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Nichtproteinogene Aminosiuren

F, rei vorkommende nichtproteinogene Aminosduren sind schon lange
wegen ihrer antimetabolen Eigenschaften bekannt. Entdeckt werden
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Aus dem Inhalt

sie meist aufgrund der Reaktivitiit gegeniiber der katalytischen Wir- 7 Einleitung 7239
kung der Z.leler?zyme. Fiihrt mal? sie reglospe;lﬁsch in b'l.ogene Peptlfle 2. Selektion, Aktivierung und
und Proteine ein, kann es moglich werden, eine neue Ara der Medi- Einbau von Aminosiuren durch
zinalchemie an der Grenze zwischen kleinen und grofien Wirkstoffen ribosomale und nichtribosomale
einzuleiten. Auflerdem erdffnet die ortsspezifische Funktionalisierung Peptidbiosynthese 7240
von Proteinen besonders attraktive Strategien fiir die posttranslatio- . . .
) o . > : . : 3. Biosynthese nichtproteinogener
nale Proteinmodifizierung. Auch bieten viele der Aminosduren, die Aminoséuren 7243
von der Natur nicht fiir den Einbau in Proteine ausgewdhlt wurden,
reiche architektonische Moglichkeiten bei Einfiihrung in ribosomal 4- Nichtproteinogene
hergestellte Polypeptide. Dieser Aufsatz fasst die Biosynthesewege zu Aminosduren in NRP-Geriisten 7244
den wzchtzgsten Klassen nzc.ht.kanf)nlsc‘her Bausteine ur.zd deren Stoff- 5. Synthese nichtproteinogener
wechsellogik zusammen, die in nichtribosomalen Peptidgeriisten und Aminosdurebausteine 7249
nichtribosomalen Peptid-Polyketid-Hybriden resultieren.
6. Aminosduren, die von
enzymatischen
1. Einleitung Synthesestrecken hergestellt
werden 7255
Mikroorganismen haben die bemerkenswerte Fahigkeit,
Aminosduregeriiste aufzubauen, die nicht in Proteine einge- 7. HomoTyr und andere homologe
baut werden. Bis heute wurden schétzungsweise 500 natiirlich Aminosduren 7257
vorkommende Aminosduren identifiziert, unter denen die 20
proteinogenen Aminosduren nur eine Minderheit von 4% 8. Aminosdéuren mit potenziell
darstellen. Viele dieser nichtproteinogenen Aminosduren reaktiven funktionellen
wurden entdeckt und in einen biologischen Zusammenhang Gruppen 7258
gestellt, seit dieses Thema zuletzt in dieser Zeitschrift im Jahr
1983 aufbereitet wurde.l"! Wihrend einige der nichtprotei- 9. Herausforderungen und
nogenen Aminosduren als Zwischenprodukte in priméiren Maéglichkeiten fiir den Einsatz
Stoffwechselwegen vorkommen (z.B. Homoserin, Ornithin), nichtproteinogener
dienen die meisten der wenig erwdhnten 96 %igen Mehrheit Aminosduren als
als Bausteine fiir kleine bioaktive Peptidgeriiste. Sie konnten Proteinbausteine 7261

auch ein bislang zu wenig genutztes Reservoir von Bausteinen
fir Proteiningenieure, Medizinalchemiker und Material-
wissenschaftler darstellen.

Zum einen bedeutet das Vorkommen vieler Hunderter
natliirlicher Peptide mit einer oder mehreren nichtproteino-
genen Aminosiduren, dass diese speziellen Monomore be-
stimmte niitzliche Eigenschaften bewirken konnen, die durch
die 20 proteinogenen Bausteinen nicht verfiigbar sind. Zum
anderen bedeutet die Existenz dieser natiirlichen Peptid-
geriiste, dass eine biologische Maschinerie fiir die Selektion,
die Aktivierung und den Einbau nichtproteinogener Amino-
sduremonomere in nichtribosomale Peptide (NRPs) und zur
Kettenverldngerung der entstehenden Zwischenprodukte
vorhanden sein muss.** Vielleicht konnten viele dieser Ma-
schinerien verpflanzt, evolviert oder umgebildet werden, um
als Bausteine fiir die ribosomale Proteinbiosynthese einge-
setzt zu werden. Die Entwicklung von Paaren evolvierter
tRNAs und Aminoacyl-tRNA-Synthasen fiir die Erkennung
synthetischer nichtnatiirlicher Aminosduren, ihr Transfer in
wachsende Zellen und die Fahigkeit der entstehenden Zellen,
effizient Proteine mit den entsprechenden nichtnatiirlichen
Aminosduren zu synthetisieren, sind gute Voraussetzungen,
um diese endogen gebildeten nichtproteinogenen Amino-
sduren im Proteinengineering nutzbar machen zu kénnen.
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Dazu miissen allerdings die Stoffwechselwege zu diesen
nichtkanonischen Bausteinen und die Art der beteiligten
enzymatischen Transformationen bekannt sein.

Dieser Aufsatz fasst die Biosynthesewege zu den wich-
tigsten Klassen nichtkanonischer Bausteine und deren Stoff-
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Schema 1. Vergleich der Biosynthesen ribosomaler und nichtribosomaler Peptide. ATP = Adenosintriphosphat, AMP = Adenosinmonophosphat,
PP, = Pyrophosphat, A-Domine =Adenylierungsdomine, T-Domine = Thioesterdomine (Peptidylcarrierprotein-Doméne), C-Domine = Kondensa-

tionsdomine.

wechsellogik zusammen, die in nichtribosomalen Peptidge-
riisten und nichtribosomalen Peptid-Polyketid-Hybriden re-
sultieren.

Neben den aus 2 bis 22 Aminosduren bestehenden mi-
krobiellen Peptiden, die nichtribosomal und daher unabhén-
gig von mRNA-Molekiilen gebildet werden, gibt es Hunderte
natiirlich vorkommender Verbindungen, die Hybride aus
Peptid- und Polyketid(PK)-Geriisten sind® und von denen
viele nichtproteinogene Aminosduremonomere enthalten.
Rapamycine, die Verbindungen der FK506-Familie,”®
Sanglifehrin® und die Epothilone sind Beispiele fiir thera-
peutisch interessante Gruppen solcher molekularer NRP-PK-
Hybride mit nichtproteinogenen Aminoséureeinheiten.l!!

2. Selektion, Aktivierung und Einbau von Aminosdu-
ren durch ribosomale und nichtribosomale Pep-
tidbiosynthese

Fir NRP- und hybride NRP-PK-Geriiste werden die
Aminosduremonomere, gleich ob proteinogen oder nicht-
proteinogen, von 50-kDa-Proteinen selektiert und aktiviert.
Diese Proteine kommen manchmal isoliert vor, meistens sind
sie allerdings Komponenten von Proteinen aus vielen Do-
miéinen. Die Aktivierungsdoménen werden wegen der che-
mischen Reaktionen, die sie an ihren Aminosiduresubstraten
katalysieren, als Adenylierungs(A)-Dominen bezeichnet.”
Jede A-Domine ist fiir eine Aminosdure spezifisch. Ist die
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Aminosdure im aktiven Zentrum gebunden, greift das Enzym
iiber die Carboxylgruppe der Aminoséure das o-Phosphat des
ebenfalls gebundenen ATP-Cosubstrats an, wodurch ein ge-
bundenes Aminoacyl-Adenylat (Aminoacyl-AMP) entsteht
(Schema 1). Nach dem genau gleichen Mechanismus werden
auch im ersten Schritt der Proteinsynthese die Aminosiduren
von den Aminoacyl-tRNA-Synthasen aktiviert: Sie gehoren
ebenfalls zu den Aminosiure-adenylierenden Enzymen.['?!
Strukturanalysen lassen dennoch vermuten, dass, von weni-
gen Ausnahmen abgesehen,!® A-Dominen und Aminoacyl-
tRNA-Synthasen unabhingig voneinander evolvierten.
Daher lassen sie sich auch nicht einfach gegeneinander aus-
tauschen, beispielsweise bei Austauschversuchen in der Pro-
teinbiosynthese.

Im zweiten Schritt divergieren die beiden Enzymklassen
mit Blick auf das Cosubstrat, auf das die aktivierte Amino-
acylgruppe anschlieBend iibertragen wird (Schema 1). Fiir die
Aminoacyl-tRNA-Synthasen ist das Cosubstrat eine kognate
tRNA, und die angreifende nucleophile Gruppe ist das 3'-
oder 2-OH des Riboserings des terminalen Adenins am
CAA-Ende jeder tRNA." Die so gebildete Aminoacyl-
tRNA wird freigesetzt und dann fiir die mRNA-gesteuerte
Proteinbiosynthese auf die gro8e Untereinheit des Ribosoms
gelenkt.'"¥) In NRPS-Adenylierungsdominen dagegen ist das
Cosubstrat im zweiten Schritt der HS-Panteteinylarm der
Holoform einer 8-10 kDa groBen Thiol(T)-Domine.' Die
T-Domaénen befinden sich oft in cis-Position zu den A-Do-
ménen in Form einer stromabwirts liegenden Region von 80—
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Schema 2. Tyrocidin und seine NRPS. A=Adenylierungsdomine, T=Thioesterdomine (Peptidylcarrierprotein-Domine), C=Kondensationsdomi-

ne, E=Epimerasedomine, TE =Thioesterasedomine.

100 Aminosduren, die auf die ca. 500 Aminoséduren lange A-
Domine folgt (A-T-Didoménen als einzelne Einheiten oder
als Teil groBerer Proteine). Die Ubertragung auf das nuc-
leophile Thiolat des Pantetheinylarms ergibt Aminoacyl-
Thioester, die mit einer T-Doméne verbunden sind.["

Auch bei den Kettenverldngerungen am Ribosom und bei
nichtribosomaler Peptidsynthese finden sich Parallelen und
Unterschiede (Schema 1). Am Ribosom bindet die neu ein-
tretende Aminoacyl-tRNA neben der wachsenden Peptidyl-
tRNA, wobei das neue Monomer durch die Triplett-Codie-
rung des mRNA-Codons in Zusammenwirken mit dem
tRNA-Anticodon festgelegt wird. Ist die richtige Aminoacyl-
tRNA erkannt und korrekt durch die Wirkung konditionie-
render GTPasen positioniert, kann die Peptidbindung im
Peptidyltransferase-Zentrum der ribosomalen 50S-Unterein-
heit unter Vermittlung der 23S-rRNA gekniipft werden. Das
Elektrophil ist der aktivierte Carboxylsauerstoff-Ester der
Aminoacyl-tRNA. Die Kniipfung der Peptidbindung erzeugt
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eine verldngerte Peptidyl-tRNA und als Coprodukt die de-
acylierte tRNA, die die neu eingetretene Aminosdure mit-
gebracht hatte. Bei der mRNA-unabhingigen NRPS wird die
Bildung der Peptidbindung durch eine ca. 50 kDa grof3e
Kondensations(C)-Doméne vorangetrieben. Auch diese
Domine ist meist in cis-Position codiert, sodass ein typisches
NRPS-Elongationsmodul von etwa 110 kDa die Zusammen-
setzung C-A-T hat und aus drei (semi-)autonom gefalteten
Dominen besteht.>!7 Die Spezifitit des Monomereinbaus in
die wachsende Peptidkette kommt nicht durch den mRNA-
Triplettcode zustande, sondern dadurch, welche NRPS-
Module nacheinander miteinander wechselwirken.

FEine typische NRPS ist in Schema 2 fiir die Biosynthese
von Tyrocidin (1) gezeigt."! Wie man sieht, sind oft 3-5
Module in einem einzelnen Protein codiert, und die Ketten-
verldngerung schreitet in N-C-Richtung fort.

Fiir hybride NRP-PK-Naturstoffe haben sich spezielle
NRPS-Module als Schnittstelle zu den Polyketidsynthase-
Aufbauwegen herausgebildet.'”’”) Dabei kommen beide
moglichen Orientierungen der NRP- und PKS-Module in
natiirlich vorkommenden Synthesestrecken vor. Wenn das
NRPS-Modul stromaufwirts eines PKS-Moduls liegt, wie
dies bei der Synthese von Epothilon C (2, Schema 3 A) der
Fall ist, muss die Aminoacyl-S-T-Doméne von der ersten
Doméne des stromabwirts liegenden PKS-Moduls erkannt
und auf diese iibertragen werden.””) Meist sind es die Keto-
synthase(KS)-Dominen, die durch decarboxylierende Clai-
sen-Kondensationen die C-C-Bindungen kniipfen. In der an-
deren Konfiguration mit dem NRPS-Modul stromabwérts
eines PKS-Moduls (Beispiele sind die Synthesen von FK506
und Rapamycin (3), Schema 3B) muss die C-Domine des
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Schema 3. Biosynthese von Epothilon C und Rapamycin. A) NRPS-PKS-Syntheseweg. Nichtproteinogene Aminosiuren: 2-Methylthiazol-4-carboxy-
lat, L-Pipecolat. Siehe Hyperlinks: EpoA: AAF62880.1; EpoB: AAF62881.1; sowie Hintergrundinformationen, Scheme S1.

NRPS-Moduls die unmittelbar stromaufwirts liegende Poly-
ketidyl-S-T-Domine erkennen konnen.”!! Nun ist das an-
greifende Nucleophil die Aminogruppe der Aminoacyl-S-T-
Doméne im NRPS-Modul. Bei der Bindungskniipfung ent-
steht ein Amid, wenn die Polyketidylkette auf das NRPS-
Modul iibertragen wird.[**?!

Es gibt Beispiele fiir hybride Synthesestrecken, in denen
die NRPS-Doménen auf beiden Seiten von PKS-Doménen
flankiert werden (z.B. bei Epothilon)”! und umgekehrt (z.B.
Bleomycin,™! Yersiniabactin).?!! Eine der Stirken hybrider
Synthesestrecken ist, dass sie komplexe Gertiststrukturen
aufbauen konnen und dabei verschiedenste Sauerstoff- und
Stickstoff-Funktionalitdten in das Gertist der Naturstoffe
einbringen konnen. Fortschritte bei der Struktur-
aufkldrung von Doméanen und ganzen Modulen der
PKS- und NRPS-Synthesewege eroffnen erste
Einsichten, die kiinstliche neue PKS-NRPS-Kom-
binationen und verdnderte Spezifititen bei der
Auswahl der Bausteine ermoglichen werden. %!

2.1. Biosynthese von para-Amino-Phe in Streptomyces 6
pristinaespiralis

Das nichtkanonische para-Dimethylaminophe-
nylalanin kommt in Pristinamycin IA vor, einem
Antibiotikum aus S. pristinaespiralis.””" Der Bau-
stein entsteht aus p-NH,-Phe (durch zweifache
Methylierung mit S-Adenosylmethionin), das auch
von Streptomyces venezuelae in Chloramphenicol
eingebaut wird.™ Phe ist allerdings nicht die di-
rekte Ausgangsverbindung fiir p-NH,-Phe. Viel-

findet man im Genom von S. pristinaespiralis vier pap-Gene
im Tandem neben den NRPS- und PKS-Genen, die Pristina-
mycin TA aufbauen (5, Schema 4).23

PapA ist eine glutaminabhingige Chorismat-Amido-
transferase, die Chorisminsdure (6, Schema 4) in 4-Amino-4-
desoxychorisminsdure (7, Schema 4), das Schliisselprodukt
der p-Aminobenzoesdure(PABA)-Biosynthese umwan-
delt.P" In diesem Fall greift allerdings PapB ein, und die
Enolpyruvyl-Seitenkette wird nicht eliminiert. Stattdessen
wird durch PapB, eine Aminodesoxychorismat-Mutase, 4-
Amino-4-desoxyprephensiure (8, Schema4) gebildet, ver-
mutlich durch eine elektrocyclische 3,3-Umlagerung. Diese
wird durch PapC unter Aromatisierung zu 4-Aminophenyl-

o
O OH o OH
O PapB @\'HJ\OH PapC o
OH o
HNH NH;

N
@ HO /‘\ NH, NH;

10 9
5, Pristinamycin 1A

mehr entsteht es durch eine Umleitung des Stoff-
wechselweges von Chorisminsdure weg vom ei-
gentlichen Endprodukt Prephensidure (Schema 4).
Entsprechend den Prinzipien der NRPS-Logik

www.angewandte.de
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Schema 4. p-Aminophenylalanin-Biosynthese als Teil des Aufbaus von Pristinamy-
cin IA. Nichtproteinogene Aminosiuren: L-(p-Amino)-Phe (9) und L-(p-(N,N-Dime-
thylamino))-Phe (10). Siehe Hyperlinks: PapA: AAC44866.1; PapB: AAC44868.1;
PapC: AAC44867.1; PapM: AAC44869.1.
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pyruvat decarboxyliert und dehydriert, welches dann zu 4-
Amino-L-Phe (9) transaminiert wird. PapM kann die Ami-
nogruppe ein- oder zweimal zum Mono- oder Dimethylami-
no-L-Phe-Monomer (10) methylieren; beide Verbindungen
konnen in Pristinamycine eingebaut werden.

2.2. Einbau nichtproteinogener Aminosduren in Proteine

Schultz und Mitarbeiter klonierten das papABC-Cluster
aus S. venezuelae in einen Escherichia-coli-Stamm, in den sie
ein angepasstes tRNA/tRNA-Synthasepaar eingebracht
hatten, das p-NH,-Phe erkennt und iiber das Amber-Sup-
pressor-Codon ortsspezifisch in Myoglobin einbaut.®? Im
Prinzip lasst sich die Strategie fiir den Einbau von p-NH,-Phe
fiir alle anderen in diesem Aufsatz beschriebenen nichtpro-
teinogenen Aminosdurebausteine verallgemeinern, solange
die Gene bekannt sind und die Proteine in aktiver Form in
einem bakteriellen Wirt (z.B. E. coli) exprimiert werden, der
gleichzeitig ein verdndertes tRNA/tRNA-Synthasepaar ent-
hilt, das die entsprechende Verbindung erkennt.™ In der
Praxis werden, wie in den folgenden Abschnitten beschrieben
wird, viele nichtproteinogene Aminoséduren fiir NRP- oder
gemischte PK/NRP-Biosynthesen als Aminoacyl-Thioester,
gebunden an einen proteingebundenen Pantheteinarm ge-
bildet. Nach der Synthese werden diese Bausteine unmittel-
bar von der NRPS umgesetzt. Will man sich diese nichtna-
tirlichen Aminosduren fiir die ribosomale Proteinsynthese
zunutze machen, benétigt man eine entsprechend angepasste
Thioesterase. Zum Gliick findet man in der Natur zahlreiche
solcher Aminoacyl-Thioesterasen: So wird die nichtprotei-
nogene Aminosdure Coronaminsiure als proteingebundener
Thioester gebildet, der vor dem Einbau in den Naturstoff
Coronatin (11, Schema 5) hydrolysiert wird.?¥

j—gzo CmaC ﬂd ﬁo
o o LU

O,
H (o) 1)
HH o]
N... Oo o
I o '

s
11, Coronatin 12, Coronamat

Schema 5. Coronamat-Biosynthese als Teil des Coronatin-Aufbaus.
Nichtproteinogene Aminosiuren: (2R)-2-Amino-3-(chloromethyl) pen-
tanséure, Coronamate (12). Siehe Hyperlink: CmaC: NP 794455.1.
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3. Biosynthese nichtproteinogener Aminosduren
3.1. ORFs in NRPS-Clustern

In diesem Aufsatz konzentrieren wir uns auf ungewohn-
liche, nichtproteinogene Aminosdurebausteine, die von mi-
krobiellen Produzenten zum Einbau in die genannten Ver-
bindungsklassen gebildet werden. Einige dieser nichtprotei-
nogenen Aminosduren stammen von den kanonischen 20
proteinogenen Aminosiduren ab, wihrend andere de novo
biosynthetisiert werden.

Fiir alle nichtproteinogenen Aminosiduren mit bekanntem
Biosyntheseweg ist in den Schemalegenden ein Hyperlink
angegeben, der zum dazugehorigen GenBank-Eintrag fiihrt.
Bei unbekannter Biosynthese wird auf die Hintergrund-
informationen verwiesen, die hypothetische Stoffwechselwe-
ge auffiihren.

In den meisten Fallen liegen die Gene fiir diese speziellen
Aminosdurebausteine benachbart zu den Genen fiir die
Module der NRP-Synthesestrecke, wodurch die koordinierte
Regulation beider Synthesen gewéhrleistet wird. Dadurch
lassen sich auch leichter offene Leserahmen (ORFs) finden,
die die Syntheseenzyme fiir die nichtproteinogenen Amino-
sduren codieren, um sie in Produktionsorganismen zu iiber-
tragen. So sind, wie bereits oben beschrieben, die Gene fiir p-
Dimethylaminophenylalanin im Produzenten von Pristina-
mycin TA geclustert (Schema 4).)

3.2. Die wichtigsten Reaktionsklassen fiir den Aufbau
nichtproteinogener Aminosduren

Die meisten der fast 500 nichtproteinogenen Aminoséu-
ren werden mit wenigen enzymatischen Reaktionen herge-
stellt, entweder aus bereits existierenden proteinogenen
Aminosiuren oder durch De-novo-Synthese. Zu den im fol-
genden diskutierten Beispielen gehoren: 1) Racemasen, die
D-Aminosduren aus ihren L-Enantiomeren bilden;?>3
2) Mutasen, die o-Aminosduren in f-Aminosduren umwan-
deln;P"% 3) Reaktionen, die f-Methyl-substituierte Amino-
sduren bilden und Hydroxylasen, die OH-Gruppen einfiithren,
oft auch als B-OH-Substituenten;***” 4) sauerstoffabhéingige
Halogenasen, die Chlorsubstituenten an aktivierten und
nichtaktivierten Kohlenstoffzentren einfiihren;*!! 5) De-
novo-Aufbau von Phenylglycinen mit 4-OH- und 3,5-(OH),-
Substitutionsmuster, die aber je nach einer vollig unter-
schiedlichen molekularen Logik entstehen;*>*! 6) Biosyn-
these von a,w-Diaminoséduren wie 2,3-Diaminopropionsédure
(DAP) und 2,4-Diaminobuttersiure (DAB);** 7) mehrere
unterschiedliche Arten cyclischer, nichtproteinogener Ami-
nosduren werden ebenfalls diskutiert, von den dreigliedrigen
Cyclopropanen (z.B. Coronomat (12), Schema 5), iiber das
viergliedrige Tabtoxin-B-lactam!*”! bis hin zum fiinfgliedrigen
Enduracididin,® und zu den sechsgliedrigen Capreomyci-
din-,*! Pipecolat- und Piperazatringen; 8) die Umwandlung
von Tryptophan zu Kynurenin®”! und von Tyrosin zu Propyl-
und Propenylprolinen wird analysiert."!

FEinige der Kohlenstoffgeriiste nichtkanonischer Amino-
sduren wie 2-Amino-3-hydroxy-4-methyl-6-octensdure, 2-
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Amino-8-0x0-9,10-decansdure und  3-Amino-9-methoxy-
2,6,8-trimethyl-10-phenyl-4,6-decadiensdure werden von der
PKS als freie Monomere erzeugt, die in einem letzten Schritt
enzymatisch reduktiv aminiert werden.”” Andere Amino-
sduren wie Statin und Isostatin werden iiber hybride NRPS-
PKS-Synthesestrecken hergestellt und sofort in die wach-
sende Kette eingebaut.™ Eine in Logik und enzymatischer
Maschinerie vergleichbare Synthese lauft auch beim Aufbau
von Vinyl-Arg- und Vinyl-Tyr-Einheiten ab.>"

Der besondere molekulare Hintergrund fiir die wichtigs-
ten nichtproteinogenen Aminoséureklassen wird im néchsten
Abschnitt an 15 NRP-Geriisten und weiteren 4 hybriden
NRP-PK-Geriisten diskutiert. Zusammengenommen enthal-
ten diese 19 Synthesewege etwa 50 der verbreitetsten nicht-
proteinogenen Bausteine, die fiir fast alle wichtigen Amino-
sdaureklassen reprasentativ sind. Im Anschluss stellen wir im
Detail dar, wie diese und verwandte nichtproteinogene
Aminosédurebausteine in den produzierenden Mikroorganis-
men entstehen.

4. Nichtproteinogene Aminosduren in NRP-Geriis-
ten

4.1. Lineare Peptide

Nichtproteinogene Bausteine finden sich in linearen
NRP-Geriisten wie dem schwamm-assoziierten Miraziridin A
(13, Abbildung 1), das wahrscheinlich von den vergesell-

¢MM

\

NH

13 HN)\

o
Abbildung 1. Miraziridin A. Nichtproteinogene Aminosiuren: (35,45)-

Statin, (2R,3R)-Aziridin-2,3-dicarboxylat, L-a-Aminobutyrat, (S)-Vinyl-
Arg. Siehe Hintergrundinformationen, Schemes S2-S5.

schafteten Bakterien produziert wird.” In diesem linearen
Pentapeptid sind vier der fiinf Aminosduren nichtproteino-
gen. Neben Aminobuttersiure (Aba),”® dem nichstlingeren
Homologen von Ala, kommen drei bemerkenswerte Bau-
steine vor: ein Aziridindicarboxylat (Azd),?” Statin®? und
Vinyl-Arg.”¥ Der dreigliedrige Aziridinring hat ungewohn-
liche biologische Eigenschaften und stellt wahrscheinlich eine
reaktive chemische Funktionalitit dar.’**" Statin und Vinyl-
Arg werden auf hybriden NRPS-PKS-Synthesestrecken ge-
bildet (siche Abschnitt 6.1).

4.2. Cyclische Peptide
An cyclischen Peptidgeriisten besteht ein besonderes In-
teresse, weil die Konformationseinschrinkungen fixierte

dreidimensionale molekulare Architekturen erzeugen, die als
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hochaffine Liganden fiir biologische Zielstrukturen dienen
konnen.®™ Wir stellen hier fiinfzehn cyclische Peptide mit 3—
15 Aminoséureresten im makrocyclischen Geriist vor. Der
Ringschluss bei solchen cyclischen Peptiden kann durch die
Bildung von Makrolactamen (cyclischen Amiden), Makro-
lactonen (cyclischen Estern), cyclischen Amidinen (wie im
Fall des Bottromycin A, (14), Abbildung 2),!l oder durch
Bildung einer Aryletherbriicke erfolgen. In Schema 2 sieht

o§\\v‘ \( (0]
HN\H/H\)N\H K(H o E)J\OMe
SN N NN
\\ o} /]\ o H H/\S(\/)

14

Abbildung 2. Bottromycin A,. Nichtproteinogene Aminosauren:
(25,3R)-3-Methyl-Pro, L-tert-Butyl-Gly, (25,35)-B-Methyl-Phe, (R)-Methyl-
3-amino-3-(thiazol-2-yl) propanoat.

man, wie das decapeptidische Makrolactam von Tyrocidin (1)
durch eine Kopf-Schwanz-Kondensation von Phel und Leul0
entsteht,® wihrend die Polymyxin-Nonapeptide (wie
Polymyxin B2 (15), Abbildung 3) Stamm-Schlaufen-Makro-
lactamstrukturen bilden, in denen das Amin aus der Seiten-
kette von 2,4-DAB als Nucleophil reagiert.*%! Makrolacton-
Bindungen (auch Depsipeptide genannt) konnen iiber die
Hydroxygruppe der Thr-Seitenkette gekniipft werden, wie in
Callipeltin B (16, Abbildung 4)!***! und Daptomycin (17,

®

HsN
HN
5 o \ & NH
H NH
QL\,Q(N\)J\ ol )
I o NH
ﬁ HN>_§—\
gHs H NHg
fo] ®
15 0

HO NH3

(wNHS

Abbildung 3. Polymyxin B,, ein Stamm-Schlaufen-Makrolactam. Nicht-
proteinogene Aminosiure: L-2,4-Diaminobutyrat (2,4-DAB). Siehe Hin-
tergrundinformationen, Scheme S6.

Abbildung 4. Callipeltin B, ein mit Thr verbundenes Depsipeptid.
Nichtproteinogene Aminosiuren: (2R,3R)--Methoxy-Tyr, (2S,3S,4R)-
3,4-Dimethyl-5-oxo-Pro. Siehe Hintergrundinformationen, Scheme S7.
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Abbildung 5. Daptomycin. Nichtproteinogene Aminoséuren: L-Kynure-
nin, (35,45)-B-Methylglutamat, L-Ornithin. Siehe Hintergrundinforma-
tionen, Scheme S8.

Abbildung 5),°*%! oder iiber die Serinseitenkette, wie in
Enterobactin.[*”!

Alternativ dazu kann auch ein a-Hydroxysdurebaustein
anstelle einer der Aminosiduren ein Makrolacton bilden, wie
in den Kutzneriden (z.B. Kutznerid 1 (18), Abbildung 6).1!
Eine Variante findet sich im N-acylierten Lipopeptid Sur-
factin (19, Abbildung 7), in dem eine B-Hydroxyfettsdure-
kette an der Makrolacton-Bildung beteiligt ist.[*)

cl
OH
c
o N )
HOH 1 o
o Y "0 070
HN._O o§/kﬁ
N/
OMe
18

Abbildung 6. Kutznerid 1, ein cyclisches Hexa(depsi)peptid. Nichtpro-
teinogene Aminosauren: Dichlorpyrroloindolincarboxylat, L-O-Methyl-
Ser, (2R,35)-B-Hydroxy-Glu, Methylcyclopropyl-Gly (MeCPGly), Pipera-
zat. Siehe Hintergrundinformationen, Schemes S9-S11.

19

Abbildung 7. Surfactin, ein $-Hydroxycarboxyllacton.

Zu den kleinsten natiirlich vorkommenden Peptid-
makrocyclen gehort das zwolfatomige Makrolactam in dem
Proteasominhibitor Syringolin A (20, Abbildung 8)."™ Es
bildet eine Stamm-Schlaufen-Struktur mit einem makro-
cyclischen Lactam aus nur zwei nichtkanonischen Amino-
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Abbildung 8. Syringolin A. Nichtproteinogene Aminosauren: L-Vinyl-
Val, L-A-3-Lysen. Siehe Hintergrundinformationen, Scheme S12.

siuren. Eines ist ein A*-Lysen, das durch Dehydratation eines
3-OH-Lys entstanden sein kann."! Das andere ist Vinyl-Val,
das von einem NRPS-PKS-Hybridmodul gebildet wurde
(siehe Abschnitt 6.1). Das konjugierte Enamid des Vinyl-Val
ist der elektrophile Rest von Syringolin, der das Proteasom
irreversibel inaktiviert, indem er das Thr;-NH, im aktiven
Zentrum blockiert.”

Eurypamid A (21, Abbildung9) ist ein Peptidmakro-
cyclus aus drei Aminosduren, der aus mutmaBlich mit
Schwiammen vergesellschafteten Bakterien aus dem westli-
chen Pazifik bei Palau isoliert wurde ;™ er enthilt eine Tyr-O-

22, Arylomycin B-C1g

Abbildung 9. Arylether und Aryl-Aryl-Bindungen in cyclischen Peptiden.
Nichtproteinogene Aminosiuren: (25,3R,45)-3,4-Dihydroxy-Arg, Aryl-
ether (L-Tyr/(R)-B-Tyr), Arylether (L-(p-Hydroxy) phenyl-Gly/L-m-Nitro-
Tyr). Siehe Hintergrundinformationen, Scheme S13.

Tyr-Briicke, vergleichbar mit der Tyr-C-Tyr-Briicke in
Arylomycin-Antibiotika (z.B. Arylomycin B-C;¢ (22), Ab-
bildung 9)."+7! Der Arylether in der Seitenkette von 21
stammt wahrscheinlich von einer radikalischen Einelektro-
nen-Phenoxyreaktion, vermittelt durch eine eisenkatalysierte
Oxygenaseeinwirkung auf die beiden Tyrosinseitenketten
eines Tripeptid-Vorliufers.™ Diese Querverbindungen ver-
ursachen die starre Architektur in 21 und 22 (Abbil-
dung 9).">" Eurypamid A (21) enthilt auch das ungewohn-
liche 3R,4S-Dihydroxy-L-Arg,””! wobei der Zeitpunkt der
zweifachen Hydroxylierung unbekannt ist. Sie konnte an der
freien Aminosdure, dem vermuteten Zwischenprodukt auf
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23, Trapoxin 24, HC-Toxin

Abbildung 10. Naturstoffe, die L-Aeo enthalten. Nichtproteinogene
Aminosiure: L-2-Amino-8-0xo0-9,10-epoxydecanoat (Aeo). Siehe Hinter-
grundinformationen, Scheme S14.

der Aminoacyl-S-T-NRPS-Synthesestrecke oder dem freige-
setzten Peptid ablaufen.

Makrocyclische Tetrapeptide findet man auch in den
Histondeacetylase(HDAC)-Hemmern der Trapoxin- (23) und
der HC-Toxinklasse (24, Abbildung 10).7*7 Deren kom-
pakte Architektur dirigiert die Epoxyketon-Seitenkette des
ungewOhnlichen 2-Amino-8-0x0-9,10-epoxydecansiure-
(Aeo)-Epoxyrestes in das aktive Zentrum der HDACs, wo es
zur irreversiblen Bindung an das dort befindliche Nucleophil
kommt.™ Die Strategie, nach der das Aeo-Monomer gebildet
wird, wird in Abschnitt 6.2 dargestellt.

Cyclische Pentapeptidgeriiste finden sich in den Tuber-
kulosemitteln Capreomycin (25, Abbildung 11) und Viomy-
cin (26).* Charakteristisch sind der Makrolactam-Ring-
schluss iiber 2,3-DAP* ein B-Lys im Stamm der Stamm-

25, Capreomycin IIA 26, Viomycin

Capreomycidin

Abbildung 11. Naturstoffe, die ein Capreomycidin enthalten. Nichtpro-
teinogene Aminosiuren: f-lys, L-2,3-DAP, (E)-Ureidodehydro-Ala, Cap-
reomycidin und &-Hydroxycapreomycidin. Siehe Hintergrundinforma-
tionen, Scheme S15.

Schlaufen-Struktur, das cyclische Argininderivat Cap-
reomycidin und ein Ureido-Dehydro-Ala. Diese ungewohn-
lichen Aminoséduren spielen eine wichtige Rolle fiir die Fa-
higkeit beider Antibiotika, an die Beriihrungsfldche zwischen
der 30S- und der 50S-Untereinheit bakterieller Ribosomen zu
binden.® Die Biosynthese der p-Lys- und Capreomycidin-
Bausteine wird in den Abschnitten 5.1.2 und 5.6.3 bespro-
chen.

Zu den Hexa(depsi)peptiden gehoren die Kutznerid-Fa-
milie der Hexapeptidolactone (z.B. 18, Abbildung 6) mit
antifungischer Wirkung und die Echinocandine (z.B. Echi-
nocandin B (27), Abbildung 12),%%% die die pilzlichen 1,3-
Glucansynthasen als Ziel haben. Kutzneride haben finf
nichtproteinogene Aminosdurebausteine und eine unge-
wohnliche Hydroxysdure (fert-Butylglycolat), die an der
Ausbildung der Makrolactonstruktur beteiligt sind.*®l Die
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Abbildung 12. Echinocandin B. Nichtproteinogene Aminosiuren:
(25,35,45)-3,4-Dihydroxyhomo-Tyr, (25,4R)-4-Hydroxy-Pro, (2R,4R,5R)-
4,5-Dihydroxy-Orn, (25,3S,4S)-3-Hydroxy-4-methyl-Pro. Siehe Hinter-
grundinformationen, Scheme S16.

Echinocandine besitzen ein Hexapeptidgeriist mit einer me-
tastabilen Halbaminalbindung zwischen Nj eines N;-acylier-
ten Ornithins und der Carbonylgruppe eines 3-Methyl-4-hy-
droxyprolins. Die Ornithinseitenkette und eine ungewohnli-
che Homotyrosin-Seitenkette sind dihydroxyliert, wobei der
Zeitpunkt der Hydroxylierungen unbekannt ist.
Hormaomycin (28, Abbildung 13) ist ein anderes Hexa-
peptidolacton, das auch zahlreiche nichtkanonische Amino-
sdureeinheiten enthilt, darunter zwei (-Methyl-Phe, ein
Propenylprolin und ein auffilliges Nitrocyclopropylalanin.®!

o
28
Abbildung 13. Hormaomycin. Nichtproteinogene Aminosiuren: Nitro-
cyclopropyl-Ala, 5-Chlor-1-hydroxypyrrol-2-carboxylat, (25,3R)-B-Methyl-

Phe, (2R,4R)-4-((Z)-Propenyl)-Pro. Siehe Hintergrundinformationen,
Schemes $17-S20.

Die OH-Gruppe eines Thr ist an der Bildung des Hexapep-
tidolacton-Makrocyclus beteiligt. Dessen Aminogruppe ist
mit einem Dipeptid acyliert, der ein weiteres Nitrocyclopro-
pyl-Ala und einen von Prolin abstammenden N-OH-2-
Chlorpyrrolcarboxylrest trégt. Eine schematische Darstellung
der Kettenverldngerung dieses bemerkenswerten Naturstoffs
ist in Abbildung S17 (Hintergrundinformationen) gezeigt.
Heptapeptidgeriiste finden sich in verschiedenen Naturstof-
fen, darunter in N-acyliertem Mycosubtilin (29, Abbil-
dung 14)®! und Surfactin-Lipopeptiden aus Bacillus spp.
(siche Abbildung 7). Der p-Hydroxy-Substituent an der
Fettsdurekette ist an der Makrolactonbildung beteiligt, wih-
rend die Fettsdurekette im Mycosubtilin eine $-Aminogruppe
tragt, die ein Makrolactam bildet. Callipeltin B (16, Abbil-
dung 4) ist ein Heptadepsipeptid aus einem Schwamm mit
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Abbildung 14. Mycosubtilin. Nichtproteinogene Aminosiure: (S)-p-
Aminostearat.

einem D-allo-Thr und einem B-Methoxy-Tyr.*¥l Die antibak-
teriellen Polymyxine (z.B. 15, Abbildung 3) haben mehrere
2,4-DAB-Reste, von denen einer Teil des Heptapeptidyl-
Makrolactamringes ist.[” Diese Seitenketten sind unter
physiologischen Bedingungen kationisch und kénnen dazu
dienen, das Antibiotikum durch Wechselwirkung mit anio-
nischen Lipopolysacchariden auf der Oberfliche Gram-ne-
gativer bakterieller Pathogene abzulagern.®”! Cyanobakteri-
en bilden zahlreiche toxische cyclische Peptide nach der
nichtribosomalen Strategie.®® Zu ihnen gehoren die Micro-
cystine (z.B. Microcystin LR (30), Abbildung 15), cyclische
Heptapeptide, die die Proteinphosphatase I hemmen.™ Es

Abbildung 15. Microcystin LR. Nichtproteinogene Aminosiuren: Viny-
loges B-Ala, (2R,3S)-B-Methylaspartat, Dehydro-Ala.

sind mehr als 70 Strukturvarianten bekannt, was auf die ge-
ringe Substratspezifitit der sieben Module umfassenden
NRPS-Synthesestrecke hindeutet. Zu den ungewohnlichen
Aminosduren gehoren Dehydroalanin, f-Me-D-Isoaspartat,
der Polyketidabkémmling Adda und Isoglutamat. Die Di-
demnine (z.B. Didemnin B (31), Abbildung 16) sind cyclische
Heptadepsipeptide aus bakteriellen Symbionten von See-
scheiden;" sie sind interessant wegen ihrer immunsuppres-
siven Eigenschaften.”!! Unter den auffilligen Bausteinen
befindet sich der Isostatinrest mit einer 3-OH,4-NH,-Grup-
pierung, der durch ein hybrides NRPS-PKS-Modul aufgebaut
wird (siche Abschnitt 6.1).

Eine besondere Art, ein lineares Heptapeptidylgeriist in
eine fixierte Architektur zu iiberfiihren, findet sich bei der
Reifung des mit der T;-Doméne verkniipften linearen
Heptapeptidyl-Zwischenprodukts beim Aufbau des Antibio-
tikums Vancomycin (32, Abbildung 17).°*%! Drei Him-Eisen
enthaltende Monooxygenasen wirken zusammen zur Bildung
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Abbildung 16. Didemnin B. Nichtproteinogene Aminosauren: L-O-Me-
Tyr, (35,4R,55)-Isostatin.

33, Teicoplanin-Agylcon

Abbildung 17. Vancomycin und Teicoplanin. Nichtproteinogene Amino-
sduren: (2R,3R)-m-Chlor-(oder B-Hydroxy-m-chlor) Tyr-Arylether, 3,5-Di-
hydroxy-Tyr-Arylether, p-Hydroxyphenyl-Gly-Aryl-Aryl, 3,5-Dihydroxyphe-
nyl-Gly-Aryl-Aryl- oder -Arylether, (2S,3R)-f-Hydroxy-m-chlor-Tyr-Aryl-
ether. Siehe Hintergrundinformationen, Schemes $21-S23.

von Phenoxyradikalen als Zwischenprodukte, um die Ami-
nosiuren 2-4, 4-6 und 5-7 miteinander zu verkniipfen.**!
Keine dieser fiinf Aminosduren ist proteinogen, und alle
haben ein Redoxpotential, das sie fiir radikalische Kupp-
lungsreaktionen zuginglich macht. Die Reste 2 und 6 sind [3-
OH-Tyr, die Reste 4 und 5 sind 4-OH-Phenylglycin, und Rest
7 ist ein 3,5-Dihydroxyphenylglycin. In Teicoplanin (33
(Aglykon), Abbildung 17) gibt es eine vierte Briicke zwischen
Tyr; und 3,5-(OH),-Pheglys, sodass alle sieben Reste an der
Ausbildung der vier Briickenbindungen beteiligt sind. Die
Bildung dieser ungewohnlichen Arylaminosduren wird weiter
unten diskutiert.

Daptomycin ist ein in der Klinik verwendetes N-acylier-
tes, 13 Aminosduren umfassendes NRP-Antibiotikum (17,
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Abbildung 5.”! Der Makrolactonring besteht aus 10 Ami-
nosduren und wird aus der OH-Gruppe von Thr, und der
Carbonylgruppe von Aminosdure 13, dem nichtproteinoge-
nen Kynurenin, gebildet, das aus dem oxidativen Metabolis-
mus von Tryptophan stammt.””! Er enthilt auch ein nicht-
proteinogenes 3-Methyl-Glu 11 als Trédger einer von mehre-
ren Carboxylgruppen in der Seitenkette, die koordinativ
Ca’"-Ionen binden und die Konformation hin zu einer
membranaktiven Form dndern.

Friulimicin ist ein anderes nichtribosomal gebildetes Li-
popeptid (34, Abbildung 18),*! mit einem Decapeptidyl-
Makrolactam zwischen einem 2,3-Diaminobutyrylrest an
Position 2 und Proy;. Friulimicin bindet den Lipid-II-Carrier,
der fiir die Peptidoglycanbildung beim Aufbau der bakteri-
ellen Zellwand benétigt wird.”® Auch Friulimicin hat zu-
sdtzliche nichtproteinogene Aminosdurebausteine, darunter
Pipecolat;, 3-Me-Asp, und ein weiteres 2,3-DAB.

Abbildung 18. Friulimicin. Nichtproteinogene Aminosiuren: p-Pipeco-
lat, B-Methyl-Asp, 2,3-DAB.

Ein Makrolactam aus elf Aminosduren wird im letzten
Schritt der Biosynthese des immunsuppressiven Undeca-
peptids Cyclosporin A (35, Abbildung 19) gebildet, indem D-
Ala; in Kopf-Schwanz-Orientierung mit dem als Thioester
vorliegenden Carbonylende von L-Ala;; durch die mehrere
MDa groBe NRPS-Cyclosporinsynthase verkniipft wird.””
Sieben der elf Aminoséduren im Cyclosporin sind N-methy-
liert. AuBlerdem gibt es ein nichtproteinogenes 2-Aminobu-
tyryl und ein Methylbutenylthreonin, das durch ein PKS-
Modul mit anschlieBender Transaminierung gebildet wird.['"”

35

Abbildung 19. Cyclosporin A. Nichtproteinogene Aminoséuren:
(2S,3R,4R)-(E)-Butenylmethyl-Thr, L-a-Aminobutyrat.

www.angewandte.de

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

C. Khosla et al.

Zu den groften nichtribosomal synthetisierten Peptid-
makrocyclen gehoren die Antibiotika Ramoplanin A2
(36)'°Y und das verwandte Enduracidin (37, Abbil-
dung 20)."8! In beiden Lipid-II-Bindern sind die Aminosiu-
ren 2 und 16 zu einem Makrocyclus aus 15 Aminosduren
geschlossen.'” Unter den nichtkanonischen Bausteinen be-
finden sich fiinf 4-Hydroxyphenylglycine, und im Enduracidin
finden sich zwei cyclische, vom Arginin abgeleitete Endur-

acididine.
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37, Enduracidin

Abbildung 20. Ramoplanin und Enduracidin. Nichtproteinogene Ami-
nosauren: Enduracididin, p- oder L-p-Hydroxyphenyl-Gly, L-3,5-Dichlor-
4-hydroxyphenyl-Gly oder 3-Chlor-4-hydroxyphenyl-Gly (in 34), b-Orn,
(25,35)-B-Hydroxy-Asp.

4.3. Makrocyclische hybride Geriiste aus nichtribosomalen
Peptiden und Polyketiden

Es gibt auch variable makrocyclische RinggrofSen bei
hybriden NRP-PK-Geriisten. Die PKS-Maschinerie kann
durch partielle Umsetzungen der an den PKS-Modulen ge-
bundenen Zwischenprodukten voll reduzierte CH,-Gruppen,
CHOH-, HC=CH- oder C=0-Gruppen erzeugen.''” Diese
drei funktionellen Gruppen konnen sich mit Aminosédure-
bausteinen mischen, wie man z.B. am makrocyclischen Teil
von Syringolin A (20, Abbildung8), EpothilonC (2,
Schema 3) und Rapamycin (3, Schema 3) sieht. Das natiirlich
vorkommende Immunsuppressivam Sanglifehrin A (38, Ab-
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Abbildung 21. Sanglifehrin A. Nichtproteinogene Aminosiuren: L-Pipe-
razat, L-meta-Tyr.

bildung 21) hat 22 Atome im Makrocyclus, verteilt auf drei
Aminosduren (Val-(m-Tyr)-Piperazinsidure), der Rest ist po-
lyketidisch.'™ Das Phytotoxin Coronatin (11, Schema 5) wird
durch hybride PKS-NRPS-Module im Pflanzenpathogen
Pseudomonas syringae durch Ligation einer Cyclopropyl-
Aminosdure an das Polyketidfragment Coronafascinsiure

@ngewand

Zentrum zwei Basen — eine protonierte als konjugierte Sdure
und die andere deprotoniert als reaktionseinleitende Base —,
um eine stereochemische Gleichgewichtseinstellung am Ca
zu katalysieren (Schema 6 B).'” PLP-Racemasen mit breiter
Spezifitit fiir eine Reihe proteinogener Aminosduren wurden
aus Pseudomonas putida isoliert,"'”) so eine Threoninepime-
rase, die reprasentativ fiir die Umwandlung von Diastereo-
meren ist (L-Thr zu D-allo-Thr und p-Thr zu L-allo-Thr).l!

In vielen NRPS-Synthesestrecken, darunter die fiir Van-
comycin und Teicoplanin, gibt es ca. 50 kDa gro3e Epimeri-
sierungsdoménen, die nicht auf freie Aminosduren wirken,
sondern erst, nachdem eine L-Aminosdure aktiviert und als L-
Aminoacylthioester gebunden wurde.'"” Dadurch wird das
C,-H kinetisch acide, denn das Carbanion wird als Thioester-
enolat stabilisiert (Schema 6 C). Die sterisch zufillige Riick-
iibertragung von Wasserstoff ergibt eine Mischung aus L- und
D-Aminoacylthioestern fiir die nachfolgende Kettenverlén-
gerung durch stromabwirts liegende D-spezifische Konden-

gebildet,34105.106]

5. Synthese nichtproteinogener Ami-
nosdurebausteine

5.1. D-Aminosduren und f3-Aminosduren

Wie bereits oben erwihnt, enthilt
Microcystin LR (30, Abbildung 15) ein D-
Isomer von P-Methylisoaspartat, und Van-
comycin und Teicoplanin (32 und 33, Abbil-
dung 17) enthalten p-Hydroxyphenylglycin-
Einheiten, die an der Quervernetzung des
starren Grundgeriists beteiligt sind. Cyclo-
sporin besitzt einen D-Ala-Rest (35, Abbil-
dung 19). Insgesamt finden sich viele Dut-
zende von D-Aminosduren in NRP-Geriis-
ten. AuBerdem befinden sich f-Aminosduren
wie z.B. B-Lys in der Seitenkette der Tuber-
kulosewirkstoffe Viomycin und Capreomycin
(25 und 26, Abbildung 11), ebenso wie $-Phe
in Andrimid und B-Tyr in antitumorwirksa-
men En-Diin-Naturstoffen.!'"" %!

5.1.1. Racemasen und Epimerasen

Die am weitesten verbreitete Synthese
von D-Aminosduren erfolgt durch Amino-
sdureracemasen und -epimerasen, um L-Iso-
mere in D-Isomere umzuwandeln. Beispiels-
weise wird D-Alanin in bakteriellen Pepti-
doglycanschichten und in Cyclosporin durch
Pyridoxalphosphat-abhingige = Racemasen
gebildet, die das stabilisierte C,-Carbanion
aus dem Ala=PLP-Aldimin bilden und an-
schlieBend stereochemisch zufillig reproto-
nieren (Schema 6A).P> 31 Auf der anderen
Seite gibt es die Glutamat-, Prolin- und Di-
aminopimelinsidure-Racemasen; diese sind
PLP-unabhidngig und haben im aktiven

Angew. Chem. 2013, 125, 7238 — 7265

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

sationsdominen. 311

B)

H oy f
N
o@ Racemase

o )
0° @9@ R
L-Aminoséure HQNI?H\)

®R

oy

L\ e
)

H

thioester

VSO VeI
e et

HsN“=R!
3@H

L-Aminosaure- J

D-Aminoséure-

thioester
Kondensation @ @ -
BNy R2I

O

N

0©
O)\i"\ ’\CLH3

R!
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5.1.2. Aminomutasen wandeln a- und 3-Aminosduren ineinander
um

Der gebriauchlichste Weg zu 3-Aminoséduren fiihrt iiber
die Umsetzung der entsprechenden o-Aminosduren durch
eine Familie von Aminosduremutasen. Bei zwei Typen mi-
krobieller Enzyme ist eine solche Mutaseaktivitit beobachtet
worden.!"®""! Die eine wandelt Phe oder Tyr in die zugeho-
rige B-Aminosdure um. Im Falle von Tyrosin entstehen 3R-
und 3S-p-Tyrosin durch die Wirkung von Mutasen aus ver-
schiedenen Quellen.’*! Diese Enzym-Unterfamilie enthilt
den kovalent gebundenen Cofaktor 4-Methyliden-5-imidazol-
5-on (MIO), der durch die selbstmodifizierende Reifung
einer Ala-Ser-Gly-Tripeptidschlaufe im inaktiven Proenzym
entsteht (Schema 7 A). Die prosthetische MIO-Gruppe rea-
giert als elektrophiles Zentrum fiir den Angriff durch die
Aminogruppe des gebundenen Aminosduresubstrats. Das
entstehende Addukt kann eine C(-H-Bindungsspaltung zu
einem nicht kovalent gebundenen olefinischen Molekiil als
Zwischenzustand durchlaufen (z.B. Zimtsdure, wenn man
von Phe aus startet), wobei die benachbarte Aminogruppe an
den MIO-Rest gebunden ist. Die Aminogruppe wird auf die
Zimtsdure zuriickiibertragen durch Angriff auf Cp anstelle
von Co, ™ gefolgt von der Abspaltung von B-Phe und Wie-
derherstellung von MIO als Ausgangs-Cofaktor.

Die zweite Unterfamilie von Aminosduremutasen stammt
aus Clostridium spp. und umfasst die Lysin-2,3-Aminomutase,

C. Khosla et al.

die Glutamat-2,3-Aminomutase und die Lysin-5,6-Ami-
nomutase.''”) In dieser Enzymklasse sind Pyridoxalphosphat
und Adenosyl-B,, die beteiligten Coenzyme (Schema 7B).
PLP bildet das typische Aldimin mit den Substraten, und
Coenzym B, vermittelt den Austausch zwischen H und NH,
iber einen radikalischen Zwischenschritt. Weiterhin zu dieser
Enzymklasse gehoren die D-Ornithin-4,5-Aminomutase
(Produkt: (2R,4S)-Diaminopentansdure) und die Lysin-5,6-
Aminomutase, die beide das distale und nicht das proximale
Amin dieser zweibasischen Aminosduren umsetzen. Das
zweite Enzym setzt auch (3S)-f-Lys zu 3S,5S-Diamino-
hexansdure um. Mutierte Formen der Lysin-2,3-Aminomu-
tase konnen (-Alanin aus Lys als biotechnologischem Alter-
nativweg zum Aspartat-Decarboxylaseweg bilden. Das 3-Lys
in Capreomycin und Viomycin entsteht moglicherweise durch
eine enzymatische Umsetzung dieser Art (25 und 26, Abbil-
dung 11).

5.2. C-Methyl-, O-Methyl- und N-Methylaminosduren
5.2.1. Methylierungen an Cf8

Friulimicin enthilt ein $-Methyl-Asp (34, Abbildung 18),
Daptomycin ein $-Methyl-Glu (17, Abbildung 5) und Hor-
maomycin zwei -Methyl-Phe (28, Abbildung 13). In den
bislang auf zeitliche Abfolge und Mechanismus untersuchten
Fillen erfolgt die CP-Methylierung bei Bausteinen einer

a-Lys
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Schema 7. Umwandlung von - in B-Aminoséuren. A) MIO-vermittelte Katalyse. B) Katalyse mit radikalischer Zwischenstufe.
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NRPS-Synthesestrecke auf dem o-Ketosdurestadium.!!
Dies ermoglicht die Nutzung des reichlich verfiigbaren Me-
thyldonors SAM, um seinen CH;*-Rest auf ein Cp-Carbanion
zu iibertragen. Die nachfolgende diastereoselektive Trans-
aminierung der 3-Methyl-2-ketosduren liefert die f-ver-
zweigten Aminosduren (Schema 8 A). Diese Transformatio-
nen erfolgen vor der Aminosdureaktivierung durch die ent-
sprechende NRPS. Mehrfache Methylierungen an Pyruvat

A)
; ®NH3
'/\.BN( /‘H3C & :
H 0o H/ 0 s © H O
R =R Q % OH — R 0
) © <] ©
o 0
@ O ~oH
\N N Transaminierung
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H,N Ho H O
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B) ® °
o} [ (0] NH ]
N SAM_ |, K o5 H @
BN BN R e~ S| — wN
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N
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Schema 8. C-Methylierung von Aminosiuren in der f-Position. A) SAM-vermittelte C-Me-
thylierung. B) Radikalische SAM-vermittelte C-Methylierung. Siehe Hintergrundinforma-

tionen, Figure ST.

konnen die Dimethyl- und Trimethylderivate der Ketosduren
erzeugen und fithren entweder zur zugehorigen Aminosiure
(tert-Butylglycin) oder auf reduktivem Weg zum fert-Butyl-
glycolat, wie es in Kutzneriden (z.B. 18, Abbildung 6) vor-
kommt. Im Unterschied zum De-novo-Aufbau des tert-Bu-
tylrestes an einem Aminosidurebaustein werden die tert-Bu-
tylglycine der ribosomalen Peptide Polytheonamid B und
Bottromycin A, (14, Abbildung 2)"?*?!l  wahrscheinlich
durch posttranslationale C-Methylierung von Valinseiten-
ketten am fB-Kohlenstoff iiber einen radikalischen, SAM-
vermittelten Transfer von CH;-Gruppen gebildet (Sche-
ma 8B). Eine analoge C-Methylierung einer Ile-Seitenkette
zur entsprechend verzweigten Seitenkette kommt ebenfalls
vor. Ebenso wird das 3-Methyl-Phe in Bottromycin vermut-
lich auch nach einem solchen radikalischen SAM-abhingigen
Mechanismus verlaufen. Noch auffilliger ist eine verwandte
sequenzielle Addition von vier C;-Einheiten, um einen CH,-
C(CHj;);-Rest aufzubauen, wahrscheinlich nach demselben
SAM-Radikalmechanismus. Letztendlich entsteht so fert-
Butylglycin, das in 14 (Abbildung 2) vorkommt.”!! Einige C-
Methylierungen des Indolrings von Tryptophan erfolgen an
reaktionstrdgen Kohlenstoffatomen. Diese SAM-abhéngigen
Methyliibertragungen verlaufen wohl auch tiber CH;-Radi-
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kalgruppen, dhnlich wie bei der Biosynthese von Polytheon-
amid B.

5.2.2. O- und N-Methylierungen

Bei O-Methylierungen wie im O-Me-Ser in Kutzneriden
(Abbildung 6) und dem O-Me-Tyr in Didemnin B (31, Ab-
bildung 16) sind die OH-Gruppen der Seitenketten die
nichstliegenden Nucleophile, um die akti-
vierte Methylgruppe des Cosubstrats SAM fiir
eine konventionellere Ubertragung einer
CH,"“-Gruppe anzugreifen."*! Der Zeit-

@NH;
SWOG punkt der O—Methylierun.g, ob an ger frei.en
L ono Aminosdure oder nach Einbau in ein Peptid-
gj\ geriist, ist nicht bekannt.

Y~ OoH Eine Reihe von NRPs trigt eine oder
(N N mehrere N-methylierte Peptidbindungen. So
I/ S .

A tragen 7 der 11 Peptidbindungen in Cyclo-

HN sporin A (35, Abbildung 19) und der N-Ter-
minus von Vancomycin (32, Abbildung 17) N-

S-Adenosyl-
homocystein ~ Methylsubstituenten. Auch die N-Methylie-
(SAH) rungen verlaufen mit SAM als Cosubstrat
©NH, iiber den direkten Einfang der freigesetzten
. S/\/?\H/Oe Methylgruppe durch den als Nucleophil fun-
| oH O gierenden basischen Aminstickstoff.?! Die
O/:i meisten dieser Reaktionen werden durch
Y o Methyltransferase(MT)-Doménen katalysiert,
«N/ N die in die A-Dominen der entsprechenden
ks ,N> kettenverlingernden NRPS-Module inseriert

HoN sind.”! Erste Untersuchungen haben ergeben,
dass einige N-Methylaminoséduren auch ribo-
somal in E. coli eingebaut werden
konnen, 122123

5.3. Seitenkettenhydroxylierungen

In den 15 nichtribosomalen Peptidgeriisten, die im vor-
herigen Abschnitt erwidhnt wurden, finden sich 11 hydroxy-
lierte nichtkanonische Aminosiurereste. Zwei der Hydroxy-
gruppen, im Statinrest von Miraziridin A (13, Abbildung 1)
und im Isostatinrest von Didemnin B (31, Abbildung 16),
stammen nicht aus molekularem Sauerstoff (O,), sondern aus
der Carboxylgruppe von Val bzw. Ile, wie dies in Abschnitt 6.1
weiter unten bei hybriden NRPS-PKS-Modulen diskutiert
wird. Alle anderen werden von Hydroxylasen aus O, einge-
fithrt; von diesen gibt es je nach beteiligtem Cofaktor zwei
Varianten. Entweder sie enthalten ein anorganisches redox-
aktives Eisenzentrum oder das organische Coenzym FAD.
Ersteres erzeugt ein hochvalentes Oxoeisen-Zwischenpro-
dukt (Schema 9A), wihrend letzteres ein weniger aktives
FAD-OOH als sauerstoffiibertragendes Agens bildet (Sche-
ma 9B)."”" Die Entscheidung zwischen diesen beiden alter-
nativen Mechanismen erfolgt nach der Reaktivitdt der Ami-
nosdure, die das elektrophile Sauerstoffatom aufnimmt. !>
Die sechs Aminoséduren in den genannten Beispielen (Tyr,
Arg, Pro, Glu, Orn, Homo-Tyr) werden jeweils an spezifi-
schen Kohlenstoffatomen hydroxyliert; sie benétigen alle
Eisen als Cofaktor, entweder als Him-Eisen in den Mono-

www.angewandte.de

emie

7251


http://www.angewandte.de

Angewandte

7252

Aufsiitze

A)

Fe'' + O,

5 0
O=FeV + %thﬁ ENJ)L@;
R

B) ﬁl‘ H Lysin-
N__N_O O NO-Hydroxylase
:@ Y +o \f i
N NH NADPH
0 /J o (-FAD, —H,0,
—NADP*)

FAD ® '_
HaN NHa
OH ‘OH I\/\/
R= o NI _onpp 0”0

: ©

OH

Schema 9. Hydroxylierung von Aminosauren. A) Metallabhangige Hydroxylierung. B) FAD-

abhingige Hydroxylierung.

oxygenasen der Cytochrom-P450-Superfamilie oder als ein-
kerniges Nichtham-Eisen(IT).'**?"! Beide Formen dieser ei-
senhaltigen Oxygenase erzeugen hochvalente Oxoeisen-Ver-
bindungen, die nichtaktivierte C-H-Bindungen homolytisch
spalten konnen, und geben ein OH-Aquivalent ab.

Der proteinogene Baustein p-Tyr wird normalerweise
durch das Nichthdmeisen-Enzym Phenylalaninhydroxylase
gebildet. Dieses hydroxyliert den Phenylring von Phe regio-
spezifisch. Bei der Biosynthese von Sanglifehrin (38, Abbil-
dung21)® und bei der Familie der Pacidamycin-Pepti-
dylnucleosidantibiotika!’®®! kommt stattdessen eine orthologe
Phe-Hydroxylase mit einer Spezifitit fiir die meta-Position ins
Spiel, die das nichtproteinogene meta-Tyrosin bildet. Die
enzymatische Hydroxylierung an der benzylischen (C;) Posi-
tion des Tyrosins fiithrt zum (3-OH-Tyr, das in den Positionen 2
und 6 von Vancomycin und Teicoplanin vorkommt.’>*! Die
drei oxidativ gebildeten Querverbindungen im Vancomycin-
geriist (und vier im Teicoplanin) kommen durch aufeinan-
derfolgende Umsetzungen, katalysiert durch drei Hampro-
teinoxygenasen, die im Biosynthese-Gencluster codiert sind,
zustande. Sie verbinden (3-OH-Tyr, mit 4-OH-Phegly,, 4-OH-
Phegly, mit 3-OH-Tyr, und 4-OH-Pheglys mit Dihydroxy-
Phegly; (siche Schema S21, Hintergrundinformationen).['”’)
Wichtig ist, dass einerseits p-OH-Tyr als freie Aminosdure
gebildet wird, andererseits die oxidative Briickenbildung in
die NRPS-Synthesestrecke integriert ist.

Die Glutamat-3-Hydroxylase, die bei der Reifung von
Kutznerid (18, Abbildung 6) mitwirkt, ist eine einkernige
Nichthimeisen-Oxygenase,® wihrend die Oxygenase, die C,
und Cs der Ornithin-Seitenkette des Echinocandin-Geriists
(27, Abbildung 12) angreift, eine Ham-haltige Oxygenase
ist.'* Es ist noch nicht klar, woran man erkennen kann, ob
eine bestimmte eisenhaltige Hydroxylase die freie Amino-
sdure modifiziert (eine Eigenschaft, die besonders fiir den
Einbau der Aminosduren in Proteine niitzlich ist) oder ob sie
stattdessen nur einen Aminosiurerest umsetzt, der in einem
Deshydroxy-Peptidgeriist vorkommt.

Flavinabhingige Monooxygenasen verwenden FL-OOH
als Ubertragungsagens fiir ein elektrophiles (,,OH™) Aqui-
valent.'”! Beispielsweise benétigen die Bildung des 2-CI-N-
OH-Pyrrols bei der Hormaomycin-Biosynthese (28, Abbil-
dung 13)P" und die Hydroxylierung eines 3-CI-3-Tyr-Mono-
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mers zum 3-CI-5-OH-f-Tyr bei der Biosyn-
these von C-1027 die Aktivitdit FAD-halti-
ger Monooxygenasen.®! Beide Oxida-
tionsreaktionen laufen an Aminoacylsub-
straten ab, die iiber Thioesterbindungen an
T-Dominen angehidngt sind. Analog dazu
HaN nH st fiir N-Hydroxylierungen an Aminosédu-

I\/V ren mit basischer Seitenkette (z. B. Orn, Lys
% in der Siderophor-Biosynthese und am
Indol-NH Trp-haltiger Geriiste) die Nuc-
leophilie des Stickstoffs ausreichend fiir ein
weniger reaktionsfihiges Oxygenierungsa-
gens. Viele solcher Aminosidure-N-Oxyge-
nasen sind flavinhaltige Enzyme und setzen
freie Aminosduresubstrate um.'” Die
weitere Oxygenierung von N-OH zu Nit-
roso- oder gar Nitrogruppen kommt in ei-
nigen NRP-Biosynthesewegen vor, wie dies fiir die Bildung
des Nitrocyclopropylalanis in Hormaomycin (28, Abbil-
dung 13) vorgeschlagen wurde.”!

s

® OH

NB-Hydroxy-Lys

5.4. Chlorierung als Variante der Hydroxylierung

Aminosédure-Chlorinasen konnen als Varianten der oben
beschriebenen Oxygenasefamilien angesehen werden.*!! In
Fillen, in denen ein formaler Ersatz eines C-H durch ein C-Cl
an einem nichtaktivierten Kohlenstoffatom der Aminosiu-
reseitenkette erfolgt, sind die verantwortlichen Katalysatoren
wieder einkernige Eisenenzyme, die ein Aquivalent O, und o-
Ketoglutarat in enger Analogie zu ihren Oxygenase-Gegen-
stiicken umsetzen. Solche Halogenasen fiir Pro, Leu und Ile
setzen Aminoacyl-S-T-Substrate um.['*?

Im Gegensatz dazu erfordern die elektronenreiche Phe-
nolseitenkette des Tyr und der Indolring des Trp wiederum
ein schwicheres Chlorierungsagens, analog zur Hydroxylie-
rungschemie, die oben fiir die Flavoenzyme beschrieben
wurde. Auch hier werden FADH,-haltige Halogenasen ver-
wendet, diesmal, um ein ,,Cl*“-Aquivalent zu iibertragen.!'*!
Beispiele dafiir sind 3-Cl-3-OH-Tyr von Glycopeptidantibio-
tika (Abbildung 17),!** CImS in der Chloramphenicol-Bio-
synthese,!* die 6,7-Dichlorpyrroloindole in den Kutzneriden
(Abbildung 6),*! die Biosynthese des Dictyostelium-Diffe-
renzierungsfaktors Dif-1 und die Biosynthese des 2-CI-N-
OH-Pyrrolcarboxyls des Hormaomycins (Abbil-
dung 13).5%1% Dies ist auch der wahrscheinlichste Weg zum
3,5-Dichlor-4-OH-Phegly im Enduracidin (37, Abbil-
dung 20).*¥ Interessanterweise erkennen die bekannten ei-
senhaltigen Halogenasen Aminoacyl-S-T-Substrate, wahrend
die bekannten flavinabhingigen Enzyme freie Aminosduren
umsetzen.

5.5. Diaminosduren

Wihrend die sechs Kohlenstoffatome lange dibasische
(a,) Aminosdure Lysin ein Proteinbaustein ist, sind die di-
basischen C;-, C;- und Cs-Aminosduren nichtproteinogene

Bausteine. Beispielsweise findet sich der drei Kohlenstoffe
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lange 2,3-DAP-Rest in Capreomycin (25, Abbildung 11), fiinf
2,4-DAB-Reste sind in die kationischen Polymyxine (15,
Abbildung 3) eingebaut, und die 2,5-Diaminopentansidure
(Ornithin) kommt in Echinocandin (27, Abbildung 12) (wo
sie doppelt hydroxyliert ist), Daptomycin (17, Abbildung 5)
und in vielen Siderophoren vor.'"*! Neben dem linearen 2,4-
DAB findet sich auch das verzweigte 2,3-DAB als 25,35-
Diastereomer in Friulimicin (34, Abbildung 18).[*'

Die Biosynthese von Ornithin ist gut untersucht, denn das
Molekiil ist Teil des primédren Aminosédure-Stoffwechsels. 2,3-
DAP entsteht durch die Pyridoxalphosphat-abhingige enzy-
matische Dehydratation von Serin zu einem DehydroAla-
PLP-Zwischenprodukt, das dann durch NH; abgefangen wird
(siehe Schema S15, Hintergrundinformationen).*! Das ver-
zweigte 2,3-DAB entsteht analog durch Thr-Dehydratation
und regiospezifische C;-Aminierung, wihrend das 2,4-DAB-
Regioisomer vermutlich durch enzymatische Transaminie-
rung des Primdrmetaboliten Aspartatsemialdehyd entsteht
(siehe Schema S6, Hintergrundinformationen).[*-4!

5.6. Cyclisierung von Aminosdure-Einheiten
5.6.1. Dreigliedrige Ringe

Eine der wichtigen funktionellen Eigenheiten nichtpro-
teinogener/nichtkanonischer Aminosiduren ist die Kon-
formationseinschrankung und Versteifung, die der Gerdiist-
struktur aufgeprigt wird, wenn sie eingebaut werden. Eine
solche Einschriankung entsteht durch die Ringgrofie. In der
Gruppe der monocyclischen Aminosduren kann man drei-
gliedrige Ringe finden wie 1-Amino-1-carboxy-2-ethylcyclo-
propan im Coronamatrest von Coronatin (12, Schema 5),1%!
dem Aziridindicarboxylat in Miraziridin A (13, Abbil-
dung 1) und im Nitrocyclopropylring, der in das vom Lysin
abgeleitete Geriist von Hormaomycin (28, Abbildung 13)
eingebettet ist.’! Das Cyclopropan in der Coronaminsiure
stammt aus L-allo-Ile (dessen unmittelbarer Vorlaufer unbe-
kannt ist, aber D-Ile sein kdnnte). L-allo-Ile wird aktiviert und
gebunden vom S-Pantetheinyl-Arm der T-Doméine des
CmaA-Enzyms.’ Dort durchliuft es eine regiospezifische
Cy-Chlorierung, bevor der intramolekulare Angriff des Ca
auf das chlorsubstituierte Cy erfolgt, um so das Cyclopro-
pangeriist von Coronaminsédure aufzubauen, wihrend es noch
tiber die Thioesterbindung fixiert ist. Die Umsetzung durch
Thioesterase setzt Coronaminsiure frei,['*! die bei der nach-
folgenden Ligation mit dem bicyclischen Polyketid Corono-
facinsdure das Toxin Coronatin (11, Schema 5) ergibt, ein
Mimetikum des Pflanzenhormons Jasmonsdure. Der Einsatz
von Val anstelle von Ile in diesem Chlorierungs-/Cyclisie-
rungsprozess fiihrt zum methylsubstituierten Cyclopropan,
auch Norcoronaminsdure genannt. Die kryptische Chlorie-
rungsreaktion wird durch eine O,-verbrauchende eisenhaltige
Halogenase katalysiert, wie oben erldutert wurde. Anstelle
der Ubertragung von OH" iibertrigt CmaB ein Cl' vom akti-
ven Zentrum des hochvalenten Eisenintermediats.**!

Weniger offensichtlich ist der enzymatische Stoffwech-
selweg von Lys zu Nitrocyclopropyl-Ala, das im Hormao-
mycin (28, Abbildung 13) vorkommt; die Cs-Aminogruppe
von Lys wurde zur Nitrogruppe oxidiert, und eine Cyclopro-
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pangruppe wurde durch C-C-Bindungskniipfung zwischen C,
und C, gebildet. Zwei mogliche Variationen der Ringoffnung
eines internen Lactons nach der Ng- und C,-Oxygenierung
wurden vorgeschlagen, aber noch nicht bestitigt.*"

5.6.2. Orn- und Lys-Cyclisierungen

Zu den sechsgliedrigen cyclischen Aminosduren gehoren
die Prolin-analoge Pipecolinsdure (Bestandteil von Rapa-
mycin (3), Schema 3) und die 1,2-Hydrazo-analoge Piper-
azinsdure, die in Sanglifehrin (38, Abbildung21) und den
Kutzneriden (18, Abbildung 6) vorkommt. Pipecolinsdure
wird von der Lysincyclodeaminase synthetisiert;!*! diese
Enzymklasse enthélt fest gebundenes NAD* und startet die
Katalysesequenz durch Oxidation des a-Amins zum Imin mit
enzymgebundenem NADH als Coprodukt. Der intramole-
kulare Angriff durch das C4-NH, lisst unter Eliminierung von
NH; ein cyclisches Imin entstehen. Das A'-Piperidincarb-
oxylat wird am Ende durch Hydridiibertragung von dem ge-
bundenen NADH reduziert, wobei der urspriingliche
Oxidationszustand des gebundenen Coenzyms (NAD") wie-
derhergestellt und Pipecolinsdure freigesetzt wird (Sche-
ma 10A).

A)
a ®
HaN NAD q ©
® o HoN 0
NHg (-NADH) /)
HaNY
L-Lys ® {
O_{o NADH (j_.{o o
= Ly
N NAT ) N7 N{
o
Ho % % H NH %
L-Pipecolat
B)
o}
H N/\/\)ko Oz )
3 ——— HO—NH o
- NH; © FAD
® H3N o)
L-Om @
N5-OH-L-Orn

(o]
® = ©
HQ—%O - Hzo_Nﬁj\«o
H ©
L-Piperazat 2

Schema 10. Biosynthese von Pipecolat und Piperazat. A) Vorgeschlage-
ner Mechanismus der Pipecolatbildung. B) Vorgeschlagener Mechanis-
mus der Piperazatbildung.

Der Piperazansdurering in Kutzneriden und Sanglifehrin
ist ebenfalls ein Sechsring, hat aber zwei Stickstoffatome in
einer Hydrazo-Bindung (N,—N,). Er stammt von Ornithin ab,
und der erste Schritt ist eine Ns-Hydroxylierung durch ein
Flavoprotein."!! Als niichster Reaktionsschritt wurde eine
Oxidation zum N-Hydroxy-Orn vorgeschlagen. Dies 16st
einen intramolekularen Angriff des a-NH, als Nucleophil auf
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das entstandene elektrophile NO unter Ausbildung der un-
gewohnlichen N-N-Bindung aus (Schema 10B).

5.6.3. Cyclisierung des Guanidiniumrests von Arg

Fiinf- und sechsgliedrige von Arg abstammende cyclische
Guanidine finden sich in Enduracidin (37, Abbildung 20) und
in Capreomycin (25, Abbildung 11). Der sechsgliedrige
Capreomycidinring entsteht vermutlich im Anschluss an eine
Hydroxylasereaktion, in der 3-OH-Arg gebildet wird.['>14]
Die nachfolgende Umsetzung durch ein Pyridoxalphosphat-
abhingiges Enzym ergibt unter Wasserabspaltung ein En-
amino-PLP-Addukt. Dieses wird intramolekular durch den
terminalen Guanidin-Stickstoff abgefangen; bei der Ablo-
sung vom aktiven Zentrum des PLP-Enzyms entsteht der
sechsgliedrige Ring (Schema 11 A). In Viomycin (26, Abbil-
dung 11) durchlauft das gleiche Ringsystem eine zusitzliche
Hydroxylierung zum Tubericidinrest. Der Weg zu dem fiinf-
gliedrigen cyclischen Guanidin in Enduracidin ist nicht so
detailliert aufgeklirt (die Reaktionssequenz in Schema 11B

Tubericidin

Capreomycidin L _

|

25, Capreomycin

26, Viomycin

B)

X i
HaN N/\/\Hkoe
® H NH

®

L-Arg

®
© N NHj
HoN~¢ HN—(
HN D_.\N
o " 0H N
N HN

OH
N
NH
07 NH i
Ao
0

NH
Fe', 0, BN 3
HaN” N2 0
© OH NHg
]

4-OH-L-Arg

—_—

39, Mannopeptimycin-Aglycon

Schema 11. Biosynthese cyclischer Guanidine. A) Biosynthese cyclischer Guanidine mit sechs-
gliedrigem Ring. B) Biosynthese cyclischer Guanidine mit fiinfgliedrigem Ring. Nichtproteino-
gene Aminosiuren: Capreomycidin, Tubericidin, (25,3S)-B-Methyl-Phe, B-Hydroxyenduracidi-

din, Enduracididin.
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ist hypothetisch), obwohl ein dhnliches Ringsystem in Gua-
dinomin durch den intramolekularen Angriff des terminalen
Stickstoffs der Guanidingruppe auf ein C;-C,-ungesittigtes
Zwischenprodukt entsteht."* Bei den Mannopeptimycinen
(z.B. 39, Schema 11 B) fiihrt eine anschlieBende Hydroxylie-
rung an C; zum B-OH-Enduracididin.*!

5.6.4. Bildung des Pyrroloindol-Tricyclus

Tryptophanreste konnen zu tricyclischen Pyrroloindol-
kernen umgesetzt werden, indem zwei Arten von Elektro-
philen an die 2,3-Doppelbindung des Pyrrolrings addiert
werden. Bei der Bildung der Kompetenzfaktor-Peptide von
Bacillus wird eine Geranylgruppe an C; addiert, wihrend die
weiter unten liegende Amid-NH-Gruppe C, angreift."*! Eine
weitere Moglichkeit ist die Ubertragung von elektrophilem
Sauerstoff als ,,OH" durch Oxygenasen, um eine transiente
Indolepoxid/Hydroxyiminium-Verbindung zu erzeugen.
Diese kann durch das intramolekulare Amid abgefangen
werden, wodurch ein Pyrroloindol wie in der Kutznerid-Bio-
synthese aufgebaut wird (Abbildung 6).047
Diese Modifikationen laufen entweder
wihrend der Verldngerung der linearen
Kette oder nach Bildung des makrocycli-
schen Peptidgeriists ab. Am freien Trp sind
sie nicht moglich. Eine vergleichbare In-
dolepoxygenierung wird bei der Biosyn-
0 these von Fumichinazolin A in Pilzen be-

N~ obachtet.['*]

. ‘ _ 5.7. Kynurenine und die Alkyl-/Alkenyl-Prolin-

Biosynthese

Im Daptomycin (17, Abbildung 5) wird
der Indolring des Tryptophans durch Ka-
N Q talyse der Tryptophan-2,3-Dioxygenase
&) o oxidativ zu N-Ff)rmylkynurenin. gespalten.
= Durch enzymatische Deformylierung ent-

e I steht freies Kynurenin, das von der
Adenylierungsdoméne des NRPS-Moduls

13 gebunden, aktiviert und als terminaler

Baustein fiir Daptomycin eingebaut wird.

Die analoge oxidative Spaltung des

aromatischen Rings von Tyrosin erfolgt

bei der Bildung des Propenylprolinmono-

von Hormaomycin (28, Abbil-
dung 13) sowie bei der Biosynthese von
Anthramycin, Suburomycin und Tomayo-
mycin.'¥! Der Weg beginnt konventionell
mit der ortho-Hydroxylierung von Tyr zu
L-DOPA und der nachfolgenden Oxidati-
on des Diphenols zum Orthochinon.!'™")
Durch den intramolekularen Angriff des
Amins auf das Chinon entsteht ein Dihy-
droxyindolcarboxylat, welches seinerseits
oxidativ von einer Intradiol-Dioxygenase
im Ring gespalten wird. Dabei entsteht ein
Diendicarboxylat-substituiertes ~ Prolin.

37, Enduracidin
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Die Entfernung der C,-Enoylgruppe muss allerdings ebenso
wie die Addition eines C;-Fragments wahrscheinlich radika-
lisch nach der SAM-Enzymologie ablaufen, um dann in die
Bildung der C;-substituierten Propenylgruppe einzumiin-
den.P!! Man vermutet, dass das Propenyl-Pro ein freier
Aminosédurebaustein fiir die Hormaomycin-Synthese ist.
Insgesamt sind sechs Enzyme notwendig, um Tyr in Prope-
nylprolin umzuwandeln."

5.8. Hydroxylierte Phenylglycine

Das 4-OH-Phegly-Monomer von Vancomycin (32, Ab-
bildung 17), Teicoplanin (33, Abbildung 17) und Enduracidin
(37, Abbildung 20) wird von vier Enzymen synthetisiert.*?!
Das erste Enzym, ein Homologes der Prephensiduredecarb-
oxylase, setzt den Primdrmetaboliten Prephensidure zu p-
Hydroxyphenylpyruvat um. Eine zweite Decarboxylase oxi-
diert dieses Zwischenprodukt zu p-Hydroxymandelséure.
Durch Oxidation der Hydroxygruppe zum Keton entsteht p-
Hydroxybenzoylformiat. Das letzte Enzym transaminiert
diese Ketosdure zu L-p-OH-Phegly. Das Phenylglycin aus
Pristinamycin (Schema 4) entsteht analog.™!

Im Gegensatz dazu entsteht das 3,5-Dihydroxyphenyl-
glycin in Glycopeptiden in einer anderen Reaktionssequenz
aus vier Enzymen (Abbildung 17). Der Weg beginnt mit einer
PKS vom Typ III, die aus vier Molekiilen Malonyl-CoA in
einer iterativen decarboxylierenden Claisen-Reaktion das Cgx-
Geriist des  3,5-Dihydroxyphenylacetyl-CoA  bereit-
stellt.®12] Das nichste Enzym katalysiert eine ungewdhnli-
che O,-abhingige oxidative Kettenverkiirzung zum 3,5-Di-
hydroxybenzoylformiat. Das letzte Enzym ist eine Trans-
aminase, die die 25-Form des 3,5-(OH),-Phegly produziert.

6. Aminosduren, die von enzymatischen Synthese-
strecken hergestellt werden

Eine Vielzahl nichtproteinogener Aminosduren und ent-
sprechender Peptide wurde isoliert, bei denen die Amino-
gruppe nicht am C, sondern am C, gebunden ist. Oft erscheint
dabei ein C,-Verldngerungsstiick, das von einem CH,-
COOH-Aquivalent stammt und das in ein proteinogenes
Aminosduregertist eingefiigt wurde, wo es nun die Positionen
C, und C, einnimmt. C; in diesen Geriisten ist oft eine OH-
CH;- oder O-CH;-Gruppe, wie man sie in den Aminosiduren
Statin in Miraziridin A (13, Abbildung 1) und Isostatin in
Didemnin B (31, Abbildung 16) findet. Gleiches gilt fiir
Dolaisoleucin in Dolastatin 10.1°% Der Statinrest mit seinem
tetraedrischen C;-OH war ein niitzliches inhibitorisches
Analoges der tetraedrischen Zwischenprodukte in der Re-
aktionssequenz einiger Aspartylproteasen.'* Entsprechend
tragt Miraziridin ein Vinyl-Arg an seinem C-Terminus (Ab-
bildung 1) und Syringolin A ein Vinyl-Val (20, Abbildung 8).
Diese Reste wurden ebenfalls durch eine aus Acetat stam-
mende C,-Einheit erweitert, die jetzt allerdings sp*- und nicht
sp’-hybridisiert ist.
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6.1. NRPS-PKS-Hybride

Diese Beobachtungen an der Konnektivitdt der Amino-
sduren konnten vollstindig erkldrt werden, als die Biosyn-
thesegencluster fiir Naturstoffe verfiigbar wurden, die Ge-
riiste wie 3-OH-4-NH, enthalten, beispielsweise Didemnin B
(31, Abbildung 16) und Andrimid.""1535¢ Der Didemnin-
Cluster codiert ein PKS-Modul, eingestreut zwischen NRPS-
Module. In diesem Fall ist das wachsende N-Acyl-Pro-b-
MeLeu-Thr-Ile-S-Tetrapeptid als Thioester an den S-Pante-
theinyl-Arm der Peptidylcarrierproteindomine des vierten
NRPS-Moduls angehéngt. Unmittelbar stromabwirts folgt
ein PKS-Modul, das eine Malonyleinheit, ebenfalls in S-
Pantetheinylbindung, auf das eigene Acylcarrierprotein
ibertragt. Die Decarboxylierung des Malonylrests erzeugt
das C,-Carbanion zum Abfangen des oberhalb liegenden
Peptidylthioesters. Der Schritt zur Bildung der C-C-Bindung
bewegt den Peptidylrest auf die Einheit mit den beiden
Kohlenstoffatomen, sodass aus dem Peptidylaminokohlen-
stoff das C; wird. Das PKS-Modul trégt eine Ketoredukta-
sedomine, die die f-Ketogruppe zum (-OH reduziert. Da-
durch entsteht der Isostatylrest als ein um eine Ketideinheit
verldngerter N-Acylpentapeptidylthioester. Dieses Zwi-
schenprodukt wird dann weiterer Kettenverlingerung durch
die abwirts liegenden NRPS-Module unterzogen und unter
Ringschluss zum Makrocyclus freigesetzt; der Isostatylrest
wird damit in das Geriist des Makrocyclus eingebettet. Der
Mechanismus einer Isostatylbiosynthese ist in Schema 12 A
zusammengefasst.

Wenn analog dazu Leu durch ein solches NRPS-PKS-
Hybrid aktiviert wird, entsteht als hybrider Baustein mit
verlidngerter Kette ein Statinrest (Schema 12B) wie in Mi-
raziridin. Bei der Biosynthese von Andrimid fehlt dem ver-
gleichbaren NRPS-PKS-Paar eine Reduktasedoméne inner-
halb des PKS-Moduls, sodass die -Ketofunktion erhalten
bleibt."**! Wenn das kettenverlingerte Zwischenprodukt im
Statin-Biosyntheseweg mit seiner B-OH-Gruppe anschlie-
Bend einer typischen a,p-Dehydratation durch eine Dehy-
dratasedoméine unterworfen wiirde, wire das entstehende
Produkt Vinylleucin (Schema 12 C). Das analoge Vinylvalin
ist bekannt (Abbildung 8). Bei einem analogen Reaktions-
start mit Arg wiirde bei vergleichbarer Logik in einem NRPS-
PKS-Doppelmodul ein Vinyl-Arg fiir die Miraziridin-Syn-
thesestrecke entstehen (Abbildung 1).° Ein zhnlich gebil-
detes Vinyl-Tyr findet sich in Cyclotheonamid.'*”! Wenn das
PKS-Modul dann auch noch eine Enoylreduktase(ER)-
Domine besidfle, wiirde die Vinylgruppe hydriert werden,
wodurch die Aminosdure um eine CH,COOH-Gruppe ver-
langert wiirde. Solche ldngeren Tyr- und Phe-Analoga finden
sich in den Tubulininhibitoren Tubulysin B (40A) und E
(40B, Schema 13 A), wo sie als Tubutyrosin und Tubuphe-
nylalanin bezeichnet werden.!'™®!

Viele PKS-Module verwenden Methylmalonyl-CoA an-
stelle von Malonyl-CoA zur Kettenverldngerung. So findet
man in den Hoiamiden (z.B. in Hoiamid A (41), Sche-
ma 13 B) ein 4-Amino-3-hydroxy-2,5-dimethylheptanoat, das
von einem NRPS-PKS-Hybridmodul aus den Substraten Ile
und Methylmalonyl-CoA gebildet wird.*! Natiirlich kann es
auch mehr als einen PKS-vermittelten Kettenverldngerungs-
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HC-Toxin (23 und 24,
Abbildung 10),!°1
Adda (3-Amino-9-
methoxy-2,6,8-trime-
thyl-10-phenyl-4,6-de-
cadiensdure) in Micro-
cystin LR (30, Abbil-
dung 15)"4 und Bu-
tenylmethylthreonin in
Cyclosporin A (35,
Abbildung 19)1
tragen noch deutliche
Hinweise auf die ur-
spriingliche PKS-Syn-
thesestrecke. Insbeson-
dere bei Adda findet

NADH

o sich Benzoyl-CoA als
HO Startmolekiil, verlidn-

—
Oy S

(-CO2)

O S S i # S
\; 1‘/ o CNADD NHq
(0]
Hg ©
g 0 (e} HO

NHq

B-Keto-8-Aminoséaure

C)

e

(-H20)

“H J v [ nce) ke ) on ) ve
Oy S

R™ "NH
®3

B-OH-3-Aminosaure

Schema 12. Hybride NRPS-PKS-Synthesestrecken. A) Isostatin-Einbau in Didemnin. B) Mechanismus der Statinsyn-
these. C) Vinyloge Aminosaure-Biosynthese. Nichtproteinogene Aminosauren: A) O-Me-Tyr, =Isostatin; B) Statin;

C) Vinyl-Val, Vinyl-Arg, Vinyl-Tyr.

zyklus geben, um lidngere Alkylketten aufzubauen. So geht
das 3-Amino-2,5,7,8-tetrahydroxy-10-methylundecanoat in
den Pahayokoliden aus Cyanobakterien auf Leucin und drei
Malonyl-CoA mit entsprechender Justierung der Redox-
zustinde zuriick."®! Hier wird die p-Aminosiure durch re-
duktive Aminierung der 3-Ketosédure entstehen, die ein Pro-
dukt des PKS-Enzymkomplexes ist.

Aber auch das umgekehrte Arrangement von Modulen
(also PKS-NRPS) existiert bei den natiirlich vorkommenden
hybriden Synthesestrecken, beispielsweise beim Rapamycin
(3, Schema 3). Allerdings bilden diese Konfigurationen nor-
malerweise als Produkt keine Aminosduren, sondern sie ka-
talysieren die Bildung einer Amidbindung.

6.2. Aminosduren als Produkt von PKS und reduktiver
Aminierung

Die nichtproteinogenen Aminosduren Aeo in den cycli-
schen tetrapeptidischen HDAC-Hemmstoffen Trapoxin und
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gert um drei Methyl-
malonyl-CoA- und
zwei  Malonyl-CoA-
Einheiten. Die daraus
gebildete P-Ketosdure
wird transaminiert
(Schema 14 A).[>:162]

Ein &dhnlicher Weg und

o ° ein vergleichbarer
U@ y° PKS-Komplex kann an
der Bildung der Atmu-
NHs NHa Einheit (3-Amino-
© 2,5,7,8-tetrahydroxy-
NH 10-methylundecanoat)
in Pahayokoliden be-
teiligt sein,'®! diesmal
mit zusétzlichen Hy-
droxylierungen an C,
und C,. Die langketti-
gen (Cys,7) B-Amino-
sdure-Startereinheiten
in Mycosubtilin (29, Abbildung 14) und Iturin werden nach
dhnlichen Mechanismen gebildet. In diesem Fall durchléduft
ein B-Ketoacyl-CoA aus der Fettsdurebiosynthese eine
Transthiolierung auf die NRPS-Heptapeptidsyntheselinie
und dann eine enzymatische Transaminierung in situ als
Einleitung zum Aufbau der acylierten Peptidkette.*® Diese
N-terminale -Aminofettsduregruppe ist letztlich das Nuc-
leophil im abschlieBenden Schritt des Mycosubtilin-Aufbaus,
um das Heptapeptidyl-Makrolactamgeriist zu erzeugen.
Dieser Weg zu den 3-Aminosiuren unterscheidet sich von der
Einwirkung von Aminosduremutasen auf o-Aminosduren
wie bei der Umwandlung von a-Phe zu (3-Phe durch MIO-
haltige Mutasen (siche Abschnitt 5.1.2).

Das Butenylmethyl-Thr (25,3R,4R,6 E-2-Amino-3-hydro-
xy-4-methyl-6-octenoat) im immunsupprimierenden Und-
ecapeptid Cyclosporin A (35, Abbildung 19) ist eine a- und
keine (-Aminosdure, hat aber auch einen PKS-Ursprung
(Schema 14B)."! Von dem neun Kohlenstoffe langen Thio-
ester wird wahrscheinlich das CH, des Ca oxygeniert und
oxidiert und dann durch Hydrolyse und Transaminierung in

NH3 Statin
®

Vinyl-Arg Vinyl-Tyr
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40A, Tubulysin B: R% = OH (Tubu-Tyr) O
40B, Tubulysin E: R? = H (Tubu-Phe)

A) cm) oH die o-Aminosdure umgesetzt.
Eir}llerfl alziglogzez Weg 85tellt gmlez)n
J sich fiir die 2-Amino-8-0x0-9,10-
§ epoxydecansdure (Aeo) im HC-
S Toxin und die Trapoxin-Familie
O/ "o HsCu. der cyclischen Tetrapeptid-Ant-
R2 0 agonisten der Histondeacetylasen
R vor (Abbildung 10)." Das Epoxid
s stammt vermutlich von einem A’-
Olefin. Die Aeo-homologe gesit-
tigte  2-Amino-8-oxodecansdure
kommt in Apicidin®! und dem 9-
OH-Analogen in einer anderen
Verbindung aus der Gruppe cycli-
B) o scher tetrapeptidischer Pilzmeta-
- HOMSCOA boliten vor. Dies ist mit der ver-
& schiedenartigen Umsetzung der
. Polyketidvorliufer konsistent.!!
3 ol

7. HomoTyr und andere ho-

mologe Aminoséiuren
YE 3 \(\ ACP 8
NH /S/\s

a0 HomoPhe und HomoTyr, bei
\
0

denen eine zusitzliche Methylen-
gruppe in die Kette eingefiigt ist,
entstehen aus den Geriisten von
Phe und Tyr. HomoTyr findet sich

(O}

ﬁggn ilo

* OH in einigen Cyanopeptolinen, 3,4-

41, Hoiamid A Dihydroxy-homoTyr kommt in

Schema 13. Hoiamid und die Tubulysin-Biosynthese. A) Biosynthese von Tubutyrosin und Tubuphenyl- ~ Echinocandinen vor.B 191 Mit
alanin. B) Mechanismus der Biosynthese von 4-Amino-3-hydroxy-2,5-dimethylheptansaure. Nichtprotei-  frithen Markierungsstudien
nogene Aminoséuren: 4-Amino-3-hydroxy-2,5-dimethylheptansiure, Tubu-Tyr oder Tubu-Phe. konnte nachgewiesen werden,

dass das Dihydroxy-homoTyr in
den Echinocandinen (z.B. 27,

A)
ACP ACP ACP HO o
3 S 3 Transaminierung
@_)':O o] —_— (o] NH,
/
o (o)
\
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A o/
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o
Adda
B)

°
AP o) © SCoA (aop .
SAM Reduktion Ty el idati ini K
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Butenylmethyl-Thr
Schema 14. Biosyntheseweg von Polyketidvorldufern zu Aminosiuren. A) Biosynthese von 3-Amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyl-4,6-
decadienoat (Adda). B) Biosynthese von Butenylmethyl-Thr. Nichtproteinogene Aminosiuren: Adda, Butenylmethyl-Thr,

»:
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Abbildung 12) aus Tyr und die beiden zusétzlichen Kohlen-
stoffe aus Acetat stammen. Man vermutet, dass die
Carboxylatgruppe des Tyr-Vorldufers verlorenging (zwei
Kohlenstoffe zugefiigt, eines verloren). Als Vorbild fiir eine
solche Homologenbildung mit netto einer zusétzlichen CH,-
Gruppe dient die Leucin-Biosynthese.'"”? Analog dazu
konnte im HomoTyr das C,-Carbanion von Acetyl-CoA an
die Ketogruppe von p-OH-Phenylpyruvat (das aus der
Transaminierung von Tyr stammt) addieren. Es entsteht ein f3-
OH-Addukt, das iiber reversible Dehydratation und Rehy-
dratation zum o-OH-, B-COOH-Addukt mit entgegenge-
setzter Regioselektivitit umgewandelt wird (Schema 15). Die

&

)
H\/AJ\SCoA
©NHg

0,
OH
0@ _Oxidation
(¢]
" SCoA

OH

0o
NHs Oo SO

_Transaminierung
OH

HomoTyr

(-CO2)

Schema 15. Biosynthese von Homo-Tyr.

Oxidation der Hydroxygruppe zum Keton und die dadurch
erleichterte Decarboxylierung des [-Carboxylats ergibt die
homologisierte a-Ketosdure. Durch Transaminierung gelangt
man zum HomoTyr. Die Dihydroxylierung an C; und C, zur
Vervollstandigung des Bausteins, der in den Echinocandinen
vorkommt, verlduft wahrscheinlich iiber eine eisenkataly-
sierte Oxygenasereaktion. Der analoge Weg ausgehend von
Phe und Acetyl-CoA liefert Homo-Phe, das sich in manchen
nichtribosomalen Peptiden, darunter den Pahayokoliden, als
p-Isomer findet.[*!

In der Norvalin-Biosynthese kann p-OH-Phenylpyruvat
bei der einleitenden Kondensation mit dem Acetyl-CoA-
Carbanion durch a-Ketobutyrat substituiert werden. Wenn
stattdessen a-Keto-B-methylvalerat (aus der Transaminierung
von Ile) als Ketosdure mit Acetyl-CoA durch die Iso-
propylmalatsynthase kondensiert wird, entsteht nach dem
abschlieBenden Transaminierungsschritt Homoisoleucin. Die
einfachste nichtproteinogene homologe Aminosiure ist 2-
Aminobuttersdure (als Alaninhomologes), die durch Trans-
aminierung von o-Ketobutyrat zugénglich ist.
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8. Aminosduren mit potenziell reaktiven funktionel-
len Gruppen

Proteinogene Aminosiduren enthalten keine reaktiven
oder potenziell reaktiven elektrophilen Seitenkettenfunktio-
nen wie Olefine, Aldehyde oder Ketone, wodurch uner-
wiinschte Nebenreaktionen dieser Gruppen nach ihrem
Einbau in Proteine vermieden werden. Andererseits enthal-
ten natiirliche nichtproteinogene Aminosduren einige po-
tenziell reaktive funktionelle Gruppen wie Olefine (und sehr
selten Alkine), Epoxide (und sehr selten Aziridine) und noch
seltener p-Lactame als acylierende ,,Gefechtskopfe®.['*]

8.1. Olefine und Alkine

a,p-Olefinische Aminosduren sind En-
amine; diese sind nicht stabil, sondern iso-
merisieren spontan zu Iminen, die dann zu
Ammoniak und der Ketosdure hydrolysie-
ren. Man kann eine posttranslationale De-
hydratation von Ser und Thr in kleinen Pro-
teinen zu den a,p-ungesittigten Amiden
(DehydroAla und Dehydrobutyrin, auch in
Pahayokoliden) beobachten.'**!®!  Diese
sind zwar kinetisch stabil, sind aber aufgrund
der Konjugation mit dem Amid am Cp
elektrophil und konnen von Nucleophilen
angegriffen werden: auf dieser Reaktion
beruht die Bildung von Lanthionin- und
Methyllanthioninresten vor allem in den
Lantipeptiden. In Capreomycin wird das
Dehydroalanin weiter mit einer Harnstoff-
gruppe modifiziert (25, Abbildung 1).

Im Gegensatz dazu sind f3,y-ungesittigte
Aminosiuren stabil.'””! Die Stammverbindung dieser Kate-
gorie, Vinyl-Gly (42, Abbildung 22 A) ist ein bekannter, na-
tiirlich vorkommender Metabolit,”!! dessen Biosynthese al-
lerdings noch nicht vollstdndig aufgeklart ist: ein Nebenpro-
dukt von PLP-haltigen y-eliminierenden Enzymen wire eine
Moglichkeit. Eine verwandte 3,y-ungesittigte Aminosdure ist
Dehydrovalin (43, Abbildung 22 A), das in dem hexapep-
tidischen Mycotoxin Phomopsin A vorkommt.['”? Die p-
Alkoxy-substituierten Vinylglycine wie Methoxyvinylglycin
(44) und Rhizobitoxin (45, Abbildung 22 A) sind als freie
Metabolite weniger reaktiv als Vinyl-Gly."”>7 Ist jedoch die
OR-Gruppe im aktiven Zentrum von PLP-Enzymen einmal
eliminiert, unterliegen sie dem Angriff anderer Nucleophile,
einschlieBlich sauerstoff- und schwefelhaltiger Aminosiure-
seitenketten im Enzym. Bemerkenswerterweise werden diese
Aminoséuren als freie Metaboliten synthetisiert (und nicht an
T-Dominen von NRPS-Modulen gebunden).

Die einfachste y,0-ungesittigte Aminosdure, Allylglycin
(46, Abbildung 22B), ist ebenfalls ein bekannter Metabolit
aus Pilzen, aber sein Biosyntheseweg ist noch unbe-
kannt.'>'1 Das Molekiil ist stabil, doch das Olefin kann
durch die Gruppe von PLP-Enzymen isomerisiert werden, die
v-Eliminierungen und Verdréngungsreaktionen katalysieren.
Dadurch entsteht ein mit der Carboxygruppe konjugiertes
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Abbildung 22. Alkin- und alkenhaltige Aminosiuren. A) B,y-Olefine, B) v,0- und d,e-Olefine, C) Alkine

und ein Allen, D) Diene.

System, und die Doppelbindung wird elektrophil.'’””! Ver-
schiedene andere olefinische Aminosduren sind aus unter-
schiedlichen Pflanzen isoliert worden, darunter {3,y-ungesat-
tigtes Methylencyclopropyl-Gly (47) aus den Samen von
Litchi chinensis,/™ die §,e-ungesittigte Aminosiure Hypo-
glycin A (48) aus den Samen von Blighia sapida™™ und
Cyclopentenyl-Gly (49, Abbildung 22B), das in E. coli die
Verwertung von Isoleucin hemmt."* Die verwandte Alkin-
verbindung zu Vinylglycin, L-Propargylglycin (50, Abbil-
dung 22 C), hat die gleiche Stabilitdt und latente Reaktivitit
mit der gleichen Gruppe von PLP-Enzymen.®!! Verschiedene
andere natiirlich vorkommende alkinhaltige Aminosduren
sind bekannt, wie 2-Amino-4-methyl-5-hexinsdure (51), 2-
Amino-4-hydroxy-5-hexinsdure (52) und 2-Amino-4-hydro-
xy-6-heptinsdure (53, Abbildung 22C), die alle aus dem
Samen von Euphoria longan isoliert wurden.'™ AuBerdem
wurde aus dem Pilz Amanita solitaria eine Aminosidure mit
einer Allengruppe (2-Amino-4,5-hexadiensdure (54), Abbil-
dung 22 C) isoliert.!'s?

2,5-Dihydrophenylalanin (55, Abbildung22D) ist eine
andere v,0-ungesittigte Aminosdure, die als bakterieller
Antimetabolit den Phe-Stoffwechsel storen kann.!'*!! Eine
weitere interessante Aminosdure aus der Gruppe natiirlicher
Diendihydroaminosduren ist Gabaculin (56, Abbil-
dung 22D)." Die Biosynthese ist noch nicht aufgeklirt,
aber der Reaktionsmechanismus mit einigen PLP-abhéngigen
Enzymen wurde untersucht.'* Die Bildung des Gabaculin=
PLP-Aldimins, gefolgt von der Abspaltung des Ca-H erzeugt
ein Zwischenprodukt, das aromatisieren kann und so das
PLP-Coenzym als nichthydrolysierbares Aminaddukt blo-
ckiert.'®]

8.2. Epoxide

Wihrend Epoxide in gewissen Terpen- und Polyketid-
klassen hdufig zu finden sind, kommen sie in von Amino-
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ist die 2-Amino-8-0x0-9,10-ep-
oxydecansiure (Aeo), die als Be-
standteil der HC-Toxin/Trapoxin-
klasse cyclischer Tetrapeptide fiir
die kovalente Modifizierung von
Histondeacetylasen zustdndig ist
(Abbildung 10).71 Es ist fast
sicher, dass das Epoxid aus dem an
die T-Domine gebundenen 9,10-
ungesittigten  Vorldufer durch
Katalyse einer eisenhaltigen Mo-
nooxygenase entsteht, wie dies
kiirzlich fiir Dapdiamid C nach-
gewiesen wurde."” Wenn sie im
aktiven Zentrum ihrer Zielenzy-
me gebunden sind, bendtigen
solche Epoxide einen sauren Ka-
talysator, um ein Proton auf den
Sauerstoff zu iibertragen und so
die Energie des Ubergangszustands fiir die Spaltung der C-O-
Bindung zu senken, wenn ein Nucleophil den Kohlenstoff
angreift.

56 Gabaculin

8.3. Aldehyde und Ketone

Aldehyd- und Ketonfunktionalititen kommen in Protei-
nen nicht vor, wie von Schultz et al. in ihren erfolgreichen
Versuchen zur Erweiterung des gentischen Codes und zur
Einfiihrung ketonhaltiger nichtnatiirlicher Aminosduren in
gentechnisch verinderte Proteine ausgefiihrt wurde.[*’)

Anderseits sind aldehydtragende Aminosduren zentrale
Zwischenprodukte im Stoffwechsel der Aminosduren As-
partat und Glutamat. Jede der Carboxylgruppen der Seiten-
ketten kann enzymatisch zu Aspartyl-f-phosphat (57) und
Glutamyl-y-phosphat (58, Abbildung 23 A) phosphoryliert
werden. Diese werden dann enzymatisch durch Hydridiiber-
tragung von Dihydronicotinamid-Cofaktoren reduziert. Asp-

A 2% 2%
-Re -Re
% % o
o o o} NH.
® P 3 HN 2
HaN © o —
HO

57, Aspartyl-B-phosphat 58, Glutamyl-y-phosphat

HoN — HN

COzH
60 61

62, Paraherquamid A

Abbildung 23. Aminosiuren, die tber Aldehydzwischenprodukte zu-
ginglich sind. A) Glutamyl- und Aspartylphosphate. B) Biosynthese
von Paraherquamid A. Nichtproteinogene Aminoséuren: 5-Oxo-lle,

{-Me-Pro, Ahp.
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Aldehyd ist ein Schliisselmetabolit der mikrobiellen und
pilzlichen Biosynthese von Lysin, Methionin, Isoleucin und
Threonin.'*”) Glutamyl-y-halbaldehyd ist das analoge Zwi-
schenprodukt bei der Transaminierung zu Ornithin oder bei
der intramolekularen Iminbildung und NADH-abhéngigen
Reduktion zu Prolin. Eine cyclisierte Form des Glutamyl-
halbaldehyds findet man in manchen nichtribosomalen Pep-
tiden, wo sie als Ahp-Rest (3-Amino-6-hydroxypiperidon
(59), Figure 23 A) bezeichnet werden.'®! Der Stickstoff des
unmittelbar unterhalb liegenden Amids im Peptidriickgrat
wirkt als Nucleophil, um die cyclische Halbaminalbindung zu
kniipfen, eine Cyclisierung, die die Konformation stark ein-
schriankt. Beispiele fiir solche Naturstoffe sind Stigonema-
peptin,!'®! Symplocamid™®! und Cyanopeptolin.*"!

Im Gegensatz zur Reduktion von Sduregruppen zu Al-
dehyden bei Asp und Glu wird im Ile das terminale 8-CHj;
zum entsprechenden Aldehyd (5-Oxo-Ile, 60) oxidiert, ver-
mutlich tiber den Alkohol als Zwischenstufe. Beide Reak-
tionen laufen an der freien Aminosdure wiahrend der Bildung
von B-MethylPro (61) ab, das dann in Paraherquamid A
eingebaut wird (62, Abbildung 23B)."*"! Ein #hnlicher Rest
ist auch in den Peptidmakrocyclus GE37468 eingebaut, um
dort das p-Methyl-8-OH-prolin beizusteuern."® Cysteine in
einigen Proteinen wie Sulfatasen konnen posttranslational in
der Seitenkette zum Aldehyd oxidiert werden; dabei entsteht
Formylglycin (63, Abbildung 24), das als Elektrophil an der
Hydrolyse von Sulfatestern als Substraten beteiligt ist.[!'!
Diese einzelnen Formylglycine kénnen durch externe Nuc-
leophile abgefangen werden, um ortsspezifisch modifizierte
Proteine herzustellen.

® o O
HoN . A
I\o NH O@
(o} O6 &3
63, Formyl-Gly 64, 2-Amino-3-ketobutyrat
H H
8 T -
o N o N c—< ? 9
N O o N o Q (o)
H3®N © HaN © H c
o I NHa

65, 6-Diazo-5-oxonorleucin 66, Azaserin 67, Acivicin

Abbildung 24. Aldehyde, Imine, Ketone und Diazogruppen enthaltende
Aminosauren. Nichtproteinogene Aminosauren: Formyl-Gly, 2-Amino-
3-ketobutyrat, a-Diazoketon oder a-Diazoester, Acivicin.

Ketone sind thermodynamisch stabilere Carbonyle als
Aldehyde. Es gibt einige wenige Beispiele ketontragender
nichtproteinogener Aminosduren. Am bekanntesten ist 2-
Amino-3-ketobutyrat (64, Abbildung 24), das durch enzy-
matische Oxidation der Seitenkettenhydroxygruppe von L-
Threonin entsteht.'”! Diese vier Kohlenstoffe umfassende a-
Amino-f3-ketosdure unterliegt in Gegenwart von CoA-SH als
Cosubstrat einer Retroaldolspaltung zu Acetyl-CoA aus C;,
und Glycin aus C;,. Diese Retroaldolfragmentierung bliebe
eine fortdauernde, vermutlich jedoch meist unbemerkte
Verianderung, wenn 2-Amino-3-ketoaminosduren in Proteine
eingebaut wiirden.
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6-Diazo-5-oxonorleucin (DON, 65, Abbildung 24) tragt
ein Diazomethylketon in seinem kompakten Geriist.'”!l Seine
Biosynthese wurde noch nicht aufgeklidrt, obwohl die Sub-
stanz bereits vor 60 Jahren isoliert wurde. Ein verwandter a-
Diazoester, Azaserin (66, Abbildung 24), kommt ebenfalls
natiirlich vor und hat tumorhemmende und antibiotische
Eigenschaften.'"1%! Die Diazoketogruppe verliert bei An-
griff eines Nucleophils Distickstoff (N,), sodass ein moleku-
larbiologisch hergestelltes tRNA/tRNA-Synthasepaar fiir
DON wegen der selektiven Reaktivitét hilfreich sein konnte.

Die cyclische Aminosdure Acivicin (67, Abbildung 24) ist
ein anderes Beispiel fiir ein heterocyclisches Elektrophil, das
Glutaminreste nachahmt.l’® Seine Biosynthese ist unbe-
kannt.

8.4. a,-Ungesittigte Amide, Epoxyamide und Epoxyketone

Wenn Olefine in a,B-Stellung zu Carbonylgruppen liegen,
werden sie als Elektrophile fiir eine Michael-Addition akti-
viert. Wir erwédhnten das Vinylvalin in Syringolin (20, Ab-
bildung 8) als reaktive Stelle fiir die kovalente Modifikation
des Proteasoms.” Ein anderes Beispiel stammt aus der
Dapdiamid-Antibiotikafamilie. Hier trdgt die nichtproteino-
gene Aminosiure 2,3-DAP eine Fumaramoylgruppe an der 3-
Aminofunktion."” Wenn Dapdiamid A (68, Abbildung 25)

HaN i R o
o o

Né-la
68, Dapdiamid A

®

NH3 Q
(e] (o]
H 0,
< o)
HZNWNL{N\:}J\O@ OQ/?’ <)
o 0 %Ha

69, Dapdiamid E 70, Anticapsin

Abbildung 25. Dapdiamide und Anticapsin. Nichtproteinogene Amino-
sduren: L-2,3-DAP, Anticapsin.

an das aktiven Zentrum der Glutaminasedoméne einer bak-
teriellen Glucosamin-6-P-synthase bindet, ahmt das Fuma-
ramoyl-DAP ein ,,gestrecktes” Glutamin nach, dessen elek-
trophile Gruppe das Cys im aktiven Zentrum des Enzyms
kovalent inaktivieren kann."”! In diesem Fall wird die kon-
jugierte olefinische Gruppe nicht de novo in der Aminosiure
erzeugt, sondern durch eine enzymatische Acylierung (eines
DAP-Val-Dipeptidzwischenprodukts) mit Fumarat einge-
fithrt und dann von Fumaroyl- zu Fumaramoyl-DAP umge-
wandelt (Abbildung 25).

Bei einigen Mitgliedern der bereits erwdhnten Dapdi-
amid-Antibiotikafamilie wie Dapdiamid E (69, Abbil-
dung 25) ist die Fumaramoylgruppe durch ein einkerniges
Eisenenzym zur Epoxysuccinamoylgruppe umgewandelt
worden. Das Epoxysuccinamoyl-DAP stellt dabei ein Glut-
aminanaloges dar, das wiederum das Cys-Thiolat im aktiven
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Zentrum der Glutaminasedoméne der Glucosamin-6-P-
Synthase bindet und inaktiviert.!'*”!

Eine andere Aminosédure mit einer Epoxycarbonyl-Sei-
tenkette ist Anticapsin (70, Abbildung 25), der ,,Gefechts-
kopf“ in Bacilysin.”™ Die Ketogruppe stammt letztlich von
der 7-OH-Gruppe der Prephensdure durch enzymatische
Oxidation in einem spdten Stadium der Abzweigung von
Prephenat zu Anticapsin.”®"! Ahnlich wie Dapdiamid E kann
die Epoxycyclohexanon-Seitenkette das gleiche Cystein im
aktiven Zentrum von Glucosamin-6-P-Synthase blockie-
ren."

9. Herausforderungen und Méglichkeiten fiir den
Einsatz nichtproteinogener Aminosduren als Pro-
teinbausteine

In diesem Aufsatz haben wir dem Leser eine breite
Spanne von nichtproteinogenen Aminosduren vorgestellt.
Ein Teil von ihnen kann einfach als freie Bausteine biosyn-
thetisiert werden und steht fiir eine Verwertung durch Pro-
tein-Engineering zur Verfiigung. Fiir die Nutzung einiger der
anderen Aminoséduren lassen sich jedoch mogliche Schwie-
rigkeiten auf verschiedenen Ebenen erwarten. Dazu seien
fiinf Beispiele genannt. Das olefinische Allylglycin (46, Ab-
bildung 22B) und das alkinhaltige Propargylglycin (50, Ab-
bildung 22 C) und verwandte Verbindungen konnten als bio-
orthogonale reaktive funktionelle Gruppen in Proteinen
niitzlich sein, dhnlich die Diazoketon-Aminosduren DON
(65, Abbildung 24) und Azaserin (66, Abbildung 24), die, wie
auch Aziridindicarboxylat (Abbildung 1), spezifische Reak-
tionseigenschaften haben. Eine dritte Gruppe ungewohnli-
cher Bausteine wird durch B-Oxy-y-aminodolaisoleucin re-
prisentiert.!>

Die erste Ebene der Herausforderungen ist, ob die Bio-
synthesegene des Produktionsorganismus bekannt sind. Dies
ist bei keinem der genannten Bausteine gegenwirtig der Fall.
Dieses Problem ldsst sich bei dem DON-Produzenten Strep-
tomyces ambofaciens vermutlich einfach 16sen, denn der Or-
ganismus ist seit Jahrzehnten bekannt und sein Genom
konnte einfach sequenziert werden, obwohl noch nicht ganz
klar ist, nach welcher Art von codierten Enzymen bioinfor-
matisch gesucht werden soll.'® Demgegeniiber stammt der
Produzent von Dolastatin 10 aus Symploca sp. V642 in einer
komplexen bakteriellen Mischkultur, die mit dem Seehasen
Dolabella auricularia vergesellschaftet ist. Die Identifizierung
der Gene ist daher wesentlich schwieriger.?™ Allylglycin (46,
Abbildung 22B) und 2-Amino-4,5-hexadienonsdure (54,
Abbildung 22C) schlieBlich sind Metaboliten von Pilzen,
deren Genome noch nicht sequenziert sind und wo nicht klar
ist, wie die Biosynthesecluster aussehen.[”>176:153]

Die néchste Ebene ist, den Enzymen, die in einem ge-
fundenen Gencluster codiert sind, eine Funktion zuzuordnen,
sodass die notwendigen und hinreichenden Gene fiir die
Bildung des Aminosdurebausteins in einen anderen Produk-
tionsorganismus kloniert werden konnen. Verbunden damit
ist die Aufgabe, die chemische Logik und die Zahl der pro-
teinvermittelten Schritte aufzukléren, die fiir die Synthese der
neuen Aminosdure notwendig sind. Eine Schlussfolgerung
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daraus muss auch sein, ob der Stoffwechselweg eine freie
Aminoséure liefert oder bei einer Verbindung endet, die an
eine NRPS-Domiéne oder eine PKS-Thiolcarrierdoméne ge-
bunden ist. In diesem Falle muss man noch eine Thioesterase
finden und in die NRPS/PKS-Gene integrieren, um die
Aminoséure freizusetzen.

Die dritte Ebene umfasst die Konstruktion eines ortho-
gonalen tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthasepaares, um den
spezifischen nichtproteinogenen Aminosdurebaustein zu er-
kennen und zu aktivieren. Dies gelang bei vielen a-Amino-
sduren wihrend der letzten zehn Jahre, doch werden sich 8-
und y-Aminosduren wahrscheinlich fiir eine solche Entwick-
lung als deutlich schwieriger erweisen. Sie werden auch Pro-
bleme bei der Ligation durch die Peptidyltransferasezentren
des Ribosoms verursachen. Andererseits haben wir bereits
frither in diesem Aufsatz darauf hingewiesen, dass zumindest
einige aliphatische N-Methyl-, nicht aber N-Ethyl-Amino-
sduren von ribosomalen Proteinen ligiert werden konnen.

Ungeachtet dieser moglichen Hindernisse sind Amino-
sduren zentrale und vielseitige Bausteine in der Chemie des
Lebens, und der Aminosédurestoffwechsel in Mikroorganis-
men geht weit iiber die bekannten 20-22 proteinogenen a-
Aminosduren hinaus. Auch wenn kein einzelner Organismus
die gesamte Biosynthesekapazitit besitzt, kann die Gesamt-
heit der bekannten natiirlich vorkommenden nichtproteino-
genen Aminosduren bis zu 20-mal grof3er sein als die protei-
nogene Gruppe. Viele dieser Aminosduren kommen nur im
Sekundérstoffwechsel oder in konditionalen Synthesewegen
vor, doch gibt es auch andere wie Ornithin, Homoserin und
Aminoldvulinsidure, die zentrale Positionen im Primérstoff-
wechsel einnehmen. Die enzymatischen Wege von proteino-
genen zu nichtproteinogenen Aminoséuren sind oft kurz und
effizient was die Zahl der Reaktionsschritte und die Atom-
okonomie betrifft. Die Gene, die solche Umwandlungen co-
dieren, sind fast immer geclustert und bieten so einen ge-
radlinigen Weg, um spezifische Modifizierungen von Stoff-
wechselwegen zwischen Mikroorganismen auszutauschen.

Frei vorkommende nichtproteinogene Aminosduren sind
schon lange wegen ihrer antimetabolen Eigenschaften be-
kannt. Entdeckt werden sie meist aufgrund der Reaktivitat
gegeniiber der katalytischen Wirkung der Zielenzyme. Fiihrt
man sie regiospezifisch in biogene Peptide und Proteine ein,
kann es moglich werden, eine neue Ara der Medizinalchemie
an der Grenze zwischen kleinen und groflen Wirkstoffen
einzuleiten. AuBlerdem eroffnet die ortsspezifische Funktio-
nalisierung von Proteinen besonders attraktive Strategien fiir
die posttranslationale Proteinmodifizierung.! Und schlieB-
lich bieten auch viele der Aminosduren, die von der Natur
nicht fiir den Einbau in Proteine ausgewihlt wurden, reiche
architektonische Moglichkeiten bei Einfithrung in ribosomal
hergestellte Polypeptide.

Diese Arbeiten wurden von den National Institutes of Health
gefordert (Aktenzeichen GM20011 und GM49338 fiir C.T.W.
und GM087934 fiir C.K.).
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