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Studien zur Aktivit�t des P450-Enzymes OxyB in der Biosynthese von
Vancomycin: Einfluss der Chlor- und Hydroxy-Substituenten**
Patrick C. Schmartz, Katharina Wçlfel, Katja Zerbe, Emad Gad, El Sayed El Tamany,
Hassen K. Ibrahim, Khaled Abou-Hadeed und John A. Robinson*

Oxidative Phenol-Kupplungen, welche durch bestimmte Cy-
tochrom-P450-Enzyme katalysiert werden, spielen in der
Biosynthese der Glykopeptid-Antibiotika Vancomycin und
Balhimycin eine wichtige Rolle. F�r die Biosynthese des ge-
meinsamen Heptapeptid-Aglykons der beiden Antibiotika
werden je ein Molek�l (2S,3R)- und (2R,3R)-b-Hydroxyty-
rosin (Bht), zwei vom Tyrosin abgeleitete (R)-p-Hydroxy-
phenylglycine (Hpg), ein Polyketidderivat (S)-3,5-Dihydro-
xyphenylglycin (Dpg), sowie die nat�rlichen Aminos�uren
Leucin und Asparagin bençtigt (Abbildung 1).[1] Auff�llige
Merkmale des Aglykons sind die Biaryl- (A-B) und Biaryl-
ether-Verkn�pfungen (C-O-D und D-O-E) , welche die
kuppelfçrmige Struktur des Molek�ls ausbilden. Desweiteren
enthalten zwei der cyclisierten aromatischen Seitenketten
Chlor-Substituenten. Molekulargenetische Studien der Ba-
lhimycin-Biosynthese haben gezeigt, dass das Heptapeptid-
R�ckgrat durch nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS)
zusammengebaut wird, wohingegen die Ringschl�sse in der
Reihenfolge C-O-D, D-O-E und schließlich A-B durch die
P450-Enzyme OxyB, OxyA und OxyC erfolgen.[2] Zwei
Chlorierungen werden durch eine einzige Flavin-abh�ngige
Halogenase katalysiert.[3] Die genauen Zeitpunkte der
Phenol-Kupplungs- sowie der Chlorierungsschritte w�hrend
der Biosynthese des Vancomycin/Balhimycin-R�ckgrats sind
noch nicht vollst�ndig aufgekl�rt.

Fr�here In-vitro-Studien mit Hexapeptid- und Hepta-
peptid-Modellsubstraten, welche Tyr-Reste an den Positionen
2 und 6 enthalten, haben gezeigt, dass OxyB eine Kupplung
zwischen den aromatischen Ringen von Hpg4 und Tyr6 ka-
talysieren kann, wenn das Modellpeptid als C-terminaler
Thioester an eine isolierte Peptid-Tr�ger-Protein-Dom�ne
(PCP) aus der Vancomycin-NRPS gebunden ist (Abbil-
dung 1).[4] Um Substrate zu erzeugen, die den zu erwartenden
biosynthetischen Intermediaten strukturell noch �hnlicher
sind, haben wir uns hier vorgenommen, die Tyr2/Tyr6-Reste
in den Modellpeptiden mit Bht und/oder meta-Chlor-b-hy-

droxytyrosin (Cht) zu ersetzen, in der Erwartung, dass das
Vorhandensein von b-Hydroxy- und/oder Chlor-Substituen-
ten die Peptide zu besseren Substraten f�r OxyB machen
kçnnte. Das Gegenteil ist aber der Fall: Wir berichten hier,
dass die Einf�hrung von Chlor-Substituenten in einem He-
xapeptid-S-PCP die Geschwindigkeit des Ringschlusses durch
OxyB drastisch senkt (> 20 mal geringer als beim nichtchlo-
rierten Modellsubstrat), und dass ein Heptapeptid-S-PCP mit
einem chlorierten Rest 6 von OxyB nicht mehr als Substrat
erkannt und somit nicht in das cyclisierte Produkt umgesetzt

Abbildung 1. Schl�sselschritte im Aufbau des R�ckgrats w�hrend der
Vancomycin- und Balhimycin-Biosynthese (Vancomycin und Balhimycin
haben das gleiche Aglykon). Gezeigt ist die zu erwartende Organisati-
on der Dom�nen von Modul-6 und -7, in der Vancomycin NRPS-Unter-
einheit-2 (VpsB) und -3 (VpsC) (C = Kondensationsdom�ne,
A = Adenylierungsdom�ne, PCP= Peptid-Tr�ger-Protein-Dom�ne,
TE = Thioesterase-Dom�ne, X = Dom�ne mit unbekannter Funktion).
Das gezeigte Hexapeptid-S-PCP-Thioester-Intermediat sollte durch
OxyB cyclisiert werden, bevor die letzte Aminos�ure (Dpg7) durch
Modul-7 angeh�ngt wird.
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wird. Andererseits hat die Einf�hrung der b-Hydroxygruppen
in das Hexapeptid-S-PCP nur einen geringen Effekt auf die
Geschwindigkeit der OxyB-Reaktion in diesem In-vitro-
System.

Zu Beginn der Arbeiten wurde eine effiziente Festpha-
sensynthese entwickelt, um die Hexapeptid-Vorstufen 1a,b
aus den Aminos�ure-Bausteinen 2–6 herzustellen
(Schema 1). Diese Peptide enthalten statt eines prim�ren

Amins eine N-Methylgruppe am N-Terminus, da C-terminale
Thioester-Peptide mit einem unsubstituierten N-Terminus
sich nur schwer synthetisieren ließen, wohingegen ein se-
kund�res Amin und ein Thioester unter den hier verwendeten
Testbedingungen kompatible funktionelle Gruppen darstell-
ten. Der N-Terminus wird normalerweise im letzten Schritt
der Aglykon-Biosynthese durch eine S-Adenosylmethionin-
abh�ngige Methyltransferase methyliert.[5] Die Interpretation
der Resultate aus den In-vitro-Testversuchen wird unter der
Annahme gemacht, dass ein methylierter N-Terminus keinen
signifikanten Effekt auf die Wechselwirkung zwischen den
Substraten mit OxyB hat. Die Synthesestrategie basiert auf
fr�heren Studien und vermeidet grçßtenteils den Gebrauch
von S�uren und Basen sowie Schutzgruppen an den Amino-
s�ure-Seitenketten. Hierdurch konnten Probleme, die durch
die zu erwartende Reaktivit�t der Bausteine und Peptidpro-
dukte entstehen, vermieden werden.[6] Die Peptide 1a und 1b
wurden jeweils mit � 98% Reinheit nach HPLC-Aufreini-
gung gewonnen (Gesamtausbeute ca. 3%) und mit Massen-
spektrometrie (MS) und NMR-Spektroskopie charakterisiert
(Abbildung S1).

Die Peptide 1a und 1 b wurden nun schrittweise in die S-
Phenyl-, die Coenzym-A(CoA)- und die S-PCP-Thioester
umgewandelt, was eine Optimierung der bereits fr�her pu-
blizierten Methoden erforderte (Schema 1; Abbildung S2 und
S3).[4a, 6, 7] Die Bildung der CoA-Thioester verlief effizient in
einem Phosphatpuffer/DMF-Gemisch, auch wenn eine sorg-
f�ltige Einstellung des pH-Wertes (7.5) nçtig war, da sich die
Produkte bei pH 8.5 schnell zersetzten. Zwei verschiedene
apo-PCP-Dom�nen, eine (apo-PCP7) abgeleitet von Modul-7
aus der Untereinheit-3 (VpsC) und die zweite (apo-
PCP6com) aus Modul-6 der Untereinheit-2 (VpsB) der
Vancomycin-NRPS, wurden als rekombinante Proteine mit
N-terminaler His6-Markierung in E. coli exprimiert. Die
letzte Dom�ne enth�lt eine so genannte Kommunikations-
oder COM-Dom�ne und den nat�rlichen C-Terminus von
VpsB. �hnliche COM-Dom�nen wurden am Terminus von
mehreren NRPS- und Polyketidsynthase- (PKS) Unterein-
heiten gefunden und spielen �blicherweise eine entschei-
dende Vermittlerrolle in der Kommunikation zwischen den
Untereinheiten.[8] Beide PCPs wurden mit MS und CD cha-
rakterisiert (siehe Abbildung S4–S6). Die Hexapeptid-CoAs
wurden in einer Reaktion, katalysiert durch die Phospho-
pantetheinyl-Transferase Sfp, auf die jeweilige apo-PCP-
Dom�ne geladen, um die jeweiligen holo-Peptid-PCP-Pro-
dukte zu bilden.

Testversuche mit OxyB beinhalteten die Inkubation der
Hexapeptid-S-PCP Konjugate (7–12) mit OxyB und einem
Reduktionssystem bestehend aus Spinat-Ferredoxin (spFd),
E.-coli-Flavodoxin-Reduktase (ecoFldR), NADPH mit Glu-
cose-6-Phosphat (G6P) und Glucose-6-Phosphat-Dehydro-
genase (G6P-DH) (Schema 2), wie bereits fr�her beschrie-
ben.[4] Die Produkte wurden mit Hydrazin von der PCP-
Dom�ne abgespalten, mithilfe von Festphasenextraktion
isoliert und durch analytische HPLC und Massenspektrome-
trie analysiert. Zuerst wurden die Substrate 7–12 bez�glich
ihrer Umsetzung in das monocyclische Produkt, katalysiert
durch OxyB, unter gleichen Testbedingungen miteinander
verglichen (Abbildung S7 und Abbildung S8).[4] Allgemein
wurde beobachtet, dass Substrate, die an PCP7 gebunden
waren, etwas effizienter in das monocyclische Produkt um-
gesetzt wurden, als solche, die mit PCP6com verkn�pft waren.

Unter Standardbedingungen wurde das Modell-Hexa-
peptid-S-PCP7 nach 1 h mit einem Umsatz von etwa 70% in
das monocyclische Produkt 13 umgewandelt (Abbildung 2
und Abbildung S7). Geringe Mengen von einem Epimer (10–
20%) sowie auch nicht umgesetztes lineares Peptid wurden
nach dem Testversuch zur�ckgewonnen. Das epimere Pro-
dukt entsteht wahrscheinlich w�hrend des Testversuches
durch Epimerisierung an Ca von Tyr6.[4a,9] Unter den gleichen
Bedingungen wurde das b-hydroxylierte Hexapeptid-S-PCP7
(8) mit einer vergleichbaren Effizienz in das monocyclische
Produkt 14 umgewandelt. Die Struktur von 14 wurde durch
eine Fragmentierungsanalyse mit hochauflçsender Elektro-
sprayionisierungs-MS/MS (HR-ESI-MS/MS) best�tigt (Ab-
bildung S9). Diese Resultate zeigen, dass die Einf�hrung der
beiden b-Hydroxygruppen nur einen geringen Einfluss auf
die Umsatzgeschwindigkeit von den Hexapeptiden in das
cyclische Produkt mit dem C-O-D-Ring durch OxyB hat.

Schema 1. Synthese der Hexapeptid-Substrate. F�r die Synthese der
Aminos�uren 2–6 und die Festphasensynthese von 1a und 1b, siehe
die Hintergrundinformationen. Reagentien: a) N-Methylmorpholin
(1.2 �quiv.), PyBOP (1.2 �quiv.), PhSH (2.4 �quiv.), DMF, 30 min, RT;
b) CoASH (4.0 �quiv.), Phosphatpuffer (50 mm, pH 7.5)-DMF (2:1),
1 h, RT; c) apo-PCP-Dom�ne, Sfp von B. subtilis, 30 min, 37 8C. Alloc =
Allyloxycarbonyl.
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Als N�chstes wurde das b-hydroxylierte und chlorierte
Hexapeptid-S-PCP7 (9) unter den gleichen Bedingungen ge-
testet. Der Umsatz von 9 zum C-O-D-Ring-Produkt (15) war
nun wesentlich langsamer (ca. 20% Umsatz), als es f�r 7 und
8 beobachtet worden war (Abbildung 2 und Abbildung S8).
HR-ESI-MS/MS-Analyse zeigte deutlich die Bildung des C-
O-D-Rings (Abbildung S10). Die Fließgleichgewichtskinetik
f�r 9 wurde anhand dieses HPLC-Testversuches untersucht

und ergab einen Km von 15.3 mm und einen kcat

von 0.005 s�1 (Abbildung 2 und Abbil-
dung S11). Die kinetischen Parameter f�r das
Modellsubstrat 7 wurden ebenfalls ermittelt
und ergaben einen Km von 19.8 mm und einen
kcat von 0.16 s�1, was gut mit fr�her publizierten
Werten �bereinstimmt.[4a] Die Resultate zeigen,
dass die Geschwindigkeit der Kupplungsreak-
tion von einem chlorierten Substrat durch
OxyB unter den hier verwendeten Bedingungen
deutlich geringer ist (kcat/Km ist etwa 25 mal
geringer), wobei der grçßte Effekt am redu-
zierten kcat ersichtlich ist.

�hnliche Resultate wurden auch mit den
Hexapeptid-S-PCP6com-Konjugaten 10–12
(Schema 2) als Substrate erhalten. Die Hexa-
peptide 10 und 11 wurden zu ungef�hr 45–50%
in die erwarteten monocyclischen Produkte
umgewandelt. Des Weiteren wurden geringere
Mengen eines epimeren monocyclischen Pro-
dukts (ca. 10 %) sowie auch nicht umgesetztes
lineares Peptid isoliert (Abbildung S7 und S8).
Die Anwesenheit von Chlor-Substituenten im
Hexapeptid 12 f�hrte jedoch wiederum zu
einem deutlich geringeren Umsatz (etwa 25%)
in das makrocyclische Produkt 15.

Die Bindung von den Substraten an OxyB wurde mit UV/
Vis-Differenzspektroskopie bestimmt. Alle Substrate indu-
zierten ein Typ-I-Differenzspektrum bei der Bindung an
OxyB, verursacht durch die Verdr�ngung des axialen Was-
serliganden am Eisenzentrum und Verschiebung des Gleich-
gewichtes des Spinzustands.[4a] Die Konzentrationsabh�ngig-
keit der Absorptions�nderungen (DA) konnte gut mit einer
Bindungsgleichung, welche eine 1:1-Wechselwirkung vor-
aussetzt, angepasst werden (Abbildung 3 und Abbil-
dung S12). Das Anpassen der Langmuir-Gleichung zu jedem
Datensatz ergab f�r 7 einen Kd von (27� 5) mm, der in einem
�hnlichen Bereich liegt wie der zuvor publizierte Wert.[4a] Die
Affinit�t von 8 zu OxyB war etwas reduziert, mit einem Kd

von (48� 6) mm. Jedoch ergab die Pr�senz der beiden Chlor-
Substituenten in 9 einen Kd von ungef�hr (180� 30) mm. Die
Resultate zeigen, dass die Einf�hrung von Chlor-Substituen-
ten einen wesentlichen Einfluss auf die Verschiebung des
Gleichgewichtes des Spinzustands hat und die Bindungsaffi-
nit�t von den Hexapeptid-S-PCP-Substraten zu OxyB deut-
lich geschw�cht ist. Es wird also eine gute Korrelation zwi-
schen dem Effekt auf die Verschiebung des Gleichgewichtes
des Spinzustands und der katalytischen Aktivit�t von OxyB
beim Vergleich dieser Substrate beobachtet.

Um den Einfluss der Chlorierung des Heptapeptid-S-
PCP-Substrats auf den Umsatz durch OxyB zu untersuchen,
wurde das Heptapeptid-S-PCP7-Substrat 18 und das Analog
19 (Schema 2), welches (2S,3R)-b-Hydroxy-m-chlortyrosin
(Cht) an Position 6 enth�lt, synthetisiert (siehe die Hinter-
grundinformationen). Die PCP7-Thioester-Konjugate
wurden unter den gleichen Testbedingungen mit OxyB ge-
testet. Wie fr�her beschrieben,[4a] wurde das Modell-Hepta-
peptid 18 in den C-O-D-Makrocyclus 20 umgewandelt (ca.
60–70%). In �hnlichen Testversuchen mit 19 hingegen,

Schema 2. In-vitro-Umsetzung der linearen Hexapeptide (7–12) in die monocyclischen
Peptide (13–15) durch OxyB; sowie die linearen Heptapeptide (16–19) und das einzige
erhaltene cyclisierte Produkt (20). Reagentien: a) OxyB, spFd, ecoFldR, NADPH, G6P,
G6P-DH, Luft, 1 h, 30 8C; b) Hydrazin, 30 min, 30 8C.

Abbildung 2. Durch HPLC erhaltene Chromatogramme, welche die ty-
pischen Zeitverl�ufe der Produktbildung (13 und 15) aus den Substra-
ten 7 (oben) bzw. 9 (unten) zeigen (siehe auch Abbildung S11). Die
Peak-Retentionszeit (tR) und Peak-Absorption bei 226 nm sind gezeigt.
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konnte wiederholt keine Bildung des C-O-D-Ring-Produktes
beobachtet werden; stattdessen wurde nur das entsprechende
lineare Peptid-Hydrazid zur�ckgewonnen (ca. 90%) (Abbil-
dung S13). Dieser drastische Effekt, welcher nach Einf�hrung
des Chlor-Substituenten in vitro beobachtet wurde, deutet
darauf hin, dass es sich bei einem linearen Heptapeptid-S-
PCP mit einem chlorierten Rest 6 nicht um ein Intermediat in
der Vancomycin-Biosynthese handelt, da es nicht als Substrat
f�r OxyB fungiert.

Zwei Schl�sselbeobachtungen, die hier beschrieben
wurden, liefern neue wichtige Erkenntnisse �ber die Vanco-
mycin/Balhimycin-Biosynthese. Zun�chst wurde gezeigt, dass
ein chloriertes lineares Heptapeptid-S-PCP kein nat�rliches
Intermediat der Vancomycin-Biosynthese darstellt. Diese
Erkenntnis beruht auf der Annahme, dass In-vitro-Studien
mit den nichtnat�rlichen vereinfachten Substraten die Ei-
genschaften der nat�rlichen biosynthetischen Reaktionen
widerspiegeln. Obwohl es schwer ist, dies eindeutig zu be-
weisen, scheint dieser Befund naheliegend, da OxyB die In-
vitro-Kupplung von Hexapeptid-S-PCP Substraten sehr effi-
zient katalysiert. Auf der anderen Seite wurden vollst�ndig
chlorierte lineare (d.h. nicht cyclisierte) Hexa- und Hepta-
peptide aus unterschiedlichen Null-Mutanten des Balhimy-
cin-Produzenten isoliert.[2a, 10] Es ist jedoch mçglich, dass diese
chlorierten linearen Peptide Nebenprodukte („shunt pro-
ducts“) sind, welche in geringen Mengen w�hrend langer
Fermentationszeiten entstehen. Ein sehr interessantes Ne-
benprodukt, welches aus einer der Mutanten (dpgA-Mutan-
te) isoliert wurde, war ein Heptapeptid, welches die Ring-
schl�sse und ein Hpg7 anstelle eines Dpg7 enthielt.[10]

Der zweite Punkt betrifft den Zeitpunkt der Chlorie-
rungsschritte. Ungewçhnlich ist das Vorhandensein einer
einzigen Halogenase, welche f�r die Chlorierung an zwei
unterschiedlichen Positionen (2 und 6) im Molek�l verant-
wortlich ist. Freies Cht ist keine nat�rliche Vorstufe und wird

nicht in der Glykopeptid-Bio-
synthese verwendet.[11] Demzu-
folge findet die Chlorierung
hçchstwahrscheinlich an einem
NRPS-gebundenen Intermedi-
at statt. Die Chlorierung
kçnnte sofort nach Einbau
jedes Bht-Restes an der NRPS
ablaufen. Die In-vitro-Experi-
mente, welche hier beschrieben
wurden, zeigen jedoch, dass ein
Chlor-Substituent an Position 6
des Hexapeptid-S-PCP die Ge-
schwindigkeit der Kupplungs-
reaktion, welche durch OxyB
katalysiert wird, drastisch ver-
ringert. Dies wirft die Frage auf,
ob der Ringschluss durch OxyB
in der Biosynthese vor der
Chlorierung stattfindet. In fr�-
heren molekulargenetischen
Studien konnten chlorierte
Hexa- und Heptapeptide in
Balhimycin-Null-Mutanten

nachgewiesen werden.[2a, 10] Zudem wurden „In-frame“-De-
letionen aller drei Oxygenase-Gene hergestellt, um mçgliche
polare Effekte auf abw�rtsgelegene Gene (einschließlich des
Halogenase-Gens) ausschließen zu kçnnen. Bei den oxyA-
und oxyC-Mutanten wurden nur einfach oder doppelt cycli-
sierte, aber vollst�ndig chlorierte Produkte gefunden, wo-
hingegen aus der oxyB-Mutante ausschließlich nichtchlorier-
te lineare Hexapeptid- und Heptapeptid-Produkte isoliert
werden konnten. Dies deutet darauf hin, dass die Aktivit�t
der Halogenase von der Anwesenheit von OxyB und der
NRPS abh�ngig sein kçnnte.[12] Eine letzte interessante Be-
obachtung besteht darin, dass aus einer bhp-Deletionsmu-
tante (Bhp wird zur Bht-Biosynthese bençtigt), welche mit 3-
Fluor-b-hydroxytyrosin gef�ttert wurde, ein Balhimycin-De-
rivat mit fluorierten Resten 2 und 6 isoliert werden konnte
(Fluorbalhimycin).[13] Dies zeigt, dass OxyB zumindest lang-
sam, eine lineare fluorierte Peptidvorstufe in vivo umsetzen
kann. Es unterstreicht weiterhin das Potenzial der Mutabio-
synthese als Methode zur Erzeugung neuer Analoga von
Glykopeptid-Antibiotika. Leider wurde bisher noch keine In-
vitro-Aktivit�t mit der Halogenase berichtet, sodass ihre
Substratpr�ferenzen noch unklar sind. Dies erschwert derzeit
eine genauere Aussage �ber die Reihenfolge der Chlorie-
rungs- und Kupplungsschritte zu machen. Wir nehmen jedoch
vorweg, dass die hier beschriebenen Synthesemethoden In-
vitro-Studien mit diesem Schl�sselenzym erleichtern werden.

Eingegangen am 8. Juni 2012,
ver�nderte Fassung am 1. August 2012
Online verçffentlicht am 16. Oktober 2012

.Stichwçrter: Cytochrom P450 · Glykopeptid-Antibiotikum ·
Halogenase · Phenol-Kupplung · Vancomycin

Abbildung 3. UV/Vis-Differenzspektren f�r die Bindung der Substrate 7, 8 und 9 an OxyB und ein Dia-
gramm, das die Abh�ngigkeit der spektralen �nderungen von Peptidkonzentration c zeigt.
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