
Lantibiotica - ribosomal synthetisierte Polypeptidwirkstoffe 
mit Sulfidbrucken und a$-Didehydroaminosauren ** 

Von Giinther Jung" 

Lantibiotica sind polycyclische Peptidantibiotica, die intrachenare Sulfidbriicken, bestehend 
aus den Thioetheraminosauren Lanthionin und 8-Methyllanthionin, sowie a,p-ungesattigte 
Aminosauren wie Didehydroalanin und Didehydroaminobuttersaure enthalten. Nach Kennt- 
nis der Lantibiotica-Biosyntheseschritte und der daran beteiligten Enzyme wird eine gentech- 
nologische Konstruktion analog hochmodifizierter Polypeptide moglich sein. Zu den Lanti- 
biotica zahlen Nisin, ein wichtiges Lebensmittelkonservierungsmittel, Epidermin, ein hochspe- 
zifisches Aknetherapeutikum, eine Reihe von Enzyminhibitoren sowie immunologisch interes- 
sante Peptidwirkstoffe. Die Synthese der Lantibiotica erfolgt ribosomal iiber inaktive Vorlau- 
ferproteine (Pralantibiotica), die posttranslational durch enzymatische Modifikation in die 
aktiven Peptidantibiotica umgesetzt werden. Die modifizierenden Enzyme fiihren Dehydrati- 
sierungen an Serin- und Threoninresten und stereospezifische Additionen der Thiolgruppen 
der Cysteinreste an die entstandenen a$-ungesattigten Doppelbindungen durch, die zur Bil- 
dung mehrerer Sulfidbriicken fiihren. Bei der anschlienenden proteolytischen Abspaltung des 
Leaderpeptids entsteht das biologisch aktive Lantibioticum. Konformationsanalysen der Lan- 
tibiotica sowie ihrer Prapeptide erlauben Aussagen iiber Wirkungsweise und Teilschritte der 
Biosynthese. Antikorper gegen synthetische Prapeptidsequenzen und moderne instrumentelle 
Peptidanalysenniethoden ermoglichen die Aufklarung von Biosynthesezwischenstufen. 

1. Einleitung 

Heterodet polycyclische Peptidantibiotica, die Thioether- 
aminosauren wie Lanthionin und a,B-ungesattigte Amino- 
sauren enthalten, werden als Lantibiutica bezeichnet[']. Zu 
dieser Naturstoffklasse gehoren das in der Lebensmittel- 
industrie als Koriservierungsmittel eingesetzte Nisin['* 31, das 
Therapeutikum gegen Akne Epidermin14], verschiedene 
Enzyminhibitoren und immunologisch aktive Polypeptide 
wie Anco~enin[~I ,  Ro 09-0198[61, D u r a m y ~ i n [ ~ I  sowie die 
Antibiotica Mersacidin@"] und Actagardine18bJ. Manche 
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Lantibiotica wie z. B. P e ~ 5 [ ~ 3  lo]  induzieren einen spannungs- 
abhangigen Ionenstrom in Lipidmembranen['o']. 

Die Ergebnisse der Strukturaufklarung neuer Lantibiotica 
weisen darauf hin, daB die Biosynthese der in Sequenz und 
Sekundarstruktur sehr unterschiedlichen Lantibiotica nach 
einem einheitlichen, allen gemeinsamen Prinzip verlauft. 
Dieses unterscheidet sich grundlegend von den iiblichen Syn- 
thesemechanismen der meisten anderen Peptidantibiotica. 
Im Gegensatz zu den iiber Multi-Enzym-Komplexe (Thiol- 
ester) und Enzymsysteme synthetisierten Peptidantibiotica 
entstehen namlich die biologisch aktiven, Lanthionin-halti- 
gen Sekundarmetabolite aus ribosomal synthetisierten Vor- 
lauferproteinen. Diese Pralantibiotica bestehen aus einer 
Leadersequenz und einem Prolantibioticum, das posttrans- 
lational enzymatisch modifiziert wird[']. Dabei werden die 
Serin- und Threoninreste zu a,p-Didehydroaminosauren 
dehydratisiert, und an die entstandenen Doppelbindungen 
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addieren die Thiolgruppen der Cysteinreste unter Bildung 
van Sulfidringen. 

Je nach Variationsbreite und Spezifitat der modifizieren- 
den Enzymsysteme konnten iiber Einschleusung von sub- 
stratanalogen Proteinen oder Peptiden in die Lantibiotica- 
Biosynthese neuartige Proteine, Agonisten, Antagonisten, 
Inhibitoren und Enzyme produziert werden, die Dehydro- 
aminosauren, Sulfid- statt Disulfidbriicken oder Lysino- 
alaninbriicken enthalten. Daher ist die Biosynthese der 
Lantibiotica nicht nur fur die mikrobiologische Grundlagen- 
forschung interessant, sondern ihr kommt auch im Hinblick 
auf die Entwicklung neuer Methoden des Protein-Engineer- 
ings eine besondere Bedeutung zu. 

Die interdisziplinare mikrobiologische und peptidchemi- 
sche Lantibiotica-Forschung hatte in Tubingen bereits 1983 
mit der Fermentation, Isolierung und Strukturaufklarung 
des als Aknetherapeutikum einsetzbaren Epidermins begon- 
nen. Die Struktur des tetracyclischen 21 -Peptidamidantibio- 
ticums Epiderinin wurde 1985 p ~ b l i z i e r t ~ ~ l .  Die aunerge- 
wohnlich intensive und zeitlich gut ineinandergreifende Zu- 
sammenarbeit zwischen den mikrobiologischen Arbeits- 
gruppen und den Peptidchemikern fiihrte innerhalb kurzer 

Tabelle 1. Zusammensetzung der Lantibiotica und ihre Produzentenstimme. 

Zeit zur Aufklarung weiterer Lantibiotica und zu wesentli- 
chen Erkenntnissen iiber deren Strukturgene. Inzwischen 
wurden bereits einige der an der Biosynthese beteiligten En- 
zyme auf DNA-Ebene sequenziert. Damit ist die vollstandi- 
ge Aufklarung der Biosyntheseschritte und die gezielte gen- 
technologische Herstellung von modifizierten Polypeptiden 
und Proteinen rnit ungewohnlichen Bausteinen greifbat nahe 
geriickt. Im folgenden werden die Ergebnisse der Lantibioti- 
ca-Forschung erstmals in Form einer Ubersicht vorgestellt. 

2. Lantibiotica, ihre Wirkungen und 
Anwendungsmoglichkei ten 

Lantibiotica werden von Mikroorganismen verschiedener 
Gattungen wie z. B. Staphylococcus, Lactococcus, Bacillus 
und Streptomyces produziert. Insbesondere aufgrund unter- 
schiedlicher Strukturprinzipien (Ringbildung) 1st es sinnvoll, 
die Lantibiotica in zwei Subtypen einzuteilen: Typ A sind 
Lantibiotica vom Nisin-Typ und Typ B vom Duramycin-Typ 
(Tabelle 1). 

Lantibioticum Mol- Amino- ungewohnliche Aminosiuren [b] Mikroorganismen 
masse siuren [a] Lan MeLan Dha Dhb Sonstige 

TYP A 
Pep5 
Nisin 

Subtilin 
Epidermin 

Gallidermin 
Mersacidin 
Actagardine 

TI? B 
Cinnamycin 

= Lanthiopeptin 
= Ro 09-0198 

Duramycin 
= Leucopeptin 

Duramycin B 
C 

Ancovenin 

3488 34 
3353 34 

3317 32 
2164 22 

2164 22 
1x2s 20 
I8go 19 

2041 19 

2012 19 

1959 19 

2 1 
1 4 

1 4 
2 1 

2 1 
4 

1 3 

1 2 

- 3 
2 1 

2 1 
1 ~ 

1 2 

1 2 1 

~ 

Cys( Avi) 

Cys(Avi) 
Cys(Avi) 

HYAV 
LysN-Ala 

HYAV 

LysN- Ala 
LysN-Ala 

Staphylococcus epidermidis 5 
Srreprococcus lucris 6FS, ATCC 11454; 
Lancefield, group N ;  
Lactococcus Iacris, DSM 20129 
Bacillus subrilis, ATCC 6633, DMS 347 
Sraphylococcus eprdermidis 
Tii 3298 (F16/PS7) 
Sraphylococcus gullinarum Tii 3928 
Bacillus Y-85, 34728 
Aclmoplunes. ATCC 31048, ATCC 31049 

Srreprover~icillium cinnumoneum subsp. 
cinnamoneum, DSM 40005; 
Srrepromyces longisporoflavus, DSM 40165; 
Srreplomyces rimurnoneus 
Srreproverticillium grrseoverricrllurum 
Srrrproverticillium cinnamoneum 
Streproverticilium cinnamoneum subsp. 
cinnamoneum. DSM 40646; 
DSM 40144 
Sweprom.yres rimurnoneus /orma uzucolura 
Srreproverlirillim spec. R 2075 
Srrepromyces grreseolureus R 2107 
Srrepromyres sp. 

[a] Gesdmtzahl an Precursoraminosiuren, z. B. wurde bei Pep5 fur den Oxobutyrylrest ein Threonin mitgerechnet. [b] Strukturformeln, vgl Tabelle 2. 
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Die aktuelle Zusammenstellung der strukturell bekannten 
Lantibiotica wird durch zwei erst vor kurzem aufgeklarte 
Beispiele erweitert. Diese sind das von seiner Molmasse her 
groBte Polypeptid Pep5['] mit 3488 Da und Mersacidin[*"I 
mit 1825 Da (Tabelle 1). Diese Molmassen stimmen mit Pep- 
tidlangen aus 34 oder 19 Aminosauren iiberein, wobei unge- 
wohnliche Bausteine, die aus proteinogenen Aminosauren 
stammen, mitgezahlt sind. Lantibiotica konnen zwischen 
drei und fiinf Sulfidringen aus meso-Lanthionin (Lan) und 
(2S,3S,6R)-3-Methyllanthionin (MeLan) enthalten. AuRer- 
dem finden sich a$-ungesattigte Aminosauren wie cc,P-Di- 
dehydroalanin (Dha), a,P-Didehydroaminobuttersaure 
(Dhb), S-Aminovinylcystein (Cys(Avi)) sowie erythro-3-Hy- 
droxyasparaginsiiure (HyAsp) und Aminbriicken aus Lysi- 
noalanin (LysN-Ala) (Schema 1). Die antibiotische Wirkung 

t H 2  
-NH-C-CO- 

2,3-Didehydroalani n 
D h a  

(Z)-2,3-Didehydrobutyrin 
D h b  

-NH-CH- CO- 

YH2- S- 7 H 2  
-NH-CH-CO- -NH-CH-CO- 

D L 

(2s.  6R)-meso-Lanthionin 
Lan 

y 3 

CH-S- FHZ I 

I> L 
-NFI-CH-CO- -NH-CH-CO- 

(2s .  3S, 6R)-3-Methyllanthionin 
threo-~-Methyllanthionin 

MeLan 

FH,-S- C H  

-NH-CH-CO- -NH-CH 
D (a 

S-((Z)-2-Aminovinyl]-~-cystein 
Cys(Avi) 

It 

(CH,),-NH- I 7 H 2  
-NH-CH-CO- -NH-CH-CO- 

L L 

(2S, 9S)-Lysinoalanin 
LysN-Ala 

Schema 1. Ungewohn,iche Aminosauren in Lantibiotica 

der Lantibiotica Nisin['< '1, E ~ i d e r m i n [ ~ ]  und Gallider- 
min" '1 richtet sich iiberwiegend gegen Gram-positive Keime 
(Tabelle2). Es gibt eine Reihe von Griinden, aus denen 
Lantibiotica besser zu den Bacteriocinen als zu den iiblichen 
Antibiotica gezahlt werden. 

Von grol3er lebensmitteltechnologischer Bedeutung ist das 
von Streptococcus lactis produzierte Nisin, das im Tonnen- 
maBstab seit 1951 zur natiirlichen Konservierung von Ge- 
muse, Kase, Fleisch und Kakao hergestellt wirdl3I. Nisin ist 
seit 1928 bekannt und gesundheitlich unbedenklich ; vermut- 
lich wird es schon seit Jahrhunderten in Milchprodukten 
vom Menschen konsumiert. Die Proteasen des menschlichen 
Magen- und Darmtraktes hydrolysieren es vollstandig, und 
es schiidigt die Gram-negativen Bakterien der Darmflora 
nicht. Somit bietet Nisin als Lebensmittelkonservierungs- 
stoff wesentliche Vorteile gegeniiber dem carcinogene 
Nitrosamine erzeugenden Nitrit oder Nitrat, die beide im- 
mer noch in der Kase- und Fleischindustrie verwendet wer- 
den. 

Die Produzentenstamme, die die gegen pathogene Haut- 
keime wie Propimibacterium acne, Staphylokokken und 
Streptokokken wirksamen Lantibiotica EpiderminC4' und 

Tabelle 2. Wirkungen und potentielle Anwendungen von Lantibiotica 

Wirkung EinsatLgebiet Lantibioticum 

Tvp A 
Nisin [2, 31 Bacteriocin gegen Gram-positive 

Bakterien (Clostridiurn holulmurii, 
Streptococci, Stuphylorocu), 
kationisch, lytisch, Hemmer 
der Peptidoglycan-Biosynthese 

(MHK < 0.125 m c g m l -  I )  und 
Staph ylokokken 

Bakterien 

Epidermin [4], gegen Propronihactrrrum ucne 
Gallidermin [ l l ]  

Pep5 19. 101 Autolyse Gram-positiver 

Mersacidin [pa] gegen Staphylokokken 

Actagardine [8 b] gegen Streptokokken, Inhibitor 
der Peptidoglykan-Biosynthese 

TVP B 
Ancovenin 151 Inhibitor des Angiotensin- 

Converting-Enzym (ACE) 
Cinnamycin [7] Inhibitor von Phosphohpase 
(=  Ro 09-0198 [6].  A,, ACE und HSV-1 
Lanthiopeptin [12]) 

Duramycin [7] Inhibitor von Phospholipase A, 
( =  Leucopeptin) 
Duramycin B. C [7d] Inhibitor der Phosphohpase A, 

Nahrungsmittel- 
konservierung. 
Malariamittel (7) 

Akne, Ekreme. 
Folliculitis. 
Impetigo 
Bacteriocin 

Antibioticum. 
Immunsupressor 
Infektionen. 
Septen 

Blutdruckregula- 
tion 
Entzundungen. 
Blutdruckregula- 
tion. Immunadju- 
vans, Herpes 
.srmplc.~-Virus 
Antibioticum 

Entzundungen 

Gallidermin" 'I  produzieren, stammen interessanterweise 
aus Isolaten von menschlicher Haut oder Hiihnerkammen. 
Ihre Wirksamkeit gegen Akne ist vergleichbar mit der des 
Makrolidantibioticums Erythromycin. Wird mit Makrolid- 
antibiotica behandelt. kommt es rasch zur Resistenzentwick- 
lung. Nebenwirkungen sind bei Epidermin und Gallidermin 
bisher keine bekannt. Somit ist das hochaktive Epidermin 
und sein Struktur-Analogon Gallidermin eine interessante 
Alternative zu den Vitamin-A-Derivaten und Erythromycin, 
insbesondere bei der Bekiimpfung der jugendlichen Akne. 
Da Pep5- und Epidermin-Produzenten haufig auf menschli- 
cher Haut gefunden werden[""], wird vermutet, daB sie zur 
gesunden Hautflora gehoren und dort als natiirlicher Schutz 
gegen pathogene Mikroorganismen wirken, die in den Folli- 
kelkanalen der Talgdriisen Entzundungen verursachen kon- 
nen. 

Uber den Wirkort und die Wirkungsweise der meisten 
Lantibiotica ist auf molekularer Ebene noch wenig bekannt. 
Jedoch konnte das Prinzip (Mechanismus) der antibakteriel- 
len Wirkungen von PepS["], Nisin, Epidermin und Gallider- 
min durch biophysikalische Experimente an Membranen 
und durch Konformationsuntersuchungen mit 2D-'H- 
NMR-Spektroskopie und Molekiildynamik-Simulationen 
(MDS) sowie Untersuchungen des Circulardichroismus 
(CD) verstanden werden. Die hohe bakterizide Aktivitat von 
Pep5 konnte auf eine Depolarisierung der energetisierten 
bakteriellen Cytoplasmamembran[131 und Induktion von 
Autolyse['3g-j1 zuriickgefiihrt werden. Dabei wurden in in- 
takten Zellen und kiinstlichen Membranen a b  einem trans- 
negativen Membranpotential von etwa 100 mV spannungs- 
abhangige. kurzlebige Poren induziert" ''I, die variable 
Durchmesser bis zu 1 nm annahmen. Auch fur N i ~ i n [ ' ~ ' ]  
und Subtilin[' 3i1 sowie Epidermin und Gallidermin lien sich 
eine analoge Wirkung nachweisen. Es ist aufgrund der 
hohen Spezifitit der Lantibiotica gegen bestimmte Keime zu 
vermuten, daR neben der Porenbildung noch weitere Mecha- 
nismen an der antibiotischen Wirkung beteiligt sind. Insbe- 
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sondere diirfte cine ausgepragte Korrelation zwischen Lipid- 
zusammensetzung der Membranen und der Wirkung der 
Lantibiotica bestehen, wie sie fur die Duramycine['] nachge- 
wiesen wurdeI7' ml. Diese hemmen die Phospholipase 
und erhohen ebenfalls die Membranpermeabilitat[7f1. Dur- 
amycinresistenz kann aus einer veranderten Lipidzusammen- 
setzung resultieren, z. B. durch Reduktion des Gehaltes an 
Diacylphosphatidylethanolamin (PE)["]. 

Die Gram-positiven Produzentenstamme sind gegen die 
von ihnen selbst produzierten Lantibiotica empfindlich. Sie 
entwickeften deshalb ein selbstschutzendes Prinzip, das in 
das Kultnrmedium sezerniert wird und das die Bakterien 
gegen ihr eigenes Produkt immun (resistent) m a ~ h t [ ' ~ ] .  

3. Strukturauflclarung der Lantibiotica 

3.1. Nisin und Subtilin 

Die Stereochemie der Lanthionine und verwandter 
Thioetheraminosauren wurde in unserem Arbeitskreis chro- 
matographisch und durch Messungen des Circulardichrois- 
mus untersucht" 'I. Die ungewohnliche Aminosaure Lan- 
thionin, wie auch Lysinoalanin (Tabelle 2), kann Peptidket- 
ten miteinander vernetzen. Beide Aminosauren werden in 
W o k  und Nahrungsmitteln gefunden, wenn diese Alkalien 
oder Warme ausgesetzt waren. Erstmals wurde das naturli- 
che Vorkommen von Lanthionin in dem 1928 entdeckten 
Polypeptidantibioticum Nisin nachgewiesen (vgl. [3]). In den 
Pionierarbeiten von Gross wurde die komplizierte Struktur 
des pentacyclischen 34-Peptids 1971 a~fgeklart[~],  und kurz 
darauf wurde das strukturverwandte Subtilin publiziert['61. 

t4 m, im 

10 34 

-Met~Lys-Abu-Ala-Abu-Ala-HisAla-Ser-lle-His-V~-Dha~Lys-OH 

-Ala- -Ala- -Abu- -Ala- 
(Dl m, 

(23,6S/-Lanthlonin (2s. 3S, 6RI-3-Methyllanthionin 

Abb. 1. Strukturen der heterodet pentacyclischen Lantibiotica Nisin [2] und 
Subtilin [17]. 

Diese heterodet pentacyclischen Polypeptide enthalten in 
identischen Positionen funf Sulfidbrucken aus einem Lan- 
thioninrest und vier 3-Methyllanthioninreste sowie zwei 
Dehydroalanine und ein Dehydrobutyrin (Abb. 1). 

Bei der Strukturaufklarung setzten Gross und Mitarbeiter 
vor und nach enzymatischen Spaltungen von NisinLi6] sowie 
von Subtilin["I zwei verschiedene Methoden zur Spaltung 
der Sulfidbrucken ein: eine spezielle oxidative Spaltung der 
Sulfidbrucken und die reduktive Ringspaltung durch Ent- 
schwefeln mit Raney-Nickel. Letztere Methode fuhrt zur 
Entstehung von je einem D- und einem L-Alaninrest aus 
rneso-Lan, wahrend MeLan zu L-Alanin und D-a-Aminobut- 
tersaure umgesetzt wurde. 

Die Detektion von a,p-Didehydroaminosauren scheitert 
sowohl im Totalhydrolysat als auch beim Sequenzieren nach 
Edmun, da Dha und Dhb dabei unter Bildung eines Peptid- 
saureamids und eines a-Ketoacylrestes zerfallen. Abbil- 
dung 2 illustriert diese H@-katalysierte Spaltung von Nisin 

tp OHG 

Nisin 1-32-amid 0 i t  
(Val3')--c// 

NH, 
+ + 

Pyruvyllysin 
N 

H,C/ 'c/ '(Lys3') 
II 
0 

Abb. 2 .  Saurekataljsierte Spaltung yon Nisin an Didehydroalanin (Dha) in 
Position 33 [16c] fiihrt zu Peptidamid und Pyruvyllysin (16dl. 

an Dha33, die zu ebenfalls aktivem Nisin(l-32)-amid fiihrt; 
eine analoge Spaltung erfolgt auch an Dha5, aber nicht bei 
Dhb' von Nisin. Gross hat diese labile Peptidbindung ge- 
nutzt, um eine interessante Peptidamid-Festphasensynthese 
auszuarbeiten, bei der ein harzgebundenes Dehydroalanin- 

stofflieferant dient" 6c' dl '  Die Reaktion ist im Ubrigen rever- 
Ankermolekiil als saurelabile Zwischenstufe und Amidstick- 

m 0 0 sibel, und die Reaktivitat der Didehydroaminosauren ist Ur- 
sache fur die Bildung von Nisinoligomeren mit Molmassen 
bis 12000 Da[16"]. Auch bei Pep5 wurden Dimere mit Mol- 
massen um 7000 Da detektiert. 

Neben der katalytischen Hydrierung der a,p-Didehydro- 
aminosauren benutzte Gross als weitere Schliisselreaktion 
die Addition von Benzylthiol und Mercaptoethylamin an die 
Doppelbindungen von Dha und Dhb[l6. Nach unseren 
Erfahrungen verlaufen weder Entschwefelungen, noch Hy- 
drierungen und Thioladditionen von Lantibiotica quantita- 
tiv. Umso hoher ist die Leistung der Gruppe Gross zu wiirdi- 
gen, die ohne HPLC, Hochfeld-NMR-Spektroskopie und 
FAB-Massenspektrometrie (MS) Nisin und Subtilin richtig 
aufklarte, wie jetzt durch die Sequenzierung der Strukturge- 
ne["* endgiiltig bewiesen wurde. 

Subtilin 

H . ~ ~ L y s - A ~ a . G 1 u . D h a . ~ u . A l a . A b u . P G ~ y . A l a . ~ ~ . A b u - G l y . A ~ a . ~ ~ . ~ ~ n - D h b . A ~ ~ . ~ ~ e .  s-1 1 '-1 

10 72 
-Leu-Gln-Abu-Leu-Abu-Ala-Asn-Ala-Lys-lle-Dha-Lys-OH 
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Die Totalsynthese von Nisin wurde 1987 von der Arbeits- 
gruppe Shiba nach etwa zehnjahrigen Vorarbeiten abge- 
schlossen[201. Wesentliche Merkmale sind die Dehydroala- Eines der zentralen Probleme bei Strukturaufklarungen 
ninsynthese durch Hofmann-Abbau aus 2,3-Diamino- von Lantibiotica ist die sequenzspezifische Konfigurations- 
propansaurerestt:n[20c] (Abb. 3) und die Dehydrobutyrin- zuordnung der beiden C,-Atome aller meso-Lanthionin- 

3.2. Epiderrnin und Gallidermin 

I)WSCI/HOBt 
2)TFA 

55 % 

L J 

HC1.H E l  L p O t B ”  ~ 

synthese durch Dehydratisierung von Threoninresten rnit 
dem wasserloslichen l-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)- 
carbodiimid unter Cu’C1-Katalyse[20”~. Die Sulfidbriicken 
wurden durch partielle Entschwefelung von Disulfidbriicken 
mit Tris(diethylamino)phosphan in sequenzanalogen Cystin- 
peptiden hergestellt[20d1 (Abb. 3), eine Reaktion, die inter- 
essanterweise auch mit polymergebundenen Disulfidpepti- 
den durchfiihrbar ist[20e1. 

Der Gesamtaufbau von Nisin erfolgt aus fiinf Fragmenten 
(Abb. 4). Die synthetischen Fragmente 1-12 und 22-34 

I)WSCVHOBI 
2)TFA 

40% 

Abb. 3 .  Herstellung von Didehy- 
droalanin (Dha) aus 2.3-Diamino- 
buttersaure und von Sulfidbrucken 
aus Disulfidbricken bei der Nisin- 
Synthese [20]; R = H (Lanthionin); 

R- b T H ,  H 

+ -NH-&+J-o N H - ~ W C ~  

U R = CH, (p-Methyllanthionin). 

HC1.H ,, A$Mbh)-Met-OtBu 

I ) h d  
2)Bm2O 

Boc-L,ys(Z) 

und (2S,3S,6R)-3-Methyllanthioninreste. Dies gelang uns 
bei der Untersuchung der Struktur von Epiderminr4] durch 
vergleichende gaschromatographische Analysen an chiralen 
Glaskapillaren mit Chirasil-Val“ 5a1, Ausgangspunkt der 
Strukturaufklarung war die praparative Herstellung einer 
Vielzahl von Fragmenten durch Kombinationen von enzy- 
matischen und chemischen Abbauschritten. Ein entschei- 
dender Schritt ist die tryptische Fragmentierung von Epider- 
min bei der ein wasserlosliches N-terminales Fragment PI 
und ein wasserunlosliches C-terminales P2 entstand. Wie wir 

1)WSCIRIOBI 

2) HF 
* Nisin 

10% 

7 s - 1  

Geschiitztes Peplid 1-12 4 ‘OSu liyptisches Fragment Nisin 1-12 

Geschutztes Peptid 22-34 * BrCN-Fragment Nism 22-34 

entsprachen dabei einem tryptischen und einem BrCN-Frag- 
ment, so dal3 ihre: Identitat durch Vergleich rnit natiirlichem 
Nisin iiberpriifbar war. Synthetisches Nisin war rnit natiirli- 
chem in der antibakteriellen Wirkung, im HPLC-Chromato- 
gramm, FAB-Massenspektrum und ‘H-NMR-Spektrum 
identisch. Anharid von enzymatischen und synthetischen 
Fragmenten konnte festgestellt werden, daR die Ringe A und 
B fur die antibiorische Wirkung wichtig sind. 

Abb. 4. Synthese von Nisin [20]. WSCI = wasserlosliches 
Carbodiimid; HOBt = Hydroxybenztriazol; TFA = Tri- 
fluoressigsaure; Boc,O = Di-rerr-Butylcarbonat ; Mbh = 
Methoxybenzhydril; ZOSu = O-Benzyloxycarbonyl-N-hy- 
droxysuccinimid; Z = Benzyloxycarbonyl. 

mit NMR-Spektroskopie und FAB-MS sowie iiber chemi- 
sche Derivate herausfanden, entsteht als Folge der enzymati- 
schen Spaltung der Lys-Dhb-Peptidbindung eine blockieren- 
de 2-Oxybutyrylgruppe am N-Terminus der Vorstufe des 
Fragmentes P2 (Abb. 5). N-terminal gebundene a,P-Dide- 
hydroaminosauren Dha und Dhb sind instabil, sie addieren 
Wasser und desaminieren zu den a-Ketoacylresten. Im Ge- 
gensatz zu der saurekatalysierten Spaltung an Dha’ und 
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Dha33 von Nisin (Abb. 2) entstehen bei der tryptischen Spal- 
tung keine Peptidamide, sondern Peptide mit Carboxy-C- 
Terminus (Abb. 5) .  

Epidermin I 3  , I  

(GalJjdermin) K-Lys-Dhb-R' 

Trypsin 

OH 
I 

HfiN-C-CO-R' 
I I I  1 
I C F2 

I FAB-MS: 
2167 (M + H@) 

N-terminales 

FAB-MS: 
Fragment P1 R-NF-CH-COO@ + HJ+C-CO-R' H?o 4 

1303 (M + 2 He) (cH2)4 

H /  'H a, NH: 

C-terminales 0 I 
Fragment P2 

906 (M + Na)@ 
FD-MS: 

Abb. 5.  Tryptische Spaltung von Epidermin [4] und Gallidermin (=  [Leu6] 
Epidennin) [ l  I ]  in die Fragmente P1 und P2 (vgl. Abb. 6 und 7). 

P I  

Ni(W2) 
- 2s 

Das N-terminale Fragment P1 (Abb. 6) lieR sich durch 
FD- und FAB-MS vor und nach der Entschwefelung sowie 
durch automatischen Edman-Abbau des entschwefelten Do- 
dekapeptids 1-12 aufklaren. Die Zuordnung der Schwefel- 
brucken in den Ringen A und B des Fragmentes P1 erfolgte 
aufgrund der FAB-Massenspektren und einer Lys-C-Endo- 
peptidase-Spaltung des Rings 3-714'. Bei der Aufklarung des 
N-acylierten und C-terminal arnidierten Fragments P2 wa- 
ren NMR-spektroskopische Hinweise wichtig sowie Pro- 
dukte einer uneinheitlich verlaufenden Entschwefelung mit 
Raney-Nickel. Letztere lieferte das entscheidende Fragment 
rnit C-terminalem L-Alanin-N-ethylamid (Abb. 6). Das aus 
diesem Befund ableitbare Strukturelement S(2-Amino- 
ethyl)-D-cystein (4-Thialysin) wurde nach Hydrierung von 
Epidermin mit PdjC gaschromatographisch im Hydrolysat 
gefunden. Weitere Inforrnationen wurden aus Fragmenten 
einer schonenden Partialhydrolyse mit 0.1 N HCI bei 93°C 
erhalten, die alle massenspektrometrisch durch Endgrup- 
penbestimmungen und Gaschromatographie (GC) an chira- 
ler Phase untersucht wurden. Erstmals konnte so im Epider- 
min ein C-termhaler C y c h  mit S-Aminovinyl)-D-cystein 
als Baustein fur ein Peptidamid aufgeklart ~ e r d e n [ ~ ' .  

1 5 10 .1 
I~-Ile-Ala-u-A/u-Lys-Phe-lle-Ala-o-A~u-Pro-Gly-Alu-Ala-Lys-OH __ 

L S I  I s 1  

L-A-I l-8-lt 

I- S I  L _ _ , i  

5 
- H - Ile- Ala-u- A h  - Lys-Phe-Ile- A h  -D-Abu -Pro-Gly- Alu -Ala-OH 

.1 
H -Ile-Ala-D-A/u - Lys-OH H-Phe- Ile- Alu -u-Abu --Pro-Gly- A h  -Ala-OH 

~1-Ile-Ala-o-Alu-Lys-OH H -1le- A h  -u-Ahu -Pro-Gly-Ah-Ala-OH 

I L-- s i  L s J  

ti- Ile- Ala-u- A h  - Lys- Phe- Ile- A h  -u-Abu --Pro-Gly- Ala -OH - 
L - , I  L s l  

3 [I-lie-Ala-u-Ala- Lys- Phe-Ile-Ala-o-Abu--Pro-Gly-Ala-Ala-OH 
1' Trypsin 

I-I-lle-Ala-~-Ala- Lys-OH 

l~-Phe-Ile-Ala-u-Abu-Pro-Gly -Ala-Ala-OH 

Carboxypeptidase @ 

Endoproteinase 
Lyr-C 

Leucin- 
aminopeptidase 1 

Carboxypeptidase @ 

P 2  cCH=$ D-Ald-Phe, 
15 Gly--o-Ala-Phe, 

0.1 Y HCI 
Ni(W2) 93 'C, I6 h 

1 + C,H,-CO-CO-Gly-~-Ala-Phe-A~n-~-Ala-Tyr-Alu-NHEt 

--- C,H,-CO- CO-Gly-o-Alu-Phe Arn-o-Ala-Tyr-Ak-NHEt 
I - I S  

r= 
I '  I s  J 

0.1 N HCI 

93 'C. 16 h 

Abb. 6. Epiderminanalyse uber priiparativ isolierte Fragmente PI und P2 des tetracyclischen 21-Pept1damids [4] 

1072 Angen Chem 103 11991) 1067 -1084 



Die eindeutige Epiderminaufklarung erforderte viele che- 
mische, enzymatische und instrumentelle Methoden. Bei der 
Aufklarung des von Staphylococcus gallinarum F16 produ- 
zierten Galliderniins[' ' I  konnten wir auf diese Erfahrungen 
zuriickgreifen, setzten aber vorwiegend neuere Methoden 
ein. Mit FAB-MS wurde die Molmasse von Gallidermin be- 
stimmt, und der Y-terminale Teil konnte rnit Ausnahme der 
Lanthioninbriicken bis zu D h b t 4  am Gasphasensequena- 
tor(-sequenzanalysator) durchsequenziert werden. Der 
durch Trypsinspaltung gewonnene C-Terminus lieB sich rnit 
Thermospray-LC-MS (Kombination aus Fliissigkeitschro- 
matographie und Massenspektrometrie) eindeutig durch das 
Fragmentierungsmuster charakterisieren" ' I .  Auch die kom- 
plexe Verkniipfung der Ringe C und D konnte anhand des 
Thermospray-Massenspektrums nachvollzogen werden. Die 
Verkniipfung iiber Lyst3-Dhb14 an der tryptischen Spaltstel- 
le lieR sich schliel3lich aus den Tochter-Ionen des FAB-Mas- 
senspektrums ableiten[' 'I .  Gallidermin ist somit [Leu6]- 
Epidermin (Abb. 7); trotz dieses geringen Unterschieds hat 

rig. Pep5 enthalt drei Dhb, zwei meso-Lan und ein 
(2S,3S,6R)-3-MeLan. Zudem ist es N-terminal durch einen 
2-Oxobutyrylrest blockiert, der Dhb oder Thr der Prapeptid- 
sequenz zuzuordnen ist. 

Schliisselreaktionen bei der Strukturaufklarung des stark 
basischen Lantibioticums waren enzymatische Spaltungen 
mit Chymotrypsin und Endoproteinase Arg-C (Abb. 8)[91. 

20 7 t LSJ  1" I R )  $4 

~Lys-Ala-Dhb-Arg-Leu-Phe-Abu-Val-AlaAla-Lys-Gly-Lys-Asn-(ily~Ala-Lys-OH 

I 
Ahh. 8. Struktur und wesentliche enzymatische Spaltstellen des tricyclischen. 
N-terminal blockierten 24-Peptidantihioticums Pep5 [l I ] .  Chymotrypsin (CH) 
spaltet das Lantihioticum Pep5 in CHI ( I  -17) und CH2 (18- 34): Endoprote- 
inase Arg C (EP) spaltet CHI in CAI ( I  - 7 )  und CA2 (8 -17). und CH2 wird 
durch EP in  CA3 (18-21) und CA4 (22-34) gespalten: nehen einer 2-Methyl- 
lanthionin- und zwei Lanthionlnhrhcken befinden sich in Position 1 ein Oxobu- 

(5) I R )  15) 1 R )  Positionen 1, 16, 20 und 24 sind im Vorlduferprotein des Pep5 von vier Threo- 

cHJ 3-Melan I r r i p r o - 1  a n  

CH,-S - 

ninresten besetzt (vgl. Abb. 20). 

tyryl. (oxb) und I n  positlon 16 und 20 zwei ~ ~ h ~ d ~ ~ h ~ t ~ ~ i ~ ~ ~ ~ t ~  (Dhh), ~i~ 

mu.ro-Lan 

H C  C'H ,-- S a, ' \c/H 
Es wurden vier in der HPLC einheitliche Fragrnente gewon- 
nen, bei denen insbesondere die Lokalisierung der Sulfid- 

/I I c  151 1 I Z )  
-HN-C-CO-diy-HN-CH-CO-Phe-Asn-HN-CH-CO-Tyr-HN-CH-CO-NH-CH 
Z- (Dhb) I S )  I 1 R )  I1 

briicken und der ungesattigten Aminosaurereste gelang. 
Schonende saure Hydrolysen ergaben bevorzugt Peptidbin- 

I ') 
CHz-----S- 

S-( ?-Arninovinyl)-o iystein dungsspaltungen bei Gly3-Pro-Ala5 des N-terminalen Frag- 
ments CAI. das fur Vergleichsanalvsen durch chemische 

I 

Ahh 7. Strukturen dt.r Lantihiotica Epidermin und Gallidermin. Die trypti- 
schen Spaltprodukte P1 und P2 entstehen durch Proteolyse der Peptidhindung 

peptidsynthese hergestellt wurde, 
zwischen den Resten 13 und 14 (vgl. Ahb. 5). Epidermin hat Ile in Position 6. Mit Edman-Abbau von enzymatischen Fragmenten und 
Gallidermin 1st [Leu6]-Epidermm vor allern von chemischen Derivaten der Fragmente konnte 

Gallidemin meRbar erhohte antibiotische Aktivitaten gegen 
die an der Auslosung der Akne beteiligten Keime" la]. 

Die Lantibiotica Epidermin, Gallidermin (Abb. 7) und 
Pep5 (Abb. 8) lasen  sich direkt aus der Kulturbriihe an das 
Adsorberharz XAD-1180 binden[2'a-'1. Nach Desorption 
und Entsalzung iiber Ionenaustauscher (IRC-50) wird im 
Falle von Epidermin oder Gallidermin reines Lantibioticum 
nach Feinreinigung durch RP-HPLC (Reversed Phase High 
Pressure Liquid Chromatography) erhalten. Gallidermin 
kann somit in analytisch einwandfreier Form fur klinische 
Untersuchungen bereitgestellt werden ['ldl. 

3.3. Das Lantibioticum Pep5 

Das Lantibioticum Pep5 wurde von Sahl[""I isoliert und 
ist mit 3488 D a  (FAB-MS) das schwerste, bisher bekannte 
Lant ibiot ic~m[~].  Aufgrund von sechs Lys und zwei Arg ist 
das tricyclische 34-Peptid extrem basisch. Da es zudern eine 
starke Neigung zur Dimerenbildung zeigt (vgl. Ab- 
schnitt 3.1), war die Strukturaufklarung besonders schwie- 

ein 34-Peptid-Sequenz abgeleitet werden (Abb. 8). Dabei be- 
wahrte sich eine Umwandlung der beiden Dhb-Reste in S- 
Benzyl-3-methylcystein durch Addition von Benzylthiol. In- 
teressanterweise wird auch der blockierte N-Terminus nach 
der Thiolbehandlung der Sequenzierung zuganglich, und rnit 
diesem Additionsprodukt konnte im Gasphasensequenator 
die Sequenz 1-22 bestimrnt werden, wobei an allen Sulfid- 
briicken und den urspriinglichen Dhb-Resten keine Phenyl- 
thiohydantoin(Pth)-Aminosaure detektiert wurde. 

3.4. Duramycine 

publizierte 1977 unter Vorbehalt die Strukturen 
von C i n n a m y ~ i n [ ~ ~ I  und D~ramycin[~ ' l ,  die sich nur durch 
einen Arg/Lys-Austausch in Position 2 unterscheiden. Die 
in[2b, 7b,c1 publizierten Strukturen enthalten falsche Amino- 
sauren und teilweise falsche Ringe. Nach neueren Untersu- 
chungen passen diese beiden Lantibiotica in das allgemeine 
Strukturmuster der Duramycine B und C[7d1, zu denen auch 
die Wirkstoffe Ro 09-01989["] (= Cinnamycinr7], = Lan- 
thiopeptin[12]) sowie Leucopeptin[221 ( = D ~ r a m y c i n [ ~ ] )  und 
An~ovenin[ '~  gehoren (Tabelle 3). 

Angew.  Chem. 103 (ISJ91) 1067-1084 1073 



Tabelle 3. Klassifizierung der Lantibiotica nach Ladungen, Konformation, 
Wirkungsweise. 

Lantibioticum Ladungen Eigenschaften 
positive negative netto 

Typ A Pep5 
Nisin 
Subtilin 
Epidermin 
Gallidermin 

Mersacidin 
Actagardine 

TY P B Cinnamycin 
Duramycin A 

B 
C 

Ancovenin 

8 1  langgestreckte. helikale, 
kationische, amphiphile 
Polypeptidanti biotica ; 

4 1 
4 2  

1 2 0  
1 2 I -  hydrophob 

3 2  kompakte nahezu neutrale 
3 2  
3 2  

2 2 0  

amphiphile Polypeptide; 
Enzyrninhibitoren, immu- 

Bei den Strukturaufklarungen von Anco~enin[ '~ und 
Lanthiopeptin["I wurde die reduktive Entschwefelung (HJ 
Pd, 10 kpcm-', 50°C) eingesetzt. Durch diese Ringspaltung 
und unter Anwendung einer prolinspezifischen Endopepti- 
dase konnten sequenzierbare Fragmente erhalten werden, 
die auch die Festlegung der Ringpositionen des Lysinoala- 
nins erlaubten (Abb. 9). Die Gruppe Shiba stellte fest, daD 

Abb. 9. Allgemeine Struktur der Lantibiotica vom Subtyp B (Duramycine) 
nach A .  Fredenhagen et al. [7d]. Aminosauren X und Rest R siehe Tabelle 4. 

Tabelle4 Aminosauren X der allgemeinen Struktur vom Subtyp B (siehe 
Abb 9). 

Duramycin Cinnamycin Dura- Dura- Anco- 
= Leucopeptin = Ro 09-0198 mycin B [d] mycin C [d] venin 

= Lanthiopeptin 

XI  
X' 
X b  

x7 
X'O 
X'2 

X'3 

R 

LYS 
Gln 
Ala [a] 
Phe 
Phe 
Phe 
Val 
OH 

Arg 
Gln 
Ala [a] 
Phe [c] 
Phe[c] 
Phe [c] 
Va 1 
OH 

Arg 
Gin 
Ala[a] 
Phe 
Leu 
Phe 
Va 1 
OH 

Ala Val 
Asn Gln 
Ala[a] Dha[b] 
Tyr Phe 
Leu Leu 

Ser Ser 
OH H 

TrP TrP 

[a] Ala verbrhckt rnit Lys" als Lysinoalanin. [b] a,p-Didehydroalanin, nicht 
verbriickt mit Lysi9. [c] r-Phe in Cinnamycin. [d] Strukturvorschlage [7d]. 

Lanthiopeptin-Produzenten L337-2 als Streptoverticillium 
cinnamoneum ein, wahrend Cinnamycin von Streptomyces 
cinnamoneus produziert wird['"]. Somit ist Cinnamycin noch 
zweimal und Duramycin noch einmal wiederentdeckt wor- 
den (vgl. Tabelle 1). 

3.5. Klassifizierung der Lantibiotica nach 
Strukturmerkmalen 

Die bisher besprochenen Lantibiotica Nisin, Subtilin 
(Abb. I), Epidermin, Gallidermin (Abb. 7) und Pep5 
(Abb. 8) haben eine Reihe von Gemeinsamkeiten, die ihre 
Einordnung in einen Subtyp A mit Nisin als typischem Ver- 
treter rechtfertigt (Tabelle 1). Lantibiotica des Subtyps A 
sind stark kationische Peptide mit zwei bis sieben positiven 
Ladungen und Molmassen iiber 2100 mit Ausnahme von 
Mersacidin und Actagardine (Tabelle 3, Abb. 10). Sie weisen 
trotz unterschiedlicher Lange deutliche Strukturverwandt- 
schaft durch Sequenzhomologie und Ahnlichkeit ihrer Ring- 
strukturen auf. Insbesondere sind die Thioetheraminosauren 
immer N-terminal D- und C-terminal L-konfiguriert, wieder- 
um rnit den Ausnahmen Mersacidin und Actagardine. Ne- 
ben den ungewohnlichen Aminosauren Lan und MeLan sind 
nur Dha und Dhb zu finden, mit Ausnahme von Epidermin 
und Gallidermin, die C-terminal durch einen zusatzlichen 
Modifikationsschritt abgewandelt sindL4. ' ' I .  Die Produzen- 
tenstamme der Lantibiotica des Subtyps A sind drei Sfaphy- 
lococci, ein Streptococcus und zwei Bacilli (Tabelle 1). Lanti- 
biotica des Duramycin-Typs (Subtyp B) werden vorwiegend 
von Streptomyceten (Tabelle 1) produziert. Sie haben eine 
Molmasse von weniger als 2100 Da und eine besonders hohe 
Ringhomologie (Abb. 9). Im Gegensatz zu den nisinahnli- 
chen Lantibiotica des Subtyps A sind sie maximal einfach 
positiv geladen (Tabelle 3). 

Neben zwei Sulfidbriicken aus MeLan und einer Sulfid- 
briicke aus Lan in stets homologen Positionen 1st eine Lysi- 
noalanin-Briicke, die das C-terminale LysIg mit Position 6 
verbindet, ein besonderes Merkmal der Duramycine 
(Abb. 9). Diese Brucke ist nur im Ancovenin nicht geschlos- 
sen, das in Position 6 noch einen Dehydroalaninrest hat. 
Nicht nur der RingschluD von 19 nach 6, sondern insbeson- 
dere auch die Schwefelbriicke von 1 nach 18 geben den Lan- 
tibiotica vom Typ B (Duramycin) eine kompaktere ,,globula- 
re" Struktur, verglichen rnit den mehr schlank und schrau- 
benartig gebauten Lantibiotica vom Typ A (Nisin) (vgl. Ab- 
schnitt 4). AlIe Duramycine weisen erythro-3-Hydroxyaspa- 
raginsaure in Position 15 auf, mit Ausnahme von Ancove- 
nin, bei dem diese Aminosaure nicht hydroxyliert 1st. Weitere 
Gemeinsamkeiten innerhalb der Subtypen A und B werden 
im Zusammenhang mit der Konformation und vor allem der 
Biosynthese der Lantibiotica diskutiert. 

3.6. Mersacidin und Actagardine 

die revidierte Struktur von Ro 09-0198[61 rnit Lanthiopep- 
identisch ist; sie wiesen an anderer Stelle[lZc1 auch auf 

dessen mogliche Identitat mit dem bekannten Cinnamycin 
hin und postulierten, daD das lysinhaltige Duramycin dassel- 
be Ringsystem wie Ro 09-0198 (= Lanthiopeptin) haben 
sollte (Zitat 10 in [lzal). Die Autoren[12b1 ordneten ihren 

Uber das jiingst mit 2D-'H-NMR-Spektroskopie aufge- 
klarte Mersacidin['"I ist noch nichts beziiglich seiner Konfor- 
mation oder Biosynthese bekannt. Es fallt schwer dieses neu- 
trale Lantibioticum (Abb. 10) einem der beiden in den Tabel- 
len 1 und 3 aufgefiihrten Subtypen zuzuordnen. Einerseits 
hat es wie der Duramycin-Typ B eine Molmasse unter 
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Mereacidin 

C H 3  
I I 

a,- S - & N  IS)& S 

I -  I I 5  10 I 12 

H~N~CH~CO-NH~CH-CO-Phe-NH-CH-CO-Leu-ProGly-Gly-Gly-Gly-V~-~-CH-CO 
I R )  ( $ 1  151 ( R )  

S 
I 

Grundgeriist nicht einfach. Die Sequenzzuordnung stoBt 
aufgrund der starken Uberlappung der C,H- und besonders 
der CBH-Protonen der 3-4 Lan- oder MeLan-Briicken auf 
schwerwiegende Probleme. Dies kann speziell bei der voll- 
standigen Sequenzierung unter ausschlieDlicher Verwendung 
von NMR-Spektroskopie zu Fehlinterpretationen fiihren, 
wie das Beispiel Ro 09-0198 zeigtL6I. DaR auf zusatzliche 
Informationen aus chemischen Untersuchungen und Syn- 
thesen auch bei wesentlich kleineren Naturstoffen nicht ver- 
zichtet werden sollte, demonstrierten Schmidt et al.[231 gleich 
an mehreren Cyclopeptiden. Von keiner der Lantibiotica- 
Konformationsanalysen liegt bisher eine ausfiihrliche Publi- 
kation vor. Es zeichnet sich aber ab, daR die Lantibioticage- 
riiste keineswegs so rigide sind wie urspriinglich angenom- 
men wurde und daR Austauschprozesse die Ermittlung der 

S a* 
P3 CH 

CH, - s  CH CH;---S- CH, 

Actagardine 

1 -  5 1  1 -  la 1 -  I 15 I 
H~-CH-CO-Leu-NH-~'H-CO~Ile-Glu-NH-CH-CO-NH-CH~CO-Val~T~-Gly~Ser-~-CH-CO-Gly-NH-CH-CO-V~~Ile-NH-CH-CO-Ala-NH-CH-COOH 

I (n S 

cn, 

Abb. 10. Vorgeschlagene Strukturformeln der tetracyclischen Lantibiotica Mersacidin [Ra] und Actagardine [X b] 

2100 D a  und keine kationischen Eigenschaften, andererseits 
fehlt die fur Duramycine typische Kopf-Schwanz-Verkniip- 
fung iiber Sulfid- und Aminbriicken. D a  es C-terminal durch 
RingschluR mit tier Aminogruppe von 2-konfiguriertem S- 
Aminovinylcystein amidiert ist, kann man es eher mit Epi- 
dermin oder Gallidermin vergleichen. In die Gruppe A paRt 
auch der Mersactdin-Produzent, eine Bacillus-Spezies, sowie 
das Ringbildungsmuster mit Ausnahme der ungewohnlichen 
MeLan-Briicke von Position 1 nach 2. 

Noch schwerer fallt die strukturelle Einordnung des gegen 
Streptokokken wirksamen Actagardine, dessen Struktur 
durch 2D-'H-NMR-Spektroskopie als ein heterodet tetracy- 
clisches 19-Peptid aufgeklart wurde'sbl. Actagardine ist der 
jetzt empfohlene Name fur ein friiher Gardimycin genanntes 
Antibioticurn[" Das publizierte Ringmuster besteht aus 
einer Lan- und clrei MeLan-Briicken. Im Gegensatz zu den 
Typ-A-Lantibiotica ist Actagardine sauer und stark hydro- 
phob. Am Actagardine konnte gezeigt werden, daR sich ein 
Lantibioticum durch geeignete chemische Derivatisierung zu 
in vitro und in vivo starker antibiotisch wirksamen Deriva- 
ten umfomen IBRt[8cJ. 

4. Konformationsstudien 

Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchen zur Zeit Lanti- 
biotica NMR-spektroskopisch auf ihre Konformation, 
hauptsachlich Xisin, Gallidemin und Epidermin, Ro 09- 
0198, Ancovenin und Pep5. Dabei wird durch die Extraktion 
strukturrelevanter Parameter wie Kopplungskonstanten, 
NOE-Effekte (Kern-Overhauser-Effekt) und Temperaturab- 
hangigkeiten aus 1 D- und 2D-Experimenten eine experimen- 
telle Basis fur die Berechnung der Molekiilgeometrien ge- 
schaffen. Eine Konformationsanalyse von Lantibiotica ist 
trotz dem polycyclischen und damit rigide erscheinenden 

Konformation in Losung erschweren. Trotzdem lassen sich 
aus den vorliegenden Berichten bereits mehrere grundlegen- 
de Schliisse iiber den groben Aufbau der verschiedenen Lan- 
tibiotica-Typen ziehen. 

4.1. Konformation von Nisin 

An der Nisinkonformation arbeiten mehrere Arbeitsgrup- 
pen, wobei drei Gruppen in Holland, USA und England 
ahnliche Fortschritte gemacht haben. Publiziert wurde bis- 
lang die sequenzspezifische Zuordnung der H-NMR-Si- 
gnale abgeleitet aus 400- oder 600 MHz-2D-Experimenten 
(DQF-COSY, TOCSY, NOESY) in H,0/D,0[241. Eine 
Analyse der NOE-Daten zeigte dabei fur den N-terminalen 
Teil von Nisin eine definierte Orientierung der Ringe A und 
B. So zeigt Pro' des Rings B in Richtung Ring A, und die 
Seitenketten der Methionine 17 und 21 sind einander zuge- 
kehrt. Vermutlich bildet Nisin damit irn N-Terminus eine 
amphiphile Schraube ahnlich wie Epidermin und Gallider- 
min (vgl. Abschnitt 4.2). Eine helixartige Struktur kann auch 
aufgrund der biophysikalischen Messungen der durch Nisin 
induzierten Ionenkanale['oc] erwartet werden, wie im folgen- 
den Abschnitt gezeigt wird. 

Chan et al.[251 konnten NMR-spektroskopisch zwei saure 
Abbauprodukte von Nisin aufklaren sowie auch eine se- 
quentielle Signalzuordnung treffen. Das um zwei Aminosau- 
ren C-terminal verkiirzte Nisin 1-32-amid (vgl. Abb. 2) hat 
eine dem nativen Nisin 1 - 34 vergleichbare antimikrobielle 
Aktivitat, wahrend die zusatzliche Wegnahme von Dha5 
oder Ring A zum Aktivitatsverlust fiihrt[251. Palmer et a1.[261 
berichten von einer vergleichenden NMR- und MDS-Studie 
der Konformation der separaten Ringe A--E und der des 
gesamten Nisins. Die Konformationen der separierten Ringe 
sollen denen des nativen Nisins sehr ahnlich sein. 
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4.2. Konformation der Epidermine 

Untersuchungen zur Konformation der beiden Lantibioti- 
ca-Analoga mit Leu6/Ile-Austausch wurden in Wasser, Di- 
methylsulfoxid und vor allem in Trifluorethanol/Wasser 
(9 :1) mit 2D-'H-NMR-Spektroskopie bei 500 MHz durch- 
gefiihrt[27]. Uber vorlaufige Ergebnisse wurde kurz berich- 
tet ["I. 

Interproton-Abstande aus 190 NOES (NOESY mit ver- 
schiedenen Mischzeiten; vgl. Abb. 11 und 12), Diedewinkel 
aus Kopplungskonstanten (J-aufgelostes 1D-DQF-COSY) 
und potentielle H-Briicken-Donoren aus Temperaturab- 
hangigkeiten der Amidprotonen dienten als experimentelle 
Basis fur MDS-Untersuchungen zur Ableitung der dominie- 
renden Konformation in lipophiler Umgebung (Abb. 13). 
Vergleichend dazu wurden die Konformationen des N-termi- 
nalen Fragments (1 - 13) und des Gesamtmolekuls in DMSO 
und in Wasser untersucht. Speziell der C-Terminus weist in 
DMSO eine starke Signalverbreiterung auf, die auf Aus- 
tauschprozesse durch Spuren von in DMSO vorhandenem 
Wasser zuriickzufiihren sind. In allen Losungsmitteln liegen 
schraubenformige Konformationen (keine regularen Heli- 
ces) vor. Die Schraubenkonformation, die rnit allen experi- 
mentellen Daten der 2D-NMR-Messungen im Einklang ist, 
bleibt bei der MDS-Untersuchung erstaunlich stabil 
(Abb. 13). Bei solvensabhangigen NMR-Messungen treten 

1 
0 I b  

621-20 M20-22 0 @9-20 

8.00 

a 

i 

'1 9.00 

1 
ILE - ALA - ALA - LYS - PHE - LEU ~ ALA - E U  - PRO - GLY - ALA - 

1-J 

9.00 8.00 1.20 
- d  

Abb. 12. 500 MHz-'H-NMR-NOESY-Spektrum von Gallidermin ( I ,  = 
200 ms, TFE/H,O (9: 1)). Der Teilbereich zeigt konformationelle NOE-Effekte 
zwischen den Amidprotonen und CH; sowie Seitenkettenprotonen. 

jedoch lokale Konformationsanderungen auf, die dem Ver- 
halten wahrend der Molekiildynamiksimulationen entspre- 
chen. 

Die Ergebnisse in Trifluorethanol (Abb. 13) konnen als 
Anhaltspunkt fur das Verhalten der Epidermine in Lipid- 
membranen dienen. Die Streckung des Molekuls auf eine 
Lange von insgesamt 30 8, ennoglicht das Uberspannen ei- 
ner Lipid-Doppelschicht-Membran. Aus der helikalen An- 
ordnung ergibt sich ferner eine Amphiphilie des Molekiils 
rnit einem lipophilen C-terminalen Teil und einer dreifach 
positiv geladenen, hydrophilen Seite, die auf der N-termina- 
len Helixhalfte lokalisiert ist (Abb. 13). Friihere CD-Mes- 
sungen von Epidermin in verschiedenen Losungsmitteln wei- 
sen ebenfalls auf das Vorliegen einer einheitlichen Konfor- 
mation hin. Auf der Basis unserer Konformationsuntersu- 
chungen ergibt sich somit fur Gallidennin und Epidermin in 
DMSO ein Dipolmoment von ca. 54 Debye, das sich beim 

15 
ALA- LYS - DHB-GLY -&A'-PHE - ASN- K A -  T(R- ALA- AV 

Abb. 11. Oben: 500 MHz-'H-NMR-NOESY-Spektrum rnit einer Mischzeit von I, = 200 ms von Gallidermin in Trifluorethanol/Wasser (9:l). Der Teilbereich zeigt 
NH,-NH, + ,-Kontakte, die bei helikalen Anordnungen typischerweise auftreten. Unten: Samtliche sequenziellen Kontakte sind hier zusammengefa0t. 
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Abb. 13. Darstellung der Konformation von Gallidermin (vgl. Abb. 7) ndch 
einer Molekiildynamik Simulation auf der Basis von aus 2D-NMR-Messungen 
abgeleiteten Konforma.ionsparametern. a) und b) orthogonale Darstellung von 
fiinf konvergierenden :Strukturen (nur Ruckgrdt-Atome: rot = 0. blau = N, 
weiD = C. hellblau = €1); c) und d) Riickgrat als Bandstruktur (griin) rnit Sul- 
fidringen (gelb = S) und Seitenketten. 

Ubergang in die langgestreckte Helix in Trifluorethanol auf 
75 Debye vergrol3ert. Die Struktur von Gallidermin in Was- 
ser wird von uns zii MDS-Studien verwendet, mit deren Hilfe 
trypsinstabile Analoga entwickelt werden (Abb. 14). 

4.3. Konformation von Pep5 

Fur das tricycli.sche Lantibioticum Pep5 rnit zwei a,fl-Di- 
dehydroaminosauren konnten wir durch CD-Messungen in 
lipophiler Umgebung das Vorliegen einer helikalen Struktur 
nachweisen. Diese bildet sich z. B. in Trifluorethanol (TFE), 
anderen Alkoholtm und in Wasser nach Zusatz von Na- 
triumdodecylsulfa t (SDS). Nach NMR-Untersuchungen in 
TFE und H,O ist dabei im erstgenannten Losungsmittel be- 
sonders der Bereich ohne Ringe 14-22 (Abb. 8) helikal, wie 
die in diesem Sequenzabschnitt auftretenden starken NH- 
NH-Kontakte zeigen. Untersuchungen zur Konformation 
von Pep5 in TFE und Wasser werden zur Zeit von uns rnit 
NMR-Spektroskopie und MDS durchgefuhrt. 

4.4. Konformation des Duramycin-Typs B 

Die durch detaillierte NMR-Untersuchungen bestimmte 
Konformation des tetracyclischen 19-Peptidantibioticums 

Abb. 14. Modell der Gallidermin-Trypsin-Interdktion. Trypsin (blaugrun) 
spaltet Gallidermin an Lys”-Dhb14 (Atome der Spaltstelle in Iila; vgl. Abb. 6 -  
8). Das Modell wurde rnit Distanzgeometrie-Molekiildynamik-Simulationen 
(DGEOM, Amber) berechnet. Gallidermin nimmt dabei eine geknickte Kon- 
formation an und verhalt sich bei der Einpassung in die Enzymspalte ihnlich 
dem Trypsin-Inhibitor BPTI (bovine pancreatic trypsin inhibitor). Auf der 
Basis dieses Interaktionsmodells lassen sich trypsinstabile Analoga konstruie- 
ren. 

Ro 09-0198 (= Cinnamycin, = Lanthiopeptin) in Losung16] 
kann als Leitstruktur fur MDS-Untersuchungen aller Lanti- 
biotica vom Duramycin-Typ B (Tabellen 1 und 3) dienen. 
Das Molekul Cinnamycin weist in DMSO eine kompakte, 
fast globulare Struktur aufL6]. Die hydrophileren Amino- 
sauren sind dabei auf der einen Seite, die lipophilen Amino- 
sauren einschliel3lich der drei Phenylalanine auf der anderen 
Molekiilhalfte lokalisiert. Der naturliche Austausch inner- 
halb der Lantibioticareihe des Typs B (Abb. 9), beispielswei- 
se LysZ/Arg, Gln3/Asn, Phe7/Tyr, Phe”/Leu, Phe”/Trp, an- 
dert wenig an dieser Konformation; es zeigen sich aber Un- 
terschiede in den biologischen Eigenschaften[’]. Der Sprung 
vom Duramycin C17d1 zu Ancovenin[’] ist wesentlich groBer, 
weil dort die Lysinoalaninbriicke fehlt und in Position 6 ein 
ebenfalls konformationseinschrankender Dehydroalanin- 
rest sitzt. 

Interessanterweise zeigt Cinnamycin analoge inhibitori- 
sche Eigenschaften auf das Angiotensin-Converting-Enzym 
(ACE)[6b1, wie sie fur Ancovenin[’I berichtet wurden. Offen- 
sichtlich stort der vierte Ring im Ro 09-0198 die Bindung an 
das Enzym nicht ; leider liegen keinerlei vergleichbare Daten 
vor. Welchen Strukturelementen eine Relevanz fur die Wir- 
kung als ACE-Inhibitor zukommt, ist somit noch unklar. 
Uber die Ancovenin-Konformation in DMSO wurde nur in 
einer Kurzmitteilung inf~rmiert[’~I. Demnach zeigt Ancove- 
nin in DMSO ahnlich wie Cinnamycin eine kompakte Kon- 
formation mit amphiphilem Charakter. 
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Die antibiotische Wirkung der Duramycine durfte auf In- 
teraktionen mit Membranbestandteilen zuruckzufuhren 
sein, wie Studien an duramycinresistenten Bacillus-Stammen 
~eigten["-"~. Duramycine und Cinnamycin sind potente In- 
hibitoren von menschlicher Phospholipase A,, deren Wir- 
kung im mikromolaren Bereich liegt[7d1. Auch bei der 
Enzym-Inhibitor-Wechselwirkung spielt sicher die Amphi- 
philie und vermutlich die Membrangangigkeit der Duramy- 
cine eine entscheidende Rolle. 

5. Die Biosynthese der Lantibiotica 

5.1. Lantibiotica entstehen aus Vorlauferproteinen 

Das spannendste Kapitel in der Geschichte der Lantibioti- 
ca-Forschung ist zweifellos die Biosynthese dieser Antibioti- 
ca. H ~ r s t [ ~ ]  und IngrarnL3O1 fanden heraus, daB Inhibitoren 
der Proteinbiosynthese die Nisinproduktion einer Suspen- 
sion von Streptococcus lactis hemmen. Hurst konnte plausi- 
be1 machen, daB nach Zugabe basischer Peptidisolate aus 
einem Nichtproduzentenstamm zu einem Wildtyp-Zellex- 
trakt Nisin gebildet wurde. Dies waren die ersten experimen- 
tellen Hinweise, daB Nisin nicht iiber den fur andere Peptid- 
antibiotica-Biosynthesen typischen Multienzym-Thiotem- 
plat-Mechanisrnu~[~*~, sondern uber ribosomal syntheti- 
sierte Precur~orproteine[~' 30J synthetisiert wird. Ingram zeig- 
te durch Einbau von radioaktiv markiertem Cystein, Threo- 
nin und Serin, daB diese Aminosauren Vorstufen von Lan- 
thionin und 3-Methyllanthionin in Nisin sind. Auch fur Sub- 
tilin konnte uber markiertes [35S]Cystein gezeigt werden, 
daB inaktive Rohisolate von Precursorproteinen sich in akti- 
ves Subtilin iiberfiihren l a s ~ e n [ ~ ~ l .  Ein Subtilinprecursor 
wurde mit Anti-Subtilin-Antiserum immunprazipi- 
tiertr3'. 3 3 1 ,  jedoch nicht naher charakterisiert. Hinweise auf 
eine plasmidkontrollierte Biosynthese von Nisin kamen zu- 
erst von Kazak et 

Neben der Strukturaufklarung von Epiderrninr4l hat uns 
dessen Biosynthese interessiert. Beim Epidermin gelang 
ebenfalls der Nachweis der ribosomalen Biosynthese und die 
Blockierung der Produktion des Antibioticums durch Zuga- 
be von Inhibitoren der Protein- und R N A - S y n t h e ~ e ~ ~ ~ ] .  
Beim damaligen Wissenstand war unklar, ob die Lantibioti- 
ca durch Spaltung von groBeren Proteinen entstehen oder ob 
sie uber ein ganz spezielles Biosynthesesystem durch eigen- 
standige Strukturgene, in derselben Weise wie Hormone aus 
Prapeptiden, aufgebaut werden. Wir hatten bereits 1985 erst- 
mals explizit die Aminosaurensequenzen der Vorlauferpepti- 
de der Lantibiotica Nisin, Subtilin und Epidermin postuliert, 
und wir versuchten, ein Vorlauferpeptid fur Epidermin zu 
i~olieren[~, 2 9 1 .  

5.2. Pralantibiotica und ihre Strukturgene 

Wir nahmen einen ribosomalen Aufbau eines Proepider- 
mins an, das nachfolgend enzymatisch an Serin und Threo- 
ninresten dehydratisiert wird (Abb. 1 .5)c4'. AnschlieBend 
sollten an vier der a,/?-Didehydroaminosauren vier Cystein- 
Thiolgruppen stereospezifisch und unter Sulfidringbildung 
addieren. Unter der Annahme dieser Reaktionsabfolge und 
dem sequenzspezifischen Nachweis der C,-Konfiguration 

Leaderpeptid -30 

5 

a) Dehydratisierung 

b) Sulfidringbildung 

c )  oxidative Decarboxylierung 

Proepiderrnin 

Signalpeptidase 
Prozessierung 
(-Leaderpeptidl I 

f 
10 

Epidermin 

Abb. 15. Postulierte [4,29] und bewiesene [I] Abfolge der Biosynthese von 
Epidermin uber Modifikationen des Vorlauferproteins Praepidermin (Arnino- 
sauren im Einhuchstahencode). 

der Lan- und MeLan-Reste konnten wir ein Proepidermin 
postulieren, das an den resultierenden Lanthioninhalften mit 
D-Konfiguration ( e S) die Precursoraminosauren L-Serin 
fur meso-Lanthionin und L-Threonin fur (2S,3S,6R)-3-Me- 
thyllanthionin tragt. Die C-terminale Halfte der Sulfidbruk- 
ken mit L-Konfiguration ( G  R)  muB dann aus L-Cystein 
stammen. Die Konfiguration der C,-Atome von L-Ser- und 
L-Thr-Resten im Prolantibioticum kehrt sich somit bei der 
Umwandlung in das Lantibioticum um. Speziell beim Epi- 
dermin bleibt ein a,/?-(a-Didehydrobutyrinrest (aus Threo- 
nin) in der Mitte des Molekiils ubrig, der kein weiteres Cy- 
stein zur Addition findet. Zudem postulierten wir noch eine 
weitere spezielle enzymatische Modifikation bei der Epi- 
derminsynthese, bei der am C-Terminus das ungewohnliche 
cyclische Vinylamid entsteht (Abb. 6 und 7). Unter Annah- 
me eines weiteren C-terminalen CysZ2, das nach Addition 
seiner Thiolgruppe an DhaI6 oxidativ decarboxyliert wird, 
lafit sich der in NG-amidgebundene Baustein S-(2-Aminovi- 
nyl)-D-CyStein in Position 19 erklarenL4, 291 (vgl. Abb. 17). 

Es war vollig unklar, in welcher Form man das Pralanti- 
bioticum suchen sollte: verbunden mit einem Leaderpeptid, 
als Segment eines Proteins, als freies oder membranstandiges 
Peptid, unmodifiziert oder schon teilweise modifiziert. Des- 
halb wurden mehrere Strategien zur experimentellen Aufkla- 
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rung der Lantibiotica-Biosynthese entwickelt. Zwei experi- 
mentelle Ansatze, namlich die direkte Isolierung basischer 
Precursorproteine sowie der Nachweis von Prolantibiotica 
mit Antipeptid-Antikorpern, waren bei Praepidermin lange 
ohne Erfolg. Beicle Methoden fiihrten jedoch vor kurzem bei 
Pra-Pep5 in Kooperation rnit Suhl zum Zie1[381. 

Gentechnologische Verfahren wurden als dritte und rasch 
erfolgreiche Methode in Kooperation mit den mikrobiologi- 
schen Arbeitsgruppen um Entiun und Giitz eingesetzt[']. Das 
Strukturgen von Epidermin wurde rnit einer gemischten 
DNA-Sonde, die aus der Pentapeptidsequenz Lys-Phe-Ile- 
Cys-Thr von Pr~epidermin '~ .  abgeleitet war, gesucht. 
Dieses synthetische Oligonucleotid 5'-GTG(A)CAT- 
(G,A)ATG(A)AAT(C)TT-3' ergab rnit dem 54-Kiloba- 
sen(kb)-Plasmid ,pEpi 32 von Stuphylococcus epidermidis Tii 
3298 ein Hybridisierungssignal. Mit Restriktionsanalysen, 
Subklonierungen und Rehybridisierungen konnte das Struk- 
turgen von Epidermin epi A auf einem 2.2 kb Eco RI/Bg 
111-Fragment lokalisiert werden"]. 

Die Sequenzierung von epi A nach der Dideoxy-Methode 
von Sunger ergab einen offenen Leserahmen fur Praepider- 
min mit 52 Aminosauren (Abb. 16). Ein einzelnes Methio- 
nin-Codon ATG. das sieben Basenpaare nach einer Shine- 
Dalgarno-Sequeriz AGGAGT lokalisiert, markiert den Be- 
ginn des Leserahmens, und ein TAA-Stop-Codon terminiert 
das Strukturgen unmittelbar nach den beiden Basentripletts 
TGT, die zwei aufeinanderfolgende Cysteinreste codieren. 
Vor dem Strukturgen des Prolantibioticums findet sich eine 
30 Aminosauren lange Leadersequenz. Die Prozessierungs- 
stelle fur Epiderniin liegt zwischen Arg- ' und Ile". Mit der 
Sequenzierung dcs Epidermin-Strukturgens['I konnte erst- 
mals experimenttAl dokumentiert werden, daB Lantibiotica 
aus ribosomal synthetisierten Vorlauferproteinen gebildet 
werden (Abb. 16:i. 

Nach diesem Exfolg wurden rasche Fortschritte gemacht. 
In unserer Arbeitsgruppe konnten nach Epidermin die kom- 
plexen Lantibio tica Gallidermin[' 'I und Pep51g1 sowie 
in Kooperation rnit Kessler Cinnamycin[61 aufgeklart wer- 
den. In der Arbeitsgruppe von Entiun wurden die Struktur- 
gene der von uns postulierten Pralantibiotica Pragallider- 

P r a - P e ~ : i [ ~ ~ ]  und schlieBlich Pra-R0-09-0198[~'~ als 
Pralantibiotica di:s Subtyps B auf DNA-Ebene sequenziert. 

Der Arbeitsgruppe Gotz gelang eine vollstandige Genkartie- 
rung des Gallidermin-Produzenten. Einige der an der Bio- 
synthese von Epidermin beteiligten Enzyme konnten inzwi- 
schen auf DNA-Ebene, wiederum von der Gruppe Entiun, 
sequenziert werden. Gleichzeitig mit der Gruppe Entiun[18a1 
sequenzierte die Gruppe Hunsen['8b1 die Strukturgene von 
Nisin, Bunerjee und H ~ n s e n [ " ~  das von Subtilin. Als Fazit 
bleibt festzuhalten, daB die chemischen Strukturen der von 
uns aufgeklarten Lantibiotica durch die Sequenzierung der 
Strukturgene bis ins Detail bestatigt werden konnten. Wir 
sequenzierten schlieBlich vor kurzem drei von Suhl isolierte 
Precursorproteine der Biosynthese von P e ~ 5 [ ~ ~ ] .  Ein Teil die- 
ser Ergebnisse sol1 in den folgenden Abschnitten diskutiert 
werden. 

5.3. Vergleich der Pralantibiotica 

Ein Vergleich der Vorhersageprofile zur Sekundarstruk- 
tur, Flexibilitat, Hydropathy, Hydrophilie, die rnit unserem 
Programm EPICON 89[391 erstellt wurden, sowie der Helix- 
Wheel-Plots aller bisher bekannten sechs Pralantibiotica 
(Tabelle 5)  zeigt uberraschende Gemeinsamkeiten (Abb. 17). 

Tabelle 5 .  Precursoren von Lantibiotica: Sequenzlangen und Lokalisierung 
des Strukturgens (vgl. Tabelle 1). 

~~~ ~ 

Leaderpeptid Prolanti- Prilanti- Strukturgen 
bioticum bioticum 

TYP A 
Epidermin [ l ]  - 30 + -1 + 1 - 22 52 Plasmid 
Gallidermin [35] - 30 + - 1  + 1 + 22 52 chromosomale DNA 

Plasmid - 2 6 -  -1 + l - 3 4  60 Pep5 [36] 
Plasmid/DNA Nisin [18] - 2 3 + - 1  + l - 3 4  57 

Subtilin [19] - 24 - -1 + 1 + 32 56 chromosomale DNA 

Cinnamycin [37] - 58 - -1 + 1 + 19 77 chromosomale DNA 
TYP B 

Vor allem fallt auf, daB alle Leadersequenzen sehr hydrophil 
und stark geladen sind, kein Cystein enthalten und sich in 
lipophiler Umgebung sehr wahrscheinlich zu einer amphi- 
philen a-Helix falten. 

t 
TTTAAACTTTATA'I'CATTAATATAATGTTTA~GTAGAA~TTACACTTTT~AATTTTCTGAATATACATA 

am 
I p  

G T A T T T A T T T T G G ( ; T ~ T A A T A A T T ~ ~ T T T T A T A A T C C T T T T T A A T ~ T T T T ~ ~ ~ T T T  
2po 

AAA ATG GAA GCA GTA AAA GAA AAA AAT GAT CTT TTT AAT CTT GAT GTT AAA GTT AAT GCA 
M E A V K E K N D L F N L D V K V N A  

- > O  - 2 0  

AAA GAA TCT AAC GAT TCA GGA GCT GAA CCA AGA ATT GCT AGT AAA TTT ATA TGT ACT CCT 
K E S bl D S G A E P R Y I  A S K F I C T P 

GGA TGT GCA AAA ACA GGT AGT TTT AAC AGT TAT TGT TGT TAATTCAGAAGAATTAGATTGGCAGGG 
-10 3;O -1 +1 

G C A K T G S F N S Y C C O C  
+10 * 2 0  4r)O 

CTTCAATAGAGGC'I'CTGTCTTAATTTT~T~TAGAATT~TAATATATTTGTTCCATCGAATATATATATGGT 
am am 

Abb 16 Praepidermiii Strukturgen Offener Leserahmen von 237 Basenpaaren definiert durch Codons TAG (amber) and TAA 
(ochre), Shine-Dalgarno-Sequenz eingerahmt, Inverted repeats (unterstrichen), proteolytische Spaltstelle der Singalpeptidase 
(Pfeil) zwischen Leaderpeptid und Proepidermin Segment [ l ]  Aminosduren im Einbuchstabencode Leaderpeptid - 30 bis - 1,  
Proepidermin + 1 bis + 22 
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Abb. 17. Vorhersageprofil fur den Epidermin-Precursor mit Leadersequenz - 30 bis - 1 und Prolantibioticumteil 1-22 [l] nach P r o g r a m  EPICON 89 [39]. Fazit 
ist die Summe der folgenden unterschiedlich gewichteten Vorhersagen und zeigt die Lage moglicher kontinuierlicher B-Zell-Epitope an. Flexibilitat (Flex.)zeigt flexible 
Oberflachenbereiche an; Antigenitat (Antigen.) wird aus Parametern berechnet, die aus einem Vergleich bekannter sequentieller Epitope fur verschiedene Proteintypen 
stammen; Acrophilie (Acrophil.) zeigt die Oberflachenwahrscheinlichkeit an; Hydropathy (Hydropath.) sagt hydrophobe und Hydrophilie (Hydrophil.) hydrophile 
Bereiche voraus. Die Sekundarstrukturvorhersage wird durch Coil, Turn, 8-Faitbiatt (Sheet) und a-Helix illusiriert. 

Die Prolantibioticum-Sequenz hingegen ist lipophiler und 
ihre Sekundarstruktur zeichnet sich durch bevorzugte Turn- 
bildung und das Fehlen a-helikaler Bereiche am.  Sie enthilt 

die Ser-, Thr- und Cys-Reste, die zu a,/?-Didehydroamino- 
sauren modifiziert werden oder die Schwefelringe bilden 
(Abb. 18). 

Typ- A-Prolantibiotica': 

Nisin (a), Subtilin (b) 

W K S  E S  L C T  P G C  V T G A L  Q T C  F L Q T L T C N C  K I  T K (b) 

Typ-B-Prolantibiotica*: 

Epidermin (c), Galliderrnin (d) 

I A S K  F L C T P G C A K T G  S F N S Y C C (dl 

I I I 
Cinnamycin C R Q S C S F G P F T F V C D G N T K  

1 6 10 16 18 

= RO 09-0198 

= Lanthiopeptin 

D uramycin C K Q S C S F G P F T F V C D G N T K  

= Leucopeptin 

Duramycin B 

Pep5 (e) 

Mersacidin ( f )  C R Q  S C S F G P L T F V  C D G N T K 

Duramycin C C A N S C S Y G P L T W S C D G N T K 

Ancovenin- C V Q S C S F G P L T W S C D G N T K  

Actagardine (g) 

r s s  - - - 7 = 3 S - l  
C L T I  E T S V W G S C G T V I C A C 

Abb. 18. Bildung von Sulfidringen und Dehydroaminosauren in den Prolantibioticasegmenten der Pralantibiotica des Typs A (a+) mit bekannten Strukturgenen (linke 
obere Bildhalfte). Die Prolantibioticasequenzen von (f) und (9) sind noch nicht auf DNA-Ebene bestatigt; bei (g) fehlen Konfigurationsbestimmungen. Die Sulfidring- 
bildung der Pralantibiotica des Typs B zeigt die rechte Bildhalfte. Von den Typ-B-Prolantibiotica ist bisher nur das Strukturgen Pracinnamycin (371 sequenziert. * Die 
Pfeile geben die Richtung der Sulfidbruckenbildung ausgehend von L-Cystein an, wobei an der Additionsstelle aus einem Dha (aus t-Ser) und aus Dhb (aus L-Thr) 
die D-konfigurierte Halfte von meso-Lan und (ZS,3S,6R)-3-MeLan entsteht. Unterstrichene Ser- und Thr-Reste bleiben Dha und Dhb im prozessierten Lantibioticum 
(gilt nur fur Typ A). ** Keine Lysinoalanin-Brucke 19 4 6 in Ancovenin, jedoch alle Typ-B-Lantibiotica a u k r  Ancovenin haben HyAsp in Position 15. 
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Die untypischen Leadersequenzen haben keine lipophilen 
Segmente, die mehr als vier Aminosauren umfassen, und 
sehr viele Endoprotease-Schnittstellen. Demgegenuber 
scheint der Prolantibioticumteil proteaseresistenter zu sein. 
Auch in den reifen Lantibiotica, wie z. B. Epidermin, Galli- 
dermin und den Ihramycinen, gibt es meist nur wenige typi- 
sche Spaltstellen. 

Besonders interessant ist ein Vergleich der Spaltstellen der 
Pralantibiotica (Tabelle 6). Offensichtlich konnen die Signal- 
peptidasen, die tlas reife Lantibioticum von der Leaderse- 
quenz abspalten. an einem gut zuganglichen, hydrophilen 
Turn angreifen. Tabelle 6 verdeutlicht die starke Konservie- 

Tabelle 6. Signalpeptidase-Spaltstellen (-) von Pralantibiotica und Prahor- 
rnonen (zum Vergleich) 

Pruluntibiofiru van (vgl. Tabelle 5 )  [a] 

Nisin GIy-Ala-Ser-IPro]-Arg-Ile-Thr-Ser-Ile 

Subtilin Lys -1le-Thr-IProl-GIn-Trp-Lys-Ser-Glu 

Epidermin Gly-Ala-Glu-IProl-Arg-Ile-Ala-Ser-Lys 

Gallidemin Gly-Ala-Glu-IProl-Ar~-lle-Ala-Ser-Lys 

Pep5 Glu-Leu-Glu-IProl-GIn-Thr- Ala-Gly -Pro 

Cinnamycin T~r-Glu-Ala-Phe-Ala~ys-Arg-Gln-S~~ ..... 
Prahormone van 
ANP Ala-Gly-IProl- ArgSer-Leu-  Arg 

Substance P Ile-Ala-Arg-Arg-IProl-Lys-Pro 

[a] Modifizierte Arninosaurereste im Prolantibioticum sind markiert. 

- 5  - 1  + 1  

rung dieser Stelle bei den Pralantibiotica des Subtyps A: Die 
Reste (+ 2) und (+ 1) sind hydrophob, (- 1) ist positiv gela- 
den oder polar, ( - 2) immer Pro, (- 3 )  negativ geladen oder 
polar, ( -  4) immer hydrophob. Derzeit suchen wir in Zellex- 
trakten mit fluorophormarkierten Signalpeptidase-substra- 
ten nach den prozessierenden Enzymen. 

Im Vergleich zu den Precursorproteinen der Lantibiotica 
vom Typ A (z.B. Nisin) unterscheidet sich das einzige be- 
kannte Pralantibioticum vom Typ B stark. Es handelt sich 
um das jiingst in seinem Strukturgen von Kaletta und Entian 
sequenzierte Pracinnamycin ( = Pra-Ro-09-0198, Pralant- 
hi~peptin)[~']. Auffallend ist, daD die Leadersequenz dieses 
Pralantibioticums vom Subtyp B, die aus 58 Aminosauren 
besteht, etwa doppelt so lang ist (Tabelle 5) .  Fur das an die 
Spaltstelle N-terminal anschliel3ende Segment werden hohe 
a-Helix-Wahrscheinlichkeiten vorhergesagt. Wie bei den an- 
deren Prolantibiotica findet man hohe Lipophilie und B- 
Turn-Wahrscheinlichkeit in dem an das Signalpeptid C-ter- 
minal anschlienenden, weitere 19 Aminosauren langen Teil, 
in dem die Ringbildungen stattfinden. Die vollig abweichen- 
de Spaltstelle von Pracinnamycin (Tabelle 6), die keinerlei 
Homologie zu den Pralantibiotica des Subtyps A zeigt, weist 
ebenfalls auf unterschiedliche Signalpeptidasen fur diese bei- 
den Subtypen hin. 

5.4. Synthese und Konformation von Leaderpeptiden 

Um experimentelle Daten fur die in Vorhersagediagram- 
men aufgezeigte c!-Helix in den Leaderregionen der Pralanti- 
biotica zu erhalten, synthetisierten wir unter vollem Seiten- 

kettenschutz alle Leaderpeptide rnit der FmocltBu-Strategie 
uber ein saurelabiles Ankermolekul am Merr i f ie ld-Har~~~~I .  
Die Aktivierung der Aminosauren erfolgt durch das 
neue Kupplungsreagenz TBTU (2-( 1 H-Benzotriazol-I -yl)- 
1,1,3,3-tetramethyluroniumtetrafluorborat). Nach Feinrei- 
nigung iiber Sephadex G25 und RP-HPLC wurden sehr rei- 
ne Produkte erhalten, deren Identitat in der Aminosauren- 
analyse, im Racemisierungstest, durch Edman-Abbau und 
Ion-Spray-Massenspektrometrie bewiesen wurde. 

Circulardichroismus-Spektren wurden in Gemischen aus 
Trifluorethanol und Wasser aufgenommen. Zwei negative 
Cotton-Effekte bei 207 und 220 nm sowie positive Elliptizi- 
tat bei 194 nm weisen bei allen Leaderpeptiden auf eine a-he- 
likale Konformation hin (Abb. 19). Die a-Helixanteile stei- 

Abb. 19. CD-Spektren des isolierten natiirlichen Precursorproteins Pra-Pep5 
(a), des synthetischen a-helikalen Leaderpeptids -26 bis - 1 von Pra-Pep5 (b) 
und des isolierten natiirlichen Lantibioticums Pep5 (c) in Trifluorethanol/Was- 
ser (9:l). 

gen erwartungsgemao rnit zunehmender Lipophilie des Lo- 
sungsmittels. Durch Vergleich mit Peptiden ahnlicher GroDe 
und bekanntem a-Helix-Gehalt 1aDt sich ein Anteil von 
70 f 15% a-Helix in Trifluorethanol/Wasser (9:l) abschat- 
Zen. Die stark hydrophilen Leaderpeptide der Pralanti- 
biotica haben also sehr hohe a-Helixanteile in lipophiler 
Umgebung. Bevor ich die aus diesen Befunden ableitbaren 
SchluDfolgerungen bezuglich der Biosynthese diskutiere, 
mochte ich noch die aufregende Isolierung und Charakteri- 
sierung von Zwischenstufen der Biosynthese des Lantibio- 
ticums Pep5 schildern. 

5.5. Isolierung und Strukturaufklarung nicht modifizierter 
und modifizierter Pralantibiotica 

In Kooperation mit Sahl versuchten wir das Precursorpro- 
tein Pra-Pep5 als primares Translationsprodukt der Biosyn- 
these des tricyclischen Lantibioticums Pep5I9, zu charak- 
terisieren. Aus der Strukturgensequenzierung konnte ein 60 
Aminosauren langes Pra-Pep5 abgeleitet ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  Das 
synthetisch hergestellte, helikale Leaderpeptid von 26 Ami- 
nosauren Lange wurde als Immunogen zur Gewinnung poly- 
klonaler Antikorper eingesetzt. In Rohextrakten des Pep5  
Produzentenstammes Staphylococcus epidermidis 5 wurden 
verschiedene ahnliche Proteine der Molmasse 6000 bis 
7000 Da identifiziert und rnit RP-HPLC einer schnellen Iso- 
lierung und Reinigung ~ n t e r z o g e n [ ~ ~ ~ .  Bei der Isolierung 
muRten hohe Konzentrationen des Serin-Proteasehemmers 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) zugesetzt werden. 
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Eines der beiden isolierten Proteine reagierte auch mit 
dem polyklonalen Serum, das nach Immunisierung mit ei- 
nem C-terminalen Pep5-Fragment, das zwei Sulfidbriicken 
enthalt, gewonnen wurde. Weder Lanthionin noch 3-Me- 
thyllanthionin wurden in der Arninosaurenanalyse dieser 
Probe entdeckt. Einen automatischen Edman-Abbau mit 
dem Gasphasensequenator unter on-line-PTH-Detektion 
konnten wir mit etwa 800 pMol-Isolat durchfiihren. Die da- 
bei erhaltene Aminosaurensequenz war vergleichbar mit 
dem Abbau von 400 pMol des synthetischen Leaderpepti- 
des[401 fAbb. 20). Der Edman-Abbau stoppte allerdings bei 

700 
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c I pmoll 
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0 - 
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Abb. 20. Ausbeuten der Edman-Abbauschritte des isolierten Prd-Pep5 
(schwarze Balken) verglichen mit dem Abbau des synthetischen Leaderpeptids 
-26 bis - 1 (schrafferte Balken). c = Konzentration von PTH-Aminosaure in 
pmol/Abbauschritt, AAS = Aminosduresequenz. 

dem ersten Threoninrest der Prolantibioticumregion. Wir 
werteten dies als Hinweis auf eine bereits erfolgte posttrans- 
lationale Modifikation an dieser 

Mit der geringen, nach dem Edman-Abbau noch zur Ver- 
fiigung stehenden Peptidlosung konnten wir 10 Minuten 

lang Massenspektren rnit der neuen Methode der Ionen- 
spray-Massenspektrometrie am API-111-Spektrometer auf- 
nehmen. Dabei wurde die Losung iiber eine Glaskapillare 
mit 5 pLmin-' dem Spektrometer zugefiihrt. Aus den erhal- 
tenen Massenspektren der mehrfach geladenen Ionen wurde 
eine Molmasse von 6575.4 1.7 D a  bestimmt (Abb. 21). 
Diese stimmt mit einem Pra-Pep5-Molekiil iiberein, das an 
vier Threonin- und zwei Serinresten der Prolantibioticumre- 
gion dehydratisiert ist. Dieses sechsfach dehydratisierte Pro- 
tein hat eine berechnete Molmasse von 6576.7 Da. 

Das sechsfach dehydratisierte Pra-Pep5 (Abb. 22) 1st das 
erste bisher isolierte und charakterisierte Precursorprotein 
eines ribosomal synthetisierten und posttranslational modi- 
fizierten Peptidantibioticums. Unsere Ergebnisse zeigen, daB 
die Biosynthese der Lantibiotica offensichtlich durch eine 
selektive Dehydratisierung von Hydroxyaminosauren im 

t 
I [ % I  

50 

0- 
1325 1350 

m h  - 
Abb. 21. lonenspray-APl-111-Massenspektrum des isolierten sechsfach dehy- 
dratisierten Pra-Pep5 Die Peaks entsprechen jeweils Molekiilionen rnit gleicher 
Molmasse 6575.4 1.7 Da, jedoch unterschiedlicher Ladung ( + 4 bis + 8). Die 
zusatzlichen Peaks lassen sich rnit den Massen partiell dehydratisierter Precur- 
sorproteine korrelieren. I = relative Intensitat. 

Met - Lys ~ Asn - Asn ~ Lys - Asn ~ Leu - Phe - Asp - Leu - Glu ~ Ile - Lys - Lys - Glu - Thr ~ Ser 
-26 -20 -15 -10 

+ Gln - Asn - Thr - Asp - Glu - Leu - Glu - Pro - Gln 
- 5  

H,f. (mrso-L;) H3C-C. 

Dhag Vat I l o  h l n  Dhb16 

+ 15 6. Ile-A~g-Ala-HN/ 'CO Cys-Gln-Lys-NH/ co - 

'Lys' 
+ 

(C,H,-CO-CO-) 

(3-MeLan) + 
H3C XC,H ply/Lys'Asn 31 

H3C 'c" H 

23 8 25 
Abb. 22. Struktur des isolierten 
Precursorprotelrls yon Pep5 (Pra- - L e u l l  L;s-Ala-HN/"C~A:g-Leu-Phe-HN/ \C>Val-HN, C(tCiS-LyS 

Prolantibioticuniregion (1 bis 34). Dhb 2o DhbZ4 
- 26 bis - 1 1st die z-helikale Leader- 
region. Dha" 

(!ilY-cYS-L;S34 
Peps) rnit sechsfach dehydratisierter C' 

(meso-Lan) 
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Prolantibioticumteil des primaren Translationsproduktes 
initiiert wird. Dic Sulfidringbildung ist also nicht unmittel- 
bar rnit dem Dehydratisierungsschritt verknupft. Somit mu13 
in das Biosyntheseschema eines Lantibioticums (Abb. 15) 
das dehydratisierte Pflantibioticum als isolierbare Zwi- 
schenstufe eingefugt werden. Kurz darauf konnten in analo- 
ger Weise das vdllig unmodifizierte Pra-Pep5 und ein Pra- 
Pep5 rnit Sulfidringen und Didehydroaminosauren isoliert 
und durch Sequeiizierung und Massenspektrometrie charak- 
terisiert werden. Somit sind samtliche bisher nur postulierten 
Zwischenformen der Modifikation des Precursorproteins ei- 
nes Lantibioticums erstmals experimentell nachgewiesen 
worden. 

6. Ausblick 

Mit der Isolierung nicht modifizierter, bis zu sechsfach 
dehydratisierter und auch Sulfidringe enthaltender Pra- 
Pep5-Zwischenstufen der Biosynthese ist ein entscheidender 
Schritt in Richtung der liickenlosen Aufklarung der Lanti- 
biotica-Biosynthcse gelungen. Die fur die posttranslationale 
Modifikation uiid Prozessierung notwendigen Enzyme 
konnten bisher auf DNA-Ebene lokalisiert, aber noch nicht 
isoliert werden. Folgende Fragestellungen sind deshalb zur 
Zeit in den Arbei tsgruppen Entian. Giitz, Sahl und bei uns in 
Bearbeitung : 

Es sol1 untersucht werden, wie das dehydratisierende En- 
zym arbeitet, o b  :cum Beispiel aus der Hydroxygruppe durch 
Phosphorylierun;: iiber cyclo-AMP-abhangige Kinasen zu- 
erst eine besser austretende Gruppe erzeugt wird, wie es bei 
der Dehydratisierung von freiem Serin und Threonin der 
Fall ist, oder o b  eine andere Aktivierung stattfindet. 

Wir wissen noch nicht, wodurch die stereospezifische Ad- 
dition der Cystein-SH-Gruppe an die Doppelbindungen der 
r,[$Didehydroaniinosauren katalysiert wird. Ein ursprung- 
lich diskutierter spontaner RingschluB scheidet wohl aus, 
obwohl im chemischen Experiment solche Thioladditionen 
moglich sind. Allerdings sind d a m  bei Raumtemperatur ein 
IOOOfacher UberschuB an Thiol und mehrere Tage Reak- 
tionszeit erforderlich. Auch die Abfolge der Ringbildungen, 
vom C- zum N-'Terminus oder umgekehrt, ist unbekannt. 
Das Auffinden der natiirlichen Z w i s ~ h e n s t u f e n ~ ~ ~ '  und die 
chemische Synthese nicht modifizierter P r a l a n t i b i ~ t i c a [ ~ ~ ]  
zeigen allerdings experimentelle Moglichkeiten zum Stu- 
dium der RingscliluBmechanismen auf. 

Dem speziell an der Modifizierung von Praepidermin be- 
teiligten Enzym, das die oxidative Decarboxylierung zu dem 
Aminovinylrest katalysiert, konnte im Zusammenhang rnit 
neueren Erkennrnissen zur Biosynthese von vinylischen 
Strukturen in Duftstoffen von Blutenpflanzen und Insek- 

SchlieBlich wisjen wir nicht, wie die Signalpeptidase arbei- 
tet, und ob diese gleichzeitig das Exportprotein ist. Findet 
ein Teil dieser Reaktionen an einem multifunktionellen En- 
zymkomplex oder nacheinander an isoliert lokalisierten En- 
zymen statt? 

Von besonderem Interesse 1st auch die Frage, wie sich die 
Produzentenzelle gegen das auch fur sie toxische Lantibioti- 
cum schiitzt. Zur Klarung dieses Selbstsch~tzprinzips"~~ 
werden derzeit vcrschiedene proteinanalytische und geneti- 
sche Arbeiten durchgefuhrt. Prinzipiell denkbar ware eine 

besonderes Interesse zukommen. 

schiitzende Beteiligung des Leaderpeptids. Solange das hy- 
drophile Leaderpeptid mit dem modifizierten Lantibioticum 
noch kovalent oder, schon abgespalten, durch intermoleku- 
lare Wechselwirkungen verbunden ist. kann es seine toxische 
Wirkung auf die Zellwand nicht entfalten. 

Eine aktive Beteiligung der Leaderregion wahrend der 
Modifikationsschritte ist aufgrund des hohen Anteils an ge- 
ladenen Aminosluren, der negativen Nettoladung, einer 
sehr ahnlichen Prozessierungsstelle und der a-helikalen Kon- 
formation sehr wahrscheinlich. Aufgrund des Beibehaltens 
dieser Eigenschaften bei allen bekannten Pralantibiotica 
sollte dem Leadersegment zumindest die funktionelle Rolle 
der Stabilisierung einer bestimmten Konformation des Pro- 
lantibioticumteils zukommen. Das Leaderpeptid konnte 
auch aktiv bei den enzymatischen Modifizierungsschritten 
beteiligt sein. SchlieRlich konnte das Leaderpeptid Erken- 
nungsregionen fur die Anheftung an modifizierende Enzy- 
me, Signalpeptidase oder Exportprotein tragen. 

Interessant ist die sehr kurze Halbwertzeit des primaren 
Translationsproduktes. das offensichtlich in der nativen Pro- 
duzentenzelle sofort dehydratisiert ~ i r d [ ~ * I .  Wir setzen des- 
halb totalsynthetische Pralantibiotica als Substrate fur die 
dehydratisierenden Enzyme ein. Die Totalsynthese von Pra- 
epidermin rnit 52 Aminosluren konnte durch Segmentkon- 
densationen aus geschiitzten. gereinigten Teilstiicken bereits 
erfolgreich durchgefiihrt ~ e r d e n ' ~ ' ' .  Falls die Bildung der 
Doppelbindung nicht unmittelbar nach der Proteinsynthese 
erfolgt, konnte man mit einer breiten Palette synthetischer 
Substrate die Spezifitat und die Anwendungsmoglichkeiten 
dieser Enzyme sehr rasch aufklaren. 

In der mikrobiellen Genetik werden mit synthetischen 
Strukturgenen bereits sequenzabgewandelte Lantibiotica 
hergestellt. Es werden dazu Plasmide mit mutierten Struk- 
turgenen zur Transformation von Produzentenstammen ein- 
gesetzt, und die damit produzierten, veriinderten Lantibioti- 
ca werden auf antibiotische Wirkung. ihre Sequenz und 
Konformation untersucht. Erste auf diese Weise gezielt 
durch Basenaustausch (site directed mutagenesis) hergestell- 
te Analoga konnten bereits isoliert und getestet ~ e r d e n l ~ ~ ~ .  
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