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Struktur der Dioxygenase AsqJ: mechanistische Einblicke in die
Eintopf-Mehrstufen-Biosynthese eines Chinolonantibiotikums
Alois Brduer, Philipp Beck, Lukas Hintermann* und Michael Groll*

Abstract: Fiir die Biosynthese von Naturstoffen sind Multi-
Enzymkaskaden verantwortlich, die generell eine Inspirati-
onsquelle fiir Synthesechemiker darstellen. Die Fe"/a-Keto-
glutarat-abhingige Dioxygenase AsqJ aus Aspergillus nidu-
lans ist auflergewohnlich, da sie stereoselektiv sowohl eine
Desaturierung als auch Epoxidierung eines Benzodiazepindi-
ons katalysiert. Interessanterweise lost das enzymatisch gebil-
dete, gespannte Spiro-Epoxid die enzymunabhdingige Umla-
gerung des 6,7-Bicyclus zum 6,6-Chinolongeriist des Alkaloids
4'-Methoxyviridicatin aus. Verschiedene Kristallstrukturen des
Proteins in Ab- und Anwesenheit synthetisierter Substrate,
Substratanaloga und Zwischenprodukte erlaubten uns, die
einzelnen Stufen der Reaktionssequenz dieser einzigartigen
Dioxygenase nachzuahmen und zu hinterleuchten.

Sauerstoff aktivierende  Fe'a-Ketoglutarat-abhiingige
Oxygenasen nehmen an einer Vielzahl biologisch wichtiger
und energetisch anspruchsvoller Reaktionen teil. Dazu ge-
horen beispielsweise stereoselektive Desaturierungen nicht
aktivierter C-C-Einfachbindungen, oxidative Ringschliisse,
Epoxidierungen, Hydroxylierungsreaktionen, sowie Oxida-
tionen von Alkoholen, Thioethern und Phosphanen (Sche-
ma 1a).l' Die durch diese Enzyme vermittelte Substratoxi-
dation ist mit der Zersetzung von o-Ketoglutarat (0KG) zu
CO, und Succinat gekoppelt, wobei eine hochvalente
Feoxo-Spezies wohl die entscheidende Zwischenstufe dar-
stellt.”! Kiirzlich identifizierten Watanabe und Mitarbeiter
das Enzym Asql aus Aspergillus nidulans als wesentlichen
Bestandteil in der Biosynthese von 4’-Methoxyviridicatin (4,
Schema 1b).”! Das charakteristische 4-Arylchinolin-2(1H)-
on-Gertist von 4 findet sich in verschiedenen Chinolonalka-
loiden,™ die mit ihren antibakteriellen, Antimalaria-, antivi-
ralen und Antitumor-Aktivititen privilegierte Wirkstoffe
darstellen.’! Ein besonderer Aspekt des Enzyms AsqJ ist,
dass es nacheinander zwei verschiedene Oxidationen ausge-
hend von 4'-Methoxycyclopeptin (1, Schema 1b), dem Pro-
dukt der nichtribosomalen Peptidsynthase (NRPS) AsqK,
katalysiert: Zuerst wird mittels einer Desaturierung zu 4'-
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Schema 1. a) Reaktivititsspektrum der Fe''/aKG-abhingigen Oxygena-
sen. b) Asq) wandelt 4'-Methoxycyclopeptin (1) in das Chinolonalka-
loid 4’-Methoxyviridicatin (4) um. An die enzymatischen Schritte der
Desaturierung und Epoxidierung schliefit sich eine nicht-enzymatische
Umlagerung mit konzertierter Eliminierung von Methylisocyanat (rot)
an. Substrat 1 ist das durch AsgK katalysierte NRPS-Produkt aus An-
thranilsaure und Tyr(OMe); die N-Methylgruppe des Benzodiazepin-
dions entstammt S-Adenosylmethionin.?!

Methoxydehydrocyclopeptin (2) eine Doppelbindung einge-
fiihrt, die dann unter Bildung von 4'-Methoxycyclopenin (3)
(Abbildung 1) epoxidiert wird. Letzterer Schritt 16st eine
faszinierende nicht-enzymatische Eliminierung/Umlagerung
des 6,7-Bicyclus 3 zum 6,6-Chinolingeriist von 4 aus.”! Um die
durch Asql eingeleitete Reaktionssequenz aus Desaturie-
rung, Epoxidierung und Eliminierung/Umlagerung besser zu
verstehen, beabsichtigten wir, an hochaufgeloste Struktur-
informationen zu gelangen.

Das asqJ-Gen aus A. nidulans wurde zunéchst kloniert
und in dem Escherichia coli-Stamm BL21(DE3) exprimiert.
Danach wurde die rekombinante Dioxygenase durch Ni*'-
Affinitdts- und GroBenausschlusschromatographie gereinigt.
Anschliefend wurde AsqJ kristallisiert und die Struktur bei
einer Auflosung von 1.7 A (Riee =19.5%; PDB ID: SDAP,
siche Hintergrundinformationen) mittels Molekularem
Ersatz unter Verwendung der Koordinaten der Phytanoyl-
Coenzym-A-Hydroxylase EasH (PDB ID: 4NAO)" als
Suchmodell bestimmt. Hinsichtlich der Faltung zeigt das ho-
modimere AsqJ ausschlieBlich Ahnlichkeit zu EasH (C,
rm.s.d 1.2 A fiir 80% aller C,-Atome; Abbildung S5 in den
Hintergrundinformationen) und bildet eine trichterformige
Reaktionskammer vergleichbar dem fiir diese Enzymfamilie
iiblichen ,,Jelly-Roll“-Motiv (Abbildung S1).*!
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Abbildung 1. RP-HPLC/MS-gekoppelter Aktivitatstest fir Asq) in Anwe-
senheit von Fe*", aKG, Sauerstoff und Ascorbinsiure. Gezeigt sind
Chromatogramme (4 =280 nm) mit Peaks fiir Substrat 1, die Zwi-
schenprodukte 2 und 3 und das Endprodukt 4. Der Reaktionsfort-
schritt wurde nach 0 min (blaue Kurve), 5 min (griin), 10 min (orange)
bzw. 30 min (rot) analysiert.

Die fiir die Metall- und o KG-Bindung verantwortliche
Teilstruktur von AsqJ zeigt das fiir Fe'/aKG-Dioxygenasen
charakteristische H,;-X-D/E-X,-H,-Motiv mit den drei me-
tallbindenden Aminosduren H134, D136 und H211 (Abbil-
dung 2b).1" Die oktaedrische Koordinationssphire des Me-
talls im Ruhezustand des Enzyms wird durch das C1-Carb-
oxylat und die C2-Ketogruppe des Kosubstrats aKG und
durch ein definiertes Wassermolekiil komplettiert. Das am
Synchrotron aufgenommene Fluoreszenzspektrum des AsqJ-
Kristalls zeigte iiberraschenderweise die Anwesenheit von
Nickel als einziges Schwermetallatom auf. Ein an der Ni-
Kante (1=1.4843 A) aufgenommener anomaler Datensatz
bestitigte, dass dieses Ni*-Ion das aktive Zentrum der Di-
oxygenase besetzt, woraus es das katalytische Eisen wohl
wihrend der Ni*"-Affinititschromatographie verdringt hat.

Um die Aktivitdt des Enzyms abzusichern, wurde AsqJ
mit dessen Substrat 1 versetzt, das in einem Schritt aus Isa-
toinsdureanhydrid und N-Methyl-Tyr(OMe) synthetisiert
wurde (Hintergrundinformationen).'” Vorraussetzung fiir
die Wiederherstellung der Aktivitdt von AsqJ (Tabelle S1)
war die Zugabe von 100 um Fe?", was den Austausch von Ni*"
gegen Fe?" bewirkte. Die enzymatisch induzierte Umsetzung
von 1 zu 4 wurde mit einem HPLC/MS-gekoppelten Aktivi-
tétstest analysiert und erlaubte, iibereinstimmend mit friihe-
ren Arbeiten, die Identifizierung zweier Reaktionszwischen-
stufen — Desaturase-Produkt 2 und Oxiran 3 — neben dem
Chinolon-Alkaloid 4 als Endprodukt (Abbildung 1).F

Die Substitution von Fe*" zu Ni*" inaktivierte das Enzym
vollstdndig und ermoglichte damit die Strukturbestimmung
von AsqlJ als Komplex mit Substrat 1 durch Kokristallisati-
on."! Die Gesamtstruktur des Enzyms einschlieBlich der
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Abbildung 2. a) Bindermodell des Asqj-Homodimers und Ausschnitt
des aktiven Zentrums als Potentialoberfliche mit Konturen von
—30kTe ™' (rot) bis +30kTe ™' (blau). Das Kosubstrat a-Ketogluarat
(aKG, gold) und das Substrat 1 (griin) sind als Stibchenmodelle ge-
zeigt (PDB ID: 5DAQ). b) Die Asq):1-Komplexstruktur weist eine okta-
edrische Koordination des Ni**-lons durch das HxDx,H-Motiv, die C2-
Oxogruppe und das C1-Carboxylat von aKG, das H3-Wasserstoffatom
(magenta) sowie ein Wassermolekil (W) auf. Die 2F,—F_-Elektronen-
dichtekarte ist konturiert zu 1o (graue Masche), wohingegen die an-
omale Elektronendichte (magenta) fiir Ni" zu 100 konturiert ist.

c,d) AsqJ als Komplex mit desaturiertem 2 (PDB ID: 5DAV; hier koor-
diniert ein Tris-Molekiil anstelle des erwarteten aKG das Ni**-lon) und
modellierter Komplex mit Epoxid 3. e) Die Réntgenstrukturanalyse
eines Analogons von 3 mit einer 3-Hydroxy- statt einer 4-Methoxygrup-
pe (CSD ID: POHBEV)!" zeigt die notwendige Vororientierung des
Spiro-Oxiranbenzodiazepindions beziiglich der folgenden, nicht-enzy-
matischen Eliminierung/Umlagerung zu Produkt 4 auf.

oktaedrischen Metallkoordinationsgeometrie wurde durch
das Anbinden des Liganden nicht verdndert. Substrat 1 be-
findet sich gegeniiber der H134-D136-H211-Triade und wird
mittels zweier Wasserstoffbriicken zwischen den Diazepin-
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dion-Sauerstoffatomen und M137NH bzw. N70N® im Protein
verankert. Der Siebenring von 1 ist in einer Boot-Konfor-
mation mit einem pseudo-dquatorialen Methoxybenzylsub-
stituenten fixiert. Diese Konformation entspricht der weniger
hédufigen der beiden Konformere von 1, welche in
[D]DMSO-Lésung beobachtet wurden. In der Bindungsta-
sche ist das Substrat perfekt fiir eine m-m-Stapelwechselwir-
kung zwischen seiner 4-Methoxyphenyl(p-anisyl)-Gruppe
und H134 mit einem interplanaren Abstand von 3.6 A und
einer Verschiebung von 1.7 A orientiert."?! Zusitzlich ist das
Substrat iiber seine beiden Arylringe durch Van-der-Waals-
Wechselwirkungen mit den Resten M118, L79, V72 und F139
stabilisiert. Das Ni**-Ion ist 4.5 A von der C-C-Einfachbin-
dung entfernt, die anschlieBend desaturiert wird. In Einklang
mit dem generellen Mechanismus fiir Fe"/aKG-abhiingige
Dioxygenasen (Schema S1)!'*3 koordiniert im nichsten
Schritt O, an das Eisenzentrum des Enzym-Substrat-Kom-
plexes, was mit der Verdriangung des definierten Wassermo-
lekiils von der sechsten Koordinationsstelle einhergeht.!*!4l
Ein nukleophiler Angriff des Peroxoliganden an die Keto-
carbonylgruppe von aKG bildet zunichst einen bicyclischen
Fe"-Peroxyhemiketal-Komplex (Schema S1A), der sich in
das entscheidende Fehydroxyl-Radikal bzw. die Fe'voxo-
Spezies umlagert (Schema 3, B,).'*"! Diese hochreaktive
Fe™oxo-Spezies ist nun in der Lage, ein Wasserstoffatom von
C3 oder dem benzylischen C1’ des Substrats 1 zu abstrahieren
(Schema 3, B;), wobei ein Hydroxo-Fe™-Intermediat in
Nachbarschaft zum Substratradikal entsteht.'” Im nichsten
Schritt wird der zweite Wasserstoff unter stereoselektiver
Bildung des Alkens (Z)-2 (Schema 3, B,~B;) abstrahiert. Der
Zerfall des aus aKG stammenden Koliganden unter Freiset-
zung von CO, und Succinat stellt schlieBlich das aktive Zen-
trum in seiner Fe'-Form wieder her.

Es wurden nun In-vitro-Aktivitdtstests mit den syntheti-
sierten Substratanaloga 1b—d (Schema 2) durchgefiihrt. Zu-
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sammen mit den kristallographischen Ergebnissen betrachtet,
konnten wir so die Mindestvorraussetzungen fiir die Ligan-
denbindung und Umsetzung festlegen. Entgegen fritheren
Angaben wurde das Analogon 1b, dem die Methoxygruppe
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Schema 2. Substratspektrum der Einzelschritte der durch Asq) kataly-
sierten Reaktion. An=p-Anisyl (p-Methoxyphenyl), n.a.= nicht auswert-
bar. (Siehe auch Tabelle S1.)
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Schema 3. Vorgeschlagener Asq)-Mechanismus fiir die Umsetzung von 4'-Methoxycyclopeptin (1) zu 4'-Methoxyviridicatin (4). Die Umlagerung

von 3 zu 4 ist enzymunabhingig.
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fehlt, weiterhin der Sequenz aus Desaturierung, Epoxidie-
rung und Eliminierung/Umlagerung folgend umgesetzt
(Schema 2, Abbildung S8).*! Die beiden Analoga 1¢ und 1d,
denen die N-Methylgruppe fehlt, wurden nicht umgesetzt
(Schema 2); die Methylierung an N4 ist also von entschei-
dender Bedeutung fiir den Ablauf der Katalyse, was im Ein-
klang mit der Anwesenheit einer N-Methylierungdoméne in
der NRPS AsgK steht. Allerdings offenbarte die AsqJ:1d-
Kokristallstruktur (Auflosung: 1.7 A, Ry..=19.4; PDB ID:
5DAX), dass das Surrogat 1d eine zum Substrat 1 identische
Konformation einnimmt. Die Methylgruppe an N4 scheint
also lediglich einen elektronischen Effekt auf die Katalyse
auszuiiben, fiir die Substratbindung ist sie nicht erforderlich.

Weil AsqJ sowohl eine Desaturierung als auch eine Ep-
oxidierung katalysiert, wollten wir die gegenseitige Abhéin-
gigkeit beider oxidativer Prozesse untersuchen. Das Zwi-
schenprodukt 2 wurde ausgehend von Isatosdureanhydrid
und Sarkosin durch Kondensation zum Benzodiazepindion-
kern™” und Einfiihrung einer exocyclischen 4-Anisyliden-
gruppe mittels Perkin-Kondensierung hergestellt (Hinter-
grundinformationen).'® Wenn nun die durch AsqJ kataly-
sierte Reaktion mit 2 als Edukt gestartet wurde, konnte
sowohl die Bildung des Oxiran-Zwischenprodukts 3 als auch
des Endprodukts 4 beobachtet werden, aber ausschlieflich in
Anwesenheit von Fe**, aKG und Sauerstoff. Dieser Befund
zeigt, dass die Desaturierung und Epoxidierung entkoppelte
Prozesse sind, die je ein Molekiil aKG als auch Sauerstoff
benotigen. Das regenerierte Fe-Zentrum ist also bereit fiir
die Epoxidierung, sobald das Succinat aus dem Dehydrie-
rungsschritt durch ein neues aKG-Kosubstrat ersetzt wird.
Bemerkenswert ist, dass AsqJ ausschlieflich Aktivitdt ge-
geniiber dem Z-konfigurierten 2 zeigt, nicht aber dem geo-
metrischen E-Isomer 2’ (Schema 2, Abbildung S7). Passend
dazu haben wir nur eine Komplexstruktur von AsqJ mit 2
(Abbildung 2 ¢, PDB ID: 5DAV) erhalten, die zeigt, dass das
Z-Isomer von 2, nicht aber das E-Isomer 2, in das aktive
Zentrum binden kann.

Im zweiten Fe'/a-Ketoglutarat-abhiingigen Reaktions-
zyklus setzt die Fe™-oxo-Spezies das ungesiittigte Zwischen-
produkt 2 zum Epoxid 3 um (Schema 3, C; und C,). Obwohl
die Kiristallstruktur des AsqJ-Komplexes nicht erhalten
wurde, ist es wahrscheinlich, dass die Struktur des Enzym-
gebundenen Oxirans 3 eine identische Konformation ein-
nimmt wie 1 und 2, da die Proteinumgebung nur eine offene
Bootkonformation zulésst (Abbildung 2d). Diese durch AsqJ
vorgegebene Substratkonformation kontrastiert mit der
Kleinmolekiilkristallstruktur ~ von  3’-Hydroxycyclopenin
(CSD ID: POHBEV).[") Letzere zeigt das Molekiil in einer
gegeniiber dem enzymgebundenen 3 signifikant unter-
schiedlichen umgeklappten Konformation, die als ,,geschlos-
sen“ charakterisiert werden kann und von einer vorteilhaften
intramolekularen st-rt-Wechselwirkung zwischen den beiden
aromatischen Ringsystemen profitiert (Abbildung2e, Ab-
bildung S3b). Diese ,,geschlossene* rdumliche Anordnung in
3 ist entscheidend, um den nukleophilen Angriff des einen
ortho-Kohlenstoffatoms der Acrylamideinheit auf das ben-
zylische Oxiran-Kohlenstoffatom einzuleiten (Schema 3, D).
Demzufolge ist das AsqJ-gebundene Intermediat 3 in eine
nichtreaktive offene Konformation gezwungen (Abbil-
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dung S4), und die abschlieBende Eliminierung/Umlagerung
von 3 erfolgt erst nach Dissoziation von der Dioxygenase als
spontaner, nicht-enzymatischer Prozess. In dieser Reaktion
fragmentiert die tricyclische Kernstruktur des Intermediats E
unter Eliminierung von Methylisocyanat zur Ketoform von 4,
die schlieBlich zur aromatischen Enolform tautomerisiert.[*!7
Im Wesentlichen 16st das enzymatisch gebildete Spiro-Epoxid
die Umlagerung des 6,7-Bicyclus in das 6,6-Chinolongeriist
von 4'-Methoxyviridicatin 4 aufgrund seiner Ringspannung
und entsprechenden strukturellen Vororientierung aus.

Zusammenfassend fiihrt die Biosynthese von 4-Arylchi-
nolin-2(1H)-on-Alkaloiden iiber eine komplexe Sequenz aus
Dehydrierung, Epoxidierung und einer iiberraschenden ab-
schlieBenden Umlagerung unter Abspaltung von Methyliso-
cyanat hin zur heterocyclischen Zielstruktur. Es ist bemer-
kenswert, dass fiir einen analogen Benzodiazepin-Chinolon-
Reaktionsweg in der Biosynthese von Viridicatin in Penicil-
lium cyclopium bzw. P. viridicatum gezeigt wurde, dass drei
Enzyme beteiligt sind: Eine Dehydrogenase, eine Epoxidase
und ein Enzym namens Cyclopenase, das an der Umlagerung
beteiligt ist.'¥! Die Dioxygenase AsqJ ist bislang einmalig,
indem sie die gesamte Reaktionssequenz aus Desaturierung,
Epoxidierung und Eliminierung/Umlagerung ausfiihrt. Ein
weiteres Enzym, das eine sequentielle Dehydrierung-Epoxi-
dierung bewirkt, ist in der Pentalenolacton-Sesquiterpenoid-
Biosynthese in Streptomyces involviert.l”]

Die hier gezeigte spezifische konformative Kontrolle iiber
die Reaktionsselektivitit ist eine Besonderheit enzymatischer
Reaktionen, die in der Regel nicht durch Metallkomplex-
Modellsysteme erreicht oder imitiert werden kann. AsqJ ist
ein Katalysator, der eine bemerkenswerte mehrstufige Ein-
topfsynthese ausfiihrt, die mit einer grundlegenden Struk-
turédnderung verbunden ist; es stellt daher ein ungewohnlich
effizientes Reagens fiir die Synthese dar.
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