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Premithramycinon G, ein fr�hes Shuntprodukt
des Mithramycin-Biosyntheseweges, akkumuliert
nach Inaktivierung der Oxygenase MtmOII

Mohamed S. Abdelfattah und J�rgen Rohr*

Mithramycin (1, MTM, Schema 1, auch bekannt unter den
Bezeichnungen Mithramycin A, Mithracin oder Plicamycin)
ist ein Aureols�ure-Tumortherapeutikum, das von mehreren
Bodenbakterien der Gattung Streptomyces produziert wird,
darunter Streptomyces argillaceus (ATCC12956). Es inhibiert
das Krebswachstum durch Vernetzung von GC-reicher DNA,
was zumUnterbrechen von Sp1- oder Sp3-abh�ngigenWegen
(Sp = Spezifit�tsprotein) zu Protooncogenen wie c-myc,[1]

APC[2] oder c-src[3] f5hrt. Der letztere Effekt wurde auch mit
der einmaligen calciumsenkenden Aktivit�t des Mithramy-
cins in Verbindung gebracht.[3] MTM hat sich zu einem
wichtigen biochemischen Reagens zur Untersuchung von Sp-
abh�ngigen Transduktionswegen entwickelt, wird wegen
seiner toxischen Nebenwirkungen aber nur noch selten als
Tumortherapeutikum eingesetzt. Einzige Ausnahme ist die
Behandlung von tumorassoziierter Hypercalc�mie, die sich
anderen Chemotherapeutika widersetzt.[4–8] Allerdings wurde
MTM k5rzlich als m<gliche Leitsubstanz zur Behandlung von
neurologischen Krankheiten,[9,10] Arthritis[11] und h�matolo-
gischen St<rungen identifiziert.[12] Diese neuen Anwendun-
gen erfordern nur sehr geringe, weit weniger toxische Do-
sierungen des Medikaments, allerdings konnte der Wirkme-
chanismus in diesem Zusammenhang noch nicht aufgekl�rt
werden.

Die Biosynthese von MTM ist in den letzten Jahren in-
tensiv untersucht worden,[13–18] wobei auch etliche MTM-
Analoga durch kombinatorische Biosynthese hergestellt
wurden, einige davon mit offenbar g5nstigem biologischem
Aktivit�tsprofil.[19–21] Die Biosynthese von MTM beginnt mit
einer durch Typ-II-Polyketidsynthase (PKS) katalysierten
Kondensation mehrerer Acyl-CoA-Einheiten. Die ersten
isolierbaren tetracyclischen Zwischenprodukte sind Deme-
thylpremithramycinon und Premithramycinon (2), das zu
Premithramycin B (3) glykosyliert und C-methyliert wird.
Abgeschlossen wird die Biosynthese durch eine oxidative
Bindungsspaltung innerhalb des viertes Ringes von 3, an die
sich eine Decarboxylierung und Reduktion der resultieren-
den 4’-Ketofunktion durch die Oxygenase MtmOIV bzw. die
Ketoreduktase MtmW anschließt (Schema 1).[20, 22,23] Bislang
allerdings sind die Schritte zwischen der PKS-Katalyse und
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der Bildung von 2 weitgehend unbekannt, und insbesondere
die Rolle der Produkte dreier Oxygenase-codierender Gene,
mtmOI, mtmOII und mtmOIII, ist v<llig unklar.[13] Hier be-
schreiben wir die Isolierung, Strukturaufl�rung und m<gliche
biosynthetische Bedeutung eines neuartigen fr5hen Shunt-
produkts des MTM-Biosyntheseweges, Premithramycinon G
(4, Abbildung 1 und Schema 2), das von der MtmOII�-Mu-
tante S. argillaceus M7OII angereichert wird.[13]

Die Inaktivierung der Gene von Post-PKS-Enzymen und
die Strukturaufkl�rung der resultierenden Intermediate oder
Shuntprodukte ist nicht nur eine wertvolle Methode, um
Biosynthesewege aufzukl�ren, sondern birgt zudem das Po-
tenzial, neue „nichtnat5rliche“ Naturstoffe mit besserem oder
ver�ndertem Bioaktivit�tsprofil zu erzeugen.[24] Bez5glich der
Oxygenasen des MTM-Biosyntheseweges konnte allerdings
nur ein brauchbares Resultat mit dieser Methode erzielt
werden. Vier Oxygenase-Gene (mtmOI, mtmOII, mtmOIII,
mtmOIV) wurden im MTM-Gencluster gefunden und durch
Einbringen von Antibiotika-Resistenzkassetten inaktiviert.
W�hrend die Inaktivierung von mtmOIV klare Resultate
bez5glich der Rolle des zugeh<rigen Enzyms MtmOIV er-
brachte,[22, 23] schien weder die Inaktivierung vonmtmOI noch
von mtmOIII einen Einfluss auf die MTM-Biosynthese aus-
zu5ben,[13] und die Inaktivierung von mtmOII ergab eine
„nicht-produzierende“ Blockmutante, in der sich nur ein in-
stabiles Produkt anzureichern schien.[13, 14]

Nachdem etliche Versuche zur Isolierung dieses scheinbar
instabilen Zwischenprodukts gescheitert waren, entwarfen
wir ein Genkomplementierungsexperiment, in dem TcmH,
eine fr5h agierende Oxygenase aus dem Tetracenomycin-
Gencluster, das Intermediat abfing und in Premithramyci-
non H (5) umwandelte. Diese Experimente erlaubten vage,
indirekte R5ckschl5sse bez5glich der Rolle von MtmOII in
der MTM-Biosynthese.[25] Nun aber gelang es uns, ein neu-
artiges Shuntprodukt direkt von der M7OII-Blockmutante zu

isolieren, was zu neuen Hypothesen zur Rolle von MtmOII in
der Biosynthese von Mithramycin f5hrt.

Die Analyse des Rohextraktes der M7OII-Mutante aus S.
argillaceus durch HPLC/MS (Abbildung 1) zeigte die Anrei-
cherung eines Hauptproduktes (das wir sp�ter als Pre-

mithramycinon G bezeichneten), das mit seinem UV-Spek-
trum deutlich von allen bekannten Intermediaten der MTM-
Biosynthese abweicht. Es wird in Mengen von 2.5 mgL�1

produziert und hat ein Molekulargewicht von M=

452 gmol�1, basierend auf dem Molek5lionenpeak m/z 451
(deprotoniert) im negativen APCI-Massenspektrum. Das
Molekulargewicht wurde durch ein ESI-Massenspektrum im
Positivmodus (m/z 475 [M+Na]+ und 453 [M+H]+) und durch
ein hochaufgel<stes EI-Massenspektrum (m/z 452.3667, 8%,
ber. 452.3671) best�tigt, wodurch die Summenformel
C23H16O10 eindeutig abgesichert wurde.

Schema 1. Biosyntheseweg zu Mithramycin (MTM, 1). Gezeigt sind die SchlBsselzwischenprodukte Premithramycinon (2) und Premithramycin B
(3) sowie die spCt erfolgende oxidative Umlagerung, die durch die Oxygenase MtmOIV katalysiert wird.

Abbildung 1. HPLC/MS-Analyse des Rohextraktes der M7OII-Mutante.
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Das 1H-NMR-Spektrum von Premithramycinon G (Ta-
belle 1) zeigt zweimeta-koppelnde Arenprotonen bei d= 7.66
und 7.02 ppm sowie ein Singulett bei d= 8.61 ppm. Im ali-
phatischen Bereich fallen zwei Gruppen von Signalen auf, die

bei d= 3.38 und 3.21 ppm von einer Methylengruppe und die
bei d= 2.80 und 2.20 ppm von zwei Methylgruppen. Das 13C-
NMR-Spektrum zeigt alle 23 Signale, von denen 17 durch
quart�re C-Atome einschließlich der f5nf Carbonyl-Kohlen-
stoffatome (d= 206.1, 199.1, 196.2, 188.2 und 183.3 ppm)
verursacht werden. Im aliphatischen Bereich werden die Si-
gnale dreier Methin-, einer Methylen- und zweier Methyl-
gruppen beobachtet. Datenbankrecherchen ergaben keinen
Treffer, der mit diesen NMR-Daten und der abgeleiteten
Summenformel in Einklang gebracht werden konnte. 2D-
NMR-Studien (HSQC und CIGAR-HMBC,[26,27] Schema 2)
f5hrten schließlich zu der Struktur 4 f5r Premithramycinon G,
das ein zuvor nicht beobachtetes 1,3,4,6,8-Pentahydroxy-1H-
cyclopenta[b]anthracen-5,10-dion-Ger5st aufweist. Im
HMBC-Spektrum k<nnen 3JC,H-Kopplungen zwischen dem
Aren-Singulett bei d= 8.61 ppm und den Kohlenstoffatomen
bei d= 183.3, 121.3, 119.7 und 77.4 ppm beobachtet werden.
Die anderen beiden Aren-Protonen in meta-Position bei d=
7.66 und 7.02 ppm zeigen 3JC,H-Kopplungen mit Kohlenstoff-
signalen bei d= 183.3, 111.8 und 109.9 ppm bzw. d= 111.8 und
109.0 ppm. Die Position der Acylgruppe an C2 wurde durch
eine 3JC,H-Kopplung zwischen den Methylprotonen bei d=
2.80 ppm und dem quart�ren Kohlenstoff bei d= 112.7 ppm
gesichert. Die im HMBC-Spektrum beobachteten Fern-

kopplungen zwischen der Methylengruppe der Butan-2,4-
dion-Seitenkette mit dem C-Atom bei d= 77.40 ppm belegen
die Position dieser Seitenkette. Die Struktur 4 und die Zu-
ordnungen der 13C-NMR-Signale wurden außerdem durch
Einbauexperimente mit doppelt 13C-markiertem Acetat be-
st�tigt.

Premithramycinon G (4) enth�lt 23 C-Atome, d.h. drei
mehr als das vom Decaketid abstammende Aglycon von
MTM. Daher muss 4 als Dodecaketid-Derivat eingestuft
werden, sodass es m<glicherweise verwandt ist mit den anti-
fungischen Benanomicin/Pradimicin-Antibiotika.[28–34] Jedoch
ergab ein Einbauexperiment mit [1,2-13C2]Acetat, dass nur die
ersten zehn Acetat-Einheiten von 4 13C-angereichert werden,
w�hrend drei der Kohlenstoffatome der Oxobutyryl-Seiten-
kette nicht angereichert erschienen (Tabelle 1). Dieses Re-
sultat k<nnte so interpretiert werden, dass die drei nichtan-
gereicherten Kohlenstoffe von einer anderen biosyntheti-
schen Quelle abstammen (z.B. von Acetoacetat aus dem
Fetts�ureabbau) oder dass diese Kohlenstoffatome doch von
Acetat stammen, aber zu einem viel sp�teren Zeitpunkt der
Biosynthese eingef5hrt werden, zu dem Acetat nicht oder
nicht mehr durch das exogen gef5tterte 13C-Acetat angerei-
chert wird, d.h. m<glicherweise erst nach Schließung der
ersten drei Ringe im Molek5l. K5rzlich diskutierten Hert-
weck et al. im Zusammenhang mit der Enterocin-Biosynthese
erstmalig eine m<gliche Biosynthesesequenz, in der Cycli-
sierungen vor weiteren Kettenverl�ngerungsschritten statt-
finden.[35]

Die Tatsache, dass sich das „Dodecaketid-Derivat“ 4 nach
Inaktivierung der Oxygenase MtmOII anreichert, l�sst den
Schluss zu, dass MtmOII an der Kontrolle der Kettenl�nge
teilnimmt. Lhnliche Befunde wurden k5rzlich von Hunter
et al. beschrieben, die eine Anreicherung von Polyketid-
Shuntprodukten mit ver�nderter Kettenl�nge im Oxytetra-
cyclin-Biosyntheseweg nach Inaktivierung der Oxygenase
OtcC fanden.[36] Daraus wurde geschlossen, dass OtcC ein
essenzieller Bestandteil des Polyketidsynthasekomplexes sein
muss. Daher ist es m<glich, dass auch MtmOII zur Ketten-

Tabelle 1: 1H- und 13C-NMR-Daten sowie Einbauraten der FBtterung mit
[1,2-13C2]Acetat (*=angereicherte C-Atome) fBr 4.[a]

Position Premithramycinon G (4)
dH dC

1* – 77.4 (27.5)
2* – 112.7 (30.1)
3* – 186.4 (30.1)
3a* – 121.3 (36.0)
4* – 166.3 (36.0)
4a* – 119.7 (28.0)
5* – 188.2 (28.0)
5a* – 111.8 (33.4)
6* – 166.4 (33.4)
7* 7.02 (d, 1.80 Hz, 1H) 109.9 (32.6)
8* – 166.5 (32.6)
9* 7.66 (d, 1.80 Hz, 1H) 109.0 (30.1)
9a* – 137.5 (30.1)
10* – 183.3 (35.2)
10a* – 124.7 (35.2)
11* 8.61 (s, 1H) 114.9 (31.4)
11a* – 152.1 (31.4)
1’* – 196.2 (27.5)
2’ 3.38, 3.21 (dd, 12.1 Hz, 2H) 59.2
3’ – 206.1
4’ 2.20 (s, 3H) 31.2
1’’* – 199.1 (29.3)
2’’* 2.80 (s, 3H) 32.9 (29.3)

[a] 9.4 T, [D5]Pyridin; chemische Verschiebungen in ppm (MultiplizitCt, J
in Hz; JC-C aus dem Einbauexperiment mit [1,2-13C2]-Acetat).

Schema 2. Oben: Strukturen von Premithramycinon G (4) und Pre-
mithramycinon H (5); unten: die im HMBC-Spektrum von 4 beobach-
teten 2,3JC,H-Fernkopplungen.
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l�ngenkontrolle der MTM-Biosynthese beitr�gt, und zwar als
essenzielle Komponente des PKS-Komplexes. In Abwesen-
heit von MtmOII scheint auch die korrekte Regiospezifit�t
des Cyclisierungsschrittes bei der Bildung des vierten Ringes
gest<rt zu sein, der normalerweise wahrscheinlich nach a-
Oxidation (durch MtmOI?) und der darauf folgenden Re-
duktion durch die 2-Oxoacyl-ACP-Reduktase MtmTII ent-
steht. Eine �hnliche Rolle einer 2-Oxoacyl-ACP-Reduktase
wurde von Piel et al. auch f5r GrhO2 vorgeschlagen, ein
Enzym des Griseorhodin-A-Biosyntheseweges, das 50%
Aminos�ureidentit�t und 61% Sequenz�hnlichkeit zu
MtmTII aufweist.[37] Das Fehlen von MtmOII k<nnte auch
bewirkt haben, dass die ACP-gebundene Estercarbonyl-
Gruppe mit 3-Oxobutyrat reagiert (in 6, Schema 3), das der
„unteren“ Oxobutyryl-Seitenkette des normalen Biosynthe-
sezwischenproduktes 7 �hnelt, d.h. dem normalen Reakti-
onspartner (Schema 3). Es ist auch m<glich, dass die Keto-
reduktase MtmTII durch einen polaren Effekt im Zuge der
MtmOII-Inaktivierung mit inaktiviert wurde, da ihr codie-
rendes Gen im Gencluster unmittelbar strangabw�rts von
mtmOII gelegen ist. Als Konsequenz kann die neu einge-
f5hrte a-Ketogruppe in eine Shunt-Aldol-Kondensation ver-
wickelt werden, die schließlich zu dem f5nfgliedrigen vierten
Ring in 4 f5hrt. Diese vermutlich spontane Cyclisierung er-
folgt wahrscheinlich nach der Kettenverl�ngerung.

In der normalen MTM-Biosynthese ist es wahrscheinlich,
dass MtmOII eine Epoxidierung entweder simultan mit oder
kurz nach der korrekten vierten Cyclisierung zum tetracycli-
schen Premithramycinger5st katalysiert, wodurch das Sauer-
stoffatom eingef5hrt wird, das in 2-Position von 1 (= 12a-
Position von 2) endet; denn dieses Sauerstoffatom fehlt in
jedem Shuntprodukt, das durch Inaktivierung von MtmOII
hervorgerufen wurde. Ein m<glicher Mechanismus umfasst
eine Epoxidierung mit anschließender reduktiver Pffnung

des Oxirans. Eine �hnliche Sequenz wurde im Zusammen-
hang mit der durch die Oxygenase TcmG hervorgerufenen
Reaktionskaskade in der Tetracenomycin-C-Biosynthese
diskutiert[38] und kann auch f5r die Einf5hrung der terti�ren
Alkoholgruppe w�hrend der Tetracyclin-Biosynthese postu-
liert werden, wobei letztere Reaktion durch die Oxygenase
OxyL katalysiert w5rde,[39] die 48%Aminos�ureidentit�t und
63% Sequenz�hnlichkeit zu MtmOII aufweist. Bez5glich der
Rolle von MtmOII ist es auch m<glich, dass dieses Protein als
Komponente eines Multienzymkomplexes spontane Cycli-
sierungen verhindert oder eine spontane oder durch
MtmOIII hervorgerufene Anthron-Oxidation zu den An-
thrachinon-Shuntprodukten 4 und 5 blockiert; denn diese
Reaktionen finden nur in Abwesenheit von MtmOII statt.

Wie erw�hnt lassen das Oxidationsmuster von 4 zusam-
men mit den hier vorgeschlagenen Rollen f5r MtmOII im
MTM-Biosyntheseweg auch erste Schlussfolgerungen be-
z5glich der Oxygenasen MtmOI und MtmOIII zu, deren
Beteiligung an der MTM-Biosynthese bislang v<llig unklar
war. Wie in Schema 3 gezeigt, ist es notwendig, dass eines
dieser beiden Enzyme – vermutlich MtmOI – das Kohlen-
stoffatom in a-Position zur Acyl-ACP-Estercarbonylgruppe
oxidiert, woraus schließlich das O-Atom in 1’-Position von 1
resultiert (= 4-Position in 2 oder 3, = 1-Position in 4), w�h-
rend MtmOIII normalerweise nicht in die MTM-Biosynthese
eingreift. MtmOIII k<nnte aber die Anthron-Oxidationen
verursachen, die in den Shuntwegen zu 4 und 5 beobachtet
wurden, denn die Aminos�uresequenz von MtmOIII zeigt
hohe Lhnlichkeiten zu typischen Anthron-Oxygenasen wie
AknX (40% Aminos�ureidentit�t, 55% Sequenz�hnlich-
keit), das in der Aklavinon-Biosynthese eine Rolle spielt,[40]

oder zu HedQ (36% Aminos�ureidentit�t, 51% Sequenz-
�hnlichkeit), der Anthron-Oxygenase des Hedamycin-Bio-
syntheseweges.[41]

Schema 3. Hypothetischer frBher Biosyntheseweg (fette schwarze Pfeile) zu MTM (1) und Shuntwege (offene oder unterbrochene Pfeile) zu 4 und
5 mit den vorgeschlagenen neuen Rollen der Oxygenasen MtmOI, MtmOII und MtmOIII sowie der Ketoreduktase MtmTII. In der Struktur 4 ist
das Einbaumuster fBr die Kohlenstoffanreicherung nach FBtterung der MtmOII�-Mutante S. argillaceus M7OII mit [1,2-13C2]Acetat hervorgehoben.
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Zusammenfassend f5hrt die Inaktivierung des mtmOII-
Gens zu dem unerwarteten Metaboliten Premithramyci-
non G (4), einem vermutlichen Shuntprodukt des Mithra-
mycin-Biosynthesewegs. Die Struktur dieses vom Mutanten-
stamm akkumulierten Produkts 4 l�sst den Schluss zu, dass es
aus zehn Acetateinheiten mit drei zus�tzlichen C-Atomen
aufgebaut ist, die entweder als zwei Malonyl-CoA-Extender-
einheiten zu einem sp�teren Zeitpunkt der Biosynthese ein-
gef5hrt werden (zu dem die F5tterung mit 13C-angereicher-
tem Acetat nichts mehr beitr�gt) oder von einer anderen
Biosynthesequelle stammen, z.B. aus 3-Oxobutyrat aus un-
vollst�ndigem Fetts�ureabbau. Die Shunt-Reaktionen, die
zur Bildung von 4 beitragen, sind nur m<glich, weil in Ab-
wesenheit einer funktionellen Oxygenase MtmOII die Kon-
trolle sowohl der Polyketidkettenl�nge als auch der Regio-
chemie der vierten Cyclisierung verlorengeht; hinzu kommt
eine m<gliche St<rung der 2-Oxoacyl-ACP-Reduktase
MtmTII. F5r die Biosynthese von MTM kann gefolgert
werden, dass das Sauerstoffatom in 1’-Position von 1 (= 4-
Position von 2 und 3) h<chstwahrscheinlich durch die Oxy-
genase MtmOI eingef5hrt wird, w�hrendMtmOII, wenn es in
einem Multienzymkomplex vorliegt, zu verschiedenen Pro-
zessen beitr�gt, einschließlich: 1) der Kontrolle der Polyke-
tidkettenl�nge, 2) des Schutzes von tricyclischen aromati-
schen Intermediaten wie 6 (Schema 3) vor unerw5nschten
Anthron-Oxidationen und 3) der Kontrolle der regioche-
misch korrekten vierten Cyclisierung. Die Hauptfunktion von
MtmOII ist jedoch die Einf5hrung des Sauerstoffs, der letzt-
lich in die 2-Position von MTM (= 12a-Position von 2 und 3)
gelangt.

Experimentelles
Zur Inaktivierung von mtmOII wurde eine Frameshift-Mutation
vorgenommen;[13] Instrumente und NMR-Methoden, siehe Lit. [42].
Das isotopenmarkierte [1,2-13C2]Natriumacetat f5r das Einbauexpe-
riment stammt von Isotec (Miamisburg USA).

Produktion und Isolierung von 4 : F5r eine Vorkultur wurde
Trypton Soja Mediummit Sporen von S. argillaceusM7OII angeimpft
und in einem Orbitalsch5ttler inkubiert (24 h, 30 8C, 250 Umin�1).
Mit dieser Vorkultur wurden 50 Erlenmeyer-Kolben angeimpft, die je
100 mL R5A-Medium enthielten, und 6 Tage kultiviert. Die Kultur-
br5he wurde zentrifugiert (4200 Umin�1, 30 min), mit Essigs�ure auf
pH 5.0 eingestellt und mehrmals mit Essigester extrahiert. Das Mycel
wurdemit Aceton extrahiert (4 S 0.5 L) und unter Vakuum eingeengt;
die resultierende w�ssrige L<sung wurde mit Essigester extrahiert.
Die vereinigten Essigesterextrakte von Mycel und Kulturfiltrat
wurden durch HPLC-MS untersucht und unter vermindertem Druck
eingeengt. Der erhaltene Rohextrakt wurde an Sephadex LH-20
(MeOH) in drei Fraktionen getrennt. Alle Versuche, 4 durch Kie-
selgelchromatographie zu reinigen, schlugen fehl wegen Zersetzung.
Aus der mittleren Fraktion der Sephadex-Chromatographie wurde 4
durch pr�parative HPLC isoliert (S�ule: mBondapak C18 radial
compression cartridge, PrepPak Cartridge, 19 S 150 mm, Waters;
Eluentien: Acetonitril (ACN) und Wasser (Gradient von 35 zu 100%
in 43 min); Fluss 10 mLmin�1).

F5tterungsexperiment: Eine TSB-Vorkultur wurde mit Sporen
von S. argillaecus M7OII angeimpft, 24 h bei 30 8C und 250 Umin�1

gesch5ttelt und zum Animpfen (2.5% v/v) von 16 250-mL-Erlen-
meyer-Kolben (je 100 mL modifiziertes R5-Medium) verwendet.
Nach 24 h wurde mit der Pulsf5tterung von [1,2-13C2]Acetat begon-
nen, die 48 h fortgesetzt wurde (insgesamt vier F5tterungen, alle 12 h,

von zusammen 1 g Natriumacetat pro Liter Kultur). Nach Beendi-
gung der F5tterungen wurde die Kultur weitere 72 h gesch5ttelt,
bevor mit der Extraktion begonnen wurde. Das 13C-angereicherte 4
wurde unter analogen Bedingungen wie f5r die nichtmarkierte Ver-
bindung isoliert.
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