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Abstract: Lassopeptide gehçren zu den ribosomal syntheti-
sierten und posttranslatorisch modifizierten Peptiden. Ihr ge-
meinsames Erkennungsmerkmal ist ein N-terminaler Makro-
lactamring, der von einem C-terminalen Schwanz durchf�delt
wird. Diese „Lassofaltung“ wird durch sterische Wechselwir-
kungen aufrechterhalten. In dieser Studie werden die Isolie-
rung und Charakterisierung der Xanthomonine I–III, der
ersten Lassopeptide mit einem nur aus sieben Aminos�uren
bestehenden Makrolactamring, sowie die Kristallstruktur von
Xanthomonin I und die NMR-spektroskopisch ermittelte
Struktur von Xanthomonin II beschrieben. Insgesamt wurden
25 Xanthomonin-II-Varianten generiert, um Aspekte der Bio-
synthese, der Stabilisierung und der Aufrechterhaltug der
Lassofaltung zu testen. Diese Mutagenesestudie offenbart die
Einschr�nkungen, die ein so kleiner Ring f�r das Durchf�deln
bedeutet, und zeigt, dass jede Stçpselaminos�ure grçßer als
Serin eine hitzestabile Lassofaltung in Xanthomonin II auf-
rechterhalten kann.

Lassopeptide sind eine faszinierende Gruppe von Natur-
stoffen, die das einzigartige Strukturmotiv des Lassoknotens
aufweisen. Dieses Strukturmerkmal besteht aus einem Ma-
krolactamring, der zwischen der N-terminalen a-Amino-
gruppe und der Carbons�ureseitenkette eines Asp- oder Glu-
Rests gebildet wird und durch den der C-terminale Schwanz
gef�delt ist, welcher durch Aminos�uren mit sterisch an-
spruchsvollen Seitenketten in Position gehalten wird.[1–16]

Diese Aminos�uren, sogenannte Stçpsel, sind �ber und unter
dem Ring positioniert. Aufgrund ihrer Struktur sind Lasso-
peptide oft gegen�ber proteolytischer und chemischer De-
gradation sowie in manchen F�llen auch thermisch außerge-
wçhnlich stabil.[1,3, 8, 10, 14,16–23] Sie sind aber nicht nur wegen

ihrer beispiellosen Faltung und ihrer nichtkovalenten Form-
stabilisierung von Interesse, sondern auch oft mit interes-
santen biologischen Eigenschaften verbunden, die von anti-
mikrobiellen[3, 10, 11,18, 20, 24, 25] �ber rezeptorantagonisti-
schen[26–28] zu inhibitorischen Wirkungen[1, 20, 24,25, 29–32] reichen.
Da ihre Biosynthesemaschinerie hochpromiskuitiv ist,
kçnnen die meisten Reste in ihrer Sequenz m�helos ausge-
tauscht werden, was ihre erfolgreiche Nutzung zum Aufpro-
pfen von Peptidepitopen mçglich machte.[32]

Erst k�rzlich wurde eine große Zahl neuer Lassopeptide
identifiziert, die vor allem proteobakterieller Herkunft
sind.[2, 14, 15,23, 33] Interessanterweise weisen alle bisher bekann-
ten Lassopeptide Makrolactamringe auf, die entweder aus
acht oder neun Aminos�uren bestehen.[*] Diese Beobachtung
f�hrte zu der Vermutung, dass Lassopeptide auf acht- oder
neungliedrige Ringe beschr�nkt seien, wobei angenommen
wurde, dass zehngliedrige Ringe zu groß und siebengliedrige
Ringe zu klein seien, um die Lassofaltung aufrechtzuerhalten.

In einer umfangreichen Genom-Mining-Studie in Pro-
teobakterien wurde jedoch eine kleine Untergruppe von
mutmaßlichen Vorl�ufern mit einem f�r die Ringbildung
geeigneten Glu-Rest an der siebten Position der postulierten
Lassopeptidsequenz gefunden.[23] Dies wurde bei insgesamt 7
von 74 identifizierten geeigneten Vorl�ufern beobachtet. Um
herauszufinden, ob Lassopeptide mit siebengliedrigen Ringen
existieren kçnnen, wurde der mutmaßliche Biosynthese-
Gencluster von Xanthomonas gardneri f�r eine sorgf�ltige
Untersuchung ausgew�hlt (Abbildung 1).

F�r die heterologe Expression wurde der komplette
Cluster in pET41a kloniert. Nach Fermentation in M9-Mini-
malmedium bei 20 8C �ber 3 Tage wurde die Produktion eines
um vier Aminos�uren (AS) verk�rzten Lassopeptids, das sich
von XgaA1 ableitet, sowie eines um sechs AS verk�rzten
Lassopeptids, das sich von XgaA2 ableitet, durch hochauflç-
sende FT-Massenspektrometrie nachgewiesen. Die korre-
spondieren Volll�ngeverbindungen wurden Xanthomonin I
bzw. II genannt. Das M9-Medium wurde f�r die Expression
gew�hlt, weil es sich in fr�heren Studien als das f�r die he-
terologe Produktion von Lassopeptiden geeignetste Medium
erwiesen hatte.[14, 16, 23]

Da die Ausbeute beim anf�nglichen System sehr niedrig
war, wurde eine Produktionsoptimierung gem�ß fr�heren
Arbeiten durchgef�hrt.[14] Die Gesamtproduktion der Ein-
zelvorl�uferkonstrukte (Abbildung 1c und d) war 37 bzw.
11 mal besser als die des unmodifizierten Expressionssystems.
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[*] Im Folgenden wird die Ringe als x-gliedrig bezeichnet, wobei x aller-
dings nicht die Zahl der Ringglieder, sondern die Zahl der Amino-
s�urereste im Ring angibt.
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Mithilfe dieser Konstrukte war es mçglich, das um vier AS
verk�rzte Xanthomonin I mit einer Ausbeute von 12.7 mg pro
Liter Kulturmedium und das um sechs AS verk�rzte Xan-
thomonin II mit einer Ausbeute von 4.1 mg pro Liter Kul-
turmedium zu isolieren.

Die Analyse der Prim�rstruktur wurde mit MS2 durch-
gef�hrt, und ihr Ergebnis war in Einklang mit den vorher-
gesagten Aminos�uresequenzen und der Gegenwart von
siebengliedrigen Ringen. Um die Ringgrçße und die Lasso-
topologie zu best�tigen, wurde versucht, die Lassopeptide zu
kristallisieren, was in beiden F�llen gelang. W�hrend die
Kristalle des verk�rzten Xanthomonin I eine scharfe Kontur
und eine definierte Struktur aufwiesen, bildete das des ver-
k�rzte Xanthomonin II lediglich unregelm�ßig geformte,
kristalline Pl�ttchen. Wie erwartet lieferten die letztgenann-
ten Kristalle schlechte Beugungsdaten, w�hrend mit den
Kristallen des verk�rzten Xanthomonin I hochaufgelçste
(0.8 �) Daten erhalten wurden, was die Strukturaufkl�rung
ermçglichte. Das ist bislang erst die zweite aufgekl�rte Kris-
tallstruktur eines Lassopeptids.[13] Die Struktur des verk�rz-
ten Xanthomonin II wurde mithilfe der NMR-Spektroskopie

ermittelt. In Abbildung 2 sind beide Strukturen dargestellt
(f�r weitere Details siehe die Hintergrundinformationen).
Die Stçpselaminos�urenpaare konnten als I9/F12 f�r Xan-
thomonin I und M9/I12 f�r Xanthomonin II identifiziert
werden.

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Xantho-
monine wurden mithilfe mehrerer Experimente untersucht
(siehe die Hintergrundinformationen). Proteasestabilit�t
wurde mit Carboxypeptidase Y, Chymotrypsin und Protei-
nase K getestet. In fast allen F�llen zeigten sich die Lasso-
peptide komplett resistent gegen proteolytischen Abbau. Die
einzige Ausnahme war, dass Carboxypeptidase Y langsam die
letzten beiden C-terminalen Aminos�uren der bereits um vier
AS verk�rzten Variante von Xanthomonin I abspalten
konnte, was zur Bildung von detektierbaren Spuren der um

Abbildung 1. a) Schematische Darstellung des Biosynthese-Gencluster
von X. gardneri und der Aminos�uresequenzen der identifizierten Vor-
l�uferpeptide. Gene wurden entsprechend der etablierten Nomenklatur
gekennzeichnet. Das Hauptprodukt eines jeden Vorl�uferpeptids ist
markiert. b) Gencluster nach Austausch der Region zwischen xgaA2
und xgaB mit der l-t0-Terminator- (dargestellt als Schleife) und der
mcjBCD-Promotor-Sequenz. c, d) Einzelvorl�uferkonstrukte. e) UV-
Spuren der Fermentationsextrakte der verschiedenen Konstrukte.

Abbildung 2. Verschiedene Darstellungen der Strukturen des um vier
AS verk�rzten Xanthomonin I (linke Seite, PDB-Code 4NAG) und des
um sechs AS verk�rzten Xanthomonin II (rechte Seite, PDB-Code
2MFV). a) Strukturen der Lassopeptidr�ckgrate. Der Schwanz ist in
Blau, der Ring in Gelb und der ringbildende Glu7-Rest in Rot hervorge-
hoben. b,c) Die Interaktionen zwischen dem C-terminalen Schwanz
und dem Makrolactamring gezeigt von der Seite (b) und von unten
(c). d) Strukturen der Lassopeptide mit ihren Seitenketten, gef�rbt
nach den Elementen (Stickstoff in Blau, Sauerstoff in Rot, Schwefel in
Gelb, Kohlenstoff in Grau).
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f�nf und sechs AS verk�rzten Peptide f�hrte. Zur Bewertung
der Hitzestabilit�t wurden beide Verbindungen bis zu 8 h bei
95 8C inkubiert. In beiden F�llen trat keine �nderung der
Retentionszeit auf, was die hohe thermische Stabilit�t der
Xanthomonine unterstreicht.

Des Weiteren wurden die neuen Lassopeptide auf eine
mçgliche antimikrobielle Aktivit�t getestet, zeigten jedoch
keine Aktivit�t gegen irgendeinen der getesteten Bakterien-
st�mme (siehe die Hintergrundinformationen).

Um die Spezifit�t der Biosynthesemaschinerie zu testen
und um wichtige Strukturmerkmale zu untersuchen, wurden
25 Mutanten von Xanthomonin II mittels ortsgerichteter,
Ligase-unabh�ngiger Mutagenese erzeugt.[34, 35] Xanthomo-
nin II wurde f�r diese Experimente ausgew�hlt, weil sein
k�rzeres Hauptprodukt die Untersuchung der Schwanzregion
unter dem Ring erleichtert. Einen �berblick �ber die Pro-
duktion aller Varianten bietet Abbildung 3.

Der Austausch des Thr-Rests an der vorletzten Position
des Leaderbereichs offenbarte, dass das Xanthomoninsystem
eine Substitution dieser Aminos�ure wesentlich schlechter
toleriert als andere Systeme. Normalerweise werden Ami-
nos�uren, die Thr strukturell �hnlich sind, einigermaßen gut
toleriert, w�hrend andere die Gesamtproduktion des Lasso-
peptids drastisch senken.[14,16, 22, 36,37] Im Fall des Xanthomo-
ninsystems f�hrten jedoch nicht nur die T�2A-Variante, die
als Negativkontrolle dienen sollte, sondern auch die Varian-
ten T�2I, T�2S und T�2V zu einer sehr schlechten Pro-
duktion. Lediglich die T�2C-Variante wurde in gewissem
Umfang toleriert.

Um zu ermitteln, ob unterschiedlich große Makrolac-
tamringe durch den Ersatz von Glu durch Asp oder von Glu7
durch Ala erzeugt werden kçnnen, wurden mehrere Mutan-
ten generiert. Zus�tzlich sollte getestet werden, ob Pro3 es-
senziell f�r die Prozessierung ist, da die von Pro3 vermittelte

Rigidit�t wichtig f�r die Vorfaltung sein kçnnte. W�hrend die
Varianten P3A und E8A gut produziert wurden, f�hrten die
E7A-, E7D- und E7A/E8D-Mutationen zum kompletten
Verlust der Lassopeptidproduktion. Dieses Ergebnis zeigt
deutlich, dass die Biosynthesemaschinerie darauf beschr�nkt
ist, 23 Atome große Makrocyclen zu prozessieren.

Bei beiden Aminos�uren im Innern des Rings handelt es
sich um Glycinreste, was die Frage aufwirft, ob das bereits das
Limit f�r das Innere eines siebengliedrigen Rings ist. Um dies
zu beantworten, wurden G10 und G11 unabh�ngig vonein-
ander durch Ala, Leu oder Phe ersetzt. Dabei ging in allen
F�llen die Lassopeptidproduktion fast vollst�ndig verloren.

Schließlich sollte untersucht werden, wie klein eine
Aminos�ure sein kann, um immer noch als Stçpsel f�r einen
siebengliedrigen Ring dienen zu kçnnen. Dazu wurde zu-
n�chst eine Reihe von Mutanten generiert, um zu testen, ob
und welche Aminos�uren des Schwanzes außer I12 immer
noch in der Lage sind, die Lassofaltung zu erhalten. Die Va-
rianten I12A, I12A/T13A und I12A/T13A/T14A wurden alle
in guten Ausbeuten produziert, w�hrend die vierfache Ala-
Substitution (I12A/T13A/T14A/L15A) die Produktion signi-
fikant senkte. Zus�tzlich war das Hauptprodukt dieser Vari-
ante ein um zehn AS verk�rztes Peptid, bei dem nach der
Bildung des Makrolactamrings nur drei Aminos�uren f�r den
Schwanz zur Verf�gung stehen, was f�r die Bildung eines
Lassoknotens zu wenig ist. Aufgrund der Datenlage ist es
wahrscheinlich, dass diese Mutationen immer noch die Pro-
zessierung des Vorl�ufers erlauben, dass jedoch das Lasso-
peptid danach direkt entf�deln kann und anschließend der
Großteil seines Schwanzbereichs proteolytisch abgebaut
wird.

Aus diesem Grund ist diese Variante der ideale Aus-
gangspunkt f�r eine �berpr�fung der mçglichen Stçpsel-
aminos�uren. Daher wurde eine Reihe von I12X/T13A/

T14A/L15A-Varianten hergestellt,
wobei X Ile, Leu, Ser, Thr oder Val
war. Von diesen Varianten wurde le-
diglich jene mit Ser in geringen
Mengen produziert; sie war auch die
einzige, bei der ein um zehn AS ver-
k�rztes Peptid eines der Hauptpro-
dukte war. Um die Topologie und die
thermische Stabilit�t dieser Varianten
zu pr�fen, wurde ein kombinierter
Carboxypeptidase-Y- und Hitze-Sta-
bilit�tsassay durchgef�hrt (siehe die
Hintergrundinformationen). W�hrend
die Varianten mit Ile, Leu, Thr oder
Val an Position 12 nicht um mehr als
sechs AS verk�rzt werden konnten,
was in Einklang mit dem Ergebnis der
Kontrollreaktion ist, wurden die Vari-
anten mit Ala oder Ser an Position 12
bis auf den Makrolactamring und Glu8
abgebaut.

Da diese Ergebnisse unabh�ngig
von einer vorherigen vierst�ndigen
Inkubation bei 95 8C erhalten wurden,
ist nicht von einer thermisch indu-

Abbildung 3. �berblick �ber die Gesamtproduktion aller getesteten Varianten von Xanthomonin II
(siehe auch die Hintergrundinformationen). Ein gr�ner Balken steht f�r eine Produktion von 150–
50%, ein gelber f�r eine von 50–10% und ein orangefarbener f�r eine von 10–1% im Vergleich
mit dem Wildtyp. Varianten, die nur massenspektrometrisch detektiert werden konnten, sind mit
einem roten Kreuz gekennzeichnet; Varianten mit einem violetten Minuszeichen waren nicht de-
tektierbar. Eine schematische Darstellung des um vier AS verk�rzten Xanthomonin II ist in der
Mitte gezeigt.
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zierten Ver�nderung der Topologie auszugehen. Damit sind
alle Verbindungen mit Ile, Leu, Thr oder Val an Position 12
hitzestabile Lassopeptide, w�hrend die Varianten mit Ala
oder Ser an Position 12 nur als verzweigt-cyclische Peptide
isoliert werden konnten. Daraus folgt, dass alle Aminos�uren,
die grçßer sind als Ser, die Lassofaltung eines siebengliedri-
gen Rings auch bei hçherer Temperatur aufrechterhalten
kçnnen. Dies ist ein bemerkenswertes Ergebnis, da �hnliche
Studien mit Caulosegnin I ergaben, dass Leu bei einem
achtgliedrigen Ring kaum noch dazu in der Lage ist, die
Lassofaltung zu erhalten.[14]

Auff�llig an den Strukturen der Xanthomonine ist, wie
klein die �ffnungen der Makrolactamringe wirklich sind. Die
Tatsache, dass diese Ringe aus lediglich 23 Atomen bestehen,
erlaubt einen Vergleich mit der Klasse der chemisch zu-
g�nglichen [2]Rotaxane, die einige strukturelle �hnlichkei-
ten mit den Lassopeptiden aufweisen. Interessanterweise
bestehen die Makrocyclen der kleinsten bisher bekannten
[2]Rotaxane aus 20 Atomen und sind somit nur wenig kleiner
als die Xanthomoninringe.[38–40] Allerdings sind die Ringe
dieser [2]Rotaxane sowie die Segmente, die von den Ringen
umschlossen sind, anders als Peptidketten nur aus linearen
Ketten von Atomen aufgebaut. Darum und weil diese
[2]Rotaxane als Limit (oder zumindest nahe dem Limit)
dessen, was mçglich ist, angesehen werden, ist es unwahr-
scheinlich, dass Lassopeptide mit sechsgliedrigen Ringen
existieren kçnnen. Dagegen ist denkbar, dass es Lassopeptide
gibt, die einen siebengliedrigen Ring mit einem Asp- statt
eines Glu-Rests enthalten, wenn auch das Xanthomoninsys-
tem nicht in der Lage war, eine solche Variante zu prozes-
sieren. Leider sind bisher keine mutmaßlichen Lassopeptid-
biosynthese-Gencluster bekannt, deren Vorl�uferpeptide
einen Asp-Rest an Position 7 enthalten, weswegen die Ant-
wort auf die Frage, ob ein solches Lassopeptid nat�rlich
vorkommen kçnnte, aufgeschoben werden muss, bis eine
grçßere Menge an Genomdaten bekannt ist.

Um zu beweisen, dass die gezeigten Lassopeptide mit
siebengliedrigem Ring keine Sonderf�lle sind, wurde des
Weiteren der Gencluster aus Xanthomonas citri pv. mangife-
raeindicae (siehe die Hintergrundinformationen) untersucht,
der ebenfalls in einer fr�heren Studie identifiziert worden
war.[23] Die Produktionsoptimierung wurde wie zuvor be-
schrieben durchgef�hrt,[14, 23] wodurch die Gesamtausbeute
um das Vierfache gesteigert werden konnte und die Isolie-
rung der um sieben AS verk�rzten vorhergesagten Verbin-
dung, Xanthomonin III genannt, mit einer Ausbeute von
0.3 mg pro Liter Kulturmedium mçglich war. MS2 best�tigte
die erwartete Aminos�uresequenz und den siebengliedrigen
Ring. Kombinierte Carboxypeptidase-Y- und Hitze-Stabili-
t�tsstudien f�hrten zu keiner Ver�nderung von L�nge oder
Retentionszeit der isolierten Verbindung, was nahelegt, dass
es sich wirklich um ein Lassopeptid handelt.[14,23] Zur Identi-
fizierung der Stçpselaminos�ure wurde eine Reihe von Va-
rianten generiert, in denen sukzessive alle grçßeren Amino-
s�uren an den Positionen 14 bis 11 durch Ala ersetzt wurden.
Da die M11A/S12A/P13A/I14A-Variante als einzige nicht
produziert wurde, kann davon ausgegangen werden, dass
Met11 als Stçpsel von Xanthomonin III fungiert. Diese Ex-
perimente belegen, dass Lassopeptide mit siebengliedrigen

Ringen allgemein synthetisierbar sind und dass diese Klasse
von Lassopeptiden nicht auf X. gardneri beschr�nkt ist.

Zusammenfassend waren wir also in der Lage, heterolog
drei neuartige Lassopeptide aus zwei verschiedenen Biosyn-
these-Genclustern zu produzieren und zu isolieren. Diese
Lassopeptide sind die ersten derartigen Naturstoffe, deren
Makrolactamring aus sieben Aminos�ureresten besteht. So
konnte die bisherige Ansicht, dass nur Lassopeptide mit acht-
oder neungliedrigen Ringen produziert werden kçnnen, wi-
derlegt werden. Außerdem ergab unsere Mutagenesestudie
das Limit in Bezug auf die Aminos�ure, die im Innern eines
siebengliedrigen Rings vorhanden sein kann, und offenbarte
auch die minimale Grçße, die eine Aminos�urenseitenkette
bençtigt, um als Stçpsel in diesem System eine hitzestabile
Lassofaltung aufrechtzuerhalten. Des Weiteren pr�sentierten
wir die NMR-spektroskopisch ermittelte Struktur des um
sechs AS verk�rzten Xanthomonin II und die Kristallstruktur
des um vier AS verk�rzten Xanthomonin I, die mit einer
Auflçsung von 0.8 � erhalten wurde.
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