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Zusammenwirken zweier difunktionaler Enzyme bei Aufbau und
Verkniipfung von Desoxyzuckern des Antitumor-Antibiotikums

Mithramycin**

Guojun Wang, Pallab Pahari, Madan K. Kharel, Jing Chen, Haining Zhu, Steven G. Van Lanen

und Jiirgen Rohr*

Durch Glycosyltransferasen (GTs) katalysierte Glycosylie-
rungsreaktionen gehoren zu den wichtigsten Strukturmodifi-
kationen, die oft notwendig sind fiir die Entfaltung biologi-
scher Aktivititen von Naturstoffen.! Die meisten GTs sind
strikt substrat- und regiospezifisch, es gibt aber einige Bei-
spiele, wo iiberraschend breite Substratspezifitidten gefunden
wurden, die fiir kombinatorisch-biosynthetische Ansitze ge-
nutzt werden konnen.[><!

Mithramycin (MTM), ein hochglykosyliertes Aureolsiu-
re-Antikrebs-Antibiotikum, besteht aus einem tricyclischen
Aglykon mit zwei Alkylseitenketten, das iiber den Polyke-
tidweg aufgebaut wird. An dieses gekniipft sind in 6- und 2-
Position fiinf Zuckerbausteine (drei p-Olivosen, eine D-
Oliose und eine D-Mycarose) in Form einer Disaccharid-
(Zucker A and B) und einer Trisaccharid-Kette (Zucker C-
E; Schema 1).[2] Diese Zuckerketten sind essenziell fir die
Fahigkeit von MTM, an DNA zu binden und diese zu ver-
netzen, wodurch Replikations- und Transkriptionsvorgédnge
verhindert werden.”! Etliche Studien wurden durchgefiihrt,
um den biosynthetischen Aufbau dieser MTM-Saccharidket-
ten aufzukldren. Gen-Inaktivierungsexperimente fithrten zu
der Erkenntnis, dass MtmGIV den ersten Glykosylierungs-
schritt katalysiert (Verkniipfung von Zucker C), gefolgt von
dem Transfer von Zuckerbaustein D durch MtmGIIL" Nach
Fertigstellung des Trisaccharids transferieren dann MtmGI
und MtmGII die beiden p-Olivose-Bausteine (Zucker A und
B) des Disaccharids.” Jedoch verblieb Unklarheit beziiglich
des Transfers des D-Mycarose-Bausteines (Zucker E) der
Trisaccharidkette, dem keine GT zugeordnet werden konnte.
MtmGIV wurde als verantwortlich fiir diesen Schritt vorge-
schlagen,® doch es blieben erhebliche Zweifel; denn eine
Doppelrolle einer GT, die zwei verschiedene Zucker-Donor-
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Schema 1. Uberblick tiber die Biosynthese und Struktur von MTM.

Zuckerbausteine A, B und C: p-Olivose; Zucker D: p-Oliose: Zucker E:
D-Mycarose.

und zwei erheblich unterschiedliche Akzeptorsubstrate ver-
wendet, war bislang nicht bekannt. Bis vor kurzem gab es
auch noch Liicken im Wissen iiber den Biosyntheseweg von
D-Olivose, dem wichtigsten Zuckerbaustein von MTM.
Jedoch konnte eine Rekonstitution der Biosynthese von
Thymidindiphosphat(TDP)-p-Olivose unter Verwendung
von Enzymen des MTM-Biosyntheseweges oder von funk-
tionell-squivalenten Homologen (Schema 2)I"! kliren, dass
MtmC die 4-Ketoreduktion katalysiert. Zuvor war MtmC nur
als S-Adenosylmethionin(SAM)-abhingige C-Methyltrans-
ferase beschrieben worden, die zur Biosynthese des ver-
zweigten D-Mycarose-Bausteines (Zucker E)  beitragt.[!
MtmTIII agiert dort als einmalige 4-Ketoreduktase und folgt
unmittelbar dem MtmC-katalysierten Schritt (Schema 2).
Um die exakten Rollen von MtmGIV, MtmC und
MtmTIII beim Aufbau der Trisaccharidkette zu kldren, haben
wir nun den Biosyntheseweg von D-Mycarose in vitro re-
konstituiert. MtmC wurde iiberproduziert in Escherichia coli
wie zuvor beschrieben,” gereinigt bis fast zur Homogenitit
(siche Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen) und
dann beziiglich seiner C-Methyltransferase-Aktivitit getes-
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Schema 2. Biosyntheseweg der MTM-Zuckerbausteine. Beachtlicher-
weise spielt MtmC eine Doppelrolle als C-Methyltransferase und
4-Ketoreduktase.

tet, unter Verwendung von TDP-4-Keto-p-Olivose (2,
Schema 2) und SAM als Substraten. 2 wurde ausgehend von
TDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose (1) hergestellt, unter Ver-
wendung des Enzympaars OleV/OleW (wobei OleV ein
MtmV-Homolog des Oleandomycinweges ist)® und eines
NADPH-Regenerationssystems bestehend aus Glucose-6-
phosphat und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
(G6PD).1"

Das Substrat 2 wurde verbraucht, wenn MtmC mit reinem
2 und SAM inkubiert wurde, jedoch konnte kein neues TDP-
Zucker-Produkt detektiert werden (Abbildung S2). Wenn
dagegen reines 2 durch eine Rohpriparation (OleV/OleW-
Reaktionen zur In-situ-Herstellung von 2) ersetzt wurde,
konnte ein neues Produkt beobachtet werden, das zusammen
mit TDP-p-Olivose (3) eluiert (Abbildung 1, Spur b). Dieses
neue Produkt konnte nicht weiter reduziert werden, weder
durch MtmTIII noch chemisch mit NaBH, (Abbildung 1,
Spur ¢ und d), sodass ein Ketozuckerderivat ausgeschlossen
werden konnte. Das Produkt wurde schlieBlich durch 'H-
NMR-Spektroskopie als 3 identifiziert (siche die Hinter-
grundinformationen). Seine Bildung kann durch die zuvor
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Abbildung 1. HPLC-Spuren von Zuckerreaktionen, die von MtmC kata-
lysiert werden. a) rohes 2 ohne MtmC; b) rohes 2 + MtmC + SAM +
NADPH; c) Hinzugabe von MtmTIIl und NADPH zu (b); d) Hinzuga-
be von NaBH, zu (b); €) MtmC + reines 2 + NADPH. A,s,: Absorpti-
on bei 254 nm Wellenlange.
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beobachtete 4-Ketoreduktase-Aktivitdit von MtmC erklért
werden. Diese Reduktion fand auch statt, wenn MtmC mit
reinem 2 und NADPH inkubiert wurde (Abbildung 1,
Spur e). Obwohl es unméglich war, ausgehend von reinem 2
und SAM ein methyliertes MtmC-Produkt zu finden, war aus
dem Verschwinden von 2 zu schlieBen, dass eine Reaktion
stattgefunden hatte, die offenbar zu einem instabilen Produkt
fuhrte. Es ist moglich, dass die axiale 3-OH-Gruppe, die
gleichzeitig mit der 3-Methylierung gebildet wird, das proxi-
male Phosphat angriff und die Phosphodiesterbindung spal-
tete, wobei der durch HPLC-UV detektierbare Thymidin-
Chromophor (Abbildung S2) verloren ging, analog zu einem
Mechanismus, den andere und wir Kkiirzlich identifiziert
haben."”)

Wir erhofften nun, diese Instabilitit des methylierten
Zuckerproduktes durch Kupplung der Methylierungsreaktion
mit dem erwarteten MtmGIV-Glycosyltransfer zu umgehen.
Wir versuchten deshalb, das Enzym MtmGIV in E. coli
tiberzuproduzieren. Dieser Ansatz fithrte zwar zu einem 16s-
lichen Protein, das aber inaktiv war. Auch der Versuch,
funktionelles MtmGIV iiber S. lividans TK64 zu gewinnen,
schlug fehl, aber es gelang, das mtmGIV-Gen in der S.-argil-
laceus-AmtmGIV-Mutante M3G4 tiberzuexprimieren. Diese
Mutante produziert Primithramycinon (6, Schema 1 und 3),*
und die Komplementierung mit mtmGIV restaurierte die
MTM-Produktion vollstindig, was auch bedeutete, dass ak-
tives MtmGIV iiberproduziert wurde (Abbildung S3).
MtmGIV konnte aus dieser komplementierten Mutante iso-
liert und nahezu zur Homogenitét gereinigt werden (Abbil-
dung S4).

Zunichst wollten wir die Glykosyltransferase-Aktivitat
von MtmGIV iiberpriifen, indem wir seine erste Glykosylie-
rungsreaktion (Schema 3) testeten, ndmlich den Transfer von
D-Olivose (Zucker C) auf das Akzeptorsubstrat 6. Inkubation
von MtmGIV mit 6 und purem 3 fithrte zum Auftreten eines
neuen Peaks (Abbildung 2, Spur a) mit einem [M—H] -Ion
bei m/z 543.1 (Abbildung S5), dessen HRMS- (Tabelle S1)
und 'H-NMR-Spektren (Abbildung S6) konsistent mit der
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Abbildung 2. HPLC-Spuren der MtmGIV-katalysierten Glycosylierungs-
reaktionen, mit 6 (a—c) oder 8 (d,e) als Akzeptorsubstrat. a) MtmGIV
+ 6 + 3; b) MtmGIV + 6 + Uberschuss an 3 (0.8 mm); ¢) MtmGIV +
6 -+ 2; d) MtmGIV + 8 + in situ erzeugtes 5; e) MtmGIV + 8 +

in situ erzeugtes 4. In Klammern sind Umsitze [%] angegeben. A,
Absorption bei 420 nm Wellenlange.
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10,11, 17,18 den [M—H] -Ionen mit m/z
541.1 bzw. 559.1 (Abbil-
dung S5) und die dazuge-
horigen HRMS-Daten (Ta-
belle S1) bestiitigten die
Summenformeln fiir das er-
wartete 4-Keto-D-olivosyl-
Pramithramycinon

(C5;HyOy,, 12, Schema 3)
und sein Hydrat (C,;H,30;3,
12a), was bewies, dass
MtmGIV sowohl den 4-Ke-
/' tozucker als auch den nor-
3 malen reduzierten Zucker
auf das Akzeptorsubstrat 6
ibertragen kann. Diese
Flexibilitat von MtmGIV
beziiglich des Zuckerdo-
norsubstrats wurde hier
zum ersten Mal in vitro de-
monstriert. Um zu testen,
ob die 4-Ketoreduktion des
C-Zuckers wihrend der
MTM-Biosynthese vor oder
nach der MtmGIV-kataly-
sierten Reaktion stattfindet,
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Schema 3. Vorgeschlagene Biosynthesewege fiir den Aufbau der MTM-Trisaccharid-Seitenkette und Strukturen

nichtnatiirlich glykosylierter Pramithramycine.

Struktur von Prémithramycin Al (7) waren, wodurch die
Enzymaktivitdt von MtmGIV und dessen Rolle als Initiator
der Trisaccharidkette bestétigt wurden. Wie erwartet waren
die Kontrollproteine, die aus M3G4-Zellen gewonnen
wurden, die nur den leeren Vektor enthielten, nicht in der
Lage, 6 zu glykosylieren. Es zeigte sich, dass MtmGIV optimal
bei pH 8 reagiert (Abbildung S7). Bei Uberschussmengen
von 3 bewirkte MtmGIV interessanterweise auch eine
mehrfache, iterative Ubertragung von p-Olivose-Einheiten
auf 6, was zu Di- und Triolivosyl-Pramithramycinonen (10
und 11, Schema 3) fiihrte (Abbildung 2, Spur b). Die Struk-
turen 10 und 11 wurden durch HRMS bestétigt (Tabelle S1).

Weil einige friiher isolierte MTM-Derivate Ketozucker in
C- und E-Position enthielten,”! wollten wir auch testen, ob
MtmGIV Ketoolivose (2) iibertragen kann. Der Test mit
Akzeptorsubstrat 6 und Donorsubstrat 2 ergab zwei neue
Produkte, die im LC-MS-Retentionszeiten (tg,, ) von 20.3 und
16.3 min aufwiesen (Abbildung 2, Spur c¢). Die entsprechen-

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

spricht. Diese Schlussfolge-
rung wurde weiterhin durch
Einzelsubstrat-Kinetikex-
perimente bestatigt. Die
Reaktionen mit beiden
Substraten folgten typischen Michaelis-Menten-Kinetiken,
mit Ky = (0.25+£0.04) mm und k., = (2.2 +£0.1) min' beziig-
lich 3 sowie Ky=(021+£0.04)mm und k., =011+
0.02) min~" beziiglich 2 (Abbildung S8).

Nachdem die erste Funktion von MtmGIV, der p-Olivo-
syl-Transfer auf das Akzeptorsubstrat 6, bestétigt war,
wandten wir uns dem zweiten fiir MtmGIV postulierten
Glykosyltransfer zu: Es galt zu testen, ob eine Mischung der
Enzyme MtmC, MtmTIIIl und MtmGIV in der Lage ist,
1) in situ TDP-D-Mycarose aus 2 zu synthetisieren und 2) den
Mycarosyltransfer auf Pramithramycin A2 (8, Schema 3) zu
katalysieren. Als MtmC, MtmTIII und MtmGIV mit 2, dem
Akzeptorsubstrat 8, SAM und NADPH inkubiert wurden,
zeigte die HPLC-Analyse einen neuen Peak fiir eine Ver-
bindung, die gemeinsam mit Pramithramycin A3 (9) eluierte
(Abbildung 2, Spur d). Das LC-MS zeitigte ein [M—H] -Ion
bei m/z 831.3 (Abbildung S5), was konsistent ist mit der
Summenformel C,;H;,0.5 von 9. Diese wurde auch durch
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HRMS (Tabelle S1) und 'H-NMR-Spektroskopie (Abbil-
dung S9) bestitigt.

Die Daten beweisen, dass MtmGIV tatsichlich zwei
Glykosylierungsschritte der MTM-Biosynthese katalysiert,
wobei zwei strukturell unterschiedliche Zuckerbausteine auf
zwei wesentlich unterschiedliche Akzeptormolekule iiber-
tragen werden. MtmGIV scheint dabei eng mit MtmC zu
kooperieren, was uns veranlasste, MtmC weiter zu untersu-
chen. Die C-Methyltransferase-Aktivitit von MtmC wurde
weiter getestet durch Weglassen von MtmTIII und NADPH
aus der oben beschriebenen Reaktionsmischung, die nun nur
noch aus MtmC, MtmGIV, 2, 8 und SAM bestand. Diese
Enzymmischung erzeugte zwei neue Produkte, mit HPLC-
Peaks bei tg, =24.3 bzw. 19.8 min lieferten (Abbildung 2,
Spur e). Die LC-MS-Analyse dieser Peaks ergab [M—H] -
Tonen mit m/z 829.3 und 847.4 (Abbildung S5), die mit den
Summenformeln C,;H5,O,4 (fiir 4-Keto-pD-Mycarosyl-Prami-
thramycin A2 13, Schema3) bzw. seiner Hydratform
(C4Hs,049, 13a) iibereinstimmten, was durch HRMS (Ta-
belle S1) bestitigt wurde. Die Resultate bewiesen, dass ein
Methyltransfer auf 2 erfolgt war, was Keto-D-Mycarose ergab,
und dass auch im zweiten MtmGIV-katalysierten Schritt ein
Ketozucker tibertragen werden konnte. Die Glycosylierung
erfolgt auch mit Pramithramycin A2’ (8a, Schema 3) als Ak-
zeptorsubstrat (Abbildung S10). Indirekt bestdtigten diese
Versuche auch invitro die Funktion von Ketoreduktase
MtmTIII fiir die pD-Mycarose-Biosynthese, die zuvor auf-
grund eines mtmTIII-Inaktivierungsexperiments postuliert
worden war,® was zur Akkumulierung von 4E-Ketomithra-
mycin fiihrte.

Basierend auf der hier gezeigten ungewohnlichen Sub-
stratflexibilitit von MtmGIV in der MTM-Biosynthese,
wollten wir nun die Substratspezifitdt von MtmGIV genauer
untersuchen, indem wir andere Akzeptoren und weitere
TDP-Zucker-Donorsubstrate priiften. Die Glykosylierung
von Zuckerbaustein C auf 6 wurde zunéchst mit einer Gruppe
von TDP-aktivierten Zuckern getestet (Abbildung S11). Ein
neuer Peak mit #z,, = 16.2 min wurde mit TDP-p-Chinovose
als Donor beobachtet (Abbildung 3, Spur a). Das [M—H] -
Ton bei m/z 558.9 (Abbildung S5) ist dabei konsistent mit der
Summenformel C,;H,40,; fiir p-Chinovosyl-Pramithramyci-
non (14), was durch HRMS (Tabelle S1) bestitigt wurde. Wir
préaparierten auch zwei TDP-Zucker mit axialer 3-OH-

Ag20

t/ min —»

Abbildung 3. HPLC-Spuren der Substratflexibilitatsstudien von
MtmGIV mit 6 als Akzeptorsubstrate. a) MtmGIV + 6 + TDP-p-Chino-
vose; b) MtmGIV + 6 + in situ erzeugte TDP-4-Keto-p-digitoxose;

c) MtmGIV + 6 + in situ erzeugte TDP-p-Digitoxose.
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Gruppe, TDP-4-Keto-p-Digitoxose und TDP-p-Digitoxose
(Abbildung S11). Der zuerst genannte Zucker wurde in situ
durch Inkubation von 1 mit OleV und EryBII (eine 3-Keto-
reduktase des Erythromycin-Biosyntheseweges) herge-
stellt."” Die LC-MS Analyse ergab zwei neue Peaks bei tz,, =
20.4 und 16.6 min (Abbildung 3, Spur b), mit [M—H] -Ionen
mit m/z 541.0 bzw. 559.0 (Abbildung S5), die die Summen-
formeln C,H,s0;, von 4-Keto-p-Digitoxosyl-Pramithra-
mycinon (15) und seiner Hydratform (C,;Hy0O;;, 15a; Ta-
belle S1) bestitigten. Der zuletzt genannte Zucker wurde
unter den gleichen Bedingungen, jedoch unter Hinzunahme
von MtmTIII und NADPH, hergestellt. Die LC-MS-Analyse
ergab einen neuen Peak mit fz, =17.2 min (Abbildung 3,
Spurc) und einem [M—H] -Ion bei m/z 543.2 (Abbil-
dung S5), was die Summenformel C,;H,;0,, von D-Digi-
toxosyl-Pramithramycinon (16) bestitigte. Die Strukturen
von 15 und 16 wurden ferner durch HRMS (Tabelle S1) be-
stitigt. Zusammengenommen zeigen unsere Versuche, dass
MtmGIV iber eine ungewohnlich breite Substratspezifitit
beziiglich der stereochemischen Konfiguration der 3-Position
von Zuckerdonoren verfiigt, aber rigoros die Konfiguration
der 4-Position kontrolliert und 2,6-Didesoxy-D-Zucker be-
vorzugt.

Die gleiche Gruppe TDP-aktivierter Zucker wurde auch
hinsichtlich der zweiten von MtmGIV katalysierten Glyko-
syltransferreaktion getestet, fiir die wir den Transfer auf beide
potenziellen Disaccharid-Akzeptorsubstrate, 8 und 8a, iiber-
priiften. Uberraschenderweise konnte MtmGIV hier auBler 4
und 5 keine anderen TDP-Zucker umsetzen (Tabelle S2). Am
meisten wunderten wir uns, dass MtmGIV nicht einmal D-
Digitoxose iibertrug, obwohl MTM-Analoga mit p-Digito-
xose in E-Position zuvor beschrieben wurden.?>!!]

Unserer Beobachtung folgend, dass MtmGIV mehrere
sequenzielle D-Olivosyltransferschritte mit dem Akzpetor 6
ausfiithren kann, und so mono-, di- und triglykosylierte MTMs
erzeugt, testeten wir auch, ob MtmGIV das Monosaccharid 7
als Akzeptorsubstrat toleriert (Schema 3). In Gegenwart von
3 und 7 produzierte MtmGIV umgehend die Verbindungen 10
und 11 (Abbildung 4, Spur a, und S12). Inkubation von
MtmGIV mit 7 und dem Ketozucker 2 ergab zudem zwei
weitere neue Produkte mit tz, =20.5 und 16.9 min (Abbil-

10 (52.7%)
] 7
i
11 (6.8%)
M a)

17a—» .
As (34.8%) |1 17 (13.5%) b
628 «18(10.8%) o)
i\« (9.7%) d)
T T T ]
10 15 20 25 30

t/ min —»

Abbildung 4. HPLC-Spuren der Substratflexibilititsstudien von
MtmGIV unter Verwendung von 7 als Akzeptorsubstrat. a) MtmGIV +
7 + 3; b) MtmGIV + 7 + 2; ¢) MtmGIV + 7 + in situ erzeugtes 3 und
5 durch Hinzufiigen von MtmC, MtmTIIl, SAM und NADPH zu (b);
d) MtmGIV + 7 + in situ erzeugtes 3 durch Hinzufiigen von MtmC
und NADPH zu (b).
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dung 4, Spur b). Die LC-MS-Analyse zeigte zwei [M—H] -
Tonen bei m/z 671.2 bzw. 689.1 (Abbildung S5), bestitigt
durch HRMS (Tabelle S1), die die Summenformeln von 4-
Keto-p-Olivosyl-Pramithramycin Al 17, mlz 672.2,
C43H34045) und seines Hydrats (17a, m/z 690.2, C3;3H;33044)
etablierten. Als wir jedoch testeten, ob MtmGIV D-Mycarose
auf 7 iibertragen kann, mit in situ erzeugtem 5, zeigte das LC-
MS statt des erwarteten D-Mycarosyl-Pramithramycins Al
(m/z 702.2) zwei Produkte, sichtbar als zwei Peaks mit fz., =
17.8 und 20.7 min (Abbildung 4, Spur c¢) mit [M—H] -Ionen
bei m/z 673.2 bzw. 817.2 (Abbildung S5). Das erste Ion ent-
spricht einem Disaccharid-Produkt, das eine weitere D-Oli-
vose enthilt, wobei MtmC offenbar eine Reduktion des Ke-
tozuckers 2 statt der erwarteten Methylierung zu b-Mycarose
katalysierte. Dasselbe Produkt entstand, wenn MtmTIII und
SAM aus der Enzymmischung entfernt wurden (Abbildung 4,
Spur d). Der zweite Peak entsprach nach HRMS-Analyse
(Tabelle S1) einem Produkt mit Summenformel C,Hs,Oyg,
d.h. einem Trisaccharid (18), das durch sequenziellen D-
Olivosyl- und D-Mycarosyl-Transfer gebildet wurde. Diese
Resultate zeigten klar, dass MtmGIV allein die Bildung von
Trisaccharid-Produkten katalysieren kann, wiahrend MtmC
parallel sowohl TDP-p-Olivose als auch TDP-b-Mycarose
aus 2 herstellen kann, unter Einsatz seiner 4-Ketoreduktase-
bzw. C-Methyltransferase-Aktivitidten.

Zusammenfassend haben wir zwei Enzyme funktionell
untersucht und zugeordnet, die bei der Biosynthese der MTM
Trisaccharidkette eng miteinander kooperieren. Beide
Enzyme spielen hierbei eine Doppelrolle. MtmGIV ist ver-
antwortlich fiir die Ubertragung von zwei unterschiedlichen
Zuckerbausteinen, die als Zucker C und E in MTM eingebaut
werden. MtmGIV arbeitet eng mit MtmC zusammen, das ein
und dasselbe Substrat 2 entweder durch Reduktion oder
Methyltransfer unter Verwendung des entsprechenden Co-
substrates (NADPH bzw. SAM) in eines der Zucker-Donor-
substrate TDP-D-Olivose oder TDP-D-Mycarose umwandelt,
je nachdem welche der beiden MtmGIV-Aktivititen unter-
stiitzt wird. Einige wenige iterativ agierende GTs wurden
zuvor in der Literatur beschrieben, zum Beispiel AveBI,
AknK, LanGT1 oder LanGT4,'” alle diese Enzyme ver-
wenden jedoch ein- und dasselbe Zucker-Donorsubstrat.
Unseres Wissens ist MtmGIV die erste charakterisierte GT,
die zwei deutlich unterschiedliche Akzeptor- und zwei un-
terschiedliche Donorsubstrate in einem Biosyntheseweg
umsetzt. Die Entdeckung dieser beiden difunktionalen
Enzyme erklart zwei zuvor fehlende Aktivititen, die fiir die
MTM-Biosynthese essenziell sind, und die nicht einfach
durch Bioinformatik-Analyse von Genprodukten vorherge-
sagt werden konnten. Auf der Grundlage der hier beschrie-
benen Resultate konnen wir einen vollstindigeren Biosyn-
theseweg fiir MTM formulieren, und sie bereiten eine Platt-
form fiir chemoenzymatische Synthese neuer glykosylierter
MTMs unter Ausnutzung der Substratflexibilitit von
MtmGIV. Neben den erwidhnten GTs wurden auch andere
difunktionale Enzyme beschreiben, zum Beispiel iterativ
agierende Ketosynthasen, Cyclasen/Aromatasen und vor
kurzem eine weitere Reduktase/Methyltransferase. Man
kann vermuten, dass weitere multifunktionale Enzyme im

Zusammenhang mit dem Sekundirmetabolismus darauf
warten, entdeckt zu werden. Nur wenige solcher Enzyme
wurden bislang biochemisch untersucht.” !
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