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Pinensine: Die ersten antimykotischen Lantibiotika
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Abstract: Lantibiotika (Lanthionin enthaltende Antibiotika)
aus Gram-positiven Bakterien wirken iiblicherweise antibak-
teriell auf Gram-positive Keime. Wir beschreiben hier die
Aktivitat und Struktur der Pinensine A (1) und B (2), der
ersten aus einem natiirlichen, Gram-negativen Produzenten
(Chitinophaga pinensis) isolierten Lantibiotika. Erstaunli-
cherweise zeigten Pinensine eine hohe Aktivitit gegen zahl-
reiche filamentose Pilze und Hefen, jedoch nur eine geringe
antibakterielle Aktivitit. Fungizide Lantibiotika wurden nach
unserem Wissen bisher nicht beschrieben. Eine eingehende,
bioinformatische Analyse des zugehorigen Biosynthesegen-
clusters bestitigte den ribosomalen Ursprung und ermoglichte
die Identifizierung von weiteren Kandidatengenen, die fiir alle
notwendigen Funktionen zur posttranslationalen Modifikation
kodieren. Zusitzliche kodierte Funktionen erméglichten die
Aufstellung einer ersten Hypothese zu Biosynthese, Export,
Perzeption und letztlich Import dieses interessanten Lantibio-
tikums.

Vertreter der Genera Chitinophaga und Flexibacter sind
bekannte Produzenten von Sekunddrmetaboliten mit anti-
mikrobieller Aktivitdt. Allerdings ist die Anzahl der aus
diesen Spezies isolierten bioaktiven Substanzen sehr be-
grenzt: So weisen die Elansolide aus Chitinophaga gute Ak-
tivititen gegen Gram-positive Bakterien auf.'l Dariiber
hinaus wurde von einigen antibakteriell wirksamen Substan-
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zen sowie von Topoisomerase- oder Elastase-Inhibitoren aus
verschiedenen Flexibacter-Spezies berichtet.””!

In unserem Screening nach bioaktiven Sekunddrmetabo-
liten zeigte der Stamm C. pinensis DSM 28390 (= DSM 2588)
eine starke antimykotische Aktivitdt. Durch aktivitdtsge-
stiitzte Fraktionierung des Rohextraktes konnte die antimy-
kotische Aktivitdt den beiden unbekannten Peptiden Pinen-
sin A (1) und B (2) zugeordnet werden. Hier beschreiben wir
Isolierung, Strukturaufkldrung, biosynthetischen Ursprung
und antimykotische Aktivitdt von 1 und 2.

Die Kultivierung des Produzenten DSM 28390 und die
Isolierung der Verbindungen wurde wie in den Hinter-
grundinformationen beschrieben durchgefiihrt. Die Struktu-
ren beider Peptide wurden mittels NMR-Spektroskopie und
HPLC-HR-ESI-MS aufgekldrt. 1 hat eine monoisotopische
Masse von 2213.9622Da mit der Summenformel
CoeH 30N, O5,S,, gestiitzt durch die Detektion von [M+
3HP*- und [M +2H]**-Tonen.”! Entsprechend hat 2 eine
monoisotopische Masse von 2142.9251 Da mit der Summen-
formel Cy;H 34N,c0,0S,, die auf das Fehlen eines Alanin-
Restes schlieen ldsst. Vergebliche Versuche zur Peptidse-
quenzierung wie auch zur Analyse der Ringtopologie durch
MS/MS wiesen auf eine iiberlappende, intramolekulare Cy-
clisierung iiber Thioether hin.[”

Infolgedessen wurden 1D- und 2D-NMR-Spektroskopie
sowie Edman-Analysen zur Strukturaufklidrung genutzt.
Diese Analysen zeigten, dass es sich bei 1 und 2 um von 22
bzw. 21 Aminosduren (AS) abgeleitete, cyclische Lantipep-
tide handelt, die zwei je durch 3-Methyllanthioninbriicken
geschlossene und ineinander verflochtene Ringsysteme ent-
halten (Abbildung 1; weitere Informationen siche Hinter-
grundinformationen).

Im Allgemeinen besteht die absolute Konfiguration der
asymmetrischen Zentren in Abu-S-Ala-Einheiten aus
(25,35,6R)-3-Methyllanthioninen.'”!  Ausnahmen hiervon
wurden im Fall von Cytolysin und Haloduracin beobachtet,
die Methyllanthionineinheiten mit abweichender stereoche-
mischer Konfiguration der A-Ringe aufweisen.'"!! Im Fall von
1 und 2 konnte die gingige 25,35,6 R-Konfiguration durch eine
Kombination von GC-MS-Analyse mit einer Variante der
Marfey-Methode (Advanced Marfey’s Analysis) und eines
Desulfurisierungs-Ansatzes nachgewiesen werden (Abbil-
dung 1a sowie Abschnitt 1.8.3 der Hintergrundinformatio-
nen).

Lantibiotika werden als posttranslational modifizierte
Peptide ribosomalen Ursprungs verstanden, eine rasant
wachsende Kategorie von Naturstoffen.'?! Das erste Lanti-
biotikum Nisin wurde bereits 1928 beschrieben.' Die friihen
Lantibiotika wurden ausnahmslos aus Gram-positiven Pro-
duzenten isoliert und wirken hauptsichlich gegen Gram-po-
sitive Bakterien.™ Durch Genom-Mining konnten Biosyn-
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Abbildung 1. Strukturen von a) Pinensin, b) Nisin
din.”

und c) Actagar-

thesegencluster von Lantibiotika auch in einigen Gram-ne-
gativen Bakterien gefunden werden.'>™'”! Prochlorosin, ein
Lantipeptid Gram-negativen Ursprungs, das heterolog pro-
duziert in Milligramm-Mengen aus E. coli gewonnen werden
konnte, wurde zudem strukturell charakterisiert.”? Tatsiich-
lich konnten in der vorliegenden Arbeit Pinensine im
Gramm-MaBstab aufgereinigt werden, womit sie als die
ersten aus einem nativen, Gram-negativen Produzenten iso-
lierten Lantibiotika angesehen werden kénnen.

Erstaunlicherweise zeigten 1 und 2 nur eine schwache
Aktivitat gegen Bakterien (Tabelle 1), wohingegen eine si-
gnifikante Inhibition von Pilzen und Hefen zu verzeichnen
war. Als eine 1:1-Mischung zeigten die Pinensine eine ein-
deutige antimykotische Aktivitdt mit minimalen Hemmkon-
zentrationen (MHKSs) zwischen 2.1 und 4.2 pgmL™' gegen
Hefen und filamentose Pilze.

Typische Lantibiotika wie Nisin®®! (Abbildung 1b) ent-
halten abgesehen von mehreren Dehydroalanin(Dha)- und
Dehydrobutyrin(Dhb)-Einheiten zusitzlich drei bis sechs
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Tabelle 1: MHK in ugmL™" und I1Cyq in M einer 1:1-Mischung von 1 und
2 (1/2) sowie von Referenzsubstanzen (Ref.).

12 Ref.
Mausfibroblasten L929 6.5 0.0038"!
Huvec 2.4 0.00041
KB 3.1 Hela 6.5 0.0012%
A431 epidermoides Karzinom 7.0 0.0006"!
SKOV-3-Ovarialkarzinom-Zellen 7.1 0.0004
Escherichia coli DSM 1116 n.i. 1.0
Mycobacterium diernhoferi DSM 43524 33.3 <0.254
Nocardia sp. DSM 43069 333 0.83%
Staphylococcus aureus DSM 346 n.i. <0.254
Chromobacterium violaceurn DSM 30191 67 1.08
Debaryomyces hansenii DSM 3428 333 6.70!
Pichia membranifaciens DSM 21959 4.2 0.83"
Rhodotorula glutinis DSM 10134 2.1 <0.25"
Saccharomyces cerevisiae BT27¢-3 A 2.1 1.7
Aspergillus clavatus DSM 816 2.1 2,10
Aspergillus flavus DSM 1959% 4.2 1.0
Aspergillus fumigatus DSM 15966 4.2 <0.25H
Botryotinia fuckeliana DSM 877 4.2 3.34
Epidermophyton floccosum DSM 10709 16.6 0.251
Hormoconis resinae DSM 1203 2.1 <0.25"
Mucor hiemalis DSM 2656 2.1 2.1F)
Penicillium capsulatum DSM 2210 2.1 16.6"!
Phytophthora drechsleri DSM 62679 4.2 33.30

[a] Oxytetracyclin. [b] Nystatin. [c] Amphotericin B 1. [d] Epothilon A. n.i.:
keine Inhibition; MIC= minimale Hemm-Konzentration; ICs,= Inhibi-
torkonzentration, bei der eine halbmaximale Inhibition beobachtet wird.

(Methyl-)Lanthionine.'¥ Actagardin, ein tetracyclisches
Peptid aus 19 AS, enthilt ein Lanthionin und drei iiberlap-
pende 3-Methyllanthioninbriicken (Abbildung 1c¢).”! Dage-
gen konnten in 1 und 2 lediglich zwei ineinander verflochtene
3-Methyllanthioninringe nachgewiesen werden. Zusammen
mit ihrer antimykotischen Aktivitdt und der au3ergewdhnli-
chen genomischen Organisation des Pinensin-Biosynthese-
clusters (siche unten) konnte diese Beobachtung auf eine
neue (Unter-)Klasse von Lantibiotika hinweisen. Als post-
translationale Modifikationen (PTMs) konnten zusétzlich zur
seltenen, den N-Terminus der Peptidkette maskierenden
Brenztraubensdure noch drei Dhb-Einheiten nachgewiesen
werden. Die Brenztraubensdure-Schutzgruppe war zuvor
bereits in den Lantibiotika Plantaricin W"* und Lactocin S
identifiziert worden, wobei fiir deren Entstehung eine nach
der Prozessierung der Leadersequenz erfolgte Umlagerung
eines rekrutierten, N-terminalen 2,3-Didehydroalanins an-
genommen wurde. Lactocin S weist ebenfalls nur zweli, aller-
dings nicht verflochtene Methyllanthioninringe auf, obwohl
es aus 37 AS-Resten besteht.

Der Teil des mutmaBlichen Vorlauferpeptids eines Lan-
tibiotikums, aus dem das aktive, geschnittene Peptid hervor-
geht, ist vorhersagbar.””! Die p-Konfiguration des Abu ent-
steht aus L-Thr, Ala-S aus L-Cys, die Dhb-Einheiten resul-
tieren aus L-Thr, und der Brenzraubensidurerest wird tiber
2,3-Didehydroalanin aus L-Ser oder L-Cys gebildet. Folglich
sollte der Vorldufer von 1 und 2 M]leader]-S/
CHPTHTVATDDQGHLCTTIIC(A) sein. Da fiir 1 und 2 ein
ribosomaler Ursprung angenommen wurde, musste dieses
Vorlduferpeptid im Genom des Produzenten kodiert sein, das
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2010 publiziert wurde.”" In einer Blast-Analyse® wurde die
oben abgeleitete Aminosduresequenz als Suchparameter
eingesetzt. So konnte ein offener Leserahmen (ORF), der
diese Sequenz enthilt, identifiziert werden: cpin_5325 kodiert
fiir ein 62-AS-Vorlduferpeptid von 1. Demzufolge wurde
cpin_5325 in pinA umbenannt. Kein weiterer ORF, welcher
der vorhergesagten Sequenz des Vorlduferpeptids von 2 ent-
sprach, konnte in dieser Analyse gefunden werden, was auf
eine Entstehung von 2 aus 1 iiber weitere PTM schlieen
lasst.

Das Vorhandensein der AS-Sequenz von 1in PinA deutet
darauf hin, dass die genomische Region um pinA fiir weitere
Funktionen kodiert, die zur Biosynthese notwendig sind.
Trotz intensiver Versuche konnten wir bisher kein Verfahren
fiir die genetische Manipulation des Produzenten entwickeln.
Folglich konnen Voraussagen zur Biosynthese momentan le-
diglich auf Basis einer Computer-gestiitzten Genanalyse ge-
troffen werden. Dennoch gibt die Kombination der Struktur
der Pinensine und ihrer hypothetischen Biosynthese einen
ersten wertvollen Einblick in Biosynthese und Export eines
von einem Gram-negativen Bakterium produzierten, anti-
mykotischen Lantibiotikums.

Stromabwiérts von pinA kodieren cpin_5326, cpin_5327
und cpin_5328 fiir eine mutmafliche LanC-artige Cyclase
bzw. eine mutmaBliche Lanthionin-Dehydratase (Abbil-
dung 3; zur Doménenanalyse siche Abbildung S25 der Hin-
tergrundinformationen). Die entsprechenden /lan(lantibio-
tic)-Gene nach de Vos et al.”?! wiren hier lanC, lanB2 und
lanB1, wobei lan als Platzhalter fiir die vom Namen des ent-
sprechenden Lantibiotikums abgeleitete Bezeichnung steht.
Diese Genprodukte sind wahrscheinlich fiir die ersten beiden
Modifizierungsschritte verantwortlich, nachdem das Vorldu-
ferpeptid PinA synthetisiert wurde (Abbildung 2): PinB1 und
PinB2 dehydratisieren die Aminosduren. Die Lanthionin-
Synthetase PinC bildet wahrscheinlich den Thioether. Bei
PinB1 und PinB2 konnte es sich um ein aufgespaltenes ,,split
LanB“-Protein handeln. Diese Annahme basiert auf der
Ahnlichkeit von PinB1 und PinB2 zu NisB, das kiirzlich von
Ortega et al. charakterisiert wurde./”! PinB1 wire hier fiir die
Aminoacylierung verantwortlich und PinB2 zur Bildung der
Dehydroaminosédure befdahigt. Solche ,,split LanB“-Proteine
wurden in Thiopeptidclustern beschrieben, nach unserem
Wissen jedoch bisher nicht in Biosynthesegenclustern von
Lantibiotika.

Cpin_5329 hat die notwendigen Domédnen zum Export
und zur Abspaltung der Leadersequenz der modifizierten
Peptide mPinA und mPinB, was andeutet, dass fiir beide
Schritte dieses eine Protein verantwortlich ist. Infolgedessen
bezeichnen wir dieses Gen als pin7, entsprechend einer
Export- und Peptidasefunktion wie bei LanT. Es scheint hier
keine eigenstidndige Peptidasefunktion kodiert zu sein. Die
Gene pinA bis pinT werden von uns als das Kerncluster der
Pinensin-Biosynthese angesehen.

Basierend auf dieser genetischen Organisation des Clus-
ters konnen 1 und 2 den Lantibiotika der Klasse I zugeordnet
werden.**! Dahingegen weisen Export und Spaltung des
Prapeptids durch ein Protein LanT auf das Vorliegen eines
Klasse-II-Lantibiotikums hin.

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

PinA:

(MKDNQVTQIKLSIDDLKIDSFVTSIDSEMNMRLAGGLAGQ)-
SHPTHTVATDDQGHLCTTIICA

6H,0 %
(Leader)-

Dha-
HPDr.anDhbVAD.hbDDQGHLCDhthbIICA

PinB1 & PinB2
(Dehydratasen)

\l/ PinC (Cyclase)

e [ ° ]

HPDhbHAbuVAAbuDDQGHLAIaDhbDhblIAlaA
o]
PinT
(Exporter & Peptidase)

Dha- -[7 ° —l

HPDhbHAbuVAAbuDDQGHLAIaDhbDhbllAlaA

'| o]
\
pyruvyl- 17 ° —l

HPDhbHAbuVAAbuDDQGHLAIaDhbDhblIAlaA

'| o 1

Pinensin A

Abbildung 2. AS-Sequenz von PinA und vorgeschlagener Beitrag der
pin-Genprodukte zur Pinensin-Biosynthese. Eingeklammert: N-termina-
le Leadersequenz von PinA. Fett-kursiv: vermutete N-terminale Methio-
nine. Fett: Das Doppel-Glycin-Leadermotiv. Erklarungen siehe Text.

Wir vermuten, dass 2 aus 1 durch PTM hervorgeht. Eine
entsprechende enzymatische Funktion sollte folglich im
Genom kodiert sein, wobei es sich hier um Cpin_5319 han-
deln konnte, das einen grofen Teil einer COG5661-Doméne
Zn-abhingiger Proteasen enthélt. Dieses Protein weist das
notwendige HExxH-Motiv auf, das Teil der Metallionen-
Bindestelle der Metalloproteasen ist.”! Pinensine zeigen
hauptsédchlich eine antimykotische Aktivitdt — folglich ist ein
Selbstresistenzmechanismus nicht unbedingt notwendig, was
das Fehlen einer in der ndheren Umgebung der pin-Gene
kodierten Resistenzdeterminante, beispielsweise in Form von
Transport- oder Immunititsproteinen, erkliren wiirde.””
Allerdings kodieren viele der nahe der pin-Region liegenden
Gene fiir alternative Transportmechanismen oder Rezeptor-
funktionen (Abbildungen 3 und S25) - interessante Kandi-
daten also, um beispielsweise eine erste globale Hypothese zu
Biosynthese, Export und auch Perzeption der Pinensine auf-
zustellen. Die zusammenhidngende Erkldrung derartiger
Mechanismen ist von grolem Interesse, da Pinensine von
einem Gram-negativen Bakterium synthetisiert werden und
hochstwahrscheinlich zu grof3 sind, um ungehindert die
duBere Membran (OM) zu passieren. Aus diesem Grund ist
aller Voraussicht nach ein zusitzlicher Exportmechanismus
zum Uberwinden dieser Barriere vonnoten. Basierend auf
den vorhergesagten Doménen aller mutmaBlichen, in der
nidheren Umgebung des Kernclusters kodierten Proteine
kann eine erste Prognose zur subzelluldren Lokalisation oder

Angew. Chem. 2015, 127, 11406 —11410
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beteiligt sein. Ein sol-
cher Mechanismus
konnte zur Perzeption,

TonB-abhéangiger
Import?

Pinensin B
Pyruwl@% w Pinensin A

zur Kontrolle der extra-

zelluldren Pinensinkon-

Periplasma

Spaltung von C-terminalem Alanin?

Pinensin B

Pyruwl@@

zentration und zur Er-
moglichung eines ent-
sprechenden Feedbacks
auf die Genexpression
vonndten sein. Keine
hypothetische Rolle
konnte hingegen
Cpin_5320 zugeordnet

5
Leadermu%@

mPinA

ABC-transporter

5317 5319 5321

5318 5320 5322 5323 5324 pinA pinC pinB2

Abbildung 3. Hypothese zur Pinensin-Biosynthese und zum Transmembrantransport. Die vorgeschlagene Lokali-
sierung und Funktion von Proteinen sind in einem Schnitt der Zellhiille gezeigt. Die genomische Organisation des
gesamten vermuteten Pinensin-Genclusters ist im unteren Teil aufgefiihrt. Gene sind als Pfeile dargestellt. Protein-
oder Gennamen wurden mit den entsprechenden Nummern vereinfacht dargestellt. Erkldrungen siehe Text.

auch zur Funktion der entsprechenden Proteine erstellt
werden: Die Aktivititen von cytosolisch vorliegendem
PinB1, PinB2 und PinC fiihren zur Bildung von mPinA, das
im Anschluss durch PinT in das Periplasma exportiert und
gleichzeitig gespalten wird, womit letztlich 1 entsteht. Der
angenommene aktive Transport iiber die OM konnte durch
eine TolC-abhéngige Effluxpumpe erfolgen, die stromab-
wirts von pinT kodiert ist. Diese Exportpumpe konnte aus
der Major-Facilitator-Transmembran-Untereinheit (MFS)
Cpin_5331 in der inneren Membran (IM), der HlyD-artigen
Untereinheit Cpin_5332 (Membrane Fusion Subunit) sowie
drei Kopien des TolC-artigen Cpin_5330 in der OM bestehen.
Inwiefern Pinensine wirklich durch diesen Mechanismus ex-
portiert werden, muss jedoch noch durch weitere Experi-
mente iberpriift werden. Interessanterweise wird in diesem
Zusammenhang durch cpin_5318 eine weitere, einzelstédndige
MEFS-Untereinheit kodiert. Vor dem Hintergrund der vor-
hergesagten Lokalisation des mutmaglich an der Umwand-
lung von 1 nach 2 beteiligten Enzyms Cpin_5319 und der
Beobachtung, dass 2 im Kulturiiberstand vorhanden ist, muss
diese Reaktion im Periplasma stattfinden. Damit konnte eine
weitere separate Exportfunktion unter Beteiligung von
Cpin_5318 iiber die OM notwendig sein. Zu guter Letzt
konnte der durch cpin_5324 kodierte TonB-abhingige Re-
zeptor in eine Perzeption von extrazellulirem Pinensin in-
volviert oder aber im Zusammenspiel mit dem mutma@lichen
ABC-Transporter (kodiert von cpin_5321, cpin_5322 und
cpin_5323) sogar an einem Import von 1 und 2 in das Cytosol
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werden. Aufgrund der
vorhandenen Doméinen
konnte dieses Protein
jedoch im Bereich der
IM vorliegen. Bislang
beruhen alle vorgestell-
Cytosol ten Funktionen auf
Computer-gestiitzten
Vorhersagen, allerdings
sprechen samtliche be-
reits zuvor genannten
Fakten dafiir, dass die
Gene der beiden tran-
skriptionellen Regula-
toren Cpin_5317 und
Cpin_5333 die Grenzen
des Pinensin-Genclus-
ters darstellen — insbe-
sondere deshalb, weil beide antimykotisch wirkenden Pinen-
sine extrazelluldr vorliegen, sie aus einem Gram-negativen
Bakterium stammen und alle zuvor beschriebenen putativen
Funktionen unmittelbar stromab- oder stromaufwérts der
pin-Gene kodiert sind. Diese Behauptung muss natiirlich
experimentell bestédtigt werden, sobald ein Verfahren zur
genetischen Manipulation von Chitinophaga vorliegt.

Unter Beriicksichtigung aller hier prédsentierten Daten
konnten die Pinensine als eine neue (Unter-)Klasse von
Lantibiotika mit beispielloser biologischer Aktivitit angese-
hen werden. Thre weitere Erforschung eroffnet eine Reihe
interessanter Moglichkeiten fiir zukiinftige Forschung zur
biochemischen Aufkldrung der Biosynthese, ihrer heterolo-
gen Expression und ihrer Wirkungsweise. Durch laufende
Arbeiten mit dieser Zielsetzung erhoffen wir uns, dass die
Entdeckung antimykotischer Lantibiotika letzten Endes zu
dringend notwendigen und neuartigen therapeutischen Ver-
fahren fiir die Behandlung von Pilzinfektionen fithren wird.

TolC-abhéngige

Effluxpumpe Kontakt mit 53327

Export von Pinensin B?

5333

pinT 5330 5331 5332

Stichworter: Biosynthese - Chitinophaga pinensis - Fungizide -
Gram-negative Bakterien - Lantibiotika
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