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Gliotoxin - Uberbriickte Alkaloide

Alkaloide mit einem zentralen Bicyclo[n.2.2]piperazindion-
Gertiist (Diketopiperazine, DKPs, n >2), das an den Positio-
nen 3 und 6 verbriickt ist, sind eine wichtige, stetig wachsende
Klasse von Sekundirmetaboliten. DKP des Typs 1.l die aus
Aminosduren mithilfe nichtribosomaler Peptidsynthasen
(NRPS) oder tRNA-abhingiger Cyclodipeptidsynthasen
(CDPS)? gebildet werden, sind die zentralen Vorstufen, aus
denen vielfdltige Alkaloide mit verschiedenartigen Brii-
ckentypen und -groBen durch enzymatische Transformatio-
nen hervorgehen (Abbildung 1).
Dazu gehoren einerseits prenylierte
Indolalkaloide wie Brevianamid A
(2)P oder das ungewohnliche An-
tibiotikum Bicyclomycin (3).*1 An-
dererseits fithren oxidative Modifi-
kationen von 1 zu vielfiltigen
schwefelhaltigen Naturstoffen, den
Epipolythiodioxopiperazinen

(ETP), mit Gliotoxin (4) oder den
hoheren ETP-Alkaloiden 5 und 6
als prominenten Beispielen.”)
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Abbildung 1. Die Vielfalt tiberbriickter Diketopiperazinalkaloide.
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Das 1943 isolierte Gliotoxin (4) war der erste beschrie-
bene ETP- und auch DKP-Metabolit iiberhaupt.’! Seine
Struktur blieb falsch zugeordnet, bis Woodward und Mitar-
beiter 1958 die zu dieser Zeit ungewohnliche, aber richtige
Struktur mit einer Disulfidbriicke vorschlugen.”” Es wird
angenommen, dass sein breites Spektrum biologischer FEi-
genschaften, darunter antivirale, antibakterielle und das Im-
munsystem unterdriickende Aktivitidten, auf der Reaktivitét
der Disulfidbriicke beruht (Schema 1), die in der Lage ist,

Reduktion

Schema 1. Die biologische Aktivitat von Gliotoxin basierend auf der Disulfidbriicke.

reaktive Sauerstoffspezies zu erzeugen und mit Proteinen zu
konjugieren.”

Ungeachtet der wachsenden Bedeutung der ETP-Alka-
loidklasse wurden lange kaum Fortschritte bei der Aufkla-
rung der Biosynthese von 4 und von verwandten Naturstoffen
gemacht. Die Beschriankungen der klassischen Isotopenmar-
kierungs- und Fiitterungsmethodik gewéhrten keine weiteren
Einblicke als die, dass Phenylalanin und Serin die Vorstufen
des zentralen DKP-Intermediats cyclo-(L-Phe-L-Ser) (1 mit
R'=Benzyl, R? = Hydroxymethyl) sind.’! Die interessantes-
ten Fragen zur Biosynthese von Gliotoxin — wie die Schwe-
felatome eingefithrt werden und wie die Epidithiobriicke
gebildet wird — konnten ein halbes Jahrhundert hochstens in
Form von Hypothesen beantwortet werden. Die schnelle
Bildung der Epidithiobriicke durch Luftoxidation des DKP-
abgeleiteten cis-Dithiols wurde durch viele Synthesestudien
bestitigt, fithrt aber nur zu der viel wichtigeren Frage, ob ihre
Bildung spontan oder enzymkatalysiert erfolgt.

In den letzten 20 Jahren hat ein grundlegender Wandel in
der Forschung — von der Anwendung klassischer Techniken
hin zur Untersuchung der jeweiligen Gene, die fiir bestimmte
Naturstoffe kodieren — die Aufkldrung der Naturstoffbio-
synthese revolutioniert."” Anstatt markierte Vorstufen zu
synthetisieren, wurden die Gene und die durch sie kodierten
Enzyme das Studienobjekt. So kann ein viel tieferer Einblick
in das ,,Handwerkszeug®“ der Natur gewonnen werden, und
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Schema 2. Die jetzt bestitigten Biosyntheseschritte auf dem Weg zu Gliotoxin. Einschub: Gliotoxin-Gencluster von Aspergillus fumigatus.

dies fiihrte in der Folge zu neuen Forschungsgebieten wie der
kombinatorischen Biosynthese,'"! der chemoenzymatischen
Totalsynthese und der Mutasynthese.!"”

Die vollstandige Sequenzierung des Genoms von Asper-
gillus fumigatus im Jahre 20051 erméoglichte die Identifika-
tion der fiir die Biosynthese von Gliotoxin verantwortlichen
Gene durch Genom- und Bioinformatik-basierte Wirkstoff-
suche (genome mining).'"! Der so gefundene Gliotoxin-Bio-
synthesegencluster, der aus zwolf Genen besteht, wurde das
Forschungsobjekt einer Reihe von Labors, um die Biosyn-
these von Gliotoxin aufzuklidren (Schema 2). Die Gruppe von
Walsh zeigte 2006, dass das grote Gen, gliP, fiir eine multi-
modulare NRPS kodiert. Das daraus abgeleitete Enzym GliP
katalysiert tatsdchlich die Bildung des DKP cyclo-(L-Phe-L-
Ser) (1a), wodurch die Ergebnisse der ein halbes Jahrhundert
zuvor durchgefiihrten Fiitterungsexperimente bestitigt wur-
den.[™!

Nun haben Hertweck und Mitarbeiter in einer Reihe von
wegweisenden Studien alle Schliisselschritte der Biosynthese
von Gliotoxin ausgehend von der Einfithrung der Schwefel-
atome in la bis hin zur Bildung der Disulfidbriicke in 16
mithilfe des Genoms und der Molekularbiologie aufge-
Klzrt."!

Schon 2010 zeigten die Gruppen von Hertweck'®! und
Doyle!"” unabhiingig voneinander, dass die Bildung der Di-
sulfidbriicke in 4 durch ein FAD-abhingiges homodimeres
Enzym GIiT mit Sauerstoff als terminalem Oxidans aus dem
Dithiol 8 erfolgt (vgl. Schema 1).

Darauf folgend demonstrierte die Gruppe von Hert-
weck'®! sowohl durch In-vitro- als auch durch In-vivo-Stu-
dien, dass eine zweifache Dihydroxylierung von la durch
GIiC, eine Cytochrom-P450-Monooxygenase, die Vorausset-
zung fiir die Einfiihrung der Schwefelfunktionen in das re-
sultierende DKP 9 ist, was mithilfe von GIiG, einer Gluta-
thion-S-Transferase, erfolgt, deren Rolle gleichzeitig auch
von Doyle et al. bestimmt wurde."® Die Konfiguration der
Hydroxygruppen in 9 wurde nicht aufgeklirt, jedoch erfolgt
die Einfiihrung der Glutathioneinheiten cis-selektiv. Fiir das
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resultierende Bis(glutathion)-Addukt 10 gelang die Isolie-
rung und vollstdndige Charakterisierung aus Mutanten, de-
nen das Gen gliK fehlte, das fiir eine y-Glutamat-Cyclo-
transferase kodiert, die fiir die Verarbeitung von 10 zum Gly-
Cys-Intermediat 11 und Pyroglutamat verantwortlich ist.[*d
GliJ wurde als eine Dipeptidase identifiziert, die die beiden
Glycineinheiten unter Bildung des kurzlebigen und instabilen
Bis(cysteinyl)-DKP 12 abspaltet. Wenn das Gen glil abge-
schaltet wurde, resultierten Mutanten, die nicht in der Lage
waren, Gliotoxin zu bilden, aber aus 140 L Kulturmedium
konnten 1.49 mg 12 erhalten und vollstdndig charakterisiert
werden. Die Inkubation von 12 mit dem gereinigten Glil-
Enzym, das eine homodimere, Pyridoxalphosphat-abhéngige
C-S-Lyase ist, ergab vermutlich iiber die Zwischenstufen 13
und 14 das Dithiol 15 zusammen mit dem durch Luftoxidation
entstandenen Epidisulfid 16.1%

Hertweck et al. zeigten als Hohepunkt dieser Arbeiten
zur Isolierung und Charakterisierung der gesamten Enzym-
maschinerie fiir die Umwandlung des DKP 1a in das Epidi-
sulfid 16, dass letzteres auch in vitro durch Inkubation des
Bis(glutathion)-Addukts 10 mit einem Gemisch der Enzyme
GliK, GliJ, GliI und GIT in einer Eintopf-Enzymkaskade
erhalten werden kann.'*! Dies belegt die Anwendbarkeit von
GIiT sowohl zur Oxidation von 8 als auch zu der von 15.

Vor kurzem gelang die Losung der Kristallstrukturen von
GIiT und zwei verwandten Thioloxidasen durch Huber und
Groll in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Hertweck."!
Die so erhaltenen Erkenntnisse ermoglichen es, einen ver-
einheitlichten Mechanismus der enzymatischen Disulfidbrii-
ckenbildung zu formulieren.

Mit diesen Arbeiten konnten alle Schliisselschritte der
Biosynthese von Gliotoxin aufgeklédrt und Schritt fiir Schritt
experimentell nachvollzogen werden. Mit der Charakterisie-
rung von GliG als der ersten Glutathiontransferase konnte
ein tiefer Einblick in den enzymatischen Einbau von Schwefel
in Sekunddrmetabolite gewonnen werden. Die Erkenntnisse
haben biologische Konsequenzen: Beispielsweise ist die
Selbstresistenz von Aspergillus fumigatus gegeniiber seinem
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eigenen Toxin eine direkte Folge der Rolle des Disulfid-bil-
denden Schliisselenzyms GIiT.'*¢!1 Es kann angenommen
werden, dass GIiT die schnelle Oxidation des Dithiols 8 zu 4
zusitzlich zu der von 16 aus 15 iibernimmt und damit die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und unspezifischer Pro-
teinkonjugation verhindert. Dies kann medizinische Auswir-
kungen haben: Mit dem Vorliegen der Kristallstrukturanalyse
kann GIiT nun als die Achillesferse von Aspergillus fumigatus
identifiziert werden, und das Design von moglichen Medi-
kamenten fiir die Behandlung der invasiven Aspergillose
kann vorangetrieben werden, fiir die Gliotoxin als Hauptvi-
rulenzfaktor angesehen wird. Insgesamt zeigt das Beispiel der
Gliotoxinbiosynthese, wie radikal sich die Naturstoffchemie
mithilfe der Genetik, Bioinformatik, Molekularbiologie,
Biotechnologie und moderner analytischer Methoden ver-
andert hat und welche zuvor nicht moglichen Erkenntnisse
gewonnen werden konnen.
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