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Lantibiotika sind ribosomal synthetisierte Peptidantibiotika,
die die Aminoséduren Lanthionin (Lan) und Methyllanthionin
(MeLan) als bekannteste und charakteristische posttransla-
tionale Modifikation enthalten.!'! Die In-vitro-Charakterisie-
rung der enzymatischen Prozessierung von Lantibiotika, be-
sonders bei der Bildung von Lanthioninen, wurde bereits in
Arbeiten zu Lacticin 481% und Haloduracin® beschrieben.
Vor kurzem konnten wir die Labyrinthopeptine als Mitglie-
der einer neuen Lantibiotika-Familie identifizieren, die von
dem Actinomyceten Actinomadura namibiensis DSM 6313
produziert wird.[**!

Im Zuge der Strukturaufkldrung der Labyrinthopeptine,
die zum Grofteil mit kristallographischen Methoden erreicht
wurde, konnte Labionin (Lab) als neues Aminosdaurenmotiv
identifiziert werden (Schema 1). Labionin, eine Tri(amino-
sdure) mit 25,45 8R-Konfiguration, besteht aus einem zen-
tralen quartiren Kohlenstoffatom mit einem Lanthionin-
Motiv und einer ungewohnlichen Methylenbriicke, die eine
kovalente Verkniipfung zu einer weiteren Aminosdure bildet.
Mit dieser Struktur werden zwei Ringsysteme im Peptid
aufgebaut. Bioaktivitédtsstudien eines In-vivo-Experiments in
der Maus zeigten, dass Labyrinthopeptin A2 eine ausge-
zeichnete Wirksamkeit gegen neuropathischen Schmerz
(EDs, =50 pugkg™') aufweist. Die dariiber hinaus gefundenen
Labyrinthopeptine A1l und A3 wurden als zu A2 analoge
Strukturen mit unterschiedlicher Aminosdurenzusammen-
setzung und einer erweiterten RinggroBe des Lanthionin-
Motivs diskutiert.™

Bei der Identifizierung und Sequenzierung des Genclus-
ters konnten nur fiinf Gene der Biosynthese der Laby-
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@ Hintergrundinformationen (Experimentelle Details zur Uber-
expression der Labyrinthopeptin-Kinase-Cyclase LabKC, In-vitro-
Assays, Synthese von Referenzverbindungen und zusitzliche Mas-
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Schema 1. Strukturen a) der Aminosidure Lanthionin (Lan), eines cha-
rakteristischen Merkmals der Lantibiotika, und b) der Aminosiure La-
bionin (Lab) als Besonderheit c) der Labyrinthopeptine, einer neuen
Klasse von Typ-lll-Lantibiotika.

rinthopeptine zugeordnet werden. Unter ihnen befinden sich
zwei Strukturgene, die fiir die Vorstufenpeptide der Laby-
rinthopeptine A1/A3 und A2 kodieren (labAl/A2), zwei
Gene mit Sequenzhomologien zu Adenosintriphosphat-
(ATP)-abhingigen ATP-Bindungskassetten(ABC)-Transpor-
tern (labT1 und labT2) fir den mutmaBlichen Peptidexport
sowie ein Gen (labKC) fiir ein modifizierendes Enzym. !

Das abgeleitete LabKC-Protein (MW =95 kDa) besteht
aus zwei Doménen, einer konservierten N-terminalen
Doméne mit Merkmalen eukaryotischer Ser/Thr-Protein-
kinasen sowie einer C-terminalen Doméne mit geringer Se-
quenzhomologie zu LanC-Cyclasen. Fiir eine erwartete
Funktion als LanC-Cyclase fehlen in LabKC jedoch wichtige
Reste des aktiven Zentrums, z.B. das Zink-Bindemotiv der
Nisin-Cyclase."! Weiterhin zeigt die Aminosidurensequenz
von LabKC eine sehr hohe Homologie zum SapB-modifi-
zierenden Enzym RamC und zu Sequenzen von Genclustern
vieler weiterer, bereits vollstindig sequenzierter Acti-
nomyceten-Stimme (sieche Hintergrundinformationen).**®
Die Labyrinthopeptine konnen aus diesem Grunde zur
Klasse der Typ-III-Lantibiotika gezidhlt werden.

Hier zeigen wir den ersten Nachweis der In-vitro-Bio-
synthese von Préa-Labyrinthopeptin A2, in deren Verlauf von
LabKC eine C-C-Verkniipfung katalysiert wird. Dabei wird
erstmals Guanosintriphosphat (GTP) anstelle von ATP, wie
zuvor bei anderen In-vitro-Biosynthesen von Lantibiotika
beschrieben wurde,™? fiir die Phosphorylierung und Dehy-
dratisierung von Serin verwendet. Aus den erhaltenen Daten
konnte ein Modell zur Biosynthese der Labyrinthopeptine
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abgeleitet werden. Unseres Wissens ist dies das erste Mal,
dass die Bildung von Lanthionin-haltigen Peptidantibiotika
unter Verwendung von GTP als Cosubstrat demonstriert
werden konnte. Das Verstindnis der Funktionsweise von
LabKC und des gesamten Biosynthesewegs konnte den Weg
fiir die Entwicklung neuer Labyrinthopeptin-Analoga ebnen.

Die DNA-Sequenz des Strukturgens labA2 (kodierend
fiir 38 Aminosiuren) enthilt ein Ser-Xxx-Xxx-Ser-Xxx-Xxx-
Xxx-Cys-Motiv (Xxx = beliebige Aminosdure) als Vorstu-
fenaminosduren fiir das Labionin-Motiv. Fiir die In-vitro-
Synthese des Labyrinthopeptin-A2-Pripeptids wurde die
Kinase-Cyclase LabKC mit einem C-terminalen Hexahistidin
(LabKC-Hisg) in Escherichia coli iiberexprimiert und durch
Affinitdtschromatographie unter Verwendung immobilisier-
ter Metallionen (IMAC) aufgereinigt (siche Hintergrundin-
formationen). Als Substrat fiir LabKC fungierte das 38
Aminosduren lange Labyrinthopeptin-A2-Vorstufenpeptid,
das aus einem N-terminalen, 20 Aminosduren langen Leader-
Peptid und einem 18 Aminosduren langen Strukturpeptid
besteht und durch Festphasenpeptidsynthese hergestellt
wurde (siche Hintergrundinformationen). Da LabKC eine
konservierte Nucleotidbindungstasche enthélt und die kata-
lytische Doméiine Ahnlichkeit zu der anderer Ser/Thr-Prote-
inkinasen wie PknB aus Mycobacterium tuberculosis aufweist
(siehe Hintergrundinformationen),”’ verwendeten wir zu-
nichst ATP als Substrat fiir die Phosphorylierung. Bei Inku-
bation von LabKC-Hiss mit dem LabA2-Vorstufenpeptid in
Gegenwart von ATP und Mg*"-Tonen konnte jedoch keine
Umsetzung beobachtet werden (Abbildung 1). Als alternati-
ve Phosphatdonoren wurden anschlieend systematisch die
weiteren Nucleotide Guanosintriphosphat (GTP), Thymidin-
triphosphat (TTP) und Cytidintriphosphat (CTP) getestet.
Dabei wurde das LabA2-Préipropeptid (M =4272.88 Da) nur
bei Inkubation in Gegenwart von GTP oder dGTP und Mg**-
Ionen iiber einen Zeitraum von 12 h zum vierfach dehydra-
tisierten Prapeptid ([M—72 4 4H]*") als Hauptprodukt um-
gesetzt (Abbildung 1 und Hintergrundinformationen). Be-
obachtet wurden auflerdem Signale mit Massenverlusten von
54, 36 und 18 Da, was dreifachen, zweifachen und einfachen
Dehydratisierungen entspricht, sowie die Signale dreier ent-
sprechender monophosphorylierter und dehydratisierter
Zwischenprodukte mit M—54+ 80 Da, M—36+ 80 Da und
M—-18+80 Da (Abbildung 1 und Tabelle 1). Diese Befunde
zeigen eindeutig, dass LabKC als funktionell aktives Enzym
erhalten werden konnte, das GTP statt ATP fiir die Phos-
phorylierung und anschlieBende Dehydratisierung von Se-
rinen zu o,f3-Didehydroalanin (Dha) verwendet.

Um zu iberpriifen, ob LabKC aufBier der Dehydratisie-
rung auch die Cyclisierung, also die Bildung der Lanthionin-
und Labionin-Motive katalysiert, wurden ESI-MS/MS-Ex-
perimente durchgefiihrt. Da jedoch das lineare dehydrati-
sierte (4x Dha) Pripeptid und die cyclischen Formen (2x Lan
oder 2x Lab) keinen Unterschied in ihrer Molekiilmasse
zeigen (M =4200.84 Da) und auBerdem diese Peptide wegen
der hohen Molekiilmasse fiir MS/MS-Experimente schlecht
zugidnglich sind, gestaltete sich die Analytik als sehr an-
spruchsvoll. Die Peptide aus dem In-vitro-Assay zeigen des
Weiteren keine nennenswerten Unterschiede in ihren Re-
tentionszeiten wihrend der Umkehrphasen-HPLC. Deshalb
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Abbildung 1. HR-ESI-Orbitrap-Massenspektren der Umsetzung des
38-mer-LabA2-Pripropeptids mit der Kinase-Cyclase LabKC-His,. Die
mit einem Stern markierten Signale kennzeichnen Methionin-Oxida-
tionsprodukte des Peptids. a) [M+4 H]*'-lonen der Reaktion mit ATP
(12 h); b) Assay in Gegenwart von 1 mm GTP durchgefiihrt (12 h).

Tabelle 1: Berechnete und gefundene Massen aus dem HR-ESI-Orbitrap-
Massenspektrum der In-vitro-Umsetzung des LabA2-Prapropeptids mit
der Kinase-Cyclase LabKC-Hisg und GTP.

Molkiil- Ladungs- berechnete gefundene Fehler
massel®! zustand exakte Masse Masse [ppm]
M +4 1069.2277 1069.2316 3.65
M—-18 +4 1064.7251 1064.7262 1.03
M-18 480 +4 1084.7166 1084.7182 1.48
M—-36 +4 1060.2224 1060.2256 3.02
M—-36+80 +4 1080.2140 1080.2174 3.15
M—54 +4 1055.7198 1055.7243 4.26
M—54 480 +4 1075.7114 1075.7163 4.56
M—72 +4 1051.2171 1051.2221 4.76

[a] M =4272.88 Da=nicht modifiziertes LabA2-Pripropeptid, Wasser-
abspaltungen: —18 (—1H,0) —36 (—2H,0) —54 (=3 H,0) und —72
(—4H,0), +80="Phosphorylierung.

wurden vor den ESI-MS/MS-Experimenten die Assay-Pro-
dukte des Umsatzes mit Trypsin verdaut, um geeignete, fiir
die massenspektrometrische Sequenzanalyse zugingliche
Fragmente zu erhalten. Im Leader-Peptid befinden sich zwei
Trypsin-Spaltstellen C-terminal von Arg-16 und Arg-20
(Abbildung 2). Beim tryptischen Verdau des nicht modifi-
zierten LabA2-Prépropeptids C-terminal von diesen Ami-
nosduren erhdlt man ein 22-mer und ein 18-mer. Nach Kol-
lisionsaktivierung zeigte das lineare 22-mer eine intensive b-
und y-Fragmentierung, die sehr gut der C-terminalen Ami-
nosdurensequenz des Prapropeptids zugeordnet werden
konnte (Abbildung 2 und Hintergrundinformationen). Dem-
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Abbildung 2. HR-ESI-MS/MS-Experimente und Zuordnung der Fragmente des tryptischen Verdaus des LabA2-Peptids. a) Fragmente nach Verdau
des linearen LabA2-Pripropeptids; b) LC-ESI-MS/MS-Spektrum des synthetischen, linearen Prapropeptid-Fragments ([M + 2 H]*" =1227.4923)
nach tryptischem Verdau (2 h) und C-terminaler Spaltung nach Arg-16 (y- und b-Fragment-lonen-Serie); c) LC-ESI-MS/MS-Spektrum des 4-fach
dehydratisierten und cyclisierten Peptids ([M+2HJ*"=1191.4683) nach Inkubation mit LabKC-Hisg und anschlieRendem tryptischem Verdau.
Keine Fragment-lonen konnten im Bereich des 4-fach dehydratisierten Propeptids beobachtet werden, was auf eine vollstindige Cyclisierung des
Peptids schlieflen lisst. Zuordnung charakteristischer und diagnostischer Fragmente, die auch fiir (d) gefunden wurden. d) LC-ESI-MS/MS-Spek-
trum des semisynthetischen Referenzpeptids GENR-LabA2 ([M 42 HJ*" =1191.4686).
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gegeniiber entstand beim
tryptischen Verdau des
enzymatisch umgesetzten
Ansatzes nur ein Peptid,
das dem vierfach dehy-
dratisierten 22-mer-Peptid
entspricht. Dies ldsst be-
reits auf eine volle Cycli-
sierung des Peptids schlie-
Ben, da Trypsin hier of-
fenbar an der Spaltung C-
terminal von Arg-20 ge-
hindert wird. Weiterhin
zeigen die ESI-Tandem-
Experimente, dass das 4-
fach dehydratisierte 22-
mer-Peptid bei identischen
Fragmentierungsbedin-
gungen relativ stabil ist.
Innerhalb der Cyclen der
vermuteten Lanthionin-
und Labionin-Motive
konnten keine Fragment-
Ionen gefunden werden,
was ein klares Indiz dafiir
ist, dass alle Cyclisierun-
gen in vitro tatsdchlich
stattfinden (Abbildung 2).
SchlieBlich wurde als end-
giiltiger Beleg das mas-
senspektrometrische Frag-
mentmuster mit dem eines
entsprechenden semisyn-
thetischen N-terminal
modifizierten  Laybyrin-
thopeptin-A2-Referenz-
peptids verglichen (Abbil-
dung 2 und Hintergrund-
informationen), wobei
dieselben  charakteristi-
schen und diagnostischen
Ionen identifiziert und zu-
geordnet werden konnten.
Ein moglicher Biosyn-
theseweg fiir den Einbau
der beiden Labionin-
Aminosduren in  das
Riickgrat des LabA2-Pro-
peptids ist in Abbildung 3
gezeigt. Diesem Mecha-
nismus zufolge erfordert

die Bildung der Aminosdure Labionin zwei Dehydratisie-
rungsreaktionen der beiden Serinreste aus dem Ser-Xxx-Xxx-
Ser-Xxx-Xxx-Xxx-Cys-Motiv, wodurch zwei ao,f-Didehy-
droalanine entstehen. Diese werden anschlieBend iiber eine
doppelte Michael-Addition cyclisiert, die wiederum durch
einen nucleophilen Angriff der aktivierten Seitenkette des C-
terminalen Cysteins ausgelost wird. Die nachfolgenden
Schritte der Biosynthese bestehen aus der proteolytischen
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Abbildung 3. Modell zur Labyrinthopeptin-A2-Biosynthese: a) Nach Phosphorylierung, Dehydratisierung und
Cyclisierung des Pripropeptids durch LabKC werden die Labionin-Ringe durch eine doppelte Michael-Addition
aufgebaut. Die Oxidation der verbleibenden Cysteinreste sowie die proteolytische Prozessierung sind die ab-
schlieenden biosynthetischen Schritte. b) Das Ser/Ser/Cys-Motiv als biosynthetische Vorstufe der Labionin-
Aminoséure.

Prozessierung sowie der Oxidation von Cys-29 und Cys-38 zu
Cystin.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass LabKC
funktionell als Kinase-Cyclase in einem zweistufigen Me-
chanismus arbeitet. Der erste Schritt ist die Phosphorylierung
und Dehydratisierung der Serine von LabA?2 und resultiert in
zwei entsprechenden o,p-Didehydroalaninen. Im zweiten
Schritt erfolgt die doppelte Michael-Addition, die mit dem
2489
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nucleophilen Angriff eines C-terminalen Cys beginnt und
intermedidr in Lan resultiert. Bei der Bildung des Carbacy-
clus von Labionin vermuten wir die Stabilisierung eines
Carbanions am a-C-Atom, das wiederum als Nucleophil fiir
die Reaktion mit dem N-terminalen Dha wirken konnte. Wir
gehen davon aus, dass die Funktion von LabKC stellvertre-
tend fiir die Biosynthese weiterer Typ-III-Lantibiotika aus
verwandten Biosynthesegenclustern ist, z. B. von Streptomy-
ces coelicolor, Streptomyces avermitilis, Streptomyces griseus
und dem Erythromycin-Produzenten Saccharopolyspora
erythraea. Unsere zukiinftigen Experimente werden die de-
taillierte Charakterisierung von LabKC, die Aufkldrung an-
derer Genfunktionen des lab-Genclusters und die Identifi-
zierung der vermeintlichen Protease LabP umfassen.
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