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turen basierend auf Genom-Sequenzinforma-
tionen ermöglicht.

Zum anderen können Naturstoffe durch 
diskrete, monofunktionale Enzyme aufge-
baut werden, die das Naturstoff-Grundgerüst 
nacheinander erzeugen und modifizieren 
(Abb. 1B). Diesem Biosynthese-Prinzip fol-
gen beispielsweise ribosomal synthetisierte 
und posttranslational modifi zierte Peptide 
(RiPPs). Ein RiPP-BGC besteht aus Genen, die 
ein Vorläuferpeptid und modifizierende 
Enzyme codieren. Das Vorläuferpeptid ver-
fügt über eine Leadersequenz und eine Kern-
sequenz. Die Leadersequenz rekrutiert die 
im Gencluster codierten Enzyme, die das 
Kernpeptid modifi zieren. Ist das Kernpeptid 
vollständig modifiziert, wird die Leader-
sequenz abgespalten (Abb. 1B). RiPPs sind 
eine heterogene Naturstoffklasse, die sich 
aus mehr als 40 Familien zusammensetzt. 
Sie besitzen, anders als Mega-Synthasen, 
keine konservierten Gene, die in allen RiPP-
Familien vorkommen. Dies erschwert die 
Identifizierung bisher übersehener RiPP-
Familien.

Traditionelle Methoden in der 
Naturstoff-Forschung
Die 1950–1960er-Jahre erwiesen sich als 
„goldenes Zeitalter” für die Entdeckung neu-
er Antibiotika. Mehr als die  Hälfte der heute 
auf dem Markt befi ndlichen Antibiotika wur-
den in dieser Zeit identifi ziert. Traditionell 
suchen Wissenschaftler:innen bioaktive 
Metaboliten mithilfe Bioaktivitäts-geleiteter 
Fraktionierungsstudien. Dabei testen sie 
Extrakte von Bakterienkulturen auf ver-
schiedene Bioaktivitäten, z. B. auf ihr Poten-
zial, das Wachstum anderer Bakterien zu 
hemmen, und reinigen die identifi zierten 
Antibiotika anschließend chromatografi sch 
aus den Extrakten auf. Da die leicht zugän-
gigen Substanzen bereits erforscht sind, 
führt die Verbindung aus Bioaktivitäts-gelei-
teter Fraktionierung und der Fokus auf 
wenige talentierte Naturstoff-Produzenten 
zur häufigen Wiederentdeckung bereits 
bekannter Naturstoffe. Daher war es erfor-
derlich, komplementäre Ansätze zur Ent-
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Bacteria produce natural products to interact with their environment. 
These structurally diverse small molecules exhibit various bioactivities 
and have been exploited for the treatment of many diseases. The dis-
covery pace of truly novel natural products using traditional methods 
has markedly declined. As an alternative, sophisticated bioinformatic 
tools have been developed that leverage genome sequence informa-
tion for the targeted discovery of bioactive compounds. To chart 
microbial biosynthetic dark matter and identify non-canonical natural 
product biosynthetic pathways that escape unrecognised by current 
bioinformatic tools, artifi cial intelligence has recently been introduced 
into the genome mining process, holding promise to expand natural 
product chemical and biosynthetic space.
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ó Bakterien produzieren eine Vielzahl von 
Naturstoffen, die auch als Sekundärmetabo-
liten oder spezialisierte Metaboliten bezeich-
net werden.  Im Gegensatz zu Primärmetabo-
liten sind sie nicht essenziell für Wachstum, 
Entwicklung, Reproduktion oder Überleben 
eines Organismus; sie spielen jedoch eine 
wichtige Rolle für die Kontinuität des Produ-
zenten in der Natur [1]. Naturstoffe erfüllen 
diverse ökologische Funktionen, einschließ-
lich der Kommunikation und chemischen 
Verteidigung. Sie verfügen über eine enorme 
strukturelle Diversität, die mit einer Vielzahl 
unterschiedlicher Bioaktivitäten assoziiert 
ist. Daher stellen sie eine reiche Quelle an 
Leitstrukturen für pharmazeutische Wirk-
stoffe dar. Beispiele hierfür sind das Breit-
bandantibiotikum Erythromycin (1), das 
Antimykotikum Amphotericin B, das Immun-
suppressivum Rapamycin, oder das Zytosta-
tikum Daunorubicin.

Biosynthetische Prinzipien von 
Naturstoffen
Die meisten Naturstoffe folgen dem zentralen 
Dogma der Naturstoff-Biosynthese. Natur-
stoffe werden durch eine Vielzahl biochemi-

scher Transformationen, die von biosynthe-
tischen Enzymen katalysiert werden, herge-
stellt. Bei Bakterien sind die biosyntheti-
schen Enzyme, die für die Herstellung eines 
Naturstoffs verantwortlich sind, in Genen 
codiert, die in direkter Nachbarschaft zuein-
ander im Genom liegen und biosynthetische 
Gencluster (BGCs) bilden.

Die Naturstoff-Biosynthese erfolgt nach zwei 
unterschiedlichen Prinzipien. In beiden Stra-
tegien wird zunächst das Naturstoff-Grundge-
rüst aufgebaut und anschließend von modifi -
zierenden Enzymen funktionalisiert [2]. Zum 
einen können Naturstoffe durch multifunktio-
nale, modular aufgebaute Mega-Synthasen in 
einem schrittweisen Prozess, der einem Fließ-
band gleicht, hergestellt werden. Jedes Modul 
setzt sich aus einzelnen Domänen zusammen 
und ist für den Einbau und die Modifi kation 
eines Bausteins in das wachsende Naturstoff-
Grundgerüst verantwortlich. Ein Beispiel 
dafür ist die 6-Deoxyerythronolid-B-Syn thase 
(DEBS), die das Polyketid-Grundgerüst von 
Erythromycin aufbaut (Abb. 1A). Bei den 
modularen Mega-Synthasen korreliert die 
Enzym architektur mit der Naturstoff-Struktur, 
was die Vorhersage der Naturstoff-Grundstruk-
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wege, die scheinbar universellen biosynthe-
tischen Prinzipien folgen, zuverlässig in 
großen Datensätzen identifi zieren. Dies trifft 
besonders auf bakterielle Fließband-artige 
Mega-Synthasen zu. Zum einen lassen sich 
so bereits charakterisierte BGCs, deren asso-
ziierte Metaboliten bekannt sind (Bekannte-
Bekannte; Abb. 2), schnell identifi zieren und 
aussortieren, um die Wiederentdeckung 
bekannter Metaboliten zu vermeiden. Für 
den weitaus größten Anteil der Naturstoff-
BGCs, die von klassische Genom-Mining-
Algorithmen identifi ziert werden, sind die 
assoziierten Metaboliten noch nicht bekannt 
(Bekannte-Unbekannte; Abb. 2). In diesem 
Fall können neue Naturstoffe durch die Kul-
tivierung des natürlichen Produzenten oder 
durch den Transfer und die Expression des 
BGCs in einen geeigneten heterologen Wirt 
charakterisiert werden. 

Allerdings stößt das regelbasierte Genom-
Mining bei der Erkennung neuartiger Bio-
synthesewege, die von den scheinbar univer-
sellen biosynthetischen Prinzipien abwei-
chen, an seine Grenzen. Dies ist besonders 
bei bisher unerforschten Familien ribosomal 
synthetisierter und posttranslational modifi -
zierter Peptide der Fall. Die Biosynthese von 
Tryptorubin A (2) (TrpA), das proliferative 
Eigenschaften aufweist, ist ein Beispiel für 
einen Naturstoff, dessen assoziiertes BGC 
von Genom-Mining-Algorithmen nicht 
erkannt wurde [6]. 

Das Hexapeptid TrpA wurde aus einem 
Streptomyces-Stamm isoliert und verfügt über 
eine ungewöhnlich komplexe dreidimensio-

deckung neuartiger Verbindungen zu ent-
wickeln.

 Genom-Mining
Eine alternative Herangehensweise ist die 
Analyse bakterieller Genome auf die Präsenz 
potenzieller Naturstoff-BGCs. Die genomi-
schen Analysen vieler gut erforschter Sekun-
därmetabolit-Produzenten haben gezeigt, 
dass selbst in umfassend untersuchten Stäm-
men das Naturstoff-Biosynthese-Potenzial um 
ein Vielfaches höher ist als basierend auf Bio-
aktivitäts-geleiteten Studien angenommen. 

Während die Entwicklung von neuartigen 
Sequenzierungsverfahren es ermöglicht, vie-
le Genome kosteneffi zient zu sequenzieren, 
gestatten Einsichten in die Biosynthese von 
Naturstoffen die Entwicklung anspruchsvol-
ler bioinformatischer Werkzeuge zur Identi-
fi zierung von Naturstoff-BGCs. Das „Genom-
Mining“ ist eine computergestützte Strategie 
zur automatischen Identifi zierung und Anno-
tation von Naturstoff-Biosynthese-Genclus-
tern in genomischen Daten. Die Grundlagen 
des Genom-Minings beruhen auf folgenden 
Beobachtungen:
1. Die biosynthetischen Gene, die für die Her-

stellung eines Naturstoffs verantwortlich 
sind, liegen in bakteriellen Genomen 
geclustert vor. Daher können Naturstoff-
BGCs basierend auf einem oder wenigen 
Genen, die für Schlüsselenzyme codieren, 
identifi ziert werden [3].

2. Trotz der enormen strukturellen Vielfalt 
sind die biosynthetischen Prinzipien 
innerhalb einer Naturstoffklasse hoch kon-

serviert. Die Gene, die für Schlüsselenzy-
me innerhalb einer Naturstoffklasse codie-
ren, können basierend auf Sequenzhomo-
logien identifi ziert werden [4].

3. Basierend auf der Etablierung scheinbar 
universeller biosynthetischer Prinzipien 
ist es in vielen Fällen möglich, die Grund-
struktur von Naturstoffen basierend auf 
der Genomsequenz vorherzusagen.

 Regelbasierte Genom-Mining-
Algorithmen
In der Regel verwenden klassische Genom-
Mining-Algorithmen Profi l-Hidden-Markov-
Modelle (pHMMS), um Schlüsselenzym-
codierende Gene zu identifi zieren: Dazu wer-
den zunächst bekannte Nukleotid- oder Ami-
nosäuresequenzen von Genen, Enzymfami-
lien oder Domänen miteinander verglichen. 
Anschließend wird ein Profi l erstellt, das 
die Wahrscheinlichkeit beschreibt, mit der 
bestimmte Basen oder Aminosäuren an jeder 
Position in den Sequenzen auftreten. Basie-
rend auf diesem Profi l wird ein pHHM erstellt, 
mithilfe dessen selbst Vertreter dieser Gene, 
Enzymfamilien oder Domänen mit geringer 
Sequenzidentität in Sequenz-Datenbanken 
identifi ziert werden können. Auf diese Art 
werden zunächst Schlüsselenzym-codierende 
Gene identifi ziert und anschließend die ver-
bleibenden Gene des BGCs annotiert [5]. 

Vorteile und Nachteile des 
klassischen Genom-Minings 
Regelbasierte Genom-Mining-Algorithmen 
können kanonische Naturstoff-Biosynthese-
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codieren (Abb. 1B). Bemerkenswert ist, dass 
das CYP450 ausreichend ist, um die komple-
xe molekulare Struktur von Tryptorubin A zu 
erzeugen [6]. TrpA ist der erste Vertreter 
einer neuen RiPP-Familie, die wir Atropopep-
tide genannt haben. Mittlerweile umfassen 
die Atropopeptide weitere Familienmitglie-
der, die zum Teil durch einen auf maschinel-
lem Lernen fußenden Genom-Mining-Algo-
rithmus identifi ziert wurden [6, 8]. 

Maschinelles Lernen zur Entdeckung 
neuer Naturstoffe
Maschinelles Lernen, ein Bereich der künst-
lichen Intelligenz, verwendet Algorithmen 
und statistische Modelle, um aus Daten zu 
lernen. Gegenüber dem regelbasierten 
Genom-Mining bietet dieser Ansatz den Vor-
teil, dass Naturstoffe, deren Biosynthese 
nicht den scheinbar universellen biosynthe-
tischen Prinzipien folgt, identifi ziert werden 
können. Beim überwachten Lernen werden 
auf maschinellem Lernen basierende Algo-
rithmen mit gekennzeichneten Datensätzen 
zur Klassifi kation und Vorhersage trainiert, 
um anschließend ungesehene Daten zu sor-
tieren. Die ungewöhnliche, aber hochkomple-
xe Struktur von TrpA motivierte uns zur 
Entwicklung eines auf maschinellem Lernen 
basierenden Algorithmus, um den chemi-
schen Raum der Atropopeptid-Familie zu 
erweitern und vollständig zu charakterisie-
ren. Auf diese Weise können wir auch weit 
entferne Verwandte identifi zieren, die die 
traditionellen Methoden wie BLAST nicht als 
solche identifi zieren würden.  

Um alle in Genom-Datenbanken verfügba-
ren Atropopetid-BGCs zu identifi zieren, ent-
wickelten wir einen Algorithmus, der Atro-
popeptid-modifi zierende CYP450s anhand 
ihrer physisch-chemischen Eigenschaften 
(z. B. Substratspezifi tät) – nicht anhand von 
Sequenzhomologien wie traditionelle Verfah-
ren – mit hoher Präzision bestimmt. Im zwei-
ten Schritt werden die Vorläufergene und 
Gene, die weitere modifi zierende Enzyme 
codieren, in der direkten Umgebung der 
CYP450-Gene annotiert. Die CYP450s, die 
charakteristisch für Atropopeptide sind, 
identifi zierten wir also zunächst aus dem 
Pool aller CYP450s und setzten sie dann als 
Köder ein, um potenzielle Atropopeptid-BGCs 
zu identifi zieren. Zur Validierung des Algo-
rithmus wurden ausgewählte BGCs charak-
terisiert, was die Entdeckung von Atropopep-
tiden mit neuartigen Modifi kationen, ver-
schiedenen Peptidlängen und variabler 
struktureller Komplexität ermöglichte [8]. 

ribosomal synthetisiertes und posttransla-
tional modifi ziertes Peptid ist [6]. Das trp-
BGC besteht lediglich aus zwei Genen, trpA 
und trpB, die ein Vorläuferpeptid und eine 
Zytochrom-P450-Monooxygenase (CYP450) 

nale Struktur [7]. Da das trp-BGC von Genom-
Mining-Algorithmen übersehen wird (Unbe-
kannte-Bekannte), identifi zierten wir das 
BGC durch manuelle retrobiosynthetische 
Analysen. Dabei zeigte sich, dass TrpA ein 

˚ Abb. 1: Beispiele für die beiden Naturstoff-Biosynthese-Prinzipien. A, Erythromycin-BGC und 
Modell für die Biosynthese von Erythromycin. Acyltransferasen (AT) wählen biosynthetische Bau-
steine aus und transferieren sie auf Acyl-Carrier-Proteine (kleine dunkelblaue Kreise). Die Keto-
synthase (KS) knüpft die Bindung zwischen einem neuen Biosynthese-Baustein und dem wachsen-
den Polyketid. Dies resultiert in einer beta-Keto-Gruppe, die durch die Ketoreduktase (KR) zu 
einem Alkohol reduziert werden kann. Die Dehydratase (DH) erzeugt durch die Eliminierung von 
Wasser eine Doppelbindung, die durch eine Enoylreduktase (ER) komplett gesättigt werden kann. 
KR, DH und ER sind fakultative enzymatische Domänen, die nur in manchen Modulen vorkommen 
und dadurch für strukturelle Diversität sorgen. Die Thioesterase (TE) spaltet das vollständig 
assemblierte Polyketid von der Polyketidsynthase ab. Das resultierende Erythromycin Aglykon 
wird anschließend weiter modifi ziert. B, Tryptorubin A-BGC und Modell für die Biosynthese von 
Tryptorubin A (TrpA). Das TrpA-Vorläuferpeptid setzt sich aus einem Leaderpeptid (hellblau) und 
einem Kernpeptid (dunkelblau) zusammen. Die Zytochrom-P450-Monooxygenase (CYP450) kata-
lysiert die Knüpfung dreier Bindungen (rot markiert): eine C-C-Bindung zwischen den Seitenketten 
zweier Tryptophane (W-W), zwei C-N-Bindungen zwischen den Seitenketten von Tryptophan und 
Tyrosin (W-Y) sowie zwischen der Seitenkette von Tryptophan und dem Peptid-Grundgerüst. Diese 
Modifi kationen resultieren in einer starren, hochkomplexen dreidimensionalen Struktur. Anschlie-
ßend wird das modifi zierte Kernpeptid von einer Protease vom Leaderpeptid abgespalten. 

A
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und so nicht nur neue bioak-
tive Substanzen zu identifi zie-
ren, sondern auch ungewöhn-
liche Enzyme zu charakteri-
sieren. Der hier vorgestellte, 
auf maschinellem Lernen 
beruhende Ansatz, stellt 
jedoch nur eine von vielen 
möglichen Lösungen dar, die 
biosynthetische dunkle Mate-
rie (Unbekannte-Unbekannte) 
zu erschließen. Das Potenzial 
der künstlichen Intelligenz 
(KI) ist in dieser Hinsicht 
noch bei weitem nicht ausge-
schöpft. Fortschritte in der KI 
und die Etablierung geeigne-
ter Datenbanken, die man für 
das Trainieren von KI-basier-
ten Algorithmen verwenden 
kann, unterstützen die Ent-
wicklung neuartiger Genom-
Mining-Werkzeuge und tra-
gen somit zur Entdeckung 
verborgener biosynthetischer 
Schätze bei.
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Das verwendete Prinzip kann in der 
Zukunft fl exibel auf andere Naturstoffklas-
sen angewendet werden, da die neue Genom-
Mining-Strategie nicht auf die Substratspezi-
fität von Atropopeptid-modifizierenden 
CYP450s beschränkt ist, sondern auf alle 
Enzyme, die Naturstoff-Grundgerüste modi-
fi zieren, angewendet werden kann. Durch die 
Verwendung dieses simplen Prinzips können 
in Zukunft ungewöhnlichen BGCs, die ver-
mutlich für die Biosynthese neuartiger 
Naturstoffe verantwortlich sind (Unbekann-
te-Unbekannte; Abb. 2), zielgerichtet identi-
fi ziert werden. 

 Biosynthetische dunkle Materie 
erschließen
Der Einsatz bioinformatischer Werkzeuge 
hat die Naturstoff-Forschung revolutioniert. 
Da auf maschinellem Lernen basierende 
Algorithmen in der Lage sind, Naturstoff-
BGCs zu identifi zieren, die von hochmoder-
nen bioinformatischen Algorithmen überse-
hen werden, birgt ihre Verwendung das 
Potenzial, den chemischen und biosyntheti-
schen Raum von Naturstoffen zu erweitern 

˚ Abb. 2: Die „Rumsfeld-Matrix“ der vier Kategorien der Bio-
synthese-Gencluster/Naturstoff-Paare. Die Bekannten-
Bekannten (bereits charakterisierte BGCs, deren assoziierte 
Metaboliten bekannt sind) und die Bekannten-Unbekannten 
(BGCs, deren assoziierten Metaboliten noch nicht bekannt 
sind) lassen sich durch klassische Genom-Mining-Algorith-
men zuverlässig identifi zieren. Bei den Unbekannten-Bekann-
ten sind die Naturstoffe bekannt, aber die assoziierten BGCs 
werden von traditionellen Genom-Mining-Algorithmen über-
sehen. Die wahren, verborgenen biosynthetischen Schätze 
stellen die Unbekannten-Unbekannten dar, bei denen weder 
die BGCs noch die assoziierten Metaboliten bekannt sind. 
Diese biosynthetische dunkle Materie (Unbekannte-Unbe-
kannte) kann man vermutlich mittels maschinellem Lernen 
identifi zieren.
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