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N aturstoffe sind inspirierend: Chemikern dienen sie als
Grundlage fiir die Entwicklung von neuen Synthesemethoden
und immer empfindlicheren Analysetechniken, und sie helfen
Biologen bei der Suche nach molekularen Zielstrukturen und
Wirkstoffen oder beim Studium der Kommunikationswege
von Zellen oder ganzer Organismen. Biochemiker schlieBlich
nutzen Naturstoffe, um die Stoffwechselwege zu erforschen,
tiber die die Natur komplexe organische Molekiile aufbaut.
Auf die eine oder andere Weise haben Naturstoffe so ihren
Beitrag zur Entwicklung der modernen Naturwissenschaften
geleistet.

Im heutigen postgenomischen Zeitalter werden auf dem
Gebiet der Naturstoffbiosynthese fortlaufend faszinierende
Entdeckungen gemacht, die bereits eine Vielzahl neuer se-
kundéarmetabolischer Transformationen aufgezeigt haben.
Ausgehend von natiirlichen cyclischen Peptiden wurden
hierbei in jiingster Zeit neuartige Biosyntheseprozesse ent-
deckt, die mit der posttranslationalen Modifikation von
ribosomal abgeleiteten bakteriellen Peptiden zusammen-
hingen. Besonders hervorzuheben sind die Cyanobakterien,
die fiir ihre geradezu unheimliche Fihigkeit bekannt sind,
eine breite Vielfalt von strukturell diversen Peptidylproduk-
ten zu synthetisieren.!. Oft nutzen diese Bakterien nicht-
ribosomale Peptidsynthasesysteme, wodurch sie weitaus
mehr Substrate verarbeiten konnen als nur die 20 proteino-
genen Aminosiduren, auf die die ribosomalen Peptide (RBs)
beschrédnkt sind. In jiingsten Studien konnten nun aber die
Gruppen um Schmidt® und Hertweck/Dittmann® neue en-
zymatische Prozesse fiir die Diversifizierung auch ribosomal
codierter Peptide aufzeigen.

Der allgemeine Ablauf bei der Biosynthese bakterioziner
RPs, von denen viele iiber potente antimikrobielle oder to-
xische Eigenschaften verfiigen, beginnt mit der Synthese ei-
ner Peptidvorstufe mit erweitertem N-Terminus, die ver-
schiedene Arten von posttranslationalen Modifikationen
eingehen kann, an die sich dann die proteolytische Spaltung
unter Freisetzung des aktiven Peptids anschlieBt.[*! Beispiele
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solcher Modifikationen, die aus der Ligation von Amino-
sduren hervorgehen, sind die Bildung von Disulfidverket-
tungen, von Lanthionin-Briicken wie im Lantibiotikum Ni-
sin APl von heteroaromatischen Ringen wie im Micro-
cin B17% und von Makrolactamverkettungen (Amidbindun-
gen) wie im Lasso-Peptid Microcin J25" (Schema 1).

Vor einigen Jahren haben zwei unabhéngige Studien den
iiberraschenden Befund erbracht, dass die Klasse der vom
Ascidin abgeleiteten cyclischen Patellamid-Peptide tatséch-
lich ribosomal im cyanobakteriellen Symbionten Prochloron
didemni synthetisiert wird.”®! Diese RPs, z. B. das Patellamid C
(Schema 1), waren die ersten, die die charakteristischen
Strukturmerkmale der Microcine in sich vereinten: Sie ent-
halten beide heteroaromatischen Ringe, und der Ringschluss
erfolgt tiber eine N-C-Bindung. Wihrend der Aufbau der
Patellamide auf molekularer Ebene gut verstanden ist (was
zur kombinatorischen Biosynthese von Strukturbibliotheken
gefiihrt hat),””! waren die biochemischen Merkmale, die mit
den einzelnen enzymatischen Transformationen assoziiert
sind, bislang ungekldrt — wenngleich spekuliert wurde, dass
die Makrocyclisierung spontan ablaufen konnte.'”! In neue-
ren Studien haben nun Schmidt und Mitarbeiter ihre fritheren
Arbeiten fortgefiihrt und den schliissigen Nachweis erbracht,
dass es sich bei den ,,Cyanobaktinen* um eine Hauptklasse
von cyanobakteriellen RPs handelt, die in Symbionten und
frei lebenden Organismen produziert werden.””’ Neu einge-
fithrt in diese Peptidklasse wurde eine Anzahl von preny-
lierten cyclischen Peptiden wie die Patelline und der Anti-
tumorwirkstoff Trunkamid (Schema 1). Eine bioinformati-
sche Analyse des Biosynthesegenclusters tru konnte keine
kanonischen Prenyltransferasen aufdecken, was auf das Vor-
liegen eines orthogonalen enzymatischen Mechanismus der
Peptidylprenylierung in den Cyanobaktinen schlieBen 1ésst.
Die Plastizitidt des genetischen Systems konnte dadurch be-
legt werden, dass die heterologe Expression und Rekombi-
nation des tru-Gens in Escherichia coli zur Produktion des
Naturstoffs fithrte. Damit bieten sich interessante Moglich-
keiten fiir den Aufbau von Bibliotheken prenylierter RPs.

Hertweck, Dittmann und Mitarbeiter berichteten kiirz-
lich, dass die cyanobakteriellen Toxine der Microviridin-
familie mit tricyclischer Depsipeptidstruktur, wie Microviri-
din B (Schema 1) und J aus Microcystis, ebenfalls ribosomal
synthetisiert werden.” Das charakteristische Merkmal dieser
Naturstoffe, das sie von anderen RPs unterscheidet, sind drei
intramolekulare w-Ester- und w-Amid-Bindungen zwischen
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Schema 1. Strukturen ribosomal synthetisierter bakterieller Peptide mit charakteristischen Strukturelementen: Microcine (Microcin B17 und )25),

Lantibiotika (Nisin A), Cyanobactine (Patellamid C und Trunkamid) und Microviridin B. Posttranslationale Modifikationen, die aus der Konjugation
zweier Aminoséuren resultieren, sind: Oxazolin- und Oxazolringe (griin), Thiazolin- und Thiazolring (blau), Lanthionin-Briicken (violett), Amidbin-
dungen durch Makrocyclisierung terminaler Aminosauren (orange und rosa) sowie Ester- und ®-Amid-Bindungen unter Beteiligung von Seitenket-

tenresten (rot).

Seitenkettenresten. Eine Betrachtung der Microviridin-Bio-
syntheseloci (mdn) aus zwei produzierenden Stimmen of-
fenbarte zwei Gene (mdnB und mdnC), die fiir ATP-abhén-
gige Carboxylatamin/Thiol-Ligasen codieren, neben dem
angrenzenden Gen der Microviridinvorstufe (mdnA). Die
Genprodukte MdnB und MdnC gehoren iiberraschender-
weise zur Uberfamilie der ATP-Grasp-Enzyme, die auch die
D-Alanin:D-Alanin-Ligase, die Glutathionsynthase, die Bio-
tincarboxylase und die Succinat-CoA-Ligase einschlieBt.!""
Kondensierende Enzyme dieser Uberfamilie sind im Prim-
armetabolismus zahlreich vertreten und operieren durch
ATP-Aktivierung von Carboxylaten zu Acylphosphat-Zwi-
schenstufen, die auf diese Weise fiir nucleophile Angriffe
unter Bildung von Amid-, Ester- und Thioesterbindungen
vorbereitet werden (Scheme 2 A). Diese Reaktion ist ortho-
gonal zum vorherrschenden Modus der ATP-vermittelten
Kondensationen, der iiber die Spaltung von ATP in Acyla-
denylate und Pyrophosphat verlduft und in der ribosomalen
und nichtribosomalen Synthese von Peptidbindungen auftritt.

Die Tatsache, dass sich die ATP-Grasp-Enzyme an der
Bildung der Microviridine beteiligen, stellt fiir RPs ein be-
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sonderes Verhalten dar, wie es auBBerhalb des Primdrmeta-
bolismus nur in seltenen Fillen anzutreffen ist, etwa bei der
Synthese des Biopolymers Multi-L-arginyl-poly-L-asparagin-
siure (Cyanophycin)!? und von N-Glycylclavaminsiure
(Schema 2B).!¥ Dies ist abermals ein Beispiel dafiir, wie die
Natur Schliisselenzyme des Primidrmetabolismus fiir die
Biosynthese eines Naturstoffs ,recycelt“. Die heterologe
Expression der mdnABC-Genkassette in E. coli bestitigte,
dass diese drei Gene nur fiir die Synthese des richtig gefal-
teten tricyclischen Depsipeptid-Kerns der Microviridine vor
der Spaltung des N-terminalen Signalpeptids zustéindig sind.*!
Die funktionelle Charakterisierung des Microviridins bleibt
kiinftigen In-vitro-Analysen iiberlassen. Obwohl die Bildung
der w-Amid-Bindung des Microviridins analog zu der in den
Lasso-Peptiden Microcin J25"! und Capistruin! erfolgt, in
denen das Macrolactam durch eine ATP-abhéngige Reaktion
zwischen der o-Aminogruppe von Glyl und den Carboxy-
gruppen der Glu- bzw. Asp-Seitenketten gebildet wird, ver-
lauft die enzymatische Route in diesem Fall iiber eine Acyl-
adenylat-Zwischenstufe.
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Schema 2. Biosynthese und Strukturen von Produkten der ATP-Grasp-
Ligase. A) Die ATP-Aktivierung von Carbonsduren durch ATP-Grasp-
Ligasen verlauft tiber Acylphosphate (Weg a) oder tiber Acyladenylate
(Weg b). P,=anorganisches Phosphat, PP,= Pyrophosphat. B) Durch
ATP-Grasp-Ligase erzeugte Amid- und Esterbindungen (rot).

Der Befund, dass die neuartigen Peptide Trunkamid und
Microviridin B und J zur Familie der ribosomalen Peptide
gehoren, erweitert zum einen das Repertoire an posttransla-
tionalen Modifikationen und bietet dariiber hinaus auch

Perspektiven fiir die biotechnologische Erzeugung chemi-
scher Spezies durch Mixing und Matching von RP-modifi-
zierenden Genen. Da die RP-Synthese sehr leicht repro-
grammiert werden kann,”'*! wird es interessant sein zu ver-
folgen, wie diese Systeme gezielt manipuliert werden konnen
und ob sich neue Leitverbindungen fiir die Wirkstoffent-
wicklung entwerfen lassen.
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