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ó Der filamentöse Schlauchpilz Aspergillus
fumigatus ist ein opportunistischer Krank-
heitserreger. Er verbreitet sich über Sporen,
die Menschen einatmen und gelangt so bis
in die Lungenbläschen. Dies kann bei Men-
schen mit beeinträchtigtem Immunsystem
lebensgefährliche Infektionen auslösen.

Der Pilz bildet im Wirt Gliotoxin, ein zykli-
sches Dipeptid mit einer charakteristischen
Schwefelbrücke. Gliotoxin wirkt toxisch über
zwei Mechanismen: Es stört die Redoxbalan-
ce der Zelle und inaktiviert Proteine durch
die Ausbildung von Protein-Gliotoxin-Disul-
fidbrücken [1]. Für beide Mechanismen ist
die Schwefelbrücke essenziell. Bisher war
unbekannt, wie diese Schwefelbrücke im Ver-
lauf der Gliotoxin-Biosynthese gebildet wird.
Den ersten Schritt der Biosynthese katalysiert
eine nicht-ribosomale Peptidsynthetase
(NRPS): Sie verknüpft Phenylalanin und Serin
zum Diketopiperazin(DKP)-Grundgerüst
(Abb. 1, I). Der Schwefel für die Disulfidbrü-
cke wird über weitere Reaktionen in das Mole-
kül eingeführt.

Wir konnten nun die enzymatischen Schrit-
te aufklären, die für die Schwefeleinführung
verantwortlich sind. Die unabhängige Dele-
tion aller Gene des Biosyntheseclusters
erlaubte die Identifikation wichtiger Zwi -

schenprodukte mittels Flüssigchromatogra-
fie mit Massenspektrometrie-Kopplung und
Kernspinresonanzspektroskopie. So wurde
Dihydroxy-DKP (Abb. 1, II) in einem Dele-
tionsstamm des gliG-Gens als neues Inter-
mediat identifiziert [1]. Setzt man dieses Dihy-
droxy-DKP mit rekombinantem GliG-Protein
in Gegenwart von Glutathion um, kommt es
zur Bildung eines bis-glutathionylierten DKP
(Abb. 1, III). In diesem Schritt der Biosyn-
these wird eine C-S-Bindung zwischen dem
Kohlenstoffatom des DKP und dem Schwefel -
atom des Glutathions geknüpft. Damit wird
Schwefel in den Gliotoxinvorläufer eingeführt.
Im weiteren Verlauf der Biosynthese muss
Glutathion wieder abgebaut werden. Wie die-
ser Abbau abläuft, wurde mithilfe einer gliI-
defizienten Mutante aufgeklärt [2]: In diesem
Stamm wurde Di-Cystein-DKP (Abb. 1, IV) als
Stoffwechselzwischenprodukt nachgewiesen.
Beim Umsatz dieses Substrats in vitro mit dem
Pyridoxalphosphat-abhängigen Enzym GliI
wird die C-S-Bindung im Cystein gespalten.
Hierdurch entstehen die freien Thiolgruppen
im Gliotoxinvorläufer (Abb. 1, V). Nebenpro-
dukte dieser β-Eliminierungsreaktion sind
außerdem Pyruvat und Ammoniak. Nach wei-
teren Prozessierungsschritten entsteht Glio-
toxin mit freien Thiolgruppen (Abb. 1, VI).

Diese oxidiert die Flavinadenindinukleo-
tid(FAD)-abhängige Oxidase GliT zur Disul-
fidbrücke [3].

Die von der Gliotoxin-Oxidase GliT ver-
mittelte Reaktion ist essenziell für die Resis-
tenz von A. fumigatus gegen das gebildete
Gliotoxin. In einem Agardiffusionsassay zeigt
die gliT-Deletionsmutante eine erhöhte Sen-
sitivität gegenüber Gliotoxin im Vergleich zum
Wildtyp. Daraus lässt sich schließen, dass die
Ausbildung der Schwefelbrücke nicht nur
einen wichtigen Schritt in der Biosynthese
darstellt, sondern auch die Resistenz gegen
das Toxin gewährleistet.

Mit dieser Arbeit konnten wir wichtige
Reaktionen der Gliotoxin-Biosynthese auf-
klären, die sich auf andere Biosynthesen über-
tragen lassen. ó
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¯ Abb. 1: Gliotoxin-Biosynthese. Im ersten Schritt entsteht
aus Serin und Phenylalanin das Diketopiperazin (DKP, I).
Dihydroxy-DKP (II) wird von GliG mit Glutathion als Ko-Sub-
strat zu bis-glutathionyliertem DKP (III) umgesetzt. In einem
weiteren Schritt wandelt GliI das Di-Cystein-DKP (IV) um.
Dabei entsteht DKP mit freien Thiolgruppen (V) sowie Pyru-
vat und Ammoniak. Im letzten Schritt wird aus der reduzier-
ten Form des Gliotoxins (VI) die finale oxidierte Form (VII)
durch die Reaktion der Gliotoxin-Oxidase GliT.
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