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Labyrinthopeptine — eine neue Klasse carbacyclischer Lantibiotika**
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Lantibiotika sind ribosomal synthetisierte Peptide aus Bak-
terien wie Staphylokokken, Laktobazillen und Aktinomyze-
ten. Die gemeinsame Struktureigenschaft von Lantibiotika ist
die nicht proteinogene Aminosdure Lanthionin (Lan, 1; Ab-
bildung 1), die dem Peptid Konformationsstabilitit ver-
leiht."™ Der bekannteste Vertreter ist Nisin, ein Lipid-II-
Binder,” der seit iiber 40 Jahren als antimikrobielles Nah-
rungskonservierungsmittel verwendet wird."l Die Mehrheit
der Studien iiber molekulare Zielstrukturen und Bioaktivi-
titen der Lantibiotika konzentriert sich auf potenzielle An-
wendungen als Antiinfektiva.”'” Duramycin (Molil901)
befindet sich in klinischen Studien der Phase II fiir die Be-
handlung zystischer Fibrose wegen seiner Fihigkeit, den
Chloridtransport im Luftwegsepithel zu erhchen.'V Fiir
einige Lantibiotika wie SapB wurde eine Funktion als ober-
flaichenaktives Biomolekiil im Lebenszyklus von Streptomy-
zeten nachgewiesen.['”

Hier présentieren wir die Strukturen, den Biosynthese-
gencluster und die Bioaktivitidt der Labyrinthopeptine, Lan-
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tibiotika mit einer zuvor unbekannten carbacyclischen, post-
translational modifizierten Aminosdure namens Labionin.

Die Kulturextrakte des neuartigen Aktinomyzeten Acti-
nomadura namibiensis DSM 6313014 erregten unsere Auf-
merksamkeit wegen ihrer Aktivitdit gegen das Herpes-
simplex-Virus. Aktive Fraktionen enthielten ein Peptid, das
mithilfe chromatographischer Methoden isoliert wurde. Das
hochaufgeloste ESI-FTICR-Massenspektrum wies eine Mo-
lekiilmasse von 984.3333 Da fiir das doppelt geladene Natri-
umaddukt der Verbindung auf. Dies entspricht einer neutra-
len monoisotopischen Molekiilmasse von 1922.6872 Da und
der Summenformel CgsH,1iN»O5,S, (Am/m =0.7 ppm). Eine
Aminosédurenanalyse zeigte, dal Gly und die L-Enantiomere
von Ala, Thr, Leu, Asx, Cys, Phe, Glx, Trp im Verhiltnis
1:1:1:2:1:2:1:1:2 vorhanden sind. Die Summe der Massen der
detektierten Aminosduren wies jedoch eine betrichtliche
Differenz zur Masse des Gesamtmolekiils auf, die nicht in
Einklang mit bekannten posttranslationalen Modifikationen
von Peptiden oder Lantibiotika gebracht werden konnte.
Aufgrund von Signalverbreiterungen in Teilen des '"H-NMR-
Spektrums war keine Strukturaufkldrung mit NMR-Spek-
troskopie moglich. Die Rontgenkristallstruktur mit einer
Auflésung von 1.0 A (Abbildung 1) erméglichte schlieBlich
die Interpretation der analytischen Daten und offenbarte
einige einzigartige Struktureigenschaften. Wegen ihrer laby-
rinthartigen Struktur wurde die Verbindung Labyrinthopep-
tin A2 (2) genannt.

Labyrinthopeptin A2 hat eine globulire, vor allem aus
hydrophoben Aminosduren bestehende Struktur. Formal
kann es in zwei Nonapeptide zerlegt werden, von denen jedes
ein C-terminales Cystein enthilt. Diese Cysteine bilden eine
Disulfidbindung, eine vergleichsweise seltene Modifikation in
Lantibiotika, die z.B. in Sublancin 168 aus B. subtilis vor-
kommt. Jedes Nonapeptid besteht aus einem Tetrapeptid
(A-Ring) und einem Pentapeptid (B-Ring), die sich ein
quartdres aC-Atom teilen. Die A-Ringe von Labyrintho-
peptin werden durch eine Methylengruppe zwischen den a.C-
Atomen von Labl und Lab4 sowie von Labl0 und Lab13
gebildet (Abbildung 1). Eine carbacyclische Seitenketten-
verkniipfung in Peptiden und Proteinen war zuvor unbe-
kannt. Wir schlagen den Namen Labionin (Lab) fiir die ent-
sprechende Aminosiure vor (Abbildung 1). Labionin (3) ist
eine Aminosdure mit quartirem aC-Atom. Strukturell ver-
wandte Verbindungen sind a-Aminoisobuttersiure (Aib) und
Isovalin (Iva), die in Peptaibol-Antibiotika aus Pilzen ent-
halten sind."® 3 weist eine 25,4S,8R-Konfiguration auf, was
mit der 2S,6R-Konfiguration von Lanthionin in anderen
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Abbildung 1. Strukturdaten. a) Struktur von 2 im Kristall. Stabmodell der dreidimensionalen Molekulstruktur; grau C, blau N, rot O, gelb S.

b) Uberlagerung der A-B- (griin) und A'-B'-Ringe (violett), angepasst an das zentrale aC-Atom und die vier daran gebundenen Atome. Die beiden
Ringsysteme zeigen eine hohe konformative Ahnlichkeit. c,d) cis-Amid-Turns des A-Rings (Lab1-Asp2-Trp3-Lab4) und des A’-Rings (Lab10-Thr11-
Gly12-Lab13). e,f) Lanthionin (Lan, 1) und Labionin (Lab, 3). g,h) Schematische Primarstrukturen von 2, 4 und 5. Labionin-A/A’-Ringe werden
durch eine Methylengruppe zwischen a.C-Atomen von Lab1/Lab4 und Lab10/Lab13 gebildet, B/B’-Ringe durch eine Thioetherbriicke. 4 ist ein

Abbauprodukt von 5 durch Abspaltung des N-terminalen Asp.

Lantibiotika iibereinstimmt."? Die Bildung des elfgliedrigen
Rings, der Struktur 3 enthilt, zwingt das Peptidriickgrat
gemif der Rontgenkristallstruktur in eine Konformation mit
cis-Amidbindungen zwischen Asp2-Trp3 und Thr11-Glyl2
(Abbildung 1). Die Gegenwart der cis-Amidbindungen und
das Fehlen einer Wasserstoffbriicke zwischen Lab1 und Lab4
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sowie zwischen Lab10 und Lab13 zeigen, dass sich das Turn-
Motiv in 2 klar von einem B-Turn-Motiv unterscheidet.

Die Identifizierung des Biosynthesegenclusters erfolgte
auf einer Cosmidbank von A. namibiensis mithilfe von de-
generierten Primersonden und anschlieBender Sequenzie-
rung des Cosmids (siche Hintergrundinformationen). Eine
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a) Labionin-Konsensussequenz - Xxx - Xxx- = Xoex - Xxx- Xxx - - Xox - Xxx- = Xox - X0 Xxx -
LabA2 MASILELQNLDVEHARGENR - Asp-Trp - -Leu-Trp-Glu - -Cys- -Thr-Gly - -Leu-Phe-Ala- -Cys
LabA1/A3: MASILELODLEVERASSAA (Asp)- - Asn-Ala- -Val -Trp= Glu - -Cys- =Thr-Gly - -Trp - Val -Pro- Phe-Thr = -Cys
P S
Leadersequenz Propeptid
b) Actinomadura namibiensis: labA1/A2/A3
labA1/A3
labKC labA2 labT1 labT2
Streptomyces coelicolor. SapB 1 kbp
———
ramC
(NP_630756.1) ramS ramA ramB ramR

»

Abbildung 2. Biosynthese der Labyrinthopeptine. a) Aminosauresequenzen der Pripropeptide von 2, 4 und 5, die von den Genen labA1 und labA2
kodiert werden. Identische Reste der Leadersequenzen (Ein-Buchstaben-Code) sind blau dargestellt, und identische Reste der Propeptide sind
grau unterlegt. Die Aminosauren Ser, Ser und Cys sind die Biosynthesevorstufen fiir Labionin (orange). b) Annotation der Gene labKC (Ser/Thr-
Kinase-Cyclase), labA1/A3 (Strukturprotein von 4 und 5), labA2 (Strukturprotein von 2), labT1 und labT2 (ABC-Transporter), die im Labyrinthopep-
tingencluster identifiziert werden konnten. Vergleich mit dem Biosynthesegencluster von Streptomyces coelicolor, der fir SapB kodiert.

6.4 kb groBe DNA-Sequenz kodiert fiir fiinf Gene, die dem
Labyrinthopeptin-Biosynthesegencluster (lab) zugeordnet
werden (Abbildung 2). Die DNA-Sequenz des Strukturgens
labA2 (38 Aminosiduren) von 2 enthilt ein 20 Aminosduren
langes Leaderpeptid und zeigt ein Ser-Xxx-Xxx-Ser-Xxx-
Xxx-Xxx-Cys-Motiv als Vorstufenaminosduren fiir 3 (Abbil-
dung 2). Direkt stromaufwirts von labA2 kodiert das Gen
labA1/A3 fiir das Strukturgen der Labyrinthopeptine Al (4)
und A3 (5) (Leaderpeptid 20 bzw. 19 Aminosduren, Struk-
turgene 20 bzw. 21 Aminoséduren). Die Gene labTI und labT2
kodieren fiir ATP-abhingige ABC-Transporter,!'”! die ver-
mutlich eine Exportfunktion fiir Labyrinthopeptine haben.
Das Gen labKC kodiert fiir ein difunktionelles Protein, das
eine N-terminale Ser/Thr-Kinase-Funktion und eine C-ter-
minale Lanthionin-Cyclase-Funktion aufweist. Innerhalb der
Cosmidgrenzen wurden keine fiir die Disulfidbildung (C-
Ring) verantwortliche Thioldisulfid-Oxidoreduktase, die als
essenziell fiir Sublancin 168 gilt,') und keine Protease fiir die
Abspaltung des Priapeptids identifiziert.

In Kulturfiltraten von A. namibiensis wurden zwei weitere
Verbindungen, die Labyrinthopeptine A1 (4) und A3 (5),
identifiziert (siche Hintergrundinformationen). Bei lingeren
Fermentationszeiten wandelt sich 5 in 4 um. In Fermenta-
tionsextrakten gleicht die Menge von 2 ungefihr der Menge
an 4 und 5. Diese Beobachtung spricht fiir eine gemeinsame
Transkription von labA2 und labA1/A3 desselben Genclus-
ters und deutet auf dhnliche Prozessierungseffizienzen der
Prapropeptide durch LabKC und proteolytische Enzyme hin.
Die Strukturen von 4 und S wurden durch Kombination der
genetischen Information, der Strukturdaten fiir 2, der mas-
senspektrometrischen Analytik und der Aminosidurenanalyse
abgeleitet (Abbildung 1). Der B’-Ring von 2 ist in 4 und 5 zu
einem Heptapeptid erweitert, wobei Didehydrobutyrin
(Dhb) von Thr abgeleitet ist. 5 hat im Vergleich zu 4 ein
zusitzliches N-terminales Asp.

Die In-vitro-Testung von 2 bestitigte die antivirale Akti-
vitdt, die in den Originalextrakten gefunden wurde (siche
Hintergrundinformationen). Im Zuge breiterer, weiterfiih-
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render Profilierungsexperimente wurde 2 in vivo in einem
Nervenverletzungsmodell (spared nerve injury) in der Maus
gegen neuropathische Schmerzen getestet."®! Die intravenose
Gabe von 2 (0.01-3.0 mgkg™') fiihrte zu einer signifikanten
Verminderung taktiler Allodynie mit einem EDs,-Wert von
50 ugkg'. Die Effizienz erreichte 100% und war iiber die
Beobachtungsdauer von 6 Stunden stabil. 24 Stunden nach
der Verabreichung war der anti-allodynische Effekt ver-
schwunden, wie bei der Vergleichssubstanz Gabapentin
(Abbildung 3 und Hintergrundinformationen).

Insgesamt zeigen unsere Beobachtungen, dass die Laby-
rinthopeptine eine neue Klasse carbacyclischer Lantibiotika
darstellen, die geméaB der Struktur des Genclusters den Typ-
III-Lantibiotika zugeordnet werden koénnen.” In unserem
aktuellen Modell werden die Labyrinthopeptine als Prépro-
peptide synthetisiert und posttranslational durch die aus zwei
Doménen bestehende Proteinkinase-Cyclase LabKC pro-
zessiert. Diese katalysiert Serinphosphorylierungen, Dehy-
dratisierungen von Phosphoserinen zu Didehydroalaninen
sowie alle Cyclisierungen. Ein ATP-abhéngiger Phosphory-
lierungsschritt wurde bereits fiir LctM in der Lacticin-481-
Biosynthese beschrieben."”?”! Die Lanthioninbildung in an-
deren Lantibiotika erfolgt durch eine Michael-Addition mit
anschlieSender Protonierung des Enolats. Wir vermuten, dass
im Fall der Labyrinthopeptin-Biosynthese das Enolatinter-
mediat nicht durch Protonierung abgefangen wird, sondern in
einer zweiten Michael-Addition in situ mit einem zweiten
Didehydroalanin reagiert. AbschlieBende Biosyntheseschrit-
te umfassen die N-terminale Prozessierung des Prépeptids
durch Proteasen, die Disulfidbildung und den Export in den
Extrazellulirraum.!"?

Die Anordnung der Gene und die Leadersequenzen der
Strukturgene labAI/A3 und labA2 zeigen signifikante Ho-
mologien zu Biosynthesegenclustern aus anderen Aktino-
myzeten (Abbildung 2). Dies trifft besonders auf den ram-
Gencluster des Modellorganismus Streptomyces coelicolor
mit SapB als Biosyntheseprodukt zu."? Der Sequenzver-
gleich mit Genen der Ser/Thr-Kinase (ramC), des Struktur-
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Abbildung 3. Neuropathisches Schmerzmodell in der Maus (spared
nerve injury, SNI). a) Vor und sieben Tage nach der chirurgischen Ner-
venverletzung wurde die taktile Allodynie gemessen (Basislinie
BL=vor Verletzung und 0 h=sieben Tage nach Verletzung). Nach in-
travendser (i.v.) Gabe von 2, Gabapentin oder Vehikel (Ethanol/Solu-
tol/Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung, 1:1:18), wurde die taktile Al-
lodynie als Paw Withdrawal Threshold (PWT) iiber 6 h und nach 24 h
an der geschidigten und nicht geschidigten Hinterpfote bestimmt.
Zur Allodyniemessung wurde ein Dynamic-Plantar-Anesthesiometer
der Firma TSE (Bad Homburg) verwendet. Die Daten sind als Mittel-
werte mit Standardfehler (N =5/Gruppe) angegeben. Gestrichelte
Linien: Contralaterale Messungen. b) Berechnungen der Fliche unter
der Kurve (area under the curve, AUC) von 1 bis 6 h nach intravensser
Gabe. Die taktile Allodynie der geschidigten Hinterpfote in der Vehi-
kelgruppe entspricht 0% Wirksamkeit, wogegen die taktile Empfind-
lichkeit der nicht-geschidigten Hinterpfoten die maximal mégliche
Wirkstarke anzeigen (1009%). Die intravendse Gabe von 2 resultiert in
einer dosisabhingigen Wirksamkeit (Kastengrafik mit Median, Quarti-
len und Extremwerten).

proteins (ramS) und der ABC-Transporter (ramA, ramB)
unterstreicht die evolutionidre Beziehung beider Gencluster.
Das Strukturmodell von SapB geht von der Existenz von
Lanthionin/Dha-Paaren und nicht von Labionin aus.'

Abgesehen von der transkriptionellen Regulatorsequenz
ramR zeigt der ram-Biosynthesegencluster keine weiteren
Gene, z.B. fiir die proteolytische Prozessierung des Prapep-
tids. Das Vorhandensein /ab-homologer Gencluster in Strep-
tomyces avermitilis, Streptomyces griseus und dem Erythro-
mycin-Produzenten Saccharopolyspora erythrea mit bislang
unbekannten Biosyntheseprodukten ldsst auf eine bedeuten-
de Rolle dieses Lantibiotika-Typs in Aktinomyzeten schlie-
Ben (sieche Hintergrundinformationen).

Experimente zur Profilierung der Bioaktivitdten bei La-
byrinthopeptinen erbrachten einen moderaten antiviralen
Effekt sowie signifikante Wirksamkeit gegen neuropathische
Schmerzen®'! als Anwendungsgebiete. Anti-allodynische Ef-
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fekte in vivo wurden fiir Lantibiotika bisher nicht beschrie-
ben, sind aber wohlbekannt fiir natiirliche Peptide aus Spin-
nengiften %! oder Kegelschnecken.?¥! Das bekannteste
Beispiel ist Ziconotid, ein Conotoxin, das fiir die Behandlung
schwerer chronischer Schmerzen angewendet wird.”® Wegen
der neuartigen Struktur und der ermutigenden In-vivo-Er-
gebnisse konnen die Labyrinthopeptine als vielversprechende
neue Leitstrukturen mit moglicher Anwendung zur Therapie
neuropathischer Schmerzen angesehen werden. Sie erweitern
den Strukturraum der Lantibiotika durch eine zuvor unbe-
kannte carbacyclische Modifikation, die zur neuen Amino-
sdure Labionin fithrt. Die enzymatische, posttranslationale
Modifikation reprisentiert einen neuen Weg der C-C-Bin-
dungsbildung der Natur, deren mechanistische Details das
Thema weiterer Studien sein werden.

Experimentelles

CCDC 721326 enthilt die ausfiihrlichen kristallographischen Daten
zu dieser Veroffentlichung. Die Daten sind kostenlos beim Cam-
bridge Crystallographic Data Centre iiber www.ccdc.cam.ac.uk/data_
request/cif erhéltlich. Die DNA-Sequenz wurde in der EMBL Nuc-
leotide Sequence Database unter der Zugangsnummer FN178622
abgelegt.
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Online veroffentlicht am 15. Januar 2010
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