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Glycosyltransferasen

Die Glycosyltransferase UrdGT2 katalysiert
sowohl C- als auch O-glycosidischen
Zuckertransfer**
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Koji Ichinose, Monika Weber, Ursula von Mulert,
Jon S. Thorson und Andreas Bechthold*
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Die Bioaktivitit vieler Naturstoffe, darunter wertvolle Anti-
biotika und Cytostatika, hidngt von regio- und stereospezifisch
verkniipften Zuckermolekiilen ab.!! Trotz wesentlicher Fort-
schritte in den letzten Jahren ist es immer noch &duflerst
schwierig, durch chemische Synthese die Zuckersubstitutio-
nen von Naturstoffen zu verdndern. Daher ist der Einsatz von
Glycosyltransferasen (GTs) von besonderem Interesse, um
auf chemoenzymatischem Weg oder durch In-vivo-Ansitze
komplexe naturstoffbasierte Wirkstoffe, z.B. Glycopeptid-
und Macrolidantibiotika,” zu erzeugen.

Naturstoff-GTs tibertragen den Zucker von einem Donor-
substrat, in den meisten Fillen ein nucleotidaktivierter
Zucker, auf das Sauerstoffnucleophil eines Acceptorsub-
strats, typischerweise eine Hydroxygruppe eines Aglycons
oder eines weiteren Zuckers. Einige wenige GTs konnen
jedoch C-C-Verkniipfungen oder in seltenen Fillen C-N-
Verkniipfungen aufbauen. Die Produkte solcher C-GTs sind
von besonderem pharmazeutischem Interesse, da sie isoste-
rische Analoga zu O-Glycosiden sind, die jedoch nicht durch
Glycosidasen abgebaut werden.”) Zwar gewihrt die steigende
Zahl an Kristallstrukturen von O-GTs!* zunehmend Einblick
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in den Mechanismus des O-Glycosyltransfers, der Mecha-
nismus des C-Glycosyltransfers ist hingegen bislang unklar.
Als ersten Schritt zur Aufkldrung dieses Mechanismus
berichten wir hier, dass die aus der Urdamycinbiosynthese
stammende C-GT UrdGT2 ungewohnlicherweise sowohl C-
als auch O-glycosidische Bindungen bilden kann. Weiter wird
diskutiert, welche Folgerungen diese Untersuchung hinsicht-
lich des Mechanismus des enzymatischen C-Glycosyltransfers
zuldsst und welche Anwendungen im Bereich der Wirkstoff-
entwicklung aus dieser Erkenntnis heraus moglich werden.
UrdGT?2 ist eine gut untersuchte C-Glycosyltransferase
aus dem Bodenbakterium Streptomyces fradiae Tii2717. Das
Enzym katalysiert den ersten Zuckertransfer in der Biosyn-
these des cytostatischen Urdamycins, die Ubertragung einer
2,6-Didesoxy-D-glucose (D-Olivose) auf das C9 eines Poly-
ketids mit einem Benz[a]anthrachinon-Grundgeriist. Das
Produkt dieser Reaktion ist das $-C-Glycosid Aquayamycin
(Schema 1, 1).5° UrdGT2 hat eine bemerkenswerte Flexibi-
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Schema 1. Aquayamycin (1), das natiirliche Produkt von UrdGT2, und
das Substratmimetikum 1,2-Dihydroxyanthrachinon (2). Das juglonar-
tige Acceptormotiv ist rot markiert.

litit gegeniiber dem Donor- und Acceptorsubstrat,”! die
Regioselektivitdt (der Zucker wird ortho zur phenolischen
OH-Gruppe angefiigt) und die Stereoselektivitiat (Inversion
der anomeren Konfiguration) bleiben hingegen stets gleich.
Fiir die Regioselektivitdt des C-Glycosyltransfers auf aroma-
tische Polyketide scheint ein elektronenliefernder Substituent
essenziell zu sein, da arylischer C-Glycosyltransfer aus-
schlieBlich ortho und/oder para zu diesem erfolgt.’! Die
Primérsequenz von UrdGT2 ist der von LanGT2, einer O-GT
aus der Landomycinbiosynthese, auffallend &dhnlich (50 %
identische Aminosiuren).”) Diese bemerkenswert konser-
vierte Sequenz veranlasste uns, das O-GT-Potenzial von
UrdGT2 zu untersuchen.

Als Substratanalogon diente 1,2-Dihydroxyanthrachinon
(Schema 1, 2), das das minimale Strukturmotiv enthélt, um
von UrdGT2 als Acceptorsubstrat erkannt zu werden.”! Fiir
die Fitterungsexperimente wurde der Stamm S. fradiae
XKS' verwendet, eine Mutante, die speziell fiir Biokon-
versionsexperimente generiert wurde.'*! Zur Kontrolle wurde

[*] Dieser Stamm unterscheidet sich vom Wildtyp S. fradiae Ti2717
hinsichtlich einer chromosomalen 0.9-kb-Deletion innerhalb des
Genlocus fiir die Urdamycin-Polyketidsynthase (urdA-C). Die Gene
fiir Synthese und Glycosyltransfer der nativen Urdamycin-NDP-
Zucker bleiben von dieser Mutation unberiihrt. Das Ausschalten der
endogenen Polyketidproduktion eliminiert jegliche Substratkonkur-
renz durch das native Urdamycin-Aglycon. Die Analyse und Isolation
neuer Derivate wird durch den fehlenden Hintergrund stark verein-
facht.
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die Fiitterung in der urd GT2-Deletionsmutante S. fradiae BF-
1-18! durchgefiihrt.

Nach der Fiitterung von S.-fradiae-XKS-Kulturen mit 2
wurde in der HPLC-UV/Vis-Analyse des Rohextraktes eine
neue Substanz mit dem charakteristischen UV/Vis-Spektrum
des 1,2-dihydroxyanthrachinoiden Chromophors gefunden.
Die Retentionszeit betrug 17.38 min im Vergleich zu
20.38 min fiir 2 (Abbildung 1). Durch ESI-MS-Analyse
konnte das Molekiilion mit m/z 369 [M—H'] bestimmt
werden, in Einklang mit der Ubertragung einer Didesoxy-
hexose auf 2. Demgegeniiber wurde 2 vom Kontrollstamm
S. fradiae BF-1-1 nicht umgesetzt, was belegt, dass es nur in
Anwesenheit von UrdGT2 glycosyliert wird.

2
A/mAU
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. 3 Al L~
100 —
20 t/min —

Abbildung 1. Futterung von 1,2-Dihydroxyanthrachinon (2) zu Kulturen
von S. fradiae XKS resultiert in einem neuen Signal mit konserviertem
UV/Vis-Spektrum (3).

Um die Struktur der neuen Substanz aufzukliren, wurden
aus einer 5.2-L-Fermentation 8.5 mg des Derivats aufgerei-
nigt. Die Summenformel wurde massenspektrometrisch zu
C,0H,50; bestimmt. Die 'H- und *C-NMR-Daten bestitigten,
dass die Aglyconstruktur in der neuen Substanz 2 ent-
sprach.') Aus den NMR-Daten ging weiterhin hervor, dass
die Zuckereinheit Olivose war. Die absolute Konfiguration
des Zuckers wurde nicht bestimmt. Da jedoch die transaxiale
9.5-Hz-Kopplung zwischen dem anomeren Proton und 2'-H,
eine B-glycosidische Verkniipfung des Zuckers belegt, ist es
wegen des invertierenden Mechanismus beim Glycosyltrans-
fer (dieser erlaubt die Zuordnung einer a-Konfiguration zu L-
Zuckern und einer f-Konfiguration zu p-Zuckern)!'” duBerst
wahrscheinlich, dass eine D-Olivose vorlag.™ AuBerdem
wurde in dem gut untersuchten S.-fradiae-Stamm Tu2717
nie L-Olivose nachgewiesen. Schlieflich konnte die C2-
Verkniipfung des Zuckers an das Aglycon mittels HMBC-
Analyse (HMBC = heteronuclear multiple bond correlation
spectroscopy) nachgewiesen werden (Schema 2). Bei dem
neuen Produkt handelt es sich daher hochstwahrscheinlich
um ein 2-0-B-p-Olivosyl-1,2-dihydroxyanthrachinon (3).

Als einleitender Schritt des O-glycosidischen Zucker-
transfers wird angenommen, dass eine katalytische Base das
Proton der Acceptorhydroxygruppe abstrahiert. Dem folgt
der nucleophile Angriff des Sauerstoffatoms auf das anomere
Kohlenstoffatom des aktivierten dNDP-Zuckers.""! Demge-
geniiber konnen fiir die C-Glycosylierung aromatischer Poly-
ketide wenigstens zwei Mechanismen vorgeschlagen werden:
Mechanismus I erfordert die O-Glycosylierung der phenoli-
schen Hydroxygruppe, gefolgt von einer O-C-Umlagerung.
Dieser Mechanismus wird in zweierlei Hinsicht indirekt
gestiitzt: Zum einen haben O- und C-GTs, wie im Fall von
UrdGT2 und LanGT2, oftmals signifikante Sequenzhomolo-
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Schema 2. Umsatz von 1,2-Dihydroxyanthrachinon (2) zu 2-O-f3-p-Oli-
vosyl-1,2-dihydroxyanthrachinon (3). Die HMBC-Kopplung zwischen
der p- Olivose und dem Aglycon ist rot markiert.

gien. Zum anderen zeigen chemische Modelle, dass sich
arylische O-Glycoside mit Lewis-Sduren leicht in die ent-
sprechenden ortho-C-Glycoside umlagern. Hierbei werden
vorwiegend a-Glycoside gebildet.> Allerdings konnten in
diesen Modellstudien keine para-substituierten Derivate
gefunden werden.

Mechanismus II ist im regiochemischen Sinn analog zu
einer direkten Friedel-Crafts-Substitution am Aromaten.
Dies wird durch Modellstudien gestiitzt, in denen
[Cp,ZrCL]/AgClO, (Cp = CsHs;) die Kupplung von Methoxy-
naphthalinderivaten mit Glycosylfluoriden begiinstigt. Hier-
bei kommt es zur Bildung von ortho- und para-substituierten
C-Glycosiden, wobei (B-Glycoside dominieren.'®! Ein fiir
natiirlich vorkommende arylische C-Glycoside typisches 1-
hydroxanthrachinoides System ist fiir diesen Mechanismus
geeignet, da der elektronenliefernde Effekt der 1-OH-
Gruppe, und damit die Nucleophilie der ortho- und para-
Position, durch Wasserstoffbriicken mit der benachbarten
Carbonylfunktion verstirkt wird.

Die UrdGT2-abhingige Biotransformation von 2 zu 3
identifiziert die erste Naturstoff-GT, die C-glycosidische und
O-glycosidische Bindungen kniipft. Auch stiitzt die UrdGT2-
katalysierte Produktion von 3 indirekt Mechanismus II, denn
eine 1,4-O-O-Umlagerung, die im Rahmen von Mechanis-
mus [ fiir die Ausbildung von 3 erforderlich wire, ist ungiins-
tig, sodass die Reaktion auf der Stufe einer O-Glycosylierung
an C-1 stehengeblieben wire. Fiir Mechanismus II ist eine
passende Positionierung des aktivierten Zuckers (dTDP-
Olivose) fiir den direkten Angriff (Schema 3 a) erforderlich.
Dieser Angriff konnte durch eine katalytische Base im
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Schema 3. Mégliche Mechanismen A) der C-Glycosylierung und B) der
O-Glycosylierung durch UrdGT2.
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Enzym begiinstigt werden. Die Néhe einer solchen Base
konnte auch zur analogen O-Glycosylierung von 2 fithren
(Schema 3b).

Die sowohl als C- wie auch als O-Glycosyltransferase
einsetzbare UrdGT2 hat grofles Potenzial fiir die pharma-
zeutische Chemie. Eine mogliche Anwendung wire, das
Anthracenon Anthralin und sein 1,2-Dihydroxyderivat in das
entsprechende 2-C- bzw. 2-O-Glycosid zu {iiberfithren und
damit die inflammatorischen Nebenwirkungen dieser poten-
ten Antipsoriatika zu mildern.['"]

In Verbindung mit effektiven enzymatischen Methoden
zur Synthese von dNDP-Zuckern!"®! sollte die Flexibilitit von
UrdGT2 die weitere Entwicklung glycosylierter Wirkstoffe
begiinstigen."” In weiteren Arbeiten zu diesem Enzym
werden die Strukturaufklidrung und der gezielte Austausch
von Aminosiduren beschrieben, um zu erforschen, inwieweit
O- und C-GTs gegenseitig konvertierbar sind.

Experimentelles

Fiir die Fiitterungsexperimente wurden die Stdmme Streptomyces
fradiae XKS und BF-1-1 in NL111-V-Fliissigmedium kultiviert (2%
Lab-Lemco-Fleischextrakt, 1% CaCO;, 10% Malzextrakt, pH 7.2).
Die Kulturen (je 20 mL) wurden in Erlenmeyer-Kolben mit einer
Schikane bei 27°C und 180 Umin™' auf einem Schiittelinkubator
angezogen. Die Hauptkulturen (20 mL) wurden mit je 1 mL einer
24 h alten Vorkultur inokuliert. Nach 24 h wurden 40 pL einer Losung
von 2 (25 mgmL ™! DMSO) zugegeben. Nach 24, 48 und 96 h wurden
Proben entnommen und mit LC/MS analysiert. Fiir den Umsatz im
GroBimaBstab wurden 260 mg Substanz in vier Portionen nach 24, 36,
48 und 60 h zu einer 5.2 L NL111V-Hauptkultur gegeben. Die Kultur
wurde nach 84 h geerntet.

Isolation von 3: Die Rohextrakte wurden durch Extraktion von
1 mL Kultur mit 1 mL Ethylacetat erhalten. Die organische Phase
wurde zur Trockne eingeengt, der Riickstand in Methanol aufge-
nommen und mit LC/MS analysiert. Die 5.2-L-Fermentation wurde
filtriert, um das Myzel zu entfernen. Das Filtrat wurde dreimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde verdampft und
der Riickstand in Methanol aufgenommen. Der Rohextrakt wurde
auf eine Varian-RP-18-Séule gegeben und mit einem Wasser/Metha-
nol-Gradienten fraktioniert. Fraktionen, die das neue Derivat
enthielten, wurden vereint und zur weiteren Aufreinigung auf eine
Sephadex-LH-20-S4ule gegeben (75x 1.5 cm, LM: Methanol). Die
HPLC-Analytik erfolgte auf einer Waters-Anlage mit einer Waters-
Xterra-C-18-Saule (3.5 pm PartikelgroBe, 4.6 x 100 mm). Der Wellen-
langenbereich des UV/Vis-Detektors betrug 190-500 nm. Stufengra-
dient: 3 min auf 30 % B (0.5 % Essigsdure in Acetonitril) und 70% A
(0.5% Essigsdure in Wasser), innerhalb von 13 min 30-50% B,
innerhalb von 3 min 50-95% B und 2 min 95% B. Die Flussrate
betrug 0.7 mLmin~'. Die LC/MS-Analyse wurde mittels Elektro-
sprayionisation (ESI) auf einem Agilent-1100-System durchgefiihrt.
Die Ionen wurden im Positiv- und im Negativmodus detektiert. Das
LC-System war mit einer Hewlett-Packard-ZORBAX-SB-C-18-
Sédule (5 um PartikelgroBe, 4.6 x 150 mm) ausgestattet und auf 24 °C
temperiert. Die iibrigen Bedingungen entsprachen denen in der
analytischen HPLC.

Strukturaufkldrung von 3: ESI- und HR-ESI-Massenspektrome-
trie wurden mit einem Micromass-QTOF2-Massenspektrometer
durchgefiihrt. Die Struktur wurde iiber 1D-Spektroskopie und 2D-
homo- und heteronukleare Korrelationsexperimente ('H, “C, H,H-
COSY, HSQC, HMBC) aufgeklirt. "H-NMR-Spektren wurden bei
300 MHz, *C-NMR- Spektren bei 75 MHz mit einem Varian-Unity-
300-Spektrometer aufgenommen. Die Proben waren in [Dg]DMSO
gelost. Die chemischen Verschiebungen bei 2.94 ("H) und 39.5 ppm
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(**C) wurden auf TMS bezogen. "H-NMR (299.948 MHz, [D]DMSO,
27°C, TMS): 6 =8.23 (1H, m, H-8), 8.16 (1H, m, H-5), 7.92 (1H, m,
H-6),7.91 (1H, m,H-7),7.69 (1H, d,J=8.4 Hz, H-4),7.50 (1H, d,/ =
8.4 Hz, H-3), 545 (1H, dd, J=9.5, 1.7 Hz, H-1"), 3.51 (1H, J=10.0,
9.0,4.9 Hz, H-3"),3.42 (1H, dq,J =9.0, 6.3 Hz, H-5),2.85 (1H, dd, J =
9.0, 9.0 Hz, H-4'), 2.26 (1H, ddd, /=11.9, 4.9, 1.7 Hz, H-2'e), 1.60
(1H, ddd, J=11.9, 10.0, 9.5 Hz, H-2'a), 1.20 ppm (3H, d, J=6.3 Hz,
H;-6'); ®*C-NMR (75.422 MHz, [Dg]DMSO, 27°C, TMS): 6 =188.3
(C-9), 180.9 (C-10), 152.2 (C-1), 150.7 (C-2), 135.1 (C-6), 134.2 (C-7),
133.3 (C-11 oder C-12), 133.0 (C-11 oder C-12), 126.7 (C-5), 126.5 (C-
8), 126.0 (C-14), 120.6 (C-3), 119.8 (C-4), 116.3 (C-13), 962 (C-1'),
76.5 (C-4), 72.1 (C-5"), 69.8 (C-3"), 39 (C-2', wegen Uberlappung mit
dem Losungsmittel nur indirekt zu beobachten), 27.6 ppm (C-6").
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