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Abstract: Hydropyranringe sind ein h�ufig anzutreffendes
Strukturmotiv in Polyketiden. Es gibt nur wenige Informatio-
nen �ber ihre biosynthetische Bildung, besonders was die
Charakterisierung der verantwortlichen Enzyme angeht. Hier
pr�sentieren wir unsere Befunde zur Dehydratase-Dom�ne
AmbDH3 aus dem Ambruticin-Biosyntheseweg, f�r die wir
durch In-vitro-Testung der rekombinanten Dom�ne mit pr�-
parativ hergestellten Substratsurrogaten nachweisen konnten,
dass sie eine zweite katalytische Aktivit�t als Oxa-Michael-
Additionen durchf�hrende Cyclase aufweist. Die Umsetzung
von AmbDH3 mit synthetischen Substratanaloga offenbarte
eine hohe Stereoselektivit�t und Substrattoleranz in beiden
enzymatischen Teilschritten. Es handelt sich um die erstmalige
Charakterisierung einer Pyran-bildenden Cyclase aus einem
cis-AT-PKS-System sowie den ersten Bericht �ber eine Poly-
ketidsynthase-Dom�ne mit dieser Art von dualer katalytischer
Aktivit�t. Weiterhin zeigen wir, dass diese Dom�ne Potenzial
f�r einen Einsatz in der chemoenzymatischen Synthese hat.

Polyketide sind eine wichtige Naturstoffklasse mit großem
Potenzial f�r die Wirkstoff-Entwicklung. Besonders die Pro-
dukte der Polyketidsynthasen (PKS) vom Typ I weisen eine
hohe Strukturvielfalt auf und sind anspruchsvolle Synthese-
ziele. Bei bakteriellen Typ-I-PKS handelt es sich um multi-
modulare Megaenzymkomplexe, welche die Verl�ngerung
einer wachsenden Polyketidkette durch decarboxylierende
Claisen-artige Kondensationen katalysieren.[1] In den einzel-
nen Modulen bestimmt die so genannte reduktive Schleife
das individuelle Funktionalisierungsmuster. Ketoredukta-
se(KR)-Dom�nen reduzieren 3-Oxothioester zu 3-Hydroxy-
thioestern, Dehydratase(DH)-Dom�nen katalysieren die
Eliminierung von Wasser und Enoylreduktase(ER)-Dom�-
nen reduzieren den erhaltenen a,b-unges�ttigten Thioester

zur vollst�ndig ges�ttigten Kette. W�hrend des gesamten
Prozesses verbleibt die wachsende Polyketidkette �ber einen
Phosphopantethein-Arm an das Acyl-Carrier-Protein (ACP)
gebunden. PKS kçnnen weiterhin Dom�nen enthalten, die
unkonventionelle Transformationen durchf�hren, die letzt-
lich zur Bildung alternativer Strukturelemente f�hren.[2]

Obwohl solche biosynthetischen Mechanismen mehrfach auf
Basis von Genclusteranalysen postuliert wurden, konnten nur
wenige durch In-vitro-Experimente auf enzymatischer Ebene
nachgewiesen werden.

Sauerstoff-Heterocyclen sind Bestandteil vieler Polyketi-
de, insbesondere solcher mit hervorstechender biologischer
Aktivit�t, wie Salinomycin (1) und Bryostatin (2 ; Sche-
ma 1a).[3] Es ist bekannt, dass diese Ringe durch Oxidations-
Cyclisierungs- sowie Epoxidierungs-Epoxidçffnungs-Kaska-

den gebildet werden.[4] Weiterhin wurde auf Basis von Gen-
clusteranalysen und Biotransformationsexperimenten postu-
liert, dass Dom�nen mit Sequenz�hnlichkeiten zu D5-3-Ke-
tosteroidisomerasen, Hydrolasen oder Dehydratasen als Oxa-
Michael-Addition-katalysierende Cyclasen agieren.[5]

Vor kurzem wurde �ber die erste In-vitro-Charakterisie-
rung einer so genannten Pyransynthase(PS)-Dom�ne be-
richtet.[2b,5e] Die PS-Dom�ne aus Modul 7 des Pederin-PKS-

Schema 1. a) Strukturen pharmakologisch relevanter Pyran-haltiger Po-
lyketide. b) In-vitro-Aktivit�t der PS-Dom�ne aus der Pederin-PKS
wurde k�rzlich mit den strukturell vereinfachten Substratanaloga 4a
und 4b nachgewiesen. Diese unterscheiden sich deutlich vom nat�rli-
chen Substrat 6.[2b,3, 5h] PS: Pyransynthase, SNAC: N-Acetylcysteamin.
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NRPS-Hybrids (PedPS7) katalysiert die Cyclisierung einfa-
cher Vorstufensurrogate wie 4a und 4b zu den entsprechen-
den cyclisierten Produkten 5a und 5b mit Enantiomeren-
�bersch�ssen von 67 bzw. 89% zugunsten der nat�rlichen 3-l-
Konfiguration (Schema 1b). Wegen der starken strukturellen
Abweichung der verwendeten Substrate von der nat�rlichen
PedPS7-Vorstufe 6 sprechen diese Resultate f�r eine hohe
Substrattoleranz der Dom�ne, lassen jedoch Fragen zu deren
tats�chlicher Stereoselektivit�t offen. Weitere Experimente
mit realistischeren Substratsurrogaten sind somit notwendig.

Genclusteranalysen belegten, dass PS-Dom�nen norma-
lerweise in DH-haltigen Modulen kodiert sind und im An-
schluss an die DH-Dom�ne deren a,b-unges�ttigtes Produkt
cyclisieren (Schema 1b). Die bisher bekannten PS-haltigen
Systeme gehçren alle zur Klasse der trans-AT-PKS. Bei den
h�ufiger auftretenden cis-AT-PKS-Systemen scheinen andere
Mechanismen abzulaufen, die bis heute noch nicht eingehend
studiert wurden.[5h, 6] Obwohl die Gencluster zahlreicher
Pyran-tragender cis-AT-PKS-Produkte, wie der ionophoren
Polyether Salinomycin (1) und Nigericin, bereits sequenziert
wurden, steht ein Vorschlag f�r die verantwortliche katalyti-
sche Einheit noch aus.[5h, 6a]

Die Ambruticine (13) sind wegen ihrer einzigartigen In-
teraktion mit dem hoch osmotischen Glycerinkinase-Signal-
weg wichtige Leitstrukturen f�r die Entwicklung neuer An-
timykotika (Schema 2).[6b,7] Ihr Aufbau erfolgt durch eine

Typ-I-cis-AT-PKS, und sie tragen einen Dihydropyranring im
çstlichen Teil des Molek�ls. Es wurde postuliert, dass dieser
Ring durch eine Oxa-Michael-Addition gebildet wird, auf die
zu einem sp�teren Zeitpunkt der Biosynthese eine Dehy-
drierung durch das Fe-S-Rieske-Cluster-Protein AmbO folgt.
Die Konfiguration des zwischenzeitlich an C-8 des Interme-
diates 12 gebildeten Stereozentrums ist unbekannt.

Die entsprechenden 20,21-Dihydroambruticine wurden
zwar aus einer ambO-Knock-Out-Mutante isoliert und
strukturell charakterisiert, es wurden im zugehçrigen Manu-
skript allerdings beide Epimere des 20,21-Dihydroambruti-
cins sowie seiner Vorstufe pr�sentiert und keine analytischen
Daten gezeigt. Daher war keine eindeutige Zuordnung der
absoluten Konfiguration an C-21 mçglich.[6b]

Eine Genclusteranalyse legte nahe, dass die Pyranbildung
w�hrend der Prozessierung durch die Module 3 und 4 der
PKS geschieht.[6b] Beide Module enthalten ACP-, KS-, AT-,
KR- und DH-Dom�nen, was in Einklang mit zweifacher
Ketidverl�ngerung und der Prozessierung zu einem 2,4-
Dienoylthioester ist. Reeves et al. postulierten f�r die Bil-
dung von 12 einen Biosynthesemechanismus, bei dem zu-
n�chst eine konjugierte 1,6-Addition an den vinylischen Mi-
chael-Akzeptor 10 stattfindet und anschließend das gebildete
Enolat 11 durch die elektrophile Methylgruppe eines S-
Adenosyl-l-methionins (Schema 2b) abgefangen wird.[6b] Die
Methylierung wird dabei durch die C-Methyltransferase
AmbM katalysiert. �blicherweise modifizieren Standard-
PKS-Dom�nen Intermediate nur an C-2 und C-3. Aus diesem
Grund favorisierten wir einen Mechanismus, in dem eine
konjugierte 1,4-Addition in Modul 3 zur Bildung des Tetra-
hydropyrans 9 f�hrt (Schema 2a). Anschließende Verl�nge-
rung zum a,b-unges�ttigten System in Modul 4, gefolgt von
Methylierung und Doppelbindungsverschiebung, w�rde zur
Bildung des b,g-unges�ttigten Intermediates 12 f�hren.[8] Da
der Ambruticin-Gencluster keine PS-�hnliche Dom�ne auf-
weist, vermuteten wir, dass die DH-Dom�ne aus Modul 3
(AmbDH3) sowohl f�r die Dehydratisierung als auch f�r die
folgende Cyclisierung verantwortlich ist.

Um unsere biosynthetische Hypothese zu belegen, plan-
ten wir die rekombinante Dom�ne AmbDH3 in vitro mit

ad�quaten Substratanaloga umzu-
setzen.[9] Um mechanistische De-
tails zu erhalten sowie die exakte
Konstitution und Konfiguration der
biosynthetischen Vorstufe zu be-
stimmen, sollten alle potenziellen
Vorstufen, Intermediate und Pro-
dukte des Prozesses chemisch syn-
thetisiert werden. Die Zahl der
mçglichen Substrate konnte durch
bioinformatische Analysen verrin-
gert werden.[10] So weisen die KR-
Dom�nen der Module 1 und 3 der
Ambruticin-PKS jeweils das cha-
rakteristische LDD-Motiv auf, das
eine 3-d,7-d-Konfiguration der
Vorstufe 7 nahelegt.[10a,b] Die An-
wendung eines anderen, k�rzlich
verçffentlichten Algorithmus ergab

leider keine hinreichend eindeutige Vorhersage bez�glich der
Konfiguration an C-2 und C-6, sodass wir uns entschlossen,
alle mçglichen Konfigurationsisomere zu synthetisieren.[10c]

Surrogate f�r den 3-Hydroxy-ACP-Thioester 7, Enoat-
ACP-Thioester 8 und Tetrahydropyran-ACP-Thioester 9
wurden in Form von N-Acetylcysteamin(SNAC)-Thioestern
synthetisiert, die eine gebr�uchliche Ersatzform f�r ACP-
gebundene DH-Substrate sind (Abbildung 1a).[9] Zwei Serien
von Vorstufenmolek�len mit 6-l,7-d-Konfiguration (14–18)
sowie 6-d,7-d-Konfiguration (19–22) wurden synthetisiert,
und ihre absolute Konfiguration wurde durch Einkristall-
Rçntgenstrukturanalyse und NMR-Spektroskopie bestimmt
(Schema S1, Abbildungen S16–18, Tabelle S2; S: Hinter-
grundinformationen).[11] Die Dom�nengrenzen von

Schema 2. Zwei hypothetische Wege zur Hydropyranringbildung im çstlichen Teil der Ambruticine,
wie postuliert von uns (a) und von Reeves et al. (b).[6]
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AmbDH3 wurden durch Vergleich zu Aminos�uresequenzen
zuvor charakterisierter DH-Dom�nen ermittelt.[9a,b] Das er-
haltene Gen wurde in den pET28a(+)-Vektor kloniert, he-
terolog in E. coli exprimiert und nach Reinigung durch Af-
finit�tschromatographie in den Enzymtests eingesetzt (Ab-
bildung S1).

HPLC-MS-Analyse nach individueller Inkubation der 3-
Hydroxythioester 14 und 15 mit AmbDH3 �ber Nacht zeigte
nur im Fall der 2-d,3-d-konfigurierten Vorstufe 15 einen
Umsatz (Abbildung 1b, Abbildungen S3/S4). Diese Beob-
achtung ist in Einklang mit den vorhergegangenen Berichten
�ber eine hohe Substratspezifit�t von DH-Dom�nen bez�g-
lich der Konfiguration an C-2 und C-3.[9] Die beiden hy-
drophoberen Produkte der enzymatischen Reaktion coelu-
ierten mit den synthetischen Standards 16 und 17, was auf
eine Dehydratisierungs-Cyclisierungs-Kaskade schließen
l�sst (Abbildung 1 b,c). Zum Nachweis, dass das es sich beim
E-konfigurierten Olefin 16 tats�chlich um ein kompetentes
Intermediat handelt, wurde dieses ebenfalls einzeln mit
AmbDH3 inkubiert. Hierbei konnte ausschließlich die Bil-
dung eines Produktes beobachtet werden, das ebenfalls mit
dem 2-d,3-d-konfigurierten Pyran 17 coeluierte (Abbil-
dung 1d, Abbildung S5). Normalerweise stehen DH-kataly-
sierte Reaktionen im Gleichgewicht zwischen hydratisierter
und dehydratisierter Form. In unserem Fall wurde keine
Bildung eines 3-Hydroxythioesters wie 15 beobachtet, was
eine Gleichgewichtslage weit auf der Seite der unges�ttigten
(16) und der cyclisierten Form (17) nahelegt.[9]

Die Gegenwart detektierbarer Mengen des Startmaterials
15, des Intermediates 16 und des Produktes 17 (abnehmend in
dieser Reihenfolge) bei Langzeitinkubation von AmbDH3
mit 15 l�sst auf eine geringe Spezifit�t der DH-Dom�ne f�r
das verwendete Startmaterial, besonders im Cyclisierungs-
schritt, schließen. Im Unterschied dazu zeigt die Langzeitin-
kubation des 2-d,3-d,6-d,7-d-konfigurierten 19 mit AmbDH3
nur Spuren des Startmaterials 19 und des a,b-unges�ttigten
Intermediates 20, aber große Mengen des Tetrahydropyrans
21 (Abbildung 1e,f, Abbildung S7). Inkubation des Interme-
diates 20 ergab einen nahezu vollst�ndigen Umsatz zu 21 und
keine Rehydratisierung zu 19 (Abbildung 1 g, Abbildung S8).
Auf Basis der unterschiedlichen Ums�tze schlossen wir, dass
es sich bei den nat�rlichen Intermediaten um 2-d,6-d-7,
(2E),6-d-8, 2-d,6-d-9 und 8-d-12 handeln muss (Schema 2).

Um die Cyclaseaktivit�t definitiv AmbDH3 zuzuordnen,
f�hrten wir eine Reihe von Kontrollexperimenten durch.
Enzymfreie Inkubationen der synthetischen Analoga 14–16
und 19–22 �ber Nacht unter den etablierten Assaybedin-
gungen zeigten keinerlei Umsatz, was spontane nichtenzy-
matische Nebenreaktionen ausschließt (Abbildungen S3a,b–
8a,b, S9). Um sicherzustellen, dass die beobachtete enzyma-
tische Reaktion nicht durch Spuren eines weiteren, w�hrend
der Reinigung nicht von AmbDH3 abtrennbaren Proteins
hervorgerufen wurde, stellten wir eine Punktmutante her, bei
der das Histidin im aktiven Zentrum gegen ein Alanin aus-
getauscht war. Bei individueller Inkubation dieser Mutante
mit 19 und 20 konnte keine Umsetzung beobachtet werden,
was zeigt, dass AmbDH3 tats�chlich f�r die Dehydratisierung
verantwortlich war (Abbildung S10).

Abschließend wollten wir sicherstellen, dass die Cycli-
sierungsaktivit�t von AmbDH3 eine intrinsische Eigenschaft
der Dom�ne und kein durch die Wahl der Substrate bedingtes
Artefakt ist. Zu diesem Zweck inkubierten wir Substrat 19
mit der rekombinanten Dom�ne BorDH3 aus der Borrelidin-
PKS. Wir hatten bereits in fr�heren Experimenten gezeigt,
dass diese Dom�ne ausschließlich 2-d,3-d-konfigurierte Vor-
stufen akzeptiert und diese selektiv und mit breiter Sub-
strattoleranz in E-konfigurierte Enoate �berf�hrt.[9a,b]

BorDH3 f�hrte die erwartete Dehydratisierung zum E-kon-
figurierten Enoat 20 durch, jedoch erkennbar keine Cycli-
sierung zu Tetrahydropyranringen wie 21 oder 22 (Abbil-
dung S11).

Um die Konfiguration der Produkte eindeutig zu best�-
tigen und weiterhin das Potenzial von AmbDH3 f�r die
pr�parative Verwendung zu evaluieren, wiederholten wir alle
Enzymreaktionen mit den Substraten 15, 16, 19 und 20 im
semipr�parativen Maßstab (jeweils > 8 mg Substrat pro
Ansatz) und analysierten das Ergebnis mithilfe von NMR-
Spektroskopie (Abbildung 2, Abbildungen S12–15). In allen
F�llen erhielten wir gleichartige Ergebnisse wie in den durch
HPLC-MS-analysierten Reaktionen. AmbDH3 �berf�hrte
die Substrate 16 und 20 in die jeweiligen Produkte 17 und 21
mit Ums�tzen von 18 bzw. 87 % (bestimmt anhand der 1H-
NMR-Spektren). Die Inkubation von AmbDH3 mit 8.0 mg
der Vorstufe 20 ergab nach extraktiver Aufarbeitung ann�-
hernd reines Produkt 21. Dieser Befund ist ein vielverspre-
chender Startpunkt f�r eine Entwicklung von AmbDH3 zu

Abbildung 1. Strukturen der synthetischen Substrat- und Produktsurro-
gate 14–22, die in den Assays verwendet wurden (a). HPLC-MS-Analy-
se der Inkubation von AmbDH3 mit 15 und 16 (b und d) sowie mit
den Vorstufen 19 und 20 (e und g) �ber Nacht. Die individuellen Mas-
senspuren der synthetischen Referenzmolek�le 15–22 wurden in den
Diagrammen (c) und (f) zur besseren �bersicht vereint (unbearbeitete
Daten siehe Abbildungen S5–S9).
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einem n�tzlichen chemoenzymatischen Hilfsmittel f�r die
stereoselektive Synthese von Tetrahydropyranringen.

Die Proteinsequenzen bisher untersuchter PS-Dom�nen
zeigen hohe Homologien zu denen von DH-Dom�nen, ers-
tere bilden jedoch einen eigenen phylogenetischen Zweig.[2b]

Weiterhin ist das DH-charakteristische Motiv His-Ser-Asp im
aktiven Zentrum bei PS-Dom�nen hin zu His-Ser-His/Asn
mutiert. Diese Mutation ist in Einklang mit der Tatsache, dass
eine saure Seitenkette in r�umlicher N�he zu C-3 der a,b-
unges�ttigten Vorstufe kontraproduktiv f�r den vorgeschla-
genen, konjugierten Additionsmechanismus w�re. Der Ver-
gleich der Aminos�uresequenz von AmbDH3 mit denen
verschiedener PS- und DH-Dom�nen aus cis- und trans-AT-
PKS ergab, dass AmbDH3 das DH-charakteristische His-Ser-
Asp-Motiv im aktiven Zentrum tr�gt (Abbildung S19).
Phylogenetische Analyse zeigte weiterhin, dass AmbDH3
dem gleichen phylogenetischen Zweig wie typische DH-Do-
m�nen aus cis-AT-PKS-Systemen zuzuordnen ist (Abbil-
dung S20).

Wir haben hier von der Entdeckung der ersten PKS-
Dom�ne berichtet, die zwei katalytische Aktivit�ten aufweist,
zum einen als Dehydratase und zum anderen als Oxa-Mi-
chael-Addition-katalysierende Cyclase. Wir haben die erste

Charakterisierung einer Pyran-bildenden Cyclase aus einem
cis-AT-PKS-System und die erste Beschreibung einer PKS-
Dom�ne mit dieser Art von dualer katalytischer Aktivit�t
vorgestellt.[2b] Die stereoselektive Synthese von Substratsur-
rogaten ermçglichte es uns, die AmbDH3-Dom�ne mit rea-
listischen Vorstufen-, Intermediat- und Produktanaloga zur
Reaktion zu bringen. Wir konnten zeigen, dass die beide
Teilschritte ausgehend vom 2-d,6-d-7 mit hoher Stereoselek-
tivit�t zun�chst zum Intermediat (2E),6-d-8 und schließlich
zum Tetrahydropyranprodukt 2-d,6-d-9 f�hren. Die Sub-
stratspezifit�t von AmbDH3 ist strikt bez�glich der Konfi-
guration an C-2 und C-3, Ver�nderungen der Konfiguration
an C-6 werden aber toleriert. Eindeutige Unterschiede in den
Umsetzungen der diastereomeren Substrate 15 und 19 sowie
16 und 20 zeigen klar, dass die bis zum jetzigen Zeitpunkt
nicht definierte Konfiguration des biosynthetischen Inter-
mediates 12 an C-8 d sein muss.

Enzyme aus Biosynthesewegen von Sekund�rmetaboliten
sind vielversprechend f�r die Anwendung in der chemoen-
zymatischen Synthese von Naturstoffen.[12] Wir haben gezeigt,
dass AmbDH3 Reaktionen im semipr�parativen Maßstab mit
hohem Umsatz und unter neutralen Bedingungen durchf�hrt.
Dies bereitet weiteren Untersuchungen zur Anwendbarkeit

Abbildung 2. 1H-NMR-spektroskopische Analyse der Umsetzung von 20 mit AmbDH3 im semipr�parativen Maßstab (Mitte) sowie des Startmate-
rials 20 (oberes Teilschema) und des Produktes 21 (unteres Teilschema; alle Spektren wurden in CDCl3 bei 400 MHz aufgenommen). Charakteris-
tische Signale sind grau hinterlegt.
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von AmbDH3 in der chemoenzymatischen Synthese von
Pyran-haltigen Naturstoffen den Weg. Ausf�hrliche Unter-
suchungen zur Substratspezifit�t von AmbDH3 sind hier der
n�chste Schritt. Die Aufkl�rung weiterer mechanistischer und
struktureller Details wird dazu beitragen zu verstehen, wie
zwei katalytische Aktivit�ten in einer PKS-Dom�ne vereinigt
werden.

Eingegangen am 5. August 2014,
ver�nderte Fassung am 4. September 2014
Online verçffentlicht am 19. Oktober 2014
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