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Zur Biosynthese von Thiopeptidantibiotika™®*
Hans-Dieter Arndt,* Sebastian Schoof und Jin-Yong Lu

Antibiotika - Biosynthese - Naturstoffe -
Ribosomale Peptide - Thiopeptide

Die Familie der Thiopeptidantibiotika ist eine grofle
Gruppe hoch modifizierter makrocyclischer Peptide mit mehr
als 80 Mitgliedern.!"! Das erste (im Jahr 1948) isolierte Thio-
peptid war Micrococcin (1), und das prototypische und leicht
herstellbare Thiostrepton (3) wurde bald die am meisten
studierte Verbindung dieser Gruppe.?! Die Strukturen aller
Thiopeptide bauen auf einem zentralen, von Pyridin abge-
leiteten Heterocyclus auf. Dieser Kern bildet mit mehreren
Thiazol- und Oxazolringen ein polymakrocyclisches Gertist,
das dariiber hinaus weitere Reste wie Dehydroaminosduren
triagt. Viele Thiopeptide zeigen eine herausragende Bioakti-
vitit,["l vor allen eine sehr hohe Wirksamkeit gegen Gram-
positive Bakterien, unter anderem gegen multiresistente
Staphylococcus-aureus(MRSA)-Staimme. Thr Wirkprinzip
beruht auf der Unterdriickung der bakteriellen Protein-
translation, indem sie das ribosomale GTPase-assoziierte
Zentrum blockieren!"*! oder den Translationsfaktor EF-Tu
inhibieren.! Keine dieser beiden Zielstrukturen hat bisher
fiir die Humantherapie geeignete Wirkstoffe ergeben, was das
Interesse an Thiopeptiden in der Entwicklung antibakteriel-
ler Anwendungen® neu belebt.

Die komplexe Struktur der Thiopeptide lieferte vielféltige
Anregungen fiir die chemische Synthese,*! die Biosynthese
dieser faszinierenden Verbindungsklasse blieb jedoch bislang
ungeklart. Kiirzlich wurden nahezu parallel vier Studien
veroffentlicht," % die die Aufstellung einer einheitlichen
Theorie zur Biosynthese ermdglichen: Die Komplexitit der
Thiopeptidstrukturen resultiert anscheinend aus ungeahnten
posttranslationalen Modifizierungen von genetisch codierten
und ribosomal iibersetzten Peptiden! Diese bemerkenswer-
ten Entdeckungen veridndern unsere Vorstellungen von Bio-
syntheseprozessen und werden es moglich machen, die Bio-
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synthesemaschinerie hinter dieser wichtigen Klasse von
Peptidnaturstoffen zu entschliisseln und zu nutzen.

Fir die Biosynthese von Peptidnaturstoffen kennt man
zwei Hauptwege:!"! Ein Vorstufenpeptid kann von Riboso-
men synthetisiert werden, indem eine genetisch codierte
mRNA abgelesen wird, worauthin posttranslationale Modi-
fizierungen der linearen Kette folgen.!"'" Alternativ erfolgt in

6: Thiomuracin A
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einem Enzymkomplex (NRPS: nichtribosomale Peptidsyn-
thetase) eine nichtribosomale Peptidsynthese, die Amino-
saurevorstufen flieBbandartig verbindet."'®! Typische Pro-
dukte solcher Enzymkomplexe sind stark modifizierte Mo-
lekiile mit einem hohen Gehalt an nichtproteinogenen Ami-
nosduren, wihrend ribosomal synthetisierte Peptide héufig
mit einem sehr viel geringeren Modifizierungsgrad auftreten.
Durch die neuen Befunde bei den Thiopeptiden miissen diese
scheinbar allgemeingiiltigen Regeln nun endgiiltig revidiert
werden.

Eine visiondre Hypothese zur Schliisseltransformation
der Thiopeptidbiosynthese wurde 1978 von Bycroft und
Gowland formuliert, die vorschlugen, dass der zentrale Pyri-
dinring ,,aus der Wechselwirkung zweier Dehydroalaninein-
heiten in einer einzelnen Peptidkette abgeleitet werden konn-
te“ 'Y Diese postulierte Transformation blieb lange Zeit
theoretisch und hitte entweder auf einen ribosomalen oder
auf einen nichtribosomalen Aufbau folgen konnen. Detail-
lierte Untersuchungen zur Biosynthese von Thiopeptiden
wurden anschliefend von Floss und Mitarbeitern vorgenom-
men, die den Ursprung aller Strukturelemente von Thio-
strepton (3) und Nosiheptid mit Isotopenmarkierungsexpe-
rimenten auf Standardaminoséuren zuriickfithren konnten.™!
Die fiir den Aufbau verantwortliche Enzymmaschinerie blieb
allerdings schwer fassbar, und das Auffinden typischer NRPS-
Gencluster erwies sich als schwierig,[1%14

Wichtige Hinweise, dass komplexe heterocyclische Pep-
tide ribosomal synthetisiert werden konnen, leiteten sich aus
dem Biosyntheseweg der Patellamide und Cyanobactine
ab.’¥! Zweifellos erleichterten Fortschritte in der Sequenzie-
rung ganzer Genome und die wachsende Zahl an bioinfor-
matischen Daten die Identifizierung der entscheidenden
Vorstufenpeptide und ihrer Prozessierungsfaktoren. Diese
Prozessierungsfaktoren zeigten nachweislich eine Homologie
zu Enzymen, die an die Heterocyclisierung von Ser/Thr/Cys-
Resten zu Oxazolen und Thiazolen["* beteiligt sind, sowie zu
Macrolactam bildenden Enzymen,'® die zuvor schon bei
anderen Naturstoffen identifiziert worden waren.

Auf Grundlage dieser Kenntnisse gelang es vier Gruppen
mithilfe aktueller Sequenzierungstechniken nahezu gleich-
zeitig, die Biosyntheseenzyme fiir die Thiocilline (z.B. 2),"!
Thiostrepton und Siomycin (3/4; A=Doppelbindung),®’!
GE2270A (5)"% sowie fiir das neu identifizierte Thiomuracin
(6)M zu lokalisieren. Einen direkten Einstieg bot das voll-
stindig sequenzierte Genom von Bacillus cereus.® Tm Falle
der Produzenten Streptomyces lividans®™® und Nonomurea
sp." fanden Genombibliotheken zusammen mit partieller
Sequenzierung Verwendung. In allen Fillen wurden analoge
Clusterarchitekturen gefunden (Schema 1 A), die iiber Spe-
ziesgrenzen erhalten zu bleiben scheinen. Sequenzhomolo-
gien zeigten die Strukturgene, die fiir lineare Vorstufenpep-
tide codieren und von Modifizierungsgenen umgeben sind.
Vier von diesen Genen codierte mutmalliche Enzyme wur-
den iibereinstimmend als entscheidend fiir das charakteristi-
sche Thiopeptidgeriist identifiziert: eine zu PatD der Patell-
amidbiosynthese homologe Cyclodehydratase sowie eine
Dehydrogenase, die an das Microcin-B17-Biosyntheseenzym
McbC erinnert; dariiber hinaus scheinen zwei Enzyme mit
Homologie zur Lantibiotika-Dehydratase LanB fiir die Bil-

Angew. Chem. 2009, 121, 6900 — 6904

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewan

dung der Dehydroalanine und -butyrine verantwortlich zu
sein.

Alle Vorstufen enthalten die komplette Peptidsequenz
des Produkts und ein N-terminales Leitpeptid (LP), das
wahrscheinlich die weiteren Umwandlungen lenkt, bevor das
Endprodukt oder ein weit fortgeschrittenes Zwischenprodukt
freigesetzt wird.'"”) Diese Strukturgene sind einander sehr
dhnlich (Schema 1B), wobei die hochkonservierte Ser/Cys-
Platzierung und der feste Abstand der beiden Ser-Schliissel-
reste besonders auffallen. Die Zahl der im Endprodukt ein-
gebauten Aminosduren schwankt, allerdings nimmt man an,
dass bei Thiopeptiden mit Pyridinkern (z.B. 1, 2, 5, 6) alle
Aminosduren N-terminal zum ersten Pyridin bildenden Ser-
Rest bei der Aromatisierung des Kerns durch Eliminierung
verloren gehen.

Die fiir Thiostrepton zu erwartende Biosynthese beruht
auf der ribosomalen Synthese der Peptidvorstufe 7, fiir die das
Strukturgen tsrA/tsrH codiert (Schema 1C). Alle Ser/Thr-
Reste des Peptids 7 scheinen zu Dehydroalaninen oder -bu-
tyrinen dehydratisiert zu werden. Ebenso werden alle Cys-
Reste durch Cyclodehydratisierung in Thiazoline umgewan-
delt und anschlieBend weitgehend zu Thiazolen oxidiert
(—8). Der zentrale sechsgliedrige Heterocyclus wird mogli-
cherweise durch eine intramolekulare Reaktion zwischen
zwei Dehydroalaninen und einer angrenzenden Carboxy-
gruppe gebildet (—9). Diese formale Hetero-Diels-Alder-
Cycloaddition konnte durch die enzymatische Aktivierung
einer riickgefalteten Peptidkette vermittelt werden und mag
entweder konzertiert verlaufen oder auch eine asynchrone
Folge schrittweiser 1,2/1,4-Additionen sein.”! In jedem Fall
bestétigen diese Befunde vollstdndig die Hypothese von By-
croft und Gowland zur Biosynthese der Thiopeptide.['?

Auch die chemische Synthese legte den Schluss nahe, dass
eine solche Transformation moglich ist (Schema 2). Nicolaou
et al. berichteten von der Bildung des endo-Dehydropiperi-
dins 13 aus 12 durch die Dimerisierung des 2-Azadiens 11, das
in situ aus 10 freigesetzt wurde.!"® Diese Methode wurde fiir
die Totalsynthesen von Thiostrepton (3)"¥ und GE2270A (5)
eingesetzt.””! Moody et al. verwirklichten eine Hetero-Diels-
Alder-Reaktion des Thiopeptiddienophils 14 mit dem 2-
Azadien 15, um so das Pyridin 16 in einem Schritt zu erhalten,
was dem erwarteten biologischen Prozess nahe kommen
mag.”! Ob die mutmaBlichen Biosyntheseenzyme tatsichlich
eine dhnliche Umwandlung zweier sich kreuzender Peptid-
stringe bewirken, muss noch weiter geklart werden.

Aufler diesen geriistbildenden Enzymen wurden noch
verschiedene weitere Modifizierungs- und Dekorationsenzy-
me gefunden, z.B. SAM-abhingige Methyltransferasen
(TclO: Thiocillin) oder P450-Monooxygenasen (TpdJ:
Thiomuracin). Eine Zuordnung der Enzyme, die fiir die Bil-
dung des zentralen Sechsringes verantwortlich sind, bedarf
allerdings noch weiterer Forschungsarbeiten. Auch weitere
Punkte, wie etwa der Einbau des zweiten Makrocyclus in
Thiostrepton, bleiben noch zu kliren (Schema 1C). Offen-
sichtlich ist die Vorstufenaminosidure Trp des Chinaldinsdu-
rebausteins nicht gencodiert, was zeigt, dass das Zwischen-
produkt der ribosomalen Peptidbiosynthese bei den bicycli-
schen Thiopeptiden Thiostrepton/Siomycin sowie Nosiheptid/
Nocathiacin™?? noch durch weitere Manipulationen kom-
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Schema 1. A) Architekturen der Thiopetid-Biosynthese-Gencluster von 2,11 389 50% ynd 6.'% Man beachte die divergierende Nummerierung und
die leicht unterschiedlichen Zuordnungsvorschlage fiir die identischen tsr-Gene durch Liu et al. (unten)® und Kelly et al. (oben).”! Schwarz: Struk-
turgen; griin: Dehydratase; blau: Cyclodehydratase oder Dehydrogenase; orange: Modifizierungsenzym (Monooxygenase, Methyltransferase, Pro-
tease, Desaminase, Amidotransferase); farblos: weiteres/unbekanntes offenes Leseraster; tc/=Thiocillin-Gene, tsr=Thiostrepton-Gene,

tpd =Thiopeptid-Gene; Balken: 2 kb. B) Ausschnittsweiser Vergleich der Thiopeptid-Strukturgen-Sequenzen (ClustalW 2.0) von 2-6. Leitpeptide
sind in Grau hervorgehoben, Strukturpeptide farbcodiert (siehe C). C) Postulierte Reifung des Strukturpeptids von Thiostrepton (vereinfacht);
griin: Dehydratase-vermittelte Bildung von Dehydroalanin/-butyrin; blau: durch Cyclodehydratase eingeleitete Heterocyclisierung; schwarz: struk-
turell unmodifizierte/peripher dekorierte Reste; rot: an der Bildung des Stickstoffheterocyclus beteiligte Dehydroaminosauren. R' =flankierende
Sequenz; R?=0OH; X=Abgangsgruppe, moglicherweise CoA oder Adenylat.
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plettiert werden muss. Es gibt einige Hinweise, dass der
Einbau des einzigartigen Chinaldinsédure-Bausteins in Thio-
strepton (3) iiber Coenzym-A-vermittelte Aktivierung!® oder
NRPS-artige Adenylierungsdominen!!* stattfindet (—9).
SchlieBlich lieferte die Klonierung und Uberexpression des
tsrV-Gens durch Kelly et al. ein Protein, das 2-Methyltryp-
tophan (17) in die a-Ketosiure 18 umwandelt (Schema 3),"!
was auf seine Beteiligung an der Bildung von Chinaldinsdure
20 iiber das angenommene Diketon 19 schlieBen lzsst.!*
Die Entdeckung und Analyse der Thiopeptid-Biosynthe-
se-Gencluster erweitert das Spektrum bekannter posttrans-
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lationaler Modifikationen von ribosomalen Peptiden deut-
lich. Zudem wurden viele Thiopeptide beschrieben, die noch
weitere Modifikationen tragen, z. B. Oxidationen von Alkyl-
seitenketten (Berninamycin, Thiostrepton), O/S-Alkylierun-
gen, oxidative transannulare Verbriickung (Nocathiacin)®??
und Glycosidierungen (Nocathiacin, Philipimycin).”®) Ge-
nomweite Sequenzanalysen zeigen, dass viele weitere Bio-
synthese-Gencluster von Thiopeptid-artigen Metaboliten ge-
funden werden konnen.”'®'” Somit scheinen noch weitere
Thiopeptide auf ihre Entdeckung zu warten.
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Schema 3. Beteiligung von TsrV an der Biosynthese von 20 aus Trp.

Verschiedene Schritte der Thiopeptidbiosynthese sowie
die Abfolge der Modifizierungsreaktionen miissen sicher
noch genauer aufgeklirt werden, aber die Entdeckung,’ !
dass solch komplexe Molekiilstrukturen aus ribosomalen
Peptiden mafgeschneidert werden konnen, verdndert die
gingigen Lehrmeinungen im Bereich der Naturstoffbiosyn-
these. Die neu gewonnenen Einsichten verheif3en viel fiir die
Biotechnologie und die kombinatorische Biosynthese von
diversifizierten Verbindungsbibliotheken. Thiopeptide wer-
den sicher auch weiterhin zu spannenden Entdeckungen in
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der chemischen Biologie und in der Naturstoff-Forschung
anregen.
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