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Vancomycin (Schema 1),[1] ein Glycopeptid-Antibiotikum,
das von Amycolatopsis orientalis produziert wird, ist die
prominenteste Verbindung einer ganzen Strukturklasse, der
mehrere hundert verwandte Naturstoffe angehˆren. Umfas-
sende Arbeiten wurden zur Strukturaufkl‰rung, zum Wirk-
mechanismus und zur Totalsynthese beigetragen.[1, 2] Die
Wirksamkeit von Vancomycin gegen Methicillin-resistente
Staphylococcus-aureus(MRSA)-St‰mme f¸hrte zu einer weit
verbreiteten Anwendung als Notfallantibiotikum.[3] Abgese-
hen von einigen biochemischen Arbeiten ist nur wenig
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Schema 1. Die Glycopeptid-Antibiotika Vancomycin und Balhimycin.

¸ber die Molekularbiologie der Glycopeptidbiosynthese be-
kannt geworden.[4] Die Sequenzierung des Chloroeremomy-
cin-Biosynthese-Genclusters von A. orientalis gew‰hrte erste
Einblicke in die Organisation der an der Biosynthese
beteiligten Gene.[5] Dennoch blieben wesentliche Biosynthe-
seschritte und ihre Reihenfolge ungekl‰rt. Die Identifizierung
des Balhimycin-Genclusters von A. mediterranei[6] und die
Entwicklung eines Wirt-Vektor-Systems f¸r diesen Produzen-
tenstamm[7] ermˆglichte erstmals die Untersuchung der Bio-
synthese durch Mutageneseexperimente.

Eine Strukturbesonderheit ist das dreifach seitenkettenver-
br¸ckte Aglycon, welches diesen Glycopeptiden antibiotische
Aktivit‰t verleiht. Der Aufbau des
tricyclischen Heptapeptids ausge-
hend von einem linearen Vorstu-
fenpeptid ist somit ein Schl¸ssel-
schritt der Glycopeptid-Antibioti-
ka-Biosynthese. Unsere Arbeiten
befassen sich mit den drei
Oxygenasen (OxyA, -B, -C) des
Glycopeptid-Biosynthese-Genclus-
ters des Balhimycin-Produzenten
A. mediterranei DSM5908, von de-
nen angenommen wird, dass sie an
der oxidativen Umwandlung eines
linearen Vorstufenpeptids in das
seitenkettenverbr¸ckte Aglycon
beteiligt sind.

Von einer Genunterbrechungs-
mutante in den Oxygenase-Genen
wurden Hexa- und Heptapeptide
isoliert, von denen wir annahmen,
dass es lineare Intermediate des
Aglycons sind.[6, 8] In einer nach-
folgenden Arbeit stellten wir erst-
mals monocyclische Peptide vor,
die von einer Genaustauschmutan-

te in oxyA isoliert wurden und deren Ringschluss mˆglicher-
weise die erste Stufe der drei oxidativen Ringschlussreak-
tionen ist.[9] Im Folgenden berichten wir ¸ber zweifach
verbr¸ckte Peptide. Diese Strukturen erlauben uns, die
Abfolge der drei oxidativen Ringschlussreaktionen zum
Aglycon abzuleiten.

Aus dem Kulturfiltrat der Genaustauschmutante SPoxyB-
cat (Abbildung 1) wurden zwei Verbindungen, SP-901 1 und
SP-1066 2 (Schema 2), mit Molek¸lmassen von 901.3 bzw.
1066.4 Da isoliert. Die genauere Charakterisierung ergab,
dass 1 und 2 die linearen, nichtchlorierten Analoga von
bereits fr¸her charakterisierten Verbindungen sind.[8]

Aus dem Kulturfiltrat einer weiteren Genaustauschmutan-
te, SPoxyCcat, von A. mediterranei (Abbildung 1) wurden
drei Verbindungen, SP-911 3, SP-1073 4 und SP-1238 5
(Schema 3), mit Molek¸lmassen von 911.3, 1073.4 bzw.
1238.4 Da isoliert. Wie bei 1 und 2 zeigt die charakteristische
Isotopenverteilung des [M�H]�-Pseudomolek¸lions der Ver-
bindungen 3 ± 5, dass kein Chlor vorhanden ist. Durch chirale
Aminos‰urenanalytik wurden �-N-Methylleucin (MeLeu), �-
Asx und �-4-Hydroxyphenylglycin (Hpg) als Bestandteile
von 3 ± 5 nachgewiesen. F¸r 5 wurde zus‰tzlich �-3,5-Dihy-
droxyphenylglycin (Dpg) detektiert. Der Edman-Abbau der
Verbindungen 3 ± 5 ergab die Aminos‰urensequenz 1Me-
Leu-2-––-3Asn-4-––-5Hpg-6-––. Unerwarteterweise konn-
te f¸r 5 die Aminos‰ure Dpg in Abbauzyklus 7 nicht
nachgewiesen werden. Durch Vergleich mit fr¸heren experi-
mentellen Daten zum Edman-Abbau von SP-1134 (linear)
und SP-1132 (monocyclisch)[8, 9] wurden f¸r 3 ± 5 O-Verbr¸-
ckungen zwischen den Arylringen C und D sowie D und E zu
Makrocyclen (C-O-D- bzw. D-O-E-Ring) nachgewiesen (Ta-
belle 1). Die Zuckeranalytik mittels GC-MS ergab �-Glucose
als Bestandteil von 4 und 5. 2D-NMR-Experimente (COSY,
TOCSY, NOESY, HSQC, HMBC) von 5 (Tabelle 2) best‰-

Abbildung 1. Genorganisation von A.-mediterranei-Wildtyp und -Mutanten. Gezeigt ist dazu schematisch
der jeweilige Cyclisierungsgrad am Beispiel der ermittelten Strukturen der Heptapeptide. A) Genorganisa-
tion eines Teils des Balhimycin-Biosynthese-Genclusters vom A.-mediterranei-Wildtyp. B) oxyA-Genaus-
tauschmutante SPoxyAcat. C) oxyB-Genaustauschmutante SPoxyBcat. D) oxyC-Genaustauschmutante
SPoxyCcat. bpsC : Peptidsynthetase-Gen; orf1: Gen mit unbekannter Funktion; oxyA ±C : Oxygenase-Gene;
bhaA : Halogenase-Gen; bgtfA ±C : Glycosyltransferase-Gene. cat : Chloramphenicol-Resistenzgen; Hty�
�-Hydroxytyrosin.



ZUSCHRIFTEN

4826 ¹ WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2001 0044-8249/01/11324-4826 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 2001, 113, Nr. 24

OH

H
N

O

H
O

NH

O
NH2

H

O

H
N

N
HH

H
N

O

H H

NH2

O

OH

H
N

O

HO2C

OHHO

H

OH

HO

A
B

C D

OH

H
N

O

H
O

NH

O
NH2

H

O

H
N

N
HH

H
N

O

H H

NH2

O

OH

HO

O

OH

HO

B

C D

HO

OH

HO

OH

E

E

1

2

Schema 2. SP-901 1 und SP-1066 2.

OR

H
N

O

H
O

NH

O
NH

H

OO

O

H
N

HO

N
HH

OH

H
N

O

O
H H

NH2

O

OH

CH3

OH

O

H
N

O

H
O

NH

O
NH

H

OO

O

H
N

HO

N
HH

H
N

O

H H

NH2

O

OH

O

HO
OH

CH2OH

CH3

B

C D

HO

A

H
N

O

HO2C

OHHO

H

OH

O

HO
OH

CH2OH

HO

B

C D E

E

3 R=H 4 R=

5

Schema 3. SP-911 3, SP-1073 4 und SP-1238 5.

tigten diese Untersuchungen und lieferten die in Schema 3
gezeigte Struktur von 5[10] mit �-glycosyliertem 4Hpg.

Die Verbindungen 1 ± 5 sowie die bereits in fr¸heren
Arbeiten[8, 9] charakterisierten Verbindungen weisen alle �-

Tabelle 1. Ergebnisse des Edman-Abbaus von isolierten Intermediaten
verschiedener A.-mediterranei-Mutanten.

Peptid Abbauzyklus[a]

1 2 3 4 5 6 7

SP-1134[b] Leu Cht Asn Hpg Hpg Cht Dpg
SP-1132[c] Leu Cht Asn ± Hpg ± Dpg
SP-1238[d] MeLeu ± Asn ± Hpg ± n.d.
Aglycon MeLeu ± Asn ± ± ± ±

[a] ± � keine Aminos‰ure identifiziert; n.d.�Zuordnung nicht eindeutig.
[b] Lineares Heptapeptid SP-1134.[8] [c] Monocyclisches Heptapeptid SP-
1132.[9] [d] Bicyclisches Heptapeptid SP-1238 5 (diese Studie).

Tabelle 2. 1H- und 13C-NMR-Verschiebungen des Peptids SP-1238 5 ([D6]DMSO, 298 K).

NH, CO � � andere

1Leu �(1H) 8.93 4.00 1.68/1.57 1.64 (�), 0.86/0.90 (�), 2.63 (NCH3)
�(13C) 167.6 59.2 38.7 23.6 (�), 22.5/22.2 (�), 31.0 (NCH3)

2Hty �(1H) 8.62 4.90 5.23 5.86 (OH�), 7.60 (2), 7.22 (3), 7.06 (5), 7.25 (6)
�(13C) ±[a] 58.8 71.2 136.8 (1), 127.5 (2), 154.7 (4), 122.2 (3), 121.2 (5), 128.1 (6)

3Asn �(1H) ±[a] 4.34 2.58/2.19 7.53/7.07 (�)
�(13C) 169.7 50.3 36.0 171.5 (�)

4Hpg �(1H) 8.00 5.21 ± 5.49 (2), 5.78 (6)
�(13C) 166.8 54.7 ± 106.3 (2), 132.1 (1), 152.9 (3), 156.4 (4), ±[a] (5), 106.6 (6)

5Hpg �(1H) 8.80 5.18 ± 7.11 (2,6), 6.68 (3,5), 9.44 (OH4)
�(13C) 168.4 55.6 ± 128.1 (2,6), 114.8 (3,5), 158.4 (4), ±[a] (1)

6Hty �(1H) ±[a] 4.75 5.44 5.65 (OH�), 7.37 (2), 7.06 (3), 7.16 (5), 7.55 (6)
�(13C) 167.8 58.8 71.0 138.2 (1), 127.6 (2), 121.2 (3), 153.4 (4), 121.9 (5), 126.4 (6)

7Dpg �(1H) 8.73 5.15 ± 6.28 (2,6), 9.35 (OH3,5), 6.15 (4)
�(13C) 171.7 55.9 ± 105.2 (2,6), 158.1 (3,5), 101.9 (4), ±[a] (1)

Glc 1� 2� 3� 4� 5� 6�
�(1H) 5.18 3.34 3.26 3.16 3.18 3.72/3.46
�(13C) 102.6 73.7 76.3 69.8 77.1 60.8

OH �(1H) ± ±[a] ±[a] ±[a] ± ±[a]

[a] Zuordnung nicht mˆglich. Hty��-Hydroxytyrosin.
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hydroxylierte Tyrosinreste in den Positionen 2 und 6 auf. Dies
best‰tigt unsere These, dass die �-Hydroxylierung bereits auf
der Stufe eines linearen Vorstufenpeptids vorhanden ist. Im
Unterschied zu linearen und monocyclischen Peptidinterme-
diaten sind die zweifach verbr¸ckten Derivate 3 ± 5, die aus
dem Kulturfiltrat der SPoxyCcat-Mutante isoliert wurden, an
1Leu N-methyliert. Das bedeutet, dass das schon fr¸h ge-
bildete bicylische C-O-D-O-E-Intermediat von einer N-
Methyltransferase als Substrat erkannt wird. Diese Daten
sind in Einklang mit denen von Enzymassays mit ¸berexpri-
mierter N-Methyltransferase von A. orientalis, die zeigen,
dass das nichtmethylierte Aglycon und ebenfalls nichtmethy-
lierte Glycopeptide gegen¸ber linearen Peptiden bei der
N-Methylierung bevorzugt werden.[11] Weiterhin belegt die
O-Glycosylierung von 4Hpg in 4 und 5 (�-�-Glc), wie sie auch
f¸r Balhimycin gefunden wird, dass ein bicyclisches C-O-D-
O-E-System bereits von einer Glycosyltransferase des
Balhimycin-Biosynthese-Genclusters erkannt wird. Anders
als die nachgewiesene Chlorierung bei Peptiden der SPoxyA-
cat-Mutante kann das unerwartete Fehlen der Chlorierung
im Fall der Verbindungen 1 ± 5, die aus Kulturfiltraten
der Mutanten SPoxyBcat und SPoxyCcat isoliert wurden,
derzeit nicht erkl‰rt werden. Es ist mˆglich, dass die Gen-
austauschmutation in oxyB und oxyC auch die Expression
von bhaA beeinflusst, welches stromabw‰rts zu den Oxy-
genase-Genen liegt und eine Halogenase kodiert.[12] Dar¸ber
hinaus ist bisher ungekl‰rt, warum, wie im Fall der linearen,
unverbr¸ckten Peptide, Hexapeptide gefunden werden.[8]

Schlie˚lich erh‰lt man durch die Inaktivierung der Oxy-
genase-Gene (oxyA, oxyB und oxyC) mittels Genaustausch-
mutagenese Peptide mit unterschiedlichem Verbr¸ckungs-
grad (Abbildung 1). Anhand der Ergebnisse dieser und
fr¸herer Arbeiten[9] postulieren wir folgende Reihenfolge der
Cyclisierungsschritte: 1. Bildung des C-O-D-Makrocyclus;
2. Bildung des D-O-E-Makrocyclus; 3. Bildung des Biarylrings
AB. Somit kann von einer stufenweisen Cyclisierung in der
Reihenfolge OxyB�OxyA�OxyC ausgegangen werden.

Die Strukturen der Verbindungen 3 ± 5 belegen, dass die
N-Methylierung von Leu sowie die Glycosylierung an 4Hpg
schon teilweise auf der Stufe des zweifach verbr¸ckten
Intermediates stattfinden kann. Da eine Glycosylierung in
Position 6 ausbleibt, nehmen wir an, dass die Glycosylierung
von 4Hpg durch eine Glycosyltransferase der erste der
Glycosylierungsschritte ist. Die Ergebnisse zeigen ferner eine
erhˆhte Substratflexibilit‰t der entsprechenden Enzyme und
stehen im Einklang zu den bereits bekannten Enzymfunk-
tionen der Methyltransferase (Mtf)[11] und der Glycosyltrans-
ferase (Gtf)[13] im Chloreremomycin- und Vancomycin-Gen-
cluster. Wir nehmen an, dass die hier aufgezeigte Abfolge der
Aglycon-Biosyntheseschritte f¸r Typ-I- und Typ-II-Glycopep-
tid-Antibiotika repr‰sentativ ist.

Experimentelles

Die Mutanten SPoxyBcat und SPoxyCcat von Amycolatopsis mediterranei
DSM5908 wurden in Fl¸ssigkultur fermentiert. Alle isolierten Peptide
wurden analog zu bereits publizierten Vorschriften gereinigt (Ausbeuten:
SPoxyBcat: 8.6 mgL�1 (1), 10.6 mgL�1 (2); SPoxyCcat: 1.2 mgL�1 (3),
0.8 mgL�1 (4) und 0.5 mgL�1 (5)) und charakterisiert.[8, 9]
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