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Uber das Acceptorsubstrat der C-Glycosyltrans-
ferase UrdGT2: drei Prejadomycin-C-glycoside
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Die Landomycine 1-4 aus Streptomyces cyanogenus S-136
und S. globisporus 1912 sind Angucyclin-Antibiotika mit
guter Wirkung gegen eine Reihe von Krebszelllinien, insbe-
sondere Prostatakrebszelllinien.'® Die Landomycine sind

[*] A. Kobylyanskyy," Dr. Y. Rebets, Dr. B. Ostash,
Prof. Dr. V. A. Fedorenko
L'viv National University
Department of Genetic and Biotechnology
Grushevskyy St. 4, 79005 L'viv (Ukraine)
E-Mail: v_fedorenko@franko.lviv.ua
Dr. I. Baig,"! Dr. M. Kharel,! Dr. L. Zhu,! Prof. Dr. ). Rohr
University of Kentucky
Department of Pharmaceutical Sciences
College of Pharmacy
725 Rose Street, Lexington, KY 40536-0082 (USA)
Fax: (+ 1) 859-257-7564
E-Mail: jrohr2@email.uky.edu
A. Luzhetskyy, Prof. Dr. A. Bechthold
Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg
Pharmazeutische Biologie
Stefan-Meier-Straf3e 19, 79104 Freiburg (Deutschland)
E-Mail: andreas.bechthold@pharmazie.uni-freiburg.de
['] Diese Autoren trugen in gleichen Anteilen zu dieser Arbeit bei.

[**] Diese Arbeit wurde finanziell unterstiitzt durch die US National
Institutes of Health (NIH grant CA 102102 an ).R.) sowie durch ein
DAAD-Stipendium (DAAD A/05/28943, an Y.R.). Dank gebiihrt auch
der Kernresonanz- und der Massenspektrometrie-Abteilung der
University of Kentucky.

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2006, 118, 8006 8010



eng verwandt mit den Urdamycinen (z.B. Urdamycin A
(5)).7) Beide Antibiotikagruppen bestehen aus einem durch
den Polyketidweg aufgebauten Angucyclinon-Zentrum sowie
D-Olivose- und L-Rhodinose-Zuckerbausteinen. GroBere
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Strukturunterschiede gibt es beziiglich der Verkniipfung der
Zucker und des Sauerstoffsubstitutionsmusters des Polyke-
tidzentrums."*>1%12l Durch Klonieren der Biosynthese-
Gencluster der Urdamycine und Landomycine gelang die
Zuordnung von Genen, die Biosynthese-Enzyme codieren,
welche die charakteristischen Strukturelemente beider Ver-
bindungen einfiihren"*'" und letztlich auch die signifikan-
ten Variationen der biologischen Aktivititen in dieser
Gruppe von Antikrebs-Antibiotika bedingen."¥! Die hnli-
chen Strukturen und Biosynthesewege der beiden eng ver-
wandten Antibiotika ermoglichten auBlerdem erfolgreiche
kombinatorisch-biosynthetische Genkombinationen, die zu
neuen Hybridmolekiilen fithrten 6151924

Einer der auffilligsten Strukturunterschiede besteht
darin, dass die Urdamycine eine C-glycosidisch an C9 ge-
bundene Trisaccharidkette enthalten, wiahrend die Oligosac-
charidketten aller Landomycine O-glycosidisch gebunden in
8-Position vorliegen. Die Enzyme, die den ersten Glycosyl-
transferschritt beim Aufbau der Glycosidketten katalysieren
— die Glycosyltransferasen (GTs) UrdGT2 und LanGT2/
LndGT2 - sind eng miteinander verwandt (53 % Aminosdu-
reidentitdt (68 % Sequenzdhnlichkeit) fir LndGT2 und
UrdGT2). Die Acceptorsubstrate dieser beiden GTs sind
jedoch iiberraschend unterschiedlich, nicht nur beziiglich der
Acceptorsubstrat-Position (C-GT an C9 und O-GT an 8-0O),
sondern auch beziiglich des Zeitpunktes des ersten GT-
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Schrittes in den Biosynthesen. In der Landomycin-Biosyn-
these scheinen fast alle Oxygenierungsschritte der Aglycon-
bildung — mit nur einer Ausnahme — vor dem ersten GT-
Schritt stattzufinden,”! wihrend die Abfolge der Urdamycin-
Biosyntheseschritte umstritten war (Sauerstoffeinfithrung in
12- und 12b-Position durch UrdE bzw. UrdM vor oder nach
der C-Glycosylierung), sodass die Struktur des Acceptor-
substrats der C-Glycosyltransferase UrdGT2 unklar blieb.® !l

Hier beschreiben wir unsere Versuche, die Frage nach
dem Acceptorsubstrat von UrdGT2 zu beantworten, und
moglicherweise gleichzeitig C-glycosidische Landomycin-
Derivate durch heterologe Expression des entsprechenden
Gens urdGT2 herzustellen. Diese Arbeiten ergaben, dass der
C-Glycosylierungsschritt der Urdamycin-Biosynthese vor der
Einfiihrung der beiden Sauerstoffatome durch die Oxygena-
sen UrdE und UrdM stattfindet, und dass das frithe Angu-
cyclinon-Intermediat UWM6 als Acceptorsubstrat fiir
UrdGT?2 dient.

Beziiglich der Oxygenasen der Landomycin-Biosynthese
wurde herausgefunden, dass die Oxygenase Lan/LndZ5 die
11-Hydroxylierung® und Lan/LndM2 die 6-Hydroxylierung
bewirkt,'” wihrend Lan/LndE hochstwahrscheinlich die 12-
Oxygenierung (unter Chinonbildung) katalysiert, die den
ersten Oxygenierungsschritt der Landomycin-Biosynthese
darstellen soll. Alle Oxygenierungsschritte mit Ausnahme der
11-Hydroxylierung finden statt, bevor Lan/LndGT2 den
ersten Zuckerbaustein einbringt. Wir wollten daher zunéchst
unsere Schlussfolgerungen beziiglich der Oxygenierungsse-
quenz in der Landomycin-Biosynthese bestétigen. Zu diesem
Zweck wurde IndFE inaktiviert, was zur frithen Blockmutante
S. globisporus AlndE fiihrte. Diese Mutante des Landomycin-
E-Produzenten akkumuliert Prejadomycin (2,3-Dehydro-
UWMBS6; 6), eine frithe Zwischenstufe verschiedener Angu-

Prejadomycin-C-glycoside
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cycline und Angucyclin-Derivate, das zuerst bei Studien zur
Jadomycin-Biosynthese entdeckt, kiirzlich aber auch in
Blockmutanten von Gilvocarcin-V- und Oviedomycin-Pro-
duzenten gefunden wurde. Die Mutante S. globisporus AlndE
wurde durch direkte Disruption des /ndE-Gens im Chromo-
som von S. globisporus Smu622 hergestellt, d.h. durch Inser-
tion der Hygromycin-Resistenzkassette. Die Anreicherung
von 6 deutet an, dass LndE auf dem Landomycin-Weg als
erste Oxygenase agiert. Dariiber hinaus erschien die Mutante
S. globisporus AlndE als ein idealer Wirt fiir die heterologe
Expression von urdGT2 — das Gen also, das die C-GT der
Urdamycin-Biosynthese codiert —, denn diese Mutante liefert
sowohl Prejadomycin (6), eine Verbindung die fast identisch
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ist mit UWMS6 (10), das kiirzlich als potenzielles Acceptor-
substrat von UrdGT2 vorgeschlagen wurde,™ als auch NDP-
aktivierte D-Olivose, das Donorsubstrat. Die Konstruktion
einer S.-globisporus-AlndE-(urdGT2)-Mutanten versprach
nicht nur die Identifizierung des Acceptorsubstrates von
UrdGT?2, sondern auch ein weitere Priifung der Promiskuitat
der {brigen [nd/lan-Glycosyltransferasen; zwei dieser
Enzyme — LndGT1 und LndGT4 - waren mit ihren NDP-
aktivierten Zuckerdonorsubstraten im Konstrukt vorhanden.
GTs, die eine Zuckereinheit in Di-, Tri- oder gar lidngere
Saccharidketten umwandeln konnen, unabhingig davon, wo
und wie der erste Zuckerrest angehéngt wurde, sind wichtig
fiir die Konstruktion von Sacchariden durch kombinatorische
Biosynthese. Ein erstes solches Experiment war bereits fiir
LanGT1, das mit LndGT1 eng verwandt ist, erfolgreich,
doch LndGT4/LanGT4 wurden noch nie mit nichtnatiirlichen
Acceptorsubstraten getestet.

Der rekombinante Stamm S. globisporus AlndE (urdGT?2)
wurde konstruiert, indem das Plasmid pUWLurdGT?2, das das
Gen urdGT2 unter Kontrolle des Perm E-Promotors enthélt,
durch Konjugation in die Alnd E-Mutante inseriert wurde. Die
Gegenwart des Plasmids wurde mithilfe von physikalischer
Isolierung, Transfer in E. coli XL1-blue MRF, Restriktions-
enzym-Kartierung und Southern-Blotting gegen urd G72 aus
dem Urdamycin-Produzenten S. fradiae Tii2717 iiberpriift,
und schlieBlich auch noch durch Sequenzierung des PCR-
Produkts, das aus dem Plasmid mit Primern fiir urdG712 ge-
wonnen wurde. Das resultierende Konstrukt S. globisporus
AlndE (urdGT2) wurde in 4 L eines Soja-Glucose-Mediums
kultiviert. Drei neue Verbindungen konnten isoliert und mit
NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie charakteri-
siert werden. Anhand der Massen- und UV-Spektren wurde
der Polyketid-Chromophor aller neuen Verbindungen als
Prejadomycin identifiziert.”>"! Typisch fiir diesen Chromo-
phor sind die Absorptionsmaxima bei A =405 nm und 266 nm.
Dariiber hinaus verrieten charakteristische Fragmentie-
rungsmuster in den Massenspektren, dass die drei neuen
Verbindungen einen, zwei bzw. drei Zuckerrest(e) enthielten
(IM—-115] = M-—Rhodinose fiir das Monosaccharid,
[M—115-130] = M—Rhodinose—Olivose fiir das Disaccha-
rid und [M—-115-130-130] = M-—Rhodinose—Olivose—
Olivose fiir das Trisaccharid). Der Vergleich der NMR-
spektroskopischen Daten mit Werten fiir Prejadomycin und
bekannte Landomycinel® ergab, dass es sich bei den drei
Verbindungen um 9-C-f3-p-Olivosylprejadomycin (7, 3 mg),
9-C-B-p-Olivosyl-1,4-p-p-olivosylprejadomycin (8, 9 mg) und
9-C-a-L-Rhodinosyl-1,3-B-p-olivosyl-1,4-3-p-olivosylprejado-
mycin (9, 4.5 mg) handelt. Die Konformation und die Kon-
nektivitdten der Zuckerbausteine untereinander und mit dem
Polyketidkern wurde durch 2D-NMR-Experimente abgesi-
chert (NOESY und CIGAR-HMBC®?*!). Beispielsweise
zeigt das anomere 1A-H der C-glycosidisch gebundenen D-
Olivose-Einheit NOE-Kopplungen mit 10-H, 2A-H,, 3A-H
und 5A-H, und */y-Kopplungen konnten im CIGAR-
HMBC zwischen 1A-H und C8, C10 und C3A neben einer
schwiicheren /-y-Kopplung mit C9 beobachtet werden
(sieche Tabellen 1-3 in den Hintergrundinformationen). Die
Daten zeigen klar, dass dieser Zuckerbaustein in der fiir D-
konfigurierte Zucker typischen *C,-Konformation vorliegt,
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dass er direkt mit C9 verkniipft ist und dass er eine [-gly-
cosidische Bindung enthilt, auf die aus der groBen Kopp-
lungskonstante 3JH‘H: 10 Hz fiir 1A-H und 2A-H, geschlos-
sen werden konnte.

Die heterologe Expression von Gen urdG172 in der IndE-
minus-Mutante des Landomycin-E-Produzenten S. globispo-
rus 1912 hat drei neuartige Prejadomycin-Analoga hervor-
gebracht, die sich beziiglich ihrer C-glycosidisch an C9 an-
gekniipften Zuckerreste unterscheiden. Der Zuckerrest und
die Oligosaccharidketten waren dieselben, die zuvor in den
Landomycinen H (4), D (3) und E (1) gefunden wurden.
Diese sind jedoch hier C-glycosidisch mit C9, und nicht — wie
fiir die Landomycine typisch — O-glycosidisch mit C8-O ver-
kniipft; dieser Positionswechsel war wegen des Einsatzes von
UrdGT2 zu erwarten. Der erste Glycosyltransferschritt findet
bereits auf der Stufe des frithen Angucyclinon-Intermediates
Prejadomycin (6) statt. Nur die heterolog exprimierte C-
Glycosyltransferase UrdGT2 aus dem Urdamycin-Biosyn-
theseweg, nicht aber ihre natiirliche Konkurrentin, die O-GT
LndGT2, die ebenfalls vorhanden war, konnte die Zwi-
schenstufe 6 glycosylieren und dadurch die Ankniipfung der
Landomycin-Zuckerreste zur C9-Position dirigieren. Die
Verldangerung zum Landomycin-E-Trisaccharid  durch
LndGT4 und LndGT1 gelang trotz der deutlich unter-
schiedlichen Struktur des Aglycons und obwohl der C-ver-
kniipfte erste Zuckerbaustein in einer ungewohnten Position
vorlag. Diese Ergebnisse konnen als starke Hinweise dafiir
gewertet werden, dass UrdGT2 mit Verbindung UWMBS6 (10,
Schema 1) ein natiirliches Acceptorsubstrat nutzt, das sich
von Prejadomycin (6) nur hinsichtlich seiner 3-OH-Gruppe
unterscheidet. Somit ist die lange herrschende Unsicherheit
beziiglich des Acceptorsubstrates von UrdGT2 geklart. Dar-
iiber hinaus zeigte sich, dass der C-GT-Schritt der Urdamy-
cin-Biosynthese hochstwahrscheinlich vor den beiden Agly-
con-Oxygenierungsschritten stattfindet, die durch UrdE und
UrdM Kkatalysiert werden (Schema 1).151%)

Ein Kreuzfiitterungsexperiment sollte entscheiden, ob
Prejadomycin (6) eine frithe Zwischenstufe der Landomycin-
Biosynthese ist oder ein Intermediat eines abzweigenden
Biosyntheseweges (Schema 1). Daher fiitterten wir Prejado-
mycin (6, isoliert aus Streptomyces globisporus AlndE) an die
IndF-Mutante F133, eine frithe Blockmutante des Landomy-
cin-Weges.['"” In dieser Mutante ist das Gen IndF inaktiviert,
das die PKS-assoziierte Cyclase codiert, die den vierten Ring
schlieft. Die Mutante kann daher keine Polyketide fiir die
Landomycin-E-Biosynthese produzieren, exprimiert aber alle
notwendigen Enzyme, um die Synthese von Landomycin E
abzuschlie3en, wenn man ein vollstidndig cyclisiertes Polyke-
tid-Intermediat zufiittert. Der Stamm S. globisporus F133
wurde 24 h kultiviert, und 2 mg Prejadomycin (6) wurden auf
einmal zugegeben. Die Reaktion wurde mit HPLC-MS ver-
folgt (Probenahme alle 12 h), und es zeigte sich, dass signifi-
kante Mengen an Landomycin E produziert wurden. Dieses
Resultat identifiziert Prejadomycin (6) als ein Intermediat
des Landomycin-Weges, das aber offenbar von LndGT2 nicht
glycosyliert werden kann, da diese GT spezifisch eine spitere
Polyketid-Zwischenstufe als Acceptorsubstrat umsetzt, an
der zwei der drei Oxygenierungsschritte bereits stattgefunden
haben. Der Urdamycin-Weg unterscheidet sich also deutlich
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Schema 1. Biosynthesewege fiir Landomycin (schwarz) und Urdamycin (blau) sowie der Hybridweg zu den C-glycosylierten Prejadomycinen 7-9
(griin). Der friihe Urdamycin-Biosyntheseweg (blau) verlduft tiber die hypothetischen Zwischenstufen 14 und 15.

vom Landomycin-Weg beziiglich des ersten Glycosylie-
rungsschrittes. Fiir die Landomycin-Biosynthese gab es schon
frither Hinweise, dass der erste Glycosylierungsschritt, die
LndGT2-katalysierte O-Glycosylierung an 8-O mit D-Olivo-
se, vor der LndZ4/Z5-katalysierten 11-Hydroxylierung statt-
findet, aber erst nachdem die Sauerstoffatome in 12- und 6-
Position durch LndE bzw. LndM?2 eingefiihrt wurden."' Ins-
besondere wurde kiirzlich gezeigt, dass die /ndF-Mutante
F133 die nichtglycosylierten Angucyclinone Tetrangomycin
(11) und Rabelomycin (12) in Landomycin E (1) umwandeln
kann, woraus geschlossen wurde, dass 11 und 12 Zwischen-
stufen der Landomycin-Biosynthese sind.'” Die Resultate
der hier beschriebenen Versuche bestétigen diese Schluss-
folgerungen hinsichtlich eines — verglichen mit dem Urda-
mycin-Weg — spiteren ersten Glycosylierungsschrittes. Da
keines der neuen Prejadomycin-C-glycoside, auch nicht das
Monoglycosid 7, weiter durch die in S. globisporus AlndE
(urdGT2) vorhandenen Oxygenasen, z.B. LndM2 oder
LndZ4/Z5, modifiziert wurde, konnen diese Oxygenasen nur
nichtglycosylierte Substrate umsetzen. Der Befund, dass eine
Verbindung ohne 3-OH-Gruppe, ndmlich 6, frither in der
Landomycin-Biosynthese auftreten soll als zwei Verbindun-
gen mit 3-OH-Gruppen, ndmlich 11 und 12, erscheint wider-
spriichlich. In Versuchen mit der iliberexprimierten Oxyge-
nase JadH, die im Jadomycin-Weg die 12-Oxygenierung be-
wirkt,” %! wurde Prejadomycin (6) jedoch teilweise direkt in
Rabelomycin (12) umgewandelt, was nur durch eine Umla-
gerung zu erkldren ist, die mit einer Michael-Addition der 4a-
OH-Gruppe an 3-Position beginnt.’!! Eine solche Umlage-
rung wurde schon von Hutchinson et al. beobachtet, aber
nicht erklirt.”” Schema 1 zeigt diese Umlagerung, illustriert
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die wahrscheinlichsten Sequenzen des Urdamycin- und Lan-
domycin-Weges und enthélt auch den Hybridweg zu den
neuen Prejadomycin-C-glycosiden, der durch die heterolog
exprimierte UrdGT2 eingeleitet wird.
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