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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.[1–6] Die Landomycine sind
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eng verwandt mit den Urdamycinen (z.B. Urdamycin A
(5)).[7–9] Beide Antibiotikagruppen bestehen aus einem durch
den Polyketidweg aufgebauten Angucyclinon-Zentrum sowie
d-Olivose- und l-Rhodinose-Zuckerbausteinen. Gr3ßere

Strukturunterschiede gibt es bez5glich der Verkn5pfung der
Zucker und des Sauerstoffsubstitutionsmusters des Polyke-
tidzentrums.[1, 4,5, 10–12] 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 einf5hren[7,13–17] und letztlich auch die signifikan-
ten Variationen der biologischen Aktivit;ten in dieser
Gruppe von Antikrebs-Antibiotika bedingen.[18] Die ;hnli-
chen Strukturen und Biosynthesewege der beiden eng ver-
wandten Antibiotika erm3glichten außerdem erfolgreiche
kombinatorisch-biosynthetische Genkombinationen, die zu
neuen Hybridmolek5len f5hrten.[5,6, 15,19–24]

Einer der auff;lligsten Strukturunterschiede besteht
darin, dass die Urdamycine eine C-glycosidisch an C9 ge-
bundene Trisaccharidkette enthalten, w;hrend 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% Aminos;u-
reidentit;t (68% Sequenz;hnlichkeit) f5r LndGT2 und
UrdGT2). Die Acceptorsubstrate dieser beiden GTs sind
jedoch 5berraschend unterschiedlich, nicht nur bez5glich der
Acceptorsubstrat-Position (C-GT an C9 und O-GT an 8-O),
sondern auch bez5glich des Zeitpunktes des ersten GT-

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,[5] w;hrend die Abfolge der Urdamycin-
Biosyntheseschritte umstritten war (Sauerstoffeinf5hrung 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.[8,11]

Hier beschreiben wir unsere Versuche, die Frage nach
dem Acceptorsubstrat von UrdGT2 zu beantworten, und
m3glicherweise 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
Einf5hrung der beiden Sauerstoffatome durch die Oxygena-
sen UrdE und UrdM stattfindet, und dass das fr5he Angu-
cyclinon-Intermediat UWM6 als Acceptorsubstrat f5r
UrdGT2 dient.

Bez5glich der Oxygenasen der Landomycin-Biosynthese
wurde herausgefunden, dass die Oxygenase Lan/LndZ5 die
11-Hydroxylierung[5] und Lan/LndM2 die 6-Hydroxylierung
bewirkt,[12] w;hrend Lan/LndE h3chstwahrscheinlich 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 zun;chst
unsere Schlussfolgerungen bez5glich der Oxygenierungsse-
quenz in der Landomycin-Biosynthese best;tigen. Zu diesem
Zweck wurde lndE inaktiviert, was zur fr5hen Blockmutante
S. globisporus DlndE f5hrte. Diese Mutante des Landomycin-
E-Produzenten akkumuliert Prejadomycin (2,3-Dehydro-
UWM6; 6), eine fr5he Zwischenstufe verschiedener Angu-

cycline und Angucyclin-Derivate, das zuerst bei Studien zur
Jadomycin-Biosynthese entdeckt, k5rzlich aber auch in
Blockmutanten von Gilvocarcin-V- und Oviedomycin-Pro-
duzenten gefunden wurde. Die Mutante S. globisporus DlndE
wurde durch direkte Disruption des lndE-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. Dar5ber hinaus erschien die Mutante
S. globisporus DlndE als ein idealer Wirt f5r 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 UWM6 (10), das k5rzlich als potenzielles Acceptor-
substrat von UrdGT2 vorgeschlagen wurde,[19] als auch NDP-
aktivierte d-Olivose, das Donorsubstrat. Die Konstruktion
einer S.-globisporus-DlndE-(urdGT2)-Mutanten versprach
nicht nur die Identifizierung des Acceptorsubstrates von
UrdGT2, sondern auch ein weitere Pr5fung der Promiskuit;t
der 5brigen lnd/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 l;ngere
Saccharidketten umwandeln k3nnen, unabh;ngig davon, wo
und wie der erste Zuckerrest angeh;ngt wurde, sind wichtig
f5r die Konstruktion von Sacchariden durch kombinatorische
Biosynthese. Ein erstes solches Experiment war bereits f5r
LanGT1, das mit LndGT1 eng verwandt ist, erfolgreich,[19]

doch LndGT4/LanGT4 wurden noch nie mit nichtnat5rlichen
Acceptorsubstraten getestet.

Der rekombinante Stamm S. globisporus DlndE (urdGT2)
wurde konstruiert, indem das Plasmid pUWLurdGT2, das das
Gen urdGT2 unter Kontrolle des PermE-Promotors enth;lt,
durch Konjugation in dieDlndE-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 urdGT2 aus
dem Urdamycin-Produzenten S. fradiae T52717 5berpr5ft,
und schließlich auch noch durch Sequenzierung des PCR-
Produkts, das aus dem Plasmid mit Primern f5r urdGT2 ge-
wonnen wurde. Das resultierende Konstrukt S. globisporus
DlndE (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.[25–27] Typisch f5r diesen Chromo-
phor sind die Absorptionsmaxima bei l= 405 nm und 266 nm.
Dar5ber hinaus verrieten charakteristische Fragmentie-
rungsmuster in den Massenspektren, dass die drei neuen
Verbindungen einen, zwei bzw. drei Zuckerrest(e) enthielten
([M�115] = M�Rhodinose f5r das Monosaccharid,
[M�115�130] = M�Rhodinose�Olivose f5r das Disaccha-
rid und [M�115�130�130] = M�Rhodinose�Olivose�
Olivose f5r das Trisaccharid). Der Vergleich der NMR-
spektroskopischen Daten mit Werten f5r Prejadomycin und
bekannte Landomycine[5] ergab, dass es sich bei den drei
Verbindungen um 9-C-b-d-Olivosylprejadomycin (7, 3 mg),
9-C-b-d-Olivosyl-1,4-b-d-olivosylprejadomycin (8, 9 mg) und
9-C-a-l-Rhodinosyl-1,3-b-d-olivosyl-1,4-b-d-olivosylprejado-
mycin (9, 4.5 mg) handelt. Die Konformation und die Kon-
nektivit;ten der Zuckerbausteine untereinander und mit dem
Polyketidkern wurde durch 2D-NMR-Experimente abgesi-
chert (NOESY und CIGAR-HMBC[28,29]). Beispielsweise
zeigt das anomere 1A-H der C-glycosidisch gebundenen d-
Olivose-Einheit NOE-Kopplungen mit 10-H, 2A-He, 3A-H
und 5A-H, und 3JC,H-Kopplungen konnten im CIGAR-
HMBC zwischen 1A-H und C8, C10 und C3A neben einer
schw;cheren 2JC,H-Kopplung mit C9 beobachtet werden
(siehe Tabellen 1–3 in den Hintergrundinformationen). Die
Daten zeigen klar, dass dieser Zuckerbaustein in der f5r d-
konfigurierte Zucker typischen 4C1-Konformation vorliegt,

dass er direkt mit C9 verkn5pft ist und dass er eine b-gly-
cosidische Bindung enth;lt, auf die aus der großen Kopp-
lungskonstante 3JH,H= 10 Hz f5r 1A-H und 2A-Ha geschlos-
sen werden konnte.

Die heterologe Expression von Gen urdGT2 in der lndE-
minus-Mutante des Landomycin-E-Produzenten S. globispo-
rus 1912 hat drei neuartige Prejadomycin-Analoga hervor-
gebracht, die sich bez5glich ihrer C-glycosidisch an C9 an-
gekn5pften 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
f5r die Landomycine typisch – O-glycosidisch mit C8-O ver-
kn5pft; dieser Positionswechsel war wegen des Einsatzes von
UrdGT2 zu erwarten. Der erste Glycosyltransferschritt findet
bereits auf der Stufe des fr5hen Angucyclinon-Intermediates
Prejadomycin (6) statt. Nur die heterolog exprimierte C-
Glycosyltransferase UrdGT2 aus dem Urdamycin-Biosyn-
theseweg, nicht aber ihre nat5rliche Konkurrentin, die O-GT
LndGT2, die ebenfalls vorhanden war, konnte die Zwi-
schenstufe 6 glycosylieren und dadurch die Ankn5pfung der
Landomycin-Zuckerreste zur C9-Position dirigieren. Die
Verl;ngerung zum Landomycin-E-Trisaccharid durch
LndGT4 und LndGT1 gelang trotz der deutlich unter-
schiedlichen Struktur des Aglycons und obwohl der C-ver-
kn5pfte erste Zuckerbaustein in einer ungewohnten Position
vorlag. Diese Ergebnisse k3nnen als starke Hinweise daf5r
gewertet werden, dass UrdGT2 mit Verbindung UWM6 (10,
Schema 1) ein nat5rliches Acceptorsubstrat nutzt, das sich
von Prejadomycin (6) nur hinsichtlich seiner 3-OH-Gruppe
unterscheidet. Somit ist die lange herrschende Unsicherheit
bez5glich des Acceptorsubstrates von UrdGT2 gekl;rt. Dar-
5ber hinaus zeigte sich, dass der C-GT-Schritt der Urdamy-
cin-Biosynthese h3chstwahrscheinlich vor den beiden Agly-
con-Oxygenierungsschritten stattfindet, die durch UrdE und
UrdM katalysiert werden (Schema 1).[8,19]

Ein Kreuzf5tterungsexperiment sollte entscheiden, ob
Prejadomycin (6) eine fr5he Zwischenstufe der Landomycin-
Biosynthese ist oder ein Intermediat eines abzweigenden
Biosyntheseweges (Schema 1). Daher f5tterten wir Prejado-
mycin (6, isoliert aus Streptomyces globisporus DlndE) an die
lndF-Mutante F133, eine fr5he Blockmutante des Landomy-
cin-Weges.[12] In dieser Mutante ist das Gen lndF inaktiviert,
das die PKS-assoziierte Cyclase codiert, die den vierten Ring
schließt. Die Mutante kann daher keine Polyketide f5r die
Landomycin-E-Biosynthese produzieren, exprimiert aber alle
notwendigen Enzyme, um die Synthese von Landomycin E
abzuschließen, wenn man ein vollst;ndig cyclisiertes Polyke-
tid-Intermediat zuf5ttert. 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 sp;tere
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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vom Landomycin-Weg bez5glich des ersten Glycosylie-
rungsschrittes. F5r die Landomycin-Biosynthese gab es schon
fr5her 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. LndM2 eingef5hrt wurden.[5] Ins-
besondere wurde k5rzlich gezeigt, dass die lndF-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.[12] Die Resultate
der hier beschriebenen Versuche best;tigen diese Schluss-
folgerungen hinsichtlich eines – verglichen mit dem Urda-
mycin-Weg – sp;teren ersten Glycosylierungsschrittes. Da
keines der neuen Prejadomycin-C-glycoside, auch nicht das
Monoglycosid 7, weiter durch die in S. globisporus DlndE
(urdGT2) vorhandenen Oxygenasen, z.B. LndM2 oder
LndZ4/Z5, modifiziert wurde, k3nnen diese Oxygenasen nur
nichtglycosylierte Substrate umsetzen. Der Befund, dass eine
Verbindung ohne 3-OH-Gruppe, n;mlich 6, fr5her in der
Landomycin-Biosynthese auftreten soll als zwei Verbindun-
gen mit 3-OH-Gruppen, n;mlich 11 und 12, erscheint wider-
spr5chlich. In Versuchen mit der 5berexprimierten Oxyge-
nase JadH, die im Jadomycin-Weg die 12-Oxygenierung be-
wirkt,[25,26] wurde Prejadomycin (6) jedoch teilweise direkt in
Rabelomycin (12) umgewandelt, was nur durch eine Umla-
gerung zu erkl;ren ist, die mit einer Michael-Addition der 4a-
OH-Gruppe an 3-Position beginnt.[31] Eine solche Umlage-
rung wurde schon von Hutchinson et al. beobachtet, aber
nicht erkl;rt.[30] Schema 1 zeigt diese Umlagerung, illustriert

die wahrscheinlichsten Sequenzen des Urdamycin- und Lan-
domycin-Weges und enth;lt auch den Hybridweg zu den
neuen Prejadomycin-C-glycosiden, der durch die heterolog
exprimierte UrdGT2 eingeleitet wird.
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