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Das letzte gemeinsame Zwischenprodukt der Arenbiosyn-
these ist die Chorismins�ure, bevor sich die Biosynthesewege
zu den aromatischen Aminos�uren Trp, Tyr und Phe und zur
p-Aminobenzoes�ure (pABA) verzweigen.[1] Die p-Amino-
benzoes�ure ist Bestandteil der Fols�ure, die von vielen Mi-
kroorganismen und Parasiten synthetisiert werden kann, vom
Menschen aber als Vitamin aufgenommen werden muss. Dies
macht die Fols�ure-Biosynthese zu einem interessanten Ziel
f+r die Suche nach antiinfektiven Wirkstoffen. Bekannte
synthetische Inhibitoren des Tetrahydrofolat-Biosynthese-
wegs sind die Sulfonamide und Trimethoprim.[2]

Ein gerichtetes Screening von bakteriellen Extrakten
nach Inhibitoren der Arenbiosynthese f+hrte zur Isolierung
der Abyssomicine B, C (1) und D (4),[3,4] die vom marinen
Gram-positiven Actinomyceten Verrucosispora AB-18-032
produziert werden (Schema 1) und die pABA-Biosynthese
inhibieren. Von diesen drei Metaboliten weist nur Abysso-
micin C (1) eine antibiotische Wirkung gegen Gram-positive
Bakterien einschließlich pathogener Staphylococcus-aureus-
St�mme auf. Die strukturelle Komplexit�t der Abyssomicine
f+hrte dazu, dass mehrere Arbeitsgruppen die Totalsynthese
dieser Naturstoffe untersucht haben.[5–8] Bislang wurden zwei
erfolgreiche Totalsynthesen ver<ffentlicht, die erste von der
Gruppe um Sorensen,[5] die zweite von Nicolaou und Harri-
son.[6,8]

Neben Abyssomicin C (1) beschrieben Nicolaou und
Harrisson die Synthese des Isomers atrop-Abyssomicin C
(2),[6] das eine h<here antibiotische Aktivit�t als Abyssomi-
cin C (1) aufweist. Das atrop-Abyssomicin C (2) wurde auch
in Fermentationen von Verrucosispora AB-18-032 gefunden
und ist das haupts�chlich synthetisierte Abyssomicin, w�h-
rend Abyssomicin C (1) ein Nebenprodukt ist, dessen Bil-
dung aus 2 durch saure Bedingungen gef<rdert wird.[6,9]

R+ckschl+sse auf den molekularen Wirkort und den Wirk-
mechanismus wurden bislang durch Strukturanalyse und aus
Agarplattendiffusionstests gezogen.[3,4] Nach unseren Re-
cherchen sind Abyssomicin C (1) und atrop-Abyssomicin C
(2) die ersten nat+rlichen Inhibitoren der pABA-Biosynthese.

Hier beschreiben wir die molekulare Grundlage der
Wirkung des Schl+sselmetaboliten von Verrucosispora AB-
18-032, des atrop-Abyssomicins C (2). Interessanterweise
zeigen die Strukturen von 1 und 2 – genauer gesagt das Oxa-
bicyclooctan-Ringsystem – eine erstaunliche Bhnlichkeit zu
einer L<sungskonformation des Chorismats.[10] Auch die
strukturelle Verwandtschaft zu Dbergangszustandanaloga
der Chorismins�ure ist offensichtlich.[11] Dies l�sst darauf
schließen, dass 1 und 2 Substratmimetika sind. Ein augen-
scheinlicher Unterschied zwischen den antibakteriellen De-
rivaten 1 und 2 und dem inaktiven Derivat Abyssomicin H (3)
ist ein a,b-unges�ttigtes Keton in unmittelbarer N�he zum
Oxabicyclooctan-System (Schema 1).[9] Dies spricht daf+r,
dass das Michael-System eine entscheidende Rolle f+r die
antibiotische Aktivit�t spielt.

Ausgehend von Chorismat ben<tigt die pABA-Biosyn-
these zwei Enzyme: Die 4-Amino-4-desoxychorismat(ADC)-
Synthase, die die Reaktion von Chorismat und Glutamin zu
ADC und Glutamat katalysiert,[12] und die ADC-Lyase, die
anschließend die Eliminierung von Pyruvat unter Aromati-
sierung katalysiert, was zur Bildung von pABA f+hrt. Die
ADC-Synthase ist ein Heterodimer aus zwei nicht-identi-
schen Untereinheiten, PabA und PabB. PabA fungiert als

Schema 1. Strukturen von Abyssomicin C (1), atrop-Abyssomicin C (2),
Abyssomicin H (3) und Abyssomicin D (4).
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Glutaminamidotransferase, w�hrend PabB die Substitution
der 4-Hydroxygruppe des Chorismats durch eine Amino-
gruppe unter Retention der Konfiguration katalysiert.

Zur Untersuchung der Interaktion von 2 mit der ADC-
Synthase w�hlten wir die ADC-Synthase des Abyssomicin-
sensitiven Bakteriums Bacillus subtilis aus, die wir heterolog
in E. coli +berexprimierten und aufreinigten, im Falle von
PabA nativ, im Falle von PabB +ber einen N-terminalen His6-
Tag. Zur Quantifizierung des gebildeten ADC wurde ein
Testsystem auf der Basis der Elektrospray-Massenspektro-
metrie durch MRM (multiple reaction monitoring) entwi-
ckelt. Die Hemmkinetik wurde bei konstanten Chorismat-
Konzentrationen (5 mm) und 100 mm Ammoniumsulfat
durchgef+hrt. Eine Pr�inkubation von ADC-Synthase (PabA
und PabB) mit 2 f+hrte zu einer zeitabh�ngigen Abnahme der
Enzymaktivit�t (Hintergrundinformationen). Die Zugabe
von PabA war wegen der Instabilit�t von PabB erforderlich.
Hierbei hatte die Pr�inkubation von PabA mit 2 keinen in-
hibitorischen Effekt auf die ADC-Bildung. Anschließend
wurde eine Serie von Experimenten mit variierender Inhibi-
torkonzentration (50–500 mm) bei konstanter Enzymkonzen-
tration und unterschiedlichen Inkubationszeiten durchge-
f+hrt. Tr�gt man die beobachtete Ge-
schwindigkeitskonstante kobs als Funktion
der Inhibitorkonzentration auf, so erh�lt
man eine hyperbole Kurve, die charak-
teristisch f+r irreversible Inhibitoren ist
und auf eine kovalente Bindung des In-
hibitors an das Protein hindeutet. F+r
atrop-Abyssomicin (2) wurde ein Kapp

I

von etwa 390 mm und ein kinact in der
Gr<ßenordnung von 0.8 min�1 ermittelt.
Weitere Inhibitionsexperimente mit
Abyssomicin C (1) belegen, dass 1 im
Vergleich zu atrop-Abyssomicin (2)
PabB in signifikant geringerem Ausmaß
inhibiert (Hintergrundinformationen).

Um die Bindestelle von atrop-Abys-
somicin C im Protein zu lokalisieren,
wurde PabB mit 2 inkubiert. Durch
Verdau von PabB mit Endoproteinase
GluC wurde mit HPLC-ESI-Massen-

spektrometrie ein Peptid bei m/z 827.0 [M= 1651.7] beob-
achtet, das im Kontrollverdau ohne Inhibitor nicht detektiert
wurde (Abbildung 1). Durch massenspektrometrische Frag-
mentierung (ESI-MS/MS) konnte gezeigt werden, dass atrop-
Abyssomicin C kovalent an die Sulfhydrylseitenkette von
Cys263 im Peptid TPDFQIICGSPE gebunden hatte (Abbil-
dung 2).

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass atrop-
Abyssomicin (2) an die Seitenkette von Cys263 bindet, stellte
sich die Frage, ob eine einfache Michael-Addition stattfindet,
oder ob analog der Hydridaddition an 2[8,9] eine Umlagerung
zu einer Struktur �hnlich der von Abyssomicin D folgt
(Schema 2). Um diese Hypothese zu validieren, untersuchten
wir Reaktionen von 2mit S-Nucleophilen. Hierzu wurde 2mit
2-Sulfanylethanol oder mit N-Acetylcystein in Tetrahydro-
furan inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden durch pr�-
parative HPLC aufgereinigt undmit 2D-NMR-Spektroskopie
analysiert. Sowohl der nucleophile Angriff der Sulfhydryl-
gruppe von 2-Sulfanylethanol als auch von N-Acetylcystein
f+hrte zur Umwandlung von 2 in ein zum Abyssomicin D
analoges Derivat (Hintergrundinformationen).

Abbildung 1. HPLC-ESI-MS-Chromatogramm der Peptide aus dem
GluC-Verdau von unbehandeltem PabB und PabB nach Inkubation mit
atrop-Abyssomicin C. Letzteres weist einen zus4tzlichen Peak bei
Rt=31.1 min auf.

Abbildung 2. MS/MS-Sequenzierung des Abyssomicin-gebundenen
Zielpeptids aus PabB (m/z 827.0) nach GluC-Verdau. Cys263 wurde
kovalent durch atrop-Abyssomicin C modifiziert.

Schema 2. Funktion von atrop-Abyssomicin C als Michael-Akzeptor. a) Einfache Michael-Addi-
tion (Weg A) und Michael-Addition mit anschließender Umlagerung in ein zu Abyssomicin D
analoges Derivat (Weg B). b) Vorgeschlagener Mechanismus der Reaktion von atrop-Abysso-
micin C mit Cys263 auf der Grundlage der Ergebnisse der Reaktionen mit den S-Nucleophilen
2-Sulfanylethanol und N-Acetylcystein.
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In der vorliegenden Arbeit konnten wir nachweisen, dass
PabB der ADC-Synthase von B. subtilis ein molekulares
Target von atrop-Abyssomicin C (2) ist. Letzteres bindet
kovalent an die Seitenkette von Cys263, das in der N�he des
aktiven Zentrums von PabB lokalisiert ist.[13] Eine kovalente
Bindung an andere potenziell nucleophile Seitenketten von
PabB wie Ser, Thr und Lys wurde unter den beschriebenen
Reaktionsbedingungen nicht beobachtet. Der mikromolare
Bereich der Inhibitionskonstante Kapp

I (390 mm) ist f+r irre-
versible Inhibitoren nicht ungew<hnlich. Aspirin, das zwei-
felsohne ein wirksames Medikament ist, weist einen Kapp

I von
14 mm auf.[14] Auch der bislang wirksamste bekannte Inhibitor
der ADC-Synthase aus E. coli, das von Abell und Mitarbei-
tern beschriebene 2-Fluorchorismat, zeigt einen KI von
130 mm und einen ki von 1.0 min

�1 [15] und liegt damit in der-
selben Gr<ßenordung wie atrop-Abyssomicin C. Im Ver-
gleich zu atrop-Abyssomicin C hat Abyssomicin C eine
deutlich geringere F�higkeit, die ADC-Biosynthese in vitro
zu hemmen. Dieser Befund geht einher mit dem st�rkeren
antibakteriellen Effekt von 2 verglichen mit 1 in MIC-Tests
(minimum inhibitory concentration).[6, 9] Eine Erkl�rung
hierf+r ist, dass 2 ein st�rkerer Michael-Akzeptor ist als 1, wie
bereits von Harrison und Nicolaou diskutiert wurde.[6] Un-
terschiede in der Konformation von 1 und 2, die deren Affi-
nit�t zum aktiven Zentrum des Enzyms ver�ndern, k<nnten
ebenfalls eine Rolle spielen. Die In-vitro-Reaktion von 2 mit
S-Nucleophilen zu einer Struktur �hnlich der von Abysso-
micin D l�sst den Schluss zu, dass die Reaktion von 2 mit
PabB analog verl�uft (Schema 2). M<glicherweise induziert
die Verzerrung der Abyssomicinstruktur eine konformative
Bnderung des Zielproteins. Derzeitige Experimente unserer
Arbeitsgruppe sind auf die Untersuchung anderer ADC-
Synthasen sowie auf die Kristallstrukturanalyse von ADC-
Synthase im Komplex mit atrop-Abyssomicin C gerichtet.

Experimentelles
Die NMR-Spektren wurden auf einemDRX500-NMR-Spektrometer
(Bruker) mit einem inversen Breitbandprobenkopf (5 mm) mit z-
Gradienten gemessen. Die Spektren wurden in [D4]Methanol auf-
genommen und referenziert (d = 3.30; d = 49.0 ppm). Die 2D-COSY-,
NOESY-, HMQC- und HMBC-Experimente wurden mit Bruker-
Standardparametern (XWinNMR3.2) gemessen. Die LC-MS-Spek-
tren wurden auf einem 2000Q-Trap-Massenspektrometer (Applied

Biosystems/MDS Sciex), das an ein Agilent-1100-HPLC-System
(Agilent) gekoppelt war, gemessen.
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