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Zusammenfassung: Viele Naturstoffe und pharmazeu-
tische Verbindungen weisen ein Pyrroloindolin-Geriist
auf, was die Bedeutung des heterozyklischen Motivs
unterstreicht. In dieser Arbeit haben wir uns das Ziel
gesetzt, den Werkzeugkasten fiir die selektive Synthese
von Pyrroloindolinen durch die Charakterisierung der
N-Methyltransferase SgPsmC aus Streptomyces griseo-
fuscus, welche an der Biosynthese von Physostigmin
beteiligt ist, und durch ihre Anwendung in der selektiven
kinetischen Racematspaltung von Pyrrolindolinen im

préaparativen Labormalstab zu erweitern.
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Einleitung

Die Notwendigkeit hochster optischer Reinheit fiir immer
komplexere synthetische Zielverbindungen im pharmazeu-
tischen Bereich hat die Nachfrage an neuen und maf-
geschneiderten Synthesewerkzeugen steigen lassen.!! Im
Hinblick auf letztere haben sich Enzyme als niitzliche
Erginzung des Werkzeugkastens des Synthesechemikers
erwiesen,”’! vor allem aufgrund ihrer hohen Selektivitit,
ihrer Anpassungsfihigkeit durch rationales engineering und
gerichtete Evolution,[*] sowie ihres Potenzials fiir late-stage
Modifikationen*! und fiir die umweltfreundlichere Gestal-
tung chemischer Prozesse.l*]
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Eine Enzymklasse, die in den vergangenen Jahren
ein besonderes Interesse genieBen durfte, waren die
S-Adenosylmethionin ~ (SAM)-abhingigen  Methyltrans-
ferasen, deren Hauptfunktion die selektive Ubertragung
einer aktivierten Methylgruppe von ihrem Kosubstrat SAM
auf eine Reihe verschiedener Akzeptorsubstrate ist.[‘]
Es ist nicht nur ihr breites Substratspektrum, welches
sie zu niitzlichen Katalysatoren macht, sondern auch
ihre Promiskuitdt andere Transfer-Reaktionen als nur
,schlichte“ Methylierung katalysieren zu konnen.’-']
Wenn das entsprechende (unnatiirliche) SAM-Analog
bereitgestellt werden kann, konnen Methyltransferasen als
»Allzweck”-Alkyltransferasen dienen.!'>!%] Das zunehmende
Interesse an Methyltransferasen ist auch auf die Entwicklung
verschiedener Systeme zur Kosubstrat-Generierung und
dessen Recycling zuriickzufiihren,['”-?] welche die chemische
Instabilitét(?!! und die schwierige Synthesel”! von SAM und
dessen Analoga zu umgehen versuchen. Zu den am héufigsten
verwendeten Systemen gehoren eine lineare Versorgungskas-
kade, bei der eine Methionin-Adenosyl-Transferase (MAT)
zur Bildung von SAM aus Adenosintriphosphat (ATP)
und L-Methionin eingesetzt wird,['%!8221 sowie ein echtes
Recyclingsystem, das auf einer Halogenid-Methyltransferase
(HMT) und einem Opfersubtrat (wie CH3I oder CH;OTs[>])
fir die Riickmethylierung von S-Adenosylhomocystein
(SAH) zu SAM basiert.[*]

Neben der in situ Bereitstellung von SAM aus rela-
tiv kostengiinstigen Ausgangsverbindungen konnen diese
Systeme auch dazu verwendet werden, Zugang zu SAM-
Analoga zu erhalten und so den mittels Methyltransferasen
zugiinglichen chemischen Raum zu erweitern.['®?] Auch
wenn Methyltransferasen noch in einem frithen Anwendungs-
stadium sind, so haben die Entwicklung und Optimierung
oben genannter Systeme stark zu ihrer Nutzung beigetragen
und es ermoglicht, ihre hohe Chemo-,[2020-28] Regio-10-2729-33]
und Enantioselektivitit hervorzuheben.[3438!

Pyrroloindoline (siche Abbildung 1 fiir ausgewihlte
Strukturen 1-6) bilden eine umfangreiche Gruppe natiirlich
vorkommender Alkaloide.*”] Sie weisen verschiedene biolo-
gische Aktivitdten auf, die von analgetischen und antikanze-
rogen bis hin zu antimikrobiellen und anticholinergen Eigen-
schaften reichen,[**!] was das Interesse an deren Synthese
und Derivatisierung erkliart. Es iiberrascht nicht, dass eine
Reihe chemischer Synthesen — sowohl zu racemischen!*#] als
auch zu enantiomerenreinen Produkten!**! — beschrieben
wurden, um das trizyklische Gertist darzustellen.
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Abbildung 1. Beispiele fiir natiirlich vorkommende Alkaloide (mit
Ausnahme von 2), die das Pyrroloindolin-Geriist aufweisen
(hervorgehoben in blau).

Kiirzlich wurde auch der chemoenzymatische enantio-
und diastereoselektive Zugang zum Geriist mithilfe von
C-Methyltransferasen ermoglicht.[’*3¢1 Diese Katalysato-
ren wurden sowohl fiir die hochselektive Bildung des
(S,5)-konfigurierten C3-methylierten Gertistes genutzt, als
auch fiir die Synthese von Derivaten von Physostigmin (1)
im prédparativen Labormafstab. Sie erlauben jedoch nicht die
Bildung des (R, R)-Enantiomers.

Ein Zugang zu beiden Enantiomeren ist von groBer
Bedeutung, um das volle biologische Potential des Pyrroloin-
dolin-Motivs auszuschopfen. Dieser Umstand wird sowohl
durch das natiirliche Vorkommen biologisch aktiver Pyr-
roloindoline beider Konfigurationen unterstrichen,[“*-441 als
auch durch das Enantiomerenpaar (+)-Posiphen (2) und (-)-
Phenserin (3). Beide Physostigmin-Derivate hemmen nach-
weislich die Translation des Amyloid-Vorliuferproteins!**!]
und von «-Synuclein,?! jedoch inhibiert (-)-Phenserin (3)
zusitzlich die Acetylcholinesterase, wihrend die Inhibition
durch (+)-Posiphen (2) viel schwicher ausfillt.*] Die unter-
schiedlichen Wirkungsweisen werden durch gegensitzliche
Konfigurationen erzielt, was in diesem Fall die Verabreichung
unterschiedlich hoher Dosierungen erméglichen wiirde.

In dieser Arbeit haben wir eine systematische Expres-
sionsoptimierung und biochemische Charakterisierung der
N-Methyltransferase SgPsmC unternommen und zeigen hier-
bei die Vorteile dieses Katalysators beim chemoenzymati-
schen und enantioselektiven Zugang ausgewihlter Pyrroloin-
doline (Schema 1) auf. SgPsmC ist Teil des Biosynthese-
clusters von Physostigmin in Streptomyces griseofuscus,>*
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Schema 1. Schematische Ubersicht dieser Arbeit. Die
N-Methyltransferase SgPsmC kann fiir die kinetische Racematspaltung
(KR) chemisch zugénglicher, racemischer Pyrroloindoline verwendet
werden. Dies fiihrt zur Bildung des N-methylierten (S,S)-Geriistes,
sowie zum getrennten (R,R)-Gerlist.

und wirkt direkt nach der enzymkatalysierten und mittels
Methylierung induzierten Bildung des Pyrrolindolin-Motivs
durch die C-Methyltransferase SgPsmD. Wir nutzen die hohe
Enantioselektivitdt von SgPsmC fiir eine auf Methylierung
basierte kinetische Racematspaltung (KR) - ein allgemein
ungewohnlicher Ansatz in der chemischen®! und eine
unterreprisentierten Strategie in der enzymatischen KRI[?]
— von leicht zugénglichen racemischen Pyrroloindolinen. Wir
zeigen, dass SgPsmC als komplementires System zu fritheren
SgPsmD-basierten!3**>°] Methoden verwendet werden kann,
um auch auf das (R,R)-konfigurierte Geriist zuzugreifen, und
schlagen daher seine Verwendung als zusétzliches Werkzeug
fiir den Zugang zum heterocyclischen Motiv vor.

Ergebnisse und Diskussion

Biochemische Charakterisierung

Enzymprofiling: Fiir die biochemische Charakterisierung
wurde gereinigtes Enzym und das Modelsubstrat 5-Methy-
lindolin (7) verwendet. SgPsmC wurde unter optimierten
Bedingungen in Escherichia coli Tuner(DE3) exprimiert.
Die optimierten Bedingungen wurden durch statistische
Versuchsplanung (design-of-experiment) bestimmt. Hierbei
wurde ein central-composite-design mit drei Faktoren
und fiinf Stufen gewédhlt. Dabei ergab sich, dass niedrige
Kultivierungstemperaturen und niedrige Induktorkon-
zentrationen zu den hochsten Enzymaktivitidten fiihrten.
Die optische Dichte (ODgyp) zum Induktionszeitpunkt
hatte nur einen minimalen Einfluss, sodass ein einfaches
Kultivierungsprotokoll bei 22 °C, 104 um IPTG und variabler
ODgyy moglich war (fiir Details, siche Abbildung S1a-S1d).
Das pH-Optimum lag nahe pH 8.5 (Abbildung 2a)
und die hochste Aktivitit wurde bei ~45 °C beobachtet
(Abbildung. 2b). SgPsmC zeigte jedoch eine schnelle ther-
mische Inaktivierung (Schmelztemperatur Ty, = ~43 °C)
nach 10 min Inkubationszeit vor Durchfithrung der Enzymre-
aktion (Abbildung 2c). Um einen Mittelweg zwischen hochs-
ter Aktivitdt und hochster Stabilitét einzuschlagen, wurde die
Halbwertszeit von SgPsmC bei 35 °C bestimmt, bei welcher
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Abbildung 2. Ergebnisse des Enzymprofilings von SgPsmC auf Basis der N-Methylierung von 5-Methylindolin (7) als Modelsubstrat (links). a) Das
aufgezeichnete pH-Profil weist auf ein Optimum nahe pH 8.5 hin. b) Das aufgezeichnete Temperaturprofil weist auf héchste Aktivitit bei ~45 °C hin.
c) Schmelzkurve von SgPsmC, bestimmt tiber enzymatische Restaktivitit (Schmelztemperatur Ty = ~43 °C). d) Zeitstabilitit, Halbwertszeit

ti2 = ~3 h. Enzymaktivitat wurde mit gereinigten SgPsmC und n = 3 Replikaten bestimmt. Fehlerbalken reprasentieren eine Standardabweichung.
Fehler der bestimmten Parameter sind Standardfehler. Relative Aktivitidt wurde auf das Maximum normiert. Siehe Sl fiir Ausgleichungsparameter.

das Enzym ~75 % seiner maximalen Aktivitdt wihrend des
Temperaturscreenings gezeigt hatte. Die Halbwertszeit bei
35 °C betrug ~3 h, was auf eine begrenzte Stabilitdt hinwies
(Abbildung 2d). Informationen zur Losungsmitteltoleranz
und dem oligomeren Zustand sind in SI zu finden (Abbildung
S10, S11).

Kinetische Analyse: Fiir die kinetische Analyse wurden Einzel-
Substrat-Kinetiken fiir das ,,Minimalsubstrat® Indolin (8)
und fiir das natiirliche Pyrroloindolin-Substrat (S,5)-9 von
SgPsmC aufgezeichnet (Abbildung S13). Die Synthese
des natiirlichen Substrates (8,8)-9 wurde bereits zuvor
beschrieben:[**1 Ausgehend vom entsprechenden Tryptamin,
wurde die Carbamoylierung mittels Methylaminoformylchlo-
rid durchgefiihrt, gefolgt von der enzymatischen Zyklisierung
unter Verwendung der C-Methyltransferase SgPsmD zum
Pyrroloindolin.

Fiir die kinetische Untersuchung wurde der kommerziell
erhiltliche, Lumineszenz-basierte MTase-Glo™ Assay zur
Quantifizierung des gebildeten SAH verwendet.[*’! Substrat-
konzentrationen wurden zwischen 1 pum und 200 pm variiert,
und die SAM-Konzentration wurde bei 50 pum konstant
gehalten. Der Ky-Wert fiir das Pyrroloindolin (S,$)-9 war
signifikant niedriger (2.33 + 0.27 pum vs 18.51 + 3.46 um),
und der ke-Wert war 205-fach hoher (3.52x107! s7! vs
1.16x1073 s7!) als fiir das Modelsubstrat 8 (Tabelle. 1). Der
daraus resultierende Unterschied in der Spezifitdtskonstante
betrug etwa das 2400-fache.

Indolin-Substratspektrum: Da Indoline in Vorversuchen durch
SgPsmC umgewandelt wurden, wurde eine groBBere Auswahl
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an Indolin-Substraten getestet, um das Substratspektrum
des Enzyms fiir das kleinere Geriist zu untersuchen und
Erkenntnisse iiber den Einfluss von Substitutionen (primar
an 5-Position) zu gewinnen (Abbildung 3). Die Substrate
konnen basierend auf ihrer relativen Aktivitét in drei Cluster
eingeteilt werden. Die mit Abstand am besten akzeptierten
Substrate waren 5-Methylindolin (= 100 % relative Aktivitit)
und 5-Methoxyindolin (60 % relative Aktivitét).

Verbindungen des zweiten Clusters wiesen 9-35 % relative
Aktivitidt auf, unter ihnen auch 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin
(THIQ, ~9 %) und 1,2,3,4-Tetrahydrochinolin (THQ, ~9 %).
Die iibrigen sechs Verbindungen zeigten eine geringe Restak-
tivitdt oder nahezu keine Aktivitat. Im Allgemeinen variierte
die Aktivitit stark, aber es konnte kein klarer Trend hin-
sichtlich der aktivierenden und deaktivierenden Gruppen
beobachtet werden, mit Ausnahme der an der 5-Position
halogenierten Indoline. Hier folgte die relative Aktivitét der
Reihenfolge F < Cl < Br, ebenso wie die deaktivierende
Wirkung der genannten Halogene.

Die folgenden Punkte sind zusétzlich erwédhnenswert.
Erstens zeigte SgPsmC zwar eine schwache, aber dennoch
vorhandene Selektivitét fiir die beiden racemischen Substrate
2-Methyl- und 3-Methylindolin. Die E-Werte konnten anhand
der ee-Werte der jeweiligen Substrate (ees) und Produkte
(eep) bestimmt werden, die mittels Gaschromatographie
(GC) mit chiraler stationdrer Phase ermittelt wurden und
fiir 2-Methyl- und 3-Methylindolin 10.9 & 0.3 bzw. 4.4 £+ 0.4
betrugen (Abbildung 3 und Abbildung S15, S16a und S16b).
Ein Versuch, den Unterschied in den E-Werten fiir die beiden
Indolinsubstrate zu erkldren, kann mit einem einfachen
isosterischen Modell unternommen werden (Abbildung S17):
Die Methylgruppe von 2-Methylindolin hat — unabhéngig
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Tabelle 1: Einzel-Substrat-Kinetiken fuir das ,,Minimalsubstrat“ Indolin (8) und fiir das natiirliche Pyrroloindolin-Substrat (S,S)-9. Durchgefiihrt mit
n = 3 Replikaten pro Zeitpunkt und Substratkonzentration. Ausgewiesene Fehler sind Standardfehler.

©E> SgPsmC
8 SAM  SAH 8-Me \
9 / Q /
>\\N H >\\N H
(e} o
SgPsmC

N N
H SAM

SAH NTLTN

/H),\

o 0
(S,S)-9 (S,S)-9-Me
Vinax [PM/min] K [pM] keat [s7'] Keat/Knp [s7" pm™]
8 2.30 x 107" £ 1.24 x 1072 18.51 + 3.46 1.16 x 1073 £ 6.25 x 1073 6.25 x 107> £ 1.22 x 107>
(S,S)-9 3.50 x 107" 4 8.35 x 1073 2334270 x 107! 3.52 x 107" 4 8.40 x 1073 1.51 x 107" £1.79 x 1072
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Abbildung 3. Relative Enzymaktivitit von SgPsmC gegeniiber
verschiedenen substituierten Indolinen. Ergebnisse nach 10 min bzw.
60 min Reaktionszeit. Gegen die racemischen Substrate 2-Methylindolin
und 3-Methylindolin zeigte SgPsmC eine geringe Enantioselektivitit
(E-Werte von 10.9 + 0.3 bzw. 4.4 £ 0.4). Enzymaktivitit wurde mit
gereinigtem SgPsmC und n = 3 Replikaten bestimmt. Fehlerbalken
représentieren eine Standardabweichung. Relative Aktivitdt wurde auf
das Maximum normiert. Gestrichelte Linien trennen Cluster
voneinander (k-Means-Algorithmus, 10 min Reaktionszeit).

von der absoluten Konfiguration des C2-Zentrums - ein
isosteres Atom auf dem 3a-methylierten (S,S)-konfigurierten
Pyrroloindolin-Geriist des natiirlichen Substrats von SgPsmC,
was nur fiir (R)-, nicht aber fiir (§)-3-Methylindolin der Fall
ist. Obgleich diese Werte nicht auf Augenhohe mit Selektivi-
tiaten nicht-enzymatischer Methoden (die einen Selektivitits-
faktor von s = 25 fiir 2-Methylindolin zeigen[*®!) sind, bleibt
abzuwarten, ob SgPsmC eine stirkere Stereodiskriminierung
fiir stirker substituierte Indoline aufweist.

Zweitens kann ein Vergleich mit der C-Methyltransferase
SgPsmC aus demselben Biosynthesecluster gezogen wer-
den. Wihrend bei SgPsmD die Hohe des Umsatzes
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von Tryptamin-Substraten (und somit hin zur Bildung
von Pyrroloindolin-Produkten) primédr von der Substrat-
groBe und dem Vorhandensein einer Carbamoyl-Gruppe an
5-Position abhiingt,3*31 scheint letzteres bei SgPsmC keine
Einschrankung zu sein. Dies konnte jedoch schlicht auf
die geringeren sterischen Anforderungen der Indoline im
Vergleich zu den Tryptaminen zuriickzufiihren sein, da erstere
eine flexiblere produktive Substratbindung erlauben konnten.
Wenn jedoch das Vorhandensein der Carbamoyl-Gruppe
keine Voraussetzung fiir die Substratakzeptanz von SgPsmC
wire, wiirde dies einen zusétzlichen chemischen Raum fiir die
potenzielle Anwendung von SgPsmC eroffnen.

Selektivitdt gegeniiber Pyrroloindolinen

Pyrroloindolin-Substratspekirum und relative Enantioselektivitit:
Um die Enantioselektivitidt von SgPsmC zu untersuchen und
einen besseren Vergleich zwischen SgPsmC und SgPsmD zu
ziehen, wurde ein Satz racemischer Pyrroloindoline getestet
(rac-9 bis rac-16, Tabelle 2). Dazu gehorten das racemische
natiirliche Substrat rac-9 sowie das Derivat rac-10 ohne
Modifikation an der 5-Position, um die Notwendigkeit der
Carbamatfunktionalitdt zu bestimmen. Zusédtzlich wurden
groBere Substrate mit einem rBu-Amid (rac-11) sowie einem
O-Benzyl-geschiitzten Methylcarbamat (rac-12) getestet.
Weitere Substrate waren C3-zyklisierte Melatonin-Derivate
mit verschiedenen Modifikationen an der 3a-Position
(rac-13 bis rac-15). Die Synthese dieser Verbindungen
wurde bereits zuvor beschrieben.’**] Verbindungen rac-12
und rac-16 wurden auf dhnliche Weise erhalten. Verbindung
rac-12 wurde in zwei Stufen ausgehend vom entsprechenden
O-Benzyl-geschiitzten Nitril 17 mittels Carbamoylierung mit
Methylaminoformylchlorid und anschlieBender Zyklisierung
mit CH;I mit 43 % Gesamtausbeute synthetisiert (Schema 2).
Der zweite Schritt wurde auch fiir die Darstellung von rac-
16 unter Verwendung von Ethyliodid und ausgehend vom
entsprechenden N-Acetyl-Tryptamin genutzt (siche SI).

Der untersuchte Satz an Substraten zeigte, dass SgPsmC
eine hohe Enantioselektivitdt aufweist — zumindest soweit
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Tabelle 2: Substratspektrum und Enantioselektivitat von SgPsmC gegeniiber einer Auswahl an Pyrroloindolinen. Zur Bestimmung von E-Werten[62:63]

wurden Datenpaare von ees und eep Werten von Reaktionsproben mittels chiraler HPLC bestimmt und die Funktion eep(ees, E) den aufgenommenen
Daten angepasst. ee Werte >98 % wurden auf 98 % gesetzt. In Fillen, in denen nur die Bestimmung von ees méglich war, wurde der Umsatz
parallel mittels achiraler HPLC gemessen. Die Funktion Umsatz(ees, E) wurde diesem alternativen Datensatz angepasst. Aufgrund der fehleranfilligen
Bestimmung des Umsatzes sollten die endgiiltigen E-Werte, die mit der letztgenannten Methode ermittelt wurden, nur als qualitatives Maf
betrachtet werden. Aufgrund der Genauigkeit der aufgezeichneten Daten im Allgemeinen werden E-Werte >100 hier nicht angegeben.[®'] Die absolute
Konfiguration des bevorzugten Substrat-Enantiomers wurde durch den Vergleich chiraler HPLC-CD-Chromatogramme mit berechneten ECD-Spektren

bestimmt. Fiir weitere Details, siehe SI.

R3
R SgPsmC
N.
R2 7T’
N H
H SAM  SAH
rac-9 rac-10 rac-11
N_ o .
R1 pe T % H > _ T( ~
o o
R? Y Y /ﬁ1)<
(o] o) 0
R3 ACHs ACH 3 ACHa
E-Wert >100[el >100M!
not
Bevorzugte acceptedt!
Konfiguration ($.5) (S,9)

R1

R3
S,
S\ )NR2 + )
N H
\
rac-12 rac-13 rac-14 rac-15 rac-16
BnOy /Oy /Oy /Oy Hy

Y D g g

(0] o (o] (o] (o]
“ScH, “ScH, W Aon A_CHy
>1000 >1001 121 n.del 530
(S,S) (S,S) (R,R) n.d.lel (S,S)

2 E-Wert bestimmt tiber konstanter Konzentration des nicht-bevorzugten Substrat- und Produkt-Enantiomers. ®) E-Wert bestimmt durch Anpassung
der Funktion eep (ees, E). 9 Es wurde keine SAH-Bildung nach 30 min Reaktionszeit beobachtet. 9) E-Wert bestimmt durch Anpassung der Funktion

Umsatz(ees, E). ® Chirale Trennung nicht erreicht.

o)
N
A\ NiCl,+6 H,0, HN/QO
5o CIC(=0)0CH;,
n NaBH n
\ M \
N MeOH, N
H 0°C —30°C H
17 30 min 18
55%
BnO
N\fo
NHo a) tBUOK, THF; 30 min, 25 °C
> b)EtB (1 M in THF); 30 min, 25 °C
rac-12 c) CHyl, THF; 48 h, 40 °C
78%

Schema 2. Synthese von rac-12, analog durchgefiihrt zur zuvor
berichteten Synthese von rac-9 bis rac-11.134]

dies durch chirale Chromatographie zuverldssig bestimmt
werden konnte —, ohne auf die Carbamoylgruppe seines
natiirlichen Substrats rac-9 beschrinkt zu sein, da die kleine-
ren 5-Methoxy (rac-13) und 5-unsubstituierten (rac-10) Deri-
vate ebenfalls mit ebenso hoher Enantioselektivitit umge-
wandelt wurden (E > 100). Wihrend SgPsmC bis zu einem
gewissen Grad Substrate mit hoherer sterischer Hinderung
akzeptierte (rac-12, 5-Benzylether und NI-Methylcarbamat,
E > 100, siche Abbildung 4), wurde das N1-tBu-Amid rac-11
nicht umgesetzt.

Reaktionen mit den Melatonin-abgeleiteten Verbindun-
gen zeigten, dass SgPsmC auch Substrate mit anderen Resten
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Chen-Graph fiir rac-12
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Abbildung 4. Chen-Graph!®! fur die N-Methylierung von rac-12 als
Beispiel fiir die hohe Enantioselektivitdt von SgPsmC. Punkte
kennzeichnen experimentelle Datenpaare, die auch Daten aus der
Reaktionsoptimierung enthalten (siehe unten). Aufgrund der
begrenzten Prizision der Messmethoden wurden scheinbare ee-Werte
>98 % auf 98 % gesetzt und E-Werte >100 hier nicht angegeben.%']
E-Wert bestimmt durch nicht-linearen Fit von eep (ees, E) (siehe SI).

als Methyl an 3a-Position akzeptiert, jedoch mit abnehmen-
dem Umsatz und Selektivitdt (Tabelle 2). Verglichen mit
den entsprechenden 3a-methylierten Substraten, fiir welche
Selektivitdten von E > 100 bestimmt wurden, zeigte SgPsmC
gegeniiber dem Ja-ethylierten rac-16 und 3a-prenylierten
rac-14 niedrigere Selektivitdt (E = ~53 bzw. E = ~12). Es
scheint, dass ein wichtiger Faktor fiir die Enantioselektivitét
von SgPsmC in der Grofle des Restes an der 3a-Position
liegt. Wiahrend eine Umwandlung des 3a-Hydroxysubstrats
rac-15 beobachtet wurde, konnte keine Enantiomeren-
trennung erreicht werden, sodass kein E-Wert fiir diese
Verbindung bestimmt werden konnte.
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Absolute Konfiguration: Da sowohl das natiirliche Produkt des
psm Geneclusters Physostigmin (1), als auch das natiirli-
che Substrat von SgPsmC (S,S)-konfiguriert sind,[3**] liegt
die Vermutung nahe, dass Selbiges auch fiir die absolute
Stereopriferenz von SgPsmC gelten muss. Um dies zu
iiberpriifen, wurden die elektronischen Circulardichroismus-
Spektren (ECD-Spektren) von allen umgesetzten Pyrro-
loindolinen berechnet. Die berechneten Spektren stimmten
qualitativ mit den experimentellen Spektren iiberein, die
wihrend der Trennung mittels Hochdruckfliissigkeitschroma-
tographie (HPLC) an chiraler stationdrer Phase im stop-
flow Modus aufgezeichnet wurden (Abbildung S21a-S28a).
Aufgrund der begrenzten Empfindlichkeit konnte die Pola-
ritdt der schwichsten Signale bei ~310 nm nicht fiir alle
Verbindungen genau angegeben werden (siche SI). Daher
stiitzte sich die Konfigurationszuordnung hauptsichlich auf
den charakteristischen Peak bei ~240 nm. Der Vergleich
der berechneten ECD-Spektren mit chiralen HPLC-CD-
Chromatogrammen von racemischen Substraten ermoglichte
die Zuordnung zwischen Konfiguration und Substratpeaks.
Der Vergleich mit HPLC-UV-Chromatogrammen enzyma-
tischer Reaktionen zeigte wiederum, dass das bevorzugte
Geriist von SgPsmC (innerhalb des getesteten Satzes an
Substraten) tatséchlich (S,5)-konfiguriert ist. Eine Ausnahme
bildete das 3a-prenylierte rac-14 (Abbildung S26a), jenes
Substrat, fiir das die niedrigste Selektivitdt von E = ~12 zuvor
ermittelt wurde. Die Ergebnisse fiir rac-14 wurden durch
Anwendung der gleichen Methodik auf das N-methylierte
Produkt rac-14-Me (Abbildung S26b) bestitigt.

Die hohe Enantioselektivitit von SgPsmC fiir
3a-methylierte Pyrroloindoline in Kombination mit ihrer
unkomplizierten asymmetrischen chemischen Synthese
veranlasste uns, die Moglichkeit der Verwendung von
SgPsmC in einer enzymatischen KR zu untersuchen.
Wihrend SgPsmD einen enantioselektiven Zugang zum
3a-methylierten (S,S)-konfigurierten Geriist ermdglicht,
wiirde eine chemo-enzymatische Synthese unter Verwendung
von SgPsmC den Zugang zum entsprechenden (R,R)-
konfigurierten Substrat und auch zum N-methylierten
(8,5)-Produkt ebnen.

Préiparativer Labormagstab

Wahl des Substrates, Katalysatorformulierung und Reaktionsopti-
mierung: Um die Anwendbarkeit von SgPsmC fiir eine KR
zu untersuchen, haben wir uns fiir das Substrat rac-12 ent-
schieden, da dieses (a) einfach chemisch herzustellen und (b)
ein flexibler Startpunkt fiir anschlieBende Modifizierungen
ist. Beispielsweise lieBen sich nach der SgPsmC-katalysierten
KR das N-methylierte Produkt und das getrennte Substrat
in einer gespiegelten chemischen Synthese verwenden, um
(+)-Posiphen (2) bzw. (-)-Phenserin (3) herzustellen.

Mit Blick auf die Anwendbarkeit wire die Verwendung
von gereinigtem Enzym sehr arbeitsintensiv gewesen: Idea-
lerweise sollte die Katalysatorformulierung leicht zugédnglich
sein. Die Verwendung von zellfreien Extrakten (cell-free
extracts, CFEs) ist zwar simpel, lieferte aber bei Verwendung
von 1 mM rac-12 einen maximalen Umsatz von nur ~39 %,
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was selbst unter idealen Bedingungen nur zu einem ees von
~62 % fithren wiirde (unter der Annahme von E = 100).
Dies konnte auf die begrenzte Stabilitdt des Katalysators
zuriickzufiihren sein, die bereits bei der Erstellung des
Enzymprofils festgestellt worden war (siche Abbildung 2d).
Dariiber hinaus konnte eine scheinbare Abnahme des Umsat-
zes Uber eine langere Reaktionszeit in ausgewéhlten Fillen
auf einen Produktabbau hinweisen (sieche Abbildung S29). Da
jedoch keine Abbauprodukte beobachtet wurden, ist dieser
Hinweis nicht eindeutig, und die Beobachtung konnte auch
durch niedrige Wiederfindungsraten erkldrt werden. Unab-
hingig von der zugrundeliegenden Ursache wurde (anstatt
die Katalysatordichte mit CFEs unbegrenzt zu erhdhen), um
einen Umsatz von 50 % zu erreichen, und um vorsorglich zu
verhindern, dass die Verbindungen ldngeren Reaktionszeiten
ausgesetzt werden, ausgesalzenes SgPsmC getestet.

Die Verwendung von ausgesalzenen Enzymen ermoglicht
eine einfache Konzentrierung des Katalysators. Ferner kann
diese Art der Formulierung wihrend der Lagerung der
Enzyme eine stabilisierende Wirkung haben.!*! Es wurde
ein Ausféllungsprofil fiir SgPsmC unter Verwendung von
(NH,4),SO, aufgezeichnet, und es wurde eine hochkon-
zentrierte und teilweise (wenn auch schwach, nur ~5.9-
fach) gereinigte Katalysatorformulierung erhalten (Abbil-
dung S30a und S30b). Mit dem ausgesalzenen Katalysator
wurden Umsitze nahe 50 % erreicht. Um eine ausreichende
Katalysatorbeladung und Reaktionszeit zu bestimmen, wurde
der eep wihrend entsprechender Reaktionsverldufe gemes-
sen (Abbildung S32). Wie erwartet,[®®] fiihrte eine starke
Verldangerung der Reaktionszeit oder eine zu starke Erho-
hung der Katalysatorbeladung zu einem Abfall des eep.
Ahnliche Beobachtungen wurden fiir das kleinere Pyrroloin-
dolin rac-10 gemacht (Abbildung S22b). Eine Erhohung der
Reaktionszeit auf 24 h unter Verwendung der niedrigsten
getesteten Katalysatorbeladung (0.08 U mL~! Aktivitit gegen
5-Methylindolin (7)) fiihrte zu einem Riickgang des eep
auf ~91 %. Ein &hnlicher Verlust an chiraler Auflosung
wurde bei der Verwendung von 0.16 U mL~! Katalysator
nach 6 h Reaktionszeit beobachtet (eep ~93 %). Nahezu
optimale Ergebnisse wurden bei einer Katalysatorladung von
0.08 U mL~! und einer Reaktionszeit von 4 h erzielt.

SAM-Generierung: Fiir die préparative Reaktion musste die
Kofaktorgenerierung adressiert werden. Es wurden verschie-
dene enzymatische Systeme fiir die SAM-Generierung und
das SAM-Recycling beschrieben, 1018192466671 aper die beiden
einfachsten Systeme sind gleichzeitig die am héaufigsten
verwendeten. Das eine System erzeugt SAM aus ATP
und r-Methionin in einer linearen Enzymkaskade unter
Verwendung einer MAT, optional gemeinsam mit einer SAH-
Nukleosidase, um eine Produkthemmung zu verhindern,[!82?]
das andere System re-methyliert das gebildete SAH unter
Verwendung einer HMT und dem Opfersubstrat CH;L.[>4]
Unter iiblichen Bedingungen**! fiihrte die Verwendung des
Recyclingsystems in der KR aufgrund von nicht-selektiver
N-Methylierung durch die Anwesenheit von CH;I zu Selek-
tivitdtseinbuBen (Abbildung S33 und S34a). Das System
mit TkMAT aus Thermococcus kodakarensis 1°] hingegen
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filhrte zu keiner Hintergrundreaktion und wurde daher als
bevorzugtes Kofaktorsystem gewéihlt, da der Ausschluss einer
unselektiven Hintergrundmethylierung fiir den Einsatz der
KR unerlésslich ist.

Wenn auch in dieser Arbeit nicht weiterverfolgt, wiaren
zusitzliche Optionen verfiigbar, um die Hintergrundmethy-
lierung des HMT-Systems zu reduzieren. Die hier verwendete
CtHMT aus Chloracidobacterium thermophilum ist ver-
gleichsweise schwach performant (ke /Ky = 51 M~ s71).[24]
Die Verwendung leistungsfihigerer HMTs wie aus Arabi-
dopsis thaliana (Ke/Ky = 4200 m~' s~)[3] oder Aspergillus
clavatus (vollstindige Umsetzung von 1 mm SAH nach
~5 min®); ko /Ky = 200 m~! s~ fiir Methyltosylat(*])
konnte zu einer geringeren Hintergrundmethylierung durch
schnelleren Verbrauch von Methyliodid fiihren, vorausgesetzt
der limitierende Faktor des gekoppelten Systems ist nicht
die Methyltransferase. Im vorliegenden Fall wurden wie in
fritheren Arbeiten 20 um SAH (2 mol%) verwendet.[**]
Eine Erhohung der SAH- (oder SAM-) Konzentration
in Kombination mit der Verwendung einer effizienteren
HMT wire ebenfalls eine sinnvolle Strategie zur Senkung
der Hintergrundreaktion. Es ist jedoch zu beachten, dass
sowohl HMT- als auch MAT-basierte Systeme ihre jewei-
ligen Vor- und Nachteile haben, so dass die endgiiltige
Wahl vom Einzelfall abhéngt (siche SI fiir eine detaillierte
Diskussion).

Abschliefiendes Scale-up: Ahnlich wie fiir SgPsmC wurde ein
Ausfallungsprofil fiir TkMAT bestimmt (Abbildung S35b und
S35c¢). Aufgrund der schnellen thermischen Inaktivierung von
SgPsmC wurde eine Reaktionstemperatur von 35 °C fiir das
gekoppelte System gewdhlt, die unterhalb der Temperatur lag,
bei welcher TkMAT ihre hochste Aktivitit zeigte (Abbildung
S36). Ahnliche pH-Profile (Abbildung S37) erméglichten,
die Reaktion nahe dem optimalen pH-Wert beider Enzyme
ablaufen zu lassen. Die finalen Bedingungen fiir die hoch-
skalierte Reaktion sind in Schema 3 dargestellt. Nach 4 h
Reaktionszeit wurden ein Umsatz von ~51 % und ein eep
von ~97 % erreicht, was einem E-Wert von >100 entspricht
und damit die Selektivitit und Skalierbarkeit des Systems
aufzeigt.

Die isolierten Ausbeuten waren jedoch gering (13 %
fir (8,5)-12-Me, 9 % fiir reisoliertes (R,R)-12), was in
erster Linie auf eine ineffiziente Aufarbeitung der Reakti-
onsmischung mit hoher Proteindichte zuriickzufithren war,
die wihrend der Extraktion eine ausgeprigte Interphase
bildete. Eine Wiederholung der hochskalierten Reaktion
unter Zuhilfenahme von Zentrifugation zur Phasentren-
nung und wiederholtes Waschen des Enzympellets mit
Puffer und MeOH (siche SI) fiihrte zu verbesserten, wenn
auch immer noch unzufriedenstellenden, isolierten Ausbeu-
ten von 28 % fiir (§,8)-12-Me und 21 % fiir (R,R)-12.
Alternative Ansdtze zur Umgehung und/oder Verbesse-
rung der problematischen Aufarbeitung konnten in der
Verwendung von vorgereinigtem, immobilisiertem Enzym
bestehen, das in batch oder im kontinuierlichen Durchfluss
eingesetzt wird und die Katalysatorabtrennung erleichtern
konnte.
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BnO

BnO N N
H3d H )Qo
35°C, 250 rpm, 4 h 0
Tris-Puffer, pH 8 (S,S)-12-Me
N“EN 13-28%
H )QO . BnO
—0 SgPsmC
rac-12 SAM SAH :
1 mM
50 mg TKMAT** [ Umsatz ~51% :°N
ATP + L-Met PP, + P, | €ep=~97% J=o
jeweils 2 mM eeg = >98%
E > 100 (R,R)-12
9-21%

* 0.08 U/mL /1.6% v/v gegen 5-Me-Indolin (7)
**10.62 U/mL /1.0% v/v fir SAM-Bildung

Schema 3. Finale Reaktionsbedingungen fiir die KR von rac-12 unter
Verwendung von ausgesalzten SgPsmC und TkMAT im préparativen
Labormafstab. Isolierte Ausbeuten basieren auf zwei unabhingigen
Synthesen.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit haben wir eine biochemische Charakte-
risierung der N-Methyltransferase SgPsmC unternommen
und das Potenzial des Katalysators fiir den Zugang zu
Pyrroloindolinen aufgezeigt. SgPsmC scheint im Vergleich zur
C-Methyltransferase SgPsmD (die in der Biosynthese von
Physostigmin (1) einen Schritt frither agiert)*3>* weniger
durch die Funktionalitét in der 5-Position des Pyrroloindolin-
Gertists eingeschréinkt zu sein und akzeptiert dariiber hinaus
3a-ethylierte oder sogar 3a-prenylierte Substrate, was die
ErschlieBung eines anderen chemischen Raums ermdoglicht.
Allerdings wurde eine geringere Selektivitit fiir Substrate mit
anderen Resten als Methyl an der 3a-Position beobachtet.
Interessanterweise kehrt sich die allgemeine absolute Stereo-
Priferenz von SgPsmC fiir das (S,S)-konfigurierte Geriist fiir
das 3a-prenylierte Substrat um. Die hohe Enantioselektivitét
des Katalysators gegeniiber 3a-methylierten Pyrroloindoli-
nen, die bei der Erstellung des Substratprofils festgestellt
wurde, deutete auf seine Verwendung in der KR von leicht
zuginglichen racemischen Pyrroloindolinen hin.

Die katalytische KR ist eine wohletablierte Strategie,
um Zugang zu enantiomerenangereicherten Aminen zu
erhalten und wird trotz Fortschritten in der asymmetri-
schen Synthese weiterhin in jenen Fillen genutzt, in denen
die Herstellung der racemischen Amine einfacher ist.[?]
Hierbei auf N-Alkylierung!’®’!l oder noch genauer auf
N-Methylierungl®! zuriickzugreifen, ist ein ungewohnlicher
Ansatz in der KR. Dies ist vermutlich auf die starke Nukleo-
philie der Amine in Kombination mit den allgemein reaktiven
Alkylierungs-/Methylierungsreagenzien zuriickzufiihren, was
zu mangelnder Selektivitit und zu Hintergrundreaktionen
fiihrt. Wihrend Enzyme (hauptsichlich Hydrolasen,!”?! aber
auch Oxygenasen!™ und andere[’*!) hiufig als Katalysato-
ren in KR genutzt werden, sind Methyltransferasen hier-
bei unterreprisentiert,’’! und N-Methyltransferasen wurden
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bisher noch gar nicht verwendet. Die hohe Enantioselek-
tivitdat von SgPsmC in Kombination mit dem Ausbleiben
unselektiver Hintergrundmethylierung dank des linearen
MAT-Systems zur Bereitstellung des Kosubstrates SAM
ermoglichte erst die Anwendung einer auf N-Methylierung
basierenden KR in dieser Arbeit.

Wihrend Enzym engineering von Pyrroloindolin-
bildenden C3-Methyltransferasen zur Umkehrung ihrer
Enantioselektivitit eine weitere geeignete Strategie fiir den
Zugang zu beiden Enantiomeren des Pyrroloindolin-Geriistes
wire, verfolgten wir hier die enzymatische KR als alternativen
Ansatz und haben ihre Anwendbarkeit mit dem zuginglichen
Substrat rac-12 gezeigt. Von hier aus ist eine Derivatisierung
in Richtung der Enantiomere (4)-Posiphen (2) und (-)-
Phenserin  (3)°*?] moglich, ebenso wie der generelle
Zugang zu beiden Enantiomeren des N-methylierten
Geriists durch anschlieBende chemische Methylierung. Die
Anwendbarkeit des Systems konnte jedoch durch die Suche
nach stabileren Enzymformulierungen und Homologen sowie
nach promiskuitiven Katalysatoren, die eine KR auf andere
Weise als nur durch Methylierung ermoglichen wiirden,
noch erweitert werden. Da die molekulare Grundlage
der Selektivitit von SgPsmC noch unbekannt ist, sind
Kristallisierungsexperimente und in silico Untersuchungen
im Gange, die auch dazu beitragen konnen, festzustellen,
wie das Wissen iiber den Mechanismus und die Selektivitét
verschiedener Pyrroloindolin-assoziierter Methyltransferasen
zwischen Katalysatoren iibertragen werden kann, um sie
zu optimieren und ihre Anwendbarkeit noch weiter zu
erweitern.

Zusitzliche Informationen

Die Autoren haben weitere Referenzen in den Zusétzlichen
Informationen, kurz SI, zitiert.
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