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Cyclisierungsreaktionen von Terpenen und Terpenoiden zihlen zu
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Aus dem Inhalt

den komplexesten chemischen Reaktionen in der Natur und tragen

mafigeblich zur enormen Strukturvielfalt dieser grofsten Naturstoff-
familie bei. Zahlreiche Studien auf chemischer, genetischer und bio-
chemischer Ebene wurden durchgefiihrt, um mechanistische Einblicke

in diese faszinierenden Reaktionen zu erlangen, die von Terpen- und

Terpenoid-Cyclasen katalysiert werden. Eine Vielzahl dieser Enzyme
konnte seither charakterisiert werden. Nach klassischer Lehrbuch-
meinung werden Terpen-/Terpenoid-Cyclasen gemdf3 ihrer Struktur
und ihrem Reaktionsmechanismus in zwei grofie Klassen eingeteilt.
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Jiingste Entdeckungen neuartiger Terpenoid-Cyclasen zeigen jedoch,
dass das natiirliche enzymatische Repertoire deutlich vielseitiger ist, als
zundchst gedacht. Dieser Aufsatz stellt eben diese Terpenoid-Cyclasen

in den Fokus, die aus dem Rahmen fallen.

1. Einleitung

Die Komplexitit von Terpenen ist faszinierend, besonders
wenn man bedenkt, dass die Zehntausende bereits bekannter
Vertreter dieser grofSten Naturstofffamilie von den gleichen
einfachen Cs-Bausteinen Isopentenyldiphosphat (IPP) und
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) abstammen.!! Diese
einzelnen Cs-Einheiten konnen in unterschiedlicher Art und
Weise miteinander verkniipft und anschlieBend cyclisiert und/
oder strukturell umgeordnet werden, was zu einer enormen
Diversitit fithrt.” Besonders die hoch variablen Cyclisie-
rungsmuster der Terpene tragen zu dieser Vielfalt bei und
regten bereits zu aufwendigen Studien an, da die zugrunde
liegenden Cyclisierungsreaktionen teilweise auflerordentlich
komplex sind.”! So werden z.B. bei der Umwandlung des li-
nearen Kohlenwasserstoffs Squalen zum pentacyclischen
Grundgeriist von Hopen 13 kovalente Bindungen gekniipft
und neun Stereozentren gebildet.’) Wegen dieser Komple-
xitdt wurden Ausdriicke wie ,,chemische Zauberei“ verwen-
det, um Terpen- und Terpenoidcyclisierungen zu beschrei-
ben. Tatsdchlich verlisst sich die Natur weniger auf Zau-
berei als vielmehr auf spezialisierte Enzyme, die als Terpen-/
Terpenoid-Cyclasen (TCs) (oder Terpen-/Terpenoid-Syntha-
sen) bezeichnet werden, um diese komplexen Cyclisierungen
zu bewirken. Klassische TCs werden in zwei Gruppen un-
terteilt, deren Vertreter sich sowohl hinsichtlich des Mecha-
nismus der Substrataktivierung als auch in ihrer Proteinfal-
tung unterscheiden.’**! TCs der Klasse T leiten die Bildung
eines Allylkations ein, indem sie eine terminale Pyrophos-
phatgruppe unter Zuhilfenahme dreikerniger Metallcluster
abspalten, die von konservierten sauren und polaren Ami-
nosduren koordiniert werden (Schema1A2)."! Im Unter-
schied dazu bilden TCs der Klasse II ein Carbokation durch
Sadurekatalyse, bei der ein konservierter Aspartatrest als
Brgnsted-Sédure fungiert und eine Isopren-/Isoprenoid-Dop-
pelbindung (Schema 1B1) oder einen Oxiranring (Sche-
ma 1B2) protoniert, um ein reaktives Intermediat zu erzeu-
gen.”l In der Folge breitet sich die positive Ladung in der sich
anschlieenden Cyclisierungsreaktion in verschiedene Rich-
tungen entlang der Polyisoprenkette aus. Bei TCs der Klas-
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se IT kommt es nach einer elektrophilen Aktivierung einer
terminalen Prenyleinheit (Kopf) zu einer Kopf-zu-Schwanz-
Cyclisierung, wohingegen es bei TCs der Klasse I zu einer
Schwanz-zu-Kopf-Cyclisierung nach Ionisierung der allyli-
schen Pyrophosphat-Esterbindung (Schwanz) kommt.I”’ Be-
merkenswerterweise dhnelt der Reaktionsmechanismus von
TCs der Klasse I dem von Enzymen, die an der Verldngerung
von Isoprenoidketten beteiligt sind. Diese Enzyme werden
Prenyltransferasen (PTs) genannt, obwohl Prenylprenyl-
transferasen, Isoprenylpyrophosphat-Synthasen oder Prenyl-
elongasen besser passen wiirden, um sie von Enzymen zu
unterscheiden, die (Poly)isoprengruppen auf andere Arten
von Substraten {ibertragen, z. B. Arene.”! Sie katalysieren die
metallvermittelte Ionisierung von DMAPP oder einem ana-
logen Polyprenylpyrophosphat zu einem Allyl-Carbokation,
das von einer n-Bindung des IPP angegriffen werden kann,
gefolgt von einer Eliminierung eines Protons, was zu einem
verlangerten linearen Terpenoid fiihrt (Schema 1A1).%
Entsprechend der Konfiguration ihrer Produkte kénnen PTs
in cis- und trans-Polyprenylpyrophosphat-Synthasen unter-
teilt werden.® Im Vergleich dazu reagiert das Carbokation im
Reaktionszyklus der TCs der Klasse I mit einer m-Bindung
desselben Molekiils; somit konnen Cyclisierungen, die von
TCs der Klasse I katalysiert werden, als intramolekulares
Aquivalent der intermolekularen Kupplungsreaktionen der
PTs angesehen werden (Schema 1A2). Es wird vermutet,
dass es eine enge evolutiondre Verwandschaft zwischen TCs
der Klasse I und PTs gibt. Diese Annahme wird durch die
Entdeckung gestiitzt, dass eine PT des Huhns dazu befidhigt
ist, cyclische Olefine als Nebenprodukte zu bilden, sobald sie
mit Farnesylpyrophosphat (FPP) inkubiert wird, auch wenn
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Schema 1. Reaktionen, die von Terpen-/Terpenoid-Cyclasen katalysiert werden. A) Reaktionen, die

von Enzymen katalysiert werden, die Klasse-I-Terpenoid-Synthase-Struktur aufweisen: 1) Farnesylpy-

rophosphat-Synthase als Beispiel fiir eine trans-Isoprenyldiphosphat-Synthase!" und 2) Germacren-
A-Synthase als Beispiel fiir eine Terpen-Cyclase der Klasse .'? B) Reaktionen, die von Enzymen ka-
talysiert werden, die Klasse-lI-Terpenoid-Synthase-Struktur aufweisen: 1) Squalen-Hopen-Cyclase
als Beispiel fiir eine Terpen-Cyclase der Klasse 11, die Cyclisierung nach Protonierung einer Isopren-
doppelbindung katalysiert," und 2) Lanosterol-Synthase als Beispiel fiir eine Terpen-Cyclase der
Klasse 11, die Cyclisierung nach Protonierung einer Oxirangruppe katalysiert."! GPP = Geranyldi-
phosphat; IPP=Isopentenyldiphosphat; FPP = Farnesyldiphosphat; PP,=anorganisches Pyrophos-
phat.
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diese Reaktion tausende Male lang-
samer ablduft als die Kondensation
mit IPP”! Da sich dariiber hinaus
auch die Gesamtproteinfaltungen der
trans-Polyprenylpyrophosphat-Syn-
thasen und der TCs der Klasse I mit
ihrem als ,Klasse-I-Terpenoid-Synt-
hase-Struktur® bezeichneten Aufbau
aus Biindeln von o-Helices stark
dhneln und hoch konserviert sind,
findet die Theorie einer divergenten
Evolution ausgehend von einem ge-
meinsamen Synthase-Vorfahren
breite Zustimmung.'” Im Gegensatz
dazu haben TCs der Klasse II eine
nicht verwandte o-Fass-Struktur, die
als ,,Klasse-I-Terpenoid-Synthase-
Struktur® bezeichnet wird und sich
deutlich von den a-helikalen TCs der
Klasse I unterscheidet.®™ Trotz ihrer
unterschiedlichen Proteinstruktur
und einem unterschiedlichen Akti-
vierungsmechanismus sind beide En-
zymklassen dazu in der Lage, die
Bildung eines hochreaktiven kationi-
schen Intermediats anzuregen und
dabei als Passform zu fungieren, um
das flexible Riickgrad des Substrats
korrekt im aktiven Zentrum zu plat-
zieren und das Carbokation-Interme-
diat wihrend der sequenziellen Cy-
clisierung zu schiitzen.*®!

Obwohl die meisten TCs in dieses
Schema passen, wire es denkbar, dass
es weitere strukturell nicht verwandte
Enzyme gibt, die gleiche mechanisti-
sche Konzepte nutzen. Und in der Tat
zeigen neueste Untersuchungen, dass
genau das der Fall ist. Zur groflen
Uberraschung scheint es, dass das
gesamte mechanistische Repertoire
der TCs der KlassenI und II von
strukturell sehr verschiedenen Enzy-
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men imitiert wird. Dariiber hinaus zeigen neueste Studien,
dass die Natur weitere Cyclisierungsstrategien entwickelt hat,
um der Gesamtheit an Terpenen strukturelle Vielfalt hinzu-
zufiigen. In den folgenden Abschnitten werden verschiedene
neuartige TCs exemplarisch vorgestellt. Am Ende werden
neue biomimetische Synthesestrategien hervorgehoben, die
es Synthesechemikern ermdoglichen, enzymkatalysierte Cy-
clisierungen nachzuahmen.

2. Neuartige Terpen-Cyclasen von Bakterien, Pilzen
und Pflanzen

2.1. Terpenoidcyclisierungen, die dem Mechanismus von Terpen-
Cyclasen der Klassen | und Il dhneln
2.1.1. Durch Vanadium-abhéingige Haloperoxidasen katalysierte
Terpenoidcyclisierungen

Marine Makroalgen sind eine reichhal-
tige Quelle fiir halogenierte cyclische Ter-
pene, beispielsweise die Snyderole oder
(4+)-3p-Brom-8-epicaparrapioxid, das aus
der Rotalge Laurencia obtusa isoliert

wurde."”! Untersuchungen der Biosynthese . ~

bromierter cyclischer Sesquiterpene lassen
darauf schlieSen, dass diese ausgehend von
linearen Vorstufen iiber eine Cyclisierung
gebildet werden, die von einem Bromoni-
umion initiiert wird."®! Die Entdeckung von
Haloperoxidasen in vielen marinen Orga-
nismen lieferte erstmals potenzielle Kataly-
satoren, und in der Tat stellte sich heraus,
dass Vanadium-abhingige Bromoperoxid-
asen (V-BrPOs) aus marinen Algen In-vitro-
Cyclisierungen von Terpenen und Ethern
katalysieren, fiir deren Entstehung ein
Bromoniumion verantwortlich ist.'”? In
einem chemoenzymatischen Ansatz konnte
gezeigt werden, dass V-BrPOs, die aus den
marinen Rotalgen Corallina officinalis,
Plocamium cartilagineum und Laurencia
pacifica isoliert wurden, Cyclisierungen von
Monoterpenen wie Geraniol zu cyclischen
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Bonn und am MPI fiir chemische Okologie
(W. Boland). Anschliefiend ging er als Sti-
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B.S. Moore). Nach unabhdngiger Forschung
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ber an der Universitit Jena und Abteilungs-
leiter am Leibniz-Institut fiir Naturstoff-For-
schung und Infektionsbiologie (HKI). Zu
seinen Forschungsthemen zihlen mikrobielle
Naturstoffe, die Untersuchung und Manipu-
lation von Biosynthesewegen sowie mikrobi-
elle Interaktionen.
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Produkten katalysieren konnen, die strukturelle Ahnlichkeit
zu groBeren bromierten cyclischen Terpenen aufweisen, wie
die Sesquiterpene a- und B-Snyderol.'’? Zwar sind die aus
dieser Reaktion resultierenden cyclischen Terpene nicht als
marine Naturstoffe bekannt, jedoch legt diese Studie nahe,
dass V-BrPOs grundsitzlich an der Biosynthese bromierter
cyclischer Terpene beteiligt sind. Schlieflich konnte die Be-
teiligung der V-BrPOs an der Biosynthese bromierter cycli-
scher Sesquiterpene invitro durch die Umwandlung des
Sesquiterpens (E)-(4)-Nerolidol (1) zu a-, B- und y-Snyderol
(2, 3, 4) sowie (+)-3p-Brom-8-epicaparrapioxid (5a) und
dessen entsprechendem Diastereomer 5b gezeigt werden.!'””!
Der vorgeschlagene Mechanismus geht von einer selektiven
Bromierung der terminalen Doppelbindung aus, was zu
einem Bromcarbeniumion als Zwischenprodukt fiihrt. Nach
anschlieBendem Angriff der elektronenreichen mittleren
Doppelbindung fiithren drei verschiedene Eliminierungsre-
aktionen zu 2, 3 und 4, wohingegen der nukleophile Angriff

V-BrPO

KBr
Z H.0, l
40% aq EtOH

HO,

Schema 2. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Biosynthese von a-, - und y-Snyderol (2,
3, 4) sowie (+)-3p-Brom-8-epicaparrapioxid (5a) und dessen Diastereomer 5b, die von Va-
nadium-abhingigen Bromoperoxidasen katalysiert wird.

[17b]

der Hydroxygruppe auf das postulierte Bromcarbeniumion in
der Bildung von 5a und 5b resultiert (Schema 2).['"!

Die dreidimensionale Struktur der V-BrPO aus Corallina
officinalis (CVBPO), die die oben angefiihrten Reaktionen
katalysieren kann, wurde mit einer Auflosung von 2.3 A
aufgeklart."s! Zwei Enzymuntereinheiten mit jeweils 595
Aminoséuren bilden ein Dimer (Abbildung 1 A). Sechs dieser
Homodimere ergeben daraufhin ein Dodecamer. Das aktive
Zentrum jeder CVBPO befindet sich am Boden einer tiefen,
trichterférmigen Hohle, die mit mehreren hydrophoben Par-
tien und geladenen Resten ausgekleidet ist. Dariiber hinaus
haben die Enzymuntereinheiten eine Bindestelle fiir zwei-
wertige Kationen, die zum Aufrechterhalten der Struktur des
aktiven Zentrums und fiir die Dimerinteraktion notig zu sein
scheinen. Allerdings scheinen sie nicht an der Reaktion der
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Abbildung 1. Struktur der Vanadium-abhéngigen Bromoperoxidase von
Corallina officinalis (CVBPO; PDB-Code: 1QHB).'" A) Bindermodell
der Gesamtstruktur eines CVBPO-Homodimers; a-Helices sind tiirkis
eingefirbt, B-Faltblatter violett und Schleifen rosa. Phosphatgruppen
(P orange, O rot) und zweiwertige Kationen (Ca griin) sind als Kalot-
tenmodell abgebildet. B) Reste des aktiven Zentrums der CVBPO mit
einer gebundenen Phosphatgruppe als Stibchenmodell (C griin,

N blau, P orange, O rot). Die Darstellung wurde mit PyMol erzeugt.”?

CVBPO teilzunehmen. Die Kristallisation wurde in Gegen-
wart von anorganischem Phosphat als Ersatz fiir Vanadat
durchgefiihrt, das mit letzterem um die Bindung im aktiven
Zentrum des Enzyms konkurriert. Im Unterschied zur Va-
nadatgruppe ist die Phosphatgruppe nicht kovalent an den
Histidinrest (His551) des aktiven Zentrums gebunden. Die
Phosphatgruppe wird stabilisiert durch Wasserstoffbriicken
zu Ser483, dem Riickgrat des Gly484-Amids und His485.
Zusétzlich bildet die Phosphatgruppe Salzbriicken zu Lys 398,
Arg406 und Arg545 (Abbildung 1 < Bxfigrl >).'} Vanadi-
um, das vermutlich kovalent an His551 gebunden ist, wird
vom Protein wahrscheinlich in einer trigonal-bipyramidalen
Geometrie koordiniert, wie es in anderen Vanadium-abhén-
gigen Haloperoxidasen (V-HPOs) beobachtet wurde.'] Auf
der Grundlage von Proteinstrukturen® und Untersuchungen
zu mechanistischen Details anderer V-HPOs!"?! wurde ein
Katalysezyklus vorgeschlagen, der durch die Koordination
eines Aquivalents H,0, an das Vanadat-Zentrum eingeleitet
wird. Die Bildung einer Wasserstoffbriicke zur Seitenkette
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von Lys398 aktiviert das Vanadium-koordinierte Peroxid
durch Ladungstrennung und hilft mit bei der Bromoxidation.
Das oxidierte Brom-Intermediat verlisst die Koordinations-
umgebung wahrscheinlich als hypobromige Sdure nach Pro-
tonierung durch ein eintretendes Wassermolekiil,?® wenn-
gleich auch andere Bromierungsspezies denkbar wiren.!"!
Dieses Intermediat reagiert weiter mit einem Nukleophil zur
bromierten Verbindung oder mit einem weiteren Aquivalent
Wasserstoffperoxid unter Bildung von Sauerstoff und
Bromid, wenn es an geeigneten Substraten mangelt (Sche-
ma 3).11%20)

Hisggs
OH’
R-Br + H,Q ke) H20;
0-Vg
(R N(Hisss1)
Oz Br o NHs(Lysses)
H,0, o,,_\l},?'
N(Hisss)” ~O
OH
0-y0 B’
I‘O ! r -+
N(Hisgsy) H20 Br, H

Schema 3. Vorgeschlagener Katalysezyklus von CVBPO. Details siehe
Text. Das Schema wurde aus Lit. [18-20] angepasst.

Dieser vorgeschlagene Mechanismus dhnelt dem der TCs
der Klasse II wie der Squalen-Hopen-Cyclase, die die ste-
reospezifische Cyclisierung von Squalen durch Protonierung
der terminalen Doppelbindung einleitet, gefolgt von einer
stufenweise ablaufenden Cyclisierungskaskade in der En-
zymtasche.P*"®! Das aktive Zentrum der Squalen-Hopen-
Cyclase ist iiberwiegend hydrophob wegen der zahlreichen
aromatischen Reste, fiir die angenommen wird, dass sie die
Carbokation-Intermediate und deren Ubergangszustinde
durch  Quadrupol-Ladungs-Wechselwirkungen stabilisie-
ren.” Analog zu diesem Schema wurde von Carter-Franklin
und Butler vorgeschlagen, dass die Cyclisierung bei V-BrPOs
entlang des hydrophoben Substratkanals ablduft, nachdem
die terminale Doppelbindung asymmetrisch bromiert
wurde.!!”"!

Interessanterweise sind im Biosynthesegencluster von
Napyradiomycin (nap) von Streptomyces aculeolatus NRRL
18422 und vom marinen Bodenbakterium Streptomyces sp.
CNQ-525 drei mutmaBliche Vanadium-abhingige Chloro-
peroxidasen (V-CIPOs), NapH1, NapH3 und NapH4, codiert.
Es wurde angenommen, dass diese Enzyme an Chloronium-
ion-vermittelten Cyclisierungen in der Biosynthese von
chlorierten Dihydrochinonen wie 8, die zur Napyradomycin-
familie gehoren, beteiligt sind (Schema 4). Diese Verbin-
dungen werden als Meroterpene bezeichnet, da sie nur zu
einem Teil von Terpenen abstammen. Im Falle der Dihydro-
chinone stammt der andere Teil von einem Polyketid. Ein
erster experimenteller Beleg fiir die Beteiligung einer der V-
CIPOs an der Cyclisierung des Terpenoidteils von 8 stammt
aus der biochemischen Charakterisierung des Enzyms
NapH]1, fiir das in vitro gezeigt werden konnte, dass es die
stereoselektive Umwandlung von SF2415B1 (6) zu SF2415B3
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NapH1
—_—

NapH3 oder NapH4?

o

Schema 4. Vorgeschlagener Biosyntheseweg des chlorierten Dihydrochinons
A80915A-D (8) ausgehend von dessen Vorstufe SF2415B1 (6)*! tiber Intermediat
SF2415B3 (7), das ausgehend von 6 von der Vanadium-abhingigen Chloroper-

oxidase NapH1 biosynthetisiert wird.?

(7) iber eine Chloroniumion-induzierte Veretherung kataly-
siert.”"

Noch mehr experimentelle Belege fiir eine Beteiligung
von bakteriellen V-CIPOs an der Cyclisierung von komplexen
Meroterpenoiden kommen von Studien zur Biosynthese der
Merochlorine.” Kiirzlich konnten Diethelm et al. zeigen,
dass Mcl24, eine der beiden V-CIPOs, die im Merochlorin-
Biosynthesegencluster (mcl) von Streptomyces sp. CNH-189
codiert sind, das Trien Premerochlorin (9) auf direktem Wege
zu Merochlorin A (10) und B (11) umwandeln kann.?* Al-
lerdings wird ein Reaktionsmechanismus vorgeschlagen, der
sich stark von dem anderer V-HPOs, die an Cyclisierungen
von Terpenoiden beteiligt sind, unterscheidet. Diese Um-
wandlung verlduft wahrscheinlich iiber eine neuartige Reak-
tionsfolge, bestehend aus einer Chlorierung und einer Des-
aromatisierung/Terpencyclisierung. Der vorgeschlagene Re-
aktionsmechanismus geht von einer selektiven C2-Chlorie-
rung von 9 aus, gefolgt von einer zweiten Chlorierung, was zur
Bildung der aromatischen Hypochlorit-Spezies 12 fiihrt. Der
Verlust von Chlorid liefert das Benzyl-Carbokation 13, das
eine Kation-vermittelte Terpencyclisierung iiber Intermediat
14 begiinstigt (Schema 5A). Die Autoren konnten mithilfe
von Chlorierungsmitteln eine chemische Synthese entwi-
ckeln, die die oxidative Desaromatisierung/Cyclisierung des
Enzyms nachahmt. Die Verwendung von N-Chlorsuccinimid
in Gegenwart von zwei Aquivalenten iPr,NH schien die beste
der getesteten Bedingungen zu sein, wobei die Inkubation mit
9 zur Bildung von verschiedenen Merochlorin-Derivaten
neben 10 und 11 in einer Gesamtausbeute von 30 % fiihrte.
Diese Beobachtung brachte die Autoren dazu zu mutmaf3en,
dass ein in situ gebildetes Chloramin-Intermediat das aktive
Oxidationsmittel sein konnte, wie es in der Biosynthese von
Rebeccamycin fiir die Flavin-abhingige Chlorinase RebH
vorgeschlagen wurde.”™ Mit diesem Schliisselenzym in
Hinden gelang Teufel et al. die enzymatische Eintopfsyn-
these von 10 und 11.”°9 In einer In-vitro-Rekonstruktion des
Biosynthesewegs von Merochlorin A und B konnten die Au-
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toren zeigen, dass Mcl24, die Isosesquilavandulyldi-
phosphat(15)-Synthase Mcl22, die Typ-III-Polyke-
tid-Synthase Mcl17, die 1,3,6,8-Tetrahydroxynaph-
thalin (THN, 16) bildet, sowie die aromatische Pre-
nyltransferase Mcl23 ausreichen, um 10 und 11 aus-
gehend von DMAPP, GPP und Malonyl-CoA zu
bilden (Schema 5A).”*! In-vivo-Experimente spra-
chen dafiir, dass auch die zweite V-CIPO, die im mcl-
Biosynthesegencluster codiert ist, an einem Terpen-
cyclisierungsschritt in der Biosynthese von Mero-
chlorin C (17) beteiligt ist.”! Eine Mutante, die
heterolog ein Fragment des mcl-Biosynthesegen-
clusters exprimierte, dem mcl40 fehlte, haufte 10, 11
und den zuvor unentdeckten Metaboliten Mero-
chlorin D (18) an, war jedoch nicht mehr in der Lage,
17 zu bilden, wohingegen ein Klon, der ein Fragment
mit mcl40 exprimierte, alle natiirlichen Merochlori-
ne bildete. Aus diesem Grund ist es gut denkbar, dass
Mcl40 die Makrocyclisierung von 18 oder einem
weniger substituierten Derivat zu 17 oder dem ent-
sprechenden Analogon katalysiert, dhnlich der Ver-
etherung, die von NapH1 katalysiert wird (Sche-
ma 5B).>"

2.1.2. Prenyltransferasen, die auch als Cyclasen arbeiten

Ein weiterer Fall, fiir den eine Chloroniumion-vermittelte
Cyclisierung vorgeschlagen wurde, ist die Biosynthese von
Indolalkaloiden vom Hapalindol-Typ, eine Gruppe tetracy-
clischer Naturstoffe, die eine Isonitrilgruppe tragen.”®! Die
Ursprungshypothese zur Biosynthese der Hapalindole ging
von einer Chloroniumion-vermittelten Cyclisierungskaskade
zwischen B-Ocimen (18) und Vinylisonitril 19 aus, die zur
Bildung von tricyclischen Hapalindolen fiihrt. Diese konnten
die Ausgangsverbindungen fiir weitere Subfamilien der In-
dolalkaloide vom Hapalindol-Typ sein (Schema 6 A).’*?") Da
jedoch nicht alle Verbindungen des Hapalindol-Typs chloriert
sind, wurde vorgeschlagen, dass wihrend der Cyclisierung
Chloroniumionen und Protonen im aktiven Zentrum des
Enzyms miteinander konkurrieren.”® Hillwig et al. waren die
ersten, die mit dem Biosynthesegencluster der Ambiguine
(amb) aus Fischerella ambigua UTEX1903 einen Biosynthe-
segencluster fiir einen Naturstoff vom Hapalindol-Typ iden-
tifizieren konnten.” Uberraschenderweise ist weder im amb-
Biosynthesegencluster noch im Genom von F ambigua
UTEX1903 ein Enzym codiert, das einer Chloroperoxidase
dhnelt, welche die vorgeschlagene, durch ein Chloroniumion
eingeleitete Cyclisierungskaskade katalysieren konnte. Dar-
iiber hinaus ist keine augenscheinliche Terpen-Synthase im
amb-Biosynthesegencluster codiert, die fiir die Synthese von
B-Ocimen (18) infrage kdme. Stattdessen konnten drei Gene
der Prenyltransferase-Superfamilie identifiziert werden
(ambP1-3). In-vitro-Experimente ergaben, dass ambP2 fiir
eine GPP-Synthase und ambP3 fiir eine aromatische Pre-
nyltransferase codiert, die eine weitere Prenylierung von
Hapalindol U (21) am aromatischen Ring katalysiert, was die
Voraussetzung fiir die Bildung der pentacyclischen Ambi-
guine ist. Da keiner der drei Vertreter der Prenyltransferase-
Superfamilie 18 in vitro bilden konnte, schlugen die Autoren
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5x Malonyl-CoA DMAPP + GPP

lMCH 7 l Mcl22

OH OH
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HO OH

16 15

Mcl24
W™
OH O

cl _cl
98 P
— L
=
13 HO OH

12

OH OH

! ‘2 Cl
OH

"C|+u

-
HO

Cl

Merochlorin D (18) Merochlorin C (17)

Schema 5. Vorgeschlagene Biosynthese der Merochlorine. A) Vorgeschlagene Biosynthese von Me-
rochlorin A (10) und B (11) ausgehend von DMAPP, GPP und Malonyl-CoA. Durch Prenylierung von
1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalin (THN, 16) mit Isosesquilavandulyldiphosphat (15) wird 9 gebildet®*?
und anschliefend iber eine selektive C2-Chlorierung cyclisiert, gefolgt von einer weiteren Chlorie-
rung zu 12, das durch Verlust von Chlorid zu einem Benzyl-Carbokation umgewandelt wird. Dieses
reaktive Carbokation ist anfillig fur eine Kation-vermittelte Terpencyclisierung tiber 14, was zur Bil-
dung von 10 und 11 fiihrt. Diese Reaktionsfolge wird alleinig von der V-CIPO Mcl24 katalysiert.??
B) Vorgeschlagene Biosynthese von Merochlorin C (17) ausgehend von dessen vermeintlicher Vor-
stufe Merochlorin D (18), katalysiert von der V-CIPO Mcl40.2*"!

vor, dass es sich bei der Vorstufe des Terpen-abgeleiteten
Teils der Hapalindole um GPP handeln kénnte. Des Weiteren
wurde vorgeschlagen, dass AmbP1, das wie AmbP3 ein Ho-
mologes von bakteriellen aromatischen Prenyltransferasen
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ist, sehr wahrscheinlich eine Schliis-
selrolle bei der Verkniipfung von cis-
19 und GPP spielt, um die tetracy-
clischen Grundgeriiste zu bilden.
Fiihrt man diesen Gedanken weiter,
ist ein Szenario denkbar, bei dem
AmbP1 die Bildung eines Allyl-Car-
bokations katalysiert, das die Bil-
dung des tricyclischen Intermediats
20 in Gang bringt. Das so entstan-
dene Carbokation kann von der In-
dolgruppe abgefangen werden, was
zu den tetracyclischen Hapalindolen
filhrt, oder alternativ durch Elimi-
nierung eines Protons tricyclische
Hapalindole bilden, die zu 21 wei-
terverarbeitet werden konnen. Diese
biosynthetische Vorstufe kann an-
schlieBend von der mutmaBlichen
Halogenase AmbOS5 zu 22 chloriert
werden (Schema 6B). Solch eine
Cyclisierung ausgehend von zwei
Alkenen, katalysiert von einer Pre-
nyltransferase, wiirde an die Chry-
santhemyldiphosphat-Synthase
(CPPase) erinnern, die die Cyclo-
propanierung zweier  Molekiile
DMAPP nach initialer Dephos-
phorylierung eines der Reaktions-
partner katalysiert, was zur Bildung
von Chrysanthemyldiphosphat (23)
fithrt (Schema 6C).”! Da CPPasen
und FPPasen, die zu den trans-Iso-
prenyldiphosphat-Synthasen geho-
ren, eine hohe Sequenziibereinstim-
mung aufweisen (75 % Identitit und
96% Ahnlichkeit), geht man davon
aus, dass CPPasen von FPPasen ab-
stammen.”>* Der Nachweis, dass
sich auch eine aromatische Prenyl-
transferase im Laufe der Evolution
dazu entwickelt hat, die Cyclisierung
zweier Alkene zu katalysieren, wire
aus einem mechanistischen Blick-
winkel hochst interessant.

In einem jiingsten Bericht tiber
die  Biosynthese von  Cyclo-
lavandulyldiphosphat (25) finden
sich sogar noch mehr mechanistische
Parallelen zu den eben genannten
Chrysanthemyldiphosphat-Syntha-
sen. Ozaki und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass ein ungewdhnliches
Mitglied der cis-Isoprenyldiphos-
phat-Synthase-Superfamilie aus dem

Lavanducyanin-Produzenten Streptomyces sp. CL190 die
Kondensation und Cyclisierung zweier Molekiile DMAPP
nach initialer Dephosphorylierung zu 25 bewirkt, einem
strukturellen Bestandteil von Lavanducyanin (26).°! Der
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cis-19 20 Hapalindol U (21)
C)
PPO/\)\ ppo/\)\ PPO
DMAPP/ e \)\—>
PPO T

Schema 6. A) Erste Hypothese zur Biosynthese von Hapalindolen.?®?! B) Denkbare neue Route fiir
die Biosynthese von Hapalindol U (21), die AmbP1 als Schliisselkatalysator fiir die Bildung der cycli-
schen Grundstruktur umfasst, auf Grundlage der Uberlegungen von Hillwig et al.”® C) Vorgeschlage-
ner Reaktionsweg in der Biosynthese von Chrysanthemyldiphosphat (23), katalysiert von der CPP-

Synthase.”

vorgeschlagene Reaktionsmechanismus umfasst zwei Reak-
tionen, in denen zwei Molekiille DMAPP in einer irreguldren
Nicht-Kopf-zu-Schwanz-Verkniipfung miteinander zu Lava-
ndulylphosphat (24) verbunden werden, das anschlieBend zu
25 cyclisiert wird (Schema 7). Bemerkenswerterweise hat
die Cyclolavandulyldiphosphat-Synthase groBe Ahnlichkeit
zur Undecaprenyldiphosphat-Synthase, welche die sequenzi-
elle cis-Kondensation von acht IPP-Einheiten mit FPP wih-
rend der Biosynthese von Undecaprenyldiphosphat kataly-
siert.”? Da sich die Struktur der cis-Isoprenyldiphosphat-
Synthasen stark von derjenigen von trans-Isoprenyldiphos-
phat-Synthasen unterscheidet,”” scheint es, dass unabhingig
eine weitere nicht verwandte Prenyltransferase dahingehend
evolviert ist, gleichzeitig als Prenyltransferase und Cyclase zu
fungieren.

2.1.3. Eine neue Familie von Meroterpen-Cyclasen

Bei allen bisher beschriebenen TCs gab ihre Annotation
entweder einen Hinweis auf ihre Funktion, etwa bei den
Haloperoxidasen, oder auf ihre Beteiligung am Terpenmeta-
bolismus, wie bei den Prenyltransferasen, die auch als Cyc-
lasen arbeiten. Das nichste Beispiel handelt von einer kryp-
tischen TC, deren Annotation anfangs keinerlei Hinweise auf
eine katalytische Aktivitdt oder eine Rolle im Terpenmeta-
bolismus gab. In einer ausgefeilten Studie konnten Itoh et al.
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den Biosynthesegencluster von Py-
ripyropen A (27) identifizieren,
einem pilzlichen Meroterpen, das
von Aspergillus fumigatus FO-1289
gebildet wird (Schema 8).%%! Eine
Retrobiosynthese  lieB  darauf
schlieBen, dass eine pilzliche, ite-
rative Polyketid-Synthase (PKS)
vom Typ I, die Nicotinyl-CoA als
Starteinheit nutzt, 4-Hydroxy-6-(3-
pyridinyl)-2H-pyran-2-on (HPPO)
bildet. Das o-Pyron-Grundgeriist
wird daraufhin von einer Prenyl-
transferase farnesyliert, gefolgt von
einer Epoxidierung der terminalen
Doppelbindung. Anschieflende
Cyclisierung nach Protonierung des
Oxiranrings fithrt zu Desacetylpy-
ripyropen E (28), der Vorstufe von
Pyripyropen A (27). Dies wiirde
einer Kopf-zu-Schwanz-Cyclisie-
rung &hneln, analog zu TCs der
Klasse II wie der Lanosterol-Synt-
hase, die die Bildung eines Carbo-
kations durch Protonierung einer
terminalen Oxirangruppe einlei-
tet.' Aus diesem Grund wurde
angenommen, dass sich eine klas-
sische TC unter den Schliisselen-
zymen der Pyripyropen-Biosyn-
these befindet. Dennoch konnte
durch Homologiesuche kein Gen
ausgemacht werden, das fiir eine
TC codiert. Deshalb wurde vermutet, dass eine Epoxidase
eine Sauerstoff-vermittelte Cyclisierung katalysieren konnte.
Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde der heterologe
Wirt A. oryzae M-2-3, der die Gene der mutmallichen Pre-

Indolalkaloide vom
Hapalindol-Typ

Hapalindol G (22)

23

B
(
H
—_—

A
> —
-PP;

PPQJ N7 &
24 N y-ge
0

DMAPP
N
©[ \ﬁ j
N

P|=>o/\6>v
—
25 E : \

—
Lavanducyanin (26)

Schema 7. Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der Cyclolavan-

dulyldiphosphat-Synthase, beginnend mit einer irregulidren Nicht-Kopf-

zu-Schwanz-Verkniipfung zweier Molekiile DMAPP zu Lavandulylphos-

phat (24), das anschlieRend zu Cyclolavandulyldiphosphat (25) cycli-

siert wird, einem strukturellen Bestandteil von Lavanducyanin (26).5"

( B
H
PPO/\jk\/ PPO
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H*
Epoxyfarnesyl-HPPO (29) Desacetylpyripyropen E (28)

Pyripyropen A (27)

Schema 8. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Cyclisierung von
Epoxyfarnesyl-HPPO (29) zu Desacetylpyripyropen E (28), der Vorstufe
von Pyripyropen A (27), katalysiert durch die neuartige, membran-
gebundene Meroterpenoid-Cyclase Pyr4.*

nyltransferase sowie der vermeintlichen Epoxidase expri-
mierte, mit HPPO supplementiert, was jedoch nur zur Pro-
duktion des Dihydroxyfarnesyl-substituierten Pyrons anstelle
des cyclisierten Meroterpenoids fiihrte. Folglich konnte die
Epoxidase die Cyclisierung des Epoxids, das stattdessen
spontan zum Diol hydrolysierte, nicht katalysieren. Daraus
lieB sich ableiten, dass eine krypti-

sche, zu diesem Zeitpunkt unent-

deckte Cyclase existieren musste.

Letztlich geriet das Gen pyr4 in den

Fokus der Aufmerksamkeit, das als

Gen fiir ein ,integrales Trans-

membranprotein® annotiert war.

Dies geschah, da sich zahlreiche

Homologe in anderen mutmafli-

chen Biosynthesegenclustern von

Polyketid-abgeleiteten Meroterpe-

nen in A. terreus und A. fumigatus o
sowie in Biosynthesegenclustern
von Indolditerpenen® und dem
Biosynthesegencluster des Chinon-
Meroterpenoids BE-40644 befin-  :
den.™ Pyr4 enthilt keine aspar- 0)
tatreichen Motive, die sonst typisch ¢
fir TCs sind. Dariiber hinaus be-
steht das Protein nur aus 242 Ami-
nosduren und war somit deutlich
kleiner als jede zu diesem Zeit-
punkt bekannte TC. Ein Hydropa-
thiediagramm sagte voraus, dass
Pyr4 sieben membrandurchspan-
nende Helices aufweist, was auch

C. Hertweck et al.

HPPO (29) und mikrosomal gebundenem Pyr4 zur Bildung
von 28. Dieser Befund bestitigte, dass es sich bei Pyr4 um
eine neuartige, membrangebundene Meroterpenoid-Cyclase
(MTC) handelt, die das erste Mitglied einer groBen Familie
von MTGC:s zu sein scheint.

Fiir Homologe von Pyr4 aus anderen Polyketid-abgelei-
teten Meroterpenoid-Biosynthesewegen konnte mittlerweile
gezeigt werden, dass sie an Meroterpenoidcyclisierungen
beteiligt sind. In Rekonstitutionsversuchen konnte nachge-
wiesen werden, dass es sich bei den Pyr4-Homologen Trt1 und
AusL, die in den Biosynthesegenclustern von Terretonin und
Austinol codiert sind, um MTCs handelt.??! In einem sehr
dhnlichen Ansatz konnte auflerdem nachgewiesen werden,
dass es sich bei Adrl um die MTC handelt, die an der Bio-
synthese von Andrastin A beteiligt ist.’” Diese Verbindun-
gen leiten sich von 3,5-Dimethylorsellinsdure (DMOS) und
FPP ab und haben Epoxyfarnesyl-DMOA-Methylester (30)
als gemeinsames Biosyntheseintermediat (Schema 9). Die
unterschiedlichen Resultate der Cyclisierungen, die von
AusL, Trtl und AdrI katalysiert werden und zur Bildung von
Protoaustinoid A (31), Preterretonin A (32) und Andrastin E
(33) fithren, hingen von der Priferenz der jeweiligen MTC
beziiglich des Ortes der Deprotonierung des gemeinsamen
tetracyclischen Carbokation-Intermediats ab.

Diese Beispiele unterstreichen die Rolle dieser neuen
Familie von TCs in der Biosynthese von Polyketid-abgelei-
teten Meroterpenen aus Pilzen. Das Vorhandensein von Pyr4-
Homologen in Biosynthesegenclustern von Indolditerpenen
lasst darauf schlieBen, dass diese neuartigen MTCs Verbin-
dungen als Substrate haben konnten, die im Hinblick auf den

AusL AusL
e

Trt1

Adrl Adrl
e

HO™"

Schema 9. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Cyclisierung von Epoxyfarnesyl-DMOA-Methylester

eine Neuheit fir TCs vs{éire. (30) zu Protoaustinoid A (31), Preterretonin A (32)P% und Andrastin E (33),F7 katalysiert von AusL,
Nichtsdestotrotz fiihrten In-vitro- it und Ardl, abhingig von der jeweiligen Stelle der Protonabstraktion am gemeinsamen tetracycli-
Versuche mit  Epoxyfarnesyl- schen Carbokation-Intermediat.
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Nicht-Terpenoid-Teil und die Lénge der Terpenoidseitenkette
variieren. Dariiber hinaus legt das Auftreten eines Pyr4-Ho-
mologen im Biosynthesegencluster von BE-40644 eines Ac-
tinomyceten nahe, dass diese Enzyme unter verschiedenen
Reichen des Lebens weit verbreitet sind. Diese Annahmen
werden gestiitzt von einer Studie iiber die Biosynthese von
Indolsesquiterpenen aus einem endophytischen Streptomy-
ceten, der aus Mangroven isoliert wurde.’ Genetische
Analysen, Gendeletionsexperimente und heterologe Rekon-
stitutionsexperimente sprachen dafiir, dass es sich bei dem
Pyr4-Homologen XiaE um das erste bakterielle Beispiel
dieses neuen Typs von TCs und den ersten funktionell cha-
rakterisierten Vertreter, der Indolterpenoidcyclisierungen
katalysiert, handelt (Schema 10).5”)

Preindosespen (35)

Schema 10. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Cyclisierung eines
Indolfarnesylepoxid-Intermediats (34) zu Preindosespen (35), kataly-
siert duch die Indolsesquiterpenoid-Cyclase XiaE.

In-vivo-Experimente deckten auf, dass das Pyr4-Homo-
loge PaxB dazu in der Lage ist, das epoxidierte Prenylindol 36
zu cyclisieren, was zu der Bildung von Emidol SB (37) fiihrt
(Schema 11). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass PaxB ein
Prenylindol cyclisieren kann, das an beiden terminalen
Doppelbindungen epoxidiert ist, was in der Bildung von
Paspalin (38) resultiert, der Kernstruktur von Paxillin.”
Diese Entdeckungen sprechen fiir einen Mechanismus tiber
stufenweise Epoxidierungen und Cyclisierungen in der Pas-
palin-Biosynthese. Demzufolge ist PaxB das erste charakte-
risierte Mitglied einer pilzlichen Enzymfamilie, welche die
Cyclisierung eines Diterpenrests eines Meroterpens kataly-
siert.

Vorangegangene wegweisende Studien zur Biosynthese
von Paspalin (38) deckten auf, dass paxB zu den vier Genen
gehort, die den kleinsten Satz an Genen darstellen, die fiir die
Bildung dieses Indolditerpens benétigt werden.*!! Dennoch
wurde im vorgeschlagenen Biosynthesemodell die Prenyl-
transferase PaxC als die TC (fehl)interpretiert.”**!! Dieser
Vorschlag griindete wahrscheinlich auf der engen Struktur-
verwandschaft von TCs der Klasse I und PTs mit Klasse-I-
Terpenoid-Synthase-Struktur, die in Abschnitt 1 beschrieben
wird, auch wenn der Mechanismus dieser Enzyme, die eine
Schwanz-zu-Kopf-Cyclisierung nach lonisierung der Allyl-
Diphosphatesterbindung katalysieren, nicht auf die epoxi-
dierte 3-Geranylgeranylindol-Vorstufe angewendet werden
kann. Eine Analyse der Sekundirstruktur lie3 darauf schlie-
Ben, dass es sich bei PaxB um einen wichtigen Substrat-
transporter handeln konnte.*!! Dieses Beispiel demonstriert
die Tiicken, wenn man sich bei der Untersuchung unbe-
kannter Reaktionen auf Annotationen auf Basis bereits be-
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Paspalin (38)

Schema 11. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Biosynthese von
Paspalin (38), bestehend aus stufenweisen Epoxidierungen und Cycli-
sierungen, die von PaxB katalysiert werden.*’

kannter Enzymreaktionen und Proteinfunktionen verldsst,
und soll dazu ermutigen, ab und zu quer zu denken.

2.1.4. Konvergente Evolution von Bergamoten-Synthasen

Ein weiterer Fall, bei dem eine Homologiesuche keine
augenscheinliche TC offenbarte, ist die Biosynthese von
Fumagillin (39). Da ein TC-Gen-Homologes im gesamten
Genom von A. fumigatus Af293 fehlte, war es viele Jahre lang
nicht moglich, den Biosynthesegencluster zu identifizieren.*!
Anfinglich schlossen Lin et al., dass der Gencluster eine
nichtkanonische TC enhilt, da der Terpen-abgeleitete Teil
von Fumagillin sehr wahrscheinlich vom Sesquiterpen f3-
trans-Bergamoten (40) abstammt, dessen Bildung eine TC
benotigt.”) Aus diesem Grund wurden andere Struktur-
merkmale von Fumagillin (39) in die Suche nach dem Bio-
synthesegencluster einbezogen, wie die Dicarbonsdure und
verschiedene Oxidationen, was zu einem Gencluster fiihrte,
der fma genannt wurde. Die Identitit des Clusters wurde mit
genetischen und biochemischen Methoden nachgewiesen.
Mit dem fina-Gencluster in Hinden wurden die umliegenden
Gene genauer unter die Lupe genommen. Aufmerksamkeit
erregte dabei das vorausgesagte Genprodukt Af520 (genannt
fma-TC), das wahrscheinlich aus sechs membrandurchspan-
nenden Helices besteht und eine PEAMO01040-UbiA-Prenyl-
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transferase(p-Hydroxybenzoesdure-Oligoprenyltransferase)-
Domaine enthilt, da die UbiA-Prenyltransferase von E. coli
strukturell dhnlich zu TCs der Klasse I ist. In-vitro-Studien
mit Mikrosomen, die fma-TCs enthielten, belegten eindeutig,
dass dieses Enzym eine neuartige membrangebundene TC ist,
die FPP in das bicyclische Terpen 40 umwandeln kann
(Schema 12). Diese Reaktion hiingt strikt von Mg*" ab, was
dafiir spricht, dass der Katalysemechanismus von fma-TC
dem von TCs der Klasse I dhnelt, die in einer Metallcluster-
abhingigen Ionisierung des Allyl-Diphosphatesters das Al-
lylkation erzeugen.*?) Bemerkenswerterweise produzieren
Pflanzen verschiedene Bergamotene mithilfe Ioslicher
TCs;™! deshalb ist fina-TC ein perfektes Beispiel fiir die
konvergente Evolution von anscheinend nicht verwandten
Enzymen, die dhnliche Produkte synthetisieren.[*!

2.1.5. Von einer Methyltransferase vermittelte Terpenoidcyclisie-
rung

Eine vollig neuartige Cyclisierungsreaktion wurde bei der
Biosynthese des Proteinkinase-C-Inhibitors Teleocidin B
entdeckt. Awakawa et al. versuchten, die spdten Stufen der
Teleocidin-Biosynthese aufzukldren, welche die Bildung
eines sechsgliedrigen Rings einschlieen, der mit einem Indol
verbunden ist.*! Zu dieser Zeit war bereits bekannt, dass die
Biosynthesemaschine-
rie von Lyngbyato-
xin A (41), das struk-
turell mit Teleocidin B ~
verwandt ist, eine  Tryptophan ﬂ» N

. . —_— S
nichtribosomale Pep-
tidsynthetase  (LtxA)
und eine Cytochrom-
P450-Monooxygenase 42
(LtxB) enthilt, die ge-
meinsam L-Valin und
L-Tryptophan in (—)-
Indolactam V (42) um-
wandeln. Der Indolring
von 42 wird im An-
schluss ~ weiter  mit
einem Geranylrest
versehen, katalysiert
von einer aromatischen
Prenyltransferase
(LtxC). Dieser Schritt L
fithrt zur Bildung von
41, das auf der Grund-
lage von Fiitterungsex-
perimenten als Vorstu-
fe von Teleocidin B
vorgeschlagen
wurde.®! Im Unter-
schied zu Teleocidin B
deutet die Struktur von
41 auf fehlende Me-
thylierung und Cycli-
sierung des Geranyl-
restes hin. Durch eine

Valin

1,2-Hydrid-
verschiebung
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Homologiesuche konnten die Autoren einen Biosynthese-
gencluster (tle) im Genom des Teleocidinproduzenten iden-
tifizieren, der dem /tx-Biosynthesegencluster #hnelt, und
dessen Rolle in der Biosynthese von 41 durch heterologe
Expression nachweisen. Da keine Gene fiir C-Methyltrans-

a
OPP

fma-TC

B-trans-Bergamoten (40)

O////OH

Fumagilin (39)  ©

Schema 12. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Cyclisierung von
Farnesyldiphosphat (FPP) zu (-trans-Bergamoten (40), einem Aus-
gangsprodukt von Fumagillin (39), katalysiert von der kryptischen
Terpen-Cyclase fma-TC.*4

~N
OH  TieC

[CH3] Lyngbyatoxin A (41)

“"SoH

Angriff von der
Re-Seite

a b -
Rearomatisierung

,,,,,

Schema 13. Vorgeschlagene Biosynthese von Teleocidin B-1 (43), Teleocidin B-4 (44) und Des-O-Methylolivoretin C
(45) durch die C-Methyltransferase TleD ausgehend von Lyngbyatoxin A (41). Details siehe Text.*!
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ferasen oder Terpen-Cyclasen in Nachbarschaft zum /fe-Bio-
synthesegencluster gefunden werden konnten, begannen die
Autoren mit der Koexpression von sechs Methyltransferase-
Gen-Kandidaten zusammen mit den /te-Biosynthesegenen im
heterologen Wirt, der 41 produziert. Die Transformante, die
das Gen der C-Methyltransferase tleD trégt, produzierte drei
neue Verbindungen, die als Teleocidin B-1 (43), Teleocidin B-
4 (44) und Des-O-Methylolivoretin C (45) identifiziert
werden konnten (Schema 13). In-vitro-Analyse von TleD mit
41 als Substrat bestétigte dessen Beteiligung an der Biosyn-
these von 43-45 und belegte, dass eine Methyltransferase
ausreicht, um den Geranylrest von 41 zu methylieren und
anschlieBend zu cyclisieren. Die Autoren schlugen vor, dass
TleD die weiterfithrende Cyclisierung von 41 durch das Ein-
bringen einer Methylgruppe am Geranylrest einleitet, was die
Bildung einer Kationspezies zur Folge hat. Nach einer 1,2-
Hydridverschiebung kann das entstehende tertidre Carbo-
kation nukleophil durch den elektronenreichen Indolring
angegriffen werden, was zur Bildung eines spiroverkniipften
Intermediats fiihrt. Dieser Schritt kontrolliert daher die
Konfiguration an C-25 durch die Bildung des Spirorings nach
Angriff von der Re- oder der Si-Seite. Zwei verschiedene C-
C-Bindungen dieses Intermediats konnen daraufhin wandern,
was zur Bildung der Grundgeriiste von 44 und 45 fiihrt.
Dieser Vorgang wird durch die Rearomatisierung des Indol-
rings angetrieben.* Die Autoren ziehen eine Parallele zu
TCs der Klasse I, auch wenn der Mechanismus tatsédchlich
mehr an TCs der Klasse II erinnert, die vor der Cyclisierung
eine terminale Doppelbindung

aktivieren, mit dem Unterschied,

dass die Erzeugung des Carbo- A)
kation-Intermediates durch Me-
thylierung anstelle einer Proto-
nierung geschieht und dass eine
1,2-Hydridverschiebung auftritt.

2.2. Terpenoidcyclisierungen durch Indosespen (46)

neuartige
Cyclisierungsmechanismen
2.2.1. Von einer Flavin-Monooxyge-
nase katalysierte Meroterpen-
cyclisierungen

Alle TCs, die in den vorange-
gangenen Abschnitten vorgestellt
wurden (mit Ausnahme der V-
CIPO Mcl24), katalysieren Reak-
tionen, die an TCs der Klasse I
oder II erinnern, obgleich sie sich
in ihren Proteinstrukturen stark
von diesen unterscheiden. Es
scheint jedoch, dass die Natur zu-
sdtzlich zur Wiederverwendung
bewihrter Cyclisierungsmechanis-
men auch weitere Strategien ent-
wickelt hat, um Terpenoide zu
cyclisieren. Dies wird in einigen
nennenswerten Berichten iiber

47
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Terpenoidcyclisierungen angedeutet, die von Oxidasen kata-
lysiert werden. Ein interessanter Cyclisierungsschritt ist z. B.
die weiterfithrende Cyclisierung des Decalin-Ringsystems
von Indosespen (46) zum Ringsystem von Xiamycin in der
Biosynthese von Indolsesquiterpenen (Schema 14 A), kata-
lysiert von einer Flavin-abhéingigen Oxidase. Fiir diese Re-
aktionsstufe wurde eine kryptische Hydroxylierung vorge-
schlagen, die den Grundstein fiir eine Anellierung legt, die
zur Bildung des intermedidren Carbeniumions 47 fiihrt, das
iiber Deprotonierung, Verlust eines Aquivalents Wasser und
Aromatisierung zum Ringsystem von Xiamycin weiterrea-
giert.’®! Dieses Modell wurde durch die Tatsache unter-
mauert, dass Deletion von xiaF, einem Gen, das fiir eine als
Indoloxygenase annotierte Flavin-abhéingige Oxidase ko-
diert, das Ausbleiben der Xiamycinproduktion zur Folge
hatte.” Eine unabhingige In-vitro-Studie, die ein XiaF-Ho-
mologes (Xial; 99 % Identitdt) aus einem marinen Strepto-
myceten untersuchte, der auch Xiamycin produzierte, wies
die Umwandlung von Indosespen (46) zu Prexiamycin (48)
nach, das spontan zu Xiamycin (49) oxidiert (Sche-
ma 14 A).[*]

Fiir die Biosynthese des verwandten Indolsesquiterpens
Sespenin (50), das zusammen mit Xiamycin und Indosespen
isoliert wurde, wurde ein dhnlicher Biosyntheseweg vorge-
schlagen, bei dem das hydroxylierte Carbeniumion 47 als
gemeinsames Intermediat auftritt und eine Umlagerung zum
pentacyclischen Ringsystem mit einem zentralen quartédren
Kohlenstoffatom eingeht (Schema 14 B).1%8>3]

Sespenin (50)

Schema 14. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die weiterfithrende Cyclisierung von Indosespen (46)
zu Prexiamycin (48) lber eine kryptische Hydroxylierung, katalysiert von der Flavin-abhingigen Mono-
oxygenase Xial." Vorgeschlagener Cyclisierungsweg in der Biosynthese von Sespenin (50)

38b,39]
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2.2.2. Von einem Cytochrom P450 katalysierte Meroterpencycli-
sierung

Eine kryptische Hydroxylierung, die die Cyclisierung
einer Prenylseitenkette auslost, wird auch fiir die Biosynthese
des Tetracyclin-artigen pilzlichen Meroterpenoids Viridica-
tumtoxin (51) vorgeschlagen. Hier konnte invivo gezeigt
werden, dass das Cytochrom P450 VrtK die Umwandlung des
acyclischen Previridicatumtoxins (52) zu 51 Kkatalysiert
(Schema 15).1 Um die Cyclisierung einzuleiten, wurde eine

VrtK
[Fe=0]**
—_—

OH OH O o o

N\
MeO O ﬁh,
-H fj

C. Hertweck et al.

konzertierte 1,2-Alkylverschiebung/1,3-Hydridverschiebung
erfahrt, gefolgt von einem Angriff von C7 auf C15, um das
spirocyclische Ringsystem von 51 zu bilden (Schema 15).1")

1962 mutmaBte Breslow,*s! dass ein Reaktionsweg mit
einem freien Radikal fiir die Polycyclisierung von Squalen in
der Biosynthese von Sterolen verantwortlich sein konnte, was
die erfolgreiche Nutzung von radikalischen Reaktionswegen
in der Synthese von polycyclischen Terpenoiden voran-
trieb.®! Spiter wurde jedoch Oxidosqualen als biosyntheti-
sches Intermediat nachgewiesen, und der heutzutage weithin
akzeptierte, auf Carbokationen ba-
sierende Mechanismus wurde vor-
geschlagen. Dies veranlasste Bres-
low dazu, im Riickblick zu bekun-
den, dass seine Modellstudien ,,von
beschrianktem biochemischem In-
teresse* seien.!*’) In Hinblick auf die
neue TC VrtK, die die Cyclisierung

Previridicatumtoxin (52) on - oH des Terpenrestes ip qer Biosynthese
von 51 wahrscheinlich iiber einen
Fef -e” radikalischen Mechanismus kataly-
OH [Fe=OP** siert, scheint diese Schlussfolgerung
voreilig zu sein. Auf alle Fille soll-
| ten radikalische Synthesestrategien
N im Gedichtnis behalten werden,
MeO ) *, . MeO wihrend man préparative Polycy-
Cyclisierung ..
OO — clisierungen von Terpenen plant.
¢ (C15-C19)

OH  OH 2.2.3. Oxidative Cyclisierung in der
konzertierte Biosynthese von A '-Tetrahydro-
1,2-Alkylverschiebung/ cannabinolséiure
1,3-H™-Verschiebung l

OH OH O
Viridicatumtoxin (51)

Schema 15. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Cyclisierung von Previridicatumtoxin (52) zu Viri-
dicatumtoxin (51), katalysiert vom Cytochrom P450 VrtK. Details siehe Text.["”

C17-Hydroxylierung von 52 iiber einen Wasserstoff-Ab-
straktions-/Sauerstoff-Rebound-Mechanismus ~ vorgeschla-
gen, gefolgt von einer Dehydratisierung, um das intermedidre
Allylkation 53 zu bilden. Da in Biotransformationsassays al-
lerdings kein Cl17-hydroxyliertes Intermediat gefunden
werden konnte, wurde alternativ eine Wasserstoffabstraktion
von 52 zu einem Kohlenstoffradikal vorgeschlagen, gefolgt
von einem Elektronentransfer auf das Eisen-Hiamzentrum,
was ebenfalls zur Bildung des Allylkations 53 fiihrt. Die
vorgeschlagene Entstehung von 53 bildet die Grundlage fiir
nachfolgende Cyclisierungen. Gestiitzt durch Isotopenmar-
kierung mit [“C,?H]-markierten Mevalonaten und quanten-
chemische Modellierung schlugen Chooi et al. die Bildung
eines tertidren Carbokation-Intermediates 54 tiber einen C15-
C19-Ringschluss vor, das eine Ringerweiterung iiber eine
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Alle bisher beschriebenen TCs,
zusammen mit TCs der Klassen I
und II, haben etwas gemeinsam:
Alle von ihnen scheinen Chemie mit
Carbokationen zu nutzen. Von
dieser Perspektive aus ist es faszi-
nierend, dass erst kiirzlich eine
Ausnahme von dieser Regel in einer
Proteinstudie iiber die Cyclase in
der Biosynthese von A!-Tetrahy-
drocannabinol (A'-THC) entdeckt
wurde, dem maBgeblichen psycho-
aktiven Inhaltsstoff von Cannabis sativa L.°" Eine In-vitro-
Studie von Taura et al. lieferte erste experimentelle Belege,
dass Cannabigerolsdure (55) iiber eine oxidative Cyclisierung,
die von dem Enzym THCS-Synthase katalysiert wird, in A'-
Tetrahydrocannabinolsidure (A'-THCS, 56) umgewandelt
wird, die Vorstufe von A-THC.’!! Shoyama et al. klirten die
Struktur dieses Flavoproteins mit einer Auflésung von 2.75 A
auf (Abbildung 2 A).?

Gestiitzt durch Mutationsanalysen und die Kristallstruk-
tur wurde ein Mechanismus vorgeschlagen, in dem das N5-
Atom des FAD-Kofaktors, der kovalent an His114 und
Cys176 gebunden ist, mit einem Tyrosinrest (Tyr484) zu-
sammenwirkt, um die Bildung eines reaktiven o-Chinonm-
ethids aus 55 mithilfe einer Hydridiibertragung zu katalysie-
ren. Fir His292 und Tyr417 (Abbildung 2B) des aktiven

MeO
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Abbildung 2. Struktur der A'-Tetrahydrocannabinolsiure-Synthase
(THCS-Synthase; PDB-Code: 3VTE).F? A) Biandermodell der Gesamt-
struktur der THCS-Synthase; a-Helices sind tiirkis eingefirbt, §-Falt-
blatter violett und Schleifen rosa. Der FAD-Kofaktor (C griin, N blau,
O rot, P orange) ist als Stibchenmodell abgebildet. B) Reste des akti-
ven Zentrums der THCS-Synthase als Stabchenmodell (C griin, N blau,
O rot, P orange, S gelb); der FAD-Kofaktor ist kovalent an His114 und
Cys 176 gebunden. Die Darstellung wurde mit PyMol erzeugt.”?

Zentrums wurde vorgeschlagen, dass sie an der Substratbin-
dung beteiligt sind."? Dieser Oxidationsschritt leitet eine
Oxo-Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf
ein (Schema 16).

2.2.4. Reduktive Cyclisierung in der Iridoid-Biosynthese

Der Cyclisierungsweg, der von der THCS-Synthase ka-
talysiert wird, scheint sehr auSergewohnlich fiir TCs zu sein.
Dennoch konnten dhnliche Cyclisierungsschemata in der
Natur durchaus verbreiteter sein. Dies wird von einer Studie
tiber die Iridoid-Synthase aus Catharanthus roseus angedeu-
tet, die kurz nach jener zur THCS-Synthase erschien. Die
Iridoid-Synthase katalysiert die Bildung des unverkennbaren
Ringsystems der Iridoide, das aus einem Cyclopentanring
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besteht, der mit einem Tetrahydropyranring verbunden ist.””!
Vorangegangene Studien mit Pflanzenrohextrakt lie3en
darauf schlieBen, dass 10-Oxogeranial die direkte Vorstufe
der Iridoide ist und in einem NADH/NADPH-abhingigen
Schritt zu Nepetalactol umgewandelt wird.®¥ Um die Zahl an
moglichen NAD(P)H-abhingigen Enzymen einzuschrianken,
fiilhrten Gue-Flores etal. eine Koexpressionsanalyse mit
einem dem Cyclisierungschritt vorangehenden Enzym (Ge-
raniol-10-Hydroxylase) als Referenz durch. Das am hochsten
eingestufte koregulierte NADPH-nutzende Enzym stellte
sich als Progesteron-5p-Reduktase (P5BPR) heraus, ein
Enzym, das normalerweise die Reduktion einer C-C-Dop-
pelbindung von Progesteron in der Cardenolid-Biosynthese
katalysiert.” In-vitro-Studien mit diesem Enzym fiihrten in
Gegenwart von entweder NADH oder NADPH zur Um-
wandlung von 10-Oxogeranial (57) in cis-trans-Nepetalactol
(58), das mit seinen gedffneten Dialdehydformen (cis-trans-
Iridodiale; 59a und 59b) im Gleichgewicht steht. Dieser
Befund bestitigte die Rolle der Iridoid-Synthase bei der un-
gewohnlichen reduktiven Cyclisierung von 10-Oxogeranial,
fur die ein zweistufiger Mechanismus vorgeschlagen wurde.
Zu Beginn katalysiert das Enzym eine 1,4-Reduktion dhnlich
jener, die fiir PSPR vorgeschlagen wurde,*® was zur Bildung
des Enolintermediats 60 fiihrt. Dieses kann entweder tiber
eine Oxo-Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbe-
darf, die der vorgeschlagenen Reaktion in der Biosynthese
von AL-THCS ihnelt, oder iiber eine intramolekulare Mi-
chael-Addition weiterreagieren (Schema 17 A). Um aufzu-
kldaren, welcher der Reaktionswege der tatsdchliche ist,
wurden in einer Folgestudie die beiden Substratanaloga 61
und 62, von denen jedes jeweils einen der beiden Reakti-
onswege benachteiligt, synthetisiert und fiir Enzymreaktio-
nen eingesetzt (Schema 17B).’! Bemerkenswerterweise
wurde nur das chlorierte Analogon 61 in einer Sy2'-Reaktion
analog der vorgeschlagenen Michael-Addition cyclisiert,
wohingegen bei 62 die Reaktion bereits nach dem anféngli-
chen Reduktionsschritt stoppte. Aus diesen Befunden fol-
gerten die Autoren, dass das Enzym einem Michael-Reakti-
onsweg folgt.

Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob es sich bei dem
Mechanismus um ein weiteres allgemeines Schema bei Ter-
penoidcyclisierungen handeln konnte. Es ist zu betonen, dass
die Bildung des reaktiven Intermediats in diesem Fall tiber
eine Reduktion anstelle einer Oxidation, wie in der Biosyn-
these von A'-THCS, erreicht wird. Dieses Enzym sowie die
THCS-Synthase sind herausragende Beispiele fiir den Ein-
fallsreichtum der Natur bei der Biosynthese cyclisierter Ter-
penoide [

2.3. Terpenoidcyclisierung ohne vorgeschlagenen Mechanismus

Um die Biosynthese von mono- und pentacyclischen Css-
Terpenen wie Tetraprenyl-p-Curcumen (63) und Baciterpe-
nol A (64) von Bacillus subtilis (fiir die die Autoren den Be-
griff ,Sesquarterpene“ vorschlagen) aufzukldren, betrieben
Sato et al. groBen Aufwand, indem sie 2514 Gendeletions-
mutanten von B. subtilis analysierten, die vom National Bio-
Resource Project (NIG, Japan) bereitgestellt wurden. Dies
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N(His114) N(His114) N(His;1,) ~monocyclische Sesquarterpe-
{0 ne zu bilden. In-vitro-Studien
Y — N mit aufgereinigtem YtpB be-
0, HzOz statigten, dass es sich bei
S(Cys176) S(Cys176) S(Cys176) diesem Enzym um eine Te-
a7y Tvrm “OH.. traprenyl—|3-Cchume‘n-Synt-
h hase handelt, die 65 in Tetra-
“ooc “ooc OH ‘ prenyl-p-Curcumen (63) um-
+ .
(Hispo2)NH" (Hiszgo)NH ooc wandelt (Schema 18 A). Ein
HtCs - Hy4Cs — o Mechanismus fiir diese Cyc-
H11Cs lisierung wurde nicht vorge-
56

(I)H
Tyrass

i
Tyrags

Schema 16. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die oxidative Cyclisierung von Cannabigerolsiure (55) zu A'-

schlagen, da die Primér-
struktur von YtpB keine
Ahnlichkeit mit irgendeiner
bereits bekannten TC hat.[””)

Tetrahydrocannabinolsdure (56), katalysiert duch das Enzym THCS-Synthase.”? Allerdings erinnert das Er-

A) Diels-Alder- [ ;
Reaktion
\
) - 58
L J Michael-Addition

oK
- o} -
H\ Al H\ Al /
K Y aane:
jj ==
\ \
61 Diels-Alder-Reaktion 62

benachteiligt

Schema 17. Reduktive Cyclisierung von 10-Oxogeranial (57) in der Biosynthese der Iridoide. A) Ur-
spriinglich vorgeschlagene Mechanismen der Cyclisierung von 57 durch Iridoid-Synthase zu cis-trans-
Nepetalactol (58), das im Gleichgewicht mit den cis-trans-Iridodialen 59a und 59b steht.” B) Weiterfiih-
rende mechanistische Studien mit den Substratanaloga 61 und 62. Nur Substrat 61, das eine Diels-

Alder-Reaktion stark benachteiligt, wird cyclisiert.””!

war notig, da kein geeigneter Cyclasekandidat in der Néhe
der Gene gefunden werden konnte, die fiir eine heterodimere
Heptaprenyldiphosphat-Synthase kodieren, das Enzym, das
den Biosyntheseweg mit der Terpenoidvorstufe Hepta-
prenyldiphosphat (65) versorgt. Das Screening beriicksich-
tigte alle ,funktionell unbekannten Proteine* sowie ,kon-
servierte hypothetische Proteine®, die aus mehr als 180 bzw.
240 Aminosduren bestanden und in den Genomen Css-
Terpen-produzierender Bakterien konserviert waren, nicht
jedoch in Nicht-Produzenten derselben Gattung. Die Suche
konnte auf 49 Stimme eingeengt werden, und die Analyse
deren Lipidfraktionen offenbarte, dass nur die Mutante mit
einer Deletion des Gens yfpB nicht mehr in der Lage war,

www.angewandte.de

Michael-Addition

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

gebnis der Reaktion an die

Cyclisierung von GPP zu y-

Terpinen (66; Schema 18),
die von einer klassischen TC der
Klasse I katalysiert wird,"™ wes-
halb mechanistische Parallelen
plausibel sind. Interessanterweise
konnte fiir Bcl-TS, das Homologe
der  Tetraprenyl-f-Curcumen-
Synthase von B. clausii, in vitro
gezeigt werden, dass es die acy-
clische Umwandlung von Geran-
ylfarnesyldiphosphat (67) und
Hexaprenyldiphoshat (68) zu f3-
Geranylfarnesen (69) und (-He-
xapren (70) katalysiert (Sche-
ma 18B).°Y Dieser Zusammen-
hang zeigt Analogie zu Enzymen
mit Klasse-I-Terpenoid-Cyclase-
Struktur, da Homologe von TCs
der Klasse I auch die Umwand-
lung von Polyprenyldiphospha-
ten zu acyclischen Terpenen ka-
talysieren, beispielsweise Myrcen
(71; Schema 18), das von der
Myrcen-Synthase gebildet
wird.®? Weitere Enzymstudien

59b

CF2 keine Cyclisierung

benachteiligt

werden  voraussichtlich  Auf-
schluss tiber den genauen Reak-
tionsmechanismus geben und

enthiillen, ob tatsdchlich Parallelen zu den oben genannten
Terpen-Synthasen bestehen. 63 wird daraufthin vom Enzym
SqhC, das der Squalen-Hopen-Cyclase dhnelt, weiter zum
pentacyclischen Grundgeriist von Baciterpenol A (64) cycli-
siert.l®)

Die evolutiondre Nihe zwischen SqhC und Squalen-
Hopen-Cyclase inspirierte Sato et al. dazu, rekombinantes
SqhC mit Squalen zu inkubieren, was zur Bildung des bicy-
clischen Triterpens 72 fiihrte,'”! eines Naturstoffs des Farns
Polypodium formosana® (Schema 19 A). Wihrend die Au-
toren 72 nicht in vivo in Bacillus subtilis nachweisen konnten,
wurden sie in B. megaterium fiindig und belegten, dass das
YtpB-Homologe Bcl-TS von B. megaterium auf3er zur Cycli-
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A)
N N N

5
65

lYth

OPP

SqhC;
N A BmeTC
4
63 Baciterpenol A (64)
)\©\ )\/\)L/
y-Terpinen (66) Myrcen (71)
B) 5 H
QY
A A A opP \—/ N A =
67 ° 69
Bcl-TS
H /\
pi
S
N X Spp X N =
4 4
68 70

Schema 18. Vorgeschlagene Biosynthesewege fiir A) die YtpB-katalysierte Umwandlung von
Heptaprenyldiphosphat (65) in Tetraprenyl-3-Curcumen (63), das weiter zu Baciterpenol A (64)
cyclisiert wird,?” sowie B) die Bcl-TS-katalysierte Umwandlung von Geranylfarnesyldiphosphat
(67) und Hexaprenyldiphoshat (68) in B-Geranylfarnesen (69) und B-Hexapren (70).°" y-Terpi-
nen (66) und Myrcen (71) werden zum Vergleich gezeigt.

Squalen 72 73 74

mutierte /é ’ /Q “
SHC A
—_—
N
|

Squalen

3-Desoxyachilleol A (75) (+)-Ambrein (76)

Schema 19. A) Cyclisierung von Squalen zu 72, katalysiert von SqhC oder dessen Homologem BmeTC aus

B. megaterium,”®™! das von BmeTC zu einem Onoceranoxid 73 sowie zum Triterpen 74 weitercyclisiert werden
kann.*®l Gewinnung von (+)-Ambrein (76) ausgehend von Squalen iiber das nichtnattirliche Triterpen 3-Des-
oxyachilleol A (75) mithilfe einer mutierten Squalen-Hopen-Cyclase und der Tetraprenyl-3-Curcumen-Cyclase

BmeTC.
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sierung von Tetraprenyl-f3-Curcumen
auch dazu in der Lage ist, 72 ausgehend
von Squalen herzustellen (Sche-
ma 19A).%! Dariiber hinaus zeigten
Ueda etal., dass 72 von demselben
Enzym sowohl zu einem Onoceranoxid
73 cyclisiert werden kann,®' das ebenso
bereits aus einem Farn isoliert wurde,*
als auch zu dem neuartigen Triterpen
74.%) Bei BmeTC handelt es sich also
um eine difunktionelle Triterpen-/Ses-
quarterpen-Cyclase, die sowohl Tetra-
prenyl-f-Curcumen zu Baciterpenol A
(64) umwandeln kann (Schema 18 A) als
auch Squalen zu Onoceroiden iiber
Cyclisierung von beiden Enden her
(Schema 19A). Da 73 und 74 auch
invivo in B. megaterium nachgewiesen
werden konnten, handelt es sich bei
beiden um Naturstoffe und damit um die
ersten bakteriellen Onoceroide.[*

Der Mechanismus fiir die Cyclisie-
rung von 63 zu 64 konnte durchaus
analog zu dem der Squalen-Hopen-
Cyclase ablaufen, wo eine terminale
Doppelbindung protoniert wird, was
eine Cyclisierungskaskade auslost, die
von einem Wassermolekiil beendet wird.
Fiir den Fall der Squalen-Hopen-Cyclase
weill man, dass die positive Ladung
aufler durch direkte Depro-
tonierung des polycyclischen
Intermediates zu Hopen
auch durch Addition von
Wasser neutralisiert werden
kann, was zur Bildung von
Hopanol fiihrt.?! Dennoch
scheint die Cyclisierungsre-
aktion, die zu den Onoce-
roiden fiihrt, aulergewohn-
lich zu sein. Die Autoren
mutmafen aus gutem Grund,
dass Squalen zum bicycli-
schen Intermediat 72 cycli-
siert wird, welches das aktive
Zentrum verlédsst, gedreht
wird und ein zweites Mal
vom aktiven Zentrum auf-
genommen wird, um die Po-
lycyclisierung der anderen
Hemisphire von 72 zu kata-
lysieren. Die positive Ladung
des entstehenden C8-Carbo-
kations konnte dann entwe-
der durch die nukleophile
Addition der intramolekula-
ren Hydroxygruppe (was zu
73 fiihrt) oder durch die
Deprotonierung von H-26
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MeAICl,,
Me,AICI
N AN - =
CH,Cl,, 78 °C
79
C6-C7
Hydrid-

verschlebung

80 (16%)

1. LiAlH4
2. ArSeCN, PBusg;
H20,

78% uber 2 Stufen

p-Cedrene
77alb 21

B-Funebrene
78alb

H _
Eliminierung oder H
H N i 9 OH
OAIL; Hydridverschiebung
+ e ——

81 (28%)

C. Hertweck et al.

es sich um ein Sekret des Verdauungssystems
von Pottwalen, einen der teuersten Parfiimstoffe
tierischen Ursprungs (Schema 19B). 75 wurde
enzymatisch aus Squalen durch den Einsatz
einer mutierten Squalen-Hopen-Cyclase von
Alicyclobacillus  acidocaldarius ~ gewonnen.
Diese enzymatische Synthesestrategie, durch-
gefiihrt mit zellfreien E.-coli-Aufschliissen, die
das tiberexprimierte rekombinante Enzym ent-
hielten, benétigte fiir die Bildung von (+)-Am-
brein (76) aus Squalen nur zwei Stufen gegen-
iber den 19-35 Stufen der berichteten Total-
synthesen.[®]

3. Neue biomimetische Syntheseansdtze

Wegen der einzigartigen Fahigkeit, mehrere
Ringe und Stereozentren gleichzeitig zu bilden,
beeinflusste die Biosynthese von Terpenoiden
die Synthesechemie seit der Pionierarbeit von
Stork und Burgstahler sowie Eschenmoser et al.
stark.*”) Es gab mehrere erfolgreiche Versuche

Schema 20. Schwanz-zu-Kopf-Cyclisierung von racemischem Vinylepoxid 79 mithilfe
einer nichtdissoziierenden Lewis-Sdure. Die starke Koordinierung der Lewis-Siure an
den Alkohol erméglicht die ungehinderte Ladungsausbreitung hin zu den tricyclischen
Produkten 80 und 81, die in die 3-Cedrene (77a/b) und 3-Funebrene (78a/b) umge-

zur Nachahmung von Biosynthesewegen, bei
denen verschiedene Agentien zum Auslosen
von Cyclisierungen linearer Ausgangsverbin-
dungen eingesetzt wurden, darunter Brgnsted-

wandelt werden kénnen.”!

(was die Bildung von 74 zur Folge hitte) neutralisiert
werden.[®! Ein solches Szenario wire beispiellos fiir Terpen-
Cyclasen.

AbschlieBend wurde in derselben Studie noch die Pro-
miskuitdt von BmeTC getestet. Dazu wurde iiberpriift, ob das
Enzym dazu in der Lage ist, das nichtnatiirliche, monocycli-
sche Triterpen 3-Desoxyachilleol A (75) zu cyclisieren. Und
in der Tat war BmeTC dazu in der Lage, die Cyclisierung von
75 auf gleiche Art und Weise wie die Cyclisierung von
Squalen zu 72 katalysieren, was zur Bildung von (4)-Ambrein
(76) fiihrte, dem Hauptinhaltsstoff von Ambra. Dabei handelt

1.1 Aquiv. NIS
1.0 Aquiv. 82
_— > +
Toluol
N —40°C,24h
83 (57%)
SiPhs 95% ee
OO CISOzH
O p_niy iPINO,
-78°C,4h

oo
SiPhs
82

Schema 21. Enantioselektive lodcyclisierung unter Verwendung von
NIS und dem chiralen Phosphoramidit 82. Das unerwiischte Olefin 84
kann mithilfe von CISO;H in das tricyclische Terpenoid 83 umgewan-
delt werden.
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S4uren, Lewis-Sduren, UV-Licht,*! Uber-

gangsmetalle wie Ir® Pt®! und Au," aber

auch exotischere Materialien wie Zeolithe!”"
und Antikérper.’ Da die meisten dieser Methoden bereits
gut etabliert und umfassend rezensiert sind,®™ soll sich
dieser Abschnitt mehr um die aktuelleren Entwicklungen auf
dem Gebiet der Synthese drehen.

A)
© SbClgBr © SbCIsBr
Br Br
$9 $
N \(_7_“\\
®
BDSB (85) 86
B)
M/\/@/O\ —
- v O .
X X MeNO,, —25 °C, 5 min
76% Br
BDSB (85)
.
MeNO,, 0°C, 30 s
X X N
OAc 34%

Schema 22. Evaluierung des neuen Bromierungsreagens BDSB (85).
A) Struktur von BDSB und des einfachen chiralen Derivats 86."

B) Beispiele fiir das Potenzial von BDSB fiir schnelle, milde und selek-
77
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Obwohl in der Natur bei Terpen-Cyclasen der Klassen I
und II sowohl Schwanz-zu-Kopf- als auch Kopf-zu-Schwanz-
Cyclisierungen vorkommen, bevorzugen Chemiker deutlich
Kopf-zu-Schwanz-Cyclisierungen, da die Ladungsausbreitung
bei Schwanz-zu-Kopf-Cyclisierungen in organischen Lo-
sungsmitteln oft von E1- oder Sy1-Reaktionen gestoppt wird,
bevor die gesamte Cyclisierung abgeschlossen ist."! Erst
kiirzlich konnten Pronin und Shenvi zeigen, dass nichtdisso-
ziierende Lewis-Sduren benotigt werden, um eine durchgén-
gige Ladungsausbreitung zu erreichen!” — eine Strategie, die
die prazise kontrollierte Platzierung von katalytischen Resten
im aktiven Zentrum von Terpen-Cyclasen der Klasse II
nachahmt. Dieses Konzept ermoglichte die Synthese einer
Mischung von -Cedrenen (77 a/b) und f-Funebrenen (78 a/b)
ausgehend vom racemischen Vinylepoxid 79 (Schema 20).

Vinylepoxid 79 wurde in vier Stufen aus Geranylbromid
erhalten.”’ Ein Screening verschiedener Lewis-
Sduren fiir die Cyclisierungskaskade zeigte deut-
lich, dass Alkylaluminiumchloride die besten
Resultate lieferten und ihr Einsatz dabei iiber-
wiegend zu den Cyclisierungsmustern der Ced-
rene und Funebrene fiihrte. Das resultierende
Kation wurde entweder durch Eliminierung zum
Allylalkohol 80 oder durch eine Hydridverschie-
bung zum Aldehyd 81 gequencht. 81 kann in zwei
Stufen in ein 2:1-Gemisch von -Cedrenen (77a/

W@V

1) MsCl, py, CH,Cl,
2) K,CO3, MeOH

Angéwandte

als Nebenprodukte in einem typischen Verhiltnis von 3:7 fiir
84/83. Diese Verbindungen entstehen durch ein verfriihtes
Quenchen des Kations vor dem nukleophilen Angriff des
aromatischen Systems. Gliicklicherweise war es moglich,
dieses Nebenprodukt mithilfe von CISO;H in das gewiinschte
tricyclische Terpenoid 83 umzuwandeln. Durch diese her-
ausragenden Ergebnisse fiir enantioselektive Iodcyclisierun-
gen angespornt, wendeten sich die Autoren Bromcyclisie-
rungen zu. Auch wenn Versuche zur Verwendung von N-
Bromsuccinimid als Halogenierungsmittel die erwarteten
Produkte in guten Ausbeuten lieferten, fiel dabei der Enan-
tiomereniiberschuss auf lediglich 36 %. Zusammengefasst
bietet diese Methode einen vielversprechenden Startpunkt, es
fehlen jedoch immer noch Beispiele fiir die Cyclisierung von
elektronenarmen Polyprenoiden”” sowie fiir Anwendungen
in der Totalsynthese von Naturstoffen.

b) und p-Funebrenen (78a/b) umgewandelt
werden. Diese Methode ermoglichte erstmals die
Synthese eines Mitglieds der Funebren-Familie!”!
und demonstrierte, dass auch vernachléssigte
Reaktionsstrategien grof3es Potenzial bergen, um
komplizierte Grundgeriiste praparativ zugénglich
zu machen.

3.1. Durch Haloniumionen ausgeléste Cyclisierungen

Der Nutzen von Haloniumionen fiir Cyclisie-
rungen ist bekannt, jedoch war ihre Anwendung
lange wegen des Mangels an enantioselektiven
Methoden beschrinkt.’*! Waren sie zur Mitte des
letzten Jahrhunderts noch ein wichtiges Hilfsmit-
tel, um relative Konfigurationen zu kontrollieren,
wurden sie schnell von starken enantioselektiven
Funktionalisierungen wie Epoxidierungen, Az-
iridierungen und Dihydroxylierungen iibertrof-
fen."!! Die Basis fiir enantioselektive und even-
tuell sogar katalytische Halogenierungen wird
erst jetzt etabliert.’*"

2007 berichteten Sakakura et al. erstmals {iber N

83% Uber 2 Stufen

_—

92 93
96% ee

AD-mix B
MesozNHz M
tBuOH, H,O
27% (65% brsm)
98% ee
WO\ o
- .
A
o 90a: 25%
. 0,
89 90b: 46%

oo oL
RO Br
X + X
Br OR

90a/b: R=H
91a/b: R = 2,3,4,5-Tetrafluorbenzoyl

:\ 2,3,4,5-Tetrafluorbenzoesaure, DMAP, DCC
91a: 92%
91b: 60%

MesAl, TFOH

O\
: M
CH,Cl,, -78 °C Br

aus 91a: 19%
aus 91b: 24%

96% ee J

enantioselektive Halocyclisierungen eines Poly-
prenoids."® Unter Verwendung von asymmetri-
schen Phosphoramiditen wie 82 als nukleophile
Promotoren zusammen mit N-Iodsuccinimid
(NIS) gelang ihnen ein Enantiomereniiberschuss
bis zu 95 % bei der Synthese des tricyclischen
Terpenoids 83 (Schema 21).

Die Iodcyclisierung fiihrt typischerweise zu
unerwiinschten endo- oder exo-Olefinen wie 84

Angew. Chem. 2015, 127, 2640 —2664
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Y
3:1-Verhaltnis
aus 91a: 25%
aus 91b: 35%

Schema 23. Enantioselektive Bromcyclisierung duch das erste enantiomerenreine
Bromoniumion. Das Bromoniumion wird in situ aus den Tetrafluorbenzoylestern
91a/b gebildet, die zu demselben Bromoniumion reagieren.”” brsm =basierend auf
zuriickgewonnener Ausgangsverbindung, DMAP = 4-(Dimethylamino) pyridin,
NMP = N-Methyl-2-pyrrolidon, PPTS = Pyridinium-p-toluolsulfonat py = Pyridin,

TfOH =Trifluormethansulfonsiure.
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Da bromierte und chlorierte Naturstoffe iodierte Natur-
stoffe zahlenméBig deutlich iibertreffen, ist es sehr wichtig,
die bekannten Methoden auf andere Halogene auszuweiten.
Neueste Veroffentlichungen setzten ihren Fokus auf die
Entwicklung von Bromierungsreagentien wie Phosphit-
Harnstoff-Derivate™ oder BDSB (85; Schema22A).""
BDSB, obgleich achiral, ermdglicht sehr milde, schnelle und
selektive ~ Kation-n-Cyclisierungen  (Schema 22B); der
Nutzen dieser Verbindung konnte zusitzlich durch verschie-
dene racemische Totalsynthesen belegt werden.”” Um die

C. Hertweck et al.

wurde 2010 von Trauner und Mitarbeitern basierend auf re-
trosynthetischen Uberlegungen vorgeschlagen — die Diels-
Alder-Reaktion von  Vinylchinonen (DAVQ; Sche-
ma 24 A).B Der Vorschlag baut auf der Hypothese auf, dass
Vinylchinone in Diels-Alder-Reaktionen als Diene mit
Elektronenmangel auftreten konnen, die mit den elektro-
nenreichen trisubstituierten Olefinen der Terpenseitenketten
als Dienophile reagieren. Mit einer kurzen, schutzgruppen-
freien Synthese von Pycnanthuchinon C (95) zusammen mit
dem bisher unbekannten Diastereomer 96 konnten die Au-

fehlende Enantioselektivitit anzugehen, wurde
das einfache chirale Analogon 86 entwickelt,
leider fiithrten erste Experimente zu keinem
Enantiomereniiberschuss."”! Zukiinftige Untersu-
chungen miissen den genauen Reaktionsverlauf
ermitteln, um das Potenzial eines asymmetrischen
Ansatzes einzuschétzen.

Braddock et al. verfolgten eine alternative
Strategie ohne neu entwickelte Bromierungsrea-
gentien, die schlieBlich zur ersten enantiospezifi-
schen Polyencyclisierung mit einem enantiome-
renreinen Bromoniumion fiihrte." Ausgehend
von Geranylderivat 87 wurde dabei die chirale
Information mithilfe einer asymmetrischen Dihy-
droxylierung nach Sharpless unter Bildung des
Diols 88 eingefiihrt, gefolgt von einer Interkon-
version zum Epoxid 89 und einer Ringoffnung
durch Lithiumbromid zu den isomeren Bromhyd-
rinen 90a/b (Schema 23). Nach Aktivierung mit
Tetrafluorbenzoesdure konnten die Autoren die
Vorstufen 91a/b cyclisieren, indem sie Dimethyl-
aluminiumtriflat nutzten, was zur Bildung einer
Mischung der diastereomeren Terpenoide 92 und
93 fiihrte. Zusitzlich wurde Olefin 94 als Neben-
produkt durch vorzeitiges Quenchen des Carbo-
kations erhalten (wie in Schema 21 zu sehen).
Aber was noch wichtiger war, beide Verbindungen
zeigten Enantiomereniiberschiisse von 96 %, was
das Potenzial dieser Methode unterstreicht. Al-
lerdings verdeutlicht dieses Beispiel auch, dass es
sehr schwierig ist, die Kontrolle iiber den Fal-
tungsprozess auflerhalb eines aktiven Zentrums
eines Enzyms zu behalten, um die Bildung uner-
wiinschter Diastereomere zu verhindern. In der
Zukunft werden zusitzliche Fortschritte und ex-
emplarische Anwendungen dieser Methode nétig
sein, um ausreichenden Gebrauch von enantio-
merenreinen Bromoniumionen zu machen.

AbschlieBend soll darauf hingewiesen werden,
dass auch Methoden zur Fluorcyclisierung entwi-
ckelt und stetig verbessert werden,™ worauf
jedoch wegen der Seltenheit von fluorierten Na-
turstoffen nicht weiter eingegangen wird.

3.2. Diels-Alder-Reaktionen von Vinylchinonen

Ein interessanter neuer Biosyntheseweg fiir
die Cyclisierung von Chinon-Meroterpenoiden

www.angewandte.de
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Glaziovianol (98)

OH

Schema 24. Biomimetische Anwendungen der DAVQ-Reaktion fiir die Synthese von
Chinon-Meroterpenoiden. A) Generelles Prinzip der DAVQ-Reaktion. Das interme-
didre Isochinonmethid kann von Nukleophilen abgefangen werden. B) Biomimeti-
sche Synthese von Pycnanthuchinon C (95) iiber eine DAVQ-Reaktion von Vinylchi-
non 97.B Das Intermediat wird von H,0 abgefangen und oxidiert spontan zu Pyc-
nanthuchinon C (95) sowie dem Diastereomer 96. C) Versuch der biomimetischen
Synthese von Glaziovianol (98).% Uberraschenderweise fiihrte die DAVQ-Kaskade
zur Bildung des isomeren Terpenoids Isoglaziovianol (100), das zuvor nicht bekannt
war. PIFA=Phenyliod(lIl)-bis (trifluoracetat), PMB = para-Methoxybenzyl.
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toren die Giiltigkeit ihres Modells demonstrieren (Sche-
ma 24 B).®Y Besonders interessant ist, dass die DAVQ-Um-
wandlung des Schliisselintermediats 97 auch in Citratpuffer
bei Raumtemperatur erfolgt, wenn auch in sehr niedrigen
Ausbeuten von 8 %. Da diese Beobachtung die Idee stiitzt,
dass die DAVQ-Kaskade auch in der Natur abléuft, schlugen
die Autoren vor, dass 96 wahrscheinlich auch in der Natur
vorhanden ist und dementsprechend Pycnanthuchinon D ge-

nannt werden sollte.

AnschlieBend wendeten sich Trauner et al. der nah ver-
wandten Glaziovianol-Familie zu.® Glaziovianol (98) setzt
sich aus einem zentralen 6-6-6-Ringsystem anstelle eines 6-6-
5-Ringsystems wie bei den Pycnanthuchinonen zusammen.
Die bendétigte Vorstufe 99 wurde in drei Stufen aus bekannten
Startmaterialien gewonnen. Nach Entschiitzung und Oxida-
tion durchlief das resultierende Vinylchinon direkt eine

DAVQ-Reaktion bei Raumtemperatur, bevor es iso-
liert werden konnte. Uberraschenderweise stellte sich
jedoch nach Abspaltung der PMB-Schutzgruppe und
Reduktion zum Hydrochinon heraus, dass es sich beim
erhaltenen Produkt wegen eines endo- statt eines exo-
Ubergangszustands withrend der Diels-Alder-Raktion
um das falsche Diastereomer (—)-Isoglaziovianol (100)
handelt (Schema 24 C). Versuche, dieses Problem zu
l6sen, waren erfolglos, und so bleiben offene Fragen,
ob eine wahrscheinlich auftretende DAVQ-Kaskade in
Biosynthesewegen spontan ablduft oder Enzymkata-
lyse benotigt. Es ist auch denkbar, dass Isoglaziovianol
(100) tatsdchlich ein Naturstoff ist, der spontan iiber
photochemische Reaktionen zu Glaziovianol (98)
epimerisiert.*? Zusitzliche Studien sind notwendig,
um die biosynthetische Relevanz der DAVQ-Reaktion
aufzuklaren.

3.3. Oxidative Cyclisierung von Indolterpenoiden

Wie bereits in Abschnitt 2.2.1 besprochen konnen
Indolterpencyclisierungen von Oxidationen des In-
dolringsystems ausgelost werden, die ein intermedidres
Hydroxyindolenin zur Folge haben, das von einem
intramolekularen Nukleophil angegriffen werden kann
(Schema 25). Dieses Intermediat ist sehr anfillig fiir
pinakolartige Umlagerungen hin zu Oxindolen und
Pseudoindoxylen. Als solches ist es die gemeinsame
biosynthetische Vorstufe von spirocyclischen preny-
lierten Diketopiperazinen.®

Im Falle des Sespenins (50) handelt es sich beim
Nukleophil fiir die oxidative Cyclisierung um die ter-
minale Doppelbindung der Sesquiterpengruppe -
formal eine Aza-Prins-Reaktion. Diese Uberlegung
wurde kiirzlich fiir die erste Totalsynthese von Ses-
penin angewendet (Schema 26 A).*¥ Erste Versuche
mit verschiedenen Oxidationsmitteln zeigten, dass
strikt biomimetische Bedingungen nur zu niedrigen
Ausbeuten an Sespenin (<21 %) fiihrten, da das
Fehlen eines Substituenten an C2 des Indols die oxi-
dative Spaltung des Pyrrolringes begiinstigte. Wegen
der konvergenten Syntheserouten konnte dieses Pro-
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Schema 25. Oxidative Cyclisierung von Indolterpenen durch nukleophi-
len Angriff von intramolekularen Nukleophilen auf das Hydroxyindole-
nin-Intermediat. Alternativ oder zusitzlich werden pinakolartige Umla-
gerungen hin zu Oxindolen und Pseudoindoxylen gefunden.

MeOOC:E H
AcO,,.
Oxone ACOH
—_— e ——
Aceton/ DCM, 1 h
aq:;aHCOs 58% Uber 2 Stufen
P
min N7 >CcooMe
H-
102a/b

\OAc

COOMe ¢}

” — > MeOOC,
N +
H COOMe

103a/b
104
NaCl K,CO;
DMSO/H,0, MeOH, 1 h
140 °C, 32 min 97%
87%
B)
H 1. K,CO3, MeOH, H
MeOOC —-10°C,1h MeOOC
AcO 2. AcOH, DCM, 1 h AcO
“OAc ————> ' 0
N 81% Uber 2 Stufen NH
MeOOC MeOOC

Acetyl-102a 104

1. K,CO3, MeOH,
-10°C,1h
2. AcOH, DCM, 5 h

84% Uber 2 Stufen

Acetyl-102b

Schema 26. Bioinspirierte Synthese von Sespenin (50). A) Schliisselreaktionen
der siurekatalysierten oxidativen Cyclisierung. DCM = Dichlormethan. B) Unter-
schiedliche Reaktionsverliufe der epimeren Hydroxyindolenine Acetyl-102a/b.
Das intermediire Kation kann entweder durch eine pinakolartige Umlagerung
zu 104 oder durch die einfache Eliminierung eines Protons zu 105 gequencht
werden B4
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blem durch die Verwendung des Methoxy-
carbonyl-substituierten Indolderivats 101
einfach behoben werden, das in zwolf Stufen
erhalten wurde. Anschlieende Oxidation mit
Oxone fithrte zu einem untrennbaren Ge-
misch aus epimeren Hydroxyindoleninen
102 a/b. Dieses Gemisch wurde anschlieend
unter leicht sauren Bedingungen bei Raum-
temperatur umgesetzt, um die Cyclisierungs-
kaskade hin zu den pentacyclischen interme-
didren Kationen 103a/b und nachfolgend zu
dem geschiitzten Sespeninderivat 104 einzu-
leiten, das in zwei zusétzlichen Stufen pro-
blemlos in Sespenin (50) umgewandelt wurde.
Obwohl die Hydroxyindolenine 102 a/b theo-
retisch zu Oxindolen und Pseudoindoxylen
umgelagert werden konnen, wurden bemer-
kenswerterweise keine solchen Verbindungen
gefunden.

Zur genaueren Untersuchung des Me-
chanismus der Cyclisierung war es notwendig,
die beiden Epimere 102a/b zu trennen. Das
gelang durch die Herstellung der Acetylderi-
vate Acetyl-102a/b, gefolgt von HPLC-Auf-
reinigung. Interessanterweise zeigten beide
Epimere unterschiedliche Cyclisierungsver-
laufe, sobald sie den Cyclisierungsbedingun-
gen ausgesetzt waren. Nur Epimer Acetyl-
102a konnte problemlos in das sespeninartig
umgelagerte Produkt 104 umgewandelt
werden. Dagegen trat im Falle von Acetyl-102b keine pina-
kolartige Umlagerung auf; das intermedidre Carbokation
wurde einfach durch die Eliminierung eines Protons ge-
quencht, was zur Bildung des Cyclohexenderivats 105 fiihrte,
das dem Kohlenstoffgrundgeriist von Prexiamycin (48) dhnelt
(Schema 26B). Auf Grundlage dieser Beobachtung schluss-
folgerten die Autoren, dass die biosynthetische Divergenz bei
der Bildung von Xiamycin (49) und Sespenin (50) nicht
willkiirlich verlduft, sondern durch die Konfiguration des
vorangehenden  Hydroxyindolenins  vordefiniert  ist
(Schema 14). Auf diese Weise gelang den Autoren nicht nur
die erste Synthese von Sespenin und dadurch die Struktur-
bestdtigung, sondern sie konnten dariiber hinaus demon-
strieren, wie organische Synthesechemie mithelfen kann,
Biosynthesewege aufzukléren, selbst bis hin zu komplizierten
stereochemischen Details. Zusétzlich unterstreicht dieses
Beispiel einmal mehr, dass die Konfiguration fiir das
Schicksal von Carbokationen eine entscheidende Rolle spielt
und zur Bildung von komplett verschiedenen Grundgeriisten
fiihren kann.

Ahnliche oxidative Biosynthesewege sind nicht nur von
den Indolterpenen bekannt, sondern auch von prenylierten
Indolalkaloiden. Fin Beispiel sind die Brevianamide, eine
Gruppe von Diketopiperazinen aus Penicillium brevicom-
pactum.®™ Wie von Sanz-Cervera et al. vorgeschlagen, kann
das zentrale Hydroxyindolenin-Intermediat 106, das von
Brevianamid F (107) abstammt, entweder eine pinakolartige
Umlagerung &dhnlich der Biosynthese des Sespenins durch-
laufen, was zur Bildung von Brevianamid A (108) fiihrt, oder

nylmethyl.
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Brevianamid A (108)
o O
DMDO HFIP DIPEA
DCM/Aceton DCM MeOH
-78°C 2% 80°C
2% 84% tber
2 Zyklen

Schema 27. Oxidative Reaktionswege von prenylierten Indolalkaloiden der Brevianamidfa-
milie. A) Vorgeschlagener Biosyntheseweg, der sich bei Hydroxyindolenin 106 zu cycli-
schem Brevianamid E (109) oder zu Pseudoindoxyl Brevianamid A (108) teilt. B) Erste
stereoselektive oxidative Cyclisierung zu Brevianamid E (109).%! DIPEA = N,N-Di-
isopropylethylamin, DMDO = Dimethyldioxiran, HFIP = Hexafluorpropan-2-ol, Trt =Triphe-

von einem Stickstoffnukleophil abgefangen werden, was die
Bildung von Brevianamid E (109) zur Folge hitte (Sche-
ma 27 A).

Obwohl dieses Modell niemals biochemisch bestétigt
wurde, wird es durch eine stereoselektive Synthese von Bre-
vianamid E (109) untermauert, bei der Dimethyldioxiran als
Oxidationsmittel verwendet wurde (Schema 27 B).[) Weitere
Unterstiitzung kommt von einer Studie zur Biosynthese der
strukturell verwandten Notoamide, bei der gezeigt werden
konnte, dass die FAD-abhéngige Oxidase NotB die 2,3-Oxi-
dation eines Indols katalysiert, was den Weg fiir einen N-C-
Ringschluss des Epoxyindol-Intermediats bereitet.*”” Und
auch eine jiingste Synthesestudie zu den strukturell ver-
wandten spirocyclischen Citrinalin- und Cyclopiaminfamilien
untersuchte unterschiedliche Mdoglichkeiten, um stereose-
lektive Indoloxidationen und regioselektive Umlagerungen
zu erzielen.™ Diese Beispiele unterstreichen das breite
Spektrum der oxidativen Chemie von Indolderivaten, bei der
alle Arten von Nukleophilen genutzt werden kénnen, um
komplexe polycyclische Molekiile zu bilden. Es bleibt der
Kreativitdt des Lesers iiberlassen, iber Moglichkeiten nach-
zudenken, wie die in diesem Aufsatz présentierten Cyclisie-
rungsverldufe auf andere Nukleophile ausgeweitet werden
konnen, um so das Gebiet der Bildung von Carbocyclen und
Heterocyclen voranzubringen.
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Reaktionstypen neuartiger Terpen-Cyclasen Biomimetisches Aquivalent in chemischen Synthesen
“Klassische” Kopf-zu-Schwanz-Cyclisierungen
Nicht Gegenstand dieses Reviews;
E;azr;f:‘embra"' Beispiele werden an anderer Stelle ausfiihrlich rezensiert.!°!
Abschnitt 2.1.3
“Klassische” Schwanz-zu-Kopf-Cyclisierungen
N x o
P Transmembran- Nichtdissoziierende | apgcnnitt 3
OoPP Enzym Lewis-Saure
; =
| Abschnitt 2.1.4 H H
= OH o)
+ /
Cyclisierungen, ausgel6st durch Haloniumionen
O~
HO, ~ Haloperoxidase M Bromierungsmittel
- — -
= x Abschnitt2.1.1 g, N x X Abschnitt 3.1
OH Br a
Diels-Alder-Reaktionen
[e]
OH H Oxidationsmittel
OH (= - -
i Abschnitt 3.2
Oxidase 00C P>
—_ 7 [\ |
Abschnitt 2.2.3 -
H11Cs o
oxidase l
Je
ooc ‘
H11Cs o
Cyclisierungen, ausgeldst durch Indoloxidation
Oxidationsmittel
—_—
Abschnitt 3.3
Cyclisierungen, ausgeldst durch Radikalbildung
| |
N\ N N Nicht Gegenstand dieses Reviews;
MeO MeO MeO ‘ 5 Beispiele werden an anderer Stelle rezensiert.[4849]
s RNk uge
3 Abschnitt 2.2.2 Y rd
OH OH OH OH OH OH
Schema 28. Reaktionstypen von neuartigen TCs, die bereits Anwendung in der Synthesechemie fanden. CYP450= Cytochrom P450.
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Aufsiitze

4. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend scheint es, als wire es Terpen-/Terpe-
noidcyclisierungen gemein, dass sehr verschiedene Enzyme
auf vielfiltige Art und Weise dhnliche reaktive Intermediate
bilden, die anfillig fiir weiterfithrende Cyclisierungen sind.
Wenn man sich diese Diversitdt vor Augen fiihrt, kann man
davon ausgehen, dass noch viele unbekannte TCs zu entde-
cken sind. Dennoch bergen auch die bereits entdeckten neuen
TCs viele Chancen. Da beispielsweise Homologe von neuen
TCs, etwa Pyr4, in vielen Meroterpen-Biosynthesegenclus-
tern hoch konserviert codiert sind, konnten solche Enzyme zu
wertvollen Markern fiir Genom-Mining werden, um neue
Verbindungen zu finden. Auf der anderen Seite sollte ihre
Entdeckung dazu ermuntern, nicht nur auf Homologiesuche
zu bereits charakterisierten Enzymen zu vertrauen, sondern
aktiv nach neuen TCs zu suchen, wenn keine offensichtlichen
TC-Gene in Biosynthesegenclustern cyclisierter Terpene ge-
funden werden konnen. Eine groB3e Herausforderung wird die
weitere Untersuchung der genauen Reaktionsmechanismen
der neuartigen TCs sein. Detaillierte mechanistische Einbli-
cke konnten sich als sehr wertvoll in Bezug auf die Manipu-
lation von Biosynthesewegen erweisen, um ,,nichtnatiirliche®
Naturstoffe zu erschaffen. Da fiir konventionelle TCs der
Klassen I und II gezeigt werden konnte, dass diese einfach
durch das Verédndern bestimmter Aminosduren beziiglich
ihres Resultats der Cyclisierungsreaktion beeinflusst werden
konnen,™ kdnnte ein besseres Verstidndnis der zugrundelie-
genden Mechanismen neuartiger TCs ein wertvoller Schliissel
zu rationalem Design von Proteinen und Verbindungen sein.
Zu guter Letzt ist ein besseres Verstdndnis der neuartigen
TCs von groBem Interesse in Bezug auf die evolutiondre
Entwicklung dieser Enzyme. Die Homologie von Pyr4 und
verwandten Cyclasen zu Transportern warf die Frage auf, ob
diese Proteine auch an Transportprozessen beteiligt sind:
Crawford und Clardy mutma@Bten, dass diese MTCs eventuell
als Effluxproteine arbeiten, wihrend sie die Cyclisierung
katalysieren.’® Obwohl ein solches Szenario in Anbetracht
der vielfiltigen Modifizierungen, die sich der Cyclisierung
anschliefen und die sich sehr wahrscheinlich im Zellinneren
abspielen, widerspriichlich zu sein scheint, sollten solch in-
teressante Fragen in der Zukunft in den Fokus der Forschung
genommen werden.

Aber nicht nur aus einem enzymatischen/biochemischen
Blickwinkel sind die neuen TCs und ihre grundlegenden
Mechanismen interessant. Auch fiir Synthesechemiker, die
Strategien entwickeln wollen, um enzymkatalysierte Reak-
tionen nachzuahmen, bergen die neuartigen TCs grof3es Po-
tenzial. Dies wird durch die besprochenen jiingsten biomi-
metischen Synthesen verdeutlicht, die in Schema 28 nochmals
zusammengefasst werden. Diese bereits erfolgreich durch-
gefithrten Synthesen sowie die einzigartigen Reaktionstypen
der neuartigen TCs, wie die der Prenyltransferasen (Ab-
schnitt 2.1.2.) oder Methyltransferasen (Abschnitt2.1.5.),
werden hoffentlich zu weiteren Durchbriichen auf dem
Gebiet der Synthese verhelfen.
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