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Die antitumorwirksame Hybrid-Verbindung
Premithramycinon H verweist indirekt auf ein
tricyclisches Intermediat der Biosynthese des
Aureolsiaure-Antibiotikums Mithramycin**

Felipe Lombd, Eva Kiinzel, Laura Prado,

Alfredo F. Brafia, Kai U. Bindseil, Jiirgen Frevert,
Dan Bearden, Carmen Méndez, José A. Salas* und
Jiirgen Rohr*

Professor Axel Zeeck zum 60. Geburtstag gewidmet

Seit den Pionierarbeiten von Hopwood et al. 19851 bietet
die Nutzung rekombinanter DNA interessante Perspektiven
fir die Erzeugung neuer ,nichtnatiirlicher” oder ,,Hybrid*-
Naturstoffe durch Manipulation von Biosynthese-Genclus-
tern (kombinatorische Biosynthese). Die kombinatorische
Biosynthese entwickelt sich derzeit zu einem potenten Werk-
zeug zur Produktion von struktureller Biodiversitidt. Daneben
sind Gendisruptions- und -rekombinationsexperimente ge-
eignet, Einblicke in Biosynthesewege zu gewihren.?!

Unsere Arbeiten haben sich auf Post-Polyketidsyntha-
se(PKS)-Schritte konzentriert, die hauptsichlich durch Oxi-
doreduktasen und Gruppentransferasen katalysiert werden.
Diese Schritte erfolgen spit innerhalb der Biosynthese und
sind oft maf3geblich an der Umwandlung biologisch inaktiver
Zwischenstufen in die aktiven Endprodukte beteiligt.?!

Wir beschreiben hier Experimente, in denen Mithramycin-
PKS-Gene mit Oygenase-Genen aus dem Tetracenomycin-
Gencluster rekombiniert wurden. Diese Experimente zielten
nicht nur auf die Erzeugung neuer, biologisch aktiver Hybrid-
Naturstoffe ab, sondern waren auch konzipiert, ein labiles,
frithes Intermediat der Mithramycin-Biosynthese abzufangen
und so indirekt Hinweise auf dessen Struktur zu erhalten.

Die Oxygenasen TcmG und TemH sind fiir die Einfithrung
von vier Sauerstoffatomen in der Biosynthese von Tetrace-
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nomycin C 4 verantwortlich. TcmH katalysiert die Oxidation
des ersten tetracyclischen Intermediats, des Anthrons Tetra-
cenomycin F11 zum Naphthacenchinon Tetracenomy-
cin D3 2. TemG ist fiir den letzten Biosyntheseschritt dieses
Wegs verantwortlich, die Umwandlung von Tetracenomy-
cin A2 3 in 4 (Schema 1), bei der weitere Sauerstoffatome
eingefiihrt werden.™
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Schema 1. Oxygenierungsreaktionen des Tetracenomycin-Biosynthese-
wegs.
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Mithramycin 8 ist der wichtigste Reprasentant der Aureol-
sidure-Antitumorantibiotika.’) Wihrend der letzten drei Jahre
konnten wir die Kenntnisse der Biosynthese dieser Antibio-
tika-Familie erheblich erweitern, wobei eine grof3e Zahl von
Genen des Mithramycin-Genclusters charakterisiert und
verschiedene Biosynthese-Zwischenstufen identifiziert wur-
den"! Die friihesten erkannten Intermediate sind das
tetracyclische Premithramycinon 6 und sein 4-Demethylderi-
vat 5,1 das durch etliche Methyl- und Glycosyltransferschritte
in Premithramycin B 7 umgewandelt wird. Aus diesem geht
schlieflich im Zuge einer oxidativen Ringo6ffnung und einer
sich daran anschlieBenden Ketoreduktion 8 hervor (Sche-
ma 2).[0 8]

Die Premithramycinone 5 und 6 &hneln Tetracenomy-
cin F1 1 insofern, als es sich auch um tetracyclische Biosyn-
theseintermediate handelt und die Ringe C und D von 5 und 6
identisch sind mit den Ringen A and B von 1. Daher sollte es
moglich sein, die Biosynthese von Mithramycin durch Ein-
fluss einer oder beider Oxygenasen des Tetracenomycin-C-
Genclusters so umzuleiten, dass Premithramycin- oder Mit-
hramycin-Analoga entstehen, in der die normalerweise aro-
matischen Ringe wie in 4 hoch funktionalisiert vorliegen. Bei
Erfolg konnten auch weitere Erkenntnisse beziiglich des
Mithramycin-Biosynthesewegs gewonnen werden, da hierbei
eine Zwischenstufe ,,abgefangen“ werden sollte.

Dieser Hypothese folgend nutzten wir zunéchst die Pre-
mithramycinon/4-Demethylpremithramycinon produzieren-
de Mutante Streptomyces argillaceus M7D171 als Wirt-
stamm, um zu priifen, ob diese Intermediate durch die
Fremdoxygenasen TcmG und/oder TemH modifiziert werden
konnen. In einem zweiten Experiment (siehe unten) verwen-
deten wir die Mutante S. argillaceus M702P), bei der die
Oxygenase MtmOII inaktiviert ist. Dieser Stamm akkumu-
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Schema 2. Der Biosyntheseweg von Mithramycin 8 iiber die wichtigsten
Zwischenprodukte Premithramycinon 6 und Premithramycin B 7.

liert ein bislang unbekanntes, sehr labiles Intermediat des
Mithramycin-Biosynthesewegs, das durch die Fremdoxygena-
sen ,,abgefangen“ werden sollte. Unerwartet fithrten beide
Experimente zu demselben Hybridprodukt. Das Plasmid
pWHM1026 enthilt den gesamten Gencluster von 4.1 Ein
2.5-kB-Ncol-BglII-DNA-Fragment (=auf beiden Seiten
blunt-ended) aus pWHM1026, das die Gene tcmG und tcmH
enthilt, wurde in die BamHI-Schnittstelle (blunt-ended) des
Plasmids pIAGO!!!l subkloniert und so unter die Kontrolle
des Erythromycin-Resistenzpromotors ermE gebracht. Die-
ses Konstrukt (pPFLOGH) wurde nun verwen-
det, um Protoplasten der Mutante M7D1 zu
transformieren. Der resultierende neue Hy-
bridstamm . argillaceus M7D1 (pFLOGH)
schien zunéchst hauptséchlich Premithramyci-
non 6 anzureichern, wenn er auf R5-Medium L
angeziichtet wurde, aber nach 7 Tagen Inkuba- —
tion wurde ein neuer gelber Farbstoff sichtbar,
der sich von den bekannten Produkten von
M7D1, 5 und 6, unterschied. Diese Substanz
wurde spater Premithramycinon H genannt.
Die bathochrome Verschiebung in ihrem UV-
Spektrum (A,,,, =290, 442 nm; 6: A, =280,
418 nm) sprach fiir ein Chinon, was durch die
typische Entfarbungsreaktion mit Natrium-
dithionit und die NMR-Daten (Tabelle 1)
bestatigt wurde. Die Strukturaufkldarung war
dadurch erschwert, dass das '"H-NMR-Spek-
trum fast nur Singuletts (d. h. kaum Fernkopp-
lungen) und das *C-NMR-Spektrum iiberwie-
gend Signale fiir quartire C-Atome enthilt.
Aus dem FAB-Massenspektrum ergab sich die
Summenformel C,;H,,O5. Dies und die weni-
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10 R= Ol
11 R=H, R = CH,CHz
12 R = OH, R'=CH2CH3
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Tabelle 1. NMR-Daten von Premithramycinon H 13.[%

Position 'H BC "J-y beobachtbar 4J-Kopplung
im HMBC-Spektrum ~ mit:[)

(Yun [Hz])

2 167.5

3 631 (d) 1127 2-C;4a-C;13-C 13-H, (0.5)

4 178.5

4a 126.6

5 144.2

6 7.96 (s) 126.6 4a-C;7-C;12a-C; 14-C  14-H, (nd)®l

6a 134.5

7 182.1

7a 136.5

8 7.07 (d) 1085 7-C;10-C; 11a-C 10-H (2)

9 1137 (s; OH) 1654

10 6.61 (d) 1094 8C;9-C;11-C; 11a-C  8-H (2)

11 12.85 (s; OH) 1654 10-C;11-C; 11a-C

11a 1111

12 185.7

12a 1224

12b 156.0

13 244 (d,3H) 204 2-C;3-C 3-H (0.5)

14 431 (s, 2H) 420 4a-C;5-C;6-C;15-C  6-H (nd)®

15 172.1

15-OCH;  3.58 (s,3H) 521

[a] In [D4]DMSO/1 % Trifluoressigsdure bei 11.74 T. [b] Aus H,H-COSY-
Spektrum ermittelt. [c] nd = nicht detektierbar im 1D-'"H-NMR-Spektrum.

gen detektierbaren H,H- und C,H-Fernkopplungen liefen
sich mit nur einer Struktur fiir Premithramycinon H in
Ubereinstimmung bringen, niamlich 13 (Tabelle 1).
Premithramycinon H 13 ist ein Biosynthese-Shuntprodukt,
das durch spontane Cyclisierung entsteht, z.B. aus 10, das
wiederum durch die Einwirkung von Oxygenase TcmH aus
dem tricyclischen Intermediat 9 gebildet wird (Schema 3).
Oxygenase TcmH oxididiert das Anthron 9 (in Schema 3 als
Enol gezeigt) zum Anthrachinon 10. Diese Anthrachinon-
bildung stabilisiert 9 und verdndert dessen Eigenschaften.
Vermutlich gleichzeitig mit dieser Oxidation erfolgt ein
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Schema 3. Normaler Biosyntheseweg zu Mithramycin 8 (durchgezogene Pfeile) und der neue
Shuntweg zu Premithramycinon H 13 (gestrichelte Pfeile), der durch die Fremdoxyge-
nase TcmH eingeleitet wird.
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Angriff der phenolischen 1-OH-Gruppe auf die 3'-Ketofunk-
tion (gestrichelter Pfeil), wihrend im normalen Biosynthese-
weg zu Mithramycin die Interketten-Cyclisierung zwischen
C-2" und der Estercarbonylgruppe (durchgezogener Pfeil)
stattfindet, der durch eine Mtm-Cyclase, vermutlich MtmX,
katalysiert wird.[®> 2] Das Intermediat 10 des vorgeschlage-
nen, von Oxygenase TcmH eingeleiteten Shuntwegs dhnelt
111?°1 und anderen frithen Zwischenstufen (z.B. Substanz
58B 12) von Anthracyclin- (z.B. Doxorubicin)-Biosynthe-
sen.'¥l 9 dhnelt 12-Desoxyaklanonsiure, einer postulierten
Zwischenstufe der Doxorubicin-Biosynthese,!'*] aber auch
Tetracenomycin F2.[41 Wie letzteres fiir den Tetracenomycin-
Biosyntheseweg reprisentiert 9 das bisher fritheste Interme-
diat der Mithramycin-Biosynthese, fiir das nun Belege
existieren. Premithramycinon H 13 ist ein Hybrid-Naturstoff,
der unter dem Einfluss der Fremdoxygenase TcmH entsteht,
wiahrend die andere heterolog exprimierte Oxygenase TemG
keinen Effekt ausiibt.'**] TemG reagiert nicht mit 10, obwohl
dieses seinem natiirlichen Substrat Tetracenomycin A2 3
beziiglich zweier Ringe (s.0.) gleicht. Wahrscheinlich benétigt
TemG eine methylierte 6-OH-Gruppe (diese entspricht der
3-OCH;-Gruppe in 3), um 10 weiter umsetzen zu konnen.
Da Premithramycinon H 13 nicht die Hydroxygruppen
enthilt, die von der Oxygenase MtmOII bei der Bildung von
4-Demethylpremithramycinon 5 eingefiihrt werden, konnte
vermutet werden, dass MtmOII eine nicht hydroxylierte
Biosynthesevorstufe von 5, z.B. 9, als Substrat benotigt:
M7D1 (pFLOGH) hydroxyliert dieses hypothetische Inter-
mediat 9 mit Hilfe der Oxygenase MtmOII, woraus schlie3-
lich 5§ und 6 resultieren, oder es ensteht Premithramycinon H
13 wegen des Eingreifens von TcmH. Diesem Gedanken
folgend wollten wir eine mogliche Reaktion von TecmH mit
dem von der Mutante M702 akkumulierten, oben erwihnten
instabilen Intermediat testen.’) Die Mutante M702 wurde
mit pPFLOGH transformiert, wonach der so rekombinierte
Stamm interessanterweise wiederum 13 bildete. Dies stiitzt
die Hypothese eines tricyclischen Intermediats 9, da Oxy-
genase MtmOII, von der erwartet wurde, entweder 9 oder ein
entsprechendes tetracyclisches Intermediat umzusetzen,!
nicht mehr wirken kann, sobald das Anthrachinon 10 durch
Eingreifen von TcmH gebildet wird. Im Unterschied zur
Mutante M7D1 (pFLOGH), die neben Premithramycinon H
13 auch 5 und 6 produziert, akkumuliert M702 (pFLOGH)
nur 13. Daraus folgt, dass das vorgeschlagene tricyclische
Intermediat 9 wahrscheinlich das echte Substrat der Oxy-
genase MtmOII ist, d.h., im normalen Biosyntheseweg zu
Mithramycin erfolgt der Oxygenierungsschritt, der von
MtmOII katalysiert wird, vor der SchlieBung des vierten
Rings zu 4-Demethylpremithramycinon 5. Dies widerspricht
friheren Annahmen, in denen wir ein tetracyclisches Substrat
fiir MtmOII formulierten.’) Da es bisher nicht gelang, das
instabile Produkt der Mutanten M702 zu isolieren, lieferte
das hier beschriebene ,,Abfangexperiment* die erste indirek-
te Information beziiglich des MtmOII-Substrats. Da die
Bildung von 13 aus 10 wegen der geringen Nucleophilie der
Anthrachinon-peri-Hydoxygruppen unwahrscheinlich ist,!4]
konnte es sein, dass 10 kein echtes Intermediat des Shuntwegs
zu 13 ist und TcmH entweder gleichzeitig mit oder kurz nach
der Pyranonbildung eingreift, die schon aus 9 heraus spontan
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erfolgt. Dies bedeutet wiederum fiir den normalen Biosyn-
theseweg zu Mithramycin 8, dass 9 kein Substrat der vierten
Cyclase sein kann und die Cyclisierung zu 5 erst nach
Einwirken von MtmOII auf das tricyclische Intermediat 9
erfolgt. Die Mutante M702 ist hinsichtlich der Desoxyzucker-
Biosynthese und des Glycosyltransfers anders als M7D1 nicht
beeintrichtigt, hat also noch die volle Fahigkeit, die Mith-
ramycin-Zucker zu bilden und anzukniipfen. Es wurden
dennoch keine glycosylierten 13-Derivate gefunden, vermut-
lich wegen mangelnder Substratflexibilitdt der Mtm-Glyco-
syltransferasen.

Wie Mithramycin 8 zeigt auch Pemithramycinon H 13
antibakterielle Aktivitdt gegen Micrococcus luteus und Strep-
tomyces albus. Auch die Antitumorwirksamkeit (Tabelle 2)['3]
bewegt sich etwa im gleichen Rahmen wie die von Mith-
ramycin, anders als bei Premithramycinon 6, das nicht anti-
bakteriell wirksam ist und nur eine sehr geringe Antitumor-
wirkung zeigt.

Tabelle 2. Proliferations-Inhibitions-Tests mit vier verschiedenen Krebs-
zelllinien (ICsy [pgmL~1]).13

13 8 6
Sqamous cell carcinoma KB 11.7 10 29.3
Melanoma SK-Mel 30 15.3 9.6 —lal
Non-small cell lung carcinoma A549 19.1 12.9 252
breast carcinoma MDA-MB 231 152 123 37.7

[a] Keine Inhibition (>40 pgmL").

Experimentelles

Mikroorganismen und Anzucht: S. argillaceus M7D11l und M702P
wurden als Wirtstimme fiir die Transformationen verwendet. Escherichia
coli XL1-Bluel'! wurde als Wirtstamm fiir das Subklonieren genutzt und
wurde bei 37°C auf TSB-Medium (trypticase soya broth, Oxoid) ange-
zogen. Als festes Wachstumsmedium der Klone wurde modifiziertes RS-
Agarmedium (R5A) verwendet.[%

DNA-Manipulationen: Plasmid-DNA-Praparationen, Restriktionsendo-
nuclease-Verdauungen, Behandlungen mit alkalischer Phosphatase, Liga-
tionen und andere DNA-Manipulationen erfolgten nach Standardverfah-
ren fiir E. colil'® oder Streptomyces.'! Protoplasten-Transformationen
der beiden Mutanten erfolgten ebenfalls nach Standardvorschriften, [
und Thiostrepton-resistente Transformanten wurden selektiert (25 mgL!
Thiostrepton).

Produktion und Isolierung von Premithramycinon H: Stamm M7D1
(pFLOGH) wurde 17 Tage bei 28°C auf R5-Agarplatten angezogen.
Stamm M702 (pFLOGH) wuchs in modifiziertem R5-Fliissigmedium!®
(3d, 30°C). In beiden Fillen wurde 50 mgL~! Thiostrepton zugesetzt. Die
Kulturen wurden viermal mit EtOAc/0.1 % HCO,H extrahiert, im Vakuum
auf etwa 20 mL eingeengt und zentrifugiert. Die HPLC-Analyse der
Extrakte ergab ein Hauptprodukt, das durch prédparative HPLC weiter
gereinigt wurde (Sdule: yBondapak C18 radial compression cartridge,
PrepPak Cartridge, 25 x 100 mm, Waters; Eluent: MeOH (Gradient von 50
bis 80% in 30 min)/0.1 % Trifluoressigsdure (TFA) in H,O); Flussge-
schwindigkeit 10 mLmin~!). Die vereinigten Eluate wurden mit 0.2m
Phosphatpuffer (pH 7.0) auf pH4.0 gebracht und mit der vierfachen
Menge H,O verdiinnt. Die resultierende Losung wurde durch Festphasen-
extraktion (Lichrolut RP-18, Merck) gereinigt, mit H,O gewaschen, um
Salze zu entfernen, mit MeOH eluiert und im Vakuum getrocknet. Eine
Endreiningung erfolgte an Sephadex LH-20 (MeOH/TFA 99:1).

Eingegangen am 9. August 1999 [Z13845]
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Generationsabhiingige, intramolekulare
CT-Komplexbildung in einem dendrimeren

El

ektronenschwamm mit Viologengeriist

Susanne Heinen und Lorenz Walder*

Nachdem in den vergangenen zwanzig Jahren effiziente
Wege zur Kaskadensynthese von Dendrimeren zugidnglich
gemacht worden sind, interessieren heute insbesondere syn-
ergistische Phanomene, die durch die Dendrimertopologie im

Zu

sammenspiel mit gezielt eingebauten molekularen Funk-

tionen zustande kommen.[ Eine wichtige Klasse bilden dabei
redoxaktive Funktionen, die a)im Kern,>3 b)in der Peri-
pherie®7 oder c) im Kern, in der Peripherie und in den Asten
vorliegen konnen.B!!l Die resultierenden dendritischen Ef-
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