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Abstract: Wir berichten iiber die funktionale Charakterisie-
rung einer Sesquiterpencyclase aus Kitasatospora setae. Das
Enzym konvertiert den Sesquiterpen-Vorliufer Farnesyldi-
phosphat (FPP) in zwei zuvor unbekannte und instabile Ses-
quiterpenether, fiir die wir die Trivialnamen Corvolether A und
B vorschlagen. Beide Verbindungen wurden gereinigt und ihre
Strukturen durch ein- und zweidimensionale NMR-Spektro-
skopie aufgeklirt. Ein Biosynthesemechanismus fiir die FPP-
Cyclisierung durch die Corvolether-Synthase wurde vorge-
schlagen. Die Ergebnisse aus Inkubationsexperimenten der
Corvolether-Synthase mit isotopenmarkierten Vorliufern
waren in Ubereinstimmung mit diesem Mechanismus, wohin-
gegen alternative Mechanismen ausgeschlossen werden konn-
ten.

-rerpenoide reprasentieren mit tiber 50000 bekannten Ver-
bindungen aus allen Lebensformen die gréfite Klasse von
Sekundédrmetaboliten. Thre Biosynthese startet ausgehend
von den linearen Vorldufern Geranyldiphosphat (GPP, Vor-
laufer der Monoterpene), Farnesyldiphosphat (FPP, Sesqui-
terpene) oder Geranylgeranyldiphosphat (GGPP, Diterpe-
ne), die durch Terpencyclasen in Terpenkohlenwasserstoffe,
-alkohole oder -ether umgesetzt werden. Diese Konversion
verlduft {iber eine Substrationisation durch Abstraktion des
Diphosphats (Typ-I-Terpencyclasen) oder durch Protonie-
rung (Typ-II-Enzyme), wodurch ein hochreaktives kationi-
sches Intermediat entsteht, das anschlieBend in einer Domi-
noreaktion mit tiblicherweise mehreren Elementarschritten
weiterreagiert. Diese Schritte umfassen Cyclisierungsreak-
tionen durch intramolekularen Angriff einer olefinischen
Doppelbindung an einem kationischen Zentrum, Hydrid- und
Protonenwanderungen, = Wagner-Meerwein-Umlagerungen
sowie eine terminale Deprotonierung oder Angriff von
Wasser.?l Da diverse Varianten dieser Reaktionen hin-
sichtlich ihrer sequenziellen Anordnung oder ihres stereo-
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chemischen Verlaufs moglich sind, ist eine grofle Vielfalt an
Kohlenstoffgeriisten zugédnglich. Nach der Cyclisierung sind
weitere Modifikationen durch Oxidationen, O-Acylierungen
und Methylierungen moglich, die die ungewohnliche Struk-
turvielfalt der natiirlichen Terpenoide weiter erhohen.

Die Kristallstrukturen von Terpencyclasen, insbesondere
solcher im Komplex mit unreaktiven Substratsurrogaten,
haben wichtige Einblicke in die Substratfaltung der linearen
Vorldufer in den aktiven Zentren der Enzyme gegeben und
dadurch Riickschliisse auf die Mechanismen dieser faszinie-
renden Enzymklasse ermoglicht.P' Solche Kokristalle
konnen den Anfangspunkt einer Terpencyclisierung visuali-
sieren, die kationischen Intermediate und Elementarschritte
entlang der Reaktionskaskade sind aber schwierig zu beob-
achten. Bis heute wurden die Produkte diverser bakterieller
Terpencyclasen durch Inkubation des Substrats mit gereinig-
tem Enzym oder durch heterologe Expression charakteri-
siert.’?” Hier berichten wir iiber die Klonierung und Ex-
pression einer Terpencyclase aus Kitasatospora setae, die
Reinigung des Enzyms und die Strukturaufkldrung der zwei
Sesquiterpen-Produkte. Weiterhin préisentieren wir enzym-
mechanistische Untersuchungen auf der Basis von Isotopen-
markierungsstudien.

Das Genom von K. setae KM-6054 codiert neben der
charakterisierten (2Z,6E)-Hedycaryol-Synthase®” und zwei
Terpensynthasen mit vorausgesagten Funktionen als Geos-
min-Synthase und 2-Methylisoborneol-Synthase®! zwei wei-
tere putative Sesquiterpen-Synthasen mit unbekannten Pro-
dukten. Eines dieser Terpencyclase-Gene (Zugangsnummer
YP_004903082) wurde in den Vektor pYE-Express, ein
pET28-abgeleitetes Plasmid, das fiir die effiziente Klonierung
durch homologe Rekombination in Hefe und fiir die hetero-
loge Expression rekombinanter Enzyme mit einem His-Tag in
Escherichia coli verwendet werden kann, eingebracht.!

Wihrend GGPP nicht als Substrat akzeptiert wurde,
ergab die Inkubation des gereinigten Enzyms mit GPP kleine
Mengen verschiedener acylischer und cyclischer Monoterpe-
ne mit Linalool als Hauptprodukt (Abbildung S1 in den
Hintergrundinformationen (SI)). Das native Substrat des
Enzyms FPP wurde effizient in zwei Hauptprodukte iiber-
fiilhrt (Abbildung 1A). Thre EI-Massenspektren (Abbil-
dung S2) waren nicht in unseren MS-Bibliotheken enthalten
und zeigten keine klaren Molekiilionen bei m/z 204 oder m/z
222 wie sie gewohnlich fiir Sesquiterpene beobachtet werden
(CisH,, bzw. CsH,60). Detektierbare Fragmentionen bei mi/z
179 wiesen auf ein Molekiilion von m/z 222 hin (die Mas-
sendifferenz von 43 Da kann z.B. durch den Verlust einer
Isopropylgruppe C;H; erkldrt werden, wohingegen eine
Massendifferenz von 25 Da schwierig zu verstehen wire).
Ubereinstimmend zeigte das CI-HRMS-Spektrum des
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Abbildung 1. Produkte der Corvolether-Synthase aus K. setae. A) Total-
ionenstromchromatogramm der extrahierten Produkte aus einer Inku-
bation von FPP mit gereinigtem Enzym, B) Strukturen der Corvolether
A (1) und B (2).

Hauptprodukts 2 Ionen bei m/z 223.20864 (berechnet fiir
C;sH,,O7, [M+H]": 223.20564) und m/z 240.23495 (berechnet
fir C;sH;NO™, [M+NH,]": 240.23219). Spuren beider
fliichtiger Terpene wurden iiberdies in einem dhnlichen Ver-
hiltnis (3:1) wie vom rekombinanten Enzym gebildet per GC/
MSP®! in Duftstoffextrakten von K. setae gefunden (Abbil-
dung S3).

Die Trennung der zwei Enzymprodukte 1 und 2 durch
Sdulenchromatographie an Kieselgel erwies sich als schwie-

Tabelle 1: NMR-Daten von Corvolether A (1) und B (2) in C¢Dq.

rig, da diese sehr dhnliche Polaritdten aufwiesen und instabil
sind. Eine Mischung von 20 mg von 1 und 2, erhalten aus einer
Inkubation von 50 mg FPP mit gereinigtem Enzym aus 6 L
einer E.-coli-Kultur, ergab lediglich ca. 2 mg von 2 und we-
niger als 1 mg von 1, wihrend sich der Rest des Materials
zersetzt hatte. Die Verwendung anderer iiblicher Materialien
fur die Sdulenchromatographie ergab keine besseren Ergeb-
nisse (basisches Aluminumoxid fiihrte ebenfalls zur Zerset-
zung, und Florisil gab keine erfolgreiche Trennung). Die
wiederholte Inkubation von drei 50-mg-Portionen an FPP mit
frisch préapariertem Enzym gefolgt von sofortiger sédulen-
chromatographischer Trennung an Kieselgel unter Verwen-
dung gekiihlter Losungsmittel (4°C, Pentan und Diethyl-
ether) lieferte letztlich 6.4 mg von 2 und 2.5 mg von 1.

Die Strukturen beider Sesquiterpene wurden durch ein-
und zweidimensionale NMR-Spektroskopie aufgeklirt. Die
BC-NMR- und DEPT-Spektren (,distorsionless enhance-
ment by polarisation transfer) von 1 zeigten fiinfzehn Koh-
lenstoffsignale (vier Methylgruppen, fiinf Methylengruppen,
vier Methin-Kohlenstoffe und zwei oxygenierte quartére
Kohlenstoffe, Tabelle 1). Keines dieser Signale erschien in der
Region olefinischer Kohlenstoffe, was auf die Struktur eines
tricyclischen Sesquiterpenethers hinwies. Die zugehorigen
Signale der Protonen, die an die jeweiligen CH;-, CH,- und
CH-Kohlenstoffe gebunden sind, wurden durch HSQC-
Spektroskopie (,,heteronuclear single quantum correlation)
zugewiesen. Das '"H-NMR-Spektrum offenbarte zusammen
mit dem '"H,'"H-Korrelationsspektrum (COSY) drei verbun-
dene Spinsysteme (C-8-9-10-14, C-5-6-1-2-3 und C-12-11-13,
Abbildung 2A) und eine an ein quartires Kohlenstoff ge-
bundene Methylgruppe (C-15), die im 'H,'H-COSY-Spek-
trum Fernkopplungen zu H-5a und H-6 zeigte. Wegen der

1 2
cll H (5, m, J, int)®! BC (9)d ctl H (5, m, J, int)®! B (o)

1 1.39 (m, TH) 39.9 (CH) 1 1.01 (ddt, 4/ =1.2, % =4.9, 12.6, 1H) 56.1 (CH)
2a 1.59 (dd, J=8.7, *J=5.5, TH) 29.1 (CHy) 2a 1.56 (dddd, 3/=13.2,*/=5.2,5.2,0.9, 1H) 22.7 (CH,)
2b 1.61 (ddd, 3/ =8.7, % =5.2, 0.8, TH) 2b 1.81 (dddd, 3 =13.0,%/=12.9,11.8, 5.8, TH)

3a 1.35 (ddd, §=12.9, ’/=8.7, 8.3, 1H) 39.1 (CH,) 3a 1.24 (ddd, ¥ =13.2,% =117, 5.7, TH) 38.5 (CH,)
3b 1.69 (m, TH) 3b 1.64 (dddd, 3/=13.1,%=5.8,1.3, 9=2.2, TH)

4 79.7 (C,) 4 78.6 (C,)
5a 115 (d, Y=11.4, 1H) 41.2 (CH,) 5a 1.21 (d, ¥=10.4, 1H) 54.5 (CH,)
5b 1.82 (ddd, J=11.4,%=5.0, 2.4, 1H) 5b 1.93 (dd, ¥ =10.4, Y/ =2.4, TH)

6 1.99 (dd, ) =4.7, 4.7, 1H) 37.4 (CH) 6 53.3 (C,)
7 86.2 (C,) 7 3.31 (dd, =105, 4=1.1, TH) 93.7 (CH)
8a 1.72 (m, 2H) 24.5 (CH,) 8a 1.48 (ddd, J=14.1,%=9.4,6.2, 1H) 28.8 (CH,)
8b 8b 1.52 (ddd, § =14.0,*/=11.9, 4.7, TH)

9a 0.83 (m, 1H) 27.9 (CH,) 9a 1.14 (dddd, 2/=13.3,*/=12.0, 10.0, 6.2, TH) 33.9 (CH,)
9 1.74 (m, 1H) 9b 1.87 (dddd, 3 =13.3,%=9.3, 8.2, 4.6, TH)

10 1.42 (q,=7.0, 1H) 33.8 (CH) 10 1.73 (m, TH) 37.6 (CH)
1 1.75 (sept, ) =6.8, TH) 36.8 (CH) 1 2.16 (dsept, *)=10.5, 6.4, TH) 29.3 (CH)
12 1.11 (d, ¥ =6.8, 3H) 16.1 (CH;) 12 0.81 (d, ’/=6.4, 3H) 20.0 (CH;)
13 0.78 (d, }/=7.0, 3H) 19.1 (CH3) 13 1.23 (d, })=6.4, 3H) 22.5 (CH,)
14 0.87 (d, }J=7.0, 3H) 21.4 (CH,) 14 0.91 (d, J=6.4, 3H) 19.2 (CH;)
15 1.29 (s, 3H) 27.5 (CH,) 15 1.31 (s, 3H) 26.8 (CH;)

[a] Nummerierung des Kohlenstoffgeriistes wie in Abbildung 1 gezeigt. [b] Chemische Verschiebungen 6 in ppm, Multiplizititen m (s =Singulett,
d=Dublett, m=Multiplett), Kopplungskonstanten "/ sind tiber n Bindungen und in Hertz angegeben, Integral (Anzahl der Protonen). [c] Zuord-
nungen der Kohlenstoffsignale (CH;, CH,, CH und C,) wurden aus einem DEPT-Spektrum abgeleitet. Alle ein- und zweidimensionalen NMR-Spektren
von 1 und 2 sind in Abbildungen S4-S17 der Hintergrundinformationen gezeigt.
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Abbildung 2. Strukturaufklarung von 1 und 2. A) Spinsysteme von

1 und 2 bestimmt durch 'H,'"H-COSY (fett) und ausgewihlte HMBC-
Korrelationen tber drei Bindungen (Pfeile). B) Schliisselkorrelationen
im NOESY (Pfeile), die die relativen Konfigurationen von 1 und 2 an-
zeigen.

iberlappenden Signale von H-1 und H-10 konnte eine Bin-
dung zwischen den entsprechenden Kohlenstoffen nicht mit
Sicherheit aus dem 'H,'H-COSY-Spektrum abgeleitet werden
und wurde daher aus dem HMBC-Spektrum (,,heteronuclear
multiple bond correlation) abgelesen (Abbildung2A).
Weiterhin wurden aus dem HMBC-Spektrum Korrelationen
von C-6, C-8 und C-11 zum quartdren C-7 und von C-3, C-5
und C-15 zum quartidren C-4 abgeleitet. Die relative Konfi-
guration von 1 wurde durch Nuclear-Overhauser-Spektro-
skopie (NOESY) aufgeklért. Schliisselsignale zwischen H-6
und H-1 und zwischen H-6 und H-14 platzierten diese auf
dieselbe Seite des Molekiils und etablierten somit das cis-
Decalinsystem von 1 (Abbildung 2B). Die Etherbriicke zwi-
schen C-4 und C-7 kann dann nur mit der gezeigten relativen
Konfiguration realisiert werden. Alle anderen beobachteten
NOESY-Korrelationen waren in Ubereinstimmung mit der
Struktur von 1.

In Ubereinstimmung mit der Bildung aus FPP zeigten die
C- und DEPT-Spektren von 2 einen Aufbau des Kohlen-
stoffgeriists aus fiinfzehn sp>-Kohlenstoffen an (vier Methyl-
gruppen, fiinf Methylengruppen, vier Methin- und zwei
quartdre Kohlenstoffatome, Tabelle 1). Eines der Methin-
und eines der quartidren Kohlenstoffatome ist an Sauerstoff
gebunden, was wiederum die Struktur eines tricyclischen
Sesquiterpenethers nahelegt. Die direkt angebundenen
Wasserstoffatome wurden durch HSQC identifiziert. Die 'H-
und 'H,'H-COSY-Spektren zeigten die Prisenz von zwei
ausgedehnten Spinsystemen (C-8-9-10(-14)-1-2-3 und C-7-11-
(-12)-13, Abbildung 2 A) plus je eine einzelne Methylen- (C-
5) und Methylgruppe (C-15). Diagnostische HMBC-Korre-
lationen von C-1, C-5, C-7 und C-8 zum quartdren Kohlen-
stoff C-6 und von C-3, C-5 und C-15 zum quartédren C-4 gaben
Einblick in die volle Planarstruktur von 2. Schliisselsignale im
NOESY platzierten H-7, H-5b und H;-15 auf derselben Seite
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des Tetrahydrofuranrings, wéhrend eine Korrelation von H-
5a nach H-1 die relative Konfiguration an C-1 etablierte. Die
relative Konfiguration an C-10 wurde wiederum aus einer
NOESY-Korrelation zwischen H-1 und H;-14 abgeleitet, was
ihre syn-Orientierung am Cyclopentanring demonstrierte.
Die abgeleitete relative Konfiguration wurde durch einen
Kreuzpeak zwischen H-1 und H-7 im 1H,IH-COSY-Spektrum
aufgrund einer W-Kopplung weiter gestiitzt.

Beide Sesquiterpenether sind neue Naturstoffe, und wir
schlagen die Trivialnamen Corvolether A (1) und B (2) vor
(nach einem Vorschlag des Arbeitsgruppenleiters nach dem
Entdecker P. Rabe benannt, lat. Rabe = corvus). Verbindung
2 ist ein Sesquiterpenether mit neuartigem Gertist, wihrend
iber 4,7-Epoxy-5-hydroxymuurolan, ein formales Oxida-
tionsprodukt von 1, aus Fabiana imbricata (Solanaceae) be-
richtet wurde."! Ein plausibler Biosynthesemechanismus fiir
die Corvolether-Synthase ist in Schema 1A gezeigt. Der
Mechanismus startet mit der Isomerisierung von FPP zu NPP,
gefolgt von einer 1,10-Cyclisierung zum Germacradienyl-
kation (A). Eine anschlieBende 1,3-Hydridwanderung zu B
und Angriff von Wasser ergibt das neutrale Intermediat
Germacren-D-4-ol (3). Protonierung am originalen C-2 von
FPP initiiert eine zweite Cyclisierung zu C, gefolgt von zwei
sequenziellen 1,2-Hydridwanderungen iiber D zu F. Alter-
nativ kann eine 1,3-Hydridwanderung diese zwei Schritte er-
setzen, dies erfordert aber einen anderen stereochemischen
Verlauf der Cyclisierung (zu E), um die korrekte Stereoche-
mie in F auszubilden (man beachte, dass alle Hydridwande-
rungen suprafacial verlaufen miissen). Das Hauptprodukt
Corvolether B (2) wird durch Wagner-Meerwein-Umlage-
rung mit Ringverengung zu G und intramolekularen Angriff
der Alkoholfunktion am kationischen Zentrum gebildet.
Waire die Reaktion von F zu 2 ein konzertierter Prozess,
konnte die Bildung des explizit gezeigten sekundéren Kations
G vermieden werden. Dies wiirde eine Inversion der Konfi-
guration verlangen, wodurch sich zwanglos die beobachtete
relative Konfiguration in 2 ergidbe. Alternativ kann F durch
eine weitere 1,2-Hydridwanderung zu H reagieren, woraus
durch einen intramolekularen Angriff der Hydroxyfunktion
1 gebildet wird. Obwohl diese Schritte iiber das stabilere
tertidre Kation ablaufen, konnen auch diese terminalen Re-
aktionen konzertiert und mit Inversion der Konfiguration
stattfinden.

Um den vorgeschlagenen Biosynthesemechanismus fiir
die Cyclisierung von FPP zu 1 und 2 zu testen, wurden In-
kubationsexperimente mit *C-markierten Isotopologen von
FPP durchgefiihrt (Schema 1B). Die Inkubation von (1-
C)FPP (fiir die Synthese siche Schema S1) mit der Corvol-
ether-Synthase ergab eine Mischung aus (6-°C)-2 und (6-*C)-
1, was eindeutig durch *C-NMR-Spektroskopie nachgewie-
sen wurde (Abbildung 3 A). Diese Beobachtung ist in Uber-
einstimmung mit dem vorgeschlagenene Mechanismus der
Terpencyclisierung und schlieft eine alternative Faltung des
Vorldufers FPP wie in Schema 1C gezeigt aus. In einem
zweiten Experiment wurde (2-"*C)FPP mit der Corvolether-
Synthase in einer 1:1-Mischung von Wasser und Deuterium-
oxid inkubiert. Der zweite Cyclisierungsschritt ausgehend
vom neutralen Intermediat 3 lduft nach unserem Vorschlag
mit Protonierung an C-2 von FPP ab. Dieser Mechanismus ist

www.angewandte.de

die

Chemie

6141


http://www.angewandte.de

Angewandte

Zuschriften
A)
N
X X [\Z j 1,3-H~
- N\ - -
1 1B (opp -OPP™ \
oPP F -~ H0
FPP NPP A B
H
s 1,2:-H~ :
TH oM H OH
P S

f
N/
-

o o]
1
B)
X H H
PR be :
—
=
| 0 °©
OPP
(1-*C)FPP (6-%C)-2 (6-13C)1
H
S
2H,0 "”'H H H
—_—
—— 2y 2y
| 0 °©
oPP
(@-"C)FPP (5-°CH5-"H}-2 (5-°CHS5-*HI1

c
) OPP H
— H
SN — H H
FPP 2 1

Schema 1. Biosynthese der Corvolether A und B. A) Vorgeschlagener
Biosynthesemechanismus fiir die Bildung von 1 und 2 durch die Cor-
volether-Synthase. B) Inkubationsexperimente mit isotopenmarkierten

Vorldufern. C) Alternative Faltung von FPP fiir die Cyclisierung zu
1und 2

durch die Beobachtung eines Tripletts fiir C-5 beider Pro-
dukte 1 und 2 aufgrund einer *H-"C-Kopplung im *C-NMR-
Spektrum direkt nachgewiesen (Abbildung 3 B).

Wir haben die Produkte einer Sesquiterpencyclase aus
dem Actinomyceten Kitasatospora setae als Corvolether A
und B charakterisiert. Ein vorgeschlagener Biosyntheseme-
chanismus fiir ihre Bildung wurde durch Inkubationsexperi-
mente mit *C-markierten Vorldufern auf die Probe gestellt
und erméglichte den hochempfindlichen Nachweis diagnos-
tischer Kohlenstoffatome per *C-NMR-Spektroskopie. Die
hier dargestellten Markierungstechniken gaben detaillierte
Einblicke in die Elementarschritte des Mechanismus der
Terpencyclisierung. Die komplementidre Verwendung von
Deuteriummarkierungen in Kombination mit Massenspek-
trometrie ist eine interessante Alternative fiir mechanistische
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Abbildung 3. Analyse isotopenmarkierter Produkte 1 und 2 aus einer
Inkubation von FPP-Isotopologen mit der Corvolether-Synthase.

Untersuchungen, z. B. um Epimerisierungsreaktionen in der
Biosynthese nicht-ribosomaler Peptide zu verfolgen."! Wir
werden in Kiirze iiber weitere mechanistische Studien an
Terpencyclasen mit Isotopenmarkierungen berichten.

Stichwérter: Biosynthese - Enzymmechanismen -
Isotopenmarkierung - NMR-Spektroskopie - Terpenoide
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