuaH unter Zugabe von NADH wurde die
Bildung von Aurachin B (2) wiederum beobachtet (Abbil-
dung 3 der Hintergrundinformationen). Diese Experimente
demonstrieren, dass AuaG und AuaH sequenziell arbeiten
und dass der Umsetzung von Aurachin C (1) zu Aurachin B
(2) ein Oxidations-Reduktions-Mechanismus zugrunde liegt.
Beide Enzyme benotigen NADH oder NADPH fiir die Re-
aktion, wobei beide NADH bevorzugen (Tabellen 1 und 2 der
Hintergrundinformationen). Durch die Zugabe von FAD zur
Reaktion mit AuaG wurde die Reaktionsgeschwindigkeit
nicht wesentlich beeinflusst. Basierend auf den entscheiden-
den Aminosduren (Schliisselstellen), die fiir den Aufbau des
katalytischen Zentrums von Ketoreduktasen beschrieben
sind und die mit der Produktion von Sekundédrmetaboliten im
Zusammenhang stehen, wurden S111A- und Y139F-Mutan-
ten von AuaH hergestellt. Mit keinem der mutierten Enzyme
konnte in vitro Aurachin B (2) produziert werden (Abbil-
dung 3 der Hintergrundinformationen).-2¥

3, das Hauptprodukt der Reaktion mit AuaG, war sehr
labil und isomerisierte bereits in 0.1M CHES-Puffer (pH 9.5)/
Methanol (Abbildung 4 der Hintergrundinformationen). Das
entstandene Isomer zeigte eine identische MS/MS-Fragmen-
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tierung zu 3, was zum Schluss fiihrte, dass beide Verbindun-
gen dhnliche Grundgeriiste aufweisen (Abbildung?2 der
Hintergrundinformationen). Allerdings traten starke Verdn-
derungen im UV-Spektrum auf, was auf eine Doppelbin-
dungsisomerisierung in der Farnesylkette schlieBen Ilésst
(Abbildung 2 der Hintergrundinformationen). Versuche zur
Stabilisierung des Intermediats durch Variieren des pH-Werts
in der Losung fithrten zu verschiedenen Zusammensetzungen
von 3, dem Isomer und einer unterschiedlichen Zahl an
Zersetzungsprodukten (Abbildungen 4 und 5 der Hinter-
grundinformationen). Im eingestellten Gleichgewicht konnte
das Verhiltnis Isomer zu 3 auf 9:1 bei pH 9.5 und auf 1.4:1 bei
pH 7 bestimmt werden. Unter sauren Bedingungen wurde
lediglich eine schnelle Zersetzung von 3 beobachtet (Abbil-
dung 6 der Hintergrundinformationen).

Fiir ein besseres Verstindnis des AuaGH-katalysierten
Reaktionsmechanismus sollte die oxidierte Form von Aura-
chin C (3) strukturell aufgeklédrt werden. Die Isolierung von 3
scheiterte zundchst wegen der enormen Instabilitdt dieses
Intermediats. Deshalb sollte die Struktur der Substanz direkt
aus dem Rohextrakt der enzymatischen Reaktion durch
NMR-spektroskopische Analyse bestimmt werden. Die Re-
aktionsmischung mit AuaG

wurde mit Dichlormethan A) NAD* NADH
extrahiert, und die organi- >—<

sche Phase wurde mit FAD(RBd FAD(OX)
Phosphatpuffer auf pH7 Ho0
eingestellt. Die  Probe

wurde mithilfe eines kalten
N,-Stroms eingeengt und
direkt in CD;CN fiir die
NMR-spektroskopische
Analyse gelost. Aus der
Losung wurde eine Probe
fir die LC-MS-Analytik
entnommen, um sicherzu-
stellen, dass 3 das Haupt-
produkt der Reaktion ist
(Abbildung 7 der Hinter-
grundinformationen). Die
NMR-spektroskopische
Analyse erfolgte durch
Kombination von 1D- und
2D-NMR-Experimenten. 3 B) ,-A
war in Acetonitril wesent-
lich stabiler als in wéssriger
Losung, wenngleich auch
hier mit der Zeit eine o]
leichte Zersetzung zu be-

obachten war. Die ausfiihr-

liche Analyse der NMR-

Daten des Rohextrakts aus OH
der Reaktion mit AuaG W o
ergab, dass die Umlagerung hat O—F—OH
der Farnesylgruppe von C-3 (
nach C-4 im Intermediat 3
bereits stattgefunden hatte.
Belege dafiir konnten aus
dem HMBC-Spektrum er-

Aurachln c@)

Tyr
I

+

HO R
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halten werden. Fiir die Methylgruppe mit einer chemischen
Verschiebung von ¢ =2.23 ppm (H-9) und eine CH,-Gruppe
bei 0 =2.64 und 2.53 ppm (H-1',;,) wurden HMBC-Korrela-
tionen zu einer Carbonylgruppe bei 6 = 195.3 ppm detektiert.
Des Weiteren zeigten die Signale von H-5 und H-1', , HMBC-
Korrelationen zu einem hydroxylierten quartidren Kohlen-
stoffatom mit einer Verschiebung von 6 =77.5 ppm (C-4).
Zusammengenommen fiihrten diese Befunde zu dem Schluss,
dass die Farnesylgruppe in 3 an C-4 gebunden ist; 3 konnte
somit als 4-Hydroxy-2-methyl-3-oxo-4-farnesyl-3,4-dihydro-
chinolin-1-oxid identifiziert werden.

Aufgrund dieser Befunde schlagen wir eine Semipinakol-
Umlagerung ausgehend von Aurachin C (1) als Mechanismus
fiir die Wanderung der Farnesylgruppe von C-3 nach C-4 vor
(Schema 2).”! Im ersten Schritt wird die Doppelbindung
zwischen C-2 und C-3 des Chinolingeriists mit AuaG epoxi-
diert. AnschlieBend wird die N-Hydroxygruppe deprotoniert,
und die Carbonylgruppe wird durch koordinative Protonie-
rung aktiviert. Die Offnung des Epoxids findet Sdure-Base-
katalysiert statt; dem schliet sich eine Semipinakol-Umla-
gerung an, die die Wanderung der Farnesylgruppe von C-3
nach C-4 bewirkt und somit den Zugang zu 3 ermoglicht.

R = Farnesyl
/A ,A
HO R
~ AuaG o
— —
N
I
o
\\/ 3
Tyr ﬂ
o o]

Aurachin B (2)

OH o
HO 1]
O—IT—OH

OH OH NADH OH OH

Schema 2. Potenzieller Mechanismus der Reaktion von AuaGH (A) und Vergleich mit der Reaktion von Aceto-
hydroxysaure-Isomeroreduktase (B) und 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase (C), zwei Enzymen,
die Semipinakol-Umlagerungen katalysieren.
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Diese Art von Protonentransfer ist auch von anderen Enzy-
men bekannt, die Semipinakol-Umlagerungen katalysieren
und weiter unten diskutiert werden.

Aus folgenden Griinden ist die Katalyse der Epoxidierung
wie auch der Umlagerung durch AuaG als wahrscheinlich
anzusehen: Die Reaktion scheint unter optimierten Bedin-
gungen selektiv in Richtung der Bildung von 3 abzulaufen
(Abbildung 7 der Hintergrundinformationen). 3 isomerisiert
wiederum umgehend unter leicht basischen Reaktionsbedin-
gungen (Abbildung 4 der Hintergrundinformationen), was
darauf hindeutet, dass 3 nicht das bevorzugte Pinakol-Pro-
dukt im Gleichgewicht ist und die Reaktion enzymatisch
katalysiert verlduft. Die Umlagerung scheint unter neutralen
und basischen Bedingungen in entgegengesetzter Richtung
abzulaufen, vermutlich geleitet durch die Deprotonierung der
Hydroxygruppe an C-4. Keto-Enol-Tautomerie an dieser
Position forciert die Farnesylwanderung zuriick zu C-3. Der
Umlagerung zum bendétigten Intermediat 3 liegt der gleiche
Mechanismus zugrunde, das ,,falsche* Isomer ist jedoch ver-
mutlich wegen einer stiarkeren Elektrophilie, die durch die
Gegenwart des N-Oxids begriindet ist, bevorzugt. Diese
Theorie wird von der Tatsache gestiitzt, dass die Synthese von
2-Benzoyl-3-isonitrosobutan-2-ol unter stark sauren Bedin-
gungen beschrieben wurde.”! Der beschriebene Gleichge-
wichtszustand und die Instabilitdt von 3 erkldren die Not-
wendigkeit einer sofortigen Reduktion des Intermediats
durch AuaH zur Stabilisierung der Farnesylgruppe an C-4.

Unseres Wissens wurden lediglich zwei Enzyme be-
schrieben, die Semipinakol-Umlagerungen (Acyloin-Umla-
gerungen) katalysieren:1>'7! Acetohydroxysiure-Isomerore-
duktase und 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoiso-
merase sind an der Valin/Isoleucin-Biosynthese!> ' bzw. dem
2-C-Methyl-p-erythritol-4-phosphat(MEP)-Biosyntheseweg
beteiligt (Schema 2B bzw. C).*"'"I Beide Enzyme zeigen eine
duale Funktionalitédt in Form der Katalyse einer Isomerisie-
rung, gefolgt von der spezifischen Reduktion eines der Iso-
mere, wofiir von beiden Enzymen aufer NAD(P)H auch
zweiwertige Metallionen benotigt werden. Tyagi et al. ver-
muten hierzu, dass die Reduktion fiir die sofortige Umset-
zung und damit Stabilisierung des nicht begiinstigten Inter-
mediats notwendig ist."”! Im Unterschied dazu werden von
AuaG keine zweiwertigen Metallionen benétigt, und es wird
eine Isomerisierung in Kombination mit einer Epoxidierung,
nicht aber mit einer Reduktion, katalysiert. AuaG ist somit
vermutlich fiir eine selektive Isomerisierung durch eine
Umlagerung in Kombination mit der Ringoffnung eines Ep-
oxids verantwortlich. Das Hauptprodukt aus der Reaktion
mit AuaG ist das energetisch nicht bevorzugte Isomer der
Sempinakol-Umlagerung. Dieses wird umgehend durch Re-
duktion und daraus resultierende Aromatisierung, katalysiert
durch AuaH, stabilisiert, was die Umlagerung vollendet.

Wir haben hier ein neues Enzymsystem beschrieben, das
die Wanderung einer Prenylgruppe mithilfe einer neuartigen
FAD-abhingigen Monooxygenase (AuaG) bewirkt. Dieses
System katalysiert eine Epoxidierung in Kombination mit
Semipinakol-Umlagerung, gefolgt von der Aktion einer Ke-
toreduktase (AuaH). Diese Entdeckung liefert wichtige In-
formationen zu enzymatischen Umlagerungen in Naturstoff-
biosynthesen und gibt somit Impulse fiir die Nutzung biomi-
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metischer Semipinakol-Umlagerungen in der organischen
Synthese.
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