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Abstract: Ein wichtiges Ziel in der therapeutischen Chemie ist
das Verst�ndnis und die Kontrolle von proteolytischen Pro-
zessen. Unter den proteaseinhibierenden Naturstoffen nehmen
Microviridine eine Sonderstellung ein. Microviridine sind
ribosomal erzeugte und posttranslational modifizierte Peptide,
die zu einer einzigartigen Struktur mit k�figartiger Gestalt
prozessiert werden. Hier beschreiben wir einen kombinierten
Ansatz aus rationaler und randomisierter Mutagenese, der
grundlegende Erkenntnisse �ber die Bestandteile der Micro-
viridinstruktur liefert, die zur Selektivit�t beitragen. Die aktive
Variante Microviridin J wurde mit Trypsin kokristallisiert.
Dabei wird erstmals die dreidimensionale Struktur von
Microviridinen demonstriert und die Art der Inhibierung dar-
gestellt.

Fehlregulierte proteolytische Enzyme spielen eine bedeu-
tende Rolle bei der Entstehung lebensbedrohlicher Erkran-
kungen, darunter kardiovaskul�re und entz�ndliche Leiden,
Krebs, bakterielle und virale Symptomatiken.[1] Cyanobak-
terien sind f�r die Produktion einer Vielzahl nat�rlicher
Proteaseinhibitoren bekannt, einschließlich der Microviri-
dine.[2] Die tricyclischen Peptide bestehen aus 12–14 Amino-
s�uren und enthalten zwei Lactonringe und einen Lactam-
ring.[3] Sie gehçren zu den ribosomal produzierten und post-
translational modifizierten Peptiden (RiPPs), deren biotech-
nologisches Potenzial zunehmend erkannt wird.[4] Microviri-
dine werden ausgehend von dem Peptid MdnA synthetisiert

und anschließend von drei posttranslational agierenden En-
zymen (PTMs) modifiziert (Abbildung 1a).[5] In einem zwei-
ten Schritt wird ein Teil der Peptidvorstufe, das Leaderpeptid,
durch eine bislang unbekannte Protease abgespalten (Abbil-
dung 1a). Mutagenesestudien in der Core-Peptid-Region
haben eine geringe Flexibilit�t der beiden cyclisierenden
ATP-Grasp-Ligasen in vitro gezeigt.[6] In dieser Arbeit haben
wir das Potenzial der in vivo agierenden Microviridinpro-
duktionsplattform zur Analyse der Rolle individueller Ami-
nos�uren bei der Proteaseselektivit�t genutzt.

Zur gezielten Herstellung neuartiger Microviridine haben
wir einen von der nat�rlich Diversit�t inspirierten Enginee-
ring-Ansatz auf der Grundlage der bekannten Bioaktivit�ts-
profile und vorhandenen Sequenzinformationen von cha-
rakterisierten Microviridinen entwickelt (Abbildung 1b). Die
k�rzlich zur Produktion von Microviridin L-Varianten kon-
struierte Minimalexpressionsplattform wurde dabei als Aus-
gangspunkt genutzt.[7] Zu Beginn lag der Fokus auf der fle-
xiblen Position 5, welche in den Microviridinvarianten mit

Abbildung 1. a) Prinzip der Microviridin-Biosynthese. b) Sequenzvaria-
tionen und Proteaseselektivit�t von charakterisierten Microviridinen
aus Laborst�mmen. Ac = Acetylierung, n.s. = keine Spezifit�t,
oMeE= Glutamat-Methylester, HD = b-Hydroxyasparagins�ure.
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Elastase-, Trypsin- oder Chymotrypsinselektivit�t unter-
schiedlich besetzt ist (Abbildung 1b).[8] Die in E. coli herge-
stellten Varianten wurden vornehmlich an Position 2 des
Core-Peptids gespalten (Abbildung 2). Die korrekte Cycli-
sierung und N-Acetylierung der Peptide wurde mittels
MALDI-TOF-MS nachgewiesen (Abbildungen S1–S3 in den
Hintergrundinformationen). IC50-Werte wurden f�r sechs
Serinproteasen bestimmt.

Bereits der Austausch von Phe in Microviridin L gegen
Leu, Met, Arg oder Tyr erhçhte die inhibitorische Aktivit�t
gegen Elastase, Subtilisin, Trypsin und Chymotrypsin deutlich
(Abbildung 2). Der Austausch einer einzelnen Aminos�ure
bei der F5L-Variante f�hrte zu einer Erhçhung der Aktivit�t
gegen�ber Elastase in den nanomolaren Bereich. Weitere
schrittweise Mutationen von flexiblen Positionen innerhalb
des Microviridins, unter Nutzung einer weitverbreiteten
Freiland-Variante als Vorbild,[9] hatten nur wenig Einfluss auf
die gesamtinhibitorische Aktivit�t gegen�ber Elastase (G2N/
G3V/F5L/D13E, Abbildung 2). Ver�nderungen an Position 7
blieben ebenfalls ohne bedeutende Konsequenz. Der Aus-
tausch von Trp an Position 11 f�hrte zu einem starken
R�ckgang oder vçlligen Verlust an Aktivit�t. Dasselbe Ph�-
nomen konnte beobachtet werden, wenn der erste Microvi-
ridinring zwischen Tyr und Asp (Positionen 4 und 10) ver-
grçßert oder verkleinert wurde. �hnlich wirkte sich der ge-

genseitige Austausch von Ser und Glu aus, welche den zwei-
ten Microviridinring bilden (Positionen 9 und 12) (Abbil-
dung 2). Diese Ergebnisse belegen, dass Position 5 eine
zentrale Bedeutung f�r das Bioaktivit�tsprofil der Microvi-
ridine hat. Dar�ber hinaus repr�sentieren die entsprechenden
Aminos�uren bei den aktivsten Varianten an dieser Position
ein perfektes Substrat f�r die spezifische Zielprotease, was
auf eine substratartige Interaktion zwischen Microviridinen
und den zugehçrigen Proteasen hindeutet. Wir haben wei-
terhin die Ki-Werte ausgew�hlter Microviridin-Varianten mit
dem Modell der starken kompetitiven Bindung berechnet
(Tabelle S5).

Ausgehend von unseren Ergebnissen zur ortsspezifischen
Mutagenese des Peptids haben wir eine Zufallsmutagenese-
serie gestartet. Mittels randomisierter Oligonukleotide
konnten wir eine Microviridinbibliothek generieren, die auf
die Positionen 1,2,3,5 und 15 fokussiert ist. Ausbeute und
Prozessierungseffizienz unterschieden sich bei ausgew�hlten
Klonen deutlich (Abbildung S4). Mit dieser Methode konn-
ten wir schließlich einen einzelnen Klon identifizieren (der
ein Phe an Position 1 und ein Ala an Position 2 tr�gt), der
hohe Ausbeuten an komplett prozessiertem tricyclischem N-
acetyliertem Microviridin bei nur geringen Mengen unvoll-
st�ndig prozessierter Nebenprodukte erzeugt (Abbil-
dung S4). Da die geringe Effizienz bei der Prozessierung ein
Hauptproblem bei der Ausbeute von heterolog produzierten
Microviridinen darstellt, wurde daraufhin eine st�rker fo-
kussierte Microviridinbibliothek hergestellt. Es wurde hierbei
lediglich das Codon f�r die Position 5 zur Randomisierung
ausgew�hlt, wohingegen das Phe- und das Ala-Codon am N-
Terminus beibehalten wurden. Die Bibliothek wurde dann
benutzt, um einen kolorimetrischen Ganzzellassay (Abbil-
dung 3) mit p-Nitroanilid-haltigen (p-NA) Substraten f�r
Elastase, Trypsin und Subtilisin zu entwickeln. Aktive Klone
wurden sequenziert, die resultierenden Peptide aufgereinigt
und charakterisiert. Die korrekte Cyclisierung und N-Ace-
tylierung aller Varianten wurde mittels MALDI-TOF-MS
und PSD best�tigt (Abbildung S1). Chymotrypsin, Thrombin
und Subtilisin wurden in die Bioaktivit�tsstudien einge-
schlossen. Die aktivsten Microviridinvarianten im Elastase-
Screening weisen ein Leu oder Val an Position 5 auf, wohin-
gegen die aktivsten Varianten im Trypsin-Screening ein Arg
oder Leu an dieser Stelle tragen. Die ermittelten IC50-Werte
f�r die Varianten aus der randomisierten Mutagenese mit

Abbildung 2. Rationale Mutagenese des Core-Peptids von Microviridin.
Signifikant verbesserte inhibitorische Aktivit�ten sind hervorgehoben.
Siehe Abbildungen S1 und S2 f�r den analytischen Nachweis.
n.d. = nicht bestimmt, * nahe der Nachweisgrenze, – keine Microviri-
dine nachweisbar, lea. =Leaderpeptid, oMe =Glutamat-Methylester.

Abbildung 3. Ergebnisse des kolorimetrischen Screenings. Ver�nderte
Aminos�uren sind hellgrau dargestellt. Signifikant verbesserte Bioakti-
vit�ten sind hervorgehoben.
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einem Ala an Position 2 (Abbildung 3) waren geringf�gig
hçher als die der entsprechenden Varianten aus der ortsspe-
zifischen Mutagenese, die ein Gly an Position 2 tragen (Ab-
bildung 2), was auf eine Bedeutung der N-terminalen Sei-
tenkette f�r die Bioaktivit�t hinweist. Das Subtilisin-Scree-
ning f�hrte zu einer Reihe aktiver Klone, einschließlich der
Varianten F5L, F5V, F5R und F5K (Abbildung 3). Keines der
aufgereinigten Microviridine zeigte eine Aktivit�t gegen�ber
Chymotrypsin oder Thrombin. Die Variante mit einem Lys an
Position 5 zeigte aber eine Aktivit�t gegen�ber Plasmin im
unteren mikromolaren Bereich.

F�r die Interpretation der Mutagenesedaten und f�r eine
weitere Rationalisierung der Interaktionsanalysen initiierten
wir eine Kristallisationsstudie. Aufgrund des aussagekr�ftigen
IC50-Werts (90 nm) von Microviridin J gegen�ber Trypsin
wurde dieses Protein-Inhibitor-Paar f�r Kokristallisations-
ans�tze ausgew�hlt (Tabelle S6) und die molekulare Archi-
tektur des Komplexes und die Wechselwirkung von Micro-
viridin J mit Trypsin aus Rind aufgekl�rt. Der Komplex
kristallisierte in zwei unterschiedlichen Raumgruppen bei
pH 6.5 (CS I, 1.35 �, PDB ID: 4KTU) und pH 8.5 (CS II,
1.30 �, PDB ID: 4KTS). Die kristallographischen Details
sind in Tabelle S7 dargestellt. Die Elektronendichtekarte f�r
CS II zeigt, dass das gesamte Inhibitormolek�l sowie die
Trypsin-Protease vollst�ndig definiert vorliegen, wohingegen
Trp14 des Inhibitors (iTrp14; i f�r Inhibitor) in CS I struktu-
rell fehlgeordnet ist (Abbildungen 4, S5 und S7). Die Ge-
samtstruktur des an Trypsin gebundenen Microviridin J bietet
interessante Einblicke in den Bindungsmodus.

So nimmt der N-Terminus des Inhibitors verschiedene
Konformationen an: W�hrend iAc1, iIle2 und iSer3 in CS I in
eine hydrophobe Tasche an der Proteinoberfl�che binden
(Leu99 und Trp215), sind diese N-terminalen Reste in CS II
um etwa 1508 entlang der C1-C2-Bindung von iSer3 verdreht
und deshalb nicht in Kontakt mit dem Protein (Abbil-
dung S5b). Im Gegensatz dazu nehmen iThr4, iArg5 und
iLys6 (P2, P1 und P1’) in beiden Kristallstrukturen ein klas-
sisches, substrat�hnliches Trypsin-Bindungsmotiv an. Konkret
zeigt die Methylgruppe der iThr4-Seitenkette in Richtung
Leu99 der S2-Tasche, wohingegen die iArg5-Seitenkette �ber
die Carboxylgruppe von Asp189 am Boden der S1-Tasche
koordiniert wird (2.9 �). Dar�ber hinaus bildet der aliphati-
sche Teil der iLys6-Seitenkette Van-der-Waals-Kontakte mit
der Disulfidbr�cke zwischen Cys42 und Cys58 der S1’-Tasche.
Diese Interaktionen richten Microviridin J perfekt f�r die
Komplexbildung mit Trypsin aus, w�hrend der C-terminale
Teil des Inhibitors, iSer9–iTrp14, eine helikale Konformation
annimmt. Interessanterweise wird diese Helix wesentlich
durch intramolekulare, kovalente Verbr�ckungen von zwei
Depsi- und einer Lactambindung stabilisiert. Zus�tzlich ver-
hindern intramolekulare, polare Kontakte, wie in Abbildung
S6 gezeigt, jegliche Flexibilit�t des Inhibitors zwischen iThr4
und iGlu13. Obwohl sich das Nukleophil Ser195Og der kata-
lytischen Triade, welche auch His57 und Asp102 einschließt,
in einer perfekten B�rgi-Dunitz-Trajektorie gegen�ber dem
iArg5-Carbonylkohlenstoff des Inhibitors befindet (Distanz
2.5 �), bleibt die Peptidbindung zwischen den Aminos�uren
5 und 6 intakt, wie beide Kristallstrukturen darlegen (Ab-
bildung 4 d). Somit wirken die kompakte Ringstruktur und

die durch intramolekulare, posttranslationale kovalente Ver-
kn�pfungen sowie die polaren Interaktionen der Seitenketten
verursachte Ringspannung in Microviridin J einer Spaltung
der Verbindung entgegen. Als n�chstes f�hrten wir ITC-Ex-
perimente (isotherme Titrationskalorimetrie) durch, um die
enthalpischen und entropischen Beitr�ge zur Bindungsaffi-
nit�t von Microviridin J gegen�ber Trypsin absch�tzen zu
kçnnen. Die Analyse ergab, dass die Wechselwirkung sowohl

Abbildung 4. a) B�ndermodell von Trpysin im Komplex mit Microviri-
din J, CS II (gr�n). Proteinseitenketten sind als Stabmodelle darge-
stellt, Ca2+ ist als violette Kugel gezeigt. b) Oberfl�chenpotential von
Trypsin im Komplex mit Microviridin J (CS II), abgebildet als Kugel-
und Stabmodell. Die R�ckgratatome von Microviridin J sind dunkel-
gr�n, die Seitenketten von Microviridin J gr�n hervorgehoben. Intramo-
lekulare kovalente Verkn�pfungen sind durch einen weißen Pfeil mar-
kiert. c) 2Fo�Fc-Elektronendichtedarstellung (1.0s) von Microviridin J
(CS II). Interaktionen innerhalb der katalytischen Triade (His57,
Asp102 und Ser195) werden durch gestrichelte Linien angedeutet.
d) 2Fo�Fc-Elektronendichtedarstellung (1.0s) der katalytischen Triade
sowie Gly193 (welches das Oxyanion-Loch bildet) und iThr4–iLys6 von
Microviridin J. Der ausbleibende nukleophile Angriff von Ser195 auf
den Carbonyl-Kohlenstoff von iArg5 wird durch einen schwarzen Pfeil
verdeutlicht.
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enthalpisch als auch entropisch gesteuert ist, mit einem KD-
Wert von 0.68 mm (Abbildung S7). Hiermit werden die kris-
tallographischen Ergebnisse best�tigt, in denen ein Umsatz
des Liganden nicht stattfindet. Bemerkenswerterweise ist
diese Art der Inhibition �hnlich derjenigen des aus Cyano-
bakterien isolierten Inhibitors A90720A,[10] jedoch unter-
scheidet sich der Aufbau der beiden Naturstoffe grundlegend
(Abbildung S8). Dar�ber hinaus, und im Gegensatz zu den
Microviridinen, wird diese vielf�ltige Gruppe von peptidi-
schen Cyanopeptolinen,[11] einschließlich A90720A, von
nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) produziert.[12]

Anders als die RiPP-Typ-Verbindungen sind sie daher f�r
eine genetische Weiterentwicklung nicht zug�nglich.

Die vorliegende Arbeit demonstriert das große Potenzial
der Microviridin-Expressionsplattform f�r die Identifizierung
von selektivit�tsvermittelnden Aminos�uren gegen�ber ver-
schiedenen Serinproteasen. Wir haben zun�chst die Amino-
s�ure des tricyclischen Peptids optimiert, die sich in einer
direkten Interaktion mit der S1-Tasche des Enzyms befindet.
Die Mutagenese- und Kristallisationsdaten zeigen jedoch,
dass gen�gend Potenzial f�r die weitere Steigerung der Af-
finit�t und die Verkleinerung der Molek�lgrçße des Peptids
vorhanden ist.

Die ortsgerichtete und randomisierte Mutagenese von
ribosomal synthetisierten Peptiden ist ein aussichtsreicher
Ansatz zur Herstellung neuartiger biologisch aktiver Peptide,
wie unter anderem f�r Lantibiotika gezeigt werden konnte.[13]

Hier beschreiben wir die erste selektive Modifikation eines
ribosomalen Peptids, die zur spezifischen Bindung an ver-
schiedene Zielproteasen f�hrt. Aus den vorliegenden Daten
l�sst sich nicht nur ein außerordentliches Potenzial f�r eine
therapeutische Entwicklung ableiten, vielmehr kçnnen die
Daten der Studie auch als Inspiration f�r das Design und die
Synthese von Peptidomimetika dienen.
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