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Reverse und ,,normale‘‘ Prenyltransferasen
haben unterschiedliche Seitenselektivititen bei
der Biosynthese von Paraherquamid**

Emily M. Stocking, Juan F. Sanz-Cervera* und
Robert M. Williams*

Die Paraherquamide 1-10 sind eine Gruppe von Pilzme-
taboliten, die ebenso wie die strukturell dhnlichen Verbin-
dungen Sclerotamid 11, Marcfortin A 12,51 Asperparalin A
(Aspergillimid VM55598) 14, SB202327 15! und die Brevian-
amide (Brevianamid A 16 und Brevianamid B 17)P! viel
Aufmerksamkeit erregt haben wegen ihrer vielfiltigen (z.B.
anthelmintischen, paralytischen und insektiziden) biologi-
schen Wirkungen.['”] Die Substanzen haben unterschiedliche
biogenetische Herkunft und entstehen durch die oxidative
Polycyclisierung von Aminosduren und Isopreneinheiten.
Besonders interessant sind die zunehmenden Hinweise dar-
auf, daf das gemeinsame Bicyclo[2.2.2]-Strukturmotiv bei der
Biosynthese durch eine intramolekulare [4+2]-Cycloaddition
einer von Isopren abgeleiteten Olefineinheit an einen Aza-
dienrest entsteht, der wiederum aus einer Piperazindionein-
heit stammt [A —B —C, Gl. (1)].167
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[4+2]-Cycloadditionen werden in der organischen Synthese
vielfach eingesetzt, in der Natur sind pericyclische Reaktio-
nen aber ziemlich selten, und nur in wenigen Fillen gab es
experimentelle Hinweise darauf, da Reaktionen iiber eine
Diels-Alder-artige Cycloaddition als Zwischenschritt verlau-
fen.[> 81 Bei unseren Untersuchungen haben wir uns auf die
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8F:R'=H, R2=Me, R% =
9G:R'=0OH,R2=Me, R®=
10 VM55595: R' = H, R2 = Me, R® = Ho, R*=H

A: R"=0H,R2=Me, R®=H,, X=N
B:R'=H,R2=H,R®=H,,X=N
C: R'=R?=CHy R®=H,,X=N

D: R"=0,R2=CH, R¥=Hy, X=N
E: R'=H,R2=Me, R®=H,,X=N
VM55596; R'=OH, R2=Me, R® = H,, X =N*-0O~
VM55597: R'=OH, R2=Me, R®=0, X =N

N OO R WON =

13 VM55599

14 (X =H,)
15 (X=0)

Biogenese der Metaboliten der Paraherquamidfamilie kon-
zentriert, mit Schwerpunkt auf der Cycloaddition als Schliis-
selschritt. Bei diesen Metaboliten wird die Dimethylallyl-
gruppe, die an der Bildung des Bicyclo[2.2.2]-Gertists beteiligt
ist, offensichtlich durch die Reaktion von Dimethylallylpyro-
phosphat (DMAPP) mit der Tryptophaneinheit eingefiihrt, so
daf} es zur reversen Prenylierung an Position 2 des Indolrings
kommt. In den Metaboliten 1-12 gibt es ein zweites
Isoprenfragment, das oxidativ an eine phenolische Hydroxy-
gruppe des Tryptophanrestes addiert wird. Bis vor kurzem
war man sich sicher, daf} die Isoprenreste iiber den Mevalo-
nat-Weg synthetisiert werden. In den letzten Jahren wurde in
einigen Arbeiten allerdings iiberzeugend nachgewiesen, daf3
die Isoprenoide in manchen Organismen stattdessen iiber den
1-Desoxy-D-Xylulose-Weg gebildet werden. Dies gilt nicht
nur fiir Bakterien,”! sondern auch fiir die Griinalge Scenedes-
mus obliquus!"” und — unerwarteterweise — fiir hohere
Pflanzen wie Taxus chinensis/'! Gerste (Hordeum vulga-
re L.), Wasserlinsen (Lemna giba L.), Karotte (Daucus caro-
ta L)' sowie Gingko biloba.® In diesen Fillen wurde
gezeigt, dafl die Biosynthese verschiedener cytoplasmatischer
Sterine iiber den Acetat/Mevalonat-Weg verlduft, wéhrend
die plastiddren Isoprenoide iiber den 1-Desoxy-D-Xylulose-
Weg gebildet werden.

Bei Isotopenmarkierungsversuchen, mit denen die Her-
kunft der Isopreneinheiten in der Paraherquamidstruktur
untersucht werden sollten, entdeckten wir eine unerwartete
stereochemische Verteilung der Methylgruppen aus DMAPP.
Wir fiihrten Fiitterungsexperimente mit [U-1*C4]Glucose und
[*C,]Acetat durch, um die genannten Stoffwechselwege *C-
NMR-spektroskopisch unterscheiden zu konnen. Alle Signale
des BC-NMR-Spektrums von Paraherquamid A sind ndmlich
eindeutig zugeordnet worden (mit Ausnahme der Signale fiir
C27 und C28).I'Y1 Die unterschiedlichen Markierungsmuster,
die bei beiden Stoffwechselwegen erwartet werden, sind in
Abbildung 1 gezeigt.
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Ein erstes Experiment wurde mit [U-83C4]Glucose an
Penicillium fellutanum durchgefiihrt. Das isolierte Paraher-
quamid A wies ein Markierungsmuster auf, bei dem die

Me=COSCoA
['®C,]AcetylCoA

Penicillium fellutanum | | Mevalonat-Weg

beide
koppeln
mit C21

keine Kopplung
Penicillium fellutanum | | Mevalonat-Weg

[U-"3C]-p-Glucose

[U-"°C]-p-Glucose *

Me=COSCoA
ﬂ1 -Desoxyxylulose-Weg

['3C.]AcetylCoA

J

kein spezifischer Einbau

Abbildung 1. BC-Markierungsmuster in Paraherquamid A, die nach Fiit-
terungsexperimenten mit [U-83C,]-D-Glucose oder ['*C,]Acetat fiir den
Mevalonat- (oben) und den 1-Desoxy-D-Xylulose-Weg (unten) zu erwarten
sind. Die dicken Linien stellen intakte Acetateinheiten dar, die Pfeile
deuten die Kopplungen an, die im 3C-NMR-Spektrum erwartet und auch
gefunden wurden.
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meisten *C-NMR-Signale um das Singulett des nicht kop-
pelnden Kohlenstoffatoms aufgespalten erschienen, wie man
es fiir den Abbau von Glucose erwarten wiirde. Hier kon-
zentrierten wir uns auf die Kohlenstoffatome, die die beiden
Cs-Einheiten bilden, C19 bis C23 und C24 bis C28. Das *C-
NMR-Spektrum von unmarkiertem Paraherquamid A, das
aus einem Kontrollexperiment stammte, diente zu Ver-
gleichszwecken. Obwohl der spezifische Einbau niedrig war,
waren die Kopplungen im *C-NMR-Spektrum des entstan-
denen Paraherquamids A deutlich erkennbar (Tabelle 1).

Tabelle 1. Spezifischer Einbau, chemische Verschiebungen und Kopp-
lungskonstanten der Cs-Kohlenstoffatome von Paraherquamid A nach
dem Fiitterungsexperiment mit [U-*C4]Glucose.

c 9 Jee % BC % BC % 1BC

[Hz] pro spezifisch als intakte aus [U-3Cy]Glucose,

Position C,-Einheit eingebaut spezifisch eingebaut
19 2217 34 14 41 0.0075
20 5142 34 19 32 0.0052
21 4640 36 1.5 36 0.0061
22 2047 36 1.8 14 0.0018
23 2371 36 19 21 0.0029
24 13894 81 23 35 0.0059
25 11505 79 2.0 37 0.0065
26 79.81 40 20 37 0.0064
27 2993 40 22 40 0.0075
28 2980 - 1.7 0 0.0037

Um zu bestdtigen, dal Acetat und nicht 1-Desoxy-D-
Xylulose-5-phosphat die Schliisselverbindung bei der Bio-
genese der beiden Cs-Einheiten ist, wurde ein zweites
Fiitterungsexperiment durchgefiihrt, diesmal mit [*C,]Ace-
tat. Der beobachtete spezifische Einbau intakter C,-Einheiten
war im Einklang mit dem Mevalonat-Weg (Abbildung 1). Bei
den Kohlenstoffatomen C19 bis C23 und C24 bis C28, die die
beiden Cs-Einheiten bilden, sind die Ergebnisse des Fiitte-
rungsversuchs mit [3C,] Acetat im wesentlichen dieselben wie
mit [U-*C]Glucose. In beiden Fillen war das *C-NMR-
Signal von C28 bei 6 =29.80 zwar intensiver als bei der
Kontrollprobe, doch war es
nicht aufgespalten. Beim er-
sten Cs-Fragment fanden wir,
daB3 C19 mit C20 koppelt und
C21 entweder mit C22 oder
mit C23. Bei der zweiten Cs-
Einheit ergibt sich aus den
Kopplungskonstanten, daf C24
mit C25 koppelt und C26 mit
C27. In diesem Fall besteht
keine Kopplung zu C28.

Nach dem 1-Desoxy-D-Xy-
lulose-Weg sollte [U-*C¢]Glu-
cose so eingebaut werden, daf3
es zur Fernkopplung zwischen
C19 und einer der Methyl-
gruppen (C22 oder C23) sowie
zwischen C20 und derselben
Methylgruppe (C22 bzw. C23)
kommt, weil ndmlich in die-
sem Fall drei Kohlenstoffato-
me aus einem Glucosemolekiil
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und die anderen beiden aus einem anderen stammen sollten.
Nach unseren Fiitterungsexperimenten mit [U-3Cy]Glucose
wurden allerdings keine Fernkopplungen zwischen C22 und
C19/C20 oder C28 und C24/C25 beobachtet. Dies ist im
Einklang mit dem Mevalonat-Weg, bei dem zwei Paare von
Kohlenstoffatomen aus Glucosemolekiilen stammen, wih-
rend das dritte Kohlenstoffatom aus einem dritten Glucose-
molekiil stammt, so dal Fernkopplungen ausgeschlossen sind.
Das Fehlen von nachweisbaren Fernkopplungen und der
Einbau von [1,2-1*C,]Acetat sprechen also dafiir, daB der
Mevalonat-Weg bei der Bildung beider Cs-Einheiten be-
schritten wird, da dies mit dem fiir beide Experimente
erwarteten Markierungsmuster iibereinstimmt (Abbil-
dung 1). Die Elektrospray-Ionisations-Massenspektren von
1 stimmen fiir beide Experimente mit dem Einbau intakter
C,-Einheiten aus Acetat iiberein.['¥]

In dem Cs-Fragment, das von C24 bis C28 gebildet wird,
besteht eindeutig keine Kopplung zwischen C28 und C26,
wohl aber zwischen C27 und C26. Dies bedeutet, daf3 die
DMAPP-Methylgruppen bei der Biosynthese dieses Struk-
turelements nicht dquivalent sind. In dem Cs-Fragment
hingegen, das aus C19 bis C23 gebildet wird, koppeln beide
Methyl-C-Atome mit C20, allerdings nicht gleichzeitig. Die-
sem unerwarteten Ergebnis zufolge muf3 die Reverse Prenyl-
transferase das olefinische m-Elektronensystem so ausrichten,
daB beide Seiten fiir einen Angriff durch die Position 2 des
Indolrestes zugénglich sind. Die einfachste Erkldrung dafiir
ist, die Bindung von DMAPP in einer Orientierung anzu-
nehmen, die einen seitenunabhingigen Sy'-Angriff auf das -
Elektronensystem ermoglicht, also in einer Orientierung, die
gegeniiber der bei der ,,normalen® Prenyltransferase ,,umge-
dreht” ist (Abbildung 2). Die Pyrophosphatgruppe ist hier
wahrscheinlich im aktiven Zentrum des Enzyms so verankert,
dal der hydrophobe Isopropenylrest gegeniiber dem aus
Tryptophan abgeleiteten Substrat in einer konformativ flexi-
blen A = B-Anordnung angeordnet ist. Im Unterschied dazu
lauft bei der ,,normalen* Prenyliibertragung der nucleophile

O Mevalonat-Weg
—_—

Abbildung 2. Ein moglicher Biosyntheseweg, der erkldren kann, warum C22 und C23 bei der Biosynthese von
Paraherquamid A gleich behandelt werden. Fett dargestellte und mit m gekennzeichnete Bindungen symboli-
sieren intakte C,-Einheiten, die in C3/C5 der DMAPP-Molekiile und in C21, C22 und C23 von 1 eingebaut sind.
Die iibrigen Markierungen sind hier zur besseren Ubersicht nicht hervorgehoben (siehe Abbildung 1).
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Austausch am pyrophosphattragenden Methylenkohlenstoff-
atom unter Inversion der Konfiguration am Kohlenstoffatom
ab, wobei das hydrophobe Ende von DMAPP im aktiven
Zentrum des Enzyms eingebettet ist.['%]

Dagegen sind die Methylgruppen in der anderen Cs-Einheit
(im Dioxepinrest) eindeutig unterscheidbar. Es ist daher
ziemlich wahrscheinlich, da3 diese Cs-Gruppe (C24 bis C28)
iber eine direkte Alkylierung mit DMAPP durch eine
normale Prenyltransferase in das Molekiil eingefithrt wird.
Dem folgt eine stereospezifische oxidative Addition an das
olefinische System. Ein plausibler Mechanismus — eine von
mehreren Moglichkeiten — fiir die Bildung des Ringsystems ist
die seitenspezifische Epoxidierung mit anschlieBender Ring-
offnung und Wasserabspaltung. Da die Isopreneinheit ohne
Veranderung der stereochemischen Integritdt eingefiihrt
wird, ist diese Annahme am verniinftigsten, und man braucht
keinen ,,Scrambling“-Mechanismus zu postulieren, bei dem
DMAPP iiber ein Dimethylvinylalkohol-Zwischenprodukt
stereochemisch uneinheitlich eingebaut wird, wodurch not-
wendigerweise stereochemisch gemischte Isoprenédquivalente
in den cytosolischen DMAPP-Pool der Zelle einflieBen
wiirden.

Aus diesen Ergebnissen folgt eindeutig, daB3 die Cs-Ein-
heiten von 1 auf stereochemisch unterschiedliche Art ein-
gefiihrt werden. Weil festgestellt wurde, daB die Prenylierung
des Indolrestes bei der Biosynthese der verwandten Brevian-
amide analog zu der fiir die Zwischenprodukte 19 postulierten
Weisel’dl ablduft (Abbildung2) und weil dies auch eine
verniinftige Annahme fiir die Paraherquamid-Biosynthese
ist, muf3 die Prenyltransferase, die diese Cs-Einheit einfiihrt,
das DMAPP relativ zur Position 2 des Indolrestes so orien-
tieren, daf3 die beiden Seiten des n-Elektronensystems unun-
terscheidbar sind. Diese Arbeit beschreibt den ersten Fall, bei
dem eine seitenselektive und eine nichtseitenselektive Addi-
tion an einen trisubstituierten, von DMAPP abgeleiteten
Olefinteil innerhalb desselben Molekiils stattfindet.['®]
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