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Abstract: (Prd-) Anthrachinone sind weit verbreitete Na-
turstoffe, die in Pflanzen, Pilzen und Mikroorganismen
vorkommen und deren biosynthetischer Vorldaufer das
Atrochryson (1) ist. Chemische Analysen zeigten, dass
Pilze der Gattung Cortinarius — die Schleierlinge —
Produzenten von Octaketid-Farbstoffen sind, die sich
von 1 ableiten. Neuere genomische Daten lieferten
jedoch keine Hinweise auf bekannte Atrochrysonsdure
(4)-Synthasen oder andere Polyketidsynthasen (PKSs),
die oligocyclische Metabolite produzieren. Hier be-
schreiben wir eine neuartige Klasse von nicht-reduzie-
renden Polyketidsynthasen (NR-PKS). In vitro-Versu-
che mit rekombinantem Enzym, verbunden mit
Produktbildung in vivo im heterologen Wirt Aspergillus
niger zeigten, dass CoPKS1 und CoPKS4 aus C. odorifer
einer neuen Klasse von Atrochrysonsduresynthasen an-
gehoren. CoPKS4 wies sowohl Hepta- als auch Octake-
tidsynthaseaktivitdt auf und katalysierte neben 4 auch
die Bildung von 6-Hydroxymusizin (6). Diese ersten
PKSs fiir oligocyclische Produkte aus Stidnderpilzen
(Basidiomyceten) illustrieren, wie sich die Biosynthese
bioaktiver Naturstoffe in verschiedenen Organismen-
gruppen unabhéngig voneinander entwickelte. D

Einleitung

Anthrachinon- und Prdanthrachinon-Polyketide stellen eine
der groBten Naturstoffklassen dar.! Bemerkenswerterweise
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haben sowohl GefdBpflanzen, Pilze und Bakterien sowie
einige wirbellose Tiere die metabolische Fahigkeit entwi-
ckelt, das Hauptintermediat Atrochryson (1, Abbildung 1)
herzustellen und zu diversifizieren. Namen fiir Verbindun-
gen wie Torosachryson (2), benannt nach dem tropischen
Strauch Cassia torosa, oder Phlegmacin (3), nach der Pilz-
Untergattung Phlegmacium, spiegeln die diversen Herkiinfte
wider.”) Das chirale Octaketid Atrochrysonsiure (4, Abbil-
dung 1), ein 3,4-Dihydroanthracen-1(2H)-on, ist das erste
tricyclische biosynthetische Intermediat von 1.

Die Vielfalt dieser tricyclischen, polyfunktionalen Ver-
bindungen ist in den der Polyketidbiosynthese nachfolgen-
den Modifikationen von 1 begriindet. Diese umfassen bei-
spielsweise O-Methylierungen, Glycosylierungen,
Hydroxylierungen, Oxidation, sowie regio- und atropselekti-
ve Dimerisierungen durch oxidative Phenolkupplung.”!

Das erste pilzliche Gen, das eine Atrochrysonséduresynt-
hase (AptA) codiert, wurde im Schimmelpilz Aspergillus
nidulans identifiziert und seine Beteiligung an der Asperthe-
cin-Biosynthese gezeigt.l*!! Andere Beispiele sind MdpG fiir
die Herstellung von Monodictyphenon, GedC der Geodin-
Biosynthese, ClaG fiir die von Cladofulvin und ACAS,
welche in die Biosynthese von Endocrocin (8) und Emodin
(9) involviert ist."®) Diese Beispiele zeigen iibereinstim-

OH OH O
8

RO

R=H: 6-Hydroxymusizin (6)
R=CHg: Torachryson (7)

R'=R2=H: (3R)-Atrochryson (1)
R'=CHg, R?=H: (3R)-Torosachryson (2)
R'=H, R?2=COOH: (3R)-Atrochrysonsaure (4)

Rufoolivacin A (5)

Abbildung 1. Chemische Strukturen pilzlicher monomerer und dimerer
Hepta- und Octaketide.
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mend, dass pilzliche Atrochrysonsduresynthasen monomo-
dular-iterative Enzyme sind, die keine eigene Thioesterase
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Abbildung 2. A) Vergleich der Domianenanordnung pilzlicher nicht-re-
duzierender Polyketidsynthasen. Abkiirzungen fiir Doménen: SAT: Star-
tereinheit: ACP-Transacylase; KS: 3-Ketoacylsynthase; AT: Acyltransfera-
se; PT: Produkttemplate; ACP: Acyl-Carrier-Protein; TE: Thioesterase.
B) Phylogenetischer Stammbaum zur Rekonstruktion der Verwandt-
schaftsverhiltnisse pilzlicher PKSs. Fiir die PKS-Gruppen sind entspre-
chende repriasentative Mitglieder dargestellt. Der Balken stellt die
unkorrigierte paarweise Distanz dar. Die Astlingen sind proportional
zur Zahl der Substitutionen pro Aminosiureposition. Die GenBank-
Zugangsnummern und Aminoséuresequenzen sind in den Hinter-
grundinformationen angegeben.
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(TE)-Doméne besitzen. Diese katalytische Aktivitat wird in
trans durch eine separat codierte Metallo-B-Lactamase-arti-
ge TE erbracht (Abbildung 2A, Abbildung S1).1

Mit weltweit mehr als 2000 Arten ist die Gattung
Cortinarius eine der artenreichsten Stinderpilz-Gattungen.”
Diese Pilze sind reiche Produzenten von mono- oder dime-
ren Dihydroanthracenonen und entsprechenden Anthronen
oder Anthrachinonen, die von 1 abgeleitet sind.*® Es ist
bislang jedoch noch ungeklért, wie Stdnderpilze oligocycli-
sche Polyketide biosynthetisieren, obwohl Synthasen fiir
monocyclische aromatische Tetraketide (beispielsweise die
Orsellinsduresynthase ArmB, Abbildung S1) beschrieben
wurden.”! Angesichts wegweisender Experimente mit Stabil-
isotopenmarkierungen von Cortinarius Praanthrachinonen,
die eindeutig ihren polyketidischen Ursprung bewiesen,®
lautete unsere Hypothese, dass die Biosynthese von 4 in
Stianderpilzen ebenfalls durch AptA/ACAS-artige Syntha-
sen katalysiert wiirde.

Ergebnisse und Diskussion

Um diese Hypothese zu testen, sequenzierten wir die geno-
mische DNA von Cortinarius odorifer, einem nordhemi-
sphérischen symbiotischen Pilz, der 3 und das Hepta-/Octa-
ketid-Dimer Rufoolivacin (5) produziert.”] Entgegen
unserer Hypothese codiert das Genom keine AptA/ACAS-
artigen Synthasen. Es wurden jedoch sechs Gene fiir einen
ungewOhnlichen Typus nicht-reduzierender (NR-)PKSs de-
tektiert, die mit CoPKS1-6 bezeichnet wurden. Die vorher-
gesagten Enzyme sind 1627-1678 Aminosiuren lang (Tabel-
le 1) und aus kanonischen =~ NR-PKS-Doménen
zusammengesetzt: B-Ketoacylsynthase (KS), Acyltransferase
(AT), Produkttemplate (PT), und Acyl-Carrier-Protein
(ACP), die die typischen Sequenzmotive der aktiven Zen-
tren aufweisen (Abbildungen 2A und S2A).1"

Im Gegensatz zu typischen pilzlichen NR-PKSs codieren
die Gene in C. odorifer keine Startereinheit: ACP-Transacy-
lase (SAT)-Domine. Die Synthasen enthalten jedoch eine
integrierte Doméne fiir eine TE vom Typ der o/p-Hydrola-
se-Uberfamilie, was sie von AptA/ACAS-artigen Synthasen
unterscheidet. Aufbauend auf eine frither publizierte Eintei-
lung pilzlicher PKSs,""! zeigte die phylogenetische Einord-
nung auf Grundlage ihrer KS-Doménen, dass CoPKS1-6 zu
einem eigenstiandigen evolutionidren Zweig gehoren, der i)

Tabelle 1: Eigenschaften der Cortinarius odorifer SAT-dominenlosen Polyketidsynthasen.

Name Lange (AS) Produkt®®!

CoPKS1 1668 1 (R-UberschuR)
CoPKS2 1633 inaktiv

CoPKS3 1637 inaktiv

CoPKS4 1666 1 (S-UberschuR), 6
CoPKS5 1627 inaktiv

CoPKS6 1678 inaktiv

Motiv® Identitt [%6]© A. niger-Stamm
7 88.1 tNALO24
1 76.4 tNALO25
1 84.3 tNALO26
7 - tNAL002
1 82.5 tNALOO3
9 91.8 tNALOO4

[a] Experimentell bestétigt durch Produktbildung im heterologen Wirt Aspergillus niger. [b] Das eigentliche enzymatische Produkt ist Atrochryson-
sdure (4). Wegen seiner Instabilitit ist die chromatographisch detektierte Verbindung das decarboxylierte Folgeprodukt Atrochryson (1). [c] Bezieht
sich auf die Zahl eines repetitiven prolinreichen Sequenzmotivs zwischen der ACP- und TE-Domiéne. [d] Sequenzidentitit bezogen auf CoPKS4.
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frith von anderen NR-PKSs aus Stdnderpilzen abzweigt und
ii) fiir den noch keine Vertreter existieren, die genetisch
oder biochemisch charakterisiert wurden (Abbildung 2B).

Eine weitere auBlergewohnliche Eigenschaft von
CoPKS1-6 ist eine wiederholt auftretende prolinreiche Re-
gion (9-20% Prolinreste) zwischen der ACP- und der TE-
Domine, die in einer bis neun Kopien vorliegt (Tabelle 1,
Abbildung S2B). Weil C. odorifer nur eine weitere NR-PKS
codiert, deren phylogenetische Stellung mit den ArmB-
artigen Orsellinsduresynthasen {ibereinstimmt (Abbil-
dung 2B), betrachteten wir CoPKS1-6 als wahrscheinlichste
Kandidaten, um die Biosynthese von 4 zu katalysieren,
obwohl ihr evolutiver Ursprung von dem der AptA/ACAS-
artigen PKSs abweicht.

Cortinarius-Arten und die meisten anderen fruchtkor-
perbildenden Pilze sind fiir genetische Verdnderungen und
reverse Genetik nicht zugéinglich. Daher brachten wir die
Gene fiir CoPKS1-6 einzeln in A. niger als heterologen Wirt
fiir nachfolgende Doxycyclin-induzierte Expression ein und
nutzten die ATNT-Methode, welche auf dem A. terreus
Transkriptionsaktivator TerR und seinem Zielpromotor
PterA basiert. Fiir alle C. odorifer PKS-Gene wurde
¢gDNA verwendet, um A. niger zu transformieren (Tabelle 1,
Abbildung S3). Alle PKSs wurden in ihrer nativen Form
produziert. Um auf ihre Funktion zu schlieB3en, kultivierten
wir die transformierten Aspergilli und analysierten chroma-
tographisch die mit Ethylacetat aus der Kulturbriihe isolier-
ten Stoffwechselprodukte.

Sowohl der untransformierte A. niger Ausgangsstamm
als auch die Transformante tNALOOO, die den insertlosen
Expressionsvektor pHis_SM-Xpress trug, wurden zum Ver-
gleich als Negativkontrollen herangezogen. Die Expression
des C. odorifer copksl-Gens (A. niger tNAL024) fiihrte zu
aktivem Enzym, wie aus der LC-MS-Analyse der Kultur-
tiberstiande ersichtlich war. Sechs zusétzliche Signale wurden
detektiert (Abbildung 3), die bei tz=2.6 min, fz=2.9 min,
tg =3.9 min (Signal **), t, =4.4 min (Signal ***), t =6.7 min
(Signal ****) und tz=6.9 min auftraten. Das Hauptsignal
bei tz=2.6 min entspricht einer Masse von m/z 273.0766
[M—H]™ und wies daher auf Verbindung 1 hin. Dieser
Befund wurde gestiitzt durch das UV/Vis-Spektrum mit
lokalen Maxima bei 4=226, 272, 320 und 398 nm (Abbil-
dung S4), was mit Literaturdaten iibereinstimmt.'” Wir
beobachteten auch Spuren einer Verbindung (fz =1.9 min),
deren Masse m/z 317.0667 [M—H]~ (Abbildung 3) mit der
von 4 iibereinstimmte, dem notorisch instabilen direkten
Vorlidufer von 1.1 Fiir den abschlieBenden Beweis reinigten
wir 1 zur Homogenitét. Aus insgesamt 15 L Kulturbriihe des
Stammes tNAL024 wurden etwa 5 mg Reinsubstanz isoliert
und deren Struktur durch ein- und zweidimensionale NMR-
Spektroskopie als 1 identifiziert (Abbildung4, Abbil-
dung S5, Tabelle S1).['%!

Demnach weist CoPKS1 Atrochrysonsduresynthase-Ak-
tivitdt auf und stellt, als erster Repridsentant einer zuvor
unbeschriebenen evolutiondren Klade von NR-PKSs, die
erste Octaketid-PKS aus Basidiomyceten dar. Die Identifi-
kation der anderen Metabolite erfolgte durch i) HR-ESIMS
(Abbildung 3), ii) UV/Vis-Spektren (Abbildung S4) und iii)
LC-MS/MS-Analysen (Abbildung S6, S7). Das Signal bei
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Abbildung 3. In vivo-Aktivititsassays mit Cortinarius-PKSs. A) Fliissig-
kulturen und Chromatogramme von Ethylacetat-Extrakten von rekombi-
nanten A. niger-Stimmen, die PKS-Gene aus C. odorifer exprimieren.
Die gelbe Farbung mancher Kulturen zeigt Polyketid-Bildung durch
rekombinante Staimme an. Die Chromatogramme wurden bei

A=395 nm aufgenommen. Die oberste Spur in Teilabbildung A zeigt
tiberlagerte individuelle Chromatogramme fiir Standards von Doxycyc-
lin (Doxy), Atrochryson (1), Endocrocin (8), 6-Hydroxymusizin (6) und
Emodin (9). Spur a: Untransformierter A. niger-Wirt; b: A. niger
tNALOOO; Spuren c-h: A. niger, der jeweils die Gene fiir CoPKS1 (c, A.
niger tNAL024), CoPKS2 (d, A. niger tNAL025), CoPKS3 (e, A. niger
tNAL026), CoPKS4 (f, A. niger tNALOO2), CoPKS5 (g, A. niger tNALOO3),
oder CoPKS6 (h, A. niger tNALOO4) enthilt. B) Reprisentative HR-
ESIMS-Spektren (negativer Modus) von Signalen aus der Analyse von
A. niger tNAL002, dem Produktionsstamm von CoPKS4. Zusitzlich zu
den Hauptsignalen (die als Verbindungen 1, 6, 8 und 9 identifiziert
wurden, und vermutliche Dimere, markiert mit **,*#* und ****) wurde
das vermutete primare PKS-Produkt Atrochrysonsaure (4) in Spuren
nachgewiesen (markiert mit einem Stern). Berechnete Massen
(IM—HJ") sind: m/z 317.0667 (4), 273.0769 (1), 313.0354 (8), 597.1039
(%), 597.1039 (***), 231.0663 (6), 553.1140 (*++%) und 269.0456 (9).

Abbildung 4. Struktur von Atrochryson (1). 'H-'"H COSY-Korrelationen
sind in roter Farbe dargestellt, HSQC-Korrelationen in blau.
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tg=2.9 min wurde als Endocrocin (8) identifiziert. Die
Signale ** und *** stellen wahrscheinlich isomere Endo-
crocinanthron-Homodimere dar*! #¥#* das Heterodimer
aus Emodinanthron und Endocrocinanthron,*®¢! und das
Signal bei 7z =6.9 min wurde Emodin (9) zugeordnet. Die
Identitidten von 8 und 9 wurden durch authentische Stan-
dards belegt. Uberraschenderweise stimmt dieses Produkt-
spektrum mit dem iberein, das zuvor fiir die in vivo-
Aktivitdt der phylogenetisch nicht verwandten Ascomyce-
ten-PKS ACAS und ClaG gefunden wurden, was zu dem
publizierten Modell der Biosynthesevorgédnge fiihrte (Sche-
ma 1).“¢l Awakawa et al. spekulierten, dass die beobachte-
ten Dimere (dargestellt durch die in Abbildung 3 mit **, ***
und **** markierten Signale) durch eine dem Wirt
A. oryzae intrinsische enzymatische Aktivitidt gebildet wur-
den.™ Unsere beobachteten Dimerisierungen mit A. niger
deuten an, dass Aspergilli im Allgemeinen zu entsprechen-
den Dimerisierungsreaktionen befhigt sein konnten.
Anschlieend untersuchten wir CoPKSs 2-6. Die Ex-
pression der Gene fiir CoPKSs 2, 3, 5 und 6 (A. niger-
Transformanten tNALO025, 026, 003 bzw. 004) fiihrte im
Vergleich zu den Negativkontrollen nicht zu einem veridn-
derten Metabolitprofil (Abbildung 3), obwohl die entspre-
chenden Gene korrekt ins Wirtsgenom integriert waren
(Abbildung S3). Die Expression des Gens, das fiir CoPKS4
in A. niger tNAL0O02 codiert, fithrte zu einer metabolischen
Verdnderung: Die Analyse der extrahierten Kulturbriihe
resultierte in chromatographischen Signalen fiir 1, 8, 9 und
die oben genannten Dimere. Wie im Falle von CoPKS1
waren auch Spuren der putativen Verbindung 4 vorhanden.
Die Verbindung 1 wurde nachfolgend aus tNALOO2 gerei-
nigt. Die anschliefende ein- und zweidimensionale NMR-
Spektroskopie ergab Spektren, die mit denen des CoPKS1-
Produkts praktisch identisch waren. Daraus schlieen wir,
dass CoPKS4 ebenfalls Atrochrysonsduresynthase-Aktivitét
aufweist. Dennoch unterschied sich das Produktspektrum

CoPKS4 7
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o
o LI OHOHOS

O S
8 Malonyl-CoA
sco2 ZHO HO' OH
Hydrolyse
OH O OH O OH O OH OH OH O
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Schema 1. Abfolge der oligocyclischen Octaketid-Biosynthese und Mo-
difikation nach heterologer Produktion von C. odorifer PKSs in A. niger.
Fiir ein Modell der CoPKS4-katalysierten Heptaketid-Biosynthese siehe
Abbildung S9.
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von CoPKS4 von dem von CoPKSI1, da ein weiteres Signal
detektiert wurde (tx=4.5 min, m/z 231.0655 [M—H]~, Ver-
bindung 6 in Abbildung 3). Die abgeleitete Summenformel
C;3H,,0, schien mit einem Octaketid unvereinbar zu sein,
stimmte aber mit der des Heptaketids 6-Hydroxymusizin (6)
tiberein, einem Naturstoff vom Naphthalen-Typ, das als
Glycosid aus Cassia angustifolia beschrieben wurde.'¥ Den
abschlieBenden Beweis lieferte der chromatographische
Vergleich mit einem synthetischen Standard.™!

Interessanterweise wurden Heptaketide mit Naphthalen-
Grundgeriist bereits aus C. odorifer isoliert, darunter als
typischer Vertreter das Torachryson (7) (Abbildung 1), der
6-O-Methylether von 6. Durch oxidative Phenolkupplung
und weitere 8-O-Methylierung kann 7 mit einem tricycli-
schen Octaketid heterodimerisieren, um 5 zu bilden, einem
Natursoff, der bereits aus C. odorifer und anderen Arten
isoliert wurde.”™"! Auf Grundlage unserer in vivo-Daten
schlieBen wir daher, dass CoPKS4 duale Hepta- und Octa-
ketidsynthase-Aktivitdt aufweist. Zusétzlich zu 6 wiesen wir
noch eine weitere Verbindung (fzx=2.5 min) nach, deren
Masse m/z 257.0452 [M—H]™ und UV/Vis-Spektrum (Abbil-
dung S8) mit dem von Pannorin iibereinstimmt, was als
nicht-enzymatisch gebildetes Heptaketid-Nebenprodukt be-
trachtet werden kann (Abbildung S9).

Durch die duale Aktivitdt unterscheidet sich CoPKS4
von der nahe verwandten CoPKS1 (Sequenzalignment in
Abbildung S2) und den Ascomyceten-PKS vom AptA/
ACAS-Typ. Im Reich der Pilze gibt es bereits Beispiele fiir
Multiprodukt-PKSs, die Polyketide unterschiedlicher Ket-
tenldngen synthetisieren, z.B. die reduzierenden Polyen-
PKSs PPS1 und LpaA,™ PKS1 aus Colletotrichum lagenari-
um, die Tetra- bis Hexaketide bildet,!'”! und die Terrein-
Synthase TerA aus A. terreus, die Tri- bis Pentaketide
biosynthetisiert.!!

Wir konnten nicht ausschlieBen, dass die unterschiedli-
chen Kettenldngen einen durch A. niger verursachten Wirts-
effekt widerspiegeln. Daher wollten wir die unterschiedli-
chen Kettenldngen eindeutig als intrinsisches Merkmal von
CoPKS4 bestdtigen. Daher fithrten wir in vitro-Assays mit
einem Fusionsprotein durch, das aus Strep-tag und CoPKS4
bestand. Dieses wurde heterolog in A. niger tNALO048
produziert und durch Affinitdtschromatographie gereinigt
(Abbildung S10). Interessanterweise fithrte die Reaktion
mit Malonyl-CoA als alleinigem Substrat zur Bildung von 1,
wie die LC-MS-Analyse belegte (Abbildung 5). Neben ge-
ringen Mengen eines Heptaketid-Nebenprodukts, vermut-
lich Pannorin (Abbildung S8), konnten wir auch 6 nachwei-
sen, was die gleichzeitige Heptaketid-Synthaseaktivitdt von
CoPKS4 belegte. Keines der beiden Molekiile wurde in
Kontrollreaktionen mit hitzeinaktiviertem Enzym oder in
Abwesenheit von Malonyl-CoA nachgewiesen. Da fiir die
Synthese von 1 und 6 kein weiteres Hilfsenzym, d.h. eine
separate TE, erforderlich war, konnten wir eindeutig bele-
gen, dass Cortinarius CoPKS4 allein ausreicht, um diesen
Pilzen Hepta- und Octaketidsynthase-Aktivitét zu verleihen.

Der SAT-doménenlose Aufbau von CoPKS4 impliziert,
dass alle Bausteine fiir die Initiation und Elongation der
Polyketidbiosynthese iiber die AT-Doméne aufgenommen
werden, somit wird eine friihere Hypothese bestitigt."* Fiir
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Abbildung 5. In vitro-Produktbildung durch CoPKS4. Extrahierte lonen-
chromatogramme (EICs) von lyophilisierten Reaktionen sind fiir m/z
273 [M—H]~ (rote Spuren) und m/z 231 [M—H]~ (blaue Spuren)
dargestellt, um das Octaketid Atrochryson (1) bzw. das Heptaketid 6-
Hydroxymusizin (6) nachzuweisen. Die obere Spur entspricht einer
Uberlagerung der einzelnen EICs der Standards. Spuren a: Negativkon-
trolle mit intaktem CoPKS4, aber ohne jegliche Substrate; Spuren b:
Negativkontrolle mit hitzebehandeltem CoPKS4, Acetyl-CoA und Malo-
nyl-CoA; Spuren c: Reaktion mit CoPKS4, Acetyl-CoA und Malonyl-CoA;
Spuren d: Reaktion mit CoPKS4 und nur Malonyl-CoA. Die in c und d
dargestellten enzymatische Reaktionen zeigten ein zweites Produkt bei
m/z 231 (tg=2.1 min), das aufgrund der geringen Menge nicht
identifiziert wurde.

die meisten PKSs ist der Ursprung der formalen Acetat-
Einheit fiir die Ketteninitiation jedoch noch ungeklart. Fiir
bakterielle Typ II-PKSs wiesen Leadlay und Mitarbeiter
eine nichtkondensierende KS-katalysierte Decarboxylierung
von Malonyl-CoA fiir die Actinorhodin-PKS nach, die auch
fiir eine PKS aus Photorhabdus gefunden wurde.'” Ahnli-
che Beobachtungen wurden fiir die multimodulare Typ I-
PKS 6-Desoxyerythronolid-B-Synthase gemacht.”” Dariiber
hinaus zeigte ein Radioisotopen-Experiment mit [1-'*C]Ace-
tyl-CoA und der pilzlichen ACAS, dass keine Radioaktivitét
eingebaut wurde und Acetyl-CoA somit nicht als Starterein-
heit fungiert.®! In der Vergangenheit wurden in vitro-
Assays von PKSs mitunter aufgrund von Verunreinigungen
kommerzieller CoA-Thioester dahingehend fehlinterpre-
tiert, dass die Decarboxylierung enzymatisch erfolgt sei.l*!!
Daher priiften wir das fiir unsere Experimente verwendete
Malonyl-CoA intern auf seine Reinheit und konnten da-
durch eine Verunreinigung mit Acetyl-CoA (Abbil-
dung S11) ausschlieBen. Daher nehmen wir an, dass die KS-
Domaénen der pilzlichen CoPKSs eine vergleichbare intrinsi-
sche decarboxylierende Aktivitdt aufweisen.

Ausgehend von bekannten Cortinarius-Octaketiden ver-
muteten wir, dass die pilzliche Polyketidsynthese vorwie-
gend ein Enantiomer herstellt. Um festzustellen, welches
Enantiomer produziert wurde, wurde 1 mittels Circulardi-
chroismus-Spektroskopie untersucht (Abbildung S12). Inter-
essanterweise produzierten beide PKS (CoPKS1/4) eine
Enantiomeren-Mischung (3R und 3S) in unterschiedlichen
Verhiiltnissen.
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Zusammenfassung

Die weite Verbreitung von (Prd-)Anthrachinonen in der
Natur deutet auf deren privilegierte Struktur hin, die einen
wichtigen, aber noch unbekannten evolutiondren Vorteil
verleihen konnte. Aus Sicht der chemischen Okologie
betrachtet, muss der Selektionsdruck zur Synthese dieser
oligocyclischen Verbindungen in verschiedenen Lebensfor-
men — von Bakterien iiber Pilze und Pflanzen bis hin zu
Wirbellosen — immens gewesen sein, da sich unabhéngig
mehrere enzymatische Losungen zur Vermittlung dieser
Biosynthesekapazitidt entwickelt haben. Neben der auf
Shikimat basierenden Biosynthese des Anthrachinons Aliza-
rin,” Chalkon-Synthase-ihnlichen pflanzlichen Enzymen,*”
bakteriellen Typ-ITI-PKSs?! und AptA/ACAS-artigen Asco-
myceten-Synthasen! konnten wir im Zuge dieser Arbeit die
Existenz eines vierten unabhingigen Polyketidweges nach-
weisen.

Die strukturelle Vielfalt, die iiber wenige Post-PKS-
Modifizierungsschritte erzeugt werden kann, konnte eine
plausible Erkldrung fiir den privilegierten Charakter der von
1 abgeleiteten Verbindungen darstellen. Zu diesen Modifi-
kationen gehoren regioselektive Methylierungen, Hydroxy-
lierungen, Glycosylierungen, Dehydrierungen (z.B. Anthro-
ne), Oxidationen (z.B. Chinone und Xanthone) und
Prenylierungen (z.B. bei der Vismion-Gruppe der Anthra-
noide) und fithren zu Hunderten verschiedener Verbindun-
gen, die alle auf 1 als Vorldufer basieren und von denen
viele mit einer ausgeprigten Bioaktivitit assoziiert sind.™

Ferner wird die Strukturvielfalt durch regio- und stereo-
selektive enzymvermittelte oxidative Phenolkupplung weiter
stark erhoht.”! Folgerichtig entstanden (nahezu) identische
Atrochrysonderivate, unabhéngig von den unterschiedlichen
produzierenden Organismen, dem Habitat, in dem sie leben
oder dem Enzym, das 1 biosynthetisiert. Belegt wird diese
konvergente Entwicklung durch die Phlegmacine, die so-
wohl aus Pilzen als auch aus Pflanzen isoliert wurden." >
Unsere Arbeiten zur Chemie und Biosynthese von Polyketi-
den im Sténderpilz Cortinarius odorifer haben zur Entde-
ckung einer neuartigen Klasse von Polyketidsynthasen ge-
fithrt, die entweder selektiv ein Octaketid produzieren oder
intrinsisch flexibel sind und sowohl Hepta- als auch Octake-
tide biosynthetisieren. In fritheren chemischen Analysen
wurden zahlreiche Pilze innerhalb und auflerhalb der Gat-
tung Cortinarius als Produzenten von bi- und tricyclischen
Hepta-/Octaketiden identifiziert.”™?”! Wir erwarten daher,
dass unsere Arbeit ein grundlegendes und umfassend an-
wendbares Prinzip der Naturstoffchemie von Pilzen aufge-
deckt hat.
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