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Kombinatorische
Biosynthese

@ Die zentrale Strategie fur die
kombinatorische Biosynthese ist die
Rekombination oder sonstige Muta-
tion von Enzymen, die an den Bio-
synthesen beteiligt sind (Abbil-
dung 1). Hiertiber werden einzelne
Reaktionen in den Biosynthesekaska-
den abgewandelt, weggelassen oder
ersetzt, so dass ein alternatives Pro-
dukt am Ende der Biosynthese steht.

Das Konzept wurde aufgrund sei-
nes Potenzials viel beachtet, und ei-
ne Reihe von Arbeitskreisen be-
schaftigt sich damit. Dabei zeigten
sich allerdings gravierende Schwie-
rigkeiten, so dass dieses For-
schungsgebiet noch am Anfang sei-
ner Entwicklung ist.

Biochemie {Magazin>

Die grofSte konzeptionelle Heraus-
forderung fur die kombinatorische
die Identifikation
grundlegender Regeln, um Biosyn-

Biosyntese ist

thesewege umzuprogrammieren. Ei-
ne wesentliche Hiirde ist, die Inter-
aktionen zwischen den verschiede-
nen Enzymen untereinander und mit
ihren jeweiligen Substraten zu verste-
hen. Auferdem ist die kombinatori-
sche Biosynthese gegenwartig oft
durch fehlende organisch-chemische
und biochemische Methoden be-
grenzt. In den vergangenen Jahren er-
schien jedoch eine Reihe von Arbei-
ten, die das grofSe Potenzial und die
Vielseitigkeit dieser Strategie zeigen.

Allen Anstrengungen zur kom-
binatorischen Biosynthese jedweder
Substanzklasse gemeinsam sind die
Voraussetzungen, die vor jedem Ex-
periment erfillt sein mussen: Die be-

Wildtyp mit einem oder mehreren zusétzlichen Genen

Deleti

|

' neue Fermentationsprodukte

eines oder mehrerer Gene

neue Fer tationsp

neue Fermentationsprodukte
durch Mutasynthese

kiinstliche Bausteine l

ung der Deleti

neue Fermentationsprodukte

Abb. 1. Strategien in der kombinatorischen Biosynthese: Ein natiirlich vorkommender biosynthetischer Gencluster kann
mit zusdtzlichen Genen versehen werden, die der Biosynthese einzelne Syntheseschritte hinzufiigen. Daraus resultieren
neue Fermentationsprodukte. Aus einem Gencluster kénnen jedoch auch Fragmente entfernt oder inaktiviert werden.
Diese Liicke in der Biosynthese kann anschlieffend mit alternativen Genen komplementiert werden. Ein Spezialfall dieser

Variante ist die Mutasynthese, bei der gezielt Gene ausgeschaltet werden, welche die Herstellung eines definierten Bio-

464, 441,
28) M. G. Hoesl, N. Budisa, ChemBioChem,
2011, doi: 10.1002/cbic.201000586.
29) S. M. Kuhn, M. Rubini, M. Fuhrmann,
I. Theobald, A. Skerra, J. Mol. Biol. 2010,
404, 70.

synthesebausteins dirigieren. Der dadurch entstehende Mangel Idisst sich dann durch Zugabe synthetischer Bausteine
komplementieren, auch der Einbau nichtnatiirlicher funktioneller Gruppen ist méglich. Mit oder ohne Komplementie-
rung kann auch diese Strategie Naturstoffderivate liefern. Experimentell auferordentlich anspruchsvoll ist die dritte Vari-
ante der kombinatorischen Biosynthese, in der gleich mehrere Gencluster durch molekularbiologische Methoden rekom-

biniert werden. Dadurch entstehen stark vom Ausgangszustand verschiedene Gencluster.
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teiligten Gene, die haufig als Cluster
im Genom eines Produktionsorganis-
mus vorliegen, miissen moglichst
vollstandig identifiziert und kloniert
sein. Hier gab es in den vergangenen
Jahren durch die schnelle Genom-
sequenzierungl) und neue Techniken
zur Analyse von Metagenomen2’3)
grofSe Fortschritte. Ein Verstandnis
der biosynthetischen Logik muss in
allen Fallen an die genetische Infor-
mation gekoppelt sein.

Kritisch ist haufig die Wahl der
Enzyme als Ziel von Manipulation.
Nicht selten sind die gewahlten En-
zyme intrinsisch nicht in der ge-
wiinschten Weise modifizierbar.

Neben Polyketiden [Nachr. Chem.
2011, 59, 29], die zuerst Gegenstand
der Forschung waren, gelten Koh-
lenhydrate, Peptide sowie Alkaloide
und Terpene als aussichtsreiche Sub-
stanzklassen fur die kombinatori-
sche Biosynthese. Sie standen in den
letzten Jahren ebenfalls im Fokus
der Untersuchungen zur kombina-
torischen Biosynthese.

Kohlenhydrate und Glycokonjugate

@ Die kombinatorische Biosynthese
von Kohlenhydraten bedeutet in vie-
len Fallen die Biosynthese von Koh-

lenhydrat-Konjugaten. Glycosyl-
transferasen sind hier die Schliissel-
enzyme. Sie ubertragen einen nu-
cleotidaktivierten Zuckerdonor auf
ein passendes Aglycon (Abbil-
dung 2). Ausfihrliche Ubersichten
finden sich in Lit."™".

Die meisten Glycokonjugate von
Naturstoffen enthalten Zucker aus
der Familie der 6-Desoxyhexosen
(6DOH), von der bislang tiber 70 Va-
rianten in Pflanzen, Pilzen und Bak-
terien beschrieben wurden.” Die
Ankntuipfung an die Aglycone erfolgt
hdufig durch den Aufbau einer
O-glycosidischen  Bindung, aber
auch durch C- oder N-glycosidische
Verknupfungen. Aglycone konnen
an ein oder mehreren Positionen mit
Mono- oder Oligosacchariden modi-
fiziert sein. Die Oligosaccharid-Ket-
te kann dabei aus bis zu 17 Einhei-
ten bestehen (Saccharomicin A aus
Saccharotrix espanaensis). Nach der
Ankntuipfung des Kohlenhydrats an
das Aglycon lasst es sich weiter mo-
difizieren, meist durch Methylierun-
gen oder Acylierungen.

Die Biosynthese der meisten
6DOH-Derivate beginnt mit phos-
phataktivierten Hexosen (tberwie-
gend Glucose). Trotz aller strukturel-
ler Diversitat verlauft die Biosynthese

verschiedene rekombinante Glycosyltransferasen

Glycosyltransferase

Q

N
QO

Zucker-Nucleotid

rekombinante Biosynthese-Gencluster
fur Zuckernucleotide

OP\:\A\R
9

Abb. 2. Prinzip der kombinatorischen Biosynthese von Glycokonjugaten oder Oligosacchariden. Die Biosynthese lduft
meist in vivo ab, kann aber auch mit isolierten Systemen durchgefiihrt werden. In jedem Fall muss ein nucleotid-
aktivierter Zucker bereitgestellt werden, in vivo geschieht dies durch spezialisierte Gencluster. Die einzusetzende Gly-
cosyltransferase wird parallel zu dem Gencluster in einem anderen Stamm oder auch in der gleichen Zelle coexpri-
miert, so dass, unter Bereitstellung eines geeigneten Akzeptors, die Glykosylierung katalysiert werden kann. Glycosyl-

transferasen sind fiir gewdhnlich substratspezifisch gegeniiber dem Donor und hdufig auch gegeniiber dem Akzeptor.

in den ersten zwei Schritten immer
gleich. Im Fall der Glucose als Start-
punkt ist das Produkt dieser Schritte
die dNDP-4-Keto-6-desoxy-D-gluco-
se; die daran beteiligten Enzyme sind
eine  dNTP-Zucker-1-Phosphat-Nu-
cleotidyltransferase und eine dNDP-
D-Hexose-4,6-dehydratase. Die an-
schliefSenden Schritte erzeugen die
strukturelle Diversitit. Das konnen
Decarboxylierungen,  Desoxygenie-
rungen, Transaminierungen, Ketore-
duktionen, C-, N- und O-Methylie-
rungen sowie Epimerisierungen sein,
durch die sich die p- und L-Isomere
der verschiedenen 6DOH bilden (Ab-
bildung 3).

Durch Fortschritte in der Ge-
nomsequenzierung und die Arbeit
von Naturstoffchemikern wachst das
Wissen tuber die Biosynthesewege
dieser Zucker, so dass immer mehr
Gencluster fiir Experimente verfiig-
bar werden.

Hutchinson und Mitarbeiter be-
schrieben eine biosynthetische Gly-
codiversifizierung bereits im Jahr
1998. Durch genetische Manipulati-
on des Doxorubicin-Produktions-
organismus bildete sich das Dauno-
robicin-Epimers Epirubicin.g) Durch
den gezielten Ersatz einer 4-Ketore-
duktase durch analoge Enzyme mit
entgegengesetzter  Stereospezifitat
wurde selektiv ein Stereozentrum
invertiert. Um aus solchen Experi-
menten zu einer tatsachlich kom-
binatorischen Biosynthese zu gelan-
gen, bedarf es zusatzlicher Diversitat
entweder auf der Zuckernucleotid-
oder auf der Aglycon-Seite.

Salas et al. beschrieben eine Fa-
milie an Expressionskonstrukten,
die in einem eleganten Experiment
in der Glycodiversifizierung des Ki-
nase-Hemmers Staurosporin Einsatz
fanden.'" "

Eine effektive Glycorandomisie-
rung gelang in einem chemoenzy-
matischen In—vitro—Experiment.n’ 1
Das Vancomycin-Aglycon wurde da-
zu mit 23 naturlichen sowie synthe-
tischen nichtnatiirlichen Zuckernu-
cleotiden mit der nativen Glycosyl-
transferase GtfE umgesetzt. Von den
23 moglichen Produkten entstanden
21 mit einer Ausbeute von Ttber
25%.
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Diese Methode ist allerdings hau-
fig durch die Substratflexibilitat der
Enzyme begrenzt. Bei einem analo-
gen Experiment mit der Novobio-
cin-Glycosyltransferase NovM bilde-
ten sich nur 3 von insgesamt 40
moglichen Glycokonjugaten.14) Die
Gruppe von Spencer versuchte die-
ses Problem durch gezielte Mutage-
nesen zu losen, indem Hybride ver-
schiedener Glycosyltransferasen
hergestellt wurden. Auf diese Weise
waren ausgewahlte Donor- mit Ak-
zeptorspezifititen kombinierbar und
es entstanden neue, anders nicht zu-
gangliche Vancomycin-Derivate. 1

Die begrenzte Verfiigbarkeit von
nukleotidaktivierten Monosaccharid-
Bausteinen lasst sich tiber die Rever-
sibilitit der von Glycosyltransferasen
katalysierten Reaktionen umgehen.
Durch den glycosyltransferasekataly-
sierten Austausch von Glycanen zwi-
schen verschiedenen Naturstoffen er-
gab sich eine groflere Bibliothek an
Verbindungen.'® Dieses Experiment
nutzte neben der Reversibilitit von
Glycosylierungen besonders die Ak-
zeptorflexibilitdt der Glycosyltrans-
ferasen. Allerdings schwankt diese
stark von Enzym zu Enzym, eine Ge-
neralisierbarkeit solcher Experimen-
te ist also unwahrscheinlich.

Dieser  Schwierigkeit — wurde
durch Mutagenesestudien begeg-
net.'”  Gegenstand der Unter-

suchung war die Glycosyltransferase
OleD, die Resistenz gegen das Anti-

biotikum Oleandomycin vermittelt.
Durch gerichtete Evolution mit ran-
domisierter Mutagenese wurde eine
Enzymvariante entwickelt, mit dem
nichtnatiirlichen Substrat Methyl-
umbelliferon als Akzeptor eine ho-
here Aktivitat zeigte als das Wildtyp-
Enzym.

Die eingeftigten drei Mutationen
steigerten die Promiskuitat des En-
zyms sowohl beim Zucker-Donor als
auch beim Akzeptor. Aus einer Bi-
bliothek von 22 Zucker-Nucleotiden
setzte das Wildtyp-Enzym nur 3 um,
die Variante aber 15. Die Variante
zeigte auch eine erhohte Aktivitat
gegentiber sechs nichtnatirlichen
Akzeptoren. Demnach ist tatsachlich
mit einer signifikanten Variations-

Biochemie {Magazin>

breite in der Glycodiversifizierung
von Naturstoffen zu rechnen.

Neben komplexen Glycokon-
jugaten werden auch Aminoglyco-
sid-Antibiotika aus dem Blickwinkel
der kombinatorischen Biosynthese
erforscht. Diese Oligosaccharide
werden tber komplexe und vielstu-
fige Biosynthesewege erzeugt. Emp-
fehlenswert sind die Ubersichten in
Lit."%".

Biosynthetisch gewonnene Deri-
vate der Aminoglycoside sind bis-
lang selten, es gibt allerdings viel
versprechende Beispiele fur erste en-
zymatische oder chemoenzymati-
sche Experimente.

Die Gruppe von Spencer erzeugte

durch den FEinsatz eines syntheti-

oH OH

C-3:
Epimerisierung
Methylierung

Transaminierung\
C-3: /

Epimerisierung
Methylierung
Transaminierung

HONDP

C-5:
Epimerisierung

\

ONDP \
C-2:

Desoxygenierung
O-Methylierung

Abb. 3. Allgemeine Biosynthese der 6DOH-Familie. Die Biosynthese der Mehrheit dieser
Verbindungen beginnt mit Glucose-1-Phosphat, aus welchem in zwei gemeinsamen Schrit-
ten die NDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose entsteht.
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Abb. 4. Enzymatische Ankniipfung einer AHBA-Seitenkette an Kanamycin A zur Gewinnung des Notfall-Antibiotikums Amikacin.
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schen Bausteins mit der AHBA-Sei-
tenkette versehene Aminogylcosid-
Derivate.”” AHBA ist ein wesentli-
ches Strukturmerkmal, um Resisten-
zen gegen diese Antibiotika-Klasse
zu iiberwinden. Es wird durch Par-
tialsynthesen in einige klinisch ge-
nutzte Antibiotika eingeftithrt. Nun
wurde entdeckt, dass durch naturli-

gung eines synthetisch erzeugten
AHBA-Vorlaufers dieselbe Modifika-
tion effizient an verschiedene Ami-
noglycoside gekniipft werden kann
(Abbildung 4, S. 315).

Kurzlich erschien eine erste Stu-
die zur vollstandig biosynthetischen
Manipulation von Aminoglycosiden.
Dabei wurden einzelne Enzyme he-

che Biosynthesewege unter Einbrin-  terolog in E. coli exprimiert. Bislang

O

)

H,N" "R HN™ “R
R2

AMP “\

As-AMP/—\

PPi

g

Abb. 5. Aufbau einer nichtribosomalen Peptidsynthetase (NRPS). Im Lademodul wird die
Starter-Aminosdure an einer Adenylierungs-Domdne (A) als Aminoacyl-AMP aktiviert. Un-
ter Freisetzung von AMP wird die Aminosdure an das Peptidyl Carrier Protein (PCP) gebun-
den, einem zu den ACP in Typ-I-PKS analogen Protein. Die Kondensationsdomdnen (C) kata-
lysieren die Verkniipfung zweier Aminosduren. Im Endmodul befindet sich eine Terminale
Esterase-Domdine (TE), welche die fertige Peptidkette vom Enzym abspaltet und zyklisiert.

In die NRPS kénnen modifizierende Domdnen eingegliedert sein.
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Abb. 6. Ablauf der durch die Cy-Domdnen katalysierten Cyclodehydratisierung. Die Cy-
Domdinen katalysieren den nucleophilen Angriff einer Serin-, Threonin- oder Cystein-Seiten-
kette auf das stromaufwiirts gelegene Amid, gefolgt von der Dehydratisierung des primd-
ren Produktes unter Bildung eines Oxazolins oder Thiazolins. Durch in den Cluster integrier-
te Oxidasen lassen sich die Thia- oder Oxazoline durch Dehydrierung zu den aromatischen
Thiazolen bzw. Oxazolen umsetzen. Alternativ kbnnen auch spezifische Reduktasen

Thiazoline zu den entsprechenden Thiazolidinen reduzieren.

ist dies allerdings nur der erste
Schritt einer breiteren Erforschung
dieser Biosynthesen fur die kom-

binatorische Biosynthese.”"

Nicht-Ribosomale Peptide

@ Peptide sind eine grofSe Natur-
stoffklasse mit einer hohen struktu-
rellen Diversitat. Eine besondere
Stellung innerhalb dieser Gruppe
nehmen die nichtribosomalen Pepti-
de (NRP) ein, zu denen zahlreiche
medizinisch relevante Verbindungen
gehoren. Sie sind in vielen Bakterien
und Pilzen enthalten. Umfangreiche
Ubersichtsartikel zu dieser Klasse
finden sich in Lit.”* .

Die zentrale Rolle in ihrer Biosyn-
these spielen die nichtribosomalen
Peptidsynthetasen (NRPS). NRPS
sind modular aufgebaut, jedes Mo-
dul einer NRPS verlangert eine
wachsende Peptidkette um eine
Aminosiaure und Kkatalysiert deren
Modifikationen. Ein Modul besteht
dabei aus mehreren, meist kovalent
verknupften, Domanen (Abbil-
dung 5). Innerhalb eines Moduls
wird durch eine Adenylierungs-
domane (A-Domiéne) eine spezi-
fische Aminosaure mit ATP als Ami-
noacyl-AMP aktiviert, eine Konden-
sationsdomane (C-Domane) kataly-
siert anschlieend die Bildung einer
Peptidbindung. Die wachsende Pep-
tidkette bleibt wahrend ihres Auf-
baus an PCP-Domdanen gebunden
(PCP = Peptidyl Carrier Protein).

Neben diesen essenziellen Doma-
nen kann ein Modul noch weitere
katalytische Funktionen enthalten.
Dazu gehoren zum Beispiel Epimeri-
sierungsdomanen (E-Domanen), die
die Konfiguration der eingesetzten
L-Aminosiure invertieren. Von be-
sonderem Interesse sind aufSerdem
Reduktasen (Re-Doménen) und Cy-
clasedomianen (Cyc-Doménen).
Letztere sind Varianten der C-Doma-
nen, die Verkniipfungen mit Cy-
stein, Serin oder Threonin als Ak-
zeptor katalysieren. Zusitzlich ver-
kntipfen sie die Thiol- oder Hydro-
xylgruppe in der Seitenkette der
Aminosaure mit der Kette, wodurch
Thiazolin- oder Oxazolinringe ent-
stehen (Abbildung 6). Diese Hetero-
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zyklen konnen in optionalen Schrit-
ten durch spezialisierte Doménen
weiter umgesetzt werden. Oxidasen
katalysieren die Bildung aromati-
scher Thiazole und Oxazole, wih-
rend alternativ spezialisierte Reduk-
tasen die Reduktion zum gesattigten
N-Heterozyklus, dem Thiazolidin,
katalysieren. Ebenfalls optional in
den Cluster integriert sind Methyl-
transferasen. Zahlreiche nichtribo-
somale Peptide sind N-methyliert.
Die Methyltransferasen tbertragen
hierbei eine CH;-Gruppe aus S-Ade-
nosylmethionin (SAM).

Die Natur kombiniert die einzel-
nen katalytischen Domanen der
NRPS in vielen Varianten; dadurch
ergibt sich die grofSe Vielfalt an Struk-
turen. Nach Peptidsynthese und Ab-
spaltung des Produkts von der NRPS
werden haufig post-NRPS-Schritte
durchgefithrt. Diese modulieren oft
die Hydrophilie des Produkts, kon-
nen aber auch die Spezifitéit der biolo-
gischen Wirkung variieren. Eine Aus-
wahl enzymatischer Modifikationen
auflerhalb der NRPS beschreiben
Marahiel und Essen.””

Adenylierungsdomanen verfugen
uber charakteristische Abschnitte,
die den spezifischen Einbau einer
Aminosaure in ein naszierendes Pep-
tid steuern.”® Die Analyse zeigte ei-
ne sehr gute Korrelation zwischen
einem bestimmten Sequenzmotiv in
diesem Abschnitt mit der Substrat-
spezifitat der jeweiligen A-Domane,
iber die evolutionaren Distanzen
zwischen verschiedenen Spezies und
sogar zwischen Bakterien und Pil-
zen. Diese Erkenntnis fithrte zu der
Entwicklung von Domain- und Mo-
dule-swapping-Experimenten.27) Es
wurde auf ein verkurztes Modellsys-
tem auf Basis der Tyrocidin-Synthe-
tase zuriickgegriffen, das durch ge-
zielte Erweiterungen in die Lage ver-
setzt wurde, kurze Peptide mit vor-
hersagbarer Sequenz biosynthetisch
zu erzeugen.

Der Austausch einzelner NRPS-
Doménen oder -Module wurde in-
tensiv untersucht, von besonderer
Relevanz waren dabei Studien zu
Protein-Protein-Wechselwirkungen,
die sich bei Domain- oder Module-
swapping-Experimenten oft als limi-

tierend erwiesen hatten.”” Dieses
Prinzip griffen mehrere Arbeitskreise
auf, was zu der Biosynthese einer Rei-
he nichtnatiirlicher Peptide ftihrte.

Beispielhaft sind die Arbeiten von
Baltz und Mitarbeitern mit dem anti-
biotisch wirksamen Lipopetid Dap-
tomycin. Durch den gezielten Aus-
tausch einzelner oder mehrerer Do-
méanen aus der Daptomycin-NRPS
stellten sie mehrere ebenfalls biolo-
gisch aktive Daptomycinderivate her
(Abbildung 10). Die Ausbeuten la-
gen dabei sogar in einigen Fallen im
praparativ niitzlichen Bereich.”” Ins-
gesamt beschreibt diese Veroffent-
lichung die Erzeugung von tber 30
Daptomycin-Derivaten, bei denen
die Aminosduresequenz modifiziert,
Glutamat methyliert (Glu — 3mGlu)
und die Struktur der Lipidkette ver-
andert war. Ein Teil dieser 30 Sub-
stanzen lief sich in hinreichender
Menge aus der Fermentation rei-
nigen, um sowohl Struktur als auch
biologische Aktivitat zu bestimmen.
Keine der auf diese Weise erzeugten
Substanzen ist Daptomycin in seiner
antibiotischen Wirksamkeit tber-
legen, allerdings haben einige Deri-
vate ein leicht verdndertes Wirk-
spektrum.

Basierend auf diesen Ergebnissen
zielte eine weitere Studie aus der
gleichen Gruppe darauf, die Produk-
tionsleistungen der rekombinanten
NRPS-Systeme zu verbessern.”” Da-
bei gelang es, die Verknupfungen
verschiedener NRPS-Fragmente zu
optimieren und so die nichtnaturli-
chen Peptide in Ausbeuten von bis
zu 134 mg;L_1 zu gewinnen. Einer

Biochemie {Magazin>

alternativen Strategie folgend be-
schrieben Marahiel und Mitarbeiter
die Variabilitat in der RinggrofSe ma-
krozyklischer Peptide durch eine
Deletion einzelner Module inner-
halb einer NRPS.*"

Sonstige Naturstoffklassen

@ Alkaloide und Terpene sind bis-
lang in erheblich geringerem Aus-
mafd in Bezug auf die kombinatori-
sche Biosynthese untersucht wor-
den. Ein bemerkenswertes Beispiel
zur Variablilitat der Alkaloidbiosyn-
these in Pflanzen gelang der Gruppe
von O’Connor: Durch Eingriffe in
die Alkaloidbiosynthese des Mada-
(Catharanthus
roseus) bildeten sich viele nicht-

gaskar-Immergriins

naturliche Monoterpen-Indol-Alka-
loide.”” Die wohl grofSte Herausfor-
derung in diesen Experimenten ist
die Isolation signifikanter Mengen
neuer Metabolite. Bislang werden
iberwiegen hochkomplexe und
schwer analysierbare Gemische er-
zeugt. Eine weitere Diskussion steht
beispielsweise in Lit.>*%
Entsprechende Arbeiten zu Ter-
penen waren bislang vor allem mit
Carotenoiden erfolgreich. Die bio-
synthetische Erzeugung zahlreicher
nichtnaturlicher Carotenoide gelang

35-38)
mehreren Gruppen.

Zusammenfassung

@ Die vergangenen Jahre zeigten
zwar das grofe Potenzial der kom-
binatorischen Biosynthese, aber auch
ihre Grenzen. Gegenwirtig ist die

NH,

Abb. 7. Struktur des Lipopetid-Antibiotikums Daptomycin. Die von Baltz und Mitarbeitern er-
folgreich variierten Positionen 8, 11, 12 und 13 innerhalb des Peptids sind rot hervorgehoben.
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grofste Herausforderung, Naturstoff-
Derivate in préparativ nitzlichen
Mengen und in hinreichend grofsen
und strukturell diversen Substanzbi-
bliotheken herzustellen. Bislang ge-
lang entweder die Biosynthese klei-
ner Substanzbibliotheken, beispiels-
weise im Fall des Lipopeptids Dapto-
mycin. Oder aber die praparierbaren
Mengen strukturell komplexer Ver-
bindungen waren fiir eine weitere
Untersuchung zu gering. Zudem ist
das erforderliche enzymologische
Wissen noch eher begrenzt. Ein mog-
licher Durchbruch gelang hier Mara-
hiel und Essen fir nichtribosomale
Peptid-Synthetasen, indem sie die
erste Kristallstruktur eines vollstan-
digen NRPS-Moduls aufklarten.””

Die genetische Manipulation der
naturlichen Produktionsorganismen
ist in vielen Fallen kompliziert und
zeitaufwandig. Eine Alternative bie-
tet in diesen Fallen die heterologe
Expression ganzer Biosynthesewege
in leicht handhabbaren Mikroorga-
nismen, wie durch Katz und Khosla
beschrieben.*"*" Diese Technik be-
schleunigt die Erzeugung von Sub-
stanzbibliotheken ebenso wie das
Studium der Enzymologie, jedoch
oft zum Preis einer stark verringer-
ten Fermentatiosausbeute. Im Fall
von NRPS ist die enorme Grofse der
an der Biosynthese beteiligten Gen-
cluster eine zusitzliche Schwierig-
keit.

Die kombinatorische Biosynthese
ubt dennoch eine grofle Anzie-
hungskraft auf die Naturstoffbioche-
mie aus. Die Aussicht, in einem Ex-
periment viele komplexe Verbin-
dungen durch den meist relativ ein-
fachen Weg der Fermentation zu er-
zeugen, rechtfertigt den hohen For-
schungsaufwand.
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