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Mit Ausnahme der Abbildungen 15 und 16 wurden alle Strukturbilder von Mersacidin,
Actagardin und Ala(0)-Actagardin mit den Programmen BOBSCRIPT"? und
RASTER3D™ berechnet. Die Abbildungen 15 und 16 sind mit XP™*! erstellt worden.

Fir alle Least-Squares-Uberlagerungen der Molekile wurde das Programm
LSQKAB™ aus der CCP4-Suite!® verwendet. Die RAMACHANDRAN-Plots basieren auf
den Ergebnissen des Programmes ANGLES, das ebenfalls in der CCP4-Suite ent-
halten ist.
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1 Einleitung®

Seit der Mensch gelernt hat, antibiotisch wirkende Therapeutika im Kampf gegen
bakterielle Infektionen einzusetzen, nimmt er Teil an einem seit Urzeiten andauern-
den Wettstreit zwischen antibiotikaproduzierenden und gegen Antibiotika resistenz-
bildenden Organismen. Die Euphorie der siebziger Jahre, als Infektionskrankheiten
weitgehend besiegt geglaubt waren, ist langst der Realitat multiresistenter Bakterien-
stamme wie Staphylococcus aureus, Myobacterium tuberculosis oder Enterococcus
faecalis gewichen. Der zum Teil unverantwortliche Einsatz der Antibiotika im Acker-
bau und in der Viehzucht, aber auch die UbermaRige Inanspruchnahme antibioti-

scher Medikamente in der Humanmedizin haben die Waffen stumpf werden lassen.

Neben teil- oder totalsynthetischen Derivaten der bewahrten Antibiotika, die den resi-
stenzverleihenden Mechanismen der Bakterien entgehen, ist die Suche nach neuen
Medikamenten mit innovativen Wirkmechanismen, die bislang ungenutzte Schwach-
stellen der Bakterien angreifen, von grol3er Bedeutung. Je diversifizierter die Palette
der zur Verfigung stehenden Antibiotika ist, desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit
der Bildung von Kreuzresistenzen einer einzelnen Bakterienspezies und desto gro-

Rer ist die Chance, eine bakterielle Infektion behandeln zu konnen.

Zum Verstandnis der Wirkungsweise eines Antibiotikums und zum Design neuer
oder abgewandelter Antibiotika ist die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur der
Molekule unabdingbar. Die wichtigsten Methoden zur Strukturaufklarung dieser Sub-
stanzen sind die NMR—Spektroskopie[m] (kernmagnetische Resonanz) und die Einkri-
stallrontgenstrukturanalyse. Beide Verfahren basieren auf vollig verschiedenen phy-
sikalischen Prinzipien und erganzen sich gegenseitig. So konnen beispielsweise Un-
terschiede zwischen den Konformationen einer Verbindung in Lésung (NMR-Analy-
se) und im Festkorper (Kristallstruktur) aufgedeckt und daraus Ruckschlusse auf va-
riable Bereiche innerhalb des Moleklls gezogen werden. Auf Basis dieser Unter-
schiede ist dann gegebenenfalls die Eruierung von Wirkungsmechanismen biolo-

gisch aktiver Substanzen mdglich.

Das Thema der vorliegenden Dissertation ist die Bestimmung und Interpretation der
Kristallstrukturen von Mersacidin, Actagardin und Ala(0)-Actagardin. Die drei Wirk-
stoffe bilden einen Subtyp der Lantibiotika, eine Wirkstoffklasse mit einzigartigen

Strukturelementen und bislang zum Teil unbekannten Wirkmechanismen. Diese An-
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tibiotika werden derzeit nicht in der Humanmedizin eingesetzt und die auf sie an-
sprechenden Bakterien zeigen bislang keine Kreuzresistenzen zu Vancomycin, ei-
nem bei der Behandlung bakterieller Infektionen als Reserve flr Notfalle dienenden

Glycopeptidantibiotikum.
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2 Mersacidin-analoge Typ-B-Lantibiotika

2.1 Lanthionine

1941 verdffentlichten HorN et al.' ihre Ergebnisse zur sauren Hydrolyse von zuvor

eine Stunde in schwach konzentrierter Na,COs-Losung gekochter Wolle. Sie isolier-

ten eine schwerlGsliche schwefelhaltige Substanz, die sich als Bis-(2-amino-

2-carboxyethyl)-sulfid erwies und der sie den Trivialnamen Lanthionin gaben, ab-

geleitet aus den griechischen Begriffen fir Wolle (Aavog, lanos) und Schwefel (6siov,

theion).

Spater konnten als naturlich auftretende Derivate dieses meso-Lanthionins u.a. das

[-Methyllanthionin, p-Methyllanthioninsulfoxid, sowie die decarboxylierte Variante

cis-2-Aminovinyl-3-S-methyl-D-cystein identifiziert werden.

meso-Lanthionin

B-Methyllanthionin

B-Methyllanthioninsulfoxid

cis-2-Aminovinyl-3-S-methyl-D-
cystein

o/0) 00
I-HT*CHz*S*CHz*?*H

NHz" NHs"

N H NHs
COoO ChHs (‘:oo
I-HC‘)—CHz—ﬁ— —C‘)—H
NH" O H NH
HC——CH CHs foo
HoN S—C—C—H
H  NH"

22
® ® ®

2
®

Abbildung 1: FISCHER-Projektionen und schematische Darstellungen einiger Lanthionin-Derivate.
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Die Konfiguration der o-Kohlenstoffatome ermittelte ALDERTON''? 1953 am Beispiel
des B-Methyllanthionins durch reduktive Entschwefelung mit RANEY-Nickel und an-
schlielfenden Vergleich der Drehwerte der optisch aktiven Komponenten mit ihren
synthetisch erzeugten Aquivalenten. Die Konfiguration des stereogenen B-Kohlen-
stoffatoms konnte 1975 durch Knox et al.!™ anhand einer Roéntgenstrukturanalyse

bestimmt werden.

2.2 Lantibiotikal'*1®!

Neben Wolle enthalten auch andere Naturstoffe diese ungewohnlichen Aminosau-
ren. Zu diesen gehoren u.a. Vogelfedern, Haare und eine Klasse von Peptidantibioti-

ka, die Lanthionin-haltigen Antibiotika oder kurz Lantibiotika.

In den letztgenannten sind die Lanthionine mit ihrer Bis-Aminocarbonsaurefunktion
an zwei Positionen der Proteinhauptkette gebunden und bilden somit Ringstrukturen

aus, die uber charakteristische Monosulfidbricken geknupft werden.

Lantibiotika werden ausschliel3lich von GRAM-positiven Bakterienstammen produ-
ziert. Ausgangspunkt ist in allen Fallen ein ribosomal synthetisiertes Prélantibiotikum,
das aus einer Leadersequenz und einem Prolantibiotikum besteht, welches post-

translational enzymatisch modifiziert wird.

Der erste Schritt dieser Modifikation ist die Eliminierung von Wasser aus den Hydro-
xyaminosauren Serin und Threonin. Das entstehende o,B-Didehydroalanin (Dha)
bzw. die o,B-Didehydroaminobuttersdure (Dhb) wird daraufhin nucleophil in einer ste-
reospezifischen MICHAEL-Addition von einer Cystein-Seitenkette intramolekular ange-
griffen und das entsprechende meso-Lanthionin bzw. B-Methyllanthionin gebildet. In
Einzelfallen kann anschliel3end die Oxidation zum Sulfoxid oder durch dehydrierende

Decarboxylierung die Bildung eines Enolthioethers erfolgen.

Gegenuber Cystein Uberzahliges Serin und Threonin, das nach der Eliminierung
nicht zum Lanthionin umgesetzt werden kann, verbleibt in seiner ungesattigten Form
im finalen Lantibiotikum. Sowohl Serin als auch Threonin kénnen aber auch, vermut-
lich durch den schutzenden Einflul3 der Leadersequenz des Pralantibiotikums, unver-

andert in einigen Lantibiotika auftreten.
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COO”

‘ COO’
H—C—CH—OH —=—> H,C—=C
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NH3+ 3
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o 00 00

+ H—(‘)—CHZ—SH
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NH3" NH5"

meso-Lanthionin

Abbildung 2: Syntheseweg des meso-Lanthionins. Alle stereogenen Zentren sind
als FISCHER-Projektionen dargestellt.

Der finale Schritt in der Synthese der Lantibiotika besteht in der Abtrennung der
Leadersequenz. Die Molekile besitzen unmittelbar danach ihre antibiotische Aktivi-
tat.

2.3 Mersacidin-analoge Typ-B-Lantibiotika

Die Lantibiotika werden gemalf} Jung!™ nach ihrer Wirkungsweise und ihrer raumli-
chen Struktur in die Typen A und B unterteilt. Diese, spater von SAHL etal" korri-
gierte Kategorisierung, definiert die in der Bakterienzellwand porenbildenden,
schraubenformigen Lantibiotika als Typ A. Dagegen sind die Varianten des Typ B
von globularer Gestalt und greifen in die Zellwandbiosynthese der Bakterien ein. Sie
werden weiter in die Cinnamycin-analogen, enzyminhibierenden und Mersacidin-
analogen, Lipid-lI-komplexierenden (vgl. Kap. 6) Subtypen klassifiziert.

Letztere Gruppe von Lantibiotika enthalt neben dem namensgebenden Mersacidin!""!

auch das Actagardin (friiher Gardimycin'™® genannt) und als natirlich auftretende

Variante desselben das Ala(0)-Actagardin'™.

Mersacidin wird vom Bakterienstamm Bacillus HIL 85,54728 produziert. Der Bakteri-
enstamm Actinoplanes liguriae ATCC 31048 liefert je nach der Zusammensetzung

des Kulturmediums sowohl Actagardin als auch Ala(0)-Actagardin.
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Die Peptidsequenzen von Mersacidin und Actagardin weisen eine Abfolge von acht
Aminosauren mit hoher Sequenzhomologie auf. Dieser Bereich ist mit Ausnahme
von nur einer Aminosaure in allen Mersacidin-analogen Lantibiotika konserviert und

wird daher allgemein als das aktive Zentrum dieser Verbindungen angesehen:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 <- Mersacidin
Aba-Cys-Phe-Aba-Leu-Pro-Gly-Gly-Gly-Gly-Val-Cys-Aba-Leu-Aba-Dha-Glu-Cys-Ile-Dhl
Dal-Ser-Gly-Trp-Val-Cys-Aba-Leu-Aba-Ile-Glu-Cys-Gly-Aba-Val-Ile-Cys-Ala-Csx
Actagardin -> 1 2 3 4 5 6 7 8 S 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Die dem N-Terminus nahestehenden aromatischen Aminosauren Phe3 im Mersaci-

din und Trp4 im Actagardin stellen eine weitere Gemeinsamkeit dar.

Actagardin

Ala(0)-Actagardin

Mersacidin

Domane | Domane Il Domane llI Domaéane IV

Abbildung 3: Unterteilung von Actagardin, Ala(0)-Actagardin und Mersacidin in relativ zueinander be-
wegliche Domanen.
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PrAscH et al.® erkannten erstmals die Unterteilung von Mersacidin in drei relativ zu-
einander bewegliche Domanen. Eine ahnliche Segmentierung ist auch fir Actagardin
und Ala(0)-Actagardin sinnvoll und soll in den folgenden Kapiteln zur Referenzierung

der entsprechenden Bereiche der Lantibiotika herangezogen werden (Abb. 3).

Strukturell sind die Mersacidin-analogen Lantibiotika bislang ausschlie3lich spektros-
kopisch durch Kernspinresonanz untersucht worden, und obwohl zumindest fir den
erwahnten konservierten Bereich der Peptidsequenz dieselbe dreidimensionale
Struktur zu erwarten ist, unterscheiden sich die NMR-Modelle des Actagardins von

ZIMMERMANN et al.?" und des Mersacidins von PrRascH et al.”” deutlich (Abb. 4).

Abbildung 4: NMR-Modelle von Mersacidin (links) und Actagardin (rechts). Der konservierte
Bereich der Peptidsequenz ist in rot hervorgehoben. Die mittlere Abweichung der Atomkoordina-
ten der Ca-Atome des konservierten Bereichs betragt 1.67 A.

Die folgenden drei Kapitel werden jedoch zeigen, daf® sowohl die NMR- und Kristall-
strukturen von Mersacidin, als auch die Rontgenstrukturanalysen von Actagardin und
Ala(0)-Actagardin sehr ahnliche Konformationen des konservierten Bereichs besit-
zen. Daher sind alle Least-Squares-Uberlagerungen, die in den folgenden Kapiteln
gezeigt und beschrieben werden, auf der Uberlagerung der Co-Atome von Cys12 bis

Cys18 im Mersacidin bzw. Cys6 bis Cys12 im Actagardin / Ala(0)-Actagardin basiert.
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3 Rontgenstruktur des Mersacidins®?

Abbildung 5: Peptidsequenz des Mersacidins.

3.1 Kiristallisation

Kristalle von Mersacidin mit Kantenlangen von 300 um kdnnen innerhalb von 10 Ta-
gen bei einer Konzentration von 50 mg/mL aus der Losung eines 1:1 Gemisches von
Methanol und Benzol durch langsame Evaporation des Solvens bei Raumtemperatur

erhalten werden®?.

Die dabei auftretenden Kristallhabiti zeigen samtlich trigonale Symmetrie und werden
von trigonalen und rhombischen Prismen nebst weiteren, eher unregelmafigen For-
men dominiert. Bereits diese Variabilitat des Erscheinungsbildes der entstehenden
Kristalle 1alt auf das Vorhandensein einer moglichen Verzwillingung schlie®en, wie
in den folgenden Abschnitten anhand der experimentellen Daten dargelegt werden

soll.

Tabelle 1: Kristallisationsbedingungen von Mersacidin.

Ingredienz rhombische Prismen

Mersacidin 50 mg/mL in MeOH:CgHg=1:1
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3.2 Datensammlung

Die Sammlung der Diffraktionsdaten fand an der EMBL-Beamline BW7B des
DORIS-Speicherringes am DESY in Hamburg statt. Die Wellenlange betrug 0.865 A.
Als Detektor kam das Imageplate-System der Firma MAR mit 180 mm Durchmesser
zum Einsatz. Der Kristall wurde, in perfluoriertem Polyetherdl eingebettet, auf einem

Glasfaden im Stickstoffstrom eines Oxford Cryostream bei 100 K schockgefroren[24].

Bei Kristall-Detektor-Abstanden von 79, 135 und 240 mm wurden Daten mit maxima-
len Auflésungen von 1.06, 1.50 und 3.00 A aufgenommen. Zur Integration und Ska-
lierung der Daten dienten die Programme DENZO%!  SCALEPACK®! und
XPREP?,

Die Elementarzelle besitzt hexagonale Metrik mit den Kantenldngen a=b=46.09 A
und ¢=31.02 A.

3.3 Strukturlosung

Die Analyse der Rdntgendaten mit XPREP? |iefert als mdgliche Raumgruppen P34
und P3,. Die hdhersymmetrischen Raumgruppen P3:21 und P3,21 bzw. P3412 und

P3,12 besitzen zwar wie erwartet hohere, aber deutlich unterschiedliche Rint-Werte*).

Raumgruppen Rint [%]
P34, /P3, 4.9
P3421/ P3,21 19.5
P3412/ P3,12 44.3

Der vergleichsweise niedrige Ri,-Wert fur die Raumgruppen P34121 bzw. P3,21 ist
ein starkes Indiz fur eine Verzwillingung und wird unterstutzt durch den Wert 0.649
der |E2—1|-Statistik, der gegenuber dem Erwartungswert fur azentrische Raum-
gruppen von 0.736 deutlich zu gering ausfallt?”!, Daraus ergibt sich, dal® Mersacidin
in P31 oder P3; kristallisiert, aber uber ein Zwillingsgesetz, das einer zweizahligen

Achse entlang der kurzen Diagonale der Elementarzelle entspricht, verzwillingt ist.

F? —F?

K Rint = Z

/3 F?
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Der Symmetrieoperator der Verzwillingung entspricht folgender Rotationsmatrix:

+0 +1 +0
+1 +0 +0
+0 +0 -1

Beim Beugungsexperiment findet eine Uberlagerung der reziproken Gitter beider
Zwillingsdomanen statt. Die dabei auftretende Mittelung der Reflexintensitaten ist Ur-
sache fur den zu kleinen Wert der |E2-1|-Statistik und kann mathematisch fur jeden

Reflex als Linearkombination zweier Intensitaten angesehen werden.

Aus den beiden Domanen A und B stammen die zwillingsverwandten Reflexe hkl
und h’K’I". Bei einer partiellen Verzwillingung tragen die Domanen unterschiedlich
stark zum beobachteten Beugungsbild bei, so dal} eine gewichtete Mittelung mit dem

Faktor k als Gewichtungsfaktor vorliegt:

ki = (1K) X lana+ Kk Xlgpir

lkr =k Xlapa + (1-K) X Ig pier
Dieses lineare Gleichungssystem kann zur Aufspaltung der gemittelten Intensitaten
benutzt werden. Voraussetzung ist allerdings ein von 0.5 verschiedener Wert fur k,

da sonst das folgende Gleichungssystem nicht I6sbar isti28l:

IA,hkl = [(1-k) X I - K X |h’k’|’] / (1-2k)
IB,h‘k’I’ = [(1-k) X lyrr - K X Ihkl] / (1-2k)

Auf diese Weise konnten die Rontgendaten des Mersacidins entzwillingt werden. Als
Indikator fur die Wahl des k-Wertes diente der |E2-1 [-Wert der entzwillingten Daten.
Das Optimum liegt bei k = 0.2,

Tabelle 2: Entzwillingung der Réntgenstrukturdaten des Mersacidins fur verschie-
dene Verhaltnisse der beiden Zwillingsdomanen (Verzwillingungsfaktor k).

Verzwillingungsfaktor k |E*-1] Rint (P3221) <l/o>
0.0 0.643 0.195 14.91
0.1 0.675 0.241 13.11
0.2 0.736 0.318 10.76
0.3 0.838 0.471 7.94
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Die Strukturlésung des Mersacidins erfolgte mit dem Programm SHELXDP**"in der
Raumgruppe P34 auf Basis der entzwillingten Daten. Der 435. Versuch lieferte einen
Korrelationskoeffizienten von 24.5% zwischen den beobachteten und berechneten
normalisierten Strukturfaktoren”. In der anschlieRenden Optimierung der Peaklist™!

konnte dieser Wert auf 71.0% verbessert werden.

Das Ergebnis zeigte sechs unabhangige Mersacidin-Molekule in der asymmetrischen
Einheit und enthielt 397 der 468 Hauptketten- und 229 der 282 Seitenkettenatome,

sowie einige Atome des Losungsmittels.

3.4 Strukturverfeinerung

Die Atompositionen der Strukturlésung zeigten zum Teil starke Verzerrungen, die auf
signifikante Fehler in den Intensitaten des entzwillingten Datensatzes hindeuteten.
Die Verfeinerung mit SHELXLP fand daher gegen die verzwillingten Daten statt.
Das Programm bietet die Mdglichkeit, Gber die TWIN-Instruktion eine Zwillingsmatrix
anzugeben und nach der Methode von PRATT et al.®® und Jameson et al.®*® durch ei-
ne gewichtete Mittelung der zwillingsverwandten Reflexe Strukturfaktoren zu berech-
nen, die dem verzwillingten Datensatz entsprechen. Parallel dazu wird der Verzwil-
lingungsfaktor k, der flr die gewichtete Mittelung benutzt wird, verfeinert (BASF-In-

struktion).

Zunachst erfolgte die Umbenennung der aus der Strukturlosung erhaltenen Atome
gemal der Nomenklatur des Mersacidins und damit auch die Zuordnung der korrek-
ten Elemente zu den Atomen. Dabei stellte sich heraus, dal} die Molekule die falsche
Chiralitat besalien und sowohl die Koordinaten als auch die Raumgruppe invertiert
werden muf3ten. Die wahre Raumgruppe ist somit P3,.

R7

Neben den Restraints fur Standardaminosauren nach ENGH und HUBE stellten fur

die Lanthioninbriicken intra- und intermolekulare Ahnlichkeitsrestraints, deren Ziel-

) Korrelationskoeffizient nach FUJINAGA et al.®*:

cC= D WESEZD w- D WEDD wE!
[ wer S w (T wer [ we: Sw—(Swed) ]
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werte durch den Einsatz freier Variablen nicht vorgegeben waren, ein geeignetes
Mittel dar, um die aus der Strukturldsung resultierten Verzerrungen zu korrigieren.
Unter Ausnutzung der lokalen nicht-kristallographischen Symmetrie sind so aus den
18 unabhangigen Kopien des B-Methyllanthionins zuverldssige Standardbindungs-

langen und -winkelabstande fur diese Aminosaure bestimmt worden (Tab. 4).

Mit den Programmen XP*! und XTALVIEW™® konnten die sechs Modelle des Mersa-
cidins iterativ bis auf die Tetraglycinketten Gly7—Gly10 der Molekule C und D vervoll-
standigt werden. Das Programm SHELXWAT®*! wurde daraufhin verwendet, um
Sauerstoffatome auf, dem Abstand zu anderen Atomen nach geeignete, noch nicht
interpretierte Maxima der Differenzelektronendichtekarte zu setzen und somit die
restlichen Bereiche der Struktur zu finden. SHELXWAT ruft nach der Generierung
neuer Atome SHELXL auf und entscheidet nach der Verfeinerung anhand des isotro-
pen thermalen Auslenkungsparameters einzeln Uber den Verbleib oder die Entfer-

nung dieser Atome.

Abschliel3end erfolgte die anisotrope Verfeinerung aller Nicht-Wasserstoffatome, so-
wie die ideal-geometrische Generierung von Wasserstoffatomen und deren Verfeine-

rung nach dem Reitermodell.

Der Verzwillingungsfaktor k besald am Anfang der Verfeinerung den Wert 0.34, ver-
ringerte sich dann aber stetig bis auf 0.24. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit

dem in der Strukturlésung verwendeten Wert von 0.20.

) Das Konzept der freien Variablen in SHELXL erlaubt die Verfeinerung sonst konstanter Parameter,
wie z. B. Zielwerten von Bindungslangen- und Winkelabstands-Restraints. Es ermdglicht aber auch die
Einfihrung von Constraints, d. h. die Gleichsetzung sonst unabhangiger Parameter, beispielsweise die
Verfeinerung nur eines Besetzungsfaktors fiir alle Atome einer fehlgeordneten Gruppe. Darliberhinaus
kénnen freie Variablen mit konstanten Faktoren multipliziert und die Differenz ihrer Wertes zu 1 be-
rechnet werden. Auch die Linearkombination mehrer freier Variablen ist vorgesehen.
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Abbildung 6: Kristallstruktur des Mersacidins (Molekul A).
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Abbildung 7: Verlauf der Verfeinerung von Mersacidin. Es bedeuten: SHELXD - Ausgangskoordinaten
nach der Strukturldsung; SADI + DFIX - Verfeinerung aller Parameter, Anwendung von ENGH und

Huser®! Restraints fiir Standardaminosauren und Ausnutzung nicht-kristallographischer Symmetrie

fur die Lanthioninbriicken; SHELXWAT - automatische Plazierung von Sauerstoffatomen auf geeignete
Maxima der Differenzelektronendichtekarte; ANIS - anisotrope Verfeinerung aller Nicht-Wasserstoff-
atome; HFIX - ideal-geometrische Generierung von Wasserstoffatomen und deren Verfeinerung nach

dem Reitermodell.

Tabelle 3: Kristallographische Daten zur Struktur des Mersacidins.

Summenformel CgoH120N20021Ss || Reflexe (Verfeinerung) 33449
Molmasse [g/mol] 1824 Restraints 10784
Kristallsystem trigonal Parameter 7438
Raumgruppe P3; R1 (F > 46(F)) [%] 13.35

a [A] 46.09 R1 (alle Daten) [%)] 14.14

c [A] 31.02 WR2 [%] 33.38
ALY 5.707x10°* Mersacidin (auRer H) 750 Atome
Z 18 Mersacidin (nur H) 720 Atome
MeRtemperatur [K] 100 Methanol (kein H) 18 Atome
Wellenlange [A] 0.8650 Wasser (kein H) 58 Atome
Gesammelte Reflexe 164063 B (Hauptketten) [Az] 16
Unabhangige Reflexe 33469 B (Seitenketten) [AZ] 20
Max. Auflésung [A] 1.06 B (Methanol) [A?] 21
Vollstandigkeit [%] 100.0 B (Wasser) [A] 20
Mittlere Redundanz 4.9 Fehler Bindungen [A] 1.3x102
<|E%-1}> 0.643 Fehler Winkel [A] 3.4x107
Rint [%] 4.9

Rs [%] 34

<l/o> 14.9
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3.5 Interpretation der Struktur

Die sechs unabhangigen Molekile bilden in der asymmetrischen Einheit des Mersa-

cidins ein Dimer von Trimeren mit annahernd 32 bzw. D3 Punktsymmetrie (Abb. 8).

Innerlich werden die Trimere von je drei Wasserstoffbrickenbindungen zusammen-
gehalten. Jedes Mersacidinmolekul bindet Gber Phe3 N an das Carbonylsauerstoff-
atom Glu17_0O seines Nachbarn. Die Reihenfolge, in der die Molekule A bis F ver-
knupft sind, lautet A—B, B—»C, C—A fur das erste und D—E, E—F, F—D fur das

zweite Trimer (Tab. 5).

Die bei der Dimerisierung der Trimere entstehende Einheit wird durch die Bildung ei-
nes hydrophoben Clusters von Phenylalanin-Seitenketten in ihrem Zentrum, der die

Aromaten von der hydrophilen Umgebung des Losungsmittels abschirmt, stabilisiert.

Die zweizahlige Achse dieser hexameren Einheit fallt in ihrer Lage und Orientierung
mit der zweizahligen Drehachse der Raumgruppe P3,21 zusammen. Auf diese Wei-
se findet die zwillingszweizahlige Pseudosymmetrie des reziproken Raumes ihre Ent-

sprechung in der nicht-kristallographischen Pseudosymmetrie des reellen Raumes.

Als Ursache der Verzwillingung kann letztlich die 32 Punktsymmetrie des hexameren
Clusters angesehen werden: die Kristalle wachsen vermutlich durch Anlagerung die-
ser Einheiten, die sich zuvor in Losung gebildet haben. Von Zeit zu Zeit wird dabei
einer der Cluster, die im Kristallgitter relativ lose miteinander verbunden sind, um
180° verdreht eingebaut. Dieser Baufehler setzt sich im Kristall fort, und es entste-

hen grole, in sich monokristalline Domanen — ein Zwilling.

In der Least-Squares-Uberlagerung der sechs Monomere der Kristallstruktur anhand
der Co-Atome der Aminosauren Cys12 bis Cys18 besitzen diese Co-Atome eine
mittlere Abweichung von 0.24 A. Wahrend die Domaéne 11l also kaum sterische Flexi-
bilitat besitzt, ist eine signifikante Variabilitat der Tetraglycinkette von Domane Il

(max. Abweichung 4.7 A) und der gesamten Domane | zu verzeichnen.

Eine Gemeinsamkeit der unabhangigen Moleklle ist die Bildung von Wasserstoff-
bricken zwischen den Amidstickstoffatomen Cys1_N bzw. Gly7_N und der Seiten-
kette von Glu17. Diese Wechselwirkung ist aufgrund der Variabilitat der Domanen |

und Il sehr flexibel und in allen sechs Monomeren unterschiedlich. Auch die Wasser-
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stoffbrickenbindung zwischen Leu5 N und Aba2_ O ftritt in allen Molekilen auf
(Tab. 6).

Die NMR-Struktur des Mersacidins'®” zeigt fiir die Co-Atome von Cys12 bis Cys18
eine mittlere Abweichung von der Kristallstruktur von 0.60 A. Hier sind dieselben Be-

reiche des Peptids als variabel anzusehen.

Dem kombinierten RAMACHANDRAN-PIlot zufolge liegen die groten Unterschiede bei-
der Strukturen im Bereich der Tetraglycinkette Gly7 bis Gly10, im Y-Winkel von
Cys12 und im ®-Winkel von Aba13 (Abb. 11). Die beiden letzten Torsionswinkel
kennzeichnen einen Pepflip und heben die durch sie verursachten konformellen An-
derungen im Molekll gegenseitig auf, so dal® die Gesamttopologie der NMR- und

Kristallstruktur ahnlich ist.

Nur die Konformation der Domane Il weicht deutlich von derjenigen in der Kristall-
struktur ab. Anstatt Uber eine Wasserstoffbriicke an die Carboxylatgruppe von Glu17
zu binden, geht Gly7 eine Wechselwirkung mit Gly10 ein, indem der Domane-II-Ring
entlang einer gedachten Linie zwischen Aba4 Ca und Gly9_Ca einknickt. Gleichzei-
tig bewegt sich Domane | naher an Cys12 heran, ohne dabei die wechselseitigen

Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Leu5_N und Aba2_0O zu verlieren (Tab. 7).

Abbildung 10 stellt die Uberlagerung ausgewahlter Mersacidinmolekiile der Rdntgen-
struktur- und NMR-Analyse dar, aus der das Einknicken des Domane-II-Ringes er-
sichtlich ist. Es mul} jedoch mit Nachdruck darauf hingewiesen werden, dal® dies kei-
ne zeitaufgeloste Analyse einer Bewegung ist. Dennoch stellt sich die Frage nach

Grinden, warum Mersacidin zwischen den Konformationen wechseln konnen sollte.

Ein triftiges Argument fir einen Wechsel ist die Fahigkeit von Mersacidin zur Bildung
von Alkali- und Erdalkalisalzen. Das Molekul besitzt in der Kristallstruktur eine fur die
Koordinierung eines Kations gunstigere Geometrie. In Kapitel 5.5 wird das Einknik-
ken des Domane-lI-Ringes im Mersacidin in bezug auf die Bildung des Calciumsal-
zes von Actagardin und in Kapitel 6 im Kontext eines moglichen Wirkmechanismus

der Mersacidin-analogen Typ-B-Lantibiotika naher diskutiert.
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Abbildung 8: Die nicht-kristallographische Symmetrie der Réntgenstruktur des Mersacidins folgt aus
der Dimerisierung von zwei Trimeren (griin und blau). Die pseudozweizahlige (oben) und die pseudo-
dreizahlige (unten) Achse entsprechen der 32 Punktsymmetrie des hexameren Clusters.
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Doméne llI

Doméne Il

Abbildung 9: Least-Squares-Uberlagerungen der Mersacidinmolekiile der Réntgenstrukturanalyse
(links) und der NMR-Analyse™® (rechts) anhand der Co-Atome von Cys12 bis Cys18. Die flexibelsten

Bereiche sind in beiden Fallen die Tetraglycinkette Gly7—Gly10 (in rot hervorgehoben) und die Doma-
ne I.

Modell E (NMR)
l[ Molekiil B (XTL)
a ‘

Modell D (NMR) “Modell C (NMR)

Abbildung 10: Vergleich der unabhangigen Molekile des Mersacidins mit der NMR-Struktur® in Lo-
sung. Die Kristallstrukturen sind mit XTL, die kernresonanzspektroskopischen Modelle dagegen mit

NMR gekennzeichnet. Die verschiedenen Konformationen der Tetraglycinkette (rot) legen das
Einknicken des Domane-II-Ringes nahe.
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Abbildung 11: RAMACHANDRAN-Plots der Kristallstruktur (4 ; sechs Molekiile) und der NMR-Analyse
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Tabelle 4: Gemittelte 1,2- und 1,3-Abstande im B-Methyllanthionin der Kristallstruktur des Mersacidins.

Atompaar Abstand [A] Atompaar Abstand [A]
Cys_Ca — Cys Cp 1.54(6) Aba_Co — Aba_Cp 1.53(5)
Cys Co — Cys Sy 2.74(4) Aba_Co — Cys Sy 2.79(4)
Cys_CB — Cys_Sy 1.80(4) Aba_CB — Cys_Sy 1.81(4)
Cys CB — Aba_CB 2.80(5) Aba_CB — Aba_Cy 1.53(5)
Aba Cy — Aba Ca 2.52(6) Aba Cy — Cys Sy 2.75(4)

Tabelle 5: Intermolekulare Wasserstoffbrickenbindungen in der Kristallstruktur des Mersacidins.

Wasserstoffbriicken- Abstand Molekil X—Y [A]
bindung A—B B—C C—A D—E E—>F F—D
Phe3 N — Glu17 O 2.91(2) 2.83(2) 2.84(3) 2.91(3) 2.84(2) 2.86(3)

Tabelle 6: Intramolekulare Wasserstoffbrickenbindungen in der Kristallstruktur des Mersacidins.

Wasserstoffbriicken- Abstand in Molekiil X [A]
bindung X=A X=B X=C X=D X=E X=F

Cys1_N — Leu5_0O 2.64(5) | 2.80(4) | 2.73(5) | 2.89(8) | 2.75(4) | 2.77(3)
Cys1_N — Glu17_Oe1 [3.7 (1)1|[4.96(5)1|[4.0 (2)]1| 2.61(7) [[3.45(5)]| 2.83(4)
Cys1_N — Glu17_0e2 [44 (1)]1|[519(7)1|[51 (2)1|[36 (1)]| 2.87(7) | 2.88(4)
Leu5_N — Aba2_O 2.93(4) | 2.974) 292( ) 3.02(7) | 2.92(3) | 2.88(4)
Gly7_N — Glu17_0Oe1 [3.73(9)1|[4.91(7) ] 8 (1) [34 (1)1][3.91(6)1]|[6.094) ]
Gly7_N — Glu17_0Oe2 2.61(6) [[4.81(9)] 5 (2) 5(2) | 2.56(9) |[5.47(5)]
Gly9 N — Pro6_O 2.97(4) | 2.97(5) 288(7) 281(9) 2.95(4) |[6.31(5)]
Leu14_N - Val11_O [3.84(4)1|[3.24(4)] 1 (2) 9 (1) |[3.29(3)1|[3.28(3)1
Cys18 N — Abal5 O 2.93(3) | 2.83(3) | 2.88(8) | 2.78(4) | 2.80(4) | 2.89(2)
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Tabelle 7: Wasserstoffbriickenbindungen in den NMR-Modellen des Mersacidins

[20]

Wasserstoffbriicken- Abstand in Modell X [A]
bindung X=A X=B X=C X=D X=E
Cys1 N — Gly9 O 2.69 2.71 2.68 2.68 2.70
Cys1_ N - Val11_O 2.67 2.67 2.66 2.67 2.69
Cys1_N — Glu17_0e2 2.65 2.64 2.61 2.63 2.61
Aba2 N — Leu5 O 272 2.76 2.72 2.73 2.79
Aba2 N — Gly8_O 2.95 2.83 [4.88] [5.24] [4.80]
Abad N — Aba2 O 2.64 2.66 2.84 2.88 2.85
Abad N — Cys12 O [3.90] [3.39] 3.13 2.95 3.00
Leu5 N — Aba2 O 2.85 2.79 2.82 2.82 2.81
Gly7 N — Gly10_O 2.74 2.77 2.71 2.71 2.69
Gly8 N — Pro6_O 2.85 2.80 2.80 2.82 2.82
Gly9 N — Gly7. O 2.72 2.71 2.86 2.90 2.85
Glyl0_ N — Gly7_O [3.73] [3.35] 2.91 3.02 2.93
Aba13 N — Cys12 O 2.91 2.83 2.87 2.91 2.92
Leu14_N — Glu17_0Os2 2.80 2.79 2.73 2.73 2.71
Glu17_N - Aba15 O 3.07 3.15 3.03 2.95 3.00
Glu17_N — Glu17_0Oe1 2.80 2.76 2.70 2.72 2.72
Cys18_N — Glu17_Oel 2.68 2.69 2.73 [4.35] [4.27 ]
Cys18_ N — Aba15_0O 3.1 3.20 3.05 2.86 2.88
lle19 N — Aba15 O 2.88 2.88 [3.40] [3.51] [3.25]
Dhl20 N — Abail5 O 2.65 2.67 2.71 2.77 2.77
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4 Rontgenstruktur des Actagardins

Abbildung 12: Peptidsequenz des Actagardins.

4.1 Kiristallisation

Actagardin wurde nach der Hanging-Drop-Methode kristallisiert, wobei zunachst sau-
lenformige Kristalle mit quadratischem Querschnitt erhalten werden konnten. Diese
streuten am Synchrotron (EMBL-Beamline BW7B des DORIS-Speicherringes am
DESY in Hamburg) bis zu einer maximalen Aufldsung von 1.9 A. Trotz intensiver
Versuche, die Kristallisationsbedingungen weiter zu verfeinern, waren keine Kristalle
besserer Qualitat zuganglich, und eine Strukturlésung durch molekularen Ersatz***"!

mit den Atomkoordinaten des Ala(0)-Actagardins (vgl. Kap. 5) blieb erfolglos.

Durch Co-Kristallisation mit Kaliumiodid wurde daraufhin der Einbau eines Schwer-
atoms in die Kristallstruktur angestrebt, durch dessen anomales Signal eine Struktur-
I6sung nach der SAS-Methode maglich sein solite*?. Dieses Verfahren ist zuvor von

43l

von STEINRAU und DAUTER et alP** fur Lysozym und weitere Proteine

erfolgreich eingesetzt worden.

Die nach der Hanging-Drop-Methode erhaltenen Kristalle zeigen kubische Symme-
trie mit Kantenlangen von 50-100 um und wachsen bei Raumtemperatur innerhalb
von einer Woche uUberwiegend direkt auf den silikonisierten Deckglaschen. Daher
besitzen die meisten Kristalle die Form eines Wdrfels, der von einer Ebene, die
durch den Mittelpunkt des Kubus verlauft, halbiert wird.
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Tabelle 8: Kristallisations- und Cryobedingungen von Actagardin.

Ingredienz Kuben tetragonale Saulen
O BT

Actagardin 20.0 mg/mL in H,O:EtOH=2:1

HEPES / NaOH 0.07M, pH74

PEG 4000 (50% w/w) 22% viv | 27% viv

Ethanol 25% viv

Kaliumiodid 02M —

Cryoprotektand 24% viv PEG 400 24% v/v Glycerol

Kristallisation 4 uL Hanging-Drop Uber 500 uL Reservoir

4.2 Datensammlung

Die Sammlung der Diffraktionsdaten fand an der EMBL-Beamline X771 des DORIS-
Speicherringes am DESY in Hamburg statt. Die Wellenlange betrug 0.9094 A. Als
Detektor kam der CCD-Zahler der Firma MAR mit 165 mm Durchmesser zum Ein-
satz. Ein Oxford Cryostream temperierte den Kristall wahrend der Messung bei
100 K.

PEG400 erwies sich als geeigneter Cryoprotektand, um wahrend der Messung die
Bildung von Eis zu verhindern. Da die Kristalle in der PEG400-haltigen Lésung lang-
sam solvatisierten, mufdte das sog. Soaking im Cryoprotektand auf etwa 30 Sekun-
den begrenzt werden. Anschlielend wurden die Kristalle nach der Methode von
TENG"® mit einer Schlaufe aus dinnem Nylon der L6sung enthommen und im Kalt-

gasstrom des Oxford Cryostream schockgefroren.

Bei einem Kristall-Detektor-Abstand von 65 mm wurden Daten bis zu einer maxima-
len Aufldsung von 1.26 A aufgenommen. Zur Integration und Skalierung der Daten
dienten die Programme DENZO"®!, SCALEPACK®® und XPREP™°!.

Die Elementarzelle besitzt kubische Metrik mit einer Kantenlange von 47.32 A.
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4.3 Strukturlosung

Die Analyse der Réntgendaten mit XPREP?® liefert P4:32 und P4332 als mdgliche
Raumgruppen. Anhand des anomalen Signals kann zudem der planmaRige Einbau
von lodid bestatigt werden. Somit ist die Lésung der Struktur durch Interpretation ei-
ner aus den Intensitatsdifferenzen der anomalen BlJvOET-Paare berechneten

PATTERSON-Map mdglich.

Das Resultat des mit der PATT-Instruktion in Raumgruppe P4332 gestarteten Struk-
turldsungsprogrammes SHELXS™" ergibt fiir das lodidion eine Position auf der Lage

d nach Wyckorr®!. Hierbei handelt es sich um eine zweizahlige Achse.

Anschlief3end erfolgte eine Erweiterung der gewonnenen Phaseninformation mit dem
Programm SHELXDP®*"! Dabei verbesserte sich der anfangliche Korrelationskoeffi-

zient von 13.9% innerhalb von 10 Zyklen der Optimierung der Peaklist®® auf 76.1%.

Das Ergebnis enthielt 51 der 77 Hauptketten- und 34 der 52 Seitenkettenatome des
Actagardins, sowie einige Atome des Losungsmittels und zwei weitere etwa gleich
starke Elektronendichtemaxima, die denen der vorhandenen Schwefelatome ahnel-

ten.

Da sich einer dieser beiden Peaks auf derselben zweizahligen Lage wie das lodidion
befand, konnte es sich ausschlieBlich um das zum Ladungsausgleich notwendige

Kation, in diesem Fall also um ein Kaliumion, handeln.

4.4 Strukturverfeinerung

In der Strukturlésung von SHELXD sind die enthaltenen Atome zwar den Maxima der
Elektronendichtekarte zugeordnet, jedoch sind ihre Streufaktoren zum Teil nicht kor-
rekt und die isotropen thermalen Auslenkungsparameter sind nicht verfeinert. Ohne
die Koordinaten der Atome zu verandern, wurden daher zunachst nur die sog. U-

Werte zur Verfeinerung freigegeben.

Licken zwischen den gefundenen Teilen der Struktur erschwerten die Umbenen-
nung der Atome und damit die korrekte Zuordnung der Elemente zu den Atomen.
Um dieses Problem zu umgehen, erfolgte im nachsten Schritt durch das Programm
SHELXWAT®" die automatische Plazierung von Sauerstoffatomen auf noch nicht in-

terpretierte Maxima der Differenzelektronendichte. Das Ergebnis dieses zu ARP
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ahnlichen Ansatzes enthielt 62 der 77 Hauptkettenatome, wodurch die Umbenen-

nung nun eindeutig moglich war.

Der FLack-Parameter™ besaR zu diesem Zeitpunkt der Verfeinerung den Wert
1.0(1), so dal} sowohl die Struktur als auch die Raumgruppe zu invertieren waren.
Actagardin kristallisiert somit in P4,32.

Nachdem alle gefundenen Atome entsprechend der Nomenklatur des Actagardins
umbenannt waren, zeigte sich, dal} das héchste bislang nicht identifizierte Maximum
der Differenzelektronendichte an die Carboxyfunktion des Glutamats (Glu11) koordi-
niert. Es mul3te daher ein zweites Kation in der Struktur geben, das aufgrund der
gleichen Peakhohe dieselbe Anzahl von Elektronen wie das zuvor gefundene Kali-
umion besitzt. Demzufolge hatte es sich um ein zweites Kaliumion handeln kénnen.

Die Analyse der Wechselwirkungen innerhalb der Koordinationssphare dieses Kat-

ions anhand des Bond-Valence-Modells "

zeigte jedoch ein Calciumion an
(Tab. 10). Grundlage flr die Bond-Valence-Berechnungen bildete die Formel nach

PAULING (Vv =exp((d, —d)/b))[52] mit einem einheitlichen Wert von 0.37 A fiir b. Die
Standardbindungslangen d, wurden nach BREesE et al.”® berechnet (Tab. 9). Zur

Kontrolle sind auch die Bond-Valence-Ergebnisse flr das Kaliumion aufgeflhrt
(Tab. 11).

Tabelle 9: Einfachbindungslangen zu den Bond-Valence-
Berechnungen fur Actagardin.

Bindung d0 [A] Bindung d0 [A]
K*-O 2.150 K| 2.892
Ca*--0 1.978 Ca?" | 2.715

") Das Bond-Valence-Modell ist eine zuerst von PAULING? aufgestellte semiempirische Korrelation zwi-
schen dem Abstand zweier Atome und der Valenz der sie verknipfenden Bindung. PAULING erkannte,
dal} sich die Differenzen der Bindungsradien von C-C-Einfach- und Doppel- bzw. Einfach- und
Dreifachbindung zueinander wie log(2) / log(3) verhalten. Daraus laRt sich die allgemeine Formel
v=exp((do - d) / b) ableiten, in der die Valenz v der Bindung in Abhangigkeit von ihrer Lange d steht. d,
ist die Lange einer Einfachbindung zwischen dem betrachteten Atompaar. Fur die Konstante b wird
allgemein ein Wert von 0.37 A angenommen. Die Summe aller Valenzen eines Atoms entspricht
seiner Wertigkeit und gibt Aufschlufd dartiber, um welches Element es sich handelt.
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Tabelle 10: Bond-Valence-Berechnungen zum Calciumion im Actagardin. Vo ist die beobachtete Wer-
tigkeit des Atomes X (Vo = ZOCC-V ), Vc die erwartete Wertigkeit. Occ ist der Besetzungsfaktor der

fehlgeordneten Bindungspartner des Calciumions. Ausschlaggebend fir die korrekte Zuordnung des
Elementes zu Atom X ist die Differenz zwischen Vo und Vc, die im Idealfall Null betragt.

Bindung d [A] Occ  v(X=K") | v(X = Ca*")
X — Ser2_Oa 262(2) | 05x 028 0.18
X —Ser2_Ob 224(2) | 05x 0.78 0.49
X —Val5_0 239(1) [ 1.0x 052 0.33
X —Leus_O 2.30(1) |1.0x 067 0.42
X — Glu11_Oe1 253(1) | 1.0x 0.36 0.22
X — Glu11_Oe2 259(1) | 1.0x 0.30 0.19
X — Eoh400_Oa 2.34(3) | 05x 0.60 0.38
X — Eoh400_Ob 237(2) | 05x 055 0.35
X —Hoh1015_Oa | 223(3) | 05x  0.81 0.51
X —Hoh1015 Ob | 257(3) | 05x  0.32 0.20
Vo= 352 2.22
Ve=  1.00 2.00

Ca” gHoh1015

: Eohd00
Ser2

Tabelle 11: Bond-Valence-Berechnungen zum Kaliumion im Actagardin. Die mit $1 gekennzeichneten
Atome sind Symmetrieaquivalente auf der gegentiberliegenden Seite der durch das Kalium- und das
lodidion verlaufenden zweizahligen kristallographischen Achse. Der zugehdrige Symmetrieoperator ist

unten angegeben.

Bindung d [A] Occ  v(X=K") | v(X = Ca*")

X —Aba14_O 262(1) [ 10x 028 0.18

X — Aba14_0$1 262(1) | 1.0x 0.28 0.18

X —Val15_0 299(1) [ 1.0x 0.10 0.06

X —Val15_0$1 299(1) | 1.0x 0.10 0.06

X —Cys17_O 280(1) | 1.0x 0.7 0.11

X — Cys17_O$1 280(1) |1.0x 017 0.11

X —| 4.08(1) | 1.0x  0.04 0.02
Vo= 1.14 0.72

$1=-z-1/4,-y-5/4,-x-1/4 Ve = 1.00 2.00
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Im weiteren Verlauf der Verfeinerung konnte eine Fehlordnung der Haupt- und Sei-
tenkettenatome der Aminosauren Ser2, Gly3 und Trp4 aufgedeckt werden. Das Be-
setzungsverhaltnis der beiden Komponenten verfeinerte als freie Variable auf einen
Endwert von 50%.

An diese Fehlordnung koppeln u. a. das Wassermolekul Hoh1015 und das Ethanol-
molekul Eoh400, die beide an der Koordination des Calciumions beteiligt sind (vgl.
Abb. zu Tab. 10).

Der weitere Gang der Verfeinerung bestand in der Komplettierung des Actagardin-
und Lésungsmittelmodells, der geometrisch idealen Positionierung von Wasserstoff-

atomen und der anisotropen Verfeinerung aller Nicht-Wasserstoffatome.

Wahrend der Verfeinerung kamen die Restraints fur Standardaminosauren nach
ENGH und HUuser™"), sowie die aus den Modellen der Mersacidin-Kristallstruktur ge-

wonnenen Parameter zur Geometrie des Lanthionins zum Einsatz.

Abbildung 13: Kristallstruktur des Actagardins (links: PART 1; rechts PART 2).
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Abbildung 14: Verlauf der Verfeinerung von Actagardin. Es bedeuten: SHELXD - Ausgangskoordina-
ten nach der Strukturlésung; BLOC + MOVE - Verfeinerung der isotropen thermalen Auslenkungspara-
meter und Invertierung der Struktur von P4332 zu P4,32; CGLS - Verfeinerung aller Parameter;
FLOOD - Einfligen von Wasser- und Ethanolmolekiilen; PART - Fehlordnung der Haupt- und Seiten-
ketten von Ser2, Gly3 und Trp4; ANIS + HFIX - anisotrope Verfeinerung aller Nicht-Wasserstoffatome,
sowie die ideal-geometrische Positionierung von Wasserstoffatomen und deren Verfeinerung nach

dem Reitermodell.

Tabelle 12: Kristallographische Daten zur Struktur des Actagardins.

Summenformel Cg1H124N20024S4 || Reflexe (Verfeinerung) 8829
Molmasse [g/mol] 1890 Restraints 2787
Kristallsystem kubisch Parameter 1815
Raumgruppe P4,32 R1 (F > 46(F)) [%] 11.09

a [A] 47.09 R1 (alle Daten) [%] 11.84
vV A% 1.044x10° Ries (F > 46(F)) [%] 14.26

Z 24 Riee (alle Daten) [%] 15.03
MeRtemperatur [K] 100 wWR2 [%] 27.65
Wellenlange [A] 0.9094 Actagardin (aufder H) 129 Atome
Gesammelte Reflexe 90829 Actagardin (nur H) 124 Atome
Unabhéangige Reflexe 9315 Ethanol (kein H) 6 Atome
Max. Auflésung [A] 1.26 Wasser (kein H) 25 Atome
Vollstandigkeit [%] 99.6 B (Hauptkette) [AZ] 17
Mittlere Redundanz 9.8 B (Seitenketten) [Az] 15
<|E%-1}> 0.762 B (Ethanol) [A%] 21

Rint [%] 3.6 B (Wasser) [A?] 31

R, [%] 35 Fehler Bindungen [A] 2.0x10
<l/o> 22.7 Fehler Winkel [A] 5.4x10”
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4.5 Interpretation der Struktur

Die Ladungsbilanz der Actagardinstruktur weist ein Defizit von einer negativen La-
dung auf, denn den vier positiven Ladungen von Ca®, K und N-Terminus stehen
nur die drei negativen Ladungen der beiden Carboxylatgruppen (Glu11 und Ala19;

pH=7.4) und des lodidions gegenuber.

Die Analyse der anomalen Differenzelektronendichte mit XTALVIEWP® schliet die
Prasenz weiterer schwerer Anionen, wie z. B. Chlorid, aus. Aufgrund des schwach
basischen Milieus ist daher ein Hydroxidion flir den Ladungsausgleich am wahr-

scheinlichsten.

Bond-Valence-Berechnungen flr das Lésungsmittelmodell des Actagardins ergeben
im Vergleich zu Ala(0)-Actagardin und Mersacidin die héchsten Valenzen einzelner
Wassermolekule. Besonders eine der Lagen des fehlgeordneten Wassermolekuls
Hoh1015 hebt sich deutlich von den anderen ab und kommt daher als Hydroxidion in
Frage. Da dieses jedoch nur teilbesetzt ist, mul} die Gesamtladung des Hydroxidions

durch Fehlordnungen im Lésungsmittelmodell delokalisiert sein.

Tabelle 13: Bond-Valence-Berechnung fir die Lésungsmittelmodelle in Actagardin, Ala(0)-Actagardin
und Mersacidin. Der héhere Wert fir Hoh1015_Oa im Actagardin weist auf ein Hydroxidion hin.

Actagardin Ala(0)-Actagardin Mersacidin
pH=74 pH=4.6 pH =n/a
Wasser V[v.ul] Wasser V[v.ul] Wasser V[v.ul]
Hoh1015_0Oa 0.62 Hoh1034_0O 0.39 Hoh1015_0O 0.16
Hoh1015_0Ob 0.34 Hoh1009_0O 0.31 Hoh1023_0O 0.14
Hoh1005_Ob 0.24 Hoh1033_0O 0.28 Hoh1050_0O 0.14
Hoh1000_O 0.22 Hoh1031_0O 0.28 Hoh1035_0O 0.13
Hoh1018_0O 0.20 Hoh1035_0O 0.20 Hoh1054 O 0.11
Hoh1023_0O 0.17 Hoh1027_0O 0.16 Hoh1003_O 0.11
Hoh1005_0Oa 0.16 Hoh1014_0O 0.12 Hoh1053 O 0.10
Hoh1030_0O 0.12 Hoh1018_0O 0.1 Hoh1025_0O 0.08
Hoh1016_0O 0.12 Hoh1004_0O 0.09 Hoh1055_0O 0.08
Hoh1025 O 0.11 Hoh1025 O 0.09 Hoh1012 O 0.08
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Die Fehlordnung der Haupt- und Seitenkettenatome von Ser2, Gly3 und Trp4 ist auf
zwei energetisch gleichwertige Muster von Wasserstoffbricken zurlckzufuhren, die
zwischen den um eine dreizahlige kristallographische Achse gruppierten Symmetrie-
aquivalenten dieser drei Aminosauren existieren. In der ersten Komponente der
Fehlordnung koordiniert das Glycin tUber Gly3 N direkt an den Carbonylsauerstoff
seines Symmetriedquivalents, wahrend in der zweiten Komponente eine Bindung an
den Carbonylsauerstoff des symmetrieaquivalenten Trp4 erfolgt (Abb. 15). Die bei-
den unabhangigen Wasserstoffbricken besitzen eine einheitliche Lange von
2.74(8) A (Tab. 14) und sind somit innerhalb der Standardabweichung geometrisch
und energetisch gleichwertig. Keines der beiden Konformere wird daher favorisiert.
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Abbildung 15: Stereobild der Fehlordnung der Hauptkettenatome von Gly3 und Trp4 im Actagardin.
Die erste Komponente der Fehlordnung ist als dicke schwarze Linie gezeichnet, Komponente zwei als
diinne Doppellinie. Die Suffixe $0, $1 und $2 ordnen die Atome in drei Gruppen ein, die den symme-
triedquivalenten Lagen der durch das Zentrum verlaufenden, senkrecht zur Papierebene stehenden
dreizahligen kristallographischen Achse entsprechen.

Um dieselbe dreizahlige Achse gruppieren sich auch die symmetrieaquivalenten Sei-
tenketten des Tryptophans Trp4 und sind dabei ebenfalls, Uber Wasserstoffbricken

zwischen den Trp4_Ne1-Atomen, zyklisch verknupft (Abb. 16).
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Abbildung 16: Stereobild der Seitenkette von Trp4 im Actagardin mit ihren Symmetriedquivalenten.
Es ist nur die zweite Komponente der Fehlordnung dargestellt. Fir die Konvention der Benennung
symmetriedquivalenter Atome vgl. Abb. 15.

Die Quelle der Calciumionen konnte langere Zeit nicht eindeutig bestimmt werden,
da sie nicht in der Kristallisationslosung eingesetzt worden waren. Experimentelle
Befunde deuten jedoch darauf hin, da das Calcium bereits im Lyophilisat des Acta-
gardins enthalten ist:

Der microPIXE—AnaIyse*)[54]

zufolge, enthalt die Actagardin-Ausgangssubstanz neben
Spuren von Phosphor ein Calciumion pro 298 Schwefelatome und ein Kaliumion pro
3 Schwefelatome. Bei einer Konzentration von 10 mg/mL Actagardin im 4 uL Kri-
stallisationstropfen entspricht dies 1.7x10"* Calciumionen bzw. 7.4x10° um® des kri-
stallisierten Actagardin-Calciumkomplexes pro Tropfen. Da durchschnittlich drei Kri-
stalle in jedem Tropfen wachsen und die allgemein auftretende Kristallform einem
halbierten Kubus entspricht, folgt daraus eine maximal mogliche Kristallkantenlange
von etwa 80 um. Die Kantenlangen der beobachteten Kristalle liegen zwischen 50
und 100 um. Unter Berucksichtigung der fehlerbehafteten MelRmethoden, ist dem-
nach die im Lyophilisat nachgewiesene Calciummenge ausreichend fir die Bildung

der erhaltenen Kristalle des Actagardin-Calciumsalzes.

Das Calciumion wird verzerrt pentagonal bipyramidal koordiniert und ist in der aqua-

torialen Ebene von der bidentalen Seitenkette der Glutaminsaure Glu11, sowie dem

") Bei der microPIXE-Analyse wird eine Probe der zu untersuchenden Substanz mit einem fokussierten
Protonenstrahl beschossen und die emittierte charakteristische Rontgenstrahlung zur quantitativen Be-
stimmung aller Elemente mit einer Ordnungszahl gréRer 10 herangezogen. Voraussetzung fur die
quantitative Analyse ist die Kenntnis der Anzahl der Atome eines bestimmten Elementes pro Formel-
einheit, im Beispiel des Actagardins also vier Schwefelatome pro Molekiil.
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Carbonylsauerstoffatom von Val5, dem Wassermolekul Hoh1015 und dem Ethanol-
molekul Eoh400 umgeben. Die axialen Positionen sind mit den Carbonylsauerstoff-
atomen der Aminosauren Ser2 und Leu8 besetzt (vgl. Abb. zu Tab. 10). Diese Koor-
dination ermoglicht durch Verdrangung der fehlgeordnet gebundenen Losungsmittel-
moleklle den direkten Zugang zum Calciumion, so dal vor allem negativ geladene

Bindungspartner direkt andocken konnten.

Bei Mersacidin bewirkt die Anreicherung des Mediums mit Calciumionen durch-
schnittlich eine Verdoppelung der antibiotischen Aktivitat®®. Ahnliche Resultate lie-
fert der Vergleich von Mersacidin mit seinem KaliumsalZ®®. Die Anwesenheit von
Kationen wirkt mithin positiv auf die antibakterielle Wirksamkeit dieses Lantibioti-

kums.

Als Bindungsstelle fur das Calciumion im Mersacidin kommt ausschlieRlich und wie
bei Actagardin die Seitenkette der deprotonierten Glutaminsaure in Frage, denn die
Carboxylatgruppe des C-Terminus wird wahrend der Biosynthese durch dehydrieren-

de Decarboxylierung entfernt. Somit verbleibt die einzige negative Ladung an Glu17.

Drei der sechs Monomere der Mersacidin-Kristallstruktur zeigen eine dem Actagar-
din-Calciumkomplex vergleichbare Geometrie (Abb. 17). Daher ist es naheliegend,
die aktivitatssteigernde Wirkung der Kalium- und Calciumionen von Mersacidin auf

Actagardin zu Ubertragen.

Ca-Gly9 O 220 A
Ca-Vvall1_ O 2.90 A
Ca—-Leu14 O 3.23A
Ca - Glu17_0Oe1 2.53 A
Ca—Glu17_0Oe2 2.59A

Abbildung 17: Uberlagerung der Kristallstruktur von Mersacidin (Molekiil D) mit der
Position des Calciumions und der Glutaminsdure-Seitenkette der Actagardin-
Kristallstruktur. Die urspringliche Position der Seitenkette der Glutaminsaure im
Mersacidin ist halb durchsichtig dargestellt.
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Die Konformation des Mersacidins im NMR-Modell ist in ihrer Fahigkeit Kationen zu
binden eingeschrankt, denn der in die Koordinierung involvierte Domane-II-Ring ist,
wie in Kap. 3.5 dargelegt, eingeknickt und kann die Wechselwirkung zum Kation nur
abgeschwacht aufbauen. Da aber experimentell bewiesen ist, dald auch Mersacidin
Salze bildet, mul3 Domane Il zurtickklappen kdnnen und die in der Kristallstruktur be-
obachtete Konformation annehmen. Dies ist ein Anhaltspunkt der fur den in Kap. 3.5

postulierten Konformationswechsel im Mersacidin-Molekul spricht.

ZIMMERMANN und JUNG erkannten in inrem NMR-Modell des Actagardins®®" neben
der hier mit Calcium beladenen Bindungstasche eine zweite Koordinationsstelle in
Domane |V, die in der Kristallstruktur des Actagardins mit einem Kaliumion besetzt

ist und die Mersacidin aufgrund des Fehlens der Domane |V nicht ausbilden kann.

Dieses Alkalikation wird im wesentlichen verzerrt oktaedrisch koordiniert von den
Carbonylsauerstoffatomen der Aminosauren Aba14, Val15 und Cys17, sowie deren
Symmetrieaquivalenten auf der gegenuberliegenden Seite der zweizahligen kristallo-

graphischen Drehachse (vgl. Abb. zu Tab. 11).

Das lodidion ist weitgehend isoliert, und es bestehen nur schwache Wechselwirkun-
gen zum Kaliumion, zu Csx19_N, Hoh1019_O und zu den Symmetrieaquivalenten

der letzten beiden.

Zwischen den Domanen Il und Il bestehen, abgesehen von der kovalenten Verknup-
fung Uber Cys6-Aba7 und der Uber das Calciumion vermittelten elektrostatischen
Wechselwirkung, keine weiteren intramolekularen Kontakte. Weder direkte noch indi-
rekte, Uber Wassermolekule verlaufende Wasserstoffbrickenbindungen sind zu be-
obachten (vgl. Tab. 14).

Die Least-Squares-Uberlagerung der Kristallstrukturen des konservierten Bereiches
von Actagardin und Mersacidin (Ca-Atome von Cys6 bis Cys12) liefert eine mittlere
Abweichung der Co-Atome von 0.21 A (vgl. Abb. 18). Im Gegensatz zum NMR-Mo-
dell des Actagardins (1.67 A) ist hier also eine gute Ubereinstimmung mit Mersacidin

zu verzeichnen (vgl. Kap. 2.3).

Ein wesentlicher Unterschied zwischen beiden Lantibiotika besteht in der Lage der
aromatischen Aminosauren, Phe3 bei Mersacidin und Trp4 bei Actagardin. Diese be-

finden sich auf annahernd gegenuberliegenden Positionen des Thioetherringes der
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Domane Il. In Kapitel 5.5 wird dieser Umstand im Zusammenhang mit einem bei

Ala(0)-Actagardin beobachteten Konformationswechsel eingehender diskutiert.

Abbildung 18: Least-Squares-Uberlagerung der Kristall-
strukturen von Actagardin (rot) und Mersacidin (blaugrau).
Die mittlere Abweichung der Ca-Atome von Cys6 bis Cys12
betragt 0.21 A. Die aromatischen Aminosduren Phe3 des
Mersacidins und Trp4 des Actagardins befinden sich auf ge-
genlberliegenden Seiten der Molekiile.
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Tabelle 14: Wasserstoffbrickenbindungen in der Kristallstruktur

des Actagardins.

Wasserstoffbriickenbindung Abstand [A]
Dall_N — Csx19_OT1a$1 2.8 (2)
Dall_ N — Csx19_OT2b$1 2.8 (2)
Gly3 Na — Gly3_0Oa$2 2.74(8)
Gly3 Nb — Trp4 Ob$2 2.74(7)

Ser2 Oya — Trp4_Oa$2 2.91(7)
Val5_ N — Eoh400_Oa 2.51(7)
Val5_N — Eoh400_Ob 3.08(7)
Cys6_N — Hoh1004_O 2.82(2)

Hoh1004_O - Dal1_0$3 2.96(3)

Hoh1004_O — Ser2_Oyb$3 2.59(4)
Aba7 N - Leu8 N 2.72(2)
Aba7 N — Glu11_Oe1 2.99(2)
Aba9 N — Hoh1001_O 2.91(2)

Hoh1001_O - Cys12 O 2.95(2)

Hoh1001 O — lle16 O 2.82(2)
Glu11_N — Glu11_Oe2 2.75(3)
Cys12 N — Aba9 O 2.94(2)
Gly13_ N - Hoh1016_0O 2.99(4)

Hoh1016_ O — lle10_O 2.66(5)
Aba14 N — Cys17 O 2.93(3)
lle16_N — Hoh1003_O 2.87(2)

Hoh1003 O — Cys12 O 2.94(2)
Cys17 N — Val15_0%$4 2.78(3)
Ala18_ N - Hoh1031_Oa 3.15(7)
Ala18_ N — Hoh1006_Ob$5 2.75(4)

Hoh1031_Oa - Cys6_0%5 2.30(9)
Hoh1006_Ob — Cys6 O 2.85(3)
$1=2z-3/4,-y-3/4,x+3/4; $2=2z-1/2,-x-1/2,-y;
$3=-y-1/2,-z, x +1/2; $4=-z-1/4,-y-5/4,-x-1/4
$5=-y-3/4,x-1/4,z+1/4
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5 Rontgenstruktur des Ala(0)-Actagardins

Abbildung 19: Peptidsequenz des Ala(0)-Actagardins.

5.1 Kiristallisation

Ala(0)-Actagardin bildet nach der Hanging-Drop-Methode unter beinahe identischen
Bedingungen zwei morphologisch unterschiedliche Kristallmodifikationen hexagona-
ler Symmetrie aus, die sich gezielt erzeugen lassen: eine pyramidale und eine pris-

matische.

Obwohl durch ihre erheblich langsamere Kristallisation von mehreren Monaten die
pyramidale Modifikation der prismatischen (plattchenformigen) vorzuziehen sein soll-
te, zumal letztere haufig durch Keimbildung am Deckglaschen entsteht und so wah-
rend des Wachstums entlang einer Ebene durch den Kristallmittelpunkt in ihrer
raumlichen Ausdehnung behindert wird, liefert das Beugungsexperiment der prisma-

tischen Form Daten hoherer Auflosung.

Da beide Kristallformen dieselbe Raumgruppe und dieselbe Struktur des
Ala(0)-Actagardins besitzen, wird im folgenden ausschliel3lich der hochaufgelOste

Datensatz der prismatischen Form zur Diskussion herangezogen.

Die prismatischen Kristalle besitzen Kantenlangen von 150 x 150 x 50 um und

wachsen bei Raumtemperatur innerhalb von ca. 2 Wochen.
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Tabelle 15: Kristallisations- und Cryobedingungen von Ala(0)-Actagardin.

Ingredienz hexagonale Plattchen hexagonale Pyramiden

a

Ala(0)-Actagardin 3.0 mg/mL in H,O:EtOH=2:1

HAc / NaAc 0.1M, pH4.6 0.1 M, pH5.0
Isopropanol 30% viv 25% viv
CaCl,2H,0 02M

Cryoprotektand 30% v/v Glycerol

Kristallisation 4 uL Hanging-Drop Uber 500 uL Reservoir

5.2 Datensammlung

Die Sammlung der Diffraktionsdaten fand an der EMBL-Beamline X371 des DORIS-
Speicherringes am DESY in Hamburg statt. Die Wellenlange betrug 0.750 A. Als De-
tektor kam das Imageplate-System der Firma MAR mit 345 mm Durchmesser zum

Einsatz. Ein Oxford Cryostream temperierte den Kristall bei 100 K.

Glycerol erwies sich als geeigneter Cryoprotektand, um wahrend der Messung die
Bildung von Eis zu verhindern. Die Kristalle sind in der glycerolhaltigen Losung stabil
und konnten daher einem etwa zweiminlitigen Soaking unterzogen werden. An-

c!*®! mit einer Schlaufe aus diin-

schlie®end wurden sie nach der Methode von TEN
nem Nylon der Losung entnommen und im Kaltgasstrom des Oxford Cryostream

schockgefroren.

Bei Kristall-Detektor-Abstanden von 90, 250 und 380 mm wurden Daten mit maxima-
len Aufldsungen von 0.90, 1.42 und 2.03 A aufgenommen. Zur Integration und Ska-
lierung der Daten dienten die Programme DENZO™!  SCALEPACK®! und
XPREP?

Die Elementarzelle besitzt hexagonale Metrik mit den Kantenlangen a=b=32.91 A
und c=21.92 A.
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5.3 Strukturlosung

Die Analyse der Rontgendaten mit XPREP®°! ergab als hochstsymmetrische Raum-
gruppe P6. Die Strukturlosung erfolgte mit dem Programm SHELXDP**"! und bereits
aus dem ersten Versuch resultierte ein Korrelationskoeffizient von 49.7%, der sich in

der anschliefenden Optimierung der Peaklist 132 bis auf 69.8% verbesserte.

Das Ergebnis enthielt 66 der 80 Hauptketten- und 33 der 54 Seitenkettenatome, so-

wie einige Atome des Losungsmittels.

5.4 Strukturverfeinerung

Ahnlich wie bei Actagardin wurden in den ersten Schritten der Verfeinerung zunéchst
nur die isotropen thermalen Auslenkungsparameter verfeinert und die Atomkoordina-
ten konstant gehalten. Parallel dazu erfolgte die Umbenennung der aus der Struktur-
I6sung und -verfeinerung gewonnenen Atompositionen gemafy der Nomenklatur des
Ala(0)-Actagardins.

Nachdem das Modell des Lantibiotikums auf diese Weise vervollstandigt war, konnte
anhand der Elektronendichte in XTALVIEW®® ein Pepflip der Carbonylgruppe von
lle16 mit einem daran gekoppelten fehlgeordneten Wassermolekil identifiziert wer-
den. Eine zweite Fehlordnung war zu diesem Zeitpunkt auch an der Seitenkette von

Ser2 zu erkennen.

Bei der anschlieRenden anisotropen Verfeinerung gab SHELXLP* eine
umfangreiche, etwa zwei Drittel der Gesamtstruktur betreffende Liste von

Warnungen Uber weitere moglicherweise fehlgeordnete Atome aus.

Ausgehend vom Pepflip an lle16 wurden nun zunachst die Aminosauren zum C-Ter-
minus fehlgeordnet und dann Uber die Lanthioninbricke Cys17—Aba9 auch das Zen-
trum der Struktur von Leu5 bis Aba14. Abschlieliend mufdte auch das N-terminale

Ala0 in diese Fehlordnung einbezogen werden.

Somit liegen in der Struktur nebeneinander zwei Konformere des Ala(0)-Actagardins
im Verhaltnis 54 : 46 als Fehlordnungen vor, die in den Aminosauren Dal1 bis Trp4

und Val15 Ubereinstimmen.
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Wahrend der Verfeinerung kamen die Restraints fur Standardaminosauren nach
ENGH und HUuserP", sowie die aus den Modellen der Mersacidin-Kristallstruktur ge-

wonnenen Parameter zur Geometrie des Lanthionins zum Einsatz.

Um den Verdacht auf Verzwillingung und/oder falsche Wahl der Raumgruppe zu ent-
kraften, wurde die Struktur auch in P3 verfeinert. Das Ergebnis zeigte aber bei den
nun zwei Molekllen in der asymmetrischen Einheit dieselbe umfangreiche Fehlord-

nung wie in der Raumgruppe P6.

Der Vergleich der Rin-Werte” fiir die Raumgruppen P6 (3.5%) und P622 (40.8%) be-
legt, dal® Ala(0)-Actagardin nicht in der hoheren hexagonalen LAUE-Gruppe kristalli-

siert.

Abbildung 20: Kristallstruktur des Ala(0)-Actagardins (links: PART 1; rechts: PART 2).

F? —F?

K Rt = Z

3 F:



5 Roéntgenstruktur des Ala(0)-Actagardins 40

45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

R1

15.3%
13.7%

10.4% 9.3% 9.0%

PART
ANIS
HFIX
WGHT

[a] [%)]

5 8 g ¢
o ' O] o)
I @ © =
n

FLOOD

Abbildung 21: Verlauf der Verfeinerung von Ala(0)-Actagardin. Es bedeuten: SHELXD - Ausgangsko-
ordinaten nach der Strukturlésung; BLOC - Verfeinerung der isotropen thermalen Auslenkungspara-
meter; CGLS - Verfeinerung aller Parameter; MOVE - |Invertierung der Struktur;
PART - Fehlordnung der Haupt- und Seitenketten; FLOOD - Einfligen von Wassermolekiilen; ANIS —
anisotrope Verfeinerung aller Nicht-Wasserstoffatome; HFIX - ideal-geometrische Positionierung von
Wasserstoffatomen und deren Verfeinerung nach dem Reitermodell; WGHT - Anpassung des Gewich-
tungsschemas.

Tabelle 16: Kristallographische Daten zur Struktur des Ala(0)-Actagardins.

Summenformel Cg4H128N21025S, || Reflexe (Verfeinerung) 9562
Molmasse [g/mol] 1960 Restraints 6913
Kristallsystem hexagonal Parameter 2510
Raumgruppe P6 R1 (F > 40(F)) [%] 9.00

a [A] 32.91 R1 (alle Daten) [%] 9.26

c [A] 21.92 Riree (F > 46(F)) [%] 10.50
ALY 2.056x10° | Ryeo (alle Daten) [%] 10.83

Z 6 WR2 [%] 24.38
MeRtemperatur [K] 100 Ala(0)-Actagardin (aufder H) 134 Atome
Wellenlange [A] 0.7500 Ala(0)-Actagardin (nur H) 128 Atome
Gesammelte Reflexe 61692 Wasser (kein H) 25 Atome
Unabhangige Reflexe 10097 B (Hauptketten) [AZ] 4
Max. Auflésung [A] 0.90 B (Seitenketten) [A?] 4
Vollstandigkeit [%] 99.4 B (Wasser) [AZ] 13
Mittlere Redundanz 6.1 Fehler Bindungen [A] 1.9x107
<|E*-1|> 0.709 Fehler Winkel [A] 4.0x10%
Rint [%] 3.5

Rs [%] 55

<l/o> 13.7
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5.5 Interpretation der Struktur

Die Existenz zweier Konformere in der Kristallstruktur des Ala(0)-Actagardins ermog-

licht, aus ihrem Vergleich auf bewegliche Bereiche der Struktur zu schliel3en.

Die Least-Squares-Uberlagerung der beiden Konformere anhand der Co-Atome der
Aminosauren Cys6 bis Cys12 zeigt eine mittlere Abweichung der Koordinaten dieser
Atome von nur 0.12 A. Aus der Rotationsmatrix und dem Translationsvektor der
Uberlagerung folgt im wesentlichen eine Parallelverschiebung von Doméne I relativ
zu den Domanen Il und IV (Abbildung 22; links):

+0.99951 +0.01583 -0.02691 —0.34787
—0.01464 +0.99893 +0.04377 +0.89090(/=1.31 A
+0.02758 -0.04335 +0.99868 —0.90063

Domane Il

Abbildung 22: Die beiden Fehlordnungskomponenten von Ala(0)-Actagardin im Kristall (links) und
nach einem Least-Squares-Uberlagerung der Ca-Atome von Cys6 bis Cys12 (rechts).

In der Uberlagerung beider Fehlordnungskomponenten ist eine Verschiebung der
Doméne IV um 1.00 A ersichtlich (Abbildung 22; rechts), die mit dem Pepflip an lle16
gekoppelt ist. Zusatzlich andern sich die Torsionswinkel der N-Co-Bindung von
Gly13 (T1) und der CB-Sy-Bindung der Lanthioninbriicke Cys17—Aba9 (T2).
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Die Konformation von PART 1 des Ala(0)-Actagardins entspricht, wie nachfolgender

Tabelle zu entnehmen ist, dem Actagardin (vgl. Abbildungen 13 und 22):

T1[°] T2[]
Ala(0)-Actagardin, PART 1 -92(2) -154(1)
Ala(0)-Actagardin, PART 2 -66(2) -173(1)
Actagardin -92(2) -157(1)

Die Fehlordnung des zentralen Bereiches der Struktur wird hervorgerufen durch die
beiden oben beschriebenen Konformere des Ala(0)-Actagardins in Kombination mit
den an zwei-, drei- und sechszahligen kristallographischen Achsen fixierten, Gber in-
termolekulare Wasserstoffbricken verknlpften N- und C-Termini. Als Folge daraus
muld der Mittelteil der Struktur ausweichen und ist daher auf zwei Lagen fehlgeord-

net.

Die Position des Kaliumions im Actagardin ist im Ala(0)-Actagardin durch das Was-
sermolekll Hoh1024 besetzt. Werden beide Strukturen mittels eines Least-Squares-
Uberlagerung der Co-Atome von Cys6 bis Cys12 (iberlagert, so betragt der Abstand
zwischen K und Hoh1024_O nur 0.38 A. Es ist anzunehmen, daR von den energe-
tisch gleichwertigen Konformationen des Ala(0)-Actagardins in Anwesenheit eines

Metallkations in der Kristallstruktur diejenige des Actagardins bevorzugt ware.

Die im Actagardin mit einem Calciumion besetzte Bindungstasche ist im Ala(0)-Acta-
gardin leer. Dies ist besonders bemerkenswert, da die Kristallisation in Gegenwart
von CaCl, erfolgte. Statt an ein Kation, bindet Glu11 mit der Seitenkette Uber eine
Wasserstoffbricke an das Carbonylsauerstoffatom von Leu8 (Glu11_Oe2 — Leu8_O
2.71(6) A). Bei dem zur Kristallisation gewahlten pH-Wert von 4.6 ist die Carboxylat-
gruppe von Glu11 demzufolge protoniert, obwohl der pKa-Wert der freien Glutamin-

saure 4.3 betragt und fur eine Deprotonierung spricht.

Die Untersuchung des Lyophilisats von Ala(0)-Actagardin mittels energiedispersiver
Réntgenmikroanalyse*) ergab im Gegensatz zu Actagardin das Fehlen von Calcium-

ionen®”. In Kapitel 4.5 konnte fur Actagardin gezeigt werden, dal’ der im Kristall ge-

" Die energiedispersive Rdntgenmikroanalyse (EDX) entspricht der in Kap. 4.5 beschriebenen
microPIXE-Analyse. Der wichtigste Unterschied besteht in der Verwendung eines Elektronen- statt ein-
es Protonenstrahles.
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fundene Calciumkomplex bereits in der gefriergetrockneten Ausgangssubstanz vor-
liegt. Somit ist die Bildung dieser Komplexe bei den Kristallisationsexperimenten bis-

lang nicht beobachtet worden.

CHATTERJEE et al.® erkannten bei der in-vitro-Darstellung des Mersacidin-Kaliumsal-
zes mit KOH die Notwendigkeit, dem Reaktionsgemisch Pyridin zuzusetzen. Dieser
Effekt konnte bislang nicht erklart werden, doch scheint naheliegend, dal® Pyridin di-

rekt an der Entstehung des Komplexes beteiligt ist.

Eine mogliche Begriundung fur die vergleichsweise schwierige Bildung des Kation-
komplexes der Lantibiotika ist die kinetische Hemmung, die mit einer konformellen
Anderung wahrend der Formierung des Komplexes in Zusammenhang steht und die

im folgenden dargelegt werden soll.

Abbildung 23 zeigt ausschnittsweise die Uberlagerung der Kristallstrukturen des Ac-
tagardin-Calciumsalzes bzw. des Ala(0)-Actagardins mit Mersacidin. Zwischen den
Actagardinderivaten ist eine Drehung des N-terminalen Thioetherringes gegenuber
dem Rest des Molekuls zu erkennen. Demzufolge kann die Schnittstelle zwischen
den Domanen Il und Il sowohl mit der Ober- als auch mit der Unterseite dieses Rin-
ges gebildet werden, und es stellt sich die Frage, ob ahnlich wie bei Mersacidin (vgl.
S. 33) auch fiur die Actagardine ein Konformationswechsel wahrend der Koordinie-

rung eines Kations postuliert werden kann.

Doméne lll 5 ¢ Domane Il <
g %

Abbildung 23: Least-Squares-Uberlagerung von Actagardin (links; rot) bzw. Ala(0)-Actagardin (rechts;
grun) mit Mersacidin (blaugrau). Actagardin und Mersacidin zeigen dieselbe Konformation der Peptid-
kette und der Lanthioninbriicke in Doméne II. Ala(0)-Actagardin und Mersacidin stimmen in der Lage
der aromatischen Aminosauren Trp4 bzw. Phe3 Uberein. Zwischen Actagardin und Ala(0)-Actagardin
findet eine Rotation der Doméne Il von 173.2° um die Ca-C-Bindung von Cys6 statt.
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Abbildung 24: RAMACHANDRAN-Plots der Kristallstrukturen von Actagardin (PART 1 = ®; PART 2 = O)
und Ala(0)-Actagardin (PART 1 = M; PART 2 = ). Die groten Unterschiede befinden sich an
Val5/Cys6 (Domane-II-Rotation) und lle16/Cys17 (Pepfiip).
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Zunachst ist festzuhalten, da® weder im Actagardin noch im Ala(0)-Actagardin intra-
molekulare Wasserstoffbricken zwischen den Domanen Il und Il existieren, die ein
Umklappen behindern kénnten (Tab. 14 und 18). Desweiteren ist die Drehung dem
kombinierten RAMACHANDRAN-PIlot der beiden Lantibiotika zufolge im wesentlichen
auf eine YW-Rotation in der Aminosaure Cys6 (Ca-C-Bindung) zuruckzufuhren
(Abb. 24).

Wenn die alleinige Drehung um die Co-C-Bindung von Cys6 ausreichend sein sollte,
um die beiden Konformationen ineinander zu uberfuhren, dann dirfen bei der Rota-
tion, abgesehen von der kovalenten Bindung Cys6—Aba7, keine Wechselwirkungen
zwischen Atomen der Domanen |l und Il auftreten. Andernfalls existierten sterische

Barrieren und die freie Drehbarkeit ware eingeschrankt.

Um dies zu Uberprifen, wurde die Domane Il in Schritten von 0.1° um die Co-C-Bin-
dung von Cys6 gedreht und fur jede ihrer Orientierungen anhand des Bond-Valence-
Modells alle Atom-Atom-Abstande zwischen den Domanen Il und Il in Bindungsva-
lenzen umgerechnet und aufaddiert. Die sich ergebende Summe ist ein Mal} fir die
sterische Hinderung der Drehung. Im Idealfall, wenn keine Wechselwirkungen zwi-

schen den Domanen auftreten, ergibt sich eine Valenzsumme von Null.

Aus den auf diese Weise abgeschatzten semi-quantitativen Rotationsbarrieren folgt
fur Actagardin, daf, falls eine Drehung der Domane Il stattfindet, diese im Uhrzeiger-
sinn um die Co-~C-Bindung von Cys6 stattfinden mufd (Blickrichtung C—Ca.). Bei der
umgekehrten Drehbewegung kollidiert die Seitenkette von Val5 mit der Glutaminsau-
re Glu11. Fur Ala(0)-Actagardin gilt entsprechend der gegenlaufige Drehsinn, denn
die Ausgangslage von Domane Il ist hier gegenuber Actagardin um etwa 180°
verdreht (Abb. 25).

Zu beachten ist, dal® auRer der Y-Rotation in Cys6 keine weiteren Torsionswinkel,
auch nicht die Stellung der Seitenketten, fur die Berechnung verandert wurden. Be-
sonders die Annaherung der N-terminalen Aminosauren Ala0 und Dal1 an die Sei-
tenkette von Glu11 kann aber durch geringfigige Ausweichbewegungen der Gluta-
minsaure verhindert werden. Dies ist in Abb. 25 flur die beiden Fehlordnungskompo-
nenten des Ala(0)-Actagardins gut zu erkennen. Obwohl sich die beiden Konforma-
tionen nur geringfligig unterscheiden, ist der Verlauf der sterischen Hinderung wah-

rend der Rotation stark unterschiedlich. Dagegen andert sich die sterische Hinderung
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zwischen der Seitenkette von Val5 und der Glutaminsaure kaum. Hier ist neben der

Seitenkette auch die Hauptkette von Glu11 involviert.

150
Ala0 - Glu11
j 100 | |
o Dal1 - Glu11
)
5 /
e}
2]
C
)
©
g 50 - -
Val5 - Glu11
O b . | . I —
-180 -90 0 +90 +180

Torsionswinkel (Cys6_Ca - Cys6_C) []

Abbildung 25: Semi-quantitativ berechnete Rotationsbarriere der Drehung von Domane Il in Actagar-
din (rot) und Ala(0)-Actagardin (hellgriin: PART 1; dunkelgriin: PART 2) um die Co-C-Bindung von
Cys6. Fur den Torsionswinkel des Ala(0)-Actagardins gilt eine Phasenverschiebung von 173.2°, die die
Graphen beider Lantibiotika zur Deckung bringt. Der Berechnung liegt das Bond-Valence-Modell zu-
grunde, wobei alle Wechselwirkungen zwischen den Doméanen Il und Ill als C-C-Wechselwirkungen
angenommen sind. Der Wert der Rotationsbarriere ergibt sich aus der Summe der ,Valenzen® aller
Atom-Atom-Abstande zwischen den Domanen Il und Ill, ausgenommen der kovalenten Bindung zwi-
schen Cys6—Aba7 und (bei Actagardin) Kontakten zum Calciumion.

Durch eine Rotation von 173.2° wird die Domane |l des Actagardins mit einer Abwei-
chung der Ringatome von durchschnittlich 2.11 A in die Konformation des Ala(0)-Ac-
tagardins Uberfiihrt. Der verbleibende Unterschied ist auf konformelle Anderungen
innerhalb des Domane-lI-Ringes an Val5 und an der Lanthioninbriicke Cys6-Dal1
zuruckzufuhren (Abb. 26; rechts).
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Domane llI

Domane Il
:

Domane Il .

Abbildung 26: Vergleich der Konformationen von Actagardin (rot) und Ala(0)-Actagardin (grin). Die
Rotation der Domane Il von Actagardin um 173.2° um die Ca-C-Bindung von Cys6 generiert in erster
Naherung, abgesehen von der Orientierung der Seitenkette des Trp4, die Konformation von Ala(0)-Ac-
tagardin (links: vor der Rotation; rechts: nach der Rotation).

Bei dem umgekehrten Versuch, Ala(0)-Actagardin an die Konformation des Actagar-
dins anzugleichen, treten sterische Wechselwirkungen zwischen Dal1 und Glu11 auf.
Diese gehen auf dieselben konformellen Anderungen innerhalb des Doméane-II-Rin-
ges zuruck. Wie der Vergleich zwischen PART 1 und PART 2 des Ala(0)-Actagardins
in Abb. 25 belegt, sollte das Molekul jedoch flexibel genug sein, um diese Rotations-

barriere zu Giberwinden.

Die Aminosaure Ala0 am N-Terminus erzeugt eine zusatzliche sterische Hinderung,
die geringfugig die freie Drehbarkeit von Domane Il einschrankt. Darlberhinaus ist,
ahnlich wie beim Mersacidin, durch die Bildung einer Wasserstoffbriicke zwischen
Ala0 und Glu11 eine Interaktion zwischen den Domanen Il und lll denkbar, die diese
Drehung weiter erschweren konnte.

Als Folge daraus sollte das von VERTESY et al.!"®

in vitro synthetisierte Lys(0)-Acta-
gardin aufgrund der grof3eren Raumbeanspruchung von Lysin gegenuber Alanin und
wegen der Fahigkeit, auch mit der Amingruppe der Seitenkette Wasserstoffbriicken

bilden zu kdnnen, noch starker in der Drehbarkeit von Domane Il gehindert sein.

Interessanterweise verlauft die biologische Aktivitat der Actagardine parallel zum
Raumanspruch des N-Terminus und mithin zum Ausmal der kinetischen Hemmung:

Lys(0)-Actagardin > Ala(0)-Actagardin > Actagardin“gl.
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Beim Mersacidin wird die Funktion der N-terminalen Aminosauren durch die Doma-
ne |, d. h. Phe3, Aba2 und Cys1 emuliert. Dieser gro3e Substituent verhindert voll-
standig die Rotation von Domane Il in der fUr die Actagardine beschriebenen Weise.
Zwar tritt im Vergleich zwischen der Kristallstruktur und dem NMR-Modell?® die glei-
che Rotation um die Co-C-Bindung von Cys12 auf, sie wird aber durch eine gegen-
laufige, bei Actagardin und Ala(0)-Actagardin nicht beobachtete ®-Drehung in Aba13
(N-Co-Bindung) wieder ausgeglichen (Pepfilip).

Dies kann also bedingt als Beleg daflir gewertet werden, dal} Actagardin und seine

Derivate, nicht aber Mersacidin, zwischen beiden Rotationskonformeren wechseln

konnen.
PyvT ) ) ,
I A
8
v v ¥ ¥
[0)) Val11 @ Cys12 @ Aba13 @ Leu14
- L
'y
¥ o ¥ ¥ ¥
[0)) Aba1l5 @ Dha16 & Glul7 @ Cys18

Abbildung 27: RAMACHANDRAN-Plots der konservierten Peptidsequenz Mersacidin-analoger Typ-B-
Lantibiotika (Kristallstrukturen von Actagardin (®), Ala(0)-Actagardin (®; zwei Molekiile) und Mersaci-
din (A; sechs Moleklle); NMR-Struktur von Mersacidin (- ; finf Modelle)). Die Numerierung und Be-
nennung der Aminosauren entspricht der Nomenklatur des Mersacidins.

Abschliel3end soll die Frage geklart werden, warum Actagardin und Ala(0)-Actagar-

din zwischen den Rotameren wechseln.

Neben der Fahigkeit Calciumionen zu binden, ist die Lage und Orientierung der aro-
matischen Seitenkette — Phe3 bei Mersacidin und Trp4 bei Actagardin bzw. Ala(0)-
Actagardin — mit hoher Wahrscheinlichkeit von Bedeutung fur den Wirkungsmecha-

nismus der Lantibiotika.
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Bei allen Konformeren des Mersacidins, sowohl der Kristallstruktur als auch der
NMR-Analyse®”, befindet sich das Phenylalanin auf derselben Seite des Molekiils.
Zur Koordination eines Calciumions ist zwar eine konformelle Anderung notwendig,
das in diesem Zusammenhang in Kapitel 3.5 diskutierte Einknicken des Domane-II-

Ringes beeinflul3t die Position von Phe3 jedoch nicht.

Im Gegensatz hierzu kdnnen Actagardin und Ala(0)-Actagardin dann ein Kation kom-
plexieren, wenn der Domane-II-Ring so orientiert ist, dal3 sich das Tryptophan auf

der, im Vergleich zu Mersacidin gegenuberliegenden Seite des Molekuls befindet.

Das andere Rotationskonformer verliert die Fahigkeit zur Komplexbildung mit Sicher-
heit nicht vollstandig, die Koordination sollte jedoch erheblich schwacher sein als in
der Kristallstruktur des Actagardins. Dasselbe gilt fur die beiden Konformere des

Mersacidins.

Wenn also sowohl die Koordination eines Calciumions als auch die Position der
Tryptophanseitenkette bedeutenden Einflu} auf die Funktion der Lantibiotika haben
sollten, dann mussen Actagardin und seine Derivate durch Rotation der Domane Il

zwischen beiden Konformationen wechseln.

Tabelle 17: Vergleich der inhibierenden Aktivitdt Mersacidin-analoger Typ-B-Lantibiotika gegenlber
verschiedenen GRAM-positiven Bakterienstdmmen. In 10 der 17 aufgefihrten Falle Uberwiegt die Akti-
vitat von Mersacidin. In 9 Féllen tbertrifft Ala(0)-Actagardin die Aktivitat von Actagardint'®.

MIC [ug / mL] + 0.195
Bakterienstamm Mersacidin Actagardin Ala(0)-Actagardin
Staph. aureus SG511 8 64 32
Staph. aureus 285 8 64 32
Staph. aureus 503 2 32 16
Staph. aureus FH 1982 64 64 64
Staph. aureus 701 E 32 64 64
Staph. aureus 707 E 64 128 64
Staph. aureus 9 Tub. 16 32 32
Staph. aureus 8236 8 32 32
Staph. epidermidis ZH2c 32 128 32
Staph. epidermidis 6098W 32 128 64
Staph. epidermidis 763 32 128 32
Staph. epidermidis 574711W 16 16 32
Staph. epidermidis 291 32 128 64
Staph. epidermidis 799 32 128 32
Enteroc. faecum Md8B 128 16 32
Streptoc. pyogenes 308A 16 32 32
Streptoc. pyogenes 77A 4 1 1
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Tabelle 18: Wasserstoffbrickenbindungen im Ala(0)-Actagardin.

Wasserstoffbriicken- Abstand [A]
bindung PART 1 PART 2
Ala0_N - Ser2_0$1 2.98(2) 2.67(3)
Dall_N — Csx19_0T2$2 2.63(7) 3.03(9)
Ser2_ N — Csx19_0T1$2 2.89(6) 2.87(7)
Trp4_N — Dal1_0$3 2.86(1) 2.86(1)
Val5_N — Ala0_0%3 2.64(6) 3.09(6)
Cys6_N — Gly3_O 3.10(4) 3.16(3)
Aba7_N - Leu8_N 2.74(5) 2.73(4)
Leu8_N — Cys6_Sy [3.60(3)] [3.76(4)]
GIu11_N - Glu11_Oe1 2.67(4) 2.68(4)
Cys12_ N — Aba9 O 2.91(3) 2.99(4)
Gly13_N - Jle10_ O 3.13(5) 3.16(4)
Aba14_N - Cys17_ O 2.76(8) 2.78(9)
Val15_N - Gly13_0%$4 279(9) 2.95(9)
Ala18 N - Val15_0$5 8 (1) 29 (1)
Ala0_N - Hoh1010_0O 2.79(2) 3.10(4)
Hoh1010_ O — Csx19 _OT1$6 3.06(5) 2.65(6)
lle10_N — Hoh1009_0$1 2.93(7) 2.95(8)
Hoh1009_ O — Trp4_O 3.03(4) 2.61(4)
Hoh1009 O — Glu11_O 2.83(2) 2.76(2)
lle16_N — Hoh1000_O 2.89(6) 2.99(6)
Hoh1000_O — Cys12_0 2.91(2) 3.05(3)
Hoh1000 O — lle16 O 3.08(1) [5.73(1)]
Hoh1024_O - Aba14_O 2.78(8) 2.68(8)
Hoh1024_O - Val15_0O [4.21(9)] [48 (1)]
Hoh1024_O - lle16_O [5.32(4) ] [4.76(3) ]
Hoh1024 O — Cys17 O [3.60(4)] [4.314)]
Glu11_Oe1 — Leu8 O 3.17(4) 3.13(4)
Glu11 Og2 — Leu8 O 2.70(5) 2.71(6)
$1=x-y,x-1,z, $2=x,y,z-1; $3=y+1,1-x+y,z

$4=2-x,1-vy,z

$5=1-x+y,1-X, 7

$6=x-y,x-1,2-1
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6 Postulierter Wirkmechanismus Mersacidin-analoger Lantibiotika

6.1 Bakterielle Zellwandbiosynthese

Biochemische Untersuchungen von BROTz et al.?*®% belegen, daR den Mersacidin-
analogen Typ-B-Lantibiotika das Lipid-lI-Molekul, der universelle Zellwandbaustein
aller Bakterien, als Target dient. Bevor anhand der Ergebnisse der strukturellen Un-
tersuchungen (Kapitel 3 bis 5) ein Wirkungsmechanismus postuliert wird, soll daher
im folgenden zun&chst ein kurzer Uberblick zur bakteriellen Zellwandbiosynthese ge-

geben werden.

Die Zellwand eines Bakteriums besteht aus einem Geflecht von quervernetzten Poly-
saccharid- und Polypeptidstrangen und wird demzufolge als Peptidoglycan bezeich-
net (Abb. 28). Das Lipid-1I-Molekul ist der Monomerbaustein des Peptidoglycans und

seine Synthese findet im Cytoplasma des Bakteriums statt.

Pentaglycin-
briicke

Abbildung 28: Schematische Darstelluné;]des

Peptidoglycans in Staphylococcus aureus®",

Das Lipid Il enthadlt die beiden derivatisierten Aldohexosen N-Acetylglucosamin
(GIcNAc) und N-Acetylmuraminsédure (MurNAc), die B(1,4)-glucosidisch zum Disac-

charid verbunden sind. An die Muraminsaure binden aufRerdem das Pentapeptid
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L-Ala-y-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala und der Diphosphatester des Undecaprenols®®®
(Abb. 29)

GIcNAc MurNAc Diphosphat

=~

OH
HO NH
0
H 0-PO; O-PO, O
° < |
A\

(0] HN
OH 27 0] (\
0— ~_
N | |
L-Ala
—O0
o | |
\\ v-D-Glu
R
o | |
NH
- J O
—o | |
HN
D-Ala C
o—
. L
D-Ala
S}
Pentapeptid // O Undecaprenol

Abbildung 29: Struktur des Lipid Il. Das Molekiil besitzt einen Uberschufd
von drei negativen Ladungen, von denen zwei am Diphosphat lokalisiert
sind.

Die letzten Schritte der cytoplasmatischen Synthese erfolgen, wahrend der Vorlaufer
des Lipid Il, entsprechend Lipid | genannt, Uber den isoprenoiden Trager (Undeca-

prenol) an der Zellmembran befestigt ist. Das Lipid-l1I-Molekll wird nach seiner Fer-
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tigstellung an die AuRRenseite der Membran transportiert und Uber Transglycosylie-

rung und Transpeptidierung zum Peptidoglycan polymerisiert[63] (Abb. 30).

Der Isoprentrager wird nach der Polymerisation wieder in das Innere des Bakteriums
Uberfihrt und steht dort fur einen erneuten Ablauf dieses Kreisprozesses zur Verfu-

gung. Fir Bakterien der Art Micrococcus luteus konnten 2x10° Molekiile des Isopren-

tragers pro Zelle nachgewiesen werden’.

Zellwand Membran Cytoplasma

vernetztes

Peptidoglycan
g
_g pD-Ala Pentapeptid L-Ala-y-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala
kel
3 . N-Acetylglucosamin (GIcNAc)
a
% O N-Acetylmuraminsaure (MurNAc)
= Asanmns - Undecaprenyl

P Phosphat
Pentapeptid n UDP Uridindiphosphat
UMP Uridinmonophosphat
Pentapeptid PP Aasrarsna
A
AAAAAAAAL P UDP Pentapeptid

o ~(O-Pentapep
5 P
2 uMP
0
Q
(9
=
[2]
2
g PP aaassnna MM~\--PP-O- Pentapeptid (Lipid I)

Mersacidin
Actagardin
Ala(0)-Actagardin

- I O)

\>UDP

4

A
(Lipid II) Pentapeptid 3PP PP?Pentapeptid (Lipid 1)

/

\/

Abbildung 30: Biosynthese des Lipid-1I-Molekils und des Peptidoglycans

[63]

Die Typ-B-Lantibiotika Mersacidin, Actagardin und Ala(0)-Actagardin blockieren
die Spaltung der Esterbindung zwischen dem Diphosphat (PP) und der
N-Acetylmuraminsaure (O). Sie verhindern damit die Bildung des Polysaccha-
rid-Stranges des Peptidoglycans (Transglycosilierung).
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6.2 Postulierter Wirkmechanismus Mersacidin-analoger Lantibiotika

Die Untersuchungen von BROTZ et al.>? belegen in Gegenwart von Mersacidin den
Anstieg von zwei Intermediaten der Zellwandbiosynthese: UDP-MurNAc-Pentapep-
tid, dies ist der unmittelbare Vorlaufer des Lipid | (vgl. Abb. 30), und das Lipid-I1I-Mo-
lekdl selbst. In M. luteus (s. 0.) existieren fir das Lantibiotikum ca. 2x10° Bindungs-

stellen pro Bakterium!®®.,

Da Mersacidin nachweislich nicht mit der an der Transglycosilierung beteiligten Gly-
cosyltransferase, einem extrazellularen membrangebundenen Enzym, reagiert[sgl,
kommt das Lipid Il als einziges Zielmolekul des Lantibiotikums in Frage. Mersacidin
verhindert offensichtlich die Abspaltung des Isoprentragers durch die Glycosyltrans-
ferase und blockiert damit gleichzeitig die Synthese von Lipid I, denn alle Molekile
des Isoprentragers (ebenfalls ca. 2><105) sind im nicht umgesetzten Lipid Il gebun-

den.

Weitere Unterstutzung findet diese Schlul3folgerung dadurch, dal} die antibakterielle
Aktivitat der Mersacidin-analogen Lantibiotika durch einen UberschuR an Lipid Il inhi-
biert wird. Allerdings ist es bislang nicht gelungen, auch durch die Verwendung von
Fragmenten des Lipid Il eine Inhibierung zu erzielen und damit Rickschlisse auf die

Region des Molekiils zu ziehen, an dem das Lantibiotikum angreift’®”.

Da selbst Lipid | keine Inhibierung der antibiotischen Aktivitat bewirkt und der einzige
Unterschied zu Lipid Il in der fehlenden GIcNAc-Einheit besteht, scheint zumindest
das Disaccharid an dem Komplex beteiligt zu sein. GIcNAc-MurNAc allein hebt die
Aktivitat von Mersacidin jedoch auch nicht auf, so daf® zusatzlich auch andere Berei-

che des Lipid Il eine Rolle spielen mussen.

Die von BARRETT et al.”*” gefundene Steigerung der antibiotischen Aktivitat von Mer-
sacidin in Gegenwart eines an Calciumionen angereicherten Mediums legen im Zu-
sammenhang mit den in den Lantibiotika gefundenen Calciumbindungstaschen eine
Koordination der Lantibiotika an das Diphosphat im Lipid Il nahe. Begrinden laft
sich dies mit der hohen Affinitat von Diphosphat zu Calcium: das Lipid-lI-Molekl ist
ein Anion mit drei negativen Ladungen, von denen zwei am Diphosphat lokalisiert
sind. Obwohl in der Literatur keine Angaben hierzu gemacht werden, bin ich der Auf-
fassung, dald Kationen an das Diphosphat im Lipid Il koordinieren und so einen La-

dungsausgleich herbeifuhren. Calciumionen waren dazu pradestiniert.
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An die Bindung zwischen dem Diphosphat und der N-Acetylmuraminsaure dockt die
Glycosyltransferase an, protoniert das Sauerstoffatom der Phosphatesterbindung
und ermoglicht damit in einer Sy2-Reaktion den nucleophilen Angriff der Hydroxyl-
gruppe von C4 des N-Acetylglucosamins eines zweiten Peptidoglycanbausteins. Das
Undecaprenyldiphosphat wird daraufhin abgespalten und eine [B(1,4)-Glucosidbin-
dung zwischen den Zuckerringen wird gebildet[64]. Leider sind die an der bakteriellen
Zellwandbiosynthese beteiligten Glycosyltransferasen bislang aus struktureller Sicht
noch nicht ausreichend charakterisiert, um die dreidimensionale Struktur des Enzym-

Substrat-Komplexes vorherzusagen[ss‘esl.

Die antibakterielle Wirkung der Mersacidin-analogen Typ-B-Lantibiotika besteht nach

einem Vorschlag von SAHL et all'®

in der Blockierung der Phosphatesterbindung des
Lipid Il, in deren Folge der Glycosyltransferase der Zugang zum Substrat verwehrt
bleibt. Der Komplex aus Mersacidin und Lipid Il erweist sich als sehr stabil. So findet
z. B. bei der Aufreinigung durch Spulen mit Pufferldsungen oder Methanol keine
Spaltung statt. Nur durch das Erhitzen einer Losung des Komplexes bis zum Sieden

l [60]

ist es BROTZ ef a gelungen, Mersacidin aus dem Komplex wieder freizusetzen.

Die Bildung des Lantibiotikum-Lipid-lI-Komplexes sollte mit der Anlagerung der Di-
phosphatgruppe des Lipid Il Uber ein dort befindliches Calciumion an das Lantibioti-
kum eingeleitet werden. Wahrend der Annaherung entstehen elektrostatische Wech-
selwirkungen zwischen dem Calciumion und dem Lantibiotikum, die das fur Mersaci-
din diskutierte Knicken bzw. das flr die Actagardine gezeigte Umklappen des Doma-
ne-ll-Ringes auslésen konnten. Der dabei entstehende Komplex verbande das Lanti-

biotikum nicht nur mit dem Calciumion, sondern auch mit dem Lipid Il.

Weiterhin kdnnten die aromatischen Aminosauren — Phenylalanin im Mersacidin und
Tryptophan im Actagardin — eine Wechselwirkung mit den Zuckerringen im Lipid Il
eingehen. In kohlenhydratbindenden Proteinen wie den Xylanasen[67] sind die Bin-
dungstaschen ebenfalls mit aromatischen Aminosauren ausgekleidet und bewirken
Uber aromatic stacking oder hydrophobic stacking bezeichnete Interaktionen mit den

Zuckerringen deren Koordinierung.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sind die Einkristallrontgenstrukturanalysen
von Mersacidin, Actagardin und Ala(0)-Actagardin angefertigt worden. Diese drei
Verbindungen bilden die Stoffklasse der Mersacidin-analogen Typ-B-Lantibiotika. Sie
besitzen antibiotische Aktivitat gegenuber einigen GRAM-positiven Bakterienstam-

men, darunter auch multiresistente Spezies der Art Staphylococcus aureus (MRSA).

Die Lantibiotika sind Oligopeptide, deren charakteristisches Merkmal schwefelhaltige
Ringstrukturen innerhalb der Peptidkette sind. Hierbei handelt es sich um zyklische
Thioether, die eine Klasse von Nicht-Standardaminosauren, die sogenannten Lan-
thionine, enthalten. Der hohe Anteil an ungewohnlichen Aminosauren mit zum Teil
invertierter Konfiguration der stereogenen a-Kohlenstoffatome macht die Lantibiotika

zu interessanten neuen Therapeutika im Kampf gegen bakterielle Infektionen.

Durch die Bildung eines Komplexes mit Lipid I, dem universellen Zellwandbaustein
aller Bakterien, verhindern die Typ-B-Lantibiotika die Polymerisierung zum Peptido-
glycan. Dieser Schritt der bakteriellen Zellwandbiosynthese heil3t Transglycosilierung
und wird von der Glycosyltransferase, einem extrazellularen membrangebundenen
Enzym, katalysiert. Die Beteiligung von Calciumionen an der Entstehung und am
Aufbau des Komplexes gilt als wahrscheinlich, denn eine Erhéhung der Calcium-
ionenkonzentration fordert die antibakterielle Wirkung der Typ—B—Lantibiotika[SS]. Als
Bindungsstelle im Lipid [l kommt fir die Antibiotika vor allem das Diphosphat auf-
grund seines anionischen Charakters und seiner hohen Affinitat zu Calcium in Be-

tracht.

In den Kristallstrukturen der beiden Actagardine ist erstmals die Existenz einer an-
ionischen Bindungstasche bewiesen worden, die im Ala(0)-Actagardin leer, beim na-
tiven Actagardin dagegen mit einem Calciumion besetzt ist. Konformelle Unter-
schiede zwischen den Strukturen belegen die Drehung des N-terminalen Lanthionin-
ringes und lassen dies als einen Teil des biochemischen Wirkmechanismus der
Typ-B-Lantibiotika vermuten. Durch Vergleich der Actagardine mit den NMR- und
Kristallstrukturen des Mersacidins konnte auch fur dieses Antibiotikum eine
Bindungsstelle fur Calciumionen postuliert und die Existenz zweier Konformere

nachgewiesen werden.
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Die Bildung der Calciumsalze Mersacidin-analoger Typ-B-Lantibiotika in vitro gestal-
tet sich schwierig. Offensichtlich ist die mit der Koordinierung eines Kations verbun-
dene, im vorherigen Abschnitt erwéhnte konformative Anderung kinetisch gehemmt
bzw. bedarf der Uberwindung einer Energiebarriere. Untersuchungen von
CHATTERJEE et al.l*® belegen die Notwendigkeit von Pyridin zur Darstellung des Kali-
umsalzes von Mersacidin. Die Funktion des Aromaten bei der Bildung des Kom-
plexes ist bislang unbekannt. Es ist jedoch nicht auszuschlie3en, dal} das Lipid Il in

vivo auf ahnliche Weise der Koordinierung des Kations dienlich ist.

FUr die antibiotische Aktivitat der Lantibiotika scheint daher folgender Mechanismus
plausibel: das calciumfreie Antibiotikum nahert sich dem Lipid-II-Molekul und koordi-
niert Uber ein dort befindliches Calciumion an die Diphosphateinheit seines Substra-
tes. Dabei treten die beschriebenen konformativen Anderungen auf. Das Lantibioti-
kum umschlie3t das Calciumion und geht damit auch eine stabile Verbindung mit
dem Lipid Il ein. Als Folge daraus bleibt der Glycosyltransferase der Zugang zu
ihrem Substrat verwehrt, die weitere Biosynthese der bakteriellen Zellwand kommt
zum Erliegen, und das Bakterium stirbt bei der nachsten Zellteilung. Es gibt derzeit
kein in der Humanmedizin eingesetztes Antibiotikum mit diesem Funktionsprinzip.
Kreuzresistenzen mit anderen Antibiotika sind daher unwahrscheinlich und bislang

nicht bekannt.

Zur Verifizierung des postulierten Wirkmechanismus ist die Anfertigung zusatzlicher
Kristallstrukturen notwendig. Besonderes Augenmerk sollte der Bildung des Calcium-
komplexes der Lantibiotika gewidmet werden. Da die Synthese des Lipid Il in fur die
Kristallzucht notwendigen Mengen nur mit sehr hohem Aufwand maoglich ist®] stellt
stattdessen die Co-Kristallisation mit Pyridin ein adaquates Mittel hierzu dar. Auch
sollte die Spezifitat der Lantibiotika fur Calcium getestet werden, indem auch andere

Kationen (z. B. Co?* oder Cd2+) bei der Kristallisation eingesetzt werden.

Zudem sollte die Kristallisation des calciumfreien Actagardins Aufschluld tGber den
postulierten konformellen Ubergang der Rotamere des Calcium-Actagardins und des
Ala(0)-Actagardins geben. Die selektive Entfernung der Calciumionen mit einem flr
zweiwertige Kationen spezifischen Harz, wie es beispielsweise von der Firma

h®[68]

Hampton Researc angeboten wird, stellt ein geeignetes Mittel fur diesen Zweck

dar. Der gro3e Vorteil gegenuber chelatisierenden Reagenzien (z. B. EDTA), ist die
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Mdglichkeit, das in wassrigen Medien unldsliche Harz nach der Adsorption der Kat-

ionen durch Zentrifugation ruckstandlos abzutrennen.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis dieser Dissertation betrifft den konservierten Bereich
der Peptidsequenz von Cys12 bis Cys18 im Mersacidin und Cys6 bis Cys12 im Acta-
gardin bzw. Ala(0)-Actagardin. Die NMR-Analyse des Mersacidins in Losung von

PRASCH et al.®!

und die hier vorgestellten Kristallstrukturen der Lantibiotika, insge-
samt zehn Strukturen, besitzen fur diese sieben Aminosauren dieselbe Faltung.
Grundlegend verschieden sind dagegen die NMR-Modelle des Actagardins in L6-
sung von ZIMMERMANN et al.?" (Tab. 19). Vor diesem Hintergrund sollten die spek-
troskopischen Daten der Actagardin-NMR-Analyse einer neuen Bewertung unterzo-

gen werden.

Tabelle 19: Mittlere Abweichung der Co-Atome in den Least-Squares-Uberlagerungen der genann-
ten Molekule mit Molekil A der Mersacidin-Kristallstruktur. Fiir die Uberlagerungen und die Bestim-
mung der Abweichung wurden die Ca-Atome von Cys12 bis Cys18 im Mersacidin und Cys6 bis
Cys12 im Actagardin bzw. Ala(0)-Actagardin benutzt. Die Kristallstrukturen sind mit XTL und die
kernresonanzspektroskopischen Modelle mit NMR gekennzeichnet

Molekdil Abweichung [A] || Molekl Abweichung [A]
Mersacidin (Molekdl B; XTL) 0.23 Mersacidin (Modell A; NMR) 0.61
Mersacidin (Molekul C; XTL) 0.25 Mersacidin (Modell B; NMR) 0.69
Mersacidin (Molekdl D; XTL) 0.30 Mersacidin (Modell C; NMR) 0.55
Mersacidin (Molekul E; XTL) 0.20 Mersacidin (Modell D; NMR) 0.62
Mersacidin (Molekdl F; XTL) 0.23 Mersacidin (Modell E; NMR) 0.56
Actagardin (XTL) 0.21 Actagardin (NMR) 1.67
Ala(0)-Actagardin (PART 1; XTL) 0.19 Ala(0)-Actagardin (PART 2; XTL) 0.24

Trotz dieser Abweichung sind, wie einleitend erwahnt wurde, die NMR-Analyse und
die Rontgenstrukturbestimmung durch ihre Komplementaritat in der Lage, sich ge-
genseitig zu erganzen. Gerade durch die Unterschiede zwischen den Ergebnissen
sind Ruckschlusse auf die dynamischen Eigenschaften und die konformative Variabi-

litdt der untersuchten Verbindungen maglich.
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