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6 Diskussion

Das isolierte AcsL-Protein aus Lysobacter sp. ATCC 53042 konnte als Mitglied der Acetyl-
CoA-Synthetase-Familie klassifiziert werden. Verglichen mit verwandten Enzymen anderer
gramnegativer Bakterien (Blattner et al., 1993; Priefert and Steinbiichel, 1992) oder sogar
filamenttser Pilze (Connerton et al., 1990; Garre et a., 1994; Gouka et a., 1993; Sandeman
and Hynes, 1989) besitzt es jedoch einige Besonderheiten: zum einen ist es etwa 20 bis 40
Aminosauren kleiner als die meisten anderen Acetyl-CoA-Synthetasen, zum anderen ist die
Sequenzhomologie dieses Enzyms mit 53 bis 56 % geringer as die der Ubrigen Enzyme
untereinander (65 %). Anscheinend hat sich das acsL-Gen schon friiher von den restlichen
pro- und eukaryotischen acs-Genen getrennt und separat entwickelt. Kaum Unterschiede
weist es dagegen bel den Substrataffinitdten zu Acetat und ATP auf, sémtliche
Bindungskonstanten lagen im gleichen Wertebereich wie die der Acetyl-CoA-Synthetasen
von Methanothrix soehngenii (Jetten et al., 1989), M. sp. CALS-1 (Teh and Zinder, 1992),
Saccharomyces cerevisiae (Frenkel and Kitchens, 1981) und Penicillium chrysogenum
(Martinez-Blanco, 1992). Die Diskrepanz zwischen den Temperaturoptima des Wachstums
und der Acetyl-CoA-Synthetase-Aktivitdt wurde auch schon bei anderen Organismen
beschrieben (Teh and Zinder, 1992; Martinez-Blanco, 1992; Preston et al., 1990). Bisher
konnte aber keine Erklarung fur dieses Phdnomen gefunden werden.

Allen  Acetyl-CoA-Synthetasen liegt ein enheitlicher Ping-Pong-Aktivierungs-
mechanismus (Frenkel and Kitchens, 1981; Teh and Zinder,1992) zugrunde, der sich auch in
den enzymkinetischen Untersuchungen des AcsL-Proteins bestétigte. Demnach teilen sich
ATP und CoA ene gemeinsame Enzymbindungsstelle, die durch Uberschiissiges CoA
blockiert wird.

Entsprechend ihrer Fahigkeit, neben Acetat auch noch andere Carbonsdureanaloga zu
erkennen und zu aktivieren, lassen sich die verschiedenen Acetyl-CoA-Synthetasen in zwel
Gruppen einteilen. Zur ersten Gruppe zahlen beispielsweise die Enzyme aus M. soehngenii
(Jetten et a., 1989) und M. sp. CALS-1 (Teh and Zinder, 1992), die eine auf3erordentlich hohe
Spezifitat fur Acetat besitzen und lediglich zu einem geringen Prozentsatz (etwa 5 %) auch
Propionat akzeptieren. Dieser Gruppe ist auch die acetatspezifische Acetyl-CoA-Synthetase
aus Bradyrhizobium sp. zuzuordnen (Preston et al., 1990). Aufgrund ihrer hohen Affinitét zu
Acetat wird vermutet, dai3 diese Enzymgruppe fur dessen Assimilation verantwortlich ist (Teh
and Zinder, 1992). Im Gegensatz dazu werden fir die zweite Gruppe vielmehr anabolische
Funktionen angenommen, woflr deren gréf3ere Carbonsduretoleranz spricht. Beispielsweise
stellt die Acetyl-CoA-Synthetase aus P. chrysogenum (Martinez-Blanco, 1992) die aktivierten
Seitenketten-Precursoren fir die Biosynthese von Benzylpenicillin G bereit und fir das AcoE-
Protein von Alcaligenes eutrophus (Priefert and Steinbtichel, 1992) wird eine Beteiligung an
der Synthese von Poly-3-Hydroxyalkansauren diskutiert. Charakteristisch fur Enzyme dieser
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Gruppe ist die vergleichsweise hohe Propionat-Aktivitat, nach Acetat ist Propionat mit durch-
schnittlich 50 bis 60 % relativer Aktivitét Uberwiegend das zweitbeste Substrat. Die nach-
gewiesenen Nebenaktivitaten des AcsL-Proteins mit Propionat und den restlichen Carbon-
saurederivaten rechtfertigen dessen Eingruppierung in die zweite Gruppe. Es wére denkbar,
dal3 AcsL ahnlich wie das ACS-Protein von P. chrysogenum an der Bereitstellung von
aktivierten Molekllen fur die in vivo-Antibiotika-Produktion beteiligt ist. Allerdings weichen
sowohl die Carbonsaure- als auch die Nukleotidspezifitdten zum Teil erheblich voneinander
ab. Am aufféligsten ist dabel die hohe Akzeptanz des ATP-Analogons dATP durch das
AcsL-Protein, diein diesem Ausmal3 noch nie beschrieben wurde.

Bisher einmalig ist die detaillierte Charakterisierung der beiden Aktivierungsstufen der
Acyl-CoA-Synthese mit Hilfe von drel verschiedenen Untersuchungsmethoden: (1) der
Anayse der Adenylierungsreaktion anhand der ATP-Hydrolyse und der ATP-PP-
Austauschreaktion sowie (2) der Analyse der Acyl-CoA-Bildung mit Hilfe des
Hydroxamattests. Zwischen den drei Reaktionen wurden bemerkenswerte Unterschiede
festgestellt, die ihrerseits Ruckschlisse auf die Stabilitét und Reaktivitét der gebildeten
Acyladenylate zulief3en. So bewies die hochste Aktivitat im ATP-PP-Austausch mit dem
Hauptsubstrat Acetat die starke Verlagerung des Adenylierungsgleichgewichts zugunsten der
Ausgangssubstanzen Acetat und ATP. Stabiler als das Acetyladenylat war das
Butyryladenylat, aus der Reduktion der Riickreaktion bel gleichzeitiger Beschleunigung der
ATP-Hydrolyse ergab sich insgesamt fur die Akkumulation des Butyryladenylates eine
Verdreifachung gegentiber dem Acetyladenylat. Am robustesten waren die Adenylate mit
Propionat und Isobutyrat. Deren Stabilitdt war so hoch, daf3 im ATP-PP,-Austausch tberhaupt
keine Reaktion mehr nachzuweisen war. Obwohl auch bei Lactat die Kohlenstoffhauptkette
aus drei C-Atomen besteht, wurde eine derartige Anh&ufung der Adenylatprodukte fur keines
der beiden Enantiomere festgestellt. Das liefd darauf schlief3en, dal3 die Stabilitdt nicht nur auf
der Gesamtkettenlange und der Grofie der Seitenketten sondern auch auf der Hydrophobizitét
der Substituenten beruht.

Im Gegensatz zur Adenylierungsreaktion wurde bel der Analyse der Acyl-CoA-Bildung
mit ATP eine stéarkere Korrelation mit der Kettenlénge beobachtet, kontinuierlich mit jedem
zusétzlichen C-Atom in der Hauptkette reduzierte sich die Acyl-CoA-Synthese um je ein
Viertel. Dartber hinaus verstérkten zusitzliche Modifikationen der Carbonsauren
(funktionelle Gruppen, Verzweigung, Halogenaustausch) den Aktivitatsverlust gegeniiber den
geradkettigen, unmodifizierten Substraten. Trotz der starken Betonung der Ruckreaktion
waéhrend der Adenylierung wurde auch hier die hochste Aktivitdt mit dem Hauptsubstrat
Acetat gemessen, was die hohe Reaktivitét des Acetyladenylates unterstreicht und somit die
Adenylatbildung als den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt definiert. Die Plazierung von
Propionat als zweitbestes Substrat war vermutlich die Folge der hohen Adenylatstabilitét, die
kompensierend auf die geringe Geschwindigkeit der Adenylatbildung wirkte. Jedoch brachte
die Steigerung der Adenylatstabilitdt nicht automatisch eine Zunahme der Acyl-CoA-
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Synthese mit sich, wie die Untersuchung mit Butyrat zeigte. Ungeachtet der Verdreifachung
der Intermediatausbeute verringerte sich die Geschwindigkeit der Butyryl-CoA-Synthese auf
weniger als die Halfte gegenliber dem Acetatvergleichswert. Anders als bel diesem bestimmte
demnach die Umwandlung von Butyryladenylat zu Butyryl-CoA die Geschwindigkeit der
Gesamtreaktion.

Bemerkenswerte Ergebnisse wurden auch mit dem ATP-Analogon dATP erhaten. Am
auffélligsten zeigten sich dabei die Verénderungen mit den beiden Substratcarbonsiuren
Propionat und Isobutyrat. Zum einen wurden weniger stabile Adenylate gebildet, so dal3
nunmehr auch die Riickreaktionen nachzuweisen waren. Zum anderen wurde jedoch as Folge
der verringerten Adenylatakkumulation auch eine drastische Verringerung der Acyl-CoA-
Synthese verzeichnet. Genau umgekehrt verhielten sich die Effekte mit Acetat und Butyrat. In
diesen Féalen wurde dATP genauso gut oder sogar noch besser angenommen as das
eigentliche Nukleotidsubstrat ATP. Dies betraf sowohl die Adenylierungsreaktion als auch
die Acyl-CoA-Bildung.

Anders as beim AcsL-Protein wurde bei der Untersuchung des Glutaminsdure-
aktivierenden Moduls Srf-M1 eine auf3erordentlich hohe Substratspezifitét festgestellt. Neben
dem Hauptsubstrat L-Glutaminsdure wurde keine andere proteinogene Aminosaure erkannt
und aktiviert. Diese Fixierung auf eine einzige Substrataminosaure 183t sich auch in anderen
Peptidsynthetase-Modulen beobachten, wobei insbesondere eine Haufung von Aktivierungs-
modulen zu verzeichnen ist, die entweder Glutamin bzw. Asparagin oder Glutamin- bzw.
Asparaginsdure in die Peptidkette einbauen, wie z.B. LicA1(Gln) und LicBx(Asp) aus der
Lichenysin-Synthetase (Konz et al., 1999b) sowie TycC;(Asn) und TycCy(GIn) aus der
Tyrocidin-Synthetase (Mootz and Marahiel, 1997b). Im Gegensatz dazu gehdren sowohl das
Valin-aktivierende Modul Srf-M4 as auch das Leucin-aktivierende Modul SrfA-C zu den
Enzymen, die ein grof3eres, aber begrenztes Substratspektrum tolerieren. Eben diese
Variabilitdt spiegelt sich auch in den verschiedenen Surfactin-Isoformen wider, in denen fur
beide Aminosaurepositionen entsprechende Substitutionen durch L-Isoleucin und L-Leucin
bzw. L-Isoleucin und L-Valin nachgewiesen wurden (Baumgart et al., 1991; Peypoux et al.,
1991 und 1994; Grangemard et al., 1997). Derartige Zusammenhange beschrénken sich aber
nicht allein auf die Surfactin-Synthetase, wie die Bevorzugung spezieller Aminoséure-
substitutionen bei der Lipopeptidsynthese durch andere Peptidsynthetasen zeigt: Cyclosporin-
Synthetase (Billich and Zocher, 1987), Tyrocidin-Synthetase (Mootz and Marahiel, 1997b)
und Lichenysin-Synthetase (Konz et al., 1999b). Jedoch existieren bisher nur vage
Vorstellungen tber die Ursachen der unterschiedlichen Aminosaure-Spezifitét. Beispielsweise
konnten die A-Doménen der zweitgenannten Gruppe unfdhig sein, zwischen strukturell
dhnlichen Aminosauren zu unterscheiden, alerdings bliebe dann immer noch die Frage,
warum sich diese Schwéche nur auf einen Teil der Module begrenzt. Wahrscheinlicher ist,
daR die Strukturanaloga bestimmte biologische Funktionen (z.B. Uberlebensstrategien,
Selektionsvorteile) Ubernehmen. Beispielsweise konnten Grangemard et al. zeigen, dal3 die
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Surfactin-Isoformen [lle4, 1le7] und [11e€2, 1le4, Ile7] infolge der hdheren Hydrophobizitét der
apolaren Doméne starkere Surfactanteigenschaften besallen als das Hauptsurfactin selbst
(Grangemard et a., 1997).

Hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitdten unterscheiden sich die A-Doménen der Surfactin-
Synthetase-Module Srf-M1 und SrfA-Csigosa kaum von denen anderer Peptidsynthetase-
Module (Reichert et al., 1992; Galli et al., 1994; Stachelhaus and Marahiel, 1995b; Mootz and
Marahiel, 1997b; Konz et al., 1999b). Wahrend jedoch die Aminosaureaffinitdten der meisten
Module Werte bis maximal 1 mM annehmen, liegt der K,-Wert der A-Doméne von Srf-M1
fur L-Glutaminsaure mit 2,5 mM deutlich tber diesem Durchschnitt. Bereits andere Autoren
berichteten Uber dieses Phdnomen (Ullrich et a., 1991; Menkhaus et al., 1993; Schneider et
al., 1998a), welches sich spéter auch bei den Untersuchungen der trimodularen Surfactin-
Synthetase SrfA-A fortsetzte. Jedoch bleibt die Bedeutung dieser Abweichung unklar.
Beispielsweise ware denkbar, dald auf diese Weise die Biosynthese von Surfactin limitiert
wird, die durch den Transfer der aktivierten [3-Hydroxyfettsaure auf das Anfangsmodul
Srf-M1 initiiert wird (Menkhaus et al., 1993; Vollenbroich et al., 1993). Die Untersuchungen
der sehr dhnlichen Lichenysin-Synthetase scheinen diese Theorie zu bestétigen, auch dort hat
das Glutamin-aktivierende Anfangsmodul eine deutlich schlechtere Aminosaureaffinitdt als
die tbrigen Module (Konz et al., 1999b). Im Falle des SrfA-Csio03a-Moduls konnten keine
Unterschiede zu friheren Untersuchungen der nativen Synthetase SrfA-C (Galli et al., 1994)
festgestellt werden, so dald3 eine Beeintrachtigung der Adenylierungsfunktion durch die
Ser—->Ala-Mutation innerhalb des T-Motivs der PCP-Doméne ausgeschl ossen werden konnte.

Im Rahmen von Stabilitatsuntersuchungen des Srf-M 1-Proteins wurde eine auf3erordentlich
hohe Autoproteolysetétigkeit registriert, bei der die Proteinfragmentierung von zwei protease-
sensitiven Regionen dominiert wurde. Dies waren zum einen die Verbindungsstelle zwischen
der C-Doméne und der sich anschlief?enden A-Doméne und zum anderen die Scharnierregion
zwischen den beiden Subdomanen der A-Domaéne, die zu den mittels SDS-Page und MALDI
nachgewiesenen Abbauprodukten von 52 bzw. 97 kDa fihrte. Beide Stellen gehdren zu
protease-sensitiven Regionen, die kirzlich auch bei der Untersuchung der kompletten
Tyrocidin-Synthetase 1 gefunden wurden und neben den bereits genannten Positionen auch
die Verbindungen zwischen A- und PCP-Doméne sowie zwischen PCP- und E-Doméne
betrafen (Dieckmann et al., 1999). Die Autoren machten sich die Erkenntnis zunutze, daf3
vorzugsweise Loop-Regionen angegriffen werden, die zum Lésungsmittel gerichtet sind und
eine hohe Flexibilitét besitzen. Aus der Lage der vier identifizierten Linkerregionen
schluf¥folgerten sie auf deren mal3gebliche Beteiligung an der gerichteten Verknipfung der
wachsenden Peptidkette durch die Vermittlung von Konformationsanderungen und
Doménenbewegungen (Dieckmann et a., 1997 und 1999).

Mit einer Grof3e von 402 kDa gehort die trimodulare Surfactin-Synthetase zu den grofdten
Proteinen, die bisher heterolog in E. coli exprimiert werden konnten. Zuzurechnen ist dies der
Mitwirkung der coexprimierten E. coli-Chaperone GroES/EL, die fur die korrekte Faltung des
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SrfA-A-Proteins sorgen und dartiber hinaus der schnellen Degradation entgegenwirken. Die
Coexpression mit den E. coli-Chaperonen ist ein sehr junges Verfahren, das auch zur
Expression anderer rekombinanter Proteine genutzt wurde (Cole, 1996; Georgiou and Valax,
1996; Duitman et a., 1999) und aufgrund seiner zahlreichen Vorzige durchaus ein wertvolles
Instrument bei der Klonierung grof3erer, schwer zuganglicher Proteine werden konnte.

Die heterologe Expression der Surfactin-Synthetase SrfA-A in E. coli fuhrte zu einem
aktiven Protein, das in der Lage war, entsprechend seiner modularen Zusammensetzung die
beiden Substrataminosauren L-Glutaminsdure und L-Leucin zu adenylieren und diese nach
der in vitro-Phosphopantetheinylierung mit dem rekombinanten Sfp-Protein als Thioester zu
binden. Obwohl das dritte Leucin-aktivierende Modul Srf-M3 Uber eine Epimerasefunktion
verfugt, wurde auch die D-konfigurierte Aminosiure als Substrat im ATP-PP-Austausch
akzeptiert. Das war insofern Uberraschend, da D-Leucin nach friheren Berichten inhibierend
auf die Surfactin-Biosynthese wirken sollte (Ullrich et al., 1991, Menkhaus et al., 1993).
Dieser vermeintliche Widerspruch konnte aber kirzlich durch die Untersuchung der
Kondensationsfunktion von Linne und Marahiel geklart werden, wonach die Inhibierung der
Lipopeptidsynthese auf der hohen Spezifitdt der Akzeptortasche fur L-Leucin resultiert,
wahrend umgekehrt die verhdltnismaldig niedrige Substratspezifitét der Donortasche die
Begrindung fur die Aktivierung des D-l1somers liefert (Linne and Marahiel, 2000). Durch die
spatere Analyse der bimodularen Hybridenzyme lief3 sich die D-Leucin-Aktivitét eindeutig
dem dritten Modul zuordnen, nur die genetische Manipulation innerhalb dieses Moduls
(Srfap-M1-2/3) fuhrte zum Ausbleiben der D-Leucin-Aktivitét. Andersherum zeigten
samtliche bimodularen Enzyme mit einem intakten Srf-M3-Modul diesbeziiglich kaum
Unterschiede gegentiber dem kompletten SrfA-A-Protein.

Obwohl die Konstruktion hybrider Peptidsynthetasen ein vielversprechendes Verfahren zur
Herstellung neuartiger Peptidantibiotika darstellt, glickten bisher nur wenige Versuche zur
Umprogrammierung der Aminosauresequenz (Stachelhaus et al., 1995c; Schneider et a.,
1998a, Mootz et al., 2000), alle anderen Ansétze scheiterten an den mangel haften Kenntnissen
uber die Wechselwirkungen zwischen den funktionellen Doménen. Erkléartes Ziel dieser
Arbeit war es daher, systematisch nach moglichen Fusionsstellen fir das Protein-Engineering
zu suchen. In Frage kamen dafur hauptsichlich hochkonservierte Sequenzmotive, da die
variablen Bereiche vermutlich fur die spezifische Erkennung der Substrataminosduren
verantwortlich sind und deshalb komplett erhalten werden sollten. Geeignetere Alternativen
wie die spéater identifizierten beweglichen Linkerregionen zwischen den C-, A- und T-
Doménen (Dieckmann et al., 1999) waren mit Ausnahme der Scharnierregion zwischen den
Adenylat-Subdomanen (Conti et al. 1996 und 1997) zum Bearbeitungszeitpunkt noch nicht
bekannt. Ausgehend von den beiden Modulen Srf-M4 und Srf-M7 sowie der trimodularen
Surfactin-Synthetase-Untereinheit SrfA-A wurden drei reziproke monomodulare Enzympaare
bzw. vier bimodulare Hybridsynthetasen geschaffen, bei denen der modulare Bauplan C-A-T
konsequent beibehalten wurde. Das Spektrum der verwendeten Fusionsstellen erstreckte sich
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dabel Uber ale drel funktionellen Domanen C, A und T, um einen mdglichst umfassenden
Einblick in das spezifische Zusammenwirken der Doménen zu bekommen. Tatsachlich
wurden zwischen den verschiedenen Rekombinationsstrategien gravierende Unterschiede
festgestellt, die anhand der Erhaltung bzw. des Verlustes der katalytischen Funktionen
(Adenylierung, Thioesterbindung und Peptidbildung) beurteilt wurden und nachfolgend
ausfuhrlich vorgestellt werden.

Aus der rontgenkristallographischen Analyse von zwel verwandten adenylatbildenden
Enzymen war bekannt, dal? sich die A-Doméne aus zwel verschieden grof3en Untereinheiten
zusammensetzt, die durch eine flexible Scharnierregion miteinander verkntpft sind (Conti et
a., 1996 und 1997). Die grof3e N-terminale Subdoméne bildet dabei einen Spalt, der nach
Bindung des Substrates deckelartig von der kleineren C-terminalen Subdomane verschlossen
wird. Vorangegangene Rekombinationsstudien zwischen dem Valin-aktivierenden Modul
Srf-M4 der Surfactin-Synthetase SrfA-B und dem Phenylalanin-aktivierenden Modul der
Tyrocidin-Synthetase TycA unterstrichen die essentielle Bedeutung dieser Region fir die
Funktionsfahigkeit der A-Doméne (Elsner et al., 1997). Nur Fusionen in Scharniernghe
innerhalb des hochkonservierten GEL(C/Y)IGGXGLARGY L-Motivs ergaben aktive Hybrid-
enzyme, wahrend entferntere Rekombinationen zu mif3gefalteten, inaktiven Proteinen fihrte.
Allerdings zeigten eigene Untersuchungen eine noch relativ hohe Anfélligkeit des
GEL(C/Y)IGGXGLARGY L-Motivs beim Protein-Engineering, von den zwe untersuchten
reziproken monomodularen Hybridenzymen erkannte nur Srfap-M7/4 seine Substrat-
aminosaure. Wurde statt dessen die Fusionierung unmittelbar in die flexible Scharnierregion
verschoben, waren samtliche Hybride (Srfapy-M4/7, Srfapn-M7/4 und Srfapy-M1/2-3) aktiv.
Dies erscheint insofern logisch, da die Anderungen nur noch die bewegliche Region betrafen,
die Faltung der beiden Subdoménen jedoch unberiihrt blieb. Wie Untersuchungen von
Dieckmann et al. (1999) belegen, sind beide Doménen fur die katalytische Funktion der
A-Doméane unentbehrlich, denn die Entfernung der C-terminalen Subdomane fihrte zu einem
vollig inaktiven Protein. Dartber hinaus bestétigten die Enzymaktivitéten der hybriden
Enzyme die Theorie von Marahiel und Mitarbeitern, nach der die Substratspezifitét der
A-Domane von wenigen Schllisselaminosduren der N-terminalen Untereinheit festgelegt wird
(Conti et al., 1997; Stachelhaus et a., 1999). Zu acht mehr oder weniger stark variierenden
Aminosduren kommen noch zwei invariante Reste hinzu, die fir die Interaktion mit der
a-Aminogruppe (Asp235) und der a-Carboxylgruppe (Lys517, Numerierung entsprechend
der PheA-KTristallstruktur) verantwortlich sind.

Bel der Bestimmung der Thioesterbeladung von Srfapy-M1/2-3 stellten sich die Grenzen
dieser Fusionsstrategie heraus. Die PCP-Doméne T, des Leucin-aktivierenden Moduls Srf-M2
war nicht in der Lage, das Aminoacyladenylat der A-Doméne A; des Glutaminsdure-
aktivierenden Moduls Srf-M1 zu erkennen und al's Thioester zu binden. Ahnliche Ergebnisse
bei der in trans-Aminoacylierung der Asparaginsaure-aktivierenden PCP-Doméane Ts mit dem
Adenylat der Valin-aktivierenden A-Domane A, (Weinreb et al., 1998) deuten darauf hin, daf
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die PCP-Doménen trotz ihrer geringen Grof3e von durchschnittlich 80 Aminosduren eine
aul3erordentlich hohe Spezifitét besitzen. Dabel durften die spezifitéatsbestimmenden Amino-
saurepositionen sogar noch eher auf der N-terminalen Hafte vor der 4‘-Phosphopantethein-
Bindungsstelle liegen, wie durch die Thioacylierung der chiméren PCP-Doméne Ty, in dem
bimodularen Konstrukt Srfrp-M1/2-3 gezeigt werden konnte. Verstandlicherweise wurde die
Adenylierungsfunktion der Glutaminsaure-aktivierenden A-Domane von der Rekombination
innerhalb des D(D/N)FFXLGGHS(L/I)-Mativs nicht beeinfluf3t. Umgekehrt beweist aber die
hohe Ubereinstimmung der Glutaminsiureadenylierung von Sifapy-M1/2-3 und Srfrp-M1/2-3
die volle Funktionsfahigkeit der hybriden A-Domane Ay, in Srfapy-M1/2-3.

Neben der Fusionierung innerhalb der A- und der PCP-Doménen wurde als dritte
Rekombinationsmoglichkeit die Eignung der C-Domanen Uberprift. Dabel reagierten
prinzipiell alle untersuchten Module mit drastischen Aktivit&tseinbuf3en auf Manipulationen
in der Ubergangsregion zwischen der C- und der darauffolgenden A-Doméne, die sogar bis
zur volligen Inaktivitéat reichen konnten, wie bel der Deletion der kompletten C-Doméne in
dem gekirzten Modul Srf-NAM1 oder bei der Konstruktion der reziproken Hybridenzyme
Srfcp-M4/7 und Srfcp-M7/4 gezeigt wurde. Ebenso fuhrte die Verkntpfung der C,-Doméne
des zweiten Leucin-aktivierenden Moduls Srf-M2 mit der As-Doméne des dritten Leucin-
aktivierenden Moduls Srf-M3 im Falle des bimodularen Konstruktes Srfap-M1-2/3 zu kaum
noch mef3baren Adenylierungsaktivitéten in Héhe von weniger as 1 % gegeniber dem Wild-
typenzym. Md&glicherweise ist diese minimale Restaktivitét die Begrindung dafr, dal3 bel
analogen Engineering-Experimenten von Stachelhaus et al. (1995c) und Schneider et a.
(1998a) erstmals mit hochempfindlichen Detektionsmethoden neuartige Surfactinanaloga als
Ergebnis umprogrammierter Peptidsynthetasen nachgewiesen werden konnten. Das gleiche
kdnnte auch fir die Umwandlung eines Elongations- in ein Initiationsmodul durch Linne und
Marahiel gelten, bei denen das rekombinante Enzym TycBs;-ATE trotz der Entfernung der
C-Doméne noch aktiv war (Linne and Marahiel, 2000). Allerdings wiesen auch Stachelhaus et
al. (1995c) und Schneider et al. (1998a) auf eine massive Reduktion der Peptidsynthese hin.
Keine Angaben wurden hingegen zu den Absolutwerten der Enzymaktivitéten gemacht. Als
Ursache fur den zum Teil volligen Zusammenbruch der katalytischen Funktion, tiber den auch
von anderen Autoren berichtet wurde (Elsner et a., 1997; Weinreb et al., 1998), kommen
wahrscheinlich Gberwiegend gestorte interdoménische Wechselwirkungen in Betracht. Es
stellt sich alerdings die Frage, weshalb derartige Wechselwirkungen fur Initiationsmodule
entbehrlich sind. Ebenfalls nicht ganz auszuschlief3en sind Mif¥faltungen der rekombinanten
Enzyme, die sich jedoch aufgrund ihrer N&he zu der von Dieckmann et a. identifizierten
Linkerregion (Dieckmann et al., 1999) in Grenzen halten dirften.

Zu einem vollig anderen Ergebnis fuhrte dagegen die Fusionierung innerhalb des hoch-
konservierten His-Motivs, in deren Folge eine hybride C-Doméne Cy, entstand. Im ATP-PP-
Austausch zeigte das bimodulare Hybrid Srfcpu-M1-2/3 anndhernd die gleichen L- und
D-Leucin-Aktivitdéten wie schon die vorhergehenden Konstrukte Srfapy-M1/2-3 und
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Srfrp-M1/2-3, so da? eine Beeintrachtigung doméanenspezifischer Wechselwirkungen
weitestgehend ausgeschlossen werden konnte. Dartiber hinaus erlaubt die Konservierung der
katalytischen Funktionen beider benachbarter Module eine Eingrenzung der interdomanischen
Kontakte auf die Region C-terminal ab dem His-Motiv.

Die bimodularen Konstrukte Srfap-M1-2/3 und Srfcpu-M1-2/3 enthielten jeweils en
unversehrtes Srf-M1-Modul, dessen Glutaminsdure-Aktivierung im ATP-PP,-Austausch und
in der Thioacylierung deutlich Uber der Wildtypfunktion lag und um so héher war, je
entfernter sich die verwendete Fusionsstelle befand. Das bedeutet, dal3 auch die modulare
Umgebung einen deutlichen Einflufd auf die Enzymfunktionen besitzt. Beispielsweise kdnnten
die Manipulationen in der C-Doméne des Folgemoduls |eichte Domanenrotationen und damit
eine leichtere Zuganglichkeit der Substrate zu den Aktivitdtszentren bewirken. Im Fall des
Konstruktes Srfap-M1-2/3 scheint die Angleichung der Glutaminsdure-Aktivierung an die
Enzymaktivitédt des separaten Moduls Srf-M1 diese Interpretation zu unterstitzen.

Zur abschlielRenden Uberprifung der Peptidel ongation wurden die beiden Rekombinations-
strategien, bel denen in vitro keine signifikante Beeintrachtigung der Adenylierungs- und
Thioacylierungsfunktion nachgewiesen werden konnte (Fusionierung innerhalb des T- bzw.
His-Motivs), in vivo auf die Umprogrammierung des Wildtyp-Surfactin-Produzenten
B. subtilis ATCC 21332 angewandt. Uber die Deletion des mittleren Leucin-aktivierenden
Moduls der Surfactin-Synthetase SrfA-A (B.s. R13tp und R13cpy) hinaus wurden auch
Substitutionsmutanten (B.s. R153tp und R153cpm) konstruiert, die anstelle des Srf-M2-
Moduls das Asparaginsaure-aktivierende Modul Srf-M5 der Surfactin-Synthetase SrfA-B
trugen. Obwohl mit Hilfe kombinierter PCR- und Restriktionsanalysen die Richtigkeit aller
vier Klonierungen bestétigt wurde, konnte nur fir R13cpy die Expression der Surfactin-
Synthetase-Gene nachgewiesen werden. Die Andersartigkeit der Ubrigen drei Konstrukte
aul3erte sich bereits in ihrem Phéanotyp: im Gegensatz zum Wildtyp ATCC 21332 und zur
Deletionsmutante R13cpv Waren diese asporogen, erkennbar an der feuchten Oberflache der
Kolonien und deren schneller Lyse. Nach Nakano ist das srfA-Gen neben seiner Funktion as
Antibiotika-Gen auch mit der Sporulation assoziiert (Nakano et a., 1991). Es wére also
madglich, dal? durch die Manipulationen innerhalb des srfA-Operons die Transkription eines
zusétzlichen, fur die Sporulation erforderlichen Gens unterbrochen wurde und die Surfactin-
Synthese reprimiert wurde. Bestarkt wird diese Vermutung durch die Ergebnisse von
Marahiel und Mitarbeitern, nach denen die Expression des tycA-Gens von den
Sporulationsgenprodukten (SpoOA, SpoOB und SpoOE) abhangig ist (Marahiel et al., 1987).
Angesichts der Unterschiede zwischen R13¢py und R131p 1813 sich vermuten, dal? die Region
zwischen dem T-Motiv des Srf-M1-T;-Moduls (Aminosdureposition 1003) und dem His-
Motiv des Srf-M2-C,-Moduls (Aminosaureposition 1194) eine essentielle Bedeutung fur die
Sporulation besitzt. Im Fall der Substitutionsmutante R153cpy ist voraussichtlich der
Einschub des Srf-M5-Moduls Ursache fur die Asporogenitét und die daraus resultierende
Beeintrachtigung der Peptidsynthese. Allerdings konnte dies aber auch eine Funktion des
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Asparaginsdure-aktivierenden Srf-M5-Moduls sein, wie die erfolgreichen Substitutionen des
Srf-M2-Moduls gegen verschiedene Module der Gramicidin- und der ACV-Synthetase zeigen
(Schneider et al., 1998a).

Angesichts der fehlenden Proteinexpression durch R13tp und R153rp war eine direkte
Beurteillung der Abhangigkeit der Kondensationsfunktion von der Rekombination innerhalb
des T-Motivs nicht moglich. Den einzigen Anhaltspunkt lieferte die dunnschicht-
chromatographische Analyse der in vitro-Biosynthese durch das E. coli-Protein Srfrp-M1/2-3.
Die Untersuchung zeigte, daf3 die chimére T1,-Doméne nicht in der Lage war, die aktivierte
L-Glutaminsdure an die benachbarte C-Doméne weiterzureichen, was wiederum auf eine
Storung des interdomanischen Zusammenspiels hindeutete. Demgegentiber ergaben sich im
Parallelversuch fur das hybride His-Motiv erste Hinweise auf dessen Funktionsfahigkeit. So
wurden im Vergleich der in vitro-Biosynthesereaktionen von Srfcpm-M1-2/3 mit dem
Wildtypenzym SifA-A  auffallend starke Parallelen festgestellt, alerdings fehlten for
weiterfUhrende Produktcharakterisierungen die nétigen Referenzmaterialien.

Die in vivo-Lipopeptidsynthese in B. subtilis bestétigte die Ergebnisse der in vitro-
Untersuchungen. Sie ergab fir die Deletionsmutante R13cpm ein neues Surfactinderivat, das
massenspektrometrisch eindeutig als das erwartete Lipohexapeptid identifiziert werden
konnte. Es ist damit das erste gekirzte Produkt einer Peptidsynthetase, das gezielt durch die
Deletion einer kompletten Moduleinheit erzeugt wurde. Entsprechend seiner modularen
Programmierung enthdlt es nur noch sechs Aminosiuren (*L-Glu>?D-Leu>3L-Va->
*L-Asp> °D-Leu>°L-Leu), die mit einer R-Hydroxyfettsiure variabler Kettenlange zu einem
Lactonring verknupft sind. Im MALDI-Massenspektrum zeigte das neue Peptid eine typische
Signalclusterung bel m/z-Werten zwischen 918 bis 976, die mit einer Differenz von 113 zum
nativen Surfactin exakt dem deletierten Leucin-Rest entsprach. Dabei wurden genau die
gleichen Fettsduren mit C13- bis C16-Kdrpern in das Peptid inkorporiert wie beim Wildtyp-
Surfactin (siehe auch Kluge et al., 1988; Peypoux et al., 1991; Leenders et a., 1999), so dal3
nicht von einer Beeintrachtigung der Acyltransferasefunktion durch die Manipulation der
Surfactin-Synthetase SrfA-A auszugehen ist.

Jedoch lag die Effizienz der Surfactin-Produktion bei der Deletionsmutante deutlich unter
der des Wildtypenzyms. Schatzungen zufolge betrug die Peptidausbeute weniger as 5 % und
damit weniger a's 25 bis 50 mg pro Liter Medium umgerechnet auf die Wildtyp-Synthese von
durchschnittlich 0,5 bis 1 g/l (siehe auch Peypoux and Michel, 1992; de Ferra et a., 1997,
Schneider and Marahiel, 1998b). Derart drastische Reduktionen wurden bereits bei
verschiedenen Modulsubstitutionen durch Stachelhaus et al. (1995c) und Schneider et al.
(1998a) beschrieben, alerdings machten die Autoren keine ndheren Angaben zu den
Syntheseraten. Fur dieses Resultat sind vermutlich mehrere Faktoren verantwortlich, wobei
der Aufhebung intermodularer Wechselwirkungen durchaus eine Schltsselrolle zukommen
konnte. Schliefdlich wurden die eigentlichen modularen Verknipfungen zwischen Srf-M1,
-M2 und -M3 gelést und durch ein Zwel-Komponenten-System, bestehend aus dem
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unveranderten Srf-M1 und dem nunmehrigen hybriden Folgemodul Srfcpu-M2/3, ersetzt.
Infolgedessen stand dem letzten Modul anstelle des eigentlichen Substrates, einem linearen
Lipodipeptid aus FS>L-Glu~>L-Leu, nur noch ein FS—>L-Glu-Intermediat fur die Surfactin-
Synthese zur Verfigung. Es ist sogar moglich, dal? entgegen den Auffassungen von Belshaw
et al. (1999) sowie Linne und Marahiel (2000) auch die Donortaschen der C-Domanen ein
gewisses Mald an Substratspezifitdt besitzen, da die Inhibierung der Biosynthese im
vorliegenden Fall nicht mit dem Einfluld der Akzeptorspezifitét begrindet werden kann. Im
Vordergrund dieser Uberlegungen stand dabei die Tatsache, dai die beiden Module Srf-M2
und —M3 (ungeachtet der spateren Epimerisierung durch die E-Doméne von Srf-M3) fir die
Erkennung und Aktivierung derselben Aminosdure L-Leucin verantwortlich sind, die
Akzeptortaschen der beiden C-Domanen C, und C; zwangslaufig aso auch die gleiche
Substratspezifitét haben mussen. Fir die Akzeptortasche der aus beiden Leucin-aktivierenden
Modulen zusammengesetzten C-Doméne in Srfcpu-M1-2/3 folgte daraus wiederum, dal diese
gleichermal3en spezifisch fur L-Leucin sein muf3te und somit die Verénderungen gegentber
dem Wildtypenzym alenfalls die Donortasche betreffen konnten.

Eine nicht unwesentliche Rolle bei der Verminderung der Peptidausbeute spielt vermutlich
auch die modifizierte Primérsequenz des neuen Peptids und die sich daraus ableitende
Veranderung der dreidimensionalen Surfactin-Struktur. Normalerweise nehmen die
Ringatome des konventionellen Surfactinmolekils eine charakteristische Sattelkonformation
ein, bei denen die polaren Seitenketten der Glutamin- und Asparaginsiure genau
entgegengesetzt zu dem aliphatischen Kettenrest der [3-Hydroxy-Fettsdure ausgerichtet sind
(Bonmatin et a., 1992 und 1994). Durch die Deletion des zweiten Leucin-Molekdls durfte
diese Anordnung jedoch mit Sicherheit gestért werden und so zu dem beobachteten
Produktionsriickgang gefuhrt haben. Und nicht zuletzt ist die leicht verminderte
Sporulationsfahigkeit ein Indiz fir die Beentréchtigung der regulativ wirkenden
Sporulationsgene.

Interessante  Aspekte ergaben sich aus der Untersuchung der hamolytischen und
antibiotischen Eigenschaften. Wahrend fur das Surfactinderivat keine Hamolyseaktivitét
nachgewiesen werden konnte, hemmte es wesentlich effizienter das Wachstum von Bacillus
licheniformis al's das konventionelle Surfactin. Dies ist um so bemerkenswerter, da die Menge
des synthetisierten Lipopeptids so gering war. Es ist vorstellbar, dal3 dieses Derivat vor allem
im Hinblick auf die geringere Erythrocytentoxizité durchaus eine gute Ergénzung oder sogar
eine Alternative fur das ursprungliche Surfactin werden kénnte. Darlber hinaus stellten auch
Stachelhaus et al. (1995¢) und Schneider et a. (1998a) bei den von ihnen umprogrammierten
Surfactin-Synthetasen SrfA-C  (Minimalmodul-Substitution gegen finf unterschiedliche
Aminosaure-Aktivierungsmodule; Stachelhaus et al., 1995c) bzw. SrfA-A (Minimamodul-
Substitution von Srf-M2 gegen sieben Aminosdure-Aktivierungsmodule; Schneider et a.,
1998a) eine Verringerung oder Einstellung der Hamolyseaktivitét fest, allerdings ohne
Angaben auf konkrete V ersuchsbedingungen.
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Zusammenfassend 183 sich festhalten, dald von den untersuchten Fusionsstellen die
Rekombination innerhalb des konservierten His-Motivs die glinstigsten Voraussetzungen fur
das Protein-Engineering mitbringt. Nur diese Fusionsstrategie gewahrleistete die Erhaltung
der urspruinglichen funktionellen Einheit zwischen den C-, A- und T-Doméanen eines Moduls.
Obwohl auch bei den anderen Fusionen die modulare C-A-T-Organisation als solche
beibehalten wurde, fiuhrte die Neuverkntpfung zwischen Doméanen verschiedener Herkunft
zur Aufhebung interdomanischer Wechselwirkungen, in deren Folge die Intermediate von der
jeweils darauffolgenden Doméane nicht mehr erkannt wurden. In einer kirzlich erschienenen
Veroffentlichung wurde die Konstruktion hybrider Tyrocidin-Synthetasen vorgestellt, die auf
eben diesem Einheitsprinzip beruht (Mootz et al., 2000). Die Erweiterung eines bimodularen
in en trimodulares System fluhrte zu aktiven Hybridenzymen, bei denen samtliche
katalytischen Funktionen nachgewiesen werden konnten. Im Unterschied zur eigenen
Untersuchung wurde die Fusionierung aber innerhalb der kurz zuvor identifizierten, wenig
konservierten Linkerregion zwischen der T- und der C-Doméne (Dieckmann et a., 1999)
vorgenommen. Auch wenn die Fusionsstellen nicht identisch waren, zeigt dennoch die grof3e
Ubereinstimmung der Untersuchungsergebnisse zwischen beiden Studien das enorme
Potential dieser Region fir kinftige Engineering-Experimente. Allerdings beweisen die
asporogenen, Synthetase-negativen B. subtilis-Stdmme R153cpm, R13tp und R153rp die
Notwendigkeit, ebenso die Regulationsfaktoren der Lipopeptidsynthese zu kléren.
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