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Das Zusammenspiel zwischen einer multifunktionalen Dehydratase-
Domine und einer C-Methyltransferase bewirkt die Doppelbindungs-
verschiebung in der Ambruticin-Biosynthese

Gesche Berkhan, Christian Merten, Claudia Holec und Frank Hahn*

Abstract: Die Doppelbindungsverschiebung ist eine wichtige
Modifizierung wihrend der Polyketidbiosynthese. Insbeson-
dere fiir cis-AT-PKS vom Typ I ist nur wenig iiber die enzy-
matischen Mechanismen bekannt. Wir prisentieren unsere In-
vitro-Studien zur Doppelbindungsverschiebung wdihrend der
Ambruticin-Biosynthese. Die multifunktionale AmbD H4-
Domadne katalysiert aufeinander folgende Dehydratisierung,
Epimerisierung und Enoylisomerisierung. Das erhaltene 3-
Enthioat wird durch a-Methylierung, katalysiert durch die C-
Methyltransferase AmbM, aus dem Gleichgewicht entfernt.
Dieser thermodynamisch eigentlich ungiinstige Prozess wird
jedoch durch die hohe und aufeinander abgestimmte Sub-
stratspezifitit der beteiligten Enzyme ermdoglicht. AmbD H4 ist
eng verwandt mit DH-Domidinen, wobei erste mechanistische
Studien vermuten lassen, dass die Doppelbindungsisomerisie-
rung, dhnlich wie bei EI-Domdnen aus trans-AT-PKS, iiber die
Verschiebung eines einzelnen Protons verliuft.

P olyketide bilden eine vielfiltige Gruppe aus Naturstoffen
mit hoher pharmakologischer Relevanz. Polyketidsynthasen
(PKS) vom Typ I bauen wihrend der Polyketidbiosynthese
hoch funktionalisierte Grundgeriiste auf. Diese multimodu-
laren Mega-Enzymkomplexe vollbringen die Riickgrat-Ver-
langerung durch decarboxylierende Claisen-artige Konden-
sationen, katalysiert im Zusammenspiel von Ketosynthase-
(KS)- und Acyltransferase(AT)-Dominen sowie Acyl-Tra-
gerproteinen (ACP). Der erhaltene (-Ketothioester kann
individuell durch die reduktive Schleife, bestehend aus Ke-
toreduktase(KR)-, Dehydratase(DH)- und Enoylreduktase-
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(ER)-Dominen, funktionalisiert werden. Weitere Modifizie-
rungen am Grundgeriist konnen durch unkonventionelle
PKS-Dominen oder ,, Tailoring“-Enzyme erfolgen.!'!

Eine solche Modifizierung ist die Verschiebung einer
Doppelbindung aus der urspriinglich durch die PKS einge-
fithrten Position. Erste Studien hierzu erfolgten zu den trans-
AT-PKS-Produkten Bacillaen (1), Rhizoxin (2) und Corallo-
pyronin A (4) sowie zum cis-AT-PKS-Produkt Ansamitocin
(5, Abbildung 1). Fiir die Biosynthese von Bacillaen (1) und
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Abbildung 1. Ausgewihlte Polyketide mit verschobenen Doppelbindun-
3,6-10]
gen.

Rhizoxin (2) wurde durch In-vivo-Studien gezeigt, dass die
verschobene Polyeneinheit schrittweise, durch unmittelbare
Isomerisierung zuvor isoliert eingefithrter Doppelbindungen,
erfolgt.*”!"1 Wihrend die ersten Isomerisierungsschritte in
beiden Féllen scheinbar durch multifunktionale DH-Doméne
katalysiert werden, erfolgt die finale Verschiebung durch ein
,» Verschiebungsmodul®, welches auf das primdre DH-Pro-
dukt einwirkt. Verschiebungsmodule enthalten Enoylisome-
rase(EI)-Dominen als katalytisch aktive Einheit (BaeEI16
oder RhiE-EI). Keatinge-Clay et al. veroffentlichten kiirzlich
eine detaillierte Untersuchung der PksEI14-Struktur (ein
nahes Homologes von BaeEI16) und stellten einen hypothe-
tischen Mechanismus vor.””! Eine konformativ flexible Histi-
din-Seitenkette in der aktiven Tasche verschiebt ein Proton
zwischen der a- und y-Position des PKS-Intermediates.”
Diese Hypothese wurde durch In-vitro-Experimente gestiitzt,
in denen die Riickreaktion verfolgt wurde. Schéberle et al.
zeigten, dass CorEI3 aus der Biosynthese von Corallopyro-
nin A (4) die Verschiebung einer einzelnen, zuvor gebildeten
Doppelbindung in die Konjugation zum Stickstoff eines Me-
thylcarbamates katalysiert.""! Basierend auf den Ergebnissen
von In-vivo-Supplementierungsstudien wurde fiir Ansamito-
cin eine vinyloge Dehydratisierung wéahrend der PKS-kata-
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lysierten Verlingerung postuliert.®'? Bis heute konnte die
thermodynamisch nicht begiinstigte Vorwértsreaktion aller-
dings nicht in vitro, durch Reaktion einer EI-Doméne mit
realistischen Substratanaloga bestétigt werden.

Die antifungalen Ambruticine (Ambruticin VS3 (3),
Abbildung 1) sind myxobakterielle cis-AT-Typ-I-PKS-Pro-
dukte mit einer interessanten Leitstruktur fiir die Entwick-
lung neuer Antimykotika.> ™! Der Ambruticin-Biosynthe-
seweg beinhaltet zudem zahlreiche bis jetzt nicht aufgeklérte
enzymatische Schritte.'” Das , Ostfragment* besteht aus
einem Dihydropyranring verkniipft mit einer 1,4-Dienyl-
Seitenkette (C13 bis C17 in 3). In vorausgegangenen Arbeiten
konnten wir zeigen, dass die Pyranbildung durch die bifunk-
tionale Domédne AmbDH3 geschieht, welche aufeinander-
folgende Dehydratisierung und Oxa-Michael-Addition zu 7
katalysiert (Abbildung 2a)."!

a) AmbC
Module 3 und 4

Abbildung 2. a) Ausschnitt aus dem postulierten Ambruticin-Biosyn-
theseweg. AmbDH4 und AmbM sind schwarz hervorgehoben.

b) Struktur der synthetischen Substratsurrogate 10-15 und des Enzym-
produktes 16. SNAC: N-Acetylcysteamin.

Die Einfiihrung der verschobenen Doppelbindung zwi-
schen C16 und C17 in 3 muss somit wihrend der Prozessie-
rung in Modul 4 erfolgen (Schema S1). Modul 4 beinhaltet
neben einer Malonyl-CoA spezifischen AT- auch eine KR-
und eine DH-Domaine, was den o,f3-ungeséttigten Thioester 8
als dessen primires Produkt nahelegt (Abbildung 2a)."! Die
Verzweigung an C15 der Ambruticin-Grundstruktur muss
folglich durch nachtrigliche Methylierung erfolgen, fiir
welche die C-Methyltransferase (C-MT) AmbM als ein-
leuchtender Kandidat im amb-Gencluster codiert ist.

Wir begannen unsere Untersuchungen mit In-vitro-Stu-
dien, in denen wir die vermeintlich beteiligten Enzyme mit
synthetisch gewonnenen Substratsurrogaten zur Reaktion
brachten. Alle Substrate wurden zur Imitierung der ACP-
gebundenen Form der Biosyntheseintermediate als N-Ace-
tylcysteamin(SNAC)-Thioester synthetisiert. Das charakte-
ristische LED-Motiv in der AmbKR4-Aminosiduresequenz
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weist auf eine 3-pD-Konfiguration der AmbDH4-Vorstufe
hin.'"!®1 Es wurden sowohl 4-p- als auch 4-L-konfigurierte
Substratserien synthetisiert (Abbildung 2b, Schema S1-S9),
wobei jede Serie die 3-pD-konfigurierte AmbDH4-Vorstufe
(10 oder 11), das (E)-konfigurierte DH-Produkt (12 oder 13)
und die a-methylierte Variante von letzterem (14 und 15)
beinhaltete. Die C4-Epimere wurden jeweils als racemisches,
trennbares Gemisch synthetisiert. Die 4-p-konfigurierten
Substrate 10 und 12 wurden zusitzlich stereoselektiv herge-
stellt, wobei der Schliisselschritt die AmbDH3-katalysierte,
stereoselektive Synthese des SNAC-Analogons von Pyran 7
war. Die absolute Konfiguration von 10 und 11 wurde zu-
sitzlich durch VCD-Spektroskopie bestitigt (Abbildun-
gen S1 und S2). Die Grenzen von AmbDH4 wurden in
Analogie zu vorherigen Studien ermittelt, und die Gene
ambDH4 und ambM wurden heterolog in E. coli expri-
miert.*>1?2 AmbDH4 wurde unmittelbar nach Reinigung
mittels Affinitdtschromatographie in den Aktivitétstests ein-
gesetzt. AmbM wurde aufgrund von Verlusten an Enzymak-
tivitat wiahrend der Reinigung direkt in Form des Totallysates
verwendet (Abbildungen S3 und S4).

Bedingt durch fast identische Retentionszeiten der Sub-
strate 12, 13 und 16 bei der HPLC-MS-Analyse wurden alle
Enzymaktivitétstests im semipraparativen MaBstab (ca. 3 mg
Startmaterial) durchgefiihrt, und durch NMR-Spektroskopie
wurden sowohl der Umsatz als auch die Konstitution und
Konfiguration der Reaktionsprodukte eindeutig bestimmt
(Schema 1). Der Stabilitdtsnachweis von 10-15 erfolgte durch
enzymfreie Inkubation unter den Bedingungen des Enzym-
tests (Abbildungen S5, S6, S13-16). AmbDH4 katalysierte die
selektive Dehydratisierung des 3-Hydroxythioesters 11 zum
2-E-Enthioat 13 (ca. 27% Umsatz, Abbildung S15 und
Schema 1a). Diese Beobachtung ist iiberraschend, da in vor-
herigen Studien eindeutig gezeigt wurde, dass Verbindung 7
2-p-konfiguriert ist.’! Eine Epimerisierung der in 7 und 8
hervorgehobenen Stereozentren muss also wihrend der
Prozessierung durch AmbAT4, AmbKS4 und AmbKR4 er-
folgen (Schema 1b). Diese Epimerisierung wurde im Lauf
dieser Studie nicht weiter untersucht. Die Inkubation von 4-L-
konfiguriertem 13 mit AmbDH4 ergab eine Mischung mit
dessen C4-Epimer 12 und dem 3-E-Enthioat 16 im Verhiltnis
41:32:27 (Abbildung S16 und Schema 1a). Die Inkubation
von 12 mit AmbDH4 fiihrte ausschlieBlich zur Bildung von 16
(~33% Umsatz, Abbildung S17 und Schema 1a), was aus-
schlief3t, dass es sich bei 12 um ein Abfallprodukt der Bio-
synthese handelt. Entsprechend ergab die Umsetzung von 16
mit AmbDH4 ausschlieBlich Verbindung 12 (ca. 48%
Umsatz, Abbildung S19). Keines der Substrate 10, 14 und 15
ergab einen Umsatz in der Reaktion mit AmbDH4, was na-
helegt, dass deren Aktivitdt stark von der Substratkonfigu-
ration an C4 und dem Methylierungsgrad an C2 abhingt.
Diese Ergebnisse zeigen, dass AmbDH4 eine auflergewthn-
liche dreifache katalytische Aktivitdt aufweist und aufeinan-
derfolgend als Dehydratase, Epimerase und Enoylisomerase
fungiert (Schema 1Db). Sie stehen in deutlichem Gegensatz zu
vorherigen Studien, in denen PKS-DH-Doménen eine ge-
ringe Substratspezifitit beziiglich der Konstitution im Poly-
ketidanteil von Substraten zeigten !
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Schema 1. a) "H-NMR-Analyse (400 MHz, CDCl;) der Enzymaktivitats-
tests im semipriparativen Mafistab mit AmbDH4: oben: Umsetzung
von 11 zu 13; Mitte: Umsetzung von 13 zu 12 und 16; unten: Umset-
zung von 12 zu 16. b) Postulierter Verlauf der Biosynthese von 7 zu 9.

Zur Aufklidrung der Rolle der C-MT AmbM fiihrten wir
Umsetzungen von AmbM mit 12 und 16 durch, in denen eine
Umsetzung nur fiir das 3-Enthioate 16 festgestellt wurde
(Schema 2, Abbildungen S6-S11). Gemeinsam mit der Un-
fahigkeit von AmbDH4, die methylierten Substrate 14 und 15
zu akzeptieren, legt diese Spezifitit ein Szenario nahe, in dem
AmbDH4 zunichst ein Gleichgewicht zwischen 17-20 ein-
stellt. Aufgrund der strikten Substratspezifitit von AmbM
entfernt dieses ausschliefllich 3-Enthioat 20 aus dem Gleich-
gewicht und wandelt es um in 9. Dieses Zusammenspiel er-
moglicht die Doppelbindungsverschiebung trotz Verlust der
Konjugation zum Thioester. Im Einklang hiermit ist, dass
weder 15-Desmethyl-Derivate noch solche mit einem konju-
gierten 13,15-Dien aus dem Wildtyp Sorrangium cellulosum
So cel0 isoliert wurden.l'®! Die Verschiebung der Doppel-
bindung und die a-Methylierung sind offensichtlich eng mit-
einander verkniipfte Ereignisse, die vor Weitergabe des
Modul-4-Produktes an Modul 5 vollstdndig ablaufen miissen.

Aminosdure-Sequenzvergleiche zu reprédsentativen DH-
und EI-Doménen zeigten, dass AmbDH4 sowohl die DH-
charakteristische katalytische Diade, bestehend aus His18
und Aspl82, als auch die Einheiten Pro27 und His186 auf-
weist (Abbildung $22).”! In EI-Doménen sind diese Ein-
heiten zu Leu/Val27, Asp182 und Leu/Vall86 mutiert. Kea-
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Schema 2. HPLC-MS-Analyse der Inkubation von AmbM mit den Thio-
estern 16 und 12.

tinge-Clay et al. wiesen Pro27 eine Schliisselrolle zu. Dieses
beschréinkt die Flexibilitdt von His18 in der aktiven Tasche
von DH-Doménen und verhindert dadurch den Protonen-
transfer zwischen C2 und C4 des Substrates. In EI-Doménen
ist Pro27 zu den sterisch weniger anspruchsvollen Leu oder
Val mutiert. Eine phylogenetische Analyse zeigte eine enge
Verwandtschaft von AmbDH4 zu AmbDH2 und AmbDH3
und lediglich geringe Nihe zu EI-Dominen (Abbildung S23).

Erste mechanistische Details zur Enoyl-Isomerisierung
wurden durch Inkubationsexperimente in deuteriertem
Puffer gewonnen (Abbildung S19 und $20).') Wihrend
Verbindung 12 binnen 16 Stunden keinen spontanen H-zu-D-
Austausch zeigte, erfuhr 3-Enthioat 16 einen spontanen H-2-
zu D-2-Austausch und ergab eine Mischung von 16 und 2,2-
D,-16 (46:54). Inkubation von 12 mit AmbDH4 in deute-
riertem Puffer ergab eine komplexe Mischung aus 12, 16 und
verschiedenen deuterierten Verbindungen. Reinigung mittels
semipriparativer HPLC ergab zwei Fraktionen, jeweils be-
stehend aus 12 oder 16 sowie deren deuterierten Kongeneren.
In der Fraktion mit 12 betrug der Deuterierungsgrad an C2
und C4 je 55%. In der Fraktion mit 16 fand sich eine zu-
sétzliche monodeuterierte Verbindung, deren Bildung auf die
Einwirkung von AmbDH4 zuriickzufiihren sein muss (16/2-
D-16/2,2-D,-16 (43:37:20)). Es war nicht moglich zu bestim-
men, ob und in welchem Verhiéltnis die beiden 2-D-Epimere
von 16 gebildet wurden.

Die Aktivitit von AmbDH4 fiihrt im Vergleich zur
spontan ablaufenden Hintergrundreaktion zur Verringerung
des Deuterierungsgrades in 16 von 54 % auf 49 % und bringt
daher nicht aktiv Deuterium ins Molekiil ein (Schema S10).
Es ist deshalb unwahrscheinlich, dass ein D,0O-Molekiil aus
dem Puffer oder eine pradeuterierte Aminosiure-Seitenkette
am katalytischen Prozess beteiligt ist.”) Die Akkumulation
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von 2-D-16 und die Deuterierung an C2 und C4 in 12 zeigen,
dass AmbDH4 aktiv H/D zwischen diesen beiden Positionen
verschiebt. Obwohl His18 ein einleuchtender Kandidat wére,
kann zum jetzigen Zeitpunkt tiber die Natur der entschei-
denden Aminosdure nur spekuliert werden (Schema S10D).
Mit Blick auf die Ergebnisse des Aminosidure-Sequenzver-
gleichs beruht die Fihigkeit zur Enoylisomerisierung wohl
auf subtilen Verdnderungen des aktiven Zentrums von
AmbDH4 im Vergleich zu anderen DH-Doménen.

Zusammenfassend beschreiben wir hier unsere In-vitro-
Studien zur biosynthetischen Rolle der ungewohnlichen PKS-
Doméne AmbDH4 mit dreifacher katalytischer Aktivitét, die
als DH, Epimerase und EI agiert. Im Zusammenspiel mit der
C-MT AmbM bewirkt sie die thermodynamisch ungiinstige
Kaskade aus Doppelbindungsverschiebung und Methylie-
rung, die zur Bildung des 3-Methyl-1,4-pentadien-Fragmentes
der Ambruticine fiihrt. Die Resultate eines Inkubationsex-
perimentes in deuteriertem Puffer lassen vermuten, dass der
Enoylisomerisierung ein &dhnlicher Protonenverschiebungs-
mechanismus zugrunde liegt, wie er fiir PksEI14 aus der Ba-
cillaen-Biosynthese beschrieben wurde. Unsere Studien
tragen zum Versténdnis von Enoylisomerisierungen wihrend
der PKS-Prozessierung bei und vereinfachen weitere Studien
dhnlicher Doménen in der Zukunft. Weitere mechanistische
Details konnten durch strukturelle Studien der Doméne und
In-vitro-Studien mit spezifisch deuterierten Substraten ge-
wonnen werden. Das 3-Methyl-1,4-pentadien-Fragment ist
héufig in reduzierten Polyketiden anzutreffen und wird oft
durch aufwendige Bearbeitung von Roche-Ester-Bausteinen
eingebracht. Die Verwendung des Enzympaares AmbDH4-
AmbM konnte eine elegante Alternative fiir dessen Einfiih-
rung im spéten Stadium von Syntheserouten bieten.
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