-

P
brought to you by .. CORE

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Institutionelles Repositorium der Leibniz Universitat Hannover
Chemie

7

6896  Wiley Online Library

Maleidridbiosynthese

Deutsche Ausgabe: DOI: 10.1002/ange.201511882
Internationale Ausgabe: DOI: 10.1002/anie.201511882

Heterologe Produktion pilzlicher Maleidride enthiillt die kryptische

Cyclisierung in ihrer Biosynthese

Katherine Williams,* Agnieszka J. Szwalbe, Nicholas P. Mulholland, Jason L. Vincent,
Andrew M. Bailey, Christine L. Willis, Thomas J. Simpson und Russell J. Cox*

Abstract: Die von Pilzen produzierten Maleidride sind eine
wichtige Klasse bioaktiver Sekunddrmetaboliten, die aus
sieben-, acht- oder neungliedrigen Carbocyclen bestehen. Jeder
Cyclus ist mit einem oder zwei anellierten Maleinsdureanhy-
dridresten substituiert. Durch Gen-Knockouts und heterologe
Expressionsexperimente wurde die Biosynthese von Bysso-
chlaminsdure (ein Nonadrid) und Agnestadrid A (ein Hepta-
drid) untersucht. Unsere Experimente zeigen, dass der Vor-
ldufer der Cyclisierung von einer iterativen, vollstindig redu-
zierenden, pilzlichen Polyketidsynthase erzeugt wird, die
durch eine Hydrolase und zwei Citrat-verarbeitende Enzyme
unterstiitzt wird. Die ungewohnliche Cyclisierung wird zum
einen von zwei Proteinen katalysiert, die Homologien zu Ke-
tosteroidisomerasen aufweisen, und zum anderen von zwei
weiteren Proteinen mit Homologien zu Phosphatidylethanol-
amin-bindenden Proteinen.

M aleidride sind bioaktive, carbocyclische Verbindungen
mit einem oder zwei Maleinsdureanhydridresten, die von
Pilzen produziert werden. Die in den 1930er Jahren von
Raistrick und Smith entdeckte Byssochlaminsiure (1; Ab-
bildung 1) ist eines der ersten entdeckten Maleidride; ihre
Struktur konnte in den 1960ern aufgeklirt werden."™ Im
selben Zeitraum wurden auch die Strukturen ihrer Isomere
Glaucansiure (2)®! und Heveadrid (3)P aufgeklirt. Aktuel-
lere Beispiele sind unter anderem Phomoidrid A (4; ein
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Abbildung 1. Beispiele von Maleidriden und die hypothetischen Vorl4u-
fer.

Inhibitor der Squalensynthase und der Ras-Farnesyltransfe-
rase),” Rubratoxine wie 5 (Unterdriickung von Krebsmeta-
stasen),”! Cornexistin (6; potentes und selektives Herbizid)"®!
und Zopfiellin (7). Weiterhin sind auch Heptadride be-
kannt, wie Agnestadrid A (8), das zusammen mit Bysso-
chlaminsiure (1) aus Byssochlamys fulva isoliert wurde.'”)

1965 postulierten Barton und Sutherland eine Biosyn-
these von 1, 2 und 3.F! Das Cy-Maleinsiureanhydrid-Mono-
mer 9 wurde als Startbaustein der Biosynthese vorgeschlagen
und die unterschiedliche Substitution durch entsprechende
Kopf-Schwanz- oder Kopf-Kopf-Dimerisierung erklért. Die
molekulare Basis der Dimerisierung ist jedoch bisher nicht
bekannt.

In einer weiteren Analyse der von B. fulva produzierten
Metaboliten konnte das wahrscheinlich eigentliche Monomer
10 entdeckt werden, das zu 9 decarboxyliert. Es wird ange-
nommen, dass das mutmafgliche exo-Methylenintermediat 11
(Schema 1)!"! ebenfalls aus einer Decarboxylierung hervor-
geht und dass durch Cyclisierung mit einem zweiten Molekiil
von 10 die Byssochlaminséure (1) entsteht. Eine andere Form
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Eine weitere BLAST-
Suche™ mit der Sequenz von
bfpksl und der Sequenz des Ci-
tratsynthase-dhnlichen Gens
(bfL2) in den beim NCBI hinter-
legten Genomen identifizierte
weitere Maleidrid-dhnliche BGCs
in verschiedenen Pilzen. In Tala-
romyces stipitatus wurden zwei
BGCs gefunden. Es ist bekannt,
dass viele Talaromyces sp. Glau-
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Schema 1. Vorgeschlagene allgemeine Biosynthese von Maleidriden.

der Dimerisierung von 10 (Kopf-Seiten-Dimerisierung) er-
klirt die Biosynthese von Agnestadrid A (8).1")

Barton und Sutherland postulierten dariiber hinaus, dass
das Monomer 9 ein modifiziertes Produkt des Citratzyklus ist,
das aus einem polyketidischen Hexanoat und Oxalactetat
entsteht.”] Gestiitzt wurde diese Hypothese durch Fiitte-
rungsstudien mit Isotopen-markierten Substraten.!'!l Darauf
basierend sollte ein mogliches Maleidrid-Biosynthesecluster
(Maleidrid-BGC) zusitzlich zum Gen einer vollstdndig re-
duzierenden Polyketidsynthase (hrPKS)!'™ auch ein Gen
enthalten, das fiir ein Citratsynthase-dhnliches Enzym co-
diert.l3

Auf Grundlage dieser Hypothese haben wir das Genom
von zwei B.-fulva-Stimmen, IMI 40021 und IMI 58422, se-
quenziert, die mit dem von Raistrick und Smith urspriinglich
untersuchten Stamm verwandt sind."! Erstgenannter ist ein
verldsslicher, guter Produzent von 1, wohingegen 1 von
B. fulva IMI 58422 nur unzuverlissig und schlecht produziert
wird. Mithilfe einer BLAST-Analyse!' wurden die Genome
beider Stimme auf potenzielle Maleidrid-BGCs untersucht,
und es konnten zwei homologe mogliche Maleidrid-BGCs
identifiziert werden (Abbildung 2). Jedes BGC enthilt eine
hrPKS, ein Citratsynthase-dhnliches Enzym und diverse
andere interessante Gene, unter anderem eine Methylcitrat-
Dehydratase. Eine Transkriptomanalyse von B. fulva
IMI 40021 unter Byssochlaminsdure-produzierenden und
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Das bfpksI-Gen, das fiir die

PKS codiert, wurde mithilfe der

Bi-partite-Methode!'”! abgeschal-

tet. Es konnte gezeigt werden,

dass der daraus resultierende Stamm B. fulva bfApksl weder

1 noch 8 produzieren konnte (Abbildung3A,B). Dieser

Befund ist im Einklang mit der Annahme, dass das Heptadrid
8 aus dem gleichen Biosyntheseweg stammt wie 1.

In jiingsten Untersuchungen von Oikawa et al. zur Bio-
synthese von Phomoidrid A (4) wurde ein BGC entdeckt, das,
wie die beiden Maleidrid-Typ-BGCs aus Talaromyces stipi-
tatus, eine hrPKS, ein Citratsynthase-dhnliches Enzym und
eine Methylcitrat-Dehydratase enthilt.’! Heterologe Ex-
pression der drei Gene aus einem der T-stipitatus-BGCs
fiihrte zur Isolierung eines lédngerkettigen, decarboxylierten
Monomers. Durch diese Experimente konnte der Polyketid/
Oxaloacetat-Ursprung der Maleidridmonomere bestétigt
werden."™ Allerdings ist weiterhin nicht bekannt, welche
Proteine fiir die Schliisselcyclisierung in der Maleidridbio-
synthese verantwortlich sind.

Ein Vergleich der beiden B.-fulva-BGCs mit den hier
identifizierten BGCs resultierte in vier hochkonservierten
Genen, die fiir die heterologen Expressionsexperimente in
Aspergillus oryzae NSAR1 ausgewihlt wurden:'** die
hrPKS, bfpksI; das Citratsynthase-dhnliche Gen, bfL2; die
Methylcitrat-Dehydratase, bfL3; und die Hydrolase 341,
bfL1. Das letztgenannte Gen codiert fiir ein Protein, das
homolog zu Typ-II-Thiolesterasen, wie RifR, ist*! und in der
Ablosung von anomalen ACP-gebundenen Polyketidinter-
mediaten wihrend der modularen Polyketidbiosynthese eine
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Abbildung 2. Oben: Transkriptomanalyse des Biosynthese-Genclusters
von Byssochlaminsidure (1) in B. fulva IMI 40021 unter produzierenden
(griin) und nichtproduzierenden Bedingungen (schwarz). Unten: ver-
gleichende Genomanalyse anderer méglicher Maleidrid-BGCs.

Rolle spielt. Auerdem ist es homolog zu LovG, welches das
Lovastatin-Nonaketid von seiner PKS 16st.*

Die Expression dieser vier essentiellen Gene in A. oryzae
NSARI (Stamme AO-BF-PMCH 1-7) fiihrte zur Produktion
von 9 und 10 (Abbildung 3D). Es ist bereits bekannt, dass 9
das Produkt der Decarboxylierung des sehr instabilen 10
ist.'”! AuBerdem wurden noch bfpksl, bfL2 und bfL3 in
Abwesenheit des Gens bfLI, das fiir die Hydrolase codiert,
exprimiert. Unter diesen Bedingungen konnte keine Pro-
duktion von 9 oder 10 beobachtet werden (siche Hinter-
grundinformationen), woraus sich schlieBen ldsst, dass die
Hydrolase essentiell fiir die Biosynthese von Byssochlamin-
sdure (1) ist.

Fiir die Biosynthese des von Oikawa et al. aus heterolo-
gen Expressionsstudien isolierten, ldngerkettigen, decarb-
oxylierten Monomers wurde die Beteiligung einer zusatzli-
chen nativen Decarboxylase vorgeschlagen."®! Durch den
Vergleich der charakteristischen LCMS-Daten des in unseren
Experimenten isolierten Naturstoffes 10 und einer entspre-
chenden synthetischen Referenzprobe konnte gezeigt
werden, dass die Decarboxylierung von 10 zu 9 spontan ver-
lauft. Demnach wird zumindest die Decarboxylierung von
kurzkettigen Maleinsdureanhydriden nicht enzymatisch ka-
talysiert.['"]

Um den Mechanismus der Dimerisierung aufzukléren,
wurden weitere Gene heterolog exprimiert. In einer ersten
Vergleichsstudie von BCGs verschiedener Organismen (Ab-
bildung 2) wurden, auBer den essentiellen Genen, noch zwei
weitere Gene identifiziert, die in allen untersuchten BGCs

www.angewandte.de
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Abbildung 3. HPLC-Chromatogramme (DAD, 210-600 nm). A) Extrakt
von B.-fulva-WT; B) Extrakt von B. fulva Apks1; C) Extrakt des nicht-
transformierten Stammes A. oryzae NSAR1; D) Extrakt des A.-oryzae-
Transformanten BF-PMCH; E) Extrakt des A.-oryzae-Transformanten
BF-PMCH +Kls; F) Extrakt des A.-oryzae-Transformanten BF-
PMCH +Kls + PEBPs; G) gereinigtes 8; H) gereinigtes 1. 12, 12" und

13 sind Cometaboliten von 1 und wurden im Vorfeld identifiziert und
charakterisiert.')

vorhanden sind und jeweils in ein oder zwei Kopien vorliegen.
Diese codieren fiir ein mutmaBliches Ketosteroidisomerase-
dhnliches (KI-dhnliches) und ein mutmaBliches Phosphat-
idylethanolamin-bindendes Protein (PEBP).

Heterologe Coexpression der beiden KI-dhnlichen (bfL6
und bfL10) und der essenticellen Gene (bfpksl, bfLI, bfL2
und bfL3) (Stimme AO-BF-PMCH + KIs 1-21) resultierten
in der Produktion von 1 und des decarboxylierten Interme-
diats 9 in verschiedenen Transformanten (Abbildung 3E). In
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geringen Konzentrationen wurden auflerdem 8 und das In-
termediat 10 detektiert (siche Hintergrundinformationen).
Dieser Befund zeigt, dass die Expression der vier essentiellen
»~Monomer“- und der KlI-dhnlichen Gene in A. oryzae
NSARI1 ausreichend ist, um sowohl Nonadride als auch
Heptadride zu produzieren.

Um aufzukldren, ob beide Kl-dhnlichen Gene fiir die
Dimerisierung essentiell sind oder ob jedes KI-dhnliche Gen
eine unterschiedliche Dimerisierung (Nonadrid/Heptadrid)
kontrolliert, wurden die essentiellen ,,Monomer“-Gene je-
weils mit KI1 (bfL6) oder KI2 (bfL10) coexprimiert (Stamme
AO-BF-PMCH +KI1 1-7 und AO-BF-PMCH +KI2 1-7).
Fiir beide Stimme konnte in unterschiedlichen Transfor-
manten nur die Produktion von 9 und 10 gezeigt und kein
Dimerisierungsprodukt detektiert werden (sieche Hinter-
grundinformationen). Die Genexpression von KI1 und KI2 in
allen Experimenten wurde durch Reverse-Transkriptase-Po-
lymerasekettenreaktion bestitigt, was darauf schlieBen ldsst,
dass die essentiellen ,,Monomer“-Gene und KI1 oder KI2 in
A. oryzae NSARI1 alleine nicht ausreichen, um die Dimeri-
sierung zu katalysieren.

In der Vergleichsstudie von BCGs wurden weitere Gene
identifiziert, die fiir PEBP-dhnliche Proteine codieren und
sich in allen Maleidrid-BCGs wiederfinden (Abbildung 2).
Diese beiden PEBP-Gene (bfL5 und bfL9) wurden zusam-
men mit den essentiellen und den KI-dhnlichen Genen in
A. oryzae NSAR1 coexprimiert (Stimme AO-BF-PMCH +
KIs + PEBPs 1-8). In den Extrakten dieser Stamme konnten
keine neuen Verbindungen identifiziert werden. Beim quan-
titativen Vergleich mit Stimmen ohne PEBP-Gene zeigten
Stamme mit PEBP- und KI-Genen jedoch eine iiber 20-fache
Zunahme der biosynthetischen Produktion von 1 (Abbil-
dung 3F; bis zu 44 mgL ') sowie einen einsprechenden An-
stieg der Produktion von Heptadrid 8. Die in diesen Experi-
menten isolierte Byssochlaminsdure (1) war chromatogra-
phisch und spektroskopisch identisch zu 1 aus B.-fulva-WT
(WT = Wildtyp; sieche Hintergrundinformationen). Die be-
obachteten Verbindungen 12 und 12’ entstehen vermutlich
in vitro durch unvollstindige Hydrolyse von 1 im Extrakti-
ons- und Analyseprozess. Das reduzierte Produkt 13 dagegen
wurde nicht in A. oryzae identifiziert, was darauf schlieBen
lasst, dass an der Biosynthese von 13 in B. fulva ein weiteres
Enzym beteiligt ist.

Folglich konnte die Biosynthese von Byssochlaminsdure
(1) und Agnestadrid A (8) durch Genom- und Trans-
kriptomsequenzierung sowie Gen-Knockouts und heterologe
Genexpression vollstdndig aufgeklart werden. MutmaBliche
Maleidrid-BCGs wurden in den Genomen der Talaromyces
und Cochliobolus sp. identifiziert. Beide Gattungen sind als
Nonadridproduzenten bekannt. Durch den Vergleich des
Byssochlaminsdureclusters mit mutmaBlichen Maleidrid-
BCGs konnte ein Set von Genen identifiziert werden, das in
allen fiinf Biosyntheseclustern enthalten ist. Die heterologe
Expression von vier dieser Gene (bfpksl, bfL1, bfL2 und
bfL3) in A. oryzae NSARI resultierte in der Produktion des
Monomers 10, das spontan zu 9 decarboxyliert. Beide Ver-
bindungen wurden bereits in Extrakten von B.-fulva-WT
detektiert.'”! Es wurde gezeigt, dass fiir den Dimerisierungs-
prozess eine Coexpression der essentiellen ,,Monomer®- und

Angew. Chem. 2016, 128, 6896 —6900
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beider KI-dhnlichen Gene notwendig ist. Aulerdem konnte
durch Coexpression der essentiellen ,,Monomer“-Gene mit
beiden KI-dhnlichen Genen und beiden PEBPs eine deutlich
erhohte Ausbeute an Dimerisierungsprodukten erhalten
werden. Der Mechanismus der Dimerisierung ist unbekannt
und muss durch nachfolgende In-vitro-Experimente aufge-
kliart werden.

Die vorgeschlagene allgemeine Biosyntheseroute zu Ma-
leidriden basiert auf vorangegangenen biosynthetischen Un-
tersuchungen, unseren Ergebnissen zur Biosynthese von
Byssochlaminsiure und der Forschung von Oikawa et al.l*¥
(Schema 1). Auch wenn die ersten Schritte aller Maleidrid-
biosynthesen sehr dhnlich sind, konnen Polyketidketten un-
terschiedlicher Lange und Séttigung als Startbausteine fun-
gieren. Zum Beispiel werden bei der Biosynthese von 1-3, 6
und 8 Triketide, der von 5 Pentaketide und der von 4 Hexa-
ketide als Startbausteine umgesetzt. Die Freisetzung des Po-
lyketids von der PKS wird vermutlich durch die Hydrolase
BfL1 katalysiert, allerdings konnte bisher nicht gezeigt
werden, ob das Polyketid als freie Sédure oder CoA-Thioester
vorliegt. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch mit aktuellen
Arbeiten von Oikawa et al., die zeigten, dass die Hydrolase
im Falle einer Talaromyces-PKS nicht benétigt wird.'¥ Es ist
bekannt, das einige pilzliche, iterative PKS, z.B. die Squal-
estatin—Tetraketid—Synthase,m] Polyketide freisetzen konnen,
ohne dabei eine definierte Thioesterase zu benstigen. Ein
Citratsynthase-dhnliches Enzym katalysiert die Reaktion
zwischen Polyketid und Oxalacetat. Die folgende Dehydra-
tisierung wird durch eine Methylcitrat-Dehydratase kataly-
siert, die auch die weitere Synthese zu decarboxylierten Ma-
leinsdureanhydrid-Monomeren 9 und 11 erméglicht. Interes-
santerweise haben Pilze noch einen zweiten Biosyntheseweg,
der in Maleinsdureanhydriden resultiert, entwickelt. Andere
Organismen bauen das biologisch wichtige Strukturelement
durch Oxidation von vicinalen, aromatischen Methylgruppen
auf.[24’25]

Die KlI-dhnlichen Enzyme katalysieren im Anschluss die
Reaktion von 10 mit 9 oder 11. Diese Unterschiede und die
Orientierung der reaktiven Spezies bestimmen die Grof3e, das
Substitutionsmuster und die Konfiguration des zentralen
Carbocyclus. Vorherige In-vitro-Studien von Baldwin et al.”!
zeigten, dass solche Reaktionen chemisch moglich sind. Al-
lerdings werden ohne Enzyme starke Basen bendtigt, und es
konnten nur geringe Ausbeuten erzielt werden. Unsere Be-
funde lassen darauf schlieBen, dass KI-dhnliche Proteine von
B. fulva zusammen agieren, heterodimere Enzyme bilden und
»unspezifisch“ sowohl Nonadride als auch Heptadride pro-
duzieren konnen. Unseres Wissens ist B. fulva IMI 40021 der
erste bekannte Pilz, der Maleidride mit unterschiedlichen
Carbocyclen (z.B. Nonadrid und Heptadrid) produziert. Die
,Unspezifitdt® konnte also ein besonderes Merkmal der
Biosynthese von Byssochlaminsidure (1) und Agnestadrid A
(8) sein. Andere bekannte Maleidridproduzenten scheinen
nur eine Moglichkeit der Dimerisierung nutzen zu konnen. Es
ist aber moglich, dass eine genauere Untersuchung der Me-
taboliten dieser Organismen zur Identifizierung von Neben-
produkten mit unterschiedlichen Dimerisierungsmodi fiihrt.

Die PEBP-dhnlichen Enzyme scheinen auch in den Di-
merisierungsprozess involviert zu sein, und auch wenn ihre
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katalytische Rolle noch nicht aufgeklart werden konnte, ist es
denkbar, dass ihre Féahigkeit zur Anionenbindung mafigeblich
daran beteiligt ist.”” Eine Aktivitit zur Stabilisierung unsta-
biler Carboxylate, wie 10, konnte eine vorzeitige Decarb-
oxylierung bereits vor der Dimerisierung verhindern. Fiir ein
besseres Verstdndnis der Aktivitdt von KI- und PEBP-Pro-
teinen sollten In-vitro-Studien durchgefiihrt werden. Bisher
wurden noch keine Gencluster, die fiir eine Biosynthese von
Octadriden wie Zopfiellin (7) codieren, identifiziert; ausge-
hend von unseren Befunden ist es aber wahrscheinlich, dass
verwandte KI-dhnliche und PEBP-éhnliche Proteine an ihrer
Biosynthese beteiligt sind.

Zum ersten Mal konnte mit diesen Experimenten gezeigt
werden, dass es moglich ist, die Maleidridbiosynthese in
einem geeigneten, heterologen Organismus durchzufiihren.
Darauf aufbauend konnen in weiteren Studien durch Verin-
derung des Biosynthesewegs neue Verbindungen dieser
Klasse mit interessanten und biologisch wertvollen Eigen-
schaften kreiert werden. In weiteren Experimenten arbeiten
wir an der Aufkldrung des Mechanismus und der Selektivitét
der ringbildenden Enzyme.
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