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ZUSAMMENFASSUNG

Die Suche nach neuartigen und wirksamen Antibiotika, Antiinfektiva und Zytostatika
nimmt jungst steigender Anzahl bakterieller Krankheitserreger, die Resistenzen gegen
vorhandene Antibiotika entwickeln, eine immer grof3ere Bedeutung an. Actinobakterien
produzieren eine Vielzahl an Naturstoffen, aus denen eine Reihe hochwirksamer
Verbindungen isoliert und anschlief3end in klinische Anwendungen gebracht werden
konnten, darunter unter anderem Proteasom-Inhibitoren und Metalloprotease-Hemmer.
Die Identifizierung und Charakterisierung der Biosynthesegencluster dieser
Verbindungen erleichtert die Suche nach neuen Naturstoffen dieser Substanzklassen
bzw. nach moglichen Derivaten, die eine verbesserte Wirksamkeit besitzen. Die
Untersuchung einzelner Reaktionsschritte kann dabei wichtige Einblicke beztglich neuer

biosynthetischer Mechanismen geben.

Vor Kurzem wurden die ersten biosynthetischen Gencluster von zwei Epoxyketon-
Proteasom-Inhibitoren, Epoxomicin und Eponemycin aus den filamentésen
Actinobakterienstammen Goodfellowiella coeruleoviolacea ATCC 53904 (Hanada et al.,
1992) und Streptomyces hygroscopicus ATCC 53709 (Sugawara et al., 1990)
identifiziert und charakterisiert (Schorn et al., 2014). Beide Gencluster kodieren fur eine
lineare  nicht-ribosomale  Peptidsynthetase/Polyketidsynthetase = (NRPS/PKS)-
Assemblierungsmaschine, die die Konstruktion eines acylierten Peptids und die
Verlangerung eines terminalen Leucinrests katalysiert. Die Bildung des einzigartigen o',
B'-Epoxyketons, welches die Bindung an die katalytischen B-Untereinheiten des
Proteasoms ermoglicht (Groll et al., 2000; Schrader et al., 2016) wird durch einen
beispiellosen Mechanismus konstruiert, an dem ein Acyl-CoA-Dehydrogenase (ACAD)-
ahnliches Enzym beteiligt ist (Zettler et al., 2016).

Der erste Teil dieser Arbeit konzentriert sich auf die Identifizierung, Klonierung und
Sequenzierung von ,orphan Biosynthesegenclustern (BGCs) in anderen Bakterien, die
homolog zu den Epoxyketon-Biosynthesegenclustern sind. Durch eine
Proteinhomologiesuche unter Verwendung der ACAD (EpnF) wurden vier
vielversprechende homologe ,orphan“ Biosynthesegencluster in den Streptomyces-
Stammen Streptomyces pyridomyceticus NRRL B-2517, Streptomyces achromogenes
NRRL B-2120, Streptomyces sp. NRRL S-1022 und Streptomyces sp. NRRL S-646

lokalisiert und zur weiteren Erforschung ausgewahlt. Die anfanglich vorgeschlagenen

XV



ZUSAMMENFASSUNG

homologen Biosynthesewege versprachen die Bildung neuer Epoxyketonmolekule. Die
Generierung und das anschlieRende positive Screening konnte von drei Fosmid-
Bibliotheken bestatigt werden. Die Sequenzanalysen ergaben, dass vermutlich 11
mogliche Gene auf dem b-2517-Cluster, 5 mogliche Gene auf dem s-1022-Cluster und
13 mdgliche Gene auf dem s-646-Cluster am Transport, der Regulation und an der
Biosynthese neuer Sekundarmetaboliten von Proteasom-Inhibitoren beteiligt sein
koénnten. Die heterologe Expression der drei Gencluster, auf den Fosmiden epnABO1,
epnABO02 und epnABO3, in den etablierten Wirt Streptomyces albus J1074 flhrte zur
Produktion einer Reihe neuer und identischer Massenpeaks aller drei Mutanten. Ein
direkter Zusammenhang zwischen den hergestellten Massen und den drei Genclustern
konnte jedoch nicht bestatigt werden und versprach zu diesem Zeitpunkt kein
entsprechendes Epoxyketon-Derivate. Daher bedarfte es weiterer Untersuchungen, die
zur Identifizierung von neuen Epoxyketon-Proteasome-Inhibitoren beitragen. Mittels ,MS
Molecular Networking® wurde versucht, neue Eponemycin-Derivate, die durch
heterologe Expression von ,orphan“ Biosynthesewegen hergestellt werden, zu
identifizieren. Die molekularen Netzwerke, die wir aus den kombinierten Daten generiert
haben, reprasentierten keine strukturell verwandten Molekile zum Eponemycin. Die
klonierten Gencluster werden unter unseren Kulturbedingungen wahrscheinlich nicht

oder nur in geringen Mengen transkribiert oder sind stillgelegt.

Der nachste Teil der Arbeit beschaftigt sich mit verschiedenen Strategien zur Aktivierung
der drei mutmallichen stillen Gencluster. Dazu wurden eine Reihe von Knockout-
Mutanten der putativen regulatorischen Gene im b-2517-Gencluster und s-646-
Gencluster konstruiert. Erste analytische Daten zeigten, dass durch die Inaktivierung der
Gene b-2517A und b-2517B, sowie der Gene s-646A, s-646B und s-646M keine
Produktion eines neuen moglichen Epoxyketon-Proteasom-Inhibitors beobachtet werden
konnte. Ebenfalls konnte durch das Einbringen eines induzierbaren tcpgso-Promotors vor
das s-1022E-Gen im s-1022-Gencluster, kein verandertes Stoffwechselprofil im
Vergleich zum unmodifiertzen s-1022-Cluster nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
lassen auf eine zusatzliche Schwierigkeit bei der Expression von ,orphan®
Biosynthesegenclustern in den Wirtsstamm S. albus J1074 hindeuten. Der Wirt
produziert eine Vielzahl von neuen Sekundarmetaboliten, mit dem Resultat, dass diese
zurzeit nicht weiter charakterisiert werden konnen.

Bekanntlich ist der Epoxyketon-Proteasome-Inhibitor Epoxomicin gegen das
Saccharomyces cerevisiae 20S-Proteasom besonders effektiv (Pereira et al., 2012). Im
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letzten Teil dieser Arbeit sollten proteasomhemmende Eigenschaften der identifizierten
homologen Biosynthesewege gegen das 20S-Proteasom getestet werden. Dazu wurden
etablierte Proteasom-Inhibitor-Assays durchgeflhrt. Die Ergebnisse lieferten erste
Aufschlisse Uber eine inhibitorische Aktivitat von Kulturextrakten aller modifizierten
Genclusterin S. albus J1074, sowie der jeweiligen Wildtyp-Stammen verglichen mit dem
Wirtsstamm S. albus J1074. Es konnten unterschiedliche Hemmungen der Aktivitaten
des Proteasoms innerhalb der Wildtyp-Produzenten (S. pyridomyceticus NRRL B-2517,
Streptomyces sp. NRRL S-646 und Streptomyces sp. NRRL S-1022), sowie minimale
Unterschiede der Aktivitat von Extrakten einzelner heterologer Mutanten (S. albus
J1074/epnAB06(1,2), S. albus J1074/epnAB10(1,2), S. albus J1074/epnAB11(1,2), S.
albus J1074/epnAB12(1,2) und S. albus J1074/epnAB13(1,2)) beobachtet werden. Eine
zukiinftige Kombination aus wiederholenden Bioassays und 'H-NMR gesteuerten
Fraktionen konnte zur Isolierung und Strukturaufklarung von maoglichen aktiven neuen

Verbindungen fuhren, die das 20S-Proteasom hemmen.

Talopeptin (Murao et al., 1980) und sein Stereocisomer Phosphoramidon (Umezawa et
al., 1972) wurden aus Streptomyces-Kulturen isoliert und gehéren zu der Gruppe
wirksamer Inhibitoren von Metalloendopeptidasen, einschlie3lich Thermolysin,
Pseudomonas-Elastase LasB, neutraler Endopeptidase und Endothelin-
konvertierendem Enzym (Suda et al, 1973). lhre Hemmaktivitat wurde den
metallchelatierenden Eigenschaften einer Phosphoramidateinheit zugeschrieben, die
einen Desoxyzucker eindeutig mit dem N-Terminus eines L-Leucin-L-Trptophan-
Dipeptids verknlpft (Weaver et al., 1977). Diese besonderen Eigenschaften machen sie

zu nutzlichen Werkzeugen mit klinischer Verwendung.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die bis dato noch unbekannte Biosynthese der
beiden Metalloprotease-Inhibitoren Phosphoramidon und Talopeptin untersucht. Dazu
wurde das Genom des Produzenten Streptomyces mozunensis MK-23 sequenziert und
das erste Biosynthesegencluster von Talopeptin unter Entwicklung einer spezifischen
Sonde (Cpz31) fir das ,Genome-Mining“ identifiziert. Die Sequenzanalyse ergab, dass 5
mogliche Gene (falA-talE) auf dem Cluster an der Produktion, dem Transport, der
Regulation und an der Biosynthese beteiligt sind. Die heterologe Expression des
Clusters, auf dem Fosmid talMBO01 in Streptomyces sp. MK730-62F2, welcher den nah
verwandten Desoxyzucker dTDP-L-Rhamnose produziert, ergab die Produktion des
Metalloprotease-Inhibitors Phosphoramidon. Durch die Konstruktion von 5

Deletionsmutanten konnten zum einen die Grenzen des Talopeptin-Genclusters
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bestimmt werden und zum anderen wichtige Erkenntnisse hinsichtlich des Einflusses
einzelner Gene auf die Biosynthese gegeben werden. Die Untersuchung der
Deletionsmutanten AtalC, AtalD und AtalE zeigte, dass diese fur die Produktion von
Phosphoramidon bzw. Talopeptin essentiell sind. Weiterhin konnte durch chemische
Komplementierung von Kulturen der AtfalD-Mutante mit einem synthetischen L-Leu-L-
Trp-Dipeptid die Funktion des ATP-grasp-Enzyms TalD, als Dipeptidsynthetase, bei der

weitgehenden Wiederherstellung des Phosphoramidons aufgezeigt werden.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde durch Proteinisolierung und anschlie3ende in
vitro-Untersuchung der Einfluss der Phosphoryltransferase TalE auf die Biosynthese des
Metalloprotease-Inhibitors untersucht. Die Ergebnisse dieser Experimente zeigten, dass
TalE das erste Enzym in der Naturstoffbiosynthese darstellt, das durch einfache
Phosphorylierung eines Amins ein Phosphoramidatmolekul erzeugt. Mittels 1D- und 2D-
NMR-Analytik konnte zudem bestatigt werden, dass das dipeptidische L-Leu-L-Trp-
Ruckgrat an seinem N-terminalen Ende phosphoryliert wurde. Die Ergebnisse zur
Untersuchung der Akzeptorsubstratspezifitat von TalE mit verschiedenen synthetisch
hergestellten Strukturanaloga legten nahe, dass das Vorlaufer-Analog 1 aus den
Aminosauren Met-Trp von TalE mit 5-fach hdherer Umwandlungsrate als das Vorlaufer-
Analog 3 (Ala-Trp) phosphoryliert wurde. Auch das Dipeptid 2 aus den Aminosauren
Leu-Leu wies eine bessere Umsatzrate durch TalE auf. Dagegen wurde ein niedriger
Umsatz bei den Strukturanaloga 4 (Thr-Trp) und 5 (Leu-Tyr) beobachtet. Das Dipeptid-
Ruckgrat scheint fur die Substraterkennung durch TalE wichtig zu sein. Die Kinase ist
spezifisch fur die Herstellung eines phosphorylierten Produkts, wie Phospho-L-Leucin-L-

Trptophan (P-Leu-Trp) in der Phosphoramidon- und Talopeptin-Biosynthese.

Der nachste Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der Bedeutung der
Desoxyzuckertransferase TalC in der Phosphoramidon-Biosynthese. Durch
biochemische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass TalC als eine
Glycosyltransferase fungiert, welche die Desoxyzuckereinheit durch Phosphoester-
Verbindung installiert und P-Leu-Trp als echtes Zwischenprodukt in der Biosynthese von
Phosphoramidon etabliert ist. Der enzymatische Einbau einer L-Rhamnoseeinheit zum
Phosphoramidat von P-Leu-Trp stellt eine bis dato unbekannte Reaktion in der
Naturstoffbiochemie dar und flgt TalE als einzigartigen Biokatalysator zur Familie der6-

Desoxyzuckertransferasen hinzu.

xviii



ZUSAMMENFASSUNG

Der letzte Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Herstellung von Phosphoramidon und
moglichen Derivaten, sowie der gleichzeitigen Untersuchung der Substratspezifitat der
Glycosyltransferase TalC in verschiedenen heterologen Wirten. Auf dem Fosmid
talMB01, welches das Talopeptin-Gencluster tragt, konnten anfanglich keine Gene
identifiziert werden, die fur die Biosynthese der bendtigten 6-Desoxyzuckereinheit
zustandig sein konnten. Durch die Co-Expression von taIMB01 mit dem Plasmid
pRHAM, welches die entsprechenden Gene zur Herstellung der dTDP-L-Rhamnose
tragt, konnte die Gewinnung von Phosphoramidon im heterologen Stamm Streptomyces
coelicolor M512 ermoglicht werden. Es konnten hingegen keine Derivate des
Phosphoramidons bzw. Talopeptins durch die Co-Expression weiterer Zuckerplasmide,
die die Gene fir die Biosynthese diverser Desoxyzucker beinhalten, im heterologen Wirt
S. coelicolor M512 bestatigt werden. Ebenfalls zeigte die Analyse zur Einflhrung des
Talopeptin-Genclusters in Streptomyces fradiae AO, welcher die Desoxyszucker L-
Rhodinose und D-Olivose produziert, keine neue Strukturderivate des Phosphoramidons
bzw. Talopeptins. Dies kdnnte moglicherweise an einer hohen Substatspezifitat der

Glycosyltransferase (TalC) fur die dTDP-L-Rhamnose bzw. 6-Desoxy-L-Talose liegen.

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse ermdglichten ein erstes Modell
zur Biosynthese der beiden Metalloprotease-Inhibitoren Phosphoramidon und Talopeptin
aufzustellen. Die Suche in offentlichen Genom-Datenbanken ergab eine Reihe
homologer ,orphan® Biosynthesewege, die ein talCDE-ahnliches putatives Operon
enthielten. Angesichts der Maodglichkeit, dass die kodierten Enzyme eine andere
Substrattoleranz als TalE, TalD und TalC aufweisen, konnten die identifizierten

Gencluster die Synthese neuer Metalloprotease-Inhibitoren steuern.

Zum Ende konnten durch BLAST-Analysen im Genom des Talopeptin-Produzenten S.
mozunensis MK-23, die fehlenden Gene (talol-taloV)fur die Biosynthese der 6-Desoxy-
L-Talose auf einem gesonderten Gencluster gefunden werden. Die zuklnftige
Vereinigung und Expression des Clusters mit dem Talopeptin-Gencluster kdnnten zur

heterologen Produktion des Talopeptins in S. coelicolor M512 flhren.
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1 EINLEITUNG

1.1 DIE SUCHE NACH NEUEN NATURSTOFFEN AUS ACTINOBAKTERIEN

1.1.1 Allgemeine Information

Naturstoffe sind eine wichtige Quelle fur die Identifizierung neuer bioaktiver
Verbindungen. In den letzten Jahrzehnten stammten mehr als 60% der
niedermolekularen Chemikalien, die als neue Arzneimittel eingefihrt wurden, aus
natlrlichen Stoffen oder deren Derivaten (Newman, 2008). Naturstoffe haben
vielfaltigere und komplexere chemische Strukturen als ihre synthetischen Gegenstucke.
Dennoch haben in den 1980er Jahren viele Pharmaunternehmen ihre Entdeckung von
Naturstoffarzneimitteln aufgrund staatlicher Vorschriften flr die Zulassung von
Arzneimitteln, Marktkrafte und wissenschaftlicher Engpasse, einschlief3lich
beispielsweise der hohen Wiederentdeckungsrate bereits bekannter Naturstoffe,
reduziert (Wright, 2014). In den 1990er Jahren verlagerte sich der Schwerpunkt der
Pharmaindustrie auf die Entwicklung neuartiger Technologien, wie der kombinatorische
Chemie, dem Hochdurchsatz-Screening von Bibliotheken synthetischer Chemikalien und
dem computergestitzten Medikamentendesign (Christoffersen, 2006). Die hohen
Erwartungen, neue und wirksame Wirkstoffe zur Bekampfung von Krankheiten zu
finden, konnten jedoch nicht erflllt werden (von Bubnoff, 2006). Mit dem gleichzeitigen
Aufkommen von multiresistenten Krankheitserregern in den letzten Jahren besteht nun
ein dringender Bedarf an neuen Antibiotika, Antiinfektiva und Zytostatika (Arias and
Murray, 2009). Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wird die
antimikrobielle Resistenz heutzutage als eines der dringlichsten Probleme der
offentlichen Gesundheit und Gefahrdung der weltweiten Behandlung von
Infektionskrankheiten anerkannt (Shankar, 2014). Um eine Kreuzresistenz mit den auf
dem Markt befindlichen antimikrobiellen Wirkstoffen zu vermeiden, wird insbesondere
auf Verbindungen hingewiesen, die aus neuartigen Strukturgeristen bestehen und
gegen neue ,Targets® wirken sollen (Clardy et al., 2006; Falconer and Brown, 2009;
Fischbach and Walsh, 2009; Ziemert et al., 2016). Wesentliche Fortschritte in den
Bereichen DNA-Sequenzierung, Bioinformatik, Gentechnik, analytische Chemie,
synthetischer Biologie und die Zuganglichkeit bisher unerforschter mikrobieller
Lebensraume haben das Interesse an der Erforschung neuer Arzneimittel auf
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Naturstoffbasis wiederbelebt (Harvey, 2007; Lam, 2007; Newman, 2008; Li and
Vederas, 2009; Wright, 2014). Dies ist wichtig, denn Naturstoffe sind nach wie vor
essentiell fir die Entdeckung neuer struktureller Diversitat und gelten als bevorzugte
Geruste fur die Entwicklung neuer Medikamente (Kumar and Waldmann, 2009;
Wohlleben et al., 2016).

Historisch gesehen sind Bakterien eine hochproduktive Quelle fur klinisch wichtige
Naturstoffe. In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche naturlichen Verbindungen aus
denen in Bdden lebenden filamentdsen grampositiven Actinobakterien isoliert, darunter
antimikrobielle, antibiotische, chemotherapeutische und entzindungshemmende
Wirkstoffe (Pelaez, 2006; Baltz, 2007; Procopio et al., 2012; Demain, 2014). Nur ein

kleiner Teil davon wird jedoch klinisch eingesetzt.

In den meisten dieser Naturstoff-produzierenden Organismen sind die Gene, die flur
Regulation, Biosynthese, Export und Selbstresistenz erforderlich sind, im
Bakteriengenom in kompakten Biosynthesegenclustern (BGCs) kolokalisiert (Smanski et
al., 2016). Tausende von bakteriellen Genomsequenzen sind heutzutage o6ffentlich
verfugbar und enthalten eine noch groRere Anzahl und Vielfalt von
Sekundarmetaboliten-Genclustern, die auf die Verknipfung mit ihren kodierten
Naturstoffen warten (Ziemert et al., 2016). Mit der Entwicklung von
Sequenzierungsmethoden und der Fllle verfligbarer DNA-Daten wurde eine Vielzahl
von ,Genome-Mining“~-Methoden entwickelt, um die Entdeckung und Charakterisierung

dieser Verbindungen zu steuern.

Eine der funktional bedeutendsten Hauptklassen der Sekundarmetaboliten aus
Actinobakterien sind peptidische Naturstoffe, die entweder aus Ribosomen oder die
uberwiegende Mehrheit aus nicht-ribosomalen Peptidsynthesesystemen, sowie durch
diskrete = ATP-abhangige  Amidligaseenzyme hergestellt werden  konnen.
Amidbindungshaltige Biomolekule gehdren zu den faszinierendsten Naturstoffen, die in
der Medizin, Landwirtschaft und Biotechnologie eine beispiellose Nutzlichkeit haben
(Medema et al., 2014; Goswami and Van Lanen, 2015).
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1.1.2 Die Amidbindung in der Natur

1.1.2.1 Bildung ribosomaler Peptidbindungen

Ribosomen sind makromolekulare Komplexe in Zellen, die als Herzstuck der
Translationsmaschinerie fungieren und die Umwandlung von in mRNA kodierter
Information in Proteine ermoglichen. Die Ribosomen sind in allen Organismen
(Eukaryoten: 80S, Prokaryoten: 70S) aus zwei unterschiedlich gro3en und funktionell
verschiedenen Untereinheiten aufgebaut (Fromont-Racine et al., 2003; Kressler et al.,
2010). Diese bestehen aus einer grofleren (Eukaryoten: 60S, Prokaryoten: 50S) und
einer kleineren Untereinheit (Eukaryoten: 40S, Prokaryoten 30S) (Nierhaus, 1980).

Die Ribosombiosynthese ist eine der energetisch anspruchsvollsten zellularen
Aktivitaten und ein Prozess von aul3erordentlicher Komplexitat (Henras et al., 2008). Die
Polypeptide, die von Ribosomen synthetisiert werden, werden aus L-Aminosauren (AAs)
zusammengesetzt. Die Spezifitat fir die 21 natlrlichen L-Aminosauren wird weitgehend
durch ATP-abhangige Aminoacyl-tRNA-Synthetasen bestimmt, die tRNAs und die
passenden Aminosauren kombinieren, um die Aminoacyl-tRNA zu generieren (Rodnina,
2013; Rodnina, 2016). Fir den Translationsprozess sammelt sich das Ribosom um die
Ziel-mRNA und das erste AA-tRNA-Shuttle wird am Startcodon angebracht. Dann wird
das Peptid durch den AA-Transfer zwischen zwei beladenen tRNAs erzeugt (Abbildung
1.1). Das Ribosom enthalt drei RNA-Bindungsstellen, die als A, P und E bezeichnet
werden. Die A-Stelle bindet an eine Aminoacyl-tRNA, die P-Stelle bindet die Peptidyl-
tRNA und die E-Stelle ist durch die entstehende freie tRNA belegt, bevor sie das
Ribosom verlasst. Ein wichtiger Schritt ist die Bindung der beiden Substrate, Peptidyl-
tRNA und AA-tRNA, an die aktiven Stellen des Ribosoms. Dabei erfolgt die
Peptidyltransferase-Reaktion durch nukleophilen Angriff der Aminogruppe der
Aminosaure der AA-tRNA auf den Carbonylkohlenstoff der Peptidyl-tRNA. Die
Terminierung des Polypeptids erfolgt, wenn die A-Stelle des Ribosoms einem
Stopcodon zugewandt ist, welches die Bindung eines Terminations- oder Release-

Faktors (RFs) induziert und den gesamten Ribosom/mRNA-Komplex trennt.
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Abbildung 1.1 Peptidbiosynthese mit der ribosomalen Maschinerie abgerufen von
(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ribosom_mRNA_translation_de.svg). Eine detaillierte
Beschreibung der Abbildung befindet sich im Text, gedruckt mit Genehmigung der Public domain,

Wikicommonsuser: LadyOfhats, Mariana Ruiz Villarreal.

Zusatzlich zu Proteinen werden auch kleine Molekule, d. h. ribosomal synthetisierte und
posttranslational modifizierte Peptide (RiPPs), von Vorlaufer-Peptiden mit einer Lange
von etwa 100 Aminosauren durch die ribosomale Bakterienmaschinerie hergestellt
(Dunbar and Mitchell, 2013). Diese kleinen Peptide haben viele verschiedene
biologische Rollen, z.B. beim Quorum Sensing, bei der Einfihrung genetischer
Kompetenzen und bei enzymatischen Reaktionen (Freeman et al., 2012), aber in vielen
Fallen ist ihre Funktion unbekannt. RiPPs kdnnen posttranslationale Modifikationen
enthalten, z.B. Makrocyclisierung, Dehydratisierung von Serin und Threonin etc. (Pitzer
and Steiner, 2016). Ein groRer Vorteil der ribosomalen Peptidsynthese (RPS) und der
RiPPs ist, dass ihre Sequenzen durch einfache Manipulation einiger Codons modifiziert

werden kdnnen (Bierbaum and Sahl, 2009).

1.1.2.2 Bildung nicht-ribosomaler Peptidbindungen

Neben der ribosomalen Biosynthese von Peptiden und Proteinen nutzt die Natur grof3e
multifunktionale Enzyme, die sogenannten nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen
(NRPS), zur Bildung verschiedener Strukturen (Sussmuth and Mainz, 2017). Im
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Vergleich zu ribosomal abgeleiteten Peptiden (RPs), die aus den 21 proteinogenen
Aminosauren bestehen, umfassen nicht-ribosomale Peptide auch nicht-proteinogene
Aminosauren, einschlieRlich D- und B-Aminosauren, sowie glykosylierte, phosphorylierte
und methylierte Reste oder von Cystein, Serin und Threonin abgeleitete Heterozyklen,
von Isopren abgeleitete Gruppen und dehydrierte Reste (Caboche et al., 2008; Marahiel,
2009; Winn et al., 2016). Aufgrund dieser Fllle unterschiedlicher Bausteine weisen
nicht-ribosomale Peptide eine grolRe strukturelle Vielfalt auf (Finking and Marahiel,
2004), zu denen wirksame Antibiotika wie Vancomycin, Penicillin, Cephalosporin und
Cyclosporin gehéren (Aharonowitz et al., 1992; van Wageningen et al., 1998; Fischbach
and Walsh, 2006; Marahiel, 2009). NRPS bestehen aus riesigen, modularen,
multifunktionalen Enzymen, die haufig in einer aufeinanderfolgenden Reihenfolge von
Genen im Biosynthesegencluster kodiert werden. Jedes Modul eines solchen Enzyms ist
fur den Einbau einer bestimmten Aminosaure in die endgultige Polypeptidkette
verantwortlich. Die Module bestehen aus verschiedenen Domanen, die jeweils fur einen
bestimmten Schritt des Einbaus von Aminosauren verantwortlich sind. Das erste Modul
heit Initiationsmodul, gefolgt von einer unterschiedlichen Anzahl von
Elongationsmodulen, und endet schliefl3lich mit einem Terminationsmodul (Winn et al.,
2016). Das Initiationsmodul besteht aus einer Adenylierung (A)- und Peptidyl-Carrier-
Protein (PCP)-Domane, auch als Thiolierungs (T)-Domane bekannt, wahrend ein
Elongationsmodul eine zusatzliche Kondensations (C)-Domane vor der A-Domane tragt.
Das Terminationsmodul enthalt dann neben der C-, A- und T-Domane eine Thioesterase
(TE)-Domane, die die Produktfreigabe katalysiert (Marahiel, 2009). T-Domanen werden
durch Anlagerung einer 4'-Phosphopantethein (PPT)-Einheit aktiv. Diese Reaktion wird
von einer 4'-Phosphopantetheinyltransferase (PPTase) durchgefihrt, die normalerweise
an anderer Stelle im Genom kodiert wird. Die Substratauswahl in der Peptidsynthese
erfolgt typischerweise uber die A-Domane, die dann die verwandte Aminosaure unter
Verwendung von ATP aktiviert. Das erzeugte Aminoacyl-AMP kann dann mit der
Thiolgruppe des flexiblen 4'-Phosphopantetheinyl-Arms der T-Domane reagieren
(Abbildung 1.2). Die C-Domane katalysiert die Bildung einer Peptidbindung zwischen
den zwei benachbarten T-Domanen eines Initiations- bzw. Elongations- und eines
weiteren Elongationsmoduls. In einem letzten Schritt setzt eine TE-Domane das Peptid
durch Hydrolyse oder Cyclisierung aus dem NRPS frei (Finking and Marahiel, 2004).
Eine beliebige Anzahl von Modulen aus C-A-T-Domanen flhrt zur Verlangerung des
Polypeptids, bis eine TE-Domane die bezeichnete Struktur vervollstandigt (Gao et al.,
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2012). Je nach Art der TE wird das endgultige Peptid entweder als lineares oder
cyclisches Peptidprodukt freigesetzt (Marahiel, 2009). NRPSs kdnnen zusatzlich weitere
Domanen zur Strukturvariation enthalten, wie Epimerisierungs (E)-, Methylierungs (MT)-
und Cyclisierungs (Cy)-Domanen (Winn et al., 2016). Nach Stachelhaus et al.
(Stachelhaus et al., 1999) lasst sich die hohe Spezifitat der eingebauten Aminosauren
auf ein hochkonserviertes Kernmotiv der A-Domanen zurlckfuhren, die an der ATP-
Bindung an die spezifische Aminosaure beteiligt sind. Da jede Domane nur eine oder
eine geringe Anzahl ahnlicher Aminosauren aktiviert, ist die Strukturvariation welche

durch die NRPS erzeugt wird begrenzt.
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Abbildung 1.2 Modell der NRPS-Biosynthese ibernommen aus Winn et al. (Winn et al., 2016), gedruckt
mit Genehmigung der Royal Society of Chemistry. A-Domanen (rot; A) aktivieren Aminosauren durch
ATP-Verbrauch und erzeugen so Aminoacyl-AMP-Intermediate, die dann an die Thiolgruppe eines 4'-
Phosphopantethein-Arms einer PCP-Doméane (grau; T) angefigt werden. Die C-Domanen (blau; C)
katalysieren die Bildung von Peptidbindungen zwischen PCP-gebundenen Aminoacylthioestern zweier
benachbarter PCP-Domanen. Das letzte Modul enthalt eine zusatzliche TE-Domane (Cyan; TE), die die

Hydrolyse oder Cyclisierung katalysiert, um das Peptid aus dem NRPS freizusetzen.
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1.1.2.3 ATP-abhangige Carboxylat-Amin/Ammoniak-Ligasen

ATP-abhangige Carboxylat-Amin/Ammoniak-Ligasen gehoren zur Gruppe der
Kohlenstoff-Stickstoff-Bindungen bildenden Ligasen (EC 6.3.-.-) (Pitzer and Steiner,
2016). Mitglieder dieser Enzyme, katalysieren eine Reaktion, die eine ATP-abhangige
Ligation eines Carboxylgruppenkohlenstoffs eines Substrats mit einem Amino- oder
Iminogruppestickstoff des zweiten Substrats beinhaltet und jeweils die Bildung von
Acylphosphat-Zwischenprodukten einschliel3t (Gushima et al., 1983; Ogita and Knowles,
1988; Fan et al., 1994). Wahrend die meisten Mitglieder der Superfamilie diesem
Mechanismus folgen, haben Studien gezeigt, dass zwei Enzyme (Pyruvat,
Phosphatdikinase (PPDK) und Inositol-1,3,4-trisphosphat-5/6-kinase (IP56K)) nur den
Phosphoryltransferschritt katalysieren und somit Kinasen anstelle von Ligasen sind
(Fawaz et al., 2011). Viele Mitglieder der ATP-abhangigen Carboxylat-Amin/Ammoniak-
Ligase-Familie enthalten eine ATP-grasp c-Domane (Galperin and Koonin, 1997), die
durch zwei a/B-Subdomanen und ein ATP-Molekul charakterisiert ist. Die Tertiarstruktur
besteht aus drei konservierten Doméanen; A-, B- und C-Domane (Fan et al., 1995;
Thoden et al., 2000). ATP bindet zwischen der B- und C-Domane und koordiniert mit
Mg®* oder Ca?**-lonen. Die Dom