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Abstract: Polycyclische Tetramat-Makrolactame (PTM)
bilden eine Familie biomedizinisch vielversprechender Natur-
stoffe mit anspruchsvollen Molek�lstrukturen. Trotz dieser
interessanten Eigenschaften der PTMs ist bislang relativ wenig
�ber ihren biosynthetischen Ursprung bekannt, insbesondere
bez�glich der Mechanismen der Ausbildung der Ringsysteme.
Hier liefern wir erste Einblicke in diese Prozesse am Beispiel
der Biosynthese des Ikarugamycins. Dies gelingt durch erst-
malige heterologe Expression eines PTM-Biosynthesegen-
clusters in Escherichia coli. Mit diesem Verfahren wird es in
Zukunft nicht nur mçglich sein, bereits bekannte PTM-Bio-
synthesegencluster mechanistisch genauer zu untersuchen,
sondern auch durch Genom-Mining identifizierte, chemisch
bislang unerschlossene PTM-Biosynthesewege chemisch und
biochemisch eingehend zu beschreiben.

Polycyclische Tetramat-Makrolactame (PTMs) sind struk-
turell und biosynthetisch faszinierende Beispiele f�r kom-
plexe bakterielle Naturstoffe. Sie haben alle eine Tetram-
s�ure-Einheit gemein, die Teil eines Makrolactam-Ringsys-
tems ist. Direkt mit dem Makrolactam verkn�pft finden sich
zwei bis drei f�nf- oder sechsgliedrige Carbacyclen, welche
die beeindruckende strukturelle Vielfalt der PTMs begr�n-
den. Repr�sentative Beispiele sind HSAF (1)[1] und die
Frontalamide (2),[2] die beide mit einem 5-5-6-polycyclischen
Ringsystem ausgestattet sind, das Ikarugamycin (3)[3] und die
Clifednamide (4),[4] die mit einem 5-6-5-Cyclisierungsmuster
vorliegen, sowie Cylindramid (5)[5] und Alteramid A (6),[6] die
zwei f�nfgliedrige Ringe aufweisen (Abbildung 1).

Abh�ngig von den individuellen Strukturen der PTMs
wurde �ber ein breites Spektrum biologischer Aktivit�ten
berichtet, angefangen von antibakteriellen und fungiziden bis
hin zu zytotoxischen Eigenschaften.[1–6] Trotz dieses vielver-
sprechenden biomedizinischen Potenzials der PTMs und ihrer
anspruchsvollen Strukturen ist �ber ihren biosynthetischen

Ursprung �berraschend wenig bekannt. Obwohl eine große
Zahl potenzieller PTM-Biosynthesecluster in phylogenetisch
diversen Bakterien weit verbreitet ist,[2] sind die einzigen
PTM-Strukturen, die bislang Biosynthesewegen zugeordnet
wurden, die von 1[7] und 2,[2] zwei PTM-Familienmitglieder
mit identischen Kohlenstoffger�sten. Die jeweiligen Biosyn-
thesegencluster sind folgerichtig ebenfalls sehr �hnlich, be-
stehend aus einer Hybridmaschinerie aus Polyketidsynthase
und nichtribosomaler Peptidsynthetase (PKS/NRPS)[8] und
einer Reihe von nachgeschalteten Red-/Ox-Enzymen (Ab-
bildung 2). Am faszinierendsten dabei ist, dass die PKS nur
aus einem einzigen Modul besteht, was stark auf einen ite-
rativen Mechanismus hindeutet (iPKS). W�hrend dies im
Falle fungaler PKSs �blich ist,[8d] ist es in bakteriellen Poly-
ketid-Biosynthesewegen sehr ungewçhnlich.[9] Die einzigen
PTM-Biosyntheseschritte, die bislang n�her untersucht
worden sind, ergaben die Herkunft der Hydroxyfunktion am
Ornithin-Baustein von 1 und 2, die durch eine Post-PKS/
NRPS-Hydroxylierung eingef�hrt wird,[2, 10] sowie die Bildung
der Tetrams�ure-Einheit durch die terminale Thioesterase-
dom�ne der NRPS,[7b] ein Enzym, das auch ungewçhnliche
Protease- und Peptidligase-Aktivit�ten zeigt.[11] Jedoch sind
immer noch viele Schl�sselschritte der PTM-Biosynthese
unbekannt, insbesondere der Mechanismus der biokatalyti-
schen Bildung des polycyclischen Ringsystems.

Abbildung 1. Die strukturelle Vielfalt der PTM-Naturstoffe veranschau-
licht durch HSAF (1), die Frontalamide (2), Ikarugamycin (3), die Cli-
fednamide (4), Cylindramid (5) und Alteramid A (6).
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Um mehr Licht auf die Grundlagen der PTM-Biosynthese
zu werfen, machten wir uns zun�chst daran, ein Gencluster zu
identifizieren, das ein PTM mit einem von 1 und 2 abwei-
chenden Cyclisierungsmuster kodiert. Aufgrund seines Po-
tenzials f�r die biochemische Untersuchung zellul�rer Pro-
zesse im Zusammenhang mit Endozytose[12] w�hlten wir
Ikarugamycin (3) als Zielmolek�l. Fiedler und Zeeck et al.
haben gezeigt, dass dieser Metabolit von Streptomyces sp. T�
6239 produziert wird.[13] Um eine PCR-vermittelte Identifi-
zierung des PTM-Biosynthesegenclusters in diesem Stamm zu
ermçglichen, wurden degenerierte Primer erstellt, die selek-
tiv potenzielle PTM-Thioesterase-Dom�nen binden (siehe
die Hintergrundinformationen). Basierend auf den Sequenz-
daten des damit gewonnenen Amplikons wurden spezifische
Primer abgeleitet und als Sonden zum Auffinden des Ika-
rugamycin-Genclusters in einer pCC1FOS-basierten geno-
mischen Bibliothek von Streptomyces sp. T� 6239 (1056
Klone) eingesetzt. Dies f�hrte zur Identifizierung von vier
Klonen, die die gew�nschte Sequenz enthielten, von denen
ein vielversprechender Kandidat, Fosmid Ika-Fos8, laut
Endsequenzierung das gesamte PTM-Cluster zu enthalten
schien. Ika-Fos8 wurde vollst�ndig sequenziert (GATC) und
die resultierenden Daten bioinformatisch analysiert. Sie ent-
h�llten die Organisation des mutmaßlichen Ikarugamycin-
Biosyntheseclusters (ika, Abbildung 2). Wie erwartet enthielt

der ika-Lokus das ungewçhnliche PKS/NRPS-System. Dar-
�ber hinaus wurden jedoch nur zwei Oxidoreduktasen iden-
tifiziert, was die Zahl der mçglichen Post-PKS/NRPS-Modi-
fikationen im Vergleich zu den beiden bekannten PTM-
Genclustern stark reduziert. Vor- und nachgelagert zu diesen
drei PTM-Biosynthesegenen wurde eine Reihe von Genen
gefunden, die nicht in den beiden bekannten PTM-Biosyn-
thesewegen zu finden waren (siehe Tabelle S4).

Der funktionale Beweis des Ika-Clusters sollte durch he-
terologe Rekonstitution in E. coli erbracht werden. Als Pro-
duzentenstamm wurde E. coli BAP1 genutzt,[14] da er eine
chromosomale Kopie der promisken Phosphopantetheinyl-
Transferase Sfp aus dem Surfactin-Biosyntheseweg besitzt,

die die posttranslationale Aktivierung von PKS- und NRPS-
Carrier-Proteinen katalysiert.[15] Basierend auf pHIS8[16]

wurden durch homologe Rekombination[17] Vektoren erstellt,
in denen die Expression der gew�nschten Gene unter der
Kontrolle des induzierbaren T7-Promotors steht (siehe die
Hintergrundinformationen). Insgesamt wurden drei Plasmide
erzeugt, die alle Gene von ikaA bis Orf + 7 (pJA_Orf + 7), die
drei Gene ikaABC (pJA_ikaABC), oder lediglich ikaAB
(pJA_ikaAB) enthielten (siehe Tabelle S4). In den mit diesen
Konstrukten durchgef�hrten Expressionsexperimenten
zeigte sich die Bildung von 3 nicht nur mit pJA_Orf + 7,
sondern auch – sogar mit signifikant hçherem Produktions-
titer – mit dem auf drei Gene reduzierten pJA_ikaABC
(Abbildung 3). In den Experimenten mit pJA_ikaAB hinge-

gen war 3 nicht detektierbar. Der damit erbrachte Nachweis,
dass die drei Proteine IkaABC hinreichend und essenziell
sind, um 3 zu erzeugen, offenbart einen bemerkenswert
scharfen Kontrast zwischen der Simplizit�t des ika-Lokus und
der strukturellen Komplexit�t von 3. Unsere Experimente
bilden zudem den ersten experimentellen Nachweis daf�r,
dass das PKS-Modul in der PTM Biosynthese tats�chlich
iterativ arbeitet.

Basierend auf diesen Ergebnissen kann ein hoch effizi-
enter Biosyntheseweg zu 3 formuliert werden. Das iPKS-
Modul in IkaA bildet dabei nacheinander zwei ACP-gebun-
dene, unges�ttigte Hexaketide 7 und 8, die durch die Kon-
densationsdom�ne der NRPS an die Stickstoff-Funktionen
des PCP-gebundenen Ornithins (9) �bertragen werden
(Schema 1, Pfeile a).[18] Die Thioesterase katalysiert an-
schließend die Bildung der Tetrams�ure Einheit[7b] (Pfeil b)
mit gleichzeitiger Abspaltung der Vorstufe 10 von der Syn-
thetase. Das Zwischenprodukt 10 wird durch Hydrid-indu-
zierte Cyclisierung/Protonierung, katalysiert durch die beiden
Oxidoreduktasen IkaBC, weiter prozessiert. Reduktase I
(Red I) erzeugt so eine Bindung zwischen C16 und C17. Die
theoretische Zwischenstufe 11 cyclisiert direkt weiter zu
Verbindung 12, die bereits zwei Carbacyclen tr�gt. Der letzte
Ringschluss zwischen C22 und C11 wird dann durch Reduk-
tase II (Red II) katalysiert, wiederum durch reduktive Cyc-

Abbildung 2. Biosynthesegencluster von HSAF (1, A), den Frontalami-
den (2, B) und Ikarugamycin (3, C). Rot = iPKS/NRPS (Dom�nen ge-
zeigt in Schema 1), gr�n= FAD-abh�ngige Oxidoreduktase, blau = Al-
kohol-Dehydrogenase, gelb =Cytochrom P450, grau=Sterol-Desatura-
se, violett = Ferredoxin-Reduktase, schwarz= Arginase.

Abbildung 3. Analyse der heterologen Expressionsexperimente aus
E. coli BAP1 mittels HPLC-ESI(+)-MS. „Extracted ion chromatograms“
(EICs) der Massen f�r m/z von 3 und 12. A= Standardlçsung von 3
(0.1 mg mL�1). Extrakte von E. coli BAP1 pJA_Orf+ 7 (B), pJA_ikaABC
(C) oder pJA_ikaAB (D, Intensit�t � 10).
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lisierung.[19] Dies komplettiert die biosynthetische Sequenz zu
3 unter ausschließlicher Verwendung der drei Enzyme
IkaABC. Der gezeigte Biosyntheseweg wirft aber auch die
Frage auf, welche der beiden Oxidoreduktasen jeweils welche
Ringschlussreaktion bewirkt. Bei der Analyse der heterolo-
gen Expressionsexperimente mit pJA_ikaAB f�llt auf, dass
sich anstatt 3 ein Metabolit mit leicht erhçhter Retentionszeit
anreichert, dessen molekulare Masse der des postulierten
Intermediats 12 entspricht (Abbildung 3 D; die relative In-
tensit�t des Chromatogramms D wurde im Vergleich zu A–C
um den Faktor 10 erhçht). Obwohl aufgrund der geringen
gebildeten Mengen dieses Metabolits eine Strukturaufkl�-
rung durch NMR-Analyse nicht mçglich war, deutet dies
stark darauf hin, dass die initiale Cyclisierungskaskade von
IkaB (= Red I) vermittelt wird, w�hrend IkaC (= Red II) die
Bildung des letzten Carbacyclus katalysiert. Fehlt IkaC, wie in
pJA_ikaAB, bleibt die finale Cyclisierung aus und die Bio-
synthese somit auf der Stufe von 12 stehen. Diese Annahme
wird unterst�tzt von bioinformatischen Analysen putativer
PTM-Biosynthesegencluster in sequenzierten bakteriellen
Genomen, in denen immer ein Homolog von ikaB zu finden
ist, w�hrend sich nicht in allen eine Kopie einer Alkoholde-
hydrogenase, hier kodiert durch ikaC, befindet. Dies ist in
Einklang mit der Beobachtung, dass alle bislang isolierten
PTMs eine Cyclisierung zwischen C16 und C17 aufweisen und
damit eine Kopie von Red I enthalten m�ssen, wohingegen
manche Vertreter, zum Beispiel 5 und 6, lediglich zwei kleine
Carbacyclen enthalten und somit keine funktionale Kopie
von Red II aufweisen d�rfen.

Zusammenfassend haben wir PCR-Sonden zur selektiven
Amplifikation von PTM-Thioesterasedom�nen entwickelt,
mit deren Hilfe wir das Ikarugamycin-Biosynthesegenclusers
ika identifizierten. Dieses System wurde durch homologe
Rekombination in einen induzierbaren Expressionsvektor
�berf�hrt, in E. coli BAP1 transformiert und dort zur hete-
rologen Produktion von 3 genutzt. Die so gewonnenen Er-
kenntnisse lassen auf einen sehr kompakten Biosyntheseweg
zu 3 schließen. Dabei zeigt sich eine große Diskrepanz zwi-
schen der Simplizit�t des ika-Lokus, bestehend aus nur drei
Genen, und der Komplexit�t des dort kodierten Naturstoffs 3.
Unsere Untersuchungen bilden eines der wenigen Beispiele
der erfolgreichen heterologen Expression eines bakteriellen
PKS-Systems in E. coli und das erste �berhaupt f�r eine
bakterielle iPKS. Das hier vorgestellte einfache System zur
PTM-Produktion kann nun verwendet werden, um kryptische
iPKS/NRPS-Biosynthesewege aus anderen Bakterien zu un-
tersuchen. Es stellt somit ein wertvolles Werkzeug f�r die
zielgerichtete Entdeckung neuer PTMs und damit potenter
biologisch aktiver Naturstoffe dar.
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