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Zucker-Biosynthese

‘/iele biologisch aktive niedermolekulare Naturstoffe, die von
Mikroorganismen produziert werden, leiten ihre Aktivititen von Zu-
ckersubstituenten ab. Eine Verdinderung der Struktur dieser Zucker
kann starke Auswirkungen auf die biologischen Eigenschaften der
Stammverbindungen haben. Diese Erkenntnis hat zu Bestrebungen
gefiihrt, die Zuckerreste dieser Naturstoffe mithilfe des Zuckerbio-
syntheseapparats zu derivatisieren. Hierfiir miissen die jeweiligen
Biosynthesewege und die Mechanismen der Schliisselenzyme im De-
tail bekannt sein. In der Biochemie beginnt man allmihlich, die Bio-
syntheseprinzipien, die dem Aufbau vieler glycosylierter Naturstoffe
zugrunde liegen, zu verstehen, und man konnte einen Satz von En-
zymaktivititen ausmachen, die fiir die Synthese der vielfiltigen in der
Natur beobachteten Zuckerstrukturen zustindig sind. Bemerkens-
werterweise zeigen viele dieser Zuckerbiosyntheseenzyme ebenso wie
Glycosyltransferasen eine relaxierte Substratspezifitit. Die Promis-
kuitdit dieser Enzyme fiihrte zu Bestrebungen, die Zuckerstrukturen zu
modifizieren und die Glycosylierungsmuster von Naturstoffen durch
Planung der Stoffwechselwege oder durch enzymatische Glycodiver-

Angewandte

Aus dem Inhalt

1. Einfithrung 9961
2. Biosynthese ungewdhnlicher

Naturstoffzucker 9962
3. Enzymchemie in der

Biosynthese von

NDP-Zuckern 9976
4. Glycosyltransferasen 9984
5. Glycoengineering von

Naturstoffen 9988
6. Zusammenfassung und

Ausblick 10002

Desoxy-D-ribose (2) (Schema 1) und
Nucleosiden werden in diesem Aufsatz

sifizierung zu verdandern. In der praktischen biomedizinischen For-
schung werden diese Studien zur Entwicklung neuer Glycosylie-
rungsmittel fiihren und bei Sekunddrmetaboliten neue Glycoformen
mit niitzlichen biologischen Aktivititen hervorbringen.

1. Einfiihrung

Die Glycosylierung ist eine der hdufigsten und wichtigsten
Reaktionen in biologischen Systemen. Die resultierenden
Glycokonjugate haben mannigfaltige Funktionen,
schlieBlich Informationsspeicherung und -transfer, Energie-
speicherung, Erhaltung der strukturellen Integritit der Zelle,
molekulare Erkennung, Signaliibertragung, Virulenz und
chemische Abwehr. Einige Krankheiten des Menschen sind
mit anomalen Proteinglycosylierungsmustern verbunden,!?
und Virusinfektionen beginnen hiufig mit der Erkennung
spezifischer Proteinglycoformen der Zelloberflichen.”!
Ahnlich hingt auch die bakterielle Virulenz mit Polysaccha-
riden der Zelloberfliche zusammen,* und viele Bakterien
verwenden glycosylierte Molekiile als chemische Waffen oder
als Signalmolekiile fiir die Kommunikation innerhalb oder
zwischen Spezies.”! Eine betrichtliche Anzahl dieser gly-
cosylierten Molekiile ist von klinischem Nutzen zur Be-
handlung bakterieller oder Pilzinfektionen, Krebs und ande-
rer Krankheiten des Menschen. Diese Klasse kleiner Glyco-
konjugate steht im Mittelpunkt dieses Aufsatzes. Anderungen
in den Strukturen von Zuckerresten glycosylierter Verbin-
dungen konnen weitreichende Auswirkungen auf deren Ak-
tivitdten, Selektivititen und pharmakinetische Eigenschaften
zur Folge haben.!*”! Daher ist es wiinschenswert, die bioche-
mischen Vorginge fiir die Bildung von Glycokonjugaten zu
verstehen.

Es gibt etliche Arten glycolysierter Biomolekiile, wie etwa
Nucleinséduren, Polysaccharide, Proteine, Lipide und Sekun-
diarmetabolite. Die Biosynthesen von D-Ribose (1), 2-

ein-
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nicht behandelt. Uberraschenderweise
werden eukaryotische Glycoproteine
und Glycolipide aus lediglich neun
Nucleotidzuckerdonoren synthetisiert
(3-11, Schema 1).®l Obwohl diverse
enzymatische Routen zur Verfiigung
stehen, um diese Zucker auch nach
dem Glycosyltransfer enzymatisch zu modifizieren, ergibt
sich bei den meisten eukaryotischen Glycanen die struktu-
relle Vielfalt durch Variation der Zahl und Art der Zucker-
einheiten und der Verkniipfungen zwischen den Zucker-
komponenten von Oligosacchariden. Umgekehrt enthalten
prokaryotische Polysaccharide und glycosylierte Naturstoffe
mehr als hundert verschiedene Zucker, von denen viele des-
oxygeniert und hoch funktionalisiert sind. Folglich erzielen
prokaryotische Glycokonjugate ihre strukturelle Diversitit
meist durch ihre ungewohnlichen Zuckerkomponenten
selbst.

Weil die Zuckerreste fiir die Bioaktivitdten vieler bakte-
rieller Naturstoffe wichtig sind, bestand grofles Interesse an
der Entwicklung von Biosynthesetechniken, um die Zucker-
strukturen der Glycokonjugate zu verindern.”) Der Entwurf
solcher Strategien verlangt fundierte Kenntnisse sowohl der
Organisation des nativen Biosyntheseapparats als auch der
Mechanismen der codierten Enzyme. Die Einfiihrung mo-
derner molekularbiologischer Techniken hat zur Entdeckung
und Sequenzierung der Biosynthesegencluster vieler Natur-
stoffe und ungewohnlicher Zucker gefiihrt, wodurch verglei-
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Schema 1. Hiufig vorkommende Zucker im Primarmetabolismus.
p-Ribose (1), 2-Desoxy-p-ribose (2), UDP-b-Glucose (3), UDP-p-Galac-
tose (4), UDP-2-N-Acetyl-p-glucosamin (5), UDP-2-N-Acetyl-p-galactos-
amin (6), GDP-b-Mannose (7), GDP-L-Fucose (8), UDP-b-Glucuron-
saure (9), UDP-p-Xylose (10), CMP-N-Acetylneuraminsaure (Sialinsau-
re, 11).

chende Genomanalysen zur funktionalen Zuordnung der
codierten Enzyme moglich wurden. Dies wiederum hat die
genetische und biochemische Charakterisierung einiger Zu-
ckerbiosynthesewege ermoglicht. Ein wichtiger Befund aus
diesen Studien ist, dass viele ungewohnliche Zuckerbiosyn-
theseenzyme und Glycosyltransferasen (GTs, die Enzyme, die
aktivierte Zucker an ein Akzeptormolekiil binden) eine
breite Substratspezifitdt aufweisen, weshalb sie sowohl in vivo
als auch in vitro zur Bindung alternativer Zucker an Natur-
stoffakzeptoren (ein Vorgang, der als Glycodiversifizierung
bezeichnet wird) verwendet werden konnen. Die In-vitro-
Glycodiversifizierung beruht auf der Nutzung einer GT mit
breiter Spezifitdt, um chemisch oder enzymatisch syntheti-
sierte, nichtnative Zuckerdonoren an Akzeptormolekiile zu
kuppeln. Gendisruption und heterologe Expression fremder
Zuckerbiosynthesegene haben auch die Beeinflussung endo-
gener Zuckerbiosynthesewege in vivo durch Stoffwechsel-

Christopher J. Thibodeaux, geboren in Loui-
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zenbiologie an der Louisiana State Universi-
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Engineering und kombinatorische Biosynthese ermoglicht.
Sowohl In-vitro- als auch In-vivo-Strategien haben sich bei
der Herstellung von Naturstoffanaloga mit modifizierten
Zuckerstrukturen als wirksam erwiesen.

In diesem Aufsatz fassen wir das gegenwirtige Wissen
tiber die Biosynthese und den Glycosyltransfer ungewohnli-
cher Zucker, die in biologisch aktiven niedermolekularen
Naturstoffen bakteriellen Ursprungs gefunden werden, zu-
sammen (Abschnitt2). Nur diejenigen Reaktionswege
werden ausfiihrlich besprochen, die genetisch oder bioche-
misch verifiziert sind. Als néchstes erortern wir die Kataly-
semechanismen mehrerer Zuckerbiosyntheseenzyme, wobei
wir uns auf solche konzentrieren, die von der Natur eingesetzt
werden, um strukturelle Diversitit bei Zuckern zu erzeugen
(Abschnitt 3). Wir werden auch einige ungewohnliche und
nicht gut verstandene Zuckermodifikationen behandeln, die
eine weitere Erforschung verdienen. Die Struktur und Me-
chanismen von Glycosyltransferasen werden in Abschnitt 4
vorgestellt, mit Schwerpunkt auf Glycosyltransferasen, die
am Dbakteriellen Sekundidrmetabolismus beteiligt sind.
SchlieBlich werden neuere Versuche, die Zuckerkomponen-
ten von Naturstoffen durch enzymatisches Glycoengineering
zu modifizieren, diskutiert (Abschnitt5). Insgesamt be-
leuchten diese Studien nicht nur den iiberwiltigenden Ein-
fallsreichtum der Natur, die zum Zweck der Glycodiversifi-
zierung auf vielfiltige chemische Mechanismen und natiirli-
che kombinatorische Biosyntheseprozesse zuriickgreift, son-
dern sie ermoglichen auch die Entwicklung von Methoden
zur Veridnderung des Zuckerbiosyntheseapparats, mit dem
Fernziel, klinisch niitzliche Wirkstoffe zu erhalten.

2. Biosynthese ungewéhnlicher Naturstoffzucker
2.1. Aktivierung von Zuckern

Monosaccharide miissen zuerst in Nucleotidmonophos-
phat(NMP)- oder Nucleotiddiphosphat(NDP)-Derivate
iiberfiihrt werden, damit sie von den Biosyntheseenzymen
und GTs innerhalb der Zelle verwendet werden konnen.
Beispiele fiir Adenindiphosphat(ADP)-, Thymidindiphos-
phat(TDP)-, Guanindiphosphat(GDP)-, Uridindiphosphat-
(UDP)-, Cytidindiphosphat(CDP)- und Cytidinmonophos-
phat(CMP)-aktvierte Monosaccharide sind bekannt. Die
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Phosphonucleotidyleinheit hat zwei Funktionen: Sie dient als
Erkennungselement fiir die an den Biosynthesewegen betei-
ligten Enzyme und fungiert als gute Abgangsgruppe wiahrend
des Glycosyltransfers. Die Zwischenstufen der Glycolyse,
Glucose-6-phosphat (12) und Fructose-6-phosphat (13),
bilden die Quellen fiir die meisten Nucleotidzucker
(Schema 2). Fructose-6-phosphat (13) wird in der Biosyn-
these von GDP-Zuckern durch die Phosphomannoisomerase
(PMI) in Mannose-6-phosphat (14) tiberfiihrt, und bei der
Bildung von UDP-Zuckern durch die Glucosamin-6-phos-
phat-Synthase (GImS) in Glucosamin-6-phosphat (15). Al-
ternativ konnen UDP-Zucker aus Galactose (16) iiber den
Leloir-Reaktionsweg abgeleitet werden, der letzlich zu UDP-

Glycolyse
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Glucose (3) fiihrt. Glucose-6-phosphat (12) fungiert ebenfalls
als Biosynthesevorstufe vieler UDP-Zucker, tritt aber am
héufigsten in den Biosynthesen von TDP- und CDP-Zuckern
auf. In allen Fillen werden die Zucker-6-phosphate 12, 14 und
15 vor dem Nucleotidylyltransfer durch unterschiedliche,
aber verwandte Phosphohexosemutasen in die entsprechen-
den Zucker-1-phosphate (17, 18 bzw. 19) umgewandelt.!"! In
Eukaryoten existieren Wiederverwertungsmechanismen
(,,salvage pathways“), die Zucker aus katabolischen Routen
(wie dem Glycoproteinabbau) als Biosynthesevorstufen ver-
wenden, darunter auch gewohnliche Zucker wie N-Acetyl-
glucosamin, N-Acetylgalactosamin, Mannose und Fucose.
Diese Wiederverwertungsmechanismen umfassen entweder
einen direkten anomeren
Phosphoryltransfer oder
eine 6-Phosphorylierung mit
anschliefender mutasekata-
lysierter 6—1-Wanderung,
um Zucker-1-phosphate zu
bilden. Die Biosynthesewe-
ge der einzelnen Nucleotid-
zuckergruppen werden
unten genauer diskutiert.
Der Transfer von Nucle-
otidmonophosphaten auf

TDP-Zucker
/ Thymidylyl-
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Schema 2. Die meisten NDP-Zucker leiten sich von den Glycolyse-Zwischenstufen Glucose-6-phosphat (12)
und Fructose-6-phosphat (13) oder von Galactose (16) ab. Diese Zucker werden in Zucker-1-phosphate iiber-
fiihrt, die dann durch die passende Nucleotidyltransferase aktiviert werden kénnen.

Hung-wen (Ben) Liu wurde in Taipei
(Taiwan) geboren. Nach dem Chemiestudi-
um und der Promotion kam er 1984 an die
chemische Fakultit der University of Minne-
sota. 2000 wechselte er an die University of
Texas in Austin, wo er zurzeit den George H.
Hitchings Regents Chair in Drug Design in-
nehat und Professor fiir Medizinische
Chemie, Chemie und Biochemie ist. Seine
Forschung liegt an der Schnittstelle zwischen
/ organischer und biologischer Chemie, mit

Schwerpunkten auf enzymatischen Reakti-
M 4 onsmechanismen, Biosynthesen, Regulation
von Protemfunktlonen Entw:cklung und Synthese von Inhibitoren und
Stoffwechsel-Engineering.

Angew. Chem. 2008, 120, 9960 —10007

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

cleotidylyltransferasen zeigt
maéalige bis hohe Sequenz-
ahnlichkeit. Jedoch ist es
noch nicht moglich, die Nu-
cleotidspezifitdt dieser En-
zyme nur auf Basis der
Aminosduresequenz zuver-
lassig vorherzusagen, obwohl mit phylogenetischen Analysen
bei der Identifizierung von Untergruppen, die anndhernd mit
der Nucleotidsperzifitiat korrelieren, ein begrenzter Erfolg
erzielt wurde. Die Brauchbarkeit von Kinasen, die anomere
Zucker umsetzen, und von Nucleotidylyltransferasen zum
Aufbau von NDP-Zucker-Bibliotheken fiir das In-vitro-Gly-
coengineering wird in Abschnitt 5.2.1 erortert.

2.2. Natiirlich vorkommende TDP-Zucker
TDP-aktivierte Zucker bilden die strukturell vielféltigste
Klasse der in der Natur beobachteten Nucleotidzucker. Zu-

sétzlich zu ihrer Verwendung als Bausteine fiir viele bakte-

www.angewandte.de

Chemie

9963


http://www.angewandte.de

Aufsitze

9964

rielle Polysaccharide sind TDP-Zucker die bevorzugten Zu-
ckerdonoren in der Biosynthese glycosylierter Naturstoffe in
Bakterien. Fast alle bekannten TDP-Zucker sind 6-Des-
oxyhexosen, und viele sind auch am C-2, C-3 oder C-4 des
Pyranoserings desoxygeniert. Tatsdchlich sind TDP-Zucker
die einzige bislang bekannte Klasse von NDP-Zuckern, die an
C-2 oder C-4 desoxygeniert sein konnen. Die Desoxygenie-
rung an einer oder mehreren Positionen fiihrt zusammen mit
einer Vielzahl an anderen Modifikationen (von denen viele
bei anderen Klassen von NDP-Zuckern nicht gefunden
werden) zu der hohen Diversitit bei den TDP-Zuckerstruk-
turen in der Natur.

Alle TDP-Zucker, deren Biosynthese untersucht worden
ist, leiten sich von Glucose-1-phosphat (17) ab, das durch eine
Thymidylyltransferase in TDP-p-Glucose (20) und dann
weiter durch die TDP-p-Glucose-4,6-Dehydratase in TDP-4-
Keto-6-desoxy-pD-glucose (21) umgewandelt wird (Schema 3).

Thymidylyl-
OH transferase LOH
HO'&@y HO~ Q
HO- HO
HO | ,; ; HO
OPO; TP PP, OTDP
17 20

H,0 ‘/{ 4 ,6-Dehydratase

O Me
HO

HO
OTDP

21

Schema 3. Eintrittsstelle fur den bakteriellen Sekunddrmetabolismus
der TDP-Desoxyzucker: Nach Thymidylylierung von a-b-Glucose-1-
phosphat (17) durch eine Thymidylyltransferase katalysiert eine TDP-
Glucose-4,6-Dehydratase die Umwandlung von TDP-b-Glucose (20) in
TDP-4-Keto-6-desoxy-a.-D-glucose (21).

Weil 21 in der Biosynthese der meisten bakteriellen Des-
oxyzucker eine Schliisselzwischenstufe ist, enthalten die
meisten Biosynthesegencluster von Naturstoffen Gene zur
Verschliisselung der zugehorigen Thymidylyltransferase und
4,6-Dehydratase, wenngleich Beispiele fiir Cluster ohne diese
Gene nicht selten sind. Es wird vermutet, dass in den letzteren
Fillen die Enzyme gemeinsam mit der Polysaccharidbiosyn-
these genutzt werden. Bisher wurden die Biosynthesewege
fiir mehr als 30 ungewohnliche TDP-Zucker beschrieben. Die
meisten dieser Wege sind aufgrund von Sequenzinformatio-
nen zu den Genclustern vorgeschlagen worden, wobei weni-
ger als die Hailfte der Wege durch experimentelle Daten
belegt sind. Durch Korrelation von Phianotypen mit spezifi-
schen Gendisruptionen und/oder durch biochemische Cha-
rakterisierung heterolog exprimierter Enzyme lieBen sich
mehrere Reaktionswege detailliert aufkldren. Diese Studien
lieferten wichtige Erkenntnisse, um die molekularen Abldufe
bei der Biosynthese ungewohnlicher Zucker zu verstehen,
was im Gegenzug zu besseren Voraussagen fiir andere Re-
aktionswege auf der Basis von Gensequenzinformationen
fiihrte.
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Die Schemata 4-6 enthalten eine umfangreiche Zusam-
menstellung der Biosynthesewege zu Naturstoff-TDP-Zu-
ckern, die zumindest teilweise aus biochemischen und gene-
tischen Daten abgeleitet wurden. Diese Wege werden -
hauptsichlich anhand des Desoxygenierungsgrades — in drei
Gruppen unterteilt. Ein bemerkenswerter Aspekt ist, dass die
primdren Strukturunterschiede in den TDP-Zuckern nur
durch fiinf Arten von Enzymreaktionen erzeugt werden, was
der sehr okonomischen Verwendung einer ,kombinatori-
schen Biosynthesestrategie® durch die Natur entspricht. Die
Mechanismen von einigen dieser ,,allgemeinen* Enzymakti-
vitdten werden in Abschnitt 3.1 genauer diskutiert.

2.2.1. Gruppe I: 6-Desoxy-, 3-Amino-3,6-didesoxy- und 4-Amino-
4,6-didesoxyzucker

Die p-Fucose- (siche 22) und p-Digitalosereste (23) der
Antitumorverbindung Chartreusin, die von Streptomyces
chartreusis produziert wird, und der D-Fucofuranoserest
(siche 24) des Antibiotikums Gilvocarcin V aus Streptomyces
griseoflavus leiten sich vermutlich von der TDP-p-Fucose
(22) ab, die wiederum durch Ketoreduktion aus 21 gebildet
wird (Schema 4). Die Verbindung 22 ist auch ein Baustein fiir
die Kapselpolysaccharide in Aneurinibacillus actinomyce-
temcomitans."" Die Ketoreduktion wird wahrscheinlich
durch ChaS3,'% einem Homologen der Ketoreduktase Fed in
A. actinomycetemcomitans,' oder durch die kurzkettige
Dehydrogenase/Reduktase (SDR) ChaS4 katalysiert. Nach
der Glycosidbildung wird die pD-Fucose dann am Sauerstoff
durch die Methyltransferase ChaM zur D-Digitalose (23)
methyliert. Bei der Biosynthese von Gilvocarcin konnten
GilL und GilU (beide aus der SDR-Familie) die Umwand-
lung von 21 in 22 und die anschlieBende Ringverengung zur
TDP-p-Fucofuranose (24) katalysieren, obgleich dies speku-
lativ ist."®]

Fiir die Biosynthesen der Zucker 25-35 wird ein ge-
meinsamer 3,5-Epimerisierungsschritt vorgeschlagen, der 21
in TDP-4-Keto-6-desoxy-L-mannose (31) tiberfiihrt. Enzyme,
die diese Reaktion katalysieren, sind homolog zu RmlC, das
an der Biosynthese von TDP-L-Rhamnose (34) in Salmonella
enterica beteiligt ist.'"1°?) Der Zucker L-Nogalose (25)
kommt im Anthracyclin-Antibiotikum Nogalamycin aus
Streptomyces nogalater vor. Fiir die Bildung von 25 wurde
vorgeschlagen, dass durch aufeinanderfolgende 3,5-Epimeri-
sierung (SnogF), 3-C-Methylierung (SnogG2) und 4-Ketore-
duktion (SnogC) die TDP-6-Desoxy-3-C-methyl-L-mannose
(32) entsteht, die wahrscheinlich als Substrat fiir den Glyco-
syltransfer fungiert.”” Die Methylierungen der 2-, 3- und 4-
Hydroxygruppen durch die Methyltransferasen SnogL,
SnogM bzw. SnogY zur L-Nogalose (25) finden vermutlich
nach der Glycosylierung statt.

Der ungewohnliche Zucker p-Streptose (26), der im
Aminoglycosidantibiotikum Streptomycin vorkommt, wird
von mehreren Streptomyces-Spezies, vor allem S. griseus,
produziert. Eine frithe biochemische Untersuchung bewies,
dass TDP-p-Dihydrostreptose (33) der unmittelbare Donor
fiir die Streptoseeinheit ist,” der in zwei Schritten aus 21
gebildet wird: 3,5-Epimerisierung fiithrt zu 31 und anschlie-
Bende NADPH-abhiingige Ringverengung zu 33.7** Der
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Schema 4. Biosynthese von TDP-Zuckern der Gruppe |. Diese Gruppe umfasst 6-Desoxyzucker (wie 23-28, 30 und 38) sowie den 4-Amino-4,6-
didesoxyzucker 29 und den 3-Amino-3,6-didesoxyzucker 41. Ausgehend vom gemeinsamen Intermediat TDP-4-Keto-6-desoxy-a-b-glucose (21) be-
ginnt die Biosynthese der meisten TDP-Zucker dieser Gruppe mit dem gleichen Epimerisierungsschritt (21 — 31). Durchgezogene Pfeile kenn-
zeichnen enzymkatalysierte Reaktionen, die entweder in vitro durch biochemische Experimente mit gereinigten Enzymen oder in vivo durch Gen-
disruption/heterologe Expression gepriift wurden. Gestrichelte Pfeile zeigen Reaktionen an, die experimentell nicht tiberpriift wurden, aber durch
Vergleich der Gensequenzen mit Genen bekannter Funktion vorgeschlagen wurden. Namen in Rot markieren Enzyme, deren Funktionen bioche-

misch mit gereinigten Enzymen verifiziert wurden.

Streptomycin-Gencluster wurde spéter in S. griseus identifi-
ziert, und es wurde bestimmt, dass die Epimerisierung durch
StrM, ein RmlC-Homologes, und die Ringverengung durch
StrL, ein Mitglied der SDR-Superfamilie, katalysiert wird.!
Die heterologe Expression von strL und strM zusammen in
einer Mutante des Methymycinproduzenten S. venezuelae,
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die 21 akkumuliert, fithrte zur Produktion von Methymycin-
derivaten, die L-Rhamnose enthalten (siche 34).””! Obwohl
keine Dihydrostreptose gebildet wurde, lieferte die Tatsache,
dass 21 in diesem rekombinanten Stamm in TDP-L-Rham-
nose (34) tberfithrt wurde, einen starken Beleg dafiir, dass
StrM eine 3,5-Epimerase ist und StrL 4-Ketoreduktaseakti-
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vitit aufweist.””! Die vorgeschlagene Bildung von Furanose-
(33) und Pyranoseprodukten (34) aus 31 durch StrL erinnert
an die Reaktion, die von der UDP-Apiose-Synthase (durch
AXSI in Arabidopsis thaliana codiert) katalysiert wird.?*=>"!
Die Ringverengung von 22 zu 24 in der Gilvocarcin-Biosyn-
these kann auf einem &hnlichen Weg erfolgen.

In der Natur findet man vielfdltige O-methylierte L-
Rhamnosereste, z. B. 27 und 28 in den Makrolidverbindungen
Spinosyn und Butenylspinosyn, die beide von Saccharopoly-
spora spinosa produziert werden,?!! im aromatischen Poly-
ketid Elloramycin aus Streptomyces olivaceus™ und in den
Endiin-Calicheamicinen aus Micromonospora echinospo-
ra.P¥ Die Gene spn/busH, spn/busl und spn/busK codieren
fir die O-Methyltransferasen der Spinosyn- bzw. Butenyl-
spinosyn-Wege, wihrend calS11 fiir die 3-O-Methyltransfe-
rase codiert, die in der Calicheamicin-Biosynthese zum Ein-
satz kommt. Interessanterweise fehlen die zur Bildung von 34
notwendigen Gene in den Genclustern der Spinosyne/Bute-
nylspinosyne. Stattdessen sind sie in anderen Bereichen des
Genoms in S. spinosa lokalisiert und sind wahrscheinlich
sowohl an der Biosynthese der Zellwand als auch an der
Bildung der Spinosyne beteiligt.*!

TDP-4-N,N-Dimethylamino-4-desoxy-5-C-methyl-L-
rhamnose (29) und TDP-L-Noviose (30) sind die vermuteten
Zuckerdonoren fiir die Biosynthese des Endiin-Antibioti-
kums C-10275" bzw. der Aminocumarin-Antibiotika Novo-
biocin,?*! Clorobiocin®®! und Coumermycin.®® Diese Zucker
enthalten eine geminale 5,5-Dimethyleinheit, die durch C-
Methylierung am C-5 gebildet wird. Ausgehend von 21 ver-
lauft ihre Biosynthese iiber eine durch RmlC-Homologe ka-
talysierte 3,5- oder 3-Epimerisierung zu 31 bzw. 36, mit an-
schlieBendem 5-C-Methyltransfer zur TDP-4-Keto-6-desoxy-
5-C-methyl-L.-mannose (35). Ergebnisse aus gekoppelten
Assays der gereinigten Epimerase NovW und 5-C-Methyl-
transferase NovU aus dem Novobiocin-Weg®! zusammen mit
Geninaktivierungsstudien von cloU aus der Clorobiocin-
Biosynthese” deuteten darauf hin, dass die Biosynthese von
30 eher tiber eine 3,5- als eine 3-Epimerisierung verlauft. Eine
neue In-vitro-Studie zeigte jedoch, dass die Epimerase NovW
kinetisch nur als 3-Epimerase wirksam ist."!! Der letzte
Schritt der Biosynthese von 30 ist die durch NovS/CloS/
CumU Kkatalysierte Reduktion von 35 an C-4.! Fiir die Bil-
dung von 29 ausgehend von 21 in der Biosynthese von C-1027
wurde folgende Reaktionssequenz vorgeschlagen: 3,5-Epi-
merisierung durch SgcA2, C-Methyltransfer durch SgcA3,
C4-Aminotransfer durch SgcA4 und 4-N,N-Dimethyltransfer
durch SgcAS.

Mehrere der Glycosylierung nachgeschaltete Schritte zur
Modifizierung der L-Novioseeinheit (30) der Aminocouma-
rin-Antibiotika sind durch Gendisruption und biochemische
In-vitro-Methoden untersucht worden.*>*! In der Biosyn-
these von Novobiocin modifiziert die Carbamoyltransferase
NovN die C-3-Hydroxygruppe der L-Noviose, wonach dann
die O-Methyltransferase NovP die C-4-Hydroxygruppe akti-
viert, um den Zucker zu vervollstindigen.*” In der Biosyn-
these von Clorobiocin und Coumermycin erfolgt vermutlich
zuerst die 4-O-Methylierung, die durch CloP/CouP kataly-
siert wird. Die 5-Methyl-2-pyrrolylcarbonyl-Einheit wird
dann durch die Acyltransferase CloN7/CouN7 vom Peptidyl-
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Tragerprotein (PCP) CloN1/CouN1 auf die 3-Position der
gebundenen 4-O-Methyl-L-noviose iibertragen.[*!

Die Zucker p-Mycinose (38) und p-Mycaminose (41)
treten in den Strukturen mehrerer Makrolidantibiotika ein-
schlieBlich Tylosin, Chalcomycin, Dihydrochalcomycin und
Mycinamicin auf. Tylosin tridgt beide Zucker, wihrend Chal-
comycin, Dihydrochalcomycin und Mycinamicin nur den
Zucker 38 tragen. Die Biosynthesegencluster fiir 38 und 41
wurden sequenziert,*>" und neuere genetische und bioche-
mische Studien an den Tylosin- und Dihydrochalcomycin-
Systemen haben die Reaktionswege fiir die Bildung beider
Zucker vollstindig etabliert."”>"! Die Schliisselzwischen-
stufe beim Aufbau von 38, die TDP-6-Desoxy-p-allose (37),
wird aus 21 durch Epimerisierung am C-3 durch die RmIC-
Homologen GerF/TylJ/ChmJ/MydH und nachfolgende Ke-
toreduktion am C-4 durch GerKI/TylD/ChmD/MydI synthe-
tisiert. Wie eine neuere In-vitro-Studie bestétigte, wird bei
Inkubationen von 21 mit den gereinigten Dihydrochalcomy-
cin-Biosyntheseenzymen GerF und GerKI als einziges Pro-
dukt 37 gebildet.*”! Wahrscheinlich liegt in den Tylosin-,
Chalcomycin- und Mycinamicin-Wegen eine dhnliche Reak-
tionsfolge vor. Die O-Methylierung der beiden Hydroxy-
gruppen geschieht nach dem Glycosyltransfer und wird von
GerMILMIII und Tyl/Chm/MycE,F katalysiert. Wahrend der
Tylosinbiosynthese wird TDP-pD-Mycaminose (41) in drei
Schritten aus 21 aufgebaut: 3,4-Ketoisomerisierung durch
Tylla zur TDP-3-Keto-6-desoxy-D-glucose (39), Amino-
transfer durch TylB zu 40 und N,N-Dimethylierung durch
TylM1 unter Bildung von 41. Die Funktionen von Tylla,
TylBF® und TyIM1P? wurden alle biochemisch mit gereinig-
ten Enzymen nachgewiesen.

2.2.2. Gruppe ll: 4,6-Didesoxy-, 3-Amino-3,4,6-tridesoxy- und
3-Amino-2,3,6-tridesoxyzucker

Die Zucker pD-Chalcose (42) und p-Desosamin (43) sind
Bestandteil vieler Makrolid-Antibiotika (Schema 5). Von
denjenigen Makroliden, deren Gencluster sequenziert
wurden, enthalten Lankamycin,®® Chalcomycin® und Di-
hydrochalcomycin!*! p-Chalcose, wihrend Erythromycin,®”!
Oleandomycin,*%1 Mycinamicin,” Methymycin/Pikromy-
cin® und Megalomicin®*®! p-Desosamin als Bestandteil
haben. Frithe Geninaktivierungsexperimente mit dem Ery-
thromycinproduzenten Saccharopolyspora erythraea ergaben
mehrere mogliche Wege fiir die Bildung von TDP-p-Desos-
amin (43).57:%%1 Spitere genetische und biochemische Un-
tersuchungen des Methymycin/Pikromycin-Systems aus
Streptomyces venezuelae bewiesen klar, dass 43 in vier Stufen
aus 21 biosynthetisiert wird."””" Wie in Schema 5 skizziert,
wird die Reaktion durch den Desl-katalysierten C-4-Ami-
notransfer zur Bildung von 44 eingeleitet, danach folgen die
oxidative Desaminierung durch DeslI zu 45, die C-3-Trans-
aminierung durch DesV zu 46 und die 3-N,N-Dimethylierung
durch DesVI zu 43.1®! Die von DesII (44 — 45), einem
Mitglied der Radikal-SAM-Superfamilie, katalysierte Reak-
tion ist einzigartig in der Zuckerbiosynthese. Desl und DesII
fithren gemeinsam die C-4-Desoxygenierung von 21 zur TDP-
3-Keto-4,6-didesoxy-p-glucose (45) aus."""
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Schema 5. Biosynthese von TDP-Zuckern der Gruppe Il. Zu den extrem seltenen TDP-4,6-Didesoxyzuckern gehéren TDP-p-Desosamin (43), TDP-
p-Chalcomycin (47) und Actinospectose (49). Die meisten der Zucker in Gruppe Il sind 3-Amino-2,3,6-tridesoxyzucker (50-58 und 60-63), die
eine Reaktionssequenz aus 2-Dehydratisierung und 3-Aminotransfer (21 — 59 — 60) gemeinsam haben.

Homologe von Desl, Desll, DesV und DesVI kommen in
den Biosynthesewegen von Erythromycin, Oleandomycin,
Mycinamicin und Megalomicin vor, und es wird angenom-
men, dass sie jeweils die gleichen Reaktionen in der Biosyn-
these von D-Desosamin (43) katalysieren. Wihrend die Bio-
synthese von 43 jetzt vollstindig aufgekldrt ist, bleibt die
Biosnythese von Chalcose (42) unerforscht. In den Genclus-
tern von Lankamycin, Chalcomycin und Dihydrochalcomycin
sind jedoch Gene vorhanden, die fiir Homologe von Desl und
DeslI codieren, was darauf hindeutet, dass die C-4-Desoxy-
genierung bei der Bildung von Chalcose (42) in analoger
Weise geschieht wie in der Desosamin-Biosynthese (21 — 44
— 45). Die Umwandlung von 45 zur TDP-4,6-Didesoxy-D-
glucose (47) erfordert eine 3-Ketoreduktase. Ein fiir die Ke-
toreduktase von NDP-Zuckern codierendes Gen, lkm42,
existiert im Lankamycin-Gencluster, fehlt aber in den Chal-
comycin- und Dihydrochalcomycin-Genclustern. In den
beiden letzteren Féllen konnten die entsprechenden Gene
anderswo in den Genomen von Streptomyces bikiniensis oder
Streptomyces sp KCTC 0041BP verschliisselt sein. Die O-
Methylierung am C-3, die zu 42 fiihrt, geschieht wahr-
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scheinlich nach dem Glycosyltransfer und kann in der Bio-
synthese von Chalcomycin, Lankomycin und Dihy-
drochalcomycin von ChmCI/Lkm45 bzw. GerMI katalysiert
werden.

Das Aminoglycosid-Antibiotikum Spectinomycin, das
von Streptomyces flavopersicus und Streptomyces spectabilis
produziert wird, enthélt eine seltene 3-Keto-4,6-didesoxy-
glucose-Einheit, die als Actinospectose (49) bekannt ist. Aus
diesen beiden Stdmmen sind partielle Gencluster fiir die
Spectinomycin-Biosynthese!™ isoliert worden. Beide Cluster
enthalten Gene fiir die Glucose-1-phosphatthymidylyl-
Transferase und die TDP-Glucose-4,6-Dehydratase (spcK
bzw. spcJ in S. flavopersicus und spcD bzw. spcE in S. spec-
tabilis). Die Aktivitit von SpcE wurde in vitro nachgewie-
sen,™ was auf TDP-Glucose als Vorstufe im Actinospectose-
Biosyntheseweg hinweist. Obwohl der Mechanismus der C-4-
Desoxygenierung nicht offensichtlich ist, codieren beide
Spectinomycin-Cluster fiir ein mutmafliches Radikal-SAM-
Enzym (ScpY in S. flavopersicus und SpeY in S. spectabilis),
das an der Bildung von TDP-Actinospectose (45) mitwirkt.
Dabher ist eine Biosyntheseroute zu 49 denkbar, die iiber eine
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durch das SDR-Enzym Spcl/Spel katalysierte 4-Ketoreduk-
tion von 21 zu 48 mit nachfolgender oxidativer Dehydroxy-
lierung durch ScpY/SpeY verlduft. Der vorgeschlagene Me-
chanismus (21 — 48 — 45) entspricht dem des C-4-Desoxy-
genierungsschritts, der von Desl/DeslI in der p-Desosamin-
Biosynthese durchgefiithrt wird. Interessanterweise zeigen
SpcY und SpeY keine nachweisbare Sequenzidentitdt mit
DeslI.

Die Verbindungen 50-58 sind Vertreter der 3-Amino-
2,3,6-tridesoxyzucker, deren Gencluster sequenziert wurden.
Jeder Gencluster codiert fiir eine 2,3-Dehydratase und eine 3-
Aminotransferase, die jeweils die C-2-Desoxygenierung von
21 zur TDP-3,4-Diketo-2,6-didesoxy-D-glucose (59) bzw. den
nachfolgenden C-3-Aminotransfer unter Bildung von TDP-3-
Amino-4-keto-2,3,6-tridesoxy-D-glucose  (60) katalysieren.
Die weiteren, von 60 ausgehenden Biosynthesewege ver-
wenden spezifische Kombinationen aus Epimerisierungen,
stereospezifischen C-4-Ketoreduktionen und C- und/oder N-
Methyltransfers, um die jeweiligen TDP-Zucker zu syntheti-
sieren. Zum Beispiel wird die Schliisselzwischenstufe 61 in
der Biosynthese von 3-N-Methyl-4-O-methyl-L-ristosamin
(50) — der Zuckerkomponente des Indolocarbazol-Antibio-
tikums Staurosporin — iiber eine StaE-katalysierte C-5-Epi-
merisierung von 60 und anschlieBende StaK-katalysierte C-4-
Ketoreduktion gebildet. Der Transfer von L-Ristosamin zum
Aglycon durch StaG ist der ndchste Schritt, auf den die Ver-
netzung zwischen dem C-5 des Ristosamins und dem Indol-
stickstoff des Aglycons folgt, die durch StaN, ein P450-
Enzym, vermittelt wird. Die abschlieBenden 3-N- und 4-O-
Methylierungen, die zum Staurosporin fithren, werden von
StaMA bzw. StaMB katalysiert." Die erfolgreiche Rekon-
stitution der Staurosporin-Biosynthese in heterologen Wirten
liefert Beweise, die den vorgeschlagenen Reaktionsweg fiir 50
stiitzen.*7

Die Biosynthese von L-Megosamin (51) im Makrolid-
Antibiotikum Megalomicin wird als analog zum TDP-L-Ris-
tosamin (61) angenommen und umfasst die C-5-Epimerisie-
rung von 60 (MegDIV), die C-4-Ketoreduktion des entstan-
denen L-Zuckers (MegDV) und die 3-N,N-Dimethylierung
der Zwischenstufe 61 (MegDIII) zum TDP-L-Megosamin
(51).%1 Megalomicin enthilt zwei 3-N,N-Dimethylamino-
zucker, D-Desosamin (43) und L-Megosamin, doch der Gen-
cluster enthélt nur ein Aminotransferase- (megDII) und ein
Dimethyltransferase-Gen (megDIII). Die codierten Enzyme
katalysieren wahrscheinlich die entsprechenden Schritte in
beiden Zuckerbiosynthesewegen.[*”)

Die Zucker L-Nogalamin (52),?? L-Daunosamin (53)"°
und L-Rhodosamin (54)7" treten in den Anthracyclin-Anti-
biotika Nogalamycin, Daunorubicin bzw. Aclarubicin auf.
Ihre gemeinsame Vorstufe ist die Glucose 60, die in jedem
Reaktionsweg eine 3,5-Epimerisierung und eine stereospezi-
fische Ketoreduktion eingeht. Die C-4-Hydroxygruppe von
TDP-L-Acosamin (62), die durch die aufeinanderfolgende
Aktivitit von SnogF und SnogG gebildet wird, ist d&quatorial,
wihrend die von TDP-L-Daunosamin (53) axial steht. Diese
Zucker konnen 3-N,N-dimethyliert werden und fithren zu
TDP-2-Desoxy-L-nogalamin (63), dem Zuckerdonor in der
Nogalamycin-Biosynthese, oder zu TDP-L-Rhodosamin (54),
dem Zuckerdonor in der Aclarubicin- und Rhodomycin-
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Biosynthese. Sobald die Ubertragung auf das Aglycon erfolgt
ist, wird das C-5 von 2-Desoxy-L-nogalamin (63) mit dem
Aglycon verkniipft und durch Rehydroxylierung am C-2 das
Endprodukt gebildet.”?) Die Identitit der zustindigen
Enzyme bleibt unklar, ebenso wie der Zweck der Desoxyge-
nierung und erneuten Hydroxylierung am C-2 der Zucker-
einheit.

Die 3-Amino-2,3,6-tridesoxyzucker, TDP-4-Oxo-L-van-
cosamin (55) und TDP-L-Eremosamin (56), sind Zwischen-
stufen in der Biosynthese der Antibiotika Balhimycin™ bzw.
Chloroeremomycin” vom Vancomycin-Typ. TDP-3-N,N-
Dimethyl-L-eremosamin (57) und TDP-D-Angolosamin (58)
sind die beiden Zuckerdonoren in der Biosynthese von
Hedamycin.® Zucker 58 ist auch an der Biosynthese des
Benzoisochromanchinon-Antibiotikums Medermycin betei-
ligt.®! Die vollstindige Biosynthese von 56 ausgehend von 21
ist durch biochemische Analyse der beteiligten Enzyme auf-
geklirt worden.® Das Schliisselintermediat 55, das Substrat
fiir den Glycosyltransfer im Balhimycin-Weg, wird aus 60
durch C-3-Methylierung und anschlieende 5-Epimerisierung
erhalten. Spitere C-4-Ketoreduktion von 55 ergibt 56, den
Zuckerdonor in der Biosynthese von Chloroeremomycin. Es
ist ungewohnlich, dass ein Ketozucker wie 55 als Substrat fiir
eine Glycosyltransferase fungiert. Die Untersuchung des
Balhimycin-Genclusters zeigt jedoch ein inaktives 4-Keto-
reduktase-Gen, dvaFE, das wahrscheinlich an einer Stelle die
Umwandlung von 55 zu 56 im Balhimycin-produzierenden
Stamm katalysierte. Zusammen mit der weitgehenden Kon-
servierung zwischen den Balhimycin- und Chloroeremomy-
cin-Clustern lésst dies auf eine enge evolutionidre Verwandt-
schaft zwischen den beiden Reaktionswegen schlieBen.*!

L-Vancosamin, das C-4-Epimer von L-Eremosamin (56),
ist eine Komponente des Glycopeptid-Antibiotikums Van-
comycin. Obwohl noch keine Analyse der Biosynthesegene
von L-Vancosamin beschrieben wurde, nimmt man an, dass
die Bildung von TDP-L-Vancosamin identisch zu der von 56
verlduft, auBBer dass die Stereochemie der C-4-Ketoreduktion
umgekehrt wird. Ebenso kann das TDP-3-N,N-Dimethyl-L-
eremosamin (57) in der Hedamycin-Biosynthese in gleicher
Weise wie 56 durch die jeweiligen Hed-Biosyntheseenzyme
gebildet werden, aber mit einem zusétzlichen, HedO-kataly-
sierten Dimethylierungsschritt, um 56 in 57 zu iiberfiihren.®"!
TDP-p-Angolosamin (58), dessen Gene sowohl im Heda-
mycin- als auch im Medermycin-Gencluster identifiziert
wurden, wird vermutlich in zwei Schritten aus 60 syntheti-
siert: 4-Ketoreduktion durch Med14/HedN und 3-N,N-Di-
methyltransfer durch Med15/HedH.[8!

2.2.3. Gruppe llI: 2,6-Didesoxy-, 4-Amino-2,4,6-tridesoxy-, 2,3,6-
Tridesoxy- und 4-Amino-2,3,4,6-tetradesoxyzucker

TDP-2,6-didesoxyzucker und ihre Derivate, die durch 2,3-
Dehydratisierung von 21 und nachfolgende 3-Ketoreduktion
entstehen, machen den GroBteil der in Naturstoff-Biosyn-
thesewegen verwendeten TDP-Zucker aus (Schema 6). Die
Enzyme, die die 2,3-Dehydratisierung von 21 zu 59 in jedem
dieser Reaktionswege katalysieren, sind homolog zu denen,
die die gleiche Reaktion in der Biosynthese der 3-Amino-
2,3,6-tridesoxyzucker (siche Schema 5) beschleunigen. Diese
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Schema 6. Biosynthese von TDP-Zuckern der Gruppe III. Diese gréfite Gruppe der TDP-Desoxyzucker hat gemeinsam, dass am Anfang der Bio-
synthesewege 2-Dehydratisierungen (21 — 59) und 3-Ketoreduktionen (59 — 64 oder 59 — 73) auftreten. 64 wurde als Vorstufe der TDP-Zucker
66-72 vorgeschlagen, wihrend sich mehrere 2,6-Didesoxyzucker (75-90), 2,3,6-Tridesoxyzucker (91-98) und ein TDP-4-Amino-2,3,4,6-tetradesoxy-
zucker (100) mutmafllich von 73 ableiten.
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Gruppe der TDP-Zucker kann abhingig von der Konfigura-
tion ihrer 3-OH-Gruppe (siche 64 und 73) in zwei Unter-
gruppen weiter unterteilt werden. Interessanterweise sind alle
Enzyme fiir die axiale und die dquatoriale 3-Ketoreduktion
NAD(P)H-abhingige Reduktasen, zeigen aber keine nach-
weisbare Sequenzdhnlichkeit, wodurch ihre codierenden
Gene leicht zu unterscheiden sind.

TDP-p-Vicenisamin (67), TDP-p-Digitoxose (68), 4-O-
Acetyl-L-arcanose (70), TDP-L-Mycarose (71) und L-Cladi-
nose (72) haben alle eine axiale 3-OH-Gruppe und leiten sich
von der TDP-4-Keto-2,6-didesoxy-D-allose (64) ab, die aus 21
durch 2,3-Dehydratisierung und anschlieBende 3-Keto-
reduktion synthetisiert wird. Die Enzyme fiir diese beiden
Reaktionen (21 — 59 — 64) in der Biosynthese von 71 (TylX3
bzw. TylC1) sind in vitro charakterisiert worden.[®! Verbin-
dung 66, der Zuckerdonor im Biosyntheseweg von Aver-
mectin,® wird aus 64 in drei Schritten erhalten: 5-Epimeri-
sierung durch AveBV (AvrF), 4-Ketoreduktion durch
AveBIV (AvrE) und 3-O-Methylierung durch AveBVII
(AvrH). Durch heterologe Expression des vollstindigen En-
zymsatzes wurde die vorgeschlagene Route zu 66 untermau-
ert.®! Obwohl die genaue Reihenfolge der Schritte unbe-
kannt bleibt, lassen aktuelle Daten darauf schlieBen, dass der
3-O-Methyltransfer eher auf der Stufe der TDP-L-Olivose (65
— 66) stattfindet und nicht als separater Schritt.®”

TDP-p-Vicenisamin (67), der Zuckerdonor fiir die Bio-
synthese des Makrolactam-Antibiotikums Vicenistatin in
Streptomyces halstedii, entsteht vermutlich durch C-4-
Transaminierung von 64 durch VinF und nachfolgende N-
Monomethylierung durch VinG.® Der Zucker 67 ist der
einzige 4-Amino-2,4,6-tridesoxyzucker, dessen Biosynthese-
gene identifiziert wurden, und er ist ein seltenes Beispiel fiir
einen N-monomethylierten Aminozucker. Der Gencluster fiir
die Bildung von Lipomycin, das D-Digitoxose (68) enthilt,
wurde in Streptomyces aureofaciens lokalisiert.™ Dieser un-
gewohnliche Zucker wird durch C-4-Ketoreduktion von 64
durch LipDig4 gebildet. Die Zucker 4-O-Acetyl-L-arcanose
(70), TDP-L-Mycarose (71) und das O-methylierte L-Myc-
arosederivat L-Cladinose (72) werden aus 64 iiber dhnliche
Biosyntheserouten gebildet. Der Biosyntheseweg fiir 71, der
Teil des Tylosin-Wegs von Streptomyces fradiae ist, ist in vitro
vollstindig charakterisiert worden.”™* Verbindung 64 wird
durch die SAM-abhiéngige Methyltransferase TylC3 3-C-me-
thyliert. Danach epimerisiert TylK C-5 und TylC2 reduziert
C-4 unter Bildung von 71. In der Erythromycin-Biosynthese
wird L-Cladinose (72) iiber 3-O-Methylierung von L-Myc-
arose durch EryG gebildet, nachdem diese von 71 auf das
Makrolacton iibertragen worden ist. Die im Erythromycin-
Weg gefundenen Homologen zu den Enzymen der Biosyn-
these von 71 miissen identische Reaktionen wie ihre Gegen-
stiicke im Tylosin-Weg katalysieren.

Der Biosyntheseweg fiir 4-O-Acetyl-L-arcanose (70), das
im Makrolid-Antibiotikum Lankamycin aus Streptomyces
rochei vorkommt, wird als analog zu dem von 71 angenom-
men.P® Tatsichlich wurden im Lankamycin-Gencluster Gene
mit hoher Sequenzidentitit (40-75%) zu den Biosynthese-
genen von 71 gefunden, was im Einklang ist mit einem Weg, in
dem alle Reaktionen (auBer der abschlieBenden 4-Ketore-
duktion) denen der Biosynthese von 71 gleichen. Die 4-Ke-
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toreduktion durch Lkm41l wiirde das C-4-Epimer von 71,
TDP-L-Axenose (69), liefern — ein geeignetes Substrat fiir den
Glycosyltransfer. 3-O-Methylierung, moglicherweise durch
Lkm?28, und 4-O-Acetylierung durch ein unbekanntes Enzym
wiirden die Biosynthese von 70 abschlief3en.

2-Desoxy-L-fucose (75), L-Oleandrose (77), L-Digitoxose
(78), p-Olivose (79), 4-O-Carbamoyl-p-olivose (80), D-Oliose
(81), 4-O-Acetyl-D-oliose (Chromose D, 82), 4-O-Methyl-p-
oliose (Chromose A oder Olivomose, 83), b-Mycarose (85),
L-Chromose B (oder Olivomycose, 87) und 2-Desoxy-D-eva-
lose (90) sind alle 2,6-Didesoxyzucker, die zumeist eine
dquatoriale 3-OH-Gruppe tragen. Sie werden aus TDP-4-
Keto-2,6-didesoxy-D-glucose (73) biosynthetisiert, das aus 21
durch 2,3-Dehydratisierung und anschlieSende stereospezifi-
sche 3-Ketoreduktion erhalten wird. Verbindung 73 wurde als
Substrat fiir den Glycosyltransfer in der Biosynthese von
Mithramycin, einem Antitumormittel, und Granaticin, einem
Benzoisochromanchinon-Antibiotikum, vorgeschlagen. Gra-
naticin enthilt einen ungewohnlichen Aryl-C-L-olivosyl-Rest
(74), der wahrscheinlich unter Verwendung von 73 als Zu-
ckerdonor durch oxidative Vernetzung zwischen dem Agly-
con und dem C-4-Carbonylkohlenstoff des Zuckerrests ge-
bildet wird."™

Eine Mutante von Streptomyces argillaceus, in der ein C-
Methyltransferasegen (mtmC) inaktiviert war, produzierte
Mithramycinderivate mit einer 4-Keto-2,6-didesoxy-D-gluco-
se-Einheit (vermutlich von 73 abgeleitet) anstelle von D-
Olivose (siche 79). Seltsamerweise stellte die heterologe
Expression von mtmC in dieser Mutante die Produktion von
Mithramycin wieder her.’ In einer spiteren Studie schlugen
die Autoren vor, dass das MtmC-Protein vorhanden sein muss
und mit einer ebenfalls im Cluster codierten 4-Ketoreduktase
(entweder MtmTI oder MtmTII) in Wechselwirkung tritt.””)
Diese 4-Ketoreduktase konnte 73 nach dessen Transfer zum
Mithramycin-Aglycon reduzieren.

2-Desoxy-L-fucose (siche 75) ist eine Zuckerkomponente
der Anthracyclin-Antibiotika Aclarubicin (Aclacinomycin)
und Rhodomycin und wird wahrscheinlich als TDP-2-
Desoxy-L-fucose (75) in zwei Schritten (3,5-Epimerisierung
und 4-Ketoreduktion) aus 73 synthetisiert. Obwohl die Gen-
cluster fiir Aclarubicin””! und Rhodomycin® teilweise se-
quenziert worden sind, sind Gene fiir diese Aktivitdten noch
in keinem Gencluster zugeordnet worden. L-Oleandrose (77)
kommt im Makrolid-Antibiotikum Oleandomycin aus Strep-
tomyces antibioticus und in Avermectin aus Streptomyces
avermitilis vor. Interessanterweise wird L-Oleandrose in
diesen beiden Biosynthesewegen iiber verschiedene Routen
aufgebaut. Uber heterologe Expression der Oleandomycin-
Biosynthesegene! wurde gezeigt, dass 77 aus 73 gebildet
wird: 3,5-Epimerisierung (OleL) und 4-Ketoreduktion
(OleU) liefern TDP-L-Olivose (76), den Donor fiir den Gly-
cosyltransfer. Die 3-O-Methylierung durch OleY geschieht
nach der Zuckerbindung, was in vitro bestitigt wurde.”! Dies
unterscheidet sich von der Biosynthese von L-Oleandrose im
Avermectin-Weg, wo TDP-L-Oleandrose (66) aus 64 iiber 5-
Epimerisierung, 4-Ketoreduktion und 3-O-Methylierung am
Nucleotidzucker vor dem Glycosyltransfer gebildet wird.

TDP-L-Digitoxose (78) ist die Vorstufe fiir die L-Digito-
xose-Einheit, die in den durch Streptomyces venezuelae
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ISP5230 und Actinomadura kijaniata produzierten Antibio-
tika Jadomycin bzw. Kijanimicin vorkommt. Studien an ge-
reinigten Zuckerbiosyntheseenzymen aus A. kijaniata haben
den Syntheseweg fiir TDP-L-Digitoxose (78) vollstindig
aufgeklart. Die Umwandlung von 21 in 73 wird durch KijB1
und KijD10 katalysiert und die Umwandlung von 73 in 78
durch die 5-Epimerase KijD11 und die 4-Ketoreduktase
KijC2.””) Die gleichen Funktionen werden den zu KijD11 und
KijC2 analogen Enzymen JadU und JadV in der Biosynthese
von Jadomycin zugeschrieben.'™ Die TDP-p-Olivose (79) ist
ein verbreiteter Zuckerdonor, der in den Biosynthesen vieler
Naturstoffe vorkommt, einschlieBlich Landomycin,"™ Ur-
damycin,'” Mithramycin,'"® Chromomycin,'* Chlorothri-
cin,'® Avilamycin® und Concanamycin.'’” Die Biosyn-
thesegencluster fiir diese Verbindungen sind identifiziert
worden. Gene, die fiir Enzyme fiir die Umwandlung von 21 zu
79 codieren, wurden in jedem Cluster, auler dem von Mi-
thramycin, festgestellt. Im Concanamycin-Gencluster wurde
auch eine mutmaBliche Carbamoyltransferase, Con7, zuge-
ordnet, die die 4-O-Carbamoylierung von TDP-p-Olivose
(79) zu 80 katalysiert. Diese Reaktion konnte vor oder nach
dem Glycosyltransfer stattfinden.

TDP-p-Oliose (81) ist die vermutete Vorstufe fiir die b-
Oliose-Einheit in Mithramycin und die Chromose-D- und
Olivomose-Reste in Chromomycin. Ergebnisse aus Gendis-
ruptionstudien am Mithramycin-Produzenten Streptomyces
argillaceus lieferten indirekte Beweise, dass MtmU als die 4-
Ketoreduktase fungiert, die 73 in 81 umwandelt.”” MtmU
zeigt jedoch eher Sequenzidentitit (ca. 50 %) mit 3-Ketore-
duktasen als mit 4-Ketoreduktasen. Wenn die fiir MtmU
vorgeschlagene Aktivitit zutreffend ist, wére dies ein inter-
essantes Beispiel fiir Regiopromiskuitdt eines Zuckerbio-
syntheseenzyms. Der Chromomycin-Gencluster codiert fiir
zwei Homologe der 4-Ketoreduktase, CmmUI und CmmUII,
von denen eines die Umwandlung von 73 zu 81 katalysieren
sollte. Die 4-O-Acetylierung und 4-O-Methylierung der
beiden D-Oliose-Einheiten von Chromomycin zu Chromo-
se D (82) bzw. Olivomose (83) konnen von CmmA bzw.
CmmMIII katalysiert werden, und beide Umsetzungen er-
folgen wahrscheinlich nach dem Glycosyltransfer.!'*

Mithramycin und Chromomycin enthalten auch p-Myca-
rose (85) und Olivomycose (87), die sich beide von 73 durch 3-
C-Methylierung ableiten. Nach Geninaktivierungsstudien
wurde diese Funktion der Methyltransferase MtmC in S. ar-
gillaceus zugeschrieben.”! Das im Chromomycin-Gencluster
codierte homologe CmmC hat vermutlich die gleiche Funk-
tion. Die resultierende Verbindung, TDP-4-Keto-p-mycarose
(84), kann im Mithramycin-Weg als Substrat beim Glycosyl-
transfer verwendet werden, da die Disruption des fiir die C-4-
Reduktase MtmTIII codierenden Gens zu Mithramycinderi-
vaten fiihrte, die eine 4-Keto-D-mycarose-Einheit (84) an-
stelle von 85 tragen.’” Die Olivomycose-Einheit (87) von
Chromomycin wird voraussichtlich aus 84 durch 5-Epimeri-
sierung und 4-Ketoreduktion unter Bildung von TDP-L-
Chromose (86) und nachfolgend durch Glycosyltransfer und
4-O-Acetylierung aufgebaut. Es ist moglich, dass die 4-O-
Acetylierung — wie im vorgeschlagenen Weg fiir 82 — ebenfalls
von CmmA katalysiert wird."*!
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Die 2-Desoxy-D-evalose-Einheit (90) der Heptasaccha-
ridkette von Avilamycin A stammt vermutlich aus 73, das
durch 3-C-Methylierung (AviG2) 88 ergibt. Dieser Methy-
lierungsschritt ist identisch zur TylC3/EryBIII/Lkm27/MtmC/
CmmC-Reaktion. In der AviG2-katalysierten Reaktion bleibt
jedoch die Konfiguration der 3-OH-Gruppe erhalten, wih-
rend sie sich in den TylC3/EryBII/Lkm27/MtmC/CmmC-
katalysierten Reaktionen umkehrt. Im Anschluss an die C-
Methylierung wird eine 4-Ketoreduktion durch AviZ1 oder
AviZ2 erwartet, um TDP-2-Desoxy-D-evalose (89) zu
bilden."™ Nach dem Glycosyltransfer wird eine Orthoester-
bindung zwischen der 2-Desoxy-D-evalose-Einheit und dem
benachbarten D-Olivose-Rest gekniipft. Dieser Schritt kann
durch eines der drei im Avilamycin-Gencluster codierten
Nicht-Ham-Eisenenzyme (AviO1, AviO2 oder AviO3) kata-
lysiert werden.

Eine andere von 73 abstammende Untergruppe von TDP-
Zuckern sind die 2,3,6-Tridesoxyzucker wie TDP-L-Amice-
tose (92) und TDP-L-Rhodinose (94) sowie der 4-Amino-
2,3,4,6-tetradesoxyzucker TDP-pD-Forosamin (100). Der
Schliisselschritt in ihrer Biosynthese ist die C-3-Desoxyge-
nierung von 73 zum Intermediat TDP-4-Keto-2,3,6-tridesoxy-
p-glucose (91).%1 In der Biosynthese des Terpen-Antibioti-
kums Phenalinolacton, das eine 4-O-Methyl-L-amicetose-
Einheit (93) trdagt, wird Verbindung 92 als Zuckerdonor an-
genommen. Fin Reaktionsweg bestehend aus einer 3-Des-
oxygenierung durch PlaAl zu 91, 5-Epimerisierung durch
PlaAS8 und 4-Ketoreduktion durch PlaA7 fiihrt wahrschein-
lich zu 92. Ein O-Methyltransfer durch PlaM1, der vermutlich
nach dem Glycosyltransfer erfolgt, ergibt 93.0%)

L-Rhodinose (siche 94), das C-4-Epimer von L-Amicetose
(siehe 92), findet man in Urdamycin,'® Landomycin,'*"
Aclarubicin (Aclacinomycin),””! Rhodomycin®! und Gra-
naticin,” deren Gencluster alle sequenziert worden sind.
TDP-L-Rhodinose (94) wird biosynthetisch aus 91 durch 5-
Epimerisierung und 4-Ketoreduktion gebildet. Die Funktio-
nen der 5-Epimerase (UrdZ1) und der 4-Ketoreduktase
(UrdZ3) in der Biosynthese von 94 wurden bewiesen, indem
ihre entsprechenden Gene im Urdamycin-Produzenten
Streptomyces fradiae einzeln zerstort wurden und dieser an-
schlieBend keine Urdaymcin-Derivate mit L-Rhodinose-
Einheiten synthetisieren konnte.'”” Gene, die fiir Enzyme
dieser beiden Schritte codieren, sind im Landomycin- und im
Granaticin-Gencluster bestimmt worden, nicht aber im
Rhodomycin- oder im Aclacinomycin-Cluster. Auch im
Nanchangmycin-Cluster wird das Epimerase-Gen nicht ge-
funden. Diese Aktivititen konnen an anderer Stelle im
Genom codiert sein oder werden im Fall von Rhodomycin
und Aclacinomycin durch die promiskuitiven L-Rhodosamin-
Biosyntheseenzyme iibernommen. Im Polyether Nanchang-
mycin wird L-Rhodinose nach Anbindung durch NanM zu 4-
O-Methyl-L-rhodinose (95) methyliert.'!%

Die Hauptprodukte der Aclacinomycin-Biosynthese,
Aclacinomycin A und B, enthalten L-Cinerulose (96) bzw. L-
Cinerulose B (98), wihrend das Nebenprodukt Aclacinomy-
cin N L-Rhodinose (94) aufweist. Vorliegende Befunde
deuten darauf hin, dass extrazelluldre Oxidasen die L-Rho-
dinose-Einheit schnell in 96 iiberfithren, das auB3erhalb der
Zelle zu L-Aculose (97) und dann zu 98 weiteroxidiert wird.
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Es existiert auch ein intrazelluldres System, um diese Zwi-
schenstufen zu 96 zuriick zu reduzieren, aber der Grund fiir
diese Umwandlungen ist nicht ersichtlich.''Yl Der 4-Amino-
2,3.4,6-tetradesoxyzucker pD-Forosamin (100) kommt in den
Makrolid-Antibiotika Spinosyn, Butenylspinosyn und Spira-
mycin vor. Bis jetzt ist dies der am stérksten desoxygenierte
Zucker, der in der Natur gefunden wurde. Die Biosynthese
von TDP-p-Forosamin (100) im Spinosyn-produzierenden
Stamm Saccharopolyspora spinosa ist in vitro vollstindig
aufgeklart worden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass SpnQ
die 3-Dehydrase ist, die 73 in 91 iiberfiihrt,""?! und SpnR
wurde als die 4-Transaminase

identifiziert, die das SpnQ-Pro-

dukt 91 in TDP-4-Amino-
2,3,4,6-tetradesoxy-D-glucose

(99) umwandelt."! Die N,N-

Dimethylierung von 99 wird von

SpnS katalysiert. Interessanter-

weise hat SpnQ, anders als das  HO _oH
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rotase (GMR), Galactokinase (GK), Galactose-1-phosphat-
Uridylytransferase (G1PUT) und UDP-Galactose-4-Epime-
rase (GalE) fiir die Umwandlung von f-p-Galactose (101) in
3 zustdndig.

UDP-a-D-Glucuronséiure (9) wird durch die NAD*-ab-
hingige UDP-Glucose-Dehydrogenase (UDPGIcDH) aus 3
gebildet. Dieser UDP-Zucker ist ein Baustein fiir die Kap-
selpolysaccharide, die fiir die bakterielle Virulenz entschei-
dend sind.'* Kiirzlich wurde gezeigt, dass die UDP-Glucose-
Dehydrogenase (CalS8) an der Synthese der Desoxyamino-
pentose-Einheit (104) von Calicheamicin mitwirkt."'! Die
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Verbindung 17 wird durch die a- H,N 'OH
D-Glucose-1-phosphat-Uridylyl- 15

transferase (UGP), einem fiir
alle Organismen essenziellen
Enzym, in UDP-a-p-Glucose
(3) umgewandelt. Dagegen sind
die vier Enzyme des Leloir-Re-
aktionswegs, Galactose-Muta-
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Schema 7. Biosynthese der UDP-Zucker. UDP-a-D-Glucose (3) leitet sich entweder von der Glycolysezwi-
schenstufe 12 oder von der -p-Galactose (101) iiber den Leloir-Weg ab. Die Pentosereste von Caliche-
amicin (104) und Avilamycin (107) stammen wahrscheinlich von einer Vorstufe der UDP-a-p-Glucose (3).
Eine getrennte Gruppe von UDP-Zuckern wird aus der Glycolysezwischenstufe Fructose-6-phosphat (13)
tiber UDP-N-Acetyl-p-glucosamin (5) erhalten. Verbindung 5 ist wahrscheinlich die Biosynthesevorstufe
vieler Aminoglycosidzucker, von denen viele 2-Aminozucker sind (siehe Schema 8).
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Bildung der UDP-Didesoxyaminopentose (103), die in der
Biosynthese von Calicheamicin (Cal) und AT2433 (Atm)
verwendet wird, beginnt vermutlich mit der Oxidation von 3
durch Cal/AtmS8 zu 9, das anschlieBend oxidativ zu 102 de-
carboxyliert wird. Danach folgen C-2-Desoxygenierung (Cal/
AtmS14), C-3-Ketoreduktion (Cal/AtmS12), C-4-Transami-
nierung (Cal/AtmS13) und 4-N-Monomethylierung (Cal/
AtmS10).17 Interessanterweise gibt es fiir die beiden ersten
Schritte dieses vorgeschlagenen Reaktionswegs (3 — 9 —
102) kein Beispiel in TDP-Zucker-Synthesewegen, wihrend
die letzten vier Schritte starke Ahnlichkeit zu Reaktionen
aufweisen, die in der TDP-Zucker-Biosynthese verbreitet
sind, aber einzigartig bei der Bildung von UDP-Zuckern sind.
Es wurde vorgeschlagen, dass einige (z.B. CalS8) oder alle
Enzyme in diesem Syntheseweg Pyrimidin nicht diskrimi-
nieren und sowohl UDP- als auch TDP-Zucker als Substrate
akzeptieren. Dies wird durch eine In-vitro-Analyse von CalS8
bestitigt, die ergab, dass UDP-Glucose (3) zwar das bevor-
zugte Substrat ist, TDP-Glucose aber ebenfalls effizient oxi-
diert werden kann.!®

Fiir die Biosynthese der von L-Lyxose abstammenden
Komponente 107 von Avilamycin in Streptomyces virido-
chromogenes wird die Verbindung 9 durch das SDR-Enzym
AviE2, ein zur UDP-Glucuronat-Decarboxylase (oder UDP-
Xylose-Synthase) homologes Enzym, in UDP-p-Xylose (10)
iiberfiihrt."® Verbindung 10 ist der allgemeine Xylosedonor
fiir die Proteinglycosylierung in Tieren und fiir die Biosyn-
these der Zellwandpolysaccharide in Pflanzen und Pilzen
sowie der Zelloberflachenpolysaccharide in Bakterien. Mit
Ausnahme von AviE2 sind Enzyme, die die Bildung von 10
katalysieren, in keinem anderen Biosyntheseweg von Se-
kundirmetaboliten in Actinomycetes gefunden worden.[''*!
Es wird angenommen, dass 106 durch sequenzielle C-4- und
C-3-Epimerisierungen aus 10 gebildet wird. Diese Reaktio-
nen konnen durch zwei der drei Enzyme aus der SDR-Familie
(AviQ1, AviQ2 oder AviQ3) mit unbekannten Funktionen,
die im Gencluster codiert sind, katalysiert werden.''®! Diese
Enzymfamilie (Abschnitt 3.2) katalysiert bei verschiedenen
NDP-Zuckern die Epimerisierung von Hydroxygruppen an
nichtaktivierten C-2-, C-4- und C-6-Positionen. Die Mitwir-
kung dieser drei mutma@lichen SDR-Enzyme bei der Syn-
these von 106 ist noch nicht belegt.

Eine zweite Gruppe von UDP-Zuckern, die in verschie-
denen Biosynthesereaktionen verwendet wird, wird aus
Fructose-6-phosphat (13) iiber UDP-N-Acetyl-D-glucosamin
(5, Schema 6) erhalten. Im ersten Schritt wird 13 durch die
Glucosamin-6-phosphat-Synthase (GImS) in Glucosamin-6-
phosphat (15) umgewandelt. In Bakterien wird 15 durch die
Phosphoglucosamin-Mutase (GlmM) zu Glucosamin-1-
phosphat (19) umgesetzt.'"”) Danach folgt der N-Acetyl-
transfer, der von der C-terminalen Doméne von GlmU ka-
talysiert wird und 108 liefert."*! Die N-terminale Domine
von GImU katalysiert den letzten Schritt, der UDP-GIcNAc
(5) ergibt. Kiirzlich wurde im Biosyntheseweg von Butirosin,
einem Aminoglycosid-Antibiotikum aus Bacillus circulans,
eine Nucleotidyltransferase (BtrD) entdeckt, die entweder
die Uridylylierung oder die Thymidylylierung von 19 zu 109
katalysiert.”!! In einigen Bakterien konnte die Acetylierung
von 109 eine alternative Biosyntheseroute zu 5§ liefern.
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Die meisten Aminoglycosid-Antibiotika mit von 2-
Desoxy-scyllo-inosose oder 2-Desoxy-myo-inositol abgelei-
teten Aglyconen sind mit Aminozuckern vielfiltiger Struktur
versehen (Schema 8)."”?! Die Biosynthesegencluster fiir
mehrere Mitglieder dieser Aminoglycosidklassen sind iden-
tifiziert worden. Dazu gehoren Butirosin, Kanamycin, Apra-
mycin, Lividomycin, Paromomycin, Neomycin, Tobramycin,
Gentimycin, Ribostamycin, Fortimicin und Kasugamycin.!??)
Da in den meisten dieser Gencluster Nucleotidylyltransfera-
segene fehlen, stammen die fiir die Biosynthese verwendeten
Vorstufen der NDP-Zucker (wie 3 oder 5, Schema 7) wahr-
scheinlich aus dem allgemeinen Pool von NDP-Zu-
ckern.?122] Gene, die fiir NAD(P)-abhingige Dehydroge-
nasen, Oxidoreduktasen und PLP-abhéngige Aminotransfe-
rasen codieren, sind in diesen Genclustern erwartungsgemaf
weitverbreitet. Sie sind vermutlich an der Einfithrung von
Aminogruppen in die Zuckerprodukte iiber verschiedene
Oxidations-/Transaminierungsreaktionen beteiligt. Zum jet-
zigen Zeitpunkt weifs man jedoch wenig tiber die Biosynthese
dieser Zucker, und in den meisten Fillen ist nicht klar, ob die
Biosyntheseenzyme ihre Reaktionen an NDP-Zuckersub-
straten ausfilhren oder ob sie modifizierende Reaktionen
nach der Glycosylierung katalysieren. Eine bemerkenwerte
Ausnahme ist der Kasugamin-Rest (110, Schema 7) von Ka-
sugamycin, dessen Biosynthesegencluster fiir mehrere
Enzyme mit hoher Homologie zu bekannten UDP- und TDP-
Zucker-modifizierenden Enzymen codiert.!'’”!' Die Amino-
glycosidzucker sind reich an atypischen Strukturmerkmalen

OH NH, OH
Ho 9 HO ° HO 2
HO HO H,N
|
H2N07§ HOO_§ HOo
Lividomycin A Kanamycin A Kanamycin A, B & C
Paromomycin | & II Tobramycin
Kanamycin C
_OH (NHz
HN- 0 -0 —Q
NS B LD
Hoo_§ H,N o—% H,N"H:N o—§
Apramycin Butirosin A & B Neomycin B
Kanamycm_ B Lividomycin A
Paromomycin I Paromomycin |
Ribostamycin/Xylostasin
Neomycin B & C
OH
HO HO \_-NH, NH,

Lo Ho M

HO HO O\Xﬂ/o\g

Hygromycin B
Destomycin A
S$8-56-C

<
Me—\——C 20
MeHN Y
HO O—% 2 0—%
Gentamycin Cyx
Gentamycin C4, C1o & C,

(NHMe Me - NH2 _NH,
\
H,N ofé H,N o—§ HNJ §
Gentamycin C, Gentamycin C2 Tobramycin

Fortimycin A

Schema 8. Reprisentative Aminoglycosidzucker. Die Aminozucker-
Substituenten vieler Aminoglycoside enthalten ungewshnliche Modifi-
kationen, deren Biosynthese zumeist nicht gut verstanden ist.
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(Schema 8), z.B. ungewohnlichen Des- Me. 0 g
oxygenierungsmustern wie in Tobramy- Mf?_?, g //Ol-ib o
cin, Gentamycinen und Fortimycinen, den H&N-f A -0~ )
ungewOhnlichen C-Methyl-Seitenketten 112 HO

in Gentamycinen und Fortimicinen und s 1‘13

der axialen Konfiguration der C-5-Ami- | i Hyg1e
nomethylgruppen in Neomycin B, Livi- 1eOH Me-\(o &

. . . e NI
domycin A und Paromomycin I. Die vor- HO— Ao N HOA
geschlagenen Mechanismen fiir einige HN= HO> OGDP
dieser Modifikationen werden in Ab- 11g OCPP 120
schnitt 3.3 genauer besprochen. * NysDII '

AmphDII Hyg26
PMM PImC
CanA Me OH

2.4. GDP-Zucker HO—, OH MeQH O

HO {0 0 HO

HO S HO OGDP

GDP-aktivierte Zucker (Schema 9 L ca o HO
. . er ( ) 18 OP%7  NysDII 117 OGDP 19
sind allgemein an der Biosynthese von CanM
Polysacchariden bakterieller Zelloberfla- GMP AmphDIII ! 5 t
chen und von eukaryotischen Glycanen v E‘mé : Hyg20 ?
beteiligt. Die GDP-Mannose (111) ist die o A\%Eg OH GMER
tir di He oM Me 7207 ~OGDP

vorgeschlagene Vorstufe fiir die Zucker- How EvrD Hom Hyg23 e,//-\Z- o
reste in den Polyenmakroliden Nystatin, R | - ) i " | OH
Amphotericin, Pimaricin und Candicidin 111 OGDP 116 OGPP
(die alle D-Mycosamin 112 enthalten), im
A.;minoglycosid-Antibiotikum Hygromy- GME &1
cin A (enthidlt 5-Dehydro-a-L-fucofura- BImG HO_ g7~ GDP
nose 113) und im Antitumorwirkstoff HO
Bleomycin (enthilt L-Gulose 114 und 3- HO 402
O-Carbamoyl-pD-mannose 115) (1241201
GDP-a-p-Mannose (111) wird aus Fruc- BImD HO—\ O,(H;
tose-6-phosphat (13) durch die Wirkung 7T . HO A=
dreier Enzyme erhalten: Phosphomanno- HzNﬁ<\o SR
se-Isomerase (PMI), die die reversible 121

gegenseitige Umwandlung von 13 und D-
Mannose-6-phosphat  (14) katalysiert,
Phosphomannomutase (PMM), die die
reversible gegenseitige Umwandlung von
14 und a-p-Mannose-1-phosphat (18) ka-
talysiert, und Mannose-1-phosphat-Gu-
anylyltransferase (auch als GDP-Manno-
se-Pyrophosphorylase (GMP) bekannt),
die die GTP-abhidngige Bildung von
GDP-a-pD-Mannose (111) aus 18 kataly-
siert. Die Umsetzung von 111 zur GDP-4-
Keto-6-desoxy-o-pD-mannose (116) wird
anschlieBend durch die GDP-Mannose-4,6-dehydratase
(GM-4,6-D, ein Mitglied der SDR-Superfamilie) vermittelt,
die im Wesentlichen die gleiche Reaktion wie ihre Gegen-
stiicke in den ADP-, CDP-, UDP- und TDP-Zucker-Biosyn-
thesen katalysiert."?”) Die GM-4,6-D-Gene (NysDIII/CanM/
AmphDIII/PimJ) sind in den Genclustern von Nystatin,
Candicidin, Amphotericin und Pimaricin identifiziert
worden. Es wird angenommen, dass im Anschluss an die
Umwandlung von 111 zu 116 eine 3,4-Zuckerketoisomerase,
die bisher noch nicht bestimmt wurde, 116 in 117 tberfiihrt.
Nachfolgende C-3-Transaminierung durch eine Aminotrans-
ferase, die in jedem der Gencluster codiert ist, fithrt zu GDP-
D-Mycosamin (118),'*" dem voraussichtlichen Zuckerdonor
in der Biosynthese dieser Verbindungen.
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Schema 9. Biosynthese der GDP-Zucker. GDP-Zucker werden von der GDP-a-b-Mannose
(1117) abgeleitet, die wiederum aus Fructose-6-phosphat (13) gebildet wird. Die Biosynthese-
gencluster fiir Nystatin (nys), Amphotericin (amph), Pimaricin (pim), Candicidin (can), Hygro-
mycin A (hyg), Avilamycin (av)) und Evernimicin (evr) codieren jeweils fiir mutmafliche GDP-
Mannose-4,6-Dehydratasen, die 111 in 116 uberfiihren. Der Gencluster fiir Hygromycin A co-
diert fiir ein mutmaRliches Homologes (Hyg23) der GDP-6-Desoxy-4-keto-D-mannose-Epime-
rase/-Reduktase (GMER oder GDP-Fucose-Synthase), von denen bekannt ist, dass sie 116 in 8
uberfiihren. Fiir die L-Gulose-Reste (114) und 3-O-Carbamoyl-p-mannose-Reste (115) von
Bleomycin wird vorgeschlagen, dass sie aus 111 tber die zur GDP-a-p-Mannose-3,5-Epimera-
se (GME) homologe BImG bzw. die Carbamoyltransferase BImD synthetisiert werden.

Eine Analyse des kiirzlich sequenzierten Genclusters von
Hygromycin A hat zu einem Vorschlag fiir die Biosynthese-
route seiner 5-Dehydro-a-L-fucofuranose-Einheit (113) ge-
fiihrt.'! Der Biosyntheseweg beginnt mit der Umwandlung
von 111 zu 116 durch Hyg5 mit anschlieBender 3,5-Epimeri-
sierung und C-4-Reduktion zur GDP-L-Fucose (8) durch
Hyg23, einem SDR-Enzym. Wie in der Biosynthese der D-
Fucofuranose- (24) und p-Streptose-Reste (26) von Gilvo-
carcin V und Streptomycin (siehe Schema 4), ist der Mecha-
nismus fiir die Ringverengung von 8 zu 119 unbekannt. Die
Autoren schlugen vor, dass dieser Schritt durch Hyg20, das
Sequenzidentitdt (31%) mit Transglucosylasen aufweist,
vermittelt werden konnte. Obschon nicht klar ist, wie dieses
Enzym agieren sollte, ist ein Hyg20-Homologes (Atal6) auch
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Zucker-Biosynthese Chemie
im Gencluster des strukturell verwandten Antibiotikums  Vorstufe der Streptose-Einheit (26) von Streptomycin wird

A201 A vorhanden.!'” Nach Bildung des Furanoserings oxi- jedoch ~ TDP-Glucose  angenommen  (siche  auch

diert Hyg26 die C-5-Hydroxygruppe, und es entsteht 120, das  Schema 4).['?! Daher konnte StrQ an der Biosynthese der N-

dann durch Hygl6 mit dem Hygromycin-Aglycon verkniipft =~ Methyl-L-glucosamin-Einheit (125) von Streptomycin betei-

wird. ligt sein.

Die L-Gulose- (114) und 3-O-Carbamoyl-D-mannose- In S. glaucescens wurde die Produktion von 125 beob-
Einheiten (115) von Bleomycin, einem Antitumorwirkstoff  achtet, die dafiir vorgeschlagenen Biosyntheserouten sind
(Hybrid aus Polyketid und nichtribosomalem Peptid) aus  aber noch nicht sehr genau untersucht worden.!?*!* Nach
Streptomyces verticillus, leiten sich ebenfalls von der GDP-  der Bildung von 123 durch StrQ (Schema 10) konnte die
Mannose ab.'?! Zusitzlich zu den Nucleotidylyltransferase-  Oxidation der 4-OH-Gruppe durch StrP, StrT oder StrU zu
(bImC) und Glycosyltransferase-Genen (bimE,F) sind mut- 126 fithren. Alle diese Enzyme sind NAD(P)-abhingige
maBliche Carbamoyltransferase- (blmD) und NDP-Zucker-  Oxidoreduktasen/Dehydrogenasen. Die nachfolgende 3,5-
Epimerase-Gene (bimG) im Gencluster vorhanden. BImD  Epimerisierung zu 127 wird vermutlich durch StrX vermittelt,
carbamoyliert 111 vermutlich direkt zu 121. BImG ist eng  das mehrere Homologe in Biosynthesen von TDP- und CDP-
verwandt mit den GDP-Mannose-3,5-Epimerasen (GME),  Zuckern hat, einschlieBlich StrM, der an der Biosynthese des
die eine 3-, 5- oder 3,5-Epimerisierung der GDP-Mannose  D-Streptose-Rests (26) von Streptomycin beteiligten TDP-4-
katalysieren.'”®! Eine 5-Epimerisierung der GDP-Mannose  Keto-6-desoxy-a-D-glucose-3,5-Epimerase. Im Anschluss an
(111) wiirde die GDP-L-Gulose (122) liefern, die dann an das  die Reduktion der 4-Ketogruppe von 127 durch eine der oben
Aglycon gekuppelt werden konnte. Auch in den Biosynthe-  genannten NAD(P)-abhéngigen Enzyme unter Bildung von
segenclustern fiir Avilamycin A und Evernimicin'®! aus 128 wird vermutlich durch das Zusammenwirken der
Streptomyces viridochromogenes Tii57 bzw. Micromonospora ~ Oxidoreduktase StrT und der PLP-abhéngigen Aminotrans-
carbonacea var africana sind putative GDP-Mannose-4,6- ferase StrS die C-2-Aminogruppe eingefiihrt, und es entsteht
Dehydratase-Gene (aviE3 und evrD) vorhanden. Es ist  129. Interessanterweise sind die str7/S-Gene in allen se-
jedoch nicht bekannt, welcher der sieben Zuckerreste in  quenzierten Genclustern von Streptomycin und dem eng
jedem dieser Heptasaccharid-Antibiotika von GDP-Manno-  verwandten Bluensomycin hintereinander lokalisiert.!'?? Als
se-Derivaten stammt, da jeder Cluster auch TDP-Glucose- néchstes konnte in S. glaucescens die N-Monomethylierung
4,6-Dehydratase-Gene (aviEI und evrW) aufweist. von 129 zu 130 erfolgen, und zwar durch ein zu StsG homo-
2.5. CDP-Zucker

StrP,
Stru

CDP-aktivierte  Zucker Copog- . COH [i‘”‘: —OH oder & (OH
sind seltén .und w.erden PI'-%S/&\L PGM HI_C{)C')'X*/';'\E\ ke HO- -0 ST o2
hauptsichlich 1n. der Biosyn- HO OH HOp o HO e HOOCDP
these von 3,6-Didesoxyhexo- 12 17 123 126
sen in den Zellwand-Lipopo- StP,
lysacchariden bestimmter StrU gm"der
Gram-negativer ~ Bakterien i s oo o7 HO %?g " H
gefunden, wo sie bekannter- HO\_%E;ZCDP . o 297 ~ocop . " HO?’_TTO ~0CDP “;/’\“O" ~~ocop
mafen wichtige Antigende- OH OH o OH e o oH OH
terminanten sind. Wie TDP- 129 128 127
und UDP-Zucker, leiten sich StsG-

CDP-Zucker von Glucose-6- Homologes P
phosphat (12) ab, das durch i StE? HN" S
die Phosphoglucomutase zu- WO T g fHEOR e o ® H,N H"f?’%joﬁ'*
néchst in Glucose-1-phosphat OH a9 cho
. NH |.o
(17)  umgewandelt  wird 130 N4 ( J’f\ 1
(Schema 10),%% das durch die NH [\ Me| 26
a-D-Glucose-1-phosphat-Cy- HN._NHO 7 o1 o ¢ OH
tidylyltransferase (E,, DdhA) i (,3/ CHO HWNHMB] 125
in CDP-a-p-Glucose (123) ” OJ\\ oH
iibergeht.™"*?l  Interessan- 131 ke 124
terweise wurde im Gencluster HO  OH
von Streptomycin (124) aus Schema 10. Ein méglicher Biosyntheseweg fiir CDP-L-Glucosamin in Streptomyces glaucescens: Die Biosyn-
Streptomyces glaucescens ein thes'e der N-Met.hyl-L-glucosamir?-Einh'eit (125) der Amin?glzcosid-Antibiotika Strepton'qyc'in und BIuengomy-
DdhA-Homologes (StrQ) gn ist sehr wenig verstanden. Die Cytldylylltranisferaseaktllwta.t 17 — 123)‘ von StrQ, die im Stre‘ptomysm-

\ encluster in Streptomyces glaucescens codiert ist, wurde in vitro nachgewiesen, was darauf schlieflen lasst,
gefunden, dessen Cytidylyl- ;55 125 von einer CDP-Zuckervorstufe abstammen kann. Das Fehlen von StrQ-Homologen in anderen
transferaseaktivitdt in vitro Streptomycin- und Bluensomycin-Genclustern deutet jedoch darauf hin, dass unterschiedliche Biosynthese-
verifiziert wurde.™™ Als die  routen zu 125 existieren kénnten.
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loges Enzym, eine N-Monomethyltransferase, die im Strep-
tomycin-Gencluster von Streptomyces griseus vorkommt,
aber im Gencluster von S. glaucescens fehlt. StrF, das Teil
einer konservierten Kassette ist, die in allen Streptomycin-
Genclustern die strFFGH-Gene aufnimmt, konnte die Kupp-
lung von 130 an die D-Streptose-Einheit (26) von 131 kata-
lysieren. Die Expression eines DNA-Fragments, das strFG
und einen Teil des strH-Gens enthielt, fithrte zur Wieder-
aufnahme der Streptomycin-Produktion in einer Mutante von
Streptomyces bikiniensis, die sonst 131 akkumulierte.!*” Die
Analyse der Gencluster fiir die Biosynthese von Streptomycin
und Bluensomycin weist darauf hin, dass sich die Wege zur
Bildung von 125 zwischen den produzierenden Stimmen
unterscheiden.'”! Offenkundig ist mehr Forschungsarbeit
notig, um den Biosyntheseweg zu 125 genau zu kliren.

2.6. Zusammenfassung der Biosynthesewege zu NDP-Zuckern

Durch die Kombination genetischer, biochemischer und
bioinformatischer Methoden wurden betrédchtliche Fort-
schritte beim Verstidndnis der Biosynthese von NDP-Zuckern
erzielt. Obwohl viele der Reaktionsstufen nicht experimentell
belegt sind, haben sich die folgenden allgemeinen Prinzipien
herauskristallisiert: 1) AuBer bei den wenigen Zuckern, die
wie die N-Methyl-L-glucosamin-Einheit (125) von Strepto-
mycin keine 6-Desoxyhexosen sind, erfolgt in allen bisher
untersuchten Reaktionswegen die 4,6-Dehydratisierung als
erster Schritt nach dem Nucleotidylyltransfer und ist fiir alle
nachfolgenden Reaktionen erforderlich. Viele der folgenden
enzymatischen Modifizierungen (diskutiert in Abschnitt 3) in
diesen Reaktionswegen geschehen tatsdchlich entweder
direkt an der 4-Ketoposition (wie die 4-Ketoreduktion und 4-
Transaminierung), oder sie beruhen auf der Aktivierung
durch die 4-Ketofunktion, die den pKs-Wert der C-3- und C-
5-Protonen herabsetzt (3-, 5- oder 3,5-Epimerisierung, 3- und
5-C-Methylierung, 3,4-Ketoisomerisierung, 3- und 2-Dehy-
dratisierung). 2) In allen Biosynthesewegen von 2,6-Dides-
oxyzuckern erfolgt die Desoxygenierung an C-2 nach der
an C-6 (21 — 59, Schema 5 und 6), wonach sich entweder eine
3-Ketoreduktion (59 — 64 oder 59 — 73, Schema 6) oder ein
3-Aminotransfer (589 — 60, Schema 5) anschlie3t. Die C-3-
Ketoreduktasen, die dquatoriale (59 — 73) oder axiale (59 —
64) Produkte liefern, konnen durch Aminosiduresequenza-
lignment unterschieden werden. Im Fall der 2,3,6-Tridesoxy-
zucker findet die C-3-Desoxygenierung nach der C-2-Des-
oxygenierung/C-3-Ketoreduktion statt (21 — 59 — 73 — 91,
Schema 6). Bei den 4,6-Didesoxyzuckern (z.B. pD-Desosamin
und D-Chalcose) erfordert die C-4-Desoxygenierung vorher
einen 4-Aminotransfer und erfolgt nach der C-6-Desoxyge-
nierung (21 — 44 — 45, Schema 5). Die Reihenfolge der
Desoxygenierungsschritte ist daher C-6—C-2 fiir 2,6-Des-
oxyzucker, C-6 —C-2—C-3 fiir 2,3,6-Tridesoxyzucker und C-
6—C-4 fiir 4,6-Didesoxyzucker.

Weitere Modifizierungen wie Ketoreduktion, C-Methy-
lierung, Epimerisierung und Transaminierung (auBer vor C-4-
Desoxygenierung) scheinen im Anschluss an alle Desoxyge-
nierungsreaktionen abzulaufen. Die C-4-Ketoreduktionen
und N-Methylierungen finden im Allgemeinen in spiten

www.angewandte.de

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

H.-w. Liu et al.

Stufen dieser Synthesewege statt, wihrend die O-Methylie-
rung gewOhnlich erfolgt, nachdem der TDP-Zuckerdonor an
seinen Aglycon-Akzeptor gebunden worden ist. Die aus
diesen Studien gewonnenen Erkenntnisse konnen als Leitfa-
den fiir die genclustergestiitzte oder De-novo-Vorhersage von
Biosynthesewegen fiir Naturstoffzucker genutzt werden.
Jedoch sollte diese Form der sequenzbasierten Funktions-
vorhersage mit Vorsicht vorgenommen werden. In vielen
Fillen bleiben die biochemische Charakterisierung der ver-
schliisselten Proteine und mechanistische Studien der betei-
ligten Schliisselenzyme unvermeidlich, um die Biosynthese-
wege eindeutig aufzukliren.

3. Enzymchemie in der Biosynthese von
NDP-Zuckern

Trotz der betrichtlichen Anzahl ungewohnlicher Zu-
ckerstrukturen in bakteriellen Sekundidrmetaboliten (siche
Abschnitt 2) verwendet die Natur nur fiinf allgemeine Typen
von Enzymreaktionen, um die meisten dieser Strukturvari-
anten zu erzeugen. Tabelle S1 in den Hintergrundinforma-
tionen fasst diese Reaktionen zusammen und fithrt repré-
sentative Enzyme auf, von denen aus Gendisruptions- oder
Expressionsstudien bekannt ist, dass sie diese Reaktionen in
vitro oder in vivo katalysieren. Da mehrere umfassende
Ubersichten zur Enzymchemie in der Biosynthese von Des-
oxyzuckern vorliegen,**'! betrachten wir in diesem Ab-
schnitt nur die allgemeinen Reaktionsprinzipien dieser
Enzyme zur Erzeugung von Diversitét bei Zuckern.

Da die meisten Naturstoffzucker 6-Desoxyhexosen sind,
wird NDP-4-Keto-6-desoxyhexose (21, Schema 11) besonders
hiufig als Zwischenstufe bei der Desoxyzucker-Biosynthese
beobachtet. Viele der anschlieBenden Umwandlungen wie
Ketoreduktion, Transaminierung, Epimerisierung, Isomeri-
sierung, Methylierung, Dehydratisierung und Desoxygenie-
rung beruhen auf der Aktivierung dieser Zwischenstufe auf-
grund der 4-Ketogruppe. Die Mechanismen einiger der
Enzyme, die an diesen Umwandlungen beteiligt sind, werden
in Abschnitt 3.1 besprochen. Die wichtige Rolle der Keto-
gruppe in der Desoxyzucker-Biosynthese wird durch das
Vorhandensein kurzkettiger SDR-Enzyme in vielen Zucker-
biosynthesewegen weiter unterstrichen. Diese vielseitig ver-
wendbare Enzymgruppe nutzt ein fest gebundenes NAD*-
Coenzym, um ein transientes NDP-Ketozuckerintermediat zu
bilden, das dann im selben aktiven Zentrum weiter umgesetzt
wird, um die gewiinschte chemische Umwandlung zu errei-
chen. Die vorgeschlagenen Mechanismen fiir mehrere aus-
gewihlte zuckermodifizierende SDR-Enzyme werden im
Abschnitt 3.2 erortert. Im letzten Teil dieses Abschnitts un-
tersuchen wir einige ungewohnliche Modifikationen, die in
manchen Desoxyzuckern von Naturstoffen vorkommen und
deren Bildungsmechanismen noch nicht gut verstanden
werden.
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3.1. Allgemeine Reaktionstypen der Zuckerbiosyntheseenzyme
3.1.1. Reduktion

Ketoreduktasen sind die am weitesten verbreitete Gruppe
von Enzymen bei der Desoxyzucker-Biosynthese, und etliche
ihrer Funktionen sind biochemisch nachgewiesen (siehe Ta-
belle S1 in den Hintergrundinformationen). Die im Biosyn-
theseweg der NDP-Zucker vorkommenden Ketoreduktasen
katalysieren die NAD(P)H-abhingige Reduktion (Hydrid-
Ubertragung) von 3- und 4-Ketozuckern zu den entspre-
chenden sekundéren Alkoholen. Viele Biosynthesegencluster
der 2,6-Didesoxyzucker codieren fiir eine 3-Ketoreduktase,
deren Aktivitdt benotigt wird, um den instabilen NDP-34-
Diketozucker aus der 2-Dehydratase-katalysierten Reaktion
zu reduzieren (siche Abschnitt 3.1.5). Eine andere, sehr ein-
fache Erklarung fiir die grof3e Anzahl an Ketoreduktasen in
diesen Biosynthesewegen wire, dass an den Biosynthesen der
meisten Desoxyzucker Ketozucker-Zwischenstufen beteiligt
sind, die fiir die unten beschriebenen enzymkatalysierten
Reaktionen essenziell sind. Nach den nétigen chemischen
Umwandlungen konnten Ketoreduktasen (von denen ange-
nommen wird, dass viele in den letzten Stufen der NDP-
Desoxyzucker-Biosynthese auftreten) dazu dienen, das NDP-
Zucker-Endprodukt zu stabilisieren. Interessanterweise
deuten multiple Aminosduresequenzalignments bekannter
und vermuteter NDP-Zucker-Ketoreduktasen auf eine evo-
lutiondre Divergenz zwischen den 3- und 4-Ketoreduktasen
hin, da die beiden Gruppen keine signifikante Sequenzidhn-
lichkeit aufweisen. Innerhalb der Gruppe der 3-Ketoreduk-
tasen konnen Enzyme, die axiale und 4quatoriale C-3-Hy-
droxygruppen einfithren, ohne weiteres unterschieden
werden, wihrend der stereochemische Verlauf der durch die
4-Ketoreduktase katalysierten Reaktion allein auf Basis der
Aminosduresequenz schwieriger vorherzusagen ist. Ange-
sichts der Auswahl an C-2-, C-3-, C-4- und C-5-Substituenten,
die von den einzelnen Ketoreduktasen eingefiihrt werden,
sollte es moglich sein, die Struktur- und Substratspezifitit
dieser Enzyme fiir die In-vitro-Synthese von NDP-Zuckern
und fiir Anwendungen im Glycoengineering zu nutzen.

3.1.2. EpimerisierungfIsomerisierung

Die Epimerase RmlIC, die die Umwandlung von TDP-4-
Keto-6-desoxy-a-D-glucose zur TDP-4-Keto-6-desoxy-L-
mannose (21 — 31, Schema 11a) in der Biosynthese von L-
Rhamnose in Bakterien katalysiert, ist eine der am haufigsten
untersuchten Zucker-Epimerasen/-Isomerasen und kann als
Prototyp fiir andere NDP-Ketozucker-Epimerasen gelten.
Studien an RmlIC aus Pseudomonas aeruginosa deckten einen
Mechanismus auf, demzufolge die 3- und die 5-Epimerisie-
rung von 21 iiber die Deprotonierung an C-3 bzw. C-5 durch
His65 verlaufen, das eine katalytische Dyade mit einem
konservierten Asp171 bildet.”” Die resultierenden Enolat-
Zwischenstufen (132, 135) werden durch Lys74 stabilisiert,
und die nachfolgende Protonierung wird von Tyr140 (oder bei
der C-3-Epimerisierung vielleicht von einem Wassermolekiil)
vermittelt. Deuteriumaustauschstudien haben ergeben, dass
die Epimerisierung an C-5 sehr viel leichter erfolgt als an C-3
und daher wahrscheinlich zuerst stattfindet. Nach der C-5-
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Epimerisierung wird angenommen, dass sich eine Zwischen-
stufe 133 mit umgeklapptem Ring in der fiir L-Zucker typi-
schen 'C,-Konformation bildet, um die sterische Hinderung
zwischen der 5-Methylgruppe, dem O1-Atom und His65 zu
vermeiden. Die Zwischenstufe 133 steht vermulich im
Gleichgewicht mit einer Twist-Boot-Konformation 134, worin
das Wasserstoffatom an C-3 orthogonal zur Ebene der 4-
Keto-Funktion steht, wodurch die Abstraktion dieses Protons
erleichtert wird. Die meisten anderen RmlC-Homologen in
Naturstoffbiosynthesen (siche Schema 4) sind nicht so gut
charakterisiert wie RmlC aus Pseudomonas aeruginosa, al-
lerdings zeigen Sequenzalignments, dass all diese Enzyme das
konservierte His-Lys-Tyr-Katalysemotiv aufweisen, sodass sie
wahrscheinlich iiber einen dhnlichen Mechanismus agieren.

TDP-4-Keto-6-desoxyglucose (21) ist auch das Substrat
fir Tylla (Schema 11b), die TDP-4-Keto-6-desoxy-3,4-Ke-
toisomerase aus Streptomyces fradiae, die im b-Mycaminose-
Weg die Umwandlung von 21 zu 39 katalysiert."**! Wihrend
in den Biosynthesegenclustern von Naturstoffen wenige Gene
gefunden wurden, die fiir Tylla-Homologe codieren, sind sie
in den Biosynthesegenclustern fiir die Polysaccharide duflerer
Bakterienmembranen reichlich vorhanden. Ein Beispiel ist
FdtA aus Aneurinibacillus thermoaerophilus 1.420-91", das
kiirzlich  strukturell und mechanistisch charakterisiert
wurde.'*! Vermutlich katalysiert ein konserviertes Histidin-
paar (His49 und His51) in FdtA die Isomerisierung (Sche-
ma 11b), wobei His49 fiir die C-3-Deprotonierung zustiandig
ist und His51 die Protoneniibertragung zwischen O3 und O4
vermittelt. Die nachfolgende Protonierung an C-4 durch
His49 fiihrt zur Bildung von 136. Man geht davon aus, dass die
entsprechenden Reste in Tylla, His63 und His65 bei der
Umwandlung von 20 in 39 dhnliche Funktionen iibernehmen
(Schema 11b).

3.1.3. Transaminierung

Eine andere allgemeine Enzymreaktion in diesen Bio-
synthesewegen ist die von Pyridoxal-5'-phosphat(PLP) bzw.
Pyridoxamin-5'-phosphat (PMP) abhingige Transaminierung.
Die Kristallstrukturen mehrerer Zuckeraminotransferasen
wurden bestimmt, einschlieBlich der 4-Aminotransferase
(DesD)™ und der 3-Aminotransferase (DesV), die an der
Biosynthese von D-Desosamin in Streptomyces venezuelae
beteiligt sind.'*'*?! Die Strukturanalyse von DesI (in Ge-
genwart von PLP und dem Aminozuckerprodukt 44; Sche-
ma 11c¢) deckte eine externe Aldimin-Zwischenstufe 137 auf,
in der sich Lys220, der Rest, der normalerweise PLP im ak-
tiven Zentrum durch Bildung einer Schiff-Base verankert, in
enger Nachbarschaft zu C-4' von PLP (3.4 A) und zum C-4
des Zuckersubstrats (3.0 A) befindet. Die Aldimin-Zwi-
schenstufe ist wahrscheinlich an den Protoneniibertragungen
wihrend der Transaminierung beteiligt. Verglichen mit der
Struktur von PseC aus Helicobacter pylori'* einer 4-Ami-
notransferase, die eine axiale Aminogruppe in einen 4-Ke-
tozucker einfiihrt, ist der in Desl beobachtete Hexoserest um
etwa 180° umgeklappt. Auf diesem bedeutenden Unterschied
in der Orientierung der Hexose beruht wahrscheinlich die
entgegengesetzte Konfiguration beim Einbau der Amino-
gruppen, der durch diese beiden Enzyme katalysiert wird.*!!
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3.1.4. Methylierung

TylC3 katalysiert den 3-C-Methyl-Transfer in der Bio-
synthese der L-Mycarose-Einheit von Tylosin in Streptomyces
fradiae (Schema 11d). Es war die erste NDP-Zucker-C-Me-
thyltransferase, die in vitro charakterisiert wurde.””! Wie viele
andere C-, O- und N-Methyltransferasen benotigt dieses
Enzym ein S-Adenosylmethionin(SAM)-Cosubstrat zur Ka-
talyse. Wie bei den durch 3,5-Epimerasen und 3,4-Ketoiso-
merasen katalysierten Reaktionen, wird die Katalyse durch
die Abstraktion des C-3-Protons von 64 initiiert, das eine
Twist-Konformation (Zhnlich wie bei der Umwandlung von
133 in 134 in Schema 11a) annehmen muss, um den Depro-
tonierungsschritt, der durch eine Base des aktiven Zentrums
vorgenommen wird, zu erleichtern. Die naszierende Endio-
lat-Zwischenstufe 138 reagiert dann mit der elektrophilen
Methylgruppe von SAM zu 139 unter Umkehrung der Kon-
figuration an C-3. Interessanterweise wird kein Metallatom
fiir diese Umwandlung benoétigt, was darauf schlieen lésst,
dass das aktive Zentrum von TylC3 die Endiolat-Zwischen-
stufe 138 hauptsichlich iiber elektrostatische Wechselwir-
kungen stabilisiert. Die Aktivititen einiger anderer C-3- und
C-5-Methyltransferasen wurden in vitro ebenfalls bestétigt
(Tabelle S1). Thnen wird eine dhnliche Wirkungsweise wie
TylC3 zugeschrieben %4824

3.1.5. Desoxygenierung

Die 2,6-Didesoxyzucker, die in Schema 5 und 6 dargestellt
sind, bilden die grofite Gruppe ungewohnlicher Naturstoff-
zucker. Thre Bildung erfordert einen durch 2-Dehydratasen
katalysierten 2-Desoxygenierungsschritt in einer frithen Stufe
der Biosynthese. Gra-Orf27 des Granaticin-Wegs in Strepto-
myces violaceoruber Tii22 und die begleitende 3-Ketoreduk-
tase (Gra-Orf26) waren die ersten an der 2-Desoxygenierung
von NDP-Zuckern beteiligten Enzyme, die untersucht
wurden.'" Eine weitere Studie an TylX3 und TyIC1, der
entsprechenden 2-Dehydratase bzw. 3-Ketoreduktase im L-
Mycarose-Weg in Streptomyces fradiae, lieferte zuséatzliche
Einblicke in den Mechanismus der 2-Desoxygenierung.[! Es
wurde nachgewiesen, dass fiir die TylX3-Aktivitiit ein Zn*'-
Ion benotigt wird, das sehr wahrscheinlich an der Aktivierung
eines Wassermolekiils beteiligt ist, damit dieses als Base fiir
die C-3-Deprotonierung fungieren kann, oder es stabilisiert
das Enolat-Intermediat (140). Nach p-Eliminierung der 2-
OH-Gruppe wird das entstehende Enolprodukt 141 zu 59
ketonisiert, wobei ein Wasserstoffatom aus dem Losungs-
mittel stereospezifisch in die dquatoriale Position an C-2
eingefiihrt wird. AnschlieBende Reduktion der 3-Ketogruppe
durch die NADPH-abhingige TylCl ergibt 64 mit einer
axialen 3-OH-Gruppe. In der Biosynthese von Granaticin
iibertragt die 3-Ketoreduktase Gra-Orf26 das Hydrid-Ion von
NADPH auf die entgegengesetzte Seite der 3-Ketohexose
(59), was zu einer dquatorialen 3-OH-Gruppe fiihrt.

Der Mechanismus der 3-Desoxygenierung illustriert
abermals die vielfdltigen Umwandlungen, die unter Beteili-
gung der 4-Keto-6-desoxy-a-D-glucose in der Biosynthese
von NDP-Desoxyzuckern moglich sind. Die Reaktion erfor-
dert zwei Enzyme, wobei der Mechanismus urspriinglich fiir
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die CDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose-3-Dehydrase (E;) und
ihre Reduktase (E;) aus dem Ascarylose-Biosyntheseweg in
Yersinia pseudotuberculosis eingefithrt wurde.'*" %! E, ist
homolog zu PLP-abhingigen Aminotransferasen, enthilt
aber PMP anstelle von PLP als Coenzym und besitzt aufler-
dem einen Histidinrest anstelle des konservierten Lysinrests,
der normalerweise von Aminotransferasen zur Verankerung
des PLP-Coenzyms im aktiven Zentrum verwendet wird. E,
enthilt auch einen katalytisch essenziellen [2Fe-2S]-Cluster
und braucht einen [2Fe-2S]-enthaltenden Flavodoxin-
NADP*-Reduktasepartner, Es, fiir die Aktivitit. Der E,-
Mechanismus beginnt mit der Bildung einer Schiff-Base
zwischen PMP und der 4-Ketogruppe des Substrats, wobei
142 entsteht (Schema 11 f). Als néchstes wird das C-4’-Proton
von PMP abgespalten, das die Verdriangung der 3-OH-
Gruppe auslost und das A**-Glucoseen 143 als Zwischenstufe
bildet. Dieses wird dann durch zwei aufeinanderfolgende
Einelektronentransfers vom NADH-reduzierten E;-gebun-
denen FAD iiber den [2Fe-2S]-Cluster von E; und den [2Fe-
2S]-Cluster von E; zu 144 reduziert. Die anschlieBende Hy-
drolyse ergibt Produkt 145 und regeneriert PMP.

Kiirzlich wurde die 3-Dehydrase-Aktivitit von SpnQ aus
Saccharopolyspora spinosa im Biosyntheseweg von TDP-p-
Forosamin (100) in vitro nachgewiesen.!"'? Tm spn-Gencluster
ist kein E;-Homologes vorhanden, und die effiziente Um-
wandlung von 59 — 91 (Schema 6) wurde nur in Gegenwart
reduzierender zellulirer Enzymsysteme beobachtet, was
darauf schlief3en lasst, dass SpnQ, wie E;, sehr wahrscheinlich
eine Reduktase aus dem zelluldren Pool nutzt, um die 3-
Desoxygenierungsreaktion abzuschlieBen. Die 3-Dehydrase
(ColD) aus dem Biosyntheseweg der L-Colitose (149) in
Yersinia pseudotuberculosis ist ebenfalls ein PMP-abhéngiges
Enzym, aber es fehlt ihr der in E,; vorhandene [2Fe-2S]-
Cluster.'”) Es wurde gezeigt, dass die erste Hilfte der ColD-
Katalyse die E;-Reaktion durch Bildung einer Schiff-Base
und Dehydratisierung nachahmt, wodurch eine zu 143 &hnli-
che Zwischenstufe (146, Schema 11g) entsteht. Die zweite
Hilfte der ColD-Reaktion umfasst die Hydrolyse der A**-
Aminomannoseen-Zwischenstufe (146) zur Bildung von PLP
und einem Enaminzucker (147), der dann tautomerisiert und
anschliefend unter Abgabe von Ammoniak zur 4-Keto-3,6-
didesoxymannose (148) hydrolysiert wird. Anders als bei der
E;-Reaktion, in der PMP durch sequenzielle Einelektronen-
reduktion von E; regeneriert wird, muss das PMP-Coenzym
in ColD nach jedem Katalysezyklus durch PLP mittels einer
Transaminierung in Gegewart von Glutamat regeneriert
werden. Die kombinierte Desoxygenierungs-/Transaminie-
rungsaktivitdt macht ColD zu einem einzigartigen Enzym.

3.2. Die vielseitigen Funktionen der SDR-Enzyme bei der
Biosynthese ungewdhnlicher Zucker

Die Bedeutung von Ketozucker-Zwischenstufen in der
Zuckerbiosynthese wird durch das umfangreiche Auftreten
der SDR-Enzyme in vielen Biosynthesewegen von NDP-
Zuckern unterstrichen."™ Proteinfaltung und Geometrie des
aktiven Zentrums dieser ,,nucleotidzuckermodifizierenden“
SDR-Enzyme sind konserviert, und sie verwenden in viel-
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faltigen Reaktionen — darunter Ketoreduktionen, Oxidatio-
nen/Dehydratisierungen, Epimerisierungen an nichtaktivier-
ten Kohlenstoffzentren, a-Epimerisierungen/Ketoreduktio-
nen und Oxidationen/Decarboxylierungen — einen NAD(P)*-
Cofaktor oder vereinzelt ein NAD(P)H-Cosubstrat. Bei den
meisten dieser Reaktionen oxidiert das SDR-Enzym im
ersten Schritt eine der Zuckerhydroxygruppen zu einer Ke-
tofunktion und erzeugt so eine reaktive Zwischenstufe, die im
aktiven Zentrum fiir zahlreiche chemische Umwandlungen
weiter zur Verfiigung steht.

Die durch SDR-Enzyme katalysierte 4,6-Dehydratisie-
rung ist eine der wichtigsten Reaktionen in der Zuckerbio-

H.-w. Liu et al.

synthese. Wie in Abschnitt 3.1 erldutert wurde, ist das Pro-
dukt dieser Reaktion, ein NDP-4-Keto-6-desoxyzucker, eine
Schlisselzwischenstufe in der Desoxyzucker-Biosynthese.
Die Mechanismen und Strukturen verschiedener NDP-p-
Glucose-4,6-Dehydratasen sind sehr ausfiihrlich charakteri-
siert worden.'>''* Die durch 4,6-Dehydratasen katalysierte
Reaktion wird durch die Deprotonierung der 4-OH-Gruppe
der NDP-Glucose durch einen konservierten Tyr-Rest mit
gleichzeitiger Ubertragung des 4-H als Hydrid auf NAD*
eingeleitet (Schema 12a). Kristallographische Untersuchun-
gen an 4,6-Dehydratasen aus Salmonella enterica,™"! Strep-
tococcus suis™3 und Streptomyces venezuelae™ sowie meh-
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Schema 12. Wirkungsweisen zuckermodifizierender SDR-Enzyme. Vorgeschlagene Mechanismen der a) TDP-a-b-Glucose-4,6-Dehydratase (RmiB)
aus Salmonella enterica, b) UDP-a-p-Glucuronat-Decarboxylase (AviE2) aus Streptomyces viridochromogenes, c) UDP-a-p-Galactose-4-Epimerase
(GalE) aus E. coli, d) GDP-4-Keto-6-desoxy-a-D-mannose-3,5-Epimerase-4-Reduktase (GMER oder GDP-Fucose-Synthase) aus E. coli und e) GDP-0-
p-Mannose-3,5-Epimerase (GME) aus Arabidopsis thaliana.
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reren anderen zuckermodifizierenden SDR-Enzy-
men?%158 haben das Vorhandensein konservierter Ser/
Thr- und Lys-Reste aufgezeigt, die wahrscheinlich den pKj-
Wert der Zucker-C4-OH- bzw. der Tyr-Hydroxygruppen
senken. Zusammen bildet diese konservierte Ser/Thr-Tyr-Lys-
Triade eines der Signaturmotive in SDR-Enzymen, und es
wird vermutet, dass sie an der Vermittlung der Hydridtrans-
ferschritte in allen Enzymen dieser Gruppe beteiligt ist. Die
Dehydratisierung von 150 iiber die C5-C6-Bindung wird
durch einen Glu-Rest erleichtert, der in NDP-Zucker-4,6-
Dehydratasen konserviert ist und der C-5 deprotoniert, was
zu einer Enon-Zwischenstufe (151) fithrt. Man geht davon
aus, dass in vielen 4,6-Dehydratasen, wie RmIB von S. ente-
rica, ein Asp-Rest die Protonierung der C6-OH-Gruppe be-
wirkt, um so die Wasserabspaltung zu erleichtern.> Dieser
Asp-Rest fehlt jedoch in den GDP-a-p-Mannose-4,6-Dehy-
dratasen, was die Beteiligung einer anderen katalytischen
Sduregruppe in diesen Enzymen impliziert. Die Verbindung
151 wird dann an C-6 durch das vom 4-H abstammende
Hydrid reduziert und dann durch den Glu-Rest am C-5 unter
Bildung von 21 protoniert. Die interne Riickkehr des Hydrids
vom transienten NAD(P)H zum Produkt ist ein Schliissel-
merkmal im Mechanismus der meisten SDR-Enzyme in Zu-
ckerbiosynthesen. Daher fungiert NAD" in den SDR-Enzy-
men eher als ein fest gebundenes Coenzym statt als Cosub-
strat.

Die UDP-Xylose (10, Schema 12b) wird im Primar-
metabolismus aller Organismen benotigt, allerdings kommen
verwandte Pentosen nur selten als Bestandteil von Natur-
stoffen vor. Im Primdrmetabolismus entsteht UDP-Xylose
aus der Decarboxylierung von UDP-a-pD-Glucuronsdure
(UDP-GIcA, 9) durch die NAD"-abhingige UDP-Glucuro-
nat-Decarboxylase (auch als UDP-Xylose-Synthase be-
kannt). Frithe mechanistische Studien an diesem Enzym
zeigten, dass die Reaktion durch Oxidation der 4-OH-
Gruppe von 9 eingeleitet wird und nachfolgende Decarb-
oxylierung und Protonierung zu 102 fiihren.'” Reduktion
von 102 mit dem voriibergehend gebildeten NADH liefert
UDP-Xylose (10). Strukturuntersuchungen und Aminosiu-
resequenzalignments der ArnA-Decarboxylase-Doméne von
E. coli (einem verwandten Enzym, das die Reaktion 9 — 102
katalysiert) weisen darauf hin, dass ein in dieser Enzymklasse
konserviertes Arg/Ser-Paar fiir die Katalyse der Decarboxy-
lierungsreaktion wichtig ist.'*” Vor kurzem wurde gezeigt,
dass AviE2 — ein an der Biosynthese des von L-Lyxose ab-
geleiteten Zuckerrests (107, Schema 7) von Avilamycin mit-
wirkendes Enzym - eine UDP-GlcA-Decarboxylase ist;
damit ist es das erste Enzym dieses Typs, das in einem Bio-
syntheseweg von Naturstoffzuckern in Actinomycetes ge-
funden wurde.!""® Gene, die fiir putative Homologe der UDP-
GlcA-Decarboxylase (CalS9 und AtmS9) codieren, sind auch
in den Genclustern fiir das Endiin-Antibiotikum Caliche-
amicin und das Indolocarbazol-Antibiotikum AT2433 vor-
handen.”>"" Die Aktivitdten von CalS9/AtmS9 sind bisher
nicht biochemisch verifiziert, man nimmt aber an, dass sie
eher die Bildung von 102 katalysieren als die von 10, was sie
mehr in die Ndhe der ArnA-Decarboxylasen als der UDP-
Xylose-Synthasen riickt.
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Die Bildung des von L-Lyxose abgeleiteten Zuckerrests
(107) von Avilamycin erfordert die Epimerisierung an einem
nichtaktivierten Kohlenstaffatom. Dieser Reaktionstyp wird
héufig von einer Gruppe SDR-Enzyme katalysiert, die zur gut
untersuchten UDP-Galactose-4-Epimerase (GalE) im Leloir-
Weg des Primirmetabolismus homolog sind.'*! GalE-Ho-
mologe, die die Epimerisierung von Pyranosehydroxygrup-
pen an C-2, C-4 und C-6 katalysieren, sind charakterisiert
worden.l®19] Strukturuntersuchungen an GalE aus E. coli
haben gezeigt, dass im Anschluss an die Oxidation der 4-OH-
Gruppe der UDP-Galactose (4; Schema 12¢) der Hexosering
der Zwischenstufe 152 um die C'O-P-Bindung rotiert.™®
Dies ermoglicht den Transfer des Hydrids vom NADH auf die
entgegengesetzte Seite von 152 an C-4, um so UDP-Glucose
(3) zu bilden und NAD™* zu regenerieren. Bei der Avilamycin-
Biosynthese muss UDP-Xylose (10) sowohl an C-3 als auch
an C-4 epimerisiert werden, um 106 zu bilden (Schema 7).
Zwei mutmaBliche SDR-Enzyme, AviQl und AviQ2, die
homolog zu GalE sind, sind im Avilamycin-Gencluster co-
diert und kénnten die Epimerisierung katalysieren.['"¥! Falls
sich bestétigt, dass dies der Fall ist, wire es das erste Beispiel
fiir eine durch ein SDR-Enzym katalysierte Epimerisierung
der 3-Hydroxygruppe eines NDP-Zuckers.

Interessanterweise zeigen mehrere SDR-3,5-Epimerasen
auch die Aktivitdt einer 4-Reduktase (Schema 12d). Die
GDP-6-Desoxy-4-keto-D-mannose-Epimerase/Reduktase
(GMER oder GDP-Fucose-Synthase), die in allen Organis-
men in die Biosynthese der GDP-Fucose eingebunden ist, ist
ein Beispiel eines solchen Enzyms mit doppelter Funktion.
Das Enzym aus E. coli katalysiert die 3,5-Epimerisierung
unter Verwendung eines His179/Cys109-Paars in Abwesen-
heit von NADPH.[*81661681 Der konservierte Tyr136-Rest des
Ser/Thr-Tyr-Lys-Motivs stabilisiert die Enolat-Zwischenstu-
fen (153 und 154). In der reduktiven Reaktion protoniert
Tyr136 die 4-Ketofunktion von 155 durch Hydridtransfer von
NADPH. Kiirzlich wurde vorgeschlagen, dass ein GMER-
Homologes (Hyg23) eine identische Reaktion im Biosyn-
theseweg von Hygromycin A in Streptomyces hygroscopicus
NRRL 2388 katalysiert (Schema 9).'*! Interessanterweise
verwendet das verwandte SDR-Enzym, GDP-Mannose-3,5-
Epimerase (GME), das NAD"'-Coenzym, um die 4-OH-
Gruppe der GDP-pD-Mannose (111) vor der 3,5-Epimerisie-
rung zu oxidieren (Schema 12¢).1% Ingesamt ist die Katalyse
durch GME sehr dhnlich zu der durch GMER, aufler dass
GME ein Lys/Cys-Sdure/Base-Paar anstelle eines His/Cys-
Paares einsetzt. Nach der 5-Epimerisierung kann das Inter-
mediat 156 an C-4 zu GDP-B-L-Gulose (122) reduziert
werden oder an C-3 epimerisiert und dann an C-4 zur GDP-§3-
L-Galactose (157) reduziert werden. Der L-Guloserest von
Bleomycin (114, Schema 9) wird vermutlich analog syntheti-
siert, héchstwahrscheinlich durch BImG.['*!

3.3. Ungewdéhnliche Modifikationen in der Biosynthese von
Naturstoffzuckern
Die meisten Biosynthesen ungewohnlicher Zucker ver-
laufen iiber die in Tabelle S1 aufgefiihrten ,,allgemeinen®

Enzymreaktionen. Dariiber hinaus gibt es aber noch andere
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diversifizierende Reaktionen, z.B. Epimerisierung und Me-
thylierung an nichtaktivierten Kohlenstoffzentren, Sulfury-
lierung, Bildung von Nitro- und Hydroxylaminogruppen,
Ringverengungen usw. Die meisten dieser seltenen Modifi-
zierungen sind experimentell noch nicht untersucht worden.

Boll et al. zeigten kiirzlich, dass das Entfernen eines ein-
zigen Gens, aviX12, aus dem Gencluster von Avilamycin A
aus Streptomyces viridochromogenes TuS7 ein inaktives
Avilamycinderivat ergibt (Gavibamycin N1), in dem ein
Glucoserest (siche 158) den normalerweise vorhandenen
Mannoserest (sieche 159) ersetzt (Schema 132).'*! Diese
iiberraschende Beobachtung wies darauf hin, dass sich der
Mannoserest nicht, wie zuvor vermutet, direkt von der GDP-
Mannose herleitet.'” Stattdessen konnte er durch AviX12-
vermittelte C-2-Epimerisierung einer Glucoseeinheit (158 —
159) gebildet werden und so zur aktiven Form von Avilamy-
cin A fithren. Die Untersuchung der vorhergesagten AviX12-
Aminoséduresequenz deckte ein CxxxCxxC-Motiv auf, das fiir
ein radikalisches SAM-Enzym charakteristisch ist.'"" Fiir die
AviX12-katalysierte Reaktion wird daher vorgeschlagen, dass
sie durch Abstraktion eines Wasserstoffatoms am C-2 der
Glucoseeinheit (158) durch das 5-Desoxyadenosylradikal
(AdoCHy’), das durch reduktive Spaltung von SAM mit dem
reduzierten [4Fe-4S]*-Cluster (Schema 13a) entsteht, einge-
leitet wird. Deprotonierung konnte dann zum Ketylradikal
160a fiihren, das eine Resonanzform von 160b ist. Die er-
neute Protonierung konnte von der entgegengesetzten Seite
des Zuckerrings erfolgen wie der Wasserstofftransfer durch
AdoCHj; und das Mannoseprodukt (159) ergeben. Falls sich
dieser Mechanismus bestétigt, hdatte man es in der Tat mit
einer ungewoOhnlichen radikalisch initiierten Epimerisie-
rungsreaktion zu tun.

Ein neuer Methylierungstyp, der durch Methylcobalamin-
abhéngige radikalische SAM-Enzyme vermittelt wird, ist
vermutlich an der Bildung mehrerer Antibiotika beteiligt,
darunter Moenemycin A aus Streptomyces ghanaensis,'""
Fortimycin A aus Micromonospora olivasterospora und
Gentamycin aus Micromonospora echinospora.'’? Jeder der
entsprechenden Gencluster enthélt ein Gen fiir ein putatives
Methylcobalamin-abhéngiges radikalisches SAM-Enzym
(MoeKS5, ForK bzw. GntK), das eine Methylgruppe an einem
nichtaktivierten Kohlenstoffzentrum des jeweiligen Zucker-
substrats einfithren koénnte (Schema 13b). Diese SAM-
Enzyme sind nicht untersucht worden, allerdings konnte ein
ghnliches Enzym (Fom3) der Fosfomycin-Biosynthese iden-
tifiziert werden, fiir das auerdem ein Mechanismus vorge-
schlagen wurde.' Fom3 katalysiert die Umwandlung von 2-
Hydroxyethylphosphonat (HEP, 161) zu (S)-2-Hydroxypro-
pylphosphonat (HPP, 163). Wie in Schema 13¢ dargestellt,
erzeugt der reduzierte [4Fe-4S]"-Cluster zuerst das 5'-Des-
oxyadenosylradikal (AdoCH,'), das ein Wasserstoffatom vom
Substrat (161) aufnimmt und die radikalische Zwischenstufe
162 bildet. Das Substratradikal abstrahiert dann Me* von
Methylcobalamin unter Bildung der methylierten Verbin-
dung 163 und Cob(IT)alamin. Dieser mogliche Mechanismus
ist metabolisch aufwendig, da 2 Aquivalente SAM pro Zyklus
verbraucht werden. Auch ist die Rolle des Methylcobalamins
als Methylradikaldonor hochst ungewdohnlich.
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Die Biosynthesen weiterer ungewohnlicher Zucker — z. B.
die Thiozucker in Calicheamicin (164) und Esperamicin
(166), der Hydroxylaminzucker in Calicheamicin (165), Es-
peramicin (167) und Viriplanin A (168) sowie der Nitrozu-
cker in Kijanimicin (169), Rubradirin (170), Evernimicin
(171), Cororubicin (172) und Decilorubicin (173) — erfordern
ebenfalls besondere Enzymaktivititen (Schema 13d). Die
Enzyme, die diese Modifikationen verursachen, nicht bislang
unbekannt, und nur die Biosynthesegencluster von Caliche-
amicin,® Evernimicin,'®! Rubradirin®¥ und Kijanimicin®’
sind identifiziert worden. Bemerkenswerterweise codiert der
Calicheamicin-Gencluster fiir eine putative Cystein-De-
sulfurase (CalS4), die an der Biosynthese der Thiozucker-
einheit von Calicheamicin (164) beteiligt sein konnte.l””! Ein
Cytochrom-P450-Enzym oder eine Flavin-abhingige Mono-
oxygenase ist vermutlich fiir die Bildung des Hydroxylamin-
rests zustindig.'””! Die Nitrozucker 169-173 entstehen am
plausibelsten durch Oxidation der entsprechenden Amino-
zucker. Tatsdchlich enthalten die Gencluster fiir Evernimi-
cin,'?! Rubradirin’* und Kijanimicin® alle eine Drei-Gen-
Kassette, die fiir eine NDP-3-C-Methyltransferase (EvdA/
RubN5/KijD1), eine NDP-3-Aminotransferase (EvdB/
RubN4/KijD2) und eine Flavin-abhidngige Oxidoreduktase
(EvdC/RubN8/KijD3) codiert, die an der Biosynthese der 3-
Methyl-3-nitrozucker beteiligt sein konnten.”” Der O-Me-
thylcarbamatrest von Kijanose (169) ist ebenfalls unge-
wohnlich. Fiir seine Bildung wurde eine Reaktionsfolge aus
N-Methylierung, Oxidation der Methylgruppe zu einer
Carboxylatgruppe und O-Methylierung vorgeschlagen, ver-
mittelt durch KijD8, KijB3 bzw. KijD9.! Wie bereits bei den
Thio-, Nitro- und Hydroxylaminzuckern betont wurde, sind
noch viele interessante Modifizierungen in der Biosynthese
von Naturstoffzuckern unentdeckt und unerforscht.

Erste Studien haben bereits fundierte Einblicke in die
enzymatischen Mechanismen der C-O-Spaltung in der Des-
oxyzucker-Biosynthese erbracht,**'%¥ einige entscheidende
Fragen konnten aber noch nicht geklidrt werden. Ein Problem
ist, dass recht viele Desoxygenierungen (etwa zur Bildung der
2,6-Diamino-2,3,4,6-tetradesoxyzucker-Einheit  (175) von
Gentimicin und Fortimicin sowie der 2,6-Diamino-2,3,6-tri-
desoxy-neosamin-Einheit (176) von Tobramycin; Sche-
ma 13 e) tiber deutlich unterschiedliche Mechanismen ablau-
fen konnten. Um Aufschluss zu erhalten, wurden Mutanten
von Micromonospora olivasterospora untersucht, bei denen
die Biosynthese von Fortimicin A in unterschiedlichen Sta-
dien blockiert war. Man beobachtete die Anreicherung ver-
schiedener 3,4-Dihydroxy- (174) und 3.4-Didesoxyzucker-
Zwischenstufen (175), aber keine Bildung 3- oder 4-mono-
hydroxylierter Spezies."’ In Komplementierungsstudien mit
Fragmenten des Fortimicin-Genclusters wurde schlief3lich das
Genprodukt Fms8 als moglicher Katalysator des Didehy-
droxylierungsschritt identifiziert,'””? da dieses Enzym den
Didehydroxylierungsphénotyp wiederherstellte, wenn es he-
terolog in M. olivasterospora exprimiert wurde.'’!”® Der
Mechanismus der Didehydroxylierung bleibt unklar, ebenso
wie die Frage, ob andere Enzyme bendétigt werden. Man
vermutet aber, dass die Phosphorylierung einer Zwischestufe
ausschlaggebend sein konnte, da Fms8 homolog zu der an der
Neomycin-B-Resistenz ~ beteiligten =~ Phosphotransferase
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Schema 13. Auswahl ungewshnlicher Zuckermodifizierungen. a) Umwandlung von p-Glucose zu b-Mannose (158 — 159) in der Biosynthese von
Avilamycin durch AviX12, ein radikalisches SAM-abhingiges Enzym. b) Methylierung an nichtaktivierten Kohlenstoffzentren in der Biosynthese von
Gentamycin, Fortimycin und Moenomycin durch eine Gruppe radikalischer SAM/Cobalamin-abhingiger Enzyme. c) Vorgeschlagener Mechanis-
mus fiir Fom3, ein radikalisches SAM/Cobalamin-abhingiges Enzym im Fosfomycin-Biosyntheseweg in Streptomyces wedmorensis. d) Représentati-
ve Thio-, Nitro- und Hydroxylaminzucker, die in mehreren bakteriellen Naturstoffen vorkommen. e) Mutmagliche Beteiligung von Fms8 bei der
3,4-Didehydroxylierung einer Zwischenstufe der Fortimycin-Biosynthese und des 2,3,6-Tridesoxyzuckerrests (176) von Tobramycin. f) Aufbau des 5-
Methylcarboxypyrrol-Substituenten 177 von Cloromomycin und Coumermycin. g) Biosynthese des ungewéhnlichen Zuckersubstituenten 183 von
Moenomycin. h) Ungewshnliche Modifizierungen, die zur Synthese des Methyleurekanatrests 184 von Avilamycin A benétigt werden.
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NmrA ist. Die Bildung von Gentimicin kénnte nach einem
dhnlichen Didehydroxylierungsmechanismus erfolgen. Die
Biosyntheseroute zum Tobramycin-Zucker 176 ist ebenfalls
riatselhaft, denn die charakterisierten Mechanismen der 3-
Desoxygenierung erfordern die Bildung einer 4-Keto-6-des-
oxyzucker-Zwischenstufe durch eine 4,6-Dehydratase und
anschlieBend eine 3-Dehydratisierung, die entweder durch
ein E;- oder ein ColD-Homologes katalysiert wird (siche
Schema 11 f,g). Jedoch enthilt der beschriebene Tobramycin-
Gencluster keines der Gene fiir diese Enzyme, was auf einen
anderen Mechanismus fiir die 3-Desoxygenierung im Tobra-
mycin-Weg schliefen ldsst.

Die Bindung einer 5-Methylpyrrol-2-carboxyl-Einheit
(177) an den 4-O-Methylnoviose-Rest in den Antibiotika
Clorobiocin und Coumermycin A, ist eine weitere bemer-
kenswerte Modifizierung (Schema 13 f). Sie erhoht sehr stark
das Vermogen dieser Wirkstoffe, die bakterielle Typ-II-To-
poisomerase DNA-Gyrase zu hemmen. Die Biosynthese von
177 und seine Anbindung an den Grundkorper der Antibio-
tika ist sowohl in vivo als auch in vitro untersucht worden.*>*!
Es wurde festgestellt, dass sich 177 von L-Prolin (178) ablei-
tet, das als Acyladenylat aktiviert und dann durch Clo/CouN4
an das Clo/CouNS5-Peptidylcarrierprotein (PCP) gekniipft
wird. Anschliefende Oxidation von 179 durch Clo/CouN3
ergibt einen PCP-gebundenen Pyrrol-2-carboxyl-Substituen-
ten (180), der durch die Acyl-ACP-Synthase (Clo/CouN2) auf
ein separates PCP (Clo/CouN1) iibertragen wird und 181
liefert. Die letzten Schritte umfassen den Transfer von 181
zum 4-O-Methylnoviose-Rest durch eine Thioesterase (Clo/
CouN7) unter Bildung von 182 und die C-Methylierung durch
eine Methylcobalamin-abhéngige radikalische SAM-Methyl-
transferase (Clo/CouN6) zu 177. Die Biosynthese der CsN-
Einheit 183 von Moenomycin, das von Streptomyces gha-
naensis produziert wird, ist ebenfalls faszinierend (Sche-
ma 13g). Eine Aminolédvulinat-Synthase (MoeAS5), eine
Acyl-CoA-Ligase (MoeA4) und eine Amid-Synthetase
(MoeB4), die im Gencluster zusammen lokalisiert sind,
wurden als Enzyme fiir die Umwandlung von Succinyl-CoA
und Glycin zu 183 vorgeschlagen.!'! Tatsichlich produzierte
eine moeA4 -Knockout-Mutante eine Moenomycinvariante,
der der Rest 183 fehlte.

Der Methyleurekanatrest (184) in Avilamycin aus Strep-
tomyces viridochromogenes erfordert mehrere interessante
Modifizierungsschritte: Die Bildung der Orthoesterbindung
an C-1, die Einfithrung der Methyleneinheit zwischen O2 und
O3 und die Anlagerung der 4-C-Acetylgruppe (Schema 13 h).
Als Vorstufe von 184 kommt der 4-Ketozucker 185 in Be-
tracht. Die Kondensationsreaktion von 185 mit der Thi-
aminpyrophosphat(TPP)-gebundenen Acetylcarbanion-Ein-
heit 186 ergibe hierbei das Produkt 184.1"7! Die Acetylcarb-
anion-Einheit wird wahrscheinlich aus Pyruvat durch einen
AviB1/B2-Komplex erzeugt, dessen Untereinheiten homolog
zu den o- und p-Ketten der Pyruvat-Dehydrogenase sind.
Welche Enzyme fiir den Einschub der Methyleneinheit zwi-
schen O2 und O3 und fiir die Bildung der Orthoesterbindung
zustdndig sind, ist unbekannt. Zwei der drei im Avilamycin-
Gencluster codierten Nicht-Hédm-Eisenenzyme konnten
diese Umwandlung katalysieren.
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3-4. Ausblick

Die in den vorangehenden Abschnitten vorgestellten
Arbeiten lassen erkennen, wie erfindungsreich die Natur
einen kleinen Satz an Enzymaktivititen nutzt, um eine be-
trachtliche strukturelle Diversitédt bei Zuckern zu erzeugen.
Die meisten dieser Enzyme verarbeiten dhnliche Substrate,
konnen aber iiber ihr jeweils einzigartig strukturiertes aktives
Zentrum und mithilfe spezieller Cofaktoren sehr verschie-
denartige Reaktionen katalysieren. Zukiinftige Struktur- und
Mechanismusstudien an Zuckerbiosyntheseenzymen konnen
helfen, das Potenzial dieser Enzyme als synthetische Kataly-
satoren fiir die Glycodiversifizierung auzuloten. Besonders
die Mitglieder der SDR-Enzymfamilie sind interessante
Ausgangspunkte fiir die gezielte Entwicklung von Enzym-
funktionen, da sie mit einer konservierten Proteinfaltung und
dhnlichen, aber jeweils charakteristischen Reaktivitdten im
aktiven Zentren viele unterschiedliche Reaktionen an struk-
turell diversen Zuckersubstraten katalysieren. Eine weitere
Diversifizierung der Zuckerstrukturen konnte durch die
Verwendung von Enzymen erreicht werden, die ungewohn-
liche Umwandlungen oder Modifizierungen katalysieren. Die
Aufklarung der Biosynthesewege ungewohnlicher Zucker
und der Wirkungsweisen der beteiligten Enzyme haben zu
enormen Fortschritten bei der Anwendung von Glycoengi-
neering-Methoden (siche Abschnitt 5) zur Synthese neuer
Glycoformen von Naturstoffen gefiihrt.

4. Glycosyltransferasen
4.1. Die ,, Tiirhiiter“ der Glycodiversitdt

Glycosyltransferasen (GTs) katalysieren die Ankniipfung
der Zuckerreste an die Akzeptormolekiile und sind eine
entscheidende Enzymgruppe in biologischen Systemen. Zur-
zeit befinden sich mehr als 15800 vermutete Glycosyltrans-
ferasen in der Proteindatenbank, wenngleich in den meisten
Fillen die Funktionen noch nicht belegt sind.'*” Von meh-
reren hundert GTs wird vermutet, dass sie an der Biosynthese
von bakteriellen und pflanzlichen Naturstoffen mitwirken.
Diese GT-katalysierten Reaktionen finden an einer ent-
scheidenden Schnittstelle in der Naturstoffbiosynthese statt,
wo sich die Produkte der Zucker- und Aglycon-Biosynthe-
sewege treffen. In den letzten Jahren waren GTs daher Ge-
genstand vieler Untersuchungen, die zum Ziel hatten, ihre
biochemischen Eigenschaften zu verstehen und gezielt ab-
stimmen zu koénnen.™™ SchlieBlich konnten diese Enzyme
niitzlich sein, um ,,nichtnatiirliche* Kupplungsreaktionen zu
katalysieren und damit neue Glycoformen von Naturstoffen
zu synthetisieren. Die Forschungen in diesem Bereich haben
sich auf zwei Hauptgebiete konzentriert: 1) die Nutzung der
breiten Substratspezifitét vieler Wildtyp-GTs fiir die Synthese
und 2) die gentechnische Verdnderung der GT-Spezifitét. Die
hierbei verwendeten Strategien beruhen auf genetischen,
genomischen, molekularbiologischen, biochemischen und
chemischen Methoden.

Die meisten GTs verwenden NDP-Zucker als Donor-
substrate, in einigen Fillen werden jedoch auch NMP- und
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Polyprenyldiphosphatzucker herangezogen. Man hat gefun-
den, dass eine Phosphoribosyltransferase (PRTase),*>'* die
5-Phosphoribosediphosphat (PRPP) als Donor fiir den
Transfer von 5-Phosphoribose auf ein Akzeptorsubstrat ver-
wendet, an der Biosynthese des Aminoglycosid-Antibioti-
kums Butirosin beteiligt ist.'* Dies ist die erste charakteri-
sierte PRTase in einer Naturstoffbiosynthese.

Auch die Akzeptorsubstrate der GTs haben vielfiltige
Strukturen und stammen aus einer Vielzahl von Substanz-
klassen (Schema 14). Beispiele sind die von einem Polyketid
abgeleiteten Aglycone von Pikromycin (187), Urdamycin A
(188), Calicheamicin (189), Avilamycin (190) und BE-7585A
(191),! das von einem nichtribosomalen Peptid (NRP) ab-
geleitete Aglycon von Vancomycin (192), das Indolcarbazol-
Aglycon von Staurosporin (193), das Aminocumarin-Aglycon
von Novobiocin (194) und viele mehr. In der Kupplungs-
reaktion verdriangt eine nucleophile funktionelle Gruppe des

Angewandte

Akzeptors den anomeren Substituenten des Zuckerdonors,
um die Glycosidbindung zu kniipfen. Als Nucleophil fungiert
am hiufigsten eine Hydroxygruppe. In einigen Naturstoffen
werden auch N- und C-glycosidische Bindungen (wie in 193
bzw. 188) sowie die ungewohnlichen Orthoester- (wie in 190),
Hydroxylamin- (wie in 189) und Thio-Verkniipfungen (wie in
191) beobachtet. Die Mechanismen fiir die Bildung der letz-
ten drei Verbindungstypen sind noch nicht erforscht.

4.2. Strukturen von Glycosyltransferasen

Seit 1994 die erste Kristallstruktur einer GT beschrieben
wurde,'® sind 35 GT-Strukturen bestimmt worden.'"” Mit
Ausnahme einer bifunktionellen Transpeptidase-Glycosyl-
transferase aus der Peptidoglycan-Biosynthese (die eine
spezielle Struktur aufweist),'® gliedern sich die GT-Struk-

Orsellinséure Hydroxylamin-
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o | Mo M ; ) Q/T
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Schema 14. Beispiele glycosylierter mikrobieller Naturstoffe: Pikromycin (187), Urdamycin A (188), Calicheamicin (189), Avilamycin (190), BE-7585
(191), Vancomycin (192), Staurosporin (193), Novobiocin (194). Glycosidische Bindungen sind normalerweise O-verkniipft, daneben gibt es auch
C-glycosidische (188), N-glycosidische (193), Hydroxylamin- (189) und Orthoesterbindungen (190). Die Disaccharideinheit von 191 ist iiber eine

ungewdhnliche Thiobindung an das aromatische Aglycon gekuppelt.

Angew. Chem. 2008, 120, 9960 —10007 © 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

Chemie

9985


http://www.angewandte.de

Aufsitze

9986

turen in zwei Klassen — die GT-A- und GT-B-Familien —,
deren FEigenschaften schon mehrfach besprochen wur-
den 50180 8LI8-194] Tyje  GT-A-Superfamilie ist durch eine
einzige Domine mit einer o,f,a-Topologie entsprechend
einer Rossmann-Faltung gekennzeichnet.'”'*! Die Zucker-
bindungsregion der GT-A-Enzyme enthilt ein konserviertes
DXD(Asp-X-Asp)-Motiv zur Bindung eines zweiwertigen
Metalls (gewohnlich Mn*"), das die Diphosphateinheit des
NDP-Zuckers verankert!>1*! und die NDP-Abgangsgruppe
stabilisiert.'”>2" Interessanterweise gibt es ein neueres Bei-
spiel fiir ein Metallion-unabhéngiges GT-A-Enzym, dem das
DXD-Motiv fehlt.”™ Umgekehrt besitzen Mitglieder der GT-
B-Superfamilie zwei Domédnen mit Rossmann-Faltung mit
einer tiefen Spalte zwischen den Doménen, in der die Donor-
und Akzeptorsubstrate anbinden.!'”**¥ Sie sind von Metall-
ionen unabhéngig und weisen keine universell konservierten
Aminosidurereste auf, obschon die C-terminale Nucleotid-
bindungsdoméne stiarker konserviert ist als die N-terminale
Akzeptorbindungsdoméine. Trotz der geringen Sequenziden-
titdt (<10%) zwischen den GTs sind die Tertidrstrukturen
innerhalb derselben Superfamilie recht dhnlich.

Fast alle bakteriellen GTs sind offenbar Mitglieder der
GT-B-Superfamilie,'™! bislang konnten aber nur einige
wenige Kristallstrukturen bestimmt werden.””?"" Die erste
beschriebene Struktur war die der GtfB aus dem Chloroere-
momycin-Biosyntheseweg.””? Wie fiir Mitglieder der GT-B-
Superfamilie typisch, weist GtfB zwei Doméinen auf, die
durch eine flexible Linkerregion getrennt sind, die eine tiefe
Spalte zwischen den beiden Doménen bildet. Die N-termi-
nale Domine enthélt die Aglyconbindungsstelle und die C-
terminale Domine die Zuckerbindungsstelle. Da die beiden
Doménen im GtfB deutlich separiert scheinen, wurde die
Moglichkeit gesehen, chimdre GTs mit Donor- und Akzep-
torbindungsstellen von verschiedenen GTs herzustellen.*”
Die Strukturen der L-Epivancosaminyltransferasen GtfA und
GtfD aus den Chloroeremomycin- bzw. Vancomycin-Wegen
sind im Komplex mit dem Akzeptorsubstrat und TDP un-
tersucht worden.’™?*! Die GtfA kann einen offenen und
einen geschlossenen Konformationszustand einnehmen,
wobei im geschlossenen Zustand nur wenige Kontakte zwi-
schen den Dominen vorliegen. Der offene Zustand wurde
beobachtet, wenn nur das Akzeptorsubstrat gebunden war,
wihrend der geschlossene Zustand vorlag, wenn Akzeptor
und TDP gebunden waren. Dies deutet darauf hin, dass die
Bindung des TDP-Zuckers die Bildung des katalytisch akti-
ven, ternidren Michaelis-Komplexes auslost. Im Unterschied
zur GtfA wies die Struktur von GtfD in der geschlossenen
Konformation mehrere deutliche Kontakte zwischen den
Domiinen auf. Diese Befunde lassen darauf schie3en, dass die
Bildung chimirer oder gentechnisch modifizierter Varianten
komplizierter sein konnte als aufgrund der GtfB-Struktur
angenommen wurde. Bis heute gibt es nur zwei Beispiele
dafiir, wie durch gezielte Modifizierung eines GT-B-Enzyms
dessen Substratspezifitit verdndert wurde (sieche Ab-
schnitt 5.2.2).2%21% Entsprechende Experimente mit GT-A-
Enzymen waren geringfiigig erfolgreicher.*!!]
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4.3. Wirkungsweisen von Glycosyltransferasen

Um das aktive Zentrum einer GT gezielt modifizieren zu
konnen, um etwa die Substratsperzifitdt zu verdndern, muss
die genaue Wirkungsweise des Enzyms bekannt sein. Je nach
stereochemischem Verlauf der Glycosyltransferreaktion
konnen GTs als konfigurationsumkehrend oder konfigurati-
onserhaltend klassifiziert werden (Schema 15 a).*?! Struktur-,
Mechanismus- und Computerstudien an konfigurationsum-
kehrenden GTs sprechen fiir einen Sy2-Mechanis-
mus."#3271 Wie in Schema 15b gezeigt, erleichtern die
einsamen Elektronenpaare des endocyclischen Sauerstoff-
atoms die Bildung einer Oxocarbenium-Zwischenstufe (oder
eines Ubergangszustands, sieche 195), indem sie vor dem
Angriff des Akzeptor-Nucleophils Elektronendichte in das
o*-Orbital der anomeren C1-O1-Bindung schieben. Im Fall
der konfigurationserhaltenden GTs ging man urspriinglich
von einem zweifachen Verdriangungsmechanismus aus, der —
analog zu den gut untersuchten konfigurationserhaltenden
Glycosidasen™® — die anfingliche Bildung einer kovalenten
Zucker-Enzym-Zwischenstufe (196, Schema 15¢) vorsah.'?!
Allerdings gelang es in Strukturuntersuchungen an mehreren
konfigurationserhaltenden GTs nicht, geeignete Kandidaten
fir das vermutete Enzym-Nucleophil zu identifizie-
ren.[6:29253 Bej konfigurationserhaltenden GTs aus der GT-
A-Familie wurde auch ein allgemeiner Mangel an konser-
vierten Aminosdureresten auf der (-Seite des anomeren
Kohlenstoffs festgestellt.””! Daher wurde ein alternativer
Mechanismus vorgeschlagen, demzufolge der nucleophile
Akzeptor den anomeren Kohlenstoff von derselben Seite des
Zuckerrings angreift, an der die NDP-Abgangsgruppe austritt
und einen asynchronen Ubergangszustand mit hoch disso-
ziativem Oxocarbenium-Charakter erzeugt (197, Sche-
ma 15 d),[21%:220.224.225]

4.4. Zusammenfassung der biochemischen Arbeiten zu
Glycosyltransferasen

Trotz der Bedeutung der GTs fiir die Regelung der Gly-
cosylierungsmuster von Naturstoffen wurden iiberraschend
wenige GT-Aktivititen in vitro bestimmt, obschon einige GT-
Funktionen durch Gen-Knockout und heterologe Expression
abgeleitet wurden. Eine Ubersicht iiber 167 bekannte und
vermutete bakterielle niedermolekulare GTs ist in Tabelle S2
in den Hintergrundinformationen gegeben. Die phylogene-
tische Verwandtschaft zwischen GTs, die in Antibiotikabio-
synthesen auftreten, wurde in einer friiheren Ubersicht zu-
sammengefasst.””! Die meisten dieser Enzyme gehoren zur
Glycosyltransferasefamilie 1 (GT-1),l"”) bestehend aus GT-B-
Enzymen, die die Glycosylierung unter Konfigurationsum-
kehr katalysieren. Die Makrolidresistenz-GT OleD, die
UDP-Glucose als Zuckerdonor verwendet, war die erste
Makrolid-GT, die in vitro charakterisiert wurde.”?”! Studien
an OleD deuteten auf einen geordneten, sequenziellen kine-
tischen Mechanismus hin, demzufolge das Akzeptorsubstrat
vor dem UDP-Zucker gebunden wird, um den ternidren Mi-
chaelis-Komplex zu bilden. Nach dem Glycosyltransfer setzt
das Enzym zuerst UDP frei und dann das glycosylierte Pro-
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Schema 15. Mechanismen von Glycosyltransferasen. a) Mégliche stereochemische Ver-
laufe GT-katalysierter Reaktionen. b) Direkter Verdrangungsmechanismus, wie er fur
konfigurationsumkehrende GTs vorgeschlagen wurde. c) Doppelter Verdringungsme-
chanismus, wie er fiir konfigurationserhaltende GTs vorgeschlagen wurde. d) Alternati-
ver Mechanismus fiir konfigurationserhaltende GTs, der einen nucleophilen Angriff an
derselben Seite des Zuckermolekiils vorsieht, an der die Abgangsgruppe austritt.

e) Vorgeschlagene Mechanismen fiir die Bildung einer Aryl-C-glycosidischen Bindung.
f) UrdGT2 katalysiert die Bildung von C- (198 — 199) und O-glycosidischen Bindun-
gen (200 — 201).
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dukt. Kristallographische Studien an anderen
konfigurationsumkehrenden =~ GT-B-Enzymen,
in denen die Bindung von NDP an den GT-
Aglycon-Komplex einen Konformationswechsel
zu einem geschlossenen Zustand bewirkt, stiit-
zen diesen kinetischen Mechanismus.?>?*! Es
wird erwartet, dass viele konfigurationsumkeh-
rende GT-B-Enzyme der GT-1-Familie nach
einem &dhnlichen kinetischen Mechanismus
agieren.

Mehrere Makrolid-GTs benotigen ein
Hilfsprotein fiir einen effizienten Glycosyl-
transfer.”????*! Die Gene fiir die Glycosyltrans-
ferase und ihr entsprechendes Hilfsprotein sind
in den jeweiligen Biosynthesegenclustern fast
immer in enger Nachbarschaft lokalisiert. Die
translatierten Gensequenzen der Hilfsproteine
zeigen moderate Homologie zu Cytochrom-
P450-Enzymen, doch fehlt der konservierte Cys-
Rest, der das Him-Eisen koordiniert. Dass eine
in Naturstoffbiosynthesen beteiligte GT ein
Hilfsprotein benotigt, wurde erstmals fiir die
Desosaminyltransferase DesVII und ihr Hilfs-
protein DesVIII aus dem Methymycin-/Pikro-
mycin-Weg in Streptomyces venezuelae festge-
stellt.”! In einer anderen Studie wurde gefun-
den, dass die durch die Anthracyclin-GT AknS
katalysierte Reaktion durch das Hilfsprotein
AknT beschleunigt wird.™ Die Autoren
schlugen vor, dass AknT als regulatorische Un-
tereinheit fungiert, die voriibergehend mit
AknS wechselwirkt, um es in einer aktiven
Konformation zu halten oder den Ubergangs-
zustand fiir den Glycosyltransfer zu stabilisie-
ren. Studien am EryCII/EryCIII-Glycosylie-
rungssystem ergaben, dass die Erythromycin-
GT (EryCIII) nach dem Entfernen ihres Hilfs-
proteins (EryCII) aus der Vorinkubationsmi-
schung in vitro voll aktiv bleibt.”!! Experimente
mit dem DesVII/DesVIII-System lieferten
dhnliche Ergebnisse.® Diese Beobachtungen
konnten darauf hinweisen, dass die Hilfsprotei-
ne eine chaperonartige Funktion haben und
einen einmaligen Konformationswechsel er-
leichtern, der ihre entsprechende GT aktiviert.
Es sind weitere Untersuchungen an diesen Sys-
temen erforderlich, um die genaue Funktion der
GT-Hilfsproteine aufzukléren.

Obwohl die iiberwiegende Mehrheit der
glycosylierten Naturstoffe O-Glycoside sind,
findet man in Bakterien und Pflanzen auch
Aryl-C-Glycoside.” Fiir die C-GT-Katalyse
sind zwei Mechanismen vorgeschlagen worden
(Schema 15¢).5 Im ersten Fall (Route A) wird
zunichst ein O-Glycosid gebildet, das sich an-
schlieBend intramolekular zu einem ortho-C-
Glycosid umlagert. Der zweite Mechanismus
(Route B) beruht auf dem Angriff eines reso-
nanzstabilisierten Phenolat-Anions am anome-
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ren Kohlenstoffatom des NDP-Zuckerdonors, um die C-
Glycosidbindung zu kniipfen. Obwohl keiner der Mechanis-
men experimentell nachgepriift wurde, ist die direkte Bildung
einer C-Glycosidbindung besonders interessant fiir Natur-
stoffe, die C-Glycosylsubstituenten sowohl ortho als auch
para zur aktivierenden Phenolatgruppe tragen.”® Einige
Naturstoffe, wie Gilvocarcin und Enterobactin, enthalten nur
para-C-Glycoside, die liber eine O-Glycosylierungs-/Umla-
gerungssequenz schwer zu bilden wiren. 2425

Neuere Studien mit UrdGT2, einer C-GT in der Biosyn-
these von Urdamycin in Streptomyces fradiae Ti2717, haben
wichtige Erkenntnisse zum Mechanismus der C-Glycosylie-
rung geliefert (Schema 15f). Wihrend die C-GT-Aktivitit
(198 — 199) von UrdGT?2 bereits nachgewiesen worden war,
fiihrte die Fiitterung des alternativen Aglycon-Substrats (200)
an eine Mutante von S. fradiae, die das Wildtyp-Aglycon nicht
biosynthetisieren konnte, aber noch UrdGT2 exprimierte, zur
Produktion des O-Glycosids 201.%! Diese Studie konnte
erstmals nachweisen, dass eine Naturstoff-GT sowohl C- als
auch O-Glycosidbindungen kniipfen kann. Zudem stiitzen
diese Befunde den direkten C-Glycosylierungsmechanismus,
weil die anfingliche O-Glycosylierung von 200 mit anschlie-
Bender O-O-Umlagerung nicht begiinstigt ist. Die vor kurzem
aufgeklarte Rontgenkristallstruktur von UrdGT2 lie er-
kennen, dass das anomere Kohlenstoffatom des NDP-
Zucker-Substrats in enger Nachbarschaft zum C-9 des Agly-
con-Substrats bindet und richtig positioniert ist fiir eine di-
rekte Addition an den aromatischen Ring.””! Asp137 wurde
als diejenige Base vorgeschlagen, die die Aglycon-Phenolat-
gruppe iber ein im aktiven Zentrum fest gebundenes Was-
sermolekiil deprotoniert.

Eine verbliiffende Feststellung aus den GT-Studien ist,
dass viele dieser Enzyme eine bemerkenswert breite Sub-
statspezifitit fiir ihre Aglycon- und NDP-Zucker-Substrate
aufweisen. Zum Beispiel akzeptiert VinC, eine GT im Vic-
enistatin-Biosyntheseweg aus Streptomyces halstedii HC34, in
vitro die a- und B-Anomere von D- und L-Zuckern.! GtfE,
die GT des Vancomycin-Biosynthesewegs, toleriert 30 unter-
schiedliche NDP-Zucker.?® Das DesVII/DesVIII-System
akzeptiert ebenfalls zahlreiche cyclische und lineare Aglycon-
Substrate®*2* sowie etliche NDP-Zucker.”” Die Substrat-
flexibilitdt vieler GTs wurde auch in vivo nachgewiesen.

Insgesamt haben diese Studien fiir Fortschritte im Bereich
des Stoffwechsel-Engineerings, der kombinatorischen Bio-
synthese und der enzymatischen Glycodiversifizierung in
vitro gesorgt, was zum Aufbau neuer Naturstoffderivate mit
verdnderten Glycosylierungsmustern gefiithrt hat. Einige
dieser neueren Arbeiten zum Glycoengineering werden im
néchsten Abschnitt behandelt.

5. Glycoengineering von Naturstoffen

Ein groBer Teil der biologisch aktiven Naturstoffe ist
glycosyliert. Da die Zuckerreste hiufig fiir die Bioaktivitét
wichtig sind,>” konnen durch Verindern der Glycosylie-
rungsmuster der Ausgangsstrukturen (ein Vorgang, der als
Glycodiversifizierung, Glycorandomisierung oder Glyco-
optimierung bekannt ist) modifizierte Molekiile mit neuen

www.angewandte.de

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

H.-w. Liu et al.

Aktivitdten entstehen. Dementsprechend wurden in den
letzten Jahren etliche Strategien (in vivo und in vitro) ent-
wickelt, um die Biosynthesemaschinerie (d.h. die Enzyme) so
zu manipulieren, dass neue Glycoformen erzeugt werden
konnen. Gegeniiber den konventionellen Methoden der
chemischen Synthese und Derivatisierung haben diese Me-
thoden einige Vorteile: 1) Die Stereo- und Regioselektivitit
enzymbkatalysierter Reaktionen ergibt im Allgemeinen se-
lektive Produkte mit definierter Konfiguration. 2) Der pro-
duzierende Organismus ist eine nachwachsende Quelle fiir
das gewiinschte Produkt. 3) Die Produktion der Zielverbin-
dungen durch Fermentation kann leicht auf groflere Maf3-
stidbe iibertragen werden. 4) Sowohl die In-vivo- als auch die
In-vitro-Strategien sind fiir den Aufbau von kombinatori-
schen Verbindungsbibliotheken geeignet. In den folgenden
Abschnitten werden einige ausgewéhlte In-vivo- und In-vitro-
Experimente besprochen, die zur gezielten Modifizierung von
Naturstoffzuckern entworfen wurden. Es gibt mehrere her-
vorragende Ubersichten zu diesem Thema, die zur Vertiefung
hinzugezogen werden konnen, 130 181:242-253)

5.1. In-vivo-Glycodiversifizierung

Die Biosynthese ungewohnlicher Zucker wurde in den
letzten Jahren immer besser verstanden, wodurch sich neue
Ansitze fiir die biosynthesebasierte Glycodiversifizierung
ergeben haben, um Naturstoffe mit verdnderten Zucker-
strukturen herzustellen. In frithen Studien zur Tylosin-Bio-
synthese in Streptomyces fradiae ergab z.B. die randomisierte
Mutagenese Stamme von S. fradiae mit defekter Biosynthese
oder defekter Anbindung der drei Tylosinzucker Mycamino-
se, Mycarose und Mycinose.’!! Die Erkenntnisse, die aus
diesen Geninaktivierungsexperimenten erhalten wurden,
lieBen sich fiir die Herstellung neuer glycosylierter Natur-
stoffe nutzen. So entwickelte man verfeinerte In-vivo-Gly-
codiversifizierungsstrategien, die die heterologe Expression
von Genen miteinbeziehen. Solche Strategien wurden im
Stoffwechsel-Engineering und fiir kombinatorische Biosyn-
thesen eingesetzt. [+

Die Verwendung von Zellen als Katalysatoren, um che-
mische Reaktionen an exogenen Molekiilen durchzufiihren,
wird als Biotransformation bezeichnet. Vorstufengesteuerte
Biosynthese™”! und Mutasynthese™®! sind zwei etablierte
Biotransformationsprozesse, in denen eine Biosynthesevor-
stufe eines Naturstoffs durch ein Strukturanalogon ersetzt
wird, indem dieses an einen Wildtyp-Stamm (vorstufenge-
steuerte Biosynthese) oder eine Mutante mit Gendisruption
(Mutasynthese) verfiittert wird. Zwei neuere Methoden sind
das Stoffwechsel-Engineering®®” und die kombinatorische
Biosynthese.” Das Grundprinzip dieser Methoden beruht
darauf, Gene aus unterschiedlichen Organismen zu kombi-
nieren und in einem einzigen Wirtstamm zu exprimieren, um
so die biosynthetischen Zwischenstufen zu neuen Endpro-
dukten umzuleiten. Derlei heterologe Expressionen kénnen
im Wildtyp-Stamm oder in Knock-out-Mutanten vorgenom-
men werden. In letzterem Fall bewirkt die Mutation die An-
reicherung einer spezifischen Biosynthesezwischenstufe
durch Unterbrechung einer nachgeschalteten Stufe des Re-
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MeO O OH 0 MeO
Me07
" NH, NH,
202 R=CH, 204 rR=CH,
203 R=CH,OH 205 R =CH,0H

Schema 16. Entwurf fiir die Synthese eines nichtnatiirlichen Zuckers in
Streptomyces peucetius. Die axiale C4-OH-Konfiguration (rot hervorge-
hoben) der Daunosamineinheit von Daunorubicin (202) und Doxorubi-
cin (203) wurde in den Verbindungen 204 und 205 in eine dquatoriale
Konfiguration tiberfiihrt, indem ein einzelnes Gen der L-Daunosamin-
Biosynthese (dnmV) in S. peucetius gegen 4-Ketoreduktasegene der L-
Oleandrose- (avrE) bzw. L-Mycarose-Biosynthese (eryBIV) ausgetauscht
wurde.

aktionswegs. Diese Zwischenstufe kann dann durch das he-
terolog exprimierte Enzym verarbeitet werden. Der Erfolg
dieser Methoden ist der Substratpromiskuitdt der Zucker-
biosyntheseenzyme und GTs zu verdanken. Das Synthese-
potenzial dieser Techniken kann weiter ausgearbeitet werden,
wenn sie in Verbindung mit Vorstufenfiitterung oder Bio-
konversionsexperimenten durchgefiihrt werden.

Ein elegantes frithes Beispiel fiir Glycoengineering, das
Gendisruption und heterologe Expression verbindet, war die
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Angewandte

Herstellung von 4’-Epidaunorubicin (204) und 4'-Epidoxo-
rubicin (oder Epirubicin, 205),>° therapeutisch niitzlichen
Analoga der Tumortherapeutika Daunorubicin (202) bzw.
Doxorubicin (203) (Schema 16). In dieser Studie wurde das 4-
Ketoreduktase-Gen dnmV aus dem letzten Schritt der Bio-
synthese des TDP-L-Daunosamins (53, Schema 5) im Strep-
tomyces-peucetius-Wirt ausgeschaltet®® und durch avrE oder
eryBIV ersetzt, die fiir die entsprechende epimere 4-Keto-
reduktase aus den L-Oleandrose- (66) bzw. L-Mycarose-
Wegen (71) codieren (Schema 6). Die beiden letztgenannten
Zucker haben eine dquatoriale 4-OH-Gruppe aus der axialen
Reduktion der 4-Ketogruppe durch AvrE oder EryBIV. Der
Austausch von dnmV durch eines der beiden Reduktasegene
lieferte eine zweckmifige Route zum Epidaunosamin. Dies
war das erste Beispiel fiir eine gezielte In-vivo-Biosynthese
eines nichtnatiirlichen Zuckers, d.h. eines Zuckers, der
vordem nicht in der Natur beobachtet worden war.

5.1.1. Erythromycin

In einem &hnlichen Experiment wurden mehrere Zu-
ckerbiosynthesegene im Gencluster fiir Erythromycin (206)
aus Saccharopolyspora erythraea einzeln ausgeschaltet
(Schema 17). Je nachdem, ob sich Erythronolid B (EB, 207)
oder Mycarosylerythronolid B (MEB, 208) anreicherte,
wurden diese Gene als EryB- oder EryC-Gene Kklassifi-
ziert.”%I Neben den Hauptprodukten EB oder MEB wurden

Schema 17. Bildung von Erythromycinderivaten in Saccharopolyspora erythraea mittels Gendisruption, heterologer Expression und Fiitterungsexperi-
menten. Route A: Disruption einzelner L-Mycarose- (eryB) oder p-Desosamin-Biosynthesegene (eryC) ergibt 207-210, 212 und 213. Route B: Hete-
rologe Expression der Oleandrosyl-Transferase (OleG2) aus Streptomyces antibioticus in einer Mutante von S. erythraea ohne endogene Mycarosyl-
transferase (EryBV). Route C: Die Expression der Mycaminosyl-Transferase (TylM2) vom Tylosinweg in Streptomyces fradiae in einer Dreifachmu-
tante von S. erythraea (SGT2) mit fehlerhaftem Desosaminyltransfer (eryClll), Mycarosyltransfer (eryBV) und fehlerhafter Polyketidsynthese (eryA)
ergibt 216, wenn der Stamm mit Tylacton (215) gefuttert wurde. Route D: Neue Erythromycinderivate (217 und 218), die entstanden, wenn O-
Methyltransferasegene (spnl und spnK) aus Saccharopolyspora spinosa in der S.-erythraea-SGT2-Mutante exprimiert wurden.
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in diesen gendisruptierten Mutanten auch andere Derivate
produziert (Schema 17, Route A). Zum Beispiel wurden
kleine Mengen an Desosaminylerythronolid B (209) in einer
eryBVI-Disruptionsmutante gefunden, was darauf hindeutet,
dass in den EryB-Mutanten zum Teil noch ein Desosaminyl-
transfer stattfinden konnte.* Disruption des 4-Ketoreduk-
tase-Gens, eryBIV, fiihrte zu einem Erythromycinanalogon
210 mit 4-Ketomycarose anstelle von L-Mycarose (211),°”
und Disruption des 3-Ketoreduktase-Gens eryBII lieferte
mehrere Nebenprodukte (eines davon ist 212) mit 2,6-Di-
desoxyglucose antelle von L-Mycarose.[) Ferner ergab die
Disruption des C-Methyltransferase-Gens eryBIII ein Ery-
thromycinderivat 213, das 3-Desmethylmycarose anstelle von
L-Mycarose aufwies.®! Mehrere auf diese Weise erhaltene
Erythromycinanaloga behielten ihre Bioaktivitdt, wenn auch
mit geringerer Wirksamkeit als Erythromycin A.

Die heterologe Expression fremder Glycosyltransferasen
in verschiedenen Mutanten von S. erythraea wurde auch
eingesetzt, um neue glycosylierte Makrolidformen herzu-
stellen. Nach Expression des fiir die Desosaminyltransferase
(OleG1) aus dem Oleandomycin-Weg codierenden Gens in
einer S.-erythraea-Mutante ohne endogene Desosaminyl-
transferase (EryCIII) setzte die Produktion von Erythromy-
cin A (206) wieder ein,” was die vorgeschlagenen Funk-
tionen fiir EryCIII und OleG1 belegte. Wenn das Gen, das fiir
die Oleandrosyltransferase OleG2 des Oleandomycin-Wegs
codiert, in einer S.-erythraea-Mutante ohne Mycarosyltrans-
ferase EryBV exprimiert wurde (Schema 17, Route B),
wurden neue Erythronolidderivate 214 gebildet, die eine mit
dem O-3 des Aglycons verkniipfte L-Rhamnose-Einheit
tragen. Interessanterweise werden diese 3-O-L-Rhamnosyl-
erythronolidderivate auch gefunden, wenn OleG2 im Wild-
typstamm exprimiert wurde, was nahelegt, dass die heterolog
exprimierte OleG2 mit der endogenen GT um den Zucker-
transfer zur 3-OH-Position des Aglycons konkurrieren
konnte.

In einer anderen Studie wurde das fiir die Mycaminosyl-
transferase (TylIM2) im Tylosin-Biosyntheseweg in Strepto-
myces fradiae codierende Gen in das Chromosom einer
dreifachen S.-erythraea-Mutante (als SGT2 bezeichnet) ein-
gebaut, der die endogenen Glycosyltransferasegene eryCIII
und eryBV sowie das Polyketidsynthasegen eryA fehlten.*?!
Wenn die Zellkulturen der Mutante mit Tylacton (215) ge-
fiittert wurden, produzierten sie 5-O-Desosaminyltylacton
(216) (Schema 17, Route C). Dies zeigt, dass die heterolog
exprimierte TyIM2 den von S. erythraea produzierten nicht-
natiirlichen Desosaminzucker erkennt und mit seinem na-
tiirlichen Aglycon (215) kuppelt. SchlieBlich bewies die ein-
zelne Expression mehrer L-Rhamnosyl-O-Methyltransfera-
sen des Spinosyn-Biosynthesewegs in Saccharopolyspora
spinosa in der SGT2-Dreifachmutante, dass zwei dieser Me-
thyltransferasen (Spnl und SpnK) nacheinander die 2'- bzw.
3’-OH-Gruppen von exogen gefiittertem 3-Rhamnosyl-
erythronolid B (214) unter Bildung von 217 und 218 am
Sauerstoff methylieren konnten (Schema 17, Route D).
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5.1.2. Methymycin/Pikromycin

TDP-p-Desosamin (43) ist der Zuckerdonor in der Me-
thymycin- und Pikromycin-Biosynthese (219-221, 187) in
Streptomyces venezuelae. Wie in Schema 18 gezeigt, fithrte
die Inaktivierung des Dimethyltransferasegens desVI zur
Anreicherung von Makrolidanaloga mit 3-N-Acetylamino-
3,4,6-tridesoxy-D-glucose (222) anstelle von p-Desosamin.*”!
Ahnlich fiihrte die Disruption des Aminotransferasegens
desV zu Analoga mit 4,6-Didesoxy-p-glucose (223). Dis-
ruption des deslI-Gens ergab Analoga mit 4-N-Acetylamino-
4,6-didesoxy-D-glucose (224)"” und Disruption des desI-Gens
Analoga mit 6-Desoxy-D-glucose (D-Quinovose) (225).2¢4
Die Ketoreduktion an C-4 und C-3, um die entsprechenden
Hydroxygruppen in 223 und 225 zu erhalten, und die Acety-
lierung, um die N-Acetylaminogruppen in 222 und 224 zu
bilden, werden durch Enzyme katalysiert, die nicht im pik-
Cluster codiert sind. Diese Enzyme konnen Teil der Biosyn-
thesemaschinerie der Zelloberflichenpolysaccharide sein,
oder sie konnten an anderen Naturstoffwegen im Wirt be-
teiligt sein. Sie treten in Kraft, wenn sich die passenden
,hichtnatiirlichen Zwischenstufen anreichern. Offensicht-
lich ist die opportunistische Mitwirkung einiger Enzyme an
Stoffwechselwegen eine gute Moglichkeit, die Diversitédt von
Zuckerstrukturen zu erhohen.

Wie oben beschrieben, reichert sich TDP-4-Keto-6-des-
oxyglucose (21), eine Zwischenstufe im Desosamin-Biosyn-
theseweg, in der Kdes[-Mutante von S. venezuelae an. Wenn
eine vorhergesagte 4-Aminotransferase (CalH) vom Cali-
cheamicinproduzenten Micromonospora echinospora in der
KdesI-Mutante exprimiert wurde, konnten Derivate mit dem
4-N-Acetyl-4,6-didesoxyzucker 224 isoliert werden.’® In
einer separaten Studie wurde das gleiche Chinovosylmethi-
nolidderivat 225 erhalten, wenn die putativen TDP-4-Keto-
3,5-Epimerase- (strM) und TDP-Streptosesynthase-Gene
(strL) aus dem Streptomycinproduzenten Streptomyces gri-
seus einzeln in der KdesI-Mutante exprimiert wurden.?’!
Wenn jedoch beide Gene zusammen in dieser Mutante ex-
primiert wurden, wurden neue Makrolidderivate mit einem L-
Rhamnose-Substituenten (226) gebildet. Diese Studie ent-
hiillte nicht nur eine unerwartete 4-Ketoreduktase-Aktivitét
von StrL, sondern zeigte auch, dass die Desosaminyltransfe-
rase DesVII sowohl D- als auch L-Zuckerdonoren umsetzen
kann.

Mehrere neue Makrolidderivate wurden hergestellt,
indem unterschiedliche Kombinationen von D-Mycaminose-
Biosynthesegenen (21 — 41, Schema 18) aus dem Tylosin-
produzenten S. fradiae heterolog in Mutanten von S. vene-
zuelae exprimiert wurden.”! Zuerst wurden die Gene tyIM1/
B/M2/M3 in einer Kdesl/KdesVII-Mutante exprimiert, der
die Desosaminyltransferase (DesVII) fehlte und die daher 21
anreichern sollte. Von diesen vier tyl-Genen wurde ur-
spriinglich angenommen, dass sie den vollstindigen Satz an
Mycaminose-Biosynthesegenen umfassen. Wenn jedoch die
Kulturen der Mutante mit Tylacton (215) gefiittert wurden,
erhielt man ein 5-O-Chinovosyltylactonderivat.’> Dieser
Befund spiegelte nicht nur die relaxierte Toleranz der Myc-
aminosyltransferase (TylM2) fiir ihren TDP-Zuckerdonor
wider, sondern deutete auBBerdem darauf hin, dass der friither
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Schema 18. Stoffwechsel-Engineering im Methymycin/Pikromycin-Produzenten Streptomyces venezuelae. Der natiirliche Biosyntheseweg fiir TDP-p-
Desosamin (43) und die glycosylierten Methymycin/Pikromycin-Derivate (187, 219-221), die von S. venezuelae produziert werden, sind einge-
rahmt. Die Disruption einzelner des-Gene (blau hervorgehoben) wurde mit der heterologen Expression fremder Gene (rot) kombiniert, um eine
Vielfalt an neuen glycosylierten Makrolidderivaten (222-232) aufzubauen.
vorgeschlagene Mycaminose-Weg unvollstindig war. Ein  tylla einzeln in der KdesI-Mutante exprimiert wurde, wurden
verwaister offener Leserahmen (ORF, open reading frame)  interessanterweise neue Methymycin/Pikromycin-Derivate
im Tylosin-Gencluster tylla wurde spéter identifiziert und in ~ wie 228 und 229 isoliert, die einen Mycaminosylrest trugen.
der Kdesl/KdesVII-Mutante von S. venezuelae zusammen mit ~ Diese Experimente bewiesen den TDP-pD-Mycaminose-Weg
tyIM1/B/M2/M3 exprimiert. Wurde dieser Stamm mit Tylac- (21 — 39 — 40 — 41) schliissig und verwiesen auf die rela-
ton (215) gefiittert, wurde ein neues Tylosinderivat 227 mit  xierte Substratspezifitit der DesV, DesVI und DesVII/Des-
einem 5-O-Mycaminosyl-Substituenten erhalten.” Wenn  VIIL
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Wenn schlieB3lich in einer KdesI-Mutante ty/la durch fdtA
(eine 3,4-Ketoisomerase aus Aneurinibacillus thermoaerop-
hilus, die die Umwandlung 21 — 136 katalysiert) ersetzt
wurde, entstanden neue Makrolidderivate, die entweder
einen 4-epi-D-Mycaminose- (230 und 231) oder einen 3-N-
Monomethyl-3-desoxy-D-fucose-Substituenten (232) enthiel-
ten.’® Da keiner dieser Zucker in der Natur vorkommt,
veranschaulicht diese Arbeit abermals das Potenzial der Zu-
ckerbiosyntheseenzyme zur Herstellung neuer nichtnatiirli-
cher Zuckerstrukturen. Zusitzlich zeigen diese Resultate,
dass viele Enzyme des Desosamin-Weges, einschlieBlich
DesV, DesVI und DesVII/DesVIII, Zuckerdonoren mit einer
axialen 4-OH-Gruppe tolerieren. Wie durch diese und andere
Studien®%23240.267.2%8] erwiesen ist, zeigt das DesVII/DesVIII-
Paar eine bemerkenswert relaxierte Substratspezifitit ge-
geniiber seinen Zucker- und Aglycon-Substraten.

5.1.3. Elloramycin

Das erste beschriebene Beispiel fiir eine In-vivo-Glyco-
diversifizierung, die auf der heterologen Expression von
Biosynthesegenen beruht, betraf die Expression eines Cos-
mids (16F4), das den groBten Teil des Biosynthesegenclusters
von Elloramycin (233, Schema 19a) aus Streptomyces oliva-
ceus enthilt, im Urdamycinproduzenten Streptomyces fradiae
Tii2717.%% Der resultierende Stamm produzierte das hybride
Elloramycinderivat 8-Demethyl-8-3-D-olivosyltetracenomy-
cin C (234, Schema 19b). Der Zuckerdonor TDP-pD-Olivose
wurde iiber den Urdamycin-Weg geliefert und das Aglycon
(8-DMTC, 235) durch das heterolog exprimierte Cosmid 16F4
produziert. Spitere Experimente bestétigten, dass die sub-
stratflexible GT, die fiir die Bildung von 234 zusténdig ist, die
auf dem Cosmid 16F4 codierte EImGT war. In dieser Arbeit
wurde das Cosmid 16F4 in eine Mutante von Streptomyces
fradiae T1i2717 transformiert, in der mehrere fiir die Bildung
des Urdamycin-Aglycons essenzielle Gene entfernt waren
(APKS). Das Cosmid 16F4 wurde auch in einen Wildtyp und
eine PKS-Mangelmutante der Mithramycin (236) produzie-
renden Streptomyces argillaceus transformiert.”?®”) Expression
des Cosmids 16F4 in S. fradiae APKS fiihrte zu erhohten
Ausbeuten an 234 und auch zu einer neuen Hybridverbindung
(237), die den Urdamycinzucker L-Rhodinose enthielt.
Wurde das Cosmid im Wildtyp oder APKS S. argillaceus ex-
primiert, dann wurde wieder 234 gebildet, zusammen mit 8-
Demethyl-8-3-pD-mycarosyltetracenomycin C (238) und der
Disaccharid-enthaltenden Verbindung 8-Demethyl-8-3-D-
olivo-3'-1"-B-p-olivosyltetracenomycin C ~ (239).  Wenn
Stamme von S. fradiae Tii2717/APKS und S. argillaceus in
Abwesenheit des Cosmids 16F4 mit 235 gefiittert wurden,
erhielt man kein glycosyliertes Tetracenomycinderivat, was
fest beweist, dass EImGT (codiert durch das Cosmid 16F4)
die fiir die Bildung der Tetracenomycinanaloga zustdndige
GT ist.

EImGT wurde anschlieBend in das Chromosom von
Streptomyces albus, einem nichtproduzierenden Stamm, ein-
gebaut. Dieser Stamm wurde mit mehreren Plasmiden, die fiir
die Produktion verschiedener NDP-Zucker codieren, trans-
formiert, und jedem der resultierenden Stimme wurde dann
8-DMTC (235) verabreicht.”” In diesen Experimenten
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wurde nachgewiesen, dass EImGT L-Olivose und L-Rham-
nose (ihr natiirliches Zuckersubstrat) an 235 anlagert, wobei
240 bzw. 241 gebildet werden (Schema 19c¢). In einer anderen
Serie kombinatorischer Biosynthesestudien wurde Cosmid
16F4 in Streptomyces lividans (auch ein nichtproduzierender
Stamm) transformiert, zusammen mit Plasmiden, die fiir die
Produktion von NDP-L-Digitoxose,”"! NDP-4-Desacetyl-L-
chromose B®? und NDP-L-Mycarose codieren.?”? Jeder
dieser Stamme produzierte die entsprechenden glycosylierten
8-DMTC-Analoga (242-244). Es wurde auch eine glucosy-
lierte 8-DMTC-Verbindung (245) erhalten, was die unge-
wohnliche Toleranz der EImGT fiir einen Zucker mit einer 6-
OH-Gruppe zeigt.””" In einem eindrucksvollen Experiment
wurden schlieBlich Gene aus vier verschiedenen Desoxyzu-
cker-Biosynthesewegen auf einem einzigen Vektor vereint
und in S. lividans 16F4 co-exprimiert, um D- und L-Ami-
cetosyl-8-DMTC-Derivate (246 bzw. 247) herzustellen.?”
Insbesondere da Biosynthesegencluster fiir D-Amicetose
nicht verfiigbar sind, illustriert dieses Experiment die Leis-
tungsfihigkeit der kombinatorische Biosynthese beim
Aufbau von Zuckerstrukturen, basierend allein auf der Be-
trachtung anderer Biosynthesewege.

5.1.4. Urdamycin

Urdamycin A (188, Schema 20), produziert durch Strep-
tomyces fradiae Tu2717, ist ein Antibiotikum und Anti-
krebsmittel vom Angucyclin-Typ. Das Urdamycin-Aglycon
hat einen O-verkniipften L-Rhodinoserest an C-12b und ein
C-gebundenes D-Olivose-L-Rhodinose-D-Olivose-Trisaccha-
rid an C-9. Um die Funktionen der vier im Gencluster von
Urdamycin A codierten GTs sowie die Reihenfolge der
Glycosylierungsschritte aufzukldren, wurden einige Mutan-
ten von S. fradiae entwickelt, in denen einzelne GTs oder
Kombinationen von GTs inaktiviert waren. Dies fiihrte zu
mehreren Urdamycinderivaten (248-258) mit nichtnatiirli-
chen Glycosylierungsmustern (Schema 20).7#2*1 Wenn das
urdGT2-Gen inaktiviert war, reicherten sich die Urdamy-
cinmetabolite 248-250 an, denen die Trisaccharideinheit an
C-9 fehlte, was darauf hinwies, dass UrdGT2 die C-GT ist.
Interessanterweise zeigte 250 eine viel bessere Antitumor-
aktivitit als die Stammverbindung Urdamycin A.”?™* In #hn-
lichen Knockout-Experimenten wurde UrdGTla als die C-
12b-L-Rhodinosyl-Transferase identifiziert, wihrend Urd-
GTlc und UrdGT1b als die Rhodinosyl- bzw. Olivosyl-
Transferasen erkannt wurden, die das Trisaccharid aufbauen.
Wenn urdGTIc im urdGTIc-Knockout-Stamm iiberexpri-
miert wurde, baute UrdGT1c einen zweiten L-Rhodinoserest
in die Trisaccharidkette ein und bildete 257 und 258.

In einer anderen Studie wurden mehrere Desoxyzucker-
Biosynthesegene von Urdamycin A in S. fradiae einzeln in-
aktiviert.!””! Die Knockout-Staimme urdZ3, urdQ und urdZ1
reicherten jeweils Urdamycinon B an (254, siche Schema 20),
was die essenziellen Funktionen dieser Gene in der Biosyn-
these von L-Rhodinose widerspiegelt (Schema 21). Uberra-
schenderweise lieferte die Inaktivierung der fiir die Synthese
von TDP-p-Olivose (79) notwendigen 4-Ketoreduktase
(UrdR) Urdamycin M (259), das eine D-Rhodinose-Einheit
(260) anstelle der normalerweise produzierten L-Rhodinose
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Schema 19. Relaxierte Substratspezifitit von EImGT, einer L-Rhamnosyl-Transferase der Elloramycin-Biosynthese in Streptomyces olivaceus, fiir
NDP-Zucker. a) Natiirlich vorkommende aromatische Polyketide: Urdamycin A (188), produziert durch Streptomyces fradiae, Elloramycin (233),
produziert durch Streptomyces olivaceus, Mithramycin (236), produziert durch Streptomyces argillaceus, und das 8-DMTC-Aglycon (235), das durch
das Cosmid 16F4 aus Streptomyces olivaceus codiert wird. b) Hybride aromatische Polyketide, in vivo synthetisiert durch EImGT, die vom Cosmid
16F4 in den heterologen Wirten Streptomyces fradiae (234 und 237) und Streptomyces argillaceus (234, 238 und 239) exprimiert wurden. c) Neue

aromatische Polyketide durch kombinatorische Biosynthese.
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Schema 20. Flexibilitit der Urdamycin-GTs gegeniiber Akzeptorsubstraten, verdeutlicht am Beispiel von GT-Mutanten aus Streptomyces fradiae.
Verschiedene Kombinationen der GTs von Urdamycin A (188) wurden desaktiviert, was zur Produktion unterschiedlich glycosylierter Derivate (199,
248-258) in den entsprechenden GT-Mutantenstimmen in S. fradiae fihrte. Die Zuckerreste sind farblich gekennzeichnet, um zu verdeutlichen,
welche Urdamycin-GT fiir die jeweilige Glycosylkupplung zustindig ist: blau UdrGT1a, griin UrdGT1b, rot UrdGT1c, violett UrdGT2.

(94) enthilt, die tiber eine C-glycosidische Bindung an C-9
von 248 gekniipft ist. Es scheint daher, dass die Rhodinosyl-4-
Ketoreduktase (UrdZ3) vor der UrdZ1l-katalysierten C-5-
Epimerisierung eine Rhodinosyl-Zwischenstufe (wie 91) re-
duzieren kann. Die Zwischenstufe 91 kann sich in Abwe-
senheit von UrdR in unnatiirlich groBem AusmaB anreichern,
was zu erhohten Konzentrationen von 260 fiihrt, das dann
durch UrdGT?2 an 248 gekniipft werden kann. Diese Befunde
lieBen darauf schlieBen, dass UrdGT2 beziiglich seines NDP-
Zuckerdonorsubstrats flexibel ist und sowohl TDP-p-Olivose
(79) als auch TDP-pD-Rhodinose (260) umsetzen kann. In
einer spateren Studie mit der urdR™-Mutante aus S. fradiae
wurde auch nachgewiesen, dass UrdGT1c einen L-Rhodino-
se-Rest auf 259 iibertragen kann, unter Bildung von Urda-
mycin R (261).) UrdGT2 konnte auch L-Rhodinose (94) an
C-9 von 248 binden. Die resultierende Verbindung konnte
dann durch UrdGTlc r-rhodinosyliert werden und ergab
Urdamycin S (262). Folglich kann die UrdGT?2 in vivo sowohl
mit L- als auch mit D-Rhodinose C-Glycoside synthetisieren.
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UrdGT2 wurde in Streptomyces-argillaceus-Stammen,
denen die nativen Glycosyltransferasen fiir Mithramycin
(236, Schema 19a) fehlten, heterolog exprimiert und war
daraufhin beféhigt, die Mithramycin-Desoxyzucker p-Olivo-
se und D-Mycarose an das Pramithramycinon-Aglycon zu
kuppeln (unter Bildung von 263 bzw. 264, Schema 22). Die
Kupplung erfolgte tiber C-glycosidische Bindungen an Posi-
tionen des Aglycons, die gewohnlich nicht glycosyliert
werden.””! Wenn UrdGT2 mit LanGT1 (einer p-Olivosyl-
Transferase aus dem Landomycinproduzenten Streptomyces
cyanogenus S136) im gleichen Stamm von S. argillaceus co-
exprimiert wurde,”””! entstand die Hybridverbindung 265.
Diese Verbindung bestand aus einem von S. argillaceus
stammenden Aglycon und einem Disaccharid, das durch
UrdGT2 und LanGT1 gemeinsam aufgebaut wurde. In einer
separaten kombinatorischen Biosynthesestudie wurde die
heterologe Expression von LanGT1 und LanGT4 (einer L-
Rhodinosyl-Transferase) in einer dreifachen GT-Mutante von
S. fradiae (urdGTla-/1b-/Ic-) eingesetzt, um Urdamycin/
Landomycin-Hybridverbindungen (wie 266) herzustellen, die
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Schema 21. Aus Streptomyces fradiae Tii2717 nach Disruption von Desoxyzucker-Biosynthesegenen isolierte Produkte.
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Schema 22. Nach Expression in Glycosyltransferase-defizienten Mutan-
ten des Mithramycinproduzenten Streptomyces argillaceus katalysierte
UrdGT2 die Bildung von C-Glycosiden (263 und 264). Heterologe Ex-
pression von UrdGT2 und der p-Olivosyl-Transferase vom Landomycin-
Weg in Streptomyces cyanogenus (LanGT1) in der gleichen Mutante von
S. argillaceus lieferte Verbindung 265. Expression von UrdGT2, LanGT1
und LanGT4 in einer Glycosyltransferase-defizienten Mutante von S.
fradiae Ti2717 fiihrte zur Produktion von 266.
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Glycodiversifizierung

OH von Aryl-C-Glycosi-
T UrdGT1e den herausstellen.
UrdGT2 /T'/ 5.1.5. Indolocarbazole
e T e,
UG N OH Die Indolocarba-
248 zol-N-glycoside Re-

beccamycin (267) aus
Saccharothrix aeroco-
lonigenes und Stauro-
sporin (193), das von
mehreren Streptomy-
ces-Spezies produziert wird, sind Antitumorwirkstoffe mit
inhibierender Wirkung auf die DNA-Topoisomerase 1 bzw.
die Proteinkinase (Schema 23). Durch heterologe Expression
unterschiedlicher Kombinationen von reb- und sta-Genen im
nichtproduzierenden Stamm Streptomyces albus konnte der
Biosyntheseweg fiir die Rebeccamyin- und Staurosporin-
Aglycone aufgekldrt werden. Mehrere neue Derivate wurden
erhalten, von denen viele durch RebG N-glucosyliert
waren.” Neuere Experimente zeigten, dass in E. coli oder .
lividans exprimierte RebG mehrere exogen gefiitterte Indo-
locarbazolderivate, darunter das Staurosporin-Aglycon (268),
N-glucosylieren konnte.”® Interessanterweise katalysiert
RebG nicht regioselektiv, da das Enzym jedes der N-Atome
der asymmetrischen Indolocarbazole, die in dieser Studie
verwendet wurden, glucosylieren kann.

In einer anderen Studie wurde die Biosynthese von
Staurosporin in S. albus durch gemeinsame Expression der
Biosynthesegene fiir das Staurosporin-Aglycon (268) und den
Genen fiir L-Ristosamin und der putativen N-GT, StaG, re-
konstituiert (Schema 23).7* Die transformierte S.-albus-Mu-
tante produzierte Holyrin A (270), eine Verbindung mit einer
N-gebundenen 3-N-4-O-Didemethyl-L-ristosamin-Einheit in
einer *C,-Konformation. Wenn staN (ein putatives Cyto-
chrom-P450-Gen) in dieser S.-albus-Mutante exprimiert
wurde, produzierten die Zellkulturen Staurosporin, wodurch
StaN als das fiir die Bildung der C5'-N-Bindung zusténdige
Enzym bestimmt wurde. Die Substratflexibilitdt der StaG
wurde dann durch Transformation der Plasmide, die fiir die
Produktion verschiedener Desoxyzucker (L-Rhamnose 34, L-
Digitoxose 78, L-Olivose 65 und D-Olivose 79) codieren, in
den S.-albus-Mutantenstamm iiberpriift. Eine HPLC-Analyse
belegte, dass jeder der Stimme, die L-Desoxyzucker-Gene
exprimierten, zwei neue Verbindungen produzierte, wihrend
der die pD-Olivose-Gene exprimierende Stamm nur eine neue
Verbindung synthetisierte. Spatere MS- und NMR-Analysen
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Schema 23. Neue Indolocarbazole durch kombinatorische Biosynthese in Streptomyces albus. Die Indo-
locarbazole Rebeccamycin (267) und Staurosporin (193) enthalten ungewshnliche N-Glycosid-Bindun-
gen. Die Biosynthese von Staurosporin wurde in S. albus rekonstituiert, wenn die fuir die Bildung des
Staurosporin-Aglycons (268), verschiedener Desoxyzucker (34, 61, 65, 78 und 79) sowie die N-GT
(StaG) und das P450-Enzym (StaN) codierenden Gene exprimiert wurden. N-GT (StaG) und das P450-
Enzym (StaN) sind fiir die oxidative Vernetzung zwischen dem C5’ des Zuckers und dem N12 des
Aglycons zustindig. Wihrend StaG sowohl L- als auch p-Zucker an 268 kuppelte, wurden durch StaN

nur die L-Zucker oxidativ vernetzt (zur Bildung von 193 und 274-277).

9996

ergaben, dass alle fiinf in dieser Studie getesteten Desoxy-
zucker ausschlieBlich iiber das N-13-Atom des Staurosporin-
Aglycons (durch StaG) banden. Die Produkte 269-273 ent-
halten eine dquatoriale N-Glycosid-Bindung, die den Zucker
in der *C;-Konformation anordnet. Fiir L-Zucker ist die *C,-
Konformation ungewohnlich, weil die volumindsen Substi-
tuenten an C-3, C-4 und C-5 die weniger giinstige axiale Po-
sition einnehmen. Die Verbindungen mit L-Zuckern (269-
272) konnten durch StaN zu den zweifach verkniipften
Staurosporinanaloga 274-277 weiter umgesetzt werden. In
den zweifach verkniipften Verbindungen nehmen die L-
Zucker ausschlieBlich die 'C,-Konformation ein, was darauf
hinweist, dass StaN vor der oxidativen Kupplung von C-5" an
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Auch wirken die neu hergestellten Meta-
boliten moglicherweise toxisch auf den
Bakterienstamm, der als Wirt zur Expres-
sion der heterologen Gene -eingesetzt
wurde. SchlieBlich konnen nur solche
Aglycon-Akzeptoren und Zucker-Donoren
als mogliche Bausteine verwendet werden,
die biosynthetisiert oder an den Wirt ge-
fiittert werden konnen, was letztlich die
strukturelle Vielfalt der zugédnglichen Gly-
coformen einschrinkt. Um einige dieser
Probleme zu {iiberwinden, haben sich
neuere Arbeiten auf die Entwicklung von
Methoden zur In-vitro-Glycodiversifizie-
rung unter Verwendung gereinigter Zu-
ckerbiosyntheseenzyme und Glycosyl-
transferasen  konzentriert.  Grundlage
dieser Arbeiten waren die mittlerweile
fundierten Erkenntnisse iiber Biosynthese-
enzyme sowie die Entdeckung mehrerer
substratflexibler anomerer Kinasen, Nu-
cleotidylyltransferasen und Glycosyltrans-
ferasen. Diese substratflexiblen Enzyme
wurden genutzt, um Bibliotheken von
NDP-Zuckern herzustellen (besprochen in
Lit. [281]), die dann in vitro als Substrate
fur Glycosyltransferasen mit natiirlicher
oder kiinstlich erzeugter Substratflexibilitét
gepriift werden konnen. In diesem Ab-
schnitt werden wir nur solche Glycoengi-
neeringstudien besprechen, die gereinigte Zuckerbiosynthe-
seenzyme und Glycosyltransferasen verwenden, um glyco-
randomisierte Naturstoffbibliotheken aufzubauen. Neuere
Entwicklungen haben auBlerdem rein chemische Methoden

fir alternative Glycodiversifizierungsstrategien aufge-
Zeigt.[248,249.2827286]

5.2.1. Entwicklung von Kinasen fiir anomere Zucker

Die Hauptbeschrankung der enzymatischen Synthese von
NDP-Zuckern ist die Verfiigbarkeit der spezifischen Enzyme,
die zum Aufbau der gewiinschten NDP-Zucker benétigt
werden. Um die Herstellung von NDP-Zuckern zu erleich-
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Schema 24. Zucker-1-phosphate, die im Wildtyp und in gezielt hergestellten Galactokinase(GalK)-Mutanten
von E. coli produziert werden. Die Substratspezifitit der Wildtyp-GalK wurde durch Mutation der Methionin-
(M173L) und Tyrosinreste (Y371H) des aktiven Zentrums erweitert. Die M173L/Y371H-Zweifachmutante be-
hielt die Substratspezifitit jeder einzelnen Mutante bei und akzeptierte auch eine Vielzahl anderer Zucker.
Die Zucker-1-phosphate, die vom jeweiligen Enzym hergestellt wurden, sind eingerahmt, und die strukturel-
len Abweichungen vom Substrat der Wildtyp-GalK (p-Galactose) sind rot gekennzeichnet.

tern, wurden mit gerichteter Evolution und strukturbasiertem
Protein-Engineering Zuckerbiosyntheseenzyme mit breiterer
Substratspezifitit entworfen. Zum Beispiel war eine einzige
Runde einer Zufallsmutagenese des Galactokinasegens galK
von E. coli™" ausreichend, um eine GalK-Variante (Y371H)
zu erzeugen, die Substitutionen an C-2, C-3, C-5 und C-6 der
D-Galactose toleriert, die aber die stringente Bedingung einer
axialen 4-OH-Gruppe beibehilt. Diese Mutante kann auch
zwei L-Zucker (278 und 279, Schema 24) phosphorylieren.
Basierend auf einem Strukturhomologiemodell mit Galacto-
kinase aus Lactococcus lactis wurde vorgeschlagen, dass zwei
konservierte Reste (Asp37 und Tyr223) im E.-coli-Enzym
Wasserstoffbriicken mit der axialen 4-OH-Gruppe bilden.*!
Allerdings dnderte eine Mutation dieser Reste die C-4-Spe-
zifitdt der GalK aus E. coli nicht. Dagegen konnte die Y385H-
Mutante (dquivalent zu E. coli Y371H) der GalK aus L. lactis
D-Glucose (sowie einige andere D-Zucker) mit dquatorialen
4-OH-Gruppen als Substrate umsetzen.”! Die weitere
Analyse des GalK-Homologiemodells lie3 darauf schlieBen,
dass der Met173-Rest im E.-coli-Enzym (Leul82 in L. lactis)
das Enzym daran hindert, b-Zucker mit einer d4quatorialen 4-
OH-Gruppe umzusetzen.™ Tatsichlich konnte die M173L-
Mutante in E. coli D-gluco-konfigurierte Zucker umsetzen.
Uberdies behielt die M173L/Y371H-Doppelmutante die
Substratflexibilitdt der beiden Einfachmutanten bei und er-
kannte zusitzlich auch Azidozucker, die durch chemoselek-
tive Ligationsreaktionen weiter modifiziert werden kdnnen.
Die durch den Wildtyp und die GalK-Mutante in E. coli
synthetisierten Zucker-1-phosphate sind in Schema 24 auf-
gefiihrt.
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Lfé pelt, ist die am ausfiihrlichs-

Hoopo; HOopo .2 ten  untersuchte = NDP-
Zucker-Synthase.”'! RmlA

bevorzugt  Pyranosylphos-

phate in der *C,-Sesselkon-
formation und ist weniger
wirksam gegeniiber 2-Des-
oxyzuckern. Sie kann auch
Amino- und Acetamidozu-
cker umsetzen.”? Die Posi-
tion der Aminogruppe hat
keinen Enfluss auf den Umsatz, wiahrend voluminose Acet-
amidogruppen nur an C-2 und C-3 toleriert werden. Die
Kristallstruktur der RmlIA im Komplex mit UDP-Glucose
oder TTP?* zeigte, dass der Rest Trp224 im aktiven Zentrum
bei der Thymidylierung von Zuckern, die volumintse Sub-
stituenten an C-6 enthalten, stort. Der Trp224-Rest wurde
spéter zu His mutiert, um die sterische Anhdufung um das C-6
des Substrats zu verringern. Diese Mutation kann auch eine
positive Ladung einfiihren, die die Bindung von Zuckern mit
einer Carboxylatgruppe an C-6 erleichtert. Die Substratfle-
xibilitit der RmlA wurde weiter vergréfert, indem durch
Mutation von Leu89 zu Thr die sterische Hinderung um das
C-2 des Substrats verringert wurde.’™ In diesen Studien
wurden iiber 30 Zucker-1-phosphate identifiziert, die als
Substrate fiir RmlA oder ihren Varianten fungieren.

Bei der Suche nach alternativen Nucleotidylyltransfera-
sen mit breiter Substratspezifitit stiel man auf eine hitze-
stabile Nucleotidylyltransferase aus dem archaealen Orga-
nismus Pyrococcus furiosus DSM 3638, die eine relativ breite
Substratspezifitit aufweist und sogar L-Fucose-1-phosphat (8,
Schema 1) effizient uridylylieren kann.*® Das Enzym ist bi-
funktionell und katalysiert den 2-N-Acetyltransfer zum Glu-
cosamin-1-phosphat vor dem Uridylyltransfer.”! Unter
Verwendung von N-Acetylcysteaminthioestern anstelle von
Acetyl-CoA wurden aus Glucosamin-1-phosphat mit diesem
Enzym mehrere UDP-Glucosaminderivate synthetisiert. Fiir
Nucleotidylyltransferasen aus zwei anderen thermophilen
archaealen Organismen wurde gefunden, dass sie ebenfalls
Nucleosidtriphosphate (NTPs) heranziehen, darunter Purin-
und 2'-Desoxyribonucleotide.”7-?*!
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a)

c)

Schema 25. Enzymatische Synthese von NDP-Zuckern. a) Eintopfsynthese der universellen Zwischenstufe
TDP-4-Keto-6-desoxy-p-glucose (21) in der Desoxyzucker-Biosynthese aus Sucrose (280) und Thymidinmo-
nophosphat (TMP) unter Verwendung von TMP-Kinase (TMK), Sucrose-Synthase (SuSy) und RmiB. b) Bio-
synthesebasierter Ansatz fiir die Synthese von 21. ¢) Zweistufige Eintopfsynthese der TDP-L-Mycarose (71).
Im ersten Schritt wird Thymidin durch die Thymidylat-Kinase (TK), TMK und die Nucleotiddiphosphat-
Kinase (NDK) in TTP uberfiihrt. Nach Reinigung von TTP durch Filtration wurde 17 durch die kombinierte
Wirkung von sieben Enzymen in Gegenwart von S-Adenosylmethionin (SAM) und NADPH in 71 umge-

Pyruvat

In einer neueren Studie wurde festgestellt, dass RmlA
(eine Thymidylyltransferase) jedes der acht natiirlich vor-
kommenden NTPs (UTP, CTP, ATP, GTP, TTP, dCTP, dATP
und dGTP; d =Desoxy) zur Aktivierung von zehn verschie-
denen Zucker-1-phosphat-Substraten verwenden kann.?”!
Die katalytische Effizienz der Umsetzungen unterscheidet
sich zum Teil drastisch. Kinetische Analysen ergaben, dass die
Bevorzugung von Thymidin vor allem auf der niedrigen Mi-
chaelis-Konstanten (K,) fiir TTP beruht, wihrend TTP und
UTP beide mit viel hoheren k.,-Werten als andere NTPs
umgesetzt werden. Die Mutation des GIn83-Rests in RmlA,
der mit der basenpaarenden Seite der Uridin/Thymidin-Ein-
heit Wasserstoffbriicken bildet, zu Asp oder Ser ergab ein
Enzym, das Purinnucleotide um drei GrofBenordnungen
schneller transferierte als Pyrimidinnucleotide. Wenn mehr
Strukturinformationen zu Nucleotidylyltransferasen vorlie-
gen, wird es moglich sein, die Substratspezifitiat fiir NTPs
durch Protein-Engineering zu verdndern und so das Reper-
toire verfligharer NDP-Zucker fiir In-vitro-Glycosylierungs-
studien zu erweitern.

wandelt (16% Ausbeute bezogen auf 17).
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5.2.3. In-vitro-Synthese von NDP-Zuckern

Um die enzymatische Synthese hochmodifizierter TDP-
Zucker zu erleichtern, sind leistungsstarke Methoden zur
Herstellung der universellen Zwischenstufe TDP-4-Keto-6-
desoxy-D-glucose (21) entwickelt worden. Zum Beispiel
wurden gereinigte Sucrose-Synthase (SuSy) aus der Kartoffel,
TDP-Glucose-4,6-Dehydratase (RmlB) aus Salmonella typhi-
murium und TMP-Kinase aus Hefe verwendet, um 21 aus den
billigen Ausgangsverbindungen Sucrose (280) und TMP mit
einer Ausbeute von ca. 70% (bezogen auf TMP) zu synthe-
tisieren (Schema 25a)."®! Ein ATP-Regenerationssystem,
bestehend aus Pyruvat-Kinase (PK) und Phosphoenolpyruvat
(PEP) wurde einbezogen, sodass nur katalytische Mengen an
ATP benotigt wurden. Fine analoge Strategie unter Ver-
wendung von SuSy ist ebenfalls genutzt worden, um andere
NDP-Zucker herzustellen.” In einem biosynthesebasierten
Ansatz wurden TMP-Kinase (TMK), Acetat-Kinase und
Glucose-1-phosphat-Thymidylyltransferase aus E. coli mit
RmlIB aus S. typhimurium in E. coli BL21-Zellen exprimiert
(Schema 25b).F" Die Rohextrakte aus diesen Zellen wurden
mit TMP, Acetylphosphat und Glucose-1-phosphat inkubiert,

um 21 in 80 % Ausbeute (von TMP) zu

synthetisieren.

b) Glucose-1-phosphat- Bislang wurden nur eine handvoll
&/%" oy Thymidylyltransferase hochmodifizierter Naturstoff-TDP-
HH%/A//ﬁ Hﬁc’)g\g/% _ HSO A0 Zucker durch Tandemreaktionen mit
o :OOO SuSy 1o &g Hoopo? ( T HOL o gereinigten. Biosynt}}eseenzym(j,n_ her:
M _ HO 17 20 gestellt. Hierzu gehoren TDP-L-Myc
» on / ZOHOOTDP TTP PP arose (71) vom Tylosin-Weg,” TDP-L-
280 ‘ postat ~f RmIB Ep1van§osamm82(56) vom Chloroer.e-
TDP  Fructose RmiIB Acetyl- K?neage H,0 momycin-Weg,®?  TDP-p-Forosamin
oep ADP Ho phosphat 0. Me (100) vom Spinosyn-Weg!''*! und TDP-
PEC jTMK o Me TMP 0P HO o L-Digitoxose (78) vom Kijanimicin-
ATP- o o ™K HOL o Weg.”) Fiir die Synthese von TDP-L-
T™P HO l 21 Mycarose (71) aus Thymidin und Glu-
OTDP ATP  ADP cose-1-phosphat (17, Schema 25c¢)
Acetyl wurde ein zweistufiger Ansatz entwi-
Acetat < Phosphat ckelt. Das Ausgangsreaktionsgemisch
. oetat bestand aus Thymidin, PEP, ATP und
Me den vier Enzymen Thymidin-Kinase
OQJNY ® VK . o fogi (TK), Thymidylat-Kinase (TMK), Nu-
TTP HO cleosiddiphosphat-Kinase (NDK) und
w /-\ m /-\ /\ HO L rop Pyruvat-Kinase (PK). Nach Inkubation
ADP  ATP ADP  ATP  ADP \;?g PPi 20 und anschlieBendem Entfernen der
Thymidin k/ &/ \,/ HO = RfbB Enzyme durch Ultrafiltration wurde das
N £ N Ho OPOz‘ TYIX3 TYICT  Filtrat dann mit Glucose-1-phosphat,

Pyruvat PEP Pyruvat PEP Pyruvat PEP NADPH TylC3 3 ;
PK PK PK TylK Tyic2 RfbA und RfbB (einer Thymidylyl-

OH transferase bzw. einer TDP-Glucose-
HOMW\OTDP 4,6-Dehydratase aus Salmonella typhi)
Ve 71 sowie den Mycarose-Biosyntheseenzy-
men (TylX3, TylC1, TylC3, TylK und
TylC2, siehe Schema 6), NADPH und
SAM inkubiert. Die Ausbeute an 71
betrug 16%. Interessanterweise zeigte
das Multienzymsystem keine Unver-
triaglichkeiten mit den Reaktionsbedin-
gungen, und es traten auch keine
Kreuzinhibierungen durch Substrate
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oder Produkte auf, die im Verlauf dieses Eintopfsynthese-
schemas gebildet werden. Die erfolgreiche enzymatische
Synthese verschiedener TDP-Zucker schafft die Vorausset-
zungen, um die Glycolysierung von Sekundédrmetaboliten in
vitro zu erforschen.

5.2.4. Protein-Engineering bei Glycosyltransferasen

Uber ein elegantes Beispiel fiir GT-Engineering wurde
kiirzlich berichtet. UrdGT1b und UrdGT1lc vom Urdamycin-
Weg (siche Abschnitt 5.1.4) haben eine Aminosidure-
sequenzidentitidt von 91 %, aber verschiedene Substratspezi-
fititen. Die Doméine jedes Enzyms, auf der die UrdGT1b-

a)

UrdGT1c-
Aktivitat

A\l
| en GT Me
H -0
~J - HO(‘)_'\/\_\
e OH
M7 0/ 253
|
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Aktivitat

St

OH ‘

Me7 =07
- r\/
HO——\—-Q ) 256

HO-

b) Me OleD oder Ma
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| 7 HO\——0,
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HO  9gs
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Schema 26. Protein-Engineering bei Glycosyltransferasen. a) Erzeugung
von UrdGT1b/1c-Chimaren mit neuartiger Aktivitdt. Die Biosynthese der

Trisaccharideinheit von Urdamycin A beruht auf der aufeinanderfolgenden
Wirkung von UrdGT2, UrdGT1c und UrdGT1b (198 — 199 — 253 — 256).

Mehrere chimire UrdGT1b/1c-Enzyme katalysierten eine neue Reaktion

(253 — 281). b) Hochdurchsatz-Screening der GT-Aktivitit. Mittels Zufalls-
mutagenese wurde eine Bibliothek aus OleD-Varianten (eine Makrolidresis-
tenz-GT, die normalerweise die Reaktion 282 — 283 katalysiert) aufgebaut.
Die Aktivitat dieser Varianten wurde dann im Hochdurchsatz unter Verwen-

o

—O/ﬁ‘\\\"/ \D/I‘:\‘O

nicht fluoreszierend

JNMeZ
e I
0O Lol e

283

Angewandte

oder UrdGTlc-spezifische Aktivitdt beruht, wurde in einer
Region bestehend aus 31 Aminosduren nahe dem N-Termi-
nus beider Enzyme lokalisiert.”” Wenn diese Region in
UrdGTlc gegen die entsprechende Region in UrdGT1b
ausgetauscht wurde, zeigte das entstehende chimédre Enzym
UrdGT1b-dhnliche Aktivitdt. Ein analoges Ergebnis wurde
erhalten, wenn die Region in UrdGT1b durch die entspre-
chende Region in UrdGTlc ersetzt wurde. Von den 31
Aminosduren in dieser Region unterscheiden sich 18 in den
beiden Enzymen. Weitere Studien wiesen darauf hin, dass nur
10 von diesen 18 variablen Aminosduren fiir die UrdGT1b-
oder UrdGTlc-dhnlichen Aktivititen entscheidend sind.”*!
Diese Reste wurden danach mutiert und die resultierenden
Konstrukte auf GT-Aktivitdt gepriift. Neben Mutanten,
die entweder UrdGT1b- oder UrdGT1c-Aktivitit beibe-
halten hatten, und solchen, die beide parentalen Aktivi-
titen aufwiesen, wurden auch Mutanten gefunden, die
eine neue Reaktion katalysierten. In dieser neuen Reak-
tion wurde eine D-Olivose an das D-Olivose-L-Rhodinose-
Disaccharid von 12b-Derhodinosylurdamycin G (253,
Schema 26a) gebunden, woraus eine Verbindung mit
verzweigter Zuckerkette, Urdamycin P (281), resultierte.
Interessanterweise behielten einige der Mutanten mit der
neuen Aktivitdt auch die normale UrdGT1b- und/oder
UrdGTl1c-Aktivitit.

Im obigen Fall bedingen die hohe Sequenzidentitit
zwischen den beiden Urdamycin-GTs und die rationale
Auswahl der Aminosédurereste fiir die Mutation eine re-
lativ kleine Bibliothek von GT-Mutanten. Typische Engi-
neering-Experimente auf der Basis von gerichteter Evo-
lution und/oder Zufallsmutagenese sollten jedoch weit
mehr Mutationen erzeugen. Die Entwicklung von Hoch-
durchsatz-Assays zum Screening von Enzymaktivitéten ist
daher eine entscheidende Voraussetzung fiir das Protein-
Engineering.”'*32~" Kiirzlich wurde die gerichtete Evo-
lution von Cstll, einer Sialyltransferase der GT-A-Fami-
1ie,P®! und von OleD, einer Makrolidresistenzglucosyl-
transferase der GT-B-Familie (die die Umsetzung 282 —
283 katalysiert, Schema 26b),”'%' beschrieben. Mittels
fehlerhafter PCR wurde eine Bibliothek aus iiber 1000
OleD-Varianten erstellt, und die GT-Aktivititen der Va-
rianten wurden mit einem fluoreszierenden Aglyconsub-
strat (284, Schema 26b) gepriift, dessen Fluoreszenz durch
die Glycosylierung (284 — 285) geldscht wird. Drei einfa-
che OleD-Mutanten (Pro67Thr, Ser132Phe, Ala242Val)
zeigten eine hohere Aktivitit fir 284 als die Wildtyp-
OleD. Die entsprechende Dreifachmutante wurde kon-
struiert, und ihre Substratspezifitdt wurde in einer Bi-
bliothek von 22 NDP-Zuckern mit 284 als Akzeptor un-
tersucht. Die Dreifachmutante setzte 15 der 22 Zucker
um, die Wildtyp-OleD dagegen nur deren drei. Zusétzlich
zeigte die Dreifachmutante erhohte GT-Aktivitiat fiir
sechs weitere nichtnatiirliche Akzeptoren. Interessanter-
weise befindet sich der Pro67-Rest der OleD in einer hy-
pervariablen Schleife in der akzeptorbindenden Doméne
nahe dem N-Terminus des Proteins. Die Mutation an der

dung des fluoreszierenden Akzeptors 284, dessen Fluoreszenz durch Glyco-

syltransfer geléscht wird, tiberpriift. Auf diese Weise wurden mehrere aktive

Mutanten identifiziert, von denen einige eine breitere Substratspezifitit
zeigten.
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dquivalenten Position in den UrdGTs verdnderte auch die
Substratspezifitidt. In einer ganz neuen Studie wurde
schlieBlich ein Hochdurchsatz-GT-Assay entwickelt, der
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darauf beruht, dass das vom Akzeptornucleophil beim Gly-
cosyltransfer freigesetzte Proton durch einen pH-Indikator in
schwach gepufferten Losungen detektiert wird.F*

Obwohl sich das Gebiet noch in den Anfiangen befindet,
demonstrieren die hier beschriebenen Studien mit Urdamy-
cin-GTs und OleD das Potenzial dieser Methoden zur Er-
zeugung von Enzymen mit erhohter katalytischer Effizienz,
breiterer Substratpromiskuitdt und/oder neuartigen Aktivi-
téiten.

5.2.5. In-vitro-Glycoengineering

Mit dem inzwischen stark angewachsenen Pool an NDP-
Zuckern und der Verfiigbarkeit promiskuitiver GTs ist es

H.-w. Liu et al.

jetzt moglich, verschiedenste Aglycone mit einer Vielzahl von
Zuckerresten zu derivatisieren. Es hat sich erwiesen, dass
diese Methode der In-vitro-Glycodiversifizierung (oder
Glycorandomisierung) einen schnellen Zugang zu neuen
glycosylierten Naturstoffen bietet,?*82425.3%] ynd zahlreiche
Derivate von Methymycin/Pikromycin®? (187, 219-221,
Schema 12) und Vancomycin (192, Schema27a) wurden
damit hergestellt.”* Das Vancomycin-Aglycon (286) wird am
4-Hydroxyphenylglycin-Rest (286 — 287 — 192) nacheinan-
der durch die Glucosyltransferase GtfE und die Vancosami-
nyltransferase GtfD glycosyliert (Schema 27 a).%! Wie schon
frither gezeigt wurde, weisen GtfD und GtfE relaxierte Sub-
stratspezifititen auf***7 Um diese Eigenschaften zu
nutzen, wurde eine Bibliothek aus TDP-Zuckern (hergestellt

a) ¢ HOnm,
OH ) Yoy
HO_,;ﬁdi/{ ~OH 288 | Me\ 1o\ Me i
)i ‘OH Me |77 OH
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Schema 27. Chemoenzymatische Glycorandomisierung des Vancomycin-Aglycons. a) Die Disaccha-
rideinheit von Vancomycin (192) wird durch Tandemaddition von p-Glucose und L-Vancosamin an
286 durch die Glycosyltransferasen GtfE bzw. GtfD aufgebaut. b) Eine Bibliothek reduzierender
Zucker wurde entweder durch chemische Synthese oder Inkubation mit GalK-Mutanten und ATP in
eine Bibliothek von Zucker-1-phosphaten iiberfiihrt. Diese Bibliothek wurde wiederum unter Ver-
wendung einer gentechnisch veranderten RmlA-Nucleotidylyltransferase in eine Bibliothek von
NDP-Zuckern umgewandelt. Die NDP-Zucker wurden als Substrate fiir GtfE in vitro getestet, was
zu einer glycorandomisierten Bibliothek aus 21 Vancomycinanaloga fiihrte. Eines dieser Analoga
enthielt einen Azidozucker (289), der mit einer Vielzahl von Alkinen durch Cu'-katalysierte Huis-
gen-[3+2]-Cycloaddition weiter modifiziert werden konnte und 39 weitere Vancomycinderivate
ergab.
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durch chemische Synthese unter Ver-
wendung der in den Abschnitten 5.2.1
und 5.2.2 beschriebenen GalK- und
RmlA-Mutanten) mit dem Vancomy-
cin-Aglycon und GtfE inkubiert und
die Reaktionsgemische tiber LC-MS
analysiert (Schema 27b).% 21 der 23
TDP-Zucker, die in dieser Studie
analysiert wurden, erwiesen sich als
Substrate fiir GtfE, darunter auch der
TDP-Azidozucker 289, der in Ge-
genwart von Alkinen durch Huisgen-
Cycloaddition weiter modifiziert
werden konnte und 39 weitere Van-
comycinderivate ergab.?**3%! Eine
dieser neuen Verbindungen zeigte er-
hohte antibiotische Wirkung gegen-
iber Staphylococcus aureus und En-
terococcus faecium. In weiteren Stu-
dien zur Glycorandomisierung von
Vancomycin wurden mehrere andere
Naturstoff-GTs mit relaxierter Sub-
stratspezifitdt fiir dhnliche In-vitro-

Glycodiversifizierungen
det [87,232,237,309-316]

verwen-

Die Vielseitigkeit der In-vitro-
Glycodiversifizierung wurde kiirzlich
in der Glycorandomisierung von Ca-
licheamicin (189, Schema 14) demon-
striert.®'” Zuerst wurde nachgewie-
sen, dass die Calicheamicin-GT
(CalGl) zehn verschiedene TDP-
Zucker als Substrate erkennt. Einer
dieser Zucker, TDP-3-desoxy-o-D-
glucose (294, Schema 28a), wurde
dann mit CalGl und dem 3-O-me-
thylrhamnosylierten Aglycon 290 in-
kubiert. Da die Glycosylierungsstelle
fiir CalG1 in 290 schon besetzt war,
wurde keine Reaktion erwartet.
Dennoch wurde ein neues Produkt
identifiziert (292), das eine 3-Desoxy-
a-D-glucose enthielt. Die Analyse der
Kontrollreaktionen ergab, dass CalG1
in Gegenwart von TDP eine reverse
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Schema 28. a) Die Calicheamicin-GT (CalG1) synthetisiert aus 290 in Gegenwart von TDP durch eine reverse Glycosyltransferreaktion sowohl 293
als auch 291. Andere im Reaktionsgemisch vorhandene TDP-Zucker wie 294 konnten ebenfalls an das in situ erzeugte Aglycon 291 gekuppelt
werden, um neue Glycoside wie 292 zu bilden. b) CalG1 wurde in Zuckeraustauschreaktionen eingesetzt und randomisierte acht glycolysierte
Calicheamicinanaloga mit zehn verschiedenen Zuckern, sodass eine Bibliothek von 72 Verbindungen aufgebaut wurde. c) Aglycon-Austauschreak-
tionen unter Beteiligung einer einzelnen GT, die einen Zuckerrest von einem Aglycon auf ein strukturell dhnliches Aglycon tibertrigt. d) Werden
zwei Enzyme verwendet, die den gleichen TDP-Zucker erkennen, kann ein Zuckerrest von einem Aglycon auf ein nicht strukturverwandtes Aglycon
transportiert werden. e) In Gegenwart von iiberschiissigem TDP und einem glycosylierten Naturstoff kann die reverse GT-Katalyse zur Synthese

von TDP-Zuckern genutzt werden.

GT-Reaktion katalysierte, wobei TDP-3-O-Methyl-B-L-
rhamnose (293) und ein deglycosyliertes Aglycon 291 gebildet
wurden. Die Glycosylierung von 291 durch CalG1l konnte
dann mit dem alternativen TDP-Zucker 294, der im Reakti-
onsgemisch vorhanden ist, zu 292 fiihren. In dieser Studie
wurde nachgewiesen, dass auch die Calicheamicin-Aminop-
entosyltransferase (CalG4) und die Vancomycin-GTs GtfD
und GtfE reversible Reaktionen katalysieren, was darauf
schlieBen ldsst, dass Reaktionsreversibilitdt ein allgemeines
Kennzeichen der GTs in vitro sein konnte.

Die reversiblen Reaktionen, die diese GTs katalysieren,
wurden in etlichen Glycorandomisierungsanwendungen ge-
nutzt (Schema 28b—e). Mit einem Satz von acht Calicheami-
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cinderivaten und den zehn nachgewiesenen TDP-Zucker-
substraten von CalG1 katalysierte CalGl mehrere Zucker-
austauschreaktionen, die eine glycorandomisierte Calichea-
micin-Bibliothek mit tiber 70 Verbindungen ergaben (Sche-
ma 28b). CalG1, CalG4 und GtfD wurden auch einzeln in
Aglycon-Austauschreaktionen eingesetzt, wobei die 3-O-
Methyl-f-L-rhamnosyl-, Aminopentosyl- oder Vancosaminyl-
Reste durch CalG1, CalG4 bzw. GtfD von einem Caliche-
amicin- oder Vancomycin-Aglycon zum anderen iibertragen
wurden (Schema 28c¢). In einer nachfolgenden Studie wurde
ein Aglyconaustausch unter Beteiligung von zwei Enzymen
entwickelt. GtfE wurde verwendet, um einen nichtnatiirli-
chen Azidozucker aus einem Vancomycin-Aglycon heraus-
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zuschneiden und so einen TDP-Azidozucker als Zwischen-
stufe aufzubauen, der dann durch CalG1l mit einem Cali-
cheamicin-Aglycon gekuppelt wurde (Schema 28). Die Re-
versibilitdt der GTs kann auch genutzt werden, um NDP-
Zucker (Schema 28) zu synthetisieren und die biologischen
Funktionen der GTs zu verifizieren.[¥-2523]

6. Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Aufsatz haben wir den gegenwértigen Kennt-
nisstand zur Biosynthese ungewohnlicher Zucker zusam-
mengefasst. Obwohl die letztendlichen Strukturen dieser
Zucker betrachtlich variieren, werden nur eine handvoll En-
zymaktivitdten fiir ihre Biosynthese gebraucht. Dieser Vor-
gang der ,natiirlichen kombinatorischen Biosynthese* kann
die in der Natur beobachtete strukturelle Diversitdt der
Zucker erkldren. Die Erforschung der enzymatischen Me-
chanismen hat gezeigt, dass die meisten dieser Enzyme auf
ein spezifisches Arrangement ihrer katalytischen Reste, Co-
enzyme und Cofaktoren angewiesen sind, um bestimmte
chemische Umwandlungen an chemisch verwandten Zu-
ckerzwischenstufen vorzunehmen. Die Tatsache, dass die
Familie der zuckermodifizierenden SDR-Enzyme nicht nur
NDP-Ketozucker als Zwischenstufen produziert, sondern
diese Zwischenstufen auch in nur einem aktiven Zentrum
verdndern kann, spiegelt die enorme Effektivitét dieser Sys-
teme zur Erzeugung struktureller Vielfalt in der Natur wider.
Die Vielfalt der Zuckerstrukturen, wie sie durch die natiirli-
che kombinatorische Biosynthese der SDR-Enzyme vermit-
telt wird, kann zudem durch ungewohnliche Enzymaktivitd-
ten, von denen viele noch nicht charakterisiert sind, weiter
vergroBert werden.

Die Studien zur Glycosylierung von Naturstoffen haben
ergeben, dass viele Enzyme und Glycosyltransferasen der
Zuckerbiosynthese eine gewisse Substratflexibilitidt gegen-
iber ihren NDP-Zuckern und/oder Aglycon-Substraten auf-
weisen. In den letzten Jahren haben Stoffwechsel-Enginee-
ring und kombinatorische Biosynthesestudien die mogliche
Anwendung dieser Enzyme fiir die Bildung neuer Glycofor-
men demonstriert. Ausgestattet mit fundierten Kenntnissen
iiber die Strukturen und Mechanismen dieser Enzyme be-
ginnt nun eine neue Ara der Glycodiversifizierung von Nat-
urstoffen, und wir sind kiinftig in der Lage, diese substrat-
flexiblen Enzyme durch Protein-Engineering weiter zu mo-
difizieren und zum Aufbau von Substratbibliotheken fiir In-
vitro-Glycosylierungsreaktionen oder zur Glycorandomisie-
rung vorhandener Naturstoffgeriiste einzusetzen. Solche
Forschungen haben das Potenzial, neue Wirkstoffe hervor-
zubringen, die das allgegenwirtige Problem wirkstoffresis-
tenter Pathogene entschérfen konnten.
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