





Zusammenfassung

Die nichtribosomale Peptidsynthese wird an multifunktionellen Peptidsynthetasen ausgefihrt.
Peptidsynthetasen weisen eine modulare Struktur von repititiven katalytischen Doménen auf,
die als Enzym-Templat fur die Synthese von Peptiden dienen. Die Anzahl und Abfolge dieser
Module definiert die Sequenz und den Modifikationsgrad des Peptids. Der Aufbau von
Peptidsynthetasen wird durch den multiple-carrier-thiotemplate Mechanismus beschrieben.

Im Vordergrund dieser Arbeit standen Untersuchungen zur Konstruktion von hybriden
Peptidsynthetasen, die die de novo-Synthese definierter Dipeptide ermdglichen sollte. Das
diesen Untersuchungen gemeinsame Prinzip ist das der Fusion von katalytischen Domanen. Es
konnte gezeigt werden, dal3 die enzymatischen Einzelaktivitaten der Substrat-Adenylierung und
-Thiolierung durch die Einfihrung von artifiziellen Fusionen nicht beeintrachtigt werden. Das
Potential zur Initiation der nichtribosomalen Peptidsynthese scheint in der N-terminalen
Doméanenorganisation AT hinreichend determiniert zu sein. Um eine effiziente Termination zu
gewabhrleisten, wurden Enzym-Template C-terminal mit einer Thioesterasedomane fusioniert.
Ein Teil dieser Arbeit beschéftigte sich mit Wegen, ein Enzym-Templat fir das Dipeptid
Aspartyl-Phenylalanin - dem industriell verwendeten Precursor des Zuckersubstituts Aspartam?
- zu konstruieren. Enzym-Template der Spezifitdt Asp-Phe konnten durch verschiedene
Domanenfusionen dargestellt werden. Das Dipeptid Asp-Phe konnte als Produkt der
nichtribosomalen Synthese an diesen hybriden Enzym-Templaten isoliert werden.

Detaillierte Sequenzanalysen von Peptidsynthetase-Domanen filhrten zur Identifikation von
Linker-Regionen. Die konsequente Anwendung dieser Linker zur Definition von
Doméanengrenzen wurde ausgenutzt, um "Steck-Systeme" von Peptidsynthetase-Doméanen zu
etablieren. Durch die intramodulare Fusion von Adenylierungs- und Thiolierungsdomanen
konnten dimodulare Hybrid-Peptidsynthetasen mit verbessertem Produkt-turn over konstruiert
werden. Die Bildungsrate von an Enzym-Templaten prozessierten Dipeptiden wie
beispielsweise Trp-Leu oder lle-Phe erreichte so Groéf3enordnungen, die auch fur natirliche
Systeme vorgeschlagen wurden. Desweiteren konnte die in cis-Fusion katalytischer Domanen
gegenuber der Verwendung eines in trans-Systems als vorteilhaft angesehen werden.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit konnten so Regeln abgeleitet werden, nach denen eine
Darstellung eines Enzym-Templates fir das Dipeptid A-B durch rationale Kombination von
Doméanen entsprechender Spezifitat A und B gelingen kann.

Begonnen wurde diese Arbeit mit der biochemischen Charakterisierung eines putativen
Lichenysin Biosynthese-Operons aus Bacillus licheniformis ATCC 10716.
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Abkirzung 1

1 Abklrzungen

ACP acyl-carrier-protein

ACV d-(a-Aminoadipyl)-cysteinyl-p-valin

A-Domane Adenylierungsdomane

Amp Ampicillin

As Aminosaure

ATCC Stammsammlung (American type culture collection)

ATP Adenosin-5'-triphosphat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

C-Doméne Kondensationsdoméne

CoA Coenzym A

cpm gezahlte Zerféalle pro Minute (counts per minute)

Da Dalton

DC Dunnschichtchromatographie

DEBS 6-Desoxy-Erythronolid B Synthase

dpm Zerfalle pro Minute (decays per minute)

DTE 1,4-Dithioerythrol

E-Domane Epimerisierungsdoméane

EEE Essigsaureethylester

ESI Elektrospray-lonisation

FPLC schnelle Flissigchromatographie (fast performance liquid chromatography)

HPLC Hochdruckfliissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography)

IMAC immobilisierte Metallionen-Affinitditschromatographie

IPTG Isopropyl-b-D-thiogalaktosid

kb Kilobasenpaare

Km Kanamycin

LC Flussigchromatographie (liquid chromatography)

M-Doméne N-Methylierungsdoméne

MCS Multipler Klonierungsbereich (multiple cloning site)

MS Massenspektrometrie

oD Optische Dichte

PCP peptidyl-carrier-protein

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

4'-PPAN 4'-Phosphopantethein



Abkirzung

PP; anorganisches Pyrophosphat

PPS Peptidsynthetase

Red-Doméne Reduktase-Domaéane

RBS ribosomale Bindungsstelle

RNase Ribonuklease

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

SNAC N-Acetyl-Cysteamin-Thioester (thioesterified N-acetyl cysteamin)
SsDNA einzelstrangige DNA (single stranded DNA)

T-Domane Thiolierungsdoméne (auch PCP-Doméne)

TCA Trichloressigsaure

Te-Doméne Thioesterasedoméane

Tris Tris-(hydroxymethyl)-ammonium

Upm Umdrehungen pro Minute

viv Volumen pro Volumen

wiv Gewicht pro Volumen

wit Wildtyp

X-Gal 5'-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-b-galaktosid
Z-Domaéne Heterozyklisierungsdomane

Tab. 1.1 Aminoséaure: Abkirzungen

Aminoséaure 3-Buchstaben Code  1-Buchstaben Code M [g/mol]
Alanin Ala A 89
Arginin Arg R 174
Asparagin Asn N 132
Aspartat Asp D 133
Cystein Cys C 121
Glutamat Glu E 147
Glutamin GIn Q 146
Glycin Gly G 75
Histidin His H 155
Isoleucin lle I 131
Leucin Leu L 131
Lysin Lys K 146
Methionin Met M 149
Ornithin Orn O 132
Phenylalanin Phe F 165
Prolin Pro P 115
Serin Ser S 105
Threonin Thr T 119
Tryptophan Trp w 204
Tyrosin Tyr T 181
Valin Val Vv 117
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2 Einleitung

2.1 Die nichtribosomale Peptidsynthese

Die nichtribosomale Peptidsynthese [1] stellt eine alternative Biosynthese-Route zur
Darstellung kurzer (bis ca. 40 Aminosduren enthaltenden) Peptide dar. Sie wird vollstandig
an enzymatischen Templaten gefiihrt; diese Enzyme nennt man Peptidsynthetasen [2, 3].
Nichtribosomale Peptidsynthese scheint Mikroorganismen vorbehalten. Bedeutende
Vertreter dieses Biosyntheseweges des Sekundarmetabolismus sind gram-positive Bakterien
des Genus Bacillus, eine gro3e Anzahl von Actinomyceten sowie einige gram-negative
Proteobakterien [4-6]. Auch einzellige Pilze sind Produzenten nichtribosomaler Peptide [7].
Die physiologische Rolle der strukturell sehr divergenten Gruppe an nichtribosomalen
Peptiden (siehe einige ausgewdahlte Beispiele in Abb. 2.1-1) in den Produzentenstammen ist
oftmals nicht geklart [8]. Es wird spekuliert, dal3 nichtribosomalen Peptiden regulatorische
Funktionen, insbesondere solche, die zu Zelldifferenzierungen fuhren, zukommen [9].
Anderen Hypothesen folgend kodnnten sie die Funktion von exogenen Signalstoffen
Ubernehmen [10-12]. Einige nichtribosomal produzierte Peptide sind Fe''-Chelatbildner, die
unter Eisenmangelbedingungen produziert werden [13]. Diese sogenannten Siderophore
werden in den extrazellularen Raum abgegeben, komplexieren dort Fe'"'-lonen und werden
daraufhin Uber spezielle Transportsysteme in die Zelle zurlckgeholt [14]. Dieser
Mechanismus ist essentiell fir die Pathogenitat bestimmter Mikroorganismen, so die der
humanpathogenen Bakterien des Pesterregers Yersinia pestis [15, 16], des Choleraerregers
Vibrio cholerae [17, 18] oder des Tuberkuloseerregers Mycobacterium tuberculosis [19, 20].
Andere Hypothesen uber die Funktionalitdt von nichtribosomal produzierten Peptiden stehen
im Zusammenhang mit ihren bioaktiven Eigenschaften: viele dieser Peptide zeigen
antibiotische Wirksamkeiten [21] und kdnnten den Produzentenstdmmen als "Kampfstoffe"
dienen, die einen gewissen Uberlebensvorteil gegeniber anderen konkurrierenden
Bewohnern des Lebensraums bringen.

Zwei Eigenschaften machen nichtribosomale Peptide zu einer interessanten Gruppe von
Biomolekilen. Die erste ist struktureller Art [22]. Die Auswahl der benutzten Bausteine fir die
Synthese nichtribosomaler Peptide ist nicht beschrankt auf die 20 proteinogenen
Aminosauren des ribosomalen Systems. Einige hundert Aminosduren und auch
Hydroxysauren dienen Peptidsynthetasen als Precursor. Zudem wird die Synthese
nichtribosomaler Peptide begleitet durch umfangreiche Modifikationen wie a-C-
Epimerisierung, N-Methylierung oder Heterozyklisierungen. b-, c- und d-verknlpfte

Peptidbindungen sind zu finden [34]. Auch sind zyklische oder verzweigt-zyklische Produkte
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Abb. 2.1-1 Produkte der nichtribosomalen Peptidsynthese:

Mycosubtilin, Bacitracin, Penicillin, Chloroerenomycin, Syringomycin und Tyrocidin sind Peptide mit
antibiotischen Eigenschaften [23-28]. AMII-Toxin, HC-Toxin und Ergotamin sind Phytotoxine, die von
Pilzen produziert werden [29-31]. Surfactin hat biotenside Eigenschaften [55]. Yersiniabactin ist ein
Siderophor [16]. Das Glycolipopeptid [33] ist ein Bestandteil der Membran von Mycobacterium

smegmatis, das eine bedeutende Rolle in der Pathogenitat dieses Organismus spielt. Microcystin ist

ein Hepatotoxin [38, 39].
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haufig. Diese Modifikationen sind in der Regel auf enzymatische Eigenschaften der
Peptidsynthetasen selbst zurtckzufiihren. Zudem kénnen - "postsynthetisch"
Modifikationen wie zum Beispiel Glykosylierungen, Formylierungen oder Hydroxylierungen
vorgenommen werden [26, 35].

Die Diversitat ihrer Struktur wird komplementiert durch ihre Vielzahl an bioaktiven
Eigenschaften. So haben einige nichtribosomale Peptide eine grofRe pharmakologische
Bedeutung erlangt: das Peptidriickgrat der Penicilline [25, 36] und Cephalosporine [37] sowie
das der Vancomycin-Antibiotka [26] wird  nichtribosomal produziert. Das
Immunsuppressivum Cyclosporin ist ein zyklisches Undecapeptid, das von einer
Peptidsynthetase prozessiert wird [32]. Andere nichtribosomale Peptide wie die Hepatotoxine
des Cyanobakteriums Microcystis aeruginosa [38] konnen als toxische Produkte in
eutrophierten Gewdassern ausgemacht werden [39]. Viele nichtribosomale Peptide pilzlichen
Ursprungs sind untersucht, weil ihre Toxizitat fur bestimmte Nutzpflanzen betrachtlichen
O0konomischen Schaden verursacht [29-31].

Peptidsynthetasen sind Enzyme enormer Grol3e; so ist die Cyclosporin-Synthetase aus dem
Pilz Tolypocladium niveum mit einem Molekulargewicht von mehr als 1600 kDa das grol3te
bekannte Enzym Uberhaupt [32, 40]. Dieser Gigantismus ridhrt her von der modularen
Struktur von repititiven enzymatischen Einheiten. Ein Modul wird als eine Einheit von
katalytischen Aktivitdten definiert, die fir den Einbau einer Aminosaure in das produzierte
Peptid verantwortlich ist [21, 41]. So stimmt die Anzahl an Modulen einer Peptidsynthetase
mit der Anzahl der Aminosauren des produzierten Peptides Uberein (siehe dazu auch 2.3).
Die lineare Aneinanderreihung von Modulen spiegelt dabei die Primarstruktur des Peptides
wider; man sagt, die Synthese ist kolinear zum Enzym-Templat. Ein Minimal-Modul, das die
notwendige Anzahl an katalytischen Aktivitaten fir die Knlpfung einer Peptidbindung besitzt,
besteht aus drei enzymatischen Doméanen: die Substrate werden erkannt und aktiviert Gber
die Bildung eines Adenylates (Adenylierungsdomane, [42, 43]). Nachfolgend wird das
aktivierte Adenylat als Thioester an einem jedem Modul eigenen Co-Faktor gebunden [44].
Dieser Co-Faktor — ein 4'-Phosphopantethein-Rest — ist Bestandteil der
Thiolierungsdoménen [45, 46]. Wahrend der Synthese eines nichtribosomalen Peptides
kommt es zur Thioesteraktivierung einer jeden Substrataminosaure A bis X, die in gleicher
Reihenfolge an den Modulen A bis X gebunden sind. Die gerichtete Elongation zum Peptid
erfolgt in einer schrittweisen N- nach C-terminalen Knipfung von Peptidbindungen; daran ist
die dritte enzymatische Doméne - die Kondensationsdomane - beteiligt [47]. Die Abspaltung
des enzymgebundenen Produktes von dem letzten Modul kann anschlielend unter
Hydrolyse oder Zyklisierung durch die Katalyse einer C-terminalen Doméane mit
Thioesterase-Aktivitat erfolgen [21]. Ein Minimalmodul kann durch optionale katalytische
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Domanen erweitert werden, deren enzymatische Aktivitaten, die a- C- Epimerisierung [48]
oder N-Methylierung [49, 50] von nichtribosomalen Peptiden bewirken.

Die Module von Peptidsynthetasen kdnnen auf nur einer, aber auch auf mehreren
Polypeptidketten lokalisiert sein. So kann man Peptidsynthetasen als modulare
Multidoméanen- und Multienzym-Komplexe bezeichnen.

Die lIdentifizierung der modularen Struktur von Peptidsynthetasen und des daraus
abgeleiteten Mechanismus der nichtribosomalen Peptidsynthese wurde in den letzten Jahren
gefestigt durch die Analyse der zugehdrigen Gene. So ermdglichen immer schnellere
Techniken zur DNA-Sequenzierung die wachsende Verfugbarkeit von Peptidsynthetase-
Genen. Die Zuordnung von Genen, die fur Peptidsynthetasen kodieren, wird erméglicht
durch Identifizierung hochkonservierter Sequenzmotive [22]. Diese Zuordnung wurde
umgekehrt ausgenutzt, um mit Hilfe degenerativer DNA-Oligonukleotide, bis dahin
unbekannte Peptidsynthetase-Gene aus unterschiedlichen Organismen zu identifizieren [51].
Die Zuordnung von bestimmten Sequenzmotiven =zu Kkatalytischen Aktivitaten der
nichtribosomalen Peptidsynthese ging teilweise tatsdchlich der biochemischen
Charakterisierung von enzymatischen Doménen voraus. In den letzten Jahren akkumulieren
insbesondere durch die Entschlisselung von bakteriellen Genomen [20, 52, 53], Gene von
Peptidsynthetasen unbekannter Funktion [54], so dal3 eine Zuordnung von genetischen
Daten zu einer Struktur von nichtribosomalen Peptiden eine immer drangendere Aufgabe
darstellt.

Bakterielle Peptidsynthetase-Gene eines Biosynthese-Komplexes sind oft als Operons
organisiert [24, 28, 56]. Die GrofRe dieser Operons reicht dabei bis zu 60 kb [26]. Eine
schematische Darstellung der Organisation einiger Peptidsynthetase-Gene findet sich in
Abb. 2.1-2. Erst in jungster Zeit sind bakterielle Peptidsynthetase-Gene identifiziert worden,
die, obwohl sie Bestandteil eines Biosynthese-Komplexes sind, keiner ko-transkriptionellen
Regulation unterliegen [27, 57, 58]. Auch wurden Biosynthese-Operons identifiziert, die keine

physikalische Gruppierung aufweisen [18, 38].

2.2 Einzelaktivitaten der Peptidsynthetasen

Sequenzvergleiche von Peptidsynthetasen [56] flhrten zur Identifizierung putativer
katalytischer Einheiten, die man als Doméanen bezeichnete [59]. Jeder dieser Domanen
kommt ein Einzelschritt der nichtribosomalen Peptidsynthese zu. Es konnte gezeigt werden,
dal’ diese Doméanen als semi-autonom gelten kénnen [28, 60]. Doménen, die als distinkte
rekombinante Proteine dargestellt wurden, zeigten weiterhin die Fahigkeit, betreffende

Teilschritte der nichtribosomalen Peptidsynthese zu katalysieren.
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Abb. 2.1-2 (umseitig) Peptidsynthetasen kodierende Gene:

Schematische Darstellung von Genen, die fur Peptidsynthetasen kodieren. (a) Gene der Bacitracin
Synthetasen A-C aus Bacillus licheniformis ATCC 10716 [24], (b) Gene der Surfactin A Synthetasen
A-C aus Bacillus subtilis ATCC 21332 [55], (c) Gene der Tyrocidin Synthetasen AC aus Bacillus
brevis ATCC 8185 [28], (d) Gene der Mycosubtilin Synthetasen A-C aus Bacillus subtilis ATCC 6633
[23]. MycA ist ein funktionelles Hybrid, das Teile einer Fettsduresynthase und eine Acyltransferase
enthalt. (e) Gen der Glycolipopeptid Synthetase aus Mycobacterium smegmatis MC2155 [33], (f)
Gene der Syringomycin Synthetasen aus Pseudomonas syringae [27], (g) Gene der Microcystin
Synthetase A-E und G aus Microcystis aeroginosa [38]. McyD ist eine Polyketidsynthase. McyE und G
sind gemischte PPS-PKS Proteine. Die sechs Gene mcyA-E und G sind nicht Teil eines Operons.
alloThr= Allo-Threonin, Dab= Diaminobuttersdure, DhThr= Dehydro-Threonin, HAsp= 3-Hydroxy-
Aspartat, MdhA=  N-Methyldehydro-Alanin, MeAsp=  3-Methyl-Aspartat.  Abklrzungen  fir
Polyketidsynthase-Domanen: KS= b-Ketoacylsynthase, AT= Acyltransferase, DH= b-Hydroxyacyl-
Dehydrase, MT= Methyltransferase, KR= b-Ketoacylreduktase, ACP= acyl-carrier-protein, AaT=

Aminotransferase. Die Strukturen der zugehérigen nichtribosomalen Peptide finden sich in Abb. 2.1-1.

2.2.1 Die Adenylierungsdomane

Die Spezifitat der nichtribosomalen Peptidynthese wird in erster Linie determiniert durch die
A-Doméne [5]. Diese etwa 550 As grofRe Domane aktiviert selektiv Aminosauren (und
Hydroxy-Carboxysauren) durch eine Adenylatbildung [61, 62]. Dabei wird ATP verbraucht
und Pyrophosphat freigesetzt (siehe Abb. 2.2-1). A-Domanen von Peptidsynthetasen sind

o]

"HaN .

I EEE : 3 :
2+

"HN _ o M R o
O + -
-PP;
R
HO OH HO OH

Abb. 2.2-1 Die A-Domane:
Die A-Domane adenyliert spezifisch Substrataminosauren. Sie ist damit die Domane, die in erster

Linie die Zusammensetzung von nichtribosomalen Peptiden determiniert.

deshalb in eine Gruppe von adenylatbildenden Enzymen [56] einzuordnen zu der auch
Luciferasen [64, 65] und andere Acyl-CoA-Ligasen [215] gehoren. Diese Klasse der
adenylatbildenden  Enzyme verbindet keine Konservierung der  Primarstruktur.
Erstaunlicherweise konnte aber gezeigt werden, dal3 die Tertiarstruktur der Luciferase aus
Photinus pyralis und die der A-Doméne von GrsA (PheA) aus Bacillus brevis eine
ausgepragte Homologie aufweist [66]. Dieses Beispiel unterstreicht die Prinzipien einer
konvergenten Evolution, nach der zwei unabhéngig entstandene Systeme, die unter den

gleichen &auReren Zwangen stehen, eine konvergente Entwicklung des Mechanismus
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durchlaufen [67]. Aminoacyl-tRNA Synthetasen reprasentieren dagegen andere Klassen von
adenylatbildenden Enzymen [63].

Da A-Doméanen von Peptidsynthetasen eine Identitdt von 30-60 % untereinander aufweisen,
kann angenommen werden, dald die Struktur von PheA als Prototyp fiir alle ADomanen gilt
[21].

Tab. 2.2-1 Konservierte Sequenzmotive der A-Doméanen

A-Domaéne Motiv Sequenz
Al L(TS)YXEL
A2 LKAGXAYL(VL)P(LI)D
A3 LAYXXYTSG(ST)TGxXPKG
A4 FDxS
A5 NXYGPTE
A6 GELXIXGXG(VL)ARGYL
A7 Y(RK)TGDL
A8 GRxDxQVKIRGXRIELGEIE
A9 LPLPXYM(IV)P
A10 NGK(VL)DR

Mit Hilfe von detaillierten Sequenzanalysen gelang die Identifizierung von hochkonservierten
Bereichen (siehe Tabelle 2.2-1) innerhalb von A-Doménen, und die Bedeutung einiger dieser
invarianter Reste konnte durch gezielte Mutationen und Photoaffinitats-labeling
nachgewiesen werden [62, 68-70]. Einen tieferen Einblick in die Architektur von A-Doméanen
gab die Kristallstruktur von PheA [66], mit deren Hilfe es gelang, die Reste, die mafgeblich
an der Koordination der Aminosaure-Substrate beteiligt sind, zu identifizieren. Dies fuhrte zur
Definition eines "nichtribosomalen Codes"”, dessen Anwendung es ermdglicht, die
Substrataminosauren von A-Domanen unbekannter Spezifitdt vorherzusagen [71]. Auch
gelang es durch gezielte Verdnderung weniger der neun diesen Code determinierenden
Reste, die Spezifitdt von A-Doménen zu veréandern.

In die Priméarstruktur von A-Domé&nen koénnen zusétzliche katalytische Doméanen wie N-
Methylierungs- [72] und Oxygenasedomanen [73, 74] insertiert sein. Dieser Einschub gelingt
in einen variablen Bereich zwischen den beiden grof3en Untereinheiten von A-Domanen [66].

2.2.2 Die Thiolierungsdomane und die posttranslationale Modifikation

Im C-Terminus von A-Domdanen schlief3t sich eine kurze, etwa 80 Aminosduren grof3e
Proteindoméane an. Dieser als T- oder PCP-Doméne bezeichneten Domane kommt keine
katalytische Funktion zu, vielmehr dient die Seitenkette eines invarianten Serin-Restes des
Motivs LGG(HD)S(LI) als Anker fiir die Anheftung des Co-Faktors 4'-Phosphopantethein [46].
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Das Cysteinamin-Ende dieses Co-Faktors dient der nichtribosomalen Peptidsynthese als
carrier der vorher aktivierten Substrat-Aminosauren (siehe Abb. 2.2-2). Aufgrund der
mechanistischen Ahnlichkeiten zur Fettsaure- [75] und Polyketidbiosynthese [76] wird dieser
Domanentyp in Analogie zum Acyl-carrier-protein (ACP) auch als Peptidyl-carrier-protein
(PCP) bezeichnet [60]. Auch Biotinyl- und Lipoylabh&ngige Enzyme weisen (nichthomologe)
kurze, etwa 80 Aminosauren umfassende carrier-Domanen auf [77, 78].

PCP-Domanen kommt, Ubertragen auf die ribosomale Peptidsynthese, die Aufgabe der t
RNA zu. Seitdem bewiesen wurde, dal3 jedes Modul einer Peptidsynthetase eine PCP-
Domane tragt — und damit das heute akzeptierte mutiple-carrier-model etabliert wurde [79] —
kann behauptet werden, dal3 modulare Peptidsynthetase-Module im Gegensatz zu tRNA-

Synthetasen ihren eigenen carrier bereitstellen.

0O

*HzN
SH 3 \\T//u\\
—>

-AMP R

*H3N

HO OH

Abb.2.2-2 Die T-Domaéne:

Die FDoméane Ubernimmt die von der im NTerminus liegenden A-Domane aktivierten Adenylate und
Ubertragt sie kovalent als Thioester auf den Kofaktor 4'-PPAN. Der flexible Arm des Kofaktors tritt
auch mit C- und E-Doménen in Kontakt und erlaubt so das Prozessieren der enzymgebundenen

Intermediate.

Funktionelle PCP-Domé&nen sind wie A-Domanen als distinkte rekombinante Proteine
Uberproduziert worden [60]. Kurzlich wurde mit Hilfe der NMR -Technik, die Struktur der PCP-
Domaéne von TycC3 bestimmt [80]. Die funktionelle Verwandtschaft von ACP- und PCP-
Doménen kann seitdem auf eine strukturelle Verwandtschaft ausgedehnt werden.

Die Modifikation des invarianten Serin-Restes von T-Domanen mit dem Co-Faktor 4'-PPAN
ist ein fur die Funktionalitét von Peptidsynthetasen essentieller Schritt [81, 82]. Die
Modifikation wird von CoA-bindenden 4'-PPAN-Transferasen Ubernommen [83] (siehe Abb.
2.2-3). Diese Proteine katalysieren den nukleophilen Angriff des Serin-Hydroxyl-O-Atoms auf
die b-3'-Phosphatgruppe von CoA. Die Gene von 4'-PPAN-Transferasen sind oft mit
Biosynthese-Operons nichtribosomaler Peptide assoziiert [55]. Die Substratspezifitat von 4'-
PPAN-Transferasen beziglich von ACP- und PCP-Domanen ist mittlerweile eingehend
untersucht worden [84, 85]. Systeme zur in vitro [83] und in vivo-Modifikation [86, 87] von T-
Doméanen mit 4'-PPAN-Transferasen sind etabliert. Die Kiristallstruktur der mit der

Biosynthese des Surfactins assoziierten 4'-PPAN-Transferase Sfp zeigte eine unerwartete
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intramolekulare Pseudo-Symmetrie [88]. Dieser Befund spiegelt die Beobachtung wider, daf3
die mit 14 kDa nur halb so grof3e 4'-PPAN-Transferase ACPS (die ACP-Synthase aus E.
coli) ein funktionelles Homo-Dimer bildet.

NH,

" "~ H H
I\ H\ﬂ/\/“w&\ OPOBPO;_K??‘:,:NKJ e N N\l/\/ NW%C

4'-PPAN-Transferase (e}

H
OPO;
[¢]
Coenzym A ‘
OH (;O OH ;
3 3',5-ADP
w ACP bzw. T-Doméne

Abb. 2.2-3 Die enzymatische Funktion der 4'-PPAN-Transferasen:
Coenzym A-bindende 4'-PPAN-Transferasen modifizieren die Seitenkette eines invarianten

Serinrestes von T-Domanen und ACPs mit dem Cofaktor 4'-PPAN.

2.2.3 Die Kondensationsdomane

Die schrittweise N- nach C-terminale Kondensation von den als Thioester aktivierten
Intermediaten wird bewerkstelligt durch die Kondensationsdoméane (C-Domane, siehe Abb.
2.2-4) [47]. C-Doméanen stellen den dritten essentiellen Domanentyp der nichtribosomalen
Peptidsynthese dar. Per Definition wird ein Elongationsmodul deshalb als Abfolge der

(0] (0] R1 (0]
H
+H3Nw)‘\ *HW% /S(Nﬁ)k
+
HaN
R, + R, —>_H20 0 R,
" PcP,, PCPp11 PCPyq

Abb. 2.2.-4 Die C-Domane:

Der Elongationsschritt. Die C-Doméane katalysiert die Bildung einer Peptidbindung von zwei auf
benachbarten T-Domanen aktivierten Intermediaten.

Doméanen CAT bezeichnet [35]. Die Anzahl von C-Doméanen einer Peptidsynthetase
korreliert in bakteriellen Systemen mit der Anzahl der zu bildenden Peptidbindungen. G
Domanen haben eine GroRe von etwa 450 Aminosauren. Im Gegensatz zu A- und T-
Doméanen stellen C-Doménen eine Proteinklasse dar, die Kkeine ausgedehnten
Sequenzhomologien zu Proteinen mit aufgeklarten Mechanismen zeigen. Ein den C-

Domanen eigenes Sequenzmotiv. HHxxxDGxS [89, 90] findet sich auch in anderen
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Enzymklassen, die den Transfer von Thioester-aktivierten Acylgruppen katalysieren, wie zum
Beispiel den Chloramphenicol-Acetyltransferasen  [91] und den  Dihydrolipoyl-
Transacetylasen [92]. Es wird angenommen, daf} eines der Histidine des konservierten
Motivs den nukleophilen Charakter der Aminogruppe der Akzeptoraminosaure erhdht, um so
die Ausbildung einer Peptidbindung =zu erleichtern. Die Identifizierung anderer
hochkonservierter Reste innerhalb von GDomaéanen lassen einen Mechanismus, der dem
von Serin-Proteasen ahnelt, vermuten [93]. Zu anderen hochkonservierten Sequenzmotiven
der C-Domanen, siehe Anhang D.

Die Rolle der C-Doméne [94] an der Ausbildung der Peptidbindung konnte in vitro bewiesen
werden, indem sich eines Modellsystems der nichtribosomalen Peptidsynthese bedient
wurde [47]. Durch Mutationsanalyse konnte bewiesen werden, daf3 das zweite Histidin des
Motives HHxxxDGXS eine fur die Funktion der Doméane essentielle Bedeutung hat.
Untersuchungen von fehlbeladenen T-Domanen an einem in vitro-Modellsystem lassen
vermuten, daf} die C-Domane eine betréachtliche Toleranz fur die Art der zu verkntpfenden

Donoraminosaure tragt, daf? die Erkennung von Akzeptoraminosauren aber restriktiv ist [95].

2.2.4 Die Heterozyklisierungsdomane

Alternativ kann die Kondensation zweier als Thioester gebundener Adenylate zur Ausbildung
von Heterozyklen des Thiazolin- und Oxazolintyps fiihren [24]. Dieser Reaktionstyp (siehe
Abb. 2.2-5) involviert die Seitenketten der Akzeptoraminosauren Cystein (Thiazolintyp) oder
Serin beziehungsweise Threonin (Oxazolintyp). Die Katalyse der Heterozyklisierung ist dabei

R

1 9 Rl
w]i e *“?”)YN]/ﬁ\ ])L ﬂw)\@/ﬁ\
HX K o % oder Han)Lx v
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Abb. 2.2-5 Die Z-Doméne:

Eine Variante der Elongationsreaktion. Die ZDoméane katalysiert die Bildung von Ringstrukturen des
Oxazolin- oder Thiazolintyps. Dabei werden Seitenketten der Akzeptoraminosauren Serin, Threonin
oder Cystein verwendet. Der Mechanismus der ZDoméane ist nicht geklart. Es ist nicht bekannt, ob die
Bildung eines (Thio)-Esters der Bildung der Peptidbindung vorausgeht oder ob die Peptidbindung
zuerst geknupft wird.

eine den Peptidsynthetasen inharente Eigenschaft, wie durch Untersuchungen an den
Yersiniabactin-Synthetase HMWPII gezeigt werden konnte [16]. Katalytische Domanen, die
fur eine Heterozyklisierung (Z-Domanen) verantwortlich sind, kénnen sich in der selben

Lokalisation wie die C-Domanen befinden; sie nehmen damit deren Position ein. Z-Domanen
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zeichnen sich aber auch durch eine bemerkenswerte Varianz der Lokalisation aus [16, 18,
24, 74]. ZDomaéanen konnen aufgrund von Unterschieden in der Primarstruktur klar von C
Domaéanen abgegrenzt werden. Es erscheint wahrscheinlich, dal’ beide Domanentypen einen
gemeinsamen Vorlaufer besitzen. Uber den Mechanismus der Heterozyklisierung gibt es
wenig Daten, insbesondere ist nicht bekannt, ob eine Peptidbindung oder eine
(Thio)Esterbindung der Heterozyklisierung vorausgeht (vergleiche Abb. 2.2-5) [96]. Zu
anderen hochkonservierten Sequenzmotiven der Z-Domanen, siehe Anhang D.

Die Bildung von Ringstrukturen des Thiazoltyps wie zum Beispiel die des ribosomal
produzierten Microcin aus E. coli vollzieht sich Uber eine posttranslationale Modifikation
mittels ATP-abhangiger Enzyme [97]. Der Vergleich der Primarstruktur dieser Proteine mit
der von Z-Doménen ergibt keine Homologien, so dal3 sich beide Formen unabhangig
voneinander entwickelt haben mussen.

Mit der Charakterisierung der Biosynthese-Operons des Epothilons und des Myxothiazols
sind zwei Peptidsynthetase-Systeme beschrieben worden, die eine Insertion einer
katalytischen Doméane innerhalb der ADoméne, die einer ZDomé&ne N-terminal vorausgeht,
zeigen [73, 74]. Sequenzvergleiche lassen eine Funktion als Flavin-abhangige Oxygenase
vermuten, so dafl} eine Beteiligung dieser Domane an der Oxidation des Thiazolins zum
Thiazol naheliegt.

Die Reduktion von Thiazolin-Strukturen zu Thiazolidinen erfolgt dagegen durch externe
NADPH-abhangige Proteine [98].

o+ Z-Domane
NADP* NADPH EFlox E-Flred
P N PN N $%
R” N Rn+l +2e7 Rn AN Rn+1 -2e” Rn/<\N Rn+1
Thiazolidin Thiazolin Thiazol

2.2-6 Bildung von Thiazol- und Thiazolidin-Strukturen:

Die Heterozyklisierungsreaktion, die durch die Z-Domane katalysiert wird, fuhrt zur Bildung von
Heterozyklen des Thiazolintyps. Die Oxidation scheint von einer Flavin-abhangigen Reduktase, die als
optionale Domane innerhalb von ADoméanen zu finden ist, vollzogen zu werden. Die Reduktion zum

Thiazolidin dagegen ist Aufgabe einer externen NADPH-abhangigen Oxigenase.

2.2.5 Die Epimerisierungsdoméne

Eine optionale Insertion einer katalytischen Domane findet sich in Modulen, die an der
Prozession von D-konfigurierten Aminosauren beteiligt sind [21]. Diese als
Epimerisierungsdomane (E-Domane) bezeichnete Domane ist als Insertion zwischen T- und

C-Domane zu verstehen. E-Doménen haben eine Lange von 450 Aminosauren.
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Sequenzvergleiche lassen eine Homologie von E-Domanen zu C-Domanen erkennen (siehe
Anhang D). Alle identifizierten hochkonservierten Sequenzmotive von C-Domanen finden
sich in abgeanderter Form auch in E-Doméanen. Ein den C-Domanen ahnlicher Mechanismus
ist daher zu erwarten [101]. E-Doméanen stellen eine von PLP-abhéangigen Epimerasen zu
unterscheidende Gruppe von Enzymen dar [99, 100].

E-Domanen sind eher als Racemasen, denn als Epimerasen anzusehen. Punktmutationen
innerhalb der EDomane von TycA belegen die Beteiligung einiger Reste an der Katalyse
sowie der Geschwindigkeit und Art der p-/L-Aquilibrierung [101].

Die Epimerisierung von Aminosauren, die an internen Modulen aktiviert und thioliert werden,
erfolgt auf Stufe der Peptidylbildung [25, 102]. Durch Untersuchungen an hybriden Enzymen
konnte nachgewiesen werden, dall EDoméanen offensichtlich eine Toleranz bezlglich der

Epimerisierung nicht-kognater Substrataminosauren tragen [103].

2.2.6 Die N-Methylierungsdomane

Module, die an der Prozessierung N-methylierter Aminosauren beteiligt sind, beinhalten als
Insertion innerhalb der ADoméne eine etwa 420 Aminosauren grofl3e katalytische Doméne.
Sie wird als N-Methylierungsdoméane bezeichnet [50, 72]. M-Domanen besitzen ein
Sequenzmotiv, das man auch in anderen S-Adenosinmethionin-abhangigen Enzymen findet.
Studien an hybriden Peptidsynthetasen lassen vermuten, dal3 die N-Methylierung — wie die
Epimerisierung — auf der Stufe der Peptidylbildung ablauft [49, 104].

2.2.7 Thioesterasedomane und Reduktasedomaéane

Die Abspaltung von Peptiden von der T-Doméane des letzten Moduls wird vollzogen durch die
Thioesterasedoméne (Te-Doméne, siehe Abb. 2.2-7), die am C-terminalen Ende von
Peptidsynthetasen zu finden ist [105]. Diese 250 Aminosduren grof3e Domane weist
Homologien zu den Te-Doménen der Fettsaure- [106] und Polyketidsynthasen [107] auf; sie
enthalten alle das Sequenzmotiv GxSxG, das vermutlich Bestandteil einer katalytischen
Triade ist [108].

Indirekte Beweise fur die Wichtigkeit der Te-Domdane an der Produktabspaltung wurden
erhalten durch eine Deletion der C-terminalen Te-Doméane der SurfactinA-Synthetase C
[105]. Ebenso fluhrte die Repositionierung dieser Domane hinter andere, im N-Terminus
liegende Module in vivo zur Darstellung verkirzter Peptide [109].

Durch Konstruktion von hybriden Peptidsynthetasen in vitro konnte die Rolle der Te-Doméane
an der Produktabspaltung von Peptiden eindeutig bewiesen werden [110]. Te-Domanen
kommt auch eine Rolle an der Art der Abspaltung von nichtribosomalen Peptiden zu: so
konnte anhand der Enterobactin-Synthetase EntF belegt werden, das die Trimerisierung zum
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Enterobactin nach der kovalenten Ubertragung der Monomere auf den Serinrest des GxSxG-
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Motivs vollzogen wird [111].

Abb. 2.2-7 Die Te-Doméne:
Die Te-Doméne katalysiert die Abspaltung der enzymgebundenen Peptide vom Enzym-Templat.
Dabei kénnen lineare (1), zyklische (l) oder verzweigt zyklische Produkte (lll) entstehen. Auch eine

Multimerisierung findet an der Te-Doméane statt (IV). X= N, O.

Eine alternative Abspaltung von Peptiden von nichtribosomalen Enzym-Templaten kann
durch die Verwendung einer NADPH-abhangigen Reduktasedomane (Red-Doméne)
erfolgen [112, 113]. Dies fuhrt in diesem Fall zur Freisetzung von Peptiden mit C-terminal
reduzierten Aldehyd- oder Alkoholgruppen. So resultiert die reduktive Abspaltung eines
Peptides mit Alanin am C-terminalen Ende in einem Peptid, dessen C-Terminus ein
Ethanolamin bildet [33]. Red-Domaénen finden sich auch in Enzymen der Lysin-Biosynthese
in Hefen [114] sowie Polyketidsynthasen und Acyl-CoA-Ligasen.

2.3 Peptidsynthetasen in bakteriellen und pilzlichen Organismen

Die ersten identifizierten pilzlichen Gene, die fur Peptidsynthetasen kodieren, waren die der
ACV-Synthetase aus Penicillium chrysogenum [36] und die gigantische Cyclosporin-
Synthetase aus Tolypocladium inflatum [32]. Aufgrund des Fehlens von Introns innerhalb
dieser riesigen Gene wurde lange angenommen, Pilze hatten Peptidsynthetase-Gene ber
einen horizontalen Gentransfer von Bakterien erworben. Mit der jingsten Identifizierung von
pilzlichen Peptidsynthetase-Genen muld diese Hypothese revidiert werden: die Gene der
Ergotamin Synthetase LPS1 aus Claviceps purpurea (dem Mutterkorn-Pilz) [31] und einer
Peptidsynthetase unbekannter Funktion aus Metarhizium anisopliae [216] enthalten kurze
Introns. Es mul3 deshalb angenommen werden, dafl? Gene von Peptidsynthetasen fir eine

evolutionar langere Periode in Pilzen vorhanden waren. In der Tat lassen sich einige
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Charakteristika pilzlicher Peptidsynthetasen ausmachen, die sich von denen bakterieller
Enzymen unterscheiden [115].

Da Eukaryonten die Kontrolle einer polycistronischen Transkriptionsregulierung fehlt, die
Module von Peptidsynthetasen aber trotzdem in einem stdchiometrischen Verhaltnis
vorhanden sein missen, findet man die Module von pilzlichen Peptidsynthetasen in der
Regel auf einer Polypeptidkette lokalisiert. Die einzige Ausnahme stellt bis heute der
Biosynthese-Komplex der Ergotamin-Synthetasen dar, der aus zwei Proteinen besteht [31,
116].

Das auffalligste Unterscheidungsmerkmal pilzlicher Peptidsynthetasen ist ein offenbar
alternativer Mechanismus der Termination von enzymgebundenen Produkten (siehe 2.2.7).
Wahrend in bakteriellen Biosynthese-Komplexen die Anzahl der C-Doméanen mit der der zu
bildenden Peptidbindungen korreliert, so findet man in pilzlichen Biosynthese-Komplexen
eine zusatzliche C-terminale C-Doméane, die die Position der in bakteriellen
Peptidsynthetasen zu findenden Te-Domane einnimmt [29-32]. Diese G-Domane scheint
nicht wie normalerweise, die Aminogruppe der Akzeptoraminosaure als Nukleophil zu
verwenden, sondern — je nachdem, ob lineare oder zyklische Produkte entstehen — Wasser,
beziehungsweise die Aminogruppe der Starteraminosaure [117].

Nichtribosomale Peptide aus pilzlichen Organismen enthalten oft D-konfigurierte
Aminosauren, doch findet sich in zugehoérigen Peptidsynthetasen keine E-Doméne in
Modulen, die fur die Inkorporation dieser Aminosduren verantwortlich sind. Hier werden b-
konfigurierte Aminosauren als Substrate fur die Adenylierung verwendet; externe
Epimerasen scheinen fir die Konfirugationsumkehr verantwortlich zu sein [32]. Auch die
Peptidsynthetasen der bakteriellen Biosynthese-Komplexe des Chloroerenomycin aus
Amycolatopsis orientalis [26] sowie des Syringomycin aus Pseudomonas syringae [27]
enthalten offenbar A-Domanen, die spezifisch b-Aminosauren erkennen und adenylieren.

Es sind Gene fir Peptidsynthetasen aus pro- und eukaryontischen Organismen
charakterisiert worden, die eine Doménenorganisation aufweisen, denen offenbar A-
Domanen fehlen. Module mit der Doméanenorganisation CT anstelle CAT werden gefunden.
Im Falle des Syringomycin Biosynthese-Komplexes [27] wurde postuliert, dal’ eine solche
Domanenorganisation einer in trans-Acylierung dient, die hier durch das distinkte
einmodulare Enzym SyrB bereitgestellt wird. In trans-Acylierungen - eine Art Nebeneingang
in die nichtribosomale Peptidsynthese - weichen das bisher geltende Kolinearitatsprinzip von
Peptidsynthetasen auf. In trans-Acylierungen sind nachgewiesen worden im Falle der
Yersiniabactin-Synthetase HMWPIl aus Yersinia pestis [118], die eine ungewdhnliche
Domaéanenstruktur von drei T-Doméanen, aber nur einer A-Doméne zeigt [16].

Module mit CT-Doménenorganisationen sind jingst auch in dem Biosynthese-Komplex der
Mycosubtilin-Peptidsynthetasen aus Bacillus brevis ATCC 6633 nachgewiesen worden [23].
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Zudem stellt die Peptidsynthetase MycA das erste Beispiel eines funktionellen Hybrid-
Proteins dar, das neben einer Peptidsynthetase Teile einer Fettsaure-Synthase sowie einer
Acyltransferase in sich vereint. Es wird angenommen, daf3 MycA an der Synthese des
Fettsdure-Anteils von Mycosubtilin beteiligt ist, die anschlie3end durch die System-eigene
Acyltransferase auf die Aminogruppe der Starteraminosaure Ubertragen wird. Die Acylkette
des Mycosubtilins weist eine definierte Struktur auf; das unterscheidet sie von denen anderer
Lipopeptide wie die des Lichenysins aus Bacillus licheniformis JF-2 [119]. Eine
Acyltransferase analog der von MycA ist in der Peptidsynthetase McyE aus dem
Biosynthese-Komplex des Microcystins aus Microcystis aeruginosa identifiziert worden [38].

Die Mycosubtilin Synthetasen MycA und B weisen als weiteres Charakteristikum eine
ungewohnliche Domanenorganisation im Ubergang zweier Polypeptidketten auf: die
intermolekulare Domanenorganisation weist gemeinhin die CG-Doméane dem Akzeptorprotein
zu, woraus sich eine intermolekulare Organisation T® C ergibt. In MycA und B wird die G
Domane als Teil des Donorproteins gefunden (C® A). Diese ungewdhnliche intermolekulare

Doménenorganisation wurde bisher nur in dem Biosynthese-Komplex der Exochelin-
Peptidsynthetasen FxbB und C aus Mycobacterium smegmatis beschrieben [120].

Die Komplexitdt von Peptidsynthetasen kann noch ausgedehnt werden durch die
Kombination mit enzymatischen Domanen von Polyketidsynthasen [19, 38, 121, 122]. Die
auffallige Analogie der Architektur modularer Polyketidsynthasen der Typs | und
Peptidsynthetasen ist beschrieben worden [123]. Die Natur bedient sich offenbar gemischten

PPS-PKS-Systemen, um die strukturelle Diversitat von Biomolekilen noch zu erhéhen.

2.4 Die gezielte Veranderung nichtribosomaler Enzym-Template

Nichtribosomale Peptidsynthetasen kdnnen verstanden werden als ein geordnetes
Arrangement katalytischer Doméanen, die — wie spezialisierte Arbeiter an einem FlieBband —
bestimmte enzymatische Reaktionen durchfiihren, an deren Ende die Bildung einer
Peptidbindung steht. Mehrmaliges Durchlaufen dieser Reaktionen an repitiiven Modulen
kann zum Aufbau einer wachsenden Peptidkette fiihren. Der Aufbau von Peptidsynthetasen
aus enzymatisch aktiven Doméanen sowie deren Ubergeordnete modulare Doméanenstruktur
wird durch den multiple-carrier-thiotemplate Mechanismus logisch erklart [79].

Aus diesem Verstandnis heraus sind Manipulationen der Doméanen- und Modulstruktur von
Peptidsynthetasen erdacht worden [35, 124], die darauf abzielten, die Spezifitat von Modulen
zu verandern, die enzymatische Ausstattung zu erweitern oder zu minimieren sowie
nichtribosomale Enzym-Template durch Insertion oder Deletion von Modulen abzuandern.

Auch die de novo-Synthese von an nichtribosomalen Templaten prozessierten kurzen
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Peptiden wurde durch Anwendung von Domanen- und Modulfusionen ins Auge gefalit. Die
Darstellung von artifiziellen Enzym-Templaten der nichtribosomalen Peptidsynthese nimmt in
dieser Arbeit einen bedeutenden Raum ein und so soll hier einflihrend auf die in der Literatur
beschriebenen Versuche zur Manipulation von Peptidsynthetasen eingegangen werden
(siehe Abb. 2.4-1).
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Abb. 2.4-1 Methoden der Manipulation von modularen Peptidsynthetasen:

(@) Der Austausch der Doménenstruktur AT im Enzym-Templat fuhrt zum Austausch der dieser
Position entsprechenden Aminoséaure [59, 125], (b) das gleiche Resultat &Rt sich auch durch
Modulation der Substratspezifitdt einer ADoméne erzielen, in diesem Fall durch die Einfilhrung von
Punktmutationen [71, 126], (c) Repositionierung der die nichtribosomale Peptidsynthese
terminierenden Te-Domane fuhrt zur Darstellung verkirzter Peptide [87, 109, 110], (d) die Integration
optionaler Doméanen (links eine MDomane) fuhrt zur induzierten Modifikation eines Peptids @ain-of-
function) [127], die Unterbrechung einer optionalen Doméane (rechts eine EDomane) durch Mutation
von fir die Funktionalitat wichtigen Resten induziert ebenfalls eine Modifikation des Peptides (oss-of-
function) [128], (e) Doménenfusionen koénnen benutzt werden, um neue Enzym-Template
gewulnschter Spezifitat zu konstruieren. Hier beispielhaft dargestellt, die Konstruktion von T-C-
Domanenfusionen (oben) [110] und die Konstruktion einer chimaren A-Domane mit veranderter
Spezifitat (unten) [129, 130].

Das erste und bereits klassische Experiment zur Darstellung hybrider Peptidsynthetasen war
der in vivo-Austausch der AT-Domanen im siebten Modul der Surfactin Synthetase C durch
homologe AT-Doménen anderer Systeme [59]. Dabei konnte die Funktionalitdt dieses
Austausches durch den Nachweis von an der siebten Position veradnderten Surfactin-

Analoga uberprift werden. Obwohl damit das Prinzip eines funktionellen
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Domanenaustausches bewiesen war, waren die Produktausbeuten dieser Surfactin-Analoga
teilweise stark herabgesetzt. Der analog gefuhrte Austausch von Modulen der dritten und
funften Position der Surfactin Synthetasen fiihrte dagegen nicht zu den vorhergesagten
Produkten [125].

Domanenaustdusche zwischen den eine Identitdt von mehr als 60 % aufweisenden
Domanen der Surfactin- und Lichenysin Synthetasen belegten, dal’ ein Domanenaustausch,
der die Spezifitat des Moduls nicht verandert, nicht zu einer verminderten Produktausbeute
fuhren muf3.

Eine andere in vivo Manipulation des Surfactin Biosynthese-Operons repositionierte den 3'-
terminalen DNA-Bereich kodierend fiir die Thioesterase von SrfC hinter weiter im 5'-Bereich
liegende Module [109]. Dies induzierte die Produktion artifiziell verkirzter Surfactinanaloga,
wie sie anhand der neuen Modulstruktur vorhergesagt wurden. Auch konnte gezeigt werden,
dal3 fur die Interaktion der drei Surfactin A Synthetasen A-C keine transkriptionelle Ko-
Regulation der natirlicherweise in einem Operon organisierten Gene srfA-A-C nétig ist [58].
Far die Funktionalitdét von artifiziellen Peptidsynthetasen ist die Wahl der Position der
Hybridfusion entscheidend. So resultierte eine Darstellung von an verschiedenen Positionen
innerhalb und aul3erhalb von enzymatischen Doménen fusionierten Hybriden der Surfactin
Synthetase A in den meisten Fallen in einer Inaktivierung [129]. Die Mdoglichkeiten der
Darstellung von hybriden Peptidsynthetase-Domanen Uber die Fusion an hochkonservierten
Sequenzmotiven wurde untersucht [130]. Es gibt Untersuchungen, die eine limitierte
Proteolyse verwendete, um die Grenzen von enzymatischen Doménen abzuschatzen [131].
Strategien, die versuchten, die Spezifitat von Modulen zu verandern, beinhalten auch die
Einfihrung von Punktmutationen in A-Domé&nen. Dieser Ansatz profitierte von der
aufgeklarten Kristall-Struktur der A-Doméane der Peptidsynthetase GrsA (PheA), anhand
derer die Identifikation von an der Substratbindung beteiligten Resten abzuleiten war [66]. So
konnte gezeigt werden, daf? wenige Punktmutationen, die Spezifitit von A-Doméanen
bestimmen und die Substrataktivierung konnte somit vorhersagbar veréandert werden [71].
Diese Untersuchungen wurden an distinkten rekombinanten A-Domé&nen in vitro
durchgefihrt.

In vitro-Untersuchungen an rekombinanten Peptidsynthetasen belegten jlungst die
Praktikabilitat der artifiziellen Fusion von Peptidsynthetase-Doménen [110]. Diese
Untersuchungen benutzen die Definition von abgeschatzten Domé&nengrenzen, um dort die
Hybridfusion einzufihren. So konnte die Funktion der Thioesterase-Domane an der Spaltung
des enzymgebundenen Intermediates vom Enzym-Templat nachgewiesen werden [132].
Auch gelang eine Repositionierung von Modulen der Tyrocidin-Synthetase, um so verkrzte
Tyrocidin-Varianten darzustellen [110].
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In vitro-Untersuchungen zur Toleranz der C-Domane, nicht-kognate Substrate zu elongieren,

waren wertvoll, um funktionelle Fusionen von Peptidsynthetase-Domanen zu etablieren [95].

2.5 Aufgabenstellung

Im Vordergrund der Aufgabenstellung dieser Arbeit stand die Etablierung von Methoden, de
novo nichtribosomale Enzym-Template fur die Darstellung von Dipeptiden zu erzeugen. Der
Darstellung eines nichtribosomalen Enzym-Templates fir das Dipeptid Aspartyl-Phenylalanin
(Asp-Phe) kam dabei besondere Wichtigkeit zu. Der Funktionalitat artifizieller Hybrid-
Peptidsynthetasen  sollte  durch  Konstruktion  verschiedener = Domanenfusionen
nachgegangen werden. Untersuchungen zur Fahigkeit der Hybrid-Peptidsynthetasen zur
Produktion von Dipeptiden sollten angestellt werden, ebenso wie Untersuchungen, die den
Einflud der Hybridfusionen auf die einzelnen enzymatischen Reaktionen beleuchteten. Zur
Untermauerung der im Zuge dieser Arbeit aufgestellten Regeln zur Konstruktion von Hybrid-
Peptidsynthetasen sollten auch Enzym-Template anderer Spezifitdt als die von Asp-Phe
dargestellt werden.

Begonnen werden sollte diese Arbeit mit der biochemischen Charakterisierung eines Peptid

Biosynthese-Operons unbekannter Funktion aus Bacillus licheniformis ATCC 10716.
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3 Material

3.1 Material

Tab. 3-1 Gerate, Hersteller und Typenbezeichnung

Gerat Hersteller und Typenbezeichnung
Automatische PE Applied Biosystems ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
Sequenzieranalyse

Dokumentation  von
Agarosegelen
Elektrophoresesystem
FPLC-System

HPLC-MS-System

Luftschiittler
Mikrotiterplattenlesegerat
Photometer
Reinstwasseranlage
Speed-Vac
Szintillationszahler

Thermocycler

UV-Inkubator
Wasserbad
Zellaufschluf

Zentrifugen

DNA- Videokamera Cybertech CS1

Biorad Gene Pulser I

Pharmacia FPLC-System bestehend aus: Gradienten-
Programmer GP-250, Pumpe P-500 (2x), Univord Opt.
Einheit UV-1 (mit 280 nm Filter), Univord Kontrolleinheit
UV-1, 2-Kanal-Flachbrettschreiber REC-102,
Injektionsventil V-7, 3-Wege Magnetventii PSV-100,
Fraktionssammler FRAC-100 und chelating-Superose-
Saule HR 10/2

Hewlett Packard Series 1100 MSD HPLC-System mit DAD-
Detektor, Vakuumentgaser, quatdrner Pumpe, Autosampler
und HP-Chemstation

Saule: Macherey & Nagel Nucleosil C18 3/120 3-250

New Brunswick Scientific Series 25 Incubator Shaker
Dynatech MR7000

Pharmacia Ultrospec 3000 UV/Visible Spectrometer

Seral Seralpur Pro90 CN

Uniequip Univapo 150 H

Packard 1900CA TRI-CARB Liquid Szintillation Analyzer
Perkin Elmer Thermal Cycler 480

Perkin Elmer GeneAmp PCR System2

Stratagene Stratalinker UV Crosslinker Model 1800

Infors Aquatron Rundschuittelmaschine

SLM Aminco French Pressure Cell Press

Beckman Spinco L2 65B

Heraeus Mikrofuge pico, Minifuge RF

Sorvall RC 26 Plus
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3.2 Enzyme und Chemikalien

Chemikalien, die in der nachfolgenden Tabelle nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden von

den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen) oder Aldrich (Steinheim) in p.a.

Qualitat bezogen.

Tab. 3-2 Enzyme und Chemikalien

Amersham/Buchler
(Braunschweig)

Biomol (llvesheim)
Boehringer Mannheim
(Mannheim)

Difco (Detroit, USA)

Du Pont/ NEN (Bad
Homburg)

Eurogentec (Seraing,
Belgien)

Fluka (Neu-Ulm)
Hartmann-Analytik
(Braunschweig)

Gibco/BRL (Eggenstein)
Kodak (Rochester, USA)
MWG-Biotech (Ebersberg)
Oxoid (Wesel)

PE Applied Biosystems
(Weiterstadt)

Qiagen (Hilden)

Roth (Karlsruhe)

Schleicher & Schill (Dassel)
Serva (Heidelberg)
Stratagene (Heidelberg)
United States Biochemicals
(Bad Homburg)

| -DNA, Restriktionsendonukleasen, = DNA-modifizierende
Enzyme

DTT und DTE

Alkalische Phosphatase, Expand™ Long Template PCR
System, Blocking-Reagenz, Lysozym

Nutrient Broth, Casein-Hydrolysat

[**P]-Pyrophosphat (16 Ci mmol™)

Agarose, Elektroporationskiivetten

TEMED

L-[U-**C]-Phenylalanin (450 mCi mmol™), L-[U-**C]-Prolin
(246 mCi mmol™), L-[U-*C]-Aspartat (200 mCi mmol™), L-[U-
YC]-Tyrosin (497 mCi mmol™), L-[U-**C]-Leucin (292 mCi
mmol™), L-[U-**C]-Valin (200 mCi mmol™), L-[U-**C]-Isoleucin
(292 mCi mmol™), L-[5-*H]-Tryptophan (22.1 Ci/ mmol™)
Agarose, Acrylamid, Bisacrylamid

Rontgenfilme X-Omat AR und Biomaxx MR

synthetische Oligonukleotide

Agar Nr.1

ABI Prism TM dRhodamine Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit,

tip 20/100-Anionenaustauschersaulen, QIA-quick-spin, PCR
Purification Kit, QlAexpress Vector Kit ATG, Ni-NTA-Agarose
Ethidiumbromid, Trichloressigsaure, Szintillationsfliissigkeit
Rotiszint Eco Plus

Sterilfilter (0,45 mm PorengrofRe), Whatman-3MM-Papier
Bromphenolblau, Xylen-Cyanol, Triton X-100, Tween 20
pBluescript-Vektoren

Ampicillin, Kanamycin, Hefe-Extrakt, Agar Nr.1, APS, XGal,
IPTG, Coomassie Brilliant Blue G
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3.3 Vektoren

3.3.1 pBluescript Il SK’

Der Vektor pBluescript Il ist ein 2961 bp grofRes Derivat von pUC19 [133]. Er enthalt das fir
das a-Peptid der b-Galaktosidase kodierende lacZ-Gen, das bei Insertion in die MCS
unterbrochen wird und so eine Blau-Weil3-Selektion erlaubt. Der ColE1l-Ursprung aus
pBR322 [134, 135] ermdglicht die Replikation in E. coli und das Produkt des b-Laktamase-
Gens bla vermittelt Resistenz gegen Ampicillin. Ferner ermdglicht der Replikationsursprung
des Bakteriophagen f1 (f1 origin) in Anwesenheit eines Helferphagen, die Extraktion von
ssDNA. MCS in der Richtung des lac-Promotors: Sac |, Sac I, Not I, Xba I, Spe I, BamH |,
Smal, Pstl, Eco RI, Eco RV, Hind Il Cla |, Hinc Il, Sal I, Xho I, Dra Il, Apa I, Kpn I (in
pBluescript KS in umgekehrter Reihenfolge).

3.3.2 pQE60/70

Die Vektoren pQE60 und pQE70 (jeweils 3431 bp) gehdren zu der Familie der pDS-
Plasmide [136] und basieren auf dem Plasmid pDS56/RBSII. Sie besitzen den T5-Promotor
Pn2s [137], zwei lac-Operationserkennungssequenzen und eine synthetische ribosomale
Bindungsstelle, die auf hohe Expressionsraten in E. coli optimiert ist. Eine in frame Ligation
in die MCS, bestehend aus Nco I, BamH | und Bgl Il, fihrt zu einer C-terminalen Fusion der
rekombinanten Proteine mit sechs Histidinen (Hise-tag). Die Sequenz ATG der Nco |
Restriktionssequenz dient fur die Expression als Startkodon. Der analoge Vektor pQE70
besitzt die multiple-cloning-site Sph I, BamH | und Bgl Il. Das ATG der Sph I
Restriktionssequenz dient hier als Startkodon. Das Plasmid verleiht Resistenz gegenuber
Ampicillin durch die Expression des b-Laktamasegens bla und repliziert in E. coli mittels des
ColE1l Replikationsursprunges aus pBR322 [134]. Die Genexpression in pQE-Vektoren ist
durch den Lac-Repressor reprimierbar. Zu diesem Zwecke werden Expression unter

Verwendung des Helferplasmids pREP4 durchgeftihrt.

3.3.3 pREP4

Das Plasmid pREP4 (3740 bp) ist mit seinem Replikationsursprung P15A [138] kompatibel
zu ColEl-Plasmiden und kann so in Kombination mit pQE-Vektoren in E. coli repliziert
werden. Es exprimiert den durch das lacl-Gen [139] kodierten Lac-Repressor. Durch das
neo-Gen vermittelt es Resistenz gegen Kanamycin. Aufgrund einer Mutation in der RBS von
neo sollten jedoch nur Konzentrationen von 25 ng/mL zur Selektion eingesetzt werden.
pREP4 wurde als Helferplasmid in Kombination mit pQE60 verwendet, um durch die lac-
Repressorproduktion, eine Regulation der Expression von in pQE-Vektoren enthaltenen
Gene zu ermdglichen.
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3.4 Mikroorganismen

Tab. 3-3 Vewendete Mikroorganismen

Stamm Genotyp

Bacillus subtilis ATCC 21332 Wildtyp-Stamm, Surfactin-Produzent [140]

B. licheniformis ATCC 10716 Wildtyp-Stamm, Bacitracin-Produzent [141]
B. licheniformis ATCC 39307 JF-2 Wildtyp-Stamm, Lichenysin-Produzent [142]
Escherichia coli XL1-blue supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-

1, relAl, lac [F' proAB’, lacl® lacZDM15, Tn10
(Tet)] [143]

E. coli M15 nal®, str, rif>, lac, ara, gal, mtl, F [144]

E. coli BL21 E. coli B, F, dcm, ompT, hsdS (rs. mg.), gal
[145, 146]

3.5 Medien

Fir die Anzucht von E. coli, B. licheniformis und B. subtilis wurde 2x YT-Medium verwendet.

2x YT-Medium Bactotrypton 16gxL™
Hefeextrakt 10gxL™
NaCl 5gxL*

M9-Medium diente als Minimalmedium zur Aufbewahrung der E. coli-Stamme. Zur
Anfertigung des Mediums wurden Losung | und Il autoklaviert, im Verhéltnis 89:10:1 (H,O:

Lsg. | : Lsg. II) gemischt und mit 1 mL sterilfiltriertem 1 M Thiaminiumchlorid versetzt.

M9-Medium Na,HPO, 60gxL™”
Lésung | (pH 7.4) KH,PO, 30gx L™
NaCl 5gxL*
NH,CI 10gxL*
Losung |l CaCl, 22gxL™
MgSO,4 x 7H,0 24.6 g x L™
Glukose 200 g x L™

Als Sporulationsmedium fur B. subtilis wurde Difco-Sporulationsmedium (DSM) eingesetzt:

DSM Nutrient Broth 8gxL"
MgSO, x 7H,0 0,12gx L™
KClI lgxL™
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autoklavieren NaOH 06gxL™

Nach dem Autoklavieren wurde das Medium mit je 1 mL der folgenden Losungen versetzt:

Ca(N03)2 1M
MnCl, 0.1M
FeSO, 1 mM

Zur Herstellung von Agarplatten wurden die Medien vor dem Autoklavieren mit 1,5 % (w/V)
Agar Nr.1 versetzt. Zur Sterilisation wurden alle Losungen und Medien vor dem Gebrauch 20
min bei 121°C (Glukose-haltige Losungen bei 110°C) und 1,5 bar autoklaviert. Hitze-
empfindliche Substanzen wie z.B. Antibiotika wurden den Medien als sterilfiltrierte Losungen
bei einer Temperatur von ca. 50°C in folgenden Endkonzentrationen zugesetzt: Amp 100 ng/
mL, Km 25 ng/ mL (E. coli) oder 10 ng/ mL (B. subtilis), Cm 5 ng/ mL (B. subtilis), Tet 20 ny/
mL (B. subtilis), X-Gal 40 ng/ mL und IPTG 50 ng/ mL.
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4 Methoden

In dem Methoden-Teil sollen nur solche Praktiken beschrieben werden, die sich grundlegend
von in Standardwerken [147] beschriebenen Techniken der molekularen Genetik und
Biochemie unterscheiden. Diese Methoden wurden auch bereits eingehend [148]
beschrieben. Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde nach dem Verfahren der
alkalischen Lyse nach Birnboim & Doly [149] durchgefuhrt. Die Reinigung von DNA mittels
Anionenaustauscherchromatographie wurde nach dem von Vogelstein [150] entwickelten
Prinzip vorgenommen.

Techniken der Protein-Biochemie wurden durchgefiuihrt wie beschrieben fur die SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese in [151, 152], fir das western-blotting in [153], fur die
Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen in [154] und fir die Bestimmung der

Proteinkonzentrationen in [155].

4.1 DNA-Techniken

4.1.1 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung doppelstrangiger DNA wurde nach der Kettenabbruchmethode nach
Sanger verfahren. ddNTPs, die zum Kettenabbruch der Polymerisation fiihrten, enthielten fir
jede der vier Basen einen chemisch an die Molekile gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff, der
bei einer energetischen Anregung, Licht einer definierten Wellenldnge emittiert. Die
Sequenzierreaktion konnte so in einem Reaktionsansatz durchgefuhrt werden. Dieser wurde
anschlieBend einer Kapillar-elektrophoretischen Auftrennung unterworfen; die Sequenz
konnte direkt aus der DNA-Matrize bestimmt werden.

Die Sequenzierung wurde mit dem ABI Prism dRhodamine Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Hierzu wurden pro 1000 bp DNA-
Templat 100 ng DNA sowie standardmaf3ig 5 pmol Primer und 2 niL Terminations Mix, der
eine Mischung von dNTPs, ddNTPs, Puffer sowie einer AmpliTag DNA Polymerase FS
enthielt, in einem PCR-Reaktionsgefal’ vereint und mit HO auf ein Endvolumen von 10 ni
aufgefullt. AnschlieRend wurde dieser Reaktionsansatz in einem PCR-Gerét unter folgenden

Bedingungen inkubiert.

25 Zyklen 96°C 10 sec
50-55°C 5 sec
60°C 4 min

Der Reaktionsansatz wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? tberfihrt und mit 2,5 nL 3 M

NaOAc (pH 5,2) und 25 nmL 100 %igem EtOH gemischt und 30 min zentrifugiert (13000 U/min
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bei 4°C). Das Pellet wurde vorsichtig mit 250 m. 75 %igem EtOH gewaschen, bei 37 °C fir
15 min getrocknet und in 20 nL TSR (template suppression reagent) resuspendiert. Nach 2

min Denaturierung bei 95° wurde die Probe blasenfrei in ein Probengefal3 tberfihrt, welches
zum Schutz vor Verdunstung mit einem Septum verschlossen wurde. Proben dieser Art
wurden anschlieBend zur Sequenzanalyse mit dem ABI Prism 310 Gentic Analyzer
entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt.

4.1.2 Amplifizierung von DNA-Fragmenten (PCR)

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten diente in erster Linie zwei Zwecken: Erstens
wurden Gene oder Genfragmente, die in geeignete Vektoren kloniert werden sollten tber
PCR [156] amplifiziert. Zweitens wurden chromosomale Integrationen - bevor eine
Uberpriifung mittels southern-blotting erfolgte — durch die Amplifikaton von DNA-
Fragmenten Uberpruft. DNA-Oligonukleotide, die zur Amplifikation von DNA-Fragmenten fir
die nachfolgende Klonierung bestimmt waren, enthielten im 5'-Bereich eine
Erkennungsschnittsequenz fiir eine Restriktionsendonuklease, die eine gerichtete Klonierung
der Fragmente erlaubte. Zur Bestimmung der annealing-Temperatur der Oligonukleotide
wurde wie folgt vorgegangen: Die Nukleotide, die eine zu dem DNA-Templat komplementéare
Sequenz besal3en, wurden in einer Weise addiert, dal3 A und T-Nukleotiden 2°C, C- und G-
Nukleotiden 4°C entsprachen. Die Oligonukleotide wurden so konzipiert, daf3 sich annealing-
Temperaturen von 50-55°C ergaben. Ein typischer PCR-Reaktionsansatz wurde durch

Mischen der folgenden Komponenten erhalten:

PCR-Ansatz DNA-Templat 0,05-0,5 ng
Oligonukleotide jeweils 50 pmol
dNTPs (L6sung je 2 mM) 25
10x Puffer I 2,5nL
Tag/Pwo-Polymerase 0,25 nL
ddH,0 add 25 nL

AnschlieBend wurde der Ansatz in einer PCR-Maschine nach folgendem allgemeinen
Programm inkubiert [(al= annealing-Temperatur -5°C*; (a2)= (al) + 2°C* (max 68°C);(ez)=
Elongationszeit etwa 40 sec pro zu amplifizierendes 1 kb DNA; * bezogen auf die vom
Hersteller angegebene annealing-Temperatur)]:
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94°C 5 Zyklen 10 Zyklen 15 Zyklen
2 min 94°C 15 sec 94°C 15 sec 94°C 30 sec
(al)°c 30 sec (@2)°c 30 sec (a2)°c 30 sec
68°C (ez) sec  68°C (ez) sec 68°C (ez) sec + 5 sec pro

Zyklen

4.2 Protein-Techniken

4.2.1 Genexpression

Die Expression der Gene oder Genfragmente in pQE60 bzw. pQE70-Vektoren erfolgte
entweder in E. coli M15 mit dem Helferplasmid pREP4, oder in E. coli BL21l DE3 mit dem
Helferplasmid pgsp. In beiden Fallen wurde analog verfahren: 400 mL 2xYT mit einem
Zusatz an Amp™® und Km? wurden auf 37°C vorgewarmt und mit einer Ubernachtkultur des
Expressionsstammes 1:100 angeimpft. Die Kultur wurde anfangs in einem Wasserschittler
bei 37°C und 250 Upm inkubiert. Die Inkubationstemperatur wurde in den darauffolgenden
Stunden kontinuierlich auf 30°C abgesenkt. Bei einer ODgy von 0,7-0,8 wurde die
Genexpression durch die Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,2 mM) induziert und far
weitere 1,5 bis 2 h unter gleichen Bedingungen inkubiert. AnschlieRend wurden die Kulturen
in Zentrifugenbecher eingefillt und bei 5000 Upm fur 5 min pelletiert. Das Pellet wurde in 25
mL/ L Kultur Puffer HEPES A (50 mM HEPES, 300 mM NaCl, pH 7.8-8.0) resuspendiert. Bis
zur Verwendung wurden die Pellets bei —20°C gelagert, besser wurden sie aber sofort

weiterverwendet.

4.2.2 Praparation von E. coli Rohzellextrakten

E. coli Zellen wurden mit Hilfe einer French Press-Apparatur aufgeschlossen. Durch die
plotzliche Expansion der unter einem Druck von 10000 PSI gegen Normaldruck stehenden
Zellsuspension wird die Zellwand und die Zellmembran aufgerissen. Die Zellsuspension
wurde 2 Kompressions-Dekompressionszyklen unterworfen. Dieser Arbeitsschritt erfolgte
moglichst bei 4°C. Die unléslichen und l6slichen Bestandteile des Zellaufschlusses wurden
durch 30 miniitige Zentrifugation bei 10000 Upm separiert. Der klare Uberstand wurde fiir die
Proteinreinigung mittels Affinitatschromatographie verwendet.

4.2.3 Aufreinigung von Proteinen mittels Affinitatschromatographie

Die Expression von Genen, die in die Vektoren pQE60 und 70 kloniert wurden, resultiert in
der 3'-terminalen Fusion mit sechs repititiven His-Codons. Die Proteine stellen deshalb C
terminale (Hisg)-Fusionsproteine dar. Die Aufreinigung erfolgte tber
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Affinitatschromatographie. Hierbei ist Nitrilotriacetat (NTA) kovalent an die Saulenmatrix
gebunden. NTA kann vier der sechs Koordinationsstellen von Ni**-ionen besetzen und diese
dadurch an der Saulenmatrix immobilisieren. Proteine mit chelatbildenden Seitenketten wie
die von Histidinen koénnen die freien Koordinationsstellen besetzen und binden so an die
Saule. Die Elution der Proteine erfolgt zur kompetitive Verdrangung der (Hisg)-Proteine durch
Anlegen eines Imidazol-Gradienten von 0 bis 250 mM Imidazol.

Um unspezifische Bindungen anderer Proteine an die mit Ni**-lonen beladene Chelatséule
zu unterdriicken, wurden Rohzellextrakte bereits mit imidazolhaltigem Puffer HEPES B (50
mM HEPES, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 7.8-8.0) versetzt. Rekombinante
dimodulare Peptidsynthetasen wurden mit 1 % Puffer B (v/v) auf die Saule aufgetragen,
andere Proteine von geringerer Grol3e auch mit bis zu 5 % Puffer B.

Schritte der Proteinaufreinigung an der FPLC wurden bei 4°C durchgefihrt. Die
Rohzellextrakte wurden mit einer FluRrate von 1 mL/min auf die Saule, die ein Bettvolumen
von ca. 1 cm aufwies, aufgetragen. Nach dem Auftragen wurde das Bettvolumen so lange
mit dem Auftragspuffer gewaschen, bis die Absortion bei 280 nm sich einer Grundlinie
naherte. Darauhin erfolgte die Elution des rekombinanten (Hise)-Proteins mit Hilfe eines

Gradienten bei einer FluRrate von 0.75 mL/min.

Standard-FPLC-Gradient: 0 min 1-5 % HEPES B
5 min 1-5 % HEPES B
30 min 30 % HEPES B
45 min 100 % HEPES B
50 min 100 % HEPES B
55 min 0 % HEPES B

Die Fraktionen wurden in Volumina von 1,5 mL gesammelt. Die Elution einer rekombinanten
dimodularen Peptidsynthetase begann ca. bei 10-15 % HEPES B und war bei ca. 30 %
HEPES B bereits abgeschlossen. Der Proteingehalt der fraktionierten Proben wurde mittels
Bradford-Tests bestimmt; bei Erstaufreinigungen wurde die Homogenisierung des Proteins
mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese Uberpruft. Zur Verwendung in den Enzym-
Reaktionen wurden die imidazolhaltigen Proteinldsungen gegen Assay-Puffer dialysiert.
Nach der Dialyse wurde die Konzentration des homogenisierten Proteins erneut tber

Bradford bestimmt. Die Proteinldsungen wurden direkt verwendet.

Assay-Puffer HEPES 50 mM, pH 7.5-8.0
MgCl, 20 mM
zur Dialyse wurden EDTA 2mM

hinzugefugt: DTE 2mM
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4.2.4 Biochemische Charakterisierung von Proteinen, enzymatische Reaktionen

4.2.4.1 ATP-PP;-Austauschreaktion

Die Substratspezifitat der nichtribosomalen Peptidsynthese wird determiniert durch die
Adenylierungsreaktion, in der kognate Aminosauren unter ATP-Verbrauch und
Pyrophosphat-Abspaltung adenyliert werden [44, 157]. Diese Reaktion ist reversibel; sie wird
ausgenutzt, um aminosaure-aktivierende Eigenschaften der A-Domane zu verfolgen: wird die
A-Doméne in Gegenwart ihrer Substrate Aminosdure und ATP (sowie dem Kofaktor My™)
inkubiert und dem Ansatz geringe Mengen an [**P]-PP; zugesetzt, so filhrt die Riickreaktion
zur Bildung radioaktiv markierten ATPs. Die Reaktion wird durch einen Aktivkohle-haltigen

Mix abgestoppt, der zur selektiven Absorption des ATPs filhrt. Die Inkorporation von [**P]-

markierten ATPs in den prazipitierten Aktivkohle-Niederschlag in Abhangigkeit der
zugehorigen Substrataminosaure kann somit als Maf3 fur die Aktivitat der A-Doméne gelten.
Da die ATP-PP;-Austauschreaktion die Rtckreaktion verfolgt (die Hydrolyse des Adenylats)
kann diese Reaktion kein direktes Mal3 fir die Verfugbarkeit des Adenylats darstellen.
Allerdings ist die Menge der in ATP eingebauten Radioaktivitat proportional zur ATP-PP;-
Austauschrate und somit zur spezifischen Aminosaure-aktivierenden Eigenschaft der
Enzymprobe. Blindwerte kdnnen in Reaktionsansatzen ohne zugesetzte Aminosaure,
beziehungsweise ohne ATP bestimmt werden.

In Eppendorf-ReaktionsgefalRen wurde jeweils in parallelen Ansatzen die zu testenden
Aminosauren und Enzym vorgelegt, mit Assay-Puffer auf das halbe Reaktionsvolumen
aufgefullt und auf 37°C préinkubiert. In ein zweites Volumen Assay-Puffer wurden ATP, PP;
und radioaktiv-markiertes [*’P]-PP; pipettiert. Nach Vermischen beider Volumina wurde fiir
10 min bei 37°C inkubiert, bevor durch die Zugabe von 0,5 mL eiskalter Terminationsldsung
die Reaktion abgestoppt wurde. Der Ansatz wurde vortexiert und 10 min auf Eis inkubiert.
Anschlie3end wurde die Aktivkohle durch Zentrifugation (1 min bei 13000 Upm) pelletiert,
zweimal durch Resuspension in 1 mL H,O und erneuter Zentrifugation gewaschen und in 0.5
mL H,O aufgenommen. Nach Uberfiihrung des Ansatzes in 20 mL Polypropylenmefflaschen
wurden 3 mL Szintillationsflissigkeit Rotiszint Eco Plus (Roth) zugegeben und die Zahlraten

der Proben in einem Szintillationszahler gemessen.

ATP-PP;-Austauschreaktion  Enzym 200 nM
Aminosaure 0.4-1 mM
ATP 1-2 mM
PP; 0.1-0.2 mM
[**P]-PP; 0,15 nCi

Assay-Puffer pH 7.5-8.0 add. 100 L
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Terminationslésung Natriumpyrophosphat 100 mM
Perchlorsaure 560 mM
Aktivkohle (Norit A) 1.2 % (wiv)

Zur Bestimmung der kinetischen Konstanten der ATP-PP-Austauschreaktion wurden die
MeRwerte dreifach bestimmt. Die Reaktion wurde nach 15-30 sec durch Zugabe von
Terminationslosung gestoppt. Die Konzentrationen der Substrate Aminosaure und ATP

wurden zwischen 0.01 und 10 mM variiert.

4.2.4.2 Beladung mit radioaktiv markierten Aminosauren

Die kovalente Beladung von PPS-Modulen mit ihren Substrataminosauren kann durch die
Inkubation der Enzyme mit radioaktiv markierten Aminosauren und ATP stimuliert werden.
Eine anschlieBende Préazipitation des Proteins mit TCA fiuhrt zur Ko-Prazipitation der
gebundenen Aminosaure, wahrend freie Aminosduren durch einen sich anschlieRenden
Waschschritt entfernt werden konnen. Der Blindwert wird aus einem entsprechenden
Reaktionsansatz ohne ATP bestimmt. Anschlieend kann die prozentuale Beladung des
Proteins bezogen auf die Gesamtmenge an eingesetztem Protein bestimmt werden durch
Umrechnung der spezifischen Aktivitdit der radioaktiv markierten Aminoséure in
Substanzmengen.

In einem Eppendorf-Reaktionsgefal® wurden Enzym und ATP vorgelegt und mit Assay-Puffer
auf halbes Reaktionsvolumen aufgefillt. Ein zweites Volumen an Assay-Puffer enthielt ATP
und die radioaktiv markierte Substrataminoséure. Nach Prainkubation beider Losungen bei
37°C wurden beide Losungen vermengt und flr weitere 10 min bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 1 mL eiskalter 10 %iger TCA-L6sung gestoppt. Nach
Vortexieren wurde sofort auf Eis transferiert und fur 30 Minuten dort inkubiert. Die
Reaktionsansatze wurden Uber eine Absaugapparatur abgenutscht, die Filterblattchen, die
den Reaktionsriickstand enthielten, wurden zweimal mit 10 %-iger TCA-LOsung gewaschen

bevor sie in Polypropylenmel3flaschen in einem Szintillationszéhler vermessen wurden.

Beladungs-Assay Enzym 500 nM
[°HI- oder [**C]-Aminoséure 1500 nM
ATP 2 mM
Assay-Puffer add 100 ni

4.2.4.3 In vitro Modifikation von PPS-Modulen mit 4'-PPAN
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Die holo Enzym-Bildung wurde zum Teil durch in vitro-Modifikation [83] mit der 4'-
Phosphopantetheinyl-Transferase Bli [158] durchgefihrt. In diesen Reaktionsansétzen
wurden Enzym und Aminosaure vorgelegt, bevor mit Assay-Puffer auf ein Volumen aufgeftillt
wurden. Ein zweites Volumen enthielt ATP, CoA und Bli (ca. 10 nM) in Assay-Puffer. Beide
Volumina wurden vereint und die Beladungsreaktion wurde wie in 4.2.4.2 beschrieben
verfolgt. Alternativ konnte die Substrataminosaure auch erst nach einer ca. 5 minttigen
Prainkubation mit der 4'-PPAN-Transferase Bli zugegeben werden.

4.2.4.4 Spaltung Enzym-gebundener Intermediate — Thioesterspaltung

Peptidsynthetasen binden ihre Substrate und Intermediate als Thioester, die saurestabil,
jedoch labil bei alkalischer Behandlung sind. Zur Untersuchung der auf den Enzymen
gebundenen Zwischenprodukten wurde eine Thioesterspaltung mit KOH durchgefihrt. Die
ehemals enzymgebundenen Produkte wurden diinnschichtchromatographisch untersucht.
Thioesterspaltungen wurden verglichen mit Beladungsreaktionen mit 10-fach erhohter
Proteinkonzentration durchgefuhrt; auch die Menge der radioaktiv markierten Aminoséaure
wurde entsprechend erhoht. Reaktionsanséatze wurden, nachdem sie bei 37°C inkubiert
wurden, mit 1 mL 10 %iger TCA-L6sung und 15 niL BSA-L6sung (25 mg/mL) versetzt und
vortexiert. Nach Inkubation fur 30 min auf Eis wurde der Reaktionsansatz fur weitere 30 min
bei 13000 Upm zentrifugiert und anschlieRend das Pellet vorsichtig zweimal mit 10 %iger
TCA-L6sung gewaschen. Das Pellet wurde erneut mit 1 mL Diethylether/Ethanol (3:1(v/v))
und zweimal mit 1 mL Diethylether gewaschen. Das Pellet wurde anschlieBend bei 37°C
getrocknet. Nach Resuspendierung in 200 nL KOH (20 min im Schuttelinkubator) wurde fur
20 min bei 75°C inkubiert, 2 min auf Eis abgekihlt und mit 1 mL Methanol (95 % (v/v)
versetzt. Nach Zentrifugation (30 min, 13000 Upm, 4°C) wurde der Uberstand in ein frisches
Eppendorf-Reaktionsgefald tberfihrt und in der Speed-Vac bis zur Trockne eingeengt. Der
so erhaltene Ruckstand wurde in 20 mb Methanol/H,O (9:1(v/v) aufgenommen und fir die

Dunnschichtchromatographie eingesetzt.

4.2.4.5 Produktabspaltungskinetik

Als Produktabspaltungskinetik wird in dieser Arbeit eine Beladungsreaktion eines
dimodularen Systems bezeichnet, bei der — in Zeitabhangigkeit — die Inkorporation der
radioaktiv markierten Substrataminosaure X in eine dimodulare Peptidsynthetase in
Abhangigkeit der zugegebenen zweiten Substrataminosdaure Y untersucht wird. Auf diese
Weise kann der Fortgang einer enzymgebundenen Elongation zu Dipeptiden und die
Abspaltung von Dipeptiden verfolgt werden. Auch Uber die Schnelligkeit einzelner Reaktion
der Dipeptidbildung kénnen so Aussagen gemacht werden. Ein Anstieg der Inkorporation der

Aminosaure X auf den (optimal) doppelten Wert deutet so auf eine interne Dipeptidbildung
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hin. Ist dieser Anstieg nur intermediar und wird danach ein Abfallen der Inkorporation
beobachtet, so ist das ein Indiz fur eine nachfolgende Abspaltung des Dipeptides von dem
Enzym-Templat. Ist die interne Kondensation zum Dipeptid sehr viel langsamer als dessen
Abspaltung von dem Enzym-Templat, so ist ein intermediéarer Anstieg der Inkorporation an
Aminosaure A Uberhaupt nicht zu beobachten. Die Ubergange zwischen den geschilderten
Fallen sind flie3end.

Die Methodik von Produktabspaltungskinetiken folgt der unter 4.2.4.2 gemachten
Beschreibung. Reaktionsansédtze wurden parallel durchgefihrt: In  Eppendorf-
ReaktionsgefalRen wurde Enzym, ATP und radioaktiv markierte Aminosaure X vereint und
mit Assay-Puffer auf ein Volumen von 50 ni aufgefillt. Nachdem das Maximal-Niveau der
Beladung der Aminosaure X erreicht war, wurde ein zweites Volumen einer Losung, die die
zweite Aminosaure in Assay-Puffer enthielt, mit einer Pipette zugegeben. Fir Dipeptid-
Bildungen in trans enthielt das zweite Volumen eine L6ésung von mit Aminosaure Y und ATP
prainkubierten Akzeptor-Protein. Kontrollansédtze wurden durchgefihrt, indem keine
Aminoséure Y zugefigt wurde oder eine Losung, die eine Aminosaure enthielt, die kein
Substrat des Enzyms darstellte. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden Reaktionsanséatze
geman 4.2.4.2 durch die Zugabe von 10 %iger TCA-Losung abgestoppt.

4.2.4.6 Produktanalyse mit Hilfe radioaktiv markierter Aminoséauren: DC-Chromatographie

Die Analyse der von rekombinanten Enzym-Templaten produzierten Produkte konnte mit
Hilfe von Reaktionsansétzen, die radioaktiv markierte Aminosauren als Substrate einsetzten,
erfolgen. Dies fuhrte zur Darstellung von Produkten, die radioaktiv markiert waren. Die
Zuordnung dieser Produkte erfolgte nach einer dinnschichtchromatographischen Analyse
durch Vergleich deren Laufverhaltens mit (nicht-markierten) Standardverbindungen. Eine
weitere Verifizierung konnte unternommen werden, durch wechselseitige Verwendung der
radioaktiven Aminosauren X und Y, die zum Dipeptid XY oder YX verknlpft werden.

In einem Eppendorf-Reaktionsgefald wurden Enzym(e) (500 nM), Substrataminosauren (1
mM) und ATP (2 mM) vermengt und mit Assay Puffer auf 100 ni aufgefiillt. Radioaktive
Aminosauren wurden — wenn nicht an Stelle anders beschrieben - in dreifachem Uberschuf
zum Enzym zugesetzt. Es wurde fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch die Zugabe von 0.5 Volumen n-Butanol und anschlieRendem Vortexieren abgestoppt.
Reaktionsansatze, die DKP-Produkte enthielten sowie die zur Identifizierung der in Kapitel
5.4 behandelten Dipeptide, wurden vorher mit nButanol extrahiert, nachfolgend wurde nur
die organische Phase weiterverwendet. Denaturierte Proteine wurden nach Mdglichkeit mit
einer Spitze entfernt, bevor der ganze Reaktionsansatz in der Speed-Vac zur Trockne
eingeengt wurde. Es wurde in 25 nL 10 %igem Methanol aufgenommen. Die Z&hlrate der

Radioaktivitat dieses Ansatzes wurde bestimmt durch Vermessen eines Teilvolumens in
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einem Szintillationszahler. Bis zu 5 nL wurden auf eine Silicagel 60 F254 Platte (Merck)
aufgetragen.  Die  Dunnschichtchromatographien  wurden in  einem  Laufmittel

Essigsaureethylester/n-Butanol/Essigsaure/H,O (1:1:1:1) entwickelt. Radioaktive Spots
wurden durch Autoradiographie identifiziert.

4.2.4.7 Produktnachweis uber HPLC-Analytik

Der Produktnachweis fir die HPLC-Analytik wurde prinzipiell gleich dem mit radioaktiven
Aminosauren durchgefiihrten gefiihrt. Reaktionsansétze unterschieden sich nicht, bis darauf
dalR beide Substrataminosduren in Konzentrationen von 1 mM eingesetzt wurden. FUr die
Probenzubereitung wurde nach dem Einengen in 100 nL 10 %igem Methanol aufgenommen.
Es wurde 15 min im Schuttelinkubator resuspendiert, bevor der Ansatz durch Zentrifugation
von unléslichen Bestandteilen abgetrennt wurde.

Die HPLC-Analytik erfolgte mittels eines 1100 HPLC-Systems (Hewlett Packard) und einer
Nucleosil C18 3/120 3250 S&ule (Macherey & Nagel, 3 x 250 mm, PorengréRe 120 A,

Partikelgrofie 3 mm). Standardm&Rig wurden 10 nL der Reaktionsansatze injiziert. Die

Detektion erfolgte mit einem UV-Detektor bei 210 nm. Folgende Gradienten wurden

verwendet:
HPLC-Gradient 0 min 10 % HPLC-Puffer B
1 min 30 % HPLC-Puffer B
20 min 100 % HPLC-Puffer B
30 min 100 % HPLC-Puffer B
35 min 10 % HPLC-Puffer B
50 min 10 % HPLC-Puffer B

Die FluRrate betrug 0.35 mL/min, als HPLC-Puffer A wurde H,O mit einem Zusatz von 0.05
% HCOOH, als HPLC-Puffer B wurde Methanol mit einem Zusatz von 0,45 % HCOOH
verwendet.

Fur den Nachweis des Dipeptides Asp-Phe wurde ein leicht verdndertes HPLC-Programm

verwendet:
HPLC-Gradient 0 min 10 % HPLC-Puffer B
15 min 40 % HPLC-Puffer B
25 min 50 % HPLC-Puffer B
30 min 100 % HPLC-Puffer B
34 min 100 % HPLC-Puffer B
36 min 10 % HPLC-Puffer B

45 min 10 % HPLC-Puffer B
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Das HPLC-MS-Programm der Abb. 5.2-21 wurde unter folgenden Bedingungen gefiihrt:

HPLC-Gradient 0 min
25 min
30 min
34 min

36 min

10 %
60 %
100 %
100 %
10 %

HPLC-Puffer B
HPLC-Puffer B
HPLC-Puffer B
HPLC-Puffer B
HPLC-Puffer B

Eine Quantifizierung der gebildeten Produktmengen wurde vorgenommen, indem eine genau

guantifizierte Verdinnungsreihe eines chemischen Standards hergestellt wurde. Die

Integrale unter den Kurven dienten als Eichgrade zur Bestimmung von Produktmengen.
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5 Ergebnisse

5.1 Biochemische Charakterisierung eines putativen Lichenysin-Biosynthese-

Operons aus Bacillus licheniformis ATCC 10716

Die Klonierung und Sequenzierung des Bacitracin Biosynthese-Operons aus Bacillus
licheniformis ATCC 10716 durch Herrn Dirk Konz [24] fihrte zur gleichzeitigen Identifizierung
eines zweiten Peptid Biosynthese-Operons unbekannter Funktion. Die Beschreibung der
Klonierung und Sequenzierung sowie eine Sequenzanalyse dieses mit lic bezeichneten
Operons waren bereits Bestandteil der Dissertation von Dirk Konz [159]. Die Organisation
der abgeleiteten Doménenstruktur (eine schematische Darstellung der Doméanenstruktur der
drei Gene findet sich in Abb. 5.1-1) glich der des Surfactin Biosynthese-Operons. Die
Identitdt der zugehdrigen Genprodukte zu den Surfactin Synthetasen lag bei ca. 60% und
damit weit hoher als zu Synthetasen anderer nichtribosomaler Peptide [160].

licA licB licC

(I I N I W N =

Abb. 5.1-1 Schematische Darstellung der abgeleiteteten Domanenstruktur des putativen

Lichenysin Biosynthese-Operons aus Bacillus licheniformis ATCC 10716.

In der Literatur waren Stdmme von Bacillus licheniformis aus vorwiegend tief-terristischen,
erdol-haltigen 6kologischen Nischen beschrieben, die Lipopeptide — sogenannte Lichenysine
- mit prominenten biosurfactanten Eigenschaften produzieren [161-163]. Die Bedingungen
unter denen diese Lipopeptide produziert werden, waren eingehend untersucht [164],
ebenso wie deren bioemulgatorische Eigenschaften [165, 166]. Der Peptidanteil dieser
charakterisierten Lichenysine laf3t sich durch die allgemeine Sequenz GIx-Leu-DLeu-Val-Asx-
bLeu-Leu/lle/Val wiedergeben [167]. Da Analysen zur Produktion eines Biosurfactanten der
Lichenysin-Gruppe durch Bacillus licheniformis ATCC 10716 nicht erfolgreich verliefen,
konnte eine Spezifitatsautklarung der sieben identifizierten Module nicht aufgrund einer
Ableitung von der Primarsequenz des zugehdrigen Lichenysins erfolgen. Auch mit Hilfe
eingehender Sequenzanalysen des die Spezifitat von ADoméanen definierenden Bereiches
[71, 66] konnte keine eindeutige Vorhersage der Zusammensetzung des Peptids an den
Positionen 1, 5 und 7 gegeben werden. Um eine Zuordnung des putativen Lichenysin
Biosynthese-Operons zu einer definierten Peptidstruktur zu ermdglichen, wurden daraufhin
in dieser Arbeit rekombinante A-Doméanen der korrespondierenden lic-Module nicht
vollstandig determinierter Spezifitdt (Positionen 1, 5 und 7) heterolog in E. coli exprimiert,
aufgereinigt und in vitro bezuglich ihrer Substratspezifitat untersucht.
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5.1.1 Uberproduktion rekombinanter Adenylierungsdomanen

Mit Hilfe terminal modifizierter Oligonukleotide wurden DNA-Fragmente, die zu ADoméanen
der Module 1, 5 und 7 korrespondieren, aus chromosomaler DNA von Bacillus licheniformis
ATCC 10716 durch PCR amplifiziert. Die DNA-Fragmente wurden in pQE60 bzw. 70-
Vektoren kloniert. Nach Transformation des E. coli Expressionsstammes M15 [pREP4] mit

den Plasmiden p[Alica: (PQEG0-Derivat), p[Alicez und p[Alicc (beide pQE70-Derivate)
konnten aus den erhaltenen Stdmmen die rekombinanten Proteine [A]iica1, [AlLice2 UNd [A]Licc
gewonnen werden (4.2.1). Diese C-terminalen (Hisg)-tag-Fusionsproteine erwiesen sich nach
ZellaufschluR als in der Idslichen Proteinfraktion befindlich. Die Aufreinigung tiber Ni**-IMAC
erfolgte mit einer Anfangskonzentration von 5% Puffer B (4.2.3). Proteinfraktionen mit
homogenem Aufreinigungsgrad wurden dialysiert und der Proteingehalt der vereinigten
Fraktionen anschliel3end mittels Bradford-Test bestimmt.

A) B) C)
1 3 4 1 2 1
kDa 200 —] ’
20— 200—
100—| S _
00— g0 —] m— 100
80 — = 70 | — %_
70— ]
60—] - — — | ©O . 60—
; 50— — |
50— e— o : —e 0
-—
40 — — 20—
40 — —— Wamnelt -
—— - g
w0 = 30 — e . . — W
20— : 2o— .. : o—| B
e - [— Do .. sl

Abb. 5.1-2 Uberproduktion und Reinigung rekombinanter Adenylierungsdoménen in E. coli:

Coomassie Blau-gefarbte SDS-Polyacrylamidgele. Spuren 1 bis 4 jeweils: 10 kDa-Protein-Marker (1),
Gesamtzellextrakt vor (2) und 15 Stunden nach IPTG-Induktion (3), Uber Ni2+-IMAC-aufgereinigtes Protein
@)-A) PLica1: B) [AlLicB2: ©) [AlLicc:

Mit diesen Proteinldsungen wurden die unter 5.1.2 beschriebenen biochemischen Arbeiten
durchgefuhrt. Abb. 5.1-2 zeigt die Coomassie-Blau gefarbten SDS-PAGE einer typischen
Expression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine [A]Lica: (60.9 kDa), [Alics2 (64.8

kDa) und [A]..c (62.6 kDa). Die elektrophoretische Beweglichkeit der rekombinanten

Proteine stimmte gut mit den berechneten Molekulargewichten der Proteine tberein.
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5.1.2 Substratspezifitdt rekombinanter Adenylierungsdomanen

Die oben beschriebenen rekombinanten ADomanen aus [A]iica1, [Aliics2 Und [A]Licc wurden
mit Hilfe des ATP-PP-Austausches (siehe 4.2.4.1) auf ihre katalytische Aktivitdt und ihre
Substratspezifitat untersucht.

In Abb. 5.1-3 sind die Ergebnisse dieser Experimente dargestellt.

A) 100% - w B) 100%] =
75 - 75
50— 50
25 - 25
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Abb. 5.1-3 Substratspezifitat der
75— rekombinanten Adenylierungsdoménen:
Graphische Darstellung der ATP-PP -Austausch-
reaktion in Abh&ngigkeit verschiedener
507 Aminoséuren. Die Enzymkonzentration betrug
200 nM, die der Substrataminoséuren 1 mM. Die
25— jeweils héchste Austauschrate wurde als 100%
H H definiert. A) [A] |ica1: B) [Al g2+ ©) [Aljcc
(0 I e e e s B e e B e s o
33
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Anhand der ATP-PP—Austauschreaktion war es moglich, eindeutig die Spezifitat der
rekombinanten A-Domé&nen zu bestimmen: [A]..a1 aktivierte spezifisch Glutamin, [A]iice2
spezifisch Aspartat. Die hochste Austauschrate fiir [A].c konnte fir Isoleucin bestimmt
werden, aber auch die verwandten Aminosauren Leucin und Valin wurden zu 30% der
Austauschrate von Isoleucin aktiviert. Basierend auf dem Kolinearitatsprinzip zwischen
Peptidsynthetasen-Templat und nichtribosomal produziertem Peptid liel3 sich damit ableiten,
daf? die drei zugehdrigen Peptidsynthetasen des putativen Lichenysin Biosynthese-Clusters
ein Templat fur ein acyliertes Heptapeptid mit der Sequenz GIn-Leu-DLeu-Val-Asp-DLeu-lle
darstellen. Die Nebenspezifitaten der rekombinanten ADoméne LicC lassen Substitutionen
an siebter Position durch Leucin und Valin erwarten. Dieses Lichenysin wurde als Lichenysin
D bezeichnet [160].
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FA-CHCH 5CO-LGIn-LLeu-DLeu-LVal-LAsp-DLeu-Llle  Abb. 5.1-4 Vorgeschlagene Struktur des Lichenysin

|
0 ausBacillus licheniformiATCC 10716.

Um eine quantitativere Aussage Uber die funktionelle Eigenstandigkeit der Uberproduzierten
A-Domanen zu erhalten, wurden daraufhin die kinetischen Konstanten (K.) der
rekombinanten Proteine [Aliicar, [Aluicez Und [Aliicc bezlglich ihrer Substrate ATP und
Aminosaure untersucht. Kinetische Daten nichtrekombinanter Peptidsynthetasen lagen vor,
insbesondere ein Vergleich mit den kinetischen Parametern der homologen Surfactin
Synthetase C erschien nuitzlich [168]. Zur K,-Wert-Bestimmung wurde jeweils in
Abhangigkeit eines der beiden Substrate die Konzentration des anderen variiert und die
MeRwerte dann nach einer Methode von Lineweaver-Burk doppelt reziprok aufgetragen
[169]. Zur Bestimmung der K,-Werte wurden in Melreihen von ATP-PP-
Austauschreaktionen, die Aminosaurekonzentrationen bei drei bis funf konstanten ATP-
Konzentrationen variiert. Zur Bestimmung der ATP-Dissoziationskonstanten wurde analog
verfahren. Die Enzymassays wurden wie unter 4.2.4.1. beschriebenen durchgefuhrt. Die
Ergebnisse der Bestimmung der Dissoziationskonstanten sind in Tab. 5.1-1 aufgelistet. Die
ermittelten Werte lagen in dem gleichen Groélienordnungsbereich wie fir das Wildtypenzym
SrfC [168]. Die im Vergleich zu Isoleucin geringere Affinitat von [A].i.c zu Leucin und Valin

spiegelt sich in den kinetischen Parametern dieser drei Aminosauren wider.

Tabelle 5.1-1 Kinetische Konstanten der ATP-PP;-Austauschreaktion

K
Enzym Substrat Aminosaure [mM] ATP [mM]
[AlLicas L-Glutamin 1,4 +0,5 513
[AlLice2 L-Aspartat 0,3 +0,15 1+0,3
[AlLicc L-Isoleucin 0,4 +0,15 0,1 +0,02
[Alticc L-Leucin 3+1 542
[AlLicc L-Valin 25+l 0,6 +0,2

Durch die Bestimmung der Spezifitdt rekombinanter, funktionell eigenstéandiger ADoméanen
war es hiermit zum ersten Mal gelungen, ein Biosynthese-Operon unbekannter Funktion,

einem putativen nichtribosomalem Peptid zuzuordnen.
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5.2 Konstruktion dimodularer Peptidsynthetasen als Enzym-Template fir das

Dipeptid Aspartyl-Phenylalanin

Aufgrund ihrer modularen Struktur und ihres Aufbaus aus katalytisch aktiven, repetitiven
Doménen stellen Peptidsynthetasen verlockende Werkzeuge dar, deren rationale
Verwendung den Weg zu neuen malfdgeschneiderten Peptiden ebnen konnte [35]. Zwei
grundsétzliche Zielrichtungen der Modifikation nichtribosomaler Enzym-Template lassen sich
dabei entwerfen: die Veranderung eines bestehenden Systems durch Austausch bestimmter
Module oder Domanen schafft Mdoglichkeiten, nach Mald die Struktur eines gegebenen
Peptids abzudndern [59]. Zweitens bieten Peptidsynthetasen aber auch die Mdoglichkeit
durch freie Kombination von katalytischen Doméanen, Enzym-Template fir die Darstellung
von Peptiden gewinschter Struktur de novo zu konstruieren.

Obwohl die katalytischen Doméanen von Peptidsynthetasen als funktionell autonom beztiglich
der von ihnen tbernommenen Reaktion erscheinen, so ist doch zu erwarten, dal3 intensive
Wechselwirkungen innerhalb dieses Multidoméanen-Arrangements bestehen mussen, die das
geordnete Prozessieren von komplexen Biomolekilen erst erméglichen. Welche Regeln eine
geordnete Interaktion zwischen den Doménen eines Moduls (oder mehrerer Module)
beherrschen, ist bislang wenig untersucht. An die de novo Darstellung eines synthetischen
Templates der nichtribosomalen Peptidsynthese waren viele offene Fragen gestellt: Welche
Mechanismen  determinieren  die Initiation von  Peptidsynthetasen?  Welche
Spezifitatsvorgaben macht eine C-Doméne beziglich der Art der zu verknipfenden
Aminosauren? Wie laRdt sich die Freisetzung eines prozessierten Peptids von einem hybriden

Enzym-Templat erreichen?

Das Dipeptid a-Aspartyl-Phenylalanin dient industriell als Precursor fiir die Darstellung des
Zuckersubstituts a-Aspartyl-Phenylalaninmethylsdureester. Diese Substanz findet weite
Verbreitung unter den Handelsnamen-Namen Aspartam® und Nutrasweet® und wird jahrlich
im 10000 Tonnen-Mal3stab produziert. Die Synthese  von  a-Aspartyl-
Phenylalaninmethylsaureester wird grof3industriell in mehreren Schritten gefiihrt, die zur
Gewahrleistung einer gerichteten Dipeptidverknupfung die Blockierung der Aminofunktion
der Donoraminosdure sowie der Carboxyfunktion der Akzeptoraminosaure beinhaltet. Die
Verknipfung der mit Schutzgruppen versehenen Aminosduren verlduft enzymatisch unter
ATP-Verbrauch, aber nicht fermentativ.

Ziel der in diesem Kapitel vorgestellten Arbeit war die Konstruktion eines Proteintemplates
der nichtribosomalen Peptidsynthese zur Darstellung des Dipeptids Aspartyl-Phenylalanin.
Der potentielle Vorteil dieses zu entwickelnden Prozesses liegt auf der Hand: die Synthese
an einer Peptidsynthetase ware voll-enzymatisch und kommt mit den in lebenden
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Organismen vorhandenen Substraten der beiden Aminosduren und ATP aus, was die
Moglichkeit eines fermentativen Prozesses offenlat. Die Synthese an einer
Peptidsynthetase verlauft gerichtet.

Die Vorgaben dieser Arbeit waren daher klar definiert und gingen tUber die Darstellung eines

Modells fir die de novo Synthese eines artifiziellen Templates hinaus.

5.2.1 Strategie

Die ldentifizierung hochkonservierter core-Sequenzen innerhalb von A-Doménen und T-
Domaéanen [56, 22] dokumentierte relativ frih deren funktionelle Bedeutung an der ATP-
Bindung und -Hydrolyse, beziehungsweise an der Thiolierung von Substrataminosduren. Die
biochemische Charakterisierung dieser Doméanen bestétigte dies [41]. Die Rolle der C-
Domane an der Ausbildung einer Peptidbindung konnte ebenfalls bewiesen werden [60].
Mechanismen der Initiation sowie der Termination der nichtribosomalen Peptidbiosynthese
waren dagegen zu Beginn dieser Arbeit wenig untersucht. Die Bedeutung der C-terminalen
Te-Doméne an der Produktabspaltung war belegt [105, 109]. Basierend auf diesem Wissen
sollte eine Peptidsynthetase, die die Synthese eines Dipeptides dirigiert, aus zwei A und T-
Domanen bestehen, die Uber eine C-Doméne kontaktieren. Um eine Kkatalysierte
Produktabspaltung zu gewahrleisten, wurde die Verwendung einer Te-Doméne ins Auge
gefal’t. Die Domanenstruktur einer dimodularen Peptidsynthetase, die eine Peptidsynthese
initiieren, zwei Aminosauren definierter Struktur zu einen Dipeptid verknipfen und dieses
daraufhin abspalten soll, wurde daher als ATCATTe definiert (siehe Abb. 5.2-1).

Abb. 5.2-1 Schematische Darstellung

ASD r_’p—hef’i einer dimodularen Peptidsynthetase,

A T c A T Te an deren Templat das Dipeptid Asp-Phe
prozessiert wird.

Zur Darstellung eines dimodularen Enzym-Templates fir die Synthese des Dipeptides Asp-
Phe sollte die Spezifitat der ersten A-Doméne hoch fur Aspartat, die der zweiten A-Doméane
hoch fir Phenylalanin sein.

Die Natur stellt ein solches Enzym-Templat, das dle beschriebenen Anforderungen einer
nichtribosomalen Synthese von Asp-Phe erflillt, nicht bereit. So wurde versucht, katalytische
Einzelaktivitaten in rationaler Form zu kombinieren, was die Etablierung eines artifiziellen
Systems, bestehend aus Modul- oder Domaéanenfusionen, voraussetzt. Um damit
verbundenen Beeintrachtigungen der Funktionalitdt auszuschlie3en, wurde von Anfang an
versucht, ein gegebenes System zu verwenden, das maoglichst minimal modifiziert werden
muldte. Zwei essentielle Domanenfusionen fuhrten zur Darstellung eines artifiziellen Asp-
Phe-Templates: (a) ein Phenylalanin-aktivierendes Akzeptormodul wurde an ein Aspartat-
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aktivierendes Donormodul gekoppelt und (b) eine Te-Doméne wurde, um die
Dipeptidabspaltung vom Enzym zu Kkatalysieren, an das Phenylalanin-aktivierende
Akzeptormodul gekoppelt. Die Kopplung dieser drei Sets katalytisch aktiver Enzym-

Domanen erfolgte auf genetischer Ebene durch Fusion der entsprechenden Genfragmente.

5.2.2 Die Auswahl geeigneter Bausteine

Abgeleitet von der Primérsequenz des zugehdrigen nichtribosomalen Peptids waren mehrere
A-Domanen offensichtlicher Aspartat- und Phenylalanin-Spezifitdt bekannt (siehe Abb. 5.2-2)
und genetisch charakterisiert [56, 28, 55]. Einige rekombinante A-Domanen, so die A-
Domane von SrfB2 und von TycA [148] , TycB3 [28] und GrsA [41] wurden biochemisch
charakterisiert und auf ihre Substratspezifitat in vitro untersucht. Die Ergebnisse des ATP-
PP;-Austausches zeigt Abb. 52-2. Die A-Doméne von SrfB2 wies eine hohe Selektivitat
bezuglich der Aminosdure Aspartat auf. Unterschiede in der Selektivitat der Aktivierung von
Phenylalanin zeigten sich aber fiir die ADomanen von TycA, TycB3 und GrsA. TycA erwies
sich hierbei als die selektivste Doméne, die im Vergleich zu GrsA geringere
Nebenspezifitdten zeigte. TycB3 dagegen wies eine deutliche Préaferenz fur Tryptophan auf,
so dal3 sie die Anforderungen fir eine Phenylalanin-spezifische Doméane nicht erfillte.
Aufgrund der hohen Substrataminosaure-Spezifitdt wurde daraufhin fir die Darstellung eines
Asp-Phe-spezifischen Enzym-Templates mit der ADomane von SrfB2 — im Donormodul —
und mit der ADomane von TycA — im Akzeptormodul — gearbeitet. Die Verwendung der A
Domanen von SrfB2 und TycA fir die Darstellung eines dimodularen Asp-Phe-Templates
wird (a) die ADomane eines Elongationsmoduls (SrfB2) in ein Initiationsmodul und (b) die A-

Domaéne eines Initiationsmoduls (TycA) in ein Elongationsmodul konvertieren.
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5.2.3 Eine erste rekombinante dimodulare Peptidsynthetase

Rekombinante interne A-Domanen sind bereits erfolgreich heterolog in E. coli Gberproduziert

worden [28]. Zu Beginn dieser Arbeit war aber nicht bekannt, ob ein zweimodulares

Peptidsynthetase-System der Doménenorganisation ATCAT mit einer Gré3e von ca. 180

kDa ebenso in l6slicher und funktioneller Form Uberproduziert werden konnte. Um diese

offene Frage im Vorfeld zu klaren, bevor ein hybrides Enzym konstruiert wurde, wurde ein

internes Fragment eines Peptidsynthetasegens kloniert, dessen zugehdérige nichthybride

dimodulare Peptidsynthetase die Spezifitdtsvorgabe von Asp-Phe nur in einer - der ersten -

Position erflillte. Spater konnte die Spezifitdt des zweiten Moduls dann durch einen

Modulaustausch nach Phenylalanin gedndert werden. Dieses interne Fragment wurde aus
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chromosomaler DNA von Bacillus subtilis ATCC 21332 mittels PCR amplifiziert und
beinhaltete Teile des Surfactin Synthetasegens srfB (siehe Abb. 5.2-3).

Splh | Balm HI Abb. 5.2-3 Protein I
’TI—_T Schematische Darstellung des rekombinanten Proteins .
—_— B —— Grauschattierungen bezeichnen die katalytischen Doménen.

Das erste Modul SrfB2 determiniert wie unter 5.2.2 beschrieben fur ein Aspartat-spezifisches
Modul, wahrend das zweite Modul SrfB3, abgeleitet von der Primarstruktur des Surfactins,
Leucin-Spezifitat aufweisen sollte. Die Klonierung erfolgte in pQE70. Nach Transformation
des Expressionsstammes M15 [pREP4] mit dem rekombinanten Plasmid p[Aasp TCALeu T] (srie2-

5 erfolgte eine IPTG-induzierbare Uberproduktion eines 180 kDa-Proteins. Nach dem
Zellaufschluf3 konnte gezeigt werden, daf} dieses Protein nahezu vollstandig im l6slichen
Zelliiberstand ist. Die Reinigung des Proteins mittels Ni**-IMAC erfolgte nach dem unter
4.2.3 beschriebenen Standardverfahren. Die Anfangskonzentration an Puffer B betrug dabei
nur 1 %. Nach der Dialyse gegen Assay-Puffer wurde die Proteinkonzentration bestimmt und
das Protein bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Etwa 6 mg an homogenem, aufgereinigten
Protein konnten hierbei aus 1 L Zellkultur erhalten werden. Abb. 5.2-4 zeigt die
Uberproduktion und den Aufreinigungsgrad der rekombinanten Peptidsynthetase
[Aasp TCALeu T](sitB2-3) (1).

MMl 2 8 4 5 6 Abb. 5.2-4 SDS-Polyacrylamidgel der in E.
coliuberproduzierten dimodularen
200kDa —| Peptidsynthetase I:
— - O e - Spuren 1 und 2: Gesamtzellextrakt vor und
120kDa — == 1,5 Stunden nach IPTG-Induktion. Spuren 3
%gtgg _ i Lfnd 4: Zellextrakt nach ZellaufschluR:
Uberstand (3) und Pellet (4). In Spuren 5 und
80kDa — - 6 an Ni 2*-IMAC aufgereinigtes Protein. MM:
10kDa-Protein-Leiter. Coomassie-Blue
gefarbtes Gel.
50kDa —

5.2.4 Substratspezifitat der rekombinanten Peptidsynthetase [Aasp TCALeu T] (srs2-3) (1)

Die Bestimmung der Aktivitat und Spezifitat der ADomanen in dem rekombinanten Protein |
erfolgte, wie unter 4.2.4.1 beschrieben, mit Hilfe der ATP-PP;-Austauschreaktion. Die in Abb.
5.2-5 zusammengestellten Ergebnisse dieses Experiments zeigen, dal’ dieses Protein die
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anhand der Primarsequenz von Surfactin postulierten Substratspezifitdten aufweist und eine
Aspartat und Leucin-abhangige Aktivierung zeigte. Alle anderen proteinogenen
Aminosauren, auch D-Aspartat, werden mit Austauschraten unter 5 % aktiviert. Bei den
angegebenen Konzentrationen der Substrate erwies sich der Umsatz an Leucin etwa 2,5 mal

so hoch wie der von Aspartat.

100%™ 5.2-5 Aminosauresubstrat-Spezifitat des
Proteins I:
Graphische Auswertung der ATP-PP;- Austausch-

75 reaktion. Die Enzymkonzentration betrug 200 nM,
Substrataminosduren wurden in Konzentrationen
von 1 mM eingesetzt Die hdchste Austauschrate

50 fur Leucin wurde als 100% definiert
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Zur Quantifizierung der Substratspezifitat wurden analog dem unter 5.1-2 beschriebenen
Verfahren die kinetischen Konstanten (K.,) von ATP und den Substrataminosauren Aspartat
und Leucin bestimmt (Abb. 5.2-6). Der K,-Wert fur Aspartat wurde dabei mit 3,5 mM mehr
als eine Zehnerpotenz hoher als der von Leucin bestimmt, wahrend der K,-Wert fir ATP sich
unabhéngig von der Art der verwendeten Substrataminosaure nicht wesentlich unterschied
(siehe Tabelle 5.2.1). Fur die A-Domane von SrfB3 konnte fir hohe
Aminosaurekonzentrationen an Leucin (oberhalb 0.6 mM) eine Substratinhibition beobachtet
werden.

Tab. 5.2-1 Kinetische Konstanten des rekombinanten Enzyms |

Enzym Ko
| Substrat Aminosaure [mM] ATP [mM]
Aspartat 3.510.8 0.910.3

Leucin 0.3+0.1 0.6 +0.2
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Abb. 5.2-6 Bestimmung der kinetischen Konstanten Km fiir die rekombinante Peptidsynthetase I:
Doppeltreziproke Auftragung der ATP-PP;-Austauschaktivitaten flr verschiedene AT P- (jeweils links) und
Aminosaurekonzentrationen (jeweil s rechts).

A) Substrataminosaure Leucin, B) Substrataminoséaure Aspartat.

5.2.5 Substratthiolierung des Proteins [Aas, TCA ey T] (sria23) (1) aus BL21lI DE3[pgsp]

Die Thioesterbindung der Substrataminosaure an der T-Doméane von Peptidsynthetasen wird
verfolgt Uber die TCA-Préazipitationsreaktion (siehe 4.2.4.2). Versuche zur Thiolierung des
heterolog in E. coli Gberproduzierten Proteins I mit den Substrataminosauren Aspartat und
Leucin erwiesen sich als nicht erfolgreich: weniger als 1% des Uberproduzierten Proteins
lieBen sich radioaktiv mit den Substrataminosauren Aspartat und Leucin beladen.

T-Doménen von Peptidsynthetasen unterliegen einer posttranslationalen Modifikation durch
CoA-bindende Enzyme, die einen hochkonservierten Serinrest in dieser Doméne 4'-
phosphopantetheinylieren und damit Peptidsynthetasen in die katalytisch aktive holo-Form
umwandeln [83]. E. coli besitzt keine 4'-Phosphopantetheinyltransferase (4'-PPAN-
Transferase), die in der Lage ist, T-Domanen von Peptidsynthetasen ausreichend zu
modifizieren, so daR die heterologe Uberproduktion von Peptidsynthetasemodulen nur zur
katalytisch inaktiven apo-Form fuhren kann. Die geringen Anteile an holo-Enzym, die sich
bildeten, sind auf eine Modifikation durch die mit der Fettsaurebiosynthese assoziierten 4'-
PPAN-Transferase ACPS zurtckzufihren. Studien zur Substratspezifitdt von 4'-PPAN-
Transferasen belegen, das ACPS T-Doméanen von Peptidsynthetasen nur unzureichend
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modifiziert [83]. Es wurde daher versucht, durch Koexpression der im weiteren
beschriebenen Peptidsynthetase-Gene mit einem PPS-assozierten 4'-PPAN-Transferase-
Gen, die Umwandlung in die holo-Form in vivo zu erreichen. Hierzu wurde das mit dem
Gramicidin S-System assoziierte 4'-PPAN-Transferase-Gen gsp verwendet.

Die Klonierung von gsp erfolgte wie im Anhang B beschrieben in das Helferplasmid pREP4,
der zur Gewahrleistung der Uberproduktion des LackRepressors verwendet wird. Um die
Transkription des unter Kontrolle des T7-Promotor stehenden gsp-Gens [82] zu
gewabhrleisten, wurde fortan der E. coli Stamm BL21l DE3 als Expressionsstamm verwendet,

der das Phagen-kodierte Gen der T7-RNA-Polymerase tragt.

A 1 2 3 4
50kDa— |
30 kDa— — -
20 kDa— -
10kDa—

Abb. 5.2-7 Expression des 4'-Phosphopantetheinyltransferase-Gensgsp in E. coli BL21 | DE3:
A) Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel. Spuren 1 und 2 : Gesamtzellextrakte bei Qi 0.7 (1) und
1.4 (2), Spuren 3 und 4: Zellextrakt nach AufschluR, Uberstand (3) und Zellpellet (4). Der Pfeil markiert die GréR

des Gsp-Proteins. Bwestern-blotAnalyse des Gels von A) mitanti-Gsp-Antikdrpern.

Zur Ko-Expression wurde BL21I DE3[pgsp] mit dem Plasmid p[AaspT CAeuT]srin2-3)

transformiert und das rekombinante Protein | heterolog Uberproduziert, aufgereinigt und zur
Fahigkeit auf Thioesterbildung der Substrataminosauren eingesetzt.

Die spezifische Bindung der radioaktiv markierten Aminosauren Aspartat und Phenylalanin
war hiernach deutlich erhéht und erreichte prozentuale Beladungen von 20-30% fur Leucin
und 10% fur Aspartat (siehe Abb. 5.2-7). Insbesondere die Thiolierungsrate fur Aspartat hing
deutlich von der jeweiligen Enzympraparation ab und war ein bedeutender
Unsicherheitsfaktor. Das rekombinante Protein | wurde auch in vitro [83, 159] (4.2.4.3) mit
der 4'-PPAN-Transferase Bli des Bacitracin-Systems modifiziert (Abb. 5.2-7 B). Da keine
besseren Thiolierungsraten mit dieser Methode zu erzielen waren, wurde fortan nur die in
vivo Ko-Expressionsmethode mit gsp verwendet, da sie direkt ohne eine Nachmodifikation
der aufgereinigten Enzyme zu der holo-Form flihrte.



Ergebnisse 48

A B Abb. 5.2-8 Effekt der Koexpression
dpm dpm mitgsp:

7000+ 7000~ Graphische Darstellung der Bindun
der radioaktiv markierten

6000 6000~ Aminoséuren Aspartat (helles grau)

5000 5000 und Leucin (dunkles grau) in das
rekombinante Enzym I. A) Enzym de

4000+ 4000~ Spuren 1 und 3 wurde inE. coli M15
(PREP4) und Enzym der Spuren 2

3000 3000~ und4in E.coli BL21 | DE3(pgsp)
Uberproduziert. B) Effekt der in vitro

20007 20007 T .
Modifikation durch Bli: Spuren 1 unc

1000+ 1000~ 3 ohne Bli-Modifikation, Spuren 2 ur
4 mit Bli-Modifikation.

0 = 0
1 2 3 4 1 2 3 4

5.2.6 Produktbildungsreaktionen

Das rekombinante Protein | wurde nach dem Testen der Einzelaktivitdten der Adenylierung-
und Thiolierungsreaktion in Assays zur Produktbildung eines Dipeptids Asp-Leu - abgeleitet
von der Spezifitat der beiden Module - eingesetzt. Da das putative Dipeptid kein Chromophor
besitzt, das eine Identifikation Uber Absorptionsmethoden deutlich vereinfachen wirde,
wurden dinnschichtchromatographische Methoden unter Verwendung von radioaktiv
markierten Substrataminosauren durchgefuhrt, die nach anschlie@ender Autoradiographie
und nach Vergleich mit chemischen Standards zu einer Zuordnung der Reaktionsprodukte
benutzt wurden (siehe 4.2.4.6).

100 pmol des Proteins | wurden mit [**C]-Asp (1 nmol), nicht-markiertem Leucin (100 nmol)
und ATP in Assay-Puffer fir 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde
durch die Zugabe von 100 ni Butanol gestoppt und in der Gesamtheit zur Trockne
eingeengt. Die Analyse des in 10% Methanol aufgenommenen Reaktionsansatzes ist in Abb.
5.2-9 dargestellt.

Nur in Ansétzen, in denen alle Substrate zur Dipeptidbildung vorhanden waren, konnte ein
Reaktionsprodukt mit einem R¢-Wert von ungefahr 0,55 beobachtet werden. Fehlte eines
dieser Substrate oder war kein Enzym im Reaktionsansatz, so wurde dieses Produkt nicht
gefunden. Ein Vergleich des Ri-Wertes des Reaktionsproduktes mit einem chemischen Asp-
Leu-Dipeptidstandard zeigte, dal3 das Laufverhalten beider Substanzen identisch war. Ein
weiteres Indiz fur die Involvierung von Leucin in diese Substanz war die Beobachtung, dal3
Reaktionsansatze in denen bD-Leucin als Substrat verwendet wurde, zu einem
Reaktionsprodukt mit verandertem Laufverhalten flhrte. Diese Beobachtung ist konsistent
mit der Bildung eines diastereomeren Dipeptids Asp-D-Leu.
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| | | | | Abb. 5.2-9 Asp-Leu-Dipeptidbildung am Enzym I:

Autoradiographie einer DC-Analyse eines Reaktionsansatzes
mit dem Enzym |. Laufmittel n-BuOH/H 2O/AcOH/EEE(l:l:l:l).
Identifizierung von Produkten erfolgte durch einen Vergleich
des Laufverhaltens mit chemischen Standards (siehe Pfeile).
Pro Ansatz wurden 1 nM Enzym und je 0.2 mM Leu und ATP
eingesetzt. Asp* wurde in Konzentrationen von 2.5 mM,
Asp-LLeu, S eingesetzt.
Asp-DLeu’?> ; Spur 1: Asp*, L-Leu, ATP

Spur 2: Asp*, D-Leu, ATP
Spur 3: Asp*, L-Leu
Spur 4: Asp*, ATP
Spur 5: Asp*, L-Leu, ATP, kein Enzym

o

e 9

g

Die Bildung eines freien Dipeptidproduktes durch das Enzym | war gering und weit von
einem quantitativen Umsatz entfernt. Die Abspaltung eines Dipeptidproduktes von dem
Enzym | erfolgt offensichtlich nicht-katalysiert durch Hydrolyse.

Die Funktionalitdét eines heterolog in E. coli Uberproduzierten internen dimodularen
Peptidsynthetasenfragmentes konnte bezuglich der Einzelreaktionen wie Adenylierung und
Thiolierung von Substrataminosauren bewiesen werden. Auch die Prozessierung eines
Dipeptids, dessen Sequenz der Spezifitdt der Module entsprach, konnte nachgewiesen
werden.

Da das Protein | nur der Vorlaufer eines nachfolgend beschriebenen hybriden Enzym-
Templates darstellte, um Fragen zur Lo6slichkeit und zur generellen Funktionalitaét von
Einzelaktivitaten zu beantworten, wurde das Protein nicht weiter untersucht und mit der
Konstruktion einer hybriden dimodularen Peptidsynthetase fiir die Darstellung des Dipeptids
Asp-Phe fortgefahren.

5.2.7 Konstruktion einer hybriden dimodularen Peptidsynthetase

Die Vorgabe der Konstruktion eines Asp-Phe-spezifischen Enzym-Templates wurde im
nachsten Schritt durch eine artifizielle Fusion, die ein Phenylalanin-aktivierendes Modul an
Stelle des Leucin-aktivierenden positionierte, erzeugt. Hierbei wurde — ausgehend von der
Annahme der Autonomitat von Peptidsynthetase-Domanen — die Fusionsstelle zwischen
zwei Doméanen in einen wenig konservierten Bereich gelegt, da davon ausgegangen wurde,
daf3 dies die Funktionalitdt der Einzeldomanen am minimalsten beeinflusst.
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Wie durch Untersuchungen an rekombinanten A-Domanen gezeigt wurde (siehe 5.2.2),
besitzt die Phenylalanin-aktivierende ADoméne von TycA die hdchste Selektivitat beziiglich
der Substrataminosaure Phenylalanin. TycA ist ein natirliches Startermodul, das keine G
Domane besitzt. Zur Darstellung eines Domé&nenaustausches in | wurden deshalb A- und T-
Doméane des Leucin-spezifischen Moduls SrfB3 durch den analogen Bereich von TycA
ersetzt. Die C-Domane des entstehenden hybriden Proteins entstammt daher noch dem
Vorlauferprotein | (siehe Abb. 5.2-10).

BstEll Bam HI
95 '8 I
MR ELEQHA L I =00 O OGAG NV PLTPIOKWEFGRNF TN T e
' v Abb. 5.2-10 Proteinfusion in Il
mi:]" Phe [I Schematische Darstellung des hybriden Fusionsproteins Il. Oben die
' srfB2 ycA Proteinsequenz der Fusionsstelle. Die Ziffern geben die Position der

Fusion relativ zum A-Doméanenmotiv A2 (LKAGGA) von TycA an. Das A-
Doméanenmotiv A2 von (dem deletierten) SriB3 lag 95 As im C-Terminus
dieser Fusionsstelle. Grauschattierungen bezeichnen die katalytischen
Doménen. Bst Ell stellt eine natiifliche Schnittstelle der Sequenz von srfB3

dar.

Der kodierende Bereich fir die A- und T-Doméne des Leucin-aktivierenden Moduls in
P[Ansp T CALeuT] (sris2-3) Wurde durch Restriktionsverdau mit den Endonukleasen BamH | (MCS
des Vektors) und BstE Il entfernt und ein mit kompatiblen Schnittstellen versehenes DNA-
Fragment aus dem tycA-Gen aus Bacillus brevis ATCC8185 insertiert. Dabei wurde die
nattirliche Restriktionsschnittstelle BstE Il fir eine Fusion der beiden Genfragmente
zwischen C- und A-Doméane verwendet. Der Bereich dieser Fusionsstelle wurde bisher
benutzt, um den N-Terminus katalytisch aktiver interner A-Doméanen zu definieren [28].

Der Expressionsstamm BL21I DE3[pgsp] wurde mit dem resultierenden Plasmid
P[Ansp T Cl(srie)-[Apne T]ayeny transformiert. Nach Expression wurde das rekombinante Protein
[AaspTCl(srig2)-[Apne T](ryea) (1) Uber Affinitatschromatographie aufgereinigt und anschlieRend
auf die Aktivitdt der katalytischen Einzelaktivitditen wie Adenylierung und Thiolierung von
Substrataminosauren getestet. Das hybride Enzym 1l war ein vollstandig l6sliches Protein
(siehe Abb. 5.2-11). Es konnten, verglichen mit dem nicht-hybriden Vorlaufer I, vergleichbare
Mengen an Protein pro Kulturansatz erhalten werden.
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MM

Abb 5.2-11 SDS-Polyacrylamidgel der

e b i e - aufgereinigten dimodularen Peptidsynthetase Il:
%(2)8 EBS_ Eluierte Fraktionen der Aufreingung an Ni2*-Chelat
MM: 10 kD a Protein-Leiter. Coomassie-Blau
gefarbtes Gel.

50 kDa |

Diese dimodulare Peptidsynthetase Il stellte die erste beschriebene, heterolog in E. coli
Uberproduzierte und anschlieend in vitro charakterisierte Hybrid-Synthetase dar, die durch

einen Domanenfusion konstruiert wurde.

5.2.8 Effekt der Doméanenfusion: Einzelaktivitaten des hybriden Proteins [Ass, T Cl(sia2)-
[AeneT] ayeny (1)

Der Test der Aktivitat und Spezifitdét des Proteins in der ATP-PP-Austauschreaktion (siehe
4.2.4.1) wurde bestimmt.

100% Abb. 5.2-12 Substrats pezifitat der hybriden
Peptidsynt hetase II:
Graphische Darstellung der ATP-PP-Austausch-
757 reaktion. Die héchste Austauschrate fur
Phenylalaninwurde als 100 % definiert. Die
Enzymkonzentration betrug 200 nM, ATP wurde in
50 45 Konzentrationen von 2 mM, Aminosauren in
Konzentrationen von 1 mM verwendet.
25— |7
S ocoocs ago
T2223000I=

Die Ergebnisse, die in Abb. 5.2-12 graphisch dargestellt sind, verdeutlichen den Effekt der
Domanenfusion. Il zeigte eine starke Phenylalanin-abhangige Substrataktivierung und nur
geringe Nebenspezifitdten fur Threonin, Tryptophan und Tyrosin. Auch pPhenylalanin wurde
ahnlich stark wie LPhenylalanin aktiviert. Die Aktivierung der kognaten Aminosaure Aspartat
durch das SrfB2-Modul war, verglichen mit der von Phenylalanin, nur etwa halb so stark. Das
Aktivitatsmuster 1at sich als eine Addition der katalytischen Aktivitaten von SrfB2 und TycA
ansehen (siehe Abb. 5.2-2).
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Die beobachtete Substratspezifitdat des hybriden Proteins Il bestéatigte sich auch bei der
Untersuchung des Proteins, Aminosauren als Thioester zu binden.

Im Gegensatz zu dem Protein | konnte Phenylalanin bis zu einer Rate von 50 % bezogen auf
die Gesamtmenge an Protein inkorporiert werden. Die Rate der Aspartat-Inkorporation war
im Vergleich als unverandert zu bezeichnen. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.2-12 dargestellt.
Sowohl die Fahigkeit der Substratadenylierung als auch Substratthiolierung schienen somit
durch die Darstellung eines hybriden Enzyms nicht beeintrachtigt worden zu sein.
Untersuchungen zur Fahigkeit der Synthese eines Dipeptids Asp-Phe wurden zurlickgestellt,
um zuerst das Protein Il in einem weiteren Schritt mit einer Te-Doméne zu fusionieren. Auf

diese Weise sollte ein katalysierter Produkt-turn over des Enzyms ermoglicht werden.

10000 Abb. 5.2-13 Effekt des Modulaustausches in Il auf die

dpm Substratthiolierung:
Graphische Darstellung der Bindung der radioaktiv markierten Aminosauren

75007 Aspartat, Leucin und Phenylalanin. In dunklem Grau die Inkorporation in das
Enzym [; in hellem Grau die Inkorporation in das hybride Enzym II. Fur die
Ansétze wurde 500 nM Enzym und 1500 nM Aminosauren eingesetzt.

5000 —

2500

Asp Leu Phe

5.2.9 Fusion einer Thioesterasedomane an die hybride Peptidsynthetase [Axs, T C] (sria2)-

[AeneT]ayea) (11)

Zu Beginn dieser Arbeit war Uber die Beteiligung der Te-Domane an der Art und Effizienz der
Termination nichtribosomal produzierter Peptide wenig bekannt und auch tber die Toleranz
dieser Domane bezuglich der Abspaltung nicht-kognater Peptide konnte nur spekuliert
werden [109]. Durch eine Gterminale Fusion von Il mit einer Te-Domane sollte versucht
werden, die Produktabspaltung eines putativ prozessierten Dipeptids Asp-Phe zu forcieren.
Folgende Grundiberlegung leitete die Konzeption eines Thioesterase-fusionierten Asp-Phe-
Templates. Neben einer potentiellen inharenten Substratspezifitdt der Te-Doméne war auch
die Funktionalitat dieser Doméane nach einer kinstlichen Domanenfusion eine offene Frage.
Wirde die Te-Domane wechselwirkend mit einer nicht-kognaten T-Domane in Kontakt
treten? Um die Ungewissheit dieser Frage zu umgehen, wurde entschieden, die

Thioesterase-Fusion zwischen A- und T-Doméne zu konstruieren (siehe dazu auch Abb. 5.2-
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22), wodurch die Te-Doméane mit ihrer kognaten T-Doméane im Kontakt steht. So kann zudem
nun eine hervorgerufene magliche Beeintrachtigung des Enzym-Templates durch die zweite
Domaénenfusion zwischen A- und T-Domane sehr einfach identifiziert werden, indem die
Fahigkeit des Enzyms — Uber die Fusionsstelle hinweg — die Substrataminosaure
Phenylalanin als Thioester zu binden, untersucht wurde. Durch Repositionierung der Te-
Domane der Surfactin Synthetase C wurde gezeigt, dal3 die Produktion verkirzter Surfactin-
Analoga induziert werden kann [109]. Die Te-Doméne der Surfactin Synthetase C wurde im
folgenden verwendet.

Wiederum diente eine native Restriktionsschnittstelle im 5'-Bereich des fiur die T-Domane
des zweiten Moduls kodierenden DNA-Abschnitts in dem Konstrukt p[AaspT Clisrisz)-
[AeneT](ycay dazu, diesen DNA-Bereich mittels Restriktionsverdaus zu deletieren. Hierzu
wurden die Restriktionsendonukleasen Cla | und BamH | verwendet. Ein DNA-Fragment mit
kompatiblen Enden, das den fir die T- und Te-Domane kodierenden Abschnitt von srfC
umfalRte, wurde mittels PCR amplifiziert und insertiert. Das resultierende rekombinante
Plasmid wurde als p[Aasy T C]sre2)-[Apne] tyca-[ TT€]sric) bezeichnet (siehe Abb. 5.2-14).

Abb. 5.2-14 Proteinfusion in IlI:

Clal
2026 Schematische Darstellung des hybriden Fusionsproteins IIl.
VSRR | TANQSQAA [FHPPRIETE S [ACIWSE] Oben die Proteinsequenz der Fusionsstelle und die Position der
Bst Bl V Ba}m Hl' Fusion relativ zum Serin des  core T der PCP-Doméne von SfC.

|
Asp T Das core T des deletierten TycA lag 29 As vor dieser

' srfB2

—tycA = =srfC = Fusionsstelle. Grauschattierungen bezeichnen die katalytischen
Domanen. Cla | stellt eine natlrliche Schnittstelle der Sequenz
von tycA dar.

5.2.10 Test der katalytischen Einzelaktivitaten in [Aasy TCl srie2)-[ Apnel ayea)-[ TT €] (sricy (111)
Die Uberproduktion und Aufreinigung des hybriden Proteins Il erfolgte wie bereits
beschrieben (5.2.8). Loslichkeit und Ausbeuten des rekombinanten Proteins waren auch
durch die zweite artifizielle Fusionsstelle nicht beeintréchtigt (siehe Abb. 5.2-15). Die
Adenylierungsraten fur die beiden Substrataminosduren Aspartat und Phenylalanin
unterschieden sich erwartungsgemafd nicht grundlegend von dem Vorlauferprotein 1l (siehe

auch Abb. 5.2-11).
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MM 1 2 3 4 5 6 Abb. 5.2-15 SDS-Polyacrylamidgel der in E. coli
Uberproduzierten dimodularen Peptidsynthetase:l
200kDa — s Spuren 1 und 2: Gesamtzellextrakt vor und 1,5 Stunden
120 kDa — r-_- H — nach IPTG-Induktion. Spuren 3 und 4: Zellextrakt nach
100 kba — = ZellaufschluR: Uberstand (3) und Pellet (4). In Spuren 5
- und6anNi 2T-IMAC aufgereinigtes Protein. MM: 10
- h kDa Protein-Leiter. Coomassie-Blau geféarbtes Gel.
50kDa — e E
W T = —

Durch die Fusion zwischen A- und T-Doméne des zweiten Moduls wird die
Substrataminosaure Phenylalanin auf eine nicht-kognate T-Domane Ubertragen. Die
Funktionalitdt dieser Fusion konnte leicht durch die Effizienz der heterologen
Thiolierungsreaktion in dem Protein 1ll untersucht werden. Die Ergebnisse der
Thioesterbindung fir die Substrataminosauren Aspartat und Phenylalanin sind in Abb. 5.2-16
dargestellt. Es konnte kein signifikanter Unterschied zu dem Vorlauferprotein Il gefunden

werden.
12500 Abb. 5.2-16 Aminoséauresubstrat-Thiolierung des
dpm hybriden Enzyms III:
10000+ Graphische Darstellung der Bindung der radioaktiv
markierten Aminosauren Aspartat und Phenylalanin in
7500 4 Abhéangigkeit von ATP. In hellem Grau, die Aspartat-
Beladung, in dunklem Grau, die Phenylalanin-Beladung. In
2000 einem Reaktionsansatz wurden 500 nM Enzym und 1500
2500 4 nM Aminoséaure eingesetzt. Vergleiche auch mit Abb. 5.2-13
. . . .
T L o ok
) + h ¥
Asp Phe

Die Anwendung einer intramodulare Doméanenfusion zwischen einer A- und einer T-Doméane

wurde in dieser Arbeit erstmals beschrieben.

5.2.11 Dipeptidbildung an den artifiziellen Enzym-Templaten [Aas T Cl(srie2)-[Apne T ] ayen)
(1) und [Aasp TCJ srte2)[ Apnel ayeny [ TT€] (sr1cy (1)

Die Proteine 1l und Il stellen artifizielle dimodulare Enzym-Template dar, die, entsprechend
der Spezifitdt der Module, fir die Produktion des Dipeptides Asp-Phe geeignet sein sollten.
Nach der Bestimmung der Einzelaktivititen der Adenylierungs- und Thiolierungsreaktion
wurden sie nun auf ihre Fahigkeit zur Bildung dieses Dipeptids hin untersucht. Der Nachweis

erfolgte hierbei anfangs uber dinnschichtchromatographische Methoden mit Hilfe radioaktiv
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markierter Substrataminosduren, spater mit nicht-radioaktiven Aminosauren mittels HPLC
und gekoppelten HPLC-MS-Methoden.

Die Reaktionsbedingungen fir die dinnschichtchromatographischen Analysen sind bereits
unter 4.2.4.6 beschrieben und unterscheiden sich nicht gegeniiber dem Nachweis des

Dipeptids Asp-Leu.

|7 |8 Abb.52-17 Asp-Phe-Dipeptidbildung am

Enzym Il

Autoradiographie einer DC-Analyse eines
Reaktionsansatzes mit dem Enzym |1l (500 nM).
Laufmittel n-BuOH/H,O/ACOH/EEE(1:1:1:1).

- - Identifizierung von Produkten erfolgte durch einen
Vergleich des Laufverhatens mitchemischen
PO — Standards. Asp* wurde in Konzentrationen von 10
Asp-L-Phe | - e M, Phe* in Konzentrati 2,5\
Asp—D—PhE ® s Asp-L-Phe , Phe*in Konzentrationen von 2,
eingesetzt.

Spur 1: Asp*, L-Phe, ATP

Spur 2: Asp*,D-Phe, ATP

Spur 3: Asp*, L-Phe

Asp — m Spur 4: Asp*, ATP

: : Spur 5: Asp*, L-Phe, ATP, kein Enzym
Spur 6:L-Asp, Phe*, ATP

Spur 7:L-Asp, Phe*

Spur 8: Phe*, ATP

Reaktionsansatze zur Dipeptidbildung des Enzyms Il zeigten in Abhangigkeit der Substrate
Aspartat, Phenylalanin und ATP eines zusatzlichen Produktspot mit einem R;-Wert von ca.
0,5 (siehe Abb. 5.2-17). Fehlte eine der Substratkomponenten, so war dieser Produktspot
nicht zu detektieren. In separaten Reaktionsansatzen konnte auch gezeigt werden, dal3 der
Produktspot sowohl mit radioaktiv markiertem Aspartat als auch Phenylalanin zu
identifizieren ist. Ein Vergleich des Laufverhaltens des Reaktionsproduktes mit einem
chemischen Asp-Phe-Dipeptidstandard zeigte, dafl3 die R-Werte identisch waren. In einem
Kontrollansatz, der bPhe als Substrataminosaure enthielt, konnte gezeigt werden, dal3 ein
anderes Produkt gebildet wird. Diese Beobachtung wére konsistent mit der Bildung eines
diastereomeren Dipeptids Asp-DPhe.

Um sicherzustellen, da’® die Produktbildung auf eine Prozessierung am Enzym-Templat
entsprechend des vorgestellten Mechanismus der nichtribosomalen Peptidbiosynthese
ablauft, wurde eine alkalische Thioesterspaltung durchgefiihrt (siehe 4.2.4.4). Mit dieser
Methode konnen thioestergebundene Intermediate direkt vom Enzym abgespalten werden.
Die Ergebnisse der alkalischen Thioesterspaltung zeigten neben den Spots der freien

Aminosauren, wiederum ein Reaktionsprodukt mit einem Ri-Wert von ca. 0,5. Dies stellt das
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einzige zusatzliche Reaktionsprodukt dar (siehe Abb. 5.2-17). Die Ausbeuten dieses
Reaktionsproduktes unterschieden sich stark, je nachdem, ob Aspartat oder Phenylalanin als
radioaktiv markierte Aminosaure eingesetzt wurde. Dabei ist zu bertcksichtigen, dal3 die
jeweils radioaktiv markierte Aminosdure stets in geringen Mengen, nicht-radioaktive
Substrate aber in sattigenden Konzentrationen eingesetzt wurden. Ist keine
Substratsattigung erreicht, so ist die Geschwindigkeit der Produktbildung in beiden Reihen
nicht notwendigerweise identisch.

1 2 3 4 5 6 Abb. 5.2-18 Alkalische Thioesterspaltung von
Reaktionsprodukten von dem Enzym Ill:

Autoradiographie einer DC-Analyse der Reaktionsansatze
mit dem Enzym Ill. Laufmittel n-

BuOH/H >O/AcOH/EEE(1:1:1:1). Identifizierung von
Produkten erfolgte durch einen Vergleich des

m'_ Phe Laufverhaltens mit chemischen Standards. Asp* wurde in
W W — Asp-Phe ) ] ]
Konzentrationen von 2 M, Phe* in Konzentrationen von 6

Asp-Phe —
mM eingesetzt.
Spuren 1- 3: Asp*, L-Phe, ATP
: Spur 1: 10 min
Asp — m Spur 2: 20 min
' ; Spur 3: 30 min
Spuren 4- 6: L-Asp, Phe*, ATP
Spur 4: 10 min
Spur 5: 20 min
Spur 6: 30 min

Fur das rekombinante Enzym Il konnte gezeigt werden, dal sich die Reaktionsansatze nicht
wesentlich von denen mit dem rekombinanten Protein Il durchgefihrten unterscheiden.

Asp-Phe-Produktabspaltungskinetiken (siehe 4.2.4.5) belegen, dal3 fir beide thiolierten
Substrataminoséuren, Aspartat und Phenylalanin, die Zugabe der jeweils anderen
Aminosaure, eine leichten Abfall der Thiolierungsrate bewirkt. Dies kann auf die Bildung und
nachfolgende Abspaltung eines Dipeptids zurlckgefihrt werden. Wéahrend sich die Kinetiken
der Thiolierungsrate von Aspartat in einem Zeitfenster von 30 min fur die Proteine Il und I
nicht unterscheiden, so sind analoge Kinetiken fur die Thiolierungsrate von Phenylalanin
unterschiedlich: erstens fiihrt die Zugabe von UberschuBmengen an Aspartat zu einem im
Vergleich zum Protein Il beschleunigten Abfall der Phenylalanin-Inkorporation im Protein 111
Zweitens erreicht die Thiolierungsrate von Phenylalanin flr das Protein Il nicht den gleichen
hohen Wert wie fur das Protein Il. Letztere Beobachtung spricht fur die Vermutung, daf3 die
Te-doméane bereits die freie Aminosdure Phenylalanin abspaltet, bevor es zu einer
Dipeptidbildung gekommen ist. Wahrscheinlich kompetiert diese Abspaltung von

Phenylalanin zeitlich mit der Kondensation der beiden Aminosauren Aspartat und
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Phenylalanin. Dieser Befund spricht auch fiir eine wahrscheinlich zeitlich verzdgerte
Kondensationsreaktion, so daf3 — in der Zwischenzeit — die Aminoséure Phenylalanin durch
die Te-Doméane von dem Enzym abgespalten wird.

A) B)

dpm + 0.1 mM Phe dpm +1 mM Asp

2500 15000

u]
- =g
2000 @'1—1 &
(3
DC N 10000-
1500 Qo
]
g
1000
5000
500
=] Asp* Phe*
C T T 0 T T
0 10 20 30 min 0 10 20 30 min
Reaktionsansitze ohne zweite Aminoséure Abb. 5.2-19 Produktabspaltungskinetik der Enzyme Il und IlI:

o Enzymll Reaktionsansatze der Enzyme wurden mit Asp* (A) oder Phe* (B)
o Enzymlil

fur 10 min bei 37°C inkubiert bevor die jeweils andere
Substrataminosaure zugegeben wurde. Nach bestimmten
Zeitintervallen wurden Proben enthommen und nach TCA-Fallung
die Menge an prazipitierter Radioaktivitat bestimmt.

Eine HPLC-Analyse der Reaktionsprodukte der Enzyme Il und Il wurde wie in 4.2.4.7
beschrieben durchgefiihrt. Beide Aminosauren wurden hierbei nicht-radioaktiv in
Konzentrationen von 1 mM eingesetzt. In Abhangigkeit aller drei Substrate Aspartat,
Phenylalanin und ATP erfolgte die Bildung mindestens eines zusétzlichen Produktpeaks bei
einer Retentionszeit von ca. 17 min, der mit einem chemischen Asp-Phe-Dipeptidstandard
ko-eluierte (siehe Abb. 5.2-19). Massenspektrometrische Analysen ergaben, daf3 dieser
Produktpeak eine Masse m/z+1 von 281,2 aufweist, was der Masse m/z+1 des Dipeptids
Asp-Phe entspricht. Der Vergleich von Diagrammen einer Elekironenspray-
lonisationsmassenspektrometrie mit dem eines chemischen Standards zeigte, dal3 der

Produktpeak bei 17 min nicht von Fremdsubstanzen unterlagert ist (siehe Abb. 5.2-20 und
Anhang E).
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mA Abb. 5.2-20 Identifizierung von Asp-Phe:
HPLC-Analyse von Reaktionsansétzen des Enzyms Ill:
607 Blau: Reaktionsansatz unter Verwendung aller drei
I Trp (interner Standard)
| Substrate Asp, Phe und ATP.
I Rot: Reaktionsansatz ohne ATP.
[ Tryptophan wurde als interner Standard verwendet.
50 ;i
| ,
40 [l
.hl /
_ y
a-Asp-Phe || A
30+ \I_I ( s I/.-
- s
i. .| | ]f ;
b-Asp-Phe |: ',.jl -
; "Il.r
\f'.
<
204" . A% §
o B

14 16 18 20 22 24 min

Parallel konnte ein Peak geringerer Intensitat bei ca. 16,5 min detektiert werden, der
ebenfalls nur in Abhangigkeit aller drei Substrate zu beobachten war (siehe Abb. 5.2-20). Die
Zuordnung dieses offenbar Aspartat und Phenylalanin enthaltenden Produktes gelang mittels
Elektronenspray-lonisationsmassenspektrometrie. Ein Vergleich mit MS-Diagrammen von
chemischen Standards ergab, daf es sich bei dieser Substanz um b-Aspartylphenylalanin
(siehe Abb. 5.2-20) handelte. b-Aspartylphenylalanin stellte in allen untersuchten
Produktbildungsreaktionen der Proteine Il und 11l ein Nebenprodukt dar, das, bezogen auf die
gebildete a-Aspartylphenylalanin-Menge, zu etwa 25-30 % gebildet wurde.

Die Bildung von b-Aspartylphenylalanin durch eine unspezifische Enzymreaktion, die
aufgrund der relativ langen Inkubationszeit zustande kédme, konnte ausgeschlossen werden.
Andere Produkte, die durch eine unspezifische enzymatische Reaktion zustande kamen, wie
die Dipeptide PheAsp, PhePhe oder AspAsp konnten nur in marginalen Mengen
nachgewiesen werden.

Wie bereits bei den dinnschichtchromatographischen Analysen der Produktbildungs-
Reaktionen vermutet, war die Ausbeute an Asp-Phe-Dipeptidbildung fur beide Proteine 1l und
[l nicht signifikant unterschiedlich. Wie durch eine Quantifizierung der gebildeteten

Produktmenge mittels Vergleich der Integrale der HPLC-Peaks mit einem quantifizierten
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chemischen Asp-Phe-Standard abgeschéatzt werden konnte, betrug die Geschwindigkeit der

Asp-Phe-Bildung etwa 0,05-0,08 min™.

TIC of +O1 SIM (8 lons): from S0138201
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Abb. 5.2-21 HPLC-MS-Analytik eines Reaktionsansatzes des Enzyms Il

Positive Elektronenspray-lonisation (ESI). Das Diagramm (B) weist die bei 23.28 bzw. 24.68 min detektierten
Substanzen alsb- Asp-Phe (oben) bzw.a -Asp-Phe (unten) aus. Diese Analytik wurde von Herrn Huub Hendrickx
durchgefiihrt. Die Methodik findet sich in Kapitel 4.
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5.2.12 Versuche zur Konstruktion eines effizienteren Asp-Phe-Enzym-Templates

Die Bildung eines Asp-Phe-Dipeptides an einem atrtifiziellen, speziell fir diese Zwecke
konstruiertem Hybridenzym konnte wie in 5.2.12 beschrieben, nachgewiesen werden. Die
Produktausbeuten dagegen waren gering. Die turn over-Rate der konstruierten Enzym-
Template lag wahrscheinlich um mehr als eine Grolenordnung unter der von naturlichen
Systemen [95, 170]. Fur einen Hauptgrund der Ineffizienz kann — neben einer
beeintrachtigten Kondensationsreaktion - die Te-Domane verantwortlich gemacht werden, da
Beladungskinetiken und Thioesterspaltungen vermuten lassen, daf3 die Te-Doméne nicht
oder nur sehr unzureichend die Dipeptidabspaltung vom Enzym katalysierte. Dafir spricht
auch, das die Thioesterase-Fusion in Il offenbar nicht zu einer stark vermehrten
Produktausbeute fuihrte. Beladungskinetiken mit radioaktiv markiertem Phenylalanin
belegten, dal? offenbar bereits die freie Aminosdure vom Enzym abgespalten wurde.

Es wurden daraufhin neue dimodulare Hybrid-Peptidsynthetasen konstruiert, die auf den
bereits bestehenden aufbauen, jedoch diese durch Austausch der Art der Te-Domane
modifizieren. Hierzu wurde die Te-Domane der Synthetase SrfC durch die der Tyrocidin
Synthetase TycC ausgetauscht. Zudem wurde auch eine neue Fusionsstrategie
angewendet, die die Te-Doméne direkt an die T-Doméane des zweiten Moduls fusionierte;
dies stellte somit eine T-Te-Fusion dar (vergleiche Abb. 5.2-22).

In einem ersten neuen Konstrukt wurde der fur die T- und Te-Domane von SrfC kodierende
DNA-Abschnitt aus dem Plasmid p[AaspT Clesiigz-[Apnel tycay[TT€lsricy mit  Hilfe  der
Restriktionsendonucleasen Cla | und BamH | entfernt und durch einen analogen Bereich der
Tyrocidin Synthetase TycC ersetzt. Das entstandende Plasmid wurde p[Aaspl Clisrisz)-

[Penel tyea-[ TT€] yccs) gENANNt (siehe Abb. 5.2-22).

23'2(; Abb. 5.2-22 Proteinfusionen in 1V(oben) und V (unten):

SRR TANQSQAA [VEPPRIETE S ([DAAWOE] Schematische Darstellung der hybriden Fusionsproteine IV

Bst Ell ' Balm HI und V. Oben die Proteinsequenz der Fusionsstelle und die

| " . . .
W::] Position der Fusion relativ zum Serin des core T der PCP-

Domaéne von TycC6 bzw. TycA. Die Fusion der Te-Doméane in

'srfB2 —tycA =  -=tycC -
BamHi V beinhaltet noch 25 As der E-Doméne von TycA (vergl.
73 | 48 Bezifferung der Fusionsstelle 73/48). Grauschattierungen
KSTTRKSD e R ancs ieEs  Pezeichnen die katalytischen Domanen. Die Verwendung der
Bst Ell v Bam H atifiziellen Schnittstelle  Bam HI verandert die Proteinsequenz
zu GS.
Asp  UHEEEEEF Phe BEF
» srfB2 = tycA =—— =tycG

Ein zweites neues Konstrukt, das die Te-Doméane von TycC verwendet, basiert auf dem
Plasmid p[Aasp T Clisriz)-[Apne Tlyea) (Siehe Diskussion und Anhang B) Dieses wurde mit Hilfe

der Restriktionsendonuclease BamH | linearisiert und ein PCR-amplifiziertes DNA-Fragment
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korrespondierend zu der Te-Domane der Tyrocidin Synthetase TycC wurde insertiert. Das
entstandende Plasmid wurde p[AaspT Clsiie2)-[Apne T]ayca[T€] wyecsy gENANNL. ES unterscheidet

sich von dem vorherigen durch die Wahl einer anderen Domé&nenfusion (siehe Abb. 5.2-21)
und somit auch der Herkunft der zweiten T-Domane.
Der Expressionsstamm BL21l DE3[pgsp] wurde jeweils mit beiden Plasmiden transformiert

und die zugehdrigen rekombinanten Proteine [AaspT Cl(sitez)-[Aene T]ryca)-[T€]ryecs) (V) und
[Aasp TClsrte2)-[Aphel (ryca)-[TT€] (ryecey (IV) Uberproduziert und aufgereinigt. Die Loslichkeit der
hybriden Proteine war nicht beeintrachtigt (siehe Abb. 5.2-23).

A MM 1 2 3 4 B MM 1 5 3 4
200 —
kDa —— 200 a d —
120 — kDa
100 120 —
100

50 9

— 50

— — = -

5.2-23 SDS-Polyacrylamidgele der in E. coli Giberproduzierten Proteine IVund V:
A) IV B) V. Spuren 1 bis 4 jeweils Gesamtzellextrakt vor Induktion (1) und 1,5 Stunden nach IPTG-Induktion (2),

sowie tiber Ni 2*-IMAC aufgereinigtes Protein (3 und 4). MM: 10kDa-Proteinleiter. Coomassie-Blau gefarbtes Gel.

Die Bestimmung von Einzelaktivitaten wurde wie in 4.2.4.1 und 4.2.4.2 beschrieben
durchgefiihrt und zeigte, dal3 die Adenylierungs- und Thiolierungsreaktion im Vergleich zu
den unter 5.2.12 beschriebenen Proteinen nicht beeintrachtigt war.

Das Protein IV stellt das zweite Beispiel (siehe 5.2.11) fir eine funktionelle heterologe
Thiolierungsreaktion bereit.

In Produktbildungsreaktionen konnte mittels HPLC-Analyse gezeigt werden, dal3 weder die
Modifikation der Te-Domane noch die Art der Fusion dieser Doméne zu einer gesteigerten
Produktbildung fiihrte. Die Geschwindigkeit der Produktbildung war im Rahmen der
Mel3genauigkeit gegentber 11l als identisch zu bezeichnen.
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5.3 Systematische Konstruktion von Domanenfusionen - Identifizierung von

Interdoméanen-Linkern

Einige Fragestellungen, die am Anfang dieser Arbeit beziglich der Konstruktion einer
hybriden dimodularen Peptidsynthetase gemacht wurden, konnten mit der Charakterisierung
der in 5.2 beschriebenen Synthetasen beantwortet werden: so wurde gezeigt, daf3 die
heterologe Expression dieser groRen Enzyme in E. coli mdglich ist. Auch konnten hybride
Enzyme durch verschiedene Arten von Domanenfusionen erzeugt werden, ohne dal3 die
Einzelaktivititen der Adenylierungs- und Thiolierungsreaktion der nichtribosomalen
Peptidsynthese beeintrachtigt schienen.

Bei der Konstruktion der unter 5.2 beschriebenen hybriden dimodularen Peptidsynthetase-
Gene wurden naturliche Restriktionsschnittstellen verwendet. Diese Fusionsstellen wurden
anhand der Definititon von Doméanengrenzen abgeschatzt. Die N- und C-terminalen
Doménengrenzen von A und T-Domane konnten beispielsweise nach der biochemischen
Charakterisierung rekombinanter Doménen eingegrenzt werden [41, 60]. Fur die Fusion
zweier Gene wurden dabei die kodierenden Proteinabschnitte verglichen und die
Gensequenz der zu fusionierenden Domane durch Wahl geeigneter Oligonukleotide
angepasst.

Uber eine ausgedehnte Sequenzanalyse der putativen Doméanengrenzen von
Peptidsynthetasen konnte im Zuge dieser Arbeit die Definition der Domanengrenze prazisiert
werden. Es konnte gezeigt werden, dal’ im Grenzbereich zweier Doménen ein Abschnitt von
5 bis 9 Aminosauren zu finden ist, der eine nur geringe Konservierung aufweist. Umliegende
Abschnitte lieBen dagegen noch den hohen Konservierungsgrad der Proteinsequenz von
Domanen erkennen. Dieser Bereich geringer Konservierung wurde als Linker-Bereich
bezeichnet, der — wie eine Art Scharnier — die semiautonomen katalytischen Doménen
ausrichtend in eine definierte fur die Funktionalitat erforderliche Orientierung und raumliche
Néhe bringt.

Die Primarsequenz der identifizierten Linkerregionen schien dabei keine Konservierung
aufzuweisen.

Eine Zusammenstellung der putativen Linkerbereiche zwischen Peptidsynthetase-Doménen
des Genus Bacilli findet sich in Anhang C.

In allen im folgenden beschriebenen Konstrukten wurden geeignete Restriktionsschnittstellen
kinstlich tber PCR-Methoden in den fur den Linker-Bereich kodierenden DNA-Abschnitt
eingefuhrt. Die genaue Definition dieser Fusionsstellen in allen verwendeten Konstrukten
erlaubte eine Kompatibilitdt untereinander auszutauschender Domanen nach Art eines

Steck-Systems.
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5.4 Die Bildung von Dipeptiden durch ein In trans-System

5.4.1 Ein hybrides TycA

Ein dimodulares System rekombinanter Peptidsynthetasen wurde mit der Charakterisierung
von TycA (genauer GrsA) und dem ersten Modul von TycB1, genannt ProCAT, vorgestellt
[47]. Dieses System bildete in vitro in Gegenwart seiner Substrate das zyklische Dipeptid
DPhe-Pro-Diketopiperazin (DKP) in signifikanten Mengen. TycA stellt ein natirliches
Initiationsmodul dar, das in vivo die Synthese des Dekapeptids Tyrocidin startet. Durch die
Konstruktion eines TycA-Hybrids &hnlicher Spezifitdit sollte die Fahigkeit von
Elongationsmodulen zu einer Initiation der nichtribosomalen Peptidsynthese untersucht
werden. Hierzu wurde der Genabschnitt der A-Doméane des internen Moduls tycB2
repositionierend vor den fir die T- und E-Domanen kodierenden Genabschnitt von tycA
kloniert. Das entstandene ebenfalls Phenylalanin aktivierende TycA-Hybrid [Aene]rycs2)-

[TE](tyca) (VI) sollte zusammen mit dem Protein ProCAT auf die Bildungsféhigkeit von pPhe-

Pro-DKP untersucht werden und quantitativ mit der von TycA und ProCAT verglichen werden
(siehe Abb. 5.4-1).

In pTycA wurde mit Hilfe geeigneter Oligonukleotide eine Pst I-Site in den fur den Linker-
Bereich von A und T-Doméne kodierenden DNA-Abschnitt erzeugt (siehe 5.3 und Anhang
C). Dies erlaubte durch Verwendung der Restriktionsendonukleasen Nco | und Pst | den
Austausch des fur die A-Doméane kodierenden DNA-Abschnitts. Ein mit kompatiblen
Schnittstellen versehenes PCR-Amplifikat der A-Domane von tycB2 wurde anstelle insertiert.

Das entstandene Plasmid wurde als p[Aene]tycs2)-[TE]ayca) DeZEIChNEL. Die Fusionsstelle des

hybriden Proteins lag somit zwischen A- und T-Doméane.

A tycA tycB
Phe|| BEEl FE@ElD
—
AtycB2)
B tycA

Phe[| tycB "
+ -prof — TycA + — D-Phe-Pro-DKP

m’ r,i - . C ProCAT (TycB1)
—

AtycB2) vi

Abb. 5.4-1 Das Hybrid Vlals Initiator der nichtribosomalen Peptid synthese:

A) Schematische Darstellung der Gene tycA und B des Tyrocidin-Biosynthese-Operons aus Bacillus brevis
ATCC8185. Farbig hervorgehoben tycA sowie die Genabschnitte CAT(tycB1) sowie A(tycB2).

B) Durch Konstruktion des Hybrids VI entsteht ein Fusionsprotein ahnlicher Spezifitat wie TycA, das - zusammen mit

ProCAT - aufdas Bildungsverm égen des DKPs D-Phe-Pro untersucht werden kann.
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5.4.2 Ein Elongationsmodul als Initiator der nichtribosomalen Peptidsynthese

Der Expressionsstamm BL21l (DE3)[pgsp] wurde mit dem rekombinanten Plasmid
PlAprel tyes2)-[TE]yeay transformiert. Die Uberproduktion und Aufreinigung des hybriden
Proteins VI (siehe Abb. 5.4-2) erfolgte wie in 4.2.3.1-3 beschrieben.

Abb. 5.4-2 Uberproduktion und Reinigung

200 kDa— . )
des rekombinanten TycA-Hybrids VI:
%%8: E— —— Coomassie-Blau gefarbtes SDS-
| | P olyacrylamidgel. Spuren 1 und 2
50 m— Gesamtzellextrakte vor (1) und 1,5 h nach
:'_ 2 IPTG-Induktion (2). Spur 3, tber Ni2TIMAC
aufgereinigtes Protein.

Die Bestimmung der Aktivitdt der Adenylierungsreaktion mittels ATP-PP--Austauschreaktion
(siehe 4.2.4.1) ergab eine erwartete, von der Priméarstruktur des Tyrocidins abgeleitete
Spezifitdt. So zeigte das hybride Protein VI héchste Austauschraten fur die Aminosaure
Tryptophan. Im Vergleich wurde Phenylalanin zu etwa 30% aktiviert. Eine Darstellung der
relativen Austauschaktivititen der Proteine TycA und VI fir proteinogene und nicht-

proteinogene Aminosauren findet sich in Abb. 5.4-3.

A B
TycA Enzym VI
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Abb. 5.4-3 Aminosauresubstratspezifitat der Proteine TycA (A) und VI (B):

Graphische  Darstellung der ~ ATP-PP;-Austauschreaktion. ~Die  Enzymkonzentration betrug 200 nM,
Substrataminosauren wurden in Konzentrationen von 1 mM eingesetzt Hochste Austauschraten fir Phenylalanin,
beziehungsweise Tryptophan wurden als 100% definiert 100% entsprachen in A) 170000 cpm und in B)160000 cpm

bei einer Gesamtmenge an eingesetzter Radioaktivitat von 360000 cpm.
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Die Bestimmung der Fahigkeit des Enzyms, die aktivierte Substrataminosaure als Thioester
zu binden, wurde wie in 4.2.4.2 beschrieben untersucht. Die Ergebnisse sind graphisch in
Abb. 5.4-4 dargestellt.

A TycA B Enzym VI

10000 400000 10000 400000

dpm dpm dpm dpm
7500 300000 7500 ]-SOO(I)O
5000 - 200000 5000 - 200000
25007 100000 2500 T 100000

o+ T T T T 0 0 T f T 0
0 5 10 15 20 25 min 0 5 10 15 20min

— [14C] Phe Abb. 5.4-4 Geschwindigkeit und Spezifitat der Thioester-Bildung in TycAund VI:
5 [14C] Tyr Die Enzymkonzentration betrug 500 nM, die Substrataminosduren wurden in

Konzentrationen von 1,5 mM verwendet. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden Proben
— 1 [3H] Trp . . . .
entnommen und nach TCA-Fallung die Menge an prazipitierbarer Radioaktvitat bestimmt.

Es zeigte sich, da’ der Grad der Substratthiolierung in den Proteinen TycA und VI, das
Verhéltnis der Substratadenylierung widerspiegelt. So ist in TycA die Thioester-Bildung der
Aminosaure Phenylalanin favorisiert, in VI dagegen ist Tryptophan das bevorzugte Substrat
(vergleiche Abb. 5.4-4). Die Geschwindigkeit der Substratthiolierung in VI erfolgte allgemein
langsamer als in TycA.

TycA und VI wurden zusammen mit ProCAT in Produktbildungsreaktionen (siehe 4.2.4.5) auf
die Bildung von pPhe-Pro-DKP und pTrp-Pro-DKP untersucht. Zur Quantifizierung wurde die
HPLC-MS-Analytik (siehe 4.2.4.7) eingesetzt. Fur diese Produktbildungsreaktionen wurden
je 50 pmol Enzyme mit 1 mM der Substrataminosduren L Phenylalanin und Prolin,
beziehungsweise LTryptophan und Prolin sowie ATP inkubiert. Wie in Abb. 5.4-5 gezeigt,
waren die Produktausbeuten mit dem hybriden Donorprotein VI herabgesetzt. Es wurde
deutlich weniger bPhe-Pro-DKP gebildet und auch die Ausbeute an DTrp-Pro-DKP erreichte
nicht das Niveau des Umsatzes des Systems TycA/ProCAT. Letztere Beobachtung steht
kontrar zu den Ergebnissen der Substratadenylierungsreaktion und der Substratthiolierung:
obwohl Tryptophan fir VI im Vergleich zu TycA ein schlechteres Substrat zu sein scheint, ist
die Produktbildung DTrp-Pro-DKP des nichthybriden Systems TycA/ProCAT noch immer
schneller, als mit dem hybriden System VI/ProCAT.
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D-Phe-Pro-DKP Abb. 5.4-5 Das hybride TycA-Derivat VI
f bildet geringere Mengen an Produkten:

| HPLC-MS Diagramme. Quanttativer Vergleich

der D-Phe-Pro-DKP und D-Trp-Pro-DKP

Bildung durch die Enzymsysteme

40000 - TycA/ProCAT (rof) und VI/ProCAT (blau). Je

500 nM Enzyme wurden fiir eine Stunde bei

\ 37°C mit ATP und Substrataminoséuren

Haufigkeit

50000 7

30000 1 DT p-Pro-DKP inkubiert

20000

10000

16 16.25 16.5 16.75 17 17.25min

Die Bestimmung der Geschwindigkeit der bDPhe-Pro-DKP-Bildung durch beide
Enzymsysteme erfolgte durch eine kinetische Bestimmung der Produktmengen mittels
HPLC-MS und eines quantifizierten chemischen Standards fur pPhe-Pro-DKP (siehe Tab.
5.4-1)

Tabelle 5.4-1 Kinetische Daten der DPhe-Pro-DKP-Bildung

Enzymsystem Substrate Geschwindigkeit [mol x min™]
TycA+ ProCAT bPhe, Pro, ATP 1+0,1

LPhe, Pro, ATP 1+0,1
VI+ ProCAT DPhe, Pro, ATP 0,2 £0,05

LPhe, Pro, ATP 0,35 +0,05

Kinetiken zur Untersuchung der Produktabspaltung (siehe 4.2.4.5) in Abhangigkeit der Art
der Donoraminosdure ergaben, dafl3 das hybride Protein VI mit ProCAT allgemein eine
langsamere Produktbildungsreaktion eingeht als TycA (vergleiche Abb. 5.4.6). In den
Kinetiken offenbarten sich zwischen den Proteinen VI und TycA flir einige

Substrataminosauren signifikante Unterschiede.
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A TycA 54-6  Vergleich der  Geschwindigkeit  einer
8000 dpm Produktabspaltung der Systeme TycA/ProCAT (A) und
VI/ProCAT (B):

Inkor poration von radioaktiv markiertem Prolin in ProCAT in

6000

Abhangigkeit der Zugabe des mit unterschiedlichen
40004 Aminosduren prainkubierten TycA beziehungsweise VI.
Enzymkonzentrationen betrugen jeweils 500 nM, nicht-
markierte Aminoséuren wurden in Konzentrationen von 1

mM eingesetzt. In A wurden 3 mM Pro*, in B nur 05 mv

1vD0.d + x0ld

0- ) . V Pro* eingesetzt Nach 10 Minuten wurden beide
0 10 20 30 40 min Enzymlésungen vereint und die Inkorporation des
B Enzym VI markierten Prolins durch Messung der Radioaktivitat
8000 dpm bestimmt. Die Produktabspaltung der relevanten Prolin-

DKPs verlauftin dem System VI/ProCAT langsamer.

+ Enzym VI + As
6000

4000

—_—— Tl'p

—©— Phe

Homo-Phe

—4+— 2'-Naphtyl-Ala

—%— 2-Thienyl-Ala
5-Hydroxy-Trp

1vDo0ld + «0id

0 10 20 30 40 min

5.4.3 Andere TycA- und ProCAT -Hybride

Mit der Konstruktion des Proteins VI wurde ein TycA-Hybrid dargestellt, das eine ahnliche
Spezifitdt wie das nattrliche TycA besitzt. Mit ihm konnte die Funktionalitat eines nativen
Elongationsmoduls zur Initiation der nichtribosomalen Peptidsynthetese unterstrichen
werden. Zudem wurde der Einflu@ der Einfihrung einer artifiziellen Hybridfusion auf
Einzelschritte der nichtribosomalen Peptidsynthese sowie auf die Produktbildungsrate des
Systems VI/ProCAT untersucht.

Die Proteine TycA und ProCAT wurden in dieser Arbeit noch weiteren Modifikationen
unterzogen, die darauf abzielten, durch Doméanenaustausche die Spezifitdt sowohl des
Donor- als auch des Akzeptorproteins zu verandern. Die Kombination dieser modifizierten
TycA- und ProCAT-Derivate sollte in trans die Bildung von DKPs und Dipeptiden
unterschiedlicher Zusammensetzung prozessieren. Dabei war inshesondere die Bildung
eines Aspartat-aktivierenden TycA-Derivates und die eines Phenylalanin-aktivierenden
ProCAT-Derivates von Interesse, da es — in Komplementation der in 5.2 beschriebenen
Ergebnisse — ein potentielles nichtribosomales Enzym-Templat fur das Dipeptid DAsp-Phe
darstellen sollte.

Die Bildung von TycA-Derivaten wurde nach der gleichen Klonierungsstrategie wie die von
VI durch Einfugung einer artifiziellen A-T-Fusion durchgefuhrt. ProCAT-Derivate wurden
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A Tyrocidin Biosyntheseoperon
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Abb. 5.4-7 Ein dimodulares in trans-System basierend auf TycA und ProCAT:
A) Schematische Darstellung des Tyrocidin-, Surfactin- und Bacitracin Biosynthese-Operons. Mit rémischen Ziffern
bezeichnet und farbig hervorgehoben, die Genfragmente, die durch Fusion zur Darstellung der unter B) beschriebenen
hybriden TycA und ProCAT-Gene benutzt wurden. B) Stecksystem auf der Basis von Domanenfusionen von
Adenylierungs- und Thiolierungsdoménen (fir TycA-Derivate: links) und auf der Basis von Domé&nenfusionen von
Kondensations- und Adenylierungsdoménen (fir ProCAT-Derivate: rechts). 5 TycA-Hybride und 2 ProCAT-Hybride
unterschiedlicher Spezifitdt wurden dargestellt. Zudem wurde durch eine Doméanenfusion zwischen Thiolierungs- und
Thioesterase-Doméane ein ProCAT-Hybrid erzeugt, das die Termination eines prozessierten Dipeptides forcieren sollte.

Die Kombinationen von 6 Donor- und 3 Akzeptorproteinen sollte 18 verschiedene Mdglichkeiten zur Darstellung von
DKPs und Dipeptiden unterschiedicher Struktur ergeben.

durch artifizielle C-A-Fusionen erzeugt. Die genaue Beschreibung der Klonierung findet sich
im Anhang B. Die funktionelle Interaktion von TycA- und ProCAT-Derivaten sollte durch den
aufrechterhaltenen nativen Protein-Protein-Kontakt zwischen C-terminalen TycA-Doméanen
und N-terminaler ProCAT-Doméane gewahrleistet werden. Eine schematische Darstellung der
auf diese Weise konstruierten TycA- und ProCAT -Derivate findet sich in Abb. 5.4-7.
Produktbildungsreaktionen der Kombinationen von konstruierten TycA- und ProCAT-
Hybriden ergab in keinem Fall eine signifikante Bildung von Produkten, die im Einklang mit
der Domanenstruktur und Spezifitdt beider Proteine standen. Die Thioesterase-Fusion in
dem ProCAT-Derivat [Aaspl acca)-[TCAphe] (ryca2)-[ TT€](1ycce) (XII) hatte keinen Effekt auf diese
Beobachtung. Uber Faktoren, die eine Bildung von Produkten durch ein dimodulares in
trans-System bedingen, wird in Kapitel 6 diskutiert.
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5.5 Die Bildung von Dipeptiden durch ein In cis-System

5.5.1 Strategie

Die in Kapitel 5.2 beschriebene Darstellung eines Asp-Phe-Dipeptids stellte das erste
Beispiel einer gezielten de novo-Synthese eines Dipeptids definierter Struktur an einer fur
diesen Zweck konstruierten hybriden Peptidsynthetase dar. In Kapitel 5.4 konnte
demonstriert werden, daf3 ein natirliches Elongationsmoduls durch eine Repositionierung in
ein Initiationsmodul konvertiert werden kann. Es wurden nun andere dimodulare
Peptidsynthetasen konstruiert, die eine systematische Beantwortung folgender Fragen
erbringen sollte: Welche Faktoren missen an ein hybrides Enzym-Templat und an sein von
ihm prozessiertes Dipeptid gestellt werden, damit eine Termination des Dipeptids katalysiert
wird? Welche Faktoren beeintrachtigen die Elongationsreaktion, die von der C-Domane
katalysiert wird?

Inzwischen war durch induzierte Fehlbeladungen gezeigt worden, dal3 die CG-Doméane von
TycB1 eine groRere Toleranz beziglich nicht-kognater Donoraminosduren als zu nicht-
kognaten Akzeptoraminosduren tragt [95]. Die in Kapitel 5.2 beschriebenen dimodularen
Asp-Phe-Template verwendeten mit der C-Domane von SrfB3 aber die nattrliche C-Doméne
des Donormoduls. Es wurde deshalb ein neues System von dimodularen Peptidsynthetasen
konstruiert, das (a) C-Doméanen der Akzeptormodule verwendete, (b) auf dem
Stecksystemzur Herstellung von AT-Doméanenfusionen wie bereits unter 5.4 beschrieben
aufbaute und das (c) eine Beantwortung der Frage zur Funktionalitdt der Te-Doméane
beziglich der Abspaltung artifizieller Peptide erbringen sollte. Zu diesem Zweck wurden
Enzym-Template mit anderer Spezifitat als die von Asp-Phe konstruiert.

Die Funktionalitdt der Abspaltung artifizieller Peptide durch die Te-Domane war mit den
bisherigen Konstrukten nicht eindeutig belegt. Die Abspaltung eines artifiziellen Asp-Phe-
Dipeptids von einem bietet einer Te-Doméne ein im ersten und zweiten Modul veréndertes
Substrat-Peptid an. Zudem spalten die bisher verwendeten Te-Doménen der Tyrocidin- und
Surfactinsynthetasen im nattrlichen Zusammenhang langere Peptide vom Enzym-Templat
ab. Um die Akzeptanz der Thioesterase beziiglich des von ihr zu spaltenden Peptids zu
untersuchen, wurde die Konstruktion von hybriden dimodularen Peptidsynthetasen in Angriff
genommen, deren Spezifitdt anfangs nur in Donorposition veréndert waren, die also das
naturliche Gterminale, die Te-Doméne enthaltende Modul aufwiesen (siehe Abb. 5.5.1). In
diesen dimodularen Konstrukten wurde zwischen A- und T-Doméne des ersten Moduls eine
Domanenfusion in den Linker-Bereich eingefuhrt, die nach den gleichen Kriterien definiert
wurde, wie unter 5.3 und 5.4 beschrieben (siehe dazu auch Anhang C).
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5.5.2 Fusion von Adenylierungs- und Thiolierungsdoménen: ein neues Stecksystem

Das Plasmid [Ae] gacan-[ TE]l 7y ca) (Siehe Anhang B und Diskussion) wurde benutzt, um mittels

den Restriktionsendonucleasen Pst | und BamH |, den DNA-Abschnitt korrespondierend zu
tycA zu entfernen und an dessen Stelle ein Fragment der Doméanenorganisation TCATTe zu
insertieren. Letzteres Fragment wurde aus dem 3'-Bereich von tycC amplifiziert. Das
resultierende Plasmid wurde als p[Aie] pacan-[ TCALuTTE] wycce) DeZEIChNEL. Abgeleitet von der
Spezifitdt der beiden Module sollte die korrespondierende dimodulare Peptidsynthetase die
Bildung eines Dipeptides lle-Leu dirigieren (vergleiche Abb. 5.5.1).

In analoger Form wurde das Plasmid p[Aene]yce2-[TE]l s Verwendet, um das Plasmid
P[Aphe] tyce2 [ TCALu T T€] ¢ycce) ZU €rzeugen. Abgeleitet von der Spezifitat der beiden Module
sollte diese korrespondierende dimodulare Peptidsynthetase die Bildung eines Dipeptides
Phe-Leu dirigieren (vergleiche Abb. 5.5.1).

Das Plasmid gdAenelyce2-[TCALuTTE]1yecey Wurde anschliellend weiter modifiziert, um die
Spezifitdit des Akzeptor-Moduls zu veréandern. Um einen AT-Domanenaustausch auch in
diesem zweiten Modul zu erzielen, wurde mittels inverser PCR eine Hpa I
Restriktionsendonuklease-Schnittstelle in den Linker-Bereich der A- und T-Doméne
kodierenden Abschnitt des zweiten Moduls eingefiihrt. Nach Religation erhielt man das
Plasmid [gAue]wacan-[TT€lwycce)- EIN mit den terminalen Restriktionsschnittstellen Pst | und
Hpa | versehenes PCR-Fragment aus tycB2 mit der Domanenorganisation TCA wurde
amplifiziert und in P[Aie] pacar)-[TT€]wyccs) INSertiert. Das resultierende Plasmid wurde als
Pl Aie] paca1)-[ TCApnel ayc2)-[ T T€] tycce) EZEIChNEL. Das hybride Gen kodiert fir eine dimodulare
Peptidsynthetase der voraussichtlichen Spezifitat lle-Phe (vergleiche Abb. 5.5.1).

Eine genaue Beschreibung der Klonierungstrategie findet sich im Anhang B.

5.5.3 Uberproduktion und Reinigung der rekombinanten Proteine

Der E. coli Stamm BL21l DE3[pgsp] wurde mit den rekombinanten Plasmiden pAye]pacan)-
[TCALTTE]wycce),  PlApheliycezy [TCALuTT€]wyecey UNA  P[Aie] pacan-[ TCAehe] tyc2)[ TT€] tyces)

transformiert. Nach Expression wurden die rekombinanten Proteine wie bereits beschrieben
Uberproduziert, aufgereinigt und auf die Aktivitat von Einzelaktivitaten wie Adenylierungs-
und Thiolierungsreaktion hin untersucht. In Abb. 5.5-2 sind die Expressionen der Konstrukte
sowie die gereinigten Proteine  [Aelacay-[TCALuTT€)ryeccey (XI) ,  [Aenel(ryera)-
[TCALuTTE](rycce) (XIV) Und [Ae] Bacany-[TCAse] (ryca2)-[ TT€] (rycce) (XV) dargestellt.

Die Konstruktion des hybriden Enzyms XV stellt eine allgemeine Méglichkeit zur Darstellung
von Templaten fur die Prozessierung von Dipeptiden A-B dar, die durch Kombination zweier
Peptidsynthetase-Module der Spezifitat A und B erzeugt wurden.
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Abb. 5.5-2 SDS-Polyacrylamidgele der in E. coliUberproduzierten dimodularen Hybridpeptidsynthetasen:
A) Xill, B) XIV, C) XV Spuren 1 bis 3 jeweils Gesamtzellextrakt vor Induktion (1) und 1,5 h nach IPTG-Induktion (2),
iiber Ni 2*-IMAC aufgereinigtes Protein (3). MM: 10kDa-Proteinleiter. Coomassie-Blau gefarbte Gele.

5.5.4 Die Adenylierungsreaktion

In der ATP-PP-Austauschreaktion (siehe 4.2.4.1) wiesen alle rekombinanten Proteine eine
spezifische Aktivierung der erwarteteten Substrataminoséduren auf. Eine graphische
Darstellung findet sich in Abb. 5.5-3.

Das Aktivitatsmuster der dimodularen Peptidsynthetasen spiegelte dabei die Summe der
Aktivitaten der einzelnen Module wider. Fir die Proteine XIV und XV konnte gezeigt werden,
dalR neben den Aminosduren Phenylalanin und Tryptophan auch nicht-proteinogene
Aminosauren wie 2'-Thienyl-Alanin, 2'-Naphtyl-Alanin, Homo-Phenylalanin sowie 5'-
substituierte Tryptophan-Analoga aktiviert werden. Auffallig war hierbei die Beobachtung,
dal3 sich die beiden Proteine deutlich in der Aktivierung einiger nicht-proteinogener
Aminosauren unterschieden, obwohl diese Aktivierung sich in beiden Konstrukten auf die
Verwendung desselben Moduls TycB2 zurtckfuhren 1a3t. Flr das Protein XV konnte gezeigt
werden, daf3 fur nicht-proteinogene Aminosauren wie Homo-Phenylalanin, substituierte
Tryptophan-Analoga, 2'-Naphtyl-Alanin und 2'-Thienyl-Alanin eine Aktivierung stattfand. Auch
das Protein XIV zeigte eine Aktivierung von 2'-Thienyl-Alanin, die hier starker als die fur
Tryptophan war. Andere nicht-proteinogene Aminosduren wurden dagegen nur relativ
schwach aktiviert. Die Absolutwerte der ATP-PP;-Austauschreaktion lieen fur das Protein
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XIV zudem eine Beeintrachtigung der Umsatzgeschwindigkeit von Phenylalanin und
Tryptophan vermuten. Um dieser Beobachtung naher auf den Grund zu gehen, wurden
exemplarisch die kinetischen Konstanten der Proteine XIV und XV fir die

Substrataminosauren Tryptophan, Homo-Phenylalanin und 2'-Thienyl-Alanin bestimmt (siehe

Tab. 5.5-1).
Die K,-Werte bestatigten, daf3 die Affinitititen des Proteins XV fur die Aminosauresubstrate

Tryptophan und HomoPhenylalanin héher waren als diejenigen des Proteins XIV. Auch der
keat/Ki-Wert der beiden Aminosauren war grof3er. Dagegen waren die kinetischen Werte flr
die Substrataminosdure 2'-Thienylalanin fur beide Proteine nahezu gleich. Sie belegen, daf3
die kinetischen Konstanten der A-Doméne von TycB2 offensichtlich durch die Art der
Domanenorganisation, in der sie in den Proteinen XIV und XV vorliegt, beeinflu3t wurden.
Das widerspricht der Hypothese der vollstandigen Autonomie von Peptidsynthetase-
Doméanen. Die genaue katalytische Aktivitat scheint vielmehr auch eine Funktion der

Konfiguration mit Nachbardomanen zu sein [131].
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Tab. 5.5-1 Kinetische Konstanten der Substratadenylierung durch Arrycgy

Enzym
X1V Substrataminosaure Ky, [MM]  Kea/Ki [MM™* X SEC™]
Tryptophan 0,04 7,2x10’
@0.@00 Homo-Phenylalanin 0,4 3,9x10°
2'-Thienyl-Alanin 0,8 4,5x10’
Enzym
XV Substrataminosaure  Kn [MM]  Keat/Ki [MM™ X S€C™]
Tryptophan <0,01  >10°
.‘@.. Homo-Phenylalanin 0,01 6,9x10°
2’-Thienyl-Alanin 1,2 1,4x10’

5.5.5 Die Substratthiolierung

Die Fahigkeit der Hybridenzyme, die Substrataminosduren als Thioester zu binden, wurde
wie bereits in 4.2.4.2 beschrieben untersucht. Die Kinetik der Thioesterbildung der in diesem
Kapitel behandelten Proteine ist in Abb. 5.5-4 dargestelit.

In dieser Darstellung wurde versucht, abgeleitet von der in der ATP-PP-Austauschreaktion
bestimmten Substratspezifitdt der Module, die Beladung auf das erste oder das zweite Modul
zurtickzufihren. Fur die Substratthiolierung der Aminosauren Isoleucin und Leucin in das
Protein Xl wurde, wegen des ahnlichen Aktivitatsmusters beider Module, diese Darstellung
nicht verwendet. Prinzipiell konnte gezeigt werden, dal} eine heterologe Substratbeladung
(das heiRt, die Ubertragung einer aktivierten Aminosaure voneiner A-Domane auf die
nachfolgende T-Domane Uber die Fusionsstelle hinweg) mdglich ist. So konnte mit den
Proteinen XIIl und XIV bewiesen werden, daf3 Substrataminoséduren des ersten Moduls
(Isoleucin, beziehungsweise Tryptophan) auf die heterologe T-Doméane von TycC5 beladen
werden konnen. Diese T-Domane bindet im natlrlichen Zusammenhang die Aminosaure
Ornithin. Ebenso konnte fir das Protein XV gezeigt werden, daf3 Donoraminosauren wie
Isoleucin und Akzeptoraminosauren wie Phenylalanin auf heterologe T-Domanen ubertragen
werden konnen. Durch kinetische Messungen konnten Aussagen uber die Geschwindigkeit
der Substratthiolierung gemacht werden. Substratthiolierungen an T-Domanen der drei hier
besprochenen Proteine spiegeln grundsatzlich das Verhéltnis der Substratadenylierung
wider: so werden Substrataminosauren, die im ATP-PP-Austausch nur schwach aktiviert
werden auch nur langsam und in niedrigem Male thioliert. Eine Ausnahme stellt die im
Vergleich zu Tryptophan langsamere Substratthiolierung von Phenylalanin in das Protein XIV

dar. Eine detaillierte Betrachtung dieser Ergebnisse findet sich in der Diskussion.



Ergebnisse

A lle*, Leu*, Val*
y R N
Aa Aa2
Xl
25000
dpm
20000 T
15000 —0— Leu
—— le
10000 —s— Vval
5000
0 2,5 5 75 10 min
B Trp* Phe*, Tyr Leu*, Ile*, Val*
LN
Aa Aa2
Q0B
XIV
Modul 1
20000 500000 dpm
dpm
150007 400000
1300000 Trp
10000+ —=— ph¢
200000 & TV
5000+
100000
0 — T 0
0 5 10 15 20 min
Modul 2
200001120
dpm
15000+
—o—Leu
10000 A ——le
& Val
moo_éﬁ»
O' T T 1
0 5 10 15 20 min

75
C * * *
lle*, Leu*, Val* Phe*, Trp*, Tyr
LN yd
Aa Aay
T
XV
Modul 1
10000
dpm
7500
—>—lle
50001 —0— Leu
—~—Vval
2500
0 T T T
0 5 10 15 20 min
Modul 2
20000 500000 dpm
dpm
15000 400000
300000 Tre
10000+ &— Phe
[ 200000 Tyr
5000+
100000
0 T T T 0
0 5 10 15 20 min

Abb.5.5-4 Kinetik der Substratthiolierung:

A) XIlI, B) XIV, C) XV. In B) und C) wurde jeweils, abgeleitet
von der Spezifitdt der Module, zwischen Substr atthiolierung
am Modul 1 und Modul 2 unterschieden. Reaktionsansatze
enthielten 500 nM Enzym und 1,5 mM [14C] oder [3H]
markierter Substrataminoséure.

5.5.6 Produktbildung

Schlie8lich wurden die Proteine bezlglich der Bildung einer Dipeptid, abgeleitet von der
Anordnung und Spezifitat inrer Module, untersucht. Dazu wurden die Proteine mit ATP, einer
Substrataminosaure des ersten Moduls sowie einer Substrataminosdure des zweiten
Moduls, 4247 Die
Produktbildungsreaktionen werden nachfolgend fur jedes der in diesem Kapitel behandelten

wie unter beschrieben, inkubiert. Ergebnisse  dieser

Proteine einzeln beschrieben. Es wurde sich anfangs dinnschichtchromatographischer
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Methoden mit radioaktiv markierten Aminosauren bedient (siehe 4.2.4.6), spater wurden
Reaktionsprodukte mit Hilfe der HPLC- und HPLC-MS-Analytik identifiziert. Dabei wurden
relevante Produkte der Reaktionen mit chemischen Standards verglichen. Produktbildung
setzte in allen beschriebenen Versuchen, die Anwesenheit von Enzym, ATP und den
entsprechenden Substrataminosauren voraus. Die Dipeptidbildungsrate zeigte ca. 2 h einen
linearen Verlauf, bevor die Stabilitdt des Enzyms abnahm. Auch Kinetiken zur
Produktabspaltung (siehe 4.2.4.5) gaben Aufschluf3 Uber die Geschwindigkeit und Spezifitat
der Produktbildung.

5.5.6.1 Das Protein [Aje] @acary ] TCALeuw TT€] (tycce) (XII1)

In der Gegenwart der Substrataminoséuren Isoleucin und Leucin wurde die Bildung der
Dipeptide lle-Leu und lle-lle beobachtet (siehe Abb. 5.5-5). Mit Hilfe der HPLC-MS-Analyse
konnte das Verhéltnis dieser beiden Produkte auf etwa 5:1 bestimmt werden. Die Bildung der
Dipeptide Leu-Leu oder Leu-lle wurde nicht beobachtet. Wurde nur die Substrataminosaure
Isoleucin verwendet, so fiuhrte das zu einer etwa dreifach verstarkten Produktion des
Dipeptids lle-lle. Wurde nur die Substrataminosdure Leucin verwendet, so konnte auch das

Produkt Leu-Leu nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise waren die Mengen an Leu-Leu,

. . . (]
Abb. 5.5-5 Dipeptidbildung durch A) % B) | S
die hybride Peptidsynthetase 2] e lle-Leu N
=} o 800004
XIll: B A Ao
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die gebildet wurden dabei mit der gebildeten Menge an lle-Leu, in Ansatzen, die beide
Substrataminosduren enthielten, gleichzusetzen. Die Masse m/z+1 aller drei hier
nachgewiesenen Produkte konnte mit 245.2 bestimmt werden, was der berechneten m/z+1-
Masse von lle-lle, lle-Leu, beziehungsweise Leu-Leu entspricht. Ein Vergleich der gebildeten
Dipeptidmengen mit quantifizierten chemischen Standards ergab Bildungsraten fir lle-Leu
und Leu-Leu von ca. 0,3 min™ und fiir lle-lle von ca 0,1 min™. Eine Zusammenfassung der

gebildeten Dipeptide findet sich in Tabelle 5.5-2.

5.5.6.2 Das Protein [ Aphe] (tyce2)-[ TCALeu TT€](1ycce) (XIV)

Fur das Enzym XIV konnte gezeigt werden, daf3, wenn es mit relevanten
Substrataminosauren inkubiert wird, es die Dipeptide Trp-Leu, Phe-Leu und Trp-lle
produzierte (siehe Abb.5.5-6). Das Produkt Phe-lle konnte nicht nachgewiesen werden. Trp-
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Abb. 5.5-6 Dipeptidbildung durch die hybride Peptidsynthetase XIV:
Reversed-phase HPLC-M S-Analyse der Produkte. A) HPLC-MS-Diagramme. Bildung der Dipeptide Trp-Leu (rot)
und Phe-Leu (blau). B) Massenspektren der identifizierten Produkte Trp-Leu, Phe-Leu.

Leu stellte das aufgrund der Substratspezifitat der Module erwartete Dipeptid dar und wurde

mit der hochsten Rate von 2,1 min* produziert wurde. Austausch der Donoraminoséure von
Tryptophan gegen Phenylalanin reduzierte die Bildungsgeschwindigkeit auf 0,9 min™ (fur
Phe-Leu, siehe Tabelle 5.5-2) wahrend die Substitution der Akzeptoraminoséaure Leucin
nach Isoleucin die Bildungsgeschwindigkeit von Trp-lle auf 0,1 min® herabsetzte. Die
Inkubation mit Tryptophan und Isoleucin fuhrte zudem zur Bildung kleinerer Mengen der
Dipeptide Trp-Trp, lle-Trp und lle-lle. Diese Produkte waren wahrscheinlich das Ergebnis
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einer nur semi-katalytischen Reaktion, bei der die Kondensation nicht-enzymatisch erfolgte
(siehe Diskussion). Eine ebensolche Beobachtung liel3 sich bei der Produktanalyse des mit
Phenylalanin und Isoleucin inkubierten Enzyms machen: anstelle des am Protein-Templat
prozessierten Dipeptids Phe-lle war lle-lle das einzige Dipeptid, das nachgewiesen werden
konnte.

Fur die A-Domane von TycB2 wurde schon in Kapitel 5.4 gezeigt, dal3 es einige nicht-
proteinogene Substrat-Analoga aktivierte. Auch diese wurden in Produktbildungsreaktionen
eingesetzt und nachfolgend auf entstandene Dipeptide analysiert. Die Dipeptide 2'-Naphtyl-
Ala-Leu, 2'-Thienyl-Ala-Leu, Homo-Phe-Leu und 5'-Hydroxy-Trp-Leu konnten sowohl tber
radioaktive DuUnnschichtchromatographie als auch tUber HPLC-MS-Analyse nachgewiesen
werden (siehe Abb. 5.5-7). Nahere Analysen zur Bildungsgeschwindigkeit dieser Dipeptide
wurden aber nicht durchgefihrt. Die Aminosaure bDPhe ist kein Substrat fur die
Dipeptidbildung. Es konnte kein korrespondierendes Dipeptid DPhe-Leu nachgewiesen

werden.

1 2 3 4 5 6 Abb. 5.5-7 Dipeptide nichtproteinogener Aminosauren des

; Enzyms XIV:

Autoradiographie der DC-Analyse nach der Extraktion der

~ Reaktionsanséatze mit n-Butanol in der organischen Phase
erhaltenen Produkte. Der Pfeil markiert das Laufverhalten der

4 freien Aminosaure Leucin. Reaktionsanséatze enthielten 500 nM

Enzym, 2 mM ATP, 1 mM nichtproteinogene Aminoséaure und

1500nM  Y4c-markiertes Leucin. Die Ansatze wurden fiir zwei

Leu B - Stunden bei 37°C inkubiert.

Die DC zeigt die Bildung von Dipeptiden der Art X-Leu.

X=

Spur 1: 5'-Hydroxy-Tryptophan

Spur 2: Aspartat (Negativ-Kontrolle)

Spur 3: Homo-Phenylalanin

Spur 4: 2'-Naphtyl-Alanin

Spur 5: 2'-Thienyl-Alanin

Spur 6: 5'-Fluoro-Tryptophan

Der schwache Produktspot in Spur 2 korrespondiert

wabhrscheinlich zu Leu-Leu.

Anhaltspunkte Uber die Faktoren, die eine schnelle Dipeptidbildung an dem Enzym-Templat
XIV ermdglichten, gab eine Produktabspaltungskinetik (siehe 4.2.4.5). Hierbei (siehe Abb.

5.5-8) induzierten Tryptophan und nicht-proteinogene Aminosauren, die Tryptophan
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Abb. 5.5-8 Produktabspaltungskinetik des Enzyms XIV:
500 nM Enzym XIV wurden fir 10 min mit 1,5 mM [ 14C] markiertem Leucin als Akzeptoraminosaure prainkubiert. Die

Zugabe von 0.5 mM verschiedener Donoraminoséuren induzierte eine Dipeptidbildung der Art X-Leu, die zum Sinken
der Leucin-Inkorporation fihrt. Nach TCA-Fallung wurde die Menge an prazipitierbarer Radioaktivitét vermessen. Bis
zur Minute 10 wurde die Kurve in einer idealisierten Form wiedergegeben.

strukturell ahneln (2'-Thienyl-Ala, 5-Hydroxy-Trp und 2'-Naphtyl-Ala) ein schnelles Absinken
der Leucin-Inkorporation, was auf eine rasche Dipeptidbildung und Abspaltung mit
vergleichbaren Raten wie fiir das Dipeptid Trp-Leu hindeutete. Phenylalanin und ihr Analoga
Homo-Phenylalanin  bewirkten dagegen ein verlangsamtes Absinken der Leucin-
Inkorporation, entsprechend einer verminderten Produktbildungsrate. Die genaue Analyse
der Dipeptidbildung an den in diesem Kapitel beschriebenen Enzym-Templaten ist
Bestandteil der Diskussion.

5.5.6.3 Das Protein [Ael gaca1)l TCAphel (rycs2)-[ TT€](ryccs) (XV)

Das einzige Dipeptid, das mit signifikanter Geschwindigkeit von dem Enzym XV produziert
wurde (siehe Abb. 5.5-9), war das Dipeptid lle-Phe mit einer Rate von 0,5 min™. Damit stellte
das Enzym-Templat eine hohe Selektivitdt bezlglich der Bildung von Dipeptiden dar.
Substitution der Donoraminosaure von Isoleucin zu Leucin sowie der Akzeptoraminosaure
von Phenylalanin zu Tryptophan reduzierte die Produktbildungsrate betrachtlich auf ca. 0,02
min™. Das Dipeptid Leu-Trp konnte mit diesem Enzym-Templat tiberhaupt nicht produziert
werden. Wurden nicht-proteinogene Aminosduren, die Phenylalanin und Tryptophan
strukturell &ahneln, als Substrate verwandt, so zeigte sich, dall die hochste
Dipeptidbildungsrate le-X mit der Aminosdure Homo-Phenylalanin gebildet werden konnte.
Mit den Aminosduren 2'-Thienyl-Alanin, 2'-Naphtyl-Alanin und 5'-Hydroxy-Tryptophan
konnten nur geringe Mengen an korrespondierenden Dipeptiden erhalten werden (siehe Tab.
5.5-2). Dieses Ergebnis ist konsistent mit der Beobachtung, dal auch Tryptophan ein
schlechtes Substrat fur eine Dipeptidbildung war. Die Aminosdure DPhe stellte Gberhaupt
kein Substrat fur die Dipeptidbildung lle-DPhe dar (vergleiche auch Abb. 5.5-3).
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Mit Hilfe von Produktabspaltungskinetiken (siehe 4.2.4.5) konnte gezeigt werden, dal3 man

die verwendeten Akzeptoraminosauren in drei Gruppen einteilen kann (siehe Abb. 5.5-10):

10000 dpm
Akzeptoraminosaure
8000
L-Phe
6000- T
=000 2'Thienyl-Ala
4000 2= Homo-Phe
-~ -EH--- 2_Naphtyl-Ala
20007 ~=%-- D-phe
O—"\/ T T T
0 30 35 40 45 50 min

5.5-10 Produktabspaltungskinetik des Enzyms XV:

500 nM Enzym XV wurden fir 30 min mit 1,5 mM [14C] markiertem Isoleucin als Donoraminosaure prainkubie
Die Zugabe von 1 mM verschiedener Akzeptoraminosauren induzierte eine Dipeptidbildung der Art lle-X, die zui
Sinken der Isoleucin-Inkorporation fihrt. Nach TCA-Fallung wurde die Menge an prazipitierbarer Radioaktivitat

vermessen.
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LPhe, Homo-Phe, und 2'-Thienyl-Alanin induzieren ein rasches Absinken Inkorporation von
Isoleucin. Die Aminosauren Tryptophan und 2'-Naphtyl-Alanin bewirken anfangs ein leichtes
Ansteigen, bevor die Isoleucin-Inkorporation wieder leicht sinkt. Diese Beobachtung laft
vermuten, dal3 sowohl Elongations- als auch Terminationsreaktion verlangsamt sind. Einen
ahnlichen Hinweis gibt eine Untersuchung mittels Thioesterspaltung des Enzym XV:
wahrend bereits nach 5 min die Bildung eines internen Dipeptids lle-Phe nachzuweisen ist,
so ist der analoge Nachweis eines Dipeptids lle-Trp auch nach 15 min noch nicht mdglich
(vergleiche Abb. 5.5-11). Eine Aminosaure der dritten Gruppe reprasentiert bPhe, die nach
Zugabe, eine konstante Isoleucin-Inkorporation bewirkt. Hier scheint bereits die

Kondensationsreaktion blockiert zu sein.

Abb. 5,511 Die Elongation eines Trp-

substituierten Dipeptides am Enzymtemplat XV

llePhe —> ist gehemmt:

Autoradiographie der DC-Analyse einer alkalischen

Thioesterspaltung des Enzyms XV. Pfeile am linken

lle = .. . . Rand markieren das Laufverhalten der chemischen
Standardverbindungen.

Spur 1: Kontrolle. lle*, -

Spur 2: lle* Phe.5 Minuten Re aktionszeit

Spur 3: Kontralle. lle*, -

Spur 4: lle* Trp. 15 Minuten Reaktionszeit
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Tab. 5.5-2: Zusammenstellung der Dipeptide, die durch die in Kapitel 5.5 behandelten hybriden Enzyme

gebildet wurden

Enzym Produktw Nachweis Geschwin- Enzym Produkt W Nachweis Geschwin-
digkeit# digkeit #
X lle-Leu XV lle-Phe
@O0 ))Lf; v 03+ OEmro Jﬁ? v 05
~ AT
lle-lle lle-Trp )
\Y 0.1 \Y <0.02
Leu-Leu Leu-Phe
% 0.3 Y <0.02
AL e
Yy o ¥ 7
Leu-lle — Leu-Trp —
lle-2'-Thienyl-Ala *
. % n. b.
Enzym Produkt W Nachweis Geschwin- m% o
digkeit # r\ °
X1V Trp-Leu lle-2’-Naphtyl-Ala *
Erer o . ¢ v 21 v nb
Q o~
Phe-Leu lle-5"-Hydroxy-Trp *°
YH/¢ Y 0.9 Y n. b
i e
f\
Trp-lle lle-Homo-Phe *
0.1+

Phe-lle — %
2'-Thienyl-Ala-Leu **

C“J“)Yluﬁ(\

2'-Naphtyl-Ala-Leu *'

LIV
e

5'-Hydroxy-Trp-Leu**

>
=

DPhe-Leu —

lle-DPhe —

Ein Haken (v) indiziert, daRR das jeweilige Dipeptid Uber
HPLC-MS Analytik und radioaktive
Dinnschichtchromatographie nachgewiesen wurde.
Wwenn nicht anders bezeichnet, befinden sich beide
Aminosauren in der L-Konfirugation.

# in [min". n.b.: nicht bestimmt.

1 parallel wird lle-lle, aber kein Leu-Leu gebildet.

2 auch Dipeptide, die aus einer semi-katalytischen Reaktion
hervorgegangen sind, werden beobachtet : lle-lle, lle-Trp and
Trp-Trp.

3 lle-lle wird in geringem Male gebildet.

4 analoge Dipeptide mit Isoleucin in der Akzeptorposition
werden in geringerem Ausmalf gebildet.

5 analoge Dipeptide mit Leucin in der Donorposition kénnen
nicht gebildet werden.
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5.6 Die Etablierung eines Bacillus-Expressionssystems fur rekombinante

Peptidsynthetasen- Bacillus-Integrationsvektoren

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht vorherzusehen, welche Schwierigkeiten der heterologen
Uberproduktion von hybriden Peptidsynthetasen mit einer GréRe von ca. 200 kDa in E. coli
im Weg stehen wirden. So erlaubte nur die exakte Definition von Domanengrenzen die
Uberproduktion von A-Domanen in loslicher und aktiver Form [28]. Auch die
posttranslationale Modifikation der T-Domane von Peptidsynthetasen war ein nicht
ausgeraumtes Hindernis zur Darstellung heterolog Uberproduzierter Peptidsynthetasen in
ihrer holo-Form. Es wurde deshalb parallel zu den Ergebnissen einer E. coli-Expression
versucht, ein System zu entwickeln, das eine homologe Expression von rekombinanten
Peptidsynthetase-Genen in einem natirlichen Produzent nichtribosomal produzierter
Peptide, wie Bacillus, ermdglicht. Dabei wurde teilweise auf den Ergebnissen der
Diplomarbeit von Katrin Eppelmann aufgebaut. In ihrer Diplomarbeit gelang die Konstruktion
einer Bacillus subtilis srfA” Mutante, die durch homologe Rekombination hergestellt wurde
[171]. Diese Mutante KE30 war kein Produzent eines nichtribosomal produzierten Peptides
und konnte deshalb diesbeziiglich als clean-strain bezeichnet werden.

srfA-A srfA-B srfA-C sIA-TE sfp

B. subtilis TS30
MLSS, cmR, comst, srf-

0 2 30 32 34 kb
L R . .

28
{4
<

B. subtilisKE 30

{
<
srfA P ORF5 Psfp
siA e DesEA) K 4 MLSR, cmR, coms *, comS(amyE),

cons sfp Srf”
Abb. 5.6-1 Schematische Wiedergabe des von Katrin Eppelmann konstruierten srfA™ Bacillus subtilis
Stammes KE30:
Durch homologe Rekombination wurde das 27 kbp umfassendesrfA-Operon deletiert. Ausgangsstamm war
die B.subtilis Mutante TS30, die eine Unterbrechung des Gens srfA- A-C durch eine cat-Kassette tragt.
B.subtilis KE30 tragt zudem eine Insertion einer zweiten Kopie des Kompetenzregulator-Gens comsS in der
amyE-site, so dall KE30 dem Genotyp MLSR, catR, coms*, comS(amyE)* und srfA-A-D" besitzt.

Der ehemalige chromosomale Locus des Surfactin-Operons wurde nun in dieser Arbeit
benutzt, um an dessen Stelle das Gen einer rekombinanten Peptidsynthetase zu integrieren.
Hierzu wurde ein Vektorsystem entwickelt, an das folgende Anforderungen gestellt waren:
(a) der Vektor sallte einen Replikationsursprung fir E. coli besitzen, der es ermdglicht,
rekombinante Peptidsynthetase-Gene in E. coli zu klonieren. (b) Gene, die in diesen Vektor
kloniert werden, sollten der Kontrolle eines Promotors unterliegen, der sowohl in Bacillus, als

auch in E. coli funktionell ist. (c) die Expression dieser Gene sollte induzierbar sein. (d) die
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multiple-cloning-site des Vektors sollte kompatibel mit der von pQE-Vektoren sein, um ein
einfaches Umklonieren von bereits in E. coli-pQE-Vektoren Kklonierten Genen zu
ermdglichen. Dieser Vektor, wurde auf der Basis des von Katrin Eppelmann klonierten srfA-
Deletionsplasmids pKE19 [171] konstruiert. pKE19 wurde nun in mehreren Schritten
modifiziert (siehe Anhang B): (a) die Region des T5-Promotors, des lac I-Operators, sowie
die der multiple-cloning-site des pQEG60-Vektors wurden integriert, (b) unter Bildung einer
erweiterten multiple-cloning-site wurde die fur den (His¢)-tag kodierende Region des pQE70-
Vektors integriert, (c) eine Kanamycin-Resistenz-Kassette wurde zwischen den zum 5'- und
3'-Bereich des srfA-Locus kompatiblen DNA-Bereich des Vektors kloniert, so daf3 fir
nachfolgende Integrationen durch positive beziehungsweise negative Antibiotika-Selektion

zwischen single- und double-cross over unterschieden werden konnte.

Ncol  Sphl BamH| Stop

OCATGGECATGCGAGGATCCTGA pSD193
Ncd Sphl Hpal BamHI HIS HIS HIS HIS HIS HIS Stop
CCATGGCCATCCGAGT TAACGGAT COGGATCTCATCACCATCACCATCACTAA pSD270

| P25, lac-operator, RBS

pSD193, pSD270 ml Abb 5.6-2 Bacillus-Integrationsvektoren pSD193
(8.3 kb) “ und pSD270:

/”’bla Insertion von Genen in die MCS von pSD270 resultie

in transkriptioneller Fusion mit 3' Hexa-Histidin-

Kodons.

Zwei Typen von Integrationsvektoren wurden konstruiert: pSD270 stellte ein Vektor zur
Expression von Fusionsgenen dar, die 3'-terminal mit einem Hise)-tag-kodierenden DNA-
Abschnitt gekoppelt wurden, wahrend der Vektor pSD193 zur Expression nicht-fusionierter
Gene fiuhrte. Diese Vektoren sind Bacillus-Integrationsvektoren, da sie keinen
Replikationsursprung fur Bacillus besitzen. Unter Antibiotikaselektionsdruck kann tber die
homologen Bereiche 5'-srfA und 3'-srfA eine Integration in den friheren srfA-DNA Locus
induziert werden, der zu einer stabilen Aufrechterhaltung der rekombinanten Gene fihrt.

Die Funktionalitdt dieses Systems konnte durch die Integration eines rekombinanten
Peptidsynthetase-Gens untermauert werden.
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6 Diskussion

Der Ergebnisteils befaldte sich mit Mitteln, die modulare Struktur von Peptidsynthetasen
auszunutzen, um de novo-Enzym-Template fur die nichtribosomale Synthese von Dipeptiden
definierter Sequenz darzustellen. Dabei wurden verschiedene Strategien zur Fusion
katalytisch aktiver Domanen angewendet. Die funktionelle Interaktion dieser artifiziellen
Doméanenarrangements konnte durch den Nachweis der am Enzym-Templat prozessierten
Dipeptide nachgewiesen werden. Durch die in vitro-Charakterisierung der hybriden
dimodularen Enzyme konnte so ein tieferes Verstandnis Uber die Faktoren, die eine effiziente
Peptidsynthese an hybriden Peptidsynthetasen bestimmen, erhalten werden.

Die Diskussion soll auch dazu dienen, bis hierher nicht vorgestellte Untersuchungen dieser
Arbeit vorzustellen.

6.1 Ein putatives Lichenysin Biosynthese-Operon in Bacillus licheniformis
ATCC 10716: Von der Sequenz dreier Gene zur Primarstruktur eines

nichtribosomalen Peptids

Die Historie der nichtribosomalen Peptidsynthese beginnt mit der Entdeckung von
nichtribosomalen Peptiden wie Gramicidin S und Tyrocidin in den vierziger Jahren. Die
zugehdrigen Biosyntheseenzyme wurden in den sechziger Jahren entdeckt [157, 172],
biochemisch charakterisiert und schlie@lich zur Definition der nichtribosomalen
Peptidsynthese eingesetzt [61]. Erst die moderne Genetik der neunziger Jahre erlaubte
jedoch, den Mechanismus der nichtribosomalen Peptidsynthese anhand von strukturellen
Daten zu festigen [173]. So konnte mit der Sequenzierung von Peptid Biosynthese-Operons
der modulare Charakter der zugehérigen Enzyme belegt werden [55, 56]. Nachfolgende
Untersuchungen an rekombinanten Enzym-Doméanen von Peptidsynthetasen flhrten zur
biochemischen Charakterisierung von Einzelschritten dieses Biosynthese-Systems [41, 47,
60]. SchlieBlich konnte mit Hilfe von Strukturaufklarungen ein tieferer Einblick in die
Architektur von Peptidsynthetase-Domanen gegeben werden [66]. Ein "nichtribosomaler
Code" wurde postuliert, der es erlaubte, anhand weniger ausgewahlter Aminosaurereste von
A-Domanen auf das Substrat der A-Doméne zu schlie3en [71].

In dieser Arbeit konnte, in teilweiser Umkehr der historischen Route, ein Peptid Biosynthese-
Operon bis dato unbekannter Funktion durch molekulare und biochemische
Charakterisierung der Biosynthese eines nichtribosomalen Peptids - eines Lichenysins -
zugeordnet werden. Eine Identifizierung des Peptids konnte nicht erfolgen, deshalb bleibt die
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vorgeschlagene Struktur putativ. Folgende Mittel wurden angewendet, um diese Zuordnung

Zu ermoglichen:

(1) Die Analyse der Modul- und Doméanenstruktur gab Aufschlul® tUber die Anzahl und den
Modifizierungsgrad des von dem System produzierten Peptides. Dabei wurde von dem
Kolinearitatsprinzip zwischen nichtribosomalem Enzym-Templat und dem von ihm
produzierten Peptid ausgegangen [174]. Die Art der katalytischen Doménen wurde
anhand von identifizierten hochkonservierten core-Motiven definiert [22]. Die Modul- und
Domanenstruktur glich dem Surfactin Biosynthese-Operon aus Bacillus subtilis ATCC
21332, so dalR das Enzym-Templat in der Biosynthese eines acylierten Heptapeptids
involviert zu sein schien [55].

(2) Detaillierte Sequenzanalysen des die Spezifitat von A-Doméanen definierenden Bereiches
zwischen den core-Motiven A2 und A4 erlaubte eine Vorhersage der
Aminosauresubstrat-Spezifitat [66]. Auch der jlingst vorgeschlagene "nichtribosomale
Code" konnte die wahrscheinlich determinierten Aminosduresubstrat-Spezifitdten
eingrenzen [71]. Beide Analysen legten eine enge Verwandtschaft der Primarstruktur zu
der des Surfactins nahe. Ein Beispiel, das die Eleganz der Definition eines
"nichtribosomalen Codes" unterstreicht, ist das Unterscheidungsmerkmal von Asparagin-
und Aspartat-aktivierenden A-Doménen (siehe Tabelle 6.1-1): Aspartat-aktivierende
Domanen weisen an Position 322 einen Histidin-Rest auf (dessen Aminprotonen
offensichtlich die b-Carboxygruppe des Aspartats koordinieren), Asparagin-aktivierende

Doménen einen Glutamat-Rest (dessen c-Carboxygruppe offensichtlich die b-

Aminofunktion koordiniert).

Tab. 6.1-1 Der "nichtribosomale Code" und Asparagin- und Aspartat-aktivierende Doménen

Reste abgeleitet von der Primarsequenz von GrsA

A-Domédne [ 934 239 278 299 301 322 330
LicB2 L T K Vv G H |
Asp SrfB2 L T K \Y G H '
BacC4 L T K Vv G H Vv
TycC1 L T K I G E v
Asn
BacC5 L T K I G E [

Eine ahnlich elegante Vorhersage der Spezifitdt der A-Doméane des Moduls 1, das putativ
Glutamat oder Glutamin aktivierte, konnte dagegen nicht erfolgen (siehe Tabelle 6.1-2).
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Tab. 6.1-2 Der "nichtribosomale Code" und Glutamin- und Glutamat-aktivierende Doméanen

Reste abgeleitet von der Primarsequenz von GrsA

A-Domédne [ 934 239 278 299 301 322 330
LicAl A Q D L G Vv Vv
Gln
TycC2 A W Q F G L |
SrfAl A K D L G Vv Vv
Glu
FenE1l A W H F G G \

Auch konnte die Spezifitdt der ADoméane von Modul 7 auf diese Art nicht eindeutig zu
Gunsten von Leucin, Isoleucin oder Valin vorhergesagt werden.

(3) Neben dem Dodecapeptid Bacitracin [24] sind noch mindestens zwei weitere Klassen

bioaktiver Peptide, die von Bacillus licheniformis-Stammen produziert werden,
beschrieben. So ist die Isolierung von sogenannten Amoebicinen, kleinen hydrophilen
Peptiden mit einer Masse um 3000 Da, berichtet worden [175, 176].
Der Nachweis einer als Lichenysine bezeichneten Lipopeptid-Klasse konnte aus
mindestens drei Isolaten von Bacillus licheniformis erfolgen [161, 164]. Fir diese Isolate
wurde eine Oberflachen-aktive Wirkung nachgewiesen, zudem wurden Lichenysine als
die stoffliche Komponente, die fir diese Eigenschaft verantwortlich ist, isoliert und
strukturell aufgeklart. Bacillus licheniformis BAS50 konnte aus einem Olfeld in 1500
Metern Tiefe isoliert werden [177]. Ein halophiler Stamm von Bacillus licheniformis JF-2
[178, 142] wurde aus einem WassereinschluR eines Olfeldes in Oklahoma isoliert.
Lichenysine sind Lipopeptide der allgemeinen Peptidstruktur Glx-Leu-bLeu-Val-Asx-DLeu-
X, wobei an der letzten Position die Aminosduren Leucin, Isoleucin und Valin identifiziert
wurden. Die Carboxygruppe des C-Terminus bildet einen Lacton-Ring mit der b-
Hydroxygruppe einer in ihrer Lange variablen N-terminalen Fettséure [119]. Diese Struktur
der Lichenysine schlief3t somit die des Surfactins aus Bacillus subtilis ein.

(4) Durch heterologe Uberproduktion rekombinanter ADomé&nen korrespondierend zu den
Modulen 1, 5 und 7 konnte die genaue Substratspezifitdt dieser Enzyme in vitro
festgestellt werden. Konsistent mit den drei obigen Punkten wurde gezeigt, da} die A
Doméanen von Modul 1 (LicAl-A) spezifisch Glutamin und die des Moduls 5 (LicB2-A)
spezifisch Aspartat aktiviert. Modul 7 (LicC1-A) zeigte hochste Aktivierungsraten fir
Isoleucin, aber auch die verwandten Aminoséuren Leucin und Valin wurden aktiviert.
Nebenspezifitaten der A-Doméne von Modul 7 bezlglich strukturell &hnlicher
Substrataminosduren konnen somit die strukturelle Varianz der in der Literatur
beschriebenen Lichenysine erklaren [160]. Die Struktur der Lichenysine ist damit auch
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eine Funktion der Verfugbarkeit von Substrataminoséauren [28]. Dagegen scheint die
strukturelle Varianz der Lichenysine an Position 5 (und wahrscheinlich auch Position 1)
durch die Moglichkeit gegeben, durch wenige Punktmutationen, die Substratspezifitdt zu
verdndern. An der rekombinanten ADoméne von SrfB2 konnte gezeigt werden, daf3 eine
einzige Mutation, H322E, die Substratspezifitat von Asp zu Asn konvertiert [71].
Zum Zeitpunkt dieser Arbeit stellte die vorgeschlagene Primarstruktur des Lichenysins aus
Bacillus licheniformis ATCC 10716 einen neuen Strukturtyp dar. Inzwischen wurde die
Struktur eines isolierten Lichenysins aus Bacillus licheniformis BNP29, dessen zugehdriges
Biosynthese-Operon eine 95%-ige Identitdt zu dem aus Bacillus licheniformis ATCC 10716
aufweist, zu Gunsten der hier vorgeschlagenen Primarstruktur revidiert [179]. Umfangreiche
Strukturaufklarungen an anderen Lichenysinen bestimmten die Zusammensetzung der
Acylkette [119], sowie die Art des Lacton-Ringschlusses Uber das carboxyterminale Ende
und die b-Hydroxygruppe der Fettsaure [180].
Zusammenfassend erscheint es einleuchtend, dal3 Lichenysin-lsoformen einen
gemeinsamen evolutionaren Vorlaufer haben. In diese Gruppe ist auch das Surfactin aus
Bacillus subtilis einzuordnen.
Uberraschend ist die Beobachtung, daR die genetische Organisation im 3'-Bereich des lic-
Operons, sich von dem des homologen srfA-Operons in Bacillus subtilis unterscheidet [55]
(siehe Abb. 6.1-1).

o ~r 2 3 4  5kb 611 Vergleich der Genorganisation des 3-

) Bereiches des lic-Operons in B. licheniformis
"lic-TE" ORF7 ORF8

3"-lic-Bereich | ATCC 10716 und des srfA-Operons in B. subtilis
B licheniformis i ? ]

| |\ \ Durch Sequenzierung konnte gezeigt werden, dal
srfA-sfp- _
intergenic region _| m homologe Gene zu ORF7 und ORF8 auch in B.
B. subtilis

licheniformis zu finden sind. Homologe Gene zu ORF5
und ORF6 konnten hier aber nicht identifi ziert werden.

ATCC 21332 SIA-TE ORF5 ORF6 ORF7 ~ ORF8  sfp

So konnten im 3'-Bereich homologe Gene zu den ORFs 5 und 6 nicht identifiziert werden.
Die Funktion der Genprodukte der ORFs 6 und 7 in Bacillus subtilis wird als
"unkonventionelles" Zwei-Komponenten-System in der transkriptionellen Kontrolle des srfA-
Operons vermutet [181]. Inzwischen konnte durch Frau Andrea Klens gezeigt werden, dal3
das 4'-PPAN-Gen bli [158] im 3'-Bereich des hier identifizierten ORFs 8 lokalisiert ist. Bli
stellt also offenbar eine dem Lichenysin Biosynthese-System inharente 4'-PPAN-Transferase
dar. Die Komplementation von sfp in Bacillus subtilis durch bli konnte gezeigt werden [159].

Biosurfactant-produzierende Microorganismen [163] sind von betrachtlichem industriellen
Interesse und werden vor allem flur Erddl-gewinnende Prozesse verwendet [166]. Mikrobielle
Biosurfactanten, von denen die Lipopetide nur eine Gruppe reprasentieren, werden als
Emulsiva, Schaumer oder Korrosions-Inhibitoren benutzt [167]. Die generelle Funktion der



Diskussion 89

mikrobiellen Produktion von Lipopeptiden scheint dagegen vielschichtig zu sein; so ist fir
Lichenysine auch eine antibiotische Wirkung beschrieben, Lipopeptide des Genus Serratia
werden fur die Mobilitét dieser Bakterien mitverantwortlich gemacht [182, 183].

Ein Lichenysin aus Bacillus licheniformis ATCC 10716 konnte nicht isoliert werden, so dal3
Uber die Funktionalitdét des charakterisierten Biosynthese-Operons nachgedacht werden
mufl3. Auch andere "stille" Peptidsynthetase-Gene sind in Stammen des Genus Bacillus
bekannt [184, 185]. Untersuchungen zur Regulation der Lichenysin-Produktion in anderen
Bacillus licheniformis Stammen belegen eine starke Abhangigkeit von den
Kulturbedingungen [186]. Ebenso ist ein Verlust der Surfactant-Produktion wéhrend
wiederholter Rekultivierungen beobachtet worden [142]. Die transkriptionelle Kontrolle des
Lichenysin Biosynthese-Operons aus Bacillus licheniformis BNP29 scheint einer der Bacillus

subtilis verwandten ComA-Regulierung zu unterliegen [187].

6.2 Dipeptidsynthese an hybriden Peptidsynthetasen

Nichtribosomal produzierte Peptide haben wegen ihrer bioaktiven Fahigkeiten Interesse
erweckt, so dal3 eine gezielte Veranderung der modularen Struktur eines nichtribosomalen
Enzym-Templates, das Potential zur Darstellung modifizierter bioaktiver Peptide mit
veranderten Fahigkeiten tragt [59]. Zudem stellen Peptidsynthetasen verlockende
Instrumente zur Katalyse der Bildung von Peptidbindungen bereit [35]. Die Synthese von
Peptiden verlauft dabei gerichtet, sie kommt mit in der Natur verfiigbaren Substraten wie
Aminoséuren und ATP aus. In dieser Arbeit wurde versucht, die Darstellung von Dipeptiden

definierter Primérsequenz an nichtribosomalen Peptidsynthetasen-Templaten zu fihren.

6.2.1 Hybridenzyme - Ein Uberblick

Hybride Enzyme — also solche, die aus Elementen mehrerer Enzyme bestehen - kdnnen auf
verschiedene Weise dargestellt werden [188]: (a) Sind die strukturellen Determinanten einer
enzymatischen Eigenschaft bekannt, so kann die Ubertragung dieser Determinanten auf ein
zweites strukturell homologes Enzym zur Angleichung der enzymatischen Eigenschaften
fuhren. Oft sind wenige Punktmutationen genugend, um beispielsweise die Substratspezifitat
eines Enzyms zu konvertieren. Die rationale Ubertragung von an der Substratbindung
involvierter Reste in der A-Doméne von GrsA auf A-Domanen anderer Spezifitdt konnte
beispielsweise die Substratspezifitat in vorhersagbarer Weise verandern [71, 126]. (b)
Weitergehende Veranderungen eines Enzyms schlieRen den Austausch ganzer Sekundar-

und Tertiarstruktur-Motive ein. So konnte beispielsweise de Spezifitat des Trypsins durch
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den Austausch einer an der Substraterkennung beteiligten Peptidschlaufe geéandert werden,
so dal3 das hybride Enzym eine Spezifitdt auswies, die dem Chymotrypsin dhnlich war [189,
190]. Die Darstellung chimarer Doménen durch Fusion von homologen Proteinen im Bereich
hochkonservierter Sequenzmotive, ist auch in dieser Gruppe zu nennen [191]. (c) Handelt es
sich um Multidomanen-Enzyme, so kann der Austausch einer dieser Doméanen zur
Konvertierung einzelner katalytischer Fahigkeiten und damit des Gesamtprozesses des
Multidoméanen-Enzyms fuhren. Der Austausch funktioneller Doménen in an der
Signaltransduktion beteiligten Kinasen flihrte beispielsweise zur Reprogrammierung von
Signalkaskaden [192]. Auch die durch einen Modulaustausch in  modularen
Peptidsynthetasen induzierte Produktion von Peptiden abgeénderter Primarsequenz fallt in

diese Gruppe der Darstellung von Hybridenzymen [59].

Die Ergebnisse der Kapitel 5.2, 54 und 5.5 beschaftigen sich mit der Darstellung von
hybriden dimodularen Peptidsynthetasen, die Uber Doménenfusionen konstruiert wurden
(wie unter (c) beschrieben). Die Gliederung des Ergebnis-Teils in diese drei Unterkapitel
erfolgte, aufgrund unterschiedlicher Vorgaben an die Teilgebiete dieser Arbeit sowie
aufgrund methodischer Unterschiede zur Darstellung von Doméanenfusionen: Das Kapitel 5.2
steht ganz im Zeichen der Konstruktion eines Asp-Phe-spezifischen Enzym-Templates. Die
Kapitel 5.4 und 5.5 befassen sich mit der Etablierung eines Steck-Systems von
Peptidsynthetase-Domanen, wobei die Ergebnisse in Kapitel 5.4 die Etablierung eines in
trans-Systems, die in Kapitel 5.5 die eines in cis-Systems beschreiben. Der Diskussionsteil
soll dazu verwendet werden, die Ergebnisse der Kapitel 5.2 bis 5.5 zusammengestellt zu
bewerten, da sie das Prinzip der Domanenfusion zur Darstellung hybrider Peptidsynthetasen
verbindet.

Ein Ansatz, die Spezifitdtt einer A-Domane durch den Austausch eines
Tertiarstrukturbereiches zu verandern (die Mdglichkeit B zur Darstellung hybrider Enzyme)
fihrte dagegen nicht zu den erwarteten Ergebnissen (sie sind nicht Bestandteil dieser
Arbeit).

Der Versuch, die Aminosauresubstrat-Spezifitdt eines Moduls allein durch Punktmutationen
zu verandern (die Mdoglichkeit (a) zur Darstellung hybrider Enzyme), wurde nicht
unternommen, da zu erwarten war, dall die hohen Spezifitatskriterien fir die Darstellung

eines Asp-Phe-Templates dadurch nicht erreicht werden wiirden.
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6.2.2 Anwendung von Domanenfusionen zur Darstellung eines Asp-Phe-spezifischen

Enzym-Templates

Das Dipeptid a-Aspartyl-Phenylalanin, dient der Synthese des Zuckersubstituts a-Aspartyl-
Phenylalaninmethylsdureester (Aspartam?®) als Precursor und ist daher von groRem
industriellen Interesse.

Da die Natur ein nichtribosomales Enzym-Templat fir die Darstellung des Dipeptides Asp-
Phe nicht bereitstellt (oder dieses zumindest noch nicht identifiziert wurde), wurden hybride
Enzym-Template gewtnschter Funktionalitéat erzeugt. Dabei wurden mit dieser Arbeit zum
ersten Mal nichtribosomale Template determinierender Spezifitdt durch genetische
Manipulationen de novo erzeugt. Die biochemische Charakterisierung dieser artifiziellen
Enzym-Template wurde in vitro durch Untersuchung der katalytischen Einzelaktivitaten sowie

des Potentials zur Bildung von definierten Dipeptiden gefihrt.

6.2.2.1 Die Anforderungen an ein nichtribosomales Enzym-Templat fiir die Synthese eines
Dipeptides

Zur Darstellung dieses Dipeptides an einem nichtribosomalen Enzym-Templat wurde die
Domanenorganisation ATCATTe als ausreichend angesehen: so wird beispielsweise die
Synthese des Tripeptides d-Aminoadipyl-Cysteinyl-D-Valin (ACV) an einer Peptidsynthetase
der Domanenorganisation ATCATCATETe gefihrt [25, 193]. Die Verwendung einer
zusatzlichen N-terminalen C-Doméne, wie sie zum Beispiel im Surfactin-Biosynthesesystem
vorkommt [194], wurde nicht ins Auge gefal3t. Es wird vermutet, dal3 der Start der
Biosynthese des Surfactins tber einen anfanglichen Acylierungsschritt, der die Nterminale
C-Domaéne involviert, gefuhrt wird. Mit den Untersuchungen an dem verkirzten
nichtribosomalen Modellsystem GrsA/ProCAT konnte belegt werden, dal’ eine Nterminale
AT-Domaénenorganisation ausreichend zur Initiation der nichtribosomalen Peptidsynthese ist
[47]. Die Verwendung einer Cterminalen Te-Domane schien geeignet fur eine enzymatisch
katalysierte Produktabspaltung [109, 105]. Mit der Definition der Primérsequenz des zu
prozessierenden Dipeptides Asp-Phe war die Spezifitdt der beiden zu verwendenden Module
klar vorgegeben.

6.2.2.2 Die Definition von Domanengrenzen
Zur Darstellung von Asp-Phe-spezifischen Templaten wurden 3 Typen von
Domaéanenfusionen angewandt, die in Tabelle 6.2-1 zusammengestellt sind:
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Tab. 6.2-1: Zusammenstellung der verwendeten Doméanenfusionen

Doméanenfusion Anwendung
C-A zur Fusion der A-Doméne von TycA an die C-Doméne von SrfB3in 1.
A-T zur Fusion der T-Domane von SrfC beziehungsweise TycC6 an die A

Domane von TycA in Il beziehungsweise in IV.

T-Te zur Fusion der Te-Doméane von TycC6 an die T-Domane von TycA in V.
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Abb. 6.2-1 Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie der in Kapitel 5.2 beschriebenen dimodularen
Peptidsynthetasen:

Fusionsstellen sind jeweils durch ein Steck-Symbol bezeichnet. Oberhalb der Darstellungen jeweils die Proteinsequenz im
Bereich der Fusionsstelle. Verschiedene Graustufen stellen die Doménen dar. Die Nummerierung bezieht sich auf
benachbarte hochkonservierte core-Motive, so fiir das Protein Il auf core-Motiv A2 von TycA (L KAGGA), fur die Proteine
Ill, IV und V auf core T von SrfC bzw. TycC6 (LGGD S). Eine Fusion an den Positionen n/ n-2 kann als optimal gelten. Die
Proteine Il und V enthalten die 25 N-terminalen Aminosauren der E-Domane von TycA.

Zur Definition von Domanengrenzen wurde zum einen auf strukturelle Daten zuriickgegriffen:
so erlaubte ein Vergleich der Primarsequenzen von A-Domanen mit der der strukturell
aufgeklarten A-Doméne von GrsA [66], die Abschatzung des N und Gterminalen Endes
dieses Doméanentypes. Zum anderen erlaubte die Lokalisation von identifizierten
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hochkonservierten core-Motiven innerhalb von Doménen, eine ungefahre Abschatzung ihrer
Grenzen [22]. Fusionsstellen wurden durch Verwendung natirlicher
Restriktionsschnittstellen, die im Grenzbereich von Doméanen lokalisiert waren, eingeflgt. Die
systematische Definition von hybriden Peptidsynthetasen tber Domé&nenfusionen kann als
vorteilhaft angesehen werden. Die Darstellung von hybriden Enzymen Uber willkirlich
ausgewahlte Fusionsstellen innerhalb von Doménen (insbesondere solcher, die auf
hochkonservierten core-Sequenzen liegen), fiihrte zu unbefriedigenden Ergebnissen [129,
130]. Eine schematische Darstellung der konstruierten dimodularen Peptidsynthetasen findet
sich in Abb. 6.2-1.

6.2.2.3 Die enzymatische Aktivitat von Doméanen-fusionierten Peptidsynthetasen und die
Bildung des Dipeptides Asp-Phe

Als Grundvoraussetzung fir die selektive Darstellung eines Dipeptides Asp-Phe an einem
nichtribosomalen Enzym-Templat wurde die Spezifitdt des Templates angesehen. Daher
wurden anfangs die A-Domanen hochster Spezifitat fir Aspartat beziehungsweise
Phenylalanin durch Testen der katalytischen Fahigkeit der Adenylatbildung bestimmt. Die A
Doméne von SrfB2 wies eine spezifische Aktivierung von Aspartat, die von TycA [62, 195]
die hdchste Spezifitdt beziglich Phenylalanin auf. Es konnte belegt werden, dal3 die
Substrataktivierung der konstruierten dimodularen Asp-Phe-Template als eine Summe der
Substrataktivierungen an beiden Modulen verstanden werden kann. Fir das rekombinante
Protein | konnte durch Bestimmung der kinetischen Konstanten fur die Adenylierungsreaktion
gezeigt werden, daf} die Substrataffinititen im Bereich der fur natirliche Systeme
bestimmten Parameter liegen [168].

Generell beeintrachtigte die Einfiihrung von artifiziellen Doménenfusionen die Ldslichkeit der
heterolog in E. coli Gberproduzierten Proteine nicht. Verglichen mit dem nicht-hybriden
rekombinanten Protein | konnten alle darauf aufbauenden hybriden Proteine in
vergleichbaren Mengen pro Kulturansatz isoliert werden. Dies spricht zum einen fur eine
gunstige Wahl der Fusionsstellen. Dies unterstiitzt zudem die Hypothese der vermuteten
strukturellen und katalytischen Unabhéangigkeit von Peptidsynthetase-Doménen.

In den hybriden Asp-Phe-Templaten Ill und IV konnte durch Verwendung einer A-T-
Domanenfusion gezeigt werden, daf} eine heterologe Substratthiolierung, Uber die artifizielle
Domanenfusion hinweg, mdglich ist. In beide Proteine konnte auf die T-Doméne von SrfC
beziehungsweise TycC6, die im natirlichen Zusammenhang in der Thiolierung der
Substrataminoséure Leucin involviert sind, in gleichem Mal3e Phenylalanin geladen werden,
wie in das Vorlauferprotein I. Eine ausfuhrlichere Diskussion des Potentials von A-T-
Doménenfusionen findet sich in den Kapiteln 6.4 und 6.5.

Die Fahigkeit zur Produktbildung und -abspaltung der rekombinanten Enzymen | bis Il

konnte Aufschlufd tGber die Funktionalitéat der G, beziehungsweise der Te-Doméane geben:
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Dipeptide abgeleitet von der Spezifitdt der Module konnten sowohl fiir das nicht-hybride
Enzym-Templat | (Dipeptid Asp-Leu) als auch fur alle in dem Kapitel 5.2 beschriebenen
Template mit Asp-Phe-Spezifitat isoliert werden. Der Produktumsatz war allerdings gering
und konnte fiir Asp-Phe mit nur 0.05-0.08 min™ bestimmt werden. Fiir diese langsame
Produktbildung lassen sich Erklarungen finden. Zum einen wurde die GDomaéne, die die
Elongation der beiden Aminoséuren katalysiert, in den hybriden Asp-Phe-Templaten vor ein
Phenylalanin-aktivierendes Modul repositioniert. lhr wird damit in Akzeptorposition eine
unnattrliche Substrataminosaure angeboten (siehe Abb. 6.2-2). Auch die Konvertierung des
nativen Elongationsmoduls SrfB2 in ein Initiationsmodul kénnte die C-Doméne beeinflussen,
da damit auch das nattirliche Substrat der Donorposition (ein acyliertes Heptapeptid mit

Aspartat am carboxy-terminalen Ende) abgeandert wird.

eve

Die Konstruktion von hybriden Peptidsynthetasen setzt die Kondensationsdomane in ein nicht nattrliches Umfeld, so

Abb. 6.2-2 Kondensation nicht-kognater Substrataminosauren:

daf? artfremde Aminoséuren kondensiert werden missen. Links die Kondensationsreaktion von SrfB3 mit den
natirlichen Substraten, rechts die gleiche Kondensationsreaktion mit nichtkognaten Substrataminoséuren in dem
Hybrid |. FA= Fettsaure

Inzwischen war durch eine induzierte Fehlbeladung an der T-Domane von TycBl
beschrieben worden, dall C-Domanen eine relative Unspezifitst beziglich der
Donoraminoséaure aufweisen, wahrend auf der anderen Seite eine Ab&nderung der
Akzeptoraminosaure aber weniger toleriert wird [95]. In diesem Zusammenhang kann die
Fusion des Phenylalanin-aktivierenden Moduls von TycA an die CG-Doméne von SrfB3 (eine
Fusion, die die Substrataminosaure in Akzeptorposition verandert) als unvorteilhaft gelten.
Einen Hinweis Uber die Elongationsfahigkeit von verkirzten Donorsubstraten kdnnen die in
6.5 diskutierten Ergebnisse erbringen. Zwei Ergebnisse sprechen fiir eine Beeintréchtigung
der Elongation des Dipeptides Asp-Phe an den hybriden Enzym-Templaten: (a) eine
Produktabspaltungskinetik von den Enzymen Il und Il (vergleiche 5.2-19) fiihrt nicht zu
einem Ansteigen der Aspartat-Inkorporation, was auf eine intermediare Neu-Beladung des
Donormoduls héatte zugefuhrt werden kénnen. Die Elongationsreaktion zum Dipeptid Asp-
Phe scheint somit der geschwindigkeitsbestimmende Schritt zu sein. (b) die Produktmenge
an Asp-Phe, die gebildet wird, ist fir die Proteine Il und 11l im Rahmen der MelRungenauigkeit
als gleich zu bezeichnen. Das kann zum einen fir eine funktionelle Beeintrachtigung der Te-
Domane sprechen. Wahrscheinlicher ist, daf? die Te-Doméane schon die freie Aminoséure
Phenylalanin abspaltet (siehe 5.2-19B), bevor eine Elongation zum Dipeptid Asp-Phe
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stattgefunden hat. Auf diese Art wird dem Enzymkomplex ein Teil der bereits aktivierten
Akzeptoraminoséure entzogen, so dald effektiv die Fusion der Te-Domane nicht zu einem
beschleunigtem turn over fihrt. Auch der Austausch (Te-Doméne von TycC6
beziehungweise SrfC) oder die Art der Fusion der Te-Doméane (A-T versus T-Te-Fusion,
sieche Abb. 6.2.1) hatte keinen Effekt auf die Geschwindigkeit der Produktbildung. Eine
putative Substratspezifitat der Te-Domane wird in Kapitel 6.5 diskutiert. Dieses Kapitel gibt
ebenfalls Aufschlul®3 Uber die Mdglichkeit Asp-Phe-spezifische Template unter Verwendung
anderer Domanenfusionen — insbesondere solcher, die die beschriebene Spezifitat der C
Domane beachten — darzustellen.

Obwohl die Einzelreaktionen wie die Adenylierung und die Thiolierung einer hybriden
dimodularen Peptidsynthetase durch die Einfuhrung von artifiziellen Fusionen nicht
beeintrachtigt schienen, so ist doch an den Gesamtprozel3 einer nichtribosomalen Synthese
das Zusammenspiel mehrerer an dem Vorgang beteiligter Doméanen als Bedingung gestellt.
Dieses Zusammenspiel bedarf wahrscheinlich intensiver, den Prozeld beeinflussender

Domaéanen—Interaktionen, die unter 6.3 nédher diskutiert werden .

6.2.2.4 Die Etablierung eines Ko-Expressionssystems mit dem 4'-PPAN-Gen gsp

Die heterologe Uberproduktion von Peptidsynthetase-Modulen in ihrer holo-Form in E. coli
konnte Uberhaupt erst durch die Etablierung eines Ko-Expressionssystem mit einem 4'-
Phosphopantetheinyl-Transferase-Gen moglich gemacht werden [83]. 4'-
Phosphopantetheinyl-Transferasen sind CoA-abhéngige Enzyme, die einen invarianten
Serinrest, der Bestandteil von T-Domanen von Peptidsynthetasen ist, mit dem Ko-Faktor 4'-
Phosphopantethein modifizieren. Durch diese posttranslationale Modifikation werden
Peptidsynthetasen erst in ihre katalytisch aktive holo-Form tberfiihrt. Durch Klonierung des
4'-Phosphopantetheinyl-Transferase-Gens gsp des Gramicidin S Biosynthese-Systems in
das Expressionshelferplasmid pREP4 konnte eine Uberproduktion von Gsp erreicht werden.
Der Pool an Gsp fihrt dann in vivo zu einer posttranslationalen Modifikation von
Peptidsynthetasen; die Aufreinigung der rekombinanten Enzyme fiuhrt direkt zur Isolierung
der aktiven holo-Form. Die Funktionalitdt dieses Ko-Expressionssystems konnte durch einen
Vergleich des Substratthiolierungsvermdgens von rekombinanten Peptidsynthetasen, die in

M15 [pREP4] beziehungsweise in dem Ko-Expressionsstamm BL21lI DE3[pgsp]

Uberproduziert wurden, bewiesen werden.
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6.2.2.5 b-Asp-Phe

Die Prozessierung des Dipeptids Asp-Phe an den unter Kapitel 5.2 beschriebenen
dimodularen Peptidsynthetasen verlauft gerichtet. Nebenprodukte wie Asp-Asp, Phe-Phe
oder Phe-Asp konnten nicht in signifikanten Mengen nachgewiesen werden. Trotzdem zeigte
die massenspektrometrische Analyse von Reaktionsansétzen, dafld noch ein zweites Produkt
mit der Masse m/z+1 von 281,2 in einem konstanten Verhaltnis von etwa 20% bezogen auf
die Menge von Asp-Phe gebildet wurde. Ein Vergleich der massenspektrometrischen
Fragmentierungsmuster mit chemischen Standards zeigte, dal3 es sich bei diesem Produkt
um b-Asp-Phe handelte (vergleiche Abb. 5.2-21 und Anhang E). Die Strukturen von a- und
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b-Asp-Phe sind in Abb. 6.2-3 dargestellt.

Abb.6.2-3 Strukturen von a-Asp-Phe (links) und b-Asp-Phe (rechts)

Die Bildung von b-Asp-Phe durch die hybriden Peptidsynthetasen war unerwartet und fir die
Etablierung eines biotechnologischen Prozesses zur Darstellung von Asp-Phe nachteilig. So
kann b-Asp-Phe nicht als Vorstufe fur die Synthese von Aspartam dienen und muf3te deshalb
abgetrennt werden. Zudem wird die Ausbeute an a-Asp-Phe um den Anteil des b-
verknlpften Produktes reduziert.
Die nichtribosomale Peptidsynthese setzt die Aktivierung der Substrataminosauren als
Adenylate voraus. Folgende zwei Szenarien wurden entworfen, nach deren Mechanismen
die Synthese von b-Asp-Phe ablaufen kénnte:

die A-Doméane von SrfB2 diskriminiert nicht vollstandig die b-stdndige Carboxygruppe,

sondern aktiviert auch diese zu einer Rate von etwa 20 % bezogen auf die Rate der a-

Carboxy-Aktivierung (vergleiche Abb. 6.2.4). Dies ware eine der A-Domane inharente
Eigenschatft, die in einer gewissen Unspezifitdt begriindet wéare. Zu diesem Punkt kann man
einwenden, dal3 die A-Domé&ne von SrfB2 eine der selektivsten Substrataktivierungen
Uberhaupt aufweist und weder eine langere Seitenkette (dies entspricht der Aminosaure
Glutamat), eine umgepolte Ladung der Seitenkette (entsprechend der Aminoséure
Asparagin) noch eine p-konfigurierte Substrataminosaure Aspartat aktiviert. Insbesondere
die Tatsache, dall eine bD-konfigurierte Aminosdure Aspartat kein Substrat darstellt,
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widerspricht der Vermutung, daf} die b-standige Carboxygruppe eine Substratgruppe sein
konnte: Aspartat mufte "Kopf-uUber" in der Bindungstasche stecken, was zu einer
Konfigurationsumkehr am a-C-Atom fiihrt. Ebenso sollte man - ware die Aktivierung der b-

Carboxygruppe eine dem System eigene Eigenschaft — ein Surfactin-Analoga erwarten, das
eine b-Peptidbindung enthalt.

+
s
HOOC \/\|/OPO _3-Adenosin a-L-Aspartyladenylat
+
NH3 !
:
HOOC ~_A\ + AP ™
COOH <
L-Aspartat HOOC \/\“/ OPO _S—Adenosin b-L-Aspartyladenylat
N
NH3 0]

Abb. 6.2-4 Die Bildung von b-Asp-Phe ist Folge eineb-Carboxy-Adenylierung:
Um das a- zu b- Produktverhéltnis von Asp-Phe zu erklaren, betragt das Aktivierungsverhaltnis der a- und b- Carboxy-

Gruppe etwa 80 : 20 1

die Bildung eines b-Asp-Phe ist Folge eines Umlagerungsprozesses. In 6.2.2.3 wurde

argumentiert, daf? die Elongationsreaktion wahrscheinlich der langsamste Schritt der
Prozessierung eines Dipeptids Asp-Phe ist. Was passiert in der Zwischenzeit mit den als
Phosphatanhydrid (Stufe der Adenylierung) beziehungsweise als Thioester (Stufe der
Thiolierung) aktivierten Aminosauren? Phosphatester sowie Thiole stellen gute organische
Abgangsgruppen dar und so konnte der intramolekulare Angriff der b-Carboxylgruppe des
Aspartats zur Bildung eines intermediaren, funfgliedrigen Anhydrids (2-Amino-
Succinanhydrid) fuhren (vergleiche Abb 6.2-5). Dieses Anhydrid stellt selber eine reaktive
Verbindung dar, die — in Umkehrung der Hinreaktion — wiederum getffnet werden kann. Der
induktive Effekt der Aminogruppe erhoht in diesem Fall den elektrophilen Charakter der b-
sténdigen Carboxygruppe, so dald sich eine Produktverteilung a- zu b-substituiertem
Aspartat von ca. 70 : 30 ergibt. Tritt die intermediare Zwischenstufe des 2-Amino-
Succinanhydrids nicht mit Wasser in Kontakt, so daf3 keine Hydrolyse — und damit keine
Unterbrechung der Katalyse — erfolgt, so fuhrt ein verlangsamter Produktdurchsatz des
Enzyms zu einem vorgeschalteten Gleichgewicht, in dem sich a- zu b-substituierte Aspartate
stéandig umlagern. Schlie3lich bestimmt die Lage dieses Gleichgewichts das Verhéltnis der
a- zu b-Asp-Phe-Bildung mit. Greift diese Hypothese, so ist die b-Asp-Phe-Bildung keine
inhdrente Eigenschaft des enzymatischen Systems, sondern eine Folge der langsamen
Produktbildung. Zwei Grinde favorisieren diese Hypothese vor der in (1) genannten: das

Produktverhaltnis von 80 : 20 entspricht in etwa dem Verhaltnis einer nichtenzymatischen

! Hier wird die Vereinfachung gemacht, daf? a- und b- aktivierte Aspartate in gleichem Maf3e flir
downstream-Prozesse weiterverwendet werden.
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Offnung eines intermediaren 2Amino-Succinanhydrids. Desweiteren lieRe sich auf diese
Weise auch die im Vergleich zu anderen Aminosauren schlechten Thiolierungswerte von
Aspartat erklaren: eine teilweise Hydrolyse des intermedidren 2-Amino-Succinanhydrids
entzieht dem System standig einen Teil des aktivierten Precursors, die Thiolierungsrate
erscheint niedriger als sie wahrscheinlich in Wahrheit ist. Letzterer Punkt spricht zudem fur
eine 2-Amino-Succinanhydridbildung von der Stufe des Thioesters aus.

L-Aspartat
ks | Hydrolyse
000" ANH3" + Ccoor
WNH; Ky O_Qko ks NH
a-L-Aspartat o _r - _r o b-L-Aspartat
4'phosphopantetheinyliert ko ; Ky 4'phosphopantetheinyliert

H
H }1_0 H o

~00C
g:NH3+
(6]
a-L—AspartyI— H b4 -Aspartyl-
Phenylalanin o Phenylalanin
4'phosphopantetheinyliert 4'phosphopantetheinyliert
H
(0]
kpr =k Ky ko Kg» kg kg kq ko, k3 = kg kg Ky, ko, K« Ky, ks ke > kgks
" K a-Asp-Phe: b-Asp-Phe a-Asp-Phe: b-Asp-Phe a-Asp-Phe: b-Asp-Phe fuhrt zu niedriger
2 > K3 70:30 >70:30 <1000 100: 0 Thiolierungsrate

Abb. 6.2-5 Die Enstehung von b-Asp-Phe ist Folge eines Umlagerungsprozesses:

Eine verlangsamte Hongationsreaktion (k) laft einen kompetitiven Umlagerungsprozess (kq -k3) zu, in dem sich das
als Thioester gebundene Aspartatiiber ein cyclisches Anhydrid umlagert. Das beobachtete a- zu b- Produktverhéltnis
von Asp-Phe wére dann eine Folge des unterschiedlich nukleophilen Charakters der beiden Carboxy-Gruppen im
Anhydrid (k3: ko= 30: 70).

Die mechanistische Klarung des Phdnomens der b-Asp-Phe-Bildung ist eine wichtige offene

Frage. Studien zum Abfangen eines putativen intermediaren 2Amino-Succinanhydrids mit
einem starken Nukleophil (Hypothese 2) beziehungsweise Studien zum Nachweis der b-

Carboxy-Aktivierung durch spezifisches O-labeling (Hypothese 1) sind in Vorbereitung.

6.2.3 Uber die Steuerung der nichtribosomalen Peptidsynthese an modularen
Multidom&nen-Enzymen

6.2.3.1 Identifizierung von Interdomanen Linker-Regionen
Modulare Strukturen von Proteinklassen sind in der Natur weitverbreitet: neben den
metabolischen Prozessen der Synthese von Macrolid-Polyketiden [196] werden auch
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physiologische Prozesse wie Signaltransduktion und Transkriptionskontrolle durch Proteine
modularer Domanenstruktur bewerkstelligt. Auch Peptidsynthetasen weisen eine modulare
Struktur repititiver Doma&nenarrangements auf. Das Verstandnis der Funktion der einzelnen
Domanentypen wurde in den letzten Jahren betrachtlich erweitert durch die individuelle
biochemische Charakterisierung rekombinanter Proteinen-Doménen [41, 47, 60, 111, 197].
Jedoch kann die Charakterisierung von Einzelreaktionen der nichtribosomalen
Peptidsynthese nicht zum vollen Verstdndnis des Mechanismus des “intermediate
channeling” von einer katalytischen Domane zur nachsten und von einem Modul zum
nachsten beitragen. Spiegelt die Summe der individuellen Reaktionen wirklich die
enzymatische Komplexitdt von modularen Mulitdom&nen-Enzymen wie Peptidsynthetasen
wider? Was sind die Koordinatoren des Informationsflusses zwischen benachbarten
Modulen? Einzelne Domanen sind laut vorgeschlagenem Mechanismus an mehreren
Einzelreaktionen beteiligt: so hat jede T-Domane ein Aminosauresubstrat von der im N
Terminus liegenden A-Domaéane zu Gbernehmen und sie im folgenden unter Wechselwirkung
mit der im C-Terminus lokalisierten C-Domane weiterzureichen. Sind optionale Domanen wie
die E-Domane Bestandteil eines Moduls, so hat auch ein Kontakt mit dieser Doméane zu
erfolgen. Was programmiert die T-Doméne zur Ausfiihrung dieser verschiedenen Prozesse?
Im einzelnen wird sogenannten Linker-Regionen, die modulare Strukturen verbinden, eine
wichtige Rolle in der Bereitstellung von funktionellen Protein-Protein-Interaktionen
zugeschrieben [198, 199]. Linker-Regionen werden per Definition als kurze (etwa 5-15
Aminosaurereste lange) Abschnitte gemeinhin geringer Primarsequenz-Konservierung aber
wahrscheinlich ausgepragter Sekundarstruktur beschrieben. lhnen kommt zwar keine
katalytische Funktion zu, doch wirken sie als Adaptoren, die die Ausrichtung von
benachbarten katalytischen Doméanen definieren. Ein prominentes Sekundarstrukturmotiv
von Linkern der Src-Kinase Familie ist die Polyprolin-Helix, die als eine Art Scharnier,
Schalter-Bewegungen von Domanen forciert [200]. Inter-Peptid Linker-Regionen von
Polyketidsynthasen sollen sogenannte a-"coiled-coils"-Strukturmotive bilden [201]. Diese
werden als Mittel zur Induktion einer Hetero-Dimerbildung angesehen und sind — wie Studien
beweisen - deshalb essentielle Faktoren fur die Funktionalitat von Polyketidsynthasen [202].
Linkern wird auch eine Rolle als Kommunikator zugesprochen, die die Interaktion von
Domanen erst erméglicht. So ist die in trans Wechselwirkung von der Te-Domane des
DEBS-Systems offenbar nur schwach [203]. Eine analoge Vermutung lafdt sich aus den
Ergebnissen der Sektion des Peptidsynthetase-Moduls EntF schlie3en: hier waren die in
trans-Wechselwirkungen zwischen A- und T-Doméane auch nur schwach und fuhrten zu
einem Versagen der Thiolierungsreaktion [204]. Konsistent hiermit lassen sich System-
fremde Doménen durch die Fusion Uber Linker-Regionen in ein — dann artifizielles — System
einbinden [191, 202].
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Wie identifiziet man Linker-Regionen? Vergleichende Sequenzanalysen kdnnen
herangezogen werden, um die ungefahre Position von Doménengrenzen zu definieren.
Sequenzmotive, die zwar nicht wichtig fur die katalytische Funktion, aber dennoch essentiell
fur die korrekte Faltung von Domanen sind, liessen sich durch die Uberproduktion
rekombinanter, distinkter Protein-Domé&nen dentifizieren [28, 148]. So ist die Essentialitat
des N-terminalen Proteinabschnitts von A-Domanen fur die Ausbildung der globuléren
Struktur belegt [66]. Proteolytische Verdaue von Peptidsynthetasen helfen zusatzlich die
Domanengrenzen abzuschatzen [131]. Auf diese Weise konnte in dieser Arbeit die
Identifizierung von Linker-Regionen, die Peptidsynthetasen-Doméanen verbriicken,
vorgenommen werden (siehe Anhang C). Die identifizierten Linker-Regionen weisen — wie
erwartet - keine Primarstruktur-Konservierung auf und ihre Léange schwankt zwischen 6 und
13 Aminosauren. Die Linker-Region zwischen A- und T-Domé&nen wurde benutzt, um
artifizielle Fusionen zur Darstellung von Hybrid-Peptidsynthetasen herbeizufihren. Die
Fusionsstelle wurde dabei jeweils in den 3'-Bereich des fir die Linker-Region kodierenden
DNA-Abschnitt gelegt, das heif3t, Fusionen von Doménen enthalten die Linker-Region der N-
terminalen Domane [202]. Durch Einfihrung einer artifiziellen Restriktionsschnittstelle wurde
die zugehorige Proteinsequenz der Linker-Region an zwei Positionen verandert. Die
generelle Funktionalitat der hybriden Fusionsproteine schien, wie durch die Méglichkeit einer
heterologen Substratthiolierung bewiesen werden konnte, nicht beeintrachtigt zu sein.
Ebenso schien die Darstellung von Proteinen, die tber Linker-Regionen fusioniert wurden,
die Effizienz der katalytischen Einzelaktivitaten der nichtribosomalen Peptidsynthese nicht zu
beeinflussen. Dies spricht ebenfalls fir die rein strukturelle Bedeutung von Linker-Regionen.
Far Polyketidsynthasen konnte gezeigt werden, daf® Intra- und Interdomanen-Linker
zwischen ACP- und Ketosynthase-Domanen funktionsbedingte Unterschiede auch auf der
Basis der Primarsequenz aufweisen und dafRl fir die funktionelle Darstellung von
Interdoméanen-Fusionen, die Verwendung von Interdomanen-Linkern erforderlich ist [191,
202]. Die Untersuchung einer analogen Divergenz von Linker-Regionen zwischen T- und C-
Domanen von Peptidsynthetasen wird durch die Tatsache erschwert, dal3 die meisten N
terminalen C-Doménen auf eine E-Doméne folgen und - vice versa - die meisten internen C-
Domanen auf eine T-Doméne. Eine etwaig beobachtete Divergenz von Inter- und
Intradoméanen Linker-Regionen in Peptidsynthetasen konnte also noch andere Griinde
haben.

Die Identifizierung von Linker-Regionen erlaubte eine genauere Definition von
Domanengrenzen, die im folgenden benutzt wurde, um ein neues Stecksystem zur

Rekombination von Peptidsynthetase-Domé&nen zu etablieren.
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6.2.3.2 Protein-Protein-Interaktionen, die sich in der Primarsequenz von Doméanen wiederfinden
Wie gelingt nun die funktionelle Koordination einer Doméane mit ihnren Nachbardoménen? Die
Rolle von Linker-Regionen an der Ausrichtung von katalytischen Doménen zur
Gewabhrleistung mechanistischer Prozesse wurde beschrieben. Dennoch benutzen
Peptidsynthetasen variable Domanenorganisationen: so scheint die Verteilung verschiedener
Module auf eine oder mehrere Peptidketten eher willkirlichen Prinzipien zu gehorchen.
Ebenso kann der symmetrische repititive Aufbau von Modulen duch den Einschub von
optionalen Doménen wie E-Doménen unterbrochen werden. Wie adaptiert sich
beispielsweise ein Doménentyp wie die C-Domane an eine Nterminale-, beziehungsweise
intermolekulare Doméanenorganisation oder an den Einschub einer optionalen Doméne?

Im Zuge der Sequenzanalyse von ca. 50 C-Domanen aus verschiedenen Peptidsynthetasen
des Genus Bacillus konnte gezeigt werden, dald die beschriebene relative Heterogenitat
dieses Domanentypes (sie variiert zwischen 25 und 60%), in erster Linie die Folge einer
strukturellen Anpassung an unterschiedliche benachbarte Domé&nentypen ist (siehe dazu
Abb.6.2-6).

Sl B [ s Daull ~s, |
b
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6.2-6 Typische Formen der Lokalisation von Kondensationsdomanen in Peptidsynthetasen des Genus
Bacillus: a) intramolekulare Lokalisation zwischen PCP- und Adenylierungsdomane, b) intramolekulare Lokalisation
zwischen Epimerisierungs- und Adenylierungsdoméne, ¢) intermolekulare Organisation zwischen PCP- und

Adenylierungsdomane, d) intermolekulare Organisation zwischen Epimerisierungs- und Adenylierungsdomane.

So konnte gezeigt werden, dall C-Domanen, die im C-terminalen Bereich von
Elongationsdoménen zu finden sind, klar von denjenigen, die im C-terminalen Bereich von T-
Domanen liegen, zu unterscheiden sind und daher zwei Untergruppen von C-Doménen
darstellen. Auf der anderen Seite spiegelt sich die Unterscheidung zwischen internen und N-
terminalen C-Domanen nicht in ausgedehnten Primarsequenzunterschieden wieder, so dald
diese Unterschiede eher marginaler Art sind (vergleiche Anhang D).

Wie lal3t sich dieser Befund erklaren? Zum einen kann offenbar der "Aktionsradius" von
katalytischen Doméanen durch die Verknipfung Uber scharnier-artige Linker-Regionen
definiert erweitert werden. Zum anderen scheint ein Anteil der Information, der die Interaktion
verschiedener Doméanen steuert, ein inharenter Faktor der Doméanen selbst zu sein. Dieser
determiniert sich Gber die Primarsequenz und - daraus abgeleitet — vermutlich auch tber
eine veranderte Sekundar- und Tertiarstruktur der Domane.

Eine analoge Divergenz in der Primarstruktur der Gterminalen Hélfte von T-Doménen in
Abhéangigkeit der folgenden Doméane (C- oder E-Doméne) wurde identifiziert [80].
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Auf eine vermutete funktionelle Homologie von G und EDomanen ist bereits kurz in der
Einleitung eingegangen worden (siehe 2.2). Es konnte nun gezeigt werden, dal3 die
phylogenetische Distanz der zwei identifizierten Typen von Kondensationdoménen (siehe
Anhang D) untereinander kaum groR3er ist als die zu den E-Doménen. Es ist anzunehmen,
daf? C- und E-Doménen einen gemeinsamen evolutionaren Vorlaufer besitzen [21], und daf3
manche mechanistischen Prinzipien von G und Epimerisierungsreaktion gleich sind. Die
divergente Entwicklung von G- und E-Domanen ging wahrscheinlich mit der Duplikation der
zugehorigen genetischen Kopien einher.

Die Unterscheidbarkeit von Subformen an C-Doméanen in Abhéngigkeit der Lokalisation laf3t
vermuten, dafd multimodulare Peptidsynthetasen einst durch Rekombination und Duplikation
nicht einzelner Domdanen, sondern ein- oder mehrmodularer Domanenarrangements
entstanden sind (siehe Abb.6.2.7).

[ ST IS

6.2-7 Kondensationsdoméanen, Epimerisierungsdoméanen und Zyklisierungsdoméanen haben einen gemeinsan

Vorlaufer (a):  Vorschlag fur die Entstehung multimodularer Peptidsynthetasen aus etablierten Multidomanen-
Organisationen (b).

Die identifizierte Divergenz von GDomanen hat weitreichende Folgen fir kombinatorische
Ansatze zur Erzeugung artifizieller Peptidsynthetase-Template: so ist zu erwarten, daf3 die
artifizielle Fusion einer CG-Doméane an eine T-Domanen nur dann funktionell ist, wenn die C-
Domane auch im nativen Zusammenhang im C-Terminus einer T-Domane lag. Analoges gilt
fir die Fusionsstrategie einer C-Domane an eine E-Domane. C-Domanen scheinen
spezifisch die Konfiguration ihrer Substrate zu erkennen.

Die in dieser Arbeit dargestellten Hybridpeptidsynthetasen folgen diesen aufgestellten
Regeln.



Diskussion 103

6.2.4 Die Etablierung eines dimodularen in trans-Systems von hybriden Enzymen

6.2.4.1 Der EinfluB3 einer Hybridfusion auf die Funktionalitat einer Peptidsynthetase

In Abschnitt 5.4 wurde die Etablierung eines dimodularen in trans-Systems beschrieben, das
auf dem Modellsystem TycA/ProCAT aufbaut. Durch Austausch der nativen Initiations-A-
Doméne von TycA durch ein natives Elongationsmodul @hnlicher Spezifitat konnten zwei
Effekte untersucht werden: (a) wie die Repositionierung eines nativen Elongationsmodul in
die Initiationsposition die Fahigkeit des Systems, das Produkt DPhePro-DKP zu bilden
beeinflusst und (b) welchen EinfluR die Einfligung einer artifiziellen A-T-Fusion auf die
Substratthiolierung hat. Da auch das konstruierte hybride TycA-Derivat, VI, eine
Phenylalanin-abhangige Aktivierung zeigte, konnte die Thiolierungsreaktion vom Standpunkt
der Substrataminosaure als homolog bezeichnet werden.

Mit Hilfe der Konstruktion des hybriden TycA-Derivates VI konnte belegt werden, dai3 (a) die
Geschwindigkeit der Substratthiolierung durch Einfigung der A-T-Fusion in diesem Fall
beeintrachtigt wird, und daR (b) wahrscheinlich als Folge dieser verlangsamten
Substratthiolierung auch die Geschwindigkeit der Produktbildung von 1 min™® auf 0.3 min™
abnimmt. Es gibt keinen Hinweis, dafl3 die Substratthiolierung aufgrund der Repositionierung
des TycB2-Moduls verlangsamt wird (siehe dazu auch den Abschnitt 6.2.5). Es konnte
angenommen werden, dal3 die Spezifitdt der Substrathiolierung im Falle von TycA und
seinem Hybrid VI durch die Stéarke der vorgeschalteten Adenylierungsreaktion diktiert wird.
So findet sich die Phenylalanin-abhangige Adenylierungsreaktion von TycA in der
Phenylalanin-Thiolierung wieder, ebenso wie im Falle des hybriden Proteins VI, sich die
Tryptophan-Adenylierungsreaktion in der Tryptophan-Thiolierung ausdriickt. Daraus kann
gefolgert werden, dal3 die T-Doméane offensichtlich nicht zwischen diesen
Aminosauresubstraten selektiert (siehe auch Abschnitt 6.5).

Fur die Bildungsgeschwindigkeiten der Produkte bpPhe-Pro-DKP und DTrp-Pro-DKP sind
wahrscheinlich noch andere Faktoren als die Effizienz der Adenylierung oder der Thiolierung
verantwortlich. So kann vermutet werden, daf3 auch die Geschwindigkeit der Elongation und
der Produktabspaltung einen Einflu? auf die Produktbildungsrate hat.

Neben der Fahigkeit zur Bildung von D-konfigurierten DKPs wurde auch untersucht, ob
Nebenreaktionen, die zu anderen Produkten fihren, stattfanden. Interessanterweise konnte
unter Verwendung der Substrataminosaure Homo-Phenylalanin auch ein L-konfiguriertes
Homo-Phe-Pro-DKP  nachgewiesen werden. Das HPLC-MS-Diagramm, das den
Produktnachweis zeigt, ist in Abb. 6.2-8 dargestellt.
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\ DHomoPhePro-DKP Abb. 6.2-8 Identifizierung eines LHomo-Phe-Pro-DKP?
14000 g | \ HPLC-MS-Diagramm der Produktanalyse des Systems
= TycA/ProCAT inkubiert mit den Substrataminosauren
«C
120001 T LHomo-Phenylalanin und Prolin. Wahrend mit allen anderen
10000 getesteten Substrataminosauren nur ein Produktpeak
LHomoPhePro-DKP ? korrespondierend zu dem D-konfigurierten DKP identifiziert
8000 werden konnte, tritt mit Homo-Phenylalanin noch ein zweiter
6000 | Produktpeak gleicher Masse auf, der wahrscheinlich einem
\ L-konfiguriertem Homo-Phe-Pro-DKP entspricht.
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Neben den beschriebenen DKPs bildeten de Systeme TycA/ProCAT und VI/ProCAT auch
lineare Produkte wie L-konfiguriertes PhePhe und TrpTrp. Diese Dipeptide werden nicht an
dem dimodularen Enzym-Templat gebildet, da fir ihre Bildung nur die Anwesenheit von
TycA beziehungsweise VI notwendig ist. Vermutlich reichte die Adenylierung der
Substrataminosaure fir diesen Prozel3 aus: die aktivierte Carboxygruppe wurde daraufhin
von einer freien Aminosaure aus der Lésung unter Bildung eines Dipeptides abgefangen.

6.2.4-2 Die Erweiterung des Systems zur Darstellung hybrider TycA- und ProCAT-Derivate
Unter 5.4.3 wurde die Darstellung weitere hybrider TycA (analog zu VI) und ProCAT-
Derivate beschrieben, die durch A-T beziehungsweise C-A-Fusionen konstruiert wurden.

Diese hybriden Proteine wurden in Kombinationen von jeweils einem TycA- und einem

Tab. 6.2-3: Biochemische Charakterisierung von TycA und ProCAT-Hybriden
Reaktion

ATP-PP; Substrat- Epimeri- Produktbildung (in Assays, die TycA- und ProCAT-
thiolierung sierung Hybrid enthalten)

Protein rycanybrid)
Agacary-TE(tycn) (X) O O O - (lineare L-konfigurierte Dipeptide)
Acyec)-TEqyeay (VII) - - - -
Asisay TEayeny (VIID | (O - - -

A(TycBZ)'TE(TycA) (VI) O O O O (DKP-Bildung DPhePro, DTrpPro, auch lineare L-konfigurierte
. Dipeptide)
A(TchS)'TE(TycA) (IX) O - - ~ (lineare L-konfigurierte Dipeptide)

Proteinerocat-Hybrid)
C(TycBl)'A(TyCC5)T (Xl) O (@) ~ (lineare L-konfigurierte Dipeptide)

C(TycBl)'A(TycB3)T (X”) O O ~ (lineare L-konfigurierte Dipeptide)
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ProCAT-Hybrid in Produktbildungsreaktionen eingesetzt. Eine Bildung von Produkten, die
vollstandig an dem dimodularen Enzym-Templat gefuhrt worden ware, konnte in keinem der
untersuchten Falle nachgewiesen werden. Trotzdem bilden diese Ergebnisse einen
interessanten Einblick Uber die Faktoren, die eine Bildung von Produkten durch ein
dimodulares in trans-System bedingen. Diese Faktoren kénnen als vielschichtig identifiziert
werden. In tabellarischer Form sind fir die nachfolgende Diskussion relevante Punkte
aufgefihrt (Tab. 6.2-3).

(1) Die Adenylierungsreaktion schien nicht vollig unbeeinflusst von der Art der verwendeten
A-T-Doménenfusion zu sein. Die ADoméanen von TycC1 und SrfB2 sind bereits in aktiver
Form als distinkte rekombinante Proteine heterolog Uberproduziert worden [28]. In den
hybriden TycA-Derivaten VII und VIIi war eine Aminosdure-abhéangige ATP-PP;-
Austauschreaktion dagegen nicht, beziehungsweise nur sehr schwach zu beobachten. Eine
Beeintrachtigung der Adenylatbildung durch eine Manipulation variabler konformativer
Zustande ist beschrieben worden [131, 205] (siehe hierzu auch Kapitel 6.5). Sektion der A
Domane von EntF von der T-Doméne ging ebenfalls einher mit einer Reduktion der
Substrataffinitaten und katalytischen Adenylierungsaktivitat [204].

(2) Die Funktionalitat der A-T-Doméanenfusion ist nicht in allen untersuchten Fallen gegeben.
So konnte die Substrataminosdure Aspartat nicht als Thioester in das Protein VIII gebunden
werden. Auch der Transfer von Tyrosin auf die T-Doméne des Proteins IX erfolgte nicht. Ob
eine funktionelle A-T-Domanenfusion alleine durch die Verwendung einer Linker-Region
aufrechterhalten wird oder ob Faktoren, wie Protein-Protein-Wechselwirkungen eine weitere
Determinante fir die Funktionalitat darstellen, ist nicht bekannt. Ist letztere Uberlegung
richtig, so wirde sicherlich die Identitat der fusionierten ADoméne zu TycA (der nativen A
Domane) eine wesentliche Rolle fiir die Funktionalitat von artifiziellen A-T-Fusionen spielen.
Es gibt mehrere Beispiele in der Literatur, die eine Unféhigkeit einer in trans®-Beladung von
getrennten A- und T-Doménen zeigen [84, 85]. Interessanterweise ist eine solche
Inkompatibiltédt einer in trans-Beladung auch zwischen kunstlich getrennten homologen
Doméanen von EntF beobachtet worden [204]. Welche Faktoren die physiologische Funktion
und Spezifitdt von natirlichen in trans-Systemen wie die der ADoméanen von YbtE (siehe
Abb. 6.2-9) [16], MbtE [19] oder PchD [98] determiniert, ist nicht bekannt. Offenbar scheinen
bei natlrlichen in trans-Systemen die funktionelle Interaktionen aber nach anderen Regeln
gewabhrleistet zu sein als bei nattrlichen in cis-Systemen: so kdnnte der evolutionare Druck
einer notwendigen spezifischen Interaktion von A- und T-Doménen in cis nicht aufrecht

erhalten sein, da die kovalente Verbindung beider Domanen eine Verflugbarkeit der

% Der Begriff "in trans-Beladung" bezieht sich hier auf die Thiolierungsreaktion. Er ist somit nicht zu
verwechseln mit einer Dipeptidbildung in trans!
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Domanenpartner garantiert [204]. Hier ist wiederum auf die Rolle von Interdoméanen-Linkern
Zu verweisen (siehe hierzu Kapitel 6.3.1) [206].
a) b) c)

I i /\SH SH ‘7 SH SH SH
Abb. 6.2-9 Formen unterschiedlicher Thiolierungsreaktionen:
a) in trans-Thiolierung wie beispielsweise beobachtet zwischen den Proteinen MbtA/MbtB (Mycobactin-
Biosynthese, [19]), PchA/PchB (Pyochelin-Biosynthese, [98]) oder AcmA/AcmB (Actinomycin-Biosynthese, [207]);

b) in cis-Thiolierung wie gemein beobachtet in multimodularen Systemen; c) eine ungewdhnliche Form der incis-

Thiolierung wie beobachtet in der Biosynthese von Yersiniabactin (HMWPII, [118]).

(3) Weder unter Verwendung des nichthybriden Akzeptorproteins ProCAT noch der hybriden
ProCAT-Derivate XI und XIll konnte eine Bildung von Dipeptiden oder DKPs beobachtet
werden. Fur die hybriden Proteine X1 und XlI unterstreicht dies die inzwischen beschriebene
Intoleranz von C-Domaénen, nicht-natirliche Akzeptoraminosauren zu verknUpfen [95].
Erstaunlicherweise war aber auch in einer Produktbildungsreaktion mit dem TycA-Derivat X
und ProCAT kein erwartetes DKP blle-Pro zu detektieren. Elongationskinetiken dieses
Systems deuteten auf die Inkompatibilitat dieser beiden Proteine hin. Dieser Befund ist um
so erstaunlicher, da Herr Uwe Linne zeigen konnte, dald die Aminosaure Isoleucin an dem
hybriden Protein X nicht nur thioliert, sondern auch epimerisiert wird [103].

Uber die Griinde hierfiir kann nur spekuliert werden. Durch die Bildung eines hybriden
Enzym-Templates kommt es aber womoglich zu einer gestérten Quartarstruktur mit dem
Akzeptorprotein ProCAT, die eine funktionelle Kommunikation beider Proteine somit
unterbindet. Ginge man von der Uberlegung aus, daR Peptidsynthetasen als Homodimere
arbeiten [208], so konnte alternativ die Erklarung des Misslingens einer bdlle-Pro-DKP Bildung
auch in einer unterbrochenen Dimerbildung des hybriden Proteins X gesucht werden. Diese
Moglichkeit, fur die es noch keine experimentellen Beweise gibt, ist graphisch in Abb. 6.4-5

illustriert.
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g e

Homodimer-Bildung

Hybrid

keine funktionelle
Homodim er-Bildung

6.2-10 Arbeiten Peptidsynthetasen als Homodimere?

(A) Abgeleitet von der Erkenntnis, daf? modulare P olyketidsynthasen des Typs | funktionelle Homodimere bilden,
kann die Hypothese aufgestellt werden, dalR P eptidsynthetasen ebenfalls eine solche funktionelle Quartarstruktur
bilden. In dieser orientieren sich die Doménren eines Moduls in einer Kopf-Schwanz-Anordnung, wahrend die
Module selber eine Kopf/Kopf- Schwanz/Schwanz-Anordnung annehmen. Intermediate werden danach
wechselweise an beiden Proteinstrangen synthetisiert. (B) Die Darstellung von hybriden Modulen kann die
Homodimer-Bildung eines Moduls durch Stérung von Doméanen-Doménen-Kontakten beeinflussen, so dal? kein
funktioneller Synthese-Komplex formiertwird. Dargestellt als Puzzle-artige Box ist das Protein TycA (oben) und
ein TycA-Hybrid (unten).

Zusammenfassend kann behauptet werden, daf3 die Etablierung eines in trans-Systems von
hybriden Peptidsynthetasen das zusatzliche Risiko der Stérung einer Hetero-Quartarstruktur
in sich bergen konnte. Ermutigende Ergebnisse zur Darstellung von hybriden in cis-
Systemen (siehe Kapitel 5.2 und 5.5) zeigen, daf? die Ausbildung einer funktionellen
Domaéneninteraktion, die die Prozessierung von kurzen Peptiden dirigiert, durch eine

kovalente Fusion von Doméanen besser gewahrleistet ist.

6.2.5 Die Etablierung eines dimodularen in cis-Systems von hybriden Enzymen

6.5.1 Die de novo-Synthese von Dipeptiden an spezifischen nichtribosomalen Enzym-
Templaten

In Kapitel 5.5 wurde die Etablierung eines Stecksystems von Peptidsynthetase-Doménen
vorgestellt, das es erlaubte, durch in cis-Fusion dimodulare Enzym-Template definierter
Spezifitdit de novo darzustellen. Hierzu wurde von der Identifizierung von Linker-Regionen
profitiert, durch die eine systematische  Austauschbarkeit von  homologen
Domanenorganisationen moglich war. Die Doméanenfragmente, die zur Darstellung der in

Kapitel 5.4. und 5.5 beschriebenen Konstrukte benutzt wurden, sind durch die Verwendung
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von kompatiblen Restriktionsschnittstellen untereinander austauschbar; die
Klonierungsstrategie machte davon Gebrauch. Auch durch die Verwendung nur eines Typs
an Doméanenfusionen — die AT-Fusion — kdnnen so Template fir kurze Peptide beliebiger
Primarsequenz konstruiert werden (siehe Abb. 6.2-11). A-T-Fusionen wurden schon in
Kapitel 5.2 und 5.4 beschrieben und dienten zur Konstruktion des TycA-Derivates VI. Auch
die hybriden Asp-Phe-Template 11l und IV beinhalteten eine A-T-Fusion.

core T: 38 aa
516 EEKAEEDRTAGA ENEER NETEE K548 BacAl
938 RAILZKIEGs Ak T|k AlDRIVIN T T E L IH oklfo70 TycB1
1973 KAlL D klHeEckp A T|lcalARIVINI A TE VIS A KIE 2005 TycB2
5096 RsIEIAlD v T ML R|T T|ERVINER s Vv A RIE 5128 TycC5
6139 kK AllZ ki oospAa Tz rIERMVINER N A TIH 0 Q6171 TycCo
1] . |
Linker
A-Doméne ! ! T-Doméne

Abb. 6.2-11 Alignment der Aminosauresequenz im Bereich der Doménengrenzen von A- und T-Domaénen:
Die identifizierte Linker-Region zeichnet sich durch einen geringen Konservierungsgrad aus. Farbig dargestellt, die

Position der Fusionsstelle, deren Sequenz nach LQ (Einflhrung einer Pst I-Restriktionsschnittstelle, rot), bzw. nach VN
(Einfuhrung einer  Hpa I|-Restriktionsschnittstelle, griin) geandert wurde. Die Definition der Fusionsstelle 38
Aminoséure-Reste im N-Terminus von core T ermdglichte die Austauschbarkeit von homologen Doménen exakter
Grole.

Zahlen am linken und rechten Rand geben die Position innerhalb der Polypeptidkette an.

Drei dimodulare Peptidsynthetase-Template wurden durch Fusion von A und T-Domé&nen
dargestellt. Far alle drei Hybride konnte die Produktion von Dipeptiden entsprechend der
Spezifitdt und Anordnung der beiden Module nachgewiesen werden. Die
Produktbildungsrate lag im Bereich von 1 Molekil min® und damit in dem
GrolRenordnungsbereich, der auch fur natirliche Systeme vorgeschlagen wurde [209]. Diese
drei Hybride haben damit einen um mehr als eine GroRRenordnung beschleunigten
Produktdurchsatz als die in Kapitel 5.2 beschriebenen Asp-Phe-Template. Das Gelingen der
Konstruktion artifizieller Enzym-Template durch die Verwendung von AT Fusionen setzte
zwei Bedingungen voraus, deren prinzipielle Erfullung in dieser Arbeit zum ersten Mal belegt
werden konnte: erstens kann die funktionelle Interaktion von nicht-kognaten Partnern von A-
und T-Domanen durch die intermodulare in cis-Fusion beider Doméanen induziert werden
(siehe auch Kapitel 6.3.1). Zweitens bedingt das Gelingen einer heterologen Thiolierung
auch die prinzipielle Unspezifitat der T-Doméne bezliglich der zu beladenen Aminoséaure.
Durch Untersuchungen der Thiolierungsfahigkeit von Aminoséuresubstratanaloga konnte

eine relative Substrat-Toleranz von T-Domanen angenommen werden [118].
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Abb. 6.2-12 Schematische Darstellung der

Klonierungsstrategie von dimodularen
Peptidsynthetasenin cis:
Pst | Hpa | Fusionsstellen sind jeweils durch ein Steck-Symbol
417 38 411 38

[EEDIRTAGALQ DIADn =1 [NEEE GKPATYNE bezeichnet. Oberhalb der Darstellungen jeweils die
Proteinsequenz im Bereich der Fusionsstelle. Siehe

I rhe 13 | dazu auch Abb. 6.2-11

—bacAt— ' tycB1-2 "tycC6*

XV

Die biochemische Charakterisierung dieser hybriden dimodularen Enzym-Template konnte
einen Einblick geben, welche Faktoren die Produktbildung an artifiziellen Peptidsynthetasen
beeinflussen.

Aufgrund der gemachten Beobachtung, dal? CG-Domanen eine deutliche Toleranz fur nicht-
kognate Aminoséuren der Donorposition besitzen [95], wurde in dem in Kapitel 5.5
beschriebenen System die C-Doméane des Akzeptormoduls verwendet. Diese MalRhahme ist
vermutlich als der Hauptgrund fur den besseren turn-over der hier beschriebenen Enzym-
Template im Vergleich zu den Asp-Phe-Templaten des Kapitels 5.2 anzusehen. Die Vorgabe
der Verwendung von C-Domanen der Akzeptormodule in hybriden Templaten Iaf3t zwei Arten
von Doménenfusionen zu (siehe Abb. 6.5-2): die eine verwendet T-C Fusionen und ist somit
— definiert man ein Modul als eine Domé&nenanordnung von CAT — als intermodulare Fusion
zu bezeichnen. Die andere — intramodulare — Fusion fugt die hybride Stelle zwischen A- und
T-Doméane ein. A-T Fusionen wurden in dieser Arbeit als vorteilhaft gegeniber von T-C
Fusionen angesehen, da die Funktionalitdt dieser Hybridstelle durch die Féhigkeit die
Substrataminosdure als Thioester zu binden, einfach experimentell Gberprift werden kann.
Die Funktionalitat von artifiziellen T-C Fusionen kann dagegen nicht unmittelbar untersucht
werden, da kein direkter Assay zur Beobachtung der Kondensationsreaktion zur Verfugung
steht.
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6.2-13 Schematische Darstellung von Doméanenfusionen, bei denen die Kondensationsdoméne des

Akzeptormoduls verwendet wird:inks, eine intramodulare A-T-Fusion; rechts, eine intermodulare T-C-Fusion.

Mit der Darstellung von funktionellen TycA-Hybriden und der Asp-Phe-Template Il und IV,
die A-T Fusionen verwendeten, konnte vermutet werden, daR die heterologe
Substratthiolierung offenbar maf3geblich eine Funktion der Spezifitdt der vorgeschalteten A
Domane ist (siehe dazu Abb. 6.5-3). Diese Hypothese konnte nun mit der Charakterisierung
der in Kapitel 5.5 beschriebenen dimodularen Hybriden weiter unterstiitzt werden. So ist
insbesondere ein Vergleich der Thiolierung aromatischer Aminosauren in den Proteine XIV
und XV interessant. Die Adenylierung von aromatischen Aminosauren erfolgt in beiden
Proteinen durch das selbe Modul (TycB2), die Substratthiolierung involviert aber die
Doménenfusion uind somit unterschiedliche T-Domanen (TycC5 beziehungsweise TycC6).
So offenbaren sich Unterschiede in der Spezifitdt der Substrathiolierung: in XIV ist die
Tryptophan-Thiolierung auf die T-Doméne von TycC5 sehr effizient, wahrend die Thiolierung
von Phenylalanin langsam verlduft und auf einem niedrigem Niveau verbleibt. Die
Substratthiolierung auf die T-Domane von TycC6 in XV scheint weniger restriktiv: Tryptophan
und Phenylalanin, aber auch Tyrosin zeigen eine signifikante Thiolierungsreaktion. Ob man
aus diesen Daten auf eine Selektivitdit von T-Domanen schlieRen kann, ist fragwuirdig.
Offenbar gibt es aber noch andere Faktoren als die Effizienz der Adenylierung, die die
Substratthiolierung beeinflussen: so zeigen einige AT Fusionen von TycA-Hybriden (siehe
5.4.3), dal3 eine artifizielle Fusion eine heterologe Substratthiolierung ganz unterbinden
kann. Auch die Thiolierungskinetiken der Aminosauren Leucin und Isoleucin in dem hybriden
Enzym XV lassen eine Beeintrdchtigung der Substratthiolierung erkennen. Es ist aber
festzustellen, dal3 die ATP-PP;-Austauschreaktion kein direktes Mal3 fur die Adenylatbildung
ist; sie beobachtet die Rickreaktion, in der Aminosaure und ATP riickgebildet werden [205,
118]. Auch die unterschiedliche Stabilitdt von Adenylaten als Funktion einer Hydrolyse-
Zuganglichkeit ist beschrieben worden [131]. Eine direkte Reflexion des Aktivitatsmusters
der ATP-PP-Austauschreaktion auf die Spezifitdt der Thiolierungsreaktion kann somit
triigerisch sein.

In diesem Zusammenhang war es erstaunlich festzustellen, dal auch die kinetischen
Konstanten einer Adenylierungsreaktion einem EinfluR der benachbarten Doménen
unterliegen. Durch die Bestimmung von Konstanten fir die Aminoséuresubstrataffinitdten
konnte die Beobachtung untermauert werden, daf3 die Proteine XIV und XV ein
unterschiedliches Aktivitatsmuster von aromatischen Aminosauren aufwiesen, obwohl in
beiden Fallen diese Aktivierung auf das selbe Modul (TycB2) zurtickzufihren war. Offenbar
wird die definierte katalytische Aktivitat einer ADoméne durch Nachbardomanen moduliert

[131]. Es gibt Daten, die belegen, daf® die Thiolierungsreaktion einen Einflul auf die
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kinetischen Parameter der ihr vorgeschalteten Adenylierung hat. So induziert eine
Thiolierungsreaktion die Hydrolyse von Adenylaten [118]. Auch der EinfluR des
"Herauslosens" einer katalytischen Doméane aus einem umfassenderen Multidomanen-
Komplex sollte beachtet werden. Die Reduktion der katalytischen Fahigkeiten der A-Doméne
von EntF nach der Sektion von der nativen Thiolierunsdomane ist beschrieben worden [204].
Durch die Konstruktion der Enzym-Template XIII, XIV und XV konnte die jingst gemachte
Aussage untermauert werden, dal3 die verwendete Te-Domane von TycC6 kinstlich
verkirzte Dipeptide von den Enzym-Templaten abspaltet. Untersuchungen an artifiziellen
Templaten, die eine Repositionierung des terminierenden Moduls der Tyrocidin Synthetase
C beinhalteten, belegen mittlerweile eindeutig die Rolle der Te-Domé&ne an der Termination
von Peptiden [110]. Diese Ergebnisse komplementierten die in vivo-Untersuchungen zur
Darstellung verkirzter Surfactin-Analoga durch die Repositionierung der Te-Doméane von
SrfC [109]. Mit der Darstellung des Dipeptides lle-Phe durch das Enzym-Templat XV erfolgte
die Termination eines in Donor- und Akzeptorposition veranderten Dipeptides.

Nach einem vorgeschlagenen Mechanismus vollzieht sich die Termination der
nichtribosomalen Peptidsynthese nach der Ubertragung der naszierenden Peptidkette von
der T-Doméane des letzten Moduls auf einen hochkonserviertes Serinrest der Thioesterase-
Domaéane [111]. Dieser Rest wird als Teil einer katalytischen Triade angesehen [108]. Te-
Doméanen von Peptidsynthetasen katalysieren Produktabspaltungen, die zu linearen oder
zyklischen Produkten fuhren [22]. Die Te-Domane des Tyrocidinsystems fuihrt beispielsweise
eine Zyklisierung unter Involvierung des NTerminus des Dekapeptids Tyrocidin durch, ist
diesbezlglich also als Zyklase zu bezeichnen. Die Abspaltung linearer Dipeptide von den
hier beschriebenen hybriden Enzym-Templaten vollzieht sich nach einem nukleophilen
Angriff eines H,O-Molekuls. Offenbar besitzt die benutzte Te-Doméane von TycC6 sowohl
eine betrachtliche Toleranz bezlglich der Art und Lange des zu spaltenden Peptides als
auch fur die Art des die Termination verursachenden Nukleophils [117]. Studien zur
Spezifitdit der homologen Te-Domane aus der Polyketidsynthase DEBS Il bezuglich
artifizieller Polyketid-SNACs belegten, dal3 in diesem Fall eine deutliche Diskriminierung von
Substraten nach der Lange und nach der Konfiguration der letzten Extender-Einheit besteht
[203, 210]. Diese Te-Domane besal in diesen Assays keine Zyklase-Aktivitét.

Die Selektivitat der Thiolierungsreaktionen bezulglich einiger Aminosduren spiegelt sich in
der Produktbildung wider. So ist das Dipeptid, das mit der hochsten Rate von dem Protein
XIV gebildet wird (Trp-Leu) dasjenige, dessen Substrataminoséduren am schnellsten thioliert
werden. Analoges kann fir das Protein Xlll, das das Dipeptid lle-Leu mit der hdchsten Rate
produziert, gefolgert werden. Eine Ausnahme stellt das beziiglich der Dipeptidbildung sehr
selektive Enzym-Templat XV dar. Hier wird das Dipeptid lle-Trp nur mit marginaler

Geschwindigkeit gebildet, obwohl die Thiolierung der Substrataminosaure Tryptophan
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schnell verlauft. Durch Produktabspaltungskinetiken und einer Thioesterspaltung von
enzymgebundenen Intermediaten konnte belegt werden, dal die Kondensationsreaktion der
Akzeptoraminosaure Tryptophan vergleichsweise langsam verlauft. In diesem Falle konnte
die Selektivitit der Kondensationdoméne von TycB2 eine Beteiigung an der

Produktverteilung nichtribosomaler Peptide zukommen.

Templat xy B  Produkt des Templates xy
Effizienz und Spezifitat Restriktive
der ATP-PP - Selektivitaten der
Austauschreaktion Thioesterasedoméne
Grad der Restriktive
Aminosauresubstrat — Selektivitaten der
-Thiolierung Kondensationsdoméane

6.2-14 Zusammenstellung méglicher Faktoren, die die Spezifitdt und Effizienz einer Produktbildung eines
nichtribosomalen Templates bedingen kdnnen:
Durch die Darstellung hybrider Template unterliegen die Faktoren wahrscheinlich einer weiteren Beeinflussung .

Es konnten keine Dipeptide mit D-konfigurierten Aminosauren an den hybriden Enzym-
Templaten prozessiert werden. Produktabspaltungkinetiken des Proteins XIV belegen
eindeutig, daf? keine Kondensationsreaktion mit der Akzeptoraminosaure D-Phe stattfindet.
Die Selektivitat von C-Doméanen beziglich der Konfiguration von Substrataminoséauren findet
sich auch in den Ergebnissen der DKP-Bildung durch das System TycA/ProCAT [47, 95,
211].

Das hybride Protein XIV verwendet mit der A-Domane von TycB2 ein natives
Elongationsmodul zur Initiation. Das Initiationsvermdgen schien dadurch nicht beeintrachtigt:
das von diesem Protein prozessierte Dipeptid Trp-Leu ist mit einer Geschwindigkeit von 2.1
min™ dasjenige, das mit der héchsten turn over-Rate von allen in dieser Arbeit untersuchten

Systemen gebildet wird.

6.2.5.2 Eine Ausweitung des Systems von A-T-fusionierten in cis-Enzym-Templaten

Die Identifizierung von Linker-Regionen erlaubte die Etablierung eines Stecksystems zur
Konstruktion von Domanen-fusionierten nichtribosomalen Enzym-Templaten. Das
Stecksystem basiert auf genetischer Ebene auf der Verwendung von kinstlich erzeugten
Restriktionsschnittstellen. Das Konstrukt pApacan-TCAwyce2)-T T€uycce) ISt dabei als Prototyp
anzusehen, da es durch jeweils einen Klonierungsschritt gelingt, die fur die Spezifitat der
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Module kodierenden Bereiche zu entfernen und durch solche anderer Spezifitat zu ersetzen.
Auf diese Weise lassen sich potentiell also beliebige Enzym-Template durch Fusion zweier
Module mit der Spezifitait A und B konstruieren (siehe Abb. 6.2-15). Durch Insertion einer
dimodularen Domanenorganisation TCATCA kann theoretisch das System auf die
Darstellung trimodularer Template ausgeweitet werden, obwohl sicherlich der in vitro
Charakterisierung solch riesiger rekombinanter Enzyme Grenzen gesetzt sind.

Dipeptid

“As, NN Asp B AR

Abb. 6.2-15 Darstellung von Enzymtemplaten beliebiger Spezifitat A-B durch ein Steck-System

Inhalt des Kapitels 5.2 war die Konstruktion eines spezifischen dimodularen Enzym-
Templates zur Darstellung des Dipeptides Asp-Phe. In diesem Zusammenhang wurde zum
ersten Mal, die Konstruktion einer nichtribosomalen Peptidsynthetase aus der Auswahl als
geeignet angesehener Bausteine beschrieben, die die de novo Synthese eines Peptides
definierter Sequenz dirigierte. Verglichen mit der Produktbildungsrate der in Kapitel 5.5
beschriebenen dimodularen Hybrid-Peptidsynthetasen war die der in 5.2 dargestellten
Systeme um mehr als eine GréRRenordnung erniedrigt (zu maoglichen Erklarungen, siehe
6.2.5.1). Es wurden nun nach Art des Stecksystems von Kapitel 5.5 zwei Enzym-Template
der Spezifitat Asp-Phe konstruiert. Eine schematische Darstellung der Klonierungsstrategie
findet sich in Abb. 6.2-16 (siehe Anhang B). Die Expression der beiden Enzym-Template
PAsie2)- TCAtycB2) T T€1yccey UND PApacca)-TCAtyce2)- T T€¢yccsy SOWIE die Uberproduktion und
Reinigung der zugehorigen rekombinanten dimodularen Peptidsynthetasen Asiez)-TCATyca2)-
TTeryecs) (XVI) und Agaccay-TCATyea2)-T T€rycce) (XVII) erfolgte wie bereits beschrieben.

Die biochemische Charakterisierung der Proteine ergab, dal3 keine signifikante
Thiolierungsreaktion der Substrataminosdure Aspartat zu erreichen war. Dies
komplementiert in gewissem Sinne die in 5.4.3 beschriebene Beobachtung, dal3 auch die
Thiolierung von Aspartat in einem hybriden TycA-Derivat nicht erreicht werden konnte. Die
Produktbildung eines Asp-Phe-Dipeptides war daher mit den Konstrukten XVI und XVII nicht
zu beobachten. Ob die Griinde fir die offenbare Inkompatibilitt der Fusion von Aspartat-
aktivierenden ADoméanen an heterologe T-Domé&nen wirklich in einer gestérten Doméanen-
Domaneninteraktion liegen, ist fraglich. Der Befund kénnte auch in Zusammenhang mit der
in 6.2.2.5 gemachten Hypothese eines Umlagerungsprozesses von als Thioester-
gebundenen Aspartaten stehen: eine gestdrte Domanen-Domé&neninteraktion von A und T-

Doméane, die durch eine artifiziele Domdanenfusion hervorgerufen wird, konnte
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4F;S|t ég ZFI’aSL Abb. 6.2-16 Asp-Phe-spezifische Template in cis
[RYREBRTAGALQ DENIET] [RAMEEEGKPATYNE[@MZV:vY  durch A-T-Fusionen:
‘ ’ Die Klonierungsstrategie von Kapitel 5.4 wurde
ausgenutzt, um zwei hybride Template zur
—bacAl — * tycB1-2 " tycCh Darstellung des Dipeptides Asp-Phe zu konstruieren.
XV

' y

Pst | Pstl
40| 38 43Isss
NALPKPN SXSCCERe S ivARTES| FALPE PQERel AVARTIE
[ Asp JINEE  Phe —Asp SN  Phe AL
srfB2 tycB1-2 -tyc C6 bacth tycB1-2 ~tycC6
XVI XVII

zu einer gesteigerten Hydrolyseempfindlichkeit des Thioesters fiihren. Diese kompetiert mit
einer nachfolgenden Kondensationsreaktion und fuhrt zu einem Versagen einer
Produktbildung. Dem System wirde so fortlaufend der Precursor entzogen und es ware
keine effektive Thiolierung zu beobachten.

6.2.6 Manipulationen an Peptidsynthetasen: Eine zusammenfassende Betrachtung
Aus den dargestellten Ergebnissen lassen sich zusammenfassend folgende Regeln ableiten,
nach denen Manipulationen an Peptidsynthetasen durchzufiihren sind:

(1) Doméanenfusionen stellen ein geeignetes Mittel zur Rekombination der katalytischen
Aktivitaten von Peptidsynthetasen dar. Domanenfusionen beeintrachtigen — wird die
Fusion innerhalb der Doméanengrenzen eingefiigt — nicht die katalytische Aktivitat von
Einzeldoméanen wie die der A- oder T-Domaéne.

(2) Die Identifizierung von Linker-Regionen erlaubte die exakte Definition von
Domanengrenzen und damit eine Mdoglichkeit, Peptidsynthetase-Doménen in einem
Steck-System in exakter Grof3e austauschbar zu rekombinieren.

(3) Die in cis-Domanenfusion zu einem artifiziellen, dimodularen Enzym-Templat erlaubt das
Prozessieren von Dipeptiden entsprechend der Spezifitat der Module. Die Ergebnisse
dieser Arbeit lassen die Verwendung eines in cis-Systems als vorteilhaft gegentiber der
eines in trans-Systems erkennen.

(4) Zusatzliche restriktive Spezifitaten von Peptidsynthetase-Doméanen kdnnen das
Prozessieren von Produkten an einem hybriden Enzym-Templat erschweren: so konnte

die Beobachtung untermauert werden, dal3 die Erkennung der Akzeptoraminosaure
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durch eine C-Domane restriktiv ist. In hybriden Peptidsynthetasen sollte daher die G
Doméane des Akzeptormoduls verwendet werden.

(5) Der Mechanismus der Initiation der nichtribosomalen Peptidsynthese wird durch die
Domanenorganisation allein determiniert: die Nterminale Domé&nenorganisation AT hat
generell das Potential, die Peptidsynthese zu initiieren.

(6) Die Termination der nichtribosomalen Peptidsynthese wird durch die Verwendung einer
Te-Doméane gewabhrleistet. Diese Domane besitzt eine breite Toleranz gegenuber nicht-
kognaten Peptid-Substraten und kann somit durch Repositionierung funktionell
verwendet werden.

(7) Die Anwendung der hier zusammengestellten Regeln erlaubt das de novo-Design von
Enzym-Templaten der nichtribosomalen Peptidsynthese an denen kurze Peptide

definierter Primarsequenz produziert werden kénnen.

6.3 Ein System zur Expression von Peptidsynthetase-Genen in einem

homologen Wirt

In Kapitel 5.5 wurde die Etablierung eines Vektor-Systems beschrieben, das es erlaubte
rekombinante Peptidsynthetasen in einem Bacillus-Wirt Uberzuproduzieren. Dieses System
macht Gebrauch von dem von Frau Katrin Eppelmann konstruierten Bacillus subtilis Stamm
KE30 [171], der eine Deletion des Surfactin-Biosynthese-Operons [55] tragt. Da dieser
Stamm damit kein Produzent eines nichtribosomalen Peptids mehr ist, ist er diesbeziglich
als clean-strain zu bezeichnen [184, 212, 213]. Er erlaubt insbesondere die Re-Integration
neuer rekombinanter Gene, die fir Peptidsynthetasen kodieren, ohne eine ungewlnschte
Rekombination mit dem System-inh&renten srfA-Operon zu befiirchten. Die Expression von
Peptidsynthetase-Genen in einem ehemals natirlichen Produzent nichtribosomaler Peptide
kann vorteilhaft sein: so ist die Uberproduktion von multimodularen rekombinanten
Peptidsynthetasen in E. coli als problematisch bezlglich einer unkorrekten Faltung
beschrieben worden, die die Ko-Expression mit einem Chaperon bedingte [129]. Bacillus
subtilis besitzt mindestens eine Peptidsynthetasen-spezifische 4'-PPAN-Transferase [81, 83]
und es konnte belegt werden, daR die Uberproduktion einer rekombinanten Peptidsynthetase
zur Darstellung der holo-Form fiihrt. Zudem ist die Expression von Bacillus-Genen in einem
homologen Wirt aufgrund eines verwandten Codon-Gebrauchs als vorteilhaft zu bezeichnen.
Das in dieser Arbeit vorgestellte Bacillus-Expressionssystem der Vektoren pSD193 und
pSD270 stellt eine Komplementation des in der Arbeitsgruppe vielfach genutzten E. coli
pQE-Systems dar, da es durch die Verwendung eines in Bacillus und E. coli gleichermal3en
funktionellen Operator-Promotor-Systems, die Verwendbarkeit des Expressionssystems
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erweitert. Auch die Verwendung einer zu den E. coli pQE-Vektoren kompatiblen MCS erlaubt
die Austauschbarkeit bereits in pQE-Vektoren klonierter rekombinanter Gene.

Die Etablierung eines homologen Expressionsstammes fur Peptidsynthetase-Gene kann
schlie3lich — stehen entsprechende Extraktions- und Nachweismethoden zur Verfugung —
zur Produktion von nichtribosomalen Peptiden in vivo fuhren [86]. Dieser methodische
Ansatz ist bereits erfolgreich benutzt worden, um rational veranderte Polyketide zu
produzieren [214].
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Anhang

Anhang A: Terminologie fur Hybridsynthetasen, Definition von Modulen und

Doméanen

Peptidsynthetase-Doméanen werden in dieser Arbeit bezeichnet mit Ein-Buchstaben-

Abkirzungen: Adenylierungsdomane = ADoméne, Kondensationsdoméne = C-Domane etc.
Thiolierungsdomanen werden auch als PCP-Doméanen bezeichnet.

Als ein Modul wird die Domanenabfolge CAT bezeichnet. Ein Initiationsmodul wird als AT,

ein Terminationsmodul wird als CATTe definiert.

Fir die Bezeichnung von hybriden Peptidsynthetasen, die durch Fusion von Doménen
hervorgegangen sind, wurde folgende Nomenklatur verwendet:
Domanen oder Doméanenabfolgen aus einem naturlichen Arrangement werden in eckige
Klammern [] gesetzt.
Die Herkunft dieser Doméne oder Doménenabfolge ist als Prefix in eckigen Klammern
beigefugt, z.B. 1yca
Fusionsstellen werden durch Striche — bezeichnet.
Es wird die Ein-Buchstaben-Abklrzung fir Domanen verwendet.
Die Aminosauresubstratspezifitat wird, abgeleitet von der Primarstruktur eines
nichtribosomalen Peptids, als Prefix der A-Doméane angehangt, z.B. Appe.

Die hybride Peptidsynthetase [Aielgacany-[TCApheltyca2)-[TTE](Tyccsy beSteht somit aus drei
Teilen (BacAl, TycB2 und TycC6), die Uber zwei Fusionsstellen — jeweils zwischen A- und T-

Doméane - zusammengefugt sind. Die wahrscheinliche Spezifitdt dieser dimodularen
Peptidsynthetase ist lle-Phe.

Aufgrund der Definition eines Moduls als CAT gelten AT und GA-Domanenfusionen als
intramodulare Fusionen, T-C-Fusionen stellen hiernach intermodulare Doméanenfusionen

dar.

Um den Textflul3 nicht zu sehr zu stéren, werden rekombinante Peptidsynthetasen nach ihrer
ersten Erwahnung im Text mit einer romischen Ziffer bezeichnet. Zugehoérige genetische
Konstrukte sollen weiter durch die oben beschriebene Nomenklatur wiedergegeben werden.
Ebenso wird diese Nomenklatur in Uberschriften weiterverwendet. Eine Auflistung, die eine
Zuordnung der romischen Ziffern erlaubt, soll hier gegeben werden:
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Tab.

Peptidsynthetasen

7.1 Abkurzungen fur die rekombinanten, in dieser Arbeit dargestellten

I
Il
I
v
\Y

Vi
Vi
Vil

Xl
Xl

Xl
X1V
XV

XVII

[Aasp TCALe T](siB2-3)

[Ansp T Cl(srig2)-[Apne T (tyca)

[Ansp T Clisrisz)-[Apnel rycay-[TTe€] (sric)
[Aasp T Cl(srig2)-[Apnel (rycay-[ TT€] (ryccs)
[AaspT Clisriz2)-[Apne Tl ryea)-[T€] (ryccs)

[Aehe] (rycs2)-[TE] ryca)
[AAsn] (Tchl)'[TE] (TycA)
[Anspl srz2)- [ TE]ryca)
[Arydryeca)-[TE]ayca)
[Alle] (BacAl)'[TE] (Ty cA)
[Claryesy-[AT]ayccs)
[Cleryeen-[AT]aycrs)

[Ave] Bacany [TCALeu TTE] (1yccs)

[Aene] (rycB2)- [ TCALeu TTE] (ryccs)

[Ave] acan [ TCAene] ryes2)-[TT€](rycce)
[Anspl site2)-[ TCAenel (ryce2-[ TT€] (ryccs)
[Anspl Bacca)[ TCAPehe] (ryca2)-[ T T€](1yccs)

Anhang B: Zusammenstellung der genetischen Konstrukte

Im folgenden wird die Klonierungsweise der in den Kapiteln 5 und 6 beschriebenen

genetischen Konstrukte in tabellarischer Form dargelegt.

Tab. 7.1 Klonierungen

Genetisches Klonierungsweise

Konstrukt

1) Ein 4931 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer aus
P[AAspTCALeuT]srig2-s  Chromosomaler B. subtilis ATCC 21332 DNA amplifiziert: 5’AspLeu(SpH I)srfB2

TAA GCA TGC TGC TTT CAT CTG CAG AAA C und 3'AspLeu(BamH I)srfB
AAT GGA TCC TTC GGC ACG CTC TAC. Mit Hife der
Restriktionsendonucleasen Sph | und BamH | wurde das Amplifikat terminal
modifiziert und anschlieBend in einen analog modifizierten pQE70-Vektor
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2)
P[AaspTClsria2-
[APheT]tycA

3)
p[AAspTC]srfBZ'
[APhe]tycA'[-rre]SrfC

4)
P[AaspTClsria2-
[Apheltyca-[ TT€]tycce

5)
p[AAspTC]srfBZ'
[Aphe Tlyca-[ T€lycces

6)
pREP4[gsp]

7)
Pl Aginliica

8)
Pl Aaspliich2

9)
plAieliicc

10)
P[ApneltycB2-[ TE]tyca

kloniert.

Ein Derivat von 1). Ein 3144 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer
aus chromosomaler B. brevis ATCC 8185 DNA amplifiziert: 5'(BStE II)TycA
RELE TAT GGT CAC CCG GGA ACT GGA GCA und 3TycABamH I) ATA
GGA TCC TGT ATT CGT AAA GTT TIT C. Mit Hife der
Restriktionsendonukleasen BstE Il und BamH | wurde das Amplifikat terminal
modifiziert und anschlie3end in den analog modifizierten Vektor 1) kloniert.

Ein Derivat von 2). Ein 910 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer
aus chromosomaler B. subtilis ATCC 21332 DNA amplifiziert: 5TesrfC1(Cla I)
ATA ATC GAT AAT CGC ACA AAT ATG GTC und 3'int.srf-Te(Bgl Il) ATA AGA
TCT AAC CGT TAC GGT TTG TGT. Mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen
Cla | und Bgl Il wurde das Amplifikat terminal modifiziert und anschlieend in
den mit Cla | und BamH | modifizierten Vektor 2) kloniert.

Ein Derivat von 2). Ein 967 pb DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer
aus chromosomaler B. brevis ATCC 8185 DNA amplifiziert: 5TEtycC6(Cla I)
CTA ATC GAT ACT GGC AGC CAT CTG G und HM98-8 TAT GGA TCC TTT
CAG GAT GAA CAG TTC TTG. Mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Cla |
und BamH | wurde das Amplifikat terminal modifiziert und anschlie3end in den
mit Cla | und BamH | modifizierten Vektor 2) kloniert.

Ein Derivat von 2). Ein 744 pb DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer
aus chromosomaler B. brevis ATCC 8185 DNA amplifiziert: 5'tycTe(BamH 1)
TAA GGA TCC GCC ATT TTG TTA AAT CAG und HM98-8 (siehe oben). Mit
Hilfe der Restriktionsendonuklease BamH | wurde das Amplifikat terminal
modifiziert und anschlieRend in den analog modifizierten Vektor 2) kloniert.

Ein Derivat des Plasmids pGSP+ [82]. pGSP+ wurde mit Pvu Il modifiziert, um
ein 1,5 kb Genfragment zu isolieren. Dieses wurde ungerichtet in den mit Sma |
linearisierten Vektor pREP4 kloniert.

Ein 1646 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer aus
chromosomaler B. licheniformis ATCC 10716 DNA amplifiziert: licA1-5Nco | ATT
CCA TGG AGA TTG TTC CCG CTT TT und licAl1-3'BamH | TAT GGA TCC ATA
TTC ATT TCT CGG TGC. Mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Nco | und
BamH | wurde das Amplifikat terminal modifiziert und anschlieend in den
analog modifizierten pQEG0 kloniert.

Ein 1649 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer aus
chromosomaler B. licheniformis ATCC 10716 DNA amplifiziert: licB2-5'SpH |
ATT GCA TGC TTT CAG TCA AAG AGC G und licB2-3BamH | ATT GGA TCC
GCA GAG GGC TTT TTC. Mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Sph | und
BamH | wurde das Amplifikat terminal modifiziert und anschlieend in den
analog modifizierten pQE70 kloniert.

Ein 1682 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer aus
chromosomaler B. licheniformis ATCC 10716 DNA amplifiziert: licC-5'Sph | TAA
GCA TGC AGC CGC TTG ACG ACA T und licC-3BamH | TAA GGA TCC GAG
AAC CTC AGA CCA A. Anschlie3end wurde wie bei 8) verfahren.

Ein 4686 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer aus dem Plasmid
pTycA re-amplifiziert: 5'tycA-Pst 12478+ AGC CTG CAG GCC TAC CAT CCT
CCG AG und 3T5(Nco I) TGG ACC CAT GGT AAT TTC TCC TCT. Das
Fragment wurde terminal mit den Restriktionsendonukleasen Pst | und Nco |
modifiziert. Ein 1577 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer aus
chromosomaler B. brevis ATCC 8185 DNA amplifiziert :5'tycB2-Nco 18712+ CAA
CCA TGG AGA TGC TGA CTG CGC ATG und 3tycB2-Pst 110276- AGC CTG
CAG TGT TGC AGG CTT TCC TTC C. Nach terminaler Modifikation mit den
Restriktionsendonukleasen Pst | und Nco | wurde das Fragment in das re-
amplifizierte TycA-Plasmid kloniert.
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11)
p[AIIe] bacAl'[TE]tycA

12)
p[AAsp]srfBZ'[TE]tycA

13)
PlAasnltycc1-[ TEltyca

14)
p[ATyr]tchS'[ TE] tycA

15)
P[Cliyci{AomTlyccs

16)
P[CliycB1-[ApheTltyce3

17)

P[Cliyca1-
[ApheTltycas- Te€ltyccs

18)

p[AIIe]bacAl'
[TCALeu-ITe]tchG

Ein Derivat von 10). Ein 1613 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender
Primer aus chromosomaler B. licheniformis ATCC 10716 DNA amplifiziert:
5'bacAl-Nco I: TTT CCA TGG CTA AAC ATT CAT TAG A und 3bacAl-Pst
11916- TTC CTG CAG CGC CCC CGC CGT TCT G. Das Fragment wurde
terminal mit den Restriktionsendonukleasen Pst | und Nco | modifiziert und in
das re-amplifizierte TycA-Plasmid kloniert.

Ein Derivat von 10). Folgende Primer wurden zur Amplifikation der ADomane
verwendet: 5'Asp(srfB2)-Nco | TAA CCA TGG TGC TTT CAT CAG CAG AA C
und 3' AspA(srfB2)-Pst | CAA CTG CAG GCC TCC GGA TTG TG. Es wurde wie
bei der Konstruktion von 11) verfahren.

Ein Derivat von 10). Folgende Primer wurden zur Amplifikation der ADomé&ne
verwendet: 5-AsnA-Nco | ATA CCA TGG AGA TCG GCA TCA TCA CC und
3'AsnA(Pst ) CGC CTG CAG TGT AAC GAC TGC GCC. Es wurde wie bei der
Konstruktion von 11) verfahren.

Ein Derivat von 10). Folgende Primer wurden zur Amplifikation der ADomane
verwendet: 5-TyrA-Nco | ATA CCA TGG CGT TGTCCG AGA TCA CCA TG und
3'TyrAtycC3)-Pst | ATA CTG CAG TTC GGT TAC GGG CTT GC. Es wurde wie
bei der Konstruktion von 11) verfahren.

Ein 4777 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer aus dem Plasmid
pProCAT re-amplifiziert: pQE3'iPCR CTA TGG ATC CAG ATC TCA TCA C und
TycB1-3C(Pst I) ATA CTG CAG CTG TCA GCA ACG GAA TCT G. Das
Fragment wurde terminal mit den Restriktionsendonukleasen Pst | und BamH |
modifiziert. Ein 1812 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer aus
chrosomaler B. brevis ATCC 8185 DNA amplifiziert: tycC5-5'(Pst I) AAT CTG
CAG AGA CGG AGC ACA TGC und HM98-6 ATA GGA TCC TTC GAT GAA
CGC CGC CAG. Dieses Fragment wurde terminal modifiziert mit den
Restriktionsendonukleasen Pst | und BamH | und in den re-amplifizierten Vektor
pProCAT kloniert.

Ein Derivat von 15). Folgende Primer wurden zur Amplifikation der AT-Doméanen
(1812 bp) verwendet: tycC3-5'(Pst I) ATA CTG CAG AAA AGC AGC GCT TGC
TG und tycC3-3'(BamH 1) TAT GGA TCC TTC CGC TCG TGG CGA CAT. Es
wurde wie bei der Konstruktion von 15) verfahren.

Es wurde das gleiche 744 bp DNA-Fragment wie unter 5) verwendet. Nach
terminaler Modifikation des Fragmentes mit der Restriktionsendonuklease BamH
I wurde es in den analog modifizierten Vektor 16) kloniert.

Ein Derivat von 11). Ein 4131 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender
Primer aus chromosomaler B. brevis ATCC 8185 DNA amplifiziert: 5 TycC5-T-
Pst | ATA CTG CAG GAG TAT GTA GCG CCG C und HM98-8 (siehe oben).
Nach terminaler Modifikation des Fragmentes mit der Restriktionsendonuklease
Pst 1 und BamH | wurde es in den analog modifizierten Vektor 11) kloniert.
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19)
p[APhe]tycB2‘

[TCALeu-ITe]tchG

20)

p[AIIe] bacAl~
[TCApheltyca2-
[TTelycce

21)
p[AAsp]srfBZ'
[TCAPhe]tycBZ'
[TTelycce

22)

p[AAsp] bacC4~
[TCAPhe]tycBZ'
[TTeltycce

23)
pSD193

24)
pSD270

Ein Derivat von 10). Das 4131 bp DNA-Fragment von 18) wurde verwendet und
in den mit den Restriktionsendonukleasden Pst | und BamH | modifizierten
Vektor 10) kloniert.

Ein Derivat von 18). Ein 6035 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender
Primer aus dem Plasmid 18) re-amplifiziert :i5'tycC6-T-Hpa | ACC GTT AAC
GAA TAC GTG GCC CCG AG und i3'bacA/T-Pst I/Hpa | AAT GTT AAC CTC
CTG CAG CGC CcCC. Das Fragment wurde terminal mit Hilfe der
Restriktionsendonuklease Hpa | modifiziert und anschlieBend religiert, um das
Plasmid p[Aie]bacai-[ TT€lyeccs zu erzeugen. Ein 3117 bp DNA-Fragment wurde
mit Hilfe folgender Primer aus chromosomaler B. brevis ATCC 8185 DNA
amplifiziert : tycB1A-T(Pst 1) ACG CTG CAG GAT TAC GTC GCC CCG A und
3tycB2-Hpa [|-10276- AGC GTT AAC TGT TGC AGG CTT TCC TTC. Das
Fragment wurde terminal mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Pst | und Hpa
I modifiziert und in den analog modifizierten Vektor p[Ajie]pacai-[ TT€]wycces Kloniert.

Ein Derivat von 20). Ein 1610 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender
Primer aus chromosomaler B. brevis ATCC 8185 DNA amplifiziert
5'AspA(srfB2)-Nco | TAA CCA TGG TGC TTT CAT CAG CAG AAA C und
3'AspA(srfB2)-Pst | CAA CTG CAG GCC TCC GGA TTG TG. Das Fragment
wurde terminal mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Nco | und Pst |
modifiziert und in den analog modifizierten Vektor 20) insertiert.

Ein Derivat von 20). Ein 1613 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender
Primer aus chromosomaler B. licheniformis ATCC 10716 DNA amplifiziert:
BacC4 5'(Nco I) GGC CCA TGG CGT TGA GCG ACG TCA A und BacC4 3'(Pst
) TTC CTG CAG CAG TTT TCC CGG CTG CGG T. Es wurde anschlie3end wie
bei 21) verfahren.

Ein Derivat des Plasmids pKE18 [171]. Ein 146 bp DNA-Fragment wurde mit
Hilfe folgender Primer aus pQE60 Plasmid-DNA amplifiziert: 5T5(Nsp I) AAT
ACA TGT CCT TTC GTC TTC ACC TC und 3T5(Nco I) TGG ACC CAT GGT
AAT TTC TCC TCT. Das Fragment wurde terminal mit Hilfe der
Restriktionsendonukleasen Nsp | und Nco | modifiziert und anschlief3end in den
mit Sph | und Nco | linearisierten Vektor pKE18 kloniert (resultierend in
pSD181). Ein 110 bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer aus
pQE70 Plasmid-DNA amplifiziert: 5'pQE70-MCS(Nco I) AAA CCA TGG GCA
TCC GAG GAT CCT G und 3'pQE70-downHisg(Bgl II) TAT AGA TCT CIG AGG
TCA TTA CTG G. Das Fragment wurde terminal mit Hilfe der
Restriktionsendonukleasen Nco | und Bgl Il modifiziert und in den mit Nco | und
BamH | linearisierten Vektor pSD181 kloniert (resultierend in pSD185). Ein 1494
bp DNA-Fragment wurde mit Hilfe folgender Primer aus pDG783 Plasmid-DNA
amplifiziert: 5'kan(Pst 1) AAT CTG CAG AGC GAA CCA TTT GAG GTG A und
3'kan(Pst I) ATA CTG CAG ATA CAA ATT CCT CGT AGG C. Das Fragment
wurde terminal mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Pst | modifiziert und
anschlieRend in analog modifizierten Vektor pSD185 kloniert.

Ein Derivat von 23). pSD193 wurde mit Hilfe folgender Primer re-amplifiziert:
5'psrfT5/Hisg(Hpa ) GGC GGT AAC GGA TCC GGA TCT CA und
3'psrfTS/Hisg(Hpa 1) AAG GTT AAC TCG CAT GCC CAT G. Das Amplifikat
wurde terminal mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Hpa | modifiziert und
ligiert (resultierend in pSD270).
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Anhang C: Auflistung der identifizierten Linker-Regionen  von

Peptidsynthetase-Doménen des Genus Bacillus

Die Auflistung der Linker-Regionen von A und T-Domaénen ist unterteilt in drei Gruppen je
nachdem, welcher Domanentyp sich C-terminal anschlief3t.

Doméanengrenzen Adenylierung- ThiolierungA-T-C)

A10 coreT 26,As
bacAl N G K|\ EDRTAGAENEERNETEK bacAl
bacA3 N G KI\Y% VBEBEIRSVTMDRRBMEINZR D Q VS E KIM bacA3
bacA5 N G KI\Y% ERRDIRSAGTEAERMMEENARNY VI8 QR 1  bacAs
bacBl N G K| ERRDIRRAFAQARBEINIAR NQTISA LN bacBl
bacCl N G KW ERRIDIRTAGAENEREENAR NE THE E KN bacCl
bacC3 N G K| EBES[sTI sEAT-MMEMAR NR THE E KN bacC3
grsB1 N G KIf NLEGI VNTNAKBMYV VEITINE LS E KN grsBl
gr sB2 N G K|V KEDGEFGTAT qVvIsso BHviki® orsB
grsB3 N G KIf EBEID[GS I SI GTERMDREAR T ML G KIM 9rsB3
licAl S G K|\Y RHEVSVSGTAERIAMEIRNE YEREIKM |icAl
l'icA2 N G K|Y ERRDIVT QAAQKEMTENMAR SR T GA QN licA2
licBl N G K|V ARl [AEETAR- -|[FEIMBAKNET W licBl
l'icB2 N G K|Y EBRQIGL NGRSDSBIRINAS T E | W icB2
pli Al S G K| ABRIGIGAADAET -[MTEMRARNV T W pliAl
pli Bl S G K|N ERRIEINNT SV T - -([RAMESEAR T L | W pliBlL
pliCl S G K|® Al GIGAADAET -MTEMRAR NV T W plicCl
pli DL N G KI\Y% ERRIDIA S| SGNP-RATEMEAR NL L W pliDL
pli D2 S G K|(R ABIGIGAADAET -MTEMRAR NV T W pliD2
srfAl S G K|V ALEIVKAVSGTAMTENEIRNET | srfAl
srfA2 N G KIf IBRDIANVSRGV SIMVESNRARNG T y srfA2
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tycCl N G KI\Y% KEAlGAVVTGTARMAEMEI O N E | W tycCl
tycC2 N G KI\Y% Ol ElDAAASAAVEMVENER NE W tycC2
tycC3 N G KI\Y% KEIElGKPVTEAQMVENMEIT NAV W tycQ
tycCa N G KI\Y% OMES|IGERTTGSAFVINAQNDT W tycC4
tycCs N G KI\Y% ABRIDIVT MLRTTERVEMER SV W tycCs
f enEl S G K|N ABRIDIGAADRET -MTEMRARNL T W fenEl
f enAl N G KI\Y% KB E[A ST SSNT-[RAAPMEAR NL L W fenAl
f enA2 S G KR ABRIDIGAADRET -[MTEMRR NL T N fenA2
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Domanengrenzen Adenylierung- Thiolierung ( A-T-E)

Al0 coreT 26lés
bacAd | s D EADIGNVNVME D PRIRNE I BER KN bacAd
bacB2 | D ERIAIGDVI AAS MeAEIR NE THEE « [l bace2
bacC2 (N D ABIDRHVATGA WM EIABEIR N D TRS A KN bacC2
bacc4 |IN D EBIOPGKETE - M E PREIR NE TRS E KN bacC4
grsA [N ) ERRIDIL TFGMRYV MEARIRNE | BSE THN grsA
l'icA3 [N ) OBEDIVEAQTAE M KARE L TETHEE QLN Ii cA3
I'icB3 |\ D QEEIDVEAQTAE MK AR L TETEEQ L N i cB3
pliA2 BN ) ABRININV L SRP - M T AR VINDL OKT M pliA2
pliB2 |AN D ERIEIKQAYTAD DI SRR NE | BET Vv M pliB2
plic2 i N ERRIDIVASKQT - M PElRNELEE M i
pliD3 | D KBV NHE GER FLPEISSKMIEQ! N pliD3
srfA3 (BN D EREID|l EAGSGE MK AR T TDMISE LN srfA3
srfB3 | N D EREID[ EAGSGE M KIABS T T DMISE LW srfB3
tycA D ERIDIL TANQSQ M HPRIRTETESS | [N tycA
tycB3 D KBEEINJOEENRTE M AARS O TELRSQ LN tycB3
f enE2 N ERED|l TSKOQT - MV PREIR N D LES E QN flenE2
f enA3 D EBIAFNQVRT - FHABE T S E MIE Q KN flenA3
fenC2 N EBEID| TSKQT - My erERND LEBE o flen2
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Domaéanengrenzen Thiolierung- Thioesterase
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Domanengrenzen Thiolierung- Epimerisierung
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Domanengrenzen Thiolierung- Kondensation

K
S E
FI
= K
S E
S E
S E
S E
S E
§ Q
S E
& D
F I
FE
3 A
= A
F I
S E
o Q
S E
S E
S E
3 A
S E
F I
F I
F I
S E
& D
FIS
FE
3 A
= A
= A

core T 40 As
-

>mMO0OO0oO >

€] |

mmMmMmM>>PO I X>>VDO0DOmM-AmMmmMmMmMmMMEITM>O NO XXO X~

N
-
H
-
T
A
T
T
K
A
K
F
H
Y
H
H
H
H
S
K
Q
Q
A
H
S
Q
T
K
E
A
Y
H
H
H

rT Ll s r Tz o > T T DT> e T e

—

<<_X;UITII-<|_T|F_-<-<-<<ITI<_<7<<U)'I'I)>-r|-<-<_<_n-<-<—-<

VOV zmoM>Pe 2 Mmmm>Pg PV Dz DMom,,M>ZmMD >
MMIpzrMM4sgIgesmPzMMMEM>»ax  MOOOOO 4
OOPrag>» 120>z @P0r00my,, 10> AX 4 4

rnrnxm(,,(,,X'nxxxme<m7<U,Uoomooxxx—!xxmoxxm
(/)U)ZIo>G)mmo_|>m(nxG)x(ﬁZ(ﬁI(ﬁmexUITIG)ITI(/)U);OOU)

<

Co

T om ' o

1 l n !

PCP-Domane

Linker

EfloKAREKE
YL D- RKTEE
o sPBo KAE K K E
Yy SIEOKVEEKE
vy BT QAEEKE
y illoBvrPEQE
y LoV TPTD
Yy MBQP VS GQD
F PAPE SD
A AVPDRD
T PAPFRP
Qo SMoP AE KR D
Yy EfBKP AEKOQE
F PADQRD
Y ElK P AEK QE
Y EPAEKRD
Yy EfBKP AEKQE
F PAEKQE
AAlBsP AEK QD
FEBPR QAS Y QQ
Hov LPKAD K Q D
Y QAEPOQA
c AloP AEP QA
Yy TRQP V AAQE
Y PVEKOQE
Yy UPEP AP LOQE
FEMoQPVEPAA
vVFIBERV QK QA
- PALQERPE
DVLLPLRTS
F AP ADFRD
FASVAXEQP
y kP AGKRE
Yy EMK P AGKRE

<
B
<

<X << << <K< << << < << < << "< <<=<]x=x<

==

< i<

P
R
A
=}
P
=]
P
P
P
=]
=]
P
P
=]
=]
P
=}
P
=]
P
=}
P
P
=]
P
P
P
P
P
P

=
T
_|

L
L
L
Vv
Vv
Vv
L
\Y
\Y
Vv
Vv
L
\Y
Vv
Vv
L
Vv
Vv
L
Vv
Vv
Vv
Vv
Vv
\Y
Vv
L
L
L
\Y

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
H
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
P-
S
S

Kondensationsdomaéne



Anhang 126

Doméanengrenzen Kondensation-Adenylierung

core A2 10% As

bacA3 . QK| AEDYFRI LEEVSEINLIDVAILHQI DMI SRQEEIKRTILLES bacA3
bacAdd MERLSE/HLI SLILEQAADHEND!I A1 NQII DVILTKGEEIRHRVILY D bacAd
bacA5 I ETLEK HI TTVAEQVAEDETQT LRDI NLVSKEWNIQOHRI LHT bacAs
bacBl V ERMAGHFLNV LKDAAHHEIELALSEI RMMSEENESKD! | L HT bacBl
bacB2 AETLAQHFVNILRDI SDHEIOQOKTLNDI SML SEEERHTV LY Q bacB2
baccL I ETLEK/HI | TVAEQVAEDETQT LRDI NLVSKEMOHRI L DT bacCL
bacc2 VIERMAAHFVRVILEDI SKRTDKRILDQI EAMSEDJSKNTLLYR bacC2
bacC3 || NNI EGHI KRVAEQVTAINEINRKI AEIL DML AEEERKT LLYE bacC3
bacc4A | ERMAGHLI NI LKEAANDIIHMPLSDVNMILSDEBEMNALLDOQ bacCs
bacc5 | AGI KGIHLQQVMEQVVQHEDQS ILNDI TVLSEARRNRLLYE bacCs
grsBl I KKI EGHMKEVALCVAN NBIHVLVQDVPLILTKQEEK QHILLVE grsBL
grsB2 VIERMAGHFLQI LHAI VGNBIT!I 1 1 SEI EIL SEEMEK QHIILFE grsB2
grsB3 | ERILATHFMHI LQE!I VI NBREI KLCEI NML SEEREQQRVILYD grsB3
grsB4 VIEQLAQHFI QI VKAI VE INBIDVKILsDI DML SEElESK KQI ML E grsB4
licl LAVLYERLMTL LEDALLFBIOKT!I AELEI VPAF|IBKERLLKR licAl
lic2 AERMLKAYLHL LEGMTADEBILRRI GEYSL LTEEMEITNRQILVA licA2
licA3 Il ERWRGYWVNL LEAVAENRIDARLSELSLILDEANBKRRI VQN IicA3
licel | EQAAGHLTRLAEEAI ANBlEsSKAASAAML SKQEIEQQT LLA- licBl
licB2 I RRWSGIHFLNVI KKI CEINlBlc! KLRDIELLSVKEIRALILLEE licB2
licB3 I ERWSGYLLNL LEAVAENIRIDARLSELSLILDEANBKRRI VQN IicB3
licck I LOQLKEQLLTAIREI I TINBBleoPLDDI cVVSKKEIKERLLHE licCl
pliAl I KRI QS/HLLT!I LENALKHEIHSFI RELDMTNTR|JBK QKLLYE pliAl
pliA2 ILERWADHFI EF LHEALSTERIETSILAQI NILSDKEEKQKI VFE pliA2
pliBl MLRI QGHLKQALDCI LTINBlDVAVSDI NI V-PPEEIEQQVI QL pliBlL
pliB2 I TQWASYFI ELVKGVTADTEMRI SNMQL LPAABRRLILLEK pliB2
plicL MSEI KDYLLHMVSDVI SD RISLPVSKMTL LDEQKTRKI VSQ pliCl
plicz2 I EKWLQYFNNMILLSI | KDNKAALGTI NILNEDOBAHY LI HE plic
plibl VLSVKEHLLNAVSQI LNINBEINLPPEEI DI TTDT|lKRQL I GE pliDlL
plid2 | ORWASLFTTLVEHTAAS BIETELDNI PI LTKEERDFI ES pliD2
plid | ERWASIHLTNV LS| | GKINBBIKVTILENHIE DI LTOQEMERHQLLNE pliD3
pliEl | SCI KRQFTQA LSTAAQHEIHMPI ADFSFILDATIEKEQ!I VTQ pliEl
srfAL I/NMI CERMI TMLENALTHERIEHTI DELTLI SDA|ISK EKILL AR srfAl
srfA2 ADRLLTIHFARL LEDAAADBIEKPI SEYKLILSEEMEAASQI QQ srfA2
srfA3 | ERWKQYWMEL/LDAVTGINBINQPLSSLSLVTET|BEK QAILLEA srfA3
srfBL | ERTAEHLTRMMEAAVDQEIAAFVREYGLVGDE|IMQRQI VEV srfBl
srfB2 I RRWSRIHFVNI | KAAAA NBINVRLSDVDLILSSAMTAAILLEE srfB
srfB3 AIEKWSEYVLRLILKAVADNEBINQPLSSLLLVTET|IEK QAILLEA srfB3
srfCl I LIRILKSQLLTAI QQLI Q NEBDQPVSTI NLVDDRBIREFILLTG srfcl
tycBL VOKLAGHLQQI ADCVAN NS|GVEILCOIl PLIL TEARITSOQLLAK tycBl
tycB2 L ERMSL HYLQI LIQAVSANTIEQEILAQI EML TAHREK QELLVH tycB2
tycB3 VIERMAHHFLQI ILLRAVTANBIENEILQEl EML TAAREK QML L VA tycB3
tyecCL VNRI EGHLRTVIDQVI GNBIHVHILLHEl GI1 1 TEERSK QQIL L VA tycCl
tyc2 VIERMARMHYLEI LLRWI SEQMITASILADI DMMTEAJSKRTLLLN tyc
tycG3 | EKI AT HFI QI [LLRAVI AERIEMPILSEl TML TEAREK QRLLVD tycC3
tycc4 I ERMAGHFLQVILLRQVVAD TALREI SLILSEENERRI VTVD tycts
tycG5 VDRLAAHYVOQL LQTITADEDIELARISVLSKA TEHMILHS tyccs
tycc6 MERFSRMHFLTI AASI VQ NEIH!I RILGEIL DML L PERESK QQI L AG tycss
dhbF1 1 KLHQQRI LQL LQTASAGEDPMLI GQMEL [LLPEFMEKEKYVI SK dhbF1
dhbF2 AQALADRL MRL LEAAESDEDEQIGNLDI LAPENESHSSMVTD dhbF2
fenCL VLRI QGHLMEAMDCI! LS NEDI AvDSI NI V- PTEEERK LI QS fenCl
fenc2 Il ARWASHFI ELVKGI TSDIL HMK [LSEMQL|L SAPARELILLET fen
fenA”2 VOQRWAGLFTTLVENTVSS BIDMEILDDII PILTLEEERSFI DS fenA2
fenA3 Il KQWT Y HL TKLILISHI VKINBRINTRILNNIE DIL THESRNKILLNE fenA3
fenBL MTCI QRQLTQAILQAAADHMDI PVADFSF|LDPKEEKEQIILTOQ fenBl
fenEL | AEI KDYLQHMI SAVI SDEISLPVSKMTL|LDHDKTQKMVAE fenEl
fenE2 | EMWLHYLMNMILLRAI | QDSEAAILGTIH HVILDENBETHFILI HE fenE2
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Anhang D: Kondensationsdoméanen, Epimerisierungsdomanen  und
Heterozyklisierungsdomanen

C-Doméane

[ Aa I
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ZEN Y I

YP(VL)SSAQR(MI) YF)(IV)L
RHE(SA)LRT(SA)F

DMHHII(ST)DG(VA)S
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A(YF)(ED)(HN)Q(DE)YP F(DE) EL
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Q8KRRLAR
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(HQ)HALRM (VI)(YF)
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KTDS(FY)

RT(VF)GWFTSXY P(VL)
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P (ED)(IV) SENYLG (QE)(FI)
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G(DN)F(TS)(ST)XLLL
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Aa_ | ('j [ Aad \Y

NEHRNBRNN

Abb. 7.1 Vergleich von hochkonservierten core-Motiven von C-, Z- und E-Domanen:

Die untereinander analogen core-Motive wurden abgeleitet aus einem Alignment von
Aminosauresequenzen (ClustalW) von Peptidsynthetase-Doméanen des Genus Bacillus (siehe auch
Abb. 7.3).

Abb. 7.2 (umseitig) Phylogenetischer Baum erhalten durch ein Aminosauresequenz-Alignment
von C, - Z-und E-Domaéanen des Genus Bacillus:

Der phylogenetische Baum zeigt das clustern von C-Doméanen in Untergruppen abhangig von der
Lokalisation. Zwei Untergruppen von C-Domanen reprasentieren solche, die in einer
Domanenorganisation T® C—~ A beziehungsweise E® C- A zu finden sind. C-Doménen, die
wahrscheinlich in einen Transfer einer Acyl-Kette involviert sind (N-terminale C-Domé&nen der
Peptidsynthetasen SrfAl, LicAl und PliAl) reprasentieren eine dritte Untergruppe. Die G-Doméane von
MycAl entstammt der ungewohnlichen Domé&nenorganisation T® C- T. Es ist kein clustern von
Domaénen zu beobachten in Abhé&ngigkeit einer internen oder N-terminalen Lokalisation der Doménen.

Der phylogenetische Baum unterstreicht zudem die Verwandtschaft von C- und E-Doméanen.
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Abb. 7.3 (umseitig) Aminosauresequenz-Alignment von jeweils 6 C-Doménen aus einer
Lokalisation T® C-~ A (I), 6 GDomanen aus einer Lokalisation E® C~ A (ll), 6 E-Domé&nen sowie
6 Z-Domanen (vergleiche Abb. 7.1):

Die Alignments sind jeweils separat gefihrt worden; sie wurden vergleichend untereinander
dargestellt. Die hochkonservierten core-Motive sind hervorgehoben durch Kastchen. Die ZDoménen
schlieBen auch Doméanen aus Bakterien anderer Geni als Bacillus ein, diese Sequenzen sind deshalb

untereinander verhaltnismafig heterolog.

Anhang E: ESI-MS Referenz-Spektren a-Asp-Phe und b-AspPhe
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