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Reversibler Zuckeraustausch mit Glycosyltransferasen
als Methode in der Naturstoff(bio)synthese**
Helge B. Bode* und Rolf Miiller*

Seit den Anfiéngen der Medizin spiel-
ten Zucker eine bedeutende Rolle. Oh-
ne Zuckerwiirfel wére auch die Ver-
dréangung der Kinderlihmung in Europa
und den USA nicht so relativ einfach
durchfiithrbar gewesen; in Deutschland
wurde die Impfkampagne unter der
treffenden Bezeichnung ,,Schluckimp-
fung schmeckt sii3!“ propagiert. Der
Impfstoff hitte natiirlich auch ohne
Zucker gewirkt — fiir viele therapeutisch
verwendete Naturstoffe trifft dies aller-
dings nicht zu: Die meisten dieser kli-
nisch genutzten Polyketide, Peptide
oder Terpenoide sowie ihre semisyn-
thetischen Derivate sind glycosylierte
Verbindungen, deren Aglycone oft
kaum oder gar keine biologische Akti-
vitit aufweisen."” Die Zuckerreste ha-
ben einen groBen Einfluss auf die Spe-
zifitdt, die Substratbindung und die
pharmakologischen Eigenschaften der
jeweiligen Substanz, weshalb gerade fiir
den Aufbau von Substanzbibliotheken
ein groBes Interesse daran besteht, das
natiirliche Glycosylierungsmuster zu
verindern.”!

Die enzymatische Verkniipfung von
Aglycon und Nucleosiddiphosphat-
(NDP)-aktivierten Zuckern wird durch
Glycosyltransferasen katalysiert und
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resultiert letztlich in den bekannten
glycosylierten  Naturstoffen  (Sche-
ma 1a)." Es gibt bisher drei Methoden
zur Herstellung von einzelnen Substan-
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zen mit nichtnatiirlichen Glycosylie-
rungsmustern oder Substanzbibliothe-
ken glycosylierter Naturstoffe — die so
nicht in der Natur vorkommen und
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Schema 1. Beispiele von Glycosyltransferase(GT)-katalysierten Reaktionen. a) Klassischer Zu-
ckertransfer, b) NDP-Zuckerbiosynthese, c) Zuckeraustausch (die beiden unterschiedlichen Zu-
ckermolekiile sind grau und schwarz dargestellt) und d) Aglyconaustausch.
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wichtige Aussagen zu Struktur-Wir-
kungs-Beziehungen und damit auch zur
Strukturoptimierung ermoglichen:

1)

2)

Die Totalsynthese oder die Semi-
synthese. Am Beispiel des Rebecca-
mycins konnte so eindrucksvoll die
Bedeutung des Zuckerrestes fiir die
biologische Aktivitdt nachgewiesen
werden. Dariiber hinaus wurden in
den letzten Jahren grof3e Fortschritte
bei der automatisierten Synthese von
Zuckeroligomeren erzielt.”

Die Manipulation der Zuckerbio-
synthesewege in vivo. Bei diesem, oft
auch als kombinatorische Biosyn-
these bezeichneten Verfahren, wer-
den zusitzliche Enzyme oder ganze
Stoffwechselwege in Mikroorganis-
men exprimiert, die bereits ein
Aglycon oder einen glycosylierten
Naturstoff produzieren. Die so be-
wirkten Veridnderungen konnen zur
Bildung neuer oder veridnderter Zu-
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cker fiihren, die dann anstelle des
natiirlichen Zuckers mit dem Agly-
con verbunden werden. Ausgehend
von diesem Ansatz konnten Biblio-
theken von Naturstoffen hergestellt
werden, die sich im Zuckerrest un-
terscheiden. Im Fall der Indolcarb-
azole wurden auflerdem auch Deri-
vate erhalten, die sich durch Modi-
fikationen unterscheiden, die erst
nach der Glycosidbildung entste-
hen.’! Die Voraussetzung fiir diese
Art der kombinatorischen Biosyn-
these ist ein genaues Verstandnis der
Biochemie der aktivierten Zucker
und der entsprechenden Glycosyl-
transferasen.”) Mehrere Zuckerbio-
synthesewege sind bisher im Zuge
der Analyse von Biosynthese-Gen-
clustern glycosylierter Naturstoffe
identifiziert und im Detail unter-
sucht worden. Ausgehend von diesen
Arbeiten sind auch ungewohnliche
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Enzyme wie N- oder C-Glycosyl-
transferasen oder iterativ arbeitende
Glycosyltransferasen  identifiziert
worden, die die Moglichkeiten der
kombinatorischen Biosynthese noch
erweitern.['*?

Die Glycorandomisierung. Dieser
Prozess umfasst im Wesentlichen
zwei Schritte: Zuerst die Aktivie-
rung einer Vielzahl von Zuckern
(natiirlichen oder synthetischen Ur-
sprungs) mithilfe von Kinasen, die
keine hohe Substratspezifitiat auf-
weisen sollten. Im weiteren Verlauf
werden die so gewonnenen Zucker-
phosphate durch Nucleotidyltrans-
ferasen in die entsprechenden NDP-
Zucker tuberfiihrt, die dann wieder-
um als Substrate fiir die Glycosylie-
rung von Aglyconen eingesetzt wer-
den und so zum Aufbau glycosylier-
ter  Substanzbibliotheken  die-
nen® ! Die Leistungsfihigkeit

Schema 2. a) Deglycosylierung von Vicenistatin (1; obere Reaktion), Glycosylierung von Neovicenilactam (3; untere Reaktion) und Transglycosylie-
rung von Vicenisamin ausgehend von 1 zu 4 (beide Reaktionen zusammen). b) Weitere Aglycone und ihre glycosylierten Derivate, die auf dhnliche
Weise erzeugt wurden.
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dieser Methode wurde durch die
Synthese von 11 bekannten und 39
neuen Derivaten des Vancomycins —
von denen einige eine hohere biolo-
gische Aktivitdt als der Naturstoff
zeigen — eindrucksvoll demon-
striert.'”] Die Zahl der so erhaltenen
Derivate kann noch erhoht werden,
wenn der eingesetzte Zucker mit
funktionellen Gruppen ausgestattet
ist, die weitere chemische Reaktio-
nen ermoglichen (z.B. mithilfe von
Klick-Chemie).

Die neueste Ergdnzung zu diesen
biochemischen und chemischen Gly-
cosylierungsmethoden ist die Nutzung
von glycosylierten Naturstoffen selbst
als Quelle fiir aktivierte Zucker (Sche-
ma 1b). Des Weiteren ist der Austausch
von Zuckern (Schema 1c) oder Aglyc-
onen (Schema 1d) moglich. Die bio-
chemische Basis fiir diese neuen Mog-
lichkeiten war die Erkenntnis, dass
Glycosyltransferasen auch reversibel
arbeiten konnen. Bis vor kurzem wurde
auf dem Gebiet der Naturstoffbiosyn-
these davon ausgegangen, dass Glyco-
syltransferasen unidirektionale Kataly-
satoren sind, die die Verkniipfung von
NDP-Zuckern mit Aglyconen kataly-
sieren. Gleichwohl war bekannt, dass
die Saccharosesynthase auch die umge-
kehrte Reaktion katalysieren kann, die
zur Bildung von NDP-Glucose und
Fructose aus Saccharose und NDP
fithrt.!'

Eguchi und Mitarbeiter beschrieben
2005 erstmals die Nutzung einer rever-
sibel arbeitenden Glycosyltransferase,
die an einer Naturstoffbiosynthese be-
teiligt ist.'"”! Sie verwendeten die Gly-
cosyltransferase VinC, die die Ver-
kniipfung von NDP-Vicenisamin mit
Vicenilactam (2) katalysiert. Das so er-
zeugte Vicenistatin (1) wurde aus
Streptomyces halstedii HC 34 isoliert
und weist Antitumoraktivitidt auf.'1%
Die Autoren konnten zeigen, dass VinC
auch die Thymidindiphosphat(TDP)-
abhingige Deglycosylierung von 1 zu
TDP-Vicenisamin Kkatalysiert (Sche-
ma 2a, oben)."”] Zugabe von Neovi-
cenilactam (3), einem Doppelbindungs-
isomer von 1, zur Reaktionsmischung
fithrte zur Bildung von Neovicenistatin
(4) in 42% Ausbeute in einer Eintopf-
reaktion (Schema 2a). In weiteren Ex-
perimenten nutzten Eguchi und Mitar-
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beiter 1 als Ausgangsmaterial fiir TDP-
Vicenisamin, um fiinf verschiedene
Aglycone zu glycosylieren. So entstan-
den die entsprechenden Produkte in
Ausbeuten zwischen 7 und 24 % (Sche-
ma 2b). Zwar wirken die Aglycone auf
den ersten Blick sehr verschieden, durch
die Bestimmung ihrer dreidimensiona-
len Struktur konnte jedoch nachgewie-
sen werden, dass alle Verbindungen eine
dhnliche GroBe haben. Auch befindet
sich die freie Hydroxygruppe bei allen
Aglyconen an fast der gleichen Position
wie bei 2.

Kiirzlich konnten Thorson und Mit-
arbeiter diese Methode noch erweitern,
indem sie die Glycosyltransferasen
CalG1 und CalG4 bzw. GtfD und GtfE
aus der Biosynthese von Calicheamycin
bzw. Vancomycin einsetzten.”” Zusitz-
lich zu der bereits beschriebenen De-
glycosylierung war dank der geringen
Substratspezifitdit von CalG1 die Bil-
dung von zehn neuen Calicheamycin-
Glycosiden moglich, die sich im Zu-
ckerrest an der substituierten Benzoe-
sdure-Einheit unterscheiden (Sche-
ma 3). AuBerdem beobachteten die
Autoren einen Zuckeraustausch wéh-
rend der Inkubation von Calicheamycin
mit CalG1, wenn TDP-3-Desoxy-a-D-
glucose im Uberschuss vorhanden war.
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Eine Erweiterung dieses Ansatzes auf
acht natiirliche sowie semisynthetische
Calicheamycin-Derivate und die Kom-
bination mit zehn TDP-Zuckern fiihrte
zur Bildung von mehr als 70 neuen Ca-
licheamycin-Derivaten, was die Leis-
tungsfahigkeit dieser Art des kombina-
torischen Zuckeraustauschs demon-
striert. Ahnliche Resultate wurden mit
CalG4 erhalten. Bei einer Ergidnzung
dieser Untersuchungen, die iiber die
Strukturklasse der Endiine hinausfiihr-
te, verwendeten Thorson und Mitarbei-
ter die Glycosyltransferasen GtfD und
GtfE aus der Vancomycinbiosynthese,
was ebenso zum erwarteten Zuckeraus-
tausch fiihrte. AbschlieBend erméglich-
te die Kombination von CalG1l und
GtfD zusammen mit dem Vancomycin-
Derivat § und dem Calicheamycin-
Aglycon 6 die Bildung des neuen Cali-
cheamycin-Derivates 7 in 48% Aus-
beute in einer Eintopfreaktion (Sche-
ma 4).

Ausgehend von diesem Ansatz kon-
nen seltene NDP-Zucker einfach aus
glycosylierten Naturstoffen mit der
entsprechenden Glycosyltransferase er-
halten und durch eine zweite Glycosyl-
transferase mit dem zugehorigen ande-
ren Naturstoff-Aglycon verkniipft wer-
den. Dieser Befund ist von grofler Be-
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Schema 3. Calicheamycin-Derivate, die durch Zuckeraustausch ausgehend von Calicheamy-
cin o', CalG1 und zehn verschiedenen TDP-aktivierten Zuckern erhalten wurden.
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Schema 4. Beispiel eines Aglyconaustauschs in einer Eintopfreaktion zwischen dem Vancomycin-Derivat 5, dem Calicheamycin-Aglycon 6 und den
Glycosyltransferasen GtfE und CalG1 zur Deglycosylierung bzw. Glycosylierung.

deutung, da viele fiir die Naturstoffbio-
synthese bendétigte aktivierte Zucker
nur schwer préparativ oder durch Ab-
bau zugénglich sind.

Die Pionierarbeit von Eguchi und
Mitarbeitern,'” erginzt durch die Un-
tersuchungen von Thorson et al.,” hat
unser Verstdndnis von Glycosyltransfe-
rasen sowie ihrer Rolle und Nutzung in
der Naturstoff(bio)synthese deutlich
vergrofert. Ein Wermutstropfen aller-
dings bleibt: In beiden Arbeiten wurden
sehr hohe Enzymkonzentrationen be-
notigt, sodass kaum noch von eigentli-
cher Katalyse gesprochen werden kann.
Um die vorgestellten Reaktionen fiir die
Synthese préiparativer Mengen nutzen
zu konnen, wie sie zur Durchfiihrung
biologischer Tests meist notwendig sind,
ist noch viel Optimierungsarbeit not-
wendig. Dass dieses Ziel prinzipiell er-
reichbar ist, zeigt eine kiirzlich publi-
zierte Arbeit: Die (Bio-)Synthese von
TDP-6-Desoxy-4-keto-a-D-glucose ge-
lang hier unter hocheffizienter Enzym-
katalyse in einer dreistufigen Eintopf-
reaktion in 72 % Ausbeute und im 0.2-g-
MaBstab.!

Sind die notwendigen Optimierun-
gen einmal erreicht, steht bereits eine
Vielzahl biochemisch charakterisierter
Glycosyltransferasen fiir die Glycosy-
lierung und den Zucker- oder Aglycon-
austausch zur Verfiigung. Hier ergeben
sich enorme Moglichkeiten insbesonde-
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re aus der groBen Zahl unterschiedli-
cher Glycosyltransferasen, die im Rah-
men von Sequenzierungen einzelner
Gencluster fiir die Biosynthese von Se-
kundirstoffen oder ganzer Genome!®
identifiziert werden. Dies ist besonders
wichtig im Hinblick auf die biologische
Aktivitét glycosylierter Substanzen, fiir
die die Zuckerreste eine herausragende
Rolle spielen.!"
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