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Zusammenfassung

Die bislang beschriebenen Methoden zur gerichteten, genetischen
Manipulation von nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPSs) sind auf die Fusion
und den Austausch von vollstandigen Domanen und Module beschrankt. Hierbei
kommt es jedoch zu enormen Eingriffen in das nichtribosomale Proteintemplat, so
dass Stoérungen der inter- und intramodularen Kommunikation, sowie der
Tertiarstruktur nicht ausgeschlossen werden konnen. In dieser Arbeit wurde eine
neue Methode etabliert, welche zu einer Veranderung der Substrat-Selektivitat von
NRPSs A-Domanen durch ortsgerichtete Mutagenese fuhrt. Bei dieser Technik,
welche auf dem nichtribosomalen Kode von NRPSs basiert, ist der Eingriff in das
Proteintemplat auf den Austausch einzelner Aminosaure-Reste innerhalb der
Substrat-Bindungstasche limitiert, so dass die genannten Storungen minimiert
werden koénnen. Die Anwendung ist nicht nur auf einzelstandige A-Domanen
beschrankt, sondern kann vielmehr auch flr eine Veranderung der Substrat-
Selektivitat von A-Domanen innerhalb von vollstandigen Modulen und Synthetasen in
vitro und in vivo angewendet werden. So konnte gezeigt werden, dass die Anderung
eines einzigen Kodons innerhalb des 26kb-umfassenden Surfactin-Biosynthese-
Genklusters von B. subtilis ausreicht, um den Austausch der konservierten AS L-
Asp® gegen das korrespondierende Seitenkettenamid (L-Asn) im neuen
Lipoheptapeptid-Derivat [Asn®]-Surfactin zu erhalten.

Aufgrund der genetischen Unzuganglichkeit der Produzentenstamme
beschrankten sich die in vivo-Untersuchungen zur gerichteten Manipulation von
NRPSs bislang auf das Surfactin-Biosynthese-System aus B. subtilis. Diese
Limitation konnte in dieser Arbeit anhand der Etablierung eines heterologen
Expressionssystems fir NRPSs Gene und vollstandige Biosynthese-Genkluster im
genetisch zuganglichen Wirt B. subtilis gelost werden. Neben der Produktion der
multimodularen NRPSs in ihrer funktionellen und aktiven holo-Form, konnte die
Ausbildung des Resistenz-Mechanismus gegen das produzierte Peptidantibiotikum
Bacitracin aufgezeigt werden. Durch die Rekonstitution dieses Biosynthese-Systems
im genetisch zuganglichen Wirt B. subtilis, steht nun ein weiteres NRP-Biosynthese-
System flr die gerichtete Manipulation des nichtribosomalen Proteintemplates zum

rationalen Design neuer Peptidantibiotika zur Verfugung.
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Abkiirzungen

1 Abkirzungen

A
A-Domane
ABC

ACP-Domane

ACV
Amp
AMP

ArCP-Domane

AS
ATCC
ATP
bp
bla
BSA
C

cat

C-Domane
Cm

CMC
CoASH
cpm
Cy-Domane
d

Da

dATP
ddNTP
DHB

DNA
DNase
dNTP

Adenin

Adenylierungs-Domane

ATP-Bindekassette (ATP binding cassette)
Acyl-Carrier-Protein-Domane
d-(a-Aminoadipyl)-Cysteinyl-D-Valin

Ampicillin

Adenosin-5"-monophosphat

Aryl-Carrier-Protein-Domane

Aminosaure

Stammsammlung (American Type Culture Collection)
Adenosin-5’-triphosphat

Basenpaar

Ampicillin-Resistenz-Kassette (kodierendes Gen der B-Lactamase)
Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)

Cytosin

Chloramphenicol-Resistenz-Kassette

(kodierendes Gen der Chloramphenicol-Acetyltransferase
Kondensations-Domane

Chloramphenicol

kritische micellare Konzentration (critical micelle concentration)
Ko-Enzym A (coenzyme A)

gezahlte Zerfalle pro Minute (counts per minute)
Heterozyklisierungs-Domane (cyclization domain)

Tag(e)

Dalton

2’-Desoxyadenosin-5’-triphosphat
2°,3"-Didesoxynukleosidtriphosphat
2,3-Dihydroxy-Benzoat

Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)
Desoxyribonuklease

Desoxynukleosidtriphosphat



Abkiirzungen

dpm
DTE
DTT
ECL

E-Domane
EDTA

erm

ESI

FPLC

HEPES
HPLC

IMAC

IPP
IPTG

kan

kb

Keat
Keat/Km

Zerfalle pro Minute (desintegrations per minute)
1,4-Dithioerythrol

1,4-Dithiothreitol

VergroRerte Chemolumineszenz Detektion
(enhanced chemiluminescent detection)
Epimerisierungs-Domane
Ethylendiamintetraessigsaure (Ethylendiamintetraacetat)
MLS-Resistenz-Kassette
Elektronen-Spray-lonisierung

schnelle Flussigkeits-Chromatographie

(fast performance liquid chromatography)

Gramm

Guanin

Stunde(n)
2[4-(2-Hydroxyethyl)piperazin]-1-Ethansulfonsaure
Hochdruckflussigkeits-Chromatographie

(high performance liquid chromatography)
immobilisierte Metallionen-Affinitatschromatographie
Css-Isoprenylphosphat

Css-Isoprenylpyrophosphat
Isoprenyl-B-D-thiogalaktosid

internationale Einheiten (international units)

kilo

Kanamycin-Resistenz-Kassette

Kilobasenpaare

Maximale Katalysegeschwindigkeit bei Substratsattigung
Katalytische Effizienz

Kanamycin

Michaelis-Menten Konstante

Liter

Meter oder milli (10'3) in Verbindung mit weiteren Maleinheiten
molar (mol/L)

N-Methylierungs-Domane

micro (10°®)



Abkiirzungen

MCS
MeOH
min
MLS
MS
mMRNA
MW

n

neo
Nm
NRP
NRPS
NTA
ODs0o
ORF
ori

p
Ppant
PAGE

PCP-Domane

PCR
Pn

PP;

R

RBS
RNA
RNase

SDS
SNAC
T

Tc
TEI

Te-Domane

multipler Klonierungsbereich (multiple cloning site)
Methanol

Minute(n)

Erythromycin und Lincomycin
Massenspektrometrie

Boten-Ribonukleinsaure (messenger ribonucleic acid)
Molekulargewicht (molecular weight)

nano (10°)

Neomycin-Resistenz-Kassette

Neomycin

nichtribosomale Peptide

nichtribosomale Peptidsynthetase

Nitrilotriacetat

optische Dichte bei 600 nm

offener Leserahmen (open reading frame)
Replikationsursprung (origin of replication)

pico (10712

4’-Phosphopantethein
Polyacrylamidgelelektrophorese
Peptidyl-Carrier-Protein-Doméane
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

n-Promotor

anorganisches Pyrophosphat (inorganic pyrophosphate)

organischer Rest

ribosomale Bindungsstelle

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
Ribonuklease

Sekunde(n)

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)

N-Acetyl-Cysteamin-Thioester (thioesterfied N-acetyl cysteamin)

Thymin

Tetracyclin
Typll-Thioesterase
Thioesterase-Domane



4 Abkiirzungen
tet Tetracyclin-Resistenz-Kassette
TFA Trifluoressigsaure (trifluoroacetate)
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
tRNA Transfer-Ribonukleinsaure (transfer ribonucleic acid)
Upm Umdrehungen pro Minute
uv ultraviolett
wiv Gewicht pro Volumen (weight per volume)
WT Wildtyp
Tab. 1.1: Abkiirzungen der Aminosauren
Aminosaure Drei-Buchstaben- Ein-Buchstaben- Molekulargewicht
Kode Kode (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 - 132
Phenylalanin Phe F 165
Prolin Pro P 115
Serin Ser S 105
Threonin Thr T 119
Tryptophan Trp w 204
Tyrosin Tyr Y 181
Valin Val \Y 117
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2 Einleitung

2.1 Die Ausbreitung von Antibiotika-Resistenzen

In den letzten Jahren wurde von der Welt-Gesundheits-Organisation (WHO)
ein dramatischer Anstieg in der Ausbreitung von Infektionskrankheiten beobachtet.
So waren 1996 weltweit 33% aller Todesfalle, sowie 17 der zwanzig haufigsten,
krankheitsbedingten Todesursachen auf Infektionen zurtuckzufuhren. Erschreckend
hierbei ist, dass die grofdte Gefahr nicht unbedingt von "neuen" Krankheitserregern
wie z. B. dem kurzlich entdeckten Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) oder dem
Ebola-Virus ausgeht, sondern vielmehr in einer Rickkehr altbekannter, eigentlich als
besiegt geglaubter Krankheiten begrindet liegt. Als Beispiel hierfur kann
Tuberkulose genannt werden, welche von dem pathogenen Organismus
Mycobacterium tuberculosis verursacht wird, an der jahrlich ca. drei Millionen
Menschen sterben [Halls, 1999].

Die Ursache fur diesen alarmierenden Trend ist in der grof3en Anpassungs-
fahigkeit von Bakterien begrindet. Aufgrund ihrer enormen Anzahl, geringer
Generationszeit, sowie inharent-hohen Mutationsrate sind die Erreger in der Lage
sich einem auReren Selektions-Druck (z. B. durch ein Antibiotikum) anzupassen
[Walsh, 2000]. So kommt es bei der Antibiotika-Behandlung einer bakteriellen Infektion
nur noch selten zum Abtoten der gesamten Bakterien-Population, stattdessen sind
einzelne Erreger in der Lage Resistenzen gegen das verwendete Antibiotikum
auszubilden. Wahrend es zum Absterben der sensitiven Bakterien kommt, Uberleben
diese resistenten Keime und die eigentlich besiegt geglaubte Infektion kann erneut
ausbrechen.

Die rasante Ausbreitung von Antibiotika-Resistenzen erfolgt Uber den
horizontalen Transfer von genetischem Material. Die Hauptrolle hierbei spielen
Plasmide, welche die Gene zur Ausbildung der Antibiotika-Resistenz tragen [Davies,
1994]. Diese ringformigen DNAs liegen in den Bakterien als selbst-replizierende
Einheiten auferhalb des Chromosoms (also extrachromosomal) vor und kdénnen
zwischen Bakterien-Zellen - auch Uber die Grenzen einer Spezies hinaus -
ausgetauscht werden. Alternativ kann die Ubertragung von Resistenz-Genen auch

uber "springende Gene", sogenannte Transposons, erfolgen, welche in der Lage sind
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sich aktiv aus der DNA herauszuschneiden, um anschlieRend in eine neue DNA-
Region zu integrieren [Arthur & Courvalin, 1993].

Gerade in klinischen Einrichtungen, in denen Bakterien durch die gehaufte
Anwendung von Antibiotika standig einem aul3eren Selektionsdruck ausgesetzt sind,
stellt die Ausbildung von resistenten Bakterien-Populationen ein enormes Risiko dar.
So waren 1946, ca. funf Jahre nach EinfUhrung des Penicillins, bereits 14% der
isolierten Staphylococcus-Stamme resistent gegen dieses erste, klinisch-relevante
Antibiotikum. Nur drei Jahre spater waren es schon 60%, und heute sind nahezu alle
Staphylococcus-Kulturen aus Krankenhaus-lsolaten Penicillin-resistent [walsh, 2000].
Die geschilderte Problematik eskaliert in jungster Zeit sogar noch durch das
Auftreten multi-resistenter Organismen. So konnte gezeigt werden, dass bei der
Behandlung von Methicillin-sensitiven Staphylococcus aureus-Stammen die
Bakterien innerhalb von sieben Tagen in der Lage waren, eine Resistenz gegen das
Antibiotikum auszubilden. Erfolgte anschlieend die Weiterbehandlung der Infektion
mit dem Reserve-Antibiotikum Vancomycin, so konnten bereits nach 14 Tagen erste
Vancomycin-resistente S. aureus-Populationen nachgewiesen werden [Schentag et al.,
1998].

Die genannten Beispiele zeigen drastisch, dass sich bei der Einfuhrung eines
neuen Antibiotikums nicht die Frage stellt ob, sondern nur wann die pathogenen
Bakterien in der Lage sind eine Resistenz gegen den neuen Wirkstoff auszubilden
[Davies, 1994; Levy, 1998]. Um weiterhin eine effiziente Behandlung von Infektions-
erkrankungen zu gewabhrleisten, stellt die Entdeckung und Entwicklung neuer Anti-

biotika daher eine standige und drangende Herausforderung dar.

2.2 Naturstoffe in der Wirkstoffentwicklung

In der pharmazeutischen Chemie werden heutzutage fur die Entdeckung von
neuen Wirkstoffen grofl3e Bibliotheken aus Naturstoffen und synthetischen Molekilen
generiert. Bei der empirischen Suche nach einer gewilnschten Aktivitat innerhalb
dieser Bibliotheken konnte gezeigt werden, dass bei den Naturstoffen etwa zehnmal
haufiger potentielle Wirkstoffkandidaten entdeckt werden. Demzufolge wird der
Klasse der Naturstoffe eine wichtige Rolle bei der Losung der gerade geschilderten
Resistenz-Problematik zugesprochen [Grabley & Thiericke, 1999; Schmid et al., 1999].
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Die Entdeckung neuer Naturstoffe wird jedoch durch die problematische
Isolierung, sowie die geringe Produktivitat der naturlichen Produzentenstamme
limitiert. Zur Umgehung dieser Engpasse wird daher versucht durch die Modifikation
bekannter Naturstoffe neue Verbindungen mit veranderten oder erhdhten Bio-
aktivitaten zu generieren. Auf chemischem Weg konnten hierbei einige potente, halb-
synthetische Derivate (z. B. B-Lactam-Verbindungen) erzeugt werden, wobei die
Veranderungen jedoch auf einzelne funktionelle Gruppen innerhalb des Naturstoffes
limitiert waren. Ein breiterer Ansatz zum rationalen Design von neuen Antibiotika
stellt hingegen die gerichtete Manipulation der Biosynthese-Wege dar. In diesem
Zusammenhang stellt die Gruppe der nichtribosomalen Peptidantibiotika ein
geeignetes Ziel fur die kombinatorische Biosynthese dar [Cane et al., 1998; Rodriguez &
McDaniel, 2001; Walsh, 2002].

2.3 Nichtribosomale Peptid-Biosynthese

Die nichtribosomalen Peptidantibiotika werden von einer Vielzahl von Mikro-
organismen wie filamentosen Pilzen, sowie Gram-positiven Bakterien der Spezien
Actinomyces und - nicht zuletzt — Bacillus produziert und besitzen zahlreiche,
pharmakologisch-relevante Wirkeigenschaften. Prominenteste Beispiele sind in
diesem Zusammenhang vor allem (i) die antibakteriell-wirkenden B-Lactame (z. B.
Penicillin) und Cephalosporine, welche sich von dem Tripeptid-Precursor ACV
ableiten [Smith et al., 1990a], (ii) das Reserve-Antibiotikum Vancomycin, (iii) das Immun-
suppressivum Cyclosporin [Weber et al., 1994], sowie (iv) der Antitumor-Wirkstoff
Bleomycin [Du et al., 2000].

Das breite Wirkungsspektrum dieser Sekundarmetabolite kann in erster Linie
auf ihre enorme strukturelle Komplexitat zurtickgefuhrt werden (Abb. 2.1). So kdnnen
neben den bekannten 20 proteinogenen Aminosauren auch an die hundert weitere
Substrate wie nichtproteinogene Aminosauren, Carboxy- und Hydroxysauren in die
Produkte inkorporiert werden. Des weitern treten haufig zusatzliche Modifikationen
der Peptidkette dieser Naturstoffe durch N-, C- und O-Methylierung, Acylierung,
Glykosilierung, Cy-Epimerisierung und Heterozyklisierung auf [Mootz et al., 2002a].
Aulerdem kommt es neben linearen Peptiden auch zur Bildung von zyklischen und

zyklisch-verzweigten Strukturen (siehe Abb. 2.1).
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Abb. 2.1: Chemische Strukturen einer Auswahl nichtribosomaler Peptide

Gezeigt ist eine Auswahl der Peptidantibiotika, welche in Gram-positiven Bakterien und filamentdsen
Pilzen gebildet werden: Surfactin von Bacillus subtilis, Bleomycin von Streptomyces verticillus, ACV
von Penicillum chrysogenum, Bacitracin A von Bacillus licheniformis, Cyclosporin von Tolypocladium
niveum und Vancomycin von Amycolatopsis orientalis.

Die Ausbildung solch komplexer Strukturen ist mit einer konventionellen,
ribosomalen Proteinbiosynthese nicht vereinbar, und daher wird fur die Bildung
dieser nichtribosomalen Peptide (NRPs) ein alternativer Synthese-Weg
eingeschlagen. Im Gegensatz zum ribosomalen Mechanismus erfolgt hierbei die
Bildung der Peptide ausgehend von multimodularen Proteintemplaten, den
nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPSs) (siehe Abb. 2.2) [Marahiel et al., 1997,
Mootz et al, 2002a]. Die Module innerhalb dieser Proteintemplate reprasentieren
funktionelle Einheiten, welche fur die Erkennung, Aktivierung und Inkorporationen
eines Substrates in die wachsende Peptidkette verantwortlich sind. Diese einzelnen
Reaktionsschritte werden von strukturell eigenstandigen Domanen katalysiert, aus
denen die Module aufgebaut sind (siehe Abb. 2.2).
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Abb. 2.2: Die fiinf essentiellen Reaktionen der nichtribosomalen Peptid-Biosynthese

(A) Die posttranslationale Modifikation der PCP-Domanen (griin) wird durch spezialisierte PPTasen
katalysiert. Hierbei kommt es zum nukleophilen Angriff der Hydroxyl-Gruppe des konservierten Serin-
Restes der PCP-Domane auf die 3-3'-Phosphatgruppe des CoASH und somit zur kovalenten Bindung
des Ko-Faktors Ppant. (B) Die Substrat-Aminosaure wird spezifisch von einer A-Domane (rot) erkannt,
unter ATP-Hydrolyse als Aminoacyl-Adenylat aktiviert und anschlieRend (C) kovalent als Aminoacyl-S-
Ppant Thioester auf der assoziierten PCP-Domane gebunden. (D) Die C-Domane (weil}) katalysiert
die Bildung der Peptidbindung zwischen zwei, auf benachbarten PCP-Domé&nen gebundenen Inter-
mediaten. (E) Die Abspaltung des vollstdndigen Produktes als lineares, zyklisches, zyklisch-ver-
zweigtes oder multimeres Peptid erfolgt unter der Katalyse der Te-Domane (orange) (X=N,O).

Die Substrat-Aminosauren und Peptid-Intermediate sind bei der nicht-
ribosomalen Peptidbiosynthese Uber den Ko-Faktor 4'-Phosphopantethein (Ppant)
kovalent an die einzelnen Modulen gebunden. Dies erfordert die posttranslationale
Modifikation der inharenten Peptidyl-Carrier-Protein-(PCP)-Domanen (oder auch
Thiolierungs-(T)-Domanen) und ihre Umwandlung von der inaktiven apo- zur
phosphopantetheinylierten, aktiven holo-Form. Dieses Priming erfolgt durch

spezialisierte Phosphopantetheinyl-Transferasen (PPTasen), die den nukleophilen
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Angriff der Hydroxyl-Gruppe eines konservierten Serin-Restes der PCP-Domane auf
die B-3'-Phosphatgruppe des Ko-Substrates CoOASH katalysieren [Lambalot et al., 1996].
Hierbei kommt es zur Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen dem
konservierten Serin-Rest der PCP-Domane und dem Ko-Faktor Ppant, welcher
anschlie3end fur die Substrat-Bindung zur Verfugung steht.

Die spezifische Aktivierung der Substrat-Aminosaure erfolgt unter der
katalytischen Kontrolle einer Adenylierungs-(A)-Domane. Diese ist in der Lage, die
kognate Aminosaure spezifisch zu erkennen und unter ATP-Hydrolyse als
korrespondierendes Aminoacyl-Adenylat zu aktivieren [Stachelhaus & Marahiel, 1995].
AnschlieRend erfolgt die Ubertragung dieser aktivierten Zwischenstufe auf den Ko-
Faktor Ppant der C-terminal assoziierten PCP-Domane, auf der das Substrat
kovalent als Thioester gebunden wird [Stein et al., 1994]. Durch diese Bindung der
Aminosaure auf dem Ppant-Arm der PCP-Domane wird der Transport des aktivierten
Substrates zu den katalytischen Untereinheiten des Proteintemplates ermdglicht
[Stein et al., 1996]. Die Verknlpfung der als Thioester gebundenen Intermediate erfolgt
anschlieBend unter der katalytischen Kontrolle der Kondensations-(C)-Domanen
[Stachelhaus et al., 1998]. Hierbei dient das N-terminal lokalisierte Aminoacyl-/Peptidyl-S-
PCP als Donor des Ko-Substrates, welches vom C-terminal lokalisierten Aminoacyl-
S-PCP Akzeptor nukleophil attackiert wird. Bei der Bildung der Peptidbindung kommt
es zur Abspaltung von Wasser und der Verlangerung der als Thioester gebundenen
Peptidkette auf der stromabwarts lokalisierten PCP-Domane.

Es konnte gezeigt werden, dass die C-Domane eine hohe Selektivitat flr den
Aminoacyl-S-PCP Akzeptor besitzt [Belshaw et al., 1999; Ehmann et al., 2000]. Hierdurch
soll vermutlich eine Mis-Initiation des Biosynthese-Prozesse verhindert werden, da
das Aminoacyl-S-PCP auf diese Weise daran gehindert wird direkt zur stromabwarts-
gelegenen C-Domane fortzuschreiten um dort als Acylgruppen-Donor zu fungieren.

Durch die Wiederholung dieser Schritte der Substrat Erkennung und
Aktivierung, sowie die Bildung der Peptidbindung und Translokation des gebildeten
Peptides von Modul zu Modul kommt es zur geordneten Bildung des vollstandigen
Produktes, welches als Peptidyl-Thioester auf dem Ppant Ko-Faktor der letzten PCP-
Domane des Proteintemplates gebunden ist (siehe Abb. 2.3). Die Freisetzung des
fertigen Peptides erfolgt anschlieRend unter der katalytischen Kontrolle der C-
terminalen, internen Thioesterase-(Te)-Domane [Schneider & Marahiel, 1998; Schwarzer et

al., 2001]. Hierbei kommt es zunachst zur Ubertragung des vollstandigen linearen
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Peptidyl-Intermediates vom Ko-Faktor Ppant auf die Seitenkette eines hoch-
konservierten Serin-Restes der Te-Domane [Shaw-Reid et al., 1999]. Dieser Rest
befindet sich innerhalb der CoreT-Sequenz GxSxG und ist an der Ausbildung der aus
Serin-Proteasen und Thioesterasen bekannten katalytischen Triade Asp-His-Ser
beteiligt [Li et al, 1996; Pazirandeh et al., 1991; Tai et al, 1993]. In Abhangigkeit des
verwendeten Nukleophils und der Substrat-Spezifitat der Te-Domane kdnnen bei der
anschliellenden Hydrolyse des Peptidyl-O-Ser-Esters lineare (= Wasser), zyklische
(= N-terminales Nukleophil), zyklisch-verzweigte (= interne, nukleophile
Seitengruppe) oder multimere (> N-terminales Nukleophil einer weiteren
Peptidkette) Peptide erhalten werden.

Anhand der beschriebenen Synthese-Strategie besitzt ein Elongations-Modul,
welches eine Aminosaure in die wachsende Peptidkette einbaut, die Domanen-
Organization C-A-PCP (siehe Abb. 2.3). Da beim Einbau der ersten Aminosaure in
das Produkt keine Bildung einer Peptidbindung katalysiert werden muss, ist in dem
zustandigen N-terminalen Initiations-Modul (A-PCP) keine C-Domane vorhanden. Im
Gegensatz hierzu enthalt das C-terminale Terminations-Modul (C-A-PCP-Te) eine

zusatzliche Te-Domane, welche die Abspaltung des Produktes katalysiert.

Abb. 2.3: Domanen-Organisation und
Reaktions-Sequenz eines NRPS Elongations-
71— ,—Modu|—| —\ Moduls )
4] Ein Elongations-Modul besitzt die Doméanen-
Organisation C-A-PCP. (1) Die A-Domane ist in der
Lage, die Substrat-Aminosaure spezifisch zu
erkennen und als Aminoacyl-Adenylat zu
aktivieren. (2) AnschlieRend erfolgt die kovalente
Bindung des aktivierten Substrates als Aminoacyl-
Thioester auf dem Ppant Ko-Faktor der C-terminal
assoziierten PCP-Domaéne. (3) Durch Translokation
des  Aminoacyl-S-Ppant-Armes  erfolgt  der
Transport des Substrates zur Akzeptor-Seite (a)
der N-terminal assoziierten C-Domane, welche die
Bildung der Peptidbindung der beiden gebundenen
Aminosduren (AS1- und AS2-S-PCP) katalysiert.
(4) Anschlielend erfolgt der Transport des
gebildeten Peptidyl-S-Ppant zur Donor-Seite (d)
der C-terminal lokalisierten C-Domane des
Nachbar-Moduls. Durch den nukleophilen Angriff
des folgenden AS3-S-Ppant kommt es dort zur
Translokation der wachsenden Peptidkette (AS1-
AS2) und zur Regeneration des HS-Ppant Ko-
Faktors.
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Neben den gerade beschriebenen Core-Domanen (siehe Abb. 2.2) kdnnen
Module weitere, optionale Domanen enthalten, welche die Modifikation der als
Thioester gebundenen Intermediate katalysieren. Mogliche Abwandlungen bein-
halten u.a. eine Epimierisierung (= E-Domane), N-Methylierung (= M-Domane),
Oxidation (= Ox-Domanen) oder N-Formylierung (= F-Domanen) des Aminoacyl-
oder Peptidyl-S-PCP-Intermediates [Schwarzer & Marahiel, 2001]. Des weiteren findet
man haufig Thiazolin- und Oxazolin-Heterozyklen (siehe Abb. 2.1: Bleomycin und
Bacitracin), deren Bildung durch spezialisierte Heterozyklisierungs-(Cy)-Domanen
katalysiert wird. Diese ersetzen die C-Domane des korrespondierenden Elongations-
Moduls (Domanenorganisation: Cy-A-PCP) und Ubernehmen deren Funktion, in dem
sie die Bildung der Peptidbindung katalysieren [Konz et al., 1997]. Zusatzlich ist diese
Domane jedoch in der Lage, die Heterozyklisierung durch Kondensation des Seiten-
gruppen-Hydroxyl- oder Thiol-Restes des Aminoacyl-S-PCP Akzeptors mit der
Carbonyl-Gruppe der generierten Peptidbindung zu verwirklichen.

Aufgrund des geschilderten Biosynthese-Prinzips, bei dem aktivierte Substrate
und Intermediate Uber Ppant-Kofaktoren kovalent als Thioester an die Protein-
Template gebunden vorliegen, wird dieses Synthese-Konzept auch als multiple
carrier thiotemplate Mechanismus bezeichnet [Stein et al., 1996]. Basierend auf diesem
Model wird die Grolde, Primarstruktur und Modifikation des gebildeten Produktes
durch die Anordnung und Spezifitat der einzelnen Module und Domanen innerhalb
des Proteintemplates determiniert. Diese Kolinearitat zwischen dem Proteintemplat
und dem gebildeten Produkt soll im Folgenden am Beispiel der nichtribosomalen
Biosynthese der Peptidantibiotika Bacitracin und Surfactin detailliert beschrieben

werden.

2.4 Das Peptidantibiotikum Bacitracin

Bacitracin gehoért zur Gruppe der Homopeptid-Antibiotika, welche von
spezialisierten B. licheniformis und B. subtilis Stammen produziert werden [Azevedo et
al., 1993; Haavik & Froyshov, 1975; Johnson et al., 1945]. Das gebildete Produkt stellt hierbei
ein Gemisch aus 15 verschiedenen, zyklisch-verzweigten Dodecapeptiden mit der
Hauptkomponente Bacitracin A (70%) dar (siehe Abb. 2.4) [Ikai et al., 1992].

Bacitracin A besteht aus einer linearen N-terminalen Pentapeptid-Kette ((Lj.-
Lcys)thiazolin-LLeu-Daiw-Lie) und einem C-terminalen Heptapeptid-Ring (Liys-Dom-Liie-

Dphe-LHis-Dasp-Lasn). Als strukturelle Besonderheit enthalt das Molekil einen N-
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terminalen Thiazolin-Ring, welcher aus den Aminosauren L-lle (Position 1) und L-Cys
(Position 2) gebildet wird [ishihara & Shimura, 1988]. Des weiteren sind in dem
Dodecapeptid die nichtproteinogene Aminosaure D-Ornithin, sowie drei weitere Am
in ihrer D-Konfiguration (D-Glu, D-Phe und D-Asp) enthalten. Die Bildung des
Degradationsproduktes Bacitracin F erfolgt durch Desaminierung des N-terminalen
Amins (zum Keton) und Oxidation des Thiazolin-Rings (zum korrespondierenden
Thiazol). Die Strukturen der 13 weiteren Derivate ahneln diesen beiden Bacitracinen,
jedoch ist hier ein Austausch von bis zu drei L-lle- bzw. L-Leu-Resten an den

Positionen 3, 5 und 8 gegen L-Val zu beobachten [ikai et al., 1992].

I—IIe LCys'LLeu'DGIu'I—Ile I—Lys'DOrn'l—IIe DPhe'LHls'DAsp'LAsn Abb. 2.4: Struktur  von
| | Bacitracin Aund F
Der gebildete Bacitracin-

Komplex besteht aus 15 unter-

schiedlichen  Derivaten. Die
JJ\ Hauptkomponenten sind
Bacitracin A und sein Degra-
Bacitracin A X(N\)\ /¢ ﬁ( \>_ dations-Produkt Bacitracin F.
Positionen, an denen Varia-
M\” tionen der Aminosaure
)‘\/NH N Komposition beobachtet werden
Bacitracin F i( \Jl/\ sind grau unterlegt.
(@)

/i7)‘\R \]7
s / HO

Die antibiotische Aktivitat von Bacitracin richtet sich in erster Linie gegen die

Zellwand-Biosynthese von Gram-positiven Bakterien wie z. B. Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyrogenes und Neisserien. Bei Anwesenheit divalenter
Metallionen wie z. B. Cd®*, Mn?* oder Zn?" ist Bacitracin A aufgrund des vorhandenen
N-terminalen Thiazolin-Ringes in der Lage, Css-Isoprenyl-Pyrophosphat (IPP) zu
komplexieren [Stone & Strominger, 1971; Storm & Strominger, 1973]. Dieser Membran-
assoziierte Carrier (IPP) ist fur den Transport der sich wiederholenden Peptido-
glykan-Einheiten durch die Zellwand verantwortlich. Nach Ubertragung der Einheiten,
erfolgt die Dephosphorylierung des Carriers unter der Katalyse einer spezifischen
Phosphatase. Das gebildete Css-Isoprenyl-Phosphat (IP) steht anschlieRend wieder
fur einen neuen Transportzyklus zur Verfugung. Durch die Ausbildung eines ternaren
Komplexes aus IPP, Bacitracin und divalentem Kation kann die Dephosphorylierung
von IPP inhibiert werden. Hierdurch kommt es zur Unterbrechung der Peptidoglykan-
Biosynthese, sowie zur Akkumulation der UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid-

Intermediate.
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Des weiteren konnte flr das Peptidantibiotikum Bacitracin ein inhibierender
Einfluss auf die Proteinbiosynthese, auf Membranfunktionen, sowie auf Hydrolasen
determiniert werden [Makinen, 1972; Rieber et al., 1969; Schechter et al., 1972].

In Kombination mit anderen Antibiotika wie Neomycin und Polymyxin B wurde
Bacitracin in den 60er Jahren als Breitband-Antibiotikum zur Bekampfung von
Staphylokokken- und Streptokokken-Infektionen eingesetzt [Brunner, 1965]. Da jedoch
fur das Degradationsprodukt Bacitracin F eine hohe Nephrotoxizitat (Nierentoxizitat)
nachgewiesen wurde, wird Bacitracin heutzutage nur noch zur dermatologischen
Behandlung von Wundinfektionen, Verbrennungen und Transplantationen in
Kombination mit Neomycin verwendet.

Die breiteste Anwendung von Bacitracin erfolgte bis 1999 als Ergotropikum in
der modernen Tiermast. Hierbei konnte eine rasche und effektive Gewichtszunahme
der behandelten Tiere bereits bei einer Konzentration von 5-100 ppm im Futtermittel
beobachtet werden [Froyshov, 1984]. Obwohl die genauen Mechanismen nicht bekannt
sind, geht man davon aus, dass es bei der Bacitracin-Behandlung zu einer positiven
Verschiebung der Darmflora kommt, welche eine effizientere Ausnutzung der

Nahrstoffe ermoglicht [walton, 1981].

2.4.1 Die Bacitracin-Biosynthese

Wie eine Vielzahl anderer Peptidantibiotika des Genus Bacillus erfolgt die
Bacitracin-Biosynthese nichtribosomal an einer multimodularen Proteintemplat. Da
jedes Modul - wie im vorangegangenen Abschnitt dargestellt - flr die Aktivierung,
Modifikation und den Einbau einer Aminosaure verantwortlich ist, besteht das
molekulare Proteintemplat des Dodecapeptids Bacitracin aus zwdlf Modulen, die auf
die drei Synthetasen BacA (funf Module; 598 kDa), BacB (zwei Module; 297 kDa)
und BacC (funf Module; 723 kDa) verteilt sind (siehe Abb. 2.5) [Konz et al., 1997].
Die Bacitracin Synthetase A st fur die Bildung der linearen N-terminalen
Pentapeptid-Kette ((Lie-Lcys)thiazolin-LLeui-Daiv-Lie) verantwortlich. Hierbei ist im
Elongations-Modul 2 der Austausch der C-Domane gegen eine spezialisierte Cy-
Domane zu beobachten. Diese katalysiert die Knipfung der Peptidbindung zwischen
den Aminosauren L-lle (Position 1) und L-Cys (Position 2), sowie die Kondensation
der L-Cys-Seitenkette mit der backbone Carbonyl-Gruppe des L-lle unter Bildung
eines heterozyklischen Thiazolin-Ringes. Die Inkorporation der Substrat-Aminosaure

D-Glu wird durch das Elongations-Modul 4 katalysiert. In diesem Modul ist eine
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optionale E-Domane enthalten, welche die Konvertierung der kognaten Aminosaure
L-Glu in die D-Konfiguration katalysiert.

Die Bildung des C-terminalen Heptapeptid-Ringes (LLys-Dom-Liie-Dphe-LHis-Dasp-
Lasn) wird von den sieben Modulen der Bacitracin Synthetasen B und C katalysiert. In
den Elongations-Modulen 7, 9 und 11 ist wiederum die Insertion einer optionalen E-
Domane zu beobachten, welche die Konvertierung der L-konfigurierten Substrat-
Aminosaure in ihre D-Konfiguration ermoglicht. Die Abspaltung des zyklisch-
verzeigten Produktes erfolgt unter der katalytischen Kontrolle der Te-Domane des
Terminations-Moduls 12. Hierbei kommt es zum nukleophilen Angriff der e-Amino-
Gruppe des L-Lys (Position 6) auf die o-Carboxyl-Gruppe des terminalen L-Asn
(Position 12), wodurch es unter Zyklisierung zur Bildung eines Lactam-Ringes
kommt.

Die Konvertierung der zwolf PCP-Domanen in ihre phosphopantetheinylierte,
aktive holo-Form erfolgt unter der katalytischen Kontrolle der spezialisierten PPTase
Bli [Gaidenko & Khaikinson, 1988], deren kodierendes Gen bli kurzlich in der
chromosomalen Region stromabwarts des Lichenysin-Biosynthese-Genklusters
lokalisiert werden konnte [Neumiiller & Marahiel, 2001].

Stromaufwarts der drei Synthetase-Gene bacABC konnte ein weiterer offener
Leserahmen (bacT) lokalisiert werden, welcher fur die putative Typll-Thioesterase
BacT (27 kDa) dieses Systems kodiert [Konz et al., 1997]. Man geht davon aus, dass es
sich bei dieser Klasse um eine Art von "Reinigungs-Enzymen" handelt, deren
positiver Einfluss auf die Produktivitat des Proteintemplates nachgewiesen werden
konnte [Schneider & Marahiel, 1998; Schwarzer et al., 2002].

Stromabwarts der drei Synthetase-Gene konnte die Anwesenheit der
kodierenden Gene des Zwei-Komponenten-Systems BacRS (27,4 und 39,5 kDa),
sowie des ABC-Transporters BcrABC (34,5, 23,3 und 23,1 kDa) determiniert werden,
welche an der Ausbildung der Resistenz gegen das produzierte Peptidantibiotikum

Bacitracin beteiligt sind (siehe hierzu auch Kapitel 2.8.3) [Neumiiller et al., 2001].
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2.5 Das Lipoheptapeptid Surfactin

Das zyklische Biotensid Surfactin, welches in verschiedenen B. subtilis
Stdmmen produziert wird, besteht aus einer -Hydroxy-Fettsaure (C43-C1s), die Uber
eine Amid- und eine Lacton-Bindung mit den beiden Enden der Heptapeptidkette
(Lelu-Lreu-Dreu-Lvar-Lasp-Dieu-Lieu) Verbunden ist [Arima et al., 1968]. Neben Variationen
B-Hydroxy-Fettsaure-Lange, konnten Surfactin-Derivate mit einem Austausch der

Aminosaure L-Leu an Position 7 gegen L-Val und L-lle beobachtet werden.

) Abb. 2.6: Chemische Struktur des Lipo-
[3—Hydroxy—Fettsaure—LGIu—Ll_eu—Dl_eu—LVa|—L/3\SID—D|_eu—L|_eu heptapeptides Surfactin

| Surfactin stellt ein Gemisch aus verschie-

denen zyklischen Lipoheptapeptiden dar,

OH welche sich in der Lange der eingebauten

0 B-Hydroxy-Fettsdure (n = 1-3) unter-
q [to :/L scheiden. Die Position sieben, an der

H HN <O Variationen der Aminosaure Komposition

\/\/\H/\/O\?NH o ﬁ\ beobachtet werden, ist grau unterlegt.
/ n 0 . i HN 0
i N
Surfactin 5 N . _:, j‘)l
O/(/ Qoo

Aufgrund seines hydrophob/hydrophilen Charakters ist Surfactin in der Lage,

die Oberflachenspannung von Wasser von 72 mN m™ auf 27 mN m™ zu reduzieren
[Peypoux et al., 1999]. Hierdurch stellt Surfactin eines der starksten, bekannten Bio-
tenside und — aufgrund seiner biologischen Abbaubarkeit - eine fur industrielle
Applikationen interessante Alternative zu chemischen Tensiden dar, fur die ein
schadlicher Einfluss auf die Umwelt determiniert werden konnte.

Klrzlich wurden weitere Bioaktivitaten fur diesen Naturstoff nachgewiesen,
wie z. B. die Fahigkeit zur Schaum- und Emulsionsbildung [Razafindralambo et al., 1998],
sowie die Inhibition der Oozyten-Reifung und der Fibringerinnung [Arima, et al., 1968;
Toraya et al, 1995]. Weiterhin konnte eine antibakterielle, antitumorale,
antimycoplasmatische und antivirale Wirkung des Lipoheptapeptids Surfactin gezeigt
werden [Kameda & Imai, 1985; Tsukagoshi et al., 1970; Vollenbroich et al., 1997].



18 Einleitung

2.5.1 Die Biosynthese des Lipoheptapeptides Surfactin

Das Proteintemplat zur nichtribosomalen Biosynthese des zyklischen Lipo-
heptapeptids Surfactin besteht aus sieben Modulen, die auf die drei Synthetasen
SrfA-A (402 kDa), SrfA-B (401 kDa) und SrfA-C (144 kDa) verteilt sind (siehe Abb.
2.7).

comS sfp

SIfA-A SIfA-B srfA-C

Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 Modul 6 Modul 7

B ——
OO 00 O O D0 O

SrfA-A SrfA-B SrfA-C

(402 kDa) (401 kDa) (144 kDa)

c O Kondensations-(C)-Domane Thioesterase-(Te)-Domane
. Adenylierungs-(A)-Domane o Epimerisierungs-(E)-Domane

® Peptidyl-Carrier-Protein-(PCP)-Domane

Abb. 2.7: Das Surfactin-Biosynthese-Genkluster

(A) Gezeigt ist die chromosomale Region des Surfactin-Biosynthese-Genklusters (srfA) aus B. subtilis
ATCC 21332, welches aus den Genen srfA-ABCTE aufgebaut wird. Das kodierte, nichtribosomale
Proteintemplat wird aus den sieben Modulen der drei Surfactin Synthetasen SrfA-ABC gebildet (B). In
(C) ist der Farb-Kode der 24 verwendeten Domanen aufgezeigt.

Die Initiation der Surfactin-Biosynthese erfolgt durch Ubertragung der PB-
Hydroxy-Fettsaure auf die erste, durch SrfA-A aktivierte Aminosaure L-Glu. Im
Gegensatz zum Bacitracin startet das Proteintemplat des Surfactins also mit einem
Elongations-Modul, wobei die inharente C-Domane die Bildung der Peptidbindung
zwischen der o-Carboxyl-Gruppe der Fettsaure und der o-Amino-Gruppe des L-Glu
(Position 1) katalysiert. Als Donor der Acyl-Gruppe fungiert hierbei eine ca. 40kDa-
grolRe, CoASH-abhangige Transacylase [Menkhaus et al., 1993].

Die weitere Synthese des Lipoheptapeptides erfolgt anschlieRend an den
Elongations-Modulen 2 bis 7. Hierbei findet an den Positionen 3 und 6 eine Konver-
tierung der aktivierten Substrat-Aminosaure L-Leu in die D-Konfiguration statt. Dies
erfolgt unter der katalytischen Kontrolle der in den entsprechenden Elongations-
Modulen enthaltenen, optionalen E-Domane. Die Abspaltung des zyklischen
Lipopeptides wird durch die Te-Domane des C-terminalen Terminations-Moduls 7

katalysiert. Hierbei kommt es zum nukleophilen Angriff der B-Hydroxy-Gruppe der
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gebundenen Fettsaure auf die o-Carboxyl-Gruppe des L-Leu (Position 7). Die
strukturelle Basis fur die resultierende Lactonisierung des Lipoheptapeptides
Surfactin konnte kurzlich durch die Losung der Kristallstruktur dieser internen Te-
Domane aufgeklart werden (siehe hierzu auch Kapitel 2.6.3) [Bruner et al., 2002].

Neben den drei Synthetase-Genen enthalt das 26kb-umfassende Surfactin-
Biosynthese-Genkluster ein weiteres Gen (srfA-TE), welches fur die putative Typll-
Thioesterase SrfA-TE (28 kDa) kodiert [Cosmina et al., 1993]. Hierbei handelt es sich
vermutlich um eine Art "Reinigungs-Enzym", dessen positiver Einfluss auf die
Produktivitat des Surfactin-Biosynthese-Templates nachgewiesen werden konnte
[Schneider & Marahiel, 1998; Schwarzer et al., 2002].

Stromabwarts des Surfactin-Biosynthese-Genklusters konnte in einer
Entfernung von ca. 4 kb das Gen sfp lokalisiert werden. Dieses Gen kodiert fur die
spezialisierte PPTase Sfp, welche die Konvertierung der sieben PCP-Domanen der
drei Surfactin-Synthetasen in die phosphopantetheinylierte, aktive holo-Form
katalysiert. Dieses Protein reprasentiert das wohl am besten charakterisierte Mitglied
der Familie der PPTasen [Quadri et al, 1998] und hat sich zu einem wichtigen
Werkzeug zur in vitro- und in vivo-Modifikation von rekombinanten NRPSs, Polyketid-
Synthasen und Fettsaure-Synthasen Carrier-Protein-Domanen entwickelt (siehe
hierzu auch Kapitel 2.8.2) [Lambalot et al., 1996; Pfeifer & Khosla, 2001].

2.6 Gerichtete Manipulation von NRPSs zum rationalen Design
neuer Peptidantibiotika

Wie in den vorangegangenen Kapiteln dargestellt, wird bei der nicht-
ribosomalen Peptidbiosynthese die Primarstruktur des Produktes durch die
Anordnung, Anzahl und Spezifitat der einzelnen Module und Domanen innerhalb des
multimodularen Proteintemplates bestimmt.

Anhand der heterologen Produktion von funktionellen, distinkten A-, PCP- und
Te-Domanen konnte die Unabhangigkeit der Aktivitat dieser katalytischen Unter-
einheiten von der modularen Umgebung des vollstandigen Proteins determiniert
werden [Dieckmann et al., 1995; Kohli et al., 2001; Stachelhaus et al., 1996a; Stachelhaus &
Marahiel, 1995; Trauger et al., 2000]. Die Aufklarung der 3D-Strukturen der Core-Domanen
(C-, A-, PCP- und Te-Domane) ertffneten dartber hinaus direkte Einblicke in die

molekulare Funktionsweise der individuellen Domanen, sowie des gesamten,
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modularen NRPS-FlieRbandes [Bruner et al., 2002; Conti et al., 1997; Keating et al., 2002;
Weber et al., 2000].

Unter Ausnutzung dieser biochemischen und strukturellen Daten war es
mdglich, die distinkten Grenzen zwischen einzelnen Domanen bzw. vollstandigen
Modulen zu determinieren. Diese Informationen erdffnen ihrerseits die Moglichkeit
zur gezielten Veranderung des nichtribosomalen Biosynthese-Apparates zum
Zwecke des rationalen Designs innovativer Peptidantibiotika [Mootz & Marahiel, 1999;
Walsh, 2002]. Die unterschiedlichen Strategien zur gerichteten Manipulation von
NRPS-Proteintemplaten sind in Abb. 2.8 schematisch dargestellt und sollen nach-
folgend - insbesondere im Hinblick auf Ihre Vor- und Nachteile - kurz diskutiert

werden.
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Abb. 2.8: Strategien zur gerichteten Manipulation von nichtribosomalen Proteintemplaten zum
rationalen Design neuartiger Peptidantibiotika

(A) Durch die Fusion von vollstdndigen Modulen ist es mdglich artifizielle, funktionelle Hybrid-
synthetasen zu generieren. (B) Durch Einfiihrung oder Deletion von optionalen Domanen kdnnen
einzelne Aminosaure-Reste innerhalb eines Peptidproduktes gezielt modifiziert werden. (C) Bei der
Translokation der Thioesterase-(Te)-Domane kommt es zur vorzeitigen Freisetzung von Biosynthese-
Intermediaten und somit zur Bildung verkiirzter Peptide. (D) Der Austausch von Minimal-Modulen (A-
PCP) unterschiedlicher Spezifitat fiihrt zum Austausch der korrespondierenden Aminosaure im Peptid-
Produkt. (E) Durch ortsgerichtete Mutagenese ist es mdglich, die Selektivitdt von A-Doménen zu ver-
andern, welche zum Einbau des alternativen Substrates in das Peptid-Produkt fihrt.

2.6.1 Konstruktion von artifiziellen Hybridsynthetasen mittels Modulfusion

Die zuletzt am weitesten verbreitete Methode zur gerichteten Manipulation von
nichtribosomalen Proteintemplaten stellt die Modulfusion dar [Doekel & Marahiel, 2000;
Mootz et al., 2000]. Hierbei werden de novo artifizielle und funktionelle Hybrid-
synthetasen konstruiert, die in der Lage sind die Synthese von kurzen Peptiden in
vitro zu katalysieren. Von essentieller Bedeutung zur Durchfihrung solcher Modul-
fusionen ist natirlich (i) die Definition eines Moduls (- Doméanenabfolge), sowie (ii)

die Auswahl einer geeigneten Fusionsstelle.
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So muss bei der Definition eines Moduls berlcksichtigt werden, das die C-
Domaéane eine Editier- und Steuerungsfunktion fur die nichtribosomale Biosynthese
besitzt [Belshaw et al., 1999; Ehmann et al., 2000]. Durch die Verwendung von Aminoacyl-
N-Acteyl-Cysteamin-Derivaten (Aminoacyl-SNACs), welche Analoga des nativen C-
Domanen Substrates Aminoacyl-S-PCP darstellen, konnte nachgewiesen werden,
dass die C-Domane nur eine Enantioselektivitat fur das stromaufwarts lokalisierte
Aminoacyl-/Peptidyl-S-PCP Donor-Substrat aufweist, wahrend die Erkennung des
stromabwarts lokalisierten Aminoacyl-S-PCP Akzeptor-Substrates sowohl Substrat-
als auch Enantio-selektiv verlauft. Aufgrund dieser Ergebnisse kann geschlossen
werden, dass bei Modulfusionen die Verbindung zwischen den Substrat-spezifischen
C- und A-Domanen nicht getrennt werden darf. Somit stellt sich die Definition eines
Moduls als C-A-PCP- bzw. PCP-C-A-Einheit als vorteilhaft dar, wahrend die Ver-
wendung der Modul-Definition A-PCP-C auf Grund der inharenten Akzeptor-
Selektivitat der C-Doméane problematisch sein durfte.

Anhand von Sequenzvergleichen, sowie mittels partieller Proteolyse von
NRPSs konnten kurze Protein-Bereiche von geringer Homologie zwischen den
strukturell-eigenstandigen Domanen determiniert werden [Dieckmann et al., 1999]. Diese
sogenannten Linker-Regionen sind besonders reich an kleinen, hydrophilen
Aminosauren und bieten sich als Fusionsstellen zwischen Modulen an [Doekel &
Marahiel, 2000; Mootz et al., 2000]. Bei der Verwendung dieser intermodularen Linker-
Regionen kann davon ausgegangen werden, dass die fusionierten Module in
produktiver Weise miteinander kommunizieren kénnen. Dies konnte durch die
erfolgreiche Konstruktion funktioneller Hybridsynthetasen mittels Modulfusion
innerhalb der Linker-Regionen zwischen PCP-C, sowie A-PCP auch tatsachlich
gezeigt werden [Doekel & Marahiel, 2000; Mootz et al., 2000].

Neben der Verwendung der gerade beschriebenen intermodularen Linker-
Regionen wurde auch versucht, die Fusionsstellen auf intramodulare, hoch-
konservierte Sequenzmotive zu legen (siehe Kapitel 9.4) [Symmank et al., 1999; Yakimov
et al., 2000]. Hierbei zeigte sich jedoch, dass Fusionen auf den Konsensus-Sequenzen
der A-Domédne (Core A8 GRxDxQVKIRGXRIELGEIE, Fusionsstelle fett
hervorgehoben) und der PCP-Domane (CoreT DxFFxxLGG(HD)S(LI)) zu inaktiven
Hybridsynthetasen fuhrten. Einzig die Fusion zweier hochhomologer Module auf dem
Core-Motiv  C3 der C-Domane (Core C3 MHHxISDG(WV)S) fuhrte zu einer

funktionellen Hybridsynthetase, die in der Lage war die Substrate spezifisch zu
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erkennen, zu aktivieren und anschlielend die Bildung der Peptidbindungen zu
katalysieren.

Erstaunlicherweise erwies sich also gerade die Fusion innerhalb der geringer
konservierten C-Doméane als erfolgreich, wahrend Fusionen innerhalb der hoch-

konservierten A- und PCP-Domaéanen zu inaktiven Proteinen fihrten.

2.6.2 Einfuhrung und Deletion von optionalen Domanen in nichtribosomalen

Proteintemplaten

Im Gegensatz zur Modulfusion sind bislang nur wenige Beispiele fur die erfolg-
reiche Einfuhrung bzw. Deletion von optionalen Domanen in Proteintemplate
beschrieben worden.

Die optionalen E-Domanen sind C-terminal von der PCP-Doméne eines
Moduls lokalisiert und katalysieren die Konvertierung einer L-Aminosaure zum
entsprechenden D-lIsomer [Stachelhaus & Walsh, 2000]. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass die Epimerisierung von Aminosauren, welche von Elongations-Modulen in das
Produkt eingebaut werden, erst auf der Stufe des Peptidyl-S-PCP-Intermediates
erfolgt [Schwecke et al., 1992]. Anhand der Konstruktion von Hybridsynthetasen, sowie
durch Mis-Priming-Experimente konnte eine breite Substrat-Toleranz dieser
optionalen Domane determiniert werden [Belshaw et al., 1999; Linne et al., 2001]. Hierbei
war jedoch zu beobachten, dass eine effiziente Substrat-Epimerisierung auch von
der Herkunft der vorangehenden PCP-Domane abhangig ist, was in erster Linie auf
Unterschiede innerhalb der Konsensus-Sequenz des Core T's der PCP-Domanen
zuruckgefuhrt werden kann [Linne et al., 2001]. Wahrend PCP-Domanen, die in C-
terminaler Fusion zu einer C-Domane stehen das Core T-Motiv GGHSL besitzen,
wird in PCP-Domanen, die C-terminal mit einer E-Domane verknupft sind, das
veranderte Core-T-Motiv GGDSI (Variationen sind in fett hervorgehoben) gefunden.
Es wurde vermutet, dass diese Sequenzunterschiede fur eine effiziente Interaktion
des Aminoacyl- bzw. Peptidyl-S-PCPs mit der assoziierten E-Domane notwendig
sind. In der Tat konnte dies durch Mutations-Analysen flur den Aspartat-Rest (D)
innerhalb des veranderten Core T-Motivs gezeigt werden [Linne et al., 2001]. Bei der
EinfUhrung einer optionalen E-Domane in ein NRPS-Proteintemplat muss also auch
ein Austausch der spezialisierten PCP-Domane in dem Proteintemplat erfolgen.

Des weiteren ist zu beachten, dass die C-Domane des nachfolgenden
Elongations-Moduls wie in Kapitel 2.6.1 dargelegt eine Enantioselektivitat fur den

Aminoacyl- bzw. Peptidyl-S-PCPs Donor besitzt [Linne et al., 2001; Stachelhaus & Walsh,
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2000]. Auch hier musste also gegebenenfalls der Austausch gegen eine geeignete C-
Domaéane mit Selektivitat fur D-konfigurierte Acyl-Donor-Molekule erfolgen.

Im Gegensatz zu E-Domanen, die C-terminal an ein C-A-PCP Modul fusioniert
sind, stellen die optionalen N-Methylierungs-(M)-Doméanen eine Insertion zwischen
Core 8 und 9 der korrespondierenden A-Domane dar [Haese et al., 1993]. Daruber
hinaus erfolgt die N-Methylierung nicht auf Peptidylebene, sondern bereits auf der
Stufe des Aminoacyl-S-PCP Intermediates [Schauwecker et al., 2000]. Am Beispiel der
Actinomycin-Synthetase 2 (Domanenorganisation: C-Arn~-PCP-C-Aya-PCP-E) konnte
der Austausch der Valin-selektiven A-Domane (in fett hervorgehoben) gegen das
korrespondierende  N-Methyl-Valin-selektive  Aya(M)-Didomanen-Fragment  der
Actinomycin-Synthetase 3 aufgezeigt werden. Die entsprechende Hybridsynthetase
(Domanenorganisation: C-Arp-PCP-C-Aya(M)-PCP-E) war in der Lage, die N-
methylierte Aminosaure in das Peptidprodukt zu inkorporieren, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass die assoziierte C-Domane das alternative N-
Methylvalin-Substrat  nicht  diskriminiert und die Akzeptor-Bindungstasche
offensichtlich tolerant gegenutber dieser Modifikation ist. Dies gilt nicht fur die C-
terminal lokalisierte E-Domane, da keine Epimerisierung des N-methylierten Peptidyl-

S-PCP Intermediates beobachtet werden konnte.

2.6.3 Abspaltung von verkirzten Peptiden durch die Translokation der Thio-

esterase-(Te)-Domane

Die Portabilitat der Te-Domane zur Abspaltung kleiner Peptide wurde sowohl
in vitro als auch in vivo gezeigt. So konnte am Beispiel der durch Modulfusion
generierten Hybridsynthetasen demonstriert werden (siehe 2.6.1.), dass die voll-
standige Aktivitat der generierten artifiziellen Proteintemplate neben der Aktivierung
und VerknlUpfung der Substrat-Aminosauren auch von der effizienten Abspaltung der
gebildeten Peptid-Produkte abhangt [Doekel & Marahiel, 2000; Mootz et al., 2000; Schwarzer
et al., 2001]. In Anwesenheit einer C-terminal fusionierten Te-Domane konnte eine
effiziente hydrolytische Freisetzung der erwarteten linearen Di- und Tripeptide
erreicht und die Synthese unerwilnschter Nebenprodukte unterdrickt werden.
Hierbei waren die Umsatzraten der artifiziellen Proteintemplate mit Wildtyp-

Synthetasen vergleichbar.
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Analoge in vivo-Untersuchungen erfolgten am Beispiel des Surfactin-Bio-
synthese-Systems, in dem die frihzeitige Termination der Peptid-Biosynthese durch
die Translokation der Te-Domane analysiert wurde [de Ferra et al., 1997]. Hierbei wurde
die Te-Doméane des Terminations-Moduls 7 an den jeweiligen C-Terminus der
internen Elongations-Module 4 und 5 fusioniert (vgl. Abb. 2.7). In den resultierenden
Konstrukten konnte die Produktion der verkurzten Lipotetra- und Lipopentapeptide
nachgewiesen werden. Obwohl die Te-Domane jedoch normalerweise eine
Zyklisierung des generierten Lipoheptapeptides katalysiert, konnte in den artifiziellen
Systemen nur die Synthese der linearen Lipopeptide beobachtet werden. Offen-
sichtlich schien die translokalisierte Te-Domane lediglich in der Lage zu sein, die C-
terminal verkurzten Produkte unter Hydrolyse vom Proteintemplat abzuspalten.

Durch Aufklarung der Kiristallstruktur der C-terminalen Te-Domane des
Surfactin-Biosynthese-Systems konnte kirzlich die strukturelle Basis fur diese Beob-
achtung determiniert werden [Bruner et al., 2002]. Demnach besitzt die Te-Doméane eine
Topf-artige Substrat-Bindungstasche, an deren Rand das lineare Lipopeptid-Substrat
gebogen vorliegt. Durch diese Anlagerung wird die B-Hydroxy-Gruppe der Fettsaure
in der Nahe des katalytischen Zentrum positioniert, in dem die C-terminale Carbonyl-
Gruppe des Lipoheptapeptides an den hochkonservierten Serin-Rest der
katalytischen Triade gebundenen vorliegt. Im Falle der verkurzten Lipotetra- und
Lipopentapeptide kommt wahrscheinlich die B-Hydroxy-Gruppe der Fettsaure nicht
mehr in die produktive Nahe zum aktiven Zentrum. Daher muss sie wahrscheinlich
durch ein alternatives Nukleophil, wie z. B. Wasser, ersetzt werden, wodurch es zur

hydrolytischen Freisetzung der linearen Produkte kommt.

2.6.4 Austausch und Deletion von Modulen innerhalb eines vollstandigen

NRP-Biosynthese-Systems

Wie das letzte Beispiel zeigt, sind Experimente zur gerichteten Manipulation
von nichtribosomalen Proteintemplaten nicht auf die biochemische in vitro-
Charakterisierung der konstruierten, artifiziellen Hybridsynthetasen beschrankt.
Vielmehr ist es durch die genetische Manipulation eines vollstandigen NRP-
Biosynthese-Genklusters moglich, die Produktion von neuen, veranderten Peptidanti-
biotika in vivo herbeizufuhren.

Aufgrund der breiten Bioaktivitat des Lipoheptapeptides, sowie der guten
genetischen Zuganglichkeit des Produzentenstammes B. subtilis ATCC 21332, stellt

das Surfactin-Biosynthese-Genkluster ein geeignetes Modelsystem flr derartige in
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vivo-Manipulationen dar (siehe Abb. 2.7). Neben der bereits gezeigten Translokation
der Te-Domane wurden an diesem System auch die ersten Modulaustausche zum
rationalen Design neuer Lipoheptapeptide durchgeflhrt.

Die ersten in vivo-Manipulationen des Surfactin-Biosynthese-Systems
beschrankten sich auf den Austausch von sogenannten Minimalmodulen [Schneider et
al., 1998; Stachelhaus et al., 1995]. Hierbei konnte am Beispiel der Elongations-Module 2
und 7 aufgezeigt werden, dass die Substitution der enthaltenen A- und PCP-
Domanen - gegen heterologe Minimalmodule mit unterschiedlicher Substrat-
Selektivitat — zum Austausch der korrespondierenden, variablen Aminosaure L-Leu
im Peptidprodukt fiihrt und so die neuen Lipoheptapeptid-Derivate [Orn?]-, [Orn’]-,
[Cys7]- und [Phe’]-Surfactin erhalten werden kdnnen [Schneider et al., 1998; Stachelhaus et
al., 1995].

Beim Austausch der A-PCP-Minimalmodule kommt es zur artifiziellen Fusion
zwischen den PCP- und C-, sowie C- und A-Domanen. Wahrend die Funktionalitat
von PCP-C-Fusionen am Beispiel der de novo Synthese von kurzen Peptiden
demonstriert werden konnte [Doekel & Marahiel, 2000], stellt sich die Fusion von C- und
A-Domanen aufgrund der inharenten Akzeptor-Selektivitdt der C-Domane als
problematisch dar [Belshaw et al., 1999; Ehmann et al., 2000]. Zur Umgehung dieser
Problematik beschaftigen sich daher neuere Ansatze mit dem Austausch bzw. der
Deletion von vollstandigen C-A-PCP-Modulen [Mootz et al., 2002b; Yakimov et al., 2000].
Die Untersuchungen von Mootz et al. beschrankten sich hierbei auf die Deletion bzw.
den Austausch des Leucin-selektiven Elongations-Moduls 2 der Surfactin-Synthetase
SrfA-A. Hierbei fuhrte die Deletion des Elongations-Moduls 2 zur erwarteten
Produktion des verkurzten, zyklischen Lipohexapeptides A?-Surfactin [Mootz et al.,
2002b].

Ein generelles Problem bei all den angeflihrten Beispielen zur genetischen
Manipulation von NRPSs war die drastische EinbufRe an Produktivitat der artifiziellen
Proteintemplate. Zwar konnte in den meisten Fallen die Produktion der neuen Lipo-
peptid-Derivate in den konstruierten B. subtilis Stammen determiniert werden, jedoch
war dies stets mit einer drastischen Reduktion an Produkt-Ausbeute verbunden. Da
selbst der Austausch heterologer Module gleicher Substrat-Selektivitat zu einer
erniedrigten Produktbildung fuhrte, kann ein negativer Einfluss (z. B. Toxizitat bzw.
unzureichender Export) des veranderten Produktes - zumindest als Hauptursache -

ausgeschlossen werden [Mootz et al., 2002b; Stachelhaus et al., 1995].
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Wahrscheinlicher scheint die Annahme zu sein, dass die verminderte
Produktivitat von veranderten NRPS auf die enormen Eingriffe in die Proteintemplate
zuruckzufiuhren sind, die beim Austausch von vollstandigen Modulen bzw. der
Translokation der Te-Domane hervorgerufen werden. Hierdurch kénnen Stérungen
der inter- und intramodularen Kommunikation, sowie der Tertiarstruktur der Hybrid-
synthetasen verursacht werden, welche die Herabsetzung der Produktbildungsrate
erklaren wuarden. Unterstitzt wird diese Theorie durch die bislang einzige
Manipulation, bei der keine Reduktion der Produktivitat beobachtet wurde. Hierbei
konnten Stérungen des Proteintemplates durch den Austausch der beiden sehr
homologen (ca. 60%) Elongations-Module 1 des Surfactin- bzw. Lichenysin-Bio-
synthese-Genklusters (Substrat-Selektivitat fur L-Glu bzw. L-GIn; beide aus B.
subtilis) auf ein Minimum reduziert werden. Entsprechend wurde keine Herabsetzung
bei der Produktion des neuen [GIn']-Surfactin Derivates beobachtet [Yakimov et al.,

2000].

2.7 Veranderung der Substrat-Selektivitat von Adenylierungs-(A)-
A-Domanen

Die im Kapitel 2.6 beschriebenen Methoden zur gerichteten Manipulation von
nichtribosomalen Proteintemplaten sind auf die Fusion, Deletion und Insertion, sowie
den Austausch von einzelnen Domanen und vollstandigen Modulen limitiert. Bei all
diesen Veranderungen kommt es jedoch zu enormen Eingriffen in das nicht-
ribosomale Proteintemplat, so dass Storungen der inter- und intramodularen
Kommunikation, sowie der Tertiarstruktur nicht ausgeschlossen werden konnen. Eine
schonendere Methode, bei der die Eingriffe in das molekulare Proteintemplat auf den
Austausch weniger Aminosaure-Reste begrenzt werden kann, leitet sich aus dem
kurzlich aufgeklarten nichtribosomalen Kode von NRPS Adenylierungs-(A)-Domanen
ab.

Die A-Domanen sind die Schlusselbausteine eines NRPS Moduls, da sie die
Substrat-Aminosaure spezifisch aus dem Pool aller verfigbaren Aminosauren
auswahlen und unter ATP-Hydrolyse als Aminoacyl-Adenylat aktivieren. Sie
determinieren somit die Substrat-Selektivitat des korrespondierenden Moduls des
nichtribosomalen Proteintemplates. Am Beispiel des Initiations-Moduls des
Gramicidin S-Biosynthese-Systems (Domanenorganisation: A-PCP-E) konnte gezeigt

werden, dass die A-Doméane ca. 550 Aminosaure-Reste umfasst und als strukturell-
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eigenstandiges Enzym agieren kann [Stachelhaus & Marahiel, 1995]. Durch die
Aufklarung der Kristallstruktur dieser Phenylalanin-selektiven A-Domane (PheA)
konnte - in Gegenwart ihrer Substrate Phenylalanin und ATP - ein direkter Einblick in
die strukturelle Basis der Substrat-Erkennung gewonnen werden (siehe Abb. 2.9)
[Conti et al., 1997]. Diese Informationen ermdglichten anschlieRend die Aufklarung des
Selektivitats-vermitteInden Kodes von NRPS A-Domanen und - durch Anwendung
von ortsgerichteter Mutagenese - die gezielte Veranderung der Substrat-Selektivitat
von NRPSs [Stachelhaus et al., 1999].

2.7.1 Die Kristallstruktur der Phenylalanin-selektiven A-Doméne PheA

Die ca. 550 Aminosaure-umfassende, Phenylalanin-selektive A-Domane PheA
wird aus einer groRen N-terminalen und einer kleinen C-terminalen Untereinheit
aufgebaut (siehe Abb. 2.9). Die Substrat-selektive Bindungstasche liegt an der
Grenzflache zwischen beiden Untereinheiten und ist von den zehn,
hochkonservierten Core-Motiven A1 bis A10 umgeben. Fur die meisten dieser Core-
Sequenzen konnte ein direkter Einfluss auf die ATP-Bindung und -Hydrolyse
nachgewiesen werden [Gocht & Marahiel, 1994; Pavela-Vrancic et al., 1994a; Pavela-Vrancic et
al., 1994b; Saito et al., 1995].

Abb. 2.9: Kristallstruktur der Phenylalanin-selektiven A-Doméane PheA

Die A-Domane PheA wird aus einer gro3en N-terminalen und einer kleinen C-terminalen Untereinheit
gebildet. Das Substrat Phenylalanin (rot) und AMP (orange) sind an den Grenzflachen der beiden
Untereinheiten gebunden. Die Lage der Core-Sequenzen A1 bis A10 sind durch Pfeile markiert.
Zeichnung nach [Stachelhaus et al., 1999]
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Im Gegensatz hierzu wird die Phenylalanin-selektive Bindungstasche haupt-
sachlich aus Aminosaure-Resten aufgebaut, welche innerhalb einer hochvariablen,
ca. 100 Aminosaure-umfassenden Region zwischen den Core-Sequenzen A4 und
A5 lokalisiert ist (siehe Abb. 2.10) [Conti et al., 1997].

Abb. 2.10: Die Phenylalanin-selektive
Bindungstasche von PheA
Die Phenylalanin-selektive Bindungstasche wird
aus zehn Aminosaure-Resten aufgebaut. Asp235
und Lys517 bilden elektrostatische Wechsel-
wirkungen mit der o-Amino und a-Carboxyl-
Gruppe der Substrat-Aminosaure aus (gestrichelte
Linien). Auf der linken Seite wird die Substrat-
Bindungstasche durch die Aminosaure-Reste
Ala236, 11e330 und Cys331 aufgebaut, wahrend die
rechte Seite durch die Reste Ala322, Ala 301, lle
Ala301 299 und Thr278 gebildet wird. Die beiden Seiten
g werden durch den Indol-Ring des Trp239 am

Asp235

- Boden der Bindungs-Tasche voneinander getrennt.
Ala322 Die Lokalisation der Substrat-AS Phenylalanin ist
116299 in grin  hervorgehoben.  Zeichnung nach
[Stachelhaus et al., 1999].

Ile330

Ala236,

Trp239
Thr278

Die o-Amino- und o-Carboxyl-Gruppe der Substrat-Aminosaure werden
jeweils durch elektrostatische Wechselwirkungen mit den Seitenketten der
Aminosaure-Reste Asp235 und Lys517 stabilisiert. Diese beiden Reste sind
Bestandteile der hochkonservierten Core-Motive A4 (Asp235) und A10 (Lys517). Der
Rest Lys517 liegt hierbei auf einem Loop der C-terminalen Untereinheit und
reprasentiert damit den einzigen Konstituenten der Substrat-Bindungstasche,
welcher nicht zwischen den Core-Motiven A4 und A5 lokalisiert ist. Auf der linken
Seite wird die Phenylalanin-selektive Bindungstasche durch die Seitenketten von
Ala236, 11e330 und Cys331 aufgebaut, wahrend die rechte Seite aus den Resten
Ala322, Ala301, 11e299 und Thr278 gebildet wird. Die Unterseite der Tasche wird
durch den Rest Trp239 verschlossen, der beide Seiten der Bindungstasche durch

den Seitenketten-Indol-Ring voneinander trennt.
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2.7.2 Der Selektivitats-vermitteInde Kode der NRPS A-Domaéanen

Neben der Phe-selektiven A-Domane aus B. brevis konnte von Conti et al. mit
der Luciferase aus Gluhwiurmchen (Photinus pyralis) die Kristallstruktur eines zweiten
Adenylat-bildenen Enzyms aufgeklart werden [Conti et al., 1996]. Obwohl beide Enzyme
nur etwa 16% Sequenz-Homologie aufweisen, offenbarten Struktur-basierte
Alignments, dass ihre Strukturen zu 67% identisch sind. Da NRPS A-Domanen
ublicherweise deutlich hohere Sequenz-Homologien zwischen 26% und 56%
besitzen wurde postuliert, dass alle A-Domanen eine PheA-ahnliche Faltung auf-
weisen und jene Reste, welche die Substrat-Bindungstasche von PheA aufspannen
auch in anderen A-Domanen fur die Ausbildung der Substrat-Selektivitat verant-
wortlich sind. Durch Sequenz-Vergleich von Uber 160 bekannten A-Domanen unter-
schiedlicher Selektivitat, wurden so die zehn postulierten Bindungstaschen-
Konstituenten dieser strukturell bislang nicht aufgeklarten A-Domanen determiniert
(siehe Abb. 2.10) [Challis et al., 2000; Stachelhaus et al., 1999].

Die Reduktion der Sequenz einer A-Domane auf ihre zehn, putativen
Bindungstaschen-Konstituenten flhrt zu einer kurzen Sequenz, die als Selektivitats-
vermittelndes Kodon dieser NRPS A-Domane gewertet werden kann (siehe Kapitel
9.3). Der Vergleich der putativen Kodone von 160 A-Domanen zeigte zum einem,
dass die Kodons in phylogenetischen Untersuchungen entsprechend der Substrat-
Selektivitat ihrer Ursprungs-Enzyme miteinander klustern. Zum anderen wurde
beobachtet, dass die verschiedenen Positionen innerhalb einer Substrat-
Bindungstasche offensichtlich eine unterschiedliche Variabilitat besitzen und diesen
Resten daher ein unterschiedlicher Einfluss auf die Ausbildung der Substrat-
Selektivitat zugesprochen werden muss [Stachelhaus et al., 1999]. So sind die beiden
Reste Asp235 und Lys517 nahezu invariant, da sie das gebundene Substrat
offensichtlich durch die Ausbildung von elektrostatischen Wechselwirkungen mit
dessen a-Amino- und o-Carboxyl-Gruppe stabilisieren. Nur eine moderate Variabilitat
innerhalb der 160 A-Domanen konnte an den Positionen 236, 301 und 330
(Nummerierung, bezogen auf PheA) beobachtet werden, so dass diesen Resten
lediglich ein modulierender Effekt bezuglich der Vermittlung der Substrat-Selektivitat
zugesprochen wird. Eine hohe Variabilitdt wurde schlieBlich flur die Aminosaure-
Reste an den Positionen 239, 322 und 331 ermittelt, die daher hochstwahrscheinlich
einen entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung der Substrat-Selektivitat ausuben
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Abb. 2.10: Bestimmung der Selektivitats-vermitteInden Reste von NRPS A-Doméanen

Am Beispiel der A-Domanen AspA (SrfA-B2), AsnA (BacC5), GIuA (SrfA-A1) und GInA (LicA1) wird die Determinierung der zehn, Selektivitats-vermittelnden
Reste demonstriert. Das Alignment zeigt den Vergleich der AS-Sequenzen dieser Proteine mit der Primarstruktur von PheA im Bereich zwischen den Core-
Motiven A4 und A5. Die Bindungstaschen-Konstituenten (gelb) kénnen anhand ihrer relativen Position zu konservierten Core-Sequenzen (rot) determiniert
werden, die als strukturelle Anker fungieren. Die Reduktion dieser Sequenzen auf die postulierten zehn Bindungstaschen-aufbauenden Aminosaure-Reste
fuhrt zu Sequenzen, die als Selektivitats-vermittelnde Kodone dieser NRPSs A-Domanen interpretiert werden kénnen.
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durften. Fir die beiden verbleibenden Reste an Position 278 und 299 wurde
ebenfalls eine hohe Variabilitdt innerhalb der A-Domanen beobachtet, doch variieren
diese Reste auch innerhalb von A-Domanen der gleichen Substrat-Selektivitat. lhnen
wurde daher lediglich eine Art "Wobble"-Position zugesprochen.

Die Verifizierung dieser in silico-Untersuchungen erfolgte durch ortsgerichtete
Mutagenese der Bindungstaschen-Konstituenten von PheA [Stachelhaus et al., 1999].
Hierbei konnte beobachtet werden, dass eine Vielzahl der konstruierten Mutanten
eine veranderte bzw. erweiterte Substrat-Selektivitat auswiesen. Zur Generalisierung
der aufgestellten Theorie wurde weiterhin die Substrat-Selektivitat der bislang
strukturell nicht aufgeklarten A-Domane AspA (SrfA-B2) durch ortsgerichtete
Mutagenese verandert. Hierbei konnte durch EinfUhrung einer einzigen Aminosaure-
Substitution innerhalb der 550 Aminosaure-groRen A-Domane eine gezielte
Selektivitats-Umkehr von der kognaten Aminosaure L-Aspartat zum alternativen
Substrat L-Asparagin herbeigefuhrt werden [Eppelmann et al., 2002; Stachelhaus et al.,
1999].

Unter Ausnutzung des Selektivtats-vermittelnden Kodes steht nun also eine
weitere Methode flr die gerichtete Manipulation von nichtribosomalen Protein-
templaten zur Verfugung. Hierbei ist es moglich, durch Einfihrung von Punkt-
mutationen, eine gezielte Veranderung der Substrat-Selektivitat von A-Domanen zu
erhalten. Da diese Manipulation(en) auf den Austausch von einzelnen Aminosaure-
Resten innerhalb der Substrat-Bindungstasche begrenzt sind, kénnen hierdurch
Storungen in  der Tertiar-Struktur, sowie der inter- und intramodularen

Kommunikation weitestgehend ausgeschlossen werden.

2.8 Heterologe Expression von NRPS-Genen

Die Anwendbarkeit der in 2.6 und 2.7 beschriebenen Methoden zur in vivo-
Manipulation von nichtribosomalen Proteintemplaten erfordert die genetische
Zuganglichkeit des entsprechenden Produzentenstammes. Da jedoch fur eine
Vielzahl der identifizierten Peptidantibiotika-Produzenten bislang keine geeigneten
molekularbiologischen Methoden entwickelt wurden, stellt die heterologe Expression
einen essentiellen Schritt und somit einen entscheidenen Engpass auf dem Weg zu

einer kombinatorische Biosynthese neuartiger Peptidantibiotika dar.
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2.8.1 Heterologe Produktion von rekombinanten Proteinen

Die ersten Untersuchungen zur biochemischen Charakterisierung von
einzelnen NRPSs Domanen und Modulen beschrankten sich auf die Verwendung der
nichtribosomalen Biosynthese-Systeme des Genus Bacillus [Gocht & Marahiel, 1994;
Mootz & Marahiel, 1997; Stachelhaus et al., 1996a; Stachelhaus & Marahiel, 1995]. Hierfir wurden
die kodierenden Gen-Fragmente heterolog im Gram-negativen Wirt E. coli exprimiert,
welcher in der Lage ist, diese rekombinanten Proteine in lIoslicher Form zu
produzieren.

Bei der Erweiterung dieser Untersuchungen musste jedoch beobachtet
werden, dass sich die Verwendung des Wirtes E. coli fir die heterologe Expression
von multimodularen NRPSs Systeme als problematisch erweisen konnte. Bei ersten
Versuchen mit di- und trimodularen Systemen mussten Phanomene wie
Unldslichkeit, Instabilitat und Degradation der heterolog-produzierten Enzyme beob-
achtet werden [Doekel et al., 2002; Symmank et al., 1999]. Diese Problematik lasst sich
wahrscheinlich auf eine unzureichende Faltung der produzierten Enzyme im
heterologen Wirt E. coli zuruckfuhren. Aufgrund ihres modularen Aufbaus erfordert
die heterologe Produktion funktioneller NRPSs nicht nur die korrekte Faltung der
eigenstandigen Domanen und Module. Wie am Beispiel der Modulsaustausche
gezeigt wurde, durfte hierfur vielmehr auch die Funktionalitat und Stabilitat des voll-
standigen, multimodularen Proteintemplates von Bedeutung sein.

Besonders problematisch erweist sich die Verwendung des heterologen
Wirtes E. coli fir die Produktion von NRPSs Systemen aus Actinomyceten und
filamentdsen Pilzen. Hierbei musste beobachtet werden, dass selbst die heterologe
Produktion von einzelnen Modulen und Domanen in E. coli zu unldslichen und
inaktiven Proteinen fUhren kann. Um die biochemische Charakterisierung dieser
Systeme zu ermdglichen, erfolgte daher die heterologe Expression dieser Gene in
den verwandten Wirten Streptomyces lividans, Neurospora crassa und Aspergillus
niger [Schauwecker et al., 1998; Smith et al., 1990b]. Im Gegensatz zu E. coli waren diese
heterologen Wirte in der Lage die Proteine in einer |8slichen, funktionellen und
aktiven Form zu produzieren. An diesen Beispielen lasst sich somit die vorteilhafte
Verwendung eines verwandten Wirtes fur die heterologe Expression von NRPS-

Genen aufzeigen.
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2.8.2 Posttranslationale Modifikation von NRPSs

Um die Ausbildung der vollstandigen Aktivitat von NRPSs zu ermoglichen,
muss die posttranslationale Modifikation der PCP-Domanen mit dem Ko-Faktor
Ppant erfolgen. Diese Konvertierung von der inaktiven apo- in die aktive holo-Form
wird durch spezialisierte PPTasen realisiert [Lambalot, et al., 1996].

Obwohl E. coli Uber drei unterschiedliche PPTasen (AcpS, EntD und 0195)
verfugt musste beobachtet werden, dass NRPSs in diesem Wirt haufig in ihrer
inaktiven apo-Form produziert werden [Walsh et al., 1997]. Dieses Phanomen lasst sich
auf die hohe Substrat-Selektivitdt der genannten PPTasen zurltckfuhren, die eine
effiziente Phosphopantetheinylierung von NRPS Carrier-Proteinen verhindert.
Wahrend die E. coli PPTase AcpS die posttranslationale Modifikation von Acyl-
Carrier-Proteinen (ACPs) katalysiert, stellen NRPS apo-PCP-Doméanen kein Substrat
fur diese PPTase dar [Lambalot et al., 1996]. Im Gegensatz hierzu reprasentiert EntD die
inharente PPTase des nichtribosomalen Biosynthese-Systems fur das Eisen-
Siderophor Enterobactin. Durch in vitro-Modifikations-Experimente konnte jedoch
gezeigt werden, dass diese PPTase eine strikte Substrat-Selektivitat fur die
homologen Peptidyl- und Aryl-Carrier-Protein-(ArCP)-Domanen des Enterobactin-
Systems Dbesitzt. Fur heterologe PCP-Domanen konnte hingegen nur eine
unzureichende posttranslationale Modifikation durch EntD beobachtet werden
[Lambalot et al, 1996]. FiUr die putative PPTase 0195 konnte bislang noch kein
geeignetes Substrat ermittelt werden, und so zeigte sich dieses Protein auch als
ganzlich inkompetent zur Modifikation heterolog-produzierter NRPS PCP-Domanen.

Innerhalb des Genus Bacillus konnten zwei PPTasen determiniert werden: ein
AcpS-homologes Protein, welches fur die posttranslationale Modifikation der ACPs
des Primar-Stoffwechsels verantwortlich ist, sowie ein EntD-homologes Protein,
welches die Carrier-Proteine des Sekundar-Stoffwechsels in die aktive holo-Form
Uberfuhrt. Da Bacillus einen prominenten Produzenten nichtribosomal-synthetisierter
Sekundarmetabolite darstellt und viele Stamme mehr als ein Peptidantibiotikum
produzieren, konnte fur viele EntD-Homologa dieses Genus eine breite Substrat-
Selektivitat determiniert werden. So ist beispielsweise die PPTase des Surfactin-Bio-
synthese-Systems, Sfp, in der Lage, neben den sieben, homologen PCP-Domanen
der Surfactin-Synthetasen auch heterologe PCP, ArCP und ACP-Doméanen zu
modifizieren [Lambalot et al., 1996; Mootz et al., 2001; Quadri et al., 1998]. Kurzlich konnte

gezeigt werden, dass Sfp selbst einen AcpS-defizienten Phanotyp in B. subtilis und
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E. coli komplementieren kann [Mootz et al., 2001]. Weitere Beispiele fur Sfp-homologe
PPTasen mit breiter Substrat-Selektivitat sind Gsp, die PPTase des Gramicidin S-
Biosynthese-Systeme aus B. brevis [Borchert et al., 1994], und Bli, die PPTase des
Lichenysin-Biosynthese-Systems aus B. licheniformis [Gaidenko & Khaikinson, 1988].

Mit diesem Wissen konnten in der Folge Ko-Expressionssysteme fur NRPS-
Gene mit Sfp-homologen PPTase-Genen (z. B. gsp und sfp) etabliert werden, die
eine heterologe Produktion von NRPSs in ihrer aktiven holo-Form in E. coli
ermdglichen. Als Beispiel hierflr diente die heterologe Produktion des verkirzten
Initiations-Moduls des Gramicidin S-Biosynthese-Systems, PheA-PCP [Ku et al., 1997].
Bei der Ko-Expression mit gsp konnten 80% des rekombinaten PheA-PCP Proteins
in der aktiven holo-Form erhalten werden, wahrend in Abwesenheit der PPTase nur

weniger als 1% des Proteins posttranslational modifiziert wurde.

2.8.3 Rekonstitution der NRP-Biosynthese in einem heterologen Wirt

Obwohl viele Beispiele fur die heterologe Expression von NRPSs-Teil-
systemen beschrieben wurden, ist bislang kein Beispiel fur die Rekonstitution eines
vollstandigen NRP-Biosynthese-Systems innerhalb eines heterologen Wirtes
bekannt. Neben der bereits beschriebenen Produktion von funktionellen, posttrans-
lational-modifizierten NRPSs wurde eine solche Rekonstitution weiterhin die Bereit-
stellung der Substrat-Aminosauren, den Export des gebildeten Produktes, sowie die
Ausbildung eines Selbst-Resistenz-Mechanismus gegen das produzierte Peptid-
antibiotikum erfordern. Alle Vorraussetzungen fur die Rekonstitution einer NRP-Bio-
synthese sind nachfolgend beispielhaft fur die Bacitracin-Biosynthese (vgl. Abb. 2.5)
aufgezeigt.

Neben der Inkorporation der proteinogenen Aminosauren Asn, Asp, Cys, Glu,
His, lle, Leu, Lys und Phe erfordert die Biosynthese des zyklisch-verzeigten Dodeca-
peptids die Bereitstellung der nichtproteinogenen Aminosaure Orn, welche an der
Position 7 des Peptidproduktes inkorporiert ist. Diese Aminosaure stellt eine
Zwischenstufe des Harnstoffzykluses dar [Stryer, 1990]. Da dieser Zyklus Bestandteil
des allgemeinen Stoffwechsels von L-Glutamat, L-Aspartat und verwandten
Verbindungen ist und auRerdem eine weite Anwendung bei der mikrobiellen Arginin-
Biosynthese findet, sollte die Verfugbarkeit der nichtproteinogenen Aminosaure L-
Orn fur die nichtribosomale Peptidsynthese kein Problem darstellen.

Die Ausbildung eines spezifischen Resistenz-Mechanismus gegen das

produzierte Antibiotikum stellt einen wichtigen und kritischen Bestandteil bei der
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Rekonstitution eines NRP-Biosynthese-Systems dar. Stromabwarts des Bacitracin-
Biosynthese-Genklusters konnten funf offene Leserahmen determiniert werden,
deren kodierte Proteine fur die Ausbildung der Bacitracin-Resistenz verantwortlich
sind (siehe Abb. 2.5) [Neumidiller et al., 2001]. Die detektierten Gene bcrABC kodieren fur
den Bacitracin-selektiven ABC-Transporter, welcher den aktiven Export des
gebildeten Peptidantibiotikums katalysiert [Podlesek et al., 2000; Podlesek et al., 1995]. Die
Expression der Transporter-Gene bcrABC steht unter der Regulation des Zwei-
Komponentensystem BacRS, dessen kodierende Gene stromaufwarts von bcrABC
lokalisiert sind [Neumldiller et al., 2001]. Hierbei fungiert das Regulator-Protein BacR in
der Abwesenheit von Bacitracin als negativer Regulator der bcrABC Expression.

Bei der Rekonstitution des Bacitracin-Biosynthese-Genklusters mufite also
darauf geachtet werden, dass beide Genkluster ko-exprimiert werden und die
produzierten Proteine im heterologen Wirt aktiv sind. Fur die Surrogaten E. coli und
B. subtilis konnte die allgemeine Funktionalitat des Bacitracin-selektiven ABC-
Transporters BcrABC nachgewiesen werden. Hierbei fuhrte die Expression des
bcrABC-Genklusters zur Ausbildung einer erhohten Bacitracin-Toleranz der
genannten, heterologen Wirte [Podlesek et al., 2000; Podlesek et al., 1995].

Stromaufwarts des Bacitracin-Biosynthese-Genklusters konnte ein weiterer
offener Leserahmen, bacT, lokalisiert werden, der flr eine NRPS-assoziierte Typll-
Thioesterase kodiert [Konz et al., 1997]. Am Beispiel des Surfactin-Biosynthese-
Genklusters aus B. subtilis ATCC 21332 konnte der positive Einfluss dieser Enzyme
auf die Produktivitat der nichtribosomalen Peptid-Biosynthese determiniert werden
[Schneider & Marahiel, 1998].

Fir eine Vielzahl von Biosynthese-Systemen konnte eine Klusterung der
NRPS-Gene mit den assoziierten Genen der Typll-Thioesterase, sowie des
spezifischen Transport- und Regulations-Systems aufgezeigt werden [Mootz &Marahiel,
1997, Neumdller et al, 2001; Zhu et al, 1998]. Diese Organisation ermoglicht die
gemeinsame Regulation der involvierten Gene und erleichtert die heterologe

Expression des gesamten NRP-Biosynthese-Genklusters.
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2.9 Aufgabenstellung

Die Veranderung der Substrat-Selektivitat von NRPSs A-Doménen mittels
ortsgerichteter Mutagenese stellt eine neue Methode fur die gerichtete Manipulation
des nichtribosomalen Proteintemplates dar. Die bisherige Verwendung dieser
Technik beschrankte sich auf einzelstdandige A-Domanen und deren
Charakterisierung in vitro. Im Rahmen dieser Arbeit sollte diese Methode nun
erstmals auf die Veranderung der Substrat-Selektivitat von A-Domanen im Kontext
vollstandiger Module und Synthetasen erweitert werden. Neben der in vitro-
Charakterisierung der konstruierten Mutanten, sollte hierbei auch die Substrat-
Selektivitat von A-Domanen innerhalb eines vollstandigen NRP-Biosynthese-
Systems verandert und die Funktionalitat der konstruierten, artifiziellen Systeme
anhand der Produktbildung in vivo analysiert werden.

Durch die genetische Unzuganglichkeit der nativen Produzentenstamme wird
die gerichtete Manipulation einer Vielzahl von NRP-Biosynthese-Systemen
verhindert. Zur Umgehung dieser Problematik sollte im zweiten Teil dieser Arbeit ein
Expressionssystem etabliert werden, welches die Produktion von funktionellen und
posttranslational modifizierten NRPSs, sowie die Rekonstitution eines vollstandigen
NRP-Biosynthese-Systems im heterologen Wirt ermdglicht. Ein rekombinantes
NRPS-System wurde im genetisch-zuganglichen Wirt anschliefiend fur gerichtete
Manipulation(en) des nichtribosomalen Proteintemplates und zum rationalen Design

neuer Peptidantibiotika zur Verfigung stehen.
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3 Material

3.1 Mikroorganismen

Tab. 3.1 Verwendete Mikroorganismen

Stamm

Genotyp

B. licheniformis ATCC 10716

B. licheniformis AK 1

B. licheniformis AK20

B. subtilis AS20

B. subtilis ATCC 21332

B. subtilis KE30

E. coli XL1-Blue

E. coli M15

M. luteus ATCC 10240

Wildtyp-Stamm, Bacitracin-Produzent
[Johnson et al., 1945]

Derivat von B. licheniformis ATCC 10716
@ (bacB'-kan-'bacB) [Konz et al., 1997]

Derivat von B. licheniformis ATCC 10716

@ (bacR'-kan-'bacS) [Neumiiller et al., 2001]

Derivat von B. subtilis ATCC 21332
@ (srfA-B1'-cat-'srfA-B3) [Schneider, 1996]

Wildtyp-Stamm, Surfactin-Produzent
[Cooper et al., 1981]

Derivat von B. subtilis ATCC 21332
© (amyE'-cat-pspac-comS-lacl-'amyE)
(yckH-comS-erm-ycxA) [Eppelmann et al., 2001]

endA1, gyrA96, hsdR17, recA1, relA1, supE44,

thi-1, lac, F[proAB®, lacl®, lacZAM15, Tn10 (TetR )l
[Bullock et al., 1987]

ara, gal, lac, mtl, nal®, rif°, str®, F°
[Zamenhof & Villarejo, 1972]

Wildtyp-Stamm, Bacitracin-sensitiv
[Schleifer et al., 1972]
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3.2 Plasmide

3.21 pQEG60/pQE70

Die Plasmide pQE60 und pQE70 (jeweils 3,43 kb) (Qiagen, Hilden,
Deutschland) gehoéren zur Familie der pDS-Plasmide [Bujard et al., 1987] und basieren
auf dem Plasmid pDS56/RBSII [Stiiber et al., 1990]. Sie beinhalten das B-Lactamase-
Gen und den ColE1-Replikationsursprung aus pBR322 [Scutcliffe, 1979], sowie ein
optimiertes Promotor/Operator-Element, bestehend aus dem E. coli T5-
Phagenpromotor Pnps [Gentz &  Bujard, 19851 und zwei lac-Operator-
Erkennungssequenzen. Eine optimale mRNA-Erkennung und -Bindung wird durch
die synthetische ribosomale Bindungsstelle RBSIlI gewahrleistet. Die Plasmide
enthalten spezifische multiple Konierungs-Bereiche (multiple cloning sites, MCS),
welche die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen Ncol, BamHI, Bglll
(pQE60) und Sphl, BamHI, Bglll (pQE70) enthalten. Das ATG-Startkodon, das in die
Erkennungssequenzen von Ncol bzw. Sphl integriert vorliegt, befindet sich hierbei in
optimalem Abstand zur synthetischen RBSII. Stromabwarts der MCSs befindet sich
die Kodierungssequenz des Hisg-tag, gefolgt von Translations-Stopkodonen in allen
drei Leserahmen. Erganzend ist der Transkriptionsterminator to des A-Phagen

enthalten [Schwartz et al., 1987].

3.2.2 pAspA(H322E)

Das Plasmid pAspA(H322E) [Stachelhaus et al., 1999] ist ein pQE60-Derivat und
wurde zur Konstruktion der Doppel- und Tripelmutanten des kodierten Proteins AspA
verwendet. Das Plasmid beinhaltet das 1,67kb-umfassende DNA-Fragment, welches
fur die mutierte A-Domane des Elongations-Moduls 5 des Surfactin-Biosynthese-
Operons aus B. subtilis ATCC 21332 kodiert.

3.2.3 pREP4

Das Plasmid pREP4 (3,74 kb) (Qiagen, Hilden, Deutschland) tragt die
Resistenz-Kassette gegen Neomycin (neo) und das Gen des Lac-Repressors (/acl).
Aufgrund des enthaltenen P15A-Replikationsursprung ist es kompatibel zu ColE1-
Plasmiden und kann daher als Helferplasmid gemeinsam mit pQE-Derivaten in E.
coli repliziert werden. Hierbei kann durch die von pREP4 vermittelte, erhdhte Lacl-
Konzentration eine kontrolliertere Expression der in pQE-Vektoren klonierte Gene

erzielt werden.
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3.2.4 pBluescriptll SK(-)

Der pBluescriptll SK(-)-Vektor (2,96 kb) (Stratagene, Heidelberg,
Deutschland) ist ein pUC19-Derivat [Vieira & Messing, 1982] und tragt den ColE1-
Replikationsursprung aus pBR322 [Scutcliffe, 1979], sowie das Ampicillin-Resistenz-
vermittelnde B-Laktamase-Gen. In Anwesenheit eines Helferphagens kann vom
Replikationsursprung des Bakteriophagen f1 (f1 ori) einzelstrangige DNA
synthetisiert werden. Die MCS enthalt die Erkennungsseqeunzen der
Restriktionsendonukleasen Sacl, Sacll, Notl, Xbal, Spel, BamHI, Smal, Pstl, EcoRl,
EcoRV, Hindlll, Clal, Hincll, Sall, Xhol, Drall, Apal und Kpnl. Bei der Klonierung von
Genen und Genfragmenten in diese MCS wird das lacZ'-Gen des o-Peptides der j3-
Galaktosidase unterbrochen, wodurch eine Blau-Weil-Selektion ermdglicht wird.
Daruber hinaus ist die MCS von den induzierbaren Promotoren T3 und T7 flankiert,
so dass eine gezielte Expression der klonierten Gene ermdglicht wird [Alting-Mess &
Short, 1989].

3.2.5 pKE18/pKE19

Die Plasmide pKE18 und pKE19 [Eppelmann et al., 2001] sind Derivate des
Vektors pBluescriptll SK(-) und wurden zur Konstruktion der Integrations- und
Expressionsplasmide fur B. subtilis verwendet. Die Plasmide tragen den 2,53kb-
umfassenden 5' homologen Bereich yckGH des Surfactin-Biosynthese-Klusters aus
B. subtilis ATCC 21332, der u. a. auch den srfA-Promotor und die native RBS von
SrfA-A enthalt. Direkt stromabwarts wurde das Gen des Kompetenz-Regulations-
Faktors ComS (ca. 0,2 kb) unter die Kontrolle des srfA-Promoters kloniert. Des
weiteren ist in den Plasmiden der 0,94kb-umfassende 3' homologe Bereich ycxA des
Surfactin-Biosynthese-Klusters enthalten. Die genannten §' und 3' homologen
Bereiche sind in den beiden Plasmiden durch die subklonierte Chloramphenicol-
Resistenz-Kassette cat aus pDG268 (— pKE18) [Antoniewski et al, 1990] bzw. den
selektierbaren Marker erm aus pDG646 (— pKE19) [Guerout-Fleury et al., 1995]

voneinander getrennt.

3.2.6 pATE
Das Plasmid pATE [Schneider & Marahiel, 1998] ist ein pBluescriptll SK(-)-Derivat
und wurde ebenfalls zur Konstruktion von Integrations- und Expressionsplasmiden

fur B. subtilis verwendet. Das Plasmid beinhaltet das 3' Ende des Surfactin-
Biosynthese-Kluster (srfA-C'-srfA-TE-ycxA; siehe Abb. 2.7) in dem srfA-Te, das Gen
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einer Typll-Thioesterase, gegen den selektierbaren Marker cat aus pDG268
[Antoniewski et al., 1990] ersetzt wurde. Die resultierenden 5' und 3' homologen Bereiche
des Surfactin-Biosynthese-Klusters umfassen 1,78 kb des 3' Endes von srfA-C,
sowie 0,94 kb des ycxA-Genes.

3.2.7 pDG646/pDG783

Die Vektoren pDG646 und pDG783 stammen aus einer Vektoren-Kollektion,
deren Plasmide unterschiedliche Antibiotika-Resistenz-Kassetten fir die Anwendung
in B. subtilis tragen [Guerout-Fleury et al., 1995]. Diese Resistenz-Kassetten werden in
den Plasmiden von MCSs umgeben, welche eine einfache Isolation und
Subklonierung dieser Gene erlauben.

Das Plasmid pDG646 stellt ein Derivat von pSB119 [Bouvier et al., 1991] dar,
welches eine Insertion der 1,60kb-umfassenden Resistenz-Kassette erm aus dem
Staphylococcus aureus Plasmid pE194 tragt [Horinouchi & Weisblum, 1982].
Stromaufwarts ist die Resistenz-Kassette von den Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonukleasen Hindlll, Sphl, Pstl, Sall, Accl, Xbal und BamH| umgeben,
wahrend stromabwarts die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen
Nsil, Clal, BamHI|, Smal, Asp718, EcoRI und Hindlll lokalisiert sind.

Auf dem Plasmid pDG783, welches ein Derivat von pSB118 [Bouvier et al., 1991]
darstellt, liegt die 1,49kb-umfassende Kanamycin-Resistenz-vermittelnde Kassette
kan, welche aus dem Streptococcus faecalis Plasmid pJH1 stammt [Trieu-Cuot &
Courvalin, 1883]. Stromaufwarts der Resistenz-Kassette liegen die
Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen EcoRI, Hindlll, Sphl, und
Pstl, wahrend stromabwarts die Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonukleasen Hindlll, Xbal, BamH|, Smal, Asp718, Sacl und EcoRI

lokalisiert sind.

3.2.8 pNEXT33A

Das Plasmid pNEXT33A [ltaya & Tanaka, 1990] wurde bei der Ko-Transformation
von B. subtilis eingesetzt. Das 7,66 kb pBR322-Derivat [Scutcliffe, 1979] enthalt den
ColE1-Replikationsurspung fir E. coli und das Ampicillin-Resistenz-vermittelnde B-
Lactamase-Gen bla. Das Neomycin-Phosphotransferase-Gen neo wird von den &'
und 3' homologen Bereichen von metD flankiert und vermittelt nach der Integration
dieser Bereiche in das B. subtilis-Chromosom die Ausbildung einer Neomycin-

Resistenz.
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3.29 pCm::Tc

Das Plasmid pCm::Tc [Steinmetz & Richter, 1984] stellt ein Derivat von pIC177 dar
und wurde bei der Ko-Transformation von B. subtilis eingesetzt. Dieses Plasmid
enthalt die Chloramphenicol-Resistenz-Kassette cat aus dem Staphylococcus aureus
Plasmid pC194 [Horinouchi & Weisblum, 1982], welche durch die Resistenz-Kassette tet
[ltaya, 1992], die eine Tetracyclin-Resistenz in B. subtilis vermittelt, unterbrochen ist.
Auf dem Plasmid sind weiterhin die Replikationsurspiunge ColE1 fur E. coli aus
pBR322 [Scutcliffe, 1979], sowie der B. subtilis-ori aus pE194 [Horinouchi & Weisblum, 1982]
enthalten. Aufgrund der Anwesenheit dieser beiden Replikationsurspringe kann das
Plasmid als selbst-replizierende Einheit in beiden Wirtsorganismen vorliegen.

3.3 Medien

Zur Kultivierung der verwendeten Mikroorganismen wurde 2xYT-Vollmedium
[Sambrook et al., 1989] oder Difco Sporulations Medium (DSM) [Nakano et al., 1988]
verwendet. Wahrend Vollmedium in erster Linie bei Klonierungsexperimenten und fur
die Uberproduktion von Proteinen eingesetzt wurde, diente DSM zur Sporulation von
Bacillus-Stammen. Zur Herstellung fester Nahrmedien konnten in beiden Fallen vor

dem Autoklavieren 1,5% (w/v) Agar Nr. 1 zugesetzt werden.

2xYT Medium: Bactotrypton 16 g/L
Hefeextrakt 10 g/L
NaCl 5g/L

DSM: Nutrient Broth 8 g/L
MgSQO4 x 7H0 120 mg/L
KCI 1g/L
NaOH 600 mg/L

Nach dem Autolavieren wurden je 1 mL/L der folgenden
Ldsungen zugesetzt:

Ca(NOs3), 1M

MnCl, 100 mM

FeSO4 1 mM
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Die verwendeten Antibiotika-Zusatze, die sich aus den Beschreibungen der

Plasmide und Stamme ergeben, wurden den Medien in den folgenden

Endkonzentrationen zugefuhrt:

B. licheniformis: Kanamycin 25 ug/mL

B. subtilis: Chloramphenicol 5 pg/mL, Erythromycin 1 ug/mL,

Kanamycin 10 pg/mL, Lincomycin 25 ug/mL,

Tetracyclin 20 ug/mL

E. coli Ampicillin 100 uyg/mL, Kanamycin 25 ug/mL

3.4 Chemikalien und Laborprodukte

Die Chemikalien und Laborprodukte, welche im Folgenden nicht gesondert

aufgefuhrt sind, wurden von den Herstellern Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth

(Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen.

Tab. 3.2: Chemikalien und Laborprodukte

Hersteller

Produkt

ABI
(Forster City, USA)

Amersham Biosciences Europe
(Freiburg, Deutschland)

AppliChem
(Darmstadt, Deutschland)

Difco
(Detroit, USA)

Eurogentech

(Seraing, Belgien)

ABI Prism™ dRhodamine Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit

Nylonmembran  Hybond N'  Restriktions-
endonukleasen, ECL-Random Prime Labeling
and Detektion System, DNA-modifizierende
Enzyme, RNase A, Lysozym, Antibiotika, IPTG,
Proteinase K

Hefeextrakt, Bactotrypone, Antibiotika, IPTG

Hefeextrakt, Bactopeptone, Nutrient Broth,

Casaminosauren

Agarose, Elektroporationskivetten
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Hersteller

Produkt

Hartmann-Analytik
(Braunschweig, Deutschland)

Kodak
(Rochester, USA)

MWG-Biotech
(Ebersberg, Deutschland)

New England Biolabs
(Frankfurt a.M., Deutschland)

NEN
(Kéln, Deutschland)

Oxoid

(Wesel, Deutschland)
Qiagen

(Hilden, Deutschland)

Roche

(Mannheim, Deutschland)

Sartorius

(Géttingen, Deutschland)

Stratagene
(Heidelberg, Deutschland)

[°H] und [**C]-markierte Aminosauren

Rontgenfilme X-Omat AR und Biomax MR,
Entwickler D19

Oligonukleotide

Restriktionsendonukleasen, konzentrierte T4-
DNA-Ligase, Protein- und DNA-Marker

[*2P]-Pyrophosphat

Schaftsblut, Agar Nr.1

QIAquick-spin PCR Purification Kit, QIAEX Il Gel
Extraction Kit, Ni2+-NTA-Agarose, tip20- und

tip100-Anionenaustauschersaulen

Expand long template PCR system

Nitrozellulosemembran

QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit,
pBluescriptll SK(-)
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3.5 Gerate

Tab. 3.3: Verwendete Gerate, Hersteller und Typenbezeichnung

Gerat

Typenbezeichnung und Hersteller

Blot-Apparatur

DNA-Sequenzer

Elektroporationssystem

FPLC-Saulen

FPLC-System

HPLC-ESI-MS/MS-System
HPLC-MS-System

HPLC-Saulen

Hybridisierungsofen
Luftschuttler
Mikrotiterplatten-Lesegerat

Photometer

Stratagene Posiblot Pressure Blotter und Pressure

Control Station

PE Applied Biosystems, ABI Prism 310 Genetic

Analyser
BioRad, Gene Pulser Il

Amersham Biosciences Europe, Chelating-Superose-
Sdule HR 10/2, HiLoad™ 26/60 Superdex 200,
HiLoad™ 26/10 Q-Sepharose, HiLoad™ 26/10 Phenyl
Sepharose, 16/75 Sephacryl™ S-500

Amersham Biosciences Europe, Gradienten-
Programmer GP-250, Pumpe P-500, Univord Optische-
und Kontrolleinheit UV-1, 2-Kanal-Flachbrettschreiber
REC-102, Injektionsventil V-7, 3-Wege Magnetventil

PSV-100, Fraktionssammler FRAC-100
PE SCIEX, APl Q-STAR Pulsar Massen-Spektrometer

Agilent HPLC-System mit DAD- und MSD-Detektor,
Vakuumentgaser, und HP-

Chemstation 1700 MSD Series

quarternarer Pumpe

Macherey & Nagel, CC250/3 Nucleosil 120-3Cs-Sé&ule
Amersham Biosciences Europe, Sephasil TM C'® (120
A Porengrée, 5 um PartikelgroRe, 250 x 4 mm (Lange

x Durchmesser)

Bachofer, Mini 38

New Brunswick Scientific, Series 25 Incubator Shaker
Dynatech, MR7000

Amersham Biosciences Europe, Ultrospec 3000 UV /

Visibile Spectrophotometer
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Gerat

Typenbezeichnung und Hersteller

Reinstwasseranlage

Rotationsvaporator

Speed-Vac

Szintillationszahler

Thermo-Cycler

Ultraschallbad
UV-Inkubator
Vakuumpumpe
Wasserbad
Zellaufschluf®

Zentrifugen

Seral, Seralpur Pro 90 C

Heidolph, Laborota 4000
mit Pumpenstand Vacuubrand, CVC-2.2

Uniequip, Univapo 150 H,

Savant, Speed Vac Concentrator

Packard Instrument, TRI-CARB Liquid Scintillation
Analyzer 2100TR

Perkin Elmer, Thermal Cycler 480, GeneAmp PCR
System 9700

Bandelin, Sonorex Super RK103H

Stratagene, Stratalinker UV Croslinker Model 1800
Vacuubrand, Membran-Vakuumpumpe MZ2C
Infors, Aquatron Rundschlittelmaschine

Polytec, French Pressure Cell Press SLM Amicon

Beckmann, Spinco L2 65 B
Hereaus, Microfuge pico, Minifuge RF
Sorvall, RC 26 Plus
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

Falls nicht gesondert angegeben, wurden die molekularbiologischen Arbeiten
gemal der gangigen und etablieten Methoden und Vorschriften durchgefihrt
[Sambrook et al., 1989] Detailliertere Beschreibungen sind u. a. in [Neumidiller, 2001] zu

finden.

4.1.1 Plasmid-Konstruktion

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR erfolgte unter Verwen-
dung des "Expand long template PCR systems" (Roche, Mannheim, Deutschland)
gemall des Hersteller-Protokolls. Mutationen (kursiv) sowie Restriktions-
endonukleasen-Erkennungssequenzen (unterstrichen)  zur  anschlieRenden
Klonierung wurden Uber synthetische Oligonukleotide der Firma MWG-Biotech
(MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland) eingefuhrt. Die Reinigung der PCR-
Amplifikate erfolgte mit dem "QIAquick-spin PCR purification Kit", sowie des "QIAEX
Il Gel Extraction Kits" (Qiagen, Hilden, Deutschland), ebenfalls dem Protokoll des

Herstellers folgend.

PCAG,PCP und pCAg,PCP(K239Q): Das 3,14kb-umfassende DNA-
Fragment, welches flr das Glutamat-selektive Elongations-Modul 1 von srfA-A
kodiert, wurde mit den Oligonukleotiden 5'CAgPCP (EcoRI) 5-CTT AGA ATT CTT
AGG GGA GGT ATG ACA-3' und 3'CAg,PCP (BamHI) 5'-TTC TCT GTG ATC GGA
TCC CTC TGC AAG-3' aus chromosomaler DNA von B. subtilis ATCC 21332 ampli-
fiziert. Nach dem Verdau des DNA-Fragmentes mit den Restriktionsendonukleasen
EcoRI und BamHI, konnte durch die Ligation des Fragmentes in den analog
geschnittenen Hisg-tag Expressionsvektor pQE60 (Qiagen, Hilden, Deutschland) das
Plasmid pCAg PCP erhalten werden. Hier steht das klonierte Gen-Fragment unter
der naturlichen Translationskontrolle der nativen RBS, sowie des natlrlichen ATG-
Startkodons des srfA-A-Genes. Die anschliefende Einfuhrung der Punktmutation
erfolgte durch ortsgerichtete Mutagenese von pCAgPCP unter Verwendung des
"QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kits" (Stratagene, Heidelberg, Deutsch-
land) mit den Oligonukleotiden 5'CAg,PCP(K239Q) 5'-CCA CTT TGA TGC GTC
AGT GCA GCA AAT CTT CGC GTC G-3' and 3'CAg,PCP(K239Q) 5'-CGA CGC
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GAA GAT TTG CTG CAC TGA CGC ATC AAA GTG G-3'. Die Verifizierung der
Plasmide pCAgu PCP and pCAgPCP(K239Q) erfolgte Uber Restriktionsverdau und
DNA-Sequenzierung.

pAspA(H322E, 1330V), pAspA(H322E, V299l) und pAspA(H322E,V299I,
1330V): Die Konstruktion der Doppel- und Tripelmutanten von AspA erfolgte Uber
ortsgerichtete Mutagenese durch inverse PCR des Plasmids pAspA(H322E)
[Stachelhaus et al., 1999] Die EinfiUhrung der Mutation 1330V erfolgte unter der Verwen-
dung der Oligonukleotide 5'AspA(I1330V) 5-TAC GGG CCC ACA GAA GCA ACG
GTC GGC-3' und 3'AspA(I330V) 5'-CTG TGG GCC CGT ACT CAT TGA TAA ATT
CGG-3', wahrend die Mutation V2991 Uber die Oligonukleotide 5'AspA(V299I) 5'-AAC
TTC GAA TCC TTG CGC TTG ATC ATC TTG-3' und 3'AspA (V299Il) 5'-GGA TTC
GAA GTT CGC ATC TTT TGC AAA ACT-3' in das DNA-Fragment eingefuhrt wurde.
Die beiden Amplifikate wurden mit den Restriktionsendonukleasen Apal (— 1330V)
bzw. BstBl (— V299I) geschnitten, gereinigt und nachfolgend intramolekular re-ligiert.
Daruber hinaus wurde die eingesetzte Template-DNA, zur Vermeidung maglicher
falsch-positiver Transformanten, mit der Restriktionsendonuklease Dpnl verdaut und
somit aus dem Reaktionsansatz entfernt. Die erhaltenen Plasmide pAspA(H322E,
1330V), pAspA(H322E, V299l) und pAspA(H322E, V299I, 1330V) wurden durch
Restriktionsverdau analysiert und mittels DNA-Sequenzierung verifiziert.

phomoAsp(H322E): Das 4,02kb-umfassende DNA-Fragment, welches die &'
und 3' homologen Bereiche der Aspatat-selektiven A-Domane von srfA-B2 enthalt
wurde mit den Oligonukleotiden 5'homoAsp(Clal) 5'-TAA ATC GAT GGA GGC TGC
CAA GG-3' und 3'homoAsp(Spel) 5'-TAA ACT AGT CAG TAA ATC CGC CCA GT-3'
amplifiziert. Nach dem Verdau mit den Restriktionsendonukleasen Clal und Spel,
wurde das DNA-Fragment in den analog geschnittenen Vektor pKE19 [Eppelmann
et al., 2001], unter der Bildung des Plasmids phomoAspA, ligiert. Unter Verwendung
der internen Restriktionsendonuklease-Schnittstellen EcoRI und Pstl, wurde das
kodierenden DNA-Fragment der mutierten Aspartat-Bindungstasche nachfolgend aus
dem Plasmid pAsp(H322E) herausgeschnitten und in den analog behandelten Vektor
phomoAspA integriert. Die Integritat des resultierenden Integrations-Plasmids
phomoAspA(H322E) konnte mittels DNA-Sequenzierung verifiziert werden.
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pAsrfA-A1: Das 1,86kb-umfassende DNA-Fragment, welches fur den 5'-
Bereich des zweiten Moduls von srfA-A kodiert, wurde mit den Oligonukleotiden
5'srfA-A2 (EcoRl) 5'-AAG CGA ATT CGC GCC AGC-3' und 3'homoGlu (Spel) 5'-
CAC GAC TAG TGA GTG ATT CGC-3' aus chromosomaler DNA von B. subtilis
ATCC 21332 amplifiziert. Nach dem Verdau mit den Restriktionsendonukleasen
EcoRI und Spel, wurde das DNA-Fragment in den analog geschnittenen Vektor

pPKE19 [Eppelmann et al., 2001] ligiert um das Deletionsplasmid pAsrfA-A1 zu erhalten.

phomoGIuCAPCP(K239Q): Mit den Oligonukleotiden 5'homoGlu (EcoRlI) 5'-
TGC TGA ATT CTG TAA CTC ATT GAG-3' und 3'homoGlu (Spel) 5'-CAC GAC TAG
TGA GTG ATT CGC-3' wurde ein 6,45kb-umfassendes DNA-Fragment aus
chromosomaler DNA von B. subtilis ATCC 21332 amplifiziert, welches aus dem 5'
homologen Bereich yckGH und der kodierenden Region der beiden ersten Module
von SrfA-A besteht. Das DNA-Fragment wurde mit den Restriktionsendonukleasen
EcoRI und Spel terminal-modifiziert und unter der Bildung des Plasmids
phomoGIluCAPCP in den analog geschnittenen Vektor pATE [Schneider & Marahiel, 1998]
ligiert. Uber die internen Restriktionsendonuklease-Sequenzen Hpal und Sphl wurde
nachfolgend das kodierende DNA-Fragment der mutierten Glutamat-Bindungstasche
aus pCAg,PCP(K239Q) herausgeschnitten und in den analog behandelten Vektor
phomoGIuCAPCP integriert. Dieser Schritt lieferte das Integrations-Plasmid
phomoGIluCAPCP(K239Q), dass durch DNA-Sequenzierung verifiziert wurde.

pSD193, pSD270, pKE151, pKE170: Das 146bp-umfassende DNA-Fragment
des E. coli T5-Phagenpromotors P,s wurde mit den Oligonukleotiden 5'T5(Nspl) 5'-
AAT ACA TGT CCT TTC GTC TTC ACC TC-3' und 3'T5(Ncol) 5'-TGG ACC CAT
GGT AAT TTC TCC TCT-3' aus dem Plasmid pQE60 (Qiagen, Hilden, Germany)
amplifiziert. Nach dem Verdau mit den Restriktionsendonukleasen Nspl und Ncol
erfolgte die Ligation des Fragmentes in den Vektor pKE18 [Eppelmann et al., 2001],
welcher mit den Restriktionsendonukleasen Sphl und Ncol terminal modifiziert
wurde. Das erhaltene Plasmid wurde pSD181 benannt. Mit den Oligonukleotiden
5'pQE70-MCS(Ncol) 5-AAA CCA TGG GCA TGC GAG GAT CCT G-3' und
3'pQE70-downHisg(Bglll) 5'-TAT AGA TCT CTG AGG TCA TTA CTG G-3' wurde

aus dem Plasmid pQE70 (Qiagen, Hilden, Germany), die 110 bp umfassende
multiple Klonierungs-Region (multiple cloning site, MCS) amplifiziert. Nach der

terminalen Modifizierung mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und Bglll, wurde
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das DNA-Fragment unter Bildung des Plasmids pSD185 in den mit Ncol- und
BamHI-geschnittenen Vektor pSD181 ligiert.

Die 1,49kb-umfassende Kanamycin-Resistenz-Kassette wurde mit den Oligo-
nukleotiden 5'kan(Pstl) 5'-AAT CTG CAG AGC GAA CCA TTT GAG GTG A-3' und
3'kan(Pstl) 5'-ATA CTG CAG ATA CAA ATT CCT CGT AGG C-3' aus dem Plasmid
pDG783 [Guerout-Fleury et al., 1995] amplifiziert. Nach dem Verdau mit der Restriktions-
endonuklease Pstl, wurde das DNA-Fragment ungerichtet in den analog geschnit-
tenen Vektor pSD185 ligiert, wobei das Plasmid pSD193 erhalten werden konnte.

Die Konstruktion von pSD270 erfolgte mittels inverser PCR des Plasmides
pSD185 unter Verwendung der Oligonukleotide 5'psrfT5/Hisg(Hpal) 5'-GGC TGT

AAC GGA TCC GGA TCT CA-3' und 3'psrfT5/Hisg(Hpal) 5'-AAG GTT AAC TCG

CAT GCC CAT G-3'. Das 6,71kb-umfassende DNA Fragment wurde mit der
Restriktionsendonuklease Hpal terminal modifiziert und die Template-DNA
anschlieBend durch den Verdau mit der Restriktionsendonuklease Dpnl aus dem
Reaktionsansatz entfernt. Nach Reinigung und Ligation des DNA-Fragmentes konnte
das Plasmid pSD237 erhalten werden. Die Integration der Kanamycin-Resistenz-
Kassette erfolgte analog zur beschriebenen Konstruktion von pSD193 und lieferte
das Plasmid pSD270.

Bei der Konstruktion von pKE151 und pKE170 erfolgte die Integration
alternativer MCSs in pSD270 unter der Verwendung von kurzen DNA-Fragmenten.
Fiar die Konstruktion von pKE151 wurden die Oligonukleotide 5'MCS(Ndel) 5'-AAT
TCA TTA AAG AGG AGA AAT TAC ATA TGG GCA TGC TTA ATT AAG-3' und
3'MCS(Ndel) 5'-GAT CCT TAA TTA AGC ATG CCC ATA TGT AAT TTC TCC TCT
TTA ATG-3' mit T4-Polynukleotid-Kinase phosphoryliert, 5 min bei 95°C denaturiert
und anschlieBend durch Inkubation bei 4°C miteinander annealed. Hierbei ent-
standen die 5' Uberhdngenden Enden, welche ublicherweise nach dem Verdau mit
den Restriktionsendonukleasen EcoRl und BamH| entstehen, so dass das
resultierende, doppelstrangige DNA-Fragment direkt in den analog verdauten Vektor
pSD270 ligiert werden konnte. Das erhaltene Plasmid pKE151 wurde anschliel3end
fur die Konstruktion von pKE170 verwendet. Hierfir wurde das Plasmid pKE151 mit
den Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI verdaut und anschlie3end mit dem
DNA-Fragment, welches in analoger Weise aus den Oligonukleotiden 5'MCS(Nhel)
5'-TAT GGG CAT GCG GCT AGC GG-3' und 3'MCS(Nhel) 5'-GAT CCC GCT AGC
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CGC ATG CCC A gebildet wurde, ligiert. Die Verifizierung der konstruierten Plasmide
pSD193, pSD270, pKE151 und pKE170 erfolgte mittels DNA-Sequenzierung.

pSD197, pKE203: Das 4,93kb-umfassende DNA-Fragment, welches aus der
internen Region srfA-B-2-3 besteht und fur eine dimodulare NRPS der Domanen-
Organisation A-PCP-C-A-PCP kodiert, wurde mit den Oligonukleotiden 5'AspLeu
srfB(Sphl) 5-TAA GCA TGC TTT CAT CTG CAG AAA C-3' und 3'AsplLeu
srfB(BamHI) 5'-AAT GGA TCC TTC GGC ACG CTC TAC aus chromosomaler DNA
von B. subtilis ATCC 21332 amplifiziert. Nach dem Verdau mit den Restriktions-
endonukleasen Sph/ und BamHI, wurde das DNA-Fragment in den analog geschnit-
tenen Vektor pQE70 (Qiagen, Hilden, Germany) ligiert um das Plasmid pSD142 zu
erhalten.

Das 1,33kb-umfassende DNA-Fragment, welches fur die C-Domane von
SrfA-A kodiert, wurde aus chromosomaler DNA von B. subtilis ATCC 21332 unter der
Verwendung der Oligonukleotide 5'srfA1-C(Sphl) 5'-TAT GCA TGC AAA TAA CTT
TTT ACC CTT-3' und 3'srfA1-C(Pstl) 5'-ATA CTG CAG CAG AAA TCA GTG TTA
ATT CA-3' amplifiziert. Das DNA-Fragment wurde mit den Restriktions-
endonukleasen Sphl und Pstl terminal modifiziert und in den analog geschnittenen
Vektor pSD142 ligiert, um das Plasmid pSD164 zu erhalten. Das resultierende,
6,24kb-umfassende DNA-Fragment, welches fur die dimodulare Hybridsynthetase
der Domanenorganisation C-A-PCP-C-A-PCP kodiert, wurde mit den Restriktions-
endonukleasen Sphl und BamHI aus dem Plasmid pSD164 herausgeschnitten und
anschlielend in die analog geschnittenen Expressionsvektoren pSD193 und pKE170
ligiert. Hierbei konnten die B. subtilis/E. coli Expressionsvektoren pSD197 (Derivat
von pSD193) und pKE203 (Derivat von pKE170) erhalten werden.

pKEG64: Das 1,19kb-umfassende DNA-Fragment, welches die 3'Region von
bacB enthalt, wurde mit den Oligonukleotiden 5’bacB(EcoRI) 5’-TGT CGA ATT CCT
CGG GAG AAT CGA T-3' und 3’bacB(BamHI) 5-TAT GGA TCC ATC TTTCCT TTG
GAT ATC TC-3' aus chromosomaler DNA von B. licheniformis ATCC 10716
amplifiziert. Nach terminaler Modifikation mit den Restriktionsendonukleasen EcoRlI
und BamH| wurde das DNA-Fragment in den analog geschnittenen Vektor pKE18
[Eppelmann et al., 2001] ligiert, um das Plasmid pKE61 zu erhalten. Das 1,18kb-
umfassende DNA-Fragment, welches die 5'Region von bacT enthalt, wurde aus
chromosomaler DNA von B. licheniformis unter der Verwendung der Oligonukleotide
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5’bacT(Sphl) 5°-TAT GCA TGC TCC TGG CGC TGA TTG-3’ und 3’bacT(EcoRl) 5'-
TAT GAA TTC AAG CGT CCG AAG AAG GAA-3’ amplifiziert. Zur Konstruktion von
pKEG2 wurde das DNA-Fragment mit den Restriktionsendonukleasen Sphl und
EcoRI modifiziert und in den analog geschnittenen Vektor pKE61 ligiert. Die 1,49kb-
umfassende Kanamycin-Resistenz-Kassette kan wurde mit der Restriktions-
endonuklease EcoRI aus dem Plasmid pDG783 [Guerout-Fleury et al., 1995] herausge-
schnitten und in den analog geschnittenen Vektor pKEG2 ligiert, wobei das Plasmid

pKEG64 erhalten werden konnte.

pKE78: Die 1,60kb-umfassende MLS-Resistenz-Kassette erm wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Sphl und EcoRI aus dem Plasmid pDG646 [Guerout-Fleury
et al., 1995] herausgeschnitten und in den analog behandelten Vektor pKEG4 ligiert. Im
erhaltenen Vektor pKEG5 kam es somit zum Austausch der Kanamycin- gegen die
MLS-Resistenz-Kassette. Das 3,10kb-umfassende DNA-Fragment, welches den
verlangerten 5'Bereich um bacT enthalt, wurde mit den Oligonukleotiden
5homobacT(Pstl) 5-TAT CTG CAG TCC TGG CGC TGA TTG-3 and
3’homobacT(Sphl) 5-TAT GCA TGC CAG CTT TTC TTC CGT TTC-3' aus
chromosomaler DNA von B. licheniformis ATCC 10716 amplifiziert. Nach terminaler
Modifikation mit den Restriktionsendonukleasen Pstl und Sphl, wurde das DNA-
Fragment in den analog geschnittenen Vektor pATE [Schneider & Marahiel, 1998] ligiert,
wobei das Plasmid pKE66 erhalten werden konnte. Das 3,79kb-umfassende DNA-
Fragment, welches aus den Genen erm, bacB' und ycxA besteht, wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Sphl und Spel aus dem Plasmid pKE65 herausge-
schnitten und in den analog behandelten Vektor pKEG6 ligiert. Hierbei konnte das

Integrationsplasmid pKE78 erhalten werden.

pKE110: Mit den Oligonukleotiden 5’bacB1(Pstl) 5-TTA CTG CAG GCA TGG
AGA CAA CCT GAA-3’ and 3’bacB1(Sphl) 5-TTA GCA TGC GAG CGG AAG AAA
GCG-3 wurde das 2,00kb-umfassende, interne DNA-Fragment von bacB aus
chromosomaler DNA aus B. licheniformis ATCC 10716 amplifiziert und mit den
Restriktionsendonukleasen Pstl und Sphl terminal modifiziert. Zur Konstruktion des
Plasmides pKE107 wurde das Fragment in den analog geschnittenen Vektor pATE
[Schneider & Marahiel, 1998] ligiert. Das 2,26kb-umfassende DNA-Fragment, welches
aus den kodierenden Genen bcrABC des ABC-Transporters besteht, wurde aus

chromosomaler DNA von B. licheniformis ATCC 10716 unter Verwendung der Oligo-
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nukleotide 5'bcr(EcoRI) 5-TAT GAA TTC GCG ATC GAT GAA GTA TTG GAG-3’
und 3’bcr(BamHIl) 5-TAT GGA TCC GCA CTC GAC AGA CCG T-3' amplifiziert.
Nach der terminalen Modifikation mit den Restriktionsendonukleasen BamH| und
EcoRI, wurde das DNA-Fragment in den analog geschnittenen Vektor pKE18
[Eppelmann et al, 2001] ligiert. Aus dem erhaltenen Plasmid pKE108 wurde die
Chloramphenicol-Resistenz-Kassette cat mit den Restriktionsendonukleasen Sphl
und EcoRI herausgeschnitten und durch die analog praparierte MLS-Resistenz-
Kassette aus pDG646 [Guerout-Fleury et al., 1995] ersetzt, wobei das Plasmid pKE109
erhalten werden konnte. Aus diesem Vektor wurde das 4,85kb-umfassende DNA-
Fragment, welches aus den Genen erm, bcrABC und ycxA aufgebaut wird, unter der
Verwendung der Restriktionsendonukleasen Sphl and Spel herausgeschnitten und in
den analog geschnittenen Vektor pKE107 ligiert. Hierbei konnte das Integrations-

plasmid pKE110 erhalten werden.

4.1.2 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung doppelstrangiger DNA erfolgte mit der Kettenabbruch-
Methode nach Sanger [Sanger et al., 1977] unter der Verwendung des "ABI Prism™
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits" (ABI, Forster City,
USA) anhand des Hersteller-Protokolls. Die Verwendung dieses Kits ist jedoch auf
die Sequenzierung von PCR-Fragmenten und Plasmiden beschrankt. Zur Charakte-
risierung chromosomaler DNA wurden die interessierenden Fragmente mittels PCR
amplifiziert und das gereinigte Produkt anschlieBend fur die Sequenzierung
verwendet. Die Analyse und Auswertung der Sequenzreaktionen erfolgte
abschlieRend unter der Verwendung des "ABI Prism 310 Genetic Analyser' (PE
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland).

4.1.3 Transformation von B. subtilis

B. subtilis ist in der Lage beim Ubergang von der exponentiellen in die
stationare Wachstumsphase DNA aufzunehmen und diese mittels homologer
Rekombination in sein Chromosom zu integrieren [Dubnau, 1991]. Hierbei wird die DNA
als Doppelstrang an die Zelloberflache gebunden, bevor durch membrangebundene
DNAsen der Doppelstrang-Bruch katalysiert wird und die Aufnahme der DNA in Form
eines Einzelstranges erfolgen kann.

Fur die Transformation der entsprechenden, kompetenten B. subtfilis-Stamme
wurde - mit leichten Modifikationen - die Methode nach Klein et al. verwendet [Klein
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et al., 1992]. Hierflr wurden die B. subtilis Zellen Uber Nacht bei 37°C und 250 Upm in
HS-Medium angezogen. Anschlieend wurden 20 mL LS-Medium mit Zellen dieser
Ubernachtkultur im Verhaltnis 1:100 inokuliert und bei 30°C und 100 Upm inkubiert.
Nach Erreichen einer ODgoo von 0,55 erfolgte die Transformation der B. subtfilis-
Zellen, wobei 1 mL Zellsuspension mit 10 ng linearisierter Plasmid- oder
chromosomaler DNA versetzt und Uber einen Zeitraum von 2 h bei 37°C und 250
Upm inkubiert wurden. Nachfolgend wurden die Zellen auf DSM-Agarplatten mit

entsprechenden Antibiotika-Zusatzen ausplattiert.

10x S-Base: (NH4)2SO4 20 g/lL
K2HPO4 x 3H,0 140 g/L
KH2PO4 60 g/L
Natriumcitrat x 2H,O 10 g/L

Nach dem Autoklavieren mit 1 mL einer 1M MgSO4-L6sung versetzen.

HS-Medium: 10x S-Base 100 mL/L
50% (w/v) Glukose 10 mL/L
10% (w/v) Hefeextrakt 10 mL/L
2% (w/v) Casaminosauren 10 mL/L
8% (w/v) Arginin / 0,4% (w/v) Histidin 100 mL/L
0,5% (w/v) Tryptophan 10 mL/L
0,3% (w/v) Phenylalanin 15 mL/L

Bei 105°C autoklavieren oder sterilfiltrieren.

LS-Medium: 10x S-Base 100 mL/L
50% (w/v) Glukose 10 mL/L
10% (w/v) Hefeextrakt 10 mL/L
2% (w/v) Casaminosauren 5 mL/L
0,5% (w/v) Tryptophan 1 mL/L
0,3% (w/v) Phenylalanin 1,5 mL/L
50 mM Spermin 1 mL/L
1 M MgCl, 2,5 mL/L

Direkt vor Gebrauch ansetzen und anschlielRend sterilfiltrieren.
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Viele Bacillus-Transformationen in dieser Arbeit erfolgten unter Verwendung
eines Kongression-Experimentes. Hierbei wird ausgenutzt, dass kompetente
B. subtilis-Zellen bei DNA-Uberschuss ( >1 ug DNA pro Transformation) in der Lage
sind, mehrere DNA-Molekule gleichzeitig aufzunehmen. So kénnen von einer Zelle
gleichzeitig zwei verschiedene Plasmide und somit zwei voneinander unabhangige
genetische Marker aufgenommen werden. Auf diese Weise ist es somit mdglich,
einen genetischen Marker ins Chromosomen von B. subtilis einzufihren, auf den
nicht direkt selektiert werden kann und der mit dem Verlust eines selektierbaren
Markers verbunden ist. Hierzu erfolgt die gleichzeitige Transformation mit einem
zweiten, unabhangigen Marker, auf dessen Integration positiv selektiert wird.
AnschlieRend konnen die erhaltenen Transformanten auf den Verlust des selektier-
baren Markers analysiert werden.

4.1.4 Southern-Blot-Analyse

Die Analyse von spezifischen Sequenzen innerhalb chromosomaler DNA
erfolgte nach der Methode von Southern [Southern, 1975]. Fur die Praparation der zu
untersuchenden, chromosomalen DNA wurde die Methode nach Cox verwendet [Cox,
1968]. Um Verunreinigungen in der Praparation auszuschlielen, erfolgte die Reini-
gung der DNA mittels Anionenaustauscher-Saulen Qiagen-tip100, -tip 20 (Qiagen,
Hilden, Deutschland). Fur die Markierung und Detektion der spezifischen DNA-
Fragmente wurde das "ECL™Random prime labeling and detection-Kit" gemanr dem
Hersteller-Protokolls (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)

verwendet.

4.2 Proteinchemische Methoden

Die Durchfuhrung der proteinchemischen Methoden innerhalb dieser Arbeit
erfolgten, falls nichts gesondert angegeben, anhand der gangigen Literatur-
vorschriften [Bennett & Scott, 1971; Bradford, 1976; Burnette, 1981; Laemmli, 1970]. Detaillierte

Versuchsbeschreibungen sind zusatzlich u.a. in [Neumiiller, 2001] zu finden.

4.2.1 Genexpression unter der Kontrolle des T5-Promotors

Fur die Expression von Genen unter der Kontrolle des IPTG-induzierbaren T5-
Promotors wurden 400 mL vorgewadrmtes 2xYT-Medium (E. coli: Amp'®, Km®; B.
subtilis: Cm°, Km'®) in einem Verhéltnis 1:100 mit einer Ubernachtkultur des

entsprechenden Stammes inokuliert. Anschlieend erfolgte die Inkubation dieser
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Kultur bei 30°C und 250 Upm. Beim Erreichen einer ODggo von 0,7 bis 0,8 wurde die
Genexpression durch die Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,1 mM) induziert und
die Kultur fir weitere 2 h unter gleichen Bedingungen inkubiert. Anschlielend

wurden die Zellen mittels Zentrifugation (5000 Upm, 10 min, 4°C) geerntet.

4.2.2 Genexpression unter der Kontrolle des oA-abhéingigen bacA-Promotors

In B. subtilis KE320 erfolgt die Expression des bacA-Gens unter der Kontrolle
des o”-abhangigen bacA-Promotors beim Ubergang von der exponentiellen in die
stationare Wachstumsphase. Fur Expressions-Untersuchungen wurden 400 mL
vorgewarmtes 2xYT-Medium (Cm®, Km') in einem Verhaltnis von 1:100 mit einer
Ubernachtkultur des entsprechenden B. subtilis-Stammes angeimpft und
anschlielend bei 30°C und 250 Upm inkubiert. Die Zellen wurden 2 h nach dem
Ubergang von der exponentiellen in die stationdre Wachstumsphase abzentrifugiert
(5000 Upm, 20 min, 4°C).

4.2.3 Aufschluss von E. coli Zellen

Das Zellpellet einer Expressions-Studie wurde in 8 mL Puffer HEPES Puffer A
(50 mM HEPES, 300 mM NacCl, pH 7,8 bis 8,0) resuspendiert. Der Aufschluss der E.
coli Zellen erfolgte anschlieBend unter Verwendung von zwei Kompressions-
Dekompressions-Zyklen bei 4°C (French Pressure Cell Press SLM Aminco, Polytec,
Waldbronn, Deutschland). Durch Zentrifugation (15000 Upm, 45 min, 4°C) wurde der
erhaltene Rohzellextrakt abschlieend von Zelltrimmern befreit.

4.2.4 Aufschluss von B. subtilis Zellen

Das bei der Genexpression in B. subtilis erhaltene Zellpellet wurde in 5 mL
Saccharose Puffer A (20% (w/v) Saccharose, 50 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 5 mM
DTE, 0,1% (w/v) Lysozym, pH 7,8) resuspendiert und anschlieend fur 45 min bei
37°C inkubiert. Der Aufschluss der resultierenden Protoplasten erfolgte anschlie3end
durch drei Kompressions-Dekompressions-Zyklen bei 4°C (French Pressure Cell
Press SLM Aminco, Polytec, Waldbronn, Deutschland). Durch Zentrifugation (15000
Upm, 45 min, 4°C) wurde der erhaltene Rohzellextrakt abschliefend von Zell-

trimmern befreit.

4.2.5 Reinigung von Proteinen mittels Affiniatschromatographie
Die Reinigung von Proteinen, welche Uber eine C-terminale Hisg-tag-Fusion

verfugen, erfolgte Uber Affinitdtschromatographie. Als stationare Phase diente hierbei
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Nitrilotriactetat (NTA), welches kovalent an eine Agarose-Saulenmatrix gebunden
vorliegt. NTA belegt vier der sechs Koordinationsstellen eines Ni**-lons, mit dem die
Saule beladen ist. Die zwei freien Koordinationsstellen des lons kénnen durch zwei
Imidazolringe des Proteins belegt werden, wodurch die Hisg-tag-Fusionsproteine
selektiv gereinigt werden koénnen. Nach dem Waschen der Saule kann das
gebundene Protein durch einen pH- (Protonierung der Histidin-Seitenketten) oder
Imidazol-Gradienten (kompetitive Verdrangung) eluiert werden.

Nach Aquilibrierung der Séule (Chelating-Saule HR 10/2 gefiillt mit 1 mL Ni?*-
NTA-Agarose (Amersham Biosciences Europe, Freiburg, Deutschland)) mit HEPES
Puffer A (60 mM HEPES, 300 mM NaCl, pH 7,8 — 8,0) wurde der Rohzellextrakt mit
einer Flussrate von 0,75 mL/min aufgetragen. Nach dem Waschen der Saule wurde
bei einer Flufdrate von 1 mL/min Uber 50 min ein linearer Gradient von HEPES Puffer
A auf Puffer B (50 mM HEPES, 300 mM NacCl, 250 mM Imidazol, pH 7,8 — 8,0)
angelegt, wobei eine Elution des Proteins beobachtet werden konnte. Die Bestim-
mung der Reinheit der proteinhaltigen Fraktionen, welche in 1,5mL-Fraktionen
gesammelt wurden, erfolgte mittels SDS-PAGE-Analyse. Anschlieend wurden
geeignete Fraktionen vereint und mittels Dialyse gegen Assay-Puffer (50 mM
HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTE, pH 7,8 — 8,0) vom Imidazol befreit.
Die Bestimmung der Konzentration der Proteinldsung erfolgte abschlielend unter

Verwendung der Methode von Bradford [Bradford, 1976].

4.2.6 Reinigung von Cga.a1-(Aasp-PCP-C-ALey-PCP)sira-52-3 aus B. subtilis SD10

Fiar die Reinigung des rekombinanten Proteins Cgraar-(Aasp-PCP-C-ALey-
PCP)sra-82-3 wurden die klassischen Methoden zur Proteinreinigung verwendet, auf
deren Theorie im Folgenden nicht weiter eingegangen werden soll.

Im ersten Schritt wurde das Protein mittels einer fraktionierten Ammonium-
sulfat-Fallung gereinigt. Hierzu wurde der Rohzellextrakt mit einer gesattigten
(NH4)2SO4-Losung auf eine Endkonzentration von 35% (w/v) (NH4),SO4 eingestellt,
1,5 h bei 4°C gerthrt und der Niederschlag abzentrifugiert (15000 Upm, 20 min,
4°C). AnschlieRend wurde der Uberstand analog einer 55%igen (wW/v) (NH4).SO4-
Fallung unterzogen. Das erhaltene Pellet wurde in 2 mL HEPES Puffer C (50 mM
HEPES, 100 mM NaCl, pH 6,5) resuspendiert und gegen 200 mL desselben Puffers
fur 4 h dialysiert. Die Proteinldsung wurde anschlie3end bei einer Flussrate von 5
mL/min auf eine mit HEPES Puffer C aquilibrierte Molekularsieb-Saule (HiLoad™
26/60 Superdex 200) aufgetragen und die Proteine isokratisch eluiert. Die
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Fraktionen, welche das rekombinante Protein enthielten, wurden mittels SDS-PAGE-
Analyse [Laemmli, 1970] ermittelt und anschlielend vereinigt. Die erhaltene Protein-
probe wurde im Folgenden auf eine mit 90% HEPES Puffer C / 10% HEPES Puffer D
(50 mM HEPES, 1 M NaCl, pH 6,5) aquilibrierte Anionenaustauscher-Saule
(HiLoad™ 26/10 Q-Sepharose) bei einer Flussrate von 0,5 mL/min aufgetragen. Die
Elution der Proteine erfolgte mittels eines linearen Gradienten auf 100% HEPES
Puffer D (Flussrate 0,5 mL, 50 min). AnschlieRend wurden die Fraktionen, welche
das rekombinante Protein beinhalteten, vereint und gegen das 100-fache Volumen
HEPES Puffer E (50 mM HEPES, 1 M (NH4)2SO4, pH 7,0) fir 4 h dialysiert. Nach
Zentrifugation wurde die Proteinprobe auf eine mit HEPES Puffer E aquilibrierte
Hydrophobe-Interaktions-Chromatographie-Saule (HiLoadTM 26/10 Phenyl
Sepharose) mit einer Flussrate von 2mL/min aufgetragen. Die Elution der Proteine
erfolgte anschlielend unter Anlegen eines linearen Gradientens (2 mL/min, 50 min)
auf 100% HEPES Puffer F (50 mM HEPES, pH 7,0). Mittels SDS-PAGE-Analyse
wurden die Fraktionen erneut analysiert, geeignete Proben vereint und anschlielRend
gegen Assay-Puffer (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTE, pH
7,8-8,0) dialysiert. Die Bestimmung der Konzentration der Proteinlosung erfolgte
abschlielRend unter Verwendung der Methode von Bradford [Bradford, 1976].

Fur die beschriebene, konventionelle Proteinreinigung wurden ausschlie3lich
Saulen der Firma Amersham Biosciences Europe (Freiburg, Deutschland)

verwendet.

4.2.7 Reinigung von BacA aus B. subtilis KE320

In Analogie zur oben beschriebenen Reinigung der dimodularen Hybrid-
synthetase erfolgte die Reinigung des BacA-Proteins zunachst ebenfalls Uber eine
fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung. Das Pellet einer 35% bis 50%igen Fallung
wurde in 2 mL Saccharose Puffer B (10% (w/v) Saccharose, 50 mM Tris/HCI, 1 mM
EDTA, 5 mM DTE, pH 8,0) aufgenommen. Die erhaltene Losung wurde mit einer
Flussrate von 1 mL/min auf eine mit Saccharose Puffer B aquilibrierte Molekularsieb-
Saule (16/75 Sephacryl™ S-500 (Amersham Biosciences Europe, Freiburg,
Deutschland)) aufgetragen, von der die Proteine anschlieRend isokratisch eluiert
wurden. Fraktionen, welche das rekombinante Protein enthielten, wurden mittels
SDS-PAGE-Analyse [Laemmli, 1970] ermittelt und anschliefend vereinigt. Die
Bestimmung der Konzentration der Proteinlésung erfolgte abschlieRend unter

Verwendung der Methode von Bradford [Bradford, 1976].
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4.2.8 ATP/Pyrophosphat-Austauschreaktionen

Die Selektivitat von NRPSs wird durch Adenylierungs-Domanen determiniert,
welche die kognaten Aminosauren unter ATP-Verbrauch und Pyrophosphat-
Abspaltung als korrespondierendes Aminoacyl-Adenylat aktivieren [Grevers et al., 1968;
Lee & Lipmann, 1975]. Die Reversibilitat dieser Reaktion wird ausgenutzt, um die
Substrat-Selektivitat und die katalytischen Eigenschaften von NRPS A-Domanen zu
untersuchen.

Hierbei wird eine A-Domane mit ihren Substraten (Aminosaure, ATP und der
Kofaktor Mg?*) und geringen Mengen [*?P]-Pyrophosphat ([*?P]-PP;) inkubiert. Die
Aktivierung der Substrat-Aminosaure fuhrt zur Bildung des Aminoacyl-Adenylates
unter der Abspaltung von PP;. Bei der Ruckreaktion kommt es anschliel3end, durch
Inkorporation des [*’P]-PP;, zur Bildung radioaktiv-markierten [*’P]-ATP's. Im
Gegensatz zu PP; wird das enthaltene ATP anschliefend durch Absorption an
Aktivkohle gebunden und kann so selektiv aus dem Ansatz abgetrennt werden. Die
Inkorporation von [*2P]-markierten ATP im Aktivkohle-Niederschlag steht somit in
Abhangigkeit zur Aktivierung der analysierten Aminosauren durch die zu
charakterisierende A-Domanen.

Da in der ATP/PP;-Austauschreaktion die Ruckreaktion verfolgt wird, kann
diese Reaktion kein direktes Mal fur die Verfugbarkeit des Aminoacyl-Adenylates
darstellen. Allerdings ist die Menge des gebildeten [**P)-ATPs proportional zur
ATP/PP;-Austauschrate und der spezifischen Aminosaure-Aktivierung durch die zu
charakterisierende A-Domane. Die Bestimmung von Blindwerten erfolgt daher in der
Abwesenheit von Aminosaure oder ATP.

In parallelen Ansatzen wurden die zu testenden Aminosauren und Enzyme
vorgelegt und mit Puffer auf 50 pL aufgefillt (Mix1). In einem zweiten Ansatz wurden
ATP, PP;, MgCl, und radioaktiv-markiertes [32P]—PPi vermischt und mit Puffer auf 50
pL aufgefullt (Mix2). Nach dem Vermischen beider Proben wurden diese fur 15 min
bei 37°C inkubiert, bevor durch Zugabe von 500 uL eiskalter Terminations-Losung
die Reaktion abgestoppt wurde. Nach dem Vortexieren wurde die Aktivkohle durch
Zentrifugation (13000 Upm, 1 min) pelletiert. Der Uberstand wurde anschliefend
abgenommen, das Pellet in 1 mL H;O resuspendiert und durch erneute
Zentrifugation (13000 Upm, 1 min) pelletiert. Nach Wiederholung dieses Wasch-
schrittes wurde die pelletierte Aktivkohle in 500 pL H,O aufgenommen und in ein mit

3,5 mL Szinitillations-Flussigkeit "Rotiszint Eco Plus" (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
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gefllltes Szintillations-Rohrchen uberfuhrt. Die Zahlraten der Proben wurden an-
schlieRend unter Verwendung des Szintillations-Zahlers "TRI-CARB Liquid
Scintillation Analyzer 2100TR" (Packard Instrument, Meriden, USA) vermessen.

Reaktionsmix:

Enzym 200 nM
Aminosaure 1 mM
ATP 1 mM
PP; 50 uM
MgCl, 10 mM
[**P]-PP, 0,15 uCi
in Puffer

Terminations-Losung:

Natriumpyrophosphat 100 mM
Perchlorsaure 560 mM
Aktivkohle (Norit A) 1.2% (w/v)

Als Standard-Puffer fur die ATP/PP;-Austauschreaktionen wurde Assay-Puffer
(50 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTE, pH 7,8-8,0) verwendet,
wahrend fur die Charakterisierung von BacA aus B. subtilis KE320 Saccharose
Puffer B (10% (w/v) Saccharose, 50 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 5 mM DTE, pH 8,0)
eingesetzt wurde.

Aufgrund der geringen Konzentration des erhaltenen Proteins BacA wurde in
diesem Fall das Reaktionsvolumen auf 200 pyL (Mix1: 150 uL, Mix2: 50 uL) erhoht.
Um Nebenreaktionen der enthaltenen Protein-Verunreinigungen in der heterogenen
Proteinprobe ausschlielen zu kdnnen, wurde dATP anstelle von ATP verwendet.

Zur Bestimmung der kinetischen Konstanten der ATP-PP;-Austauschreaktion
erfolgte eine dreifache Bestimmung der Messwerte. Hierbei wurde der Mix1 fur 1 min
bei 37°C inkubiert, bevor der Mix2 hinzugegeben wurde. Das Abstoppen der
Reaktionen erfolgte nach 1 min Inkubation bei 37°C durch Zugabe der Terminations-

Lésung.
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4.2.9 Beladung von NRPSs mit radioaktiv-markierten Aminosauren

Die kovalente Beladung von NRPS PCP-Doméanen mit den Substrat-Amino-
sauren kann durch die Inkubation der Enzyme mit radioaktiv-markierten
Aminosauren unter Zugabe von ATP und MgCl, analysiert werden. Die
anschlielRende Prazipitation des Proteins mit Trichloressigsaure (TCA) fuhrt zur Ko-
Prazipitation der gebundenen Aminosaure, wahrend die freien Aminosauren im
Uberstand verbleiben und abgetrennt werden kdnnen. Bei der Bestimmung des
Blindwertes dieser Reaktion wird auf die Zugabe von ATP verzichtet.

Im ersten Ansatz wurde das zu analysierende Enzym mit MgCl, vorgelegt und
mit Puffer auf 50 pyL aufgefullt (Mix1). Die radioaktiv-markierte Aminosaure und ATP
wurden im zweiten Ansatz vorgelegt und mit Puffer auf ein Volumen von 50 uL
aufgefullt (Mix2). Nach dem Vermischen beider Ansatze wurden das Reaktions-
gemisch fur 15 min bei 37°C inkubiert, bevor durch Zugabe von 800 uL eiskalter,
10%iger TCA-LOsung die Reaktion abgestoppt wurde. Um eine quantitative Fallung
der Proteine sicherzustellen, wurden 15 yL BSA-LAsung (25 g/L) zur Ko-Prazipitation
hinzu gegeben. Nach ihrem Vortexieren wurden die Proben fur 30 min auf Eis
inkubiert, bevor das Prazipitat durch Zentrifugation (13000 Upm, 30 min, 4°C)
pelletiert wurde. Der Uberstand wurde anschlieRend abgenommen und das Pellet
vorsichtig mit 800 pL eiskalter, 10%iger TCA-Lésung Uberschichtet. Nach
Zentrifugation (13000 Upm, 5 min, 4°C) wurde der Uberstand entfernt, das Pellet auf
analoge Weise ein zweites Mal gewaschen, bevor es in 400 yL Ameisensaure gelost
und in ein Szintillations-Rdhrchen mit 3,5 mL Szinitillations-FlUssigkeit "Rotiszint Eco
Plus" (Roth, Karlsruhe, Deutschland) Uberfihrt wurde. Die Zahlraten der Proben
wurden anschlieffend unter Verwendung des Szintillations-Zahlers "TRI-CARB Liquid
Scintillation Analyzer 2100TR" (Packard Instrument, Meriden, USA) vermessen.

Die prozentuale Beladung des Proteins kann anschlieBend durch
Umrechnung der erhaltenen Zahlraten mit der spezifischen Aktivitat der radioaktiv-
markierten Aminosaure determiniert werden.

Die spezifischen Aktivititen der eingesetzten [°H]- und ['*C]-markierten
Aminosduren (Hartmann-Analytik, Braunschweig, Deutschland) waren: L-["C]-
Aspartat (200 Ci/mol); L-[**C]-Leucin (292 Ci/mol); L-["*C]-Isoleucin (260 Ci/mol); L-
['*CJ-Prolin (246 Ci/mol); L-['*C]-Phenylalanin (450 Ci/mol).
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Reaktionsmix:

Enzym 500 nM
[°H] bzw. ["*C]-Aminosdure 1200 nM
ATP 4 mM
MgCl, 10 mM
in Puffer

Als Standard-Puffer fur die Beladungs-Reaktionen wurde Assay-Puffer (50
mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTE, pH 7,8-8,0) verwendet,
wahrend fur die Charakterisierung von BacA aus B. subtilis KE320 Saccharose
Puffer B (10% (w/v) Saccharose, 50 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 5 mM DTE, pH 8,0)
eingesetzt wurde.

Im Falle des rekombinanten Proteins Cga-a1-(Aasp-PCP-C-ALey-PCP)sria-52-3
aus B. subtilis SD10 wurde aufgrund der geringen Konzentration der Protein-Lésung
nur 200 nM anstelle von 500 nM Enzym eingesetzt. Um Nebenreaktionen durch die
enthaltenen Protein-Verunreinigungen in der heterogenen Proteinprobe ausschlie3en
zu kénnen, wurde dATP anstelle von ATP verwendet.

Aufgrund der geringen Konzentration des erhaltenen Proteins BacA, wurde in
diesem Fall das Reaktionsvolumen auf 200 pyL (Mix1: 150 uL, Mix2: 50 uL) erhoht.
Des weiteren wurde dATP anstelle von ATP verwendet, um wiederum Neben-

reaktivitaten der Protein-Verunreinigungen ausschliel3en zu kénnen.

4.2.10 Posttranslationale Modifikation in vitro

Zur Bestimmung der post-translationalen Modifikation der in vivo produzierten
NRPSs mit dem Ko-Faktor Ppant wurde untersucht, ob eine nachtragliche in vitro-
Modifikation der PCP-Domanen unter der Katalyse der PPTase Sfp zu einer
Erhohung des Aminosaure-Einbaus fuhrt [Lambalot et al., 1996].

Hierzu wurde das zu analysierende Enzym zunachst mit MgCl,, CoASH und
Sfp vermischt, mit Puffer auf 100 uL aufgeflllt und anschlieRend fir 10 min bei 37°C
inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe der radioaktiv-markierten Aminosaure
und ATP. Nach weiterer Inkubation fur 15 min bei 37°C konnte die Probe - in der fur
Beladungs-Reaktionen beschriebenen Weise - aufgearbeitet werden (siehe Kapitel
4.2.8).
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Reaktionsmix:

Enzym 500 nM
Sfp 1 nM
CoASH 100 uM
MgCl, 10 mM
[°H] bzw. ["*C]-Aminosdure 1200 nM
ATP 4 mM
in Puffer

Im Falle des rekombinanten Proteins Cgiaa1-(Aasp-PCP-C-ALeu-PCP)sria-52-3
aus B. subtilis SD10 wurde aufgrund der geringen Konzentration der Protein-Lésung
nur 200 nM anstelle von 500 nM Enzym eingesetzt. Um Nebenreaktivitaten der ent-
haltenen Protein-Verunreinigungen in der heterogenen Proteinprobe ausschliel3en zu

konnen, wurde dATP anstelle von ATP verwendet.
4.3 Analytische Methoden

4.3.1 Surfactin-Praparation

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Surfactin-Praparation beruht auf
dem Verfahren von Nakano [Nakano et al., 1988]. Hierbei wurden 400 mL vorgewarmtes
Splll Medium (Spll Medium ohne KCI [Cutting & Vander Horn, 1990]) in einem Verhaltnis
von 1:100 mit einer Ubernachtkultur des entsprechenden B. subtilis-Stammes
angeimpft und anschlielend fur 12 bis 72 h bei 37°C und 250 Upm inkubiert. Die
Zellen wurden abzentrifugiert und der Uberstand zweimal fiir je 1 h unter Schutteln
mit 200 mL n-Buthanol extrahiert. Die organische Phase wurde anschliefend am
Rotationsvaporator bis zur Trockene eingeengt, bevor der erhaltene Ruckstand in 5

mL Methanol aufgenommen wurde.

10x T-Base: (NH4)2SOq4 20 g/L
KoHPO4 x 3H2,0 183 g/L
KH2PO4 60 g/L

Natriumcitrat x 2H,O 10 g/L
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Splll-Medium: 10x T-Base 100 mL/L
50% (w/v) Glukose 10 mL/L
1,2 % (w/v) MgSO4 70 mL/L
10% (w/v) Hefeextrakt 10 mL/L
2% (w/v) Casaminosauren 5 mL/L

Vor Gebrauch frisch ansetzen und sterilfiltrieren.

4.3.2 Surfactin-Analyse unter Verwendung von Blutagarplatten

Die hamolytische Aktivitat der praparierten Surfactine wurde unter Verwen-
dung von Blutagarplatten analysiert. Das Glucose-Minimalmedium enthalt
Erythrocyten, welche durch die Oberflachenreduzierende-Aktivitat des Surfactins
lysiert werden [Arima et al., 1968; Nakano et al., 1988]. Hierdurch kommt es zur Ausbildung
von hellen, durchsichtigen Zonen (sogenannten Halos) im ansonsten truben, roten
Blutagar-Medium.

Zur Herstellung der Blutagarplatten wurden eine sterile 1,5%ige Agarlosung
aufgekocht und nach dem Abkuhlen auf ca. 60°C mit den weiteren Zutaten versetzt.
Unter stetigem Schwenken des Kolbens wurde das Schafsblut hinzugegeben und die
Platten anschlieBend zlgig gegossen. Eine Ubermallige Schaumbildung musste
hierbei vermieden werden, da Luftblasen zu hellen Flecken auf der Agarplatte fihren
wurden.

Auf die Blutagarplatten wurden sterile 3MM-Whatman-Papiere (J 5 mm)
positioniert, auf denen ca. 10 yL der methanolischen Surfactin-Losungen aufge-
tragen wurden. Nach Inkubation der Platten flr ca. 30 h bei 37°C konnte die

Ausbildung von Lyse-Hdfen beobachtet werden.

Agarlosung: Agar Nr. 1 15 g/L
Blutagarplatten: Agarl6sung 800 mL
10x T-Base 100 mL
50% (w/v) Glukose 10 mL
1,2 % (w/v) MgSO,4 10 mL
10,5 % (w/v) Natriumglutamat 1 mL

Schafsblut 80 mL
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4.3.3 Surfactin-Analyse mittels HPLC/MS

Die Charakterisierung der produzierten Surfactin-Derivate in den praparierten
Extrakten erfolgte anhand eines HPLC/MS-Systems (71700 MSD Series, Agilent,
Waldbronn, Deutschland) unter der Verwendung einer Reversed-Phase-Saule
(CC250/3 Nucleosil 120-3Cs-Séule, Macherey & Nagel, Duren, Deutschland).

Das Prinzip dieses Verfahrens zur Trennung von Substanzgemischen beruht
auf den unterschiedlichen hydrophoben Wechselwirkungen der Analyten mit der
Matrix. Im verwendeten Reversed-Phase Modus dient chemisch modifiziertes Kiesel-
gel als stationare, hydrophobe Phase, auf dessen Oberflache Cg-Gruppen kovalent
gebunden sind. Eine polare Flussigkeit, in diesem Falle ein angesauertes H,O /
Methanol-Gemisch, stellt die mobile Phase dar. Beim Anlegen des linearen
Gradientens wird im Laufe einer Trennung der Anteil der unpolaren Komponente
(Methanol) in der mobilen Phase kontinuierlich erhdht, so dass es zur schrittweisen
Elution der Uber hydrophobe Wechselwirkungen gebundenen Substrate kommt.

Zur Analyse wurden standardmafig 10 yL Probe auf die mit 70% HPLC-Puffer
B (HPLC-Puffer A: 0,05% (w/v) Ameisensaure in H,O; HPLC-Puffer B: 0,045% (w/v)
Ameisensaure in Methanol) aquilibrierte Saule injiziert, wobei eine 1:10 Verdlinnung
der Extrakte aus B. subtilis ATCC 21332 und KE160 eingesetzt wurde. Eine Auftren-
nung der Proben konnte unter der Verwendung eines linearen Gradienten auf 100 %
HPLC-Puffer B (30 min, Flussrate 0,3 mL/min) erreicht werden. Die Detektion der
aufgetrennten Substanzen erfolgte unter der Verwendung eines UV-Detektors bei
einer Wellenlange von 214 nm, sowie mittels eines Massen-Detektors im Positiven-
lonen-Modus Uber einen Massenbereich von 900 bis 1200 m/z.

4.3.4 Surfactin-Analyse mittels fragmentierender Massenspektrometrie

(ESI-MS/MS)

Die Sequenzierung der generierten Surfactin-Derivate und damit auch die
Verifizierung der Asp- zu Asn-Substitution an Position 5 des neuen Lipohepta-
peptides [Asn’]-Surfactin erfolgte mit Hilfe einer fragmentierenden Massen-
spektrometrie an einem APl Q-STAR Pulsar Massen-Spektrometer (PE SCIEX,
Foster City, USA) mit Elektrospray-lonisations-(ESI)-Quelle.

Bei der Verwendung einer solchen ESI-Quelle durchqueren die generierten
lonen systembedingt eine Zone im Interface-Bereich, in der sie den heil3en Stickstoff-

Molekilen des Curtain-Gases und den Ldsungsmittel-Moleklilen des
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Desolvatisierungsprozesses ausgesetzt sind. In der Regel fuhrt dieser Zustand zu
keinem Zerfall der lonen, doch kann eine Fragmentierung durch die Erhdhung der
Skimmer-Spannung, welche die kinetische Energie der lonen erhoht, induziert
werden. Eine analoge Fragmentierung ist auch in der lonenfalle mit Hilfe des dort
befindlichen Helium-Gases moglich. Fir eine Fragmentierung kann dort das
interessierende lon aulerst selektiv - selbst auf distinkte Isotopomere genau - isoliert
werden. Die isolierten lonen konnen nun durch Anlegen einer Fragmentor-Spannung
resonant angeregt werden. Bei der resultierenden Kollision mit den Helium-Atomen
nehmen die lonen dabei soviel innere Energie auf, dass sie schlielYlich
fragmentieren. Dieser Prozess ist durch Variation der Dauer und Amplitude der
Anregung sehr gut kontrollierbar. Peptidische lonen zerfallen nach Kollisions-
aktivierung bevorzugt zwischen dem Carbonyl-Kohlenstoff und Amid-Stickstoff einer
Peptidkette. Hierbei entstehen ein N-terminales b- und ein C-terminales y-Fragment,
sowie - bei der Sequenzierung eines Peptides - vollstandige, komplementare b- und
y-Serien. Die Fragmente werden anschliel3end aus der Kollisionszelle entlassen und
kénnen nachfolgend detektiert werden.

Die ESI-MS/MS-Experimente wurden im positiven lonen-Modus mit einer
lonisations-Spannung von 5 kV durchgefuhrt. Far die Fragmentierung wurde das
jeweils prominenteste [M+K] lon des Cq4-Derivates ([Asp5]-Surfactin = 1074,63 m/z;
[Asn®]-Surfactin = 1073,68 m/z) ausgewdhlt und in der Kollisionszelle mit einer
Energie von 80 kV fragmentiert. Die detektierten b- und y-lonen-Serien konnten
anschliessend mit der Software-Komponente BioAnalyst des AnaystQS-Programm-

paketes ausgewertet und analysiert werden.

4.3.5 Bacitracin-Praparation

Da der konstruierte B. subtilis-Stamm KE360 nicht in der Lage ist im
bekannten Bacitracin-Produktionsmedium M20 [Haavik & Froyshov, 1975] zu wachsen,
musste ein neues Produktionsmedium fur die Bacitracin-Praparation determiniert
werden. Hierfur erfolgte die quantitative Analyse der Bacitracin-Produktion von B.
subtilis KE360 und B. licheniformis ATCC 10716 in DSM und 2xYT-Medium.

Zur Praparation des produzierten Bacitracin-Komplexes wurden 4 mL Medium
mit Zellen des entsprechenden Bacillus-Stammes inokuliert und Gber Nacht bei 37°C
und 250 Upm inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert und 1 mL des Uberstandes
zweimal fir 1 h mit 500 yL n-Buthanol unter Schitteln extrahiert. Die organischen

Phasen wurden vereinigt und anschlie®end am Rotationsvaporator bis zur Trockene
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eingeengt, bevor der erhaltene Niederschlag in 50 uL sterilem H,O aufgenommen

wurde.

4.3.6 Mikrobiologische Bacitracin-Analyse

Zur mikrobiologischen Bacitracin-Analyse wurde die Methode nach Hoff et al.
verwendet [Hoff et al., 1947]. In diesem Test wird die antibiotische Aktivitat von
Bacitracin gegen Gram-positive Mikroorganismen, in diesem Fall Micrococcus luteus
ATCC 10240, ausgenutzt. Durch Hemmung des Wachstums der Zellen, kommt es
bei der Verwendung der M. luteus Overlay-Platten zur Ausbildung von Hemmhofen
innerhalb der Bakterien-Kultur.

Zur Herstellung der M. luteus Overlay-Platten [Rieder et al., 1975] wurden im
ersten Schritt Agarplatten aus Medium Il gegossen. AnschlielRend wurde ein 50mL-
Aliquot Medium Il aufgekocht, auf ca. 48°C abgekuhlt und mit 40 yL einer M. luteus
Ubernachtkultur inokuliert. AnschlieRend wurden je 4 mL dieser Zellsuspension auf
vorgewarmte Medium |l Agarplatten verteilt, wobei die Bildung von Luftblasen ver-
mieden wurde. Nach dem Erstarren der Platten konnten diese bis zur Verwendung
fur ca. 4 d bei 4 °C gelagert werden.

Auf die M. luteus Overlay-Platten wurden sterile 3MM-Whatman-Papiere (& 5
mm) positioniert auf denen ca. 10 uL der wassrigen Bacitracin-Lésungen aufgetragen
wurden. Nach Inkubation des Platten bei 37°C konnte Uber Nacht die Ausbildung von
Hemm-Ho6fen beobachtet werden.

Anhand einer Verdunnungsreihe des kommerziell erhaltlichen Bacitracin-
Standards erfolgte die Aufnahme einer Eichkurve (bezogen auf den Durchmesser der
gebildeten Hemm-Hofe), anhand derer eine quantitative Bestimmung der Bacitracin-

Produktion erfolgen konnte.

Medium I: Nutrient Broth 4 g/L
Hefeextrakt 3g/L
Bactopepton 3g/lL

Glukose 14g/L
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Medium II: Nutrient Broth 4 g/L
Hefeextrakt 3g/L
Bactopepton 3g/lL
Agar Nr. 1 15 g/L

Fir 20 min bei 121°C autoklavieren

Medium llI: Medium | 50 mL
Casaminosauren 0,2¢g
Agar Nr. 1 750 mg

Fur 15 min bei 105°C autoklavieren
Nach dem Abkiihlen auf 48°C mit 40 uL einer M. luteus Ubernacht-

Kultur versetzen.

4.3.7 Bacitracin-Analyse mittels HPLC/MS

Die qualitative Analyse der produzierten Bacitracin-Komplexe erfolgte, analog
zur qualitativen Surfactin-Analyse, unter der Verwendung eines HPLC/MS-Systems
(171700 MSD Series, Agilent, Waldbronn, Deutschland) mittels einer Reversed-Phase
Sephasil TM C8-Saule (120 A PorengréRe, 5 um PartikelgroRe, 250 x 4 mm (Lange
x Durchmesser), Amersham Biosciences Europe, Freiburg, Deutschland). Die
Detektion der aufgetrennten Substanzen erfolgte mittels eines UV-Detektors bei den
Wellenlangen 214 nm (fur Peptidbindungen) und bei 252 nm (fur den Thiazolinring),
sowie Uber einen Massen-Detektor im Positiven-lonen-Modus im Massenbereich von
600 — 1600 m/z.

Zur Trennung der Substanzen erfolgte bei einer Flussrate von 0,2 mL/min.
Zunachst wurden 10 pL Probe auf die mit 25% HPLC-Puffer D (HPLC-Puffer C:
0,01% (w/v) Trifluoressigsaure in H,O; HPLC-Puffer D: Acetonitril) aquilibrierte Saule
injiziert, bevor ein linearer Gradient uber 60 min auf 50% HPLC-Puffer D angelegt
wurde. AbschlieRend wurde die Konzentration an HPLC-Puffer D innerhalb von 5 min
auf 100% erhoht.
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5 Ergebnisse | Gezielte Veranderung der Substrat-
Selektivitat von Adenylierungs-(A)-Domanen durch

ortsgerichtete Mutagenese

5.1 Strategie

Bei der nichtribosomalen Peptidsynthese wird die Primarstruktur, Gro3e und
Komplexitat des Produktes durch die Anzahl und Organisation von sich wieder-
holenden Modulen und Domanen innerhalb des Proteintemplates, den nichtriboso-
malen Peptidsynthetasen (NRPSs), bestimmt. Aufgrund dieses modularen Aufbaus
ist es durch Austausch, Deletion oder Insertion von einzelnen Domanen oder ganzen
Modulen innerhalb einer NRPS madglich, gezielte Veranderungen in dem zugehdrigen
Peptidprodukt zu erzeugen. Diese, durch genetische Manipulation hervorgerufenen
Veranderungen stellen jedoch einen enormen Eingriff in die strukturelle Integritat des
Proteintemplates dar. So muss z. B. beim Austausch eines vollstandigen Moduls (C-
A-PCP) ein Proteinfragment von ca. 120 kDa ersetzt werden. Derartig massive
Eingriffe kdbnnen Stérungen in der intramolekularen Kommunikation, sowie in der
Tertiarstruktur hervorrufen und flhren letztlich zu einer erniedrigten Produktbildung.

Eine mogliche Umgehung dieses Problems wurde nach Aufklarung der
Kristallstruktur der Phenylalanin-aktivierenden A-Domane PheA des Gramicidin S
Biosynthese-Genklusters aus B. brevis sichtbar, auf deren Grundlage die strukturelle
Basis der Substraterkennung und -aktivierung von NRPS A-Domanen determiniert
werden konnte [Conti et al., 1997]. Die Substrat-Bindungstasche dieser 55 kDa-grof3en
A-Domane wird von nur zehn Aminosaure-Resten aufgebaut. Durch Sequenz-
vergleiche mit 160 weiteren A-Domanen unterschiedlichster Substrat-Selektivitat
wurde die Determinierung des Selektivitats-vermittelnden Kodes fur NRPSs ermdg-
licht [Stachelhaus et al., 1999]. Eine Verifizierung dieser in silico-Untersuchungen erfolgte
durch gezielte Mutagenese der Selektivitats-vermittelnden Aminosaure-Reste inner-
halb der PheA-Bindungstasche, wodurch eine Relaxierung bzw. Veranderung der
Substrat-Selektivitat von PheA erreicht werden konnte. Weiterhin war es mdglich,
durch gezielte Variation einer Aminosaure die Substrat-Selektivitat der bislang struk-
turell nicht-aufgeklarten A-Domane AspA von dessen kognater Aminosaure L-Asp

zum verwandten Seitenkettenamid L-Asn zu verandern. Hierbei wurde jedoch ein
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Verlust der katalytischen Effizienz beobachtet [Stachelhaus et al., 1999]. Da sich die
putativen Bindungstaschen von Asp- und Asn-aktivierenden Domanen in mindestens
drei Positionen unterscheiden, sollte in dieser Arbeit zunachst untersucht werden, ob
die katalytische Aktivitat durch Einflhrung weiterer Mutationen wiederhergestellt
werden kann.

Daruber hinaus war die Veranderung der Substrat-Selektivitat von A-Domanen
durch ortsgerichtete Mutagenese der Bindungstasche-aufbauenden Aminosaure-
Reste bislang auf einzelstandige A-Domanen limitiert. In dieser Arbeit sollte nun
weiterhin versucht werden, diese Methode auf A-Domanen im Kontext kompletter
Module bzw. vollstandiger NRP-Biosynthese-Systeme in vitro und in vivo zu

erweitern.

5.2 Veranderung der Substrat-Selektivitat der einzelstandigen A-
Domane AspA (SrfA-B2)

Am Beispiel der einzelstandigen A-Domane AspA des funften Moduls des
Surfactin-Biosynthese-Genklusters aus B. subtilis ATCC 21332 [Cosmina et al., 1993]
solite die gezielte Veranderung der Selektivitat fur die kognate Aminosaure L-Asp
zum entsprechenden Seitenkettenamid L-Asn aufgezeigt werden. Entsprechend den
Vorhersagen des Selektivitats-vermittelnden Kodes unterscheidet sich die L-Asp-
spezifische Bindungstasche von SrfA-B2 an drei Aminosaure-Positionen von L-Asn
spezifischen A-Domanen, wie z. B. im funften Modul der Bacitracin Synthetase C
(siehe Abb. 5.1) [Konz et al., 1997].

Abb. 5.1: Schematische Darstel-
-’L/y-s517 -L/;W lung der putativen L-Asp- (SrfA-
Gly331 Gly331 ¥ B2) und L-Asn- (BacC5) selek-
Asp235 Gly301 Asp235 Gly301 tiven Bindungstaschen basierend
N auf der Kristallstruktur von PheA
¢ Die beteiligten aliphatischen (blau),
His322| | —qmm @ polaren (gelb), sauren (rot) und
Me330! Val330 basischen (griin) Seitenketten sind
Leu236 al299 Leu236 [11e299]|  schematisch dargestellt. Die vari-
a— G ierenden Aminosauren an Position
w -\ 299, 322 und 330 sind in rot hervor-

hr239 Thr2s9 Lys278 gehoben.

AspA(SrfA-B2) AsnA(BacC5)

Wahrend den Positionen Val299 (gegen lle) und 1le330 (gegen Val) nur ein

modulierender Effekt bezuglich der Selektivitat und Effizienz der A-Doméane zuge-

sprochen wird, handelt es sich bei dem hochvariablen Rest His322 (gegen Glu) um



70 Ergebnisse I: Veranderung der Substrat-Selektivitat

die Schlusselposition flr die Veranderung der Substrat-Selektivitat [Stachelhaus et al.,
1999]. Wahrend die basische Aminosaure His322 in der Bindungstasche von SrfA-B2
zu einer elektrostatischen Stabilisierung des sauren Substrates L-Asp fuhrt, kommt
es in BacC5 zu polaren Wechselwirkungen zwischen der Carboxyl-Gruppe von
Glu322 und dem verwandten Seitenkettenamid L-Asn. Dr. Torsten Stachelhaus war
bereits in der Lage, die Substrat-Selektivitat der Aspartat-aktivierenden A-Domane
AspA durch Einfihrung der Einzelmutation His322—Glu in Richtung L-Asn zu
verandern [Stachelhaus et al., 1999]. Obwohl die Einzelmutante AspA(His322—Glu) eine
hohe Selektivitat fur das alternative Substrat L-Asn aufzeigte, wurde jedoch eine um
den Faktor zehn erniedrigte katalytische Effizienz beobachtet. Um den Einfluss der
Reste an Position 299 und 330 auf die katalytische Aktivitat zu untersuchen, sollte im
Rahmen dieser Doktorarbeit die vollstandige Adaption der Substrat-Bindungstasche
von AspA an die Asparagin-selektive Bindungstasche von BacC5 durchgefuhrt

werden.

5.2.1 Konstruktion und Uberproduktion von AspA*

Durch die Verwendung von ortsgerichteter Mutagenese wurden ausgehend
von dem Expressionsplasmid der Einzelmutante pAspA(H322E), die Expressions-
plasmide der Doppelmutanten pAspA(H322E, 1330V) und pAspA(H322E, V299I),
sowie der Tripelmutante pAspA(H322E, V299I, I1330V) generiert. Die Verifizierung der
erhaltenen Plasmide erfolgte mittels Restriktionsverdau sowie DNA-Sequenzierung.

Da die kodierenden DNA-Fragmente in dem Hise-tag-Expressionsvektor
pQEG0 vorlagen, erfolgte die Reinigung des Wildtyp-Proteins, sowie der vier
Mutanten nach heterologer Produktion in E. coli M15[pREP4] mittels Ni**-NTA-Affi-
nitatschromatographie. In Abb. 5.2 ist exemplarisch die heterologe Produktion und
Anreinigung des  Wildtyp-Proteins ~ AspA, sowie der Einzelmutante
AspA(His322—Glu) und der Doppelmutante AspA(His322—Glu, lle330—Val) darge-
stellt. In allen drei Fallen sind nach IPTG-Induktion zwei Proteinbanden bei ca. 60
kDa und ca. 58 kDa zu erkennen, die beide mittels Ni**-NTA-Affinitdtschromato-
graphie angereinigt werden. Anhand von Sequenzanalysen konnte ein interner
Initiationsstartpunkt (RBS und ATG-Startkodon) gefunden werden, dessen ATG-
Startkodon in frame mit dem nativen Strukturgen aspA liegt (siehe Abb. 5.3).
Hierdurch kommt es in allen Konstrukten (Wildtyp und Mutanten) neben der Uber-
produktion der vollstdndigen A-Domane AspA (556 Aminosauren, 60,6 kDa) zur

Produktion einer um 26 Aminosauren verkirzten Deletionsmutante AspAxuz (531



Ergebnisse I: Verdnderung der Substrat-Selektivitat 7

Aminosauren, 57,8 kDa). Da beide Proteine eine C-terminale Hisg-Tag-Fusion
beinhalten und eine ahnliche GroRe besitzen, war die Trennung nicht moglich.

Der Startpunkt dieser Verkurzungs-Mutante liegt hierbei bereits innerhalb der
N-terminalen Region des verzerrten B-barrels, welches den Grundkérper der gro3en
Untereinheit des A-Domane ausbildet [Conti et al., 1997]. Demzufolge ist von einer

Inaktivitat des verkurzten Proteins AspAxurz auszugehen.

Abb. 5.2: Heterologe Expression

und Reinigung von AspA*
1 23 4 567 8 910 Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Poly-
' w— ik acrylamidgel, welches beispielhaft die
100 kDa— &= B ¥ — = Produktion und Reinigung der Proteine
— = 4 | L AspA* AspA (Bahn 2-4), AspA(His322—Glu)

50 kDa—.- -,‘E E‘:’f :A A x (Bahn 5-7) und AspA(His322—Glu,
- B . E = SPPwz 1e330—Val) (Bahn 8-10) in E. coli

120 kDa

l' 'E M15[pREP4] aufzeigt. In Bahn 1 ist der
’ | Proteinmarker, in den Spuren 2, 5 und
1 8 die Gesamtzellextrakte vor Induktion,
in den Spuren 3, 6 und 9 die Gesamt-
zellextrakte nach 2h Induktion und in
den Spuren 4, 7 und 10 die gereinigten
Proteine  nach  Ni**-NTA-Affinitéts-
chromatographie gezeigt.

RBS1 RBS2
AAAGAGGAGAAATTAACCATGGCGAACGTTCGGCTGTCTGATGTAGATCTGCTTTCATCTGCAGARACGGCTGCTTTGC TAGAAGAAAGACATATGACTCAA

MANVRLSDVDLLSSAETAALLEERHEMTOQ
1 26

Abb. 5.3: Sequenzanalyse von pQE60-aspA

Gezeigt ist die DNA- und Protein-Sequenz ausgehend vom nativen Initiationsstartpunkt bis zum
internen Startkodon an der Aminosaure-Position 26. Die postulierten ribosomalen Bindungsstellen,
sowie die Startkodons sind farblich hervorgehoben (rot: nativ, blau: intern).

5.2.2 Substrat-Selektivitat von AspA*

Um die Substrat-Selektivitat des Wildtyp-Proteins AspA, sowie der vier
Mutanten (AspA(His322—Glu), AspA(His322—Glu, lle330—Val), AspA(His322—Glu,
Val299—lle) und AspA(His322—Glu, Val299—lle, lle330—Val) zu bestimmen,
wurden Aminosaure-abhangige ATP/Pyrophosphat-Austauschreaktionen durch-
gefuhrt (siehe Abb. 5.4). Aufgrund der SDS-PAGE-Analyse der gereinigten Protein-
pools wurde angenommen, dass das aktive Protein AspA* und die inaktive
Deletionsmutante AspAx..* in etwa dem gleichen Mengenverhaltnis vorliegen. Daher
wurden in den biochemischen Assays anstatt 20 pmol Protein 40 pmol des Protein-

gemisches fur die jeweiligen ATP/Pyrophosphat-Austauschreaktionen eingesetzt.
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Fir das Wildtyp-Protein AspA konnte eine spezifische Aktivierung der
Substrat-Aminosaure L-Asp gezeigt werden, wohingegen nur eine schwache
Aktivierung (7%) fur das verwandte Seitenkettenamid L-Asn zu beobachten war. Bei
der biochemischen Charakterisierung der vier Mutanten (Einzel-, Doppel- sowie
Tripelmutanten) war jedoch nur eine schwache Aktivierung (1 - 4%) des nativen
Substrates L-Asp zu beobachten. Dafur zeigten alle vier Mutanten eine spezifische
Aktivierung des verwandten Seitenkettenamids L-Asn. Nebenspezifitaten fur die mis-
kognaten Aminosauren L-Leu und L-Phe konnten fur keines der getesteten Proteine

beobachtet werden.

100
+— 80
2 60-
X
< o
s 40-

20+

HRART, RRY®, RART. R, RIS,

AspA AspA AspA AspA AspA
WT  His322Glu His322Glu His322Glu His322Glu
lle330Val Val299lle Val299lle

[le330Val

Abb. 5.4: Bestimmung der Substrat-Selektivitat von AspA*

Biochemische Charakterisierung des gereinigten AspA Wildtyp-Proteins, sowie der Einzel-, Doppel-,
und Tripelmutanten mittels ATP/PP;-Austausches. Die hdchste Austauschrate des entsprechenden
Proteins wurde auf 100% gesetzt. Die Ergebnisse der Reaktionen mit dem nativen Substrat L-Asp
sind in blau, mit dem verwandten Seitenkettenamid L-Asn in rot und die Kontrollen mit den mis-
kognaten Aminosauren L-Leu und L-Phe, sowie ohne ATP(-) in griin gezeigt.

5.2.3 Katalytische Effizienz von AspA*

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die EinfUhrung der weiteren Muta-
tionen Val299—lle sowie lle330—Val in die Einzelmutante AspA(His322—Glu) zu
keiner Veranderung der Selektivitat L-Asn fuhrten, sollte untersucht werden, ob durch
die weitere Adaptation der Substrat-Bindungstasche flr das alternative Substrat eine
Erhdhung der katalytischen Aktivitat erzielt werden konnte (siehe Abb. 5.5).

Bei den kinetischen Untersuchungen konnte fur das Wildtyp-Protein AspA
eine katalytische Effizienz von kea/Km = 2 mM™'min™ fiir die Aktivierung des nativen
Substrates L-Asp ermittelt werden. Bei allen vier AspA*-Mutanten (Einzel-, Doppel-

und Tripelmutante) wurde dagegen eine um den Faktor zehn verringerte Aktivitat
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(kea/Km = 0,22 mM'min™) fiir die Aktivierung des alternativen Substrates L-Asn
beobachtet. Obwohl die Bindungstasche von AspA in der Tripelmutante
AspA(His322—Glu, Val299-lle, lle330—Val) vollstandig an das Aussehen der
Asparagin-selektiven A-Domanen adaptiert wurde, konnte hierdurch jedoch keine
Erhohung der katalytischen Effizienz gegenlber der Einzel- und Doppelmutanten
erreicht werden. Es scheint daher plausibel, dass die postulierten zehn Aminosaure-
Konstituenten der Bindungstasche zwar fur die Selektivitat der A-Doméane zustandig

sind, jedoch weitere Faktoren deren katalytische Aktivitat zu beeinflussen scheinen.

Protein Substrat Ky(mM) Kea(min-1) KealKm
(min-1 mM-1)
AspA L-Asp 2,6 5,2 2
WT
L-Asn n.d. n.d. n.d.
AspA L-Asp n.d. n.d. n.d.
(H322E)
L-Asn 15,5 3,4 0,22
AspA L-Asp n.d. n.d. n.d.
(H322E)
(1330V) L-Asn 12,5 2,7 0,22
AspA L-Asp n.d. nd. n.d.
(H322E) }
(V2991) L-Asn 20,6 4.6 0,22
(:§S2AE) L-Asp n.d. n.d. n.d.
0 10 20 30 40 5 60 70 8 550 L-Asn 27,5 6.3 0,23
c[AS] (mM) (I330V)

Abb. 5.5: Katalytische Effizienz der konstruierten AspA*-Proteine
n.d. nicht determiniert

5.3 Veranderung der Substrat-Selektivitat von C-Ag,-PCP
(SrfA-A1)

Nachdem gezeigt wurde, dass die Selektivitat der einzelstandigen A-Domane
AspA durch Einfuhrung einer Mutation von der kognaten Aminosaure L-Asp zum
korrespondierenden Seitenkettenamid L-Asn verandert werden konnte, sollte nun die
gleiche Methode auf eine A-Domane im Verbund eines ganzen Moduls angewendet
werden. Hierfur wurde das Elongations-Modul 1 C-Ag,-PCP (SrfA-A1) des Surfactin-
Biosynthese-Genklusters ausgewahlt, welches fur den Einbau der ersten Aminosaure
L-Glu in das Lipoheptapeptid verantwortlich ist [Cosmina et al, 1993]. Die Substrat-
Selektivitat von SrfA-A1 sollte hierbei ebenfalls von der kognaten Aminosaure L-Glu

hin zum korrespondierenden Seitenkettenamid L-GIn verandert werden. In Abb. 5.6
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ist die putative Bindungstasche fur die Aktivierung von L-Glu in SrfA-A1 im Vergleich

mit der L-Gln-aktivierenden Bindungstasche von LicA1 dargestellt.

Lys517 Lys517, Abb. 5.6: Schematische Darstel-

Asp33t - Asp331 o lung der putativen L-Glu (SrfA-A1)
und L-GIn (LicA1) selektiven Bin-

dungstaschen basierend auf der

\Asp235 Gly301 \Asp235 Gly301 Kristallstruktur von PheA.

Val330 Val322 Val330 vaiz22 | Die beteiligten aliphatischen (blau),
~—@n o ~—@n oo— polaren (gelb), sauren (rot) und basi-
Leu299 Leu299 schen (grun) Seitenketten sind
Ala - /' Na236 pr—— schematisch dargestellt. Die vari-
&D /.:D ierende Aminosauren an Position
Lys239 239 ist in rot hervorgehoben.
ASp278 GIn239 —_ g
GIuA(SrfA-A1) GInA(LicA1)

Beim Vergleich dieser beiden Bindungstaschen fallt auf, dass nur eine Ab-
weichung der beteiligten Seitenketten an der hochvariablen, Selektivitats-ver-
mittelnden Position 239 zu beobachten ist. Im Falle der L-Glu-aktivierenden A-
Domane von SrfA-A1 kommt es zu einer elektrostatischen Stabilisierung der
Carboxyl-Gruppe der Substrat-Seitenkette durch die basische Seitenkette des
Restes Lys239. Hingegen wird in LicA1 die polare Seitenkette des L-GIn-Substrates
durch die polare Seitenkette von GIn239 stabilisiert. In Ubereinstimmung mit diesen
Vorraussagen sollte die Einfuhrung der Punktmutation Lys239—Gin in die A-Doméane
des Elongations-Moduls C-Ag),-PCP (SrfA-A1) ausreichend sein, um eine gerichtete
Veranderung der Selektivitat von L-Glu zugunsten des korrespondierenden Seiten-
kettenamids L-GIn zu erreichen.

5.3.1 Konstruktion und heterologe Produktion von C-Ag,*-PCP

Zur Uberpriifung dieser Vermutung wurde das kodierende DNA-Fragment
srfA-A1 von Dr. Jirgen J. May aus chromosomaler DNA von B. subtilis ATCC 21332
amplifiziert und in den Hise-tag Expressionsvektor pQEGO kloniert. Nach Verifizierung
des erhaltenen Ausgangsplasmids pCAg,PCP mittels Restriktionsverdau und DNA-
Sequenzierung wurde der Aminosaure-Austausch an Position Lys239—GIn durch
ortsgerichtete Mutagenese in das DNA-Fragment eingeflhrt. Die Verifizierung des
erhaltenen Plasmids pCAg ,PCP(K239Q) erfolgte ebenfalls durch Restriktionsverdau
und DNA-Sequenzierung.

Die Uberproduktion der Hisg-tag Proteine erfolgte heterolog in E. coli
M15[pREP4]. Im Falle des Wildtyp-Proteins C-Ag,-PCP, sowie der Mutante C-Ag,-



Ergebnisse I: Verdnderung der Substrat-Selektivitat 75

PCP(Lys239GIn) konnte nach IPTG-Induktion ein lésliches Protein von ca. 118 kDa
erhalten werden, welches mittels Ni**-NTA-Affinitatschromatographie gereinigt

werden konnte (siehe Abb. 5.7).

120 kDa__ N _ o _C-Ag*-PCP
100 kDa— — 5 - 118 kDa

=
50 kDa — = _

Abb. 5.7: Produktion und Reinigung von C-Ag,,*-PCP

Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel, welches die Produktion in E. coli M15[pREP4] und
Reinigung mittels Ni2+NTA-Affinitétschromatographie von C-Ag-PCP (Bahn2-4) und der Einzel-
mutante C-Ag-PCP(Lys239GIn) (Bahn 5-7) zeigt. Spur 1 Proteinmarker, Spuren 2 und 5 Gesamt-
zellextrakt vor Induktion, Sfuren 3 und 6 Gesamtzellextrakt nach 2h Induktion und Spuren 4 und 7
gereinigte Proteine nach Ni“*-NTA-Affinitatschromatographie.

Die Bestimmung der Substrat-Selektivitat der beiden Proteine erfolgte mittels

Aminosaure-abhangiger ATP/Pyrophosphat-Austauschreaktionen (siehe Abb. 5.8).

Abb. 5.8: Bestimmung der Substrat-

100 Selektivitat von C-Ag,,*-PCP

80 Biochemische Charakterisierung des
gereinigten  C-Ag,,-PCP  Wildtyp-Proteins,
sowie der Einzelmutante C-Agi-

PCP(Lys239—GIn) mittels ATP/PP-Aus-
tausches. Die hochste Austauschrate des
entsprechenden Proteins wurde auf 100%

% Aktivitat
3

N
o
1

20 gesetzt. Die Ergebnisse der Reaktionen mit
dem nativen Substrat L-Glu sind in blau, mit
. dem verwandten Seitenkettenamid L-GIn in
F TR N rot und die Kontrollen mit den mis-kognaten
C-A_ -PCP C-A_ -PCP Aminosauren L-Asp, L-Asn und L-Pro, sowie

WT Lys%léQGIn ohne ATP(-) in griin gezeigt.

Hierbei konnte fur das Wildtyp-Protein C-Ag,-PCP eine selektive Aktivierung
der kognaten Aminosaure L-Glu nachgewiesen werden. Fur das entsprechende
Seitenkettenamid L-GIn, sowie die mis-kognaten Aminosauren L-Asp, L-Asn und L-
Pro wurde keine messbare Aktivierung beobachtet. Die biochemische Charak-
terisierung der Einzelmutante C-Agy-PCP(Lys239GIn) zeigte hingegen eine
spezifische Aktivierung von L-GIn, wahrend keine messbare Aktivierung des
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ursprunglichen Substrates L-Glu, sowie der mis-kognaten Aminosaure L-Asp, L-Asn

und L-Pro nachgewiesen werden konnte.

5.3.2 Katalytische Effizienz von C-Ag,,*-PCP

Im Falle der einzelstandigen A-Domane AspA* (siehe 5.2.3) wurde ein Verlust
der katalytischen Aktivitat bei der Veranderung der Substrat-Selektivitat durch orts-
gerichtete Mutagenese beobachtet. Um zu uUberpriufen, ob es sich bei diesem
Phanomen um ein allgemeines Problem dieser Methode handelt oder Fall-spezifisch
ist, wurde die katalytische Aktivitat der heterolog Uberproduzierten und gereinigten
Proteine C-Ag*-PCP in L-Glu- bzw. L-GIn-abhangigen ATP/Pyrophosphat-Aus-
tauschreaktionen analysiert (siehe Abb. 5.9).

25

Protein Substrate Ky(mM) kea(mint) Kea/Km
(min-t mM-1)

C-Ag,-PCP LGlu 2.9 27.3 9.4

L L-Gln nd. n.d. n.d.
C-Ag,-PCP LGlu n.d. n.d. n.d.
Lys239GIn | G|, 2.9 28.5 9.8

0 2 4 6 8 10 12
c[AS] (mM)

Abb. 5.9: Katalytische Effizienz der konstruierten C-Ag,,*-PCP-Proteine
n.d. nicht determiniert

Erfreulicherweise flhrte die Integration der Punktmutation Lys239GIn in das
Proteintemplat C-Agi,-PCP zu keiner Erniedrigung der katalytischen Aktivitat des
Proteins. Sowohl das Wildtyp-Protein C-Agy,-PCP (Kcat/Km = 9,4 mM'1min'1), als auch
die Einzelmutante C-Ag-PCP(Lys239—GIn) (kea/Km = 9,8 mM'min™) zeigen eine
vergleichbare katalytische Effizienz fur die Aktivierung der jeweiligen Substrat-Amino-

sauren.

5.4 Manipulation des Surfactin-Biosynthese-Genklusters

Nachdem am Beispiel der alleinstehenden A-Domane AspA (SrfA-B2), sowie
des vollstandigen Elongations-Moduls C-Ag,-PCP (SrfA-A1) gezeigt werden konnte,

dass durch Einfuhrung von einzelnen Mutationen die Substrat-Selektivitat von A-
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Domanen in vitro verandert werden kann, sollte diese Methode nun auf einen in vivo-
Ansatz erweitert werden. Als Modelsystem diente das Surfactin-Biosynthese-Operon
aus B. subtilis ATCC 21332 (siehe Abb. 5.10) [Cosmina et al., 1993].

PsrfA

OH

sfp
= %(W)\ .
I n
Surfact Y N vl
Modu|4MOdU|5 Modul 6 Modul 7 WN HNﬁ\
n o g HN O
.Glu .Leu .Leu .Val .Asp .Leu % %P/N Nn
0 o]
; HO O

SrfA-A SrfA-B SrfA-C
(402 kDa) (401 kDa) (144 kDa)

comS

SrfA-B SrfA-C

Modul 1 Modul 2 Modul 3

Abb. 5.10: Das Surfactin-Biosynthese-Genkluster

Gezeigt ist die chromosomale Region des Surfactin-Biosynthese-Genklusters (srfA) aus B. subtilis
ATCC 21332 mit den Genen srfA-ABCTE. Die drei Peptidsynthetasen SrfA-ABC katalysieren die
Bildung des Lipoheptapeptides Surfactin, dessen Struktur im Hinblick auf die Lange der eingebauten
B-Hydroxy-Fettsaure variabel ist (n = 1 - 3)

5.4.1 Veranderung der Substrat-Selektivitat von SrfA-B2

Zuerst sollte untersucht werden, ob durch ortsgerichtete Mutagenese ein
Austausch der konservierten Aminosaure L-Asp an Position 5 (SrfA-B2) des
Lipoheptapeptides moglich ist. In friheren Studien hatte Dr. Axel Schneider versucht,
durch den Austausch von Minimalmodulen eine alternative Aminosaure an Position 5
in das Produkt zu insertieren [Schneider, 1996]. Jedoch konnten mit dieser Methode
keine neuen Surfactin-Derivate produziert werden. Als moéglicher Grund fir dieses
negative Ergebnis wurden Storungen der inter- und intramodularen Kommunikation,
sowie der Tertiarstruktur innerhalb der generierten Hybridsynthetase vermutet.

In den vorrangegangen Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass die
EinfUhrung der Punktmutation His322—Glu in die A-Doméane von SrfA-B2 aus-
reichend ist, um eine Veranderung der Substrat-Selektivitadt von L-Asp zu Gunsten
des verwandten Seitenkettenamids L-Asn zu erreichen. Da die EinfUhrung weiterer
Mutationen keinen positiven Einfluss auf die Substrat-Selektivitat und katalytische
Aktivitat ausubte, wurde in diesem Experiment lediglich die Einzelmutante
AspA(His322—Glu) berucksichtigt. Anhand des beschriebenen Models fur die
nichtribosomale Peptidbiosynthese sollte nach Einfuhrung dieser Punktmutation in
das funfte Modul des Proteintemplates der Einbau der alternativen Aminosaure L-
Asn in das Lipoheptapeptid erfolgen. Mittels zielgerichteter Mutagenese sollte es also
mdglich sein, das bislang unbekannte Derivat [Asn’]-Surfactin zu erzeugen.
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Die Neuprogrammierung des Surfactin-Biosynthese-Genklusters erfolgte unter
Verwendung eines zweistufigen Marker-Austausches [Stachelhaus et al., 1996b]. Bei
dieser Methode kommt es zuerst zur Unterbrechung des genetischen Locus srfA-B
durch einen selektierbaren Resistenz-Marker, bevor anschlieffend die Rekonstitution
des Genes erfolgt (siehe Abb. 5.11).

Der hierfur bendétigte srfA-B2-Deletionsstamm B. subtilis AS20 wurde von Dr.
Axel Schneider konstruiert [Schneider, 1996]. Das Deletionsplasmid pSRFbAAsp enthalt
die 5' und 3' homologen Bereiche von srfA-B2, welche durch eine Chloramphenicol-
Resistenz-Kassette voneinander getrennt sind. Nach der Transformation des
Surfactin-Produzentenstammes B. subtilis ATCC 21332 mit dem linearisierten
Deletionsplasmid pSRFbAAsp konnten Chloramphenicol-resistente Transformanten
erhalten werden. Die korrekte Unterbrechung von srfA-B2 im Stamm B. subtilis AS20

wurde mittels Southern-Blot-Analyse verifiziert (Daten nicht gezeigt).

"Modul 4 Modul 5 Modul € — ST — B subtilis AS20

- O 8 S
— S phomoAspA(H322E)

+

SIfA-B
B. subtilis ATCC 21332 pNEXT33A
X Homologe | ggjektion auf NmR und CmS
pSRFbAAsp — . cat . Rekombination
Homologe . Selektion auf CmR SIfA-B* »
Rekombination — T - B. subtilis KE100
'Modul 4 pjoqy) 5Modul 6' (srfA-B2 aspAH322E)

B. subtilis AS20

9 S Q

Abb. 5.11: Vereinfachtes Schema des Marker-Austausch-Experimentes an Position 5 des srfA-
Biosynthese-Operons in B. subtilis ATCC 21332

Die Konstruktion des srfA-B2-Unterbrechungsstammes B. subtilis AS20 erfolgte mittels homologer
Rekombination mit dem linearisierten Deletionsplasmid pSRFbAAsp (links). In einem Kongression-
Experiment wurde B. subtilis AS20 anschlieRend mit dem Integrationsplasmid phomoAspA(H322E)
und dem Helferplasmid pNEXT33A transformiert (rechts). Die Rekonstitution von srfA-B, sowie die
Integration der mutierten Region aspA(H322E) in das Bacillus-Chromosom erfolgte durch homologe
Rekombination. Hierbei konnte der B. subtilis Stamm KE100 erhalten werden, welcher die Punkt-
mutation His322—Glu in der A-Domane des flinften Moduls des Surfactin-Biosynthese-Genklusters
tragt.

Die anschlielende Rekonstitution von srfA-B2 erfolgte mittels eines
Kongression-Experimentes durch Integration des mutierten Gen-Fragmentes (siehe
Abb. 5.11). Hierbei wurde B. subtilis AS20 parallel mit dem Integrationsplasmid
phomoAsp(H322E) und dem Helferplasmid pNEXT33A  transformiert.
phomoAsp(H322E) enthalt neben dem mutierten DNA-Fragment aspA(H322E),
welches fur die Asparagin-selektive A-Domane AspA(His322—Glu) kodiert, die &'
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und 3' homologen Bereiche fur die Rekombination. Der selektierbare Marker neo ist
auf dem Plasmid pNEXT33A lokalisiert, welches in den metD-Locus des B. subtilis
Chromosoms integriert [ltaya & Tanaka, 1990]. Neomycin-resistente Transformanten
wurden selektiert und anschlieRend auf Chloramphenicol-Sensitivitat untersucht.
Durch Southern-Blot-Analyse und DNA-Sequenzierung wurde die Kkorrekte
Integration des mutierten DNA-Bereiches verifiziert (Daten nicht gezeigt). Der
erhaltene B. subtilis Stamm, welcher die Punktmutation His322—Glu innerhalb von
SrfA-B2 tragt, wurde KE100 benannt. Durch SDS-PAGE-Analyse konnte die
Produktion der drei Surfactin-Synthetasen SrfA-AB*C am Ubergang der

logarithmischen zur stationaren Wachstumsphase gezeigt werden (siehe Abb. 5.13).

5.4.2 lIsolierung und Charakterisierung von [Asn®]-Surfactin aus B. subtilis
KE100
Um den Einfluss der eingefuhrten Punktmutation in dem 10,8kb-umfassenden
srfA-B Gen bezuglich der Bildung des Lipoheptapeptides zu untersuchen, wurden die
Surfactin-Derivate aus den Kulturiberstanden des B. subtilis Wildtyp-Stammes
ATCC 21332, sowie der Mutante KE100 extrahiert und mittels HPLC/MS analysiert
(siehe Abb. 5.12).

A) B.subtilis ATCC 21332 B) B.subtilis KE100
MS bei 27.7 min MS bei 27.5 min
1036.8 9000 1035.8
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AU 8000
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40000
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008.8 '
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[Asp5]-Surfactin [Asn5]-Surfactin
C12 (n=1) [M+H]= 1008,65 m/z C12 (n=1) [M+H]= 1007,65 m/z
C13 (n=2) [M+H]= 1022,67 m/z C13 (n=2) [M+H]= 1021,67 m/z
C14 (n=3) [M+H]= 1036,68 m/z C14 (n=3) [M+H]= 1035,68 m/z

Abb. 5.12: HPLC-MS-Analyse der B. subtilis Extrakte
Die Chromatogramme zeigen eindeutig die Produktion der [Asps]-Surfactin-Derivate in B. subtilis
ATCC 21332 (A), sowie der korrespondierenden [Asn’]-Derivate in B. subtilis KE100 (B).
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Als Negativkontrolle dienten entsprechende Extrakte des Deletionsstammes
B. subtilis AS20, der nicht in der Lage ist das Lipoheptapeptid zu produzieren. In den
Extrakten des Wildtyp-Stammes B. subtilis ATCC 21332 konnten Lipopeptide der
Massen [M+H] = 1008,8 m/z, [M+H] = 1022,8 m/z und [M+H] = 1036,8 m/z nach 27,7
min (Retentionszeit der HPLC-Analyse) erhalten werden. Hierbei handelt es sich um
die erwarteten Massen der bekannten [Asp’]-Surfactin-Derivate, welche leichte
Variationen beziglich der Lange der B-Hydroxy-Fettsdure (n=1-3) aufweisen (siehe
Abb. 5.10). Im Falle der erwarteten Asp zu Asn Substitution in der Mutante KE100
wurden im Gegensatz hierzu Lipopeptide erwartet, die eine um eine Einheit
reduzierte Masse aufweisen. Tatsachlich konnten in den Extrakten der Punktmutante
B. subtilis KE100 diese neuen [Asn®]-Surfactin-Derivate mit einer Retentionszeit von
27,5 min nachgewiesen werden ((C12)[M+H] = 1007,8 m/z, (C43)[M+H] = 1021,8 m/z,
und (C14)[M+H] = 1035,8 m/z). Hierbei fiel auf, dass sich die Muster der gebildeten
Produkte bezlglich der Lange der eingebauten Fettsduren nicht unterschieden und
in beiden Fallen, Wildtyp und Mutante KE100, das Cjs-Derivat (n=2) das
Hauptprodukt darstellte.
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Abb. 5.13: MS/MS Spektren der Surfactin-Derivate
Gezeigt ist die MS/MS-Fragmentierungen der Cq4-Surfactine [M+K] aus B. subtilis ATCC 21332 (A)
und KE100 (B).

Zur weiteren Charakterisierung der Surfactin-Derivate wurde eine gekoppelte
MS/MS-Analyse durchgefiihrt. Hierbei wurden die [M+K]-Peaks der Cqs-Derivate
([Asp5]Surfactin = 1074,62 m/z, [Asn®]Surfactin = 1073,68 m/z) ausgewahlt und in der
Kollisionszelle des verwendeten Q-Star Pulsar-Massenspektrometers fragmentiert. In
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der lonenfalle entstanden hierbei die erwarteten y- und b-lonen, wobei in Abb. 5.13
die gefundenen b-Serien fur das Wildtyp- und das Mutanten-Lipoheptapeptid
exemplarisch dargestellt sind. Die gezeigten Spektren belegen eindeutig den er-
warteten Massenunterschied von einer Masseneinheit fur die Produkt-lonen b5, b6
und b7. Nach Abspaltung der variierenden Aminosaure an Position 5 (L-Asp fur
Wildtyp, L-Asn fur KE100) kann jedoch — wie erwartet - fir das zugehorige Fragment-
lon b4 kein Massenunterschied mehr detektiert werden.

Neben dem neuen Lipoheptapeptid [Asn’]-Surfactin (siehe Abb. 5.15, bei 27,5
min (Cq4) [M+H] = 1035,8 m/z) wurde Uberraschenderweise im Extrakt der Mutante
B. subtilis KE100 auch das Wildtyp-[Asp’]-Surfactin (bei 27,7 min (C14) [M+H] =
1036,8 m/z) detektiert. Die Bildung des Lipopeptid-Gemisches lasst sich entweder
auf eine relaxierte Selektivitat der vollstandigen Synthetase SrfA-B* fur das

alternative Substrat L-Asp oder auf eine Instabilitit des gebildeten [Asn’]-Surfactin

zuruckfuhren.
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Abb. 5.14: Reinigung und biochemische Charakterisierung von SrfA-B*

A) Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel, welches die Produktion und Reinigung von SrfA-
B (401 kDa) aus B. subilis ATCC 21332 (Bahn 2-4) und SrfA-B(His322Glu) aus KE100 (Bahn 5-7)
zeigt. Bahn 1: Proteinmarker, Bahn 2+5: Ubergang in die stationdre Wachstumsphase, Bahn 3+6:
Pellet der 50%(NH,),SO,4-Fallung, Bahn 4+7: dialysierte, gereinigte Proteine nach Molekularsieb-
Chromatographie. B) Biochemische Charakterisierung von SrfA-B und SrfA-B(His322Glu) mittels
ATP/PPi-Austauschreaktionen. Die hochste Austauschrate des entsprechenden Proteins wurde auf
100% gesetzt. Die Ergebnisse der Reaktionen mit dem nativen Substrat L-Asp sind in blau, mit dem
verwandten Seitenkettenamid L-Asn in rot und weiteren koganten Aminosauren L-Leu und L-Val
sowie ohne ATP(-) in griin gezeigt.

Um eine Aussage Uber die Selektivitat der A-Domanen treffen zu kdnnen,
wurde die Surfactin-Synthetase B* aus den Gesamtzellextrakten von B. subtilis
ATCC 21332 und KE100 mittels Ammoniumsulfat-Fallung und Molekularsieb-
Chromatographie gereinigt und nachfolgend biochemisch charakterisiert (siehe Abb.
5.14). Fir die beiden gereinigten Surfactin-Synthetasen B* konnte eine spezifische
Aktivierung der kognaten Substrate L-Leu (SrfA-B3) und L-Val (SrfA-B1) detektiert
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werden. Das Wildtyp-Enzym aus B. subtilis ATCC 21332 zeigt daruber hinaus eine
spezifische Aktivierung des nativen Substrats L-Asp (SrfA-B2; 88%), wahrend nur
eine schwache Aktivierung des verwandten Seitenkettenamids L-Asn (3%) detektiert
werden konnte. Die Mutante SrfA-B(His322Glu) aus B. subtilis KE100 hingegen zeigt
zwar keine Aktivierung der Saure L-Asp (0,9%), jedoch eine schwache Aktivierung
des alternativen Substrates L-Asn (9%). Diese schwache Austausch-Rate kann auf
die bereits in den in vitro-Experimenten beobachtete, verringerte katalytische Aktivitat
der Mutante zurtckgefiihrt werden (siehe 5.2.3).

Die Selektivitat von NRPS wird hauptsachlich durch die A-Domanen deter-
miniert. Zusatzlich konnte jedoch eine Akzeptor-Selektivitat der C-Domanen nachge-
wiesen werden [Belshaw et al, 1999]. In unserem Fall kdnnte eine entsprechende
Selektivitat der C-Domane von SrfA-B2 bewirken, dass weiterhin ihr natives Substrat
L-Asp dem verwandten Seitenkettenamid L-Asn vorgezogen und somit die Bildung
des WiIdtyp—[Asp5]—Surfactins unterstutzt wird. C-Domanen kdnnen ohne weiteres
nicht direkt untersucht werden, doch scheint zumindest aufgrund der Befunde der
ATP/Pyrophosphat-Austauschreaktionen eine relaxierte Selektivitat der Surfactin-
Synthetase SrfA-B(AspA His322Glu) als moégliche Ursache der Bildung des Wildtyp-
Surfactin in der Mutante KE100 zu entfallen.
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Abb. 5.15: Zeitabhangiges Verhaltnis der [Asns]- und [Asps]-Surfactin Derivate

Dargestellt ist die Analyse der Extrakte von B. subtilis KE100 nach 48h und 72h. Die Peaks fur das
neue [Asn5]-Surfactin (27.5 min, 1035.8 m/z) sind in rot, die Peaks fiir das Wildtyp [Asps]-Surfactin
Derivat (27.7 min, 1036.8 m/z) sind in blau dargestellt. Bei 48 h ergibt sich ein Verhaltnis zwischen
[Asn5]- und [Asps]-Surfactin von 100:55, wahrend nach 72 h ein Verhaltnis von 100:86 erhalten wird.
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Die Bildung des Wildtyp-[Asp’]-Surfactins lasst sich weiterhin durch eine
Instabilitat des neuen [Asn®]-Derivates erkldren. In einer Vielzahl von Peptiden und
Proteinen konnte eine Desamidierung von L-Asn-Resten beobachtet werden [Bischoff
& Kolbe, 1994]. Hierbei kommt es zur Umwandlung des Seitenkettenamids in die
verwandte Saure L-Asp. In unserem Falle wiirde hierdurch das neue [Asn®]Surfactin
in das Wildtyp-Lipoheptapeptid umgewandelt werden. Zur Klarung, ob die Bildung
des [Asp°]Surfactins auf eine Instabilitat des Produktes zurlickzufiihren ist, wurde die
zeitabhangige Entstehung von [Asp®]-Surfactin in Extrakten der Mutante B. subtilis
KE100 untersucht. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (12h, 24h, 48h und 72h) wurden
Proben in Splll-Medium genommen, mit n-Buthanol extrahiert und mittels HPLC/MS
analysiert. Wie in Abb. 5.15 dargestellt, lag das Produktverhaltnis zwischen [Asn’]-
und [Asp°]-Surfactin nach 48h bei etwa 2:1, wahrend nach 72h ein Verhéltnis von ca.
1:1 bemessen wurde. Diese relative Zunahme an Wildtyp-Surfactin spricht eindeutig
fur einen zeitabhangigen Abbau und eine Instabilitat (Desamidierung) des neuen
[Asn®]-Surfactin-Derivats und gegen eine System-inharente Selektivitat z. B. der C-

Domane.

5.4.3 Veranderung der Substrat-Selektivitat von SrfA-A1

Nachdem die erfolgreiche Veranderung der Substrat-Selektivitat von SrfA-B2*
innerhalb des vollstandigen Surfactin-Biosynthese-Genklusters gezeigt und der Ein-
bau des alternativen Substrats L-Asn an Position 5 des Lipoheptapeptids nachge-
wiesen werden konnte, sollte nun Gleiches an Position 1 (SrfA-A1) versucht werden
(siehe Abb. 5.10). In den vorangegangen in vitro-Experimenten wurde gezeigt, dass
eine Veranderung der Selektivitat von SrfA-A1 von der sauren Aminosaure L-Glu
zum verwandten Seitenkettenamid L-GIn durch EinfUhrung einer einzigen Punkt-
mutation Lys239—GiIn in die korrespondierende A-Doméane erreicht werden kann.
Nach diesen in vitro-Analysen sollte nun untersucht werden, ob die Einfuhrung dieser
Punktmutation in das erste Elongations-Modul des Surfactin-Biosynthese-
Genklusters zur Produktion des veranderten [GIn']-Surfactins fiihrt.

Bei der Unterbrechung von srfA-A7 im Chromosom von B. subtilis ATCC21332
musste beachtet werden, dass die Expression von comS, welches innerhalb des
kodierenden Bereiches des vierten Moduls des Surfactin-Biosynthese-Genklusters
liegt, gewahrleistet sein muss [D'Souza et al., 1994]. Wahrend die Peptidsynthetasen
SrfA-ABC die Produktion des Lipopeptides katalysieren, ist ComS (46 Aminosauren)
an der Ausbildung der naturlichen Kompetenz von B. subtilis beteiligt. In Abwesen-
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heit von ComS liegt der Transkriptionsfaktor der spaten Kompetenz-Gene, ComK, in
einem inaktiven Komplex mit MecA und ClpC vor, so dass der Organismus nicht in
der Lage ist, die naturliche Kompetenz auszubilden [Ogura et al., 1999; Turgay et al., 1997].
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Abb. 5.16: Vereinfachtes Schema des Marker-Austausch-Experimentes an Position 1 des srfA-
Biosynthese-Operons in B. subtilis ATCC 21332

Die Konstruktion des srfA-A71-Unterbrechungsstammes B. subtilis KE150 erfolgte mittels homologer
Rekombination mit dem linearisierten Deletionsplasmids pAsrfA-A1 (links). In einem Kongression-
Experiment wurde B. subtilis KE150 anschlieBend mit dem Integrationsplasmid
phomoGIuCAPCP(K239Q) und dem Helferplasmid pNEXT33A transformiert (rechts). Leider konnte
keine erfolgreiche Rekonstitution von srfA-A und Integration der mutierten Region gluCAPCP(K239Q)
erreicht werden.

Fir die Unterbrechung von srfA-A1 wurde daher das Deletionsplasmid pAsrfA-
A1 konstruiert. Der 2,5kb-umfassende 5' homologe Bereich (yckGH) beinhaltet hier-
bei den Promotor und Operator des srfA-Operons, sowie die RBS des srfA-A-Gens.
Durch die Fusion von comS unter die transkriptionelle Kontrolle des naturlichen srfA-
Promotors, konnte nach der Unterbrechung des Gens srfA-A ein genetisch zugang-
licher Stamm erhalten werden. Um eine effiziente Initiation der Translation zu
erhalten, wurde das Startkodon von TTG zu ATG verandert. Der 5' homologe Bereich
wird gefolgt von dem selektierbaren Resistenz-Marker cat und dem 1,8kb-umfas-
senden 3' homologen Bereich srfA-A2'. Nach der Transformation des Surfactin-
Produzentenstammes B. subtilis ATCC 21332 mit dem linearisierten Deletions-
plasmid pAsrfA-A1 konnten Chloramphenicol-resistente Transformanten erhalten
werden (siehe Abb. 5.16). Die korrekte Unterbrechung von srfA-A1 in dem Stamm B.
subtilis KE150 wurde mittels Southern-Blot-Analyse verifiziert (Daten nicht gezeigt).

Die anschliellende Rekonstitution von srfA-A1 sollte durch Integration des
mutierten Gen-Fragmentes, welches das Glutamin-selektive Modul

C-Aci-PCP(Lys239—GlIn) kodiert, erfolgen. Fur das Kongression-Experiment wurde
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B. subtilis KE150 neben dem Helferplasmid pNEXT33A parallel mit dem
Integrationsplasmid phomoGIuCAPCP(K239Q) transformiert, welches das mutierte
DNA-Fragment srfA-A1(K239Q) samt 5' und 3' homologen Bereiche fur die Rekom-
bination tragt. Die Neomycin-resistenten Transformanten wurden selektiert und an-
schliellend auf Chloramphenicol-Sensitivitat untersucht. Bei der Analyse von ca.
5000 Transformanten konnte jedoch kein Neomycin-resistenter Klon erhalten
werden, der den Verlust der Chloramphenicol-Resistenz aufwies. Somit konnte keine
Rekonstitution von srfA-A durch die Integration des mutierten DNA-Fragmentes srfA-
A1(K239Q) erhalten werden.

Zur Uberpriifung des Ausgangssystems wurde die Rekonstitution des srfA-A-
Gens in B. subtilis KE150 mit dem srfA-A1-Wildtyp-Fragment (kodiert fir das L-Glu-
spezifische Elongations-Modul SrfA-A1) durchgefuhrt. Hierfur wurde B. subtfilis
KE150 mit dem Integrationsplasmid phomoGIUCAPCP und dem Helferplasmid
pNEXT33A transformiert. Bei der Untersuchung von ca. 500 Neomycin-resistenten
Transformanten konnten zehn Chloramphenicol-sensitive Klone erhalten werden.
Nach Verifizierung der Integration mittels Southern-Blot-Analyse wurde der
rekonstruierte Wildtyp Stamm B. subtilis KE160 auf die Fahigkeit der Surfactin-
Produktion analysiert. Hierfur wurde der Stamm in Splll-Medium fermentiert und der
Uberstand mittels n-Buthanol extrahiert. Anhand von HPLC-Analysen konnte die
Produktion des erwarteten Wildtyp-Surfactins in der Revertante B. subtilis KE160
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Obwonhl die Rekonstitution von Wildtyp srfA-A in B. subtilis KE150 erfolgreich
verlief und damit die Integritat des Versuchsaufbaus verifiziert wurde, konnte mittels
Kongression keine Integration des mutierten DNA-Fragmentes erhalten werden.
Dieses Problem lasst sich zum einen auf eine mogliche toxische Wirkung des neuen
Produktes [GIn’]-Surfactin auf den Produzentenstamm B. subtilis erklaren. Ein ent-
sprechender Klon ware aufgrund der Bildung des fur ihn toxischen Lipoheptapeptides
nicht in der Lage zu wachsen. Auf der anderen Seite ist es bei dem verwendeten
Kongression-Verfahren nicht moglich, direkt auf die Integration und Rekonstitution
von srfA-A zu selektieren. Somit kann es passieren, dass mogliche Klone zwar die
Rekonstitution von srfA-A beinhalten, aber nicht den selektierbaren Resistenz-Marker
aufgenommen haben. Da nach der Transformation jedoch zuerst auf den Erhalt der

Neomycin-Resistenz selektiert wird, wirden derartige Klone verloren gehen.
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6 Ergebnisse Il: Heterologe Expression einer artifiziel-

len, dimodularen Peptidsynthetase in B. subtilis KE30

6.1 Strategie

Eine Vielzahl der bislang bekannten Informationen Uber die Funktionalitat von
NRPSs wurden anhand der biochemischen Charakterisierung solcher multifunktio-
nellen Enzyme aus dem Genus Bacillus erhalten [Cosmina et al., 1993; Konz et al., 1997;
Mootz & Marahiel, 1997; Turgay et al., 1992]. Hierzu wurden in einem ersten Schritt die
kodierenden Gene oder Gen-Fragmente in geeignete Expressionsvektoren kloniert
und im heterologen Wirt E. coli exprimiert. Nach Uberproduktion der rekombinanten
Proteine erfolgte deren Reinigung und biochemische Charakterisierung in vitro.
Wahrend dieses Verfahren fur die Charakterisierung einzelner Domanen und
Modulen erfolgreich angewendet werden konnte, traten jedoch haufig Probleme bei
der heterologen Uberproduktion multimodularer Enzymkomplexe auf. Bei der
Expression dieser Systeme wurden die Proteine in E. coli teilweise in unloslicher
oder instabiler Form erhalten. Dies konnte u.a. auf eine unzureichende Faltung
dieser grolden Proteine zurtuckgefuhrt werden [Pfeifer et al., 2001; Symmank et al., 1999].
Weiterhin erfordert die Erlangung der aktiven holo-Form der entsprechenden NRPSs
die posttranslationale Modifikation der darin enthaltenen PCP-Domanen mit dem Ko-
Faktor Ppant. Diese Konvertierung wird durch spezialisierte PPTasen katalysiert
[Lambalot et al., 1996]. Die kommerziell erhaltlichen E. coli Stdmme enthalten jedoch
keine geeignete PPTase die in der Lage ware, die PCP-Domanen der NRPSs zu
modifizieren, so dass die Enzyme in diesem Wirt in ihrer inaktiven apo-Form Uber-
produziert werden [Walsh et al., 1997]. Ziel dieser Arbeit war es nun, ein neues
heterologes Expressionssystem zu konstruieren, indem die Uberproduktion von
multifunktionellen NRPSs in aktiver, posttranslational-modifizierter holo-Form maoglich

ist.

6.2 Der heterologe Wirt B. subtilis KE30

Als heterologer Wirt wurde ein Derivat des Surfactin-Produzentenstammes B.
subtilis ATCC 21332 gewahlt [Cooper et al., 1981]. Dieser Organismus ist gut unter-
sucht, und viele genetische und fermentative Methoden sind bekannt. Ein weiterer

Vorteil bei der Verwendung eines nativen NRP-Produzentens ist das Vorhandensein
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einer inharenten PPTase, welche die Konvertierung der heterolog produzierten
NRPS zur aktiven holo-Form katalysieren kann. Im Falle von B. subtilis handelt es
sich hierbei um Sfp [Cosmina et al., 1993], welches eine breite Substrat-Selektivitat
besitzt [Quadri et al., 1998]. Weiterhin kann davon ausgegangen werden, dass der
Stamm in der Lage ist, neben den inharenten NRPSs auch fremde, multimodulare
Proteintemplate in aktiver und l6slicher Form zu produzieren.

Ein Problem bei der Verwendung von B. subtilis stellt jedoch die beschriebene
Plasmid-Instabilitdt dar, welche die Integration der rekombinanten Gene in das
Chromosom erforderlich macht [Bron et al., 1991; Ehrlich et al., 1986].

Um Wechselwirkungen zwischen dem Surfactin-Biosynthese-Genkluster und
den heterologen NRPSs-Systemen ausschlieBen zu konnen, sollte der srfA-
Deletionsstamm B. subtilis KE30 fur die heterologe Expression der NRPS-Gene
verwendet werden [Eppelmann et al., 2001]. Bei diesem Stamm handelt es sich um ein
Derivat des Surfactin-Produzentenstammes B. subtilis ATCC 21332, welcher die
Deletion des 26kb-umfassenden Surfactin-Biosynthese-Operons tragt.

Die Deletion des vollstandigen Surfactin-Biosynthese-Operons, welches aus
den Genen srfA-ABCTE besteht, fuhrt gleichzeitig zum Verlust des Kompetenz-
Regulator-Gens comS, welches in einem anderen Leserahmen innerhalb von srfA-
B1 lokalisiert ist [D'Souza et al., 1994]. Da die Anwesenheit von ComS jedoch essentiell
fur die Ausbildung der naturlichen Kompetenz von B. subtilis ist [Ogura et al., 1999;
Turgay et al., 1997], wurde bei der Deletion darauf geachtet, dass die transkriptionelle
Kontrolle des kodierenden Gens comS unter dem nativen srfA-Promotor erhalten
bleibt. Um eine Erhéhung der Transformations-Effizienz zu erlangen, wurde eine
zweite Kopie von comS unter der transkriptionelle Kontrolle des induzierbaren spac-
Promotors in die amyE-Region des Chromosoms integriert [Liu et al., 1996]. Anhand
dieser Strategie war es mdglich, den genetisch-zuganglichen srfA-Deletionsstamm B.
subtilis KE30 zu erhalten.

6.3 Konstruktion der E. coli | B. subtilis Expressionsvektoren

Um eine breite Anwendbarkeit des zu generierenden Expressionssystems zu
gewabhrleisten, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Sascha DoOkel ein neuartiges
Vektorsystem konstruiert, welches den srfA-Deletionsstamm B. subtilis KE30 als
heterologen Wirt flr die Expression von NRPS-Genen ausnutzt. In diesem System

wird die einfache Konstruktion selbst-replizierender Plasmide in E. coli mit der
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Madglichkeit einer chromosomalen Integration in B. subtilis vereint. Weiterhin erlaubt
die Verwendung eines bi-funktionalen Promotors die parallele |IPTG-induzierbare
Expression der Gene in beiden Wirtsorganismen, B. subtilis und E. coli.

Nachfolgende Kriterien wurden an das System gestellt und in der
beschriebenen Weise in den neuen Expressionvektoren realisiert (siehe Abb. 6.1):

1) Aufgrund der Instabilitdt von Plasmiden in B. subtilis sollten die zu
konstruierenden Vektoren eine stabile Integration der klonierten Gene in das
Chromosom von B. subtilis ermoglichen. Zu diesem Zweck beinhalten die vier kon-
struierten Plasmide pSD193, pSD270, pKE151 und pKE170 die 5' (yckGH, 2,5 kb)
und 3' (ycxA’, 0,9 kb) homologen Bereiche der ehemaligen srfA-Region, durch die
eine Rekombination in das Chromosom von B. subtilis KE30 ermoglicht wird. Die
genannten homologen Bereiche liegen in B. subtilis KE30 durch die MLS-Resistenz-
Kassette getrennt vor und wurden in den Expressionsvektoren durch den selektier-
baren Marker kan getrennt. Auf diese Weise kann durch Ausbildung eines Km-
resistenten und MLS-sensitiven Phanotyps positiv auf eine Doppel-Crossover-
Integration in das Chromosom von B. subtilis KE30 selektiert werden.

2) Um eine einfache Klonierung zu ermdglichen, enthalten die Plasmide den
ColE1-Replikationsursprung und liegen deshalb als selbst-replizierende Einheiten in
E. coli vor. Weiterhin erlaubt die Anwesenheit der selektierbaren Marker bla und kan
anhand der Ausbildung einer Ampicillin- und Kanamycin-Resistenz eine positive
Selektion in E. coli.

3) Klonierte Gene bzw. Genfragmente stehen in den konstruierten Plasmiden
unter der Kontrolle des starken TS5 Pynzs-Phagenpromotors, welcher sowohl in E. coli
als auch B. subtilis funktionell ist. In E. coli wird der T5 Py2s5-Phagenpromotor von der
vegetativen RNA-Polymerase erkannt [Gentz & Bujard, 1985]. In B. subtilis ahnelt er dem
vegetativen cA-abhéngigen Promotor und ermdglicht so ebenfalls die Expression im
heterologen Wirt B. subtilis [Le Grice, 1990].

4) Um eine effiziente Regulation der Expression zu ermdglichen, beinhalten
die Vektoren ein optimiertes Promotor-Operator-Element, welches aus dem T5-
Promotor und zwei modifizierten /lac-Operatorsequenzen besteht (aus pQE60,
Qiagen, Hilden, Deutschland). In E. coli erfolgt die Ko-Expression des Lac-
Repressors lac/ vom Helferplasmid pREP4 aus, wahrend in B. subtilis KE30 eine

chromosomale Kopie von /acl in der amyE-Region vorliegt.
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5) Die multiplen Klonierungsbereiche (multiple cloning sites, MCSs) in
pSD193 (Ncol, Sphl und BamHl), pSD270 (Ncol, Sphl, Hpal und BamHl), pKE151
(Ndel, Sphl und Pacl) und pKE170 (Ndel, Sphl, Nhel und BamHIl) wurden so ge-
wahlt, dass sie die Expression der klonierten DNA-Fragmenten ermdglichen. Die
Erkennungssequenz der jeweils ersten Restriktionsendonuklease, Ncol (CCATGG)
bzw. Ndel (CATATG), enthalten hierfir ein ATG-Startkodon, welches sich in
optimaler Distanz zum T5-Promotor und einer synthetischen RBSII befindet.

Zusatzlich erlauben die Plasmide pSD270 und pKE170 eine C-terminale
Fusion der translatierten Proteine mit einem Hisg-Tag, welcher eine einfache

Reinigung der Proteine mittels Ni?*-NTA-Affinitdtschromatographie erméglicht.

Ncol Sphl BamHI| Stop
CCATGGGCATGCGAGGATCC TGA pSD193
Ncol  Sphl Hpal ~ BamHI His His His His His His Stop

CCATGGGCATGCGAGTTAACGGATCCGGATCTCATCACCATCACCATCACTAA pS D270

Ndel Sphl Pacl Stop
CATATGGGCATGCTTAAT TAA pPKE151

Ndel Sphl Nhel BamHl His His His His His His Stop
CATATGGGCATGCGGCTAGCGGGATCCGGATCTCATCACCATCACCATCACTAA  PKE170

P15, N25-lac- Operator, RBSII

kan yexA'

ColE1
pSD193, pSD270,

pKE151, pKE170

yckGH
bla

Abb. 6.1: Physikalische Karten der E. coli | B. subtilis Expressionsvektoren pSD193, pSD270,
pKE151 und pKE170

Gezeigt sind die 5' und 3' homologen Regionen (yckGH und ycxA’, hellblau) fur die Integration in die
ehemalige srfA-Region von B. subtilis, der Replikationsursprung ColE1 (blau), sowie die selektier-
baren Marker kan und bla (rot). Die Lage des T5 Py.s-Phagenpromotors, des /lac-Operators sowie der
RBSII ist mit einem Pfeil dargestellt. Die relevanten Nukleotidsequenzen der MCSs, der Hisg-Tag-
Fusionen, sowie der Stopkodons sind im Detail gezeigt.
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6.4 Uberproduktion der artifiziellen dimodularen Hybridsynthe-
tase CsrfA.A1'(AAsp'PCP'C'A|_eu'PCP)srfA-Bz-3('HiSG) in E. coli und
B. subtilis

Die Verwendung und Funktionalitdt der konstruierten Expressionsvektoren
sollte am Beispiel eines dimodularen Hybridsynthetasen-Gens in E. coli M15[pREP4]
und B. subtilis KE30 demonstriert werden. Die kodierte Hybridsynthetase Cgia.a1-
(Aasp-PCP-C-ALe-PCP)sia-p2-3 stellte hierbei eine artifizielle Fusion von zwei NRPS-
Doménen dar, wobei das interne Fragment der Surfactin-Synthetase SrfA-B (Aasp-
PCP-C-A_ey-PCP)sta-82-3 N-terminal mit der C-Domane von srfA-A1 fusioniert wurde.
Um die Produktion der Hybridsynthetase in den heterologen Wirten E. coli und B.
subtilis mit und ohne Fusion eines Hisg-Tags miteinander vergleichen zu kénnen,
wurde das kodierende DNA-Fragment exemplarisch in die konstruierten
Expressionsvektoren pSD193 und pKE170 kloniert. Diese Klonierung lieferte die
Plasmide pSD197 ( pSD193-Derivat ) und pKE203 ( pKE170-Derivat ).

Zuerst wurde die Produktion der Hisg-Tag-Fusion der Hybridsynthetase
Cesria-a1-(Aasp-PCP-C-ALey-PCP)sria-2-3  untersucht. Hierfur wurden sowohl E. coli
M15[pREP4] als auch B. subtilis KE30 mit dem Expressionsplasmid pKE203 trans-

formiert.

Psria
r sfp
A B. subtilis KE30 borm §
/%Pm Iac—OpeN
B pSD197/pKE203 - - B, DN
l Selektion auf KmR MLSS
P+5,/lac-Operator
B. subtilis Brt P sfp
sD10/KES0 - TR IO [l @

Abb. 6.2: Integration der dimodularen Hybridsynthetase in B. subtilis KE30

Schematisches Diagramm zur Konstruktion von B. subtilis KESO und SD10. Die homologe Rekom-
bination der linearisierten Plasmide pKE203 und pSD197 in das Chromosom von B. subtilis KE30
lieferte die B. subtilis-Stamme KE90 bzw. SD10 (C).

Bei der Transformation von B. subftilis KE30 mit dem linearisierten
Expressionsplasmid pKE203 wurden, wie in Abb. 6.2 gezeigt, Km-resistente Trans-
formanten erhalten, die nachfolgend auf den Verlust ihrer MLS-Resistenz untersucht
wurden. Die korrekte chromosomale Integration des Hybridsynthetasen-Gens in den
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erhaltenen Stamm B. subtilis KEQO erfolgte mittels Southern-Blot-Analyse, sowie
durch DNA-Sequenzierung der §' und 3'-Insertionsstellen. Anhand von SDS-PAGE-
Analysen konnte die IPTG-induzierte Uberproduktion eines Proteins der erwarteten
GroRe von ca. 210 kDa in B. subtilis KE90 nachgewiesen werden, welches mittels
Ni**-NTA-Chromatographie gereinigt werden konnte (siche Abb. 6.3A).

A 123 4 5 6 7 B 12 345 6 7 8
' B 010 kDa S 210 kDa
—_—— — —
175 kDa_* < = 180 kDa 1%8 IéBa ] s — o
: a— —— —
83 kDa __ RS —— —
—— =8

62kDa — mem= =4 S 50 kDa — =
c W

Cosrta-a1-(Aasp-PCP-C-ALey-PCP)gra 2.3

Abb. 6.3: Expressioon des rekombinanten Hybrid-NRPS-Gens in B. subtilis und E. coli
(A) Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel, welches die Produktion der Hybridsynthetase
Csria-ar-(Apsp-PCP-C-ALey-PCP)gr1a-52-3-Hiss in B. subtilis KE90 (Bahn 2-4) und E. coli M15[pKE203,
pREP4] (Bahn 5-7), sowie dessen Reinigung mittels Ni?*-NTA- -Affinitatschromatographie zeigt. Bahn
1: Proteinmarker, Bahn 2+5: Gesamtzellextrakte vor Induktion, Bahn 3+6: Gesamtzellextrakte nach 2h
Induktion, Bahn 4+7: gereinigten Proteine nach Ni2+-NTA-Affinitétschromatographie. (B) Coomassie-
Blau gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel, welches die Produktion der Hybridsynthetase Cgaar-(Aasp-
PCP-C-A_c-PCP)ga.82.3 in B. subtilis SD10 aufzeigt. Bahn 1: Proteinmarker, Bahn 2: Gesamt-
zellextrakt vor Induktion, Bahn 3: Gesamtzellextrakt nach 2h Induktion, Bahn 4: Uberstand nach dem
French-Press-AufschlufR. Die Reinigung des Proteins erfolgte mittels fraktionierter (NH,4),SO,4-Fallung
(Bahn 5), Molekularsieb-Chromatographie (Bahn 6), Anionen-Austauscher-Chromatographie (Bahn 7),

sowie Hydrophober-Interaktions-Chromatographie (Bahn 8). (C) zeigt eine schematische Prasentation
der dimodularen Peptidsynthetase.

Bei der parallelen Expressionsanalyse des rekombinanten Hybridgens in E.
coli M15[pKE203, pREP4] konnte im Gesamtzellextrakt ebenfalls die erwartete,
IPTG-induzierte Produktion eines ca. 210 kDa-grol3en Proteins detektiert werden.
Zusatzlich wurde jedoch die Bildung eines weiteren ca. 180 kDa-groRen Proteins
beobachtet. Bei der nachfolgend durchgefiihrten Ni?*-NTA-Chromatographie kam es
zur Reinigung beider Proteine (siehe Abb. 6.3A).

Da kein alternativer Translations-Startpunkt innerhalb der kodierenden DNA-
Region determiniert werden konnte und beide Proteine offensichtlich tGber einen C-
terminalen Hisg-Tag verflugen, ist im Falle des 180 kDa-Proteins von einer partiellen
N-terminalen Degradation des Proteins im heterologen Wirt E. coli auszugehen. Im

Gegensatz hierzu wurde die dimodulare Hybridsynthetase in B. subtilis KE9O in einer
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stabilen Form Uberproduziert, da hier keine Degradation des 210 kDa-grofen
Proteins beobachtet werden konnte.

Zur Uberprifung dieser Ergebnisse sollte das dimodulare Hybridsystem ohne
Hise-Tag-Fusion heterolog in E. coli M15[pREP4] und B. subtilis KE30 Uberproduziert
werden. Hierfur wurden die beiden Wirte mit dem erhaltenen Expressions-
Integrationsplasmid pSD197 transformiert (sieche Abb. 6.2). Bei der Transformation
von B. subtilis KE30 wurden hierbei Km-resistente Transformanten erhalten, die
nachfolgend auf den Verlust ihrer MLS-Resistenz untersucht wurden. Die Kontrolle
der korrekten Integration des Hybrid-Gens in das Chromosom von B. subtilis SD10
erfolgte mittels Southern-Blot-Analyse und 5' und 3'-terminaler DNA-Sequenzierung.

Wiederum konnte bei der heterologen Produktion der Hybridsynthetase eine
E. coli-inharente Instabilitdt des Proteins nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt), womit ein denkbarer negativer Einfluss des Hisg-Tags auf die Stabilitat des
produzierten Proteins ausgeschlossen werden konnte. Erneut wurde keine Degra-
dation der Hybridsynthetase im Produktionsstamm B. subtilis SD10 detektiert (siehe
Abb. 6.3B). Zum Zwecke einer nachfolgenden biochemischen Charakterisierung des
heterolog-produzierten Proteins, erfolgte dessen Reinigung aus B. subtilis SD10
mittels fraktionierter Ammoniumsulfat-Fallung, Molekularsieb-, Anionenaustauscher-
und hydrophober Interaktions-Chromatographie. Auch wahrend der Durchfihrung
dieser zeitaufwendigen Prozedur konnte keine Instabilitdt des Proteins beobachtet

werden.

6.5 Biochemische Charakterisierung der rekombinanten
dimodularen Peptidsynthetasen

Anhand der Domanenstruktur der rekombinanten dimodularen Peptid-
synthetasen Cgiaa1-(Aasp-PCP-C-ALey-PCP)sria-52-3-Hise  und  Cgraar-(Aasp-PCP-C-
ALeu-PCP)sa-52-3, sollten die Hybridproteine in der Lage sein, die Substrat-Amino-
sauren L-Asp (SrfA-B2) und L-Leu (SrfA-B3) als Aminoacyl-Adenylat zu aktivieren.
Anschliellend sollte durch die Ausbildung einer kovalenten Thioester-Bindung die
Inkorporation dieser Substrat-Aminosauren in das Proteintemplat erfolgen.

Zur Charakterisierung der Substrat-Selektivitat der gereinigten Hybrid-
synthetasen aus E. coli M15[pKE203, pREP4], sowie aus B. subtilis KE90 und SD10
wurden Aminosaure-abhangige ATP/Pyrophosphat-Austauschreaktionen durch-

gefuhrt (siehe Abb. 6.4). Fur das heterolog-produzierte Hise-Tag-Protein aus E. coli
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M15[pKE203, pREP4] konnte hierbei eine spezifische Aktivierung der kognaten
Aminosauren L-Asp (43%) und L-Leu (100%) beobachtet werden. Ohne ATP (-;
0,8%) bzw. in Anwesenheit der mis-kognaten Aminosaure L-Phe (0,9%) wurden
keine signifikanten Austausch-Reaktionen beobachtet. Vergleichbare Ergebnisse
wurden fur die dimodularen Hybridsynthetasen (mit und ohne Hise-Tag) aus B.
subtilis KE9O und SD10 erhalten, jedoch war in beiden Fallen die Austausch-Aktivitat
fur das kognate Substrat L-Asp signifikant herabgesetzt (18 bzw. 14%).

A B C Abb. 6.4: Bestimmung der

Substrat-Selektivitat von Cg.a.
100 100 100 A1'(AAsp'PCP'C'ALeu'PCP)srfA-BZ-3
Biochemische Charakterisierung
der gereinigten Proteine aus E.
coli M15 [pKE203, pREP4] (A)
sowie B. subtilis KE90 (B) und
SD10 (C). Die hochste Aus-
tauschrate des entsprechenden
Proteins wurde auf 100% gesetzt.
Die Ergebnisse der Reaktionen
mit den kognaten Substrat-
Aminosauren sind in blau (L-Asp)
und in rot (L-Leu) gezeigt. Die
E. coli B. subtilis B. subtilis Austauschraten fir die mis-

M15[pKE203,pREP4] KE90 SD10 kognate Aminosaure L-Phe sowie
ohne ATP(-) sind in griin gezeigt.
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Die Inkorporation von radioaktiv-markierten Substrat-Aminosauren wurde
mittels des Thioester-Bildungs-Assays untersucht (siehe Abb. 6.5). Ziel dieses
Versuches war es, das Ausmaly der posttranslationalen Modifikation der PCP-
Domanen der Hybridsynthetasen mit dem Ko-Faktor Ppant in den heterologen
Produktionswirten zu ermitteln. Zur Bestimmung der in vivo-Modifikation wurde auch
untersucht, ob eine nachtragliche in vitro-Modifikation der PCP-Domanen mit der
PPTase Sfp zu einer Erhohung des Aminosaure-Einbaus fuhrte.

FUr das heterolog in E. coli M15[pKE203, pREP4] uUberproduzierte Protein
Csria-a1-(Aasp-PCP-C-ALe-PCP)gria-s2-3-Hise konnte direkt nach der Reinigung keine
signifikante Inkorporation der radioaktiv-markierten Substrat-Aminosaure L-[C™]-Asp
und L-[C"]-Leu beobachtet werden (siehe Abb. 6.5A). Aufgrund des Fehlens einer
geeigneten PPTase ist es in dem heterologen Wirt E. coli offensichtlich nicht moglich,
eine effiziente Konvertierung der inaktiven apo-PCP-Doménen in die phospho-
pantetheinylierte holo-Form zu katalysieren. Nach der in vitro-Modifikation mit der B.
subtilis inharenten PPTase Sfp konnte hingegen die Inkorporation der radioaktiv-

markierten Aminosauren L-[C']-Asp und L-[C'™]-Leu detektiert werden. Im
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Gegensatz zum E. coli-Protein war fur die Uberproduzierten Proteine aus B. subtilis
KE90 und SD10 die Bildung der Aminoacyl-S-Ppant-Thioester unabhangig von einer
nachtraglichen in vitro-Modifikation mit Sfp. Offensichtlich erfolgte in B. subtilis eine
vollstandige posttranslationale Modifikation der PCP-Domanen bereits in vivo durch
die inharente PPTase Sfp, da fur beide B. subtilis Proteine nach der in vitro-
Modifikation keine erhdhte Inkorporation der radioaktiv-markierten Substrat-
Aminosaure L-[C'*]-Asp und L-[C'*]-Leu beobachtet werden konnte.

& B = Abb. 6.5: Bestimmung der
N . 60— « 16 _ posttranslationalen Modifi-
N g ()] ) kation von Cgs.41-(Aasp-PCP-C-
i i i ALeu'PCP)srfA-BZ-3
% 60 E 40 *%12— Biochemische Charakterisierung
= = = der gereinigten Proteine aus E.
g - g 8 8- coli M15 [pKE203, pREP4] (A),
S S oo 9 sowie B. subtilis KE9O (B) und
c 20 c 4 SD10 (C). Die Inkorporation der
s s s radioaktiv markierten Substrat-
c c = Aminosaure L-[C'*]-Asp (blau)

0 - 0 - 0 14
Q 5Q Q Q 5Q Q Q Q und L-[C7]-Leu (rot) erfolgte
N RS NN RS SN SRS irekt nach der Reinigung (-Sfp)

Asp Leu Asp Leu Asp Leu  pzw. nach in vitro-Modifikation
E. coli B. subtilis B. subtilis ~ mit der PPTase Sfp (+Sfp).
M15[pKE203,pREP4] KE90 SD10

Anhand der beschriebenen Ergebnisse lassen sich klare Vorteile der Verwen-
dung des nativen NRP-Produzentenstammes B. subtilis fir die heterologe Ex-
pression von multimodularen NRPSs aufzeigen. Wahrend in E. coli die untersuchten
Proteine in einer instabilen und - fur spatere Beladungsreaktionen - inaktiven apo-
Form gebildet werden, erfolgt in B. subtilis KE30 die Uberproduktion der Proteine in

einer stabilen und posttranslational modifizierten, aktiven holo-Form.
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7  Ergebnisse li: Heterologe Expression des
vollstandigen Bacitracin-Biosynthese-Genklusters in
B. subtilis

7.1 Strategie

Das zyklisch-verzweigte Peptidantibiotikum Bacitracin wird von B.
licheniformis ATCC 10716 produziert [Haavik & Froyshov, 1975]. Aufgrund seiner struk-
turellen Besonderheiten, wie z. B. der verzweigt-zyklischen Struktur und des
Thiazolin-Ringes in der linearen Peptidkette, stellt das Dodecapeptid ein interes-
santes Molekul fur die gerichtete Veranderung von nichtribosomalen Peptiden dar
(siehe Abb. 7.1) [Ikai et al., 1992]. Der Produzentenstamm B. licheniformis ATCC 10716
besitzt jedoch, im Gegensatz zu B. subtilis (siehe Kapitel 6.2), keine naturliche
Kompetenz und ist dementsprechend genetisch schwer zuganglich. In diesem
Stamm ist zwar die Unterbrechung von Genen mit Hilfe einer Protoplasten-Trans-
formation beschrieben worden, jedoch konnte eine genetische Manipulation zum
Modulaustausch innerhalb des nichtribosomalen Biosynthese-Genklusters bislang

nicht realisiert werden [Konz et al., 1997; Neumdiller et al., 2001].

PoagrFpacs bacA bacB bacC Phagrs Ppr
bagRg
bacl BacA BacB BacC crABC
(598 kDa) (297 kDa) (723 kDa)
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Abb. 7.1: Das Bacitracin-Biosynthese-Genkluster

Gezeigt ist die chromosomale Region des Bacitracin-Biosynthese-Genklusters (bac) von B.
licheniformis ATCC 10716 mit den Genen bacTABCRS und bcrABC. Die drei Peptidsynthetasen
BacABC katalysieren die Bildung des Peptidantibiotikums. BacT stellt die Typll-Thioesterase dieses
Systems dar. Die Ausbildung einer Resistenz gegen das Peptidantibiotikum Bacitracin erfolgt unter
Verwendung des Zwei-Komponenten-Systems BacRS und des Bacitracin-spezifischen ABC-Trans-
porters BcrABC.
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Um dennoch das Bacitracin-Biosynthese-System fur gezielte Veranderungen
zuganglich zu machen, sollte im Rahmen dieser Doktorarbeit ein heterologes
Expressionssystem fur den 49kb-umfassenden Genkluster konstruiert werden. Am
Beispiel der im vorangegangenen Kapitel vorgestellten Produktion der artifiziellen,
dimodularen Hybridsynthetase Cgra-a1-(Aasp-PCP-C-ALeu-PCP)sia82-3 konnte gezeigt
werden, dass der native NRP-Produzent B. subtilis einen exzellenten Wirt fur die
heterologe Expression von NRPS-Genen darstellt (siehe Kapitel 6, diese Arbeit).
Wahrend bei der Verwendung des heterologen Wirts E. coli die Degradation einer
dimodularen Hybridsynthetase beobachtet wurde, waren die B. subtilis-Stdamme
KE90 und SD10 in der Lage, das analoge Protein in stabiler, I6slicher Form zu
produzieren. Weiterhin war die B. subtilis-inharente PPtase Sfp in der Lage, die Kon-
vertierung der NRPSs von ihrer inaktiven apo-Form in die aktive holo-Form zu
katalysieren.

Einen Nachteil von B. subtilis stellt jedoch die bekannte Instabilitdt von
Plasmiden in diesem Wirt dar, die eine zeitaufwendige Integration der zu expri-
mierenden DNA-Fragmente in das Chromosom von B. subtilis erforderlich macht
[Bron et al., 1991; Ehrlich et al., 1986]. Um hierbei eine Expansion des Chromosoms bei
der Integration des 49kb-umfassenden Bacitracin-Biosynthese-Genklusters zu mini-
mieren, wurde wiederum das Derivat B. subtilis KE30 verwendet [Eppelmann et al.,
2001], welches die Deletion des B. subtilis inharenten, 26kb-umfassenden Surfactin-
Biosynthese-Operon tragt. Auf diese Weise konnte die resultierende VergrofRerung

des Bacillus-Chromosoms von 1,1% auf 0,5% verringert werden.

7.2 Integration des 49kb-umfassenden Bacitracin-Biosynthese-
Genklusters in die ehemalige srfA-Region von B. subtilis

Um eine effiziente Produktion des Peptidantibiotikums in einem Bacitracin-
resistenten Wirt zu gewahrleisten, wurde bei der Konstruktion des heterologen Ex-
pressionssystems darauf geachtet, dass neben den drei Biosynthese-Genen
bacABC [Konz et al, 1997], welche fur die drei Bacitracin-Synthetasen BacABC
kodieren, ebenfalls die assoziierten ORFs integriert wurden (siehe Abb. 7.1).
Stromaufwarts des Bacitracin-Biosynthese-Operons liegt bacT, welches fur die Typll-
Thioesterase dieses Systems kodiert. Fur diese Klasse von cleaning enzymes
konnte ein positiver Einfluss auf die Produktivitat der NRP-Bildung nachgewiesen

werden [Schneider & Marahiel, 1998]. Stromabwarts von bacABC konnten die Gene zur
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Ausbildung der Bacitracin-Selbst-Resistenz determiniert werden [Neumidiller et al., 2001],
wobei bacRS fir ein Zwei-Komponenten-System und bcrABC flir den Bacitracin-
spezifischen ABC-Transporter kodieren. Die Integration des vollstandigen, 49kb-
umfassenden Bacitracin-Biosynthese-Genklusters unter der transkriptionellen
Kontrolle der nativen Promotoren (Ppacr, Ppraca, Pracrs und Ppe) erfolgte, wie

nachfolgend dargestellt, in zwei Hauptschritten.

7.2.1 Integration von bacT und bacA in B. subtilis KE30

Im ersten Schritt wurde zunachst die 24kb-umfassende 5'-Region des
Bacitracin-Biosynthese-Genklusters in die ehemalige srfA-Region von B. subtilis
integriert. Das verwendete Fragment enthielt bacT, bacA und einem Teil des bacB-
Gens (siehe Abb. 7.2). Fir die Integration wurden zuerst kleine 5' und 3' homologe
Regionen des entsprechenden 24kb-DNA-Fragmentes mittels PCR amplifiziert und
in die ehemalige srfA-Region von B. subtilis eingeflhrt. AnschlieRend erfolgte die
eigentliche Integration des vollstandigen DNA-Bereiches mittels Transformation des
neu generierten B. subtilis-Stammes KE310 mit chromosomaler DNA von B.
licheniformis. Auf diese Weise musste nicht das gesamte 24kb-umfassende DNA-
Fragment mittels PCR amplifiziert werden, wodurch die mogliche Einfihrung von
Mutationen weitestgehend ausgeschlossen werden konnte.

A sfo .
; . — --@mr - & B subtilis KE30
° 1 pKE64
o PZ@?CA L pKET8 sfp

. S 7 #— B subtilis KE310

Pba‘p"////

rC,Tl-vb“A bacRS
bacT bacA bacB'  'bacB bacC bcrABC
: R R S chr. DNA von
Selektion auf Km™, Cm"", MLS ) . .
5 aF:bacA L B. licheniformis AK1

f
D —H —i—ll——rm- yTH ?— B. subtilis KE320
bacT baeA figgBf GRS

Abb. 7.2: Integration von bacT, bacA und bacB1 in B. subtilis KE30

Schematisches Diagramm der Konstruktion von B. subtilis KE320. In die ehemalige srfA-Region von
B. subtilis (A) wurden durch Transformation mit pKE64 und pKE78 die 5' und 3' homologen Regionen
bacTA' bzw. bacB' Uber Rekombination integriert (B). Der erhaltene B. subtilis Stamm KE310 wurde
anschlieffiend mit chromosomaler DNA aus B. licheniformis AK1 (C) transformiert. Durch homologe
Rekombination erfolgte die chromosomale Integration von bacT, bacA und bacB1 (24 kb). Der resul-
tierende B. subtilis-Stamm wurde KE320 genannt (D).

Die Integration der kurzen DNA-Fragmente bacT (1 kb) und bacB2 (1,1 kb)

des Bacitracin-Biosynthese-Operons in die ehemalige srfA-Region von B. subtilis
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erfolgte Uber homologe Rekombination mit dem Integrationsplasmid pKEG4. Dieses
Plasmid enthalt die 5' (yckGH, 2,5 kb) und 3' (ycxA’, 0,9 kb) homologen Regionen
von srfA fur die Integration in das Chromosom von B. subtilis KE30. Innerhalb dieser
Regionen liegen die genannten, kurzen DNA-Fragmente des bac-Operons, welche
durch den Resistenz-Marker kan getrennt werden. Bei der Transformation von B.
subtilis KE30 mit dem linearisierten Integrationsplasmid pKE64 konnten Km/Cm-
resistente Klone erhalten werden, die nachfolgend auf den Verlust ihrer MLS-
Resistenz untersucht wurden. Die korrekte Integration der kurzen DNA-Fragmente
bacT und bacB2 in das Chromosom des erhaltenen B. subtilis Stammes KE300
wurde mittels Southern-Blot analysiert (Daten nicht gezeigt). AnschlieRend erfolgte
die Verlangerung des 5'-Bereiches (bacT; 1 kb) durch Transformation von B. subtfilis
KE300 mit dem Integrationsplasmid pKE78. Dieses Plasmid beinhaltet den
verlangerten 5' homologen Bereich bacTA' (3,1 kb) sowie den 3' homologen Bereich
bacB2-ycxA' (2 kb) fur die Integration in B. subtilis KE300, welche durch den
selektierbaren Marker erm voneinander getrennt werden. Bei der Transformation von
B. subtilis KE300 mit dem linearisierten Integrationsplasmid pKE78 konnten
MLS/Cme-resistente Klone erhalten werden, die nachfolgend auf den Verlust ihrer
Km-Resistenz untersucht wurden. Die Verifizierung der Verlangerung des 5' homo-
logen Bereiches bacTA' in dem erhaltenen Stamm B. subtilis KE310 (siehe Abb.
7.2B) erfolgte mittels Southern-Blot-Analyse (Daten nicht gezeigt).

Die Integration der vollstandigen 24kb-umfassenden 5' Region des Bacitracin-
Biosynthese-Genklusters erfolgte durch Transformation des B. subtilis Derivates
KE310 mit chromosomaler DNA von B. licheniformis AK1 (siehe Abb. 7.2C) [Konz et
al., 1997]. In diesem Stamm ist bacB stromabwarts des ersten Moduls durch den
selektierbaren Marker kan unterbrochen, wodurch eine positive Selektion auf die
Integration ermdglicht wurde. Nach der Transformation konnten Km/Cme-resistente
Klone erhalten werden, die nachfolgend auf den Verlust ihrer MLS-Resistenz unter-
sucht wurden. Die korrekte Integration des 24kb-umfassenden DNA-Bereiches wurde
mittels Southern-Blot verifiziert (Daten nicht gezeigt).

Der resultierende B. subtilis Stamm KE320 tragt den 5'-Bereich des
Bacitracin-Biosynthese-Operons unter der Kontrolle des vegetativen o"-Promotors,
und sollte aufgrund dieser Organisation in der Lage sein die Bacitacin-Synthetase A
(598 kDa) am Ubergang der logarithmischen zur stationdren Wachstumsphase zu

produzieren. Entsprechende Expressionsstudien bestatigten diese Annahme und
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zeigten, dass der konstruierte Stamm B. subtilis KE320 im Vergleich zum nativen
Bacitracin-Produzenten B. licheniformis ATCC 10716 zu einer weitaus effizienteren
Produktion von BacA befahigt war (siehe Abb. 7.3).

1 2 3 4
— Abb. 7.3: Heterologe Expression von bacA in
BacA B. subtilis KE320

_(598 kDa) Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel,
. welches die Produktion der Bacitracin-Synthetase A
200 kDa —— ' am Ubergang der exponentiellen in die stationare
Wachstumsphase zeigt. In Bahn 1 ist der Protein-
marker, in Bahn 2 der Gesamtzellextrakt des nativen
Bacitracin-Produzentenstammes B. licheniformis
120 kDa— ’ = ATCC 10716, in Bahn 3 der Gesamtzellextrakt des
100 kDa— s srfA-Deletionsstammes B. subtilis KE30 und in Bahn

e ——— 4 der Gesamtzellextrakt des BacA-Produzenten-

stammes B.subtilis KE320 gezeigt.

7.2.2 Reinigung und biochemische Charakterisierung von BacA aus B. subtilis

KE320

Fur die biochemische Charakterisierung des heterolog uUberproduzierten
BacA-Proteins (598 kDa) aus B. subtilis KE320 erfolgte eine partielle Reinigung der
Peptidsynthetase mittels Ammoniumsulfat-Fallung und Molekularsieb-Chromato-
graphie (siehe Abb. 7.4A).

Zur Charakterisierung der Substrat-Selektivitat von BacA wurden die Amino-
saure-abhangigen ATP/Pyrophosphat-Austauschreaktionen durchgefuhrt. Da es sich
bei der gereinigten Probe jedoch um keine homogene Ldsung, sondern ein
Proteingemisch handelte, konnten zusatzliche Aktivitaten - verursacht durch die vor-
handenen Proteinverunreinigungen - nicht ausgeschlossen werden. So konnten z. B.
neben NRPSs auch tRNA-Synthetasen Aminosauren unter Verbrauch von ATP zum
korrespondierenden Aminoacyl-Adenylat aktivieren. Frihere Arbeiten zeigten jedoch,
dass nur NRPSs in der Lage sind dATP anstelle von ATP fur die Aminosaure-
Aktivierung zu verwenden, wahrend das Desoxynukleotid kein Substrat fur die tRNA-
Synthetasen darstellt. Somit konnten durch die Verwendung von dATP im
ATP/Pyrophosphat-Austausch Nebenreaktionen der tRNA-Synthetasen ausge-
schlossen werden.

FUr das heterolog produzierte und gereinigte Protein BacA aus B. subtilis
KE320 konnte auf diese Weise eine spezifische Aktivierung der kognaten Amino-
sauren L-lle (100%), L-Cys (27%) und L-Leu (32%) beobachtet werden (siehe Abb.

7.4B). Fur die Substrat-Aminosaure L-Glu (0,5%) konnte hingegen keine spezifische
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Aktivierung detektiert werden. Diese Ergebnisse korrelieren jedoch mit den Daten,
die fur das Wildtyp-Protein aus dem Bacitracin Produzenten B. licheniformis ATCC
10716 ermittelt wurden [Ishihara & Shimura, 1974]. Als Negativkontrolle diente die mis-
kognate Aminosaure L-Pro, fUr die ebenfalls keine signifikante Aktivierung (0,8%)
beobachtet wurde. Die erhohte Aktivitat fur L-lle 1asst sich auf die Anwesenheit von
zwei L-lle-selektiven A-Domanen zurtckfuhren, wahrend jeweils nur eine L-Cys- und

L-Leu-spezifische A-Domane in BacA enthalten sind (siehe Abb. 7.1).
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Abb. 7.4: Reinigung und biochemische Charakterisierung von BacA aus B. subtilis KE320

(A) Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel, welches die Reinigung von BacA zeigt. In Bahn
1 ist der Proteinmarker, in Bahn 2 die Proteine nach 35%iger (NH,;),SO,-Fallung und in Bahn 3 die
Proteine nach Molekularsieb-Chromatographie gezeigt. (B) Bestimmung der Substrat-Selektivitat von
BacA mittels ATP/PP;-Austauschreaktionen. BacA zeigt eine spezifische Aktivierung der kognaten
(rot) Aminosauren L-lle, L-Cys und L-Leu. Keine Aktivitat konnte fiir die kognate Aminosaure L-Glu
(rot), sowie fir die mis-kognate Aminosaure L-Pro (griin) beobachtet werden. Die hdchste
Aktivierungsrate (fur L-lle) wurde auf 100% gesetzt. (C) Bei der Untersuchung der kovalenten Bela-
dung des Proteins mit radioaktiv markierten Aminosauren konnte eine selektive Inkorporation der
kognaten Aminosauren L-[CM]-IIe und L-[C”]-Cys (rot) in das Protein beobachtet werden. Eine Bela-
dung des Proteins mit der mis-kognaten Aminosaure L-[CM]-Pro (grin) wurde nicht beobachtet.

Die Untersuchung der posttranslationalen Modifikation der PCP-Domanen mit
dem Ko-Faktor Ppant erfolgte mittels der Beladung von BacA mit radioaktiv-
markierten Substrat-Aminosauren. Hierbei konnte eine spezifische Thioester-Bildung
fir die kognaten Aminosauren L-[C'*]-lle (140 nM) und L-[C™]-Leu (60 nM) beob-
achtet werden (siehe Abb. 7.4C). Bei Verwendung der mis-kognaten Aminosaure L-
[C14]-Pro wurde hingegen keine Inkorporation von Radioaktivitat determiniert. Die
inharente PPTase Sfp aus B. subtilis KE320 ist somit offensichtlich in der Lage, das
heterolog produzierte Protein BacA in die aktive, phosphopantetheinylierte holo-Form
zu Uberfiihren. Die um den Faktor 2,3 erhdhte Inkorporation von L-[C™]-lle im Ver-
gleich zu L-[C']-Leu lasst sich wiederum auf die Anwesenheit von zwei L-lle-
selektiven Modulen zurtckfuhren, wahrend nur ein L-Leu-selektives Modul in BacA
enthalten ist (siehe Abb 7.1).
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7.2.3 Integration von bacB, bacC und bcrABC in B. subtilis KE320

Im zweiten Schritt erfolgte die Integration der 30kb-umfassenden 3'-Region
des Bacitracin-Biosynthese-Genklusters in das Chromosom von B. subtilis KE320.
Dieses Fragment enthielt die Gene 'bacB, bacC und bcrABC, sowie die durch eine

Kanamycin-Resistenz-Kassette unterbrochenen Gene bacRS (siehe Abb. 7.5).
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Abb. 7.5: Integration des vollstiandigen bac-Biosynthese-Genklusters in B.subtilis KE320
Schematisches Diagramm der Vervollstdndigung des 49 kb umfassenden bac-Biosynthese-
Genklusters in B. subilis KE320. In das Chromosom des BacA-Produzentenstammes B. subtilis
KE320 (A) wurde durch Transformation mit pKE110 die 3' homologe Region bcrABC integriert (B). Der
erhaltene B. subtilis Stamm KE340 wurde anschlieRend mit chromosomaler DNA aus B. licheniformis
AK20 (C) transformiert. Hierbei konnte der Stamm B. subtilis KE350 erhalten werden, welcher die
chromosomale Integration des vollstandigen bacRS-unterbrochenem bac-Biosynthese-Genklusters
tragt (D).

Im ersten Transformationsschritt wurde der 3' homologe Bereich bcrABC (2,2
kb) des Bacitracin-Biosynthese-Genklusters in das Chromosom von B. subtilis
KE320 integriert. Das Integrationsplasmid pKE110 enthielt die homologen Bereiche
bacB1 (2,0 kb) und ycxA' (0,9 kb) flr die Rekombination in das Chromosom, welche
durch den selektierbaren Marker erm und bcrABC voneinander getrennt vorliegen.
Bei der Transformation von B. subtilis KE320 mit dem linearisierten Plasmid pKE110
konnten MLS/Cm-resistente und Km-sensitive Klone erhalten werden. Die Verifi-
zierung des resultierenden Stammes KE340 erfolgte mittels Southern-Blot-Analyse
(Daten nicht gezeigt). Demnach enthalt B. subtilis KE340 den 20,6kb-umfassenden 5'
Bereich bacTAB1, sowie den kurzen 3' Bereich bcrABC (2,2 kb) in der ehemaligen
srfA-Region des Chromosoms (siehe Abb. 7.5B). Die Integration der vollstandigen 3'
Region des Bacitracin-Biosynthese-Genklusters erfolgte mittels Transformation mit

chromosomaler DNA aus B. licheniformis AK20, welche den selektierbaren Marker
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kan im unterbrochenen Genkluster des Zwei-Komponentensystems BacRS tragt
(siehe Abb. 7.5C). Entsprechende Transformanten wurden auf Km- und Cm-
Resistenz, sowie MLS-Sensitivitdt untersucht. Die korrekte Integration des 30kb-
umfassenden DNA-Fragmentes wurde nachfolgend mittels Southern-Blot-Analyse
verifiziert (Daten nicht gezeigt). Der erhaltene Stamm, welcher die Gene bacTABC
und bcrABC im Chromosom tragt, wurde B. subtilis KE350 genannt (siehe Abb.
7.5D).

Die Produktion der drei Peptidsynthetasen BacA (598 kDa), BacB (297 kDa)
und BacC (723 kDa) am Ubergang von der exponentiellen zur stationdren Wachs-
tumsphase konnte mittels SDS-PAGE-Analyse gezeigt werden (siehe Abb. 7.6A).
Erneut konnte im Vergleich zum nativen Produzentenstamm B. licheniformis ATCC
10716 eine verstarkte Produktion der Bacitracin-Synthetasen im heterologen Wirt B.
subtilis KE350 beobachtet werden.

A 1 2 3 4 5

Abb. 7.6: Heterologe Expression von bacABC
und bcrABC in B. subtilis KE350
(A) Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Polyacryl-

amidgel, welches die Produktion der Bacitracin-
Synthetasen ABC am  Wachstumsphasen-
Ubergang zeigt. (B) Western-Blot-Analyse der
BcrA-Produktion. In Bahn 1 ist der Proteinmarker
gezeigt. In den weiteren Bahnen sind die
Gesamtizellextrakte des nativen Bacitracin-Produ-
zentenstammes B. licheniformis ATCC 10716
(Bahn 2), des srfA-Deletionsstammes B. subtilis
KE30 (Bahn 3), des BacA-Produzentenstammes
B. subtilis KE320 (Bahn 4), sowie des BacABC
und BcrABC-Produzentenstammes B. subtilis
KE320 gezeigt.
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Anhand von Western-Blot-Analysen mit spezifischen anti-BcrA-Antikorper
konnte gezeigt werden, dass der Bacitracin-selektive ABC-Transporter BcrABC
(34,5, 23,3 und 23,1 kDa) ebenfalls in B. subtilis KE350 heterolog produziert wird
(siehe Abb. 7.6B). In den Gesamtzellextrakten des nativen Bacitracin-Produzenten-
stammes B. licheniformis ATCC 10716, sowie B. subtilis KE350 konnte eine entspre-
chende Reaktion des Antikdrpers nachgewiesen werden, die in den Negativ-
kontrollen von B. subtilis KE30 und KE320 fehlt.

7.2.4 Rekonstitution des Zwei-Komponentensystems bacRS
In frGheren Untersuchungen konnte der positive Einfluss des Zwei-

Komponenten-Systems BacRS auf die Expression der Gene des ABC-Transporters
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BcrABC im Bacitracin-Produzenten B. licheniformis ATCC 10716 gezeigt werden
[Neumidiller et al., 2001]. Aus diesem Grund sollte auch der Genkluster bacRS, welcher
natlrlicherweise stromabwarts des Bacitracin-Biosynthese-Operons lokalisiert ist, im
heterologen Wirt B. subtilis KE350 rekonstituiert werden (siehe Abb. 7.7).

In einem Marker-Austausch-Experiment wurde B. subtilis KE350 parallel mit
chromosomaler DNA des Wildtyp-Bacitracin-Produzentens B. licheniformis ATCC
10716 und dem selbst-replizierenden Helferplasmid pCm::Tc transformiert, welches
den selektierbaren Marker tet tragt. Hierbei konnten Tc/Cm-resistente Trans-
formanten erhalten werden, die nachfolgend auf den Verlust ihrer Km-Resistenz
untersucht wurden (B. subtilis KE355, siehe Abb. 7.7). Nach dem Verlust des selbst-
replizierenden Plasmides pCm::Tc konnte der nunmehr Cm-resistente und Tc/Km-
sensitive Stamm B. subtilis KE360 erhalten werden (siehe Abb. 7.7C). Die
Verifizierung der Rekonstitution von bacRS in B. subtilis KE360 erfolgte mittels
Southern-Blot-Analyse (Daten nicht gezeigt). Dieser Stamm enthalt die chromo-
somale Integration des vollstandigen Bacitracin-Biosynthese-Genklusters in der

ehemaligen srfA-Region des B. subtilis Chromosoms.
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Selektion auf CmR, TCR, KmS

B. subtilis KE355

Selektion auf CmR, TcS, KmS L
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~ = B. subtilis KE360

3' bacC berABC
Abb. 7.7: Rekonstitution von bacRS in B. subtilis KE350
In A) ist die 3' Region des bac-Biosynthese-Genklusters im Chromosom von B. subtilis KE350 gezeigt.
Die Transformation von B. subtilis KE350 mit chromosomaler DNA von B. licheniformis ATCC 10716
und dem Helferplasmid pCm::Tc fuhrte zur Rekonstitution des Zwei-Komponentensystems bacRS in
B. subtilis KE355. Nach Verlust des Helferplasmides konnte der Tc-sensitive Stamm B. subtilis KE360
erhalten werden.

Mittels SDS-PAGE-Analyse konnte die Produktion der drei Bacitracin-
Synthetasen BacABC am Ubergang von der exponentiellen zur stationaren Wachs-
tumsphase detektiert werden (siehe Abb. 7.8A). Im Vergleich mit dem nativen
Produzentenstamm B. licheniformis ATCC 10716, wird in den heterologen Wirten B.
subtilis KE350 und KE360 eine verstarkte Expression des Bacitracin-Biosynthese-

Operons beobachtet. Anhand von Western-Blot-Analysen mit anti-BacR-Antikorper
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konnte die Produktion des Zwei-Komponentensystems BacRS (27,4 und 39,5 kDa) in
B. subtilis KE360 gezeigt werden. In den Gesamtzellextrakten des nativen Bacitracin-
Produzentens B. licheniformis ATCC 10716 und B. subtilis KE360 konnte eine ent-
sprechende Reaktion des Antikdrpers nachgewiesen werden, wahrend in den
Kontrollen B. subtilis KE30, KE320 und KE350 erwartungsgemal kein Response-
Regulator (BacR) detektiert wurde (siehe Abb. 7.8B).

Abb. 7.8: Heterologe Expression von

A 1 2 3 4 5 bacABCRS in B. subtilis KE360
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7.2.5 Heterologe Produktion des Peptidantibiotikums Bacitracin in B. subtilis

KE360

Das Peptidantibiotikum Bacitracin stellt ein Gemisch aus 15 verschiedenen,
zyklischen Dodecapeptiden dar, die gleichzeitig in B. licheniformis ATCC 10716
produziert werden [lkai et al., 1992]. Bei der Hauptkomponente handelt es sich um
Bacitracin A, welches einen inhibitorischen Effekt auf das Wachstum von Gram-
positiven Bakterien ausubt. Durch die Desaminierung des N-terminalen Amids (zum
Keton) und Oxidation des Thiazolin-Rings (zum korrespondierenden Thiazol) kommt
es zur degradativen Bildung von Bacitracin F, welches eine nierentoxische Aktivitat
besitzt. Die Strukturen der Bacitracine A und F unterscheiden sich also am N-
Terminus, welcher von den Aminosauren L-lle und L-Cys gebildet wird (siehe Abb.
7.9). Die Strukturen der 13 weiteren Derivate ahneln den beiden Bacitracinen A und
F, jedoch ist hier ein Austausch von bis zu drei L-lle bzw. L-Leu-Resten gegen L-Val
an den Positionen 3, 5 und 8 des Peptidproduktes zu beobachten.

Bacitracin wird Ublicherweise durch Fermentation des B. licheniformis
Produzentenstammes ATCC 10716 in M20-Medium gewonnen. In einem Vorversuch
konnte jedoch gezeigt werden, dass der heterologe Wirt B. subtilis nicht in der Lage

ist in diesem Medium zu wachsen (Daten nicht gezeigt). Daher musste zunachst, in



Ergebnisse lll: Bacitracin-Biosynthese in B. subtilis 105

einer ersten Versuchsreihe, ein neues Bacitracin-Produktions-Medium fur B. subtilis
gefunden werden. Hierfir wurden die B. subtilis Stamme KE30 und KE360, sowie
der native Bacitracin-Produzent B. licheniformis ATCC 10716 in den Vollmedien
2xYT und DSM fermentiert, und die Kulturiberstdnde mit n-Buthanol extrahiert. Die
Analyse der Extrakte erfolgte Uber ein Bioassay anhand der antibiotischen Aktivitat
von Bacitracin A gegen das Gram-positive Bakterium Micrococcus luteus (siehe Abb.
7.9). HierfGr wurden jeweils 10 pL der buthanolischen Extrakite sowie eines
Bacitracin-Standards (1 mg/mL) auf Micrococcus luteus Overlay-Platten aufgetragen
und 12 h bei 37 °C inkubiert.

Abb. 7.9: Medien-abhangige
Bacitracin-Produktion

Gezeigt ist die Analyse der
Bacitracin-Produktion in  2xYT-
Medium  (links) sowie DSM
(rechts). Auf die M. luteus
Overlay-Platten wurden je 10 pL
eines Bacitracin-Standard  (3)
sowie der buthanolischen
Extrakten von B. subtilis KE30 (1),
KE360 (2) und B. licheniformis
ATCC 10716 (4) aufgetragen.

Wie in Abb. 7.9 gezeigt, hangt die Produktion des Peptidantibiotikums
Bacitracin in B. subtilis KE360 (2) und B. licheniformis ATCC 10716 (4) stark vom
verwendeten Fermentationsmedium ab. Wahrend die entsprechenden Extrakte aus
DSM eine vergleichsweise geringe antibiotische Wirkung zeigten, wurde das
Wachstum von M. luteus von den 2xYT-Extrakten deutlich starker inhibiert. Mit den
Extrakten des srfA-Deletionsstammes B. subtilis KE30 (1), welcher nicht in der Lage
ist Bacitracin zu produzieren, konnte erwartungsgemal keine Bioaktivitat beobachtet
werden.

Zur Charakterisierung des produzierten Peptidantibiotikums im heterologen
Wirt B. subtilis, wurden die Bacitracin-Produzenten B. subtilis KE360 und B.
licheniformis ATCC 10716 in dem neuen Produktions-Medium 2xYT fermentiert. Die
Kulturiberstande wurden mit n-Buthanol extrahiert und mittels HPLC/MS analysiert
(siehe Abb. 7.9). Als Negativkontrolle dienten wiederum entsprechende Extrakte des
srfA-Deletionsstammes B. subtilis KE30 (Daten nicht gezeigt).

Wie in Abb. 7.10 gezeigt, produzieren der heterologe Wirt B. subtilis KE360

und der native Produzentenstamm B. licheniformis ATCC 10716 ein Gemisch des
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zyklisch-verzweigten Bacitracins mit den Hauptkomponenten Bacitracin A (bei einer
Retensionszeit von 36,5 min: [M+H] = 14229 m/z; [M+2H] = 712,2 m/z) und dem
Oxidationsprodukt Bacitracin F (bei 58,0 min: [M+H] = 1419,9 m/z; [M+2H] = 710,2
m/z). Die 13 weiteren Bacitracin-Derivate konnten aufgrund ihrer geringeren

Konzentration nicht nachgewiesen werden.

m Bacitracin A Bacitracin F
[M+H] =1422,9 m/z, [M+H] =1419,9 m/z,
[M+2H] = 712,2 m/z [M+2H] = 710,2 m/z
g 8000 ’] Exakte Masse: 1421,7 u  Exakte Masse: 1418,7 u
2 o} )
2 6000 HN-S¢ SR oaig_ﬂR
O
<
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= 4000
©
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Abb. 7.10: HPLC/MS Analyse der produzierten Bacitracin-Derivate

HPLC/MS-Diagram, welches die produzierten Bacitracin-Derivate in B. licheniformis ATCC 10716 (B,
blau) und B. subtilis KE360 (C, rot) im Vergleich zum kommerziell-erhaltlichen Bacitracin Standard (A,
grun) zeigt.

Aufgrund der undefinierten Zusammensetzung des kommerziell-erhaltlichen
Standards (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), sowie der Oxidationsinstabilitat von
Bacitracin A erfolgte die Quantifizierung des produzierten zyklisch-verzeigten
Dodecapeptides anhand der antibiotischen Aktivitat von Bacitracin A gegen
Micrococcus luteus. Hierfur wurden Verdunnungsreihen der Extrakte von B. subtilis
KE360 und B. licheniformis ATCC 10716, sowie des kommerziell-erhaltlichen
Bacitracin-Standards auf M. luteus Overlay-Platten aufgetragen. Nach 12-stlindiger
Inkubation bei 37 °C wurde die GroRe der Hemmhofe vermessen und miteinander
verglichen. Fur den konstruierten B. subtilis-Stamm KE360 konnte in 2xYT-Medium
eine Bacitracin A Produktion von 8400 IU/L gemessen werden (siehe Tab. 7.1). Im
Vergleich zum Wildtyp-Produzenten B. licheniformis ATCC 10716 (5600 IU/L)
bedeutete dies eine 50%-ige Erhéhung der Bacitracin A-Produktion im heterologen
Wirt B. subtilis.
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7.2.6 Bacitracin-Resistenz von B. subtilis KE360

Aufgrund der Sensitivitat des Gram-positiven Bakteriums B. subtilis gegen das
Peptidantibiotikum Bacitracin, wurden neben dem eigentlichen Biosynthese-Operon
auch die Resistenz-vermittelnden Gene des ABC-Transporters BcrABC, sowie die
Gene des ihn regulierenden Zwei-Komponentensystems BacRS in das Chromosom
von B. subtilis KE360 integriert. Nachdem die Produktion dieser Proteine mittels
Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden konnte (siehe Kapitel 7.2.3+4), sollte
deren Einfluss auf die Bacitracin-Resistenz im heterologen Wirt ermittelt werden
(siehe Tab. 7.1). Da das Peptidantibiotikum Bacitracin die Zellwand-Biosynthese und
somit das Wachstum der Zellen inhibiert, wurden exponentiell-wachsende Zellen der
Stamme B. subtilis KE30 und KE360, sowie des nativen Produzenten B. licheniformis
ATCC 10716 einem Bacitracin-Stress von 7-700 IU/mL ausgesetzt. Wahrend beim
srfA-Deletionsstamm und Ausgangskonstrukt B. subtilis KE30 eine Inhibition des
Zellwachstums bereits bei 20 IU/mL beobachtet werden konnte, zeigte der
Bacitracin-, BacRS- und BcrABC-Produzent B. subtilis KE360 eine um den Faktor 14
erhdhte Resistenz gegen das produzierte Peptidantibiotikum. Die gemessene
Bacitracin-Resistenz war hierbei vergleichbar mit der des nativen Produzenten-
stammes. Sowohl fur B. licheniformis ATCC 10716, als auch B. subtilis KE360
konnte eine Inhibition des Wachstums erst oberhalb einer Bacitracin-Konzentration
von 280 IU/mL beobachtet werden.

Tab. 7.1: Bacitracin-Produktion und -Resistenz

Stamm Produzierte Bacitracin Bacitracin Bacitracin
Enzyme Quantifizierung® Qualitat Resistenz
B. licheniformis  BacTABC
ATCC 10716 BacRS 5600 IU/L Bacitracin A 93% 280 IU/mL
BcrABC Bacitracin F 7%
B. subtilis - - - 20 IU/mL
KE30
B. subtilis BacTABC
KE360 BacRS 8400 IU/L Bacitracin A87% 280 IU/mL
BcrABC Bacitracin F 13%

870 IU = 1 mg des kommerziell-erhéltlichen Bacitracin-Standards von Sigma,
Deisenhofen, Deutschland
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8 Diskussion

Die Bildung von nichtribosomalen Peptiden wird an multifunktionellen
Proteintemplaten, den nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPSs), katalysiert.
Aufgrund der modularen Architektur dieser Enzyme, wird die Moglichkeit zur
gezielten Veranderung der Proteintemplate zum rationalen Design von neuen Peptid-
antibiotika eroffnet. So konnte bereits am Beispiel des Surfactin-Biosynthese-
Systems gezeigt werden, dass durch den Austausch einzelner Domanen sowie voll-
standiger Module neue Derivate des Lipoheptapeptides erzeugt werden kdnnen
[Schneider et al., 1998; Stachelhaus et al., 1995; Yakimov et al., 2000]. Die genannten Methoden
sind jedoch mit drastischen Eingriffen in die Struktur der multimodularen Protein-
template verbunden, so dass Storungen in der intermolekularen Kommunikation nicht
auszuschlieRen sind. In der Tat waren die meisten Modul- und Domanenaustausche
mit EinbuRen der Produktivitat der Peptidbildung verbunden.

Mit Hilfe des Selektivitats-vermittelnden Kodes fur NRPSs ist es dagegen
moglich, durch den Austausch einzelner Aminosaure-Reste die Substrat-Selektivitat
von vollstandigen Modulen sowie Synthetasen gezielt zu verandern [Stachelhaus et al.,
1999]. Bei der Verwendung dieser Methode wird der Eingriff in das Proteintemplat auf
einzelne Aminosaure-Reste limitiert, so dass eventuelle Storungen der Tertiarstruktur
weitgehend ausgeschlossen werden konnen. In der vorliegenden Arbeit konnte
dieses neue Werkzeug erstmals fur die gezielte Veranderung eines nichtribosomalen
Proteintemplates in vivo etabliert werden [Eppelmann et al., 2002].

Eine Vorraussetzung fur das rationale Design neuer Peptidantibiotika - egal
ob durch Modulaustausch oder Anwendung der nichtribosomalen Kodes - ist die
genetische Zuganglichkeit des Wirtes. Fur die Manipulation vieler NRPS-Systeme
stellt dies einen Engpass dar, da fur die meisten NRP-Produzenten keine molekular-
biologischen Methoden vorhanden sind. Aus diesem Grund beschrankten sich bis-
lang die Beispiele fur gezielte Veranderungen von NRPS-Systemen auf den
Surfactin-Biosynthese-Genkluster, dessen naturlicher Produzent, B. subtilis ATCC
21332, Uber eine natlrliche Kompetenz und etablierte Methoden zur genetischen
Manipulation seines Erbgutes verfugt. In der vorliegenden Arbeit konnte nun die
Eignung dieses Wirtes zur heterologen Uberproduktion artifizieller NRPSs, sowie
vollstandiger Biosynthese-Systeme, unter Beweis gestellt werden. Durch die
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Konstruktion eines heterologen Expressionssystems fur den 49kb-umfassenden
Bacitracin-Biosynthese-Genkluster in dem genetisch zuganglichen Wirt B. subtilis,
steht so ein weiteres NRP-Biosynthese-System flr die gezielte Veranderung zur

Verflgung.

8.1 Veranderung der Substrat-Selektivitat von NRPS A-Domanen
in vitro

Als Erstes wurde die Veranderung der Substrat-Selektivitat von NRPS A-
Domanen in vitro analysiert. Als Beispiel hierfur dienten die Glutamat- bzw. Aspartat-
selektiven A-Domanen des Surfactin-Biosynthese-Systems aus B. subtilis ATCC
21332 [Cosmina et al., 1993].

Ziel dieser Untersuchungen war die gezielte Veranderung der Substrat-
Selektivitat der A-Domanen fur die kognaten sauren Aminosauren zu den korrespon-
dierenden polaren Seitenkettenamiden. Anhand von Homologie-Vergleichen (siehe
Abb. 8.1) der L-Glu und L-GIn-aktivierenden A-Domanen von SrfA-A1 bzw. LicA1
konnte postuliert werden, dass sich die beiden Substrat-Bindungstaschen
ausschlief3lich an der Position 239 voneinander unterscheiden. Hierbei kommt es
zum Austausch einer basischen (Lys) gegen eine polare (GIn) Seitenkette. Fur die L-
Asp bzw. L-Asn-aktivierenden A-Domanen von SrfA-B2 und BacC5 wurden hingegen
drei differierende Aminosaure-Reste determiniert (Position 299, 322 und 330).
Wahrend an den Positionen 299 (Val vs. lle) und 330 (lle vs. Val) nur leichte
Variationen der aliphatischen Seitenketten beobachtet werden, kommt es an Position
322 zu einer Umkehrung der Ladung, wobei die basische Aminosaure Lys322 gegen

die azide Aminosaure Glu ausgetauscht wird.

Abb. 8.1: Alignment der Glu/GIn und

Positionen ! )
NWOWAHNODAN-HNO H I~ Asp/Asn-selektiven Bindungstaschen
NN~ oOOOoONMMH igt i i
NANNNOMONM® IO G_ezelgt ist das Alignment der zghn

Bindungstaschen-aufbauenden  Amino-

K Glu (SrfA-Al) sauren der L-Glu- (SrfA-A1) und L-GIn-

. . (LicA1) selektiven A-Domanen, sowie der
Q Gl (lachd) L-Asp- (SrfA-B2) und L-Asn- (BacCh)

selektiven A-Domanen. Die Uberein-

VGl H I Asp (SrfA-B2) stimmungen der AS sind in rot unterlegt,
I EV Asn (BacC5) wahrend Unterschiede in gelb hervorge-

hoben sind.
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FUr die Durchfuhrung der Experimente wurden die DNA-Fragmente, welche
fur das erste Elongations-Modul (srfA-A7), sowie die funfte A-Domane (srfA-B2) des
Surfactin-Biosynthese-Genklusters kodieren, mittels PCR aus dem Chromosom von
B. subtilis ATCC 21332 amplifiziert und in den E. coli Expressionsvektor pQE60
kloniert. AnschlieBend erfolgte die schrittweise Adaption der L-Glu bzw. L-Asp-
selektiven Bindungstaschen der A-Domanen an den Aufbau der postulierten
Erkennungsstellen fur die verwandten Seitenkettenamide L-GIn bzw. L-Asn.

Bei der Konstruktion der Mutanten konnte in beiden Fallen gezeigt werden,
dass der Austausch einer einzelnen Aminosaure in Position 239 (SrfA-A1 Lys239GIn)
bzw. 322 (SrfA-B2 His322Glu) ausreichend war, um eine gezielte Veranderung der
Substrat-Selektivitat von der kognaten sauren Aminosaure zum korrespondierenden
Seitenkettenamid herbeizufihren. Bei der Einfuhrung dieser Mutationen kommt es zu
einer Ladungsverschiebung innerhalb der aktiven Zentren. Im Falle von SrfA-A1
wurde eine basische (Lys) gegen eine polare (GIn) Aminosaure in der Substrat-
Bindungstasche ausgetauscht, wahrend im Falle von SrfA-B2 sogar eine Umkehrung
der Ladung von basisch nach sauer erhalten wurde (His vs. Glu). Wahrend die
ursprunglich basischen Bindungstaschen offensichtlich die sauren Aminosaure-
Substrate bevorzugen, zeigen die mutierten polaren bzw. aziden Bindungstaschen
eine hohe Selektivitat fur die jeweiligen polaren Seitenkettenamide. Durch die
eingefuhrten Mutationen in den Positionen 299 (Val vs. lle) und 330 (lle vs. Val) in
der A-Domane von SrfA-B2 blieb die Polaritat der Substrat-Bindungstaschen
dagegen unbeeinflusst. Fur diese eingefuhrten Mutationen konnte auch keine
signifikante Veranderung der Substrat-Selektivitat beobachtet werden.

Abb. 8.2: Variationen der Bindungstaschen-aufbauenden

O:Df Aminosiuren

Pos.331 Lys517 Gezeigt ist die Variabilitat der Aminosduren an den zehn
Positionen der Substrat-spezifischen Bindungstaschen von 160

Asp235 untersuchten NRPSs A-Doménen. Diese Reste konnen in drei
\- ._/ Gruppen unterteilt werden. Die beiden Reste Asp235 (azid: rot)
Pos.330 P0s.301 | und Lys517 (basisch: grin) sind annahernd invariant. Die drei

Reste an den Positionen 236, 301 und 330 zeigen nur eine
/{- POIDSO;é:3922 moderate Variabilitit. In einer Vielzahl von A-Domanen (93 %)

0s.236 i werden an diesen Positionen hydrophobe (blau) Aminosauren
I~ verwendet. An den Positionen 239, 278, 299, 322 und 331 kann

b0s.239 eine hohe Variabilitdt der verwendeten Aminosauren beobachtet
' Pos.278 werden (grau).
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All diese Ergebnisse bestatigen die frihere Annahme, dass die zehn Amino-
saure-Reste, welche am Aufbau der Substrat-Bindungstasche beteiligt sind, einen
unterschiedlichen Einfluss auf die Substrat-Selektivitat der korrespondierenden A-
Domane ausuben (siehe Abb. 8.2) [Stachelhaus et al., 1999].

Zwei Reste (Asp235 sowie Lys517) sind annahernd invariant und stabilisieren
durch elektrostatische Interaktionen mit der o-Amino- sowie der a-Carboxylgruppe
die Bindung der Substrat-Aminosaure. Drei weitere Reste (Position 236, 301 und
330) zeigen nur eine moderate Variabilitat und uben somit wahrscheinlich nur einen
modulierenden Einfluss auf die Substrat-Selektivitat aus. Die drei hochvariablen
Reste (Position 239, 322 und 331) hingegen scheinen flr die Ausbildung der
Substrat-Selektivitat verantwortlich zu sein. Die beiden Reste an Position 278 und
299 zeigen ebenfalls eine hohe Variabilitat, jedoch konnte hier gezeigt werden, dass
diese Positionen auch innerhalb von A-Domanen der gleichen Selektivitat stark
variieren kénnen, so dass ihnen eine flexible, Wobble-ahnliche Funktion zuge-
sprochen wurde. Bei den Mutationen, welche im Falle von SrfA-A1 und SrfA-B2 zur
Veranderung der Substrat-Selektivitat fUhrten, handelte es sich um die hochvariablen
Positionen 239 und 322, welche malgeblich an der Ausbildung der Substrat-
Selektivitat beteiligt sind. Im Falle der L-Asp aktivierenden A-Domane von SrfA-B2
konnte gezeigt werden, dass die Einflhrung von weiteren Mutationen an den
moderatvariablen Positionen 299 und 330 zu keiner Erhohung der Substrat-
Selektivitat der korrespondierenden A-Domane fluhrt.

8.1.1 Auswirkungen der Substrat-Veranderung auf die katalytische Effizienz

der konstruierten Mutanten

Bei der Konstruktion der Einzelmutante C-Ag-PCP (Lys239—GIn) konnte
eine gezielte Veranderung der Substrat-Selektivitat erhalten werden, ohne dass die
katalytische Effizienz der A-Domane beeinflusst wurde. In diesem Falle wurde
sowohl fur das Wildtyp-Protein als auch fur die Mutante eine katalytische Effizienz
von kea/Km = 9,4 min™ mM™ erhalten. Beim analogen Experiment mit der A-Domane
von SrfA-B2 flhrte die EinfUhrung der Punktmutation His322—Glu zwar zu der
erwarteten Veranderung der Selektivitat, jedoch war dies mit einer Reduktion der
Aktivitat des AspA-Derivates verbunden. Wahrend das Wildtyp-Protein eine
katalytische Effizienz von kea/Ky = 2 min™ mM™ aufweist, wurde eine um den Faktor
zehn reduzierte Aktivitat fur die Einzelmutante AspA (His322—Glu) ermittelt
(keat/Km = 0,22 min”' mM™"). Diese Reduktion der katalytischen Aktivitat konnte auch
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durch vollstandige Adaptation der AspA-Bindungstasche an die Asparagin-selektive
Bindungstasche der A-Domane von BacC5 nicht kompensiert werden. Die korres-
pondierenden Doppel- und Triplemutanten AspA (His322—Glu, Val299—lle), AspA
(His322—Glu, 1le330—Val) und AspA (His322—Glu, Val299-lle, lle330—Val)
wiesen jeweils die gleiche, um eine GroRReneinheit erniedrigte katalytische Effizienz
(keat/Km = 0,22 min™ mM™") auf.

Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung konnte sein, dass die
Substrat-Selektivitdt von A-Domanen zwar - wie durch den nichtribosomalen Kode
postuliert - von den Bindungstaschen-Konstituenten determiniert wird, ein Einfluss
der proteinogenen Umgebung auf die katalytische Effizienz jedoch nicht ausge-
schlossen werden kann. Um diese Moglichkeit eingehender zu untersuchen, wurden
die Sequenzen der bislang bekannten Asp- und Asn- bzw. Glu- und Gin-selektiven A-
Domanen miteinander verglichen (siehe Abb. 8.3 und Kapitel 9.2).

Die phylogenetische Verwandtschaft der untersuchten A-Domanen wurde mit
Hilfe der Methode von Jotun Hein [Hein, 1990] ermittelt. Unter Bertcksichtigung der
vollstandigen Primarstruktur zeigte sich hierbei, dass es zur Ausbildung von drei
Zweigen an Aspartat- und Asparagin-selektiven A-Domanen kommt: einem
gemischten, der aus den A-Domanen des Genus Actinomyces gebildet wird, sowie
zweier getrennter Zweige der Aspartat- und Asparagin-selektiven A-Domanen des
Genus Bacillus.

Im Gegensatz hierzu kann bei den Glutamat- und Glutamin-selektiven A-
Domaéanen nur die Ausbildung zweier gemischter Kluster beobachtet werden. Die
Gruppe Glu/GIn Fen wird aus den L-Glu-aktivierenden A-Domanen des Fengycin-
und Plipastatin-Biosynthese-Genklusters aus B. subtilis, sowie der L-GIn
aktivierenden Domane des Anabaeno-Peptolid B (Anabaena) gebildet. Die zweite
Gruppe Glu/GIn Srf baut sich aus den ubrigen L-Glu- und L-GIn-aktivierenden A-
Domanen aus B. subtilis und B. licheniformis auf. Da in beiden Klustern A-Domanen
aus B. subtilis enthalten sind, stellt die Herkunft einer A-Domane offensichtlich kein
verlassliches Kriterium fur die Einordnung in die ein oder andere Glu/GIn-Gruppe dar.

Zwischen den phylogenetisch deutlich getrennten Gruppen der L-Asp- und L-
Asn-aktivierenden A-Domanen des Genus Bacillus konnte nur eine geringe Ahnlich-
keit von ca. 40% determiniert werden, die vergleichbar ist mit der Gesamtahnlichkeit
zwischen A-Domanen unterschiedlichster Selektivitat (siehe Anhang). Im Gegensatz
hierzu konnte jedoch innerhalb der Glu/GIn Srf-Gruppe eine hohe Ahnlichkeit von ca.
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50 bis 60% zwischen den L-Glu- und L-GlIn-aktivierenden A-Domanen determiniert
werden. Betrachtet man nicht die gesamte A-Doméne, sondern nur die Region
zwischen den Core-Motiven A4 und A5, welche die Bindungstasche der A-Domane

aufspannt, so verstarkt sich der Grad der Homologie sogar noch (siehe Kapitel 9.2).
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Abb. 8.3: Phylogenetische Verwandtschaft von Asp- und Asn-, sowie Glu- und Gln-selektiven
A-Doménen

Fur die Erstellung des phylogenetischen Baumes wurden die vollstidndigen Aminosaure-Sequenzen
(ca. 550 Aminosauren) von bekannten Asp/Asn- sowie Glu/GIn-selektiven A-Domanen miteinander
verglichen (nach Jotun Hein). Als interner Standard diente die Sequenz der L-Phe-aktivierenden A-
Doméane PheA. Wahrend fir die Asp- (rot) und Asn- (orange) selektiven A-Doméanen je ein deutlich
getrennter Kluster beobachtet wird, kommt es bei den Glu- und Gin-selektiven A-Doméanen zur Aus-
bildung zweier gemischter Kluster (dunkel-/hellblau). Die Benennung dieser Gruppen Glu/GIn Fen und
Glu/GIn Srf erfolgte anhand der Herkunft der Mehrzahl ihrer Vertreter.

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich vermuten, dass bei der gezielten Veran-
derung der Substrat-Selektivitat die katalytische Effizienz tatsachlich in betracht-
lichem Umfang von der Ahnlichkeit der A-Doméanen abhangt. Bislang konnten die
strukturellen Merkmale, die einen positiven Einfluss auf die katalytische Effizienz von
A-Domanen ausuben, noch nicht determiniert werden. Aus diesem Grunde sollten

Experimente zur Proteinevolution von A-Domanen idealerweise nicht auf die ca. 100
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Aminosaure-Reste zwischen Core A4 und A5 beschrankt werden, sondern statt-
dessen alle ca. 550 Aminosaure-Reste einer A-Domane bertcksichtigen, welche die

proteinogene Umgebung des aktiven Zentrums ausmachen.

8.1.2 Degenerierung des Selektivitiats-vermitteInden Kodes fur Glutamat-
sowie Glutamin-aktivierende A-Doméanen
Wie in Abb. 8.3 gezeigt, kommt es im phylogenetischen Baum zur Ausbildung
von zwei gemischten Gruppen von Glu/Gln-aktivierenden A-Domanen. Schaut man
sich innerhalb dieser Gruppen die zehn Aminosaure-Reste genauer an (siehe Abb.
8.4 und 8.5), welche (putativ) die Substrat-Bindungstaschen dieser A-Domanen aus-

bilden, so fallen zwei interessante Punkte auf.

Positionen Abb. 8.4: Alignment der Glu/GIn-
Q % % 013 8 5' ﬁ 8 (‘:') : selektiven Bindungstaschen
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. _ Glu Srf-Gruppe Bindungstaschen der L-Glu- und L-GIn-
Gln Srf-Gruppe selektiven A-Domanen innerhalb der

Gruppen Glu/GIn Fen und Glu/GIn Srf

H GV Glu Fen-Gruppe aufbauen. Ubereinstimmungen von
- .L I . Gln Fen-G Aminosaure-Resten sind rot unterlegt,
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GIuA(SrfA-A1) GluA(FenC1) der Substrat-Selektivitat von L-Glu zu L-

GIn an den Positionen 239 bzw. 278, 322
und 330 sind in rot hervorgehoben.

Wahrend sich die L-Glu- und L-GIn-selektiven Bindungstaschen innerhalb der
Srf-Gruppe lediglich an einer einzigen Position unterscheiden, sind innerhalb der
Fen-Gruppe drei variable Positionen zu beobachten (siehe Abb. 8.4 und 8.5).

Innerhalb der Fen-Gruppe kommt es nur zu moderaten Veranderungen der
hydrophoben Aminosaure-Reste an den Positionen 322 (Gly vs. Leu) und 330 (Val

vs.lle), welche — auch vor dem Hintergrund der in dieser Arbeit generierten AspA-
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Mutanten - vermutlich keinen Effekt auf die Ausbildung der Substrat-Selektivitat aus-
bilden. Im Gegensatz hierzu kommt es an der Position 278 zum Austausch der
basischen Aminosaure His gegen die polare Aminosaure GIn, wodurch eine
Ladungsverschiebung innerhalb der Bindungstasche induziert wird. Diese Position ist
demnach vergleichbar zur hochvarianten, Selektivitats-vermittelnden Position 239
innerhalb der Srf-Gruppe, wo analog der Austausch der basischen Aminosaure Lys
gegen die polare Aminosaure GIn beobachtet wird.

Interessanterweise wurde jedoch urspringlich postuliert, dass es sich bei den
Positionen 278 und 299 um flexible, Wobble-ahnliche Reste handelt, die keinen oder
nur geringen Einfluss auf die Substrat-Selektivitat ausiben [Stachelhaus et al., 1999].
Das hier gezeigte Beispiel zeigt jedoch, dass anscheinend auch die Variation einer
Wobble-Position ausreichend sein kann, um eine Veranderung der Substrat-
Selektivitat zu induzieren.

Des weiteren fallt beim Vergleich der L-Glu- und L-GIn-selektiven A-Domanen
auf, dass die Mitglieder der Srf- und Fen-Gruppe deutlich unterschiedliche Strategien
zur Erkennung ein und desselben Substrates entwickelt haben. Auch dieser Befund
ist konsistent mit einer friheren Beobachtung, bei der eine Redundanz und
Degenerierung des nichtribosomalen Kodes von NRPS A-Doméanen beobachtet
wurde [Stachelhaus et al., 1999]. In den hier gezeigten Beispielen (siehe Abb. 8.4 und
8.5) werden insgesamt funf Aminosaure-Substitutionen zwischen den Glu-Kodonen
der Srf- und Fen-Gruppe beobachtet. Wahrend es an den Positionen 236, 299 und
322 nur zu moderaten Veranderungen von hydrophoben Aminosaure-Resten kommt,
kann die Verschiebung der Selektivitats-vermittelnden basischen Aminosaure von
der Position 239 (Lys; Srf-Gruppe) zur Wobble-Position 278 (His; Fen-Gruppe)
beobachtet werden. Obwohl sich die beiden L-Glu-selektiven A-Doméanen an funf
Positionen unterscheiden, wird offensichtlich nur ein modulierender Einfluss auf die
Gestalt der Bindungstasche ausgeubt, die weiterhin in der Lage ist, das gleiche

Aminosaure-Substrat zu aktivieren.

8.1.3 Erweiterung des Selektivitats-vermitteInden Kodes

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Arbeiten zur Veranderung der Substrat-
Selektivitat stutzen sich im wesentlichen auf den nichtribosomalen Kode. Dieser
wurde auf der Basis der Kiristallstruktur der L-Phe-aktivierenden A-Domane des
Initiations-Moduls des Gramicidin S-Biosynthese-Genklusters aufgestellt. Kirzlich

konnte nun durch die Aufklarung der Kristallstruktur der einzelstandigen 2,3-



116 Diskussion

Dihydroxybenzoat (DHB)-aktivierenden A-Domane DhbE, die strukturelle Basis fur
die Erkennung und Aktivierung von Arylsauren aufgeklart werden [May et al., 2002].
Beide Strukturen zeigen ein hohes MaR an Ahnlichkeit, offenbaren darliber hinaus
aber auch zwei Hauptunterschiede zwischen Amino- und Arylsdure-aktivierenden A-
Domanen im Bereich ihrer Substrat-Bindungstaschen.

So bildet das Core-Motiv A4 (FDxS) bei Aminosaure-aktivierenden A-
Domanen den N-terminalen Ankerpunkt fur die Bestimmung der Bindungstaschen-
bildenden Aminosaure-Reste. Innerhalb dieses Cores liegt der invariante Rest
Asp235, welcher durch elektrostatische Wechselwirkungen mit der a-Aminogruppe
zur Stabilisierung des gebundenen Substrates fuhrt. Da die Arylsauren keine o-
Aminogruppe besitzen entfallt die Notwendigkeit von Asp235. Entsprechend ist
dieser Rest in Arylsaure-aktivierenden Domanen wie DhbE auch nicht konserviert.
Anhand der Ko-Kristallisation von DhbE mit den Substraten DHB und ATP konnte
stattdessen gezeigt werden, dass der N-terminale Ankerpunkt fur die Bestimmung
der Bindungstaschen-Konstituenten hier durch das Sequenzmotiv
"BAHNYPLSSPG®*?"  (fir PheA: "*FDASVWEMF?**")  determiniert  wird
(Nummerierung der Aminosauren erfolgt anhand der Daten fur PheA). Bei der Akti-
vierung von Arylsauren ersetzt die polare Seitenkette von Asn die saure Seiten-
gruppe von Asp an der invarianten Position 235. Hierdurch kommt es zur
Stabilisierung des Substrates durch Ausbildung einer Wasserstoffbriicken-Bindung
zwischen Asn235 und der 2-Hydroxylgruppe des DHBs.

Der zweite strukturelle Unterschied betrifft das Core-Motiv A5, den C-
terminalen Ankerpunkt bei der Bestimmung der Bindungstaschen-Konstituenten. Die
Sequenz dieses Motivs unterscheidet sich stark zwischen Arylsaure-
(***QVxGMAEGL**®) und Aminoséure-aktivierenden A-Domanen (*°NxYGPTE>%).
Dennoch ist der hochkonservierte Rest Glu327 (fett hervorgehoben) in den
Strukturen von PheA und DhbE an der gleichen raumlichen Position lokalisiert.
Anschlielend nehmen die Hauptketten der beiden A-Domanen jedoch kurzzeitig
einen deutlich unterschiedlichen Verlauf. Dies ist in Abb. 8.6. anhand der Uber-
lagerung beider Strukturen in der Region zwischen Position 327 bis 333 dargestellt.

Wahrend bei DhbE in dieser Region ein gerader Verlauf der Hauptkette zu
beobachten ist, kommt es in der PheA-Struktur zur Ausbildung eines Bogens. Dieser
Bogen hat zur Folge, dass in der Substrat-Bindungstasche von PheA die Seiten-

ketten von 11e330 und Cys331 mit der Substrat-Aminosaure wechselwirken, wahrend
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die Seitenkette von Ala332 vom Substrat weg zeigt. Die Stabilisierung des DHBs
erfolgt hingegen u.a. uber die Seitenketten von Val330 und Tyr332, wahrend hier die
Seitenkette von Asn331 vom Substrat weg weist. Im Hinblick auf den Selektivitats-
vermittelnden Kode von NRPS A-Domanen wird also im Falle des DhbEs, dem
Prototyp einer Arylsaure-aktivierenden A-Domane, der hochvariable Aminosaure-
Rest 331 durch den neuen, Bindungstaschen-aufbauenden Rest 332 ersetzt (siehe
Abb. 8.6+7).

Glu327

lle330

DhbE Uberlagerung PheA

Abb. 8.6: Vergleich der Bindungstaschen von DhbE und PheA

Dargestellt ist der Verlauf der Hauptkette (durchgangiger Streifen) in der Region zwischen Position
327 und 333 der katalytischen Bindungstaschen von DhbE (griin) und PheA (blau). Die Substrate Phe
(rot) und DHB (orange) sind im Kugel/Strich-Model dargestellt, wahrend die Aminosaure-Seitenketten
an Position 330, 331 und 332 als Striche hervorgehoben sind. Wahrend bei PheA die Reste 11€330
und Cys331 an der Substrat-Bindung beteiligt sind, wird DHB auf Grund des unterschiedlichen Haupt-
kettenverlaufes von Val330 und Tyr332 stabilisiert.

Da ein DhbE-ahnlicher Verlauf der Hauptkette nach Position 327 in den bisher
strukturell nicht aufgeklarten A-Domanen nicht ausgeschlossen werden kann, musste
der Selektivitats-vermitteInde Kode fur NRPSs A-Domanen um die neue Position 332
erweitert werden (siehe Kapitel 9.3). Exemplarisch wurde dies in Abb. 8.7 fir die
verwendeten Glu-/GIn- bzw. Asp-/Asn-selektiven A-Domanen aufgezeigt. Im Falle
der Glu/GIn-selektiven A-Domanen ist zu beobachten, dass sowohl die Position 331
als auch die Position 332 konserviert zu sein scheinen. Dementsprechend stellt der
Rest Ala332 auch kein neues Ziel fur eine gerichtete Mutagenese dar, da selbst im
Falle eines veranderten, DhbE-ahnlichen Verlaufes der Hauptkette kein Unterschied
zwischen Glu- und GIn-Kodonen zu beobachten ware. Das Gegenteil gilt bei der
gezielten Veranderung der Substrat-Selektivitat einer Aspartat-aktivierenden A-
Domaéne (z. B. SrfA-B2) zum korrespondierenden Seitenkettenamid, in dem eine
Veranderung des Aminosaure-Restes an Position 332 bertcksichtigt werden musste.
Wahrend an dieser Position in den Asp-selektiven A-Domanen der hydrophobe Rest

Ala332 enthalten ist, tragen die Asn-selektiven A-Domanen hier die konservierte
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polare Aminoséure Cys (siehe Anhang). Zur Uberpriifung des Einflusses der neuen
Position 332 auf die Selektivitat und katalytische Effizienz von A-Domanen, musste
daher die neue Doppelmutante AspA (His322—Glu, Ala332—Cys) konstruiert und

biochemisch charakterisiert werden.

Abb. 8.7: Erweiterung des Selek-
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8.2 Veranderung der Substrat-Selektivitat von NRPS A-Domanen
in vivo

Im zweiten Teilexperiment sollte untersucht werden, ob sich die ortsgerichtete
Mutagenese der Bindungstaschen-aufbauenden Aminosauren fur das Design neuer
Peptidantibiotika eignet. Als Modelsystem hierfur diente das Surfactin-Biosynthese-
Operon von B. subtilis (siehe Abb. 8.8) [Cosmina et al., 1993].

In einer Vielzahl von Bacillus Stammen konnte bislang die Produktion unter-
schiedlicher Lipoheptapeptid-Derivate nachgewiesen werden. Diese Produkte lassen
sich in die zwei Familien der Surfactine und Lichenysine unterteilen. Wahrend in den
Surfactinen als Startaminosaure Glutamat enthalten ist, beginnen die Lichenysine mit
dem korrespondierenden Seitenkettenamid Glutamin. Weiterhin konnen innerhalb
der Familien Variationen der hydrophoben L-Aminosauren an Position 4 und 7 beob-
achtet werden [Peypoux et al., 1999; Yakimov et al., 2000], wahrend die Positionen 2, 3, 5
und 6 keine Veranderungen aufweisen.

Aufgrund seiner Oberflachenspannung-reduzierenden Aktivitat stellt Surfactin
ein interessantes Biomolekul fur die Industrie dar. Zur Aufklarung der Struktur-

Funktionsbeziehung wurde im letzten Jahrzehnt versucht, eine Vielzahl neuer
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Derivate auf biosynthetischem Wege zu erzeugen. So war es mdglich durch Zufit-
terung von ausgesuchten Aminosauren neue Derivate zu erhalten, welche
Variationen der L-Aminosauren an Position 2, 4 und/oder 7 aufwiesen [Peypoux et al.,
1999]. Bei all diesen Experimenten konnte jedoch gezeigt werden, dass die D-Amino-
sauren an Position 3 und 6, sowie der L-Aspartat-Rest an Position 5 hochkonserviert

und invariant zu sein scheinen.

PsrfA
sfp OH

o]
Surfactin Oi\ﬁknﬁjz éo\
N A o
n 0 HN™ O
.Glu .Leu .Leu .Val .Asp .Leu % %P/H Hn
Q %o Yo

SrfA-B SrfA-C

Modul 1 pogui2 Modul 3 progur 4 Modul 5 poguie Modul 7

SrfA-A SrfA-B SrfA-C
(402 kDa) (401 kDa) (144 kDa)

Abb. 8.8: Das Surfactin-Biosynthese-Operon aus B. subtilis ATCC 21332

Gezeigt ist die chromosomale Region des Surfactin-Biosynthese-Genklusters (srfA) von B. subtilis
ATCC 21332 mit den Genen srfA-ABCTE. Die drei Peptidsynthetasen SrfA-ABC katalysieren die
Bildung des Lipoheptapeptides Surfactin (n=1-3). Die fir die Selektivitats-Verdnderung verwendeten
Module 1 und 5 sind in rot hervorgehoben.

So beschrankten sich die ersten Versuche zum rationellen Design neuer Lipo-
heptapeptid-Derivate folglich auf die variablen Positionen 1, 2 und 7. Die meisten
Aminosaure-Substitutionen wurden hierbei an Position 7 durchgefuhrt, wo anhand
des Austausches von Minimal-Modulen (A-PCP) innerhalb des Elongations-Moduls 7
die neuen Reste L-Phe, L-Cys und L-Orn inkorporiert werden konnten [Stachelhaus et
al., 1995]. Analog gelang es, die nicht-proteinogene Aminosaure L-Orn an Position 2
zu integrieren [Schneider et al., 1998]. Mit Hilfe dieser Minimal-Modul-Austausche war es
zwar moglich die neuen Surfactin-Derivate zu produzieren, jedoch musste eine
starke Verringerung der Produktivitat beobachtet werden. Das dieser Verlust der
Produktivitat nicht ausschliel3lich auf die Akzeptor-Selektivitat der C-Domane zurtck-
gefihrt werden kann, konnte anhand des Austausches des vollstandigen
Elongations-Moduls 2 mit der Domanenorganisation C-A-PCP aufgezeigt werden
[Mootz et al., 2002b]. Vielmehr ist davon auszugehen, dass es beim Austausch zu
Storungen der inter- und intramodularen Kommunikation, sowie der Tertiarstruktur
kommt. Diese Probleme konnten beim Austausch des vollstandigen Elongations-
Moduls 1 SrfA-A1 gegen das homologe Glutamin-selektive Elongations-Modul 1 des
Lichenysin-Biosynthese-Operons (LicA1) vermieden werden. In diesem Falle kommt
es zum Austausch von Proteinfragmenten hoher Homologie (60% Ahnlichkeit), so
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dass die genannten Stérungen weitgehend minimiert und kein Verlust der Produk-
tivitat bei der Biosynthese des neuen [Glu"]-Surfactin-Derivat beobachtet werden
konnte [Yakimov et al., 2000].

8.2.1 Veranderung der Substrat-Selektivitit an Position 5 des Surfactin-Bio-
synthese-Systems

In der vorliegenden Arbeit sollte die Anwendbarkeit des nichtribosomalen
Kodes als neue Methode fur die gerichtete Manipulation des Surfactin-Biosynthese-
Operons untersucht werden. Im ersten Experiment wurde hierbei die hoch-
konservierte Aminosaure L-Asp an Position 5 des Lipoheptapeptides ausgetauscht.
Wie zuvor erlautert, galt diese Position als invariant und so konnten in fruheren
Studien auch keine neuen Lipoheptapeptide durch den Austausch von Minimal-
modulen innerhalb des Elongations-Moduls 5 des NRP-Biosynthese-Templates
generiert werden [Schneider, 1996]. Deshalb sollte nun untersucht werden, ob durch die
EinfUhrung einer einzigen Punktmutation His322—Glu, welche zur Veranderung der
Substrat-Selektivitat der A-Doméane des funften Moduls von L-Asp zu L-Asn fuhrt, die
Produktion des neuen [Asn’]-Surfactin-Derivates erméglicht wird. Fiir die genetische
Manipulation des Surfactin-Biosynthese-Genklusters wurde eine zweistufige Marker-
Austausch-Methode verwendet. Hierbei wurde zuerst die kodierende Region srfA-B2
mit der selektierbaren Chloramphenicol-Resistenz-Kassette cat unterbrochen, bevor
die Rekonstitution durch Integration des mutierten DNA-Fragmentes srfA-B2(H322E)
erfolgte. Nach der Konstruktion der Mutante B. subtilis KE100 wurden die
produzierten Lipopeptide mittels HPLC/MS und MS/MS analysiert. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass das erwartete neue Lipopeptid-Derivat [Asn’]-Surfactin produ-
ziert wird. Somit war der Austausch eines einzelnen Aminosaure-Restes in der 401
kDa umfassenden Peptidsynthetase SrfA-B ausreichend, um eine Variation der
Aminosaure an der hochkonservierten Position 5 des Lipoheptapeptides zu
generieren.

In den Extrakten des Kulturiberstandes von B. subtilis KE100 konnte neben
dem neuen [Asn’]-Derivat auch Wildtyp-Surfactin ([Asp’]-Surfactin) detektiert
werden. Da das [Asn’]-zu-[Asp’]-Verhaltnis Gber die Zeit abnahm, d.h. Gber die Zeit
mehr Wildtyp-Surfactin gebildet wurde, konnte ein eventueller Einfluss von Neben-
spezifitaten der NRPS A- und C-Domanen ausgeschlossen werden. Im Falle einer
Enzym-katalysierten Bildung des Wildtyp-Derivates ware namlich ein konstantes

[Asn’]- zu [Asp’]-Verhaltnis zu erwarten gewesen. Aufgrund der vorliegenden Daten
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ist daher eine Instabilitit des [Asn’]-Derivates die naheliegendste Erklarung. Fiir eine
Vielzahl von Peptiden und Proteinen wurde die Desamidierung von Asparagin-
Resten berichtet [Bischoff & Kolbe, 1994], die im Falle des [Asn’]-Surfactins zum Abbau
des Asparagin-Restes an Position 5 und zur Bildung von WiIdtyp-[Asps]-Surfactins
fuhren wirde. Eine solche Desamidierung stande im Einklang mit der beobachteten

zeitlichen Abnahme des [Asn’]- zu [Asp°]-Verhaltnisses

8.2.2 Veranderung der Substrat-Selektivitat an Position 1 des Surfactin-Bio-
synthese-Systems

Am Beispiel des Surfactin-Biosynthese-Systems aus B. subtilis OKB105
konnte bereits die erfolgreiche L-Glu- zu L-GIn-Substitution an Position 1 des Lipo-
heptapeptids aufgezeigt werden. Hierbei war es Yakimov et al. [Yakimov et al., 2000]
mdglich, nach dem Austausch des vollstandigen Elongations-Modul 1 gegen das
homologe Modul des Lichenysin-Biosynthese-Systems aus B. licheniformis, das ver-
anderte [GIn']-Surfactin aus B. subtilis 1D1 zu isolieren und zu charakterisieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits in vitro gezeigt, dass die Einflhrung
der Punktmutation Lys239Gin in die A-Domane von SrfA-A1 ausreichend ist, um eine
Umwandlung der Substrat-Selektivitat von L-Glu nach L-GIn zu erreichen. Dies sollte
nachfolgend auf das in vivo-System Ubertragen werden, um - in Analogie zum gerade
gezeigten [Asn’]-Surfactin - das entsprechende [GIn']-Acylheptapeptid zu
produzieren. Im Vergleich zum Yakimov-Experiment, in dem ein gesamtes Elongati-
ons-Modul bestehend aus 1045 Aminosaure-Resten ausgetauscht wurden, wirde
sich hierbei der Eingriff in das Proteintemplat auf die Veranderung einer einzigen
Aminosaure minimieren.

Wiederum wurde flr die genetische Manipulation des Surfactin-Biosynthese-
Genklusters die zweistufige Marker-Austausch-Methode verwendet. Jedoch war es -
aus bislang ungeklarten Grinden - nach der Unterbrechung des srfA-A-Gens diesmal
nicht moglich, dieses Gen durch die Integration des mutierten DNA-Fragmentes
srfA-A1(L239Q) in B. subtilis KE150 zu rekonstituieren. Ein methodischer Fehler
konnte ausgeschlossen werden, da eine erfolgreiche Integration unter Verwendung
des Wildtyp-Fragmentes erhalten wurde (siehe Konstruktion von B. subtilis KE160,
Kapitel 5.4.3, diese Arbeit).
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8.2.3 Sensitivitat von B. subtilis ATCC 21332

Der in dieser Arbeit verwendete Stamm B. subtilis ATCC 21332 stellt kein
isogenes Derivat von B. subtilis OKB105 dar, wodurch eine erhdhte Sensitivitat von
B. subtilis ATCC 21332 gegen das neue Surfactin-Derivat eine mogliche Erklarung
fur das Misslingen der Integration des mutierten DNA-Bereiches srfA-A7(L239Q) in
das Surfactin-Biosynthese-Genkluster darstellen kdnnte. Fur das in B. subtilis 1D1
produzierte [GIn']-Surfactin-Derivat konnte eine erhohte Oberflichen-Aktivitat im
Vergleich zum Wildtyp-Surfactin nachgewiesen werden [Yakimov, et al., 2000]. [GIn']-
Surfactin ist in der Lage die Oberflachenspannung von Wasser von 72 mN/m auf
25,5 mN/m zu reduzieren, wobei die kritische micellare Konzentration (critical micelle
concentration CMC) bereits bei 13,5 uM erreicht wird. Die Oberflachenaktivitat ist
damit vergleichbar mit der des Lichenysin A (12 uM) und liegt aber deutlich Gber der
des Surfactins (CMC = 20 pM). Diese Variation der Aktivitat lasst sich auf die
Herabsetzung der Polaritdt des Peptidteils beim Austausch von L-Glu zu L-GIn
zuruckfuhren. Hierdurch kommt es zu einer Veranderung des Hydrophilie-Lipophilie-
Verhaltnisses, welches offensichtlich einen positiven Einfluss auf die Oberflachen-
Aktivitat ausubt. Wahrend die Aktivitat des Surfactins dartber hinaus durch hohe
Natriumchlorid-Konzentrationen inhibiert wird, konnte eine Halotoleranz fir das
[Gln1]—Lipoheptapeptid determiniert werden.

Eine wichtige Voraussetzung fur das rationale Design von neuen Peptid-
antibiotika ist die Autoimmunitat des Produzentenstammes gegen das gebildete
Produkt. Kirzlich konnte in B. subtilis der Selbst-Resistenz-Mechanismus gegen das
Lipoheptapeptid Surfactin aufgeklart werden [Tsuge et al., 2001]. Das kodierte Protein
des identifizierten Gens yerP stellt das erste Mitglied der Familie der Protonen-ange-
triebenen Efflux-Pumpen der Resistenz, Nodulation und Zellteilung (RDN) in Gram-
positiven Bakterien dar. Die Deletion von yerP fuhrte zum Erhalt von Surfactin-
sensitiven Mutanten. Obwohl der Transport noch nicht direkt gezeigt werden konnte,
geht man davon aus, dass der Export des gebildeten Surfactins von YerP katalysiert
wird. Eingehende Untersuchungen zur Selektivitat dieser Efflux-Pumpe sind von
grolRem Interesse, um auftretende Probleme wie z. B. toxische Nebenwirkungen der
Surfactin-Derivate ausschlieBen zu konnen. Je breiter die Substrat-Selektivitat von
YerP ist, um so grofer waren die Moglichkeiten fur die genetische Manipulation des

Surfactin-Biosynthese-Genklusters zum rationalen Design von neuen Lipopeptiden.
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8.2.4 Selektion auf den Verlust eines Marker-Gens in B. subtilis

Eine Limitierung der Anwendbarkeit der genetischen Manipulation von NRPS-
Biosynthese-Genklustern, und damit eventuelle Mit-Ursache des Scheiterns der
Veranderung der Substrat-Selektivitat an Position 1 des Surfactin-Biosynthese-
Systems, konnte die Verwendung der zweistufigen Marker-Austausch-Methode sein.
Hierbei wird das interessierende NRPS-Gen zunachst mit einem selektierbaren
Marker unterbrochen und anschlielend mit einem mutierten Gen-Fragment
rekonstituiert. Da es bei zweiten Schritt nicht mdglich ist, positiv auf die Integration
des mutierten Bereiches und den Verlust des Markers zu selektieren, erfolgt diese
Rekonstitution Ublicherweise mittels eines Kongression-Experimentes. Hierbei wird
auf den Erhalt eines unabhangigen Markers selektiert, in der Hoffnung, dass eine
simultane Rekonstitution des interessierenden NRPS-Gens stattgefunden hat (siehe
Abb. 8.9).
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Abb. 8.9: Genetische Manipulation der Position 1 des Surfactin-Biosynthese-Genklusters

A) Schematische Darstellung des durchgefihrten Kongression-Experimentes. B. subtilis KE150 wurde
parallel mit dem Integrationsplasmid phomoGIuCAPCP(K239Q) und dem Helferplasmid pNEXT33A
transformiert (Kongression). Leider konnte hierbei keine erfolgreiche Rekonstitution von srfA-A und
Integration der mutierten Region gluCAPCP(K239Q) erreicht werden. In B) ist schematisch der Modul-
Austausch von Yakimov et al. gezeigt. Bei einer Temperatur von 48 °C liegt RepTS in der inaktiven
Form vor, so dass eine Single-Crossover-Integration ermoglicht wird. Beim folgenden Temperaturshift
auf 30 °C wird unter dem Druck des aktiven Replikons das Ausloopen erzwungen. Die ausloopenden
DNA-Bereiche sind unterstrichen dargestellt. Griin: Bildung der Rekonstitution von srfA-A7; rot: Riick-
bildung der Deletionsmutante.
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Bei der beschriebenen Konstruktion von B. subtilis 1D1 hingegen erfolgte die
Integration unter dem Druck des Temperatur-sensitiven Replikons RepTS [Yakimov et
al., 2000] (siehe Abb. 8.9). Der erste Transformationsschritt erfolgt bei 48°C. Bei dieser
Temperatur liegt das Replikon in der inaktiven Form vor, so dass die Integration des
vollstandigen Plasmids uber Single-Crossover erfolgen kann. Auf dieses Ereignis
kann aufgrund der vorhandenen Resistenz-Gene gegen MLS und Km positiv
selektiert werden. Im zweiten Schritt erfolgt ein Temperaturshift auf 30°C, wobei das
Replikon aktiviert wird. Da innerhalb eines zusammenhangenden DNA-Fragmentes
jedoch nur ein Replikon existieren darf, kdbnnen nun nur jene Zellen Uberleben, die
RepTS ausloopen. Die erhaltenen MLS-sensitiven Klone, in denen das Plasmid
ausgeloopt wurde, mussten anschliel3end auf Km-Sensitivitat untersucht werden, da
es neben der stabilen Integration des fremden DNA-Bereiches auch zur Rickbildung
der Km-resistenten Deletionsmutante B. subtilis AGlu kommen kénnte (siehe Abb.
8.9). In der Tat beobachteten Yakimov et al., dass nur etwa 10% ihrer erhaltenen,
MLS-sensitiven Transformanten auch den Verlust des selektierbaren kan-Markers
und die Integration von IchA-A1 aufwiesen.

Eine Vereinfachung der genetischen Manipulation des Surfactin-Biosynthese-
Genklusters kénnte durch die Verwendung einer Gegenselektions-Methode ereicht
werden. Hierbei wirde bei der Unterbrechung des NRPS-Gens neben dem selektier-
baren Marker (Resistenz-Kassette) ein weiteres Gen integriert werden, auf dessen
Verlust anschliel3end positiv selektiert werden kann.

Ein solches Gegenselektions-System wurde kirzlich fur B. subtilis
beschrieben und basiert auf der Verwendung des upp-Gens, welches fur die Uracil-
Phosphoribosyl-Transferase (UPRTase) kodiert [Fabret et al., 2001]. Dieses Enzym ist
in den Pyrimidin-Stoffwechsel involviert und katalysiert die Bildung von UMP aus
Uracil und 5'-Phosphoribosyl-a-1-Pyrophosphat. Bei dem beschriebenen System
macht man sich die Nebenspezifitat der UPRTase fur 5-Fluorouracil zu Nutzen. Bei
der Enzym-katalysierten Reaktion kommt es hierbei zur Bildung des toxischen
5-Fluoro-UMP, welches zum Absterben der upp-exprimierenden Bakterien-Zellen
fahrt.

Um die Verwendung dieses Selektionssystem in B. subtilis ATCC 21332 zu
ermdglichen, wurde in einem ersten Schritt von Frau Nadine Kessler das inharente
upp-Gen deletiert. Anschlielend soll dieser upp-Deletionsstamm B. subtilis NK20 fir

die Integration einer selektierbaren Resistenz-Kassette sowie einer neuen Kopie von
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upp in die srfA-A1 Region verwendet werden. Bei der folgenden Transformation des
erhaltenen B. subtilis Stammes mit dem mutierten DNA-Fragment srfA-A1(L239Q),
konnte anschlie3end direkt auf die Rekonstitution von SrfA-A1 selektiert werden. Nur
jene Transformanten, welche einen Verlust von upp und somit die Rekonstitution von
SrfA-A aufweisen, waren in der Lage auf 5-Fluorouracil-haltigen Medium zu
wachsen. Alle anderen Zellen wirden dagegen aufgrund der UPRTase-katalysierten
Bildung des toxischen 5-Fluoro-UMPs absterben.

8.3 Veranderung der Substrat-Selektivitat - ein Ausblick

Am Beispiel der Produktion des neuen [Asn’]-Surfactin-Derivates in B. subtilis
KE100 konnte die Anwendbarkeit des Selektivitats-vermittelnden Kodes flur das
rationale Design von neuen Peptidantibiotika aufgezeigt werden. Jedoch mussen bei
der Anwendung dieser Technologie einige Limitierungen bericksichtigt werden. Zum
einen macht die Veranderung der Substrat-Selektivitat von NRPSs A-Domanen nur
in dem Umfang Sinn, in dem das alternative Substrat von benachbarten Domanen
und Modulen prozessiert werden kann (Stichwort: Akzeptor-Selektivitat von NRPS C-
Domanen). Zum anderen sind die bislang beschriebenen Beispiele fur die Veran-
derung der Substrat-Selektivitat auf die Einfuhrung von maximal drei Punkt-
mutationen in die Substrat-Bindungstasche limitiert. Folglich konnten bisher nur
leichte Variationen in der Gestalt bzw. Polaritat des erkannten Substrates erzielt
werden (L-Phe vs. L-Leu, L-Asp vs. L-Asn und L-Glu vs. L-GIn). Ungeachtet dessen
belegen die experimentellen Daten jedoch eindeutig den unterschiedlichen Einfluss
der Bindungstaschen-aufbauenden Aminosauren auf die Selektivitat der A-Domanen.
Diese Information ermdglicht nun die gezielte Modellierung der Substrat-Selektivitat
von A-Domanen, wodurch beispielsweise vollstandig neue Substrate fur eine Akti-
vierung durch NRPSs A-Domanen zuganglich gemacht werden kdnnten.

Allgemein handelt es sich bei NRPSs um Enzyme mit breiter Substrat-
Spezifitat. Dies fuhrt bei der Fermentation der entsprechenden Produzentenstamme
zur Bildung verschiedener Derivate eines NRPs, von denen in der Regel nur eine
Verbindung die gewlnschte biologische Aktivitat besitzt. Prominente Beispiele hierflr
sind der Antitumor-Wirkstoff Epothilon, das immunsuppressive Cyclosporin, sowie
das Peptidantibiotikum Bacitracin. So kommt es z. B. bei der Fermentation von B.
licheniformis zur Produktion eines heterogenen Komplexes aus 15 verschiedenen,

zyklisch-verzweigten Dodecapeptiden, von denen nur flir das Hauptprodukt,
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Bacitracin A, eine antibakterielle Wirkung nachgewiesen werden konnte. In diesem
Zusammenhang stellt die Modulation der Substrat-Selektivitat von A-Doméanen eine
nutzliche Methode dar, um die Nebenspezifitaten der NRPSs zu reduzieren. Hier-
durch koénnte die Produktion der Nebenprodukte unterdrickt werden und eine

erhohte Effizienz der fermentativen Peptidantibiotika-Produktion erzielt werden.

8.4 Heterologe Expression von NRPS-Genen in B. subtilis

In der vorliegenden Arbeit konnte die vorteilhafte Verwendung des srfA-
Deletionsstammes B. subtilis KE30 fur die heterologe Expression von NRPS-Genen
aufgezeigt werden. Zunachst wurde anhand der Konstruktion des bi-funktionalen
Vektorsystems die Expression eines artifiziellen dimodularen NRPS-Systems parallel
in E. coli und B. subtilis getestet. Wahrend im heterologen Wirt E. coli eine
Degradation des rekombinanten Proteins beobachtet wurde, konnte in B. subtilis
I6sliches, funktionelles und posttranslational-modifiziertes Protein erhalten werden.

Als weiteres Beispiel fur die heterologe Expression von NRPS-Genen in B.
subtilis KE30 diente die Rekonstitution des vollstandigen, 49kb-umfassenden
Bacitracin-Biosynthese-Genklusters aus B. licheniformis ATCC 10716 [Konz et al.,
1997]. Hierbei konnte wiederum gezeigt werden, dass der heterologe Wirt B. subtilis
in der Lage ist, die drei nichtribosomalen Peptidsynthetasen BacABC in einer
funktionellen und posttranslational-modifizierten holo-Form zu produzieren. Aufgrund
der zusatzlichen Expression der mit der Bacitracin-Synthese assoziierten Gene bacT,
bacRS und bcrABC ist der generierte B. subtilis Stamm daruber hinaus in der Lage
eine Selbst-Resistenz gegen Bacitracin auszubilden und signifikante Mengen des

verzweigt-zyklischen Peptidantibiotikums zu produzieren.

8.4.1 Chromosomale Integration in die ehemalige srfA-Region von B. subtilis

KE30

Die gut untersuchten genetischen und fermentativen Methoden, sowie die
Fahigkeit eine Vielzahl von nichtribosomalen Peptiden zu produzieren, machen B.
subtilis zu einem attraktiven Wirt fur die heterologe Expression von NRPS-Genen.
Ein Problem hierbei stellt jedoch die beschriebene Instabilitat von Plasmiden dar,
welche eine Integration der rekombinanten Gene in das Bacillus-Chromosom erfor-
derlich macht [Bron et al., 1991; Ehrlich et al., 1986]. Obwohl eine solche Integration
zeitaufwendig ist, so liefert sie doch in der Regel stabile Chromosomen, so dass

wahrend der Fermentation kein Verlust der genetischen Information beobachtet
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werden kann. Dies stellt einen bedeutenden Vorteil gegenlber vergleichbaren
Ansatzen in E. coli dar, in denen beispielsweise versucht wurde, den vollstandigen
Polyketid-Biosynthese-Genkluster fur 6-Deoxyerythronolid B aus Saccharopolyspora
erythraea auf einem trimeren Vektorsystem in E. coli zu rekonstituieren [Pfeifer et al.,
2001]. Aufgrund der Inkompatibilitat und Instabilitdt der Plasmide kam es hierbei
wahrend der Fermentation zum Verlust eines Teils der rekombinanten, genetischen
Information und in der Folge zur Verringerung der Produktivitat des artifiziellen
Systems.

Im Gegensatz hierzu konnte gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit durch-
gefuhrte Integration des Bacitracin-Biosynthese-Genklusters in B. subtilis auch tUber
mehrere Generationen stabil ist. Ein kritischer Punkt bei der Einfuhrung des voll-
standigen, 49kb-umfassenden Biosynthese-Genklusters war jedoch die damit einher-
gehende VergroRerung des B. subtilis Chromosoms um 1,1%. Um hierdurch
eventuell auftretende Probleme auszuschlieen, wurde der eigens hierfur
konstruierte B. subtilis Stamm KE30 verwendet, in welchem das 26kb-umfassende
srfA-Biosynthese-Operon deletiert wurde. Auf diese Weise konnte die Expansion des
Chromosoms auf 0,5% reduziert, sowie eine unerwinschte Wechselwirkung
zwischen dem B. subtilis inharenten Surfactin-Biosynthese-Operon und dem

rekombinanten NRPS-System ausgeschlossen werden.

8.4.2 Uberproduktion von NRPSs in B. subtilis

Aufgrund ihrer enormen Grdflde und ihres multimodularen Aufbaus stellt die
heterologe Produktion von NRPSs einen Engpass fur die biochemische
Charakterisierung dieser Enzyme dar. Bislang beschrankten sich die Unter-
suchungen zur heterologen Expression von NRPS-Genen auf den Wirt E. coli.
Hierbei musste jedoch in vielen Fallen die Bildung von unléslichen, inaktiven oder
degradierten Proteinen beobachtet werden [Pfeifer & Khosla, 2001; Symmank et al., 1999].
Diese Problematik lasst sich wahrscheinlich auf eine unzureichende Faltung der
heterolog Uberproduzierten Enzyme zuruckfuhren. Eine Losung dieses Problems
konnte anhand der heterologen Expression von NRPS-Genen aus filamentdsen
Pilzen und Actinomyceten aufgezeigt werden. Unter der Verwendung eines
verwandten Wirtes war es hierbei moglich, die Proteine in einer funktionellen, aktiven
Form zu produzieren [Schauwecker et al., 1998; Smith et al., 1990b].

Da eine Vielzahl der bislang bekannten nichtribosomalen Peptidantibiotika in

Mikroorganismen des Genus Bacillius produziert werden [Stachelhaus et al., 2002], sollte



128 Diskussion

in dieser Arbeit u. a. ein alternatives Expressionssystems fur NRPS-Gene im
verwandten, heterologen Wirt B. subtilis etabliert werden. Dieser Organismus ist in
der Lage, die inharenten Synthetasen des Bacillibactin-, Fengycin-, Iturin-,
Plipastatin-, Surfactin- und Mycosubtilin-Biosynthese-Systems in einer stabilen,
I6slichen und aktiven Form zu produzieren [Duitman et al., 1999; Feignier et al., 1996; Galli
et al., 1994; May et al., 2000; Steller & Vater, 2000; Tsuge et al., 1999]. Des weiteren konnte auf-
grund des unterschiedlichen Kodon-Gebrauches die Verwendung eines Gram-
positiven Wirtes fur die heterologe Produktion von NRPSs - besonders von solchen
aus genetisch unzuganglichen Bacillus Stammen, wie z. B. des Bacitacin-Bio-
synthese-Systems aus B. licheniformis - von Vorteil sein.

Am Beispiel der Produktion des artifiziellen, dimodularen Systems Cga.as-
(Aasp-PCP-C-ALe-PCP)sria-2-3 (218 kDa), sowie der drei Bacitracin Synthetasen BacA
(598 kDa), BacB (297 kDa) und BacC (723 kDa) konnten die Vorteile des
heterologen Wirtes B. subtilis aufgezeigt werden. In beiden Fallen konnten in B.
subtilis (im Gegensatz zu E. coli) vollstandige, stabile und Iésliche Proteine erhalten
werden. Weitergehende biochemische Untersuchungen zeigten weiterhin, dass B.
subtilis in der Lage ist, die riesigen, multimodularen NRPSs in ihrer aktiven,
posttranslational-modifizierten holo-Form zu produzieren.

Die heterologe Produktion funktioneller Multienzyme in B. subtilis konnte in
dieser Arbeit durch die Anwendung zweier unterschiedlich regulierter Promotoren
erreicht werden.

Im konstruierten bi-funktionalen Vektorsystem stehen die klonierten (NRPS)
Gene unter der Kontrolle eines optimierten Promotor-Operator-Elements, welches
aus einer Fusion des T5-Phagenpromotors Py2s mit zwei modifizierten lac-Operator-
Sequenzen besteht (aus pQEG6O0, Qiagen, Hilden, Germany). Der verwendete T5-
Promotor ist sowohl in E. coli als auch in B. subtilis funktionell [Gentz & Bujard, 1985; Le
Grice, 1990] und eroffnet daher die Moglichkeit die Expression der klonierten Gene (im
Vorfeld einer zeitaufwendigen Integration in das B. subtilis-Chromosom) zunachst in
E. coli zu testen. Durch die Ko-Expression des Lac-Repressorgens lacl kann daruber
hinaus in beiden Wirtsorganismen eine kontrollierte und auf die jeweilige Wachs-
tumsphase abgestimmte Expression der klonierten Gene erzielt werden.

Die Rekonstitution des Bacitracin-Biosynthese-Systems erfordert das Zusam-
menspiel von insgesamt neun Proteinen (siehe Abb. 8.10). Wahrend die Gene der

drei Bacitracin-Synthetasen BacABC in einem Operon angeordnet sind, unterliegen
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die anderen Gene der transkriptionellen Kontrolle weiterer Promotoren [Konz et al.,
1997; Neumidiller et al., 2001]. Wahrend die Gene bacTRS unter der Kontrolle von ca-
abhangigen Promotoren liegen, konnte bislang kein Promotor fur bcrABC
determiniert werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Expression der
kodierenden Gene des ABC-Transporters unter der regulativen Kontrolle des Zwei-
Komponenten-Systems BacRS steht. Um eventuelle Stérungen der System-
inharenten Regulation zu vermeiden, erfolgte die heterologe Expression des voll-
standigen Bacitracin-Biosynthese-Genklusters aus B. licheniformis unter der Verwen-
dung der nativen, vermutlich ca-abhangigen Promotoren, deren Funktionalitat im
verwandten Wirt B. subtilis vorrausgesetzt wurde. Die Richtigkeit dieser Annahme
konnte anhand der Charakterisierung des B. subtilis-Stammes KE360 erhalten
werden, der in der Lage ist, neben den Bacitracin-Synthetasen BacABC, auch die
Proteine des Zwei-Komponenten-Systems BacRS, sowie des ABC-Transporters
BcrABC zu produzieren. Die Produktion der Typll-Thioesterase BacT konnte
aufgrund des Fehlens geeigneter Antikorper leider nicht nachgewiesen werden.

Aufgrund der Verwendung von oca-abhangigen Promotoren unterliegt die
heterologe Expression dieser Gene einer Wachstumsphasen-abhangigen
Regulation. So konnte in B. subtilis die Produktion der genannten Proteine am Uber-
gang der exponentiellen zur stationaren Wachstumsphase beobachtet werden. Dies
ist konsistent mit der Regulation im nativen Produzenten B. licheniformis [Froyshov,
1977], wenngleich interessanterweise im heterologen Wirt B. subtilis eine erhdhte
Produktionsrate der NRPSs beobachtet werden konnte.

Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung eines Wachstumsphasen-abhangigen
Promotors ist der Wegfall eines exogenen Induktors. Hierdurch kann bei der
fermentativen Produktion von Bacitracin auf die Zugabe teurer Chemikalien wie z. B.
IPTG verzichtet werden, wodurch auch ein 6konomischer Vorteil gegenlber anderen

Expressionssystemen erreicht wird.

8.4.3 Posttranslationale Modifikation in B. subtilis

Ein weiteres Problem bei der heterologen Produktion von NRPSs stellt die
posttranslationale Modifikation der Enzyme dar. Um eine vollstandige Aktivitat dieser
multimodularen Enzyme zu erhalten, muss eine Konvertierung der inharenten PCP-
Domanen von ihrer inaktiven apo- in die aktive holo-Form erfolgen. Diese Reaktion
wird von assoziierten PPTasen katalysiert, welche eine Ubertragung des Ko-Faktors

Ppant auf die PCP-Domanen des Enzyms ermdglichen [Lambalot et al., 1996]. Die
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kommerziell erhaltlichen E. coli Stamme enthalten jedoch keine geeignete PPTase,
die in der Lage ware, die PCP-Domanen der NRPSs zu modifizieren, so dass die
Enzyme in diesem Wirt in ihrer inaktiven apo-Form Uberproduziert werden [Walsh et al.,
1997]. Um dennoch eine biochemische Charakterisierung der in E. coli produzierten
NRPSs zu ermdglichen, wurden zwei unterschiedliche Wege eingeschlagen. Zum
einen ist es moglich, durch Inkubation der Enzyme mit einer PPTase und dem Ko-
Substrat CoASH eine Modifikation der PCP-Domanen zu erreichen [Lambalot et al.,
1996]. Dieses Verfahren ist jedoch auf die in vitro Modifikation von NRPSs limitiert.

Um eine in vivo Modifikation der produzierten NRPSs im heterologen Wirt E.
coli zu erreichen, wurden zum anderen Ko-Expressionssysteme flur PPTasen
konstruiert [Stachelhaus et al., 1998]. Hierbei tragt der heterologe Wirt E. coli in der
Regel neben dem eigentlichen Plasmid, welches die genetische Information fur die
interessierende  NRPS tragt, ein zweites Plasmid, welches das Gen einer
spezialisierten PPTase enthalt (z. B. gsp oder sfp). Bei der Verwendung solcher Ko-
Expressionssysteme mussten jedoch haufig Probleme, wie z. B. eine unvollstandige
posttranslationale Modifikation der PCP-Domanen oder eine Instabilitat des
entsprechenden Zwei-Plasmid-Systems beobachtet, werden.

Im nativen NRP-Produzenten B. subtilis hingegen ist eine chromosomale
Kopie des assoziierten PPTase-Gens sfp des Surfactin-Biosynthese-Genklusters ent-
halten [Cosmina et al, 1993]. Aufgrund seiner stabilen Integration in das Bacillus-
Chromosomen kann hierbei ein Verlust der genetischen Information ausgeschlossen
werden.

FiUr die B. subtilis-inharente PPTase Sfp konnte in friheren Untersuchungen
eine breite Substrat-Toleranz aufgezeigt werden [Quadri et al., 1998]. So ist Sfp in der
Lage, neben den PCP-Domanen der NRPSs auch die verwandten Acyl-Carrier-
Protein (ACP) Doméanen der Polyketidsythasen (PKSs) zu modifizieren. Aufgrund
dieser breiten Substrat-Vielfalt des Sfps, scheint B. subtilis ein guter Kandidat fur die
heterologe Uberproduktion funktionell aktiver, posttranslational-modifizierter holo-
NRPSs und PKSs zu sein.

Die Analyse der posttranslationalen Modifikation von rekombinanten NRPSs in
B. subtilis erfolgte am Beispiel des artifiziellen, dimodularen Proteins Cgrta.a1-
(Apasp-PCP-C-ALey-PCP)sria-52-3. Wahrend dieses Protein in E. coli in seiner inaktiven
apo-Form produziert wird, kann aus B. subtilis ausschlie3lich posttranslational-modifi-

ziertes Protein in seiner aktiven holo-Form erhalten werden. Da eine nachtragliche in
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vitro-Modifikation der NRPSs zu keiner Erhohung der Aktivitat fuhrte, kann von einer
vollstandigen in vivo-Modifikation der PCP-Domanen in B. subtilis ausgegangen
werden.

Auch die posttranslationale Modifikation der Bacitracin-Synthetasen stellt fur
B. subtilis kein Problem dar. Im nativen Produzenten B. licheniformis ATCC 10716
wird die posttranslationale Modifikation der Bacitracin-Synthetasen durch die
inharente PPTase Bli katalysiert [Gaidenko & Khaikinson, 1988], deren Gen (bli) ca. 4 kb
stromabwarts des Lichenysin-Biosynthese-Genklusters lokalisiert ist [Neumdller &
Marahiel, 2001]. Wie jedoch aufgrund der biochemischen Charakterisierung von BacA,
sowie anhand der Rekonstitution der Bacitracin-Biosynthese in B. subtilis KE360
gezeigt werden konnte, ist die B. subtilis inharente PPTase Sfp ebenfalls in der Lage,

die Konvertierung der Bacitracin-Synthetasen in die aktive holo-Form zu katalysieren.

8.4.4 Ausbildung der Bacitracin-Selbst-Resistenz in B. subtilis

Ein Problem bei der Rekonsitution des Bacitracin-Biosynthese-Systems in B.
subtilis stellt die Sensitivitat dieses Gram-positiven Wirtes gegen das produzierte
Peptidantibiotikum Bacitracin A dar. Um toxische Nebenwirkungen auszuschliefl3en,
musste in dem heterologen Wirt ein Selbst-Resistenz-Mechanismus gegen das

Produkt etabliert werden.
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Abb. 8.10: Der Bacitracin-Biosynthese-Genkluster

Gezeigt ist die chromosomale Region des Bacitracin-Biosynthese-Genklusters (bac) von B.
licheniformis ATCC 10716 mit den Genen bacTABCRS und bcrABC. Die kodierten Proteine stellen die
Typll Thioesterase BacT, die drei Peptidsynthetasen BacABC, das Zwei-Komponentensystem BacRS
und den ABC-Transporter BcrABC des Bacitracin-Biosynthese-Systems dar.
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Anhand der vorhandenen Sequenzinformationen Uber den nativen
Produzenten B. licheniformis ATCC 10716 konnten stromabwarts des Bacitracin-Bio-
synthese-Genklusters die Gene bcrABC determiniert werden, die an der Ausbildung
der Bacitracin-Selbst-Resistenz beteiligt sind (siehe Abb. 8.10) [Neumidiller et al., 2001].
Die kodierten Proteine BcrABC fungieren als ABC-Transportersystem, wie anhand
ihrer heterologen Produktion in B. subtilis und E. coli nachgewiesen werden konnte
[Podlesek et al., 2000; Podlesek et al., 1995]. Die Produktion dieses ABC-Transporters
ermdglicht den aktiven Export des Peptidantibiotikums und vermittelt auf diese Weise
eine Selbst-Resistenz gegen Bacitracin. Die Expression von bcrABC wird von dem
Zwei-Komponenten-System BacRS reguliert, dessen Gene stromaufwarts von
bcrABC lokalisiert sind (siehe Abb. 8.10) [Neumidller et al, 2001]. Wahrend das
Regulator-Protein BacR keine Auswirkungen auf die Expression des bac-Operons
ausubt, agiert es in der Abwesenheit von Bacitracin als negativer Regulator der
berABC Expression.

Bei der Konstruktion des heterologen Bacitracin-Produzentens B. subtilis
KE360 musste also darauf geachtet werden, dass neben den Biosynthese-Genen
bacABC auch eine Integration der Selbst-Resistenz-vermittelnden Gene bacRS und
bcrABC erfolgte. Wahrend beim Ausgangsstamm B. subtilis KE30 bereits eine
Bacitracin-Konzentration von 20 |U/ml ausreichte, um eine Inhibition des Zellwachs-
tums herbeizufuhren, erfolgte eine Hemmung des Wachstums von B. subtilis KE360
(d.h. in Gegenwart des Bacitracin-spezifischen ABC-Transporters) erst ab 280 [U/ml.
Durch die Ko-Expression von bacRS und bcrABC konnte somit eine Erhéhung der
Bacitracin-Toleranz um den Faktor 14 erhalten werden, welche vergleichbar ist mit
der Selbst-Resistenz des nativen Produzentenstammes B. licheniformis ATCC
10716.

8.4.5 Quantifizierung der Bacitracin-Produktion im heterologen Wirt B. subtilis

KE360

In dieser Arbeit konnte die erfolgreiche Rekonstitution der Bacitracin-Biosyn-
these im heterologen Wirt B. subtilis KE360 erhalten werden. Eine Quantifizierung
der Bacitracin-Produktion zeigte, dass der heterologe Wirt gegenuber dem nativen
Produzenten B. licheniformis ATCC 10716 eine um 50% erhohte Produktion von
Bacitracin A aufweist (B. licheniformis: 5600 IU/L; B. subtilis: 8400 |U/L). Diese
Steigerung der volumetrischen Produktivitat lasst sich in erster Linie auf die erhdhte

Wachstumsdichte von B. subtilis KE360 zuruckfuhren. Erfolgt dagegen eine quanti-
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tative Analyse mit einer Eichung auf die Zelldichte, so wird eine um 50% reduzierte
Bacitracin-Produktion in B. subtilis KE360 (2800 IU/L bei ODgoo = 1) im Vergleich zum
nativen Produzenten B. licheniformis (5600 IU/L bei ODgyo = 1) beobachtet. Diese
effektive Reduktion der Produktivitat pro Zelle muss - paradoxerweise - auf die
erhohte Expressionsrate der Bacitracin-Synthetase-Gene bacABC in B. subtfilis
KE360 zuruckgefuhrt werden. Bei einer hohen Expressionsrate konnen Phanomene
wie die Bildung von inclusion bodies, erhohter Einbau von falschen Aminosauren,
sowie unvollstandige oder falsche posttranslationale Modifikation nicht ausge-
schlossen werden [Pfeifer & Khosla, 2001]. Folglich wird zwar eine erhdhte Protein-
menge erhalten, die jedoch zu Lasten der Proteinqualitat und -aktivitat geht.

Um eine Steigerung der Bacitracin-Produktion im heterologen Wirt B. subtilis
zu erreichen, mussten die Bacitracin-Synthetase-Gene bacABC folglich unter die
transkriptionelle Kontrolle eines schwacheren Promotors gestellt werden. Als
Kandidat hierfur bietet sich der Promotor des Surfactin-Biosynthese-Genklusters
(Psra) @n, der im Vergleich zum bacA-Promotor eine deutlich schwachere Expression
der unter seiner Kontrolle stehenden Gene vermittelt. In Analogie zum o”-
abhangigen bac-Promotor, wirde die Expression unter der Kontrolle des srfA-
Promotors ebenfalls am Ubergang von der exponentiellen zur stationéren
Wachstumsphase erfolgen [Marahiel et al., 1993]. Darlber hinaus kénnte bei der
fermentativen Bacitracin-Produktion wiederum, aufgrund der B. subtilis-inharenten
Regulation der Gen-Expression, auf die Verwendung eines exogenen Induktors

verzichtet werden.

8.4.6 Zusammensetzung des produzierten Bacitracin-Komplexes im

heterologen Wirt B. subtilis KE360

Bei dem Peptidantibiotikum Bacitracin handelt es sich um ein Gemisch aus 15
zyklisch-verzweigten Dodecapeptiden mit unterschiedlicher Aminosaure-Zusammen-
setzung [lIkai et al., 1992]. Variationen treten vorwiegend an den Positionen 3, 5, und 8
auf, und die Hauptprodukte stellen die Bacitracine A und F dar. Um eine qualitative
Aussage Uber die Zusammensetzung der produzierten Peptide in B. licheniformis
ATCC 10716 und B. subtilis KE360 zu treffen, wurden die synthetisierten Bacitracin-
Komplexe mittels HPLC/MS analysiert. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die
Bacitracine A und F in beiden Extrakten die Hauptbestandteile darstellen. Diese
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Zusammensetzung des Komplexes

alleine durch die Substrat-Selektivitdt der Bacitracin-Synthetasen determiniert wird
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und von der unterschiedlichen Verflgbarkeit der Substrate in den beiden Wirten
unabhangig ist.

Im Vergleich zu B. licheniformis, konnte in den Extrakten des heterologen
Wirtes B. subtilis eine erhohte Konzentration des Oxidationsproduktes Bacitracin F
nachgewiesen werden. Wahrend in B. licheniformis lediglich 7% des produzierten
Peptidantibiotikums in der oxidierten Form vorliegen, konnten in den Extrakten aus B.
subtilis 14% Bacitracin F nachgewiesen werden. Diese erhdhte Konzentration des
Degradationsproduktes kann vermutlich auf die zellulare Umgebung in B. subtilis
KE360 zurlckgefuhrt werden, welche offensichtlich eine verstarkte Oxidation von

Bacitracin A fordert.

8.4.7 Funktion der NRPSs assoziierten Typll-Thioesterase (TEIl)

Stromaufwarts des Bacitracin-Operons liegt das NRPS-assoziierte Gen bacT,
welches fur eine Typll-Thioesterase (TEIl) kodiert [Konz, et al., 1997]. Da die Gene
homologer Proteine in der Nachbarschaft fast aller bakteriellen NRPS-Genkluster
gefunden wurden, wurde eine Funktion der kodierten TEIlls wahrend der NRP-Bio-
synthese postuliert. Dies konnte am Beispiel des Surfactin-Biosynthese-Genklusters
aus B. subtilis ATCC 21332 gezeigt werden [Schneider & Marahiel, 1998]. In diesem
System flhrte die Deletion des TEIll-kodierenden Gens srfA-TE zwar nicht zum voll-
standigen Erliegen der Surfactin-Biosynthese, jedoch konnte eine drastische
Reduktion der Surfactin-Produktion um 80% beobachtet werden.

Der Erhalt der vollstandigen Aktivitat von NRPSs erfordert die Konvertierung
der PCP-Doméanen von der inaktiven apo- in die aktive, phosphopantetheinylierte
holo-Form. Diese posttranslationale Modifikation der NRPSs wird von den assozi-
ierten PPTasen (z. B. Sfp, Gsp und BIli) katalysiert, fur die eine breite Substrat-
Selektivitat gezeigt werden konnte [Quadri et al., 1998]. Dies fuhrt dazu, dass neben
dem nativen Ko-Substrat CoOASH auch diverse Acyl-CoA Derivate verwendet werden
konnen. Diese biochemischen Informationen konnten anhand der aufgeklarten
Kristallstruktur der PPTase Sfp verifiziert werden [Reuter et al., 1999]. Anhand dieser
Struktur wird das Substrat CoASH in einer gebogenen Konformation vom Enzym Sfp
gebunden, wobei das Thiol-Ende des 4'-Phosphopantetheinyl-Armes von der
CoASH-Bindungstasche wegzeigt und keine Interaktionen mit Sfp ausbildet. Auf-
grund dieser Anordnung ist somit die spezialisierte PPTase Sfp nicht in der Lage

zwischen den Substraten CoASH und Acyl-CoA zu unterscheiden.
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In der Tat Uberwiegen in einer Zelle Acyl-CoA-Derivate gegenlber freiem
CoASH [Vvallari et al., 1987], so dass es bei der in vivo-Modifikation quasi zwangslaufig
zur Bildung inaktiver, acylierter PCP-Domanen kommen muss. Die Acyl-Gruppe
blockiert die Thiol-Gruppe des Carrier-Proteins und verhindert so eine kovalente
Bindung der als Aminoacyl-Adenylat aktivierten o-Aminosaure.

Kurzlich war es Herrn Dirk Schwarzer moglich, die biochemische Funktion der
Typll-Thioesterasen aufzuklaren [Schwarzer et al., 2002]. Die assoziierten Typll-Thio-
esterasen sind in der Lage den Acyl-Thioester zu hydrolysieren und hierdurch eine
Regeneration der blockierten PCP-Domanen zu katalysieren [Schwarzer et al., 2002].

Die Blockierung einer einzelnen PCP-Domane innerhalb des Biosynthese-
Systems wurde ausreichen, um ein vollstandiges Erliegen der NRP-Produktion zu
bewirken. Das Vorhandensein einer Typll-Thioesterase stellt demnach einen
wichtigen Bestandteil fur die effiziente NRP-Produktion dar. Um eine Blockierung der
PCP-Domanen ausschliellen zu kénnen, wurde deshalb bei der Rekonstitution des
Bacitracin-Biosynthese-Systems in B. subtilis darauf geachtet, dass neben den
Genen der Bacitracin-Synthetasen auch bacT in das Chromosom integriert wird,
welches fur die Typll-Thioesterase des Bacitracin-Biosynthese-Genklusters kodiert.
Die Produktion dieses Proteins konnte im heterologen Wirt aufgrund des Fehlens
geeigneter Antikorper leider nicht nachgewiesen werden. Vor dem Hintergrund des
gerade geschilderten Sachverhalts und in Anbetracht der effizienten Bacitracin-Pro-
duktion scheint die Expression des bacT-Gens in B. subtilis KE360 jedoch sehr

wahrscheinlich.

8.5 Heterologe Expression in B. subtilis — ein Ausblick

Durch die Etablierung des neuen Wirtes B. subtilis fir die heterologe
Expression von NRPS-Genen, werden neue Moglichkeiten fur die gerichtete Mani-
pulation und biochemischen Charakterisierung dieser multifunktionellen Enzyme
eroffnet.

Aufgrund seiner interessanten biologischen Aktivitat, sowie zahlreicher
struktureller Besonderheiten wie (i) einer zyklisch-verzweigten Struktur, (ii) eines N-
terminalen Thiazolin-Ringes, (iii) des Einbaus der nichtproteinogenen Aminosaure
Ornithin und dreier weiterer D-konfigurierter Aminosauren stellt das Peptid-
antibiotikum Bacitracin ein interessantes Modellsystem fur die gerichtete Mani-

pulation von NRPSs dar. Bislang wurde die Manipulation dieses Biosynthese-
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Systems aufgrund der genetischen Unzuganglichkeit seines nativen Produzenten-
stammes B. licheniformis verwehrt. Aufgrund der Rekonstitution des Bacitracin-Bio-
synthese-Genklusters im genetisch zuganglichen Wirt B. subtilis steht es nun jedoch,
neben dem B. subtilis-inharenten Surfactin-Biosynthese-Operon, als weiteres
Biosynthese-System flr das rationale Design neuer NRP-Derivate zur Verfuigung.

Neben der genetischen Manipulation naturlich-vorkommender NRPS-
Biosynthese-Systeme besteht die Moglichkeit neuartige Peptide auch an artifiziellen
Hybridsynthetasen zu generieren. So konnten mittels Modul-Fusionen funktionelle
Hybridsynthetasen konstruiert werden, die in der Lage sind die Bildung von kurzen
Di- und Tripeptiden in vitro zu katalysieren. Aufgrund der geschilderten Probleme bei
der heterologen Expression von NRPS-Genen im heterologen Wirt E. coli, bestand
hierbei jedoch eine Limitierung auf trimodulare Systeme. Fur groRere NRPS wurde
bislang keine erfolgreiche Expression berichtet [Symmank, et al., 1999]. Anhand der
Rekonstitution des Bacitracin-Biosynthese-Genklusters konnte dagegen gezeigt
werden, dass B. subtilis durchaus in der Lage ist selbst pentamodulare Synthetasen
wie BacA (598 kDa) und BacC (723 kDa) in einer ldslichen, stabilen und aktiven holo-
Form zu produzieren. Die Etablierung der heterologen Expression von NRPS-Genen
in dem Wirt B. subtilis er6ffnet somit die Moglichkeit, auch groRere, multimodulare
NRPS-Hybridsysteme fur das rationale Design von NRPs zu konstruieren. Neben
den Untersuchungen von NRPS-Genen konnte sich B. subtilis jedoch - aufgrund des
im Vergleich zu E. coli unterschiedlichen Kodon-Gebrauchs — auch als vorteilhaft fur
die heterologe Expression einer Vielzahl von weiteren Genen erweisen [Kuhimann &
Bremer, 2002].
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9 Anhang

9.1 Konstruierte Stamme und Plasmide

Tab. 9.1: Auflistung_] der in dieser Arbeit konstruierten B. subtilis Stamme

B. subtilis-Stamm  Genotyp

KE90 ® (yckH-kan-comS-Prs-srfA-A1(C)-srfA-B2-3(Aasp-PCP-C-
ALeu-PCP)-hise-ycxA) (amyE’-cat-Pspac-comS-lacl-amyE)

KE100 @ (srfA-B2(His322Glu))

KE150 @ (yckH-comS-cat-srfA-A2)

KE160 Revertante vom Wildtyp B. subtilis ATCC 21332
KE300 @ (yckH-comS-bacT-kan-‘bacB2-ycxA)

(amyE’-cat-Pspac-comS-lacl-'amyE)

KE310 @ (yckH-comS-bacT-bacA’-erm-‘bacB’-ycxA)
(amyE’-cat-Pgpac-comS-lacl-'amyE)

KE320 @ (yckH-comS-bacT-bacA-bacB’-kan-‘bacB’™-ycxA)
(amyE’-cat-Pgpac-comS-lacl-'amyE)

KE340 @ (yckH-comS-bacT-bacA-C-bacR -erm-bcrABC-ycxA)
(amyE’-cat-Pspac-comS-lacl-'amyE)

KE350 @ (yckH-comS-bacT-bacA-C-bacR -kan-‘bacS-bcrABC-ycxA)
(amyE’-cat-Pgpac-comS-lacl-'amyE)

KE360 @ (yckH-comS-bacT-bacA-C-bacRS-bcrABC-ycxA)
(amyE’-cat-Pgpac-comS-lacl-'amyE)

SD10 ® (yckH-kan-comS-Prs-srfA-A1(C)-srfA-B2-3(Aasp-PCP-C-
ALeu-PCP)-ycxA)

(amyE’-cat-Pgpac-comS-lacl-'amyE)
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Tab. 9.2: Auflistung der in dieser Arbeit konstruierten und verwendeten Plasmide
(Zwischenstufen sind nicht gesondert aufgefiihrt).

Plasmid

Beschreibung

pAspA(H322E, 1330V)

pAspA(H322E, V299I)

pAspA
(H322E, V299I, 1330V)

phomoAsp(H322E)
pCAG|uPCP
pCAGPCP(K239Q)

PASrfA-A1
phomoGIuCAPCP(K239Q)

pSD193

pSD270

pKE151

pKE170

pSD197

PKE203

pKE6G4
pKE78

pKE110

pQEG0-aspA(srfA-B2)(H322E, 1330V)

pQEG0-aspA(srfA-B2)(H322E, V299I)

pQEG0-aspA(srfA-B2)(H322E, V299I, I1330V)

pBluescriptll SK(-)-srfA-B2(H322E)
pQE60-srfA-A1

pQE60-srfA-A1(K239Q)

pBluescriptll SK(-)-yckGH-comS-cat-srfA-A2
pBluescriptll SK(-)-yckGH-srfA-A1(K239Q)-srfA-A2

pBluescriptll SK(-)-yckGH-kan-comS-Pr5-MCS-ycxA'’
MCS: Ncol, Sphl, BamHI

pBluescriptll SK(-)-yckGH-kan-comS-Pr5-MCS-hise-ycxA'
MCS: Ncol, Sphl, Hpal, BamHI

pBluescriptll SK(-)-yckGH-kan-comS-Prs-MCS-ycxA’
MCS: Ndel, Sphl, Pacl

pBluescriptll SK(-)-yckGH-kan-comS-Prs-MCS-hisg-ycxA’
MCS: Ndel, Sphl, Nhel, BamH|

pBluescriptll SK(-)-yckGH-kan-comS-Prs-srfA-A1(C)-
SIfA-B2-3(Aasp-PCP-C-Ae,-PCP)-ycxA’

pBluescriptll SK(-)-yckGH-kan-comS-Prs-srfA-A1(C)-
SIfA-B2-3(Aasp-PCP-C-Ae,-PCP)-(hisg)-ycxA'
pBluescriptll SK(-)-yckGH-comS-bacT-kan-'bacB-ycxA'
pBluescriptll SK(-)-yckGH-comS-bacTA'-kan-'bacB-ycxA’'

pBluescriptll SK(-)-bacB'-erm-bcrABC-ycxA’




Anhang 139

9.2 Sequenzalignments und Homologie-Vergleiche

9.2.1 Analyse der vollstandigen Asp- und Asn-selektiven A-Domanen

Asn (MycA1 A)

Asn (MycB2 A)
— Asn (MycC2 A)
Asn (TycC1 A)
Asn (BacC5 A)

Phe (GrsA A)

Asp (LchAB2 A)

Asp (LicB2 A)
Asp (SrfAB2 A)

Asp (BacC4 A)
{ Asp (CDA1.5 A)

Asp (CDA1.4 A)
— Asp (CDA2.1 A)
Asn (Cep1.3 A)

-1

Asn (BImVI1.2 A)
Asn (BImX.1 A)

1768.0 \ \ ‘ \ \ \ \ \

1000 500 200 100 50 20 10 5 2 1 0

Abb. 9.1: Phylogenetische Verwandtschaft der vollstandigen Asp/Asn-selektiven A-Doménen
Fur die Erstellung des phylogenetischen Baumes wurden die vollstdndigen Aminosaure-Sequenzen
(ca. 550 Aminosauren) aller bislang bekannten Asp- und Asn-selektiven A-Domanen miteinander
verglichen (nach Jotun Hein [Hein, 1990]). Als interner Standard diente die Sequenz der L-Phe-
aktivierenden A-Doméane PheA.

Tab. 9.3: Sequenz-Ahnlichkeiten innerhalb der vollstindigen Asp- und Asn-selektiven A-
Domanen

% Ahnlichkeit

1] 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | 13 | 14 [ 15 | 16
B /14 382|392 (363|349 |364 |35.0 (424 (204 [31.9|34.1 423 |427 |41.7 |446
36.8 |36.7 [36.7 [456 (318 | 353|359 |428 |432 |44 5|416

37.2 |37.2 (364 (411 310|356 | 374|388 |38.9 |37.8[38.6
38.1/38.0|37.2)|41.7 1318 |36.0 [ 38.0 | 39.0 | 39.1 [38.2 [39.0
40.5140.3 139.9140.6 [33.6 [37.0 [ 39.6 |42.6 [41.5 424 |38.7
-] 89.7 | 91.3 [43.2 | 38.4 | 38.6 | 49.5 |40.2 | 39.5 | 39.1 [40.8
I 1.6 [42.7 [38.5 |38.3 | 494 |40.5 |39.0 |39.3 |41.7

Phe (GrsA A)
Asp (BacC4 A)
Asp (LchAB2 A)
Asp (LicB2 A)
Asp (SrfAB2 A)
Asp (CDA2.1 A)
Asp (CDA1.5A)
Asp (CDA14 A)
406 153.2 |55.0 |557|551] 9 | Asn(BacC5A)
Asn (BImX.1 A)
Asn (BImV1.2 A)
Asn (Cep1.3 A)
Asn (MycA1A)
Asn (MycB2 A)
Asn (MycC2 A)
Asn (TycC1A)

DN DO || LN =

37.7 |38.7 ([49.8 |40.1 | 38.6 [39.5 [411
33.9
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9.2.2 Analyse der Proteinregion zwischen den Core-Sequenzen A4 und A5 der

Asp- und Asn-selektiven A-Domanen

4|;Asn (MycA1 A4-5)

Asn (MycB2 A4-5)
— Asn (MycC2 A4-5)

i Asn (BacC5 A4-5)

Asn (TycC1 A4-5)

Asn (BImX.1 A4-5)

Asp (CDA1.4 A4-5)
4Fﬂsp (CDA1.5 A4-5)
Asp (CDA2.1 A4-5)
Asn (Cep1.3 A4-5)

. Asn (BImVI.2 A4-5)

| Asp (LchAB2 A4-5)
| Asp (LicB2 A4-5)
Asp (SrfAB2 A4-5)

Asp (BacC4 A4-5)

Phe (GrsA A4-5)

405.0
| \ \ \ | \ \ \ \

400 350 300 250 200 150 100 50 0

Abb. 9.2: Phylogenetische Verwandtschaft der Asp/Asn-selektiven A-Domanen in der Region
zwischen Core A4 und A5

Fur die Erstellung des phylogenetischen Baumes wurden die 100 Aminosauren-umfassende Region
zwischen Core A4 und A5 aller bislang bekannten Asp- und Asn-selektiven A-Doméanen miteinander
verglichen (nach Jotun Hein [Hein, 1990]). Als interner Standard diente die Sequenz der L-Phe-
aktivierenden A-Domane PheA.

Tab. 9.4: Sequenz-Ahnlichkeiten der Asp- und Asn-selektiven A-Dominen in der Region
zwischen Core A4 und A5

% Ahnlichkeit

1] 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ] M 12 [ 13 | 14 | 15 | 16
Il 25.7 (327 | 327 |32.7 |26.7 [26.7 | 26.7 | 23.5 [23.2 | 20.9 | 24.4 | 20.6 | 28.6 | 25.5 | 27.6
322 |33.7 313|297 |30.0 |34.7 (327|367 | 378

Phe (GrsA A4-5)
Asp (BacC4 A4-5)
Asp (LchAB2 A4-5)
Asp (LicB2 A4-5)
Asp (SrfAB2 A4-5)
Asp (CDA2.1 A4-5)

(
(
278 134.7 1333 |31.9(32.2[29.6 [30.6 [29.6 | 30.6 (
278 [34.7 1333|319 |32.2 |296 | 30.6 | 29.6 | 30.6 (
30.0 (2761293319344 |306 |28.6 |28.6 |33.7 (
88.4 [39.1 | 398 |43.6 | 51.6 | 38.0 | 38.0 | 38.0 | 38.0 (
93.7 [38.0 | 398 |44.7 | 52.6 | 37.0 | 37.0 | 38.0 | 3B.0 Asp (CDA1.5 A4-5)
402 |376 |41.5|54.7 |38.0 [38.0 |40.2 | 413 Asp (CDA1.4 A4-5)
396 (32.3|140.2 |514 [56.2 |57.1|58.1 9 | Asn (BacC5 A4-5)
(
(
(
(
(
(
(

ON®|o |~ WN| =

511376 (356|376 ]356 356 | 10 | Asn (BimX.1 Ad4-5)

404 [355 (366|366 (344 ] 11 | Asn (BImVI.2 A4-5)
Asn (Cep1.3 Ad4-5)
Asn (MycA1 Ad4-5)
Asn (MycB2 A4-5)
Asn (MycC2 A4-5)
Asn (TycC1 A4-5)
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9.2.3 Analyse der volistandigen Glu- und Gin-selektiven A-Domanen

Glu (FenE1 A)

Glu (FenC1 A)
4LG|U (PPS1.1 A)
Glu (PPS3.1 A)
Glu (FenA2 A)
— Glu (PPS4.2 A)
l ™ GIn (LicA1 A)

GlIn (LchAA1 A)

Glu (SHAAT A)
1 GIn (MycB3 A)
— Glu (BacA4 A)

Gln (TycC2 A)

{ GIn (ApdA1 A)

Phe (GrsA A)
1114.0
[ \ ’ \ l \ [ \

1000 500 200 100 50 20 10 5 2 1 0

Abb. 9.4: Phylogenetische Verwandtschaft der vollstandigen Glu/Gln-selektiven A-Doméanen

Fur die Erstellung des phylogenetischen Baumes wurden die vollstiandigen Aminosaure-Sequenzen
(ca. 550 Aminosauren) aller bislang bekannten Glu- und Gin-selektiven A-Domanen miteinander
verglichen (nach Jotun Hein [Hein, 1990]). Als interner Standard diente die Sequenz der L-Phe-
aktivierenden A-Doméane PheA.

Tab. 9.5: Sequenz-Ahnlichkeiten innerhalb der vollstindigen Glu- und Gin-selektiven A-
Domanen

% Ahnlichkeit

6 | 7| 8| 9

37.136.3 | 451 | 42.3 1 Phe (GrsA A)

57.9 | 815 | 425 |42.0 2 Glu (FenA2 A)

80.2 | 584 | 424 415 3 Glu (FenC1 A)

82.7 | 58.8 | 425 | 40.0 4 Glu (FenE1 A)
Bl 025|625 430|408 5 Glu (PPS1.1 A)
I 618|432 398 6 Glu (PPS3.1 A)
‘{- 415|424 7 Glu (PPS4.2 A)
Bl 420 8 GIn (ApdA1 A)

] 9 Glu (BacA4 A)

10 Glu (SHAAT A)
11 GIn (LchAA1 A)

12 GIn (LicA1 A)

13 GIn (MycB3 A)

14 GIn (TycC2 A)
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9.2.4 Analyse der Proteinregion zwischen den Core-Sequenzen A4 und A5 der

Glu- und GIn-selektiven A-Doméanen

’Glu (PPS3.1 A4-5)
Glu (PPS1.1 A4-5)

*‘ Glu (FenC1 A4-5)
Glu (FenE1 A4-5)
Glu (FenA2 A4-5)
— Glu (PPS4.2 A4-5)
Gln (TycC2 A4-5)

GIn (ApdA1 A4-5)
GIn (LchAA1 A4-5)
GIn (LicA1 A4-5)

Glu (SrfAA1 A4-5)
GIn (MycB3 A4-5)
Glu (BacA4 A4-5)

Phe (GrsA A4-5)
368.0

| | | [ N N N \

350 300 250 200 150 100 50 0

Abb. 9.5: Phylogenetische Verwandtschaft der Glu/Gin-selektiven A-Doméanen in der Region
zwischen Core A4 und A5

Fur die Erstellung des phylogenetischen Baumes wurden die 100 Aminosauren-umfassende Region
zwischen Core A4 und A5 aller bislang bekannten Glu- und Gin-selektiven A-Domanen miteinander
verglichen (nach Jotun Hein [Hein, 1990]). Als interner Standard diente die Sequenz der L-Phe-
aktivierenden A-Doméane PheA.

Tab. 9.6: Sequenz-Ahnlichkeiten Glu- und Gin-selektiven A-Doménen in der Region zwischen
Core A4 und A5

% Ahnlichkeit

1 2 3 4 5 6 T 8 8 10 | 1 12 | 13 14
I 317 | 276 |27.6 |33.7 |33.7 [31.7 [31.7 [31.7 |29.7 | 31.7 | 31.7 | 33.7 [376
I 537 |53.7 | 50.5 |50.5 |85.7 [36.5 [25.0 |27.9 |27.9 [27.9 |25.0 | 36.8 (
100.0| 85.2 |B85.2 | 55.6 | 35.6 | 29.7 | 33.7 | 30.7 |30.7 | 28.7 | 37.9 (
85.2 |85.2 | 556 |35.6 |29.7 |33.7 | 30.7 | 30.7 | 28.7 [37.9 (
| 291 |52.3 |37.5 |28.8 |30.8 | 28.8 |28.8 | 29.8 | 377 Glu (PPS1.1 A4-5)
52.3 |37.5|28.8 |30.8 | 288 |28.8 298 |37.7 Glu (PPS3.1 A4-5)
36.5 |26.0 |26.9 [26.9 | 269 | 26.9 | 37.7 Glu (PPS4.2 A4-5)
(
(
(
(
(

Phe (GrsA A4-5)
Glu (FenA2 Ad-5)
Glu (FenC1 A4-5)
Glu (FenE1 A4-5)

(N DB W N =

Il 327 | 385 |36.5 [ 365 | 356 |55.1 GIn (ApdA1 A4-5)
I 505 | 468 [46.8 [49.5 [269 | 9 Glu (BacA4 A4-5)
69.4 [69.4 |61.3 (288 | 10 Glu (SrfAA1 A4-5)
-{-100.0 66.7 | 308 | 11 Gn (LchAA1 A4-5)

[Z 66.7 | 308 | 12 GIn (LicA1 A4-5)

327 | 13 GIn (MycB3 Ad-5)

4 Gln (TycC2 A4-5)
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Phe
Glu
Glu
Glu
Glu
Glu
Glu
Gln
Glu
Glu
Gln
Gln
Gln
Gln

(GrsA A4-5)

(FenA2 A4-5)
(FenCl A4-5)
(FenEl A4-5)
(PPS1.1 A4-5)
(PPS3.1 A4-5)
(PPS4.2 A4-5)
(ApdAl A4-5)
(BacA4 A4-5)
(SrfAAl A4-5)
(LchAAl A4-5)
(LicAl A4-5)
(MycB3 A4-5)
(TycC2 A4-5)

(GrsA A4-5)
(FenA2 A4-5)
(FenCl A4-5)
(FenEl A4-5)
(PPS1.1 A4-5)
(PPS3.1 A4-5)
(PPS4.2 A4-5)
(ApdAl A4-5)
(BacA4 A4-5)
(SrfAAl A4-5)
(LchAAl A4-5)
(LicAl A4-5)
(MycB3 A4-5)
(TycC2 A4-5)

Abb. 9.6: Sequenz-Alignment der 100 Aminosauren-umfassenden Region zwischen den Core-Motiven A4 und A5 der Glu/Gin-selektiven

A-Domanen

Ubereinstimmungen mit der Konsensus-Sequenz sind in rot (Identitat) und gelb (Funktionalitat) unterlegt.
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9.3 Der erweiterte Selektivitats-vermittelnde Kode von NRPS
A-Domanen

Tab. 9.7: Der elf Aminosauren-umfassende Kode der NRPS A-Doméanen
Variable Positionen sind in rot hervorgehoben.

Selektivitat Position Herkunft
S S 8§ R 8§38 838 8 3

3-hPip N F C S Q G V L T F K SnbA
3MeAsp D A R H V G | F V. K K McyB2
3-MeGlu D Q G K T G V G H C K CDAs1
3-pAsp D AT K V G E V G C K CDA23
4-Mha N M MY V G V L I A K AmA
4-0Pip D F Q F L G V A V T K SnbDE3
Aad (1) E P R N I V E F V T K AcAl
Aad (2) D P R H F V M R S V K Lysi+lys2
Abu (1) D AWF H A V A Y S K CssA6
Abu (2) D T Y W W G G T F A K SnbC2
Aeo D v L L C T G | M S K Htsl4
AHBA S L A AL G A G A I K RifA
Ahp D V E N A G V V T A K ApdB2
Ala (1) D L F N N A L T Y A K BimiX MycA2
Ala (2) D V F I Y A A I L S K CssAn
Ala (3) D v wW<C I A A 1l Y A K Mps3
Ala (4) D AAG G C A MV A C K Hsl2
Ala (5) D L F V C G G P L G K Cpsit
Ala (6) D M|l S A CC L I VvV K sSaB1
alloThr DYy ws VvV G MV H A K Mps2
Arg (1) D vV W T I G A V D A K MyC
Arg (2) D vV A DV G A | D S K SyE5
Asn D L T K I G E V G C K BacCs, BImVI2,

BImX1, CepA3, MycA,
MycB2, MycC2, TycCA1,

Asp (1) D L T K V G H | G A K BacC5, LchAB2, LicB2,
SrfAB2
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Selektivitat Position Herkunft
S S 8RR & 58 8 8 3 8 &

Asp (2) D L T P |1 G A V N | K CDA14, CDA1.5,
CDA2.1

B-Ala (1) v D W V I S L A D A K BmVi1

B-Ala (2) D G T L | S 8§ G D V K FxbB2

Bmt D AWT Y G G V I S K CssAs

Cys (1) D H E S D V G I T T K AcA2

Cys (2) D L Y N L S L I W S K AngR, BacA2 BimlV.2,
EpoP, HMWP2, PchE,
PchF

Dab D L E H N T T V S8 C K SyE3

D-Ala (1) D L WF Y I A V V S K CssAt

D-Ala (2) DL MV L C T V A V K Dael

D-Ala (3) D L Mm C Y D A V A L K Glgl1

D-Ala (4) D L L F G I S V L V K Hisl1

D-Dab D L E T N T T V S8 C K SyE4

D-Leu D A F Y L G M M C A K CepAl

D-Ser D VvV W H L S L | D V K SyE2

DHB N ¥ S A Q G V V N Y K DhbE EntE MyxE,
VibE

Dh-Phg D P Y H G G T L C A K CepC

Dh-Thr D F WN V G M V H A K SykEr

(AcDMAP D A W T | A A V C A K SnbDE2 SnbDE2™

DMPt G F A Y Y G G L T R K PhsA

GIn (1) D A Q D L G V V D A K LchAA1 LicAl, MycB3

GIn (2) D A W Q F G G V D A K ApdA1, TycC2

Glu (1) D A K DL G V V D A K SrfAA1 BacAd

Glu (2) D AAWH F G G V D A K FenA2 FenC1, FenEtl,
PPS1.1, PPS3.1,
PPS4.2

Gly (1) D | L Q L G L I W S K AwmCz CDA2.2,

DhbF, NosC2, TA1
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Selektivitat Position Herkunft
T 8 8 R 838 8 8 88 5

Gly (2) D | Q M F V A M Q S K CssA7

Gly (3) D L F NN A L T Y S K SafB2

HAsp D M | D L G M V D A K SyE8

His (1) D S E L T A E V C S K BaCs

His (2) D S A L | A E V W S K BmX2

Hiv G AL HV V G S I C K EsynAt

Homo-Tyr D L A F S G A V A A K ApdB1

hPhg (1) D VY H L G L L C V K CDAle6

hPhg (2) D | F H T G L L C A K CepB1 CepB2

lle (1) D A F F L G V T F A K ApdD, NosA1

lle (2) D G F F L G V V Y A K BacA1 BacA5, BacCl,
LchAC, LicC

lle (3) D A F Y G | T S K PPS5.1, FenB1

lle (4) D A N C G V S K CmaA

Leu (1) D AW F L G N V A K BacAs, LchAA3,
LchAB3, LicA3, LicB3,
MycB1, NosA4, NosC1,
SrfAA3, SrfAB3,

Leu (2) D A W L Y G A V M S K CssA2 CssA3, CssA8,
CssA10

Leu (3) D G A Y T G E V V T K GrsB4TycCé

Leu (4) D AAF ML G M V F T K LchAAZ LicA2, SrfAA2

Leu (5) D A F F L G C V F A K SrAC

Lys (1) D A E S | G S VvV C A K BacB1

Lys (2) D VvV A H P G F I N A K MbtE

Lys (3) D A WD A G C V E A K M

Lys (4) D A E D I G T V V A K MG

MdhA D v W H F S L I D V K McyAt

Me-Pro D VvV Q F | A - H L A T K NosA3

Orn (1) D V G E | G S | D S K BacB2 FenC2, GrsB3,
PPS1.2, TycC5

Orn (2) D | N Y W G G | G V K FxbB1
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Selektivitat Position Herkunft
S S 8RR & 58 8 8 3 8 &

Orn-(9) D M E N L G L | N T K FxbC1, FxbC3

Phe (1) D A F T V A A V C A K BaC2

Phe (2) D A W T I A A | C A K GrsA TycA

Phe (3) D AW T A V A | C V K Mpst

Phe (4) D A P | M G G T C A K Syké

Phe (5) D AL V MG AV M A K TyB2

Phe (6) D AWT I A A V C A K TyB3

Phg D | F L W G L L G C K SnbDE4

Pip DY QY C G H L | T K FkbP RapP

Pro (1) D V Q F A A H V V T K AmClMycB4
SnbDE1, VirgA1

Pro (2) D V. Q F | A H V V T K FenAl GrsB1, MycB4,
NosD2, PPS4.1, TycB1

Pro (3) D I A V | T V L | T K Hsl1

Sal N F C A G V L C F K MbtA PchA, YbtE

Ser D W H F S L V D K BimV1.1, CDA1.1,
EntF, MycC1, NosA2,
SyrE1,

Ser/Thr D L N A G L V H A K MbdB

Thr (1) D F W N | G M V H V K AcwmBfi ApdA2,B3,
CDA1.2, FenD2,
FxbC2 PPS2.2,
PyoD1,2, SnbC1

Thr (2) D F W S L G M I H V K Bimvi

Thr (3) D | L Q L G L | W S K DhbF1

Thr (4) D F WS A R MV H T K SyB

Thr (5) D L T V A G L I W S8 K DhbF

Thr (6) D vV WH L S L V D V K Micxx

Trp D AWS V G S V C S K CDA13CDA32

Tyr (1) D A S T I A A V C A K ApdB4 NosD1

Tyr (2) D A S T L G A | C S K CepB3

Tyr (3) D T S K V A A | C A K CepA2
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Selektivitat Position Herkunft
n [{e] ;) 0 (2] - N o L o N N~
8 &8 &8 R & 8 8 8 8 8 5
Tyr (4) D G T | T A E V A T K FenAs, FenD1,

PPS2.1, PPS4.3

Tyr (5) D AL T T G E V V A K MycB1TyC3

Tyr (6) D | L Q L G L V W S K SafA

Tyr (7) D P W G L G L I D A K SafA2

Val (1) D AAY F W G V T F A K AcmB2AcmC3

Val (2) D F E S T A A V Y N K AcwA3

Val (3) D AWMF A A | L S K CssA4,CssA9

Val (4) D G W F | G | | I S K EsynA2

Val (5) D A F W | G G T F S K FenE2 GrsB2,
LchAB1,
LicB1, PPS3.2, SrfAB1,
TycC4

Die Substrat-Aminosauren sind anhand ihres Drei-Buchstaben-Kodes
angegeben. Die Modifikationen der Aminosauren sind nach folgendem Schema
angegeben: allo, allo-Konfiguration, 3-, Amino-Gruppe an Cg; D, D-Konfiguration; &-,
Peptidbindung Uber Cs Me, N-Methyl-; h, Dehydro-; Homo, Insertion von CHy-
Gruppe hinter C,, o, O-Phospho-.

Abkurzungen der nichtproteinogenen  Aminosauren und  Hydroxy-
Carbonsauren: 4-MHA, 4-Methyl-3-Hydroxy-Anthrallinat; Aad, Aminoadipin-Saure;
Abu, 4-Amino-Butyrat; AcDMPt, N-Acetyl-Demethyl-PhosphothricinAeo, 2-Amino-8-
Ox0-9,10-Epoxy-Decansaure; AHBA; 3-Amino-5-Hydroxy-Benzoat; Ahp, 3-Amino-6-
Hydroxy-2-Piperidon; Bmt, 4-(2-Butenyl)-4-Methyl-Threonin; Dab, 2,4-Diamino-
Butyrat; DHB, 2,3-Dihydroxy-Benzoat; Dh-Thr, Dehydro-Threonin; DhPhg, 2,4-
Dihydroxy-Phenylglycin; DMAP, 4-Dimethylamino-Phenylalanin; DMPt, Demethyl-
Phosphothricin; HAsp, B-Hydroxy-Aspartat; Hiv, 2-Hydroxy-lsovalerat; hPhg, 4-
Hyrdoxy-Phenylglycin; MdhA, N-Methyl-Dehydro-Alanin; Phg, Phenylglycin; Pip,
Pipecolat; Sal, Salicylat.
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9.4 Hochkonservierte Core-Motive der strukturell eigenstandigen
Doméanen von NRPS

Tab. 9.8: Sequenz-Motive der Core-Domanen
Die ehemalige Nomenklatur ist in Klammern angegeben

Domaéne Core-Motiv Konsensus-Sequenz

Adenylierungs-(A)-Doméane A1 L(TS)YXEL
A2 (Core 1) LKAGXAYL(VL)P(LI)D
A3 (Core2  LAYXxXYTSG(ST)TGxPKG
Ad FDxS
A5 NxYGPTE
A6 (Core 3) GELxIXGxG(VL)ARGYL
A7 (Core 4) Y(RK)TGDL
A8 (Core 5) GRxDxQVKIRGXRIELGEIE
A9 LPxYM(IV)P
A10 NGK(VL)DR

Peptidyl-Carrier-Protein (PCP)-Domane T (Core 6) DxFFxxLGG(HD)S(LI)

Kondensations-(C)-Doméane C1 SXAQXR(LM)(WY)XI
C2 RHEXLRTxF
C3 (His) MHHxISDG(WV)S
C4 YxD(FY)AVW
C5 (IV)GXFVNT(QL)(CA)Xr
C6 (HN)QD(YV)PFE
C7 RDxSRNPL

Thioesterase-(Te)-Domane TE G(HY)SxG
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Tab. 9.9: Sequenz-Motive der optionalen Doménen
Die ehemalige Nomenklatur ist in Klammern angegeben

Domane Core-Motiv Konsensus-Sequenz
Epimerisierung-(E)-Doméane E1 PIQxWF
E2 (His) HHxISDG(WV)S

E3 (Race A) DxLLxAXxG

E4 (Race B) EGHGRE

E5 (Race C) RTVGWFTxxYP(YV)PFE
E6 PxxGxGYG

E7 (Race D) FNYLG(QR)

Heterozyklisierungs-(Cy)-Doméane Cy1 FLP(TS)xxQxAYxxGR

Cy2 RHx(IM)L(PAL)x(ND)GxQ

(C3) (DNR)4xDxxS

Cy3 (LPxx(PAL)x(LPF)P

Cy4 (TS)(PA)3x(LAF)BX(IVT)LxxW

Cy5 (GA)DQN)FT

Cy6 P(IV)VF(TA)SxL

Cy7 QVx(LHDx(QH)11xW(DYF)
N-Methylierungs-(M)-Doméane M1 (SAM) VL(DE)GxGxG

M2 NELSxYRYxAV

M3 VEXSXARQxGxLD
Oxidations-(Ox)-Domane Ox1 KYXYXSAGxxYPVQTYL

Ox2 EAGXMAQLLMxxA4xIGLC
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