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1. Einleitung

Antibiotika sind wertvolle Therapeutika beim Kampf
gegen Infektionen, die durch pathogene Bakterien verursacht
werden. Vancomycin, mit dem sich dieser Aufsatz befasst, ist
eine der letzten wirksamen „Waffen“ bei lebensgef#hrlichen
Infektionen durch Gram-positive Bakterien. In Tabelle 1 sind
einige Gram-positive und Gram-negative pathogene Bakte-
rien und die von ihnen verursachten Syndrome und Krank-
heitsbilder zusammengestellt.[1] Dazu geh+ren verschiedene
Bakterien, die auf unterschiedlichen Wegen Durchfallerkran-
kungen ausl+sen, wie Chlostridium difficile, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium und das Bakterium Vibrio cholerae,
das die massive w#ssrige Diarrh+e ausl+st, die zum Krank-
heitsbild der lebensgef#hrlichen Cholera geh+rt. Außer dem
Choleraerreger gibt es noch zwei weitere pathogene St#mme,
die in der langen Geschichte der Gef#hrdung menschlicher
Gesundheit als Ausl+ser von Pest und Tuberkulose eine
wichtige Rolle gespielt haben, n#mlich Yersinia pestis und
Mycobacterium tuberculosis.

Viele Patienten, die sich einem chirurgischen Eingriff
unterziehen mussten, werden prophylaktisch mit Antibiotika
behandelt, um dem Entstehen bakterieller Infektionen in der
Operationswunde vorzubeugen: Staphylococcen und Entero-
coccen sind die Bakterien, die in US-amerikanischen Kran-
kenh#usern am h#ufigsten postoperative Infektionen hervor-
rufen. Bakterien unterscheiden sich erheblich in ihrer Viru-
lenz und Pathogenit#t:[2] Staphylococcus aureus und Strepto-
coccus pneumoniae k+nnen hochvirulent sein und wurden als
obligate Pathogene beschrieben, w#hrend Enterococcus fae-
calis und Pseudomonas aeruginosa oft als opportunistische
Pathogene charakterisiert wurden, die dann in Erscheinung
treten, wenn andere Bakterien abget+tet wurden und die
Abwehr des Wirts geschw#cht ist, z. B. bei immunsuppressi-
ver Therapie.[3]

Wie sp#ter noch n#her ausgef6hrt wird, sind all diesen
bakteriellen Pathogenen Angriffspunkte gemeinsam, die von
den meisten Klassen antibakterieller Wirkstoffe genutzt
werden. Antibiotika, die haupts#chlich als Therapeutika in
der Humanmedizin verwendet werden, lassen sich in zwei
Kategorien einteilen, in Naturstoffe und ihre Derivate sowie
in rein synthetische Substanzen. Zu den gebr#uchlichen

synthetischen Antibiotika z#hlen drei unterschiedliche Sub-
stanzklassen: die beiden Komponenten von Bactrim, Sulfo-
methoxazol und Trimethoprim, die zwei Enzymschritte bei
der bakteriellen Biosynthese von Fols#ure-Coenzymen hem-
men;[4] die Fluorchinolon-Antibiotika, die die DNA-Topo-
isomerasen hemmen;[5] und das Oxazolidinon Linezolid, das
die Proteinsynthese beeinflusst.[6] Alle 6brigen gebr#uchli-
chen Antibiotika-Typen, b-Lactame, Glycopeptide, Makro-
lide, Tetracycline und Aminoglycoside, sind Naturstoffe oder
halbsynthetische Naturstoffderivate.
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Antibiotika sind wertvolle Therapeutika im Kampf gegen In-
fektionen, die durch pathogene Bakterien verursacht werden.
Vancomycin ist eine der letzten wirksamen „Waffen“ bei lebens-
bedrohlichen Infektionen durch Gram-positive Bakterien. Die
Regeln, nach denen die Natur die Glycopeptid- (Vancomycin)
und Lipoglycopeptid-Antibiotika (Teicoplanin) aufbaut, werden
zunehmend gekl3rt und abgesichert: Zuerst werden Amino-
s3uren synthetisiert, diese anschließend zusammengebaut und
vernetzt. Damit 7ffnen sich M7glichkeiten, die Synthesestrategien
umzuprogrammieren auf der Ebene ver3nderter Monomere,
durch Verschiebungen beim Peptidaufbau und durch ver-
schiedene Enzyme zur Nachbearbeitung des Aglycons.
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2. Angriffspunkte antibakterieller Wirkstoffe

Abgesehen von dem Kombinationspr#parat Bactrim, das
aus zwei Hemmstoffen der Fols#urebiosynthese besteht,
richten sich nahezu alle gr+ßeren Klassen von Antibiotika
gegen drei prim#re Stoffwechselprozesse pathogener Bakte-
rien: die Zellwandbiosynthese, die Proteinbiosynthese und
die Replikation und Reparatur der DNA (Abbildung 1).[7,8]

Zu den Antibiotika gegen die Zellwandbiosynthese geh+ren
die b-Lactame, also Penicilline und Cephalosporine, ebenso
wie die Glycopeptid-Antibiotika, von denen die beiden
Substanzen Vancomycin und Teicoplanin f6r die klinische

Anwendung am Menschen zugelas-
sen sind (Tabelle 2). Bei der Pro-
teinbiosynthese an bakteriellen Ri-
bosomen gibt es zahlreiche Schritte,
bei denen Antibiotika ihre Wirkung
entfalten k+nnen, und vier Antibio-
tika-Klassen, die Makrolide, Tetra-
cycline, Aminoglycoside und Oxa-
zolidinone, hemmen diese Synthe-
se. Die erfolgte Strukturaufkl#rung
der 30S- und 50S-Untereinheiten
bakterieller Ribosomen auf atoma-
rer Ebene wird sehr zur Vertiefung
des mechanistischen Verst#ndnisses
und zum Design von Antibiotika
beitragen, die an spezifischen Stel-

len der 16S- und 23S-rRNA der Ribosomen angreifen.[9–11]

Die einzige gegenw#rtig gebr#uchliche Antibiotika-Klasse,
die die Replikation und Reparatur der DNA inhibiert, ist die
der Fluorchinolone, die die DNA-Gyrase und eine verwandte
Topoisomerase, Topo IV, hemmen.[12,13]

2.1. Zielstrukturen f'r b-Lactame und Glycopeptid-Antibiotika

Da sich dieser Aufsatz auf die Wirkung von Vancomycin
und Teicoplanin als Inhibitoren der Peptidoglycan-Vernet-
zung in der bakteriellen Zellwand konzentriert, wird hier nur
kurz auf das Vorkommen und die Funktion des Peptidogly-
cans in Stoffwechsel und Physiologie der Bakterienzelle
eingegangen. Wie in Abbildung 2 zu sehen, haben sowohl
Gram-negative Bakterien (E. coli, S. typhimurium, P. aerugi-
nosa) als auch Gram-positive Bakterien (Staph. aureus,
S. pneumoniae, Enterococcus faecalis) eine Peptidoglycan-
schicht außerhalb der Cytoplasmamembran. Gram-negative
Bakterien haben außerdem eine geschlossene #ußere Mem-
bran, die eine Permeabilit#tsbarriere f6r Substanzen wie
Vancomycin ist. Daher k+nnen Vancomycin und Teicoplanin
nicht bis zur Peptidoglycan(PG-)schicht vordringen, wirken
also nicht gegen Gram-negative, sondern nur gegen Gram-
positive Bakterien.

Die PG-Schicht, deren Glycanstr#nge kovalent durch
Peptidbr6cken vernetzt sind (Abbildung 3a) und die so die
notwendige mechanische Stabilit#t erh#lt, sch6tzt die Bakte-
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Tabelle 1: Pathogene Bakterien und Krankheiten, die sie hervorrufen.

Gram-positive Erreger Gram-negative Erreger
Bakterium Infektion Bakterium Infektion

Staphylococcus Postoperative
Infektionen

Escherichia coli Harnwegsinfektionen,
Diarrhoe

Streptococcus Lungenentz@ndung Salmonella
typhimurium

Diarrhoe

Mycobacterium Tuberkulose Pseudomonas
aeruginosa

opportunistisches Pathogen
bei Mukoviszidose

Enterococcus Postoperative
Infektionen

Vibrio cholerae Cholera

Clostridium
difficile

Diarrhoe Yersinia pestis Pest

Abbildung 1. Bakterienzelle mit Angriffspunkten f@r Antibiotika.
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rienzelle bei Inderungen des osmotischen Drucks, durch die
die Zellen sonst zerrissen w6rden. Die meisten Querverbin-
dungen werden durch Transpeptidasen eingef6hrt, die den
Angriff der e-Aminogruppe von Lysin an Position 3 einer
Peptidkette auf die Carbonylgruppe von d-Ala4 in einer
benachbarten Kette katalysieren. Gleichzeitig zur Bildung
dieser Lys-d-Ala-Isopeptidverkn6pfung wird eine d-Ala4-d-
Ala5-Bindung gespaltet, sodass netto eine Transpeptidierung
erfolgt. Es gibt die unterschiedlichsten Transpeptidasen, und
viele sind Zielenzyme f6r b-Lactam-Antibiotika, die die N-
Acyl-d-Ala-d-Ala-Peptidsubstrate nachahmen.[14,15] Die
Transpeptidase leitet einen katalytischen Zyklus mit einem
Penicillinmolek6l ein, indem sie das b-Lactam angreift und
ein Acyl-Enzym-Analogon bildet, das stabiler ist als das
normale PG-d-Ala4-Enzym.[16,17] Die langsam hydrolysieren-
den Penicilloyl-Enzym-Intermediate inaktivieren die Trans-
peptidasen wirkungsvoll, indem sie ihr aktives Zentrum
besetzen und damit die Einf6hrung der PG-Isopeptid-Ver-
netzung blockieren und so die mechanische Belastbarkeit des
PG-Netzes vermindern (Abbildung 3b).

Es gibt eine zweite Variante, die
Vernetzung der PG-Schicht zu ver-
hindern. Hierbei werden die Pen-
tapeptidstr#nge des noch nicht ver-
kn6pften Transpeptidase-Substrats
komplexiert und so der enzymati-
schen Vernetzung entzogen. Nach
diesem Mechanismus wirken die
Glycopeptid-Antibiotika.[18,19] Van-
comycin bindet an freie PG-Termini
mit demN-Acyl-d-Ala-d-Ala-Ende
als hochaffine Bindestelle. Williams
et. al kl#rten den Mechanismus der
Wechselwirkung zwischen Wirk-
stoff und Angriffsstelle und identi-
fizierten f6nf Wasserstoffbr6cken-
bindungen zwischen der Oberfl#che
von Vancomycin und dem N-Acyl-
d-Ala-d-Ala-PG-Terminus (Abbil-
dung 4a).[20,21] Die unvernetzten
Peptidoglycanketten sind sowohl
in die Mureinschicht eingebaut als
auch an den C55-Undecaprenol-PP-
Carrier (Lipid II) an der Außen-
seite der Cytoplasmamembran ge-
bunden (Abbildung 4b) – an beiden
greifen Vancomycin und Teicopla-
nin vermutlich an.[22,23] Penicilline
und Vancomycine blockieren zu-
sammen den gleichen Schritt bei
der Vernetzung des Peptidoglycans:
die einen inaktivieren das Enzym,
die anderen ziehen das Substrat aus
dem Verkehr.

3. Resistenzentwicklung

Wird ein Antibiotikum eingef6hrt und h#ufig bei Men-
schen eingesetzt, wird dadurch unweigerlich auf resistente
Bakterienst#mme selektioniert; dies verringert die Wirksam-
keit des Mittels und macht eine erneute Antibiotika-Suche,
-Entwicklung und -Synthese n+tig. Die Resistenzentwicklung
wird durch zwei Eigenschaften bakterieller Populationen
ausgel+st: die große Zahl an Bakterien, die an einer Infektion
beteiligt sind, und ihre Mutationsh#ufigkeit. Bei einer mas-
siven Infektion in Tier oder Mensch k+nnen Keimzahlen von
109–1010 Bakterien erreicht werden. Spontane Mutationen
treten typischerweise bei etwa einer Zelle pro 107 Wildtyp-
zellen auf. Bei einer solchen H#ufigkeit sind demnach etwa
tausend Mutanten in einer Population von 1010 Zellen
vorhanden. Wenn diese Mutationen zuf#llig entstanden sind,
sollten sie gleichm#ßig verteilt sein, also etwa eine Mutation
pro Gen bei etwa tausend Genen im bakteriellen Genom.
Werden die Bakterien nun einem Antibiotikum ausgesetzt,
werden die meisten sterben. Wenn allerdings eine oder
mehrere Mutationen in einem bestimmten Gen das Genpro-
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Tabelle 2: Antibiotika-Zielstrukturen und Resistenzmechanismen.

Antibiotikum Zielstrukturen Resistenzmechanismus

Zellwand
b-Lactame Transpeptidase/

Transglycosylasen (PBPs)
b-Lactamasen,
PBP-Mutanten

Vancomycin d-Ala-d-Ala-Termini von
Peptidoglycan und Lipid II

Umprogrammierung von d-Ala-d-Ala zu
d-Ala-d-Lac oder d-Ala-d-Ser

Teicoplanin d-Ala-d-Ala-Termini von
Peptidoglycan und Lipid II

Umprogrammierung von d-Ala-d-Ala zu
d-Ala-d-Lac oder d-Ala-d-Ser

Proteinsynthese
Erythromycine Peptidyltransferase/

Ribosomen
rRNA-Methylierung/Export

Tetracycline Peptidyltransferase Wirkstoffexport
Aminoglycoside Peptidyltransferase Wirkstoffmodifizierung
Oxazolidinone Peptidyltransferase unbekannt

DNA-Replikation/Reparatur
Fluorchinolone DNA-Gyrase Gyrase-Mutationen

Abbildung 2. Aufbau der Zellwand von Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien.
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dukt so ver#ndern, dass es Resistenz verleiht, wird daraus ein
Selektionsvorteil f6r die Mutante erwachsen; sie wird 6ber-
leben, den Lebensraum ausf6llen, der von den sterbenden
(sensitiven) Nachbarn freigemacht wurde, und die Population
dominieren. Das Auftreten von Resistenzen ist eine Frage des
„wann“, nicht des „ob“, und das beinahe unabh#ngig von
Struktur und Typ des Antibiotikums. Die Resistenz kann
durch die Mutation eines einzelnen Gens hervorgerufen
werden; in anderen F#llen m6ssen mehrere Mutationen
zusammenkommen, bevor ein signifikanter Wachstumsvor-
teil und eine Resistenz entstehen. In Abschnitt 5 ist beschrie-
ben, dass erst eine Inderung des Peptidoglycan-Biosynthe-
sewegs durch f6nf Genmutationen zu einer signifikanten
Resistenz gegen Vancomycin in Enterococcen-Klinikisolaten
f6hrte.

4. Wirkmechanismus der Glycopeptid-Antibiotika

Das Hauptaugenmerk dieses Aufsatzes liegt auf der
Familie der Glycopeptid-Antibiotika; diese Naturstoffe wer-
den von der Bakterienordnung der Actinoplanes gebildet.
Nach der Entdeckung von Vancomycin in einer Erdprobe, die
in den 50er Jahren des vorigen Jahrhunderts in Borneo

entnommen wurde, wurden Dutzende verwandter Glycopep-
tid-Antibiotika aus Bodenbakterien von Amycolaptosis- und
Streptomyces-St#mmen isoliert.[24] Vertreter der beiden wich-
tigsten Untergruppen sind die Antibiotika Vancomycin und
Teicoplanin (Schema 1), die eine Heptapeptideinheit als
zentrales Strukturelement haben; die Arylseitenketten der
Aminos#urereste an dieser Heptapeptideinheit sind stark
vernetzt, sodass dem Peptidger6st eine starre kuppelf+rmige
Gestalt aufgezwungen wird. Das Peptidger6st hat in beiden
Verbindungen die Konfiguration d-d-l-d-d-l-l. Es wird von
einem nichtribosomalen Peptidsynthetase-Komplex gebildet,
was als entscheidend f6r eine Konformation angesehen wird,
die eine Cyclisierung der Seitenketten erm+glicht. Vancomy-
cin tr#gt nichtproteinogene Aminos#uren als Reste in den
Positionen 4 und 5 (4-Hydroxyphenylglycin, Hpg) sowie in
Position 7 (3,5-Dihydroxyphenylglycin, Dpg); Teicoplanin
enth#lt zus#tzlich in Position 1 Hpg und in Position 3 Dpg.
Vancomycin hat drei oxidativ gekn6pfte Querverbindungen
zwischen den Arylseitenketten 2–4, 4–6 und 5–7, w#hrend
Teicoplanin zwischen den zus#tzlichen Arylseitenketten an
Position 1 und 3 eine weitere Br6cke tr#gt, sodass alle
Seitenketten miteinander verbunden sind.

Dazu kommt die Saccharid-Komponente der Glycopep-
tid-Antibiotika. Bei Vancomycin ist an das phenolische
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Abbildung 3. a) Peptidoglycan-Biosynthese. b) Wirkmechanismus von Penicillinen.

B. K. Hubbard und C. T. WalshAufs�tze

756 Angew. Chem. 2003, 115, 752 – 789



Sauerstoffatom von 4-Hydroxy-PheGly in Position 4 ein
Disaccharid gebunden, w#hrend bei Teicoplanin Zuckerreste
an den Positionen 4, 6 und 7 h#ngen. Das Disaccharid in
Vancomycin ist ein Vancosaminyl-1,2-Glucosylrest; l-Vanco-
samin selbst ist eine 2,3,6-Tridesoxy-3-amino-3-methyl-l-
hexose, die von der produzierenden Zelle ausschließlich f6r
dieses Antibiotikum hergestellt wird. In Vancomycinanaloga
finden sich Zucker, die mit Vancosamin verwandt sind,

darunter 4-Oxo-l-Vancosamin in Balhimycin und 4-Epi-l-
Vancosamin in Chloreremomycin (Schema 2). In Chlorere-
momycin befindet sich ein zweites l-Epivancosamin am b-
Hydroxy-Substituenten von b-OH-Tyr in Position 6. Weitere
Zuckersubstituenten von Mitgliedern der Vancomycinfamilie
sind wurden von Nicolaou et al. beschrieben[25] oder sind in
Abschnitt 12, Tabelle 8 aufgelistet. In Teicoplanin befindet
sich ein N-Acyl-d-Glucosamin an den Resten 4 und 6, an die
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Abbildung 4. a) Wasserstoffbr@ckenbindungen bei der Wechselwirkung von Vancomycin mit N-Acyl-d-Ala-d-Ala, N-Acyl-d-Ala-d-Lac und N-Acyl-d-
Ala-d-Ser. b) Wasserstoffbr@ckenbindungen bei der Wechselwirkung von Vancomycin mit dem Zellwand-Zwischenprodukt. c) Raumf@llendes Mo-
dell von Vancomycin, gebunden an N2,6-Bis(acyl)-l-Lys-d-Ala-d-Ala. Vancomycin ist blau, das Peptid orange und rot dargestellt.
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d-Glucose am Aminos#urerest 4 ist ein langkettiger Acylrest
angeheftet, am Rest 6 findet sich zus#tzlich die weit verbrei-
tete N-Acetylglucose, und zudem ist ein Mannoserest an die
Aminos#ure 7 gebunden. In der Teicoplanin-Familie gibt es
auch Verbindungen ohne Zuckerreste wie A47934 aus
Streptomyces toyocaensis mit einer Sulfatgruppe an Rest 3
(Schema 2).

Vancomycin, Teicoplanin und andere Glycopeptid-Anti-
biotika mit dem versteiften, vernetzten Heptapeptidger6st
erkennen das N-Acyl-d-Ala4-d-Ala5-terminale d-,d-Dipeptid
in unverkn6pften PG-Str#ngen sowie in Lipid-II-Molek6len
und bilden hochaffine Komplexe 6ber f6nf Wasserstoffbr6-
ckenbindungen (Abbildung 4a) zwischen der Unterseite des
Glycopeptids und den Amid- und Carbonylgruppen des PG-
Endes (Abbildung 4a). Im raumf6llenden Modell erkennt
man, dass die komplement#ren Oberfl#chen eine passgenaue
Zusammenlagerung des Antibiotikums mit dem Liganden
N2,6-Bis(acyl)-l-Lys-d-Ala-d-Ala erm+glichen. Ein solches
Modell ist in Abbildung 4c gezeigt, in dem die Methyl-
Seitenkette von d-Ala5 eng in den Hohlraum des Antibio-
tikums gepackt ist. Die d-Ala4-d-Ala5-Amidbindung ist in
dem Komplex mit dem Glycopeptid abgeschirmt und damit
von der Erkennung durch die vernetzenden Transpeptidasen
ausgeschlossen.

5. Selbstschutz in Glycopeptid produzierenden
Organismen

Die meisten Bakterien, die Antibiotika produzieren,
haben Strategien zum Selbstschutz und zur Immunit#t gegen
die Wirkung dieser chemischen Waffen entwickelt. Die
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Schema 1. Strukturformeln von Vancomycin und Teicoplanin.

Schema 2. Strukturformeln von Chloreremomycin, Balhimycin, A47934, Complestatin und Orienticin C.
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Biosynthesegene nichtribosomal synthetisierter Peptid- und
Polyketid-Antibiotika sind oft mit den Immunit#t vermit-
telnden Genen „geclustert“ (Abschnitt 7). Dieses gemeinsa-
me Vorkommen von Antibiotika-Produktions- und -Re-
sistenzgenen erm+glicht eine koordinierte Regulation. Wenn
die Biosynthesegene f6r die Antibiotika aktiviert werden,
werden gleichzeitig auch die Resistenzgene aktiviert. Daher
wurde vermutet, dass Produktions- und Resistenzgene sich
gemeinsam entwickelt haben.[26] Zu den typischen Resistenz-
gen-Produkten geh+ren Transmembranproteine, die als Pum-
pen dienen: Sie pumpen die entstehenden Antibiotika-
Molek6le aus der Zelle und halten somit die intrazellul#re
Konzentration in den produzierenden Bakterien unterhalb
eines kritischen Schwellenwertes.[27,28] Solche Antibiotika-
Pumpen findet man auch in den Biosyntheseclustern der
Glycopeptid-Antibiotika.

Ein spezifischerer Schutzmechanismus wurde inzwischen
bei den Produzentenst#mmen von A47934, Streptomyces
toyocaensis, und Teicoplanin, Actinoplanes teicomyceticus,
gefunden;[29,30] m+glicherweise liegt hier auch die Quelle der
Resistenzgene von pathogenen Enterococcen, von denen
sp#ter die Rede sein wird. Eine Kassette mit drei Genen, die
drei Enzyme kodieren, wird exprimiert, wenn die Enzyme der
Glycopeptid-Antibiotika-Produktion aktiviert werden. Die
Resistenzgene f6hren zur Umprogrammierung der Synthese
der Peptidoglycan-Termini (Abbildung 5). Das erste der drei
Resistenz vermittelnden Enzyme, VanH, reduziert Pyruvat zu
d-Lactat, das zweite (DdlM) verkn6pft dieses d-Lactat mit d-
Alanin zu dem Depsipeptid d-Ala-d-Lactat. Das dritte
Enzym, VanX, hydrolysiert inzwischen das d-Ala-d-Ala-

Dipeptid, das durch die d-Ala-d-Ala-Ligase gebildet wurde.
Insgesamt sinkt dadurch die Konzentration der physiologi-
schen Zellwand-Vorstufe d-Ala-d-Ala, w#hrend die des
Metaboliten d-Ala-d-Lactat steigt. Das MurF-Enzym, das
normalerweise d-Ala-d-Ala als Substrat umsetzt, kann dieses
nun nicht finden und benutzt stattdessen d-Ala-d-Lactat f6r
die Kondensation mit UDP-Muramyltripeptid f6r die Syn-
these von UDP-muramyl-d-Ala-d-isoGlu-l-Lys-d-Ala-d-
Lactat, das Depsipeptidanalogon des normalen UDP-mura-
myl-pentapeptids.[31] . Dieses Analogon wird glycosyliert, auf
den C55-Lipid-PP-Carrier 6bertragen, auf die Außenseite der
Cytoplasmamembran geschleust und f6r die Elongation des
Peptidoglycan benutzt (Schema 3). Die Transpeptidasen k+n-
nen f6r die Vernetzung auch die Tetrapeptidyl-d-Lactat-
Kette umsetzen und spalten dabei die d-Ala4-d-Lac5-Ester-
bindung, wenn die Isopeptidbindung f6r die Br6ckenbindung
gebildet ist.

Insgesamt l+st die Expression der drei Resistenzenzyme
eine Umprogrammierung der cytoplasmatischen Schritte der
PG-Synthese aus, sodass anstelle von d-Ala-d-Ala d-Ala-d-
Lactat gebildet und nach außen transportiert wird. Wie im
n#chsten Abschnitt beschrieben ist die Affinit#t von Vanco-
mycin f6r die PG-d-Ala-d-Lactat-Kettenenden 1000 fach
niedriger als f6r die PG-d-Ala-d-Ala-Termini. Die Produ-
zentenst#mme haben die Zellwand-Biosynthese umprogram-
miert, um gegen Vancomycin und Teicoplanin immun zu
werden.

6. Die molekulare Grundlage der VanA- , VanB- und
VanC-Ph%notypen in vancomycinresistenten
Enterococcen

Als sich die Antibiotika-Resistenzen in den 80er Jahren
des vorigen Jahrhunderts ausbreiteten, besonders mit dem
Auftauchen methicillinresistenter Staphylococcus-aureus-
St#mme (MRSA), wurde Vancomycin immer wichtiger und
zunehmend f6r die Behandlung lebensbedrohlicher Gram-
positiver bakterieller Infektionen eingesetzt. Es ist inzwi-
schen das Mittel der Wahl bei Endocarditis, bei vielen
Bakteri#mien von Patienten, die an Krebs erkrankt sind
und sich einer Chemotherapie unterzogen haben, und ist das
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Abbildung 5. Gen-Kassetten f@r die Vancomycinresistenz im Produkti-
onsorganismus und in resistenten StGmmen.

Schema 3. Biosynthese und Einbau des d-Ala-d-Lac-Terminus des Peptidoglucans.
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letzte wirksame Mittel bei der Behandlung von MRSA-
Infektionen in Krankenh#usern.[32] Durch den ausgedehnte-
ren Einsatz von Vancomyin in Hospit#lern tauchten aber
auch vancomycinresistente Gram-positive Pathogene auf,
haupts#chlich vancomycinresistente Enterococcen (VRE).
VRE wurden als opportunistische Pathogene eingestuft, die
selektioniert werden, wenn andere Bakterien absterben.[33]

Die H#ufigkeit von VRE in Klinikisolaten nahm alarmierend
schnell von 0,4% im Jahr 1987 auf 16% in nur sechs Jahren
zu[34] und ging mit einer hohen Mortalit#tsrate einher. Etwa
95% der VRE sind Enterococcus-faecalis- und die 6brigen
5% Enterococcus-faecium-St#mme. Zwei klinische Haupt-
ph#notypen wurden als VanA und VanB beschrieben (Ta-
belle 3); sie unterscheiden sich haupts#chlich durch ihre
unterschiedliche Empfindlichkeit gegen6ber Teicoplanin
(VanA ist resistent, VanB sensitiv).[3,35] Ein dritter, weniger
wichtiger klinischer Ph#notyp ist VanC; außerdem wurden
Varianten der Ph#notypen A und B nachgewiesen.[36,37]

Den Ph#notypen VanA und VanB von VRE liegt die
gleiche molekulare Logik zugrunde wie der Resistenz der
Glycopeptid-Antibiotika-Produzenten, n#mlich eine Umpro-
grammierung der Peptidoglycan-Termini von d-Ala-d-Ala zu
d-Ala-d-Lactat. F6r diese induzierbare enzymatische Um-
programmierung ist eine Kassette mit f6nf Genen erforder-
lich: vanR, vanS, vanH, vanA, vanX, in der vanH die d-
spezifische Pyruvatreduktase, vanA die d-Ala-d-Lactatligase
und vanX die d-Ala-d-Ala-Dipeptidase kodiert. Damit wird
der Stoffwechselweg aus Abbildung 5 er+ffnet, in dem d-Ala-
d-Lactat gebildet und d-Ala-d-Ala selektiv zerst+rt wird.[31,38]

Vancomycin bindet an N-Acyl-d-Ala-d-Lactat mit 1000 fach
niedrigerer Affinit#t als an N-Acyl-d-Ala-d-Ala, was die um
drei Gr+ßenordnungen h+here minimale Hemmkonzentra-
tion (MIC) erkl#rt (Tabelle 3), die in VRE-Klinikisolaten
vom VanA- und VanB-Typ bestimmt wurde.[39] In Abbil-

dung 4a ist zu sehen, dass der Komplex von Vancomycin mit
N-Acyl-d-Ala4-d-Ala5 eine Wasserstoffbr6cke mehr enth#lt
als der mit N-Acyl-d-Ala4-d-Lactat5.[31, 35] Wahrscheinlich
tragen außerdem elektrostatische Abstoßungen zwischen
dem Vancomycin-Carbonylsauerstoffatom und dem Ester-
Sauerstoffatom der d-Ala-d-Lactat-Bindung zum Abfall der
Affinit#t auf ein Tausendstel bei.

Der vancomycinresistente Ph#notyp von VanA- und
VanB-VRE ist durch das Antibiotikum induzierbar; dies
wird durch die beiden anderen Proteine, VanS und VanR
vermittelt, die auch in der f6nf Gene umfassenden Re-
sistenzkassette kodiert sind. Das Paar aus VanS und VanR
bildet ein Regulationssystem aus zwei Komponenten, in dem
VanS eine als Transmembran-Sensor fungierende Proteinki-
nase ist und VanR ein DNA-bindender Response-Regulator
(Abbildung 5).[40] Vancomycin und Teicoplanin an der Außen-
seite der Enterococcen-Zellwand induzieren beim VanA-
Ph#notyp die Aktivit#t des VanS-Transmembranproteins, sich
an der cytoplasmatischen Histidinkinasedom#ne zu auto-
phosphorylieren, vielleicht durch eine Dimerisierung von
VanS durch den externen Liganden – dies w6rde die
cytoplasmatischen Dom#nen f6r eine Transphosphorylierung
nahe genug zusammenbringen. Beim VanB-Ph#notyp kann
dies nur durch Vancomycin ausgel+st werden.[41] Die Phos-
phohistidyl-VanS-Kinasedom#ne 6bertr#gt dann die Phos-
phatgruppe auf eine konservierte Aspartyl-b-COOH-Seiten-
kette in der N-terminalen Acceptordom#ne von VanR.
Phospho-VanR hat eine geringere Bindungsaffinit#t zu seinen
DNA-Zielsequenzen als VanR, wodurch P-VanR von den
Promotorregionen der vanHAX-Gene dissoziiert und so die
transkriptionale Repression aufhebt.[42] Daraufhin leiten die
VanHAX-Enzyme die Umprogrammierung der Peptidogly-
cansynthese ein, in deren Verlauf die d-Ala-d-Ala-PG-
Termini durch d-Ala-d-Lactat ersetzt werden.
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Tabelle 3: Resistenzmechanismen und die Empfindlichkeit resistenter Arten gegen@ber Vancomycin und Teicoplanin.

Charakteristikum Vertreter
VanA VanB VanC VanD VanE*

Genetische Charakteristika erworben
(Gen Tn1546)

erworben
(Gen Tn1547)

intrinsisch
(chromosomal kodierte
Eigenschaft der Art)

erworben erworben

Terminus der Peptidoglycan-Vorstufe d-Ala-d-Lac d-Ala-d-Lac d-Ala-d-Ser d-Ala-d-Ser d-Ala-d-Ser

Minimale Hemmkonzentration
(mgmL�1)

Vancomycin 64 bis >1000 4 bis >1000 2 bis 32 16 bis 64 16
Teicoplanin 16 bis 512 0.5 bis >32 0.5 bis 1 2 bis 4 0.5

Ligasegen vanA vanB vanC-1 und
vanC-2/vanC-3

vanD vanE

Bakterien, bei denen diese Resistenz-
gene in der Natur vorkommen

Enterococcus faecium,
E. faecalis, E. durans,
E. mundtii, E. avium,
E. gallinarum, E. casseliflavus,
Bacillus circulans,
Streptococcus gallolyticus,
Corynebacterium sp. ,
Arcanobakterien,
Lactococcen, Oerskovia

E. faecalis, E. faecium,
Streptococcus bovis,
S. gallolyticus

E. gallinarum und
E. casseliflavus/E. favescus

E. faecium E. faecalis

Bakterien, auf die die Vancomycin-Re-
sistenz im Labor von Enterococcen
@bertragen wurde

S. sanguis, S. pyogenes,
Listerien und
Staphylococcus aureus

E. faecalis, E. faecium,
gemeinsam mit Ampicillin-
Resistenz
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Die unver#nderte Sensitivit#t von VRE des VanB-Typs
gegen6ber Teicoplanin geht ausschließlich darauf zur6ck,
dass das Antibiotikum nicht von der VanSB-Sensorkinase
erkannt wird und daher die drei Enzyme, die die PG-Synthese
modifizieren (VanHB, VanAB und VanXB), nicht angeschaltet
werden.[43,44] Dies ließ sich an Mutanten zeigen, die die
Resistenz gegen Teicoplanin erworben hatten; alle Mutatio-
nen gingen auf Aminos#ureaustausche in VanSB zur6ck,
welches nun das Signal an VanRB 6bermittelte. Diese
Befunde stimmen mit der Auffassung 6berein, dass die
Glycopeptide Vancomycin (VanSA, VanSB) und Teicoplanin
(VanSA) die direkten Liganden f6r die externenDom#nen der
Sensorkinasen sind.
Enterococcus gallinarum, das den VanC-Ph#notyp aus-

pr#gt, exprimiert eine konstitutive d-Ala-d-Ser-Ligase. Das
Bakterium folgt damit dem allgemeinen Prinzip, dass die
Vancomycinresistenz durch eine Umprogrammierung der
Peptidoglycan-d-Ala-d-Ala-Termini herbeigef6hrt wird.[45,46]

Die Analyse der PG-Termini ergab, dass die d-Ala-d-Ser-
Gruppierung mit der gr+ßeren CH2OH-Gruppe von d-Ser5
bezogen auf die CH3-Gruppe von d-Ala5 (Abbildung 4a)
eine verringerte Bindungsaffinit#t f6r Vancomycin um eine
Gr+ßenordnung und entsprechend eine Erh+hung der MIC-
Werte um eine Gr+ßenordnung nach sich zieht (Tabelle 3).
Interessanterweise gibt es sogar E.-faecalis-St#mme, die
Vancomycin zum Oberleben ben+tigen.[47] Diese tragen
Mutationen, die die chromosomale d-Ala-d-Ala-Ligase in-
aktivieren; nur wenn die Vancomycin-induzierte d-Ala-d-
Lactat-Ligase (VanA) stattdessen exprimiert wird, kann
dieses Bakterium Peptidoglycan synthetisieren und 6berle-
ben.

7. Biologische und chemische Synthesestrategien

Die Synthese und der Aufbau von Vancomycin aus seinen
Bausteinen sind sowohl f6r den produzierenden Organismus
als auch f6r den synthetisch arbeitenden Chemiker eine echte
Herausforderung. Das Hauptaugenmerk dieses Aufsatzes
liegt auf der Analyse der Biosynthese von Glycopeptid-
Antibiotika; die Ans#tze zur chemischen Synthese wurden
bereits von Nicolaou et al.[25] vorgestellt. Dennoch ist es
aufschlussreich, die erfolgreichen Synthesestrategien, die von
drei Arbeitsgruppen geplant und umgesetzt wurden (Evans
et al. ,[48–51] Nicolaou et al.[52–56] und Boger et al.[57]) mit dem
L+sungsweg der Natur zu vergleichen. Die gr+ßte Schwierig-
keit besteht in der Einf6hrung der drei Verbindungen (zwei
Diarylether, eine C-C-Bindung), die die f6nf Arylseiten-
ketten im Vancomycin-Heptapeptid und alle sieben Aryl-
seitenketten (drei Diarylether und eine C-C-Bindung) in der
Teicoplanin-Unterklasse zusammenhalten.

Die erste Synthese eines Aglycons vom Vancomycintyp
war die des Orienticin (Schema 2), das sich vom Vancomycin-
Aglycon nur durch das Fehlen der Chlorsubstituenten am b-
Hydroxy-Tyr-2 und -Tyr-6 unterscheidet.[50] Ein Unterschied
zwischen Biosynthese und chemischer Synthese besteht darin,
dass die Amycolaptosis-orientalis-Bakterien ungesch6tzte
Aminos#ure-Monomere einsetzen, w#hrend die Chemiker
Schutzgruppen anbringen (Schema 4). F6r die Biosynthese
sind f6nf Aminos#uren erforderlich, von denen zwei, d-Hpg
an den Positionen 4 und 5 und l-Hpg an Position 7, nicht
proteinogen sind und speziell f6r diese Biosynthese herge-
stellt werden. Die gesch6tzten Monomere, die von den
Gruppen von Evans, Nicolaou und Boger verwendet wurden,
sind in Schema 4 zusammengestellt (AA-1-A bis AA-7-Avon
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Schema 4. Monomere f@r die chemische und die biologische Synthese von Vancomycin.
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Evans et al. , AA-2-B bis AA-7-B von Nicolaou et al. und
AA-3-C und AA-7-C f6r Boger et al.). Die Schutzgruppen an
AA-1-A, -3-A und -7-A sind nicht ungew+hnlich, w#hrend
mit den anderen vier Schutzgruppen die Verkn6pfungen 2-4,
4-6 und 5-7 eingeleitet werden. Analog wurde mit dem
Schutzverfahren vonAA-4-B die doppelte Vernetzung zu den
Resten 2 und 6 im Verlauf der Synthese vorbereitet.

7.1. Ablaufschema f'r Synthese und Vernetzung der Monomere

Eine retrosynthetische Analyse der drei chemischen
Wege zum Aufbau der Glycopeptide zeigt, dass der Ansatz
von Nicolaou et al. (Schema 5) sich etwas von denen von
Evans et al. und auch von Boger et al. unterscheidet (Sche-
ma 6). Zur besseren Obersicht sind die Schutzgruppen, die f6r
die Synthesen notwendig sind, in diesen Schemata wegge-
lassen. In allen drei Synthesen wird zun#chst die 5-7-C-C-
Bindung und dann die 4-6-Bindung aufgebaut. Zuletzt
werden die 2-4-Diaryletherbindungen gekn6pft und damit
das Aglyconger6st fertiggestellt. Nicolaou et al. bauten als
erste Verbindung die 5-7-Diaryletherbr6cke auf, gefolgt von
der 5-6- und der 4-5-Peptidbindung. Dann wurde die 4-6-
Diarylether-Bindung eingef6hrt, anschließend die 6-7-Amid-
bindung zur Erstellung des makrobicyclischen, doppelt 6ber-
br6ckten Tetrapeptides mit den Resten 4-7. Das Tripeptid 1-3
wurde zusammengesetzt und 6ber die 3-4-Peptidbindung
angekuppelt. Dem entstehenden Heptapeptid fehlt dann nur
noch die 2-4-Diarylether-Bindung. Mit deren Einf6hrung und
der Entsch6tzung der Seitenketten (nicht gezeigt) ist die
Synthese abgeschlossen, wobei das vollst#ndig vernetzten
Heptapeptid mit drei Ringen erhalten wurde.

Die Syntheseplanungen von Evans und Boger beginnen
mit dem 5-7-Tripeptid und der Einf6hrung der 5-7-Bindung.
Es folgen der Einbau der Restes 4 6ber die 4-5-Amidbindung
zum einfach verbr6ckten Tetrapeptid und die Kn6pfung der
4-6-Diarylether-Bindung. Dieses Zwischenprodukt wurde mit
dem 1-3-Tripeptid zu dem angestrebten Heptapeptidger6st
verbunden, in das nur noch die 2-4-Diarylether-Bindung
eingef6hrt werden muss. Alle drei Wege sind hoch kon-
vergent und mit 28 Stufen die l#ngste lineare synthetische
Sequenz. In jedem Fall erfolgt die Verkn6pfung mit dem
Zucker nach Abschluss der Aglycon-Synthese. Die Synthesen
sind bemerkenswerte H+hepunkte der synthetischen Chemie.
Eine Oberf6hrung in ein Produktionsverfahren mit durch-
schnittlich 95 Stufen aus einfach zug#nglichen Ausgangs-
materialien ist allerdings nicht praktikabel.

Eine vergleichbare retrosynthetische Zerlegung der Van-
comycin-Biosynthese ist Schema 7 zu entnehmen. Ein auf-
f#lliger Unterschied neben dem Fehlen jeglicher Schutz-
gruppen ist der Aufbau des vollst#ndigen linearen Heptapep-
tids bevor die erste Arylseitenketten-Vernetzung erfolgt.
Dadurch entstehen große Probleme bei der Steuerung der
Konformerenbildung bei den nachfolgenden drei regio- und
stereospezifischen Ringschl6ssen durch die beteiligten Enzy-
me. Aus Untersuchungen mit Knock-out-Mutanten ist be-
kannt, dass die 4-6-Diarylether-Bindung als erste gebildet
wird; die Reihenfolge der 2-4- und 5-7-Bindungskn6pfung ist
jedoch noch nicht gekl#rt.[58, 59] Wir werden die Enzymaus-

stattung f6r nichtproteinogene Aminos#urereste in Ab-
schnitt 9 und die enzymatische Vernetzung in Abschnitt 11
diskutieren. Vom Anfang der Synthese bis zum voll glycosy-
lierten Vancomycin umfasst der Biosyntheseweg etwa 35
Stufen.

8. Gencluster f'r die Biosynthese des Peptidger'sts
und die modifizierenden Enzyme

Kennt man die DNA-Sequenz der Gencluster, die die
Antibiotika-Biosynthese steuern, kann man daraus den Ver-
lauf der Synthese ableiten und die Funktionen der einzelnen
offenen Leserahmen (open reading frames, orfs) anhand der
Homologie mit Proteinen bekannter Funktion und anhand
der Lokalisation eines orfs relativ zu den 6brigen Genen des
Clusters erschließen. Die Sequenzdaten f6r die Antibiotika
der Vancomycingruppe werden nach und nach verf6gbar. Bis
heute wurde das gesamte Cluster f6r die Synthese von
Chloreremomycin, einer Verbindung der Vancomycinklasse,
und von Complestatin (Schema 2), einem nichtglycosylierten
Molek6l, ver+ffentlicht.[60,61] Eine Teilsequenz des Balhimy-
cin-Clusters liegt ebenso vor wie Kartierungsdaten des
Teicoplanin-Clusters,[62,30] und auch die Sequenz des
A47934-Clusters wurde beschrieben.[145]

8.1. Chloreremomycin und Balhimycin

Etwa 40 zusammenh#ngende Gene des Chloreremomy-
cin-Produzenten (Cep) Amycolaptosis orientalis wurden se-
quenziert und von van Waginengen et al. teilweise anno-
tiert.[60] Nach gegenw#rtigem Stand k+nnen 30 dieser Cep-
orfs sicher Genen im Glycopeptid-Biosyntheseweg zugeord-
net werden; diese sind in Tabelle 4 als orfs 1–30 in der
Reihenfolge ihres Erscheinens (Abbildung 6) aufgelistet.
Daneben enth#lt die Tabelle Angaben 6ber die Namen der
Proteine, ihre vorhergesagte oder bekannte Funktion und
6ber Cosubstrate und Cofaktoren f6r die Enzymaktivit#t. Die
Analyse der Start- und Stopp-Codons dieser 30 Gene weist
auf mindestens 19 mRNA-Transkripte hin. Dies bedeutet,
dass mehrere der Gene zusammen (polycistronisch) trans-
kribiert werden. Zwischen einigen Stopp- und Start-Codons
gibt es Oberlappungen, wie aus Tabelle 4 zu erkennen ist.
Eine solche Reihenfolge ist typisch f6r eine translationale
Kopplung. Von den 30 Genprodukten sind inzwischen
mindestens 23 weitgehend gereinigt und auf ihre katalytische
Aktivit#t untersucht worden. Dies wird in den n#chsten
Abschnitten diskutiert werden.

F6nf verschiedene Aminos#uren werden an identischen
Stellen der Heptapeptide von Chloreremomycin, Vancomy-
cin und Balhimycin eingebaut (Schema 4). Zwei davon sind
nichtproteinogen (Hpg und Dpg), w#hrend eine dritte, 3-
Chlor-b-hydroxytyrosin, eine nichtproteinogene Variante von
Tyrosin ist. Vermutlich sind Enzyme f6r die De-novo-Bio-
synthese von Hpg und Dpg ebenfalls in dem Cluster
lokalisiert. Die vierstufige Synthese zum Hpg wird mithilfe
der vier Orfs 1, 17, 21 und 22 beschritten, w#hrend die vier
Orfs 27–30 den Weg zum Dpg weisen. Die Umwandlung der
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Schema 5. Retrosynthetische Analyse der chemischen Synthese von Vancomycin nach Nicolaou et al.
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normalen Aminos#ure l-Tyrosin in 3-Chlor-b-hydroxy-Tyr,
das in den Positionen 2 und 6 des Heptapeptidger6sts einge-
baut wird, wird vermutlich durch die vier Orfs 10, 18, 19 und
20 bewerkstelligt. Die genaue Funktion dieser zw+lf Orfs wird
im n#chsten Abschnitt beschrieben.

Drei Orfs, CepA, CepB und CepC stellen mit der
nichtribosomalen Peptidsynthetase das „Fließband“ f6r die
Produktion des Heptapeptids bereit. Weitere drei Orfs, 7, 8
und 9, sind als H#mproteine an der oxidativen Vernetzung des
Heptapeptids beteiligt. Acht der verbleibenden zw+lf Orfs
sind an der Bildung und Obertragung der Zuckerreste auf das
Glycopeptid beteiligt. Die Orfs 14, 23, 24, 25 und 26 syn-

thetisieren dTDP-l-Epivancosamin aus dTDP-d-Glucose;
die Orfs 12–14 sind drei Glycosyltransferasen, die einen d-
Glucose- und zwei l-Epivancosamin-Zuckerreste auf das
Heptapeptidger6st 6bertragen. Orf 16 ist die N-Methyltrans-
ferase f6r die N-Methylierung des Leu1-Rests.[63] Orf 2 ist
vermutlich ein Transporter f6r die Sekretion von Chlorere-
momycin. Orf 15 weist Homologien zu Epimerasen auf, und
Orf 6 ist das einzige Genprodukt, f6r das es bislang noch
keine Funktionszuordnung gibt.

In der Partialsequenz des Balhimycin-Clusters wurden
bislang sieben vollst#ndige orfs identifiziert (Tabelle 5), die
fast genauso organisiert sind wie die orfs auf dem Cep-Cluster
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(Tabelle 4).[62] Die Balhimycin-Orfs sind homolog zu Cep-
Orf 6, drei H#mproteinen analog zu Cep 7–9, einer mutmaß-
lichen Halogenase, drei Glycosyltransferasen und einer Teil-
sequenz eines Cep-14-Homologen.

8.2. Complestatin

Der Naturstoff Complestatin (Schema 2) aus Streptomy-
ces lavendulae unterbindet Berichten zufolge Protein-Pro-
tein-Wechselwirkungen in der Komplement-Kaskade und bei
der gp120-CD4-Bindung im Vermehrungscyclus des HI-
Virus.[64–67] Das Molek6l hat unverkennbare Ihnlichkeiten
mit dem Peptidger6st von Vancomycin, ist aber nicht
glycosyliert. Das Biosynthese-Gencluster des Complestatin

wurde inzwischen sequenziert (Tabelle 6 undAbbildung 7).[61]

Complestatin ist ein Acyl-Hexapeptid mit sieben Arylseiten-
ketten. Die Vernetzung der elektronenreichen Arylseiten-
ketten der Reste 2-4-6 entspricht dem 2-4-6-Muster der
Verbindungsklassen von Vancomycin und Teicoplanin. Vier
der sechs Reste des Complestatin sind nicht proteinogen und
leiten sich vom Hpg ab. Der erste Rest, ein p-Hydroxy-3,5-
dichlorbenzoylformiat, k+nnte durch Oxidation aus p-Hy-
droxy-3,5-dichlorphenylglycin entstehen, das sich an den
Positionen 3 und 5 befindet. Complestatin enth#lt auch die
Aminos#ure Tryptophan, die unter allen anderen Verbindun-
gen der Vancomycinfamilie einzigartig ist.

Von den 16 Genen des Complestatin-Clusters sind die vier
orfs, die die Enzyme f6r die Hpg-Synthese kodieren (orfs 13–
16), homolog zu den entsprechenden cep-Genen. Die orfs 3–6
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kodieren vier Proteinuntereinheiten f6r die nichtribosomale
Proteinsynthese; #hnlich wie die CepA–C-Untereinheiten
haben sie sieben erkennbare Module, um die sieben Mono-
mere zu aktivieren. Zwei H#mproteine, Orf 10 und 11, sind
vermutlich die vernetzenden Oxidasen, die durch ein Ferre-
doxin (Orf 12) mit Elektronen versorgt werden. Von den
verbleibenden vier Genen sind wahrscheinlich zwei am
Transport beteiligt, eines ist ein Transkriptions-Regulator,
und auch hier gibt es ein Gen mit noch unbekannter
Funktion.

Da die Sequenzen f6r die Glycopeptid-Antibiotika der
Teicoplanin-Klasse nach und nach verf6gbar werden, ist es
wahrscheinlich, dass aus den gerade beschriebenen beiden
Beispielen der gemeinsame molekulare Syntheseverlauf be-
stimmter Aminos#uren und Amino/Desoxyzucker-Monome-

re ableitbar ist.[30] Dieser umfasst die nichtribosomale Syn-
these des Peptidger6sts und die Strategie f6r die enzymati-
sche Halogenierung, Oxidation und Glycosylierung dieser
großen Klasse von antibiotisch wirksamen Naturstoffen.

9. Enzymatische Bildung der nichtproteinogenen
Aminos%ure-Monomere

9.1. 4-Hydroxyphenylglycin

Jede Verbindung der Vancomycin- oder Teicoplaninfami-
lie der Glycopeptid-Antibiotika enth#lt die nichtproteinoge-
ne Aminos#ure Hpg. In Vancomycin und Teicoplanin ist an
jeder oxidativen Vernetzung ein Hpg-Rest beteiligt, sodass
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Tabelle 4: Gene im Chloreremomycin-Biosynthesecluster.

Orf-
Nr.

Zugriffsnr. Stoffwechselweg Proteinbez. vorhergesagte
Funktion

Cofaktoren
oder
Cosubstrate

Relatives
Start-
codon

Relatives
Stopp-
codon

Zahl der
Basenpaare

Zahl der
Amino-
sGuren

Trans-
kript-
Nr.

K[a] R[b] A[c]

1 CAA11792.1 Hpg PD Prephenat-
Dehydrogenase

1 1104 1104 367 1 þ � �

2 CAA11793.1 Transportprotein CepM ABC-Transporter ATP 1308 3260 1953 650 2 � � �
3 CAA11794.1 HeptapeptidAufbau CepA NRPS CoA, ATP 3257 12733 9477 3158 2 þ þ �
4 CAA11795.1 HeptapeptidAufbau CepB NRPS CoA, ATP 12908 25141 12234 4077 3 þ � �
5 CAA11796.1 HeptapeptidAufbau CepC NRPS CoA, ATP 25161 30743 5583 1860 4 þ þ �
6 CAA11799.1 unbekannt CepD 30740 30949 210 69 4 � � �
7 CAA11797.1 Oxidative

Br@ckenbildung
CepE Oxidation NADPH 31044 32246 1203 400 5 þ þ �

8 CAA11798.1 Oxidative
Br@ckenbildung

CepF Oxidation NADPH 32266 33486 1221 406 6 þ þ �

9 CAA11800.1 Oxidative
Br@ckenbildung

CepG Oxidation NADPH 33525 34892 1368 455 7 þ þ �
CAA11791.1

10 CAA11780.1 Halogenierung CepH Halogenierung NADPH 34954 36429 1476 491 8 þ þ �
11 CAA11774.1 Glycosylierung GtfA Zucker@bertragung 36426 37664 1239 412 8 þ þ þ
12 CAA11775.1 Glycosylierung GtfB Zucker@bertragung 37699 38922 1224 407 9 þ þ þ
13 CAA11776.1 Glycosylierung GtfC Zucker@bertragung 39002 40300 1299 432 10 þ þ þ
14 CAA11777.1 TDP-Epivan-

cosamin
EvaC Methylierung SAM 40373 41599 1227 408 11 þ þ þ

15 CAA11778.1 Epimerisierung CepI Epimerase NADP 41601 42434 834 277 12 þ þ �
16 CAA11779.1 N-Methylierung MtfA Methylierung SAM 42431 43309 879 292 12 þ þ þ
17 CAA11790.1 Hpg HpgT Aminotransferase PLP 44594 43278 1317 438 13 þ þ þ
18 CAA11784.1 b-Hydroxytyrosin CepJ Thioesterase 44659 45642 984 327 14 þ þ
19 CAA11773.1 b-Hydroxytyrosin CepK NRPS CoA, ATP 45639 47381 1743 580 14 þ þ �
20 CAA11772.1 b-Hydroxytyrosin CepL Hydroxylierung NADPH 47397 48590 1194 397 15 þ þ �
21 CAA11761.1 Hpg HmaS Diooxygenierung Fe 48766 49908 1143 380 16 þ þ þ
22 CAA11762.1 Hpg Hmo Oxidase FAD 49905 50978 1074 357 16 þ þ þ
23 CAA11763.1 TDP-Epivan-

cosamin
EvaA Oxidase FMN 50978 52393 1416 471 17 þ þ þ

24 CAA11764.1 TDP-Epivan-
cosamin

EvaE Reduktase NADPH 52395 53372 978 325 18 þ þ þ

25 CAA11782.1 TDP-Epivan-
cosamin

EvaB Aminotransferase PLP 53369 54478 1110 369 18 þ þ þ

26 CAA11781.1 TDP-Epivan-
cosamin

EvaD Epimerase 54475 55119 645 214 18 þ þ þ

27 CAA11765.1 l-Dpg DpgA PKS-Typ-III 55312 56430 1119 372 19 þ þ �
28 CAA11766.1 l-Dpg DpgB Isomerase 56427 57230 804 267 19 þ � �
29 CAA11785.1 l-Dpg DpgC Thioesterase 57227 58525 1299 432 19 þ þ þ
30 CAA11767.1 l-Dpg DpgD Dehydratation 58522 59325 804 267 19 þ þ þ

[a] K¼Klon; [b] R¼Reinigung; [c] A¼Analyse. Hpg¼4-Hydroxyphenylglycin; ATP¼Adenosintriphosphat; NRPS¼nichtribosomale Peptidsynthetase;
CoA¼Coenzym A; NADP¼Nicotinamidadenindiphosphat (oxidiert); NADPH¼Nicotinamidadenindiphosphat (reduziert); SAM¼S-Adenosyl-l-methionin;
PLP¼Pyridoxal-5’-phosphat; FAD¼Flavinadenindinucleotid; FMN¼Flavinmomonucleotid; l-Dpg¼ l-3,5-Dihydroxyphenylglycin; PKS¼Polyketid-Synthase.
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die Anwesenheit dieser Aminos#ure f6r die Konstitution des
Antibiotikums notwendig ist. Das Verst#ndnis der Biosyn-
these dieser ungew+hnlichen Aminos#ure ist Voraussetzung
daf6r, den Aufbau der Glycopeptide zu verstehen.

Fr6he Strukturuntersuchungen von Verbindungen der
Vancomycin-Familie wiesen nach, dass alle Hpg-Reste in
den fertigen Antibiotika-Molek6len d-Konfiguration hat-
ten.[68] Durch F6tterungsexperimente konnte markiertes
racemisches Hpg als Monomer in das Glycopeptid eingebaut
werden.[69–71] Mithilfe des 13C-markierten Tyrosins wurde

nachgewiesen, dass der Arylring von Hpg vom Tyrosin
stammte und das a-Kohlenstoffatom von Tyrosin in die
Carboxylgruppe von Hpg eingeht (Schema 8).[69,71–73] Daher
wurde die direkte Umwandlung von Tyrosin zu 4-Hydroxy-
phenylglycin 6ber 4-Hydroxybenzoxyformiat mit einer un-
bekannten Zahl von Zwischenschritten vorgeschlagen (Sche-
ma 9).

Im Chloreremomycin-Gencluster k+nnten vier orfs an der
Biosynthese von Hpg aus Prephens#ure beteiligt sein. Sie
haben Homologien zur Prephenat-Dehydrogenase (orf 1),
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (hppD) (orf 21), Man-
dels#ure-Oxidase (orf 22) und einer Aminotransferase
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Abbildung 7. Die Gene des Complestatin-Biosyntheseclusters.

Abbildung 6. Die Gene des Chloreremomycin-Biosyntheseclusters.

Tabelle 5: Gene des teilweise aufgeklGrten Biosyntheseclusters von Balhimycin.

Orf-
Nr.

Cep-Homo-
loges
(Orf-Nr.)

Stoffwechselweg Proteinbez. vorhergesagte
Funktion

Cofaktoren
oder
Cosubstrate

Relatives
Startcodon

Relatives
Stoppcodon

Zahl der
Basenpaare

Zahl der
AminosGuren

Transkript-
Nr.

K[a] R[b] A[c]

1 Regulation ComG 1 1047 1047 348 1 � � �
2 2 Transport ComI ABC-Transporter ATP 1472 3598 2127 708 2 � � �
3 3 Acylhexapeptid-

Aufbau
ComA NRPS CoA, ATP 3645 9995 6351 2116 3 þ þ �

4 3 Acylhexapeptid-
Aufbau

ComB NRPS CoA, ATP 9992 14587 4596 1531 3 þ þ �

5 4 Acylhexapeptid-
Aufbau

ComC NRPS CoA, ATP 14686 29382 14697 4898 4 � � �

6 5 Acylhexapeptid-
Aufbau

ComD NRPS CoA, ATP 29420 35914 6495 2164 5 þ þ �

7 6 unbekannt ComE 35919 36140 222 73 6 � � �
8 Regulation ComF Ionen-Antiporter 36179 37456 1278 425 7 � � �
9 10 Halogenierung ComH Halogenierung NADPH 37485 38978 1494 497 8 þ þ �
10 8,9 Oxidative

Br@ckenbildung
ComJ Oxidation NADPH 38996 40189 1194 397 9 þ þ �

11 7 Oxidative
Br@ckenbildung

ComK Oxidation NADPH 40203 41474 1272 423 10 þ þ �

12 Oxidative
Br@ckenbildung

ComL Ferredoxin NADPH 41519 41737 219 72 11 þ þ �

13 22 Hpg Hmo Oxidation FAD 42933 41815 1119 372 12 þ þ �
14 21 Hpg HmaS Dioxygenierung Fe 43936 42920 1017 338 13 � � �
15 17 Hpg HpgT Aminotransferase PLP 44174 45520 1347 448 14 þ � þ
16 1 Hpg PD Prephenat-Dehy-

drogenase
45517 46665 1149 382 15 � � �

[a] K¼Klon; [b] R¼Reinigung; [c] A¼Analyse.
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(orf 17). Die Enzyme sind charakterisiert und die vorherge-
sagten Funktionen best#tigt worden.[74,75]

Das Homologe der Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase
(orf 21) wurde als Hydroxymandels#ure-Synthase bezeichnet
(HmaS).[74, 75] Das Enzym wandelt 4-Hydroxyphenylpyruvat
in (S)-4-Hydroxymandels#ure um (Schema 10). Der Mecha-
nismus f6r diese Reaktion wurde wegen der Homologie des
Enzyms zu HppD vorgeschlagen (Schema 11). Die Aktivit#t

der Enzyme HmaS und HppD h#ngen von der Eisenkon-
zentration ab. Die einleitenden Schritte beider Enzyme sind
gleich: bei beiden erfolgt eine Decarboxylierung und eine
Oxidation, sodass 4-Hydroxyphenylacetat oder eine Eisen-4-
oxo-Verbindung erhalten werden. Anschließend trennen sich
die Reaktionsmechanismen von HppD und HmaS. Im
aktiven Zentrum von HppD wird der Arylring epoxidiert
und die Seitenkette umgelagert; als Produkt erh#lt man
Homogentisins#ure. Bei der Umsetzung durch HmaS k+nnte
ein Radikal oder ein Kation in a-Stellung zur S#uregruppe
gebildet werden, w#hrend sich die aktive Eisen-Oxo-Species
bildet. Das Abfangen der Eisen-3-Oxo-Zwischenstufe erfolgt
regiospezifisch am Benzylkohlenstoffatom unter Bildung des
Endprodukts (S)-4-Hydroxymandels#ure.
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Tabelle 6: Gene des Complestatin-Biosyntheseclusters.

Orf-
Nr.

Cep-Homo-
loges
(Orf-Nr.)

Stoffwechselweg Proteinbez. vorhergesagte
Funktion

Cofaktoren
oder
Cosubstrate

Relatives
Startcodon

Relatives
Stoppcodon

Zahl der
Basenpaare

Zahl der
AminosGuren

Transkript-
Nr.

K[a] R[b] A[c]

1 7 Oxidative
Br@ckenbildung

OxyA Oxidation NADPH 224 1399 1176 391 1 � � �

2 8 Oxidative
Br@ckenbildung

OxyB Oxidation NADPH 1449 2645 1197 398 2 � � �

3 9 Oxidative
Br@ckenbildung

OxyC Oxidation NADPH 2795 4015 1221 406 3 � � �

4 10 Halogenierung BhaA Halogenierung NADPH 4076 5551 1476 491 4 � � �
5 11 Glycosylierung BgtfA Zucker@bertragung 5634 6824 1191 396 5 � � �
6 12 Glycosylierung BgtfB Zucker@bertragung 6889 8118 1230 409 6 � � �
7 13 Glycosylierung BgtfC Zucker@bertragung 8266 9495 1230 409 7 � � �
8 14 TDP-Ketovanco-

samin
OrfX’ Methylierung SAM 9529 � � � 8 � � �

[a] K¼Klon; [b] R¼Reinigung; [c] A¼Analyse.

Schema 8. Isotopenmarkierungsexperimente zur KlGrung der 4-Hydro-
xyphenylglycin(Hpg)-Biosynthese.

Schema 9. Urspr@nglich vorgeschlagene Biosynthese von Hpg.

Schema 10. Gegen@berstellung der Enzymreaktionen von HppD und
HmaS.
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Das Homologe der Mandels#ure-Oxidase (Orf 22) setzt
(S)-4-Hydroxymandels#ure zu 4-Hydroxybenzoylformiat um
und wurde als 4-Hydroxymandels#ure-Oxidase (Hmo) be-
zeichnet. Hmo ist ein Flavoenzym mit Flavinmomonucleitid
(FMN) als Cofaktor und ist f6r Substrate mit S-Konfiguration
spezifisch.[74]

Das Aminotransferase-Homologe im Chloreremomycin-
Cluster (Orf 17) ist ein Pyridoxalphosphat-abh#ngiges En-
zym, das 4-Hydroxybenzoylformiat mit l-Tyrosin als Amino-
donor in l-4-Hydroxyphenylglycin umwandelt.[74] Die Ami-
notransferase erhielt die Bezeichnung l-Hydroxyphenylgly-
cin-Transaminase (HpgT). Durch die Umsetzung von l-
Tyrosin mithilfe der HpgT wird die Umwandlung von
Prephenat und l-Tyrosin zu l-Hpg 6ber
den in Schema 12 gezeigten Zyklus m+g-
lich. Dieser Zyklus ist katalytisch in
Bezug auf Prephenat und st+chiome-
trisch f6r l-Tyrosin.

Die Gene, die PD (¼Prephenat-
Dehydrogenase), HmaS, Hmo und
HpgT kodieren, finden sich sich im
Cluster f6r calciumabh#ngige Antibio-
tika (CDA) und f6r Complestatin. Beide
Verbindungen enthalten Hpg (Sche-
ma 13). Das HpgT-Enzym aus demCom-
plestatin-Gencluster wurde charakteri-
siert; es setzt l-Hpg und 3,5-Dichlor-l-
4-hydroxyphenylglycin in umgekehrter
Richtung um.[61] Man nimmt an, dass
diese vier Enzyme den Stoffwechselweg
festlegen, nach dem Hpg f6r alle Glyco-
peptid-Antibiotika und alle anderen
Hpg-haltigen Verbindungen (z. B. Ra-
moplanin, Nocardicin) synthetisiert
wird.

9.2. 3,5-Dihydroxyphenylglycin

Vancomycin und Teicoplanin enthalten die nichtproteino-
gene Aminos#ure 3,5-Dihydroxyphenylglycin in Position 7
bzw. den Positionen 3 und 7. Erste F6tterungsexperimente
ergaben, dass alle Kohlenstoffatome des 3,5-Dihydroxyphe-
nylglycin in den Verbindungen Avoparcin, Vancomycin,
Aradacin und Ristocetin aus Acetat stammen; dies ließ als
Basisreaktion eine Polyketid-Synthasereaktion vermu-
ten.[69–71, 76] Der Stoffwechselweg vom hypothetischen Tetra-
ketid zur Aminos#ure allerdings war unklar.

Im Chloreremomycin-Cluster werden vier orfs (orf 27, 28,
29 und 30) mit der Biosynthese von 3,5-Dihydroxyphenyl-
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Schema 11. Gegen@berstellung der Reaktionsmechanismen von HppD und HmaS.

Schema 12. Biosynthese von l-Hpg.
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glycin in Verbindung gebracht. Orf 27 ist zur Chalcon-Syn-
thase homolog, die zur Familie der Typ-III-Polyketid-Syn-
thasen geh+rt, und die orfs 28–30 geh+ren zur Crotonase-
Superfamilie. Der Mechanismus der Chalcon-Synthase, ein
Enzym der Pflanzenflavonoid-Bildung, dient als Vorbild f6r
Orf 27. Die Orfs 28–30 geh+ren zur Crotonase-Superfamilie,
einer der vielf#ltigsten Enzym-Superfamilien, in der 6ber 15
verschiedene Reaktionen zusammengefasst sind.[77] Darunter
fallen Hydratisierungen/Dehydratisierungen, Isomerisierun-
gen, Kn6pfungen und Br6che von Kohlenstoff-Bindungen
und Bildung von Thioestern.

Der Vorschlag f6r die Biosynthese von 3,5-Dihydroxy-
phenylglycin ist in Schema 14 illustriert. DpgA (Orf 27)
wandelt 4 Malonyl-CoA-Einheiten in ein lineares Polyketid
um und steuert die Decarboxylierung und regiospezifische
Cyclisierung.[78] Durch die Expression von DpgA–D in E. coli
wurden die Reinigung der Enzyme und erste mechanistische
Untersuchungen m+glich.[79] DpgB und DpgD haben beide
eine Enoyl-CoA-Hydrataseaktivit#t, wobei sie physiologisch
vermutlich eine Dehydratase-Reaktion katalysieren. Werden
DpgB und DpgD zu Testans#tzen mit DpgA und Malonyl-
CoA gegeben, nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit der
Bildung von 3,5-Dihydroxyphenylacetyl-CoA um mehr als
das Dreißigfache zu. DpgC allein ist in der Lage, dieses
Zwischenprodukt in 3,5-Dihydroxyphenylglyoxalat umzu-
wandeln, welches dann durch HpgT (siehe Abschnitt 9.1) zu
3,5-Dihydroxyphenylglycin transaminiert wird.[78,79] Die
DpgC-Reaktion umfasst eine O2-abh#ngige Vier-Elektro-
nen-Oxidation der a-CH2-Gruppe des Phenylacetyl-CoA-
Skeletts zur C¼O-Gruppe des Phenylglyoxalyl-CoA und die
anschließende Hydrolyse des Thioesters zum Phenylglyoxa-
lat.[79]
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Schema 13. Hpg-Reste in Complestatin und einem Calcium-abhGngi-
gen Antibiotikum (Chloreremomycin).

Schema 14. Vorschlag f@r die Biosynthese von l-3,5-Dihydroxyphenylglycin (l-Dpg).
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9.3. b-Hydroxytyrosin

An den Positionen 2 und 6 in Vancomycin und Teicopla-
nin befinden sich b-Hydroxy-Tyrosinreste. Dabei wird Posi-
tion 2 vom 2R,3R-3-OH-Diastereomeren eingenommen,
w#hrend sich in Position 6 das 2S,3R-3-OH-Isomere befindet.
Wie in Abschnitt 10 beschrieben ist, wird f6r die CepA-
Untereinheit des NRPS-Reaktionspfads eine Epimerase (E)
in Modul 2 vorhergesagt (NRPS¼ nichtribosomale Peptid-
synthetase); dies setzt voraus, dass ein 2S,3R-3-OH-Tyr-S-T2-
Acyl-Enzym-Intermediat vor der Kettenelongation epimeri-
siert wird (T¼Thiol-Dom#ne). Daraus wiederum w6rde
folgen, dass die A-Dom#nen in den beiden Modulen 2 und
6 das l-b-OH-Tyrosin (2S,3R) aktivieren; interessant ist dann
die Frage, wie und wann die b-Oxygenierung erfolgt.

Die drei orfs, cep 18, 19, 20, die in dem Cep-Biosyn-
thesecluster nebeneinander liegen, weisen auf einen Reak-
tionspfad von l-Tyr zu l-b-OH-Tyr hin. Orf 19 ist eine
alleinstehende Untereinheit aus zwei Dom#nen zur Adeny-
lierung und Thiolierung (A-T); ihr wird die Aktivierung von
l-Tyr als Tyr-AMP und die Oberf6hrung in das kovalente
Thioesterintermediat l-Tyr-S-T-Dom#ne zugeschrieben
(Schema 15; AMP¼Adenosinmonophophat). Nach den Er-
gebnissen einer Computer-Analyse sollte Orf 20 ein H#m-
protein sein; dies wurde durch Expression in E. coli und
anschließende Reinigung verifiziert (Hubbard und Walsh,
unver+ffentlichte Ergebnisse). Orf 20 ist wahrscheinlich die
b-Hydroxylase, die den Tyrosylthioester von Orf 19 zum
gebundenen b-OH-Tyr-S-Orf 19-Produkt umsetzt. Orf 20
sollte eine Thioesterase-Aktivit#t haben und das b-OH-Tyr
f6r die weitere Reaktion zum Einbau in das Heptapeptid
(katalysiert durch die Untereinheiten CepA und CepB)
freisetzen.

Diese Funktionszuordnung zu Cep 18–20 wird durch
Ergebnisse gest6tzt, nach denen zwei Homologe von Orf 19
und 20, NovH und NovI im Biosynthesecluster von Novo-
biocin,[80,81] tats#chlich die ersten beiden Schritte des in
Schema 16 dargestellten Reaktionsweges katalysieren und
das kovalente 2S-3R-3-OH-Tyr-S-NovI-Zwischenprodukt auf
dem Weg zum Aminocumarinring bilden.[81] Auch im Bio-
synthesecluster des antimykotischen Nikkomycin Z (Sche-
ma 17)[82,83] gibt es drei orfs, nikP1, nikQ und nikP2, die mit
cep 18–20 homolog sind. Diese drei Nikkomycin-Proteine
wurden nach heterologer Expression in E. coli gereinigt und
ihre vorhergesagte Funktion bet#tigt. NikP1 stellt ein kova-
lentes His-S-Enzym-Zwischenprodukt an seiner T-Dom#ne
her, die H#mprotein-Hydroxylase NikQ setzt es zu b-OH-
His-S-NikP1 um und die Thioesterase NikP2 setzt das b-
Hydroxyhistidin frei.[83]

Cep 18–20 ist eine Kassette aus drei Enzymen, die einen
Teil des l-Tyr-Pools regio- und stereospezifisch mit O2

hydroxyliert und dann l-b-OH-Tyr f6r den NRPS-Stoffwech-
selweg freisetzt.

9.4. Chlorierung von b-Hydroxytyrosin

Die beiden b-Hydroxytyrosine in den Positionen 2 und 6
von Vancomycin und Teicoplanin sind in 3-Stellung des

Arylrings neben der phenolischen OH-Gruppe chloriert. Das
6berbr6ckte Heptapeptidger6st von Vancomycin ist ein
einzelnes Atropisomer an der 2-4- und der 4-6-Diarylether-
bindung. Ober den Mechanismus und Zeitpunkt der biosyn-
thetischen Chlorierung ist weder bei diesem Stoffwechselweg
noch bei der Biosynthese von Complestatin mit den 3,5-
Dichlor-4-hydroxyphenylglycinresten im fertig vernetzten
Antibiotikum viel bekannt. Im Cep-Cluster (Orf 10 oder
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Schema 15. Vorschlag f@r die Biosynthese von S,R-b-Hydroxy-l-tyrosin in
Chloreremomycin.

Schema 16. Biosynthese von S,R-b-Hydroxy-l-tyrosin in Novobiocin.
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CepH) und im Com-Cluster (Orf 9 oder ComH) gibt es je ein
Protein, dem wegen einer Homologie zu anderen Nicht-H#m-
Halogenasen Halogenasefunktion zugeschrieben wird,[84–86]

vor allem zu einem Protein in der Chlortetracyclin-Biosyn-
these.[87] Bei der Reinigung werden CepH und ComH beide
wegen des st+chiometrisch gebundenen Flavin-Coenzyms
gelb; keines der beiden Enzyme enth#lt Eisen in nachweis-
baren Mengen (M. Burkart und C. Walsh, unver+ffentlichte
Ergebnisse). Wenn diese tats#chlich katalytisch aktive Kom-
ponenten einer Halogenase mit einer Spezifit#t f6r Arylringe
sind, scheint der von von Pee et al.[88] vorgeschlagene Mecha-
nismus plausibel, nach dem die Flavoenzyme als Epoxidasen
der elektronenreichen phenolischen Ringe der Tyr- oder Hpg-
Seitenketten reagieren (Schema 18); das vor6bergehend
entstehende Epoxycyclohexadien w6rde dann durch ein

Chloridion ge+ffnet und zum Endprodukt 3-Chlortyrosin
dehydratisiert.

Eine andere M+glichkeit w#re die Bildung eines Flavin-
hydroperoxids durch die FADH2-Form von Orf 10 (FAD¼
Flavinadenindinucleotid); dabei w6rde als direkt chlorieren-
des Agens Flavinhypochlorid (Fl-OCl) entstehen. Es ist
unklar, wann die Chlorierung erfolgt, ob an der freien
Aminos#ure (z. B. l-b-OH-Tyr), an den Aminoacyl-S-T-
Dom#nen des NRPS-Synthesepfads (z. B. b-OH-Tyr-S-T2),
nach dem Zusammenbau der nichtlinearen Heptapeptidkette
oder nach der Freisetzung der Verbindung. Wahrscheinlich
findet die Chlorierung der Arene vor der Verkn6pfung der
Seitenketten statt, die in Abschitt11 diskutiert wird, denn in
Mutanten, deren enzymatische Vernetzung blockiert ist, h#uft
sich das chlorierte, lineare Heptapeptid an.[62]

10. Der nichtribosomale Peptidsynthetase-
Multienzymkomplex

Wenn die nichtproteinogenen Aminos#uremonomere f6r
das Heptapeptid erst einmal vorliegen und die Voraussetzun-
gen f6r die Vancomycin-Synthese damit geschaffen sind,
kommt die nichtribosomale Peptidsynthetase (NRPS) ins
Spiel. Das Cep-Gencluster kodiert drei benachbarte große
offene Leserahmen (orf 3–5) f6r die drei Untereinheiten
CepA, CepB und CepC (Abbildung 8), aus denen sich die
Heptapeptid-Synthetase zusammensetzt. Mit einer angenom-
menen St+chiometrie von 1:1:1 machen CepA (336 kDa),
CepB (436 kDa) und CepC (200 kDa) zusammen einen
Multienzymkomplex von fast einem Megadalton (972 kDa)
aus (Abbildung 8). Der Organisationsplan dieses NRPS-
Pfads scheint dem Schema einer NRPS mit einem zentralen
Thioester zu folgen.[89–91] Sieben Aminos#uren m6ssen akti-
viert werden, jede von einer der sieben Adenylierungsdom#-
nen (A), deren Platzierung in der Reaktionsfolge die Sequenz
des Heptapeptids bestimmt, das am Ende freigesetzt wird.
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Schema 17. Biosynthese von S,R-b-Hydroxy-l-histidin in Nikkomycin X.

Schema 18. MKgliche Reaktionsmechanismen von ComH. a) Direkte Epoxidierung und RingKffnung mit Chlorid als Nucleophil. b) Erzeugung
eines elektrophilen Chlorids f@r eine elektrophile aromatische Substitution.
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Alle A-Dom#nen selektieren eine spezifische
Aminos#ure, aktivieren sie als Aminoacyl-
AMP und transferieren dann den Aminoacyl-
rest auf eine gepaarte Peptidyl-Carrierpro-
tein-Dom#ne, auch Thiol-Dom#ne (T) ge-
nannt wegen des posttranslational eingef6hr-
ten Phosphopantetheinylarms, der mit einem
Cysteamin-Thiolrest endet; dieser reagiert als
Nucleophil mit dem Aminoacyl-AMP zur
Aminoacyl-S-T-Dom#ne (Schema 19). Die
sieben gepaarten A-T-Dom#nen aktivieren
also Aminos#uren und binden sie als kova-

lente Aminoacyl-S-Enzym-Zwischenprodukte (Abbildung 9).
Im CepA/CepB/CepC-Komplex sind die sieben Module
verteilt wie 3:3:1; Leu1, b-OH-Tyr2 und Asn3 werden an
CepA aktiviert, Hpg4 und Hpg5 an den Modulen 4 und 5
sowie b-OH-Tyr6 an Modul 6 befinden sich in CepB. CepC
tr#gt das siebte Modul, das mit Dpg7 in Form des Thioesters
beladen wird.

F6r die sechs Peptidbindungen, die in einem Heptapeptid
gekn6pft werden m6ssen, gibt es sechs Kondensationsdom#-
nen (C), zwei in CepA, drei in CepB und eine in CepC. Jedes
Mal, wenn eine C-Dom#ne eine Peptidbindung kn6pft, wird
die wachsende Kette von der T-Dom#ne auf die n#chste
stromabw#rts liegende T-Dom#ne 6bertragen. So bilden
beispielsweise zwei Kettenelongations-Schritte, die durch
die C-Dom#nen in Modul 2 und 3 katalysiert werden, einen
Tripeptidyl-S-T3-Rest am C-Terminus von CepA. Der n#chste
Schritt, in dessen Verlauf eine Peptidbindung gekn6pft wird,
umfasst auch die Obertragung der Peptidkette in trans-
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Abbildung 8. NRPS-Multienzymkomplex f@r Chloreremomycin.

Schema 19. Phosphopantethenyl-Lbertragung auf die Thiol-DomGne.

Abbildung 9. NPRS-Multienzymkomplex f@r Chloreremomycin mit aktivierten AminosGuren an den Thiol-DomGnen.
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Stellung zum Hpg-S-T4-Rest 6ber die Grenzfl#che zwischen
CepA und CepB. Das Wachstum der Peptidkette an einem
solchen NRPS-Multienzymkomplex umfasst eine Kaskade
l#nger werdender Peptidyl-S-Enzym-Zwischenprodukte, die
vor der zuf#lligen Hydrolyse durch Wasser w#hrend des
gesamten Reaktionsweges gesch6tzt werden.

Die Heptapeptide von Vancomycin und Teicoplanin
haben die Konfiguration d-d-l-d-d-l-l. Im Allgemeinen sind
sogar in Bakterienzellen nur die l-Aminos#uren in nennens-
werten Konzentrationen verf6gbar, es sei denn, es gibt
spezielle Aminos#ureracemasen, so wie f6r Alanin am An-
fang der Peptidoglycansynthese.[92,93] Auch die Hpg-Reste, die
durch die Orfs 21, 22 und 17 produziert werden, liegen in der
l-Form vor, obwohl es sich um nichtproteinogene Amino-
s#uren handelt.[74] Die gemeinsame L+sung f6r die Bildung
von d-Aminos#uren f6r nichtribosomal synthetisierte Peptid-
Antibiotika ist eine In-situ-Epimerisierung am NRPS-En-
zymkomplex durch spezielle Epimerasedom#nen (E).[94,95] E-
Dom#nen befinden sich in Modulen, in denen eine l-
Aminoacyl-S-T-Acyl-Enzymdom#ne in eine d-Aminoacyl-S-
T-Dom#ne epimerisiert wird (Abbildung 9). Dies kann an
den freien Aminoacyl-S-T-Intermediaten geschehen, bevor
die Peptidbindung durch die C-Dom#ne gekn6pft wird, oder
im Anschluss an die Reaktion der C-Dom#ne; in diesem Fall
muss die Peptidyl-S-T-Dom#ne epimerisiert werden, bevor
die wachsende Kette auf das n#chste stromabw#rts liegende
Modul 6bertragen wird (Schema 20). Bei Oberpr6fung des
CepA/CepB/CepC-Komplexes ließen sich die drei erwarteten
E-Dom#nen in den Modulen 2, 4 und 5 in der richtigen
regiospezifischen Anordnung nachweisen, um d-b-OH-Tyr2,
d-Hpg4 und d-Hpg5 w#hrend der Kettenelongation zu bilden.
Mit Modul 1 ist allerdings keine E-Dom#ne assoziiert,[60] was
die Frage aufwirft, wie dieses d-konfigurierte Zentrum
gebildet wird. In das heterolog in E. coli exprimierte CepA-
Modul 1 k+nnen l-Leu und d-Leu als Leu-S-T-Acyl-Enzym-
komplex aktiviert und eingebaut werden.[96] Wenn dieser Weg
im Produzenten A. orientalis aktiv ist, impliziert dies eine
Leucin-Epimerase, die bislang noch nicht identifiziert wurde.

Wurde die vollst#ndige d-d-l-d-d-l-l-Heptapeptidylket-
te dann auf die letzte Thiol-Station T7 6bertragen, muss der
kovalente Heptapeptidyl-Thioester gespalten werden, um die
Enzymkette f6r den n#chsten Katalysezyklus freizumachen.
Fast alle NRPS-Komplexe haben als letzte C-terminale
Dom#ne eine spezialisierte Thioesterase (TE) und eine
solche findet man auch als letzte der 24 Dom#nen in der
Cep-Synthase, am C-Terminus von CepC. Alle TE-Dom#nen
haben im aktiven Zentrum Serinreste, die als Nucleophile die
Acylkette 6bertragen; dabei entsteht das Heptapeptidyl-O-
Ser-TE-Acyl-Enzym (Schema 21). TE-Dom#nen k+nnen spe-
zifische Cosubstrate f6r die Deacylierung beispielsweise so
verwenden, dass eine Makrocyclisierung mit einer nucleo-
philen Gruppe im Inneren der Acylkette abl#uft; im vorlie-
genden Fall wird das Acyl-O-Zwischenprodukt intermoleku-
lar hydrolysiert und das d-d-l-d-d-l-l-Heptapeptid als ein-
ziges Produkt der Gesamtreaktion freigesetzt.[97]

Zwei weitere Eigenschaften des speziellen NRPS-Reak-
tionspfads f6r das Vancomycin/Chloreremomycin-Heptapep-
tidger6st bed6rfen einer Anmerkung. Gegenw#rtig noch
unbekannt ist der Zeitpunkt der b-Hydroxylierung und

Ringchlorierung von Tyr2 und Tyr6. Solange die Module 2
und 6 nicht (heterolog) exprimiert und ihre A-Dom#nen
getestet sind, ist nicht klar, ob Tyr, b-OH-Tyr oder 3-Chlor-
Tyr das bevorzugte Substrat ist. In Abschnitt 9.3 diskutierten
wir die wahrscheinliche Hydroxylierung von Tyr durch die
Orfs 18, 19 und 20 und vermuteten 2S-3R-3-OH-Tyr als
Substrate f6r die Dom#nen A2 und A6.

Außerdem noch offen ist die Stereospezifit#t der C-
Dom#nen als Peptidsynthetasen, die von der zeitlichen
Koordinierung der Dom#nen E2, E4 und E5 abh#ngt. Falls
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Schema 20. Zwei mKgliche Wege f@r den Zeitpunkt der Epimerisie-
rung. Der obere Weg zeigt die Epimerisierung vor der Kn@pfung der
Peptidbindung. Der untere Weg zeigt die Kn@pfung der Peptidbindung
vor der Epimerisierung.

Schema 21. Fixierung des linearen Chloreremomycin-Heptapeptids
@ber eine Thioesterbindung an die ThioldomGne von CepC vor der Ab-
spaltung.
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die freien Aminoacyl-S-T-Intermediate (2S-3R-3-OH-Tyr-S-
T2, 2S-Hpg-T4 und 2S-Hpg-S-T5) alle vor der Kn6pfung der
Peptidbindungen epimerisiert werden, ist die C1-Peptidsyn-
thase-Dom#ne d/d-spezifisch f6r Donor und Acceptor, die
C4-Dom#ne ist l/d-spezifisch und die C5-Dom#ne ist d/d-
spezifisch (Tabelle 7). Wenn die E-Dom#nen in den Modu-

len 2, 4 und 5 nach dem Kondensationsschritt durch die C-
Dom#ne reagieren, ist die C2-Dom#ne d/l-spezifisch, die C6-
Dom#ne l/l-spezifisch und die C5-Dom#ne d/l-spezifisch.
F6r alle kombinatorischen Biosyntheseschemata, in denen
Bibliotheken von C-Dom#nen erstellt werden sollen, m6ssen
die stereochemischen Pr#ferenzen von Donor und Acceptor
bekannt sein. Unabh#ngig vom Reaktionszeitpunkt der
Epimerisierungsdom#nen m6ssen die C2- und C5-Dom#ne
d/l-spezifisch sein, w#hrend die C6-Dom#ne l/l-spezifisch ist.
Falls die C1- und C4-Dom#nen d/d-spezifisch w#ren, w#ren sie
auff#llige Peptidsynthasekomponenten in einer Enzymbiblio-
thek.

11. Nachbearbeitung des Heptapeptides

11.1 Vernetzung der Reste 2-4-6 und 5-7 in Vancomycin

Ist die Synthese des vollst#ndigen, chlorierten acyclischen
Heptapeptides durch CepA, CepB und CepC beendet,
beginnen die Nacharbeiten zur Vernetzung der Seitenketten
und damit zur Versteifung des Molek6ls. Es ist bisher nicht
bekannt, ob eine oder mehrere der Br6ckenbindungen auf
der Stufe des Heptapeptidyl-S-CepC-Acyl-Enzym-Interme-
diats gekn6pft werden oder ob die Freisetzung der Kette der
Erkennung durch die br6ckenbildenden H#mproteine vor-
ausgeht. Das Cep-Cluster und das teilweise sequenzierte
Balhimycin-Cluster,[62] die beide die Synthese identischer
Heptapeptidger6ste kodieren, enthalten drei benachbarte
orfs (z. B. Cep 7, Cep 8, Cep 9), die wegen ihrer Homologie zu
Cytochrom-P450-Enzymen als H#mprotein-Gene angesehen
werden.[60,62] Eine vergleichbare Sequenz aus dem A47934-
Cluster aus S. toyocaensis zeigt, dass f6r ein Heptapeptidge-
r6st vom Teicoplanintyp mit einer vierten Br6cke zwischen
den Resten 1 und 3 vier P450-Orfs vorhergesagt werden
k+nnen.[145] Die Reinigung von Cep 7, Cep 8 und Cep 9 in
E. coli-Expressionssystemen lieferte vollst#ndig beladene
H#mproteine (Hubbard und Walsh, unver+ffentlichte Ergeb-
nisse). Eine In-vitro-Rekonstitution der Br6ckenbildungen
der Arylseitenketten zwischen den Resten 2-4, 4-6 und 5-7
wurde bislang noch nicht publiziert; aus einer Knock-out-

Mutante des Balhimycin-orf-7 (oxyA, das dem cepE ent-
spricht) wurde jedoch ein partiell cyclisiertes Aglycon mit
intakter 4-6-Br6cke isoliert (Schema 22).[58] Demnach werden
die Diarylether-Bindung zwischen b-OH-3-Cl-Tyr6 und 4-
OH-PheGly4 als erste gebildet, und die drei H#mproteinoxi-

dasen reagieren regiospezifisch und f6hren somit die einzel-
nen Br6ckenbindungen in festgelegter Reihenfolge ein. Diese
Schlussfolgerung wurde durch die nachfolgende Beobachtung
gest6tzt, dass die Ausschaltung von oxyC aus dem Balhimy-
cin-Cluster (das dem cepG entspricht) zu einem Glycopeptid
mit zwei von drei gebildeten Br6ckenbindungen f6hrte (2-4
und 4-6); die 5-7-C-C-Bindung wird also als Letzte geschlos-
sen. Dies erm+glicht die Zuordnung einer spezifischen
Reihenfolge und Chemoselektivit#t zu den drei H#mprotei-
nen (Schema 23). OxyB (entspricht demCepF) katalysiert die
4-6-Bindungsbildung, OxyA (entspricht CepE) die 2-4-Br6-
ckenbildung und OxyC (entspricht CepG) die 5-7-Br6-
ckenbildung.[59] Unklar ist noch, wie bei der Substrater-
kennung diese Reihenfolge der drei H#mproteine bestimmt
wird. F6r Teicoplanin und A47934 muss noch gekl#rt werden,
ob die 1-3-Bindung als Erste oder als Letzte eingef6hrt wird.

Die H#m-Cofaktoren von Cep 7–9 lassen einen radikali-
schen Mechanismus f6r die Bindungskn6pfung vermuten, bei
dem die elektronenreichen „phenolischen Ringe“ der Seiten-
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Tabelle 7: SpezifitGt der KondensationsdomGnen in Chloreremomycin.

Kondensations-
DomGne

Peptidyl-Donor-
SpezifitGt

Aminoacyl-Acceptor-
SpezifitGt

C1 d d

C2 d l

C3 l d

C4 d d

C5 d l

C6 l l

Schema 22. Bildung eines einfach @berbr@ckten Heptapeptids durch
die selektive Ausschaltung von oxyA im Balhimycin-Cluster.
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ketten der Reste 2, 4, 5, 6 und 7 mit Ein-Elektronen-Schritten
oxidiert werden. M+gliche Wege f6r die Bildung der Diaryl-
ether (z. B. zwischen Rest 4 und 6) und die direkte Aryl-Aryl-
Kupplung (Reste 5 und 7) sind in Schema 24 skizziert.
Wahrscheinlich kanalisiert das H#m-Eisen im aktiven Zen-
trum der Oxidasen f6r jede gekn6pfte Bindung den Obergang
der beiden Elektronen (eines von jedem der an der Bindung
beteiligten Ringe) auf das Cosubstrat O2. Es ist bisher nicht
bekannt, welche Anforderungen das Konformer der linearen
Heptapeptidkette erf6llen muss, um ein Einpassen ins aktive
Zentrum der ersten H#mprotein-Oxidase zu gew#hrleisten,
aber die b-OH-Substituenten an Tyr2 und Tyr6 k+nnten
wichtige sterische Einschr#nkungen sein, um die entspre-
chenden Konformere auszuw#hlen. Der N-Me-Tyr6-Rest an
der linearen Vorstufe zum Complestatin kann bei der
Ausrichtung der Konformation hin zur Cyclisierung eine
#hnliche Rolle spielen. Auch die Chlorreste an den Tyr2- und
Tyr6-Ringen k+nnten die Cyclisierung beeinflussen, z. B.
indem sie das Redoxpotential so verschieben, dass Ein-
Elektronen-Schritte bei der Diarylether-Bildung beg6nstigt
sind.

Teicoplanin hat eine weitere Br6ckenbindung. Dies ist
m+glich, da sich an den Positionen 1 und 3 der Teicoplanin-
vorstufe 4-OH-PheGly1 und 3,5-(OH)2-PheGly3 befinden
anstelle von Leu1 und Asn3 im Vancomycin. Eine vierte
benachbarte H#mprotein-Oxidase in diesem Cluster wurde
im A47934-Cluster nachgewiesen.[145] Die Bildung der beiden
Br6ckenbindungen, die in das Complestatinger6st eingef6gt

werden, werden von zwei H#mproteinen im Com-Cluster
katalysiert (Tabelle 6 und Abbildung 7).

11.2 N-Methylierung von d-Leu1

Die N-Methylierung von d-Leu1 wird von Orf 16 (MtfA)
katalysiert, das gereinigt wurde und dessen N-Methyltrans-
feraseaktivit#t (wenngleich mit niedriger spezifischer Aktivi-
t#t) gegen6ber dem Aglycon und gegen6ber linearen Formen
nachgewiesen wurde.[63] Wenn Mutanten im Balhimycin-Syn-
theseweg lineare oder partiell vernetzte Vorstufen akkumu-
lieren, sind diese noch nicht N-methyliert; dieser Schritt
scheint also zu einem sp#ten Zeitpunkt abzulaufen, vielleicht
am vollst#ndig 6berbr6ckten Peptid unmittelbar vor der
Glycosylierung. Die Funktion der N-Methylierung ist noch
wenig verstanden.

12. Glycosylierung durch Thymidindiphospho-
Zucker-Donoren

Die Vancomycin- und Teicoplanin-Unterfamilien sind
Glycopeptide; die Glycosylierung erfolgt am Schluss der
Antibiotika-Synthese am 6berbr6ckten Peptidger6st. Die
Position und Struktur der Zuckersubstituenten am Aglycon
sind unterschiedlich. In der Vancomycin/Chloreremomycin/
Balhimycin-Gruppe ist ein Glycosylrest an das phenolische
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Schema 23. MKgliche Reaktionswege f@r die Bildung der Br@cken im Chloreremomycin-Heptapeptid durch CepE, CepF und CepG.
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Sauerstoffatom des 4-OH-PheGly4 angeh#ngt und daran eine
l-Aminodesoxyhexose aus der Vancosaminreihe in 1,2-Bin-
dung. Der Substituent in Position 4 des Vancosamin-Zuckers
variiert von 4-Oxo in Balhimycin X 6ber 4-OH (axial) in
Vancomycin bis zu 4-OH (#quatorial) in Chloreremomycin.
Wahrscheinlich gibt es f6r die Biosynthese einen gemeinsa-
men Weg (Schema 25). In anderen Glycopeptiden gibt es
auch 3-Hydroxy- und 3-Amino-Epimere.[98–101] In Chlorere-
momycin ist ein zweiter l-Epivancosaminrest an das benzy-
lische Sauerstoffatom von b-OH-Tyr6 angeh#ngt. In der
Teicoplaningruppe gibt es keine vergleichbaren Aminodes-
oxyzucker, stattdessen verbreitetere Zucker des Prim#rstoff-
wechsels, 2-N-Acetyl-d-Glucose (GlcNAc) und d-Mannose
(Schema 1). Bei dem GlcNAc-Rest, der an dem entsprechen-
den phenolischen Sauerstoffatom (4-OH-PheGly4-Rest) des
Teicoplanin-Aglycons eingef6hrt wird, wurde die kurze
Acetylkette durch eine verzweigte C10-Fetts#ure-Acylgruppe
ersetzt.

Desoxyzucker und/oder Aminodesoxyzucker sind 6bliche
Komponenten anderer nat6rlicher Antibiotika, darunter die
Noviosezucker in den Cumarin-Inhibitoren der DNA-Gyra-
se,[80] den Makrolid-Antibiotika (z. B. d-Desosamin und l-
Mycarose) und den Zuckern der tumortherapeutisch wirksa-
men Antibiotika-Klassen Enediyn und Bleomycin (Sche-
ma 26).[102,103] Die Mischung aus Desoxy-Zentren, Methyl-
gruppen, Aminogruppen und den 6briggebliebenen Hydro-
xyl-Substituenten ergibt einen gemischt hydrophob-hydro-
philen Charakter bei den Desoxyzucker-Komponenten der
Antibiotika, der kritisch f6r die Erkennung sein kann. Bei den

Glycopeptiden haben Williams et al.[104, 105] R6cken-an-R6-
cken-Dimerisierungsgleichgewichte (Abbildung 10) analy-
siert, die 6ber einen weiten KD-Bereich gehen und von
Wasserstoffbr6cken der Desoxyzucker abh#ngen und beein-
flusst werden. Diese Gleichgewichte sollen mit der antibio-
tischen Wirksamkeit korrelieren. Die Zucker sind mit Sicher-
heit wichtig, um den hydrophoben Aglyconen Wasserl+slich-
keit zu vermitteln, und zwar bei Glycopeptiden genauso wie
bei Makrolid-Antibiotika. Das Erythromycin-Aglycon hat
eine vernachl#ssigbare antibiotische Aktivit#t. Die Addition
von Mycarose etabliert die Wechselwirkungen, die f6r die
Bindung an die ribosomale 50S-Untereinheit notwendig ist
(Schema 27) und stellt damit die Antibiotika-Wirkung her. Es
ist auch wahrscheinlich, dass die Glycosylierung ein Teil des
Mechanismus ist, mit dem sich Antibiotika-produzierende
Bakterien selbst sch6tzen. So inaktiviert eine zus#tzliche
Glycosylierung w#hrend der Oleandromycin-Biosynthese das
Makrolid, das erst nach dem Export und eine extrazellul#re
Glycosidasereaktion reaktiviert wird.[106] Bei Mutanten des
Balhimycinproduzenten werden akkumulierte teilcyclisierte
Peptidzwischenprodukte zuf#llig glycosyliert, vielleicht zum
Selbstschutz und/oder zur Erleichterung des Exports.[58,59]

Die allgemeine Strategie der Biosynthese von Desoxy-
und Amino/Desoxyzucker-Komponenten von Antibiotika ist
inzwischen gut verstanden.[107–109] Zun#chst werden alle mo-
difizierten Hexosen als Nucleosiddiphospho-Zucker (NDP-
Zucker) mit der Pyrophosphatbindung des NDP am C1 der
Hexose bereitgestellt; damit wird der Zucker f6r den Angriff
eines nucleophilen Cosubstrats bei der folgenden Glycosyl-
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Schema 24. MKgliche Mechanismen der HGm-katalysierten oxidativen Kupplungen durch CepE, CepF und CepG.
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transferase-Katalyse aktiviert. Bei den Antibiotika-Produ-
zenten aus der Gruppe der Streptomyceten und Actinoplanes
sind die NDP-Desoxyzucker Uridindiphospho(UDP)- oder
Thymidindiphospho(TDP)-Zucker. Alle enzymatischen Um-
setzungen zur Bildung der TDP-Desoxyzucker, die f6r die

Antibiotika-Synthese erforderlich sind, beginnen mit der
einfach verf6gbaren aktivierten TDP-Glucose. In Schema 28
sind die enzymatischen Schritte f6r die Umwandlung von
TDP-Glucose zu TDP-l-b-Epivancosamin aufgef6hrt, dazu
die Einstellung des Redoxstatus und/oder der Substituenten
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Schema 26. Stukturformeln von Novobiocin, 5-O-Desosaminyl-Tylacton, Bleomycin und dem Chromophor Kedarcidin.

Schema 25. Biosynthese von Vancosamin und Epivancosamin aus 4-Oxovancosamin und Einbau in Vancomycin, Chloreremomycin und Balhimycin.
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und Konfiguration an jedem Kohlenstoffatom, C2-C6, um
damit auf die zielgerichtete Bearbeitung des TDP-Zucker-
Donors aufmerksam zu machen. Das andere allgemeine
Merkmal der Biosynthesewege von Antibiotika ausgehend
von Zuckern ist, dass die kodierenden Gene beispielsweise
f6r die Umsetzungen, die in Schema 28 zusammengefasst
sind, mit den 6brigen Genen f6r die Biosynthese der
Glycopeptide in einem Cluster vorliegen (Abbildung 6 und
Tabelle 4). Im Cep-Gencluster katalysieren die Produkte der
f6nf orfs 23, 25, 14, 26 und 24 nacheinander in dieser
Reihenfolge die Umwandlung von TDP-4-Keto-6-desoxyglu-
cose in TDP-l-Epivancosamin (Schema 29).[110,111] Das Zu-
sammenfassen der Biosynthesegene f6r NDP-Desoxyzucker
in Operons f6r die Antibiotika-Produktion erm+glicht eine
koordinierte Regulation und eine bedarfsorientierte Biosyn-

these der Schl6sselmonomere w#hrend der Antibiotika-Pro-
duktion.

In Schema 29 sind die spezifischen enzymatischen Schritte
zusammengefasst, die durch Reinigung der f6nf beteiligten
orfs aus Abbildung 6 gekl#rt werden konnten. Die Enzyme
wurden inzwischen als EvaA, EvaB, EvaC, EvaD und EvaE
(Eva ¼ 4-l-Epivancosamin) bezeichnet. Das Enzym, das den
ersten Schritt katalysiert, d.h. die Umsetzung der TDP-
Glucose zur 4-Ketoverbindung, gefolgt von der Dehydratisie-
rung zum 4-Keto-6-en und der Reduktion des konjugierten
Olefins zum 6-Methylzucker, und so das TDP-4-Keto-6-
desoxyglucose-Substrat f6r EvaA bereitstellt, ist nicht im
Cep-Cluster kodiert. Die Enzymreaktion ist wohlbekannt
und gut untersucht, sie steht wahrscheinlich am Anfang
mehrerer Biosynthesewege; das Enzym ist von allgemeinerer
Bedeutung f6r den Zuckerstoffwechsel in Bakterienzellen
und daher nicht Teil des speziellen, der Antibiotika-Synthese
dienenden Genclusters.[112, 108]

EvaA katalysiert die Bildung des 3,4-Diketo-Zuckers als
Teil des Reaktionsweges zur Desoxygenierung von C2 durch
Entfernung des C3-H, das durch die Nachbarschaft zur 4-
Ketogruppe acidifiziert wird, und durch Eliminierung des C2-
OH. Das entstehende 2,3-en ist die Enolform des 3,4-Diketo-
6-desoxyzucker-Nucleotids. Die Ketogruppe an C3 wird
durch EvaB reduktiv aminiert; das Enzym ist eine Pyridoxal-
phosphat-abh#ngige Aminotransferase, die regio- und ste-
reoselektiv die Aminogruppe #quatorial in Position 3 ein-
f6hrt. EvaC ist eine S-Adenosylmethionin-abh#ngige C-
Methyltransferase, die die Methylgruppe unter Inversion
der Konfiguration einf6hrt, wenn sie vom Carbanion des C3-
Aminozuckers angegriffen wird. Nun ist C3 aminiert und C-
methyliert, und damit ist die Konfiguration fixiert. An dieser
Stelle greift EvaD an, ein Mitglied der TDP-Zucker-3- und
5-Epimerasefamilie. Nur C5 tr#gt noch ein acides Wasser-
stoffatom, das durch EvaD enolisiert und mit der l-Kon-
figuration an C5 #quilibriert werden kann. So entsteht das
TDP-lb-4-Oxovancosamin. Diese Verbindung wird als der 4-
Oxovancosamin-Donor bei der Balhimycin-Biosynthese an-
gesehen (Schema 2). Abschließend katalysiert EvaE noch die
stereospezifische Reduktion der 4-Oxo-Gruppe durch Hyd-
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Abbildung 10. R@cken-an-R@cken-Dimerisierung von Vancomycin: raumf@llendes Modell (gebunden an N2,6-Bis(acyl)-l-Lys-d-Ala-d-Ala und die zu-
gehKrigen Wasserstoffbr@ckenbindungen).

Schema 27. Einbau der (Thymidindiphosphat)TDP-Zucker bei der Ery-
thromycin-Biosynthese.
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ridaddition von NADPH zur #quatorialen 4-OH-Gruppe des
TDP-Epivancosamin und vollendet damit die Umwandlung
von TDP-Glucose (Schema 29). Bei der TDP-l-b-Vancosa-
min-Biosynthese ist nur der letzte Schritt anders; ein Homo-
loges von EvaE f6hrt ein Hydridion von der gegen6ber-
liegenden Seite der 4-Keto-Gruppe ein, wodurch die 4-OH-
Verbindung mit axialer Orientierung entsteht.

Bei anderen Zuckern in der Vancomycin-Familie (Ta-
belle 8) sind vergleichbare Enzyme zur Prozessierung der
NDP-Zucker (Desoxygenierung an C2, C3, C6; Aminierung
und Methylierung an C3; Epimerisierung der Hydroxy-Kon-
figuration an C3 und C5) wahrscheinlich. Gut dokumentierte
Pr#zedenzf#lle sind hierbei die Biosynthese von TDP-d-
Desosamin, TDP-l-Mycarose und TDP-Daunosamin.[113–115]
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Schema 28. Transformationsreaktionen bei der Biosynthese von TDP-l-Epivancosamin aus TDP-Glucose.

Schema 29. Biosynthese von TDP-l-Epivancosamin und die Lbertragung auf Chloreremomycin.
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13. Glycosylierung durch Peptid-Antibiotika-
Glycosyltransferasen

13.1. GftA, GftB, GftC im Cep-Cluster; GftD, GftE im Van-Cluster

Gem#ß Abbildung 6 und Tabelle 4 gibt es drei benach-
barte Gene, die orfs 11–13 im Cep-Gencluster, die Homolo-

gien zu Glycosyltransferasen haben. Nach heterologer
Expression und Reinigung zur Homogenit#t erwiesen sich
die drei Proteine als die Glycosyltransferasen GtfA, GtfB
und GtfC.[60, 116] In Schema 30 ist die Spezifit#t der drei
Cep-Gft-Proteine zusammengestellt: GtfA nutzt TDP-l-
b-Epivancosamin als Glycosyldonor und das benzylische
Sauerstoffatom von 2S-3R-3-OH-Tyr6 als nucleophiles
Substrat. GtfB ist die Glycosyltransferase, die das akti-
vierte C1 von TDP-Glucose auf das angreifende pheno-
lische Sauerstoffatom des 4-OH-PheGly4-Rests im 6ber-
br6ckten Aglycon 6bertr#gt. GtfC erkennt wie GtfATDP-
l-b-Epivancosamin, 6bertr#gt es aber auf eine andere
Position am Antibiotikum, n#mlich die 2-OH-Gruppe des
Glycosylrests, und synthetisiert so den Epivancosaminyl-
1,2-glycosyldisaccharidrest. Bekannt ist, dass reines GtfB
das Aglycon und GtfC das Monoglycosylprodukt umset-
zen (Schema 31); offen ist noch, ob die GtfA-vermittelte
Reaktion zuerst oder zuletzt abl#uft.[116] In Analogie dazu
findet man bei Vancomycin mit seinen beiden Zuckern
zwei Glycosyltransferasen, GtfD und GtfE, die zu GtfB
und GtfC homolog sind; sie setzen TDP-Glucose bzw.
TDP-l-b-Vancosamin,[117,60] zum vergleichbaren Vancos-
aminyl-1,2-glucosedisaccharidrest am 4-OH-PheGly4 des
6berbr6ckten Aglyconger6sts um. Die Struktur von GtfB
im Kristall wurde inzwischen bestimmt (Abbildung 11): es
handelt sich um ein zweifl6geliges Enzym, dessen beide
Dom#nen nur von einem Proteinstrang verbunden wer-
den. GtfB gleicht in seiner Anordnung der MurG-Trans-
glycosylase, die an der Peptidoglycan-Biosynthese beteiligt
ist, und einer Phagen-DNA-Glycosyltransferase.[118–120]

GtfA, GtfC, GtfD, GtfE und andere Glycosyltransferasen
der Antibiotika-Biosynthese haben Sequenzhomologien
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Tabelle 8: Einige Zucker aus der Vancomycin-Familie.

Zucker Formel Antibiotikum

l-Olivose Orienticin B

l-Rhodinose UK69542

l-Acosamin Actinoidin A, MM47767, MM55256

l-Actinosamin Actinoidin, MM47767, MM55256

l-Ristosamin

Actaplanin, Avoparcin,
Chlorpolysporin A-C, Galacardin,
Symnonicin A-C, Helvecardin,
Ristocetin A-B

l-Vancosamin

A42867, A51568 B, M43,
Dechlorvancomycin, Demethyl-
vancomycin, Vancomycin,
Vancomycin CDP-I

3-Epi-l-van-
cosamin

A35512 B

l-Eremonsamin
Chlororienticin, Dechloreremomycin,
Eremomycin, MM47761,
MM49721, Orienticin

4-Oxovan-
cosamin

A83850, Balhimycin,
Balhimycin V, Dechlorbalhimycin V,
Deglucobalhimycin, Demethyl-
balhimycin, Methylbalhimycin

Schema 30. Funktion von GtfA, GtfB und GtfC. Abbildung 11. Struktur von GtfB im Kristall.
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mit GtfB, geh+ren also wahrscheinlich alle zur gleichen
architektonischen Superfamilie.[62]

Die entsprechenden zwei oder drei Glycosyltransferasen
der Teicoplaninsynthese (eines der Enzyme k+nnte ein GlcNAc
auf die beiden Positionen 4 und 6 6bertragen) wurden noch
nicht charakterisiert. Da die TDP-Zucker nicht ungew+hnlich
sind, wird es interessant sein, welche Gemeinsamkeiten die
Teicoplanin-Glycosyltransferasen mit den oben beschriebenen
Enzymen aus der Vancomycin-Unterfamilie haben. Der Zeit-
punkt der Glucosamin-Acylierung in Teicoplanin mit der 10-
Methylundecanoylgruppe ist unbekannt, und auch die Acyl-
transferase ist noch nicht identifiziert. Eine m+gliche Parallele
ist die zweistufige enzymatische Umwandlung von GlcNAc-
Resten w#hrend der Lipid-A-Biosynthese zu langkettigen 3-
OH-Acylderivaten, wobei eine Zink-abh#ngige Deacetylase
eine freie Aminogruppe erzeugt, die dann durch ein Enzym
reacyliert wird, dem ein 3-OH-Myristoyl-S-Acyl-Carrierpro-
tein(CP) als Substrat dient.[121] Im Falle des Teicoplanin k+nnte
das 10-Methylundecanoyl-S-ACP ein Acyl-Thioesterzwischen-
produkt sein, das aus der normalen Fetts#urebiosynthese des
Teicoplanin-Produzenten abgezweigt wurde.

Die Glycosyltransferasen in Clustern anderer Antibio-
tika-Typen wurden haupts#chlich anhand von Homologien
und Knock-out- oder Komplementations-Untersuchungen
zugeordnet. Bei der Synthese des Erythronolid-Aglycons
wird zun#chst die l-Mycarosyl-Einheit von EryBVan das C3-
OH angeh#ngt und anschließend das d-Desosamin von
EryCIII (Schema 27). Im Polyketid-Antibiotikum Megalo-
mycin gibt es einen dritten Zucker am C6-OH.[122] Analoge
Glycosyltransferasen wurden u. a. in den Clustern f6r Novo-
biocin, Bleomycin und Daunomycin entdeckt.[80,103,123]

14. Ans%tze zur Behandlung vancomycinresistenter
Bakterien

14.1. Inhibitoren von VanS, VanR, VanH, VanA und VanX

Nachdem das molekulare Prinzip der Vancomycinre-
sistenz in den klinischen Ph#notypen VanAund VanB gekl#rt
ist, werden dringend neue Wirkstoffe gegen VRE und
effiziente Entwicklungsmethoden ben+tigt, diesen Ph#notyp
unsch#dlich zu machen. Ein Ansatz ist, Inhibitoren gegen
jedes der f6nf Proteine herzustellen, das regulatorische, aus
zwei Komponenten bestehende Paar VanS und VanR, und die
drei Enzyme VanH, VanA und VanX.[40,41] Die Strukturen
(Abbildung 12) der d-Ala-d-Ala-Ligase VanA mit einem
Phosphanylphosphat-Analogon des gebundenen d-d-Dipep-
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Schema 31. Reihenfolge der Addition von Uridindiphosphat(UDP)-Glucose und UDP-l-Epivancosamin durch GtfB und GtfC.

Abbildung 12. Struktur von VanA im Komplex mit einem phosphorylier-
ten Hemmstoff.
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tidsubstrates und der d-d-Dipeptidase VanX mit einem
gebundenen Phosphinat-Hemmstoff wurden r+ntgenogra-
phisch bestimmt und sollten beim Design von Liganden
hilfreich sein.[124,125] Das Phosphinat ist ein potenter Hemm-
stoff von VanX und ein Substratanalogon von VanA, da es in
jedem Fall ein fest gebundenes Phosphanylphosphat bildet;
Bakterienzellen allerdings sind f6r das anionische Phosphinat
undurchl#ssig, sodass diese Verbindungen gegen intakte
Bakterien nicht aktiv sind. Es wurde auch ein Hemmstoff
von VanX beschrieben, der vom Reaktionsmechanismus
abgeleitet ist und an dem nach der Spaltung einer Peptidbin-
dung durch die Peptidase eine reaktive Gruppe freigelegt
wird (Schema 32).[126] Bisher sind keine Inhibitoren der
regulatorischen Komponenten bekannt, doch gibt es Verbin-
dungen, die als Hemmstoffe anderer Sensorsysteme aus zwei
Komponenten wirken.[127, 128] Wahrscheinlich wirken diese,
indem sie die Membranstruktur st+ren und/oder als unspezi-
fische Oberfl#chenagentien, die den Transmembransensor
unterbrechen. Unter der Voraussetzung, dass die intrazellu-
l#ren Dom#nen von VanS und anderen Sensorproteinen
bakterieller Zwei-Komponenten-Regulationssysteme Histi-
din-Autokinasen sind, sollte es m+glich sein, mithilfe der
wachsenden Zahl bekannter Proteinkinase-Inhibitoren, die
mit ATP konkurrieren, Leitstrukturen gegen diese Eigen-
schaft von VanS zu finden.[129]

14.2. Antibiotika, die gegen VRE aktiv sind

Zwei Antibiotika haben w#hrend der klinischen Entwick-
lung eine gewisse Wirkung gegen VRE gezeigt. Das erste ist
Synercid, eine Kombination der synergistisch wirkenden
Pristinamycine I und II (Schema 33). Diese geh+ren zu einer
Klasse von Antibiotika, die historisch auch als Virginiamy-
cine und Streptogramine bekannt sind. Die Pristinamycine
werden von Streptomyces pristinaespiralis gebildet, wobei

Pristinamycin I (Handelsname Dalfopristin) und Pristinamy-
cin II (Handelsname Quinopristin) semisynthetische Varian-
ten sind, die zur Verbesserung der Wasserl+slichkeit modifi-
ziert wurden. Pristinamycin II ist ein nichtribosomal syn-
thetisiertes Hexapeptid, w#hrend Pristinamycin I ein Hybrid
ist, das von einem Polyketid-Synthase-Komplex und drei
NRPS-Modulen synthetisiert wird.[130–131] Beide Pristinamy-
cin-Derivate wirken auf die gleiche Stelle der ribosomalen
50S-Untereinheit wie Erythromycin und blockieren die Pro-
teinbiosynthese.[132]

Das zweite Antibiotikum, das gegen VRE wirkt, ist
Linezolid. Linezolid ist die erste Verbindung einer neuartigen
synthetischen Antibiotika-Klasse, der Oxazolidinone, die
auch die Proteinbiosynthese am Ribosom blockieren.[133]

14.3. Semisynthetische Glycopeptide, die gegen VRE wirken

Als die ersten klinischen VRE-Isolate auftauchten, wur-
den sie zum Screening auf neue Antibiotika gegen sensitive
und resistente Enterococcen-St#mme genutzt. Halbsyntheti-
sche Derivate von Vancomycinen und Chloreremomycinen
mit Lipidresten an der Aminogruppe von Vancosamin oder
Epivancosamin waren aktiv gegen VRE (Schema 34). Als
Vertreter dieser Gruppe sei das N-Chlorbiphenyl-Derivat von
Chloreremomycin mit der Laborbezeichnung LY333328 ge-
nannt, dessen Aktivit#t auf das 80-fache zunahm (nach einem
Aktivit#tsverlust gegen VRE um den Faktor 1000) und das
sich inzwischen in der klinischen Pr6fung befindet.[134,135]

Dieser und verwandte N-Aryl- und N-Alkylsubstituenten
werden durch reduktive Alkylierung der 3-Aminogruppen
des Vancosamin oder Epivancosamin eingef6hrt. Sie #hneln
der N-Acylkette im Teicoplanin und f6hren m+glicherweise
zu einer Vorkonzentrierung der Lipoglycopeptide an der
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Schema 33. Stukturformeln von Pristinamycin I und Pristinamycin II.

Schema 32. Inaktivierung von VanX durch einen Mechanismus-gest@tz-
ten Hemmstoff.
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#ußeren Oberfl#che der Cytoplasmamembran in der Nach-
barschaft sowohl der Lipid-II-Substrate als auch der Trans-
peptidasen und Transglycosylasen, die die letzten Schritte des
Peptidoglucanaufbaus katalysieren. Auch nach einer Ver-
schiebung der lipophilen Chlorbiphenylgruppe an verschie-
dene Positionen des Disaccharidendes von Antibiotika der
Vancomycingruppe blieb die Aktivit#tszunahme gegen6ber
VRE erhalten. Wenn beispielsweise ein 6-Aminoglycosyl-

Analogon der Vancomycin-Disaccharideinheit synthetisch
hergestellt und danach N-aryliert wurde, hatte dieses Regio-
isomere eine gute Aktivit#t gegen VRE,[136] was vermuten
l#sst, dass die Aktivit#t durch einen Lipidanker und nicht
durch eine spezifische Struktur des Lipodisaccharids hervor-
gerufen wurde.

Die Bindungsaffinit#t von LY333328 und seiner Analoga
gegenN-Acyl-d-Ala-d-Lac ist nicht erh+ht, was daf6r spricht,
dass der Aktivit#tsgewinn gegen VRE zumindest zum Teil auf
einen andersartigen Mechanismus zur6ckgeht. Außerdem
blieb die Aktivit#t gegen VRE auch in Chlorbiphenylanaloga
erhalten, in denen die Bindestelle f6r N-Acyl-d-Ala-d-Ala
durch die Entfernung von N-Methyl-d-Leu-1 zerst+rt wur-
de.[136] Kahne et al. vermuteten, dass membrangebundene
Transglycosylasen (Abbildung 13) die Zielmolek6le f6r diese
modifizierten Lipoglycopeptide sein k+nnten.[136,137] Sollte
sich diese Annahme als allgemeing6ltig bewahrheiten, st6n-
den neuartige Zielmolek6le und Struktur-Wirkungs-Bezie-
hungen zur Verf6gung, um den klinischen VRE-Ph#notypen
bei lebensbedrohlichen Infektionen zu begegnen.

14.4 Kombinatorische Biosynthese von Glycopeptid-Antibiotika

Eine m+gliche Erg#nzung der Anstrengungen, die nat6r-
lichen Glycopeptidgrundger6st synthetisch zu modifizieren,
um Antibiotika mit weiteren n6tzlichen Eigenschaften herzu-
stellen, ist ein kombinatorischer Biosynthese-Ansatz. Dieser
w6rde auf demWissen aufbauen, das in den Abschnitten 8–13
dieses Aufsatzes zusammengefasst ist. Ein Weg w#re, zus#tz-
liche Aminos#ure-Monomere f6r den Einbau in das Hepta-
peptidger6st durch den Produktionsorganismus bereitzustel-
len. Dies k+nnte klassisch durch Verf6tterung anderer
Aminos#uren, besonders nichtproteinogener Verbindungen,
geschehen, doch gibt es noch keine Daten 6ber die Verf6g-
barkeit und Aufnahme dieser Aminos#urevarianten. Eine
andere M+glichkeit ist, den Biosyntheseweg f6r die De-novo-
Synthese einer gew6nschten Aminos#ure in den Organismus
einzuf6hren und diesen Stoffwechselweg bei h+herer Kon-
zentration zu exprimieren. Die Actinoplanes als urspr6ng-
liche Produktionsorganismen sind in dieser Hinsicht nicht
besonders nutzerfreundlich, aber Streptomyces toyocaensis,
der Produzent von A47934, w#re f6r solche Manipulationen
geeignet.[29]

Eine zweite M+glichkeit f6r die Umprogrammierung des
Biosynthesewegs w#re der NRPS-Synthesepfad des Hepta-
peptids. Zwei Ans#tze scheinen gegenw#rtig machbar. Zum
einen k+nnte die Selektivit#t einer der Adenylierungsdom#-
nen durch Mutation einiger Seitenketten ver#ndert werden,
die die Aminos#ureauswahl und -aktivierung steuern.[138,139]

Beispielsweise k+nnte man Modul 1 und/oder Modul 3 um-
programmieren, um eine andere Aminos#ure anstelle von
Leu1 oder Asn3 einzubauen. Dies sind die beiden Positionen,
die nicht an den Br6ckenbindungen beteiligt sind. Ob f6r
Position 1 eine d-Aminos#ure supplementiert werden muss,
bleibt noch zu kl#ren. Die VanC-VRE-Varianten exprimieren
eine Serin-Racemase und das kodierende vanT-Gen k+nnte
in einen mutierten Produzenten eingef6hrt werden, der in
Position 1 oder 3 f6r Serin kodiert.[140] Eine Variante dieses
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Schema 34. Semisynthetische, gegen VRE aktive Derivate von Vanco-
mycin.
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Ansatzes w#re, die E-Dom#ne in Modul 2, 3 oder 4 durch
Mutation eines hochkonservierten Histidinrestes zu inakti-
vieren.[94] Jedoch: w6rde eine E5-Mutante noch immer das
Heptapeptid in voller L#nge synthetisieren, jetzt allerdings in
d-d-l-d-l-l-l-Konfiguration und w6rden noch immer die
Br6ckenbindungen gekn6pft, die Glycosylierung ausgef6hrt
und die antibiotische Aktivit#t erhalten werden? Ein zweiter
Ansatz ist, Dom#nen oder Module zu mischen, um die
Identit#t und Position aller sieben Aminos#uren zu #ndern.
Marahiel et al. haben begonnen, Regeln f6r den Austausch
von Dom#nen und Modulen bei dem Tyrocidin-Synthesepfad
aufzustellen; diese k+nnten dann auf die Cep-, Van- und
Teicoplanin-NRPS-Enzymkomplexe angewendet werden.[141]

W6rde so der Ersatz des Dpg-aktivierenden Moduls 3 in der
Teicoplaninsynthetase oder der A47934-Synthetase durch ein
Modul f6r Hpg ein vollst#ndiges Teicoplanin-Analogon
ergeben?

Eine dritte Interventionsm+glichkeit zur Umprogrammie-
rung w#re im Anschluss an die NRPS-Reaktionen bei den
enzymatischen Schritten zur Modifizierung des Heptapeptids
einschließlich der N-Methylierung oder den P450-H#mpro-
tein-Genen, die f6r die Br6ckenbindungen verantwortlich
sind.

Die vierte Eingriffsm+glichkeit ist, Enzyme des TDP-
Desoxyzucker-Stoffwechsels zu tauschen oder zu ersetzen.
Wahrscheinlich ist das Oxovancosamin in den Balhimycinen
daf6r ein nat6rliches Vorbild, in dem die abschließende
Reduktase defekt ist oder fehlt. W6rde TDP-Daunosamin
oder TDP-Mycarose von den Glycopeptid-Produzenten ge-
bildet und von den Glycosyltransferasen eingebaut werden?
Inzwischen gibt es bei den Polyketid-Makrolid-Biosynthese-
wegen einige Beispiele f6r die Umprogrammierung der
Desoxyzucker-Biosynthese und die Verwendung der neu-
artigen Zucker durch Gtfs, sodass schließlich Produkte mit
ver#nderter Glycosylierung entstehen.[142–144] Diese Strategie
h#ngt davon ab, dass Gtfs wie GtfA–E unspezifisch genug

sind, um andere TDP-Desoxyhexosen zu akzeptieren und
GtfB/C oder GtfD/E die ver#nderten Substrate oder Zwi-
schenprodukte weiterverarbeiten. Wir haben dies f6r die
Synthese von Epivancosamin mit GtfB und GtfC und – was
noch 6berzeugender ist – f6r die Einf6hrung der Epivanco-
saminyl-1,2-glycosyl-Kette in das Teicoplanin-Aglycon ge-
zeigt.[116] F6r diese Kombination gibt es keinen Pr#zedenzfall
in der Natur (Schema 35). Es k+nnte m+glich sein, Chim#ren
aus solchen Antibiotika-modifizierenden Gtfs herzustellen,
die die aus zwei Schleifen bestehende Struktur des GtfB
haben (Abbildung 11), wobei die obere Schleife den TDP-
Zucker erkennt und die untere Schleife das Aglycon. Durch
die kombinatorische Chim#risierung solcher Gtfs ließen sich
Bibliotheken erzeugen, mit denen man die Aglycone mischen
und mit TDP-Desoxy- und -aminozuckern effektiv glycosy-
lieren kann.

15. Schlussfolgerungen

Die Bakteriengenomik hat inzwischen Dutzende von
Genclustern f6r nichtribosomale Peptid-Antibiotika, Poly-
ketide und Hybrid-Antibiotika aus Peptiden und Polyketiden
gekl#rt und die Logik offengelegt, die dieser Matrizen-
gesteuerten Syntheseform zugrunde liegt. Sogar f6r so kom-
plexe Antibiotika wie Chloreremomycin und Vancomycin
kann die Strategie nun aus Bioinformatik-gest6tzten Vor-
hersagen erschlossen und im Experiment gepr6ft werden.

Die Zusammenfassung aller oder fast aller Gene, die zur
Kodierung eines bestimmten Stoffwechselwegs zu einem
Sekund#rmetaboliten erforderlich sind, erm+glicht eine ko-
ordinierte Regulation von Gentranskription, Proteinsynthese
und Aufbau niedermolekularer Verbindungen, die als Bau-
steine erforderlich sind. Die 29 Gene im Chloreremomycin-
Cluster lassen sich in drei funktionelle Phasen einteilen, die
typisch f6r diese Klassen bioaktiver Naturstoffe sind.
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Abbildung 13. Vorschlag f@r membrangebundene Transglycosylasen als Zielmolek@le f@r modifizierte Lipoglycopeptide.
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Die erste Phase, vor dem Zusammenf6gen der Amino-
s#uren, ist die enzymatische Bildung eines Pools distinkter
kleiner Molek6lmonomere, die einer produktionssynchronen
(„just-in-time“) Bestandssteuerung unterliegen und die als
Substrate f6r die nachfolgenden Reaktionswege dienen. F6r
die Glycopeptid-Antibiotika der Vancomycinklasse bedeutet
dies die Herstellung von drei nichtproteinogenen Aminos#u-
ren aus insgesamt f6nf Monomeren des Heptapeptidger6sts.
Ungef#hr zw+lf der 29 Gene lassen sich der Produktion dieser
drei Aminos#uren zuordnen. Das andere zugeh+rige Mono-
mer ist das aktivierte l-Aminodesoxyzucker-Nucleotid TDP-
l-b-Epivancosamin, zu dessen Synthese weitere f6nf Gene
erforderlich sind.

Phase II ist der Reaktionspfad f6r den Zusammenbau der
Monomere. Bei den Glycoheptapeptid-Antibiotika besteht
der NRPS-Komplex aus 24 Dom#nen, verteilt auf drei Pro-

teinuntereinheiten. Die Identit#t und Lokalisierung der
einzelnen Dom#nen dient der Kontrolle der Monomeraus-
wahl und -aktivierung bei der Kettenelongation, wobei im
Verlauf der Kettenelongation von den insgesamt sieben
Aminos#ureresten vier d-Aminos#uren eingebaut werden
m6ssen, und schließlich die hydrolytische Kettenterminie-
rung. Das Wachstum der Peptidkette erfolgt gerichtet vom N-
zum C-Terminus 6ber eine Elongationskaskade, die an
kovalent fixierten Aminoacyl- und Peptidyl-S-Enzym-Inter-
mediaten gebunden ist.

Die anschließende dritte Phase umfasst das „Zurecht-
schneidern“ des freigesetzten Heptapeptids. Oxidationen und
Glycosylierungen sind typische Reaktionen, und N-Methylie-
rungen sind nicht ungew+hnlich. Alle drei Transformations-
arten kommen hier vor, katalysiert von sieben speziellen
Enzymen. Die auff#lligste architektonische und chemische
Eigenschaft der Vancomycin/Teicoplanin-Antibiotika ist die
Verkn6pfung der Seitenketten 6ber Phenolgruppen. Die
Steuerung durch katalytisch wirkende H#mprotein-Oxidasen
ist inzwischen gekl#rt, w#hrend Zeitpunkt der Reaktion,
Spezifit#t und Mechanismus noch bestimmt werden m6ssen.

Die Regeln, nach denen die Natur die Glycopeptid-
(Vancomycin) und Lipoglycopeptid-Antibiotika (Teicopla-
nin) aufbaut, werden zunehmend gekl#rt und abgesichert.
Dies +ffnet M+glichkeiten f6r Umprogrammierungsstrate-
gien auf der Ebene ver#nderter Monomere, durch Verschie-
bungen beim Peptidaufbau und durch verschiedene Enzyme
zur Nachbearbeitung des Aglycons.
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