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Mutanten konnen mehr

Tobias Knobloch, Florian Taft, Andreas Kirschning

Neben der Total- und Semisynthese ist die Mutasynthese eine dritte, neue Variante, um verdnderte

Naturstoffe darzustellen. Sie greift direkt in die mikrobielle Biosynthese ein.

@ Hatten Sie heute schon Kontakt
mit Wirkstoffen? Es ware tuber-
raschend, wenn nicht, denn diese
Substanzen, die schon in geringen
Konzentrationen eine spezifische Re-
aktion des Organismus hervorrufen,
begegnen uns in jeglicher Form und
Situation. Sei es so offensichtlich und
gewinscht wie beim Griff zur Kopf-
schmerztablette oder zur Tasse Kaf-
fee, sei es so lastig wie hochtoxische
Aflatoxine auf verdorbenen Pistazien.

Wirkstoffe lassen sich in Substan-
zen natiirlichen und unnatirlichen
Ursprungs unterteilen. Dies sagt aber
keinesfalls etwas dartber aus, ob die
Substanzen die Gesundheit positiv
oder negativ beeinflussen. Allerdings
ist zu konstatieren: Wirkstoffe, die
aus Entwicklungsprojekten der che-
mischen Industrie hervorgegangen
sind, haben tendenziell einfachere

Strukturen als solche naturlichen Ur-
sprungs. Diese geringe Komplexitat
geht aus den Hochdurchsatzverfahren
der kombinatorischen, chemisch-mo-
tivierten Medizinalchemie hervor,
und stellt ein grundlegendes Ziel der
industriellen Wirkstoffforschung dar.
Im Gegensatz dazu ist die Struktur
eines Naturstoffs evolutiv auf biologi-
sche Zielstrukturen hin optimiert.
Selbst angesichts der Konkurrenz che-
mischer Hochdurchsatzverfahren sind
Naturstoffe deshalb eine wichtige
Quelle fur die Wirkstoffentwicklung
von Antiinfektiva, Immunosuppressi-
va oder Antitumormedikamenten."”
So willkommen die bereits erfolg-
te Zieloptimierung eines Naturstoffs
ist, so unattraktiv erscheint fur die
Anpassung seiner Eigenschaften die
oftmals komplexe Struktur. Da die
Evolution ein ungerichteter Prozess

¢ Biosynthese von Naturstoffen und -derivaten

Im Gegensatz zur natiirlichen Bio-
synthese (oben) wird bei der Vorlau-
fer-dirigierten Biosynthese (Mitte)
ein unnatdrlicher Vorlaufer B* zu ei-
nem Wildtyporganismus gegeben
(Supplementierung). Er konkurriert
dadurch mit dem naturlichen Vor-
laufer B. Bei der mutativen Biosyn-
these (Mutasynthese) wird ein Mu-
tasynthon B* zu einem Mutanten-
organismus supplementiert (un-
ten), dessen Biosynthese des natiir-
lichen Vorlaufers B blockiert ist.
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ist, sind jedoch nicht alle Strukturele-
mente eines Naturstoffs fur seine bio-
logische Aktivitit essenziell. Dies gilt
insbesondere, da die Zielmolekile
des Naturstoffs, die ihn als Leitstruk-
tur fiir eine Wirkstoffentwicklung in-
teressant machen, womoglich nicht
die naturlichen Wirkorte der Struk-
tur darstellen. Dies trifft beispielswei-
se auf Antitumorwirkstoffe zu. Des-
halb sind Techniken notwendig, mit
denen sich komplexe Naturstoff-
derivate erzeugen lassen, um essen-
zielle und veranderbare Strukturele-
mente zu identifizieren.

Zugang zu Derivaten

@ Das Fundament der Chemie ist es,
Molekiile und Materialien mit vorab
definierten Eigenschaften zu schaf-
fen. Die organische Synthese ermog-

»> Blockmutanten der mikrobiellen Naturstoff-
produzenten dienen als Werkzeuge fiir die
Mutasynthese.

»> Eine Blockmutante kann durch genetische
Inaktivierung bestimmter Biosynthesewege
spezielle, fiir einen Naturstoff benétigte Vor-
lduferbausteine nicht selbst produzieren.

>> Die Zugabe von natiirlichen oder analogen
Vorlduferbausteinen kann die Biosynthese
eines Naturstoffs wiederherstellen (chemische
Komplementation).

»> Solche analogen Vorlaufer erméglichen
ungewohnliche Naturstoffderivate, die fiir die
Wirkstoffforschung niitzlich sind.
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licht prinzipiell den Zugang zu jeder
denkbaren organischen Verbindung.
Dies setzt allerdings die daftr notigen
Werkzeuge und Methoden voraus.
Insbesondere in den letzten dreifSig
Jahren haben neue Reaktionstypen,
Reagenzien und Katalysatoren das or-
ganisch-chemische Repertoire be-
trachtlich erweitert. In Einzelfallen
kommen heutzutage Totalsynthesen
(De-novo-Synthesen) fiir die indus-
trielle Produktion selbst komplexer
Naturstoffe und ihrer Derivate in Be-
tracht, beispielsweise beim Epothilon-
Derivat ZK-EPO von Bayer-Schering.

Der Vorteil totalsynthetischer An-
satze besteht darin, in jedweder Wei-
se veranderte Naturstoffe erzeugen
zu konnen. Zu solchen Naturstoft-
derivaten fur vergleichende Studien
der Struktur-Wirkungs-Beziehungen
eines Leitmolekuls gelangte man bis-
her allerdings hauptséchlich tber die
Semisynthese, also eine chemische
Modifizierung von Naturstoffen."
Die strukturelle Komplexitit der Na-
turstoffe begrenzt die im Rahmen
von Semisynthesen durchfuhrbaren
Transformationen; es ist zum Bei-
spiel sehr schwierig, unfunktionali-

Wildtyp
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Doramectin

Abb. 1. Mutasynthese von Avermectinen (1) und Zugang zum kommerziell genutzten Doramectin (4)

(5-OMe: A-Serie, 5-OH: B-Serie).”

sierte Positionen des Naturstoffs
nachtréglich zu funktionalisieren.

AufSer den eher traditionell orga-
nisch-chemisch gepragten Konzep-
ten der Total- und Semisynthese gibt
es mittlerweile Strategien, die in die
Biosynthese eines Naturstoffs mi-
krobieller Herkunft eingreifen (Kas-
ten S. 23).”

Eine der éltesten Strategien, um
strukturelle Diversitit in durch Mi-
kroorganismen erzeugte Stoffwech-
(Sekundarmetabolite)
einzufithren, ist die vorlauferdiri-

selprodukte

gierte Biosynthese. Hierbei wird ty-
pischerweise ein dem nattrlichen
Vorliufer ahnlicher Biosynthesebau-
stein zu Kulturen des nattrlich vor-
kommenden Produzenten (Wildtyp)
gegeben. Dies fuhrt zur Konkurrenz
des wunnatirlichen Bausteins mit
dem oder den endogen vorhandenen
Baustein(en) um die weitere biosyn-
thetische Prozessierung. Im Fall ei-
nes erfolgreichen Einbaus lésst sich
dann ein Gemisch aus naturlichen
und unnatiirlichen Naturstoffderiva-
ten isolieren. Dies erzwingt oft auf-
wendige Trennverfahren und geht
ublicherweise mit einer geringen
Ausbeute des gewunschten Natur-
stoffderivats einher, die sich aus der
Vorlduferkonkurrenz ergibt.

Eine modernere Strategie behebt
die mit der Vorlauferkonkurrenz ein-
hergehenden Probleme, indem die
Biosynthese des konkurrierenden na-
tirlichen Bausteins durch Mutation
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Amycolatopsis balhimycina

Blockmutante fiir 3,5-Dihydroxyphenylglycin (8)
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Abb. 2. Mutasynthetische Studien zu Balhimycin (5).5”
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verhindert und die endogene Zuliefe-
rung des benotigten Bausteins somit
blockiert wird. Diese mutative Bio-
synthese (kurz: Mutasynthese) be-
steht nach der Definition von Rine-
hart aus folgenden Schritten:*” Zu-
erst werden Blockmutanten der be-
trachteten Biosynthese erzeugt. Zu
deren Kulturen werden dann im Fer-
menter synthetische verdnderte Bau-
steine (Mutasynthone) gegeben (che-
mische Komplementation). Wenn die
Mutasynthone in neue Stoffwechsel-
produkte eingebaut werden, entste-
hen Naturstoffderivate, die schliefs-
lich isoliert und biologisch charakte-
risiert werden.

Mittlerweile hat sich die Mutasyn-
these zu einem eleganten Ansatz zur
Herstellung von Bibliotheken struktu-
reller Derivate pharmakologisch inte-
ressanter Naturstoffe entwickelt. Eine
entscheidende Voraussetzung dafiir
waren die Entwicklung und Verfeine-
rung der notwendigen molekularbio-
logischen Werkzeuge der Gensequen-
zierung und -manipulation.

Beispiele erfolgreicher
Mutasynthesen

@ Welches Potenzial ein mutasyn-
thetischer Ansatz zur Leitstruktur-
optimierung besitzt, zeigte bereits im
Jahr 1991 das Beispiel der wurmabto-
tend (anthelmintisch) wirkenden

Avermectine (1) (Abbildung 1).” Bei
diesen von Streptomyces avermitilis
produzierten  Makrolid-Antibiotika
verhinderte ihre strukturelle Komple-
xitdt einen einfachen Zugang zu
neuen Derivaten tiber Semi- oder
Totalsynthese. Durch Verwendung
eines mutierten Produzenten, der
die naturliche Polyketidsyntha-
se(PKS)-Startereinheit ~ S-2-Methyl-
butanszure (2) nicht aus dem biosyn-
thetischen Vorlaufer Isoleucin (3) bil-
den kann, konnten tiber Mutasynthe-
se neue, an C-25 modifizierte Aver-
mectine erzeugt werden. Auf Grund
der breiten Substrattoleranz der Aver-
mectin-Ladedomine gelang so der
Einbau von etwa 40 verschiedenen
Carbonsauren. Ein Resultat der Stu-
dien war Doramectin (4), der erste
itber Mutasynthese erhaltene, kom-
merziell genutzte Wirkstoff.

Mit fortgeschrittenen genetischen
Manipulationstechniken gelang Rey-
nolds und Mitarbeitern ein eleganter
Zugang zu Doramectin.” Dieser An-
satz wird als kombinatorische Bio-
synthese bezeichnet. Sie transferier-
ten den fur die Biosynthese von Cy-
clohexylcarbonyl-CoA kodierenden
Gencluster aus dem Ansatrieninpro-
duzenten Streptomyces collinus in die
Blockmutante von Streptomyces aver-
mitilis. Dadurch wurde die Zugabe
von Cyclohexylcarbonsaure wahrend
der Fermentation unnotig.

Naturstoffbibliotheken {Magazin>

Das Glykopeptid Vancomycin ist
ein klinisch genutztes Breitbandanti-
biotikum und unterscheidet sich
von dem in Abbildung 2 gezeigten
Balhimycin (5) durch das Glycosy-
lierungsmuster. Die Zunahme von
Resistenzen bei einigen Bakterien-
stammen sind der Grund fur die in-
tensiven Bemuhungen, neue, auf
Vancomycin basierende Derivate zu
entwickeln. Semisynthetische An-
satze zielen hier grofStenteils auf den
glycosidischen Teil, wobei das Agly-
con mit einigen wenigen Ausnah-
men unverandert bleibt.” Diese
klassischen Methoden der Semi-
und Totalsynthese komplementiert
ein mutasynthetischer Ansatz, den
Stissmuth, Wohlleben und Mitarbei-
ter Verfolgten.6) Hierbei nutzten sie
unterschiedliche Blockmutanten des
Actinomyceten Amycolatopsis balhi-
mycina, der das Antibiotikum Balhi-
mycin (5) produziert. Das Ausschal-
ten der B-Hydroxytyrosin-Biosyn-
these (6) ermoglicht strukturelle
Veranderungen der 3-Chlor-f-hy-
Auf
diesem Weg wurden Varianten des

droxytyrosinuntereinheiten.

trizyklischen Aglycons zuganglich,
so beispielsweise die ersten fluorier-
ten Derivate (z.B. (7), Abbildung 2).
Zusatzliche Diversitat entsteht durch
Verwendung einer weiteren, in der
Biosynthese von 3,5-Dihydroxyphe-
nylglycin (8) blockierten Mutante. Da-
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durch ist es auch moglich, den AB-
Makrozyklus zu modifizieren (siehe
9a-d)).”

Ein weiteres, ideales Ziel fur ei-
nen mutasynthetischen Ansatz ist
die ungewohnliche PKS-Starterein-
heit p-Nitrobenzoat (10) (PNBA) in
der Biosynthese des Polyketid-
Shikimat-Hybridmetaboliten =~ Au-
reothin (11). Hertweck und Mit-
arbeiter generierten eine Block-
mutante des Aureothin-Produzenten
Streptomyces thioluteus, indem sie die
PNBA-Biosynthese  ausloschten.”
Von zahlreichen, para-substituierten
PNBA-Surrogaten ~ wird lediglich
p-Cyanobenzoat (12) inkorporiert,
wobei das daraus erhaltene Aureoni-
tril (13) erstaunlicherweise signifi-
kant verbesserte wachstumshem-

mende (antiproliferative) Wirkungen
zeigt (Abbildung 3).

Wenn bereits die Ausgangsver-
bindungen biologisch hoch aktiv
sind, sind daraus generierte Sub-
stanzbibliotheken besonders vielver-
sprechend. Dies ist beispielsweise
der Fall bei den hochzytotoxischen
Antitumorwirkstoffen Ansamitocin
P-3 (149)” und Geldanamycin (15)"
(Abbildung 4) mit Aktivitaten im pi-
co- bis nanomolaren Bereich. Diese
Substanzen aus der Klasse der An-
samycin-Antibiotika teilen sich das
strukturelle Merkmal eines benzeni-
schen Chromophors, der an zwei
meta-standigen Positionen durch ei-
ne aus der Polyketidbiosynthese her-
vorgehende Seitenkette verknuipft ist
(griechisch ansa = Henkel). Zudem

Wildtyp

Streptomyces thioluteus

o

Q)j\OH
O,N (10)

Natirlicher Vorlaufer

0
NN w' R = NO, Aureothin (11)
o [¢] R =CN Aureonitril (13)
OMe

Blockmutante fur p-Nitrobenzoeséure

Streptomyces thioluteus

(e}
§OH
NC (12)

Akzeptiertes Mutasynthon

Abb. 3. Mutasynthetische Derivatisierung von Aureothin (11).¢

HO

1

Actinosynnema pretiosum

Ansamitocin P-3 (14)

AHBA (16)

N

Wildtyp-Produzentenstamme

NH,

Streptomyces hygroscopicus
var. geldanus

Geldanamycin (15)

Abb. 4. Ansamycin-Antibiotika wie Ansamitocin P-3 (14) und Geldanamycin (15) basieren

auf dem Initiationsbaustein 3-Amino-5-hydroxybenzoesdure (16).
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lassen sich diese Ansamycin-Anti-
biotika anhand der Charakteristika
ihrer Biosynthese definieren. Der
Initiationsbaustein ist ein speziell
fur diese Stoffwechselwege syntheti-
siertes Substrat: 3-Amino-5-hydro-
xybenzoesaure (16) (AHBA) (Abbil-
dung 4)." Somit ist es moglich, die
AHBA-Biosynthese zu blockieren,
ohne storend in den Primarmetabo-
lismus oder andere, sekundare Stoff-
wechselwege einzugreifen. Folglich
lassen sich Defizienzmutanten er-
zeugen, bei denen die Ansamycin-
produktion durch externe Zugabe
des naturlichen Vorlaufers oder ana-

loger Initiationsbausteine wieder-
herstellbar ist. Uber diesen mutasyn-
thetischen Zugang entstand eine
grofSe Zahl neuer Ansamycine (Ab-
bildung 5).'” Die Biosyntheseappa-
rate zeigten sich hierbei als aufSer-
ordentlich flexibel, so dass ein brei-
tes Spektrum von 4- oder 5-substi-
tuierten 3-Aminobenzoesauren zu
neuen Derivaten prozessiert wurde.

Fuhren die Mutasynthone neue
chemische Funktionalititen in die
Grundstruktur eines Naturstoffs
ein, ergeben sich neue Moglichkei-
ten der chemischen Derivatisie-
rung. Ein Beispiel ist die Einfih-

A. pretiosum HGF073

Ansamitocin P-3-
Derivate

3-Aminobenzoesaure-
Derivate

NH,

TN

Blockmutanten fir AHBA (16)

S. hygroscopicus K390-61-1

Geldanamycin-
Derivate

Abb. 5. Auswahl einer per Mutasynthese erzeugten Bibliothek von Ansamitocin P-3- und

GeIdanamycin-Derivaten.lz)
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~ A. pretiosum HGF073
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Abb. 6. Ansamitocin-Derivate durch kombinierte Muta- und Semisynthese.

rung eines arylischen Brom-Substi-
tuenten in die Ansamitocin-Grund-
struktur tber einen Mutasynthese-
ansatz mit 4-Brom-3-aminobenzoe-
saure (17) (Abbildung 6). Das er-
haltene Ansamitocin-Derivat (18)
erdffnet die Moglichkeit zur wei-
teren semisynthetischen Verande-
rung uber palladiumkatalysierte
Kreuzkupplungen,
im Rahmen der Stille-Chemie.

beispielsweise
12b)

Drittes Standbein
der Naturstoffsynthese

@ Insbesondere das zuletzt erwdhn-
te Beispiel der Kombination aus Mu-
ta- und Semisynthese zeigt, dass die
Mutasynthese auf dem Weg ist, zum
dritten Standbein der Naturstoffsyn-
these zu werden. Chemiker sind auf-
gerufen, sich gegeniiber den Biowis-
senschaften zu offnen und aus deren
Portfolio diejenigen Methoden zu
ibernehmen, welche die organische
Synthese sinnvoll erganzen. Hierzu
gehoren beispielsweise die hier dis-
kutierten Defizienz- oder Block-
mutanten von Mikroorganismen, die
pharmakologisch  relevante und
komplexe Naturstoffe produzieren,
sowie synthetisch ungewohnliche
enzymatische Transformationen wie
spezielle Oxidationen und Makro-
cyclisierungen.

12b)
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