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Die Mikroben in uns und der Wettlauf um die Struktur
und Biosynthese von Colibactin™*

Helge B. Bode*

Colibactin - Darmkrebs - Dysbiose - Mikrobiom -
Prodrug-Aktivierung

Der menschliche Korper besteht aus ungefihr 200 Zellty-
pen  (http://www.bioon.com/book/biology/mboc/mboc.cgi@
code =220801800040279.htm) mit insgesamt 10" Zellen.
Dies resultiert in so verschiedenen Geweben und Organen
wie dem Gehirn, der Haut, der Leber oder den Blutgefden.
Auch wenn diese Zahlen eindrucksvoll sowohl die Einfach-
heit als auch die Komplexitdt des menschlichen Korpers,
seiner zugrundeliegenden Biochemie und der stindig statt-
findenden Zell-Zell-Kommunikation demonstrieren, die fiir
die offensichtliche Multizellularitidt verantwortlich sind, so
sind sie doch unbedeutend im Vergleich zur Anzahl und Di-
versitidt von Bakterien, die auf und in uns leben.

Vorsichtige Schédtzungen gehen von mindestens 2000
verschiedenen Bakterienarten aus, die sich zu insgesamt 10
mikrobiellen Zellen (10-mal mehr als menschliche Zellen)
auf und in jedem menschlichen Korper addieren (http://
hmpdacc.org). Sie sind essentiell fiir die Verdauung, trainie-
ren das Immunsystem, beschiitzen uns gegen ,,bose” Bakte-
rien, z.B. indem sie deren Eintrittspforten blockieren, oder
sie produzieren Vitamine wie z. B. Biotin oder Vitamin K.

Insbesondere Darmbakterien gelten generell als segens-
reich fiir unsere Gesundheit, und jiingste Erkenntnisse zei-
gen, dass sogar der Beginn bzw. die Prognose oder Schwere
bestimmter neurologischer Erkrankungen durch die Darm-
flora beeinflusst werden.!!! Beziiglich des menschlichen Im-
munsystems scheint es sogar so zu sein, dass dieses nicht
entwickelt wurde, um uns vor mikrobiellen Infektionen zu
schiitzen, sondern es scheint vielmehr von Bakterien entwi-
ckelt worden zu sein, die es das ganze Leben lang kontrol-
lieren.

Mit der Entwicklung moderner Sequenziertechnologien
wurde offensichtlich, dass nicht nur die bakterielle Diversitiit,
sondern auch die Anzahl der bakteriellen Gene die der
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menschlichen Zellen bei weitem ibertrifft und mehrere
hundertmal groBer ist.

Unter diesen Genen sind auch Biosynthese-Gencluster
(BGCs), die an der Biosynthese typischer Makrolid-Polyke-
tide, nichtribosomal erzeugter Peptide oder ribosomal er-
zeugter Peptide, die post-translational modifiziert wurden
(RiPPs), beteiligt sind. Ein Beispiel ist das RiPP Lactocillin
(1), das groBe strukturelle Ahnlichkeit mit einem Antibioti-
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kum hat, das sich derzeit in der klinischen Phase befindet.?!
Es konnte also sein, dass auch die von unserer Mikroflora
produzierten Antibiotika zu unserer Gesundheit beitragen.
Auf der anderen Seite kann ein Ungleichgewicht zwischen
Symbionten (niitzlichen Bakterien), Kommensalen (Bewoh-
ner des menschlichen Korpers, die weder Vor- noch Nachteile
verschaffen) oder Pathogenen (schidlichen Bakterien), eine
sogenannte Dysbiose, direkt mit Fettleibigkeit, Diabetes,
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chronischen Entziindungen wie Morbus Crohn oder sogar
Krebs korreliert werden.’! Obwohl die zugrundeliegenden
Mechanismen sich erst langsam herauskristallisieren, gibt es
doch einige jlingste Beispiele, dass bakterielle niedermole-
kulare Naturstoffe auch an diesen Prozessen beteiligt sind.

Tilivallin (2), ein zytotoxisches Pyrrolobenzodiazepin,
entsteht durch eine nichtribosomale Peptidsynthetase
(NRPS) in Klebsiella oxytoca.”) K. oxytoca ist die Ursache fiir
die Antibiotika-assoziierte blutige Darmentziindung (anti-
biotic-associated hemorrhagic colitis; AAHC), die durch das
verstiarkte Wachstum von K. oxyfoca nach Gabe bestimmter
Antibiotika verursacht wird. Dieses Bakterium wird in 2—
10 % aller gesunden Menschen gefunden und kann nach einer
Antibiotikatherapie die Darmflora dominieren, sodass es
durch Tilivallin zur Apoptose und Zerstorung der Darmepi-
thelbarriere und damit zu einer Darmentziindung kommen
kann.

Ein weiteres Beispiel fiir einen beriihmt-beriichtigten
Naturstoff eines Darmbakteriums ist Colibactin. Bereits vor
10 Jahren wurde gezeigt, dass Escherichia coli-Arten, die den
Colibactin-Biosynthesegencluster tragen, DNA-Doppel-
strangbriiche in eukaryotischen Zellen verursachen, die zur
Hemmung der Mitose und damit schlieB3lich zur Megalozy-
tose und final zu chronischen Darmentziindungen und
Darmkrebs fiihren koénnen.!”! Weder die Struktur noch die
Biosynthese von Colibactin sind bisher bekannt, obwohl sich
zahlreiche Gruppen in den letzten Jahren mit beidem be-
schiftigt haben. Biochemisch entsteht Colibactin durch eine
Mischung aus Polyketidsynthase (PKS) und NRPS, und alle
Gene, die fiir die Bildung verantwortlich sind, wurden bereits
in der ersten Publikation beschrieben. Wéhrend 53 % aller
ExPEC-Stimme (extraintestinal pathogenic E. coli) den
Colibactin-Biosynthesegencluster tragen, findet man diesen
auch in 34% aller Stuhlproben gesunder Menschen.”! Der
Gencluster kommt neben E. coli auch in Klebsiella pneumo-
niae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter koseri, einem mari-
nen Pseudovibrio-Stamm oder dem Bienensymbionten Fi-
scherella perrara vor." Uberaschenderweise ist unter den E.
coli-Stammen auch E. coli Nissle 1917, ein Kommensale, der
als Probiotikum gerade bei chronischen Darmentziindungen
wie Morbus Crohn verwendet wird.

Der Colibactin-Biosynthesegencluster ist komplex und
erlaubt keine einfache Vorhersage des resultierenden Natur-
stoffs. Der Startschuss fiir die Aufkldrung der Colibactin-
Biosynthese war die Identifizierung von CIbP als neuartige
Peptidase, die an der Colibactin-Aktivierung beteiligt ist./
Wegen dieser wichtigen Funktion scheint es es auch moglich
zu sein, durch Hemmung von CIbP durch niedermolekulare
Wirkstoffe vor Colbactin-abhidngigem Darmkrebs zu schiit-
zen.”

Die Identifizierung dhnlicher Prodrug-Aktivierungsme-
chanismen in weiteren Naturstoffen, die durch NRPS oder
NRPS/PKS-Hybride erzeugt werden, zeigte, dass solche Me-
chanismen weit verbreitet sind."”? Mechanistisch wurden zu-
erst die Biosynthese des Antibiotikums Xenocoumacin aus
Xenorhabdus nematophila aufgeklirt."!) Hier konnte gezeigt
werden, dass zunéchst acylierte Prexenocoumacine gebildet
werden, die bei der Sekretion nach einem konservierten D-
Asparagin gespalten und so in das antibiotisch aktive Xen-
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Abbildung 1. Bisher beschriebene Colibactin-Intermediate und Vorstu-
fen. Wihrend die Strukturen von 3-5, 7 und 8 mittels NMR- und MS-
Techniken aufgeklart wurden, wurden die Strukturen der Precolibactin-
derivate 6 und 9 nur basierend auf MS und Markierungsexperimenten
(fur 6) vorhergesagt. Die Hauptkomponenten mit Myristoyl-Seitenkette
sind gezeigt, es wurden aber auch weitere Kettenldngen beschrieben.

ocoumacin 1 tiberfiihrt werden. Basierend auf diesen Arbei-
ten konnte auch aus verschiedenen Colibactin-Produzenten
ein entsprechendes Acyl-pD-Asn(3)-Spaltprodukt und ein
verldngertes Produkt 4 (Abbildung 1) identifiziert und ein
Biosynthesemechanismus postuliert werden.!>"4l

Anfang 2015 gipfelte die Suche nach der wahren Coli-
bactinstruktur in der Publikation eines einzigartigen 7-Me-
thyl-4-azaspiro[2.4]hept-6-en-5-on-Derivats  (5) durch die
Gruppen Balskus, Crawford und Miiller.'>""! Wihrend
Brotherton et al. zeigen konnten, dass 5 ein Substrat fiir CIbP
ist,” konnten Vizcaino und Crawford die DNA-Crosslin-
king-Aktivitdt von 5 in vitro demonstrieren und damit erst-
mals einen Mechanismus fiir die Toxizitdt von Colibactin
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Abbildung 2. Colibactin-Biosynthesegencluster (clb) aus E. coli (oben) und von Li et al. vorgeschlagene Biosynthese!'® (unten). NRPS und PKS
(sowie die kodierenden Gene) sind blau bzw. orange dargestellt. Das Gen, das die fiir den Prodrug-Aktivierungsmechanismus verantwortliche
Peptidase CIbP kodiert, ist rot markiert. Gene mit bereits bekannter Beteiligung an der Colibactin-Biosynthese sind schwarz, solche, deren Funkti-
on noch unklar ist, wei? (clbDEF und clbL) oder orange/weif3 (clbO; kodiert ein bisher nicht berticksichtigtes PKS-Modul) dargestellt.

nach CIbP-Aktivierung zeigen.!'! Zusétzlich konnten sie eine
Struktur fiir Precolibactin (6) (Abbildung 1), die auf detail-
lierten MS-Analysen und Markierungsexperimenten beruhte,
und auch einen Biosynthesemechanismus fiir Colibactin vor-
schlagen.

Noch neuer sind die Arbeiten von Li et al." Hier wurde
der gesamte Biosynthese-Gencluster aus E. coli CFT073
kloniert und in klassische E. coli-Expressionsstimme einge-
bracht, sodass ein Stamm erhalten werden konnte, der Coli-
bactin bis zu 12-mal besser produziert als der Ausgangs-
stamm. Eine Fermentation dieses Uberproduzenten im gro-
Ben MaBstab (200 L) fiihrte zur Isolierung einer 1H-Pyrrolo-
[3,4-c]pyridin-3,6(2 H,5 H)-dion-Einheit (7), die bei spiteren
Intermediaten auch mit Thiazol-Einheiten verkniipft war (8)
und deren Strukturen per NMR-Spektroskopie gelost werden
konnten. Verbindungen 7 und 8 wurden nur in Spuren pro-
duziert; aus 200 L konnten nur 6 bzw. 0.5 mg der beiden
Substanzen erhalten werden. Es wurden jedoch leider keine
Details zur Kultivierung oder Isolierung genannt. MS-Ana-
lyse erlaubt den Autoren zudem die Strukturvorhersage des
moglichen Precolibactins (9), das in noch geringeren Mengen
erhalten wurde (0.1 mg) und sich von der durch Crawford
vorhergesagten Struktur unterscheidet (Abbildung 1). Dele-
tionen einzelner c/b-Gene erlaubte es den Autoren zudem,
einen Biosyntheseweg aufzustellen, der den derzeitigen Stand
zum Colibactin darstellt (Abbildung 2).
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Nichtsdestotrotz ist der Wettlauf um die Biosynthese und
Struktur des Colibactins wohl auch damit noch nicht zu Ende:
1. Die Struktur des postulierten vollstdndigen Precolibactins

bzw. seiner Varianten muss noch durch NMR-Spektro-

skopie oder eine andere MS-unabhingige Methode be-
statigt werden.

2. Die Tatsache, dass Kontakt zwischen der bakteriellen und
der eukaryotischen Zelle wichtig fiir die maximale Toxi-
zitét ist'® und dass immer nur sehr kleine Mengen an In-
termediaten gefunden werden, deutet darauf hin, dass
Colibactin moglichweise an die bakterielle Zelle gebun-
den ist und somit eine wesentlich groB3ere Struktur hat.

3. Die Funktionen von CIbDEEF sind bis jetzt ungeklirt, da
sie in keinem Biosynthesevorschlag berticksichtigt wer-
den, aber in allen ¢/b-BGCs hochkonserviert sind.["! Nahe
Verwandte dieser Proteine sind an der Biosynthese der
ungewohnlicher Polyketid-Verldngerungseinheit Amino-
malonyl-ACP in der Biosynthese von Zwittermicin betei-
ligt."”! Alle derzeitigen Biosynthesemodelle beriicksichti-
gen aber nur von Malonyl-ACP abgeleitete Colibactin-
derivate.

4. Ahnliches gilt fiir die Amidase CIbL und die zusitzliche

PKS CIbO. Die Funktionen beider Proteine sind unklar,
und sie wurden bisher nicht in der Biosynthese bertick-
sichtigt. Falls sie beteiligt sind, deutet dies ebenfalls auf ein
grofleres und vermutlich deutlich anderes Precolibactin
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verglichen mit den beiden beschrieben Derivaten 6 und 9
hin.

5. Sind alle der identifizierten Strukturen nur unspezifische
Shunt-Produkte des Biosyntheseweges? Tragen sie zur
Gesamtbioaktivitidt bei oder haben sie vielleicht sogar
unterschiedliche Bioaktivitdten? Die schwache antibioti-
sche Aktivitidt des ClIbP-Spaltprodukts 3 scheint letzteres
nahezulegen. Es ist moglich, dass 3 zur Wachstumshem-
mung andere Darmmikroben beitrdgt und die Colibactin-
Produzenten damit einen Wachstumsvorteil haben. Die
Tatsache, dass 5 (ein verkiirztes Colibactin) in vitro DNA-
Crosslinking-Aktivitit hat,!'”! stiitzt ebenfalls diese Theo-
rie. Vielleicht hat das wahre Colibactin sogar eine Selek-
tivitat fiir eine bestimmte DNA-Sequenz, die ein Ergebnis
der Kombination des 1H-Pyrrolo[3,4-c]pyridin-3,6-
(2 H,5 H)-dion-Restes mit den Thiazolgruppen ist. Eine
Beteiligung von Thiazolen an der DNA-Interkalation
wurde bereits fiir andere Naturstoffe gezeigt.

6. Das Vorkommen hoch konservierter c/b-Biosynthesegen-
cluster in sehr unterschiedlichen Bakterien aus verschie-
denen Okologischen Nischen deutet zwar auf dhnliche
Strukturen und 6kologische Funktionen hin, dies muss
jedoch noch gezeigt werden.

AbschlieBend kann man sagen, dass der immer noch
stattfindende Wettlauf um die Struktur und Biosynthese des
Colibactins eindrucksvoll die Moglichkeiten, aber auch
Grenzen der modernen Naturstoff-Forschung belegt. Zudem
ist es ein eindrucksvolles Beispiel fiir Naturstoffe, die durch
unser ,,anderes* Genom (des uns bewohnenden Mikrobioms)
kodiert werden, wie diese Naturstoffe unsere Gesundheit
beeinflussen konnen™ oder wie ein besseres Verstindnis der
entsprechenden Biosynthesewege auch zur Behandlung
schwerer Krankheiten beitragen kann.”) Wir stehen erst am
Anfang, den Reichtum dieser Naturstoffe und ihre Bedeu-
tung zu erkennen. Mit den aktuellen Entwicklungen der
Bioinformatik, Bioanalytik und hier insbesondere der MS-
Technologien, modernsten Sequenziertechnologien und mo-
lekularen Tools fiir die Manipulation ausgewéhlter Biosyn-
these-Gencluster?! scheint es aber an der Zeit zu sein, das wir
uns auch mit den Mikroben in und auf uns und ihrem Beitrag
zu unserer Biochemie beschiftigen. Vermutlich werden wir
hier zudem sowohl strukturell und biologisch interessante
und relevante Naturstoffe finden, die wir bereits seit Urzeiten
nutzen ohne es zu wissen und die vielleicht sogar als Leit-
strukturen fiir neue Wirkstoffe dienen konnen.
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