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Eine enzymatische Domiine fiir die Erzeugung cyclischer Ether in

komplexen Polyketiden**

Petra Poplau, Sarah Frank, Brandon I. Morinaka und Jorn Piel*

Fiinf- oder sechsgliedrige cyclische Ethereinheiten sind
Strukturmotive vieler biologisch aktiver Naturstoffe. Bei-
spiele sind die in Abbildung 1 A gezeigten Polyketide aus
Bakterien und Schwiammen sowie viele Dinoflagellatentoxi-
ne. Da solche Heterocyclen wichtige pharmakologische De-
terminanten sind, war das Verstdndnis, wie cyclische Ether in
der Naturl! und durch stereoselektive Synthese erzeugt
werden, Motivation zahlreicher Arbeiten.”! Recht detailliert
wurde die Biosynthese von Polyether-Ionophoren unter-
sucht,”! die {iber bemerkenswerte Cyclisierungskaskaden
durch freistehende Epoxidhydrolasen maturiert werden. Da
diese Enzyme jedoch komplexe Substrate wihrend des Post-
Polyketidsynthase(PKS-) Abschnitts der Biosynthese umset-
zen, ist ihre Entwicklung zu allgemeineren Hilfsmitteln in der
chemoenzymatischen Synthese vermutlich schwierig.

Viele Polyketide, die Produkte einer als trans-Acyltrans-
ferase (trans-AT-PKS)® bezeichneten Gruppe von PKS sind
(1-4) oder als solche vermutet werden (z.B. 5), enthalten
Etherringe, die wahrscheinlich wéahrend der Kettenverldange-
rung eingefithrt werden. trans-AT-PKS sind riesige modulare
Enzyme, in denen jedes Modul normalerweise die wachsende
Polyketidkette mit einem Baustein verldngert. Die minimale
Dominenarchitektur besteht aus einer Ketosynthase (KS) fiir
die Kettenverlingerung und einem Acylcarrierprotein
(ACP), an das die Acylintermediate iiber eine Thioester-
gruppe gebunden sind. Eine optionale weitere Prozessierung
wihrend dieser Phase wird durch zusitzliche eventuell im
Modul vorhandene Doménen katalysiert. Eine wichtige Fi-
genschaft von trans-AT-PKS ist die gro3e Vielfalt von Mo-
dulvarianten als Resultat ungewohnlicher Doménen und
Dominenkombinationen.**! Zusitzlich zu kanonischen Ke-
toreduktase(KR)-, Dehydratase(DH)- und Enoylredukta-
se(ER)-Dominen, die auch in anderen Typ-I-Polyketid- und
Fettsdurebiosynthesesystemen vorkommen, sind zahlreiche
weitere Doméinen bekannt, von denen viele nur schlecht
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verstandene Funktionen haben. Ein Merkmal von trans-AT-
PKS-Modulen, die an gekuppelte Bausteine neben cyclischen
Ethereinheiten inkorporieren, ist die Gegenwart einer ein-
zigartigen Domine, die moderate Proteinhomologie zu DH-
Domainen, aber abweichende Motive des aktiven Zentrums
aufweist (Abbildung S1 der Hintergrundinformationen) und
in eine eigene phylogenetische Clade fillt (Abbildung S2 der
Hintergrundinformationen).”! Fiir diese PKS-Komponente,
provisorisch als Pyransynthase(PS)-Domine bezeichnet,™
wurde eine Ringschlussbildung tiber Oxakonjugat-Cyclisie-
rung als Teil der in Abbildung 1B gezeigten Reaktionsfolge
vorgeschlagen.®*<! Alle bekannten Module dieses Typs haben
die gleiche Gesamtarchitektur, was auf eine allgemeine bio-
synthetische Strategie schlieen ldsst, iiber die PKS cyclische
und hinsichtlich Ringgrofe, Stereochemie und Substituti-
onsmuster diverse Einheiten generieren konnen.

Zur Untersuchung der Funktion dieser Doménen expri-
mierten wir die PS des Biosynthesewegs fiir Pederin (1) aus
einem bisher nicht kultivierbaren bakteriellen Pseudomonas-
sp.-Symbionten in Paederus-spp.-Kurzfliigelkifern.*" 1 ist
ein hochwirksames Zytotoxin und blasenbildendes Derma-
totoxin, das von den Kéfern zur chemischen Verteidigung
eingesetzt wird.®! Fiir die PS wurde postuliert, dass sie an der
Erzeugung der ostlichen Tetrahydropyran(THP)-Einheit mit
anti-Substitutionsmuster an den o-Positionen der Ether-
funktion beteiligt ist.**! Die Dominengrenzen wurden durch
Alignment mit anderen Homologen, einschlieSlich DH-Do-
minen, bestimmt (Abbildung S1 der Hintergrundinforma-
tionen). Nach Polymerasekettenreaktions(PCR)-Amplifizie-
rung und Klonierung in pET29a wurde die PS exprimiert und
als C-terminal Hisgc-markiertes Protein aufgereinigt (Abbil-
dung S3-S5 der Hintergrundinformationen). Als Testsub-
strate synthetisierten wir Thioester 6 und 7 sowie Standards
fiir die moglichen Produkte 8 und 9 iiber die in Schema 1
gezeigten Routen. Diese Verbindungen enthalten N-Acetyl-
cysteaminthioester(SNAC)-Einheiten als vereinfachte Sur-
rogate der ACP-gebundenen 4’-Phosphopantetheinylthioes-
ter in der Polyketidbiosynthese. Die E-konfigurierte Dop-
pelbindung des natiirlichen Substrats wurde auf Grundlage
des Stereospezifitditsmotivs der KR innerhalb desselben
Moduls angenommen. Dieses Motiv korreliert normalerweise
mit der Olefinkonfiguration nach der Dehydratisierung.”!
HPLC- (Abbildung 2) und NMR-spektroskopische Analysen
zeigten vernachléssigbare spontane Ringbildung der konju-
gierten Thioester.

Enzymassays wurden durch Inkubation von 6 oder 7 in
getrennten Reaktionen mit der exprimierten PS durchgefiihrt
und tiber HPLC verfolgt. Neue Produktsignale wurden fiir
beide Testreaktionen detektiert, aber nicht in Kontrollen mit
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Abbildung 1. Pyransynthasen (PS) und die Polyketid-Heterocyclisierung. A) Ausgewihlte Polyketide mit Einheiten (in Rot gezeigt), fiir die eine
Biosynthese durch PS-Dominen vermutet wird. B) Biosynthesemodell fiir die Erzeugung cyclischer Ether; n=0, 1. Dominen, die auf der jeweili-

gen Stufe agieren, sind farbig gekennzeichnet.

gekochtem Enzym (Abbildung 2), was auf Umsetzung der
Substrate hinwies.

Fiir Testsubstrat 6 mit primérer Alkoholfunktion ent-
hielten HPLC-Profile ein einziges zusétzliches Signal, wih-
rend fiir den sekundédren Alkohol 7 zwei neue Signale beob-
achtet wurden (Abbildung2B, I und II). Hochauflosende
MS-Analyse deutete darauf hin, dass alle neuen Signale zu
Substanzen mit identischen Summenformeln wie die der je-
weiligen Testsubstrate gehoren (fiir das Produkt von 6: m/z =
246.1158, ber. 246.1158, iibereinstimmend mit C,;H,,NO;S;
Produkte von 7: m/z =282.1139 und 282.1144, ber. 282.1140,
tibereinstimmend mit C;,H,;NO;SNa). Die UV-Spektren
aller Produkte hatten Maxima, die gegeniiber denen der
Testsubstrate von 260 und 224 nm nach 230 nm verschoben
waren. Diese Daten passten eher zu einer Isomerisierung als
Resultat einer konjugierten Addition als zu einer E/Z-Iso-
merisierung. Ein weiterer Hinweis auf einen Ringschluss
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waren die mit denjenigen der cyclisierten Standards 8 und 9
(syn-Diastereomer nur verfiigbar fiir 9) identischen HPLC-
Retentionszeiten.

Zur detaillierten Charakterisierung wurde die Assayre-
aktion in praparativem Mafstab fiir 7 wiederholt, um NMR-
spektroskopische Analysen durchzufiihren. Dies lieferte 6.4
und 8.3 mg Produkt bei fritherer (Abbildung2B, Signal I)
bzw. spaterer Retentionszeit (Signal IT). Spektrale Daten fiir
Signal II waren in Ubereinstimmung mit denen des syntheti-
schen Standards syn-9 und Bildung der THP-Einheit. Die
NMR-spektroskopische Analyse von Signal I war mit dem
anti-Diastereomer konsistent (NOESY-Kreuzsignal zwischen
dem Methyldublett und dem oxygenierten Methin an C3).

Diese Daten warfen Fragen beziiglich stereochemischer
Details der Cyclisierung auf. Da der sekundére Alkohol 7 als
racemische Mischung im Assay eingesetzt wurde, konnte die
Entstehung zweier Diastereomere die Konsequenz folgender
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Schema 1. Synthese von Substraten (6 und 7) und méglichen Produk-
ten (8 und 9): a) CH,(CO,H),, Piperidin, Pyridin, iiber Nacht bei RT—
100°C, 4 h, 43%; b) NAC, EDC-HCI, 4-DMAP, CH,Cl,, 0°C—RT, tber
Nacht, 7%,; c) MeMgBr, THF, 0°C auf RT, tiber Nacht, 69 %; d) TBSCI,
Imidazol, CH,Cl,, RT, tiber Nacht, quant.; e) HF, Pyridin, THF, RT,
tiber Nacht, 68 %,; f) Oxalylchlorid, DMSO, CH,Cl,, —78°C, 1.15 h,
dann Ph;PCHCO,Et, NEt;, RT, iiber Nacht, 81%; g) LiOH, THF,
MeOH, H,0, RT, uiber Nacht, 79%; h) NAC, EDC-HCI, HOB, 4-
DMAP, CH,Cl,, 0°C—RT, tiber Nacht, 45%; i) HF, Pyridin, THF, RT,

6 h, 68%; j) CH,(CO,H),, Piperidin, AcOH, DMSO, RT—100°C, 4.5 h,
71% (R=H), 75% (R=CH,); k) NAC, EDC-HCI, 4-DMAP, CH,Cl,,
0°C—RT, uiber Nacht, 68% (8), 53% (9). 4-DMAP = 4-(Dimethylami-
no)pyridin, EDC-HCl= N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodi-
imid-Hydrochlorid, HOBt = N-Hydroxybenzotriazol, NAC = N-Acetyl-
cysteamin, TBSC| = tert-Butyldimethylsilylchlorid.
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Abbildung 2. HPLC-Analyse der PS-katalysieren Reaktion. A) Assays
mit dem primiren Alkohol 6. Die oberen beiden Profile sind Messun-
gen mit den Standards, die unteren beiden sind Analysen der Assay-
mischung und der negative Kontrolle. B) Assays mit dem sekundiren
Alkohol 7. Die Reihenfolge der Profile ist wie fiir (A).

Szenarien sein: 1) hoher Substrat-, aber niedriger Produkt-
selektivitidt der PS, 2) niedriger Substrat-, aber hoher Pro-
duktselektivitdt oder 3) insgesamt niedriger Selektivitat. Si-
tuation (1) wiirde zwei angereicherte Enantiomere mit der
gleichen Konfiguration an C7 des THP-Rings liefern, (2) zwei
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Abbildung 3. Produkte der Pyransynthase und chirale HPLC-Analyse
(Phenomenex, Amylose-2, 10% iPrOH/Hexan) der Produkte. A) Chro-
matogramm der HPLC an chiraler Phase fiir syn-9. B) Chromatogramm
der HPLC an chiraler Phase fiir anti-9.

angereicherte Diastereomere mit der gleichen C3-Konfigu-
ration und (3) Mischungen mit signifikanten Anteilen aller
vier Diastereomere. Fiir die Unterscheidung zwischen diesen
Moglichkeiten wurden die gereinigten syn- und anti-Thioester
der Signale I und II iiber HPLC an chiraler Phase analysiert
(Phenomenex, Lux Amylose-2, Abbildung 3). In beiden
Fillen wurden zwei Isomere beobachtet, bei denen ein
Enantiomer mit einem ee-Wert von 88.6 % fiir das anti- und
von 66.8% fiir das syn-Enantiomerengemisch dominierte,
was gegen Szenario (3) sprach. Um die absolute Konfigura-
tion der Produkte zu bestimmen, wurden Substanzen aus den
Fraktionen, die zu den Signalen I und II gehoren, in die ent-
sprechenden Carbonsiduren umgewandelt, fiir die es publi-
zierte optische Drehwerte gibt.*?] Diese Analyse (siche
Hintergrundinformationen) zeigte, dass das Hauptenantio-
mer beider Signale die 3S-Konfiguration an der neu gebil-
deten C-O-Bindung hat, in Ubereinstimmung mit der S-
Konfiguration von C14 in Pederin. Die Daten lassen daher
darauf schlieen, dass die Pederin-PS geringe Spezifitét fiir
die C7-Konfiguration und Art des dort vorhandenen Substi-
tuenten aufweist, aber den Ring stereoselektiv schlieft.
Zusammenfassend zeigen wir eine Oxakonjugat-Addition
als neuen Reaktionstyp wihrend der Kettenverldngerung,
katalysiert durch eine hierfiir spezialisierte PKS-Doméne.
Diese Reaktion ist wahrscheinlich relevant fiir die Biosyn-
these vieler weiterer bioaktiver Naturstoffe aus Bakterien
und Invertebratenquellen. Zusitzlich zu nicht charakterisie-
ren Transformationen, bei denen PS-Dominen offenbar
keine Rolle spielen,!'” sind nachgewiesene Beispiele Ether-
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bildender Enzyme in Polyketidrouten die Epoxidhydrola-
sen,P! Chalconisomerasen,!'!! Nonactat-Synthase!' und die an
der Aureothinbiosynthese beteiligte P450-Monooxygenase.[’!
Dies sind isolierte, mit PS evolutiv nicht verwandte Enzyme,
die nach Bildung der Polyketidkette zu agieren scheinen.
Unsere Daten lassen vermuten, dass — im Unterschied zu den
meisten dieser Enzyme — PS-Doménen sowohl minimalisti-
sche als auch komplexe Vorstufen mit diversen Substituti-
onsmustern zu einer breiten Palette fiinf- und sechsgliedriger
Produkte umsetzen. Diese Eigenschaft und die Tatsache, dass
die Pederin-PS keine anderen PKS-Komponenten fiir In-
vitro-Aktivitdt benétigt, liefern ein vielversprechendes
Hilfsmittel fiir die chemoenzymatische Synthese stereoche-
misch definierter oxacyclischer Produkte. Derzeitige Studien
zur Substrattoleranz und zum Mechanismus zielen darauf ab,
weitere Einblicke in das priparative Potenzial und die bio-
synthetische Vielfalt von PSs zu erhalten.
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Online veroffentlicht am 4. November 2013
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