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Abstract: Strukturen der O-Glycosyltransferase LanGT2 und
der generierten C-Glycosyltransferase LanGT2S8Ac zeigen,
dass der Austausch eines kurzen Peptidfragments die Funk-
tionalitdt eines Enzyms deutlich verindern kann. Eine syn-
thetische TDP-Carbaolivose wurde mit den Enzymen kokris-
tallisiert. Es zeigte sich, dass die Bindung des Carbazuckers zu
einer Konformationsinderung des Enzyms fiihrt, die dann eine
Bindestelle fiir ein Aglykonsubstrat erzeugt. Obwohl eine
Bindung des Aglykons nicht experimentell nachgewiesen
wurde, deuten Docking-Studien auf unterschiedliche Bin-
dungsmodi im Fall von O- bzw. C-Glycosylierung hin.

Glycosylierte Naturstoffe spielen eine groBe Rolle in der
Antiinfektivatherapie und zur Behandlung von Tumor-
erkrankungen. Sehr héufig hdngt die Wirksamkeit der Ver-
bindung vom ankondensierten Zucker ab.!'! In einigen Fillen
ist die Glycosylierung eines Naturstoffs jedoch auch ein Re-
sistenzmechanismus des Naturstoffproduzenten.”)  Die
stereo- und regiospezifische Glycosylierung wird durch Gly-
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cosyltransferasen (GTs) katalysiert. Glycosylierungen finden
hdufig zu einem spiten Zeitpunkt der Biosynthese statt,
wobei durchaus sehr komplexe Naturstoffaglyka (z.B. Poly-
ketidderivate) als Substrate verwendet werden. Da O-Gly-
cosyltransferasen oft eine gewisse Flexibilitdt beziiglich ihrer
Substrate aufweisen, wurden zahlreiche In-vitro- und In-vivo-
Strategien zur Erzeugung neuer glycosylierter Naturstoffe
entwickelt.®! Dies fiithrte dazu, dass Substanzbibliotheken mit
glycosylierten Vertretern von therapeutisch interessanten
Naturstoffen hergestellt werden konnten. In den meisten
Fillen handelte es sich dabei um O-glycosylierte, selten um
N-glycosylierte Verbindungen.!! Die Bedeutung dieser Sub-
stanzbibliotheken wére sicher als noch hoher einzuschitzen,
wenn auch C-glycosylierte Verbindungen erzeugt werden
konnten.”! LanGT?2 ist eine O-Glycosyltransferase (O-GT),
die den ersten Glycosylierungschritt wihrend der Landomy-
cin-Biosynthese katalysiert. LanGT2 weist 53 % identische
Aminoséduren zu der C-Glycosyltransferase (C-GT) UrdGT2
auf, die an der Urdamycin-Biosynthese beteiligt ist. Beide
Enzyme katalysieren den Transfer von p-Olivose an ein An-
gucyclin-Aglykon (Abbildung 1). LanGT2 katalysiert dabei
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Abbildung 1. Strukturen der Angucycline Landomycin A und Urdamy-
cin A. Die O-GT LanGT2 katalysiert eine O-glycosidische Verkniipfung
einer b-Olivose, UrdGT2 katalysiert die C-glycosidische Verkniipfung
einer p-Olivose. In beiden Fillen ist das Aglykon ein Angucyclinderivat.

den Transfer des Zuckers an die C8-OH-Gruppe, wihrend
UrdGT2 den Transfer des Zuckers an C9 katalysiert. In
beiden Fillen kommt es zur Inversion des anomeren Ste-
reozentrums.

Das natiirliche Aglykonsubstrat fiir UrdGT2 ist 2-
Hydro-3-hydroxyprejadomycin (UWMS6),! das natiirliche
Substrat fiir LanGT2 ist unbekannt. Die Expression von
urdGT2 in einer lanGT2-Mutante von S. cyanogenus S136
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fihrte zur Bildung von 9-C-Olivosyltetrangulol. Die Ex-
pression von lanGT2 in derselben Mutante fiihrte zur Bil-
dung von 8-O-Olivosyl-p-11-deoxylandomycinon.”! Um die
Substratspezifitit beider GTs zu verdndern wurden Se-
quenzvarianten beider Enzyme hergestellt.’! Ziel war es,
eine C-glycosylierende Variante von LanGT?2 zu generieren.
Dies konnte durch Einbau der Aminosduren (°'VAT-
TDLPIRHFI®) von UrdGT2 in LanGT2 erfolgreich erreicht
werden.™ AuBerdem konnte die Aktivitit durch die Ein-
fiihrung eines Alaninrests an Position 8 in LanGT2 (Name
des Enzyms: LanGT2S8Ac) erheblich gesteigert werden.[™
Es ist anzumerken, dass die C-GTs UrdGT2, SimB7, HedLL
und SsfS6 alle entweder ein Alanin oder ein Glycin an den
jeweiligen Positionen aufweisen.”) In einer sehr dhnlichen
Weise konnte kiirzlich die O-GT PcOGT aus Pyrus com-
munis in eine C-GT umgewandelt werden.'” Die moleku-
laren Grundlagen von O-GTs und C-GTs sind noch wenig
verstanden. In dieser Publikation beschreiben wir die
Strukturen von LanGT2 und LanGTS8Ac in Komplexen mit
TDP-Carba-p-Olivose und TDP. Basierend auf unseren
Daten schlagen wir vor, dass sowohl O-GTs als auch C-GTs
bestimmte konservierte Aminosduren fiir Sdure-Base kata-
lysierte Reaktionen verwenden. Das Geheimnis der O- bzw.
C-Glycosylierung liegt in der spezifischen Orientierung des
aktivierten Zuckers zum Aglykon begriindet. In LanG-
T2S8Ac fiihrten die Verdanderungen zu einer Neuorientie-
rung des Aglykons und daraus folgernd zur C-Glycosylie-
rung. Mit unserer Studie konnen wir den Wechsel von O- zu
C-Glycosylierung strukturell nachvollziehen, und wir legen
somit den Grundstein fiir die rationelle Herstellung von C-
GTs.

LanGT2 und LanGTS8Ac wurden Kristallisiert, und ihre
Strukturen wurden mittels Rontgendiffraktometrie aufge-
klart. Beide Enzyme zeigen die fiir GTs ihrer Klasse typische
Zweidomanenarchitektur. Am N-terminalen Bereich bindet
das Aglykon, am C-terminalen Bereich der nukleotidakti-
vierte Zucker (Abbildung2A). Die Struktur von LanG-
T2S8Ac ist mit der Struktur von LanGT2 nahezu identisch,
sie unterscheidet sich jedoch im Bereich der Aminosduren
51-62 (Helixstruktur; Abbildung 2B). Hier weisen auch
LanGT2 und UrdGT2 groBe Unterschiede auf. UrdGT2
und LanGT2S8Ac hingegen sind in diesem Bereich struktu-
rell doch sehr dhnlich (Abbildung 2 C).[*¥ Diese Beobachtung
stiitzt unsere Hypothese, dass die Positionierung des Agly-
kons letztlich vorgibt, welche Art der Glycosylierungsreakti-
on katalysiert wird.

Die Reaktion folgt einem sequenziellen bi-bi-Mechanis-
mus, wobei der nukleotidaktivierte Zucker vor dem Aglykon
an das Enzym bindet. Aus diesem Grund wurde zunéchst
versucht, TDP-pD-Olivose im Komplex mit LanGT2 und
LanGT2S8Ac zu kristallisieren. Leider war TDP-p-Olivose
nicht stabil genug, und es konnten nur Strukturen mit ge-
bundenem TDP erhalten werden (Abbildung S1). Aus diesem
Grund wurde nun der nichthydrolysierbare Carbazucker
TDP-Carba-a-p-Olivose synthetisiert, bei dem b-Olivose
durch Carba-a-p-Olivose ersetzt war, denn es wurde erwar-
tet, dass durch den Austausch des Sauerstoffatoms gegen ein
Kohlenstoffatom der ,,Glycosyltransfer nicht stattfinden
kann (Schema 1).
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LanGT2 (O-GT): LSIAPSSIRRYA®
LanGT2¢c (C-GT): S"VATTDLPIRHFI® Y,
UrdGT2  (C-GT): S'VATTDLPRRHF I 2" p

Abbildung 2. Dreidimensionale Struktur von LanGT2. A) Das LanGT2-
Monomer ist farbig von blau (N-Terminus) nach rot (C-Terminus) ge-
kennzeichnet. Das Protein lasst sich in eine Nukleotidzucker-Bindedo-
mine (oben) und eine Aglykon-Bindedomine (unten), die tiber eine
flexible Achse miteinander verbunden sind, unterteilen. B) Der im
Rahmen dieser Arbeit veridnderte Bereich im N-terminalen Bereich ist
nach Rotation der Struktur um 90° gut erkennbar. C) Detail des veran-
derten Bereichs (LanGT2 (rot), LanGT2S8Ac (blau) und UrdGT2 (lila,
PDB-ID: 2P6P). Die Konformation von UrdGT2 in diesem Bereich ent-
spricht der Konformation des chimiren LanGTS8Ac. Das Késtchen in
(B) zeigt die Lage des Bereichs im Enzym an.

Als Schliisselschritt fiir die gewiinschte TDP-Carba-o-b-
Olivose 8 verwendeten wir die kiirzlich in unserem Labor
entwickelte o-DPPF-dirigierte desymmetrisierende Hydro-
formylierung, gefolgt von einer intramolekularen Carbonyl-
En-Reaktion im Eintopfverfahren.'! Danach wurde die di-
rigierende o-DPPF-Gruppe reduktiv entfernt und das Alken
durch Ozonolyse oxidativ zum Keton gespalten. Eine diri-
gierte Keton-Reduktion lieferte das Carba-p-Olivose-Geriist
in guter Gesamtausbeute und Stereoselektivitit. Die Ein-
fihrung der Thymidindiphosphat-Einheit erfolgte unter
Verwendung von Standardmethoden und ergab (—)-8 in
enantiomerenreiner Form (fiir Details siche die Hinter-
grundinformationen).

Kristalle von LanGT2 und LanGTS8Ac wurden in dhn-
licher Weise wie zuvor mit TDP-D-Olivose mit TDP-Carba-p-
Olivose getriankt bzw. kokristallisiert. Die Strukturen wurden
zu einer Auflosung von 1.85 A bis 2.22 A verfeinert (Tabel-
le S1). Die Bindung von TDP war dhnlich der Bindung von
TDP in anderen GTs.' Neben der zusitzlichen Elektro-
nendichte des Carbazuckers bewirkte die Bindung des Li-
ganden eine Verdnderung der Tertidrstruktur des Enzyms.
Bereits die Bindung von TDP bewirkt eine interne Rotation,
aus der eine Verengung der Spalte zwischen beiden Doménen
resultiert. Auffallend ist, dass im TcO-Komplex die Veren-
gung ausgeprigter ist. Es kommt hier zu einer 10°-Rotation
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Schema 1. Synthese des a-b-Carbaolivose-Thymidindiphosphats 8. acac =Acetylacetonat, BOP = (Benzotriazol-1-yloxy)tris (dimethylamino) phos-
phonium, O-lsoval =Isovalerat, LAH = Lithiumaluminiumhydrid, THF =Tetrahydrofuran, TMS =Trimethysilyl.

des C-Terminus beziiglich des N-Terminus (Abbildung 3A);
dies deutet auf einen auch fiir andere GTs beschriebenen
,Induced-fit“-Mechanismus hin.®'* Im ,,geschlossenen Zu-
stand“ lassen sich zusitzliche Sekundirstrukturen, vor allem
ein langerer helikaler Bereich zwischen den Resten 218 und
223, beschreiben.

Bei GTs binden die Substrate nacheinander an das
Enzym. Es ist anzunehmen, dass erst nach Bindung des Zu-
ckers die Bindetasche fiir das Aglykon vollstidndig gebildet
und durch Entropieeffekte stabilisiert wird. Wahrend des
Ubergangs werden der Bereich S217-F223 und der Bereich
23HAGGVT??® umorientiert, um mit dem Liganden zu wech-
selwirken. Die Reste S8-A12 und W136-R143 sind dabei
durch Carba-p-Olivose (Abbildung S1) besetzt. Interessan-
terweise sind die Helices 08a und a8b in den Strukturen mit
TDP-p-Olivose nur schlecht aufgelost. Dies deutet darauf
hin, dass die zuvor starre Struktur des Enzyms sich verdndert;
dieses nimmt nun eine offene Konformation an, aus der das
Produkt freigesetzt werden kann (Abbildung S2).

Zwei Bereiche der Proteine sind an der TDP-Zucker-
Bindung beteiligt. Der Bereich W267-D271 erkennt das
Thymin des TDP. Dabei steht die Indolseitenkette des Restes
W267 in n-nt-Wechselwirkungen mit dem Aromaten der Base,
auflerdem kommt es zur Bildung von Wasserstoffbriicken.
Diese Anordnung ist unter GTs der Familie GT-1 (z.B.
CalG1, CalG2 und SpnGM¥) konserviert.

Auf der Seite distal zu W267 gelegen, ist die Seitenkette
von L270 iiber der Base angeordnet. Diese Anordnung ist
charakteristisch fiir TDP-Zucker-verwendende GTs, z.B.
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GtfA, CalG3, SpnG und SsfS6 (Abbildung 3 B).I"1 H283 in
LanGT2 und in LanGT2S8Ac ist in Vertretern der GT-1-
Familie konserviert. Es wird angenommen, dass H283 die
Ladung des Phosphats wihrend der Katalyse stabilisiert.l!
Auflerdem wird die negative Ladung des zentralen Pyro-
phosphats des Liganden dadurch kompensiert, dass dieser
Molekiilteil hin zum positiv geladenen Ende der Helix 410
des Enzyms positioniert ist. Zahlreiche Reste der Bereiche
217-220 und 283-288 in der resultierenden Bindetasche
wechselwirken mit den beiden Phosphatgruppen. Dieser
Bindungsmodus entspricht exakt dem fiir TDP alleine be-
obachteten (siche Abbildung 3B und S3). Ahnlich wie in
anderen GTs erfolgt die Erkennung des Zuckers iiber
Wasserstoffbriicken. In LanGT2 bilden nur drei Amino-
sduren, A284, G286 (5-OH) und D137 (4-OH) Wasser-
stoffbriicken mit dem Zucker aus (Abbildung 3B). Zu be-
achten ist, dass D137 die einzige Aminosdure der N-termi-
nalen Aglykon-Bindedoméne ist, die mit dem Zuckerligan-
den wechselwirkt. Daraus lasst sich folgern, dass diese tiber
zwei Doménen verlaufende Wechselwirkung essenziell fiir
die beobachtete Konformationsinderung nach Bindung des
Liganden ist.

Die Konformationsinderung des Enzyms hat auch Ein-
fluss auf die Form der Bindetasche. Hier lassen sich zwischen
LanGT?2 und LanGT2S8c deutliche Unterschiede feststellen.
Die Bindetaschen unterscheiden sich in Gré8e und Form, und
darin begriindet sich sicher auch die Tatsache, dass beide
Enzyme unterschiedliche Reaktionen katalysieren. Durch-
trankungs- und Kokristallisationsexperimente der TcO-
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Abbildung 3. Bindung der Liganden in LanGT2. A) Stereobild einer Uberlagerung der C,-Ketten von
LanGT2 ohne Ligand (schwarz) und von LanGT2 mit gebundener TDP-Carba-p-Olivose (TcO, rot).
Der Ligand induziert eine 10° Rotation der Zuckerbindedomine hinsichtlich der Aglykon-Bindedo-
mine (grauer Pfeil). B) Stereoabbildung des aktiven Zentrums von LanGT2 mit gebundenem TDP.
Wihrend die Schleifenregion 267-271 die spezifische Bindung von TDP garantiert, wird der negativ
geladene Phosphodiester durch einen Helixdipol der Helix h10 (Reste 286-295) stabilisiert. Die 4'-
und 5" OH-Gruppe der Olivose werden durch G286 and D137 erkannt. Dabei ist D137 die einzige

Aminosiure, die zur Bindung des Liganden herangezogen wird.

Komplexe von LanGT2 und LanGT2S8 Ac mit verschiedenen
Aglykonsubstraten (11-Deoxylandomycinone, Alizarin, An-
hydrolandomycinone oder Tetrangulol) fiihrten nicht zu der
gesuchten Komplexstruktur. Wahrscheinlich war die Spezifi-
tat der Enzyme fiir die eingesetzten Aglyka zu gering. Aus
diesem Grund wurden, basierend auf den bekannten Struk-
turen, computerchemische Liganden-Docking-Studien und
ein funktionelles Screening durchgefiihrt.”® Dabei konnten
in dem Raum zwischen beiden Doménen der GTs eine Reihe
von hydrophoben Resten (F83, W87, F88, M91, M116 and
W136) gefunden werden, die mit 11-Deoxylandomycinone
und Tetrangulol wechselwirken konnten (siche Abbildung 4
und S4). Die Aglykon-Bindestelle von LanGT2S8Ac ist
jedoch sehr viel kleiner als diejenige in LanGT2. Dies liegt
vor allem in der Konformation der Helix a3 begriindet (in
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diesem Bereich orientieren sich die
Reste I58 und 162 der erzeugten C-
GT zum Spalt hin). Der Rest D137 ist
in beiden Modellen nahe der C8-OH-
Gruppe der Aglyka lokalisiert. Dies
bestitigt die Rolle von D137 als ka-
talytische Base.[™

Im Docking-Modell ist D137
3.4 A von der C8-OH entfernt loka-
lisiert. Es scheint, dass ein Wasser-
molekiil benétigt wird, um das Proton
zu abstrahieren, wodurch wohl der
nukleophile Charakter der C8-OH-
Gruppe erhoht wird. Fiir die Bildung
einer  O-glycosidischen  Bindung
durch LanGT?2 liegt C8-OH niher am
Nukleotidzucker als das ortho-C9-
Atom (Abbildung4A). Im Unter-
schied dazu liegt bei LanGT2S8Ac
das C9-Atom niher am Nukleotid-
zucker, was zur Kniipfung einer C-C-
Bindung fiihrt (Abbildung 4B). Im
Modell ist der Abstand der C8-OH-
Gruppe (11-Desoxylandomycinon)
bzw. des C9-Atoms (Tetrangulol) zum
Cl’-Atom der bp-Olivose zu grof,
sodass sich eine fiir den Glycosyl-
transfer notwendige Orbitaliiberlap-
pung nicht ergibt. Es ist anzunehmen,
dass das Enzym fiir den Transfer die
Flexibilitdt der Schleife 64-76 beno-
tigt.

Wir haben gezeigt, wie man die
Substratspezifitdt eines Enzyms ge-
zielt verdndern kann. Aus dem Ver-
gleich der Sequenzen verschiedener
Mitglieder eine Proteinfamilie kann
man auf die die Spezifitdt eines
Enzyms bestimmenden Aminosiu-
ren schlieBen, die dann verdndert
werden konnen. Durch die Synthese
und Verwendung eines nichthydroly-
sierbaren Carbazuckers konnten wir
die Reihenfolge der Substratbindung
an das Enzyme ableiten und zeigen, dass die Zuckerbindung
eine Konformationsdnderung induziert, die fiir die Sub-
stratbindung bedeutend ist. Die Substratspezifitdt in LanG-
T2S8Ac konnte dadurch verdndert werden, dass in das
Enzym Bereiche von UrdGT2 eingebaut wurden, sodass die
Substratbindetasche modifiziert wurde. Die Bindung des
Substrats entscheidet Docking-Experimenten zufolge dar-
iiber, ob eine O- oder C-glycosidische Bindung gekniipft
wird.
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Abbildung 4. Computerchemische Analyse der Aglykon-Bindung. A) Stereobild eines Docking-Vor-
schlags von Desoxylandomycinone an LanGT2. Im Modell verdringt der Ligand (gezeigt als Van-
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