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hohe Spezifi tät für die Leader-Erkennung mit 
einer hohen Substrattoleranz gegenüber den 
zu modifizierenden Sequenzen im Core-
Peptid kombiniert. Dies ermöglicht eine 
schnelle Diversifi zierung von RiPP-Natur-
stoffen und macht sie interessant für die Ent-
wicklung biotechnologischer und medizini-
scher Anwendungen.

Wegen ihres ribosomalen Ursprungs 
bestehen Vorläuferpeptide nur aus kanoni-
schen Aminosäuren (AS). Trotzdem kann 
eine große strukturelle und chemische Viel-
falt realisiert werden (Abb. 1B), da die Pro-
zessierungsenzyme eine Vielzahl verschie-
denster chemischer Modifi kationen durch-
führen können [1].

Viele RiPP-Subfamilien befi nden sich zwi-
schen kleinen, organischen Wirkstoffen 
(< 500 Da) und großen Biopharmazeutika 
(> 5.000 Da). Die medizinische Anwendung 
von RiPPs könnte daher eine Nische füllen, 
da sie durch ihre Größe geeignetere Inhibito-
ren für Protein-Protein-Wechselwirkungen 
als kleine organische Moleküle sind und 
gleichzeitig eine verbesserte Zellpermeabili-
tät als Biopharmazeutika aufweisen [2].

Das Lassopeptid Microcin J25
Lassopeptide zeichnen sich durch eine 
3D-Struktur aus, die an den Knoten in einem 
Lasso erinnert. Diese Struktur entsteht durch 
Ausbildung eines Makrolactamrings, der den 
linearen C-terminalen Bereich des Peptids 
fest umschließt. Der Ring wird zwischen der 
N-terminalen α-Aminogruppe und der Car-
bonsäure-Seitenkette eines Aspartat- oder 
Glutamatrestes ausgebildet (Abb. 2A, [1, 3]). 
Stabilisiert wird die Lassotopologie durch die 
Positionierung großer, sperriger Aminosäu-
ren über und unter dem Ring. Trotz der rein 
sterischen Stabilisierung weisen Lassopepti-
de eine hohe Resistenz gegenüber Proteasen 
und auch oft gegenüber hitzeinduzierter Ent-
fädelung in ein verzweigt-zyklisches Peptid 
auf [4].

Microcin J25 wurde 1992 entdeckt und 
gehört zu den bestuntersuchten Lassopepti-
den (Abb. 2B, C). Durch Testen von 381 
Punktmutationen des Core-Peptids wurde die 
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ó Ribosomal synthetisierte und posttrans-
lational modifi zierte Peptide (RiPPs) sind 
eine der großen Superfamilien unter den 
Naturstoffen. Die Mitglieder dieser Super-
familie haben ein gemeinsames Biosynthese-
prinzip: Ein genetisch codiertes Vorläufer-
peptid wird nach der Synthese am Ribosom 
von speziellen Prozessierungsenzymen in 
den finalen Naturstoff umgewandelt 
(Abb. 1A, [1]). Das Vorläuferpeptid selbst 
besteht aus zwei distinkten Bereichen, der 
N-terminalen Leader- und der C-terminalen 
Core-Region. Während der Core-Peptid-
Bereich enzymatisch modifi ziert wird, dient 
die Leader-Region primär der Erkennung 
durch die Enzyme. Der Leader wird daher 
auch während der Biosynthese proteolytisch 
abgespalten.

Durch räumliche Trennung der Bereiche 
für Erkennung und Modifi kation wird eine 

Naturstoffe

Das Potenzial von RiPPs in medizinisch-
biotechnologischen Anwendungen

¯ Abb. 1: Grundlegendes über ribosomal syn-
thetisierte und posttranslational modifi zierte 
Peptide (RiPPs). A, Prinzipien der RiPP-Biosyn-
these. Zunächst wird das Gen-codierte Vorläu-
ferpeptid am Ribosom assembliert. Anschlie-
ßend erkenn en und binden die Prozessierungs-
enzyme ein Erkennungsmotiv in der Leader-
Region und modifi zieren dann das Core-Peptid. 
Durch Abspaltung des Leader-Peptids wird der 
Naturstoff freigesetzt. B, Strukturen einer Aus-
wahl an RiPP-Naturstoffen.

A

B



BIOspektrum  |  03.20  |  26. Jahrgang

genutzt werden, um mittels epitope grafting 
(das heißt Einbringen einer kurzen Peptidse-
quenz, die eine bestimmte Aktivität vermit-
telt; hier: RGD) einen potenten Antagonisten 
des αvβ3-Integrin-Rezeptors zu erzeugen 
(Abb. 2E, [6]). Dessen Inhibition ist von kli-
nischer Relevanz, da er in Angiogenesepro-
zesse involviert ist und auf bestimmten 
Tumorzellarten überexprimiert wird.

Das Lanthipeptid Prochlorosin 2.8
Lanthipeptide besitzen charakteristische 
β-Thioethergruppen, die (Methyl)Lanthioni-
ne, die durch den nukleophilen Angriff 
von Cysteinthiolen auf Seitenketten dehy-
drierter Serin-/Threoninreste erzeugt wer-
den (Abb. 3A, [1, 7]).

Prochlorosine sind Lanthipeptide, deren 
natürliche Funktionen bisher unbekannt 
sind. Die Gene von 30 verschiedenen Pro-

hohe Substrattoleranz der Biosynthese-
maschinerie bewiesen (Abb. 2D, [5]).

Microcin J25 wirkt antimikrobiell gegen 
Enterobakterien. Diese Aktivität wird primär 
durch Inhibierung der Gram-negativen RNA-
Polymerase und sekundär durch Eingriff in 
die Atmungskette erreicht [3]. Wegen seiner 
hohen Stabilität, seiner guten heterologen 
Produzierbarkeit in Escherichia coli und der 
Vielzahl an tolerierten Aminosäureaustau-
schen konnte Microcin J25 erfolgreich 

˚ Abb. 2: Grundprinzipien der Lassopeptid-
biosynthese und Beispiele für das epitope 
grafting unter Verwendung von RiPPs. 
A, Posttranslationale Modifi kationen in 
 Lassopeptiden [3]. Nach Bindung des 
Leader-Peptids setzt eine Cysteinprotease 
das Core-Peptid frei. Eine Makrozyklase akti-
viert anschließend die Asp /Glu-Seitenkette 
unter Verbrauch von ATP und katalysiert 
dann den Ringschluss zwischen der aktivier-
ten Carbonsäure und dem primären Amin 
des freigesetzten N-Terminus. B, C, Microcin 
J25: 3D-Struktur (PDB-Code 1Q71) (B) und 
schematische Darstellung (C). D, Darstellung 
besonders promisker Regionen in Microcin 
J25 [5]. E, Primärstrukturen von Microcin 
J25 (RGDF), Prochlorosin 2.8 (16RGD) und 
Lacticin 481 (RGRGDY). Die Bindungskon-
stanten für die Interaktion mit dem αvβ3-
Integrin sind angegeben [6, 9, 11].

˚ Abb. 3: Grundprinzipien der Lanthipeptid-
biosynthese und Substrattoleranz des Pro-
zessierungsenzyms ProcM. A, Posttranslati-
onale Modifi kationen in Lanthipeptiden. Die 
Aktivierung der Hydroxygruppe im ersten 
Schritt der Biosynthese wird je nach Enzym 
durch ATP-abhängige Phosphorylierung oder 
durch tRNA-abhängige Glutamylierung 
erreicht [7]. Durch Eliminierung der aktivier-
ten Hydroxygruppe entstehen Dha- und Dhb-
Gruppen. Die ungesättigten Doppelbindun-
gen können anschließend nukleophil von 
den Thiolgruppen der Cystein reste ange-
griffen werden, was die Bildung der 
β-Thioetherverbrückungen ermöglicht. 
B, Primärstruktur von Prochlorosin 2.8 und 
Zusammenfassung der von ProcM tolerier-
ten Änderungen des Core-Peptids [9].
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chlorosin-Vorläuferpeptiden (ProcAs) und 
von dem Prozessierungsenzym ProcM wur-
den im Genom des Cyanobakteriums Prochlo-
rococcus marinus sp. MIT9313 gefunden 
[7, 8]. Alle ProcAs besitzen hochkonservierte 
Leader-Peptid-Bereiche und hypervariable 
Core-Regionen, die in eine Vielzahl verschie-
dener Lanthipeptide mit zum Teil grundver-
schiedenen Ringtopologien umgewandelt 
werden [7–9]. Vermutlich prozessiert ProcM 
alle 30 ProcAs. Dies wurde experimentell 
bereits für 17 ProcAs nachgewiesen [7, 8]. 
Diese extrem hohe Promiskuität des Enzyms 
für sowohl Substratsequenz als auch Ringto-
pologien ist selbst für RiPPs bemerkenswert. 
Am Beispiel von Prochlorosin 2.8 wurden 
37 Core-Peptid-Varianten für die Prozessie-
rung durch ProcM getestet [9]. Prochloro-
sin 2.8 ist 19 Aminosäuren lang und besitzt 
zwei benachbarte Lanthioninringe, die über 
eine Met-Pro-Pro-Linkerregion miteinander 
verknüpft sind (Abb. 3B). Die meisten der 
37 Varianten wurden von ProcM umgesetzt 
(Abb. 3B, [9]). Alanin-Austausche von Resten 
in den Ringen und der Linkerregion werden 
gut toleriert, und der Einbau von mehreren 
starren Prolinresten in die Ringe ist bis zu 
einem bestimmten Punkt möglich. Änderun-
gen in der Größe der Lanthioninringe werden 
ebenfalls zum Großteil toleriert. Durch den 
Austausch der ringformenden Cystein-/
Serinreste des ersten Rings ist sogar ein Dia-
stereomer zugänglich, was für den zweiten 
Ring nicht möglich ist.

Um zu testen, ob Prochlorosin 2.8 auch für 
epitope grafting verwendet werden kann, 
wurde die RGD-Sequenz an drei Positionen 
eingebracht. Eine dieser Varianten zeigte 
ebenfalls eine hohe Bindungsaffi nität zu dem 
αvβ3-Integrin (Abb. 2E, [9]).

Durch die Nutzung degenerierter Oligonu-
kleotid-Primer konnte eine Bibliothek aus 
etwa 106 verschiedenen Prochlorosin-2.8-Va-
rianten erzeugt werden [10]. Durch Scree-
ning dieser Bibliothek konnte ein Inhibitor 
der Protein-Protein-Interaktion zwischen 
dem HIV-p6-Protein und der UEV-Domäne 
des humanen Proteins TSG101 identifi ziert 
werden [9]. Diese Wechselwirkung ist essen-
ziell für die Knospung von HIV-Partikeln in 
infi zierten Zellen.

Display-Techniken ermöglichen 
ein effi zientes Screening von 
 Lanthipeptid-Bibliotheken
Eine besonders spannende Entwicklung in 
der anwendungsorientierten RiPP-Forschung 
war zuletzt die Etablierung von Hefe- und 

Phagen-Display-Techniken für Lanthipeptide 
[11, 12]. Durch die Nutzung solcher Display-
Methoden lassen sich große, biologisch 
erzeugte Bibliotheken im Hochdurchsatz für 
Proteinbinder screenen. So konnten z. B. 
durch Hefe-Display einer Lacticin-481-Biblio-
thek potente Binder des αvβ3-Integrins iden-
tifi ziert werden (Abb. 2E, [11]). Durch Nut-
zung von Pha gen-Display von Prochlorosin-
Bibliotheken wurden spezifi sche Liganden 
für Streptavidin und das Urokinase-Plasmi-
nogen-Aktivator-Protein identifi ziert [12].

Ausblick
Durch die Charakterisierung bekannter 
RiPP-Subfamilien und die Entdeckung neuer 
RiPPs entwickelt sich dieses Forschungsge-
biet kontinuierlich weiter und damit auch 
sein Potenzial für anwendungsbezogene For-
schung. Es werden auch weiterhin interes-
sante biologische Aktivitäten im Zusammen-
hang mit RiPPs entdeckt werden.

RiPPs können unabhängig von ihren intrin-
sischen Aktivitäten auch als Gerüst zur Ent-
wicklung neuer Wirkstoffe dienen, wie durch 
den zuvor beschriebenen epitope grafting-
Ansatz. Die Etablierung von Hefe- und Phagen-
Display-Techniken für Lanthipeptide wird als 
Basis für die Entwicklung analoger Techniken 
für andere RiPPs dienen, wodurch zusätzliche 
Strukturmotive und chemische Modifi katio-
nen für die Erzeugung und das Hochdurchsatz-
screening von Bibliotheken zugänglich wer-
den. Neben Ansätzen für die medizinische 
Wirkstoffentwicklung können RiPP-Biosynthe-
semaschinerien auch Anwendung in der Bio-
technologie fi nden: Durch die Trennung der 
Vorläuferpeptidbereiche für die enzymatische 
Erkennung und Modifi kation sowie die hohe 
Promiskuität der Enzyme gegenüber der Core-
Peptidsequenz ist es  vorstellbar, dass solche 
Enzyme zu allgemein verwendbaren Katalysa-
toren für die Peptidchemie weiterentwickelt 
werden könnten. ó
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