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Lantibiotika-Kongenere mit nicht-kanonischen Aminoséiuren durch
ribosomale In-vivo-Peptidsynthese**
Florian Oldach, Rashed Al Toma, Anja Kuthning, Tdnia Caetano, Sénia Mendo,

Nediljko Budisa* und Roderich D. Siissmuth*

Ribosomal synthetisierte Peptidantibiotika spielen innerhalb
der Vielzahl von Sekundirmetaboliten bakteriellen und
pilzlichen Ursprungs eine bedeutende Rolle. In der Natur
werden Lantibiotika, als Familie der Lanthionin (Lan) ent-
haltenden, bioaktiven und polycyclischen Peptidantibiotika,
von einer Vielzahl Gram-positiver Bakterien synthetisiert.
Lantibiotika weisen eine antimikrobielle Wirkung gegen eine
grole Bandbreite an pathogenen Bakterien, beispielsweise
Staphylococcus aureus, auf.'! Nach der ribosomalen Peptid-
synthese (RPS) werden die Peptide posttranslational modi-
fiziert, und im Falle der Lantibiotika werden so aus Ser/Cys
bzw. Thr/Cys die Thioetherbriicken enthaltenden Amino-
siuren Lan oder MeLan (Schema 1).”! Die Moglichkeiten zur
VergroBerung der strukturellen Vielfalt dieser Peptide sind
durch die RPS auf die 20 kanonischen Aminosiduren (kAS)
begrenzt. Andererseits ist eine Totalsynthese solcher Peptide
nur unter Einschrinkungen moglich,”) wobei semisyntheti-
sche Modifikationen mit leicht zuginglichen funktionellen
Gruppen selbst mithilfe von zielgerichteter Mutagenese
ebenfalls nur in begrenztem Umfang erfolgreich durchfiihr-
bar sind.¥! Zwar erlaubt die Ligation exprimierter Proteine
(EPL; expressed protein ligation) die Herstellung von semi-
synthetischen Proteinen mit einer fast uneingeschrinkten
Anzahl an nicht-kanonischen Aminosiuren (nkAS),” die
nkAS werden hierbei jedoch methodenbedingt nur in den
Peptidteil des Zielproteins eingebaut. Obwohl diese Limi-
tierung prinzipiell iiberwunden werden kann, wie kiirzlich
durch Benkovic und Schultz gezeigt, bleiben die Ausbeuten
sehr gering. Demgegeniiber ist der aminosédurespezifische
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Schema 1. Erweiterung der synthetischen Méglichkeiten fiir das
Design ribosomal synthetisierter Peptidantibiotika. Im Vergleich mit
dem natiirlichen Syntheseweg umfasst die umprogrammierte In-vivo-
Synthese von Lantibiotika drei Ebenen der chemischen Diversifizie-
rung: 1) cotranslational, durch Integration verschiedener nicht-kanoni-
scher Aminoséauren, darunter einige mit einzigartigen chemischen Ei-
genschaften; 2) posttranslational, z. B. durch enzymatische Prozessie-
rung und Aufbau charakteristischer Lanthionine (Lan, MelLan); und

3) postbiosynthetisch, durch die Modifizierung der Lantibiotikastruktu-
ren mit bioorthogonalen Gruppen unter physiologischen Bedingungen
(z.B. Konjugation verschiedener Liganden, u.a. von Chromophoren
oder Pharmakophoren durch Klick-Chemie).

Austausch,”! der nicht mit diesen Problemen behaftet ist, eine
vielversprechende Strategie, um verschiedene nkAS mittels
Translation in bioaktive Peptide einzubauen und somit die
chemische Vielfalt zu erhohen.

Die Bildung von Lanthionin konnte kiirzlich in einem
zellfreien Expressionssystem (in  vitro) nachgewiesen
werden,® wihrend wir und auch andere Arbeitsgruppen
Lantibiotika erfolgreich mittels RPS heterolog im Gram-ne-
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gativen Wirt Escherichia coli exprimieren konnten.” ! Dieser
bakterielle Wirt stellt bis heute die besten Bedingungen fiir
gentechnische Arbeiten bereit und ermoglicht, eine oder
mehrere nkAS cotranslational in Peptide zu integrieren.!'!]
Dadurch lédsst sich die rekombinante Expression fiir die
Produktion von Antibiotika mit nkAS nutzen. Durch die
zahlreichen moglichen Kombinationen der Anzahl und Art
der funktionellen Gruppen kann die strukturelle Vielfalt der
Lantibiotika erhoht werden und zu neuen, einzigartigen Se-
quenzkombinationen fithren. Dies ist von hochstem Interesse
im Sinne der Wirkstoffentwicklung, da Lantibiotika neben
der bekannten antimikrobiellen Aktivitéit (z.B. Subtilin und
Nisin)['?! auch andere bedeutende Bioaktivititen zeigen, z.B.
Schmerzunterdriickung im Mausmodell.['¥]

Untersuchungen zur In-vivo-Expression von ribosomal
synthetisierten Peptidantibiotika wurden bisher nicht mit
mehreren unterschiedlichen nkAS durchgefiihrt. Mit der he-
terologen Expression des Zweikomponenten-Lantibiotikums
Lichenicidin (Blio. und BIip) aus Bacillus licheniformis™ in
E. coli (Schema S2 in den Hintergrundinformationen) pra-
sentieren wir ein Modellsystem fiir die Translation von nkAS
in Lantibiotika (Schema 1). Hierbei wird die Plasmid-basierte
Expression der Blio- und Blif-Prépropeptide durch die Ex-
pression der fosmidkodierten, posttranslationalen Biosyn-
thesemaschinerie im Wirt E. coli begleitet.’) Die Auswahl der
fiir die Translation auszutauschenden Aminoséduren erfolgte
mittels eines auf NMR-Daten basierenden 3D-Strukturmo-
dells™! der beiden Lichenicidinkomponenten Blio. und Blif
(Schema 2).

Der Met-auxotrophe E.-coli-Stamm B834 (Met™), der
kein Methionin synthetisieren kann, wurde mit einem Plas-
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Schema 2. Kanonische Aminosiuren und die zugehérigen Analoga, die
in Lichenicidin Blia und Blif} eingebaut wurden. A) Der positionsspezi-
fische Austausch der kanonischen Aminosaure (links) mit der zugeho-
rigen nicht-kanonischen Aminoséure (rechts) wird durch eine Serie
von einzelnen In-vivo-Expressionsexperimenten erreicht. B) 3D-Struk-
turmodell des Zweikomponenten-Lantibiotikums Lichenicidin; Met-
(Blia)-, Pro(Blia. und BIif)- und Trp(BIlif)-Seitenketten der ausge-
tauschten Aminoséuren sind durch farbige Schatten hervorgehoben.
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mid, welches fiir das Blia-Prapropeptid (LicAl, Schema 1)
kodiert, und einem Fosmid, das fiir die posttranslationale
Lantibiotika-Biosynthesemaschinerie kodiert, transformiert.
Letzteres enthilt vor allem die Lanthionin-Zyklasen LicM1
und LicM2 fiir die posttranslationale Modifikation, den
Transporter LicT, der fiir die Prozessierung und den Export
aus dem Zytoplasma verantwortlich ist, und die Protease LicP
(Schema S2). Die transformierten Zellen wurden in Fliissig-
kultur bis zu einer definierten Zelldichte angezogen (ODgy, =
0.6-0.8). AnschlieBend wurde das Medium durch Minimal-
medium (New Minimal Medium; NMM),” ergiinzt mit ver-
schiedenen nkAS (50mgL™), ersetzt: Hpg (Homo-
propargylglycin), Aha (Azidohomoalanin), Nle (Norleucin)
oder Eth (Ethionin) im Austausch fiir Met. Nach Induktion
der Blia-Produktion mit Isopropyl-p-p-thiogalactopyranosid
(IPTG) wurde fiir 16 h bei 30°C exprimiert. AnschlieBend
wurden die Peptide mit n-Butanol extrahiert und mittels
Festphasenextraktion aufgereinigt.

Die aufgereinigten Peptide wurden mittels hochauflo-
sender HPLC-ESI-MS analysiert, und der Einbau der Ami-
nosdureanaloga von Met (Schema 2) konnte aufgrund cha-
rakteristischer Massendifferenzen gegeniiber der Molekiil-
masse von Blia (Abbildung 1 und S1) nachgewiesen werden.
Der Einbau in den B-C-D-Ring wurde ferner durch MS/MS-
Experimente (Abbildung S3) bestitigt. Die Ausbeuten an
kongenerem Blio wurden im Vergleich zu aufgereinigtem
Wildtyp-Peptid mittels LC-MS-Analyse quantifiziert.

Micrococcus luteus ATCC 9341 wurde als Indikatorstamm
in Agar-Diffusionstests verwendet, um die antimikrobielle
Aktivitdt der kongeneren Met-Analoga von Blia zu testen.
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Abbildung 1. Aktivitatsprofil der Lichenicidin-Kongenere und -Konjuga-
te, die Met-Analoga enthalten. A) HR-ESI-MS-Analyse von Lichenicidin
Blio. (M, =3251.53 Da) und Met-Kongeneren: Blio.(Met28Hpg)
(My.. = 3229.53 Da), Blic:(Met28Nle) (M,,, =3233.57 Da), Blia
(Met28Aha) (M., = 3246.54 Da), Blic:(Met28Eth) (M, =3265.54 Da).
B) Ein Inhibitionstest von Blict und der Met-Kongenere zeigt die anti-
bakterielle Wirkung gegen M. luteus. C—E) HR-ESI-MS des konjugierten
Blia(Met28Hpg) mit D) dem Farbstoff Azidofluorescein

(Mye,, =3603.6087 Da) und E) dem Azidozucker 1-Azido-1-desoxy-f3-D-
glucopyranosid (M, =3435.6087 Da) als Beispiele fiir postbiosynthe-
tische Modifikationen ribosomal synthetisierter Lantibiotika.
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Dafiir wurden die Met-Kongenere mittels Massenspektro-
metrie quantifiziert und in einem molaren Verhiéltnis von 1:1
(Blia.:Blip) eingesetzt. Die antimikrobielle Aktivitdt war im
Vergleich zum Wildtyp-Lichenicidin etwas geringer fiir Blia
(Met28Hpg), fast gleich fiir die kongeneren Eth- bzw. Nle-
Analoga und vollstindig wiederhergestellt fiir das Aha-
Kongener (Abbildung 1B und S4).

Abschlielend sollte die strukturelle Vielfalt der Lanti-
biotika noch mittels postbiosynthetischer Modifikation unter
Nutzung von bioorthogonaler chemischer Synthese erweitert
werden. Dazu wurde die Cu'-katalysierte 1,3-dipolare Huis-
gen-Cycloaddition (Klick-Reaktion)!"®! mit Blio(Met28Hpg)
nach einem bereits beschriebenen Protokoll!"” angewendet
(Tabelle S3). Die synthetische Kupplung des Peptids mit 1-
Azido-1-desoxy-f-p-glucopyranosid oder Azidofluorescein
konnte mittels HR-ESI-MS nachgewiesen werden (Abbil-
dung 1).

SchlieBlich untersuchten wir die Fahigkeit der Licheni-
cidin-Biosynthesemaschinerie, den Austausch weiterer ka-
nonischer gegen nicht-kanonische Aminoséduren in Blio. und
Bli} zu tolerieren. Wir wihlten Prolin (Pro), das jeweils
zweimal in Blia und BIlif} vorkommt, und Tryptophan (Trp),
das ausschlieBlich in Blij vorkommt, als Substitutionsziele
(Schema 2). Den Einbau von Pro-Analoga untersuchten wir
allerdings nur in Blia. Die Einbauexperimente mit den ent-
sprechenden auxotrophen Stimmen JM83 (Pro~) und ATCC
49980 (Trp~) wurden, wie in den Hintergrundinformationen
beschrieben, ebenfalls mithilfe von Mediumaustauschexperi-
menten durchgefiihrt. So wurde Pro gegen (4R-OH)Pro
(trans-4-Hydroxyprolin), (4S-F)/(4R-F)Pro (cis- und trans-4-
Fluorprolin) oder (S)Pro (L-Thioprolin) ausgetauscht. Die
Trp-Analoga (4-F)Trp (4-Fluortryptophan), (5-OH)Trp (5-
Hydroxytryptophan) und (7-Aza)Trp (7-Azatryptophan)
wurden durch Fermentations- und Expressionsmethoden
nach Lepthien et al."™ in Lichenicidin translatiert. Wie er-
wartet, zeigte die massenspektrometrische Analyse deutlich
einen hohen Einbaugrad aller Analoga (Abbildung S2).
Diese Experimente zeigen die allgemeine Anwendbarkeit der
Methode, ribosomal synthetisierte Lantibiotika strukturell
und chemisch zu veridndern.

Im natiirlichen Szenario werden Lantibiotika zunéchst als
Priapropeptid-Stufe aus den 20 kanonischen Aminosduren
synthetisiert, bevor diese Standardbausteine durch post-
translationale Modifikationen (PTM) effizient zu bioaktiven
Lantibiotika umgewandelt werden (Schema 1). PTM sind
eine Moglichkeit der natiirlichen chemischen Modifikation
und Diversifizierung durch eine Batterie an Enzymen, die
selektiv verschiedene Arten von Aminosdureseitenketten
prozessieren. In dieser Studie konnten wir zeigen, dass die
Erweiterung des Aminosédure-Repertoires mit anderen nicht-
kanonischen Aminosduren den synthetischen Spielraum
drastisch vergrofiert. Dadurch konnten wir erfolgreich zu-
sdtzliche Ebenen struktureller Vielfalt in die Peptide ein-
filhren, die weit iiber die iibliche Kapazitit lebender Zellen
hinausgehen. Dies ermoglicht uns, Lantibiotika mit chemi-
schen Eigenschaften zu generieren, die nicht durch die na-
tiirliche Evolution hervorgebracht wurden.

Zurzeit dehnen wir unsere Strategie auf andere nicht-
kanonische Aminosduren, wie beispielsweise fluorierte
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Aminosédureanaloga, aus. Fluorierte Polymere sind allgemein
fiir eine erhohte thermodynamische und hydrolytische Sta-
bilitdt, sowie verbesserte biologische Verfiigbarkeit bekannt.
Ahnliche Effekte konnen durch systematische Fluorierung
von Peptidantibiotika erzielt werden. Wie wir auflerdem be-
reits am Hpg-haltigen Lichenicidin gezeigt haben, konnen
Sequenzpositionen in Lantibiotika, die nicht von der PTM-
Maschinerie verdndert werden, mit zusétzlichen bioorthogo-
nalen reaktiven Gruppen besetzt werden, die sie fiir ver-
schiedene bioorthogonale Konjugationen zuginglich machen.
Andererseits konnen Sequenzpositionen, die Ziele der PTM-
Maschinerie sind, in verschiedene nicht-kanonische Amino-
sduren (z.B. mit anderer Chiralitit, Polaritit, molekularem
Volumen usw.) iibersetzt werden, um den katalytischen
Umfang der PTM-Maschinerie von Lantibiotika auszureizen.
Wir erwarten, dass unsere Ergebnisse in Kombination mit
anderen Methoden (zielgerichteter, supressionsvermittelter
Einbau nicht-kanonischer Aminosduren zusammen mit ge-
richteter Evolution von Zielpeptiden) es ermdglichen, Bau-
sdatze zur Entwicklung von Antibiotika mit neuartiger Se-
quenzzusammensetzung zu generieren. Diese werden eine
deutlich vergroBerte strukturelle und funktionelle Diversitét
zeigen, wihrend sie ihre strukturelle Funktionalitdt und ihr
Bioaktivitétsprofil behalten oder verbessern.

Experimentelles

Auxotrophe E.-coli-Stimme (JM83, B834 und ATCC 49980) wurden
mit dem Fosmid pLic54A7 und dem Plasmid pQES0L-A2 oder mit
dem Fosmid pLic5SA4A2 und dem Plasmid pQESOL-A! transfor-
miert,”) um Blia. und Blif separat zu exprimieren. Die Zellen wurden
in LB-Medium bis zu einer optischen Dichte von ODgy,=0.6-0.8
kultiviert. AnschlieBend wurde LB-Medium durch Minimalmedium
(NMM)) ersetzt, das die nicht-kanonischen Aminosiuren enthielt
(50 mgL™"), und darauffolgend mit 1 mm IPTG (Endkonzentration)
induziert. Nach Kultivierung fiir 16 h bei 30°C wurden die Peptide
mit n-Butanol extrahiert und iiber Festphasenextraktion (SPE-C8)
aufgereinigt. Die analytische Charakterisierung der Peptide wurde
mithilfe von hochauflosenden HPLC-ESI-Orbitrap-MS- und MS/MS-
Experimenten durchgefiihrt. Um die Menge des produzierten kon-
generen Blio mit der Produktionsmenge des Wildtyp-Peptids zu
vergleichen, wurden LC-MS-Analysen durchgefiihrt.

Micrococcus luteus ATCC 9341 wurde als Indikatorstamm in
Agar-Diffusionsversuchen verwendet, um die antimikrobielle Akti-
vitit der kongeneren Met-Analoga von Blia zu testen.

Eine detaillierte Beschreibung der Experimente und Analyse-
techniken findet sich in den Hintergrundinformationen.
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