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Zusammenfassung

Nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) sind modular aufgebaute Multienzymkomplexe,
die in der Natur fur die Synthese einer Vielzahl strukturell diverser Peptide mit bedeutenden
pharmakologischen Wirkungsprofilen verantwortlich sind. Ein wichtiges Merkmal vieler dieser
Peptide stellen zyklische Strukturen dar, die fur die Bioaktivitdt und Stabilitat dieser
Naturstoffe essentiell sind. Man unterscheidet bei diesen zyklischen Strukturen zwischen
heterozyklischen Ringsystemen, die durch die Kondensation einer Aminosauren-
Seitenkettenfunktion mit dem peptidischen Rickgrat entstehen, und der Erzeugung von
Makrozyklen, die im letzten Schritt der Peptidsynthese durch sogenannte Zyklasen
(TE-Domanen) gebildet werden. Diese Arbeit beschreibt die Charakterisierung der
Bacitracin-Zyklase, welches als PCP-TE-Konstrukt rekombinant produziert werden kann und
in der Lage ist, synthetisch hergestellte lineare Bacitracin-Thiophenol-Substrate zu
verzweigtkettigen Makrolaktamen umzusetzen. Durch diesen chemoenzymatischen Ansatz
ist es moglich, nicht nur authentisches Bacitracin A herzustellen, sondern die Zyklase auch
als molekulares Werkzeug fir die Produktion zyklischer Bacitracin A-Derivate zu nutzen. In
einem organisch-praparativen Ansatz wurden lineare Bacitracin-Substrate hergestellt, die
anstelle des authentischen Thiazolin-Ringes einen Thiazol-, Oxazol-, oder Methyloxazolring
enthalten und zu zyklischen Bacitracin-Derivaten umgesetzt werden konnten. Diese
synthetisch hergestellten Bacitracin-Derivate wurden auf ihre Bioaktivtat getestet und zeigten
alle eine antibiotische Aktivitdt gegen einen reprasentativen Gram-positiven Indikatorstamm.

Weiterer Gegenstand dieser Arbeit ist die Etablierung organischer Ldsungsmittel oder
ionischer Flissigkeiten als Ersatz flur das wassrige Puffer-Milieu der Zyklisierungsreaktion
der Surfactin-Zyklase (Srf-TE). Tatsachlich ist diese Zyklase in DMF in der Lage, eine
Substrat-Zyklisierung zu katalysieren. Durch diese Aktivitat war es zum ersten Mal méglich,
eine quantitative Zyklisierung des authentischen Surfactin-Substrates, das N-terminal eine
Cq4-Fettsdure enthalt, zu erzielen. Auch die Rekonstitution der Zyklisierungseigenschaften
einer Srf-TE(P26G)-Mutante konnte in DMF erreicht werden, wodurch die Position des Progg
einem spezifischen Oxyanion-Motiv (P-x) zugeordnet werden kann, das in NPRS-Zyklasen
konserviert vorliegt. Mutationsstudien im Konsensus-Motiv des nukleophilen Ellenbogens
(G-x-Sgo-x-G) ergaben, dass durch Substitution der Oxyanion-Aminosaure Alag; mit dem
zusatzlichen Wasserstoffbricken-Donor Serin, die Zyklisierung einer B-Aminofunktion fur die

Ausbildung eines zyklischen Surfactin-Laktams (Surfactam) genutzt werden kann.






Summary

Nonribosomal peptide synthetases (NRPS) are large multienzyme complexes, which are
responsible for the synthesis of structural diverse peptide products that feature distinguished
pharmacological profiles. One important structural aspect of many nonribosomal peptides is
the introduction of heterocyclic elements into the peptide by the attack of an amino acid side-
chain nucleophile onto the peptide backbone. To constrain the peptide into its bioactive
conformation, additional macrocyclization can be observed, which is catalyzed in the last
step of the biosynthesis by cyclase activity. This work presents a method to selectively alter
the heterocyclic metal binding subunit of Bacitracin A by the synthesis of heterocyclic
building blocks that have been successfully coupled to the linear decapeptide and
subsequently cyclized by the excised bacitracin cyclase. Utilization of this cyclase allowed
the first generation of branched cyclic bacitracin derivatives containing thiazole, oxazole, and
Methyloxazole moieties. The generated bacitracin derivatives showed bactericidal activity
against a representative gram-positive indicator strain, indicating the possibility to alter the
biological important heterocyclic subunit and to overcome existing limitations for the
application of bacitracin.

Additional investigations of this work concern the activation of the surfactin cyclase (Srf-TE)
in organic solvents or ionic liquids. By this solvent engineering approach it was demonstrated
that the catalytic activity of Srf-TE in DMF provides a quantitative method for the in vitro
cyclization of predominantly hydrophobic surfactin-substrates and eliminates side-product
formation caused by hydrolysis. This chemoenzymatic cyclization in DMF was shown for the
first time to be a selective method for the cyclization of authentic surfactin carrying a long
chain Cys-fatty acid. The surfactin cyclase inactive mutant (P26G) was restored to full
cyclization activity in DMF. This finding led to the identification of an oxyanion-hole
consensus motive (P-x), conserved in NRPS cyclases. Mutational studies involving the
consensus-motive of the nucleophilic elbow revealed, that substitution of a single amino acid
residue (Alag;) had tremendous impact on reaction catalysis. Introduction of an additional
hydrogen bond donor (Sers,) into this position of the primary sequence provided evidence of
the molecular recognition of a p-amino-nucleophile and was applied for the production of a

cyclic surfactin macrolactam (surfactam).
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Tabelle 1.1: Aminosauren

Aminosiure 3-Buchstaben- 1-Buchstaben- Molekulargewicht
Code Code (g/mol)
Alanin Ala A 89
Arginin Arg R 174
Asparagin Asn N 132
Aspartat Asp D 133
Cysteine Cys C 121
2,3-Diaminobutyrat Dab 118
Glutamin Gin Q 146
Glutamat Glu E 147
Glycin Gly G 75
Histidin His H 155
Homoserin Hse 119
Isoleucin lle I 131
Leucin Leu L 131
Lysin Lys K 146
Methionin Met M 149
Ornithin Orn O 132
Phenylalanin Phe F 165
Prolin Pro P 115
Serin Ser S 105
Threonin Thr T 119
Tryptophan Trp w 204
Tyrosin Tyr Y 181
Valine Val \ 117
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2 Einleitung

2.1 Nichtribosomale Peptidsynthese

Filamentose Pilze und Bakterien unterschiedlicher Gattungen produzieren
bioaktive Peptide, die eine grolke Gruppe von pharmakologisch interessanten
Naturstoffen mit hoher Strukturvielfalt reprasentieren. Sie finden zahlreiche
Anwendung in Medizin, Landwirtschaft und biochemischer Forschung. Gemalf ihrer
natdrlichen Synthese kdnnen sie als ribosomal und nichtribosomal synthetisierte
Peptide klassifiziert werden. Letztere stellen den weitaus grof3ten Anteil bekannter
bioaktiver Peptide.[” Aufgrund der speziellen Eigenschaften multifunktioneller
nichtribosomaler Peptidsynthetasen (NRPS) kann die hohe strukturelle Vielfalt erklart
werden, die in einer nukleinsdureabhangigen ribosomalen Synthese nicht zu
erreichen wéare”? Es handelt sich bei den in dieser Arbeit untersuchten
nichtribosomalen Peptidsynthetasen um Multienzymkomplexe von beachtlicher
Grolde, die gleichzeitig das Templat und die Biosynthese-Maschinerie darstellen
(siehe Abb. 2.1). Sie weisen eine modulare Organisation auf, wobei man unter einem
Modul einen Abschnitt auf der Polypeptidkette der NRPS versteht, der fir die
Inkorporation und Modifikation einer Carboxysaure (meist Aminosaure)
verantwortlich ist.”! Die vorhandenen Module kénnen weiter in Doménen unterteilt
werden, die die eigentlichen katalytischen Einheiten des NRPS darstellen. Innerhalb
ihrer Gruppe zeigen die Domanen unterschiedlich hohe Homologien, besitzen
allerdings hochkonservierte Bereiche, die so genannten Core-Motive, die zu deren
Identifizierung dienen konnen.” Die einfachste Zusammensetzung eines NRPS-
Moduls besteht aus mindestens drei Domanen (A-Domane, C-Domane, PCP-
Domane), die essentiell fir die erfolgreiche Aktivierung, Kondensation und den
Transport der Monomere Uber die Synthetase sind. Die jeweils ersten Module eines
NRPS-Systems beinhalten oft keine C-Domane und werden als Initiationsmodul
bezeichnet, wohingegen sich das letzte Modul (Terminationsmodul) dadurch
auszeichnet kann, dass eine terminale Thioesterase-Domane die Abspaltung des
Peptids vom Templat katalysiert. Modifizierungen des Peptides kdnnen durch
zusétzlich integrierte oder freistehende Modifikations-Doménen erzielt werden.?
Neben der linearen Peptidsynthese sind auch Biosynthesesysteme bekannt, in
denen die vorhandenen Module iterativ genutzt werden, oder eine nichtlineare

Domanenabfolge zeigen.["
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Abb. 2.1.: Die nichtribosomale Biosynthese am Beispiel des Peptidantibiotikums
Bacitracin: Die in einem Gen-Cluster organisierten Bacitracin-Synthese-Gene codieren die
einzelnen drei Bacitracin-Synthetasen (Bac A, Bac B, Bac C). Diese kdnnen in 12 Module
unterteilt werden, die jeweils fir den Einbau einer Aminosaure in die Peptidkette verantwortlich
sind. Die katalytischen Domanen der Module sichern die Erkennung, Aktivierung,
Prozessierung, Kondensation und den Transport der einzelnen Monomere. Optionale E-
Domaéanen sind fir den Einbau der vier D-Aminosauren in das Peptid verantwortlich. Die im
zweiten Modul enthaltene Cy-Domane katalysiert die Bildung des Thiazolin-Ringes. Das fertige
Peptid wird durch die C-terminale Thioesterase-Domane (Zyklase) vom Templat abgespalten.

2.1.1 Die Adenylierungs(A)-Doméne

Die Adenylierungs-Domanen nichtribosomaler Peptidsynthetasen sind fur die
Selektion und Aktivierung der einzubauenden Substrate verantwortlich und
kontrollieren somit die Primarsequenz des Peptides. Nach Bindung einer bestimmten
Amino- oder Carboxysaure katalysiert die A-Doméne, bei Anwesenheit von Mg?* und
unter Verbrauch von ATP, die Bildung einer reaktiven Acyl-Adenylat Zwischenstufe
(siehe Abb. 2.1.1). Dieser Mechanismus ist vergleichbar mit der Aminosaure-
aktivierung der ribosomalen Synthese durch Aminoacyl-tRNA-Synthetasen. Trotz
dieser Gemeinsamkeit der Aminosaureaktivierung besteht zwischen diesen

Enzymfamilien keine strukturelle oder sequenzielle Homologie.
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HO OH HC OH

Aminoséure ATP Aminoacyl-Adenylat PP}

Abb. 2.1.1: Die Substrat-Aktivierung der Adenylierungs-Doméne: Die A-Doméane erkennt
spezifisch die Substrat-Aminosaure und aktiviert diese in Gegenwart von ATP und Mg?* als
Aminoacyl-Adenylat unter Abspaltung von anorganischem Pyrophosphat.

A-Domanen bestehen aus ungefahr 550 Aminosauren,” fiir die durch Sequenz-
vergleiche eine bis zu 60%ige Homologie nachgewiesen werden konnte. Zehn Core-
Motive konnten identifiziert werden, die in allen bekannten A-Domanen zu finden
sind. Deren Aminosaure-Reste, die die Bindung des ATPs und die Erkennung der
Substrat-Aminosaure Ubernehmen, lassen eine Vorhersage Uber die Selektivitat der
A-Domanen zu und fuhrten zur Entwicklung des nichtribosomalen Codes.®! Durch
gezielte Mutationen dieser Aminosauren konnte eine Veranderung der Substrat-
Sperzifitit einzelner A-Doménen erzielt werden.” Eine interessante Besonderheit
bilden freistehende A-Domanen, die haufig in der Biosynthese von Siderophoren zu

finden sind und Arylsduren aktivieren.'"

2.1.2 Die Kondensations(C)-Domane

Fir die Knupfung der Peptidbindung in der nichtribosomalen Peptidsynthese
sind die ungefahr 450 Aminosauren umfassenden Kondensations-Domanen
verantwortlich. Diese Domanen katalysieren den nukleophilen Angriff der
a-Aminogruppe der downstream PCP-gebundenen Akzeptor-Aminosaure auf das
Thioester-Carbonyl-C-Atom der upstream gebundenen Donor-Aminosaure.'" Die
resultierende verlangerte Peptidkette ist nun als aktivierter Thioester auf der
downstream gelegenen PCP-Domane gebunden, und kann als Donor-Peptidyl-

Substrat fur die nachste Elongationsreaktion dienen (siehe Abb. 2.1.2).
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Die Direktionalitat der Peptidsynthese wird durch zwei Unterdomanen innerhalb der
C-Domane, die sich strukturell wenig unterscheiden, gesichert. Diese Unterdoméanen
werden analog zu ihrer Koordination der gebundenen Substrate als Akzeptor(a)- und
Donor(d)-Position bezeichnet. Die v-formige Anordnung der beiden Untereinheiten
zueinander, stellt die Zuganglichkeit der Substrate zum katalytischen Zentrum der
C-Domane von beiden Seiten sicher.l' Die Akzeptor-Position der C-Doméne besitzt
eine intrinsische Spezifitat fir das PCP-gebundene Aminoacyl-Nukleophil des
eigenen Modules. Diese Spezifitat ist zwar nicht so stark ausgepragt wie bei der
Aminosaure-Aktivierung der A-Domanen, hat aber einen entscheidenden Anteil an
der Kontrolle der Elongationsreaktion. Die C-Domane diskriminiert hierbei nicht nur
zwischen den Enantiomeren des prasentierten Substrates, sondern erkennt auch
Veranderungen der Seitenkette. Ein konservierter Histidinrest im katalytischen
Zentrum der C-Domanen ermdglicht die selektive Deprotonierung der
a-Aminogruppe des Akzeptor-Substrates und erhéht somit deren Nukleophilie fur die
Peptidbindungskniipfung.l” Im Biosynthesesystem des Lipopeptides Arthrofactin
kénnen die enthaltenen C-Domanen, zusatzlich zu ihrer Kondensationsreaktion,

auch die Epimerisierung der Aminosauren tibernehmen.'¥

Donor Aminoacyl Akzeptor Aminoacyl Donor Peptidyl
Substrat Substrat Substrat

Ry  ©
A
O R,

Abb. 2.1.2: Die Kondensationsreaktion: Die Peptidbindungsknipfung wird in der
nichtribosomalen Peptidsynthese durch C-Doméanen katalysiert. Durch den nukleophilen
Angriff der in der Akzeptor-Position (a) koordinierten Aminos&ure auf einen, sich in der Donor-
Position (d) befindenen Aminoacyl- oder Peptidyl-Rest, kommt es zur Kettenverlangerung.
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2.1.3 Die Peptidyl-Carrier-Protein-Domane (PCP-Domane)
Das Peptidyl-Carrier Protein (PCP) ist das zentrale Transportprotein der

nichtribosomalen Peptidsynthetasen und hat die Aufgabe, die aktivierten Substrate
und Synthese-Intermediate fur die aktiven Zentren der angrenzenden katalytischen
Doméanen zuganglich zu machen. PCP-Domanen bestehen aus ungefahr
80 Aminosauren und besitzen keine katalytische Aktivitat.l' Die Transformation des
inaktiven apo-PCPs in die aktive holo-Form resultiert aus einer posttranslationalen
Modifikation, in der ein ungefahr 20 A langer 4 -Phosphopanthethein-Kofaktor (Ppan-
Arm) auf einen hochkonservierten Serinrest des PCPs Ubertragen wird. Bei dieser
Transformation (Priming) erfolgt der nukleophile Angriff der Hydroxylgruppe des
Serins auf die B-Phosphatgruppe eines Coenzyms A (CoA), der durch eine

4’-Phosphopanthethein-Transferase (PPTase) katalysiert wird (Abb. 2.1.3).'°!

Coenzym A
OH N
H H of\o f
HSAVN‘(\/NW __%_o_;?n_o OQN |N,) Ppan-Arm
0 0

.

holo-PCP

Abb. 2.1.3: Posttranslationale Modifikation der PCP-Domaéne: Die PPTase katalysiert die
Modifikation der apo-PCP-Doméne in ihre aktive holo-Form. Dabei wird die
4’-Phosphopanthethein-Einheit des CoAs auf das konservierte Serin der PCP-Domane
Ubertragen.

Die von der angrenzenden A-Domane aktivierte Aminosaure kann nun unter
Abspaltung von AMP als reaktiver Thioester kovalent auf den Ppan-Arm Ubertragen
und so zu den katalytischen Zentren der benachbarten Domanen transportiert
werden (siehe Abb. 2.1.4).
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NH- Aminoaycl-Adenylat

Aminoacyl
Donor Substrat

Abb. 2.1.4: Beladung der PCP-Domaéne: Die von der A-Doméane als Aminoacyl-Adenylat
aktivierte Aminosaure wird unter Abspaltung von AMP kovalent als Thioester auf den
4’-PP-Kofaktor der holo-PCP-Domane Ubertragen.

Anhand von NMR-Studien wurde bewiesen, dass PCP-Domanen durch diese
posttranslationale Modifikation ihre Konformation @ndern.!'! Erst diese dynamische
Konformationsanderung ermdglicht die Interaktion des Ppan-Armes mit den
angrenzenden katalytischen Domanen. Da einige PPTasen eine breite
Substratspezifitat besitzen, kann es dazu kommen, dass auch Acyl-CoA-Derivate,
die in grofRer Anzahl fir die Fettsduresynthese hergestellt werden, als Substrate
akzeptiert werden. Die dabei entstehenden acylierten Synthetasen kdnnen durch
einen Kontrollmechanismus von externen Typ lI-Thioesterasen (TE Il) erkannt
werden. Diese sind in der Lage, fehlbeladene PCP-Domanen zu reaktivieren indem
sie die Synthetase vom falsch gebundenen Substrat befreien und der Peptidsynthese

wieder zuganglich machen.["®!

2.1.4 Die Termination der Peptidsynthese

Der letzte Schritt der nichtribosomalen Peptidsynthese besteht in der
Abspaltung des vollstandig synthetisierten Peptides vom Enzym-TempIat.“gl Hierbei
werden verschiedene Strategien zur Freisetzung des Peptidproduktes verwendet
(siehe Abb. 2.1.5).
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Abb. 2.1.5: Verschiedene Mechanismen der Peptidfreisetzung: Zunachst wird die
Peptidkette auf das katalytisch aktive Serin des aktiven Zentrums der Zyklase Ubertragen.
Der dabei entstehende Oxoester kann durch verschiedene Mechanismen, die zur Freisetzung
des Peptides fiihren, gespalten werden. (A) Die am haufigsten beobachtete Peptidfreisetzung
wird von Zyklasen katalysiert die den Angriff eines internen Nukleophiles auf das Carbonyl-C-
Atom des Acyl-O-TE Intermediates ermdglichen und dabei ein makrozyklisches Produkt
freisetzen. (B) Hydrolasen (TEy) erlauben die Peptidfreisetzung durch Angriff von Wasser auf
die Oxoesterbindung und die Freisetzung eines linearen Peptides (freie Peptidsaure)
(C) Alternativ zur TE-katalysierten Freisetzung kénnen C-terminale Reduktase-Domanen (R)
in einer NAD(P)H-abhangigen Reduktionsreaktion den C-Terminus des PCP-gebundenen
Peptides zum linearen Peptid-Aldehyd oder Peptid-Alkohol umsetzen und diesen dadurch
freisetzen.
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In den meisten bakteriellen Systemen wird die Termination der Peptidsynthese durch
Domanen katalysiert, die aufgrund ihrer Homologie zu den Thioesterasen des
Fettsdurestoffwechsels als Thioesterase-Domanen (TE-Domane) klassifiziert
wurden."”® 2% Auch in der humanen Fettsduresynthese ist eine solche Thioesterase-
beschrieben worden, die eine Freisetzung der Fettsduren von der FAS katalysiert.*"!
In  den unterschiedlichen nichtribosomalen Biosynthesesystemen kdnnen
Thioesterase-Domanen verschiedene Reaktionen katalysieren. So findet man
besonders haufig Thioesterasen, die eine Makrozyklisierung des synthetisierten
Peptides durch einen intramolekularen Ringschluss katalysieren und die analog zu

22 Da sich ein groRer

dieser Zyklisierungsreaktion als Zyklasen bezeichnet werden.
Teil dieser Arbeit mit diesen Zyklasen befasst, ist ihnen ein gesondertes Kapitel
(siehe Kapitel 2.2.2) gewidmet.

Neben der Freisetzung zyklischer Produkte kann die Abspaltung des Peptides vom
Templat aber auch durch Hydrolyse erfolgen. Die Thioesterase (TEy) katalysiert
hierbei nicht die Makrozyklisierung des Peptides, sondern setzt die lineare
Peptidsaure durch Hydrolyse des auftretenden Acyl-O-TE Oxoesters frei, wie dieses
im Falle der Biosynthese der Glykopeptid-Antibiotika (z.B. Vancomycin, Teicoplanin
oder Balhimycin) und des Siderophors Yersiniabactin zu beobachten ist.1** 2

In einigen fungalen NRPS, wie beispielsweise der Cyclosporin-Synthetase, ist die
TE-Domane durch eine spezielle Kondensations-Domane ersetzt, die ebenfalls eine
Makrozyklisierung des Peptides katalysieren kann.”® AuRer diesen Maoglichkeiten
kann das Peptid auch durch Reduktion der C-terminalen a-Carboxyl-Gruppe zum
entsprechenden Aldehyd oder Alkohol von der Synthetase gespalten werden. Diese
durch NAD(P)H-abhangige Reduktasen katalysierte Reaktion kann in der
Biosynthese des linearen Gramicidins, des Myxochelins und des Nostocyclopeptides
beobachtet werden.”®2® Der freigesetzte Aldehyd des Nostocyclopeptides stellt
hierbei nur eine Zwischenstufe auf dem Weg zu einem zyklischen Imin dar.

Die Freisetzung des Peptides ist aullerdem auch durch in trans katalysierende
TE-Domanen madglich. Im Biosynthesesystem des Mannopeptimycins ist keine
TE-Domane zur Peptidfreisetzung im terminalen Modul enthalten und das
PCP-gebundene Peptid wird hierbei durch eine freistehende TE-Domane von der

Synthetase abgespalten.*”!
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2.1.5 Modifizierende Domanen

Abgesehen von NRPS-Domanen, die essentiell flr die Peptidsynthese sind,
wurden zusatzliche Domanen identifiziert, die Modifikationen des Peptidgeristes
katalysieren und somit die strukturelle Vielfalt der nichtribosomalen Peptide
wesentlich erhdhen (siehe Abb. 2.1.6).°!

Eine haufige Besonderheit nichtribosomaler Peptide ist der Einbau von
D-Aminoséuren. E-Domanen katalysieren hierfiir die Racemisierung des C,-Atomes
des PCP-gebundenen Aminoacyl- beziehungsweise Peptidyl-Substrates durch

dessen Deprotonierung und Reprotonierung.*%

Haufig sind E-Domdnen am
C-terminalen Ende einer Synthetase zu finden und sind an der spezifischen
Erkennung der Synthetasen untereinander, Uber kleine helikale Kommunikations-
vermittelnde Einheiten (COM-Domanen), beteiligt.®™

Fir den Einbau N-methylierter Aminosauren sind N-Methylierungs(N-Mt)-Domanen
verantwortlich. Sie katalysieren den Transfer der S-Methyl-Gruppe ihres
Kosubstrates S-Adenosyl-Methionin (SAM) auf die a-Aminogruppe des PCP-
gebundenen Aminoacyl-Substrates.®® Auch N-Methylierung der gebildeten
Heterozyklen kdnnen beobachtet werden.® Es finden sich allerdings nicht nur
N-Methylierungen. Eine C-Methylierungs(C-Mt)-Domane ist aus der Biosynthese des
Yersiniabactins bekannt, die eine selektive Methylierung des a-C-Atoms des Cystein-
Restes katalysiert und durch die anschlieBende Aktivitat einer Cy-Doméne die
Ausbildung eines a-Methyl-Thiazolin-Rings ermdglicht.**

Die Oxidationsstufen der in nichtribosomalen Peptiden vorgefundenen Heterozyklen
(siehe Kapitel 2.2.1) wird durch FMN-abhangige Oxidations(Ox)-Domanen, die eine
Zwei-Elektronen-Oxidation der dihydroaromatischen Thiazolin-, beziehungsweise
Oxazolin-Ringe erméglichen, katalysiert.** Auch die Reduktion der Heterozyklen zu
den entsprechenden tetrahydrierte Thiazolidine und Oxazolidine ist moglich.*® Die
Reduktionskatalyse erfolgt dabei durch freistehende NAD(P)H-abhangige
Reduktasen, die in trans das PCP-gebundene Substrat erkennen und zum
entsprechenden tetrahydrierten Heterozyklus umsetzen.?’!

In der Biosynthese des linearen Gramicidins und des Anabaenopeptilides findet man
zusatzlich im Initiationsmodul eine sogenannte F-Domane, die eine N-Formylierung

des Peptides, durch Ubertragung der Formylgruppe ihres Kofaktors, katalysiert.[*® 3%
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Abb. 2.1.6: Modifizierende Doméadnen in NRPS: (A) Die E-Domane katalysiert die
Einstellung des Gleichgewichtes der Epimere eines PCP-gebundenen Aminoacyl-Substrates.
(B) F-Domanen katalysieren die Ubertragung der Formylgruppe des Kofaktors N'°-Formyl-
Tetrahydrofolat auf die freie Aminofunktion der ersten aktivierten Aminosaure.
(C) N-Mt-Domanen katalysieren die SAM-abhangige Methylierung der PCP-gebundenen
Aminosaure. (D) Die Oxidations-Domanen katalysieren die FMN-abhangige Oxidation der
dihydroaromatischen Heterozyklen zu den entsprechenden Heteroaromaten. (E) Externe
Reduktasen kénnen in einer NAD(P)H-abhangigen Reaktion das PCP-gebundene Substrat
zum entsprechenden Thiazolidinen oder Oxazolidinen reduzieren.
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2.1.6 Postsynthetische Modifikationen

Zusatzlich zu den erwahnten Veranderungen wahrend der Peptidsynthese,
kénnen nichtribosomale Peptide in einigen Fallen auch noch nach der Freisetzung
durch postsynthetisch wirkende Enzyme modifiziert werden. Die Gene dieser
Enzyme sind Ublicherweise im selben Biosynthese-Cluster zu finden und ihre
Aktivitat ist fur die Bioaktivitat der Peptide von entscheidender Bedeutung. Ein
Beispiel dieser postsynthetischen Modifikationen ist die Kondensation von Zucker-
Einheiten auf die Seitenkettenfunktionen des Peptides.***" Aber auch
Halogenierungen, Hydroxylierungen oder oxidative Verbrickungen werden

beobachtet.® 42

2.1.7 Die Lipid-Initiation

Eine groRe Anzahl von nichtribosomalen Peptiden tragt N-terminal eine
langkettige Fettsdure. Sie verleiht dem Peptid einen amphiphilen Charakter und ist
haufig fur dessen Interaktion mit Zellmembranen verantwortlich. Die
korrespondierenden Synthetasen besitzen in ihrem Initiationsmodul eine zusatzliche
N-terminale C-Domane, die eine Bindung zwischen der Fettsdure und der ersten
Aminosaure katalysiert.[43] Es wird vermutet, dass eine Fettsaure-Acyl-AMP-Ligase
(FAAL) dabei die gewunschte Fettsaure, ahnlich der Aminosauren-Aktivierung der
A-Domanen, als Fettsaure-Adenylat aktiviert, wie dieses fir das Mycobacterium
tuberculosis beschrieben wurde.*¥ Diese aktivierte Fettsdure kdnnte anschlieRend
auf den Ppan-Arm eines externen Acyl-Carrier-Proteins (ACP) Ubertragen werden
und dieses mit der N-terminalen C-Domane des Initiationsmodules interagieren. In
der Biosynthese des Lipopeptides Mycosubtilin muss zusatzlich zu dieser Lipid-
Initiation eine Aminofunktion in B-Position der Fettsaure integriert werden. Dieses
wird durch ein gemischtes PKS/NRPS Hybrid-System der ersten Synthetase
ermdglicht (siehe Abb. 2.1.7).! Ein freistehendes Acyl-Carrier-Protein (ibertragt
auch hierbei die gewlinschte Cqs-Fettsaure auf die Acyl-CoA-Ligase des ersten PKS-
Moduls. Die transferierte Fettsdure wird innerhalb des Modules weiteren
Modifikationen unterzogen, wobei eine Keto-Funktion in p-Position der Fettsaure
entsteht, die anschliessend durch eine Aminotransferase(AMT)-Domane in eine
B-Aminofunktion prozessiert wird.*®! Die entstehende B-Amino-Fettséure stellt in der

Klasse der lturin-Lipopeptide die makrozyklische Laktambildung sicher.
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Abb. 2.1.7: Der postulierte Mechanismus der Mycosubtilin Lipid-Initiation und
Prozession: Die gewlnschte Ci;-Fettsdure wird wahrscheinlich als Fettsaure-Adenylat
aktiviert und auf die Acyl-CoA-Ligase (AL-Domane) des NRPS/PKS-Hydridsystems
Ubertragen. Die Ketosynthase (KS) des Moduls kénnte in B-Position der Fettsaure eine
Ketofunktion einfihren, die anschlieBend durch eine Aminotransferase-Doméane (AMT) zu
einer B-Aminofunktion umgesetzt wiirde. Die prozessierte Fettsdure kann nun auf den NRPS-
Teil der Synthetase Ubertragen und an die erste aktivierte Aminosaure (L-Asn) gekuppelt
werden.

2.2 Die enzymatische Zyklusbildung in NRPS

Die herausragende Besonderheit nichtribosomaler Peptide ist das Auftreten
zyklischer Strukturen. Man unterscheidet hierbei die Integration kleiner flnfgliedriger
heterozyklischer Ringe in das Ruckgrat des Peptides von der Zyklisierung des
gesamten Peptides zu einem makrozyklischen Produkt. Durch diese
Zyklisierungsstrategien erhalten die Peptide ihre biologisch-aktive Konformation und

ermdglichen spezifische Interaktionen mit ausgewiesenen molekularen Zielen.??

2.2.1 Die Heterozyklisierung in NRPS

Eine besondere Modifikation des Peptidrickgrates ist die Bildung
heterozyklischer Ringe, die in vielen bioaktiven Naturstoffen peptidischer Herkunft zu
finden sind (siehe Abb. 2.2.2). Bedingt durch die heterozyklischen Strukturen

besitzen diese Verbindungen interessante biologische Eigenschaften, wie
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beispielsweise die Maoglichkeit zur Chelatisierung von Metallionen oder die
Interaktion mit DNA-Zielmolekulen. Heterozyklische Ringe sind deshalb besonders
haufig in Siderophoren und marinen Sekunddrmetaboliten zu finden.*”*®! Die
Bildung dieser heterozyklischen Ringe unterliegt den Zyklisierungs(Cy)-Domanen,
die in Cystein-, Serin- oder Threonin-aktivierenden Modulen die C-Domane ersetzen.
Zusatzlich zur Kondensationsreaktion kénnen diese Cy-Domanen den nukleophilen
Angriff des Heteroatoms der Aminosaure-Seitenketten auf das a-Carbonyl-C-Atom
der vorangehenden Aminosaure katalysieren. Durch die nachfolgende
Dehydratisierung bilden sich die dihydroaromatische Heterozyklen (siehe Abb.
2.2.1).14
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Abb. 2.2.1: Die Reaktion der Zyklisierungs-Doméane: Die Cy-Domane katalysiert analog zur
Kondensationsreaktion der C-Doméne, eine Verknlpfung der PCP-gebundenen Aminoacyl-
Substrate und zusatzlich einen Ringschluss durch den nukleophilen Angriff des Heteroatoms der
Seitenketten auf das Peptidriickgrat. Im letzten Schritt wird durch Dehydratisierung der Thiazolin-
oder Oxazolin-Ring gebildet.

Je nach aktivierter Aminosaure kann man die resultierenden Heterozyklen in
Thiazolin-Ringe, die durch Cystein-aktivierende Module gebildet werden, und
Oxazolin-Ringe, die durch die Aktivierung von Serin- oder Threonin-Resten
entstehen, unterteilen. Thiazolin-Ringe findet man zum Beispiel im Peptid-
Antibiotikum Bacitracin ®® und im Siderophor Yersiniabactin,®* Oxazoline sind
Bestandteile des Vibriobactins und des Mycobactins.*>°" Die integrierten

Heterozyklen kénnen weiteren Modifikationen unterworfen werden (siehe Kapitel
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2.1.5) Eine weitere Moglichkeit der Integration flnfgliedriger Heterozyklen in
nichtribosomale Peptide wurde in den Biosynthesesystemen der Coumarin-
Antibiotika beobachtet. Hier wird Prolin durch eine in trans katalysierende A-Domane
aktiviert und auf eine freistehende PCP-Doméane Ubertragen. Durch die
anschliefende Aktivitat einer Dehydrogenase entsteht ein Pyroll-2-Carboxylat, das

als Baustein verwendet werden kann.P? 5
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Abb. 2.2.2: Bioaktive heterozyklische Naturstoffe: Alle Oxidationsstufen der flinfgliedrigen
Heterozyklen (gelb) treten in nichtribosomal und gemischt PKS/NRPS erzeugten Peptiden auf.
Gezeigt sind Muscoride A aus Nostoc muscorum, Telomestatin (Streptomyces anulatus),
Yersiniabactin (Yersinia pestis), Epothilon A (Sorangium cellulosum), Leucamide A (Leucetta
microraphis),  Bacitracin A (Bacillus icheniformis), = Pyochelin  (Pseudomonas aeroginosa),
Mycobactin (Mycobacterium tuberculosis), GE2270A (Planobispora rosea) und Vibriobactin (Vibrio
cholerae).
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2.2.2 Die Makrozyklisierung

Alle bis heute untersuchten Zyklisierungen nichtribosomaler Peptide werden
durch C-terminal im Terminationsmodul vorkommende Zyklasen (Thioesterase-
Domane, TE-Domane) katalysiert. Dabei lasst sich anhand der erzeugten zyklischen
Produkte, makrozyklische Laktame oder Laktone, eine Einteilung dieser
Zyklisierungsreaktion vornehmen (siehe Abb. 2.2.3).

Der in Makrolaktonen beobachtete Ringschluss kann entweder uber die B-Hydroxyl-
Funktion einer vorhandenen Fettsaure, oder Uber die Hydroxyl-Funktion eines
Serins, Threonins oder Tyrosins katalysiert werden. Die Zyklase des Lipopeptides
Surfactin (Srf-TE) katalysiert beispielsweise den Angriff des Hydroxyl-Nukeophiles
der (R)-p-OH-Fettsdure auf den intermediar ausgebildeten Acyl-O-TE Oxoester.
Hierdurch wird das Lipo-verzweigte Surfactin freigesetzt.”®” Im Gegensatz hierzu,
findet im Lipopeptid Fengycin der Angriff der Hydroxyl-Funktion einer Tyrosin-
Seitenkette auf den Oxoester statt. Die Fengycin Zyklase (Fen-TE) diskriminiert das
N-terminal vorhandene B-Hydroxyl-Nukleophil, der ebenfalls vorhandenen Fettsaure,
und setzt das Aminosaure-verzweigtkettige Produkt Fengycin frei.l®> % Dije spezielle
Regiospezifitat der NRPS-Zyklasen wird an diesem Beispiel besonders deutlich, da
im Fengycin-Substrat eine groRe Anzahl an alternativen Nukleophilen vorhanden ist,
allerdings spezifisch nur die Hydroxyl-Funktion der Tyrosin-Seitenkette fur den
Ringschluss erkannt wird.

Zusatzlich zu der makrozyklischen Laktonbildung findet man in nichtribosomalen
Peptiden auch makrozyklische Laktame. Ahnlich wie bei den Makrolaktonen kénnen
unterschiedliche Zyklusbildungen beobachtet werden. Man findet so genannte Kopf-
zu-Schwanz Zyklisierungen, wie zum Beispiel im Peptidantibiotikum Tyrocidin, in
denen die N-terminale Aminogruppe den Acyl-O-TE Oxoester angreift und ein
zyklisches Laktam ausbildet.””! Man findet allerdings auch verzweigtkettige Laktame,
die durch den Angriff der Aminogruppe einer Aminosaure-Seitenkette auf den
Acyl-O-TE Oxoester entstehen. Im Peptidantibiotikum Bacitracin flihrt der Angriff der
Aminofunktion des Lysinsg zur Ausbildung der ,Lasso“-Struktur des
Dodecapeptides.[*¥ Zusatzlich findet man auch Makrolaktame, die Uber eine
B-Aminofunktion einer Fettsaure ausgebildet werden. Die Zyklase des antifugalen
Lipopeptides Mycosubtilin (Myc-TE) katalysiert den regiospezifischen Angriff der

B-Aminofunktion der Cqs-Fettsaure auf das Carbonyl-C-Atom des Oxoesters.
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Abb. 2.2.3: Die Makrozyklisierungs-Strategien nichtribosomaler Zyklasen:

A) Nichtribosomale Zyklasen kdnnen makrozyklische Laktone ausbilden. Gezeigt sind das
Lipo-verzweigte Surfactin, das Aminosaure-verzweigte Fengycin und das iterativ erzeugte
Siderophor Bacillibactin. B) Die makrozyklische Laktambildung ist am Beispiel des
.Kopf-zu-Schwanz® zyklisierten Tyrocidins, des Aminosaure-verzweigten Bacitracins, des
Lipo-verzweigten Mycosubtilins und des iterativ erzeugten Dilaktams Gramicin S
dargestellt. Die Zyklisierungspositionen sind dabei gelb unterlegt.
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Wie im bereits erwadhnten Surfactin ist auch hier die p-Position der Fettsaure an der
Zyklisierung des Substrates beteiligt.*”! Wahrend in beiden Féllen die Vorstufe aus
dem Primarstoffwechsel der Fettsauresynthese stammt, muss im Fall der Surfactin-
Biosynthese diese mit einer B-Hydroxyl-Funktion ausgestattet werden, um ein Lipo-
verzweigtes Lakton ausbilden zu kénnen. Im Fall des Mycosubtilin wird zusatzlich in
B-Position der Fettsdure eine Aminofunktion eingefihrt und somit die zyklische
Makrolaktam-Bildung erméglicht (siehe Kapitel 2.1.6).°®! In beiden Fallen benutzt die
Natur also identische Vorlaufer, die durch Biosynthese-Enzyme modifiziert werden
um unterschiedliche Produkt herstellen zu konnen. Die naturliche Diversitat der
peptidischen Makrolaktame und Makrolaktone kann durch Oligomerisierung der
Peptidmonomere zusatzlich erweitert werden.” Diese iterative Strategie ermdglicht
in der Biosynthese des Gramicidin S die Zyklodimerisierung zweier linearer
Pentapeptide zum zyklischen Dilaktam.’®® Aber auch Zyklotrimerisierungen wurden
beschrieben. Durch die Verknupfung dreier 2,3-Dihydroxybenzoyl-Glycyl-Threonyl-
Monomere kann die optimale Fe3+-Bindungs-struktur des Siderophors Bacillibactin
ausgebildet werden.®" 62

Die dreidimensionale Struktur der Zyklasen lasst Ruckschlisse Uber Regiospezifitat
und Stereoselektivitat des akzeptierten Nukleophils zu und erlaubt auRerdem den
Ausschluss von Wasser, der zu einer ungewtnschten Nebenreaktion fihren wirde.
Kristallographische Daten freistehender Zyklasen lieferten erste strukturelle und

e %% und zeigten dabei die Verwandtschaft dier Zyklasen

mechanistische Einblick
mit Mitgliedern der o/B-Hydrolasen-Superfamilie, die im folgenden Kapitel 2.2.3

beschrieben wird.
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2.2.3 Die o/pB-Faltungsstruktur der NRPS-Zyklasen

2231 Die Enzymfamilie der a/B-Hydrolasen

Die Familie der o/B-Hydrolasen stellt eine der grofiten Proteinfamilien der Natur mit
unterschiedlichen katalytischen Eigenschaften dar.®® Die Mitglieder dieser
Proteinfamilie weisen zwar keine signifikanten Sequenzahnlichkeiten auf, besitzen
dennoch alle ein gemeinsames Faltungsmotiv. Auller den in dieser Arbeit
beschriebenen NRPS-Zyklasen sind in dieser Proteinfamilie Vertreter wie Esterasen,
Hydrolasen, Peroxidasen, Proteasen, Lyasen oder Lipasen vertreten. Die strukturelle
Architektur der a/B-Hydrolasen stellt ein typisches Beispiel einer in der Natur haufig
angenommenen Tertiarstruktur dar, deren Vertreter sich im Zuge der Evolution
wahrscheinlich aus einem gemeinsamen enzymatischen Vorlaufer entwickelt

[%¢] Dje kanonische a/B-Hydrolasen Faltung (siche Abb.2.2.4) besteht aus

haben.
einem Kern von acht iberwiegend parallel angeordneten B-Faltblatt-Strangen, die an
beiden Seiten von a-helikalen-Bereichen umschlossen sind. Dieses stabile Gerlst
erlaubt die Ausbildung einer aktiven Tasche, im der sich die fir die Katalyse
wichtigen Aminosauren befinden. Das katalytische Nukleophil kann in einem als
nukleophiler Ellenbogen bezeichneten spezifischen Sequenz-Motiv G-x-Nu-x-G
(Nu = Serin, Cystein oder Aspartat) lokalisiert werden. Unter physiologischen
Bedingungen ware die Hydroxyl-Funktion eines Serin-Nukleophils chemisch inert.
Durch die unmittelbare Nahe eines basischen Histidin-Restes erfolgt jedoch die
Deprotonierung des Serins, dessen nukleophiler Charakter dadurch deutlich ansteigt.
Dieses Serin ist nun in der Lage, einen bereits in der Bindungstasche uber
Van-der-Waals-Wechselwirkungen stabilisierten Substratester anzugreifen. Der
durch die Serin Deprotonierung entstehende positiv geladene Imidazolring des
Histidins wird seinerseits durch elektrostatische Wechselwirkungen mit einem negativ
geladenen Aspartat stabilisiert. Das Zusammenspiel dieser katalytisch wichtigen
Aminosauren wird auch als katalytische Triade bezeichnet. Eine wichtige
Komponente des katalytischen Mechanismus der o/B-Hydrolasen ist die erstmals fur
Serin-Proteasen postulierte Oxyanion-Bindungstasche (Oxyanion hole).’”! Diese
beschreibt eine Umgebung von zwei wohl definierten Wasserstoffbriickendonoren
(Amidgruppen des Peptidruckgrates), die fur die Stabilisierung des wahrend der

Reaktion intermediar auftretenden, negativ geladenen Carbonylsauerstoffanions des
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Abb. 2.2.4: Schematische Darstellung der o/B-Hydrolasen Faltungsstruktur:
a-helikale Bereiche sind als blaue Zylinder dargestellt, B-Strange als gelbe Pfeile. Die
gestrichelten Linien deuten variable Bereiche an. Der nukleophile Ellenbogen
befindet sich zwischen 35 und aC. Die Positionen der Aminosauren der katalytischen
Triade sind als griine Punkte dargestellt.

Acyl-O-TE Oxoester Intermediates zustandig sind (siehe Abb. 2.2.5C). Eine dieser
beiden Oxyanion-Aminosauren befindet sich im strukturell konservierten nukleophilen
Ellenbogen und folgt direkt dem katalytisch aktiven Nukleophil (G-x-S-x-G), wahrend
die andere Oxyanion-Aminosaure in einem Loop-Bereich (Strang B3) zu finden ist.
Anhand der Position dieser zweiten Oxyanion-Aminosaure konnten Konsensus-
Motive identifiziert werden, die eine nahere Klassifizierung der o/p-Hydrolasen
zulieRen.®® Die Architektur dieser Konsensus-Motive erlaubt die Unterteilung in drei
Klassen: G-x-Motiv, G-G-G-x-Motiv und Y-Motiv (die Position der Oxyanion-

Aminosaure ist rot markiert).
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2.2.3.2 Struktur und Mechanismus der NRPS-Zyklasen

Nichtribosomale Zyklasen sind globulare Enzyme, die im freien Raum eine
Dimension von ungefahr (40A)* ausbilden und die typischen Strukturmerkmale der
o/B-Hydrolasen aufweisen. Strukturanalysen der Surfactin-Zyklase (Srf-TE) zeigten,
dass das Enzym eine Fass-ahnliche Struktur ausbildet, in der die aktive Tasche
beherbergt ist.*>®¥ Die in dieser aktiven Tasche vorliegende katalytische Triade
setzt sich in der Surfactin-Zyklase aus den Aminosauren Sergy, Hiszoz und Aspior
(Fen-TE: Sergs, Hiszo1 und Aspq11) zusammen (siehe Abb. 2.2.5). Das katalytisch
aktive Serin befindet sich hierbei im Konsensus-Motiv G-x-S-x-G des nukleophilen
Ellenbogens und erlaubt den nukleophilen Angriff auf das PCP-gebundene Peptidyl-
Substrat. Die Strukturanalyse der Srf-TE ergab zwei unterschiedliche
Konformationen, die sich im Wesentlichen in der Lage eines etwa 50 Aminosauren
langen Proteinabschnittes unterscheiden. Dieser Abschnitt ist der flexibelste des
Enzyms und liegt wie ein Deckel (Lid-Bereich) Uiber der aktiven Tasche.

Durch die kristallographischen Daten war es madglich, einen Katalysemechanismus
fur die Zyklisierungsreaktion zu postulieren. Bei dieser Reaktion mussen zwei
Teilschritte unterschieden werden.®® Der erste Schritt besteht in der Erkennung und
Ubertragung des Substrates auf die Hydroxyl-Funktion des aktiven Serins. Diese
Peptidacylierung wird durch den Mechanismus der katalytischen Triade ermdglicht.
Kokristallographische Studien mit einem Borsaure-Inhibitor, der mit dem aktiven
Serin der katalytischen Triade eine kovalente Bindung ausbildet zeigten, dass die
Zyklase die Konfiguration der C-terminalen Aminosauren L-Leu; und D-Leus des
Peptides erkennt.® Das bei der Acylierung auftretende negativ geladene Oxyanion
wird durch zwei Wasserstoff-Bricken-Donoren, die eine Ausbildung der
Oxyanionbindungstasche ermoglichen (Srf-TE: Valy; und Alags; Fen-TE llegy und
Alags), im tetraedrischen Ubergangszustand stabilisiert. Durch die Acylierung entsteht
als Zwischenstufe der Katalyse ein Acyl-O-TE Oxoester, der im zweiten Schritt durch
den regiospezifischen und stereospezifischen intramolekularen Angriff eines Peptid-
Nukleophils gespalten wird. Durch diesen intramolekularen Ringschluss werden
makrozyklische Produkte freigesetzt (siehe Abb. 2.2.5C).
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Abb. 2.2.5: Struktur und Mechanismus der NRPS-Zyklasen:

A) Kristallstruktur der Srf-TE Doméane. Helices sind in rot abgebildet, B-Strange in gelb.

Die katalytisch wichtige Triade (Sergo,

Hisoo7, Aspio7) ist durch Stick-Darstellung

hervorgehoben, die Oxyanion-Aminosduren magenta. B) Kristallstruktur der Fen-TE
Doméne. Hervorgehobene Aminosduren wie oben.

C) Der katalytische Mechanismus am Beispiel der Srf-TE: 1) Die Ubertragung des Protons
des katalytisch aktiven Serg, auf Hisy; ermdglicht die Acylierung des PCP-gebundenen
Peptidyl-Substrates. 2) Das negativ geladene Oxyanion des tetraedrischen Ubergangs-
zustandes wird durch zwei NH-Gruppen des Peptidrickgrates der Zyklase stabilisiert.
3) Das intramolekulare Nukleophil des acylierten Peptides kann das Carbonyl-C-Atom des

ausgebildeten Oxoesters

angreifen.

Hierbei fungiert das Histidin als Base.

4) Der Ubergangszustand wird wiederum durch die Oxyanionbindungstasche stabilisiert
und das zyklische Peptid von der Zyklase freigegeben, wodurch der Ausgangszustand

wiedererlangt wird.
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2.3 Nichtribosomale Peptide

2.3.1 Das Peptidantibiotikum Bacitracin

Bacitracin ist ein metallabhangiges Dodecapeptid-Antibiotikum, das von
Bacillus licheniformis und Bacillus subtilis produziert wird.®® Es setzt sich aus einem
Gemisch verschiedener verwandter Peptide zusammen (siehe Abb. 2.3.2A), von
denen Bacitracin A das Hauptprodukt mit der hdchsten antibiotischen Potenz

[70.711 Bacitracin A besteht aus einer N-terminalen Pentapeptidkette und

darstellt.
einem C-terminalen, aus sieben Aminosauren bestehenden Laktam-Ring. Diese
zyklische ,Lasso“-Struktur, die einen terminalen Pharmakophor besitzt, ist auch in
anderen biologisch-aktiven Naturstoffen (Epothilon, Rhizoxin, HC-Toxin) zu finden
und verhindert durch ihren zyklischen Charakter den proteolytischen Abbau des
Peptides (siehe Abb. 2.3.2B). Als strukturelle Besonderheit enthalt Bacitracin vier
D-konfigurierte Aminosauren und die nichtproteinogene Aminosaure D-Ornithin;. Das
auffalligste Merkmal ist allerdings der Thiazolin-Ring an Position 2 des Molekduls, der
durch Kondensation der Carbonyl-Funktion des lle; mit der Thiolseitenkette des
L-Cysteins entsteht und in Bacitracin einen wichtigen Teil des molekularen
Pharmakophors darstellt.”> " Die verzweigtkettige Laktam-Struktur des Bacitracins
wird durch die Verbrickung der e-Aminofunktion des L-Lyss mit der Carboxyl-
Funktion der C-terminalen Aminosaure L-Asnq» erzielt.

Die antibiotische Wirkung des Bacitracin A beruht hauptsachlich auf der Inhibierung
der Zellwandbiosynthese Gram-positiver Bakterien. Als Transporter fur Murein, bzw.
Peptidoglykan-Einheiten durch die Zellmembran dient in Gram-positiven Bakterien

["41 Bacitracin kann bei

das membrangebundene Css-Isoprenylpyrophosphat (IPP).
Anwesenheit zweiwertiger Metallionen einen stabilen 1:1-Komplex bilden, der in der
Lage ist, an den IPP-Transporter zu binden. Die Koordination des zweiwertigen
Metalls im Metallobacitracin-Komplex wird dabei durch den ¢-Stickstoff des Hisqo, der
Carboxyl-Funktion des D-Glus und des Thiazolin Stickstoff-Atoms ermoglicht. Hierbei
entsteht aulerdem eine charakteristische Faltung des Bacitracins, die einen
hydrophoben Kontakt der Seitenketten des lles und D-Pheg mit den Undecaisoprenyl-
Pyrophosphaten sicherstellt. Die Bindung des Metallobacitracins an den Transporter
verhindert dessen notwendige Dephosporylierung durch eine membranstandige

Pyrophosphatase, und filhrt zu einem Abbruch der Zellwandbiosynthese.l”®
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Abb. 2.3.1: Das Peptidantibiotikum Bacitracin: A) Die nichtribosomalen
Peptidsynthetasen des Bacitracin A. Zwolf Module sorgen fir den Aufbau des
zyklischen Dodecapeptides. B) Darstellung der zyklischen Leitstruktur des
Bacitracins. Durch die Veranderung der Aminosaure-Sequenz und des funktionellen
Heterozyklus (unten) konnten in der Natur Gber 20 verschiedene Bacitracine isoliert
werden. Der toxische Metabolit Bacitracin F entsteht durch Desaminierung des
Bacitracin A und nachfolgende Oxidation des Heterozyklus. C) Zyklische Lasso-
Strukturen anderer bioaktiver Naturstoffe. Allen gemein ist die Ring-Struktur, die den
proteolytischen Abbau verhindert und das molekulare heterozyklische Pharmakophor
am terminalen Ende des Molekuls dadurch schiitzt.
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Zusatzliche bioaktive Eigenschaften des Bacitracins konnten auf die
Proteinbiosynthese, auf Membranfunktionen und Proteasen beobachtet.””®"! Das
antibiotische Potential des Bacitracin A wird seit vielen Jahren genutzt, um
Infektionen mit Gram-positiven Organismen zu behandeln.®"! Allerdings ist eine
systemische Applikation von Bacitracin A kontrainduziert, da es im menschlichen
Korper zur Bildung des nephrotoxischen Metabolit Bacitracin F kommt. Dieser wird
durch selektive N-terminale Desaminierung des Bacitracin A und anschliel’ender
Resonanzstabilisierung durch Oxidation des Thiazolin-Ringes gebildet. Die dabei
entstehende reaktive Ketofunktion des Bacitracin F kann mit verschiedenen
Proteasen kovalente Bindungen ausbilden und zu deren Inaktivierung flihren. Trotz
der metabolischen Umwandlung wird Bacitracin bei gastrointestinalen Infektionen,
die durch Antibiotika-Unvertraglichkeiten hervorgerufen werden, verwendet, und ist
fiir topische Applikation in verschiedenen Praparaten zugelassen.’” Da bakterielle
Resistenzen gegenuber Bacitracin bis heute kaum beobachtet wurden, kann es als
ideale Leitstruktur fir das Design neuer potenter Peptid-Antibiotika dienen (siehe
Kapitel 5.1.5).

2.3.2 Die Lipopeptide des Bacillus subtilis

Viele Stamme von Bacillus subtilis sind dafur bekannt, dass sie
nichtribosomale Sekundar-Metabolite produzieren, die vergleichbare Strukturen
aufweisen (sieche Abb. 2.3.2B).? Diese amphiphilen Molekiile besitzen meist
lipidierte Zyklohepta- oder Zyklodecapeptidische Strukturen. Der Ringschluss wird
Uber ein in B-Position der Fettsaure integriertes Nukleophil vollzogen und fihrt zur
Ausbildung makrozyklischer Laktame, wie im Fall der lturin-Familie,® oder
makrozyklischer Laktone, wie im Surfactin und Lichenysin.®* %% Eine Ausnahme
stellen die beiden verzweigtkettenigen Lipopeptide Fengycin und Plipastatin dar.!> 8!
Der prominenteste Vertreter der Lipopeptid-Familie, das Surfactin, ist eines der
potentesten zyklischen Biotenside. Das Interesse an der Verwendung von
Biotensiden hat in den letzten Jahren stetig zugenommen, da es sich bei diesen
Molekulen um biologisch abbaubare Verbindungen mit niedriger Toxizitat handelt, die

in der Lage sind, hydrophobe Verbindungen zu solvatisieren.®”-%!
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Surfactin besitzt zusatzlich zu seinen tensidischen Eigenschaften ebenfalls noch
antibakterielle, antivirale und hamolytische Aktivitat.®* Die antibiotische Aktivitat des
Surfactins resultiert aus dem amphiphilen Charakter des Molekils, der eine

Porenbildung innerhalb von Membranen ermdglicht.*"!
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Abb. 2.3.2: Die nichtribosomal von Bacillus subtilis erzeugten Lipopeptide: Bei
den dargestellten Lipopeptiden handelt es sich bei Surfactin und Lichenysin um
heptapeptidische Makrolaktone. In der Klasse der Iturine (Iturin A, Mycosubtilin)
findet man die Ausbildung heptapeptidischer Laktamstrukturen. Nur das
Dekalipopeptid Fengycin bildet eine verzweigtkettige Struktur aus.

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die rekombinante Surfactin-Zyklase durch
Inkubation mit linearen Peptidyl-SNAC-Substraten zur in vitro Produktion zyklischer
Surfactin-Analoga verwendet werden konnte.” Dieser chemoenzymatische Ansatz
(siehe Kapitel 2.3.3) stellt zusammen mit der geldsten Kristallstruktur dieser
Zyklase ! ein optimales Modellsystem zur Untersuchung nichtribosomaler
Zyklisierungen dar (siehe Kapitel 5.2).
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2.3.3 Die chemoenzymatische Peptidzyklisierung

Lange Zeit war es nicht mdglich, einen Aufschluss Uber das
Zyklisierungsverhalten der NRPS-Zyklasen zu erlangen und ihre Aktivitat zu
modulieren. Die Entdeckung in-trans katalysierender Zyklasen in Polyketidsynthasen
bestatigte die Vermutung, dass es sich bei diesen Enzymen um autonom gefaltete
Einheiten des Gesamtenzymkomplexes handelt.*®! Es besteht ein hohes Interesse
an enzymatisch vermittelten Zyklisierungsreaktionen, da etablierte chemische
Zyklisierungsstrategien unter der schlechten Loslichkeit der Substrate oder
mangelnder stereochemischer Kontrolle leiden.®" %2 Enzymatische Reaktionen sind
durch ihre hohe Effizienz bestens geeignet, unter milden physiologischen
Bedingungen die Reaktion unter strenger Einhaltung der gewunschten Regio- und
Stereoselektivitdt zu katalysieren. Erste Untersuchungen von NRPS-Zyklasen, die
von ihrer C-terminalen Synthetase getrennt wurden, deckten deren katalytische
in vitro Aktivitat als rekombinant erzeugte freistehende Domanen auf.?® °" Hierbei
konnten diese Zyklasen mit chemisch hergestellten Substratanaloga inkubiert
werden und erlaubten die biochemische Charakterisierung der katalysierten
Zyklisierungsreaktion. Die Substratanaloga wurden durch chemisch-automatisierte
Festphasensynthese hergestellt, in der die wachsende Peptidkette an einem
unldslichen Polystyrol-Harz gebunden ist, und damit die naturliche Synthese des am
Multienzymkomplex gebundenen Peptidylrestes imitiert (siche Abb. 2.3.3).*°! Die
durch dieses Verfahren hergestellten Substrate kdnnen anschlieend C-terminal mit
einer synthetischen Abgangsgruppe versehen werden, um die natlrlich auftretende
Situation, in der die Peptidkette als Thioester des Ppan-Armes gebunden vorliegt,
nachzuahmen. Fir diesen biomimetischen Ansatz erwies sich besonders die SNAC-
Abgangsgruppe, die dem terminalen Teil des Ppan-Arms entspricht, als effektiver
Imitator der physiologischen Situation und erlaubte eine biokombinatorische
Herstellung zyklischer Peptidbibliotheken.®* %! Gleichbedeutend fiir die in vitro
Aktivitat vieler rekombinanter NRPS-Zyklasen stellte sich die Entdeckung der
Thiophenol-Abgangsgruppe heraus. Durch das hohe Gruppen-Ubertragungspotential
dieser Abgangsgruppe bietet sie eine Alternative der C-terminalen Aktivierung
synthetischer  Peptidyl-Substrate und ermdglicht die effektive Acylierung
verschiedener NRPS-Zyklasen, die gegenlber Peptidyl-SNAC-Substraten inaktiv

waren.®® Das chemoenzymatische Makrozyklisierungspotential verschiedenster
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NRPS-Zyklasen kann heute also genutzt werden, um kleine zyklische Molekile und

deren Derivate herzustellen, die ein enormes therapeutisches Potential besitzen.

Festphasen-Synthese
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Abb. 2.3.3: Die chemoenzymatische Zyklisierung: Die nichtribosomale Peptidsynthese,
hier am Beispiel des Surfactins dargestellt, wird durch Peptid-Festphasensynthese
ersetzt. Die C-termiale Zyklase kann als rekombinant produziertes freistehendes Enzym
genutzt werden, um artifizielle synthetische Substratanaloga zu zyklisieren. Die
Erkennung der Substratanaloga wird durch die C-terminale Aktivierung des Peptidyl-
Substrates durch eine Abgangsgruppe gewabhrleistet, die den natirlichen terminalen Teil
des Ppan-Kofaktors nachahmt.
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2.4 Biotechnologische Manipulation enzymatischer Katalyse

Die Biokatalyse ermdglicht die milde und selektive Synthese von Produkten
durch den Einsatz von Enzymen. Die Verwendung rekombinanter Enzyme in der
heutigen Industrie, die so genannte weil3e Biotechnologie, wird hauptsachlich zur
Gewinnung von Vorstufen fir die Synthese von Pharmazeutika, Pestiziden oder
Feinchemikalien eingesetzt. Durch metagenomische Analyse konnen in unberthrten
Bodenproben bis zu 10* verschiedene Organismen-Arten identifiziert werden, die
eine Vielzahl von potentiellen neuen Enzymen enthalten.*”) Um die industrielle
Nutzung dieser Biokatalysatoren zu gewahrleisten, mussen diese einfach isolierbar
sein, homogen zu reinigen, eine hohe Aktivitdt und Stabilitdt aufweisen und die
gewlnschte Substratspezifitdt besitzen. Besonders die Enzymfamilie der
o/pB-Hydrolasen hat durch ihre einfache Handhabung und die glnstige Produktion
einen breiten Einsatz in der weiRen Biotechnologie gefunden.® Durch Techniken
wie in vitro Evolution oder die Enzymaktivierung in nichtwassrigen Losungsmitteln
konnen naturliche Enzyme gezielt manipuliert werden, um gewilnschte
Substratspezifitit zu erhalten oder hdhere Produktausbeuten zu erzielen.® %! Diese
Techniken haben einen entscheidenden Beitrag daran, dass die Biokatalyse heute
einen immer groferen Anteil an Produktionsablaufen in der pharmazeutischen

Biotechnologie einnimmt.

241 Die Evolution der Enzyme

Die bekannten naturlich vorkommenden Enzyme konnen ihre Tertiarstruktur
nur aus einer begrenzten Anzahl von ungeféahr 1000 verschiedenen stabilen
Faltungseinheiten ausbilden."®" "% Dieses biophysikalische Phanomen erklart zwar
die begrenzte Anzahl der bis heute identifizierten Proteinfaltungen, steht aber im
Gegensatz zu der Anzahl an enzymatisch gebildeten Produkten, die in der Natur
gefunden werden. Trotz der hohen proof-reading Aktivitat der Polymerasen kommt
es bei der Replikation zu einer geringen Anzahl von Mutationen, die zu einem Einbau
Jfalscher® Aminosauren innerhalb des vorhandenen Enzyms flhren. Durch diesen
evolutionaren Prozess entstehen Enzyme, die in der Lage sind, neue Reaktionen
katalysieren zu kénnen und dadurch eine Adaptierung des Organismus an
veranderte Umweltbedingungen sicherstellen. Diese permanente natlrliche Enzym-

Evolution wird heute in vielen biochemischen Laboratorien nachgeahmt, um
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vorhandene Enzyme mit neuen oder verbesserten Eigenschaften zu erzeugen. In
Ubereinstimmung mit der von Fischer postulierten ,Schliissel-Schloss*-
Hypothese ' oder deren modifierten ,Induced-fit-Theorie von Koshland '"® kann
angenommen werden, das Enzyme in der Lage sind verschiedene Substrate, die
sich nicht stark vom natlrlichen Substrat unterscheiden, zu binden (Substrat-
Promiskuitat).l'%! Die katalytische Umsetzung dieser Substrat-Analoga erfolgt
allerdings nur stark verlangsamt oder gar nicht. Durch Proteinengineering wird
deshalb haufig versucht, eine neue Tasche in ein Enzyms einzufihren, um die
Substrat-Analoga besser zu positionieren und eine Umsetzung dieser zu
ermoglichen. In diesem Zusammenhang haben sich besonders in vitro
Evolutionstechniken herausgestellt, bei denen das gesamte Enzym einer
ungerichteten Mutagenese unterworfen wird und anschliefend die erzielten
Mutanten auf eine gewiinschte Reaktionkatalyse selektiert werden. Bei vielen
dieser in vitro Evolutionsansatze ist zu beobachten, dass einzelne Aminoséauren
einen entscheidenden Einfluss auf Substrat-Spezifitdt des Enzyms haben kénnen.'%!
Durch gezielte Mutationen von Aminosauren, die direkt an der Substratbindung
beteiligt sind und dementsprechend einen grof3eren Einfluss auf den katalytischen
Mechanismus besitzen, konnte eine vollstandige Aufhebung der katalytischen

Eigenschaften oder eine Anderung der Substratspezifitit beobachtet werden.®® 1%7]

2.4.2 Die Biokatalyse in nichtwassrigem Milieu (Solvent Engineering)

Friher wurde angenommen, dass Enzyme nur in wassrigem Milieu in der
Lage sind, ihre natlrlichen Reaktionen zu katalysieren. Seit dieser Mythos durch
Klibanow et al. 1988 widerlegt wurde, ist das Interesse an enzymatischen
Reaktionen in nichtwassrigem Milieu erstaunlich hoch.'"® Viele enzymatische
Prozesse zeichnen sich durch eine limitierte WasserlOslichkeit der Substrate,
hydrolytische Nebenproduktbildungen oder Zersetzungen der Produkte in Wasser
aus. Auch thermodynamische Probleme und verringerte enzymatische Stabilitaten
kénnen eine effiziente Biokatalyse verhindern.l'® Viele dieser Probleme kénnen
durch eine enzymatische Katalyse in organischen Ldsungsmitteln Uberwunden

n.'"%! Dabei werden sowohl in Mischungen eines organischen Lésungsmittel

werde
mit Wasser, wie auch in purem organischen Ld&sungsmitteln enzymatische

Umsetzungen beobachtet."'” Auch in anderen nichtwassrigen Medien kann eine
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enzymatische Aktivitat beobachtet werden, so sind enzymatische Prozesse auch in
superkritischen Gasen, tiefsiedenden Hydrofluorocarbonaten, fluorierten Polyestern

und ionischen Fliissigkeiten beschrieben worden.['-113!

24.21. Die enzymatische Katalyse in ionischen Flissigkeiten

Der Gedanke der Nachhaltigkeit gewinnt in der heutigen Chemie zunehmend an
Bedeutung. Der Einsatz von Enzymen in organischen Losungsmitteln erweitert zwar
den biotechnologischen Einsatz dieser Biokatalysatoren und kann die Ausbeute der
katalysierten Reaktion erhdhen, allerdings stellen Toxizitat, Fluchtigkeit und
Brennbarkeit einen nicht zu unterschatzenden Nachteil fur die industrielle Produktion
dar. Als viel versprechende ,grine“ Alternative zu konventionellen organischen
Losungsmitteln erweist sich die Biokatalyse in einer neuartigen Klasse von
Lésungsmitteln, den ionischen Fliissigkeiten (IL).["* '® Unter ionischen Fliissigkeiten
versteht man niedrigschmelzende, stabile Salze (T»,<100°C), die bei Raum-
temperatur flissig und niederviskos sind. Sie werden haufig in der Literatur als
,pDesigner-Losungsmittel bezeichnet, da sich durch die Wahl unterschiedlicher
lonenzusammensetzungen die chemisch-physikalischen Eigenschaften des ILs
variieren lassen. Als wichtigste Kationentypen haben sich alkylierte Imidazolium-,
Pyrrolidinium- und Pyridinium-lonen herausgestellt, die durch ihre asymmetrischen
Eigenschaften starken Einfluss auf die Stabilitdt des Salzes haben. Je nach
Alkylierungsreagenz koénnen in der Synthese des Salzes unterschiedlichste
organische und anorganische Anionen verwendet werden (siehe Abb. 2.4.1).
Beispielsweise kann eine Vergroflerung des Anions bei gleicher Ladungsverteilung
eine Schmelzpunkterniedrigung zur Folge haben und zur Erhéhung der
Wasserloslichkeit beitragen. Im Jahre 2000 wurde die erste biokatalysatorische
Reaktion in einer ionischen Flussigkeit durchgefuhrt, in der eine erhdhte Stabilitat
von Thermolysin in 1-Butyl-3-Methylimidazolium-hexafluorophosphat (BMI-PFs) bei
der enzymatischen Reaktion von z-Aspartam beobachtet werden konnte.'® Die
Substitution des wassrigen Puffermilieus einer enzymkatalysierten Synthese durch
eine ionische Flussigkeit kann aulder einer Erhdhung der Enzymstabilitat auch die
hydrolytische Nebenproduktbildung verhindern, und erweist sich somit als
interessante Solvent-Engineering-Strategie fur die Zyklisierungsreaktion der NRPS-
Zyklasen (siehe Kapitel 5.2.3.).
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Abb. 2.4.1: lonische Fliissigkeiten: Dargestellt sind typische Kationen und Anionen
ionischer Flussigkeiten. Diese sind wahlweise miteinander kombinierbar und
ermdglichen eine exakte Einstellung der gewilnschten physikalisch-chemischen

Eigenschaften des ILs. Beispiele fur in dieser Arbeit verwendete ILs sind [OMA]BTA
und [EMIM]EtSO,. R=Alkyl.
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2.5 Aufgabenstellung

Die zyklischen Strukturen nichtribosomaler Peptide stellen ein wichtiges
Merkmal fUr die Bioaktivitat dieser Naturstoffklasse dar. Die wichtigsten zyklischen
Strukturen stellen der Einbau heterozyklischer Ringe und die Makrozyklisierung des
Peptides dar. Ziel dieser Dissertation war es, die Bedeutung dieser Zyklisierungen flr
eine chemoenzymatische Synthese herauszustellen.

Zum einen sollten verschiedene finfgliedrige Heteroaromaten an Position 2 der
Peptidsequenz des Bacitracins eingebaut werden und so den natlrlich
vorkommenden Thiazolin-Ring ersetzen. Durch die erhaltenen synthetischen
Substrat-Derivate sollte der Einfluss unterschiedlicher Heterozyklen auf die
Zyklisierungsreaktion der Bacitracin-Zyklase herausgefunden werden. Die durch
diese chemoenzymatische Zyklisierung erzeugten Bacitracin-Derivate sollten
anschlieBend auf ihr antibiotisches Potential gegen einen Gram-positiven
Indikatorstamm getestet werden.

Des Weiteren sollte das in der Zyklisierungsreaktion der Surfactin-Zyklase
vorliegende wassrige Puffer-Milieu durch organische Ldsungsmittel oder ionische
Flussigkeiten substitutiert werden. Hierdurch sollte herausgefunden werden, ob die
Surfactin-Zyklase in der Lage ist, in diesen Lésungsmitteln eine Zyklisierungsreaktion
zu katalysieren und ob durch diesen Ansatz die hydrolytische Nebenproduktbildung
verhindert werden kann.

Schliel3lich sollte herausgefunden werden, ob es mdglich ist, durch gezielte
Mutationen in der Primarsequenz der Surfactin-Zyklase eine Substrat-Toleranz
gegenuber einer B-Aminofunktion als intramolekulares Nukleophil flr die

Zyklisierungsreaktion zu generieren.
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3 Material

3.1 Gerate

Tabelle 3.1 Verwendete Geréate

Gerat

Hersteller und Typenbezeichnung

Autoklav

Analysenwaagen
Brutschrank

Clean-Bench

DNA-Agarosegel-
Dokumentation

Elektroporationspulser
ESI-MS-System
FPLC-Saulen

FPLC-System

Gefriertrocknungs-
Anlagen

HPLC-Saulen

HPLC-System

Luftschuttler

NMR

MALDI-TOF
MS-MS-Sequenzing

Tuttnauer 5075 ELV

Sartorius
Koéttermann 2736

Antair BSK

Cybertech CS1 Videokamera
Mitsubishi Video Copy Processor Thermodrucker

Biorad Gene Pulserll

Hewlett Packard Series 1100

Amersham Biosciences HighTrap Desalting;
Amersham Biosciences HiLoad Superdex Gelfitrationssaule

Amersham FPLC-System 250:

Gradienten-Programmer GP-250, Pumpen P-500

Uvicord Optische Einheit UV-1, Uvicord Kontroll Einheit UV-1
2-Kanal-Flachbettschreiber REC-102

Injektions-Ventil V-7, 3-Wege-Magnetventil PSV-100
Fraktion Sammler FRAC-100

Edwards Freeze Dryer Super Modulyo
Christ Alpha 2-4 LSC

Macherey & Nagel
Nucleodur 250/3 C4sec, Nucleodur Cqgec 125/2; RP-Cg Nucleosil
120-3, Agilent Zorbax Rx-C8

Agilent series 1100 HPLC-System
Vakuum-Entgaser, DAD-Detektor, Quaternare Pumpe,
Autosampler, HP-Chemstation

New Brunswicker Scientific Series25 Incubator Shaker;
New Brunswick Scientific Innova4300 Incubator Shaker

Bruker Advance AC-300
Bruker FLEXIII
Applied Biosystems API Qstar Pulsarl
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Peptid-Synthetisierer
PCR-Maschine

Photometer

pH-Meter

Reinstwasseranlage
Schittelinkubator
Speed-Vac

Thermocycler

Vakuumgeltrockner

Vortexer

Wasserbad

Zellaufschluss

Zentrifugen

Advanced ChemTech APEX396 Synthesizer
Eppendorf Mastercycler Personal

Amersham Biosciences Ultrospec3100Pro
PeglLab NanoDrop Spectrophotometer ND1000

Schott CG 840
Seral Seralpur Pro90CN

Eppendorf Thermomixer Comfort
Uniequip Univapo 150H
Eppendorf Mastercycler Personal
Fisherbrand FSGD-5040

Scientific Industries Vortex Genie2

Infors Aquatron Rundschittelmaschine

SLM Aminco French Pressure Cell Press 5.1

Eppendorf Centrifuge 5415D;
Heraeus Biofuge Pico;
Sorvall RC26PIlus, RC5BPIus

3.2 Chemikalien, Enzyme, Laborprodukte

In Tabelle 3.2 nicht aufgeflihrte Chemikalien wurden von den Firmen Fluka
und Sigma-Aldrich in p.a. Qualtitdt bezogen und ohne weitere Reinigung den

Synthesen zugefiihrt.

Tabelle 3.2 Verwendete Chemikalien, Enzyme und Laborprodukte

Hersteller Produkt(e)

Agilent Technologies DHB-Matrix, Cg-Zorbax HPLC-Saule

Amersham Biosciences | Ampicillin, Kanamycin, Tetrazyclin, Hefeextrakt, IPTG,
Coomassie Brilliant Blue G und R250, Agar Nr.1,
verschiedene Restriktions-Endonukleasen

Bachem N.-Fmoc-geschiitzte Aminosduren, N,-Boc-geschitzte
Aminosauren

Eurogentech Agarose, Elektroporationskivetten

Fluka Verschiedene trockene Lésungsmittel, SDS, TEMED
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Macherey und Nagel
Merck

Millipore
New England Biolabs

Novabiochem

Nunc
Oxoid

Qiagen

Roth

Schleicher & Schiill

Solvent Innovation
Sigma

Stratagene

TCI Europe

Vivascience AG

C1s-Nucleodur HPLC Saulen, RP-Cg Nucleosil HPLC Saule

Glaskaschierte 0.25 mm Silikagel-Platten 60F-254

Amicon Ultra (0,025 pm)

Desoxyribonucleotides (dATP, dTTP, dGTP, dCTP),
verschiedene Restriktions-Endonukleasen, Protein-Marker, 1kb-
DNA-Marker

N,-Fmoc-geschitzte Aminosauren, 2-Chlorotritylchlorid Harz,
HBTU, HOBt, PyBOP

Sterile 96-Well Mikrotiter-Platten (Nunclon-Surface)
Agar Nr.1, Trypton

Oligonukleotide, QlAquick-spin PCR Purification Kit,
Ni?*-NTA-Agarose

Ethidiumbromid, 3-Mercaptoethanol, Acrylamid fir SDS-PAGE,
Piperidin

Sterilfilter (0,45 um)

lonische Flussigkeiten

EDTA, N-Acetylcysteamin, Thiophenol, trockenes DMF
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit,

PfuTurbo DNA Polymerase
(R)-3-Hydroxymyristinsaure

Vivaspin 20 Konzentratoren

3.3 Vektoren

3.3.1 pQE60

Fir die Expression des bac-pcp-te Genes in E. coli wurde der pQE60-Vektor

(3431bp) (Qiagen) verwendet. Er besitzt einen E. coli T5-Phagen-Promotor, zwei

lac-Operator-Erkennungssequenzen, sowie eine E. coli optimierte synthetische

ribosomale Bindungsstelle RBSII und den Replikationsursprung ColE1. Die multiple-

cloning-site (MCS) wird durch die Restriktionsschnittstellen Ncol, BamHI, und

Bglll gebildet. Stromabwarts befindet sich die Sequenz fir den Hise-Tag und direkt

anschliessend Stopcodons in den drei Leserahmen. Die Expression des Gens, das in

38



Material

die MCS kloniert wurde, fihrt zur Produktion des Proteins mit einem C-terminalen
Hise-Tag. Durch Expression des p-Laktamasegens bla vermittelt der pQE60-Vektor

eine Resistenz gegen Ampicillin.

Xhol,1
,EcoRI,88
i Ncol,113
i iBamHI,121
i i Bglil, 127

3241,Sspl, i i HindIll,152

3034,Xmn|

3014,Dral. *, .Pwull 422

; ___Dra 1,442
2917,Scal.
2806,Pvul_

...Dral,781
...Ssf,838

PQE-60
— w0 3431 bps

"'Scal, 043

2322,Dral

2303,Dral Xbal, 1133

“Accl, 1317

Abb. 3.3.1: Der pQE60-Vektor

3.3.2 pREP4

Das pREP4-Plasmid (3740bp) (Qiagen) wird als Helferplasmid bei der
Expression eingesetzt. Neben dem neo-Gen, das Resistenz gegen Kanamycin
vermittelt, trigt es das lacl-Gen, welches fiir den Lac-Repressor codiert."""! Durch
die Lac-Repressor-Produktion kann das pREP4-Plasmid zur Regulation der
Expression von Genen in pQE-Derivaten genutzt werden. Der Replikationsursprung
P15A ist kompatibel zum ColE1, sodass das pREP4-Plasmid zusammen mit den

pQE-Vektoren repliziert werden kann.
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3.4 Mikroorganismen

3.4.1 E. coli XL1-Blue

Der Escherichia Coli XL1-Blue wurde haufig flir Klonierungsarbeiten benutzt.
Er besitzt den Genotyp recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1
lac [F'proAB”, lacl?, lacZDM15 Tn10 (Tet")].

3.42 E.coliTop10

Bei diesem E.coli Stamm handelt es sich ebenfalls um einen
Klonierungsstamm.  Er besitzt den Genotyp F- mcrA. (mrr-hsdRMS-mcrBC)
80lacZ.M15.lacX74 deoR recA1 araD139. (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1
nupG.

3.4.3 E. coli BL21(ADE3)
Der E. coli Stamm BL21(DE3) mit dem Genotyp F°, dcm, hsdS rg'mg’, ompT,

gal wird haufig flr als bakterieller Wirt flr die Expression rekombinanten Gene
verwendet. Diesem Stamm fehlen die Proteasen lon und OmpT wodurch eine
signifikante Erhdhung der Protein-Stabilitat erreicht wird. Zusammen mit lacZ und
dem Promotor lacV5 ist das Gen der T7-Polymerase auf dem Prophagen im

Chromosom integriert.

3.4.4 E.coliM15

Ebenfalls flir Expressionen wurde der E. coli M15-Stamm mit dem Genotyp

nal®, str®, rif*, lac, ara, gal, mtl, F~ verwendet. Diesem Stamm fehlt die T7-Polymerase.

3.4.5 B. subtilis PY 79

Der Bacillus subtilis Stamm PY 79 wurde ausschliellich fur biologische

Aktivitatsbestimmungen verwendet. Der Genotyp ist sfp.
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3.5 Medium

Fir die Anzucht der verwendeten Mikroorganismen wurden ausschlieBlich
LB-Medium verwendet."'® Festmedium wurde durch Zusatz von 1,2% Agar (w/v)

Nr.1 vor dem Autoklavieren (121°C; 1,5 bar; 30 min) hergestellt.

LB-Medium Bactotrypton 10 g/L
Hefeextrakt 5g/L
NaCl 5qg/L

Dem Medium wurde nach Bedarf Antibiotika in den Standardkonzentrationen

100 pg/mL Ampicillin und 25 pug/mL Kanamycin zugesetzt.
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

Bei den in dieser Arbeit durchgeflihrten molekularbiologischen Methoden
handelt es sich um etablierte und veroffentlichte Standardtechniken.!'"® Daher wird in
diesem Zusammenhang nur auf die Plasmidkonstruktion und auf abweichende

Techniken eingegangen.

4.1.1 Konstruktion von pQE60[bac-pcp-te]

Das fur die Klonierung erforderliche Genfragment bac-pcp-te wurde mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) aus der chromosomaler DNA des Bacitracin
produzierenden Stammes Bacillus licheniformis ATCC 10716 unter Verwendung der
Pfu Turbo DANN Polymerase (Strategene) und den folgenden synthetischen
Oligonukleotiden (Operon/Qiagen) nach Angaben des Herstellers amplifiziert. Die

eingefuhrten Schnittstellen wurden unterstrichen:

5-GCG CTC CAT GGAATACGA GCC TC -3’
und 5 GGATGC CGT TTG GAT CCTATT TTG A-3°

Die Reinigung des PCP-Ansatzes erfolgte mit dem ,QIAquick-spin PCR Purification
Kit” (Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Das gereinigte PCP-Produkt wurde
anschlieBend mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Ncol/BamHI geschnitten und
in einen analog geschnittenen pQEGO0-Vektor ligiert. Die Identitat dieses Plasmides
pQEG60O/bac-pcp-te konnte durch DNA-Sequenzanalyse (GATC Biotech)
nachgewiesen werden. Zu Praparationszwecken wurden Escherichia coli TOP10

Zellen mit dem vorliegenden Plasmid transformiert.

4.1.2 Konstruktion der Plasmide fiir die Srf-TE Mutationsanalysen

Alle Plasmide, die fur die Mutationsanalysen (Rational-Design) der Surfactin

5% Die Einfiihrung

TE hergestellt wurden, basieren auf dem Plasmid pQEG60[srf-te].
der Mutationen erfolgte durch ortsgerichtete Mutagenese mit dem ,QuickChange
Site-Directed Mutagenesis Kit“ (Stratagene) nach den Angaben des Herstellers.

Nachfolgend sind die aus der Mutagenese resultierenden Plasmide und die jeweils
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verwendeten Oligonukleotide aufgefihrt, wobei die eingeflihrten Mutationen

hervorgehoben wurden:

S80A: 5" CAT TGT TTG GAT ATG CAG CGG GAT GCA GCC 3’

und 5" GGC TGC ATC CCG CTG CAT ATC CAAACAATG 3

Y159H: 5 GCC TTT TAC TCA TAC CAC GTC AAC CTG ATC AGC 3’

und 5" GCT GAT CAG GTT GAC GTG GTATGA GTA AAA GGC 3’
A81S: 5" CAT TGT TTG GAT ATT CAT CCG GAT GCA GCC TGG CG 3°
und 5 CGC CAG GCT GCATCC GGATGAATATCC AAACAATG 3’
V271: 5 CGC ATT TCC GCC GAT TCT GGG CTATGG CC 3°

und 5" GGC CAT AGC CCA GAATCG GCG GAAATG CG 3

Die Doppelmutante A81S/V27T basiert auf dem mutierten Plasmid pQE60[srf-teAg1S]
und wurde analog der beschriebenen ortsgerichteten Mutagenese mit Hilfe der
Oligonukleotide fur V27T hergestellt.

4.2 Proteinchemische Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Standardtechniken der Proteinanalytik
(SDS-PAGE und Coomassie-Farbung der SDS-Gele) wurden nach Laemmli ''® und
Bennett ' durchgefiihrt.

4.2.1 Genexpression

Die heterologe Expression der TE- und PCP-TE-Konstrukte erfolgte in den
Expressionsstammen E.coliM15 (pREP4) oder E.coliBL21 (DE3). Diese
Expressionsstamme wurden mit dem jeweiligen sequenzierten Expressionsplasmid
transformiert. 3 mL einer Ubernachtkultur des entsprechenden Expressionsstammes
wurden in 300 mL LB-Medium (Amp'%, Kan®®) inokuliert und bei 30-37°C, 250 rpm
bis zu einer OD=0.6 (600 nm) in einem Luftschittler inkubiert. Die Expression wurde
durch Zugabe von 0.5 mM IPTG gestartet und die Kultur flr weitere 2 h bei 30°C
inkubiert, bevor sie durch Zentrifugation (5000 rpm, 4°C, 20 min) geerntet wurde. Die
Zellpellets wurden in Hepes-A-Puffer (50 mM Hepes, 300 mM NaCl, pH 8.0)
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resuspendiert und entweder bei -20°C gelagert oder direkt der Proteinreinigung

zugefuhrt.

4.2.2 Zellaufschluss

Die in 10 mL Hepes-A-Puffer resuspendierten Zellen wurden unter Kihlung
(4°C) durch zweimaliges Durchlaufen einer ,French Press Zelle® (SLM Aminco)
aufgeschlossen. Die Zelltrimer und unldslichen Bestandteile wurden durch einen
Zentrifugationsschritt (17000 rpm, 4°C, 30 min) abgetrennt und der klare Uberstand

des Zentrifugates fir die Affinitatschromatographie verwendet.

4.2.3 Ni**-NTA Affinititschromatographie

Die effiziente Reinigung der rekominanten, mit einem C-terminalen Hisg-Tag
versehenen, Enzyme konnte unter Verwendung einer Ni**-NTA Agarose (Qiagen) an
einer FPLC-Anlage (Amersham Biosciences) bei 4°C erreicht werden. Die Saule
wurde mit einer Flussrate von 1 mL/min in 4% Hepes-B-Puffer (50 mM Hepes,
300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8.0) mit dem Uberstand der Zellaufschluss-
Zentrifugation beladen. Der Waschvorgang sowie die nachfolgende Elution wurden
durch Messung der Absorption bei 280 nm in einer Durchflusszelle verfolgt.
Nachdem die Absorption die Basislinie wieder erreichte, erfolgte die Elution des
Enzymes durch Anlegen eines 30 minutigen Gradienten von Hepes-A-Puffer zum
imidazolhaltigen Hepes-B-Puffer bei einer Flussrate von 0.8 mL/min. Innerhalb der
gesammelten 2 mL Fraktionen wurde durch Bradford-Test['?" und SDS-PAGE-
Analyse diejenigen Fraktionen identifiziert, die das gewinschte rekombinante
Enzyme enthielten. Diese wurden vereint und gegen Assay-Puffer
(25 mM Hepes, 50 mM NaCl, pH 7.0) unter Verwendung von ,,HiTrapT'\’I Desalting*
Saulen (Amersham Biosciences) dialysiert und anschliessend mit Hilfe von Amicon-
Ultrafiltrationzellen (Millipore) ankonzentriert. Die Konzentration der gereinigten
Enzyme wurde photometrisch (280 nm) unter Berucksichtigung des berechneten
Extinktionskoeffizienten ermittelt (Tabelle 4.1). Die theoretischen Extinktions-
koeffizienten wurden unter Verwendung des Programmes Protean (DNAStar)

berechnet.

44



Methoden

Tabelle 4.1: Theoretischer Extinktionskoeffizient (280 nm)

Theoretischer
Protein Extinktionskoeffizient
[mg/mL]
SHTE (pQE60) 0.87
SrfTE Mutanten (pQEG0) 0.87
Bac-PCP-TE (pQE60) 1.13

4.2.4 Gelfiltration

Um die Homogenitat des gereinigten Enzymes zu gewahrleisten, wurde das
Enzym Bac-PCP-TE einer zusatzlichen Gel-Filtration unterzogen. Die auf 2 mg/mL
ankonzentrierte Enzym-Lésung wurde unter Verwendung einer Akta FPLC-Anlage
(Amersham  Biosciences) auf eine mit Hepes-A-Puffer  aquilibrierte
HiLoad Superdex™ 26/60 (Amersham) Gelffiltrationsséule aufgetragen und mit einer

Flussrate von 2 mL/min eluiert.

4.2.5 Lyophilisation

Unter Lyophilisation versteht man das Verfahren, das gefrorenem
wasserhaltigem Material bei Temperaturen unterhalb des Gefrierpunkts, das Wasser
durch Sublimation entzieht. Die schonende Entfernung des Lésungsmittels (H2O) der
gereinigten Enzyme flr Assays in alternativen Lésungsmitteln wurde durch eine
Lyophilisation Uber 10 h in einer Gefriertrocknungs-Anlage (Edwards) gewahrleistet.
Aliquots (50 uL, 100 uL) des frisch gereinigten Enzyms in Assay-Puffer (Srf-TE pH 6)
wurde hierzu in flissigem Stickstoff gefroren und das Wassers der gefrorenen

Lésung unter Vakuum (5-10 mTorr, -50°C Kondensationstemperatur) entfernt.
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4.3 Chemische Methoden

4.3.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

Alle Reaktionen mit feuchtigkeits- oder sauerstoffempfindlichen Substanzen
wurden in ausgeheizten Apparaturen unter Argonatmosphare und Verwendung von
trockenen Loésungsmitteln durchgefuhrt. Die verwendeten LOsungsmittel (Fluka)
wurden in hdchster Reinheit eingesetzt. Tetrohydrofuran (THF) wurde Uber
Kalziumhydroxid vorgetrocknet und anschliessend unter Ruickfluss mit
Natrium/Benzophenon destilliert. Dichlormethan (CH.Cl;) wurde unter Ruckfluss
zusammen mit Kalziumhydrid destilliert. Alle anderen kommerziell erhaltlichen

Losungsmittel wurden ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.

4.3.2 Festphasen-Peptid-Synthese (SPPS)

Die durch Merrifield entwickelte Festphasensynthese von Peptiden ist eine
einfache und schnelle Méglichkeit Peptide in hohen Ausbeuten herzustellen.[' 123!
Die in dieser Arbeit hergestellten Peptide wurden ausschlieBlich durch Fmoc—
basierte Festphasensynthese im batch-Verfahren an einem vollautomatischen
Peptidsyntheziser (Apex 396 Synthesizer, Advanced ChemTech) hergestellt. Als
Festphase diente ein quervernetztes Polystyren-Harz, das kovalent an einen
2-Chlorotritylchlorid-Linker gebunden ist und die Abspaltung des orthogonal
geschutzten Peptides unter sehr milden sauren Bedingungen erlaubt. Die
Maskierung der Aminosaureseitenfunktionalititen wurde durch saurelabile
Schutzgruppen sichergestellt [Tert-Butyl (tBu), Trityl (Trt) und Tert-Butyloxycarbonyl

(Boc)].

4.3.21 Die Initiation der Peptidsynthese

Der erste Schritt der Fmoc-basierten Peptidsynthese besteht in der Beladung des
2-Chlorotritylchlorid-Linkers des Harzes mit der C-terminalen Aminosaure des
aufzubauenden Peptides. Dieser wichtige Schritt bestimmt in seiner Quantitat die
Produktausbeute. Um die effiziente Beladung des Harz zu sichern wurde dieses
30 min in trockenem DCM gequollen und anschlieBend mit 3 Aquivalenten der

gewiinschten N-Fmoc-geschiitzten Aminosdure und 8 Aquivalenten N,N-Diisopropyl-
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ethylamin (DIPEA) umgesetzt. Diese schwache Base ermoglicht die vollstandige
Deprotonierung der Carboxysaurefunktion der eingesetzten Aminosaure. Die
deprotonierte Carboxyl-Gruppe kann nun nukleophil die Kohlenstoff-Chlor-Bindung
des 2-Chlorotritylchlorides angreifen. Dadurch wird die erste Aminosaure unter
Austritt eines Chlorid-lons am Harz verankert (siehe Abb. 4.1) Der Ansatze wurde 2 h
geruhrt, und anschlielend das Lésungsmittel abfiltriert, das Harz mehrere Male mit
DCM gewaschen und die unreagierten Stellen des Harzes durch Methanol

abgedeckt, um den Aufbau von verkurzten Peptidfragmenten zu verhindern.
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Abb. 4.1: Die Beladung des 2-Chlorotritylchlorid-Harzes mit der ersten Aminosaure.

4.3.2.2 Die Elongation der Peptidsynthese

Um die Elongation der harzgebundenen Peptidkette um eine Aminosaure zu
gewahrleisten, ist eine Entschitzung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe
erforderlich. Nach Abspaltung der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe der terminalen
Aminosaure unter Verwendung von 20% Piperidin in DMF fur 10 min, kann die
nachste Aminosaure an den freien N-Terminus des harzgebundenen Peptids
gekuppelt werden. Dabei kann die Base Piperidin ein Proton unter Ausbildung eines
stabilisierten Fluorenyl-Carbanions abstrahieren. Durch nachfolgende Eliminierung
und CO,-Abgabe entsteht die freie terminale Aminogruppe (siehe Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Die Entschiitzung der Fmoc-geschiitzten Aminoséuren

Die chemische Synthese der Amidbindung erfordert eine Aktivierung der
Carboxylgruppe der N“geschiitzten Aminosadure. In dieser Arbeit wurde die
Aktivierungsreaktion in situ durchgefihrt, d.h. die aktivierte Spezies wird wahrend der
Peptidknlpfung intermediar gebildet. Dies gelingt durch den Einsatz des
Kupplungsreagenzes O-Benzotriazol-N,N,N",N"-Tetramethyluronium-hexafluoro-
phosphat (HBTU) mit dem Additiv N-Hydroxybenzotriazol (HOBt). Die
Carboxylgruppe der Aminosdure wird zuerst durch einen groRen Uberschuss
N-N-Diisopropylethylamin (DIPEA) quantitativ deprotoniert. Daraufhin greift das
gebildete Nukleophil das elektrophile Carbenium-lon des HBTUs an. Unter Austritt
der Benzotriazolyl-Abgangsgruppe entsteht ein sehr reaktives Tetramethylharnstoff-
Intermediat, welches wiederum nukleophil durch HOBt attackiert wird. Es bildet sich
ein Benzotriazolyl-Ester, der die eigentliche aktive Spezies bei der Peptidbindungs-

bildung darstellt. Der freie N-Terminus des harzgebundenen Peptides verdrangt die
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Benzotriazolyl-Abgangsgruppe des Aktivesters, wodurch die Peptidkette um eine

Aminosaure elongiert wird (siehe Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Schematischer Ablauf der Aminosauren-Aktivierung und Peptid-
Elongation

4.3.2.3 Die Termination der Peptidsynthese

Die Abspaltung des fertigen Seitenketten-geschutzten Peptids vom saurelabilen
Chlorotrityl-Linker gelingt durch Zusatz eines Abspaltgemisches aus AcOH/TFA/DCM
(1:2:7). Das abgespaltete Peptid wird durch Filtration vom Harz getrennt und durch

Umkristallisation in Hexan gereinigt.

4.3.3 Synthese der SNAC und Thiophenol Thioester

Die Synthese aller in dieser Arbeit vorliegenden linearen Peptidthioester-
Substrate mit den Abgangsgruppen SNAC und Thiophenol erfolgte durch Aktivierung
des peptidischen C-Terminus.®® %! Um dieses chemoselektiv zu erreichen, wurde
die Aktivierung am vollstandig seitenkettengeschutzten Peptid durch den Einsatz von
2 Aquivalenten DCC und dem Additiv HOBt in THF durchgefiihrt. Die durch K,COs;

deprotonierte Carboxyl-Gruppe des seitenkettengeschutzten Peptides addiert an die
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C=N-Doppelbindung des DCC unter Entstehung des O-Acylisoharnstoffs. Dieses
Intermediat ist instabil und wird durch Zugabe von HOBt in den wesentlich stabileren
Benzotriazolyl-Ester Uberfuhrt. Die gute Benzotriazoyl-Abgangsgruppe kann
anschlieBend durch den Einsatz des Nukleophiles SNAC, bzw. Thiophenol
(10 Aquivalente), unter Rilhren bei Raumtemperatur fiir 3 h substituiert werden.
AnschlieRend wird das THF am Rotationsverdampfer entfernt. Die Entschitzung der
saurelabilen Seitenketten-Schutzgruppen erfolgt unter stark sauren Bedingungen.
Ein Gemisch aus TFA/H,O/Triisopropylsilan (95%: 2,5%: 2,5%, v/v) erlaubt die
quantitativen Entschitzung nach 3 h. Der in 95%iger TFA-L6sung vorliegende,
vollstandig entschitzte Peptidthioester wurde in eiskaltem Diethylether gefallt. Die
Reinigung des in Wasser/MeCN (90%: 10%, v/v) geldsten Peptidthioesters erfolgte
durch praparative Reversed-Phase-HPLC mittels einer Cqgec-Nucleodur-Saule. Die

Identitat der gereinigten Peptidthioester wurde durch MALDI-TOF verifiziert.

4.3.4 Synthese der Bacitracin Dipeptid Bausteine

Die Synthese der in dieser Arbeit beschriebenen N-terminalen
heterozyklischen Dipeptide, die als Bausteine in der SPPS nach beschriebenem
Elongations-Schritt an das Bacitracin Decapeptid gekuppelt wurden, erfolgte nach
den folgenden Synthesevorschriften. Die einzelnen Syntheseschritte sind in

Abbildung 4.4 wiedergegeben.

4341 Die Synthese des Thiazolin Bausteines (1):

N-Boc-L-Isoleucin-OH  (2.31g, 10.0 mmol), N-Ethoxy-carbonyl-2-ethoxy-1,2-
dihydroquinoline (EEDQ) (2.72g, 11.0 mmol) und Ammoniumhydrogencarbonat
NH4HCO; (2.37 g, 30.0 mmol) wurden in 25 mL trockenem Chloroform (CHCI3)
suspendiert und unter Argonatmosphare bei Raumtemperatur 12 h gerthrt. Nach
Abschluss der Reaktion wurde diese zwei Mal mit 15 mL H,0 gewaschen und die
organischen Phasen am Rotationsverdampfer eingeengt. Das resultierende
N-Boc-L-Isoleucinylamid (1.84 g, Ausbeute 80%) wurde in Ethylacetat-Hexan
(1:1, v/v) umkristallisiert, filtriert und Iyophilisiert.'®" Das als Feststoff vorliegende
Amid (1.79 g, 7.8 mmol) wurde in 20 mL trockenem Dichlormethan (CHCl,) gelost
und mit Triethyloxonium-Hexafluorophosphat (EtO3"PFg’) (2.22 g, 8.9 mmol) versetzt.
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Das Reaktionsgemisch wurde 18 h bei RT geruhrt und anschlieliend mit gesattigter
Kaliumcarbonat-Lésung (K2COs3) und gesattigter Natriumchlorid-Lésung (NaCl)
gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat
(MgSO4) getrocknet und filtriert. Nach Entfernen des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer erhielt man den 2(S)-(tert-Butyloxycarbonylamino)-3(S)-
methylpentanoiminoethylether als gelbliches Ol (1.90 g, Ausbeute 95%).l'*! Die
Lésung dieses Produktes (1.90 g, 7.4 mmol) in 12 mL trockenem CHCI; wurde mit
einer Losung des L-Cystein-Methylesters (1.85 g, 10.7 mmol) in 9 mL trockenem
Methanol (MeOH) vermischt und unter Argonatmosphare bei 0°C fir 2 h und
anschliessend fur weitere 36 h bei RT gerihrt. Das Ldsungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt wiederrum in 50 mL trockenem CHCl;
geldst. Die vereingten organischen Phasen wurde mit gesattigter K,CO3-Losung und
gesattigter NaCl-Losung gewaschen, mit MgSO, getrocknet, filtriert und in vacuo
konzentriert. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (Pentan:tert-butyl-
Methylether, 2:1) gereinigt und man erhielt 2-[1'(S)-(tert-Butyloxycarbonylamino)-
2°(S)-methylbutyl]-4(R)-(methoxycarbonyl)-thiazolin  (1.60 g, 66% Ausbeute) als
blasses gelbes OL'% Um den Methylester zu spalten wurde das in 7 mL THF
geléste Produkt (0.57 g, 1.70 mmol) mit 6,8 mL einer 0.5 M Lithiumhydroxid-
Monohydrat-Lésung (0.14 g in 6.8 mL H2O) versetzt und bei 0°C fur 15 min und
anschlielend bei RT fir eine weitere Stunde gerihrt. Das THF wurde unter
vermindertem Druck am Rotationsverdampfer entfernt, wobei darauf geachtet wurde,
dass die Temperatur nicht Uber 5°C anstieg. Die wassrige Phase wurde mit
Diethylether gewaschen und direkt lyophilisiert. Die Identitdt des erhaltene
Lithiumsalzes von 2-[1°(S)-(tert-Butyloxycarbonylamino)-2°(S)-methylbutyl]-4-carboxy
-thiazolin wurde durch FT-ICR und NMR Analyse bestatigt und ohne weiter
Aufarbeitung in der SPPS verwendet: Ry = 0.26 (silica gel, CHCI3;: MeOH: HCOOH
20:1:0.1). "H-NMR™ (300 MHz, 60:40 D,O:CDsCN, 23°C) &= 1.18-1.25 (m, 6H),
1.42-1.52 (m, 1H), 1.75 (s, 9H), 1.80-1.90 (m, 1H), 2.10-2.18 (m, 1H), 3.68 (dd, 1H),
3.88 (dd, 1H), 4.59 (d, 1H), 5.22 (dd, 1H); HRMS (ESI-FT-ICR): berechnet fir
C14H23N204S1Lis [M+Na]* 339.1349, gefunden: 339.1352. Gesamtausbeute: 13%.
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43.4.2 Die Synthese des Thiazol Bausteines (2):

Das Reaktionsprodukt 2-[1°(S)-(tert-Butyloxycarbonylamino)-2°(S)-methyl-butyl]-4(R)-
(methoxy-carbonyl)-thiazolin (0.66 g, 2 mmol) der Synthese des Thiazolin Bausteines
(siehe 4.3.4.1) wurde in trockenem Dichlormethan (CH2Cl,) gel6st und diese Losung
in einem Eisbad auf 0°C gekuhlt. Der Lésung wurde 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-
7-en (DBU) (330 pL, 2.2 mmol) zugesetzt und auf Eis 5 min geruhrt ehe mit einer
Septe tropfenweise Bromotrichloromethan (BrCCls) (220 pL, 2.2 mmol) zugegeben
wurde, um die selektive Oxidation des Heterozyklus zu erzielen. Die Losung wurde
3 h auf Eis gerthrt und der Reaktionsablauf dabei durch DC-Analyse kontrolliert.
Nach vollstandigem Umsatz wurde der Ansatz dreimalig mit 15 mL wassriger NH,CI-
Lésung gewaschen und die wassrige Phase anschlieend mit EtOAc ausgeschittelt.
Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit MgSO, getrocknet, filtriert und in
vacuo konzentriert. Das  Rohprodukt wurde  saulenchromatographisch
(Hexan:EtOAc, 4:1) gereinigt und man erhielt 2-[1°(S)-(tert-Butyloxycarbonylamino)-
2°(S)-methylbutyl]-4(R)-(methoxycarbonyl)-thiazole (1.60 g, 66% Ausbeute) als
blasses gelbes OL.['*"! Die Spaltung des Methylesters (0.57 g, 1.70 mmol) wurde
durch Lésen in 7 mL THF und Zugabe 0.5 M Lithiumhydroxid-Monohydrat-Losung
(0.14 g in 6.8 mL H;0O) erzielt. Das Reaktionsgemisch wurde zunachst 15 min bei
0°C geruhrt und anschlie®end fur eine weitere Stunde bei RT. Die Reaktion wurde
durch DC-Analytik kontrolliert und nach quantitativer Umsetzung mit einer 1 M
NaHSO4-Lésung auf pH 4 eingestellt. Die resultierende Lésung wurde mit CH2Cl,
ausgeschluttelt und die organischen Phasen mit Na,SO4 getrocknet, filtriert und in
vacuo konzentriert. Die Identitdt des resultierenden Produktes 2-[1°(S)-(tert-
Butyloxycarbonylamino)-2°(S)-methylbutyl]-4-carboxy-thiazol (0.51 g, Ausbeute 95%)
wurde durch FT-ICR und NMR Analyse bestatigt und ohne weiter Aufarbeitung in der
SPPS verwendet: R; = 0.21 (silica gel, CHCl3: MeOH: HCOOH 20:1:0.1). "H-NMR
(300 MHz, CDCl3, 23°C) 6 = 0.80-1.00 (m, 6H, lle-y,6CH3), 1.16-1.73 (m, 11H, lle-
yCHa, BOC-CHj3), 1.97-2.17 (m, 1H, lle-BH), 4.82 (d, J = 6.7 Hz, 1H, lle-aH), 8.28 (s,
1H, Thz-H); ®C-NMR: (75 MHz, CDCl;, 23°C) & = 11.6 (lle-5CH3), 16.2 (lle-yCH3),
259 (lle-yCHy), 28.7 (BOC-CHj3), 40.7 (lle-BCH), 59.0 (lle-aCH), 80.8 (BOC-C,),
128.7, 148.3, 157.9, 164.1, 176.2; HRMS (ESI -FT ICR): berechnet fir C14H22N204S1
[M+Na]" 337.1192, gefunden: 337.1202. Gesamtausbeute: 41%.
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43.4.3 Die Synthese des Oxazol Bausteines (3):

L-Serin-Methylester (2.15 g, 13.8 mmol), N’-(3-dimethylaminopropyl)-N-
ethylcarboiimid (EDC-H,O) (2.80g, 14.5 mmol) und 1-Hydroxy-1-H-benzotriazol
(HOBt-H20O) (2.20g, 14.5mmol) wurden nacheinander in einer Ldsung von
N-Boc-L-Isoleucin-OH (3.20 g, 13.8 mol) in 25 mL trockenem CHzCl,, geldst. Die
Lésung wurde unter Argonatmosphare bei RT gerlhrt und nach 5 min mit frischem
Triethylamin (Et3N) (3.90 mL, 27.6 mmol) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde bei
Raumtemperatur 15 h gertihrt und nach vollstandiger Reaktion in 5 mL H,O gegeben
und dreimalig mit 3 mL CH,CI, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit 15 mL H,O gewaschen, mit MgSO, getrocknet, filtiert und in vacuo
konzentriert. Das resultierende Produkt wurde saulenchromatographisch
(Hexan:EtOAc, 2:1) aufgereinigt und man erhielt das p-Hydroxyamid (3.29 g,
Ausbeute 75%) als weissen Feststoff.'”®! Diethylaminosulfur-Trifluorid (1.60 mL,
12.4 mmol) wurde tropfenweise, mittels einer Spritze, zu einer kalten (-78°C) Lésung
dieses B-Hydroxyamids (3.75 g, 11.3 mmol) in 110 mL trockenem CH,Cl, gegeben.
Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei -78°C gertuhrt und anschliefend mit K,CO;
(2.35 g, 16.9 mmol) versetzt und auf RT gebracht. Die Reaktion wurde mit Hilfe einer
wassrigen NaHCO3-Lésung gestoppt und das Produkt aus dem biphasische System
mit CH.Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSO4
getrocknet, filtriert und in vacuo konzentriert. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (Hexan:EtOAc, 2:1) gereinigt und man erhielt 2-[1°(S)-
(tert-Butyloxycarbonylamino)-2°(S)-methylbutyl]-4(S)-(methoxycarbonyl)-oxazolin
(3.30 g, Ausbeute 88%) als gelbliches O Diese Ester-Zwischenstufe (1.32 g,
4.20 mmol) wurde in 42 mL trockenem CH,Cl, geldst und bei 0°C mit DBU (690 pL,
4.60 mmol) versetzt. Nach 5 min wurde Bromotrichloromethan (BrCCls) (460 uL,
4.20 mmol) tropfenweise dem Reaktionsgemisch zugegeben und fir 6 h bei 0°C
geruhrt. Der Ansatz wurde dreimal mit 20 mL gesattigter NH4CI-Lésung gewaschen
und die wassrige Phase mit EtOAc (3x20 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit MgSO, getrocknet, filtriert, und in vacuo
konzentriert, bevor sie saulenchromatographisch (Hexan:EtOAc 4:1) gereinigt wurde.
Das Produkt 2-[1°(S)-(tert-Butyloxycarbonylamino)-2'(S)-methylbutyl]-4-(methoxy-
carbonyl)—oxazol (0.98 g, Ausbeute 75%) wurde als klares gelbliches Ol erhalten.!'?"!

Dieser Oxazol-Methylester (1.66 g, 5.30 mmol) wurde anschlief3end in 30 mL MeOH
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bei 0°C geldst und mit einer wassrigen 0.5 M LiOH-Lésung (0.25 g in 10 mL H;0)
versetzt. Dieses Gemisch wurde bei 0°C 30 min und anschlieBend bei RT weitere
30 min geruhrt. Durch Reaktionskontrolle mittels DC-Analytik konnte der Umsatz des
Oxazol-Eduktes verfolgt werden. Die Reaktion wurde mit Hilfe einer wassrigen 1 M
NaHSO, gestoppt und auf pH 4 eingestellt. Der Reaktionsansatz wurde mit EtOAc
ausgeschuttelt und die vereinigten organischen Phasen mit Na,SO, getrocknet,
filtriert und in vacuo konzentriert. Die Identitat des gewlinschten Produktes 2-[1°(S)-
(tert-Butyloxycarbonylamino)-2°(S)-methylbutyl]-4-carboxy-oxazol (1.57 g, Ausbeute
99%) ['* konnte durch FT-ICR und NMR Analyse bestitigt werden und das Produkt
wurde ohne weiter Aufarbeitung in der SPPS verwendet. Ry = 0.24 (silica gel, CHCls:
MeOH: HCOOH 20:1:0.1). "H-NMR: (300 MHz, CDCls, 23°C) & = 0.83-0.96 (m, 6H,
lle-y,0CH3), 1.14-1.33 (m, 1H, lle-yCHy), 1.40 (s, 9H, BOC-CH3), 1.44-1.64 (m, 1H,
lle-yCH;), 1.86-2.08 (m, 1H, lle-BH), 4.90 (m, 1H, lle-aH), 6.33 (br s, 1H), 8.29 (s,
1H), 9.83 (br s, 1H); *C-NMR: (75 MHz, CDCls, 23°C) & = 11.3 (lle-5CH3), 15.3 (lle-
YCHs), 25.2 (lle-yCH), 28.3 (BOC-CHj3), 39.3 (lle-BCH), 53.6 (lle-aCH), 80.0 (BOC-
Cq), 134.1, 1445, 1557, 164.0, 166.5; HRMS (ESI -FT ICR): berechnet fir
C14H22N205 [M+Na]* 321.1421, gefunden: 321.1429. Gesamtausbeute: 49%.

4344 Die Synthese des Methyl-Oxazol Bausteines (4):

Die Synthese des Methyl-Oxazol Bausteines wurde analog zu der Synthese des
Oxazol-Bausteines durchgeflihrt. L-Threonin-Methylester Hydrochloride (4.00 g,
23.8 mmol), EDC (4.80g, 25 mmol) und HOBt-H,O (3.40 g, 25 mmol) wurden
nacheinander zu einer Losung von N-Boc-L-Isoleucin-OH (5.50 g, 23.8 mmol), gelost
in 42.5 mL trockenem CH,Cl,, gegeben und unter Argonatmosphare 5 min bei RT
geruhrt. Anschlie®Bend wurde frisch destillietes EtsN (6.60 mL, 47.6 mmol)
zugegeben und die Reaktion fir 12 h bei Raumtemperatur gerthrt. Der fertige
Reaktionsansatz wurde mit 15 mL H,O versetzt und dreimal mit 8 mL CH.CI,
ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 40 mL H)O
gewaschen mit MgSO, getrocknet, filtiet und in vacuo konzentriert. Das
resultierende Produkt wurde saulenchromatographisch (Hexan:EtOAc, 1.5:1)
gereinigt und man erhielt das B-Hydroxyamid (6.60 g, Ausbeute 80%) als weilen
Feststoff.'®! Dieser Feststoff (2.10 g, 6.0 mmol) wurde in 25 mL trockenem CH,Cl,
geldst und in einem Trockeneis/MeOH Bad auf -78°C gekuhlt. Diethylaminosulfur-

Trifluorid (0.90 mL, 6.60 mmol) wurde tropfenweise zugegeben und die Reaktion
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unter Argonatmosphare 1 h bei -78°C gerthrt, anschlieBend mit K,CO3 (4.70 g,
33.8 mmol) versetzt und auf RT gebracht. Die Reaktion wurde mit Hilfe einer
wassrigen NaHCOs3-Lésung gestoppt und das Produkt mit CH.Cl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurde mit MgSO,4 getrocknet, filtriert und in vacuo
konzentriert. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (Hexan:EtOAc, 2:1)
gereinigt und man erhielt 2-[1'(S)-(tert-Butyloxycarbonyl-amino)-2°(S)-methylbutyl]-
4(S)-(methoxycarbonyl)-5-methyloxazolin  (1.77 g, Ausbeute 89%) als farbloses
O1.1'% Dieser Methyl-Ester (0.99 g, 3.0 mmol) wurde in 30 mL trockenem CHCl,
gelést und bei 0°C mit DBU (495 pL, 3.3 mmol) versetzt. Nach 5 minatigem Ruhren
wurde fur die selektive Oxidation tropfenweise BrCCls (330 uL, 3.3 mmol) zugegeben
und die Reaktion bei 0°C fur 6 h gerthrt. Nach vollstandiger Entschitzung wurde der
Reaktionsansatz mit gesattigter NH4CIl-Losung (3 x 15 mL) gewaschen und die
wassrige Phase mit EtOAc (3 x 10 mL) ausgeschittelt. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit MgSO, getrocknet, filtriert und in vacuo konzentriert. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (Hexan:EtOAc, 4:1) gereinigt und man
erhielt 2-[1°(S)-(tert-Butyloxycarbonylamino)-2°(S)-methylbutyl]-4-(methoxycarbonyl)-
5-methyloxazol (0.78 g, Ausbeute 80%).I'"! Dieser Ester (350 mg, 11.0 mmol) wurde
in 4.5 mL MeOH geldst und anschlielend bei 0°C mit einer 0.5 M LiOH-L6sung
(90 mg in 4.3 mL H0) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 30 min bei 0°C und
anschliessend bei RT fur weitere 30 min geruhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von wassriger NaHSO4 (1 M) gestoppt und auf pH 4 eingestellt. Nach Extraktion des
Produktes mit EtOAc und Trocknung der organischen Phasen mit Na;SO,4, wurde
filtriet und in vacuo konzentriert. Man erhielt das Produkt 2-[1°(S)-(tert-
Butyloxycarbonylamino)-2°(S)-methylbutyl]-4-carboxy-5—methyl-oxazol (284 mgq,
Ausbeute 86 %),l"*? dessen Identitdt mit Hilfe von FT-ICR und NMR Analyse
bestatigt werden konnte. R¢ = 0.24 (silica gel, CHCl3: MeOH: HCOOH 20:1:0.1). "H-
NMR: (300 MHz, CDCl3, 23°C) 6 = 0.81-0.96 (m, 6H, lle-y,6CHj3), 1.14-1.35 (m, 1H,
lle-yCH>), 1.39 (s, 9H, BOC-CH3), 1.45-1.63 (m, 1H, lle-yCH), 1.90-2.05 (m, 1H, lle-
BH), 2.66 (s, 3H, Oxa-CHj3), 4.77-4.89 (m, 1H, lle-aH), 6.77 (br s, 1H), 11.18 (br s,
1H); ®*C-NMR: (75 MHz, CDCls, 23°C) & = 11.2 (lle-5CH3), 12.0 (Oxa-CHs), 15.3 (lle-
yCHj3), 25.1 (lle-yCHy), 28.3 (BOC-CHs), 39.2 (lle-BCH), 53.4 (lle-aCH), 79.6 (BOC-
Cq), 127.1, 155.9, 156.9, 163.8, 164.6; HRMS (ESI -FT ICR): berechnet fur
C15H24N205 [M+Na]® 335.1577, gefunden: 335.1577. Gesamtausbeute: 49%.
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Abb. 4.4: Die Synthese der Bacitracin Dipeptid Bausteine: (A) Synthese des Thiazolin-
Bausteines und des Thiazol-Bausteines (B) Synthese des Oxazol(Ser)- und Oxazol(Thr)
Bausteines: (A) (a) N-Boc-L-lle-OH (1.0 Aqui.), EEDQ (1.1 Aqui.), NHsHCO; (3.0 Aqui.),
CHCI3, RT, 12 h; (b) Et;OPFg (1.1 Aqui.), CH,Cl,, 25°C, 18 h; (c) L-Cys-Methylester (1.5
Aqui.), CHCI;, 0°C, 2 h und RT, 36 h; (d) LiOH (2.0 Aqui.), THF, 0°C, 1h; (e) BrCCI3 (1.1
Aqui.), DBU (1.1 Aqui.), CH,Cl,, 0°, 3 h; (f) LiOH (2.0 Aqui.), THF, 0°C, 15 Min und RT, 1 h.
(B) (a) N-Boc-L-lle-OH (1.0 Aqui.), L-Ser(Thr)-Methylester (1.0 Aqui.), EDC (1.1 Aqui.), HOBt
(1.1 Aqui.), CH,Cl,, RT, 5 Min; then Et;N (2.0 Aqui), RT, 15 h (12 h); (b) DAST (1.5 Aqui.),
CH,Cly, -78°C, 1 h; (c) BrCCI3 (1.1 Aqui.), DBU (1.1 Aqui.), CH,Cl,, 0 C, 6 h; (d) LiOH (2.0
Aqui.), THF, 0°C, 15 Min und RT, 1 h.
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4.4 Biochemische Methoden

4.4.1 Assay der Zyklisierungs-Reaktion

Die Zyklisierungs-Aktivitat, der in dieser Arbeit beschriebenen Enzyme, wurde
in wassrigem Assay-Puffer (25 mM Hepes and 50 mM NaCl, pH7.0) in einem
Totalvolumen von 50 pL bestimmt. In einem typischen Zyklisierungs-Assay wurde
250 uM des Thioester-Substrates mit 1-10 uM Enzym bei Raumtemperatur inkubiert.
Um den =zeitlichen Verlauf der Reaktion verfolgen zu kdénnen, wurde die
Zyklisierungs-Reaktion durch Zugabe des Enzyms initiert und die Aktivitat nach
definierten Zeitpunkten durch Zugabe von 35 pL TFA-L6sung (4% v/v) gestoppt. Die
Reaktionsgemische wurden anschlieend durch analytische HPLC-MS (Agilent1100)
quantitativ auf ihre Produktbildung untersucht. Dabei wurde das gesamte
Produktgemisch auf eine Reverse Phase (RP)-Cigec Nucleodur Saule 125/3
(Macherey and Nagel) bei einer Flussrate von 0,7 mL Min™" (Bac-PCP-TE), eine RP-
Cigec Nucleodur Saule 250/3 (Macherey and Nagel) mit einer Flussrate von
0,3 mL min™ (Srf-TE und Mutanten, SLPs-SNAC) oder eine Zorbax Rx-C8 (Agilent)
mit einer Flussrate von 0,8 mL min™' (Srf-TE und Mutanten, NH,-SLP-Thioester)
aufgetragen und durch folgende Gradienten getrennt:

Bac-PCP-TE: 20%-50% MeCN (0.1% TFA) in H2O (0.1% TFA), 20 min; Srf-TE und
Srf-TE-Mutanten/SLP3-SNAC: 20%-60% MeCN (0.1% TFA) in HO (0.1% TFA),
30 min; Srf-TE+SrfTE-Mutanten/SLP-Thioester: 28%-55% MeCN (0.1% TFA) in H,O
(0.1% TFA), 30 min. Die Produkte wurden durch Absorption bei 215 nm und

Massenanalyse (ESI-FT-ICR) nachgewiesen.

4.4.2 Assay der Zyklisierungs-Reaktion in organischen Losungsmitteln

Um die enzymatische Zyklisierungreaktion in organischen Ldsungsmitteln
beobachten zu kénnen, wurde das lyophilisierte Enzym (siehe Absch. 4.2.5) durch
langsame Zugabe des gewitinschten organischen Lésungsmittels (50 uL, 100 pL)
gelést. 250 yM des Thioester-Substrates wurden mit 1-5 yM Enzym in einem
Totalvolumen von 50 pyL des organischen Ldsungsmittels bei 37°C inkubiert. Die
Analyse der Srf-TE Zyklisierungs-Reaktion in DMF erfolgte mit Hilfe einer RP-C4gec

Nucleodur Saule 250-3 (Srf-TE) bei einer Flussrate von 0,3 mL min™' oder einer
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Zorbax Rx-C8 (Srf-TEAg1S) mit einer Flussrate von 0,8 mL pro min. Die Trennung
des Produktgemisches konnte durch folgenden Gradienten erzielt werden: 20%
MeCN (0,1% TFA) isokratisch, 10 min und anschlielend 20%-60% MeCN (0,1%
TFA) in H0 (0,1% TFA), 30 Minuten. Der Zyklisierungs-Assay des Thioester-
Substrates SLPwt-SNAC in DMF wurde auf einer RP-Cg Nucleosil 120-3 Saule bei
einer Flussrate von 0,3 mL min™ analysiert. Hierzu wurde die Saule 5 min mit 60%
Methanol isokratisch gespult und nachfolgend ein Gradient 60%-95% MeOH
(0,1% TFA) in H20 (0,1% TFA) uber 30 min angelegt.

4.4.3 Assay der Zyklisierungs-Reaktion in ionischen Flussigkeiten

Durch Zugabe von 100 yL der gewunschten ionischen Flussigkeit zum
lyophilisierten Enzym konnte dieses in den meisten Fallen suspendiert werden.
150 uM des Thioester-Substrates wurden mit 10 yM Enzym in einem Totalvolumen
von 50 pL der ionischen FlUssigkeit bei Raumtemperatur fur 3 h inkubiert. Um die
Srf-TE Zyklisierungs-Reaktion in den ionischen Flissigkeiten zu verfolgen, wurde
das Reaktionsgemisch auf eine RP-C1g Nucleodur Saule 250-3 bei einer Flussrate
von 0.3mLmin" aufgetragen. Das Produktgemisch wurde durch folgenden
Gradienten getrennt: 10 min isokratisch mit 10% MeCN (0,1% TFA) und
anschlieBend 10%-70% MeCN (0,1% TFA) in H20 (0,1% TFA), 45 min.

4.4.4 Bestimmung der kinetischen Parameter der Zyklisierungs-Reaktion

Die Bestimmung der kinetischen Parameter Ky und kcat der Enzyme wurde
analog der beschriebenen Assays bei Raumtemperatur (Bac-PCP-TE) oder bei 37°C
(Srf-TE und Srf-TE Mutanten) durchgefihrt. Dazu wurden die Substrat-
konzentrationen des Thioester-Substrates von 50 uM bis 1 mM variiert. Die
Enzymkonzentration betrug jeweils 1 yM (Bac-PCP-TE), 2,5/10 uM (SrfTE in H20),
10 M (Srf-TE und Mutanten in DMF). Die Ky- und Kkca-Parameter lieRen sich durch
Analyse der Anfangsgeschwindigkeiten der Zyklisierung und Hydrolyse bei
unterschiedlichen Substratkonzentrationen nach dem Michaelis-Menten-Modell unter

Verwendung des Programmes SigmaPlot (Enzyme Kinetics Modul) errechnen.
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4.4.5 Semi-Praparative Synthese der zyklischen Bacitracin-Derivate

Fur die semipraparative Herstellung der zyklischen Bacitracin-Derivate wurden
300 uM des Thioester-Substrates und 5 uM Bac-PCP-TE bei RT in einem
Totalvolumen von bis zu 8 mL inkubiert. Die Reaktion wurde nach einer Stunde
durch Zugabe von 50 yL TFA-L&sung (4% v/v) gestoppt und die zyklischen Produkte
durch Auftragen auf eine RP-C1g Nucleodur 250/21 Saule (Macherey and Nagel) und
Anlegen des folgenden Gradienten bei einer Flussrate von 12 mlmin” isoliert:
20%-50% MeCN (0.1% TFA) in H,O (0.1% TFA), 30 min. Die isolierten Produkte

wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Trockene lyophilisiert.

4.4.6 Biologische Aktivitatsbestimmung

Die zyklischen Bacitracin-Derivate, inklusive des Standards Bacitracin A
(Bacger) als Referenz, wurden durch eine serielle Zweifachverdiinnung (MeOH) auf
definierte Konzentrationen eingestellt.® In sterilen Mikrotiterplatten (Nunc) wurde
eine definierte Menge der zyklischen Produkte mit 80 yL einer Bakterienkultur
(1:10000 Verdiinnung einer Ubernachtkultur) des Stammes B. subtilis PY 79
Uberschichtet. Um die Aktivitdt der Substrate zu gewahrleisten, wurde das
verwendete LB-Medium mit 67.6 mg Zn?*/L erganzt. Die visuelle Bestimmung der
MHK-Werte erfolgte nach Inkubation Gber 20 h bei 37°C.

4.5 Analytische Methoden

4.5.1 Allgemeine analytische Methoden

Die Produktbildung sowie der Reaktionsverlauf der chemischen Synthesen
wurde durch Dunnschichtchromatographie (DC) auf glaskaschierten 0.25 mm
E. Merck Silikagel-Platten (60F-254, Merck) mit Fluoreszenzindikator Fus4 verfolgt.
Zur Detektion wurde UV-Licht (A =254 nm) verwendet und die Platten mit einer
ethanolische Phosphomolybdansaure-Losung als Farbereagenz und
anschlieBendem Erhitzen angefarbt. Die in dieser Arbeit hergestellten Produkte
wurden mittels Flush-Saulenchromatographie gereinigt. Als stationare Phase diente
Kieselgel 60 (Korngroéfie 0.040-0.063 mm, 70-230 mesh ASTM) der Firma Merck. Die
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'H- und "*C-Spektren wurden an Advance AC-300 Spektrometern der Firma Bruker
vermessen. Die chemischen Verschiebungen (&) ist in ppm angegeben, die
Kopplungskonstanten (J) in Hz. Als interner Standard fiir die 'H-Spektren dienten die
Restprotonensignale der Lésungsmittels CDCIs;. Die Multiplizitaten sind wie folgt
angegeben: (s = Singulett, d = Dublett, t=Triplett, q = Quartett, qu = Quintett,
h = Heptett, p = pseudo, br = breit).

4.5.2 Massenspektrometrie

Die Identitdt aller Substrate und Produkte dieser Arbeit wurden durch

massenspektrometrische Analysen verifiziert.

4.5.3.1 HPLC-MS

Zur Charakterisierung und Trennung der in dieser Arbeit beschriebenen Substrate
und Produkte wurde Hochleistungs-Flussigchromatographie-Massenspektrometrie
(HPLC-MS) verwendet. Die untersuchten Substanzgemische wurde dabei auf
Reverse-Phase-Saulen (Cis oder Cg beschichtetes Silikagel) getrennt und durch
einen graduellen Anstieg des Acetonitril-Wasser-Verhaltnisses eluiert. Die
Retentionszeiten wurden durch Messung der Absorption bei 215 nm bestimmt. Die
Kopplung mit einem Singel-Quadropol-Elektrospray-lonization-Massen-Detektor
(ESI) erlaubte die direkt massenspektrometische Analyse der Produkte im
m/z-Bereich von 500 bis 1800, wobei die lonisierung der analytischen Produkte
durch Zusatz von 0.1% TFA im Laufmittel sichergestellt werden konnte. Die
Auswertung der HPLC-MS Analyse erfolgte mit dem Program ChemStation
(HewlettPackard)

45.3.2 MALDI-TOF-MS

Die Matrix assisted laser desorption ionization — time of flight (MALDI-TOF) Massen-
spektrometrie erlaubt die Bestimmung der molekularen Massen eines Peptides im
Hochvakuum. 1 uL der Peptid-Lésung wurde mit 1 yL einer Dihydroxy-Benzoat
(DHB)-Matrix (Agilent Technologies) vermischt und auf eine metallische 384-
Probenplatte pipettiert. Die kokristallisierten Proben wurden mit Hilfe eines ,Bruker

BiFlex4“ (Bruker Daltonics) analysiert.
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4.5.3.3 FT-ICR-Massenspektrometrie

Die exakte Massenfeinbestimmung der Substrate und Produkte und die Tandem-
Massenspektrometrie (MS-MS) zur Aufklarung der Regiospezifitdt der zyklischen
Produkte wurden in einem Finigan LTQ FT-ICR (Fourier-Transform-lonen-Cyclotron-
Resonanz) Massenspektrometer durchgefuhrt. Durch eine Cyclotron-Kreisbewegung
kénnen hierbei im homogenen Magnetfeld eines supraleitenden Magneten angeregte
lonen zwischen zwei Elektroden einen Wechselstrom induzieren, dessen Frequenz
genau der Orbitalfrequenz der zu bestimmenden lonen entspricht und proportional
m/z ist. Das frequenzabhangige Spektrum aller angeregten lonen kann nun mit Hilfe

der Fourier-Transformation in ein Massenspektrum umgerechnet werden.
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5 Ergebnisse

Die chemoenzymatische Synthese zyklischer Peptide durch Kombination von
Festphasen-Peptidsynthese (SPPS) und isolierten nichtribosomalen Peptidzyklasen
(TE-Domanen) hat sich als eine effektive Methode zur Herstellung von
nichtribosomal erzeugten Peptiden und deren Derivate erwiesen und bildet die
Grundvoraussetzung fiir diese Arbeit.”® Die Ergebnisse stellen einen Beitrag zur
Optimierung der enzymkatalysierten Zyklisierungsreaktion der NRPS-Zyklasen dar.
Im ersten Abschnitt (Abschnitt 5.1) des vorliegenden Kapitels wird in vitro das
Zyklisierungs-Potential der freistehenden Bacitracin-Zyklase zur Erzeugung
neuartiger Bacitracin-Derivate beschrieben. Dabei konnte nicht nur authentisches
Bacitracin A durch einen chemoenzymatischen Ansatz hergestellt werden, sondern
auch eine einfache und effektive Methode zur Herstellung von bioaktiven Bacitracin-
Derivaten entwickelt werden.

Der zweite Abschnitt (Abschnitt 5.2) beschaftigt sich mit dem Problem der Hydrolyse
als Konkurrenzreaktion der Zyklisierungsreaktion. Im Rahmen meiner
Untersuchungen konnte ich zeigen, dass durch die Substitution des wassrigen
Losungsmittels mit einem geeigneten organischen Ldsungsmittel oder einer
ionischen Flussigkeit diese Nebenreaktion verringert oder sogar vollstandig eliminiert
werden kann (Solvent Engineering).

Der dritte und letzte Abschnitt (Abschnitt 5.3) behandelt die rationale Veranderung
(Rational Protein Engineering) der katalytischen Eigenschaften einer ausgewahlten
Thioesterase. Die dabei untersuchte Zyklase (Srf-TE) des Surfactin
Biosynthesesystems katalysiert den intramolekularen nukleophilen Angriff einer
Hydroxyl-Funktion auf das Carbonyl-C-Atom des Acyl-O-Enzym Oxoesters unter
Ausbildung eines Makrolaktons. Eine Substitution dieser Hydroxyl-Funktion durch

eine Aminofunktion wird dabei zur Ausbildung eines Surfactin Makrolaktams flhren.
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5.1 Die chemoenzymatische Entwicklung neuer Bacitracin-Derivate

Eine starke Limitation der systemischen Applikation von Bacitracin A ist
dessen Metabolismus im menschlichen Koérper zu Bacitracin F. Dieser reaktive
Metabolit fihrt durch Ausbildung einer kovalenten Bindung innerhalb verschiedener
Proteasen zu schwerwiegenden  hepatotoxischen und  nephrotoxischen
Nebenwirkungen und beschrankt Bacitracin A auf eine die topische Applikation.[5°]
Um das Problem der metabolischen Umsetzung von Bacitracin A in Bacitracin F zu
verhindern, war es Ziel meiner Arbeit durch eine chemoenzymatische Synthese
unterschiedliche Bacitracin-Derivate zu generieren und eine Technik zur schnellen
und einfachen Derivatisierung des Grundmolekils Bacitracin A zu etablieren.
Darlberhinaus sollte die Veranderung des metabolischen Profils bei gleichzeitiger

Bewahrung der antibiotischen Eigenschaften des Bacitracin A erzielt werden.

5.1.1 Produktion der Bacitracin PCP-TE Didomane

In den letzten Jahren haben zahireiche Publikationen die erfolgreiche
Verwendung von freistehenden NRPS-Thioesterasen fur die Produktion von
makrozyklischen Produkten und deren Derivaten beschrieben.'"¥ Um die
chemoenzymatische Zyklisierungsaktivitat der rekombinanten Bacitracin-Zyklase mit
artifiziellen linearen Bacitracin-Thioester-Substraten nutzen zu kdénnen, wurde das

entsprechende bac-pcp-te Gen Fragment des Bacitracin Biosynthesesystems aus

kDa Abb. 5.1: SDS-PAGE (12,5%) Analyse der
gereinigten Bac-PCP-TE (36,4 kDa) Didomane.
Das Enzym wurde in E.coli M15 Zellen
produziert und durch Ni*-NTA  Affinitats-
55.6 Chromatographie und Gelfiltration aufgereinigt.
427 Anfarbe-Reagenz: Coomassie Blau.
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der chromosomalen DNA von Bacillus licheniformis ATCC10716 amplifiziert und die
rekombinante Zyklase heterolog in E. coli produziert. Aufgrund friherer Arbeiten, in
denen gezeigt wurde, dass eine korrekte Faltung des N-Terminus der Zyklase flr die
optimale Zyklisierungsaktivitat erforderlich ist, wurde diese als bidomanales
Konstrukt  (Bac-PCP-TE) produziert.®™® Nach erfolgreicher  Ni®*-Affinitéts-
chromatographie konnte Bac-PCP-TE (36,4 kDA), mit einer Ausbeute von 8,7 mg/L,

als lésliches Protein erhalten werden (siehe Abb. 5.1).

5.1.2 Die Zyklisierungsreaktion der Bac-PCP-TE

Grundvoraussetzung flir den Einsatz der Bac-PCP-TE in diesen
Untersuchungen ist deren Fahigkeit, eine Makrozyklisierung von linearen Bacitracin-
Thioester-Substraten zu katalysieren. Da der N-terminale heterozyklische Teil
(NH2-lle-Thiazolin-OH) des natirlichen Bacitracin A Substrates kommerziell nicht
erhalt ist, wurde flir die Charakterisierung der Zyklisierungsaktivitat der Bac-PCP-TE
ein Substrat-Analogon mit Hilfe der Festphasensynthese (siehe Kapitel 4.3.2)
synthetisiert, in welchem die Position 2 (Thiazolin) des Molekils durch ein
L-Alanin substituiert ist (BLP-Alay). Da die Aktivierung des Peptides mit einer
N-Acetylcysteamin (SNAC) Abgangsgruppe eine nicht genligende Reaktivitat zur
Acylierung der Zyklase zeigte, wurde fir die C-terminale Aktivierung eine
Thiophenol-Abgangsgruppe gewéhlt.[%] In einem in vitro Assay wurde die
rekombinante Bac-PCP-TE mit diesem Bacitracin-Substrat BLP-Ala, umgesetzt.
Nach einer Inkubation von 1 h konnte durch anschlieRende HPLC-MS Analyse des
Produktgemisches die gewlnschte Produktbildung beobachtet werden (siehe Abb.
5.2B). Die lIdentitat aller auftretender zyklischen Produkte wurde mit Hilfe einer
massenspekrometrischen Analyse (FT-ICR-MS) bestatigt (siehe Tab. 5.1).
Interessanterweise zeigte das Reaktions-Profil des BLP-Alay,-Substrates zwei
zyklische Produkt-Signale, die zwar unterschiedliche Retentionszeiten aber die
gleiche Masse (m/z = 1407,8) aufwiesen. Dieses Phanomen ist dadurch zu erklaren,
dass im linearen Bacitracin-Substrat zwei benachbarte Nukleophile, L-Lyss und
D-Orn7 zu finden sind, die beide als intramolekulare Nukleophile fungieren und die
Oxoesterbindung des Acyl-O-TE Intermediates unter Bildung zweier regioisomerer

Produkte angreifen kdnnen.
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Abb. 5.2: Die Zyklisierungreaktion der Bac-PCP-TE: (A) Schematische Darstellung der
Bac-PCP-TE katalysierten Zyklisierungsreaktion. Das lineare Substrat (BLP-Ala,) wird nach
Inkubation mit der Bac-PCP-TE in das zyklische Bacitracin-Derivat umgewandelt. (B) HPLC-
Reaktionsprofil der Inkubation von 1 uM Bac-PCP-TE, 200 uM BLP-Ala; in Assay-Puffer bei
RT fur 1h. Die entstandenen Signale entsprechen der freien Peptidsdure (H), der
Zyklisierung Uber L-Lysg (Z1) und D-Orn; (Z,) und dem eingesetzten Substrat BLP-Ala; (S).

Tabelle 5.1:  Massenspezifische Charakterisierung der linearen Bacitracin
Substrate und deren zyklische Produkte.

. Lineare Substrate (Da) Zyklische Produkte (Da)

Verbindung
Spezies Berechnet Gefunden Spezies Berechnet Gefunden

BacAres Entf.* Entf. Entf. (IM+NaJ]) | 1444,7382 | 1444,7385
BLP-Thia, (IM+H]) | 1532,7680 | 1532,7698 | ([M+Na]’) | 1444,7382 | 1444,7406
BLP-Thaz, (IM+H]") | 1530,7596 | 1530,7654 | ([M+2H]*") 710,8739 710,8746
BLP-OxS, (IM+H]") | 1514,7824 | 1514,7903 | (M+2Na]**) | 724,8673 724,8689
BLP-OxT, (IM+H]") | 1528,7981 | 1528,7986 | (M+2Na]*") | 731,8751 731,8780
BLP-Ala, (IM+H]") | 1518,8162 | 1518.8166 | ([M+2Na]**) | 726,8829 726,8842

*Entf. = entfallt
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Um die Identitdt der Produkte zu klaren, wurden beide zyklische Produkte einer
Tandem-MS-Analyse (ESI-IT-MSz) unterzogen. In dieser Produkt-Analyse, in welcher
der Bacitracin-Zyklus nicht fragmentiert wurde, konnten alle fragmentierten lonen des
linearen Teil (L-lle; bis L-lles) mit hohen Intensititen detektiert werden.['*"! Im Falle
des Heptapeptid-Zyklus war das kleinste detektierte Fragment-lon innerhalb der
Serie der Zyklus mit der kalkulierten Masse von 869,4634, wahrend flir den
Hexapeptid-Zyklus eine Masse von 741,3184 gefunden wurde (siehe Abb. 5.3).
Durch dieses Fragmentierungsmuster konnte die Regiospezifitat der erhaltenen
Zyklen eindeutig bestimmt werden (siehe Tab. 5.2). Das HPLC-Signal mit der
groReren Retentionszeit (tr= 9,25 Minuten) konnte dabei dem Angriff des internen
Nukleophiles D-Orn; zugeordnet werden, wahrend das dominante Signal mit der
kleineren Retentionszeit (tr= 7,14 Minuten) dem Zyklus entspricht, der durch die

gewunschte NH,-Seitenkettenfunktion des L-Lysg gebildet wird.

0=0

0
o z;“/ @
NH3
Heptapetid Hexapeptid
H N HN—\
3 Zyklus Lysg b\/N Zyklus Orn7 NH
f> <0 :ET‘@

CaoHe1N12010" CaqHaoN100g
Exact Mass: 869,4634 Exact Mass: 741,3684

Abb. 5.3: Die kleinsten Fragment-lonen der Tandem-MS-Analyse der zyklischen
Bacitracin-Regioisomere. Durch das Auftreten zweier benachbarter Nukleophile in den
linearen Bacitracin-Substraten kommt es in der Zyklisierungsreaktion zur Bildung zweier
zyklischer Regioisomere. Durch den nukleophilen Angriff der Lyse-Aminofunktion bildet sich
ein zyklischer Heptapetid-Ring, wahrend der alternative Angriff der Aminofunktion des Orn,
zur Ausbildung eines Hexapeptid-Zyklus fihrt. Die Abbildung zeigt die klelnsten gefundenen
Fragment-lonen der Tandem-Massenspektometrischen Analyse (ESI-IT-MS?).
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Tabelle 5.2: Die Tandem-MS-Analyse (ESI-IT-MSZ) der zyklischen Produkte

Kleinstes
Verbindung Frament-lon Strukturelle Identitat tr
(m/z)
BacAla; (Lyse) 869,46571 [M+H-(lles-Alay-Leus-Glu,-lles)]* 714
BacAla, (Orn7) 741,36992 [M+H-(lles-Alas-Leus-Glug-lles-Lyse)]" 9,25
BacThia, 869,46577 [M+H-(lle;-Thiazolin,-Leus-Glug-lles)]” 8,50
BacThaz, 869,46544 [M+H-(lle;-Thiazol,-Leus-Glus-lles)] 8,21
BacOxS 869,46679 [M+H-(lle;-Oxazol,-Leus-Glu,-lles)]* 7,56
BacOxT, 869,46676 [M+H-(lle;-Methyloxazol,-Leus-Gluy-lles)]* 7,03

Das Verhaltnis der enzymatischen Bildung dieser regioisomeren Makrolaktame
wurde mit 7:1 zugunsten des gewlnschten Heptapeptid-Zyklus ermittelt. Eine
madgliche Ursache fur die Bevorzugung dieses Nukleophils ist die Positionierung des
Substrates in der aktiven Tasche der Bacitracin-TE. Als weitere Untermauerung fur
das Vorkommen zweier Nukleophile wurden Bacitracin-Thiophenol-Substrate
synthetisiert, in denen jeweils eines der beiden Nukleophile (BLP-O7A, BLP-KgA)
durch Alanin substituiert wurde. Nach Inkubation mit Bac-PCP-TE konnte durch
HPLC-MS-Analytik jeweils eindeutig nur die Bildung eines zyklischen Produktes
nachgewiesen werden. Daruber hinaus wurde fur das Bacitracin-Substrat (BLP-
KsA/O7A), in dem beide Nukleophile durch Alanin substituiert wurden, keine zyklische
Produktbildung beobachtet. In diesem Fall erfolgte zwar eine Substraterkennung
durch Bac-PCP-TE, welche durch die Abwesenheit eines Nukleophiles allerdings
nicht zu einer Zyklusbildung sondern zur Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters durch
das externe Nukeophil H,O flihrte.

Fur die weitere Charakterisierung der Zyklisierungreaktion wurden kinetische Studien
mit dem Substrat BLP-Ala, durchgefuhrt. Dabei wurde fur die Zyklisierungsreaktion
des Heptazyklus der Bac-PCP-TE eine Substrataffinitat (Ky) von 0,202 mM und eine
Wechselzahl (kcat) von 0,74 min™" ermittelt. Die katalytische Effizienz (kca/Km) der
Bac-PCP-TE fur die Bildung des Heptapeptid-Zyklus (Bac-Ala;) betragt
3,66 min'mM™ (siehe Tab. 5.3). Wie in den meisten Fallen der chemoenzymatischen
Zyklisierungsreaktion wird auch in diesem Fall ein betrachtlicher Teil (34%) des
eingesetzten Substrates hydrolytisch von der Zyklase gespalten und kann als freie
lineare Peptidsdure nicht mehr zyklisiert werden.®*"*? Der dadurch in vitro

entstehende Produktverlust ist immens und kann nur durch den Ausschluss von
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Wasser elimiert werden. Ansatze, die zur Eliminierung dieser Nebenprodukt-Bildung
fuhren sollten, waren Gegenstand intensiver Untersuchungen die in Kapitel 5.2
vorgestellt werden.

Als weitere interessante Beobachtung des Reaktionsprofils der Zyklisierungsreaktion,
konnte eine Zyklusbildung auch ohne enzymatische Inkubation nach einer Stunde
beobachtet werden (siehe Abb. 5.4). Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass
lineare Peptidyl-Thiophenol-Substrate, bei Raumtemperatur, einer spontanen

Autozyklisierung und Hydrolyse unterliegen konnen. !

Z3

'R (min})

Abb. 5.4: Die unkatalysierte Zyklusbildung: Reaktionsprofil der unkatalysierten Reaktion
des Thiophenol-Substrat BLP-Ala, fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Die unterste Spur
entspricht dem HPLC-Diagram des Substrates bei t=0, die mittlere Spur entspricht der
katalysierten Reaktion nach Inkubation des Substrates mit Bac-PCP-TE, die oberste Spur
entspricht der unkatalysierten Reaktion.

Durch die Ausbildung einer vorgefalteten Struktur '*® und der Reaktivitit der
Thiophenol-Abgangsgruppe kann der nukleophile Angriff eines internen Nukleophils
die Bildung zyklischer Produkte ermdglicht. Die Autozyklisierung verlauft allerdings
deutlich langsamer und weniger regiospezifisch als die enzymatische Zyklisierung.
Das Verhaltnis der beiden zyklischen Produkte liegt bei der enzymunabhangigen
Zyklisierung mit 1,3:1 zugunsten des Heptapeptid-Zyklus und ist damit deutlich
unspezifischer und beweist damit aul’erdem eindrucksvoll die Spezifitat der

enzymatischen Zyklisierung in der Wahl des Nukleophils.
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5.1.3 Untersuchungen zur Substrat-Spezifitat der Bac-PCP-TE
Nachdem Bac-PCP-TE fir die erfolgreiche Charakterisierung der

Zyklisierungsreaktion von Bacitracin-Thioester-Substraten eingesetzt werden konnte
war es von Interesse herauszufinden, ob die Konfiguration der Aminosauren, die an
der Zyklisierung beteiligt sind, einen entscheidenden Einfluss auf die Produktbildung
hat. Zur Untersuchung der Stereoselektivitat der Bac-PCP-TE wurden zwei Peptide
synthetisiert, die entweder die Aminosaure D-Asn4, am C-terminus des Peptides oder
D-Lyse als Nukleophil enthielten. Um eine storende Nebenreaktion durch das
Konkurrenz-Nukleophil D-Ornz auszuschliessen, wurde dieses durch D-Ala ersetzt.
Inkubation dieser Peptidyl-Substrate (BLP-D-Asni; und BLP-D-Lysg) und
anschlieBende HPLC-MS-Analyse resultierten in der volligen Aufhebung der
zyklischen Produktbildung. In beiden Fallen konnte, wie bereits bei anderen
chemoenzymatischen Zyklisierungsreaktionen beobachtet, nur die freie Peptidsdure
im Reaktions-Profil identifiziert werden.>* 134

Von weiterem Interesse flr die Substrat-Spezifitat der Bac-PCP-TE war, ob eine
Zyklusbildung auch Uber ein verandertes Nukleophil von der Zyklase katalysiert
werden wirde. Die Substitution der intramolekularen nukleophilen Aminofunktion des
L-Lyse mit einer Hydroxyl-Funktion sollte so zu einer Ausbildung eines zyklischen
Bacitracin-Lakton-Derivates fuhren. Hierfir wurde die Position des L-Lysg mit
L-Homoserin substituiert und das D-Orn; wiederrum durch D-Ala ersetzt. Das so
erhaltene Peptidyl-Thiophenol-Substrat BLP-Hses wurde anschlieRend fir eine
Stunde mit Bac-PCP-TE inkubiert. Im Reaktionsprofil der HPLC-MS-Analyse konnte
keine enzymspezifische Makrolakton-Bildung beobachtet werden. Der Nachweis des
zyklischen Makrolaktons im Reaktions-Profil ist ausschlieRBlich auf eine
enzymunabhangige Autozyklisierung des Substrates zurlickzufihren, wie das
Reaktionsprofil der Inkubation des Substrates ohne Enzym beweist (siehe
Abb. 5.5A). Die enzymunabhangige Hydrolyse ist deutlich geringer als bei der
Inkubation mit der Bac-PCP-TE. Da es sich im Falle des Homoserins um eine um
zwei Methyleneinheiten verkirzte Seitenkette gegeniber den natlrlichen Nukeophil
handelt, kann durch diese Untersuchung nicht endgultig auf eine Diskriminierung der
Hydroxyl-Funktion als Nukleophil durch die Zyklase geschlossen werden.

Eine weitere Untersuchung bestand darin herauszufinden, ob der N-terminale Teil
des angebotenen Peptidyl-Thioester-Substrates einen entscheidenden Einfluss auf

die Zyklisierungseffizienz der Bac-PCP-TE haben wirde. Hierfur wurde der
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N-terminale Teil des angebotenen Substrat-Thioesters bis zum intramolekularen
Nukleophil L-Lyse verkurzt und wiederrum das zweite Nukleophil D-Ornz durch D-Alay
substituiert. Dieses heptapeptidische Substrat BLP-7A; wurde mit der Bac-PCP-TE
fir 1 h bei RT inkubiert und zeigt im HPLC-MS Reaktionsprofil (siehe Abb. 5.5B)
wiederum nur eine enzymunabhangige Zyklusbildung. Aus diesen Ergebnissen lasst
sich schliessen, dass der N-terminale Teil des Substrates keinen entscheidenden
Beitrag zur Substraterkennung der Zyklase liefert, allerdings ganz wesentlich an der
richtigen Positionierung des Nukleophiles in der aktiven Tasche und damit der

Zyklusbildung beteiligt ist.

A) B)
Hydrolyse Hydiolyss
mAU A BLP-Hseg BLP-7A;
zylisches Hepta-
-y +Bac-PCP-TE R +Bac-PCP-TE
N A -Bac-PCP-TE J\ N J “BacFCPTE
T T T | T T T T [ T T T T T I I
7.5 10 7.5 10
_—
R min)

Abb. 5.5: Die Substrat-Spezifitat der Bac-PCP-TE: A) Reaktionsprofil der Inkubation von
1 uM Bac-PCP-TE und 200 yM BLP-Hses. Im oberen Diagram ist das Substrat bei t=0
gezeigt. Darunter die Umsetzung des Substrates mit der Zyklase und unten die Inkubation
des Substrates ohne Zyklase fur 1 h. Deutlich zu erkennen ist die enzymunabhangige
Zyklisierung zum makrozyklischen Lakton-Derivat. B) Im oberen Diagram ist wiederrum das
Substrat BLP-7A; bei t=0 gezeigt. Darunter die Umsetzung des Substrates mit der Zyklase
und im untersten Diagram die Inkubation des Substrates ohne Zyklase fur 1 h. Auch hier ist
nur die Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters in der enzymkatalysierten Reaktion zu
beobachten. Die Zyklusbildung ist enzymunabhangig.
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5.1.4 Die chemoenzymatische Bacitracin A Synthese

Die chemoenzymatische Zyklisierung des Substrates BLP-Ala, zeigt deutlich,
dass das gewlnschte makrozyklische Produkt durch den Einsatz der Bac-PCP-TE
enzymkatalytisch in ausreichenden Mengen hergestellt werden kann. In diesem
Zusammenhang war von entscheidendem Interesse, ob mit dieser Technik auch die
Synthese des authentischen Bacitracin A moglich ist. Dabei gestaltet sich die
Synthese des linearen Bacitracin A-Thiophenol-Substrates allerdings als schwierig,
da Bacitracin A in Position 2 des Moleklls einen Thiazolin-Ring enthalt, der
kommerziell als Baustein flr die Festphasen-Synthese nicht erhaltlich ist. Die
Synthese des Boc-L-lle-Thiazolin-Bausteines (1) erfolgte entsprechend der Synthese
von Lee et al. ['* aqus N-Boc-L-Isoleucin und L-Cystein-Methylester (siehe Kapitel
4.3.4.1). Der synthetisierte Baustein wurde in einer konventionellen Festphasen-
Kondensations-Reaktion an das Harz-gebundene Bacitracin-Decapeptid gekuppelt,
welches anschlieBend C-terminal durch eine Thiophenol-Abgangsgruppe fur die
Zyklisierungreaktion aktiviert wurde. Die Identitat des synthetisierten linearen
BacitracinA-Thiophenol-Substrates (BLP-Thia;) wurde durch FT-ICR-MS Analyse
bestatigt (siehe Tab.5.1) und das Substrat anschlieRend in einer Bac-PCP-TE
katalysierten Zyklisierungsreaktion eingesetzt. Nach Inkubation mit Bac-PCP-TE fur
1h zeigt das HPLC-Reaktionsprofil die Bildung des gewlnschten zyklischen
Produktes (tr=10.81 min) Bacitracin A (BacThiaz) (siehe Abb. 5.6).

Abb. 5.6:

Z5(Bach) Die chemoenzymatische Synthese
von Bacitracin A:

i Das obere Diagram zeigt das
Reaktionsprofil der Inkubation von
Bac-PCP-TE (1 uM) mit dem linearen
Bacitracin A-Thiophenol-Substrat
(200 pM).

Als Referenz ist im unteren Diagram

H
HPLC- gereinigtes kommerziell
Z4 s BacThia, erhaltiches  Bacitracin A (Bacrer)
dargestellt. H = Hydrolyse, Z; =

Hexapeptid-Zyklus, Z, = Bacitracin A,

B
*ORet S = Substrat (BLP-Thiay).
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Auffallend ist die fast vollstandige Umsetzung dieses linearen Substrates durch die
Bac-PCP-TE in das zyklische Produkt Bacitracin A. Das Verhaltnis der beiden
regioisomeren Zyklen liegt hierbei mit 91:1 zugunsten des heptapeptidischen
Laktams deutlich Uber dem Verhaltnis, dass fur die Zyklisierung des linearen
Bacitracin-Thiophenol-Substrates BLP-Ala, (7:1) ermittelt wurde (siehe Tab. 5.3). Die
Zyklisierung Uber das ungewilnschte Nukleophil L-Orn; ist fast vollstandig
aufgehoben. Als kinetische Parameter dieser authentischen Zyklisierungsreaktion
wurde eine Substrataffinitat (Ky) von 0,197 mM und eine Wechselzahl (kqyt) von
0,79 min™' ermittelt. Die katalytische Effizienz (kca/Km) der Bac-PCP-TE fiur die
Bildung des nativen zyklischen Bacitracin A betragt 4,01 min'mM™. Die bessere
Ausrichtung des Substrates in der aktiven Tasche der Bac-PCP-TE verglichen mit
BLP-Ala; kann nicht nur durch eine hohere katalytische Effizienz belegt werden,
sondern zeigt sich auch an einer Verringerung der Hydrolyse als Konkurrenz-
Reaktion. BLP-Thia; zeigt eine Steigerung des Zyklisierungs-zu-Hydrolyse Verhaltnis
von 2,9 auf 3,8 im Vergleich zum linearen Substrat BLP-Ala, (siehe Tab. 5.3). Die
Identitat des chemoenzymatisch generierten Bacitracin A wurde durch FT-ICR-MS
Analyse und Vergleich der Retentionszeiten mit gereinigtem kommerziellem

Bacitracin A (BacAger, tr=10.81 min) nachgewiesen.

Tabelle 5.3: Kinetische Parameter der Bac-PCP-TE vermittelten
Zyklisierungsreaktionen*

Verbindung K Kea Kear ! K Zyklus/ Zyklus, 7/
(mM) (min™) (min"'mMm™) Hydrolyse Zyklusog
BacThia, 0,197 0,79 4,01 3,8 91,0
BacThaz, 0,226 0,77 3,41 29 72,2
BacOxS, 0,248 0,70 2,94 4,6 8,1
BacOxT, 0,262 0,66 2,52 52 8,8
BacAla, 0,202 0,74 3,66 2,3 7.1

*Alle Parameter wurden durch eine Dreifach-Bestimmung ermittelt.

Die Werte entsprechen den Mittelwerten der unabhangigen Assays nach Abzug der
Hydrolyse und Zyklisierung-Werte der spontanen unkatalysierten Produktbildung.
Die Standardabweichung betragt < 8% fiir alle Parameter.
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5.1.5 Die chemoenzymatische Synthese der Bacitracin-Derivate
Gemass der Strategie, eine kleine Substanz-Bibliothek zyklischer Bacitracin-Derivate
zu generieren, sollte die Substitution des Thiazolin-Restes in Position 2 des

Bacitracins durch drei oxidierte heterozyklische Ringe erfolgen (siehe Abb. 5.7).

OF ~0OH >—
—N N %
H H J
O oH
NH,

BacThaz, (2) BacOxS, (3) BacOxT5 (4)

Abb. 5.7: Ubersicht der chemoenzymatisch erzeugten Bacitracin-Derivate. Nach
erfolgreicher Synthese der heterozyklischen Dipeptide, wurden diese an das lineare
Dekapeptid des Bacitracin-Vorlaufers gekoppelt und mittels der Bac-PCP-TE katalysierten
Zyklisierungsreaktion zu zyklischen Bacitracin-Derivaten umgesetzt.

Da diese drei oxidierten Vorstufen ebenfalls nicht kommerziell erhaltlich sind, wurde
zunachst fur die Synthese des Thiazol-Bausteins (2) die Thiazolin-Methylester
Zwischenstufe mittels DBU und BrCCls; oxidiert und anschlie®end C-terminal
entschitzt. Der erhaltene Baustein wurde in einer Festphasensynthese an das
Bacitracin-Dekapeptid gekuppelt und ergab nach erfolgreicher C-terminaler
Aktivierung das lineare Bacitracin-Thiophenol-Substrat BLP-Thaz,. Dieses Substrat
konnte mit Hilfe der Bac-PCP-TE zum gewtlinschten zyklischen Bacitracin-Derivat
BacThaz, umgesetzt werden (siehe Abb. 5.8). AnschlieRend wurden die kinetischen
Parameter der Zyklisierungreaktion des Substrats BLP-Thaz, bestimmt (siehe
Tab. 5.3) und eine Substrataffinitat (Ky) von 0,226 mM und eine Wechselzahl (Kca)

von 0,77 min"  erhalten. Die katalytische  Effizienz  (kca/Km)  dieser
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Zyklisierungsreaktion betragt 3,41 min'mM™” und das Zyklisierungs-zu-Hydrolyse-
Verhaltnis 2,9. Auch das Verhaltnis der beiden regioisomeren Zyklen ist im Vergleich
zum authentischen Substrat BLP-Thia, mit 72:1 zugunsten des Heptapeptid-Zyklus
nur leicht vermindert. Dieses spricht fir einen mdglichen Beitrag der
heterozyklischen Oxidationstufe zur optimalen Erkennung des Peptids in der aktiven
Tasche der Zyklase.

Neben schwefelhaltigen flnfgliedrigen Heterozyklen (Thiazolidine, Thiazoline,
Thiazole), sind auch sauerstoffhaltige Ringsysteme in vielen bioaktiven Naturstoffen
zu finden.['*® Diese Heterozyklen kénnen ebenfalls in der Lage sein, Komplexe mit
zweiwertigen lonen auszubilden. Da die Derivatisierung des Bacitracin A unter
Beibehaltung der Fahigkeit zur Komplexbildung mit zweiwertigen lonen erfolgen
sollte, wurde versucht, neben eines Thiazol-Bausteines auch sauerstoffhaltige
Heterozyklen in Position 2 des Bacitracins einzubauen, um somit die Bedeutung des
Schwefels im Thiazolin-Ring naher zu untersuchen. Fir die Synthese der
dipeptidischen Oxazol(3)- und Methyloxazol(4)-Bausteine wurde die
Synthesestrategie geringfligig verandert. Die einfache Umwandlung von p-Hydroxy-
Aminosauren in ihre korrespondierenden funfgliedrigen Oxazoline ist in den letzten
Jahren haufig durch den Einsatz von Diethylaminosulfurtrifluoride (DAST)
beschrieben worden.'® Diese Strategie wurde auch in dieser Arbeit verwendet.
Durch anschlieRende Oxidation mit DBU und BrCCl; konnten beide Oxazol-
Bausteine in guten Ausbeuten hergestellt und an das Bacitracin-Dekapeptid
gekuppelt werden. Durch anschlieRende Thiophenol-Aktivierung konnten die
erzeugten linearen Bacitracin-Thiophenol-Substrate BLP-OxS; und BLP-OxT,;
erfolgreich mit Hilfe der Bac-PCP-TE in die gewlnschte zyklische Form uberflhrt
werden (siehe Abb.5.8). Fir diese Substrate andert sich in der Bac-PCP-TE
katalysierten Zyklisierungsreaktion nur das Verhaltnis der beiden zyklischen
Regioisomere. Einem Verhaltnis von 8,1:1 fur die Bildung des heptazyklischen
BacOx,, steht ein ahnliches Verhaltnis von 8,8:1 zugunsten des heptazyklischen
BacOxT, Produktes gegenlber. Dieses lasst darauf schliessen, dass auch die
Substitution des authentischen Thiazolin-Ringes mit einem sauerstoffhaltigen
Oxazol- bzw. Methyloxazol-Heterozyklus eine verminderte Erkennung des
Substrates in der aktiven Tasche der Zyklase vermuten lasst. Die zusatzliche Methyl-
Gruppe im Methyloxazol-tragenden BLP-OxT, zeigt allerdings keinen grof3en

Unterschied in der Regioselektivitdt der Zyklase verglichen mit dem Oxazol-
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tragenden Substrat. Auch die Substrataffinitdt der Zyklase ist mit einem Ky von
0,248 mM (BLP-OxS3) und 0,262 mM (BLP-OxT>) ebenfalls nicht deutlich verandert.
Die katalytische Effizienz der Bac-PCP-TE der Zyklisierungsreaktion beider
Substrate ist mit 2,94 min"mM™” fiir BLP-OxS, und 2,52 min"'mM™”" fiir BLP-OxT,

allenfalls minimal verandert (siehe Tab. 5.3).

mAU

]

BLP-OxTo
BLP-OxSp | b N,}«fj ? o
BLP-Thiap =
-
tg (min)

Abb. 5.8: 3-Dimensionale Uberlagerung der HPLC-Reaktionsprofile der
Zyklisierungsreaktionen aller Bacitracin-Derivate. Die gezeigten Signale entsprechen
folgenden Produkten: H = Hydrolyse, 1 = heptazyklisches Hauptprodukt, 2 = hexazyklisches
Nebenprodukt. Die Identitdt der dominanten heptazyklischen Produkte wurde durch
Tandem-MS-Analyse fir jedes Produkt bestatigt.

5.1.6 Die Bioaktivitat der Bacitracin-Derivate

Um herauszufinden, ob die Substitution des heterozyklischen Thiazolin-Ringes
im Bacitracin A Molekill eine Beintrachtigung der biologischen Aktivitat hervorruft,
wurden die zyklischen Bacitracin-Derivate auf ihre antibiotische Aktivitat gegen den
Indikatorstamm Bacillus subtilis PY 79 getestet. Alle zyklischen Derivate wurden in
einem semi-praparativen Ansatz in grofieren Mengen hergestellt. Das ,Up-Scaling®
der Reaktion fihrte zwar zu einer Erniedrigung des heptazyklischen Hauptproduktes
infolge einer verminderten Regiospezifitat der Zyklase, allerdings konnten dieses

trotzdem in zufriedenstellenden Quantitaten erhalten werden. Der Konzentrations-
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vergleich der zyklischen Bacitracin-Derivate und des Bacitracin A wurde durch
UV-Absorption-Messung anhand einer Kalibriergeraden, die mittels des Standards
BacArer erstellt wurde, erhalten. Die antibiotische Aktivitat der einzelnen
Verbindungen gegen Bacillus subtilis PY 79 wurde durch eine 2zweifache
Verdiinnungsreihe in 96-Mikrotiterplatten visuell bestimmt.®*! Gestiitzt auf Angaben
frGherer Studien, die eine Abhangigkeit der biologischen Aktivitat des Bacitracins von
zweiwertigen lonen beschrieben, wurde zunachst in Vorversuchen die optimale Zink-
Konzentration bestimmt. Der alleinige Zusatz von ZnSO, zum Medium (80 mg/L)
hatte keinen antibiotischen Effekt auf das bakterielle Wachstum. Erst durch Zugabe
des Bacitracin-Standards Bacges konnte ein eindeutiger Effekt beobachtet werden.
Zum Erreichen der niedrigsten MHK-Werte (Minimale Hemm-Konzentration) wurde
die Zn?*-Konzentration bis zu einem Wert von 67,6 mg/L ZnSO4 gesenkt. Eine
weitere Verringerungen der Zn**-Konzentration auf <50 mg/L ergab erhdhte MHK
Werte, woraus die direkte Bedeutung einer ausreichenden Zn?*-Konzentration fir die
Komplexierung des Zielmolekils (Css-Carrier) abgeleitet werden konnte. Um die
Authentizitat des synthetischen BacThia, zu testen, wurde dessen antibiotische
Wirksamkeit mit einem kommerziell erhaltlichen, gereinigten Bacitracin A (Bacges)
Standard verglichen. Dabei wurde fir beide Produkte ein MHK-Wert von 4 ug/mL
(siehe Tab. 5.5) festgestellt. Die antibiotische Einheitlichkeit des synthetischen
Bacitracin A mit dem fermentativ erzeugten Bacitracin A Standard untermauert die

Prazision der chemoenzymatischen Synthese.

Tabelle 5.5: Die ermittelten MHK-Werte (MICq)
der zyklischen Bacitracin-Derivate gegen
den Indikatorstamm Bacillus subtilis PY 79

MHK-Wert (ug/mL)

Verbindung (ZnS0O4-Konzentration = 67,6 mg/L)
BacARger 4

BacThia, 4

BacThaz, 12

BacOxS, 40

BacOxT, 12

BacAla, >800
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Fir die Untersuchung, ob die Substitution des heteroaromatischen Ringes einen
Einfluss auf die Bioaktivitdt des Bacitracins hat, wurden von allen zyklischen
Bacitracin-Derivaten ~ MHK-Werte  gegen  Bacillus subtilis PY 79  bestimmt.
Bemerkenswerterweise wurde flr das zyklische Bacitracin-Derivat, welches einen
oxidierten Thiazol-Ring (BacThaz,) enthalt, mit 12 yg/mL ein dreifach erhoéhter
MHK-Wert verglichen mit authentischem Bacitracin A erhalten. Dies zeigt
eindrucksvoll, dass der Thiazol-Ring im Molekul gleichsam in der Lage ist, das
zweiwertige Zink zu binden und mit dem Zielmolekll zu interagieren. Bei den
Bioaktivitdtsuntersuchungen der Substrate mit sauerstoffhaltigen Heterozyklen
BacOxS, und BacOxT; zeigte sich, dass mit einem MHK von 40 pg/mL das Derivat
BacOxS, eine deutlich schwachere antibiotische Wirksamkeit verglichen mit dem
naturlichen Produkt Bacitracin A besitzt. Erstaunlicherweise konnte fur das
Methyloxazol-Derivat ein MHK-Wert von 12 ug/mL ermittelt werden.

Die Bedeutung des Heterozyklus flir die Bioaktivitdt des Moleklls konnte durch das
zyklische Bacitracin-Derivat BacAla, eindeutig nachgewiesen werden. So liegt der
MHK-Wert dieses zyklischen Produktes mit mehr als 800 ug/mL deutlich Uber den
MHK-Werten heterozyklustragender Bacitracin-Derivate und lasst den eindeutigen
Schluss zu, dass der Heterozyklus im Bacitracin Molekll den wesentlichen Teil des

molekularen Pharmakophors darstellt.
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5.2 Die chemoenzymatische Surfactin Produktion

5.2.1 Die Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters

Alle bis heute charakterisierten TE-Domanen zeigen nicht nur die gewinschte
Zyklisierungsreaktion bei der in vitro Umsetzung von linearen Peptid-Thioester-
Substraten, sondern katalysieren auch den ungewunschten Angriff des Nukleophils
Wasser auf die Acyl-O-TE Oxoesterbindung. Das daraus resultierende
Nebenprodukt, die freie Peptidsaure, stellt eine nicht zu unterschatzende Limitierung
der chemoenzymatischen Makrozyklisierung dar. In einigen Fallen ist das Verhaltnis
des zyklischen Produktes zur Hydrolyse sogar auf die Seite der freien Peptidsaure
verschoben, wie die chemoenzymatische Zyklisierungsreaktion der Surfactin TE
eindeutig belegt (siehe Tab.5.2.1). Mit einem Anteil von fast 65% der
Produktausbeute tragt die Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters wesentlich zur
Produktminimierung der Reaktion bei. Um die Hydrolyse der Reaktion zu
unterdricken und damit die Ausbeute der gewlnschten zyklischen Verbindungen zu
steigern, wurden in den letzten Jahren vermehrte Anstrengungen unternommen.
Durch den Einsatz nichtionischer Detergenzien, wie zum Beispiel Brij 58, konnte eine
150-fachen Steigerung der zyklischen Produktausbeute im Falle der Tyrocidin-TE
erzielt werden.[*? Eine Alternative zu diesen Untersuchungen stellt die Verwendung
nichtwassriger Medien, wie organischen Losungsmitteln, superkritischen Gases und
ionischen FlUssigkeiten dar. Diese haben sich in den letzten Jahren als effektive
Alternativen enzymkatalysierter Reaktionen, in denen die Unléslichkeit der Substrate
in Wasser oder die Bildung von limitierenden Nebenprodukten durch das wassrige
Milieu zu Produktminimierungen fiihrt, erwiesen.'® """ ym diese alternativen
Solventien fur die chemoenzymatische Zyklisierungreaktion zuganglich zu machen,
wurde in dieser Arbeit die Aktivitat der Srf-TE und anderer Zyklasen in organischen
Lésungsmitteln, wie auch in ionischen Flussigkeiten untersucht.

Die Zyklisierungsreaktion der Surfactin-Zyklase (Srf-TE) in wassrigem Medium wurde
bereits in friheren Studien eingehend untersucht.® Hierbei konnte gezeigt werden,
dass die freistehende Surfactin-Zyklase ihre Zyklisierungsaktivitat in vitro behalt,
wenn man sie mit l6slichen, heptapeptidischen Thioester-Substraten inkubiert. Fir

die Erhdhung der Loéslichkeit wurde im Ruckgrat der linearen Thioester-Substrate die
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Position 3 (D-Leu) durch eine D-Diaminopropionsaure ersetzt, und zusatzlich die
authentische N-terminale C1s-Fettsaure durch eine kirzere
B-Hydroxybuttersaure substituiert (SLP3-SNAC). Eine chemoenzymatische Synthese
des authentischen Surfactins war durch die Unldslichkeit des Peptidyl-Thioester

Substrates in Wasser, unter den gewahlten Bedingungen nicht durchfihrbar.

Tabelle 5.2.1: Das Verhaltnis der Zyklisierung zur
Hydrolyse am Beispiel einiger NRPS-Zyklasen im

wassrigem Milieu

NRPS Thioesterase Verhaltnis
Zyklisierung/ Hydrolyse
Bacitracin TE 3,8
Fengycin TE 4,3
Surfactin TE 0,5
Tyrocidin TE 1,2
Gramicidin TE 4,0
Daptomycin TE 10,0
CDATE 5,0
A 54145 TE 12,0
Pristinamycin TE 2,0
Mycosubtilin TE 0,9
Syringomycin TE 0,7

5.2.2 Die Aktivitat der NRPS-Zyklasen in organischen Losungsmitteln

Seit den Untersuchungen von A. Klibanow, der die Biokatalyse in organischen
Losungsmitteln etablierte, sind viele Untersuchungen zur Enzymkatalyse in
nichtwassrigen Solventien publiziert worden.!" Fir erfolgreiche Aktivititsassays
verschiedener Zyklasen in organischen Ldsungsmitteln mussten diese Enzyme
lyophilisiert werden. In den ersten Versuchen wurden 50 uL, der in Assay-Puffer
gelésten Zyklase, Uber Nacht lyophilisiert und anschlie®end in verschiedenen
organischen Lésungsmitteln aufgenommen. Die Produktbildung der Inkubation dieser
Zyklasen mit ihren synthetischen linearen Peptidyl-Thioester-Substraten fir 6 h bei
37°C wurde mittels HPLC-MS untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die

Zyklisierungsreaktion in Methanol (MeOH) nur bei der Surfactin-, Fengycin-,
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Syringomycin- und CDA- Zyklase nachgewiesen werden konnte (siehe Tab. 5.2.2).
Da MeOH als alternatives Nukleophil auch die Acyl-O-TE Oxoesterbindung angreifen
kann, kommt es als Konkurrenz-Reaktion zur Bildung von Methylestern. Durch diese
Nebenreaktion konnte dieses Ldsungsmittel nur bei speziellen Anwendungen, wie
der gewulnschten Bildung des Methylesters im Falle der Aspartam-Bildung, von
Vorteil sein. Ein quantitativer Ausschluss der Nebenproduktbildung konnte nur im
Falle der Zyklisierungsreaktion der Srf-TE in N,N-Dimethylformamid (DMF)
beobachtet werden (siehe Abb.5.2.1). Alle weiteren organischen Ldsungsmittel

fihrten unter diesen Bedingungen zu keiner detektierbaren Aktivierung der Zyklasen.

oty

MNH

Surfactin

Medium:
Organisches LM

FS freie Peptidsaure

Abb. 5.2.1: Die chemoenzymatische Zyklisierung in organischen Ldsungmitteln:
Das Srf-TE gebundene Peptid kann durch zwei Mechanismen vom Enzym freigesetzt
werden. Entweder das interne Nukleophil der pB-OH-Fettsdure spaltet den Ester unter
Freisetzung des zyklischen Produktes Surfactin, oder H,O flihrt zu dessen Hydrolyse und
bewirkt die Freisetzung der freien Peptidsaure. In organischen Losungsmitteln sollte diese
Konkurrenz-Reaktion der Hydrolyse durch den Ausschluss von Wasser nicht mehr moglich
sein und das zyklische Produkt quantitativ hergestellt werden. FS = Fettsaure.
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Tabelle 5.2.1: Die Zyklisierungsreaktion in verschiedenen organischen Losungsmitteln

LM SrfTE TycTE FenTE MycTTE SyrTTE CDAIIITE SnbTE | BacTTE
H>O aktiv | aktiv | aktiv aktiv aktiv aktiv aktiv aktiv
MeOH aktiv n.a aktiv n.a. aktiv aktiv n.a. n.a.
i-Prop n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
MeCN n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
THF n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Toluol n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
EtAc n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n-Hexan n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
NMP n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
DMF aktiv n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
DMSO n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
DCM n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

n.a. = nicht aktiv

5.2.21 Die Zyklisierungsreaktion der Srf-TE in DMF

Die ersten Experimente zur Zyklisierungsreaktion der Srf-TE in DMF wurden mit dem
wasserloslichen  Substrat  SLP3-SNAC  durchgefihrt.  Die  enzymatische
Makrolaktonisierung wurde sowohl in wassrigem Puffer als auch in DMF untersucht
und verglichen (siehe Abb.5.2.2). Um einen Einfluss der Lyophilisation auf die
Zyklisierungsreaktion auszuschliessen und die Vergleichbarkeit der beiden
Reaktionen zu sichern, wurden beide Zyklisierungsreaktionen mit frisch
lyophilisierten Enzymproben durchgefihrt. Wahrend in wassrigem Puffer das
dominante Produkt der Reaktion das hydrolisierte Peptid darstellte, konnte in DMF
eine quantitative Umsetzung des Substrats zum gewinschten zyklischen Surfactin-
Derivat innerhalb von 2 h beobachtet werden. Der Nachweis, dass es sich bei der
Zyklisierungsreaktion in DMF um eine enzymabhangige Reaktion handelt, konnte mit
Hilfe der Srf-TE(S80A)-Mutante erbracht werden, die im aktiven Zentrum der Zyklase
anstelle des katalytischen Serin-Restes einen Alanin-Rest tragt und keine Ausbildung
des Acyl-O-TE Intermediates zulasst. Das Reaktionsprofil dieser Mutante mit dem
Substrat SLP3-SNAC in DMF fur 2 h fuhrte folglich auch zu keiner detektierbaren
Produktbildung (siehe Abb. 5.2.2).
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Milieu:
4 | Assay-Puffer

(215 nm)

Medium:
DMF

Q
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Abb. 5.2.2: Reaktionsprofile der Srf-TE in Assay-Puffer und in DMF. Im ersten Diagram
ist die Zyklisierungsreaktion der Inkubation von 2,5 uM lyophilisierter Srf-TE in wassrigem
Puffer und 300 uM des SLP3;-SNAC Substrates bei 37°C gegen die Inkubation der Mutante
Srf-TE(S80A) mit dem Substrat als Negativkontrolle dargestellt. Im zweiten Diagram ist
deutlich die quantitative Produktausbeute der gleichen Reaktion nach Substiution des
Reaktions-Medium durch DMF dargestellt. Alle Reaktionen wurden nach 2 h mit TFA-
Losung (4%, v/v) gestoppt. Das Reaktionsvolumen betrug 50 uL. Die Verschiebung der

Produkt-Retentionszeiten ist auf eine Optimierung des Gradienten zuriickzufiihren.

Die

Identitat der

auftretenden zyklischen Produkte wurde mit

Hilfe einer

massenspekrometrischen Analyse (FT-ICR-MS) bestatigt (siehe Tab. 5.2.2).

Tabelle 5.2.2: Massenspetrometrische Charakterisierung der linearen Surfactin-

Substrate und deren zyklischer Produkte.

Lineare Substrate (Da)

Zyklische Produkte (Da)

Verbindung
Spezies Berechnet Gefunden Spezies Berechnet Gefunden
SLP-SNAC (IM+H]") | 1001,5515 | 1001,5522 (IM+H]") 882,5110 882,5119
SLP-SNAC (IM+Na]") | 1163,6977 | 1163,6972 | (IM+Na]’) | 1044,6567 | 1044,6580
SLP3.SNAC (IM+H]") | 974,5227 974,5224 (IM+H]") 855,4749 855,4746
SLP-NH,-SNAC | ([M+H]) | 1000,5675 | 1000,5678 (IM+H]") 881,5348 881,5347
SLP-NH_-Thio (IM+H]") | 991,5538 991,5541 (IM+H]") 881,5348 881,5391
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Die Ermittlung der kinetischen Daten ergab fur die Zyklisierungsreaktion der Srf-TE in
DMF eine Substrataffinitat (Ky) von 0,41 mM und eine Wechselzahl (kca) von
0,24 min™". Die katalytische Effizienz (kea/Kw) fir die Bildung des Surfactin(C4)-Zyklus
betragt somit 0,59 min'mM™ und ist 4-mal geringer als in wassrigem Puffer
(siehe Tab. 5.2.3).

Tabelle 5.2.3: Kinetische Parameter der Zyklisierungsreaktion der Srf-TE

Srf TE Srf TE Srf TE P,G

Substrat / lyophilisiert lyophilisiert
Losungsmittel |, k. kedKu | Ku ke KedKu | K ke Kead Ku

(mM) (min™y (MM min™) (mM) (min™y (MM min™) (mM) (min™y (MM minT)
SLP3;-SNAC /
Puffer n.B. 2,9 n.B. 2,56 1,02 9,11 8,93 (Hyd)
SLP3-SNAC/ n.B. 041 024 059 | 053 025 047
DMF
SLPy-SNAC /
DME n.B. 0,31 0,29 0,93 n.B.

n.B. = nicht bestimmt

5.2.2.2 Die chemoenzymatische Produktion von Surfactin in DMF

Da sowohl die hydrophoben Surfactin-Thioester-Substrate, als auch die Surfactin-
Produkte in DMF gut I6slich sind, stellt diese Loslichkeit einen weiteren Vorteil der
Zyklisierungsreaktion in DMF dar. Fur eine chemoenzymatische Produktion ist es
obligatorisch, dass Reaktionsbedingungen geschaffen werden, die eine Ld&slichkeit
der teilweise hydrophoben Peptid-Thioester-Substrate gewahrleisten. Im Falle der
chemoenzymatischen Produktion des authentischen Surfactins enthalt das lineare
Thioester-Substrat eine am N-Terminus des Peptides kondensierte hydrophobe
B-OH-C4-Fettsaure, die zu einer stark verringerten Wasserldslichkeit sowohl des
Substrates, als auch des Produktes, fihrt. Da eine chemoenzymatische
Zyklisierungsreaktion des verkurzten Substrates SLP3-SNAC mit Hilfe der Srf-TE in
DMF moglich war, stellte sich die Frage, ob eine quantitative Produktion von
authentischem Surfactin mit dieser Methode erzielt werden kann. Die Synthese des
lineren Surfactin-SNAC Substrates (SLPwt-SNAC) erfolgte mittels SPPS, wobei dem

linearen Peptid N-terminal eine B-Hydroxyl-Myristyl-Fettsaure angehangt wurde.
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Dieses Substrat zeigt wie erwartet schlechte Ldslichkeit in Wasser, ist allerdings in
DMF gut |loslich und konnte somit sehr gut fir die enzymkatalysierte
Zyklisierungsreaktion verwendet werden. Die Inkubation dieses SLPwr-SNAC
Substrates mit der Srf-TE in DMF zeigte die quantitative Umsetzung des Substrates
in authentisches Surfactin (siehe Abb. 5.2.3). Die katalytische Effizienz (kca/Km) der
Zyklisierungsreaktion betragt fur dieses Substrat 0,93 mM™" min™. Die Erhéhung der
Substrat-Affinitat verglichen mit dem Substrat SLP3-SNAC ist vermutlich auf eine
bessere Erkennung der langen Fettsaureketten in einer speziellen hydrophoben
Bindungstasche im aktiven Zentrum der Srf-TE zuriickzufiihren.'®® Dadurch wird das
OH-Nukleophil der B-Hydroxymyristinsdure besser in der aktiven Tasche positioniert

und kann damit den Acyl-O-TE Oxoester effizienter angreifen.

Medium:
DMF

Ho{’}_&o H
Py

Surfactin ’(E’{E:i

H
[+]

SLPwT-SNAC

Absorbance (215 nm)

Srf TE S80A

Abb. 5.2.3: Reaktionsprofile der Srf-TE in DMF mit SLP\-SNAC Das Reaktionsprofil der
Inkubation von Srf-TE (5 pM) mit dem Substrat SLPwt-SNAC (200 pM) bei 37°C fir 2 h. Im
unteren Diagram ist die Inkubation der inaktiven S80A Mutante dargestellt, bei der kein
Umsatz katalysiert werden kann. Im oberen Diagram erkennt man die quantitative
Umsetzung des Substrates zum gezeigten Surfactin.
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5.2.2.3 Die Zyklisierungreaktion der Srf-TE(P26G)-Mutante in DMF
Nachdem die Srf-TE katalysierte Zyklisierungreaktion in DMF charakterisiert werden

konnte, stellte sich die Frage, ob man bei einer Srf-TE Mutante, die in wassrigem
Milieu die Zyklisierungsreaktion nicht katalysiert, die Makrozyklisierung
wiederherstellen kann. Die Srf-TE(P26G)-Mutante, in der Prolin in Position 26 der
Zyklase durch Glycin substituiert vorliegt, zeigt in wassrigem Milieu fast keine
Zyklisierung des Substrates SLP3-SNAC (siehe Abb. 5.2.4).°* Die Mutation wurde
eingefuhrt um 2zu analysieren ob Proling, das direkt neben der Oxyanion-
Aminosaure Valingy in der Primarsequenz zu finden ist, einen Einfluss auf die
ZykKlisierungsreaktion hat. Bei der Inkubation dieser Mutante in wassrigem Milieu ist
im Reaktionsprofil fast nur die Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters zu beobachten.
FUr eine Untersuchung der Zyklisierungreaktion wurde die Srf-TE(P26G)-Mutante
ebenfalls Uber Nacht (10 h) lyophilisiert und in DMF aufgenommen. Anschliessend
wurde sie mit dem SLP3-SNAC Substrat umgesetzt (2 h, 37°C) und das
HPLC-Reaktionsprofil analysiert. Hierbei zeigt sich Uberraschenderweise, dass auch
die Srf-TE(P26G)-Mutante in DMF in der Lage ist, die Zyklisierungsreaktion zu
katalysieren (siehe Abb. 5.2.4).

Medium: Medium:
Assay-Puffer DMF
Q E
Q &
- gl 2 @
E B & g
0 : @ é
g R S TE P26G Srf TE P26G DMF
§ ] L Sif TE S80A
g
T T T T T | T I |
18 i 2 .} ] n % 3 %

Abb. 5.2.4: Reaktionsprofile der Srf-TE(P26G) Mutante in Assay-Puffer und DMF. Im
ersten Diagram ist die Zyklisierungsreaktion der Inkubation von 2,5 puM lyophilisierter
Srf-TE(P»sG) in wassrigem Puffer und 300 yM des SLP3;-SNAC Substrates bei 37°C
dargestellt. Als Kontroll-Reaktion ist die Inkubation der Srf-TE(SgA)-Mutante mit dem
Substrat dargestellt. Im zweiten Diagram ist die gleiche Reaktion nach Substiution des
Reaktions-Medium mit DMF dargestellt. Die Mutante kann die kinetisch bevorzugte
Hydrolyse in wassrigem Milieu durch die Abwesenheit von H,O nicht mehr katalysieren und
das Substrat wird quantitativ in das zyklische Produkt umgewandelt.
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Interessanterweise ist kein wesentlicher Unterschied in der kinetischen
Charakterisierung der Reaktion, verglichen mit dem Wildtyp Enzym Srf-TE in DMF,
festzustellen. Die katalytische Effizienz der Reaktion betrdgt 0,47 mM'min™ fiir die
Zyklus-Bildung (siehe Tab. 5.2.3). Da durch den Ausschluss des Wassers in der
Reaktion die Zyklisierung des Substrates die einzige Mdglichkeit der Produktbildung
darstellt, ist die in wassrigem Milieu kinetisch bevorzugte Hydrolyse-Reaktion in DMF

nicht mehr méglich und die Mutante verhalt sich ahnlich wie der Wildtyp Srf-TE.

5.2.3 Die Zyklisierungsreaktion der Srf-TE in ionischen Fluissigkeiten

Eine Vielzahl von Publikationen hat in den letzten Jahren den Einsatz von
ionischen Flussigkeiten (IL) in der enzymatischen Biokatalyse und deren Einflu auf
die Aktivitat von Enzymen als Alternative zu konventionellen organischen
Lésungmitteln verdeutlicht.!''* 1% 13¢] |onische Fliissigkeiten versprechen durch ihre
fast unbegrenzten Anion- und Kationen-Kombinationsmoglichkeiten (Designer
Solvents) die Madoglichkeit einer gezielten Optimierung enzymatisch katalysierter
Reaktionen. Um dieses Potential fir die chemoenzymatische Zyklisierungsreaktion
der Srf-TE zu nutzen, wurden verschiedene ionische Flissigkeiten in Kooperation mit
der Firma Solvent Innovation (Koéln) hergestellt. Hierbei wurde durch eine breite
Variation der Kation- und Anion-Kombinationen versucht, eine erste Auswahl zu
treffen, in welchem IL eine Aktivierung der Zyklisierungsaktivitdt moglich ist. Nach
erfolgter Lyophilisation der Srf-TE, wurde diese in der jeweiligen ionischen
Flissigkeit aufgenommen. Anschlieliend wurde der Reaktionsansatz fir 3 h bei 37°C
mit dem Substrat SLP3-SNAC inkubiert. Durch analytische Reaktionskontrolle mittels
HPLC-MS konnte eine enzymkatalysierte Makrozyklisierung der Substrate nur in
einer ionischen Flissigkeit, [OMA]BTA (siehe Kapitel 2.4.2.1), beobachtet werden
(siehe Abb. 5.2.5). Nach 3 h Inkubation der Srf-TE mit dem Substrat in [OMA]BTA
zeigte sich, dass keine Nebenprodukte detektierbar waren. In allen anderen
ionischen FlUssigkeiten konnte unter den gewahlten Bedingungen keine oder nur
geringe Zyklisierungsaktivitat der Srf-TE beobachtet werden (siehe Tab. 5.2.4). Die
Zyklisierungsreaktion der Srf-TE in [OMA]BTA flihrte zwar zu einer Eliminierung der
Hydrolyse, allerdings machte das Ausfallen der Salze auf der Saule unter normalen
Chromatographie-Bedingungen eine Bestimmung kinetischer Daten unmdglich. Um

diesem Problem zu begegnen, wurde versucht, durch Extraktion der zyklischen
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Medium:
[OMA]BTA

SLPWT-SNAC

Zyklus

Absarbance (215 nm)

. L

Abb. 5.2.5: Reaktionsprofil der Srf-TE Zyklisierungsreaktion in [OMA]BTA. Im oberen
Diagram ist die Zyklisierungsreaktion der Inkubation von 10 uM lyophilisierter Srf-TE in
[OMA]BTA und 150 uM des SLP3;-SNAC Substrates nach 3 h bei 37°C dargestellt. Vor der
Trennung auf der Saule wurde durch Auschitteln des Reaktionsansatz (50 yL) mit
Ethylacetat versucht, das zyklische Produkt von der ionischen Flissigkeit abzutrennen. Im
unteren Diagram ist das Reaktionsprofil des Substrates in [OMA]BTA ohne Enzym nach
3 h dargestellt. Deutlich ist die relative Abnahme der Gesamtproduktmenge gegenuber der
Substratmenge zu erkennen. Diese Abnahme ist wahrscheinlich auf eine nicht quantitative
Isolierung des zyklischen Produktes zurtick zufuihren.

Tabelle 5.2.4:
Beobachtete Aktivitat der Srf-TE Zyklisierungs-
Reaktion in verschiedenen ionischen Flissigkeiten.

lonische

Flissigkelt Srf-TE Aktivitat
[BMIM]BF, n.a.
[BMIM]CF3SO5 na.
EcoengTM41 M n.a
Ecoeng''212 Geringe Aktivitat
Ecoeng™1111P na
[4MBP]BF, n.a
[OMA]BTA aktiv
[EoMIM]BTA n.a
[EtOHMIM]BTA n.a
[BMIM]BTA n.a
[EMIM]BTA n.a
[HMIM]BTA Geringe Aktivitat
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Produkte mit Ethylacetat, eine bessere Produktisolierung zu erzielen. Leider fuhrte
diese Extraktion zu einer unterschiedlichen Menge an isoliertem Produkt und keinen
quantitativ reproduzierbaren Daten. Da Uber den molekularen Aufbau ionischer
Flussigkeiten, sowie deren physikalisch-chemische Eigenschaften, bis heute noch
wenig bekannt ist, kann dieses Phanomen der unvollstadndigen Extraktion schwer
erklart werden. Mischungsverhaltnisse der ionischen Flussigkeiten mit 10%, 20%
oder 30% Wasser fuhrten ebenfalls zu keinen verbesserten Ergebnissen. Deshalb
wurde versucht, die physikalischen Eigenschaften so zu verandern, dass unter
normalen chromatographischen Bedingungen kein Aussalzen mehr zu beobachten
ist. Da es sich bei [OMA]BTA um ein sehr hydrophobes IL handelt, dessen Stabilitat
hauptsachlich durch das Kation bestimmt wird, sollte in diesem Zusammenhang
versucht werden, durch die Wahl des BTA-Anions die hydrophoben Eigenschaften
des ILs beizubehalten, durch die Variation des Kations allerdings eine verbesserte
Stabilitat zu erzielen. Mit diesen neu synthetisierten ILs ([EoMIM]BTA,
[EtOHMIMIBTA, [BMIM]BTA, [EMIMIBTA, [HMIM]BTA) wurden Aktivitdtsassays
hinsichtlich einer besseren Aktivitdt der Srf-TE und der Produktisolierung
durchgefuhrt. Leider konnten auch diese ionischen FlUussigkeiten zur keiner

Verbesserung der Produktisolierung oder der zyklischen Produktbildung beitragen.
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5.3 Die chemoenzymatische Makrolaktam-Bildung der Srf-TE

Nichtribosomale Peptid-Zyklasen kdnnen wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben in
zwei Unterklassen eingeteilt werden. Zum einen findet man Zyklasen, die eine
Zyklisierung des Substrates zu einem makrolaktonischen Produkt katalysieren und
zum anderen existieren Zyklasen, die das Substrat zu einem Zyklus umsetzen, der
Uber eine Laktam-Bindung rigidifiziert ist. Bei einer chemoenzymatischen
Zyklisierungsreaktion werden zwei Katalyseschritte unterschieden. Erstens die
Acylierung des aktiven Serins der katalytischen Triade durch den angebotenen
Peptidyl-Thioester und zweitens der intramolekulare nukleophile Angriff eines Peptid-
Nukleophiles auf das Carbonyl-C-Atom des Acyl-O-TE Oxoesters. Wie bereits in
Kapitel 5.2 beschrieben, katalysiert die Zyklase (Srf-TE) des Surfactin
Biosynthesesystems diese Zyklisierungsreaktion durch einen intramolekularen
nukleophilen Angriff der B-Hydroxylgruppe einer Cq4-Fettsdure auf den Acyl-O-TE
Oxoester. Die Acylierung des aktiven Seringg wird in vitro durch aktivierte
Petidyl-SNAC-Substrate erzielt. Interessanterweise kann die Srf-TE auch die
Rickreaktion der Esterspaltung katalysieren.®” Eine Spaltung einer Makrolaktam-
Bindung ist bis heute fliir NRPS-Zyklasen nicht beschrieben worden. Beides spricht
fir die geringere Stabilitat des makrozyklischen Laktons, das sich aber durch eine
erhohte Fexibilitat auszeichnet. Um eine hydrolytische Ring6ffnung des Makrolaktons
zu verhindern, habe ich in dieser Arbeit untersucht, die Ausbildung eines zyklischen
Makrolaktams durch die Srf-TE zu katalysieren.

Fir diese Untersuchungen wurde ein Surfactin-SNAC Substrat synthetisiert, dessen
Primarsequenz sich nur durch die Substitution des intramolekularen Nukleophiles
vom bereits untersuchten SLP-SNAC-Substrat unterschied. Die B-OH-Buttersaure
des Substrates wurde hierfir durch eine B-NH2-Buttersdure ersetzt (siehe
Abb. 5.3.1A). Die Analyse, ob Srf-TE mit Hilfe des Substrates NH,-SLP-SNAC ein
Makrolaktam ausbilden kann, wurde unter Standard-Reaktion Bedingungen (5 uM
Srf-TE, 200 uM NH,-SLP-SNAC, RT, Assay-Puffer pH 6, Reaktionsatz 50 pL)
durchgefiihrt. Nach zweistindiger Inkubation der Srf-TE mit diesem Substrat konnte
im HPLC-Reaktionsprofil keine zyklische Produktbildung nachgewiesen werden
(siehe Abb. 5.3.1B). Die ldentifizierung des auftretenden Signals ergab, dass das

einzige gebildete Produkt der Inkubation, die freie Peptidsaure darstellt, die durch die

89



Ergebnisse

Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters entsteht. Zum Nachweis, das es sich bei dieser
Produkt-Bildung um eine enzymkatalysierte Reaktion handelt, wurde eine Kontroll-
Reaktion durchgefuhrt, in der die beschriebene Srf-TE(S80A)-Mutante mit dem
Substrat NH,-SLP-SNAC umgesetzt wurde. Wie erwartet, flhrt diese Inkubation zu
keiner detektierbaren Produktbildung und beweist die enzymabhangige Hydrolyse

des Substrates.

A) B)

Medium:
Puffer

2
g
K

Laktonisierung
Laktamisierung

SH-TE;

NH,-SLP5-SNAC Zyklisches

Lakton
f\

Absorbance (215 nm)

Sr-TE; SLP3-SNAC

SLP3-CO-TE MNHg-SLP3-O-TE

| % X k] L

Abb. 5.3.1: Die Substrat-Selektivitat der Srf-TE. A) Darstellung der Acyl-O-TE
Intermediate der verschiedenen Surfactin-SNAC Substrate. Nach der Acylierungs-Reaktion
katalysiert die Srf-TE den intramolekularen Angriff der B-OH-Gruppe der Peptid-Fettsaure
auf das C-Carbonyl-Atom des Acyl-O-TE Oxoesters. Durch Substitution des
OH-Nukleophiles mit einer Aminofunktion koénnte Srf-TE eine Makrolaktamisierung
katalysieren. B) Im unteren Diagram ist das Reaktionsprofil der Inkubation von 5 uM Srf-TE
mit 200 uM SLP-SNAC fir 2 h dargestellt. Diese fihrt zur vollstandigen Umsetzung des
Substrates in zwei Produkte. Im Gegensatz dazu fiihrt die Inkubation der Srf-TE mit 200 uM
NH,-SLP-SNAC ausschliesslich zur Freisetzung der Peptidsaure durch den Angriff von
Wasser auf die Acyl-O-TE Oxoesterbindung (oberes Diagram).

Da eine Zyklisierung des Substrates SLP-SNAC mittels des Enzyms Srf-TE mdglich
ist und das Substrat NH,-SLP-SNAC nur enzymatisch hydrolysiert wird, stellt sich die
Frage, worin die Ursache dieser Substrat-Diskriminierung liegt. Die
enzymkatalysierte Hydrolyse des Substrates NH-SLP-SNAC beweist, dass eine
Acylierung der Zyklase mit diesem Substrat erfolgt. Allerdings scheint das
angebotene Substrat nicht in der Lage zu sein in einen Makrozyklus umgesetzt zu
werden. Da sich beide angebotenen Substrate nur in ihrem intramolekularen
Nukleophil unterscheiden, stellt sich also die Frage, warum eine Hydroxyl-Funktion

zur Ausbildung eines zyklischen Produktes fuhrt, wahrend eine Aminofunktion als
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intramolekulares Nukleophil von der Zyklase nicht akzeptiert wird. Die Ursache
dieser Substrat-Diskriminierung sollte somit in der Nukleophilie der Funktionalitat
oder der Positionierung des Nukleophils in der aktiven Tasche der Zyklase begrindet

liegen.

5.3.1. Die Nukleophilie der Surfactin-Substrate

Betrachten wir als erstes die Nukleophilie der Substrate, so ist eine geringere
Nukleophilie der Aminofunktion des NH,-SLP-SNAC Substrates gegenlber der
Hydroxyl-Funktion durch den abnehmenden elektronegativen Effekt nicht zu
vermuten. Allerdings sollte die Aminofunktion bei pH 6 (Assay-Puffer) protoniert
vorliegen und dessen Nukleophilie ist dementsprechend niedriger. Im Falle der
Srf-TE stellen die physikalisch-chemischen Eigenschaften der aktiven Tasche die
Optimierung der Zyklisierungsreaktion auf das angebotene Hydroxyl-Nukleophil dar.
Bei pH 6 weist eine B-Hydroxyl-Alkyl-Funktion einen pK, von ungefahr 10 auf. Die
B-Amino-Alkyl-Funktion des NH,-SLP-SNAC-Substrates ist mit einem pK, von Uber
40 deutlich weniger azide und damit wahrscheinlich nicht in der Lage, bei den in der
aktiven Tasche vorhandenen physikalisch-chemischen Zustanden ein Proton zu
eliminieren. Nur im Falle der Deprotonierung der Ammonium-Funktion sollte es
mdglich sein, die erhdhte Nukleophilie zu nutzen um eine Zyklusbildung zu
katalysieren. Hierfur wurde in ersten Untersuchungen die Basizitat des vorhandenen
Assay-Puffers schrittweise von pH 6 auf pH 10 erhdht. Nach jeweiliger Inkubation der
Srf-TE mit dem NH>-SLP-SNAC Substrat, zeigte das Reaktionsprofil dieser
pH-Scans keine zyklische Produkt-Bildung, was auf eine Beibehaltung der
physikalisch-chemischen Zustande innerhalb der aktiven Tasche unabhangig der

Basizitat der Umgebung schliessen lasst.

5.3.2 Rationales Protein Design der Srf-TE

Natirlich vorkommende Enzyme sind Biokatalysatoren, die auf spezielle
katalytische Anforderungen hin optimiert werden kénnen.!"*”! Durch die wachsende
Zahl von Kristallstrukturen konnen heutzutage gezielt katalytisch wichtige
Aminosauren in Enzymen identifiziert werden und durch Mutagenese (site saturated

mutagenesis) mit allen proteinogenen Aminosauren substituiert werden. Dadurch
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entsteht eine Vielzahl von Mutanten des Wild-Typ Enzyms, die gezielt darauf
getestet werden konnen, eine gewunschte Reaktion zu katalysieren. Daruberhinaus
erhalt man Informationen Uber die Bedeutung verschiedener Seitenketten-
Funktionen des Enzyms fiir seine katalytische Effizienz."*®l Ziel dieser Arbeit war es,
in der Kristallstruktur der Srf-TE Aminosauren zu identifizieren, die einen Aufschluss
Uber den Reaktionsmechanismus dieser Zyklase geben kénnen. Die identifizierten
Positionen sollten durch einen rationalen Ansatz mit anderen Aminosauren
substituiert werden, um eine Zyklisierungsreaktion des oben beschriebenen
Substrates NH,-SLP-SNAC zu induzieren.

Abb. 5.3.2: Katalytisch wichtige Aminosauren der Srf-TE: Ausschnitt aus der
Kristallstruktur der Srf-TE (1JMK). Gezeigt ist die aktive Tasche mit ihren katalytisch
wichtigen Aminosaure-Resten. Zu erkennen ist die katalytische Triade mit dem in gelb
markierten aktiven Seringy, dem Histidinyg; und dem Aspartatio;. In rot sind die beiden
Oxyanion Hole ausbildenden Aminosauren Valiny; und Alaning; dargestellt. Das in blau
dargestellt Tyrosinysg interagiert mit der aktiven Tasche und befindet sich auf einem flexiblen
Loop Bereich der TE, dem sogenannten ,Lid".

92



Ergebnisse

5.3.1.1 Die gezielte Veranderung der Basizitat in der aktiven Tasche

Durch gezielte Beeinflussung der Basizitat in der aktiven Tasche der Zyklase sollte
versucht werden, eine Deprotonierung des p-Amino-Substrates zu erzielen. Die
Substratspezifitat einer Klasse der a/p-Hydrolasen, den sogenannten Lipasen, wird
entscheidend durch den sogenannten ,Lid“-Bereich des Enzyms bestimmt."*® Dieser
Lid ist auch in der Struktur der Srf-TE zu erkennen und wurde nun dahingegen
untersucht, ob dort eine Aminosaure zu finden ist, die mit der aktiven Tasche in
Wechselwirkung tritt. Tatsachlich findet man in Position 159 der Srf-TE einen
Tyrosin-Rest, der dadurch gekennzeichnet ist, dass er sich nicht nur im flexiblen
,Lid“-Bereich befindet, sondern auch mit der aktiven Tasche der TE interagiert
(siehe Abb. 5.3.2). Durch eine gezielte Mutation konnte diese Position (Y159) mit
einem basischen Histidin-Rest substituiert werden um einen pK,-Shift in der aktiven
Tasche zu induzieren und die Deprotonierung des Substrates zu ermdéglichen. Die
Identitdt der erhaltenen Srf-TE(Y159H)-Mutante wurde durch Sequenzierung
bestatigt. Die Inkubation dieser Srf-TE(Y159H)-Mutante mit dem Substrat
NH,-SLP-SNAC flir 3 h fluhrte leider zu keiner detektierbaren Makrolaktam-Bildung
(siehe Abb. 5.3.3). Die Integration eines zusatzlichen Histidin-Restes in die aktive
Tasche der Srf-TE flhrt also dementsprechend nicht zu einer ausreichenden
Deprotonierung und Erhéhung der Nukleophilie des NH,-SLP-SNAC Substrates.

Medium: Substrate:
Puffer NHZ-SLP-SNAC

Hydrolyse

SH-TE(Y159H)

Sr-TE
-_‘-——--______________-_

Absorbance (215 nm)

pil % ki 3

Abb. 5.3.3: Das Reaktionsprofil der Srf-TE(Y159H)-Mutante: Im oberen Diagram ist die
Inkubation von 5 uM der Srf-TE(Y159H)-Mutante mit 200 uM des Substrates NH,-SLP-
SNAC nach 2 h dargestellt. Im unteren Diagram ist zu Vergleichszwecken die gleiche
Reaktion des Wild-Typ Enzyms Srf-TE dargestellt. Beide Enzyme kénnen das Substrat nur
zur freien Saure durch Hydrolyse der Acyl-O-TE Oxoesterbindung umsetzen.
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5.3.2.2 Die Seitenketten-Spezifitat der Oxyanion Hole Aminosauren

Die katalytische Effizienz eines Enzyms beruht einzig auf seiner Fahigkeit, die
Aktivierungsenergie AG* einer chemischen Reaktion zu senken. Diese Fahigkeit wird
dadurch erreicht, dass die Tertiarstruktur eines Enzyms den Ubergangszustand der
Reaktion stabilisiert. Die Energie-Bilanz der Reaktion andert sich dabei nicht. In
NRPS-Zyklasen ist die Ausbildung des intermediaren tetrahedralen Ubergangs-
zustandes dadurch begulnstigt, dass dieser, durch die Peptid-Bindung zweier
Oxyanion-Hole ausbildende Aminosauren stabilisiert wird (siehe Kap. 2.2.3.1). Durch
einen Sequenzvergleich verschiedener Zyklasen konnte herausgefunden werden,
dass die Aminosauren, welche sich direkt downstream neben dem katalytisch aktiven
Serins befinden, ein auffalliges Muster der Seitenketten-Funktionen aufweisen. Diese
Aminosaure, die einen Teil des Oxyanion-Hole ausbildet, tragt in Zyklasen, die eine
zyklische Makrolaktonisierung katalysieren eine kurze aliphatische Seitenkette. In
Zyklasen, die eine Makrolaktam-Bildung katalysieren, ist in dieser Position ein
konservierter Serin-Rest zu finden. Um herauszufinden, ob diese Position einen
entscheidenden Einfluss auf die Substrat-Selektivitat der Srf-TE hat, wurde in
Position 81 (Alanin) durch gezielte Mutation ein Serin eingefuhrt. Die Identitat der
erhaltenen Srf-TE(A81S)-Mutante konnte durch eine Sequenzierung bestatigt
werden. Nach erfolgter Inkubation dieser Srf-TE(A81S)-Mutante mit dem Substrat
NH,-SLP-SNAC fiur 3 h konnte im HPLC-Reaktionsprofil dieses Assays ein geringer
Umsatz (0,5%) zum gewlnschten Surfactin-Makrolaktam (Surfactam) detektiert
werden. Der Hauptanteil der Produkt-Bildung liegt allerdings mit Uber 99% immer
noch auf Seiten der freien Peptidsaure (siehe Abb. 5.3.4). Verglichen mit der
Reaktion des Wildtyp-Enzym Srf-TE, beweist der Umsatz zum zyklischen Produkt
durch die Mutante allerdings die Notwendigkeit einer zusatzlichen Hydroxyl-Funktion
fur die Makrolaktamisierung. Die Identitdt des auftretenden zyklischen Laktams
wurde mit Hilfe einer massenspekrometrischen Analyse (FT-ICR-MS) bestatigt (siehe
Tab. 5.2.2).
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Medium: Medium:
Puffer Puffer

Hydrolyse
Enzym
Hydrolyse
Enzym

zZyklisches

SH-TE Srf-TE A81S
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Abb. 5.3.4: Das HPLC-MS-Reaktionsprofil der Makrolaktam-Bildung: Im linken
Reaktionsprofil ist die Inkubation von 10 yM Srf-TE mit 200 uM des Substrates NH,-SLP-
SNAC nach 3 h dargestellt. Das obere Diagram stellt die UV-Absorption bei 215 nm dar, in
dem die quantitative Umsetzung des Substrates zur freien Saure durch die Hydrolyse zu
erkennen ist. Zur Verdeutlichung ist im unteren Diagram das MSD-Signal m/z des Laufes
dargestellt. Das rechte Reaktionsprofil reprasentiert die Inkubation der Srf-TE(A81S)-
Mutante mit demselben Substrat bei gleichen Reaktionsbedingungen. Deutlich ist im
MSD-Diagram hierbei die Entstehung eines neuen Signales bei einer Retentionszeit von
18,5 Minuten zu beobachten, das der Masse entspricht, die fur das zyklische Laktam
errechnet wurde.

Durch Synthese eines reaktiveren Substrates (NH,-SLP-Thio), indem die SNAC-
Abgangsgruppe durch eine Thiophenol-Abgangsgruppe ersetzt wurde, konnte
interessanterweise eine Steigerung des Gruppenibertragungs-Potentials der
Abgangsgruppe flur eine verbesserte Ausbeute des zyklischen Produkts genutzt
werden. Hierflir wurde das synthetisierte Substrat NH,-SLP-Thio ebenfalls fir 3 h mit
der Srf-TE(A81S)-Mutante umgesetzt. Das Reaktionsprofil (siehe Abb. 5.3.5) dieser
Inkubation zeigte eine erhéhte Surfactam-Bildung (11%). Die Identitat des zyklischen
Produkts wurde mit Hilfe der massenspekrometrischen Analyse (FT-ICR-MS) auch in
diesem Fall eindeutig bestatigt (siehe Tab. 5.2.2). Um auszuschliessen, dass es sich
bei der Zyklus-Bildung um eine enzymunabhangige Reaktion handelt, wurde auch
dieses Substrat fur 3 h bei RT ohne Enzym inkubiert. In diesem Reaktionsprofil ist
keine Produkt-Bildung zu erkennen. Auch die Inkubation des Wildtyp-Enzyms Srf-TE
mit dem Substrat NH,-SLP-Thio zeigte keine zyklische Laktam-Bildung, was
wiederum eindeutig die Notwendigkeit der OH-Seitenketten-Funktion der Position 81
fir die Surfactam-Bildung herausstellt. Da beide Substrate, NH,-SLP-SNAC und

NH2-SLP-Thio, gleichfalls in der Lage sind das Seringy in der aktiven Tasche zu
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acylieren und die erhdhte Reaktivitat der Abgangsgruppe keinen Einfluss auf die

Zyklisierungsreaktion haben sollte, wird dieser Sachverhalt ausfuhrlicher in Kapitel

6.3 diskutiert.

Medium:

‘E Puffer

Hydrolyse

Zyklisches
Laktam

|

NHy-SLP-Thio

Srf-TE
AB1S

Sri-TE
Wt

L - Srf-TE

Absorbance (215 nm)

Abb. 5.3.4: Das HPLC-Reaktionsprofil der Makrolaktam-Bildung mit dem Substrat
NH,-SLP-Thio: Im obersten Diagram ist die Inkubation der Srf-TE(A81S)-Mutante (10 uM)
mit 200 uM des Substrates dargestellt. Deutlich ist eine Makrolaktam-Bildung zu erkennen.
Als Kontroll-Reaktion ist im mittleren Diagram die Inkubation des Wild-Typ Enzyms Srf-TE
unter den gleichen Reaktionsbedingungen gezeigt. Im untersten Diagram ist das Substrat
nach 3 h Inkubation ohne Enzym abgebildet.

Eine weitere interessante Fragestellung war, ob es durch die Integration einer
Hydroxyl-Funktion in der zweiten Oxyanion-Aminosaure Valin (Position 27) der
Srf-TE ebenfalls zu einer gewinschten zyklischen Laktam-Bildung kommen kann.
Um die Nahe der OH-Funktionalitat innerhalb der aktiven Tasche zum Carbonyl-C-
Atom des Acyl-O-TE Oxoesters zu sichern und um zu erfahren, ob eine zusatzliche
Wasserstoff-Briicke die Nukleophilie des Substrat-Nukleophils erhdhen kann, war
diese zweite Oxyanion-Hole Position sehr vielversprechend. Durch gezielte Mutation
wurde die Position Valiny7 innerhalb der Srf-TE durch ein Threonin substituiert und
die Identitat der Mutante durch Sequenzierung sichergestellt. Die Inkubation dieser
Mutante Srf-TE(V27T) mit den beschriebenen Substraten NH-SLP-SNAC und NH,-
SLP-Thio fuhrte zu keiner detektierbaren makrozyklischen Laktam-Bildung. Da die
OH-Funktion in Position 81 einen entscheidenden Einfluss auf die Laktam-Bildung
hat, wurde anschliessend versucht eine ,Doppel-Mutante® Srf-TE(V27T/A81S)

herzustellen, in der zwei Wasserstoff-Briicken bildende OH-Funktionen in die aktive
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Tasche eingebracht wurden. Ziel war es hierbei herauszufinden, ob die zyklische
Laktamausbeute durch Intergration zweier Wasserstoff-Briicken Donoren erzielt
werden kann. Interessanterweise konnte im Reaktionsprofil der Inkubation mit den
beschriebenen Substraten wiederum eine zyklische Laktam-Bildung identifiziert
werden, allerdings ohne signifikante Steigerung der Produkt-Ausbeute. Dies belegt,
dass die Mutation in Position 81 den entscheidenden Einfluss auf die Laktam-Bildung
hat, wahrend eine zusatzliche OH-Funktion in der zweiten Oxyanion-Aminosaure in

Position 27 keine oder nur einen geringen Einfluss auf die Makrolaktamisierung hat.

5.3.3 Die chemoenzymatische Surfactam Produktion in DMF

Um die Produktausbeuten der zyklischen Laktambildung mittels der
Srf-TE(A81S)-Mutante zu erhdhen, wurde versucht, den in Kapitel 5.2.2.1
beschriebenen Ansatz der Zyklisierungsreaktion in DMF auf die Surfactam-Bildung
anzuwenden. Wiederum konnte nach erfolgter Lyophilisation der Srf-TE(A81S)-
Mutante und anschlieBender Aktivierung in DMF eine erhéhte Zyklisierungsrate der
Reaktion beobachtet werden. Das Reaktionsprofil der erfolgreichen Umsetzung des
Substrates NH,-SLP-Thio in DMF durch die Srf-TE(A81S)-Mutante zeigt, dass eine
Steigerung der zyklischen Produktausbeute bei RT auf 15% erzielt werden kann. Da
in DMF keine Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters mdglich ist, war es erstaunlich,
dass in diesem Fall keine quantitative Produktbildung erzielt werden konnte. Da in
organischen Losungsmitteln Enzyme als thermostabiler beschrieben worden sind,!'*%
war eine Erhohung der Inkubationstemperatur eine interessante Variante die
Reaktivitat zu steigern. Bei einem Temperaturoptimum von 50°C lag die zyklische
Produktausbeute des eingesetzten Substrates nach 3 h deutlich Uber den bei RT
erzielten Produktausbeuten. Eine weitere Erhohung der Inkubationstemperatur in
DMF fuhrte lediglich zu einer verstarkten enzymunabhangigen Zyklisierungsreaktion,

steigerte aber nicht die zyklische Surfactam-Bildung.
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6 Diskussion

6.1 Die Derivatisierung des Bacitracins

In der Natur katalysiert die C-terminale Zyklase (Bac-TE) des Bacitracin
Biosynthesesytems die Zyklisierung des PCP-gebundenen Dodecapeptides zum
verzweigtkettigen Makrolaktam Bacitracin. Damit es zu diesem stereo- und
regioselektiven Ringschluss kommen kann, bedarf es der spezifischen Erkennung,
Acylierung und Positionierung des Substrates in der aktiven Tasche der Zyklase.
Dadurch wird die molekulare Grundlage geschaffen, die den nukleophilen Angriff der
e-Aminogruppe des Lysinsg auf den ausgebildeten Acyl-O-TE Oxoester ermdglicht.
Frahere Untersuchungen mit anderen NRPS-Zyklasen haben gezeigt, dass Zyklasen
aus ihrem natirlichen Verbund herausgelost werden kdnnen und ihre Aktivitat in vitro
behalten, wenn sie mit synthetischen Peptidyl-Thioester-Substraten inkubiert
werden.®” %! Diese chemoenzymatische Zyklisierung war die Basis der in dieser
Arbeit vorgestellten Untersuchungen. Mit dieser Methode ist es mdglich, lineare
Peptidyl-Substrate in ihre bioaktive, zyklische Struktur zu Uberfihren. Durch die
Variabilitdt der durch Festphasensynthese hergestellten Substrate, stellt sie
ausserdem eine schnelle und effektive Methode zur Herstellung zyklischer Derivate
der Naturstoffe dar.® Ziel meiner Arbeit war es herauszufinden, ob die
chemoenzymatische Strategie auch auf die freistehende Zyklase des Bacitracin
Biosynthesesystems angewendet werden kann, und ob diese in der Lage ist,
synthetische Substrat-Analoga umzusetzen, woraus ein Aufschluss Uber das
Zyklisierungsverhalten dieser Zyklase erlangt wurde. Zusatzlich sollte durch
Substitution des heterozyklischen Thiazolin-Ringes mit anderen funfgliedrigen
Heteroaromaten eine kleine Substanzbibliothek erstellt werden, deren Produkte sich
durch gleichbleibendes Bioaktivitatsprofil, aber unterschiedliche pharmakologische
Eigenschaften im Vergleich zu Bacitracin A auszeichnen. Die integrierten
heteroaromatischen Dipeptid-Bausteine, die entweder eine Thiazolin-, Thiazol-,
Oxazol- oder Methyloxazol-Gruppe enthielten, wurden organisch-praparativ
hergestellt und N-terminal an die lineare Decapeptidsequenz des Bacitracin
gekuppelt. Nach erfolgreicher Thiophenol-Aktivierung konnten diese Hybridsubstrate

von der Bacitracin-Zyklase erkannt und zu den gewinschten zyklischen Produkten
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umgesetzt werden (siehe Abb. 6.1). Die so erhaltenen Bacitracin-Derivate wurden
anschlielend in einem Bioaktivitatstest auf ihr antibiotisches Potential gegen einen

reprasentativen Gram-positiven Indikatorstamm getestet.
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Abb. 6.1: Die chemoenzymatisch erzeugten Bacitracin-Derivate: Bacitracin A
(BacThia,) enthalt den naturlichen Thiazolin-Ring an Position 2 des Molekils. Die
erzeugten Bacitracin-Derivate zeichnen sich dadurch aus, dass an dieser Stelle ein
Austausch gegen eine Thiazol-(BacThaz,), Oxazol-(BacOxS,), oder Methyloxazol-
Gruppe (BacOxT,) erfolgt.

6.1.1 Der Einfluss des Heterozyklus auf die Zyklisierungsreaktion

Die Bacitracin-Zyklase erwies sich als effizientes molekulares Werkzeug flr
die Zyklisierung von Bacitracin-Thiophenol-Substraten und konnte  zur
chemoenzymatischen Produktion des natlrlichen Bacitracins A genutzt werden.
Zusatzlich gelang mit dieser Methode auch die Derivatisierung des Bacitracins durch
Substitution des Thiazolin-Ringes mit einem natlrlich  vorkommenden

heteroaromatischen Thiazol, Oxazol oder Methyloxazol. Die dabei charakterisierte
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Zyklisierungsreaktion der Substrat-Derivate fuhrte zu der Erkenntnis, dass der
Heterozyklus in Position 2 des Molekuls keinen entscheidenden Einfluss auf die
katalytische Effizienz der Zyklisierungsreaktion hat. Dieses ist nicht Uberraschend, da
sich der heterozyklische Teil des Molekils vier Aminosduren vom Substrat-
Nukleophil entfernt befindet, und somit in einem Teil des Molekils lokalisiert ist, der
keinen direkten Einfluss auf die Effizienz der Zyklusbildung haben sollte. Wie bei
anderen Zyklisierungsreaktionen beobachtet werden konnte,® 5 ist auch im Fall der
Bacitracin-Zyklase hauptsachlich die Identitdt und Stereochemie der zu
verbindenden Aminosauren L-Lyss und L-Asnqy fir eine effiziente Zyklusbildung
verantwortlich. Gleichwohl hat der N-terminale Teil des Molekuls aber einen Einfluss
auf die Positionierung des Substrates in der aktiven Tasche. Die vollstandige
Entfernung des gesamten N-terminalen Teiles des Molekuls, also der Aminosauren
die nicht in den Zyklus eingebunden werden, fuhrte zu einer volligen Aufhebung der
Zyklisierung des angebotenen Substrates (BLP-7A;) und verdeutlicht, dass dieser
Teil des Molekils von essentieller Bedeutung fir die Substrat-Erkennung ist. Um
dieses noch weiter einzuschranken, kann man argumentieren, dass sogar die
Identitédt des Heterozyklus eine Bedeutung fur die Substrat-Positionierung besitzt.
Durch die Prasenz zweier benachbarter Nukleophile im linearen Bacitracin konnte in
allen Zyklisierungsreaktionen die Ausbildung zweier regioisomerer Produkte
beobachtet werden. Die Regioselektivitat der Bacitracin-Zyklase wurde durch die
Substitution des natlrlichen Thiazolin-Ringes gestort. Dabei konnte herausgefunden
werden, dass schon die Oxidation des Thiazolin-Ringes zum Thiazol eine 20%
hoéhere Nebenproduktbildung in der Zyklisierungsreaktion, verglichen mit dem
naturlichen Substrat, hervorrief. Der Austausch des Schwefel- durch ein Sauerstoff-
Atom im Heterozyklus flhrte sogar zu einer noch deutlicheren, 11-fachen, Steigerung
des regioisomeren Nebenproduktes. Diese Erkenntnisse verdeutlichen, dass eine
Veranderung des naturlichen Heterozyklus zu einer Positionierung des Substrat-
Nukleophils in der aktiven Tasche fuhrt, die den zusatzlichen Angriff der
benachbarten Ornithin-Seitenkette auf die Oxoesterbindung ermoglicht. Diese
Beobachtung einer relaxierten Regioselektivitat in  vitro wurde auch in
Untersuchungen der Zyklisierungsreaktion azider Lipopeptide beobachtet, in denen
die Identitdt der N-terminalen Fettsdure einen entscheidenden Beitrag auf die

Regioselektivitit der Zyklase hat.['*¥
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6.1.2 Der Einfluss des Heterozyklus auf die Bioaktivitat

Der heterozyklische Thiazolin-Ring stellt einen wichtigen Teil des molekularen
Pharmakophors des Bacitracins dar. Die Entfernung dieses heterozyklischen Ringes
fuhrt zu einer kompletten Aufhebung des Chelatisierungspotentials des Molekuls und
somit zur Aufhebung des antibiotischen Profils. Dieser Sachverhalt konnte
eindrucksvoll am Bacitracin-Derivat BacAla, verdeutlicht werden, in dem keine
Bioaktivitdt gegenuber dem gewahlten Indikatorstamm beobachtet werden kann. Bei
allen anderen in dieser Arbeit durch chemoenzymatische Synthese hergestellten und
untersuchten Bacitracin-Derivaten konnte hingegen eine Bioaktivitat gegen den
Indikatorstamm Bacillus subtilis PY 79 beobachtet werden. Die Substitution des
heterozyklischen Pharmakophors mit anderen naturlich vorkommenden Heterozyklen
fuhrte zu der Erkenntnis, dass auch andere heterozyklische Ringsysteme in der Lage
sind, dem Bacitracin-Molekul die wichtige Eigenschaft zu verleihen, zweiwertige
lonen zu komplexieren. Ausserdem scheinen die untersuchten Derivate innerhalb
des gebildeten Zn2+-KompIexes die richtige Konformation anzunehmen, die eine
Interaktion mit dem Css-Transporter ermoglicht. Hybrid-Antibiotika kénnen zwar vollig
neue antibiotische Wirkungsmechanismen ausbilden, wie dieses fur Chimare der
nichtribosomalen Peptidantibiotika Tyrocidin und Streptogramin gezeigt werden
konnte,"*"! allerdings ist im Falle der untersuchten zyklischen Bacitracin-Derivate von
einem ahnlichen Wirkungsprinzip wie dem des Bacitracin A auszugehen.
Interessanterweise zeigte sich hierbei ausserdem, dass das Bacitracin-Derivat,
welches einen Oxazol-Ring tragt, eine deutlich niedrigere Bioaktivitat besitzt als das
Methyloxazol-Derivat. Durch die zusatzliche Methylgruppe in Position 5 des
heteroaromatischen Oxazol-Ringes sinkt der MHK-Wert auf einen 4-fach niedrigeren
Wert. Diese Beobachtung ist erstaunlich, konnte allerdings auch im aziden
Lipopeptid Daptomycin beobachtet werden, in dem die zusatzliche pB-Methylgruppe
des 3-Methyl-Gluy, einen 6-fach niedrigeren MHK-Wert hervorrief.'*? Da keines der
synthetisierten neuartigen Bacitracin-Derivate eine hdhere Bioaktivitdt als das
naturliche Bacitracin A zeigt, ware es interessant, durch den Einbau einer
zusatzlichen Methylgruppe in einen Thiazolin-Ring ein Derivat zu generieren, das die

erzielten Erkenntnisse miteinander verbindet.
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6.1.3 Der Einfluss des Substrates auf die Zyklisierungsreaktion

Eine weitere interessante Beobachtung der erwahnten Zyklisierungsreaktion
kann durch die Wahl der Thiophenol-Abgangsgruppe beobachtet werden. So werden
beide zyklischen Regioisomere auch in Abwesenheit der Zyklase spontan ausbildet.
Die Abnahme der Konzentration des Substrates Uber die Zeit ist bei dieser
spontanen Zyklisierung langsamer und die BindungsknlUpfung deutlich unspezifischer
in der Wahl des Substrat-Nukleophils, als bei der katalysierten Reaktion. Ein
entscheidendes Merkmal der spontanen Autozyklisierung scheint dabei das Auftreten
einer Vorfaltung des Peptidyl-Substrates zu sein. Diese Vorfaltung des Peptides wird
durch die Mdéglichkeit zur Ausbildung einer sekundaren B-Faltblatt-Struktur ermdglicht
und konnte ebenfalls flr die nichtribosomalen Peptide Tyrocidin und Gramicidin S
bewiesen werden.[** '**l Diese zeichnen sich dadurch aus, dass sie sich aus 4n+2
(n=2) Aminosauren zusammensetzen und in der Lage sind, durch Ausbildung von
Wasserstoffbriicken  innerhalb  des  Peptidrickgrates, eine antiparallele

Faltungsstruktur auszubilden (siehe Abb. 6.2).
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Abb. 6.2: Die antiparallele Faltungsstruktur am Beispiel der zyklischen
NRPS-Makrolaktame Tyrocidin und Gramicidin S: A) Die Ausbildung von funf
Wasserstoff-Briicken ermoglicht die Vorfaltung des Tyrocidins. Dabei fallt auf,
dass vier der Wasserstoff-Bricken durch das Rickgrat des Peptides gebildet
werden. Die Aminofunktion des Ornithins kann zusatzlich eine Wasserstoff-Bruicke
ausbilden und ist wahrscheinlich an der Initiation der Vorfaltung beteiligt. B) Auch
das Gramicidin S ist in der Lage, durch vier Wasserstoff-Bricken eine ,Sekundar®-
Struktur auszubilden.
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Diese intrinsische Eigenschaft der Peptide erleichtert deutlich die Zyklisierung
innerhalb der aktiven Tasche, fuhrt allerdings in Losung auch zu spontanen
Autozyklisierungen."* Durch die Vorfaltung werden die an der Zyklisierung
beteiligten Aminosauren in unmittelbare Nahe zueinander gebracht und kénnen nun
durch die Einschrankung der Freiheitsgrade des Peptides leichter miteinander
reagieren. Diese Eigenschaft einiger natlrlicher Peptide spielt bei vielen
Zyklisierungen eine bedeutende Rolle. So kann zum Beispiel im Biosynthesesystem
des Nostocyclopeptides nach erfolgreicher Reduktion des C-Terminus eine spontane

48] Dieses wird

Autozyklisierung des Peptidyl-Aldehyds beobachtet werden.!
wahrscheinlich entscheidend durch die Vorfaltung des Nostocyclopeptides
ermoglicht. Auch fur Bacitracin ist eine solche Peptidfaltung von grof3er struktureller
Bedeutung. Wahrscheinlich wird diese durch eine Wasserstoffbricke zwischen der
terminalen Aminogruppe des L-lle; und des Carbonyl-Sauerstoff des L-Asni;
ausgebildet 5% ynd kann zusammen mit dem hohen Gruppenubertragungpotential
der Thiophenol-Abgangsgruppe die beobachtete spontane Autozyklisierung
auslésen. Durch die unmittelbare Nahe des intramolekularen Nukleophils zur
Carboxyl-Funktion des Peptides muisste in vorgefalteten Peptidyl-Thiophenol-
Substraten also stets eine gewisse spontane Autozyklisierung unter diesen
Bedingungen zu erkennen sein. Die Vorfaltung von Peptidyl-Substraten konnte bis
heute hauptsachlich fur Substrate zyklischer Makrolaktam-Verbindungen gezeigt
werden. Die NMR-Struktur des Makrolaktons Daptomycin lasst allerdings auch auf
eine Ausbildung eines Typ Il B-Turns schliessen, und legt die Bedeutung der
Vorfaltung fur langere Peptid-Laktone dar. Das lineare Peptidyl-Substrat des
kleineren Makrolaktons Surfactin hingegen zeigt nach Aktivierung mit einer
Thiophenol-Abgangsgruppe keine spontane Autozyklisierung in Losung. Daraus lasst
sich erkennen, dass lineares Surfactin wahrscheinlich nur in einem geringen Masse
vorgefaltet vorliegt, bevor es in die aktive Tasche der Zyklase gelangt. Dieser
Umstand lasst die Vermutung zu, dass zyklische Laktamverbindungen einer
starkeren Vorfaltung des linearen Peptides bedirfen, um effizient durch die Zyklase

zyklisiert werden zu kénnen.
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6.2 Solvent Engineering

Verglichen mit der organischen Synthese stellt die chemoenzymatische
Synthese eine einfache und schnelle Mdglichkeit dar, zyklische Naturstoffe und
deren Derivate zu erzeugen. Eine Hauptursache reduzierter Produktausbeuten ist
dabei das generelle Auftreten von Hydrolyse als Konkurrenzreaktion zur
Zyklusbildung. Diese beobachtete Hydrolyse, die in der nichtribosomalen
Biosynthese zu einem erheblichen Verlust von Energieaquivalenten flihren wirde,
wird in vivo wahrscheinlich durch die globuldren Strukturen der Synthetasen
verhindert. Liegt die terminale Zyklase, wie im Fall der chemoenzymatischen
Zyklisierung von ihrer natlrlichen Synthetase getrennt vor, kann Wasser vermehrt in
die aktive Tasche gelangen und so zu erhdéhten Hydrolyseraten flihren. Besonders
der Einsatz von Substrat-Analoga, die durch ihre Sequenzvarianz innerhalb der
aktiven Tasche nicht richtig positioniert werden koénnen, kann zu einer erhdhten
Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters fuhren. Dieser Sachverhalt wurde besonders bei
der chemoenzymatischen Zyklisierungsreaktion der Surfactin-Zyklase beobachtet.
Die naturlich vorkommende B-OH-Cq4-Fettsaure des Substrates musste durch eine
kirzere B-OH-Buttersaure ersetzt werden, um eine effektive Zyklisierung zu erzielen
und fuhrte dadurch zu einer unbefriedigenden Ausbeute des zyklischen Produktes.
Durch Verkidrzung der N-terminalen Fettsduren werden die hydrophoben
Eigenschaften des Peptides vermindert und somit ein vermehrter Wassereinstrom in
die aktive Tasche der Zyklase begunstigt. Der bei diesen Untersuchungen erzielte
Umsatz des eingesetzten Substrates spricht mit einem Verhaltnis von 70% Hydrolyse
gegen eine biotechnologische Anwendung diese Synthese-Strategie. Eine limitierte
Produktausbeute wurden auch fur anderen Zyklisierungsreaktionen nichtribosomaler
Peptide  beobachtet.®* ™8 Um die  zyklische Produktausbeute  der
chemoenzymatischen Zyklisierungsreaktion zu steigern, wurde in dieser Arbeit der
Ansatz eines Solvent Engineering auf die NRPS-Zyklasen angewendet. Die
Substitution des wassrigen Puffer-Milieus durch organische Ldsungsmittel fuhrte in
verschiedenen Arbeiten zu einer erhdhten Thermostabilitit von o/p-Hydrolasen,!™”!
und konnte sogar fur eine Veranderung der von ihnen katalysierten Reaktion genutzt
werden.""”! Auch am Beispiel der nichtribosomalen Zyklase Srf-TE konnte ich
zeigen, dass der Ersatz des wassrigen Puffer-Milieus durch das organische

Lésungsmittel DMF flr eine enzymkatalysierte Zyklisierung, die einer konventionellen
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Michaelis-Menten-Kinetik folgt, verwendet werden kann. Wahrend in wassrigem
Milieu die durch Hydrolyse hervorgerufene freie Peptidsaure das Uberwiegende
Produkt darstellt, kann in der unnaturlichen Umgebung des DMF die Zyklase eine
quantitative Umsetzung des Substrates in das zyklische Produkt katalysieren. Dabei
zeigte sich, dass sich die katalytische Effizienz der Srf-TE in DMF (0.59 mM 'min™")
von der in wassrigem Milieu beobachteten Effizienz (2.56 mM'min™) unterschied.
Die erniedrigte katalytische Effizienz liegt in einer stark erniedrigten Wechselzahl des
Enzyms im unnatirlichen Medium des DMFs begrindet. Die reduzierte katalytische
Aktivitat von Enzymen in polaren organischen Ldsungsmittels konnte auch in
anderen Studien beobachtet werden.!'*®! Um diesem Problem zu begegnen, wurde
durch verschiedene Mutagenese-Strategien versucht, die enymatische Effizienz zu
steigern. Dabei war es mdglich, durch eine ungerichtete Mutagenese eine deutliche
Steigerung der Aktivitit des Enzyms Subtilisin E in DMF zu erzielen.!"*!

Ein weiterer Vorteil der enzymatischen Katalyse in nichtwassrigen Losungsmitteln
besteht in der erhéhten Ldslichkeit von hydrophoben Peptidyl-Substraten. Besonders
die sehr hydrophoben Surfactin-Substrate zeigen eine hdhere Loslichkeit in DMF.
Durch die Aktivitat der Srf-TE in DMF war es dadurch zum ersten Mal mdglich, ein
Surfactin-Substrat, das eine lange Cis-Fettsaure-Kette enthielt, mit Hilfe einer
freistehenden Zyklase zu zyklisieren und dadurch authentisches Surfactin
chemoenzymatisch zu erzeugen. Der Einsatz des Substrates SLPwr-SNAC fuhrt
dabei zu einer verbesserten katalytischen Effizienz der Srf-TE katalysierten
Zyklisierungsreaktion in DMF. Dieses ist in diesem Fall auf eine bessere
Positionierung des Substrates in der aktiven Tasche der Zyklase zurtickzufiihren. In
den aufgeklarten Kristallstrukturen nichtribosomaler Zyklasen konnten hydrophobe
Bereiche identifiziert werden, die eine starke Bindungsaffinitat zu langen Alkylketten
aufweisen und damit eine optimalere Ausrichtung des Substrates in der aktiven
Tasche ermdglichen.®* % Die Aktivitit der Srf-TE in DMF war auch von groRem
Vorteil fir die chemoenzymatische Surfactam-Bildung. Die Srf-TE(A81S)-Mutante
behielt ebenfalls ihre Aktivitdt in DMF und durch die Erhéhung der Zyklisierungsrate
konnte eine verbesserte zyklische Surfactam-Ausbeute erzielt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die katalytische Aktivitat der Srf-TE
in DMF eine Methode entwickelt werden konnte, die zu erhohter Loslichkeit der
hydrophoben Surfactin-Substrate und durch die quantitative Umsetzung des

Substrates in das zyklische Produkt eine substantielle Verbesserung der
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chemoenzymatischen Produktion des naturlichen Surfactins und dessen Surfactin-

Derivaten darstellt.

6.2.1 Die Position P26 in der Srf-TE
Die Aktivitat der Srf-TE in DMF kann genutzt werden, um quantitative

Substratumsetzung zu zyklischen Produkten zu erzielen. In der Srf-TE(P26G)-
Mutante allerdings kann der ausgebildete Acyl-O-TE Oxoester in wassrigem Milieu
nicht effizient von der Zyklase zyklisiert werden, so dass hauptsachlich Hydrolyse zu
beobachten ist™ Diese beiden Beobachtungen warfen eine zusatzliche
Fragestellung auf. Kann die Zyklisierungsaktivitat der Srf-TE(P26G)-Mutante in DMF
rekonstituiert werden? Interessanterweise konnte eine solche Rekonstitution der
Zyklisierungseigenschaften dieser Mutante in DMF erzielt werden. Die gemessene
katalytische Effizienz der Srf-TE(P26G)-Mutante in DMF unterscheidet sich dabei
nicht wesentlich von der des Wild-Typ-Enzyms Srf-TE. Um diesen Sachverhalt naher
zu analysieren, wurden Sequenzvergleiche mit verschiedenen «o/B-Hydrolasen
angestellt, aus denen abgeleitet werden konnte, dass die Position des Prolins 26 in
der Srf-TE zu einem spezifischen Konsensus-Motiv der o/pB-Hydrolasen gehort (siehe
Abb. 6.3). In vielen o/p-Hydrolasen ist an dieser Position das von Fischer und Pleiss
postulierte GX-Motiv zu finden, dass zur naheren Klassifizierung des Enzyms genutzt
werden kann.®® In diesem Motiv stellt die Position des X immer eine der beiden
Aminosauren des Enzym dar, die fur die Ausbildung der Oxyanionbindungstasche
zustandig ist. Meine Untersuchungen zeigen, dass dieses GX-Motiv in NRPS-
Zyklasen durch ein PX-Motiv ersetzt vorliegt. Die einzige Ausnahme eines Enzyms,
das ein solches PX-Motiv enthalt, aber nicht zu der Klasse der NRPS-Zyklasen
gehort, ist die a-Aminosaure-Esterhydrolase aus Acetobacter Turbidans.'*” Dieses
Enzym katalysiert die Hydrolyse und Synthese von B-Laktam Antibiotika, wobei durch
kinetische Kontrolle eine maximale Acyl-Transferase-Aktivitat erzeugt werden kann.
Es handelt sich also auch in diesem Fall um ein Enzym, das eine Bindungsknupfung
katalysiert. Da o/B-Hydrolasen, die ein PX-Motiv an dieser Stelle besitzen, eine
Bindungsknipfung katalysieren, kann man von der begrindeten Annahme
ausgehen, dass ein integrierte Prolin eine entscheidende Bedeutung auf die
Bindungsknupfung ausubt.
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DRPPLFCFHPAGGLGWAYAGLARHL Majoriat
17 QEQI I FAFPIPVILGYGLMYQNLSSRL SATE
98 GGKNLFCFPIPI|SGFGI YFKDLALA QL FenTE
99 GGKNLFCFPPAASMGI AYMGL AKHL BacTE
26 DSI PVFCFPPL||l GYGLVYNEMAKRL ItuTE
31 GSI PVFCFPIPLIIl GYGLVYNEMANRL MycTE Lineare
20 SQRPLFLVHPLGGEVQYVRDLAAAI Syr-TE Zyklasen
22 TARNVFCFTIPIIGAQSVYYQKLAAEI TycTE
45 DRPPLFCVHPAIVGLGWAYASLLZPWL A54-TE
46 TARPVFCVHPGSGMSWCYSGLVRHL CDATE
20 SRAPLFCVHPAGGFGWVYSALLRHT SnbDE-TE
32 TDRNVFLFAPIIGAQGVFYKKLAEAQ QI GrsTE
23 DRAPI WLVPIPGGGL SWAYLGFAAQHL Thio-TE lterative
19 DKPPLFCVHPAGGLGWCYAGLMTNI DhbFTE Zyklasen
13 NGPTLFCFHPASGFAWQFSVLSRYL EntFTE
102 NAPI LLTRTIPY NAKGRANRVPNALT AEH 1
41 DRRPLFCVHASGGLSWNYEPLLRYL BpsTE NRPS
51 GSGGFRGWHIGI|GDPGLNVSLAI YPG YerTE |Hydr0laser1
66 GEVTVI CCAGT|IAAI SGPHEFTRL A G DEBS-TE PKS
67 GRAVLVGCT|IGTIAANGGPHEFLRL ST PICS-TE |Zyk|asen
114 TPVLVWI YGGGFYSGASSLDVYDGR hAChE
112 LPVMVWI HGIGGILVLGGAPMYDGVVL PLE
09 LPVMLWI FGIGGIFEVGGTSTFPPAQM CRL Andere
114 LPVMVWI YGGAIFVFGSSASYPGNGN GCL
72 EKTI YI VFR|IGS|ISSI RNWI ADLTFVP RMAH

Abb. 6.3: Multiples Sequenz-Alignment der PX-(GX)-Konsensus-Region in
o/B-Hydrolasen: Deutlich ist in der Klasse der NRPS Zyklasen das vorhandene PX-Motiv
zu erkennen. o/B-Hydrolasen, die eine Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters katalysieren,
oder die anders aufgebauten PKS-Thioesterasen enthalten an dieser Stelle ein spezifisches
GX-Motiv.

Abkurzungen (Biosynthesesystem) A) Lineare Zyklasen: Srf-TE (Surfactin); Fen-TE
(Fengycin); Bac-TE (Bacitracin); Itu-TE (IturinA); Myc-TE (Mycosubtilin); Syr-TE
(Syringomycin); Tyc-TE (Tyrocidin); A54-TE (A54145); CDA-TE (Calcium Dependent
Antibiotic); SnbDE-TE (Pristinamycin) B) Iterative Zyklasen: Thio-TE (Thiocoralin); Grs-TE
(GramicidinS); DhbF-TE (Bacillibactin); EntF-TE (Enterobactin). C) AEH (Acetobacter
turbidans a-Aminosaure Esterhydrolase D) NRPS Hydrolasen: Bps-TE (Balimycin); Yer-TE
(Yersiniabactin). E) PKS-Zyklasen: DEBS-TE (Erythromycin); PICS-TE (Pikromycin).
F) Andere o/B-Hydrolasen: hAChE (Human Acetylcholine Esterase); PLE (Pig-liver
Esterase); CRL (Candida rugosa Lipase); GCL (Geotrichum candidum Lipase); RMAH
(Rizomucor miehei Acylhydrolase). Die Nummerierung bezieht sich hierbei auf den Abstand
zum Start-Methionin der rekombinanten Proteine.

Die meisten o/B-Hydrolasen, die durch Hydrolyse eine Bindungsspaltung
katalysieren, besitzen das typische GX-Motiv. Auch PKS-Thioesterasen, die zwar
eine Bindungsknupfung katalysieren, allerdings einen anderen molekularen Aufbau
besitzen, enthalten dieses GX-Motiv. Worin liegt nun die molekulare Erklarung dieser
unterschiedlichen Konsensus-Motive? Moglicherweise bewirkt ein flexibles Glycin, im

Gegensatz zu der eher starren Aminosaure Prolin in NRPS-Zyklasen, eine Erhéhung
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der konformationellen Freiheit des vorliegenden a-helikalen Bereiches. Weiterhin
kann auch eine partielle Abschirmung des Acyl-O-TE Oxoesters durch das
vorhandene Prolin nicht ausgeschlossen werden. In der Kristallstruktur der Srf-TE
liegt das erwahnte Prolings in einem evolutionar in o/B-Hydrolasen vorhandenen
Lésungsmittel-Kanal. Durch diesen kann in Hydrolasen (GX-Motiv) Wasser
ungehindert auf den Acyl-O-Enzym Oxoester gelangen und damit die bevorzugte
Hydrolyse erklaren. Ein an dieser Stelle lokalisiertes Prolin kann dagegen diesen
Lésungsmittel-Kanal ,blockieren und damit eine partielle Abschirmung des Acyl-O-
TE Oxoesters gewahrleisten. Ein nukleophiler Angriff des Substrat-Nukleophils
wurde hierdurch kinetisch begunstigt. Da die Zyklisierung in DMF die einzig mdgliche
Reaktion der Zyklase darstellt, ist eine Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters in der
Srf-TE(P26G)-Mutante nicht mehr moglich und sie zeigt eine &hnliche
Zyklisierungsreaktion wie das Wild-Typ-Enzym Srf-TE.

6.3 Das Rationale Srf-TE Design

Durch die vermehrte Anzahl an Kristallstrukturen ist man heute in der Lage,
die molekularen Hintergriunde der Reaktionsmechanismen verschiedenster Enzyme
aufzuklaren und zu verstehen. Durch gerichtete Mutagenese, die eine natrlich
auftretende divergente Evolution der Enzyme nachzuahmen versucht, konnten
Aminosaure-Reste identifiziert werden, die fir die Substrat-Toleranz eines Enzyms

verantwortlich  sind.['*" 152

Durch einen Vergleich verwandter Enzyme, die
unterschiedliche katalytische Aktivitaten besitzen, ist es mdoglich, einzelne
Aminosaure-Reste in einem Enzym zu identifizieren, die fur die Reaktionskatalyse
essentiell sind und deren Austausch zu veranderten katalytischen Aktivitaten fuhren
kann.'¥": 153 Zum Beispiel ist es moglich, durch Verdnderung zweier essentieller
Aminosauren innerhalb der aktiven Tasche der Fettsaure-Acylthioester-
Thioesterase |l (Hydrolase) diese in eine Acyltransferase (Ligase) zu liberfiihren und
dadurch eine véllig neue Reaktionskatalyse zu erzeugen.[®* Interessanterweise fiihrt
auch der Austausch einer einzelnen Aminosaure in der L-Ala-D/L-Glu-Epimerase zur
Einfihrung von ortho-Succinoylbenzoat-Synthase-Aktivitdt oder Muconsaure-

Laktonisierungs-Enzym-Aktivitat.'>°!
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6.3.1 Die Verwandtschaft der Lipopeptid-Zyklasen
Wie Dbereits in Kapitel 2.2.2 beschrieben, koénnen NRPS-Zyklasen

unterschiedliche Zyklusbindungen ausbilden. Die dabei am haufigsten beobachteten
Reaktionen sind entweder die Umsetzung des angebotenen Substrates zu einem
zyklischen Makrolakton (TE_akon) 0der zu einem zyklischen Makrolaktam (TEaktam)-
Vergleicht man die zwei nichtribosomal von Bacillus subtilis hergestellten Lipopeptide
Iturin A und Surfactin, so fallt auf, dass beide Produkte dadurch gekennzeichnet sind,
dass es sich um heptazyklische Ringe handelt, die N-terminal eine langkettige
Fettsdure enthalten. Die Zyklusbildung wird bei beiden Produkten Uber ein in der
B-Position der Fettsaure befindliches Nukleophil erzielt (siehe Abb. 6.4).

Surfactin lturin A

Abb. 6.4: Vergleich der Strukturen von Surfactin und lturin A: Bei den dargestellten
nichtribosomalen Naturstoffen erfolgt die Ausbildung des heptapeptidischen Zyklus liber das
Seitenketten-Nukleophil der Fettsaure (gelb). Im Fall des Surfactins entsteht hierbei ein
Oxoester (Lakton), wogegen im lturin A eine Laktambindung gebildet wird.

Im Falle des Surfactins katalysiert die entsprechende Zyklase Srf-TE den
intramolekularen Angriff der p-Hydroxyl-Funktion der Fettsdure 2zu einem
Makrolakton, wogegen die Zyklase des lturin A Biosynthesesystems den Angriff einer
B-Aminofunktion auf die Acyl-O-TE Oxoesterbindung katalysiert und dadurch ein
Laktam generiert. Interessanterweise weisen beide Zyklasen keine grossen
Sequenzunterschiede zueinander auf. Beide Zyklasen gehoéren der Familie der
o/pB-Hydrolasen an, die in ihrer Primarsequenz eine Sequenzhomologie von Uber
30% besitzen, woraus sich eine evolutionare Verwandtschaft dieser Zyklasen
ableiten lassen konnte. Diese Verwandtschaft legt eine interessante

chemoenzymatische Madglichkeit zur Derivatisierung des Surfactin-Molekuls nahe,
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namlich der Austausch der Makrolakton- durch eine Makrolaktam-Bindung. Durch
den partiellen Doppelbindungscharakter des Laktams ist dieser weniger anfallig
hydrolytisch gespalten zu werden, als das entsprechende Makrolakton.""*"! Trotz der
strukturellen Ahnlichkeit des Surfactins mit dem zyklischen Iturin A und der
Verwandtschaft ihrer Zyklasen akzeptiert die Srf-TE ein B-Amino-Nukleophil
innerhalb des Substrates zur Ausbildung eines zyklischen Makrolaktams nicht. Ein
Substrat, in dem nur das intramolekulare Nukleophil verandert wurde, die
Peptidsequenz aber wie auch die Abgangsgruppe unverandert blieben (NH2-SLP-
SNAC), konnte zwar erkannt und auf das aktive Serin Ubertragen werden, wurde
allerdings nicht in einen Zyklus umgesetzt. Beobachtet werden konnte bei dieser
Reaktion nur die Hydrolyse des Acyl-O-TE Oxoesters. Der Zyklisierungsschritt wird

also durch eine kinetische Bevorzugung der Hydrolyse von der Srf-TE verhindert.

6.3.2 Einfluss der Basizitatsveranderung auf die Laktambildung

Ein moglicher Grund dieser verhinderten Zyklusbildung kann in der
Nukleophilie des Substrat-Nukleophils liegen. Die Nukleophilie der B-Aminofunktion
ist zwar verglichen mit der Hydroxyl-Funktion hoher, diese liegt bei den gewahlten
Assay-Bindungen von pH 6 allerdings protoniert vor. Als geladene Ammonium-
Gruppe musste diese flr einen nukleophilen Angriff auf die Oxoesterbindung
deprotoniert werden, allerdings ist eine Deprotonierung der Aminogruppe durch ihren
pKa von ungefahr 10 unter diesen Bedingungen nicht moéglich. Um trotzdem eine
Deprotonierung des Substrates zu erzielen, wurde der pH-Wert des Assay-Puffers
stufenweise bis auf pH 10 erhdht. Durch die Erhdhung der Basizitat konnte keine
Steigerung der Zyklisierungsselektivitat der Zyklase beobachtet werden. Dieses liegt
wahrscheinlich daran, dass innerhalb der aktiven Tasche der Zyklase die
vorhandenen Aminosaure-Seitenketten einen definierten lokalen pH-Wert ausbilden,
der die Zyklisierung des natirlichen Substrates unterstiitzt.'*® Eine Veranderung des
pH-Wertes des umgebenen Puffer-Milieus hat in diesem Fall anscheinend keinen
groBen Einfluss auf den innerhalb der aktiven Tasche vorliegenden
Protonierungsgrad der Aminosaure-Seitenketten. Um die Basizitat innerhalb der
aktiven Tasche nachhaltig zu verandern, wurde eine Mutante (Srf-TE Y159H)
konstruiert, die ein basisches Histidin anstelle eines hydrophilen Tyrosins in die
aktive Tasche einbrachte. Auch diese intramolekulare Veranderung der Srf-TE hatte

keinen Einfluss auf die Zyklisierungsselektivitat der Zyklase.
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6.3.3 Die Position des Substrat-Nukleophils

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente belegen eindeutig, dass trotz
einer erhdhten Basizitat die Srf-TE nicht in der Lage ist, das angebotene Substrat
NH2-SLP-SNAC zu zyklisieren. Ein weiterer moglicher Grund dieser Substrat-
Diskriminierung ist durch mdgliche repulsive Wechselwirkungen des protonierten
Nukleophils innerhalb der aktiven Tasche zu erklaren. Durch das zusatzliche
Wasserstoffatom des Substrat-Nukleophils kann au’erdem das freie Elekronenpaar
des Stickstoffes nicht mehr flr den intramolekularen Angriff auf die Oxoesterbindung
zur Verfigung stehen (siehe Abb. 6.5A).
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Abb. 6.5: Schematische Darstellung der p-Amino-Heptapeptidyl-O-Ser Zwischenstufe
innerhalb der aktive Tasche der Srf-TE oder der Srf-TE(A81S)-Mutante: A) Das
protonierte Acyl-O-TE Intermediat ist nicht in der Lage, die Oxoesterbindung nukleophil
anzugreifen und dadurch das zyklische Makrolaktam auszubilden. B) In der
Srf-TE(A81S)-Mutante kann das Substrat-Nukleophil durch die zusatzliche Hydroxyl-
Funktion des Serin81 eine Wasserstoff-Briicke aufbauen, die eine Deprotonierung des
Nukleophils unterstitzt.

Durch einen multiplen Sequenzvergleich verschiedener Zyklasen sollte
herausgefunden werden, ob in der aktiven Tasche ein struktureller Unterschied
zwischen den TE| akion Und TEaktam zU finden ist, der eine bessere Positionierung und
gunstigeren Wechselwirkungen einer protonierten Amino-Spezies zulasst. Die
Analyse ergab tatsachlich, dass TE akam in ihrem Konsensus-Motiv (GxSxG) eine
zusatzliche Hydroxyl-Funktion durch den Einbau eines Serins downstream zum

aktiven Serin aufweist. In der Klasse der TE aon iSt diese Position meist durch eine
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kurze aliphatische Aminosaure-Seitenkette gekennzeichnet (siehe Abb. 6.6). Diese
zusatzliche Hydroxyl-Funktion kénnte ein Grund fur eine bessere Positionierung des
Substrat-Nukleophils innerhalb der aktiven Tasche sein und durch die Ausbildung
einer zusatzlichen Wasserstoff-Bricke die Nukleophilie der Aminofunktion erhdhen
(siehe Abb. 6.5B). Zur Uberpriifung dieser These wurde an Position 81 innerhalb der
Srf-TE durch eine Mutagenese-Strategie ein Serin eingebaut. Diese erhaltene
Mutante Srf-TE(A81S) war erstaunlicherweise in der Lage, das angebotene Substrat

NH,-SLP-SNAC zum zyklischen Makrolaktam Surfactam umzusetzen.

l QPEGPYVLL|[GY SLGGNL AF Majoritit

68 LQPEGPLTLF|GY S|A|G|C S L AF SiTE

10 | QP E GP Y VL L|GY S|/A|G|GNL AF FenTE

75 QQPHGPYYLL|[GY S|[L|G|GT L A Q EntFTE

81 VAP KGPYHLLIGWSILIGIGNV V Q DWFTE | 7 piches
108 L CPDGPYRLIL|GWS|F|IG|G TV A H DapTE Lalkdor

107 VRPHGPVYRLIL|GWS|L|G|AHV AH A5TE

108 T QP E GP YRLL|GWSI|L|G|GNV AF CDATE

84 VQPKGPYRI GlGgWS|A[GIGL I AY Sy-TE

82 TVPEGPYTEI L|GWS|F|[G|GL V A H PrsTE

387 T QS DGQYVLI|GY S|[S|GIGNL AF GrsTE

273 | DP S GPYTL MGY S[S|G/GNL AF TyTE

50 | Q GEGP Y TLI|GY s|s|Glg Il L AF BacTE Zyklisches
82 | QEQGPF VLLGY S|[s|G|S NL AF ItuTE Laktam

84 |l QEQGPF VLL|GY sS[s|G|S NL AF MycTE

82 LHPDRPFVL F|GHS|MGIGMV A F SHTEI

Abb. 6.6: Multiples Sequenz-Alignment verschiedener NRPS-Zyklasen: Eindeutig ist
innerhalb der GxSxG Konsensus-Region der o/pB-Hydrolasen ein Sequenz-Muster zu
erkennen. In der Klasse der TE aon ist die Position downstream des aktiven Serins durch
eine aliphatische Seitenkette gekennzeichnet, wahrend in den TE awm Sich an dieser
Position eine zusatzliche Hydroxyl-Funktion durch Integration eines Serins befindet. Zur
Verdeutlichung ist in der letzten Zeile die Sequenz der Srf-TEII dargestellt.

Diese Ergebnisse zeigen die erste rationale Veranderung einer TE akon, in der mit
Hilfe der Substitution einer einzelnen Aminosdure eine Makrolaktam-Bildung
induziert werden konnte. Eindrucksvoll konnte der Einfluss einer zusatzlichen
Hydroxyl-Funktion innerhalb der aktiven Taschen der Surfactin-Zyklase fir eine
Makrolaktam-Bildung gezeigt werden. Dieses wirft die Frage auf, ob diese
zuséatzliche Wasserstoff-Briicke in der Ausbildung des Ubergangszustandes
[157]

ausreichend ist, die neuen katalytischen Eigenschaften des Enzyms zu erklaren?

Zur Beantwortung dieser Frage wurde nach weiteren Beispielen gesucht, in denen
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die Veranderung einer Wasserstoff-Briicke Auswirkung auf die katalytischen
Eigenschaften eines Enzyms hatte. Ein solches Beispiel stellt die Ketosteroid-
Isomerase da.'®® Dieses Enzym, das die Isomerisierung eines 5,6-ungesattigten
Ketosteroids in das korrespondierende 4,5-ungesattigte Isomer katalysiert, ist bei
dieser katalytischen Reaktion ganz wesentlich auf die Ausbildung von Wasserstoff-
Bricken angewiesen. Die Aufhebung nur einer Wasserstoffbriicke innerhalb der
aktiven Tasche, die zwischen Substrat und Enzym ausgebildet wird, fihrt dabei
schon zu einem drastischen Abfall der Substrat-Solvatisierung und zu deutlich
geringeren Produktausbeuten.

Interessanterweise ist die in der Srf-TE identifizierte Aminosdure eine an der
Ausbildung der Oxyanionbindungstasche beteiligte Aminosdure. Die Funktion der
daran beteiligten Aminosauren-Seitenketten konnten in Lipasen fur deren Aktivitat
gegendiiber tertiaren Alkoholen geklart werden.!"® Durch die unmittelbare Nahe zum
Oxoester werden diesen Seitenketten-Funktionen zentrale Bedeutung fir die
enzymatische Katalyse von o/B-Hydrolasen und dadurch auch in NRPS Zyklasen
zugeschrieben.['®® '®" |m Falle der Srf-TE konnte die zusatzliche Hydroxyl-Funktion
des Serins den richtigen chemischen Zustand und die richtige Positionierung des
Substrates innerhalb der aktiven Tasche gewahrleisten und ermdglichte die Katalyse
einer vollig neuen Reaktion. Interessanterweise konnte auch durch die Einfihrung
eines zusatzlichen Protonendonors (Gluig) in die Position einer Oxyanion-
Aminosaure der Cystein-Protease diese durch eine einzelne Aminosaure-
Substitution mit einer Nitril-Hydraten-Aktivitdt ausgestattet werden.!'® Durch die
erzielten Ergebnisse lasst sich eine entscheidende Bedeutung der Oxyanion-
Aminosauren fur die katalysierte Reaktion der NRPS-Zyklasen folgern und diese

durch ihr Konsensus-Muster wie folgt klassifizieren:

TELakton (G X1 S x G) TELaktam (G X1 SS G)

In Position x; handelt es sich dabei meist um eine aromatische Aminosaure mit
Ausnahmen der NRPS TEII, die an dieser Stelle ein konserviertes Histidin tragen.
Trotz der Veranderung dieser Schliissel-Aminosaure Position konnte die katalytische
Effizienz der Zyklisierungsreaktion mit einem Umsatz von 0,5% des Substrates in

das zyklische Surfactam noch kein zufriedenstellendes Ergebnis liefern. Der grosste
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Anteil des Substrates wird immer noch durch die Hydrolyse des Oxoesters in die
freie Peptidsaure umgesetzt. Um die katalytische Effizienz und damit die zyklische
Surfactam-Ausbeute zu erhdohen, musste durch einen weiteren zufalligen
Mutageneseschritt die entwickelte Mutante Srf-TE(A81S) weiter in Richtung auf das
angebotene Substrat optimiert werden. Die Substitution einer bis jetzt unbekannten
Aminosauren durch eine ungerichtete Mutagenese koénnte Mutanten entstehen
lassen, die in der Lage waren, die gewilnschte zyklische Laktambildung mit einer

erhdhten katalytischen Effizienz zu katalysieren.

6.3.4 Der Einfluss der Abgangsgruppe auf die Surfactam-Bildung

Die im Laufe meiner Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen, dass durch die Wahl
der reaktiveren Thiophenol-Gruppe am C-Terminus des NH»-SLP-Substrates eine
20-fach hohere zyklische Surfactam-Ausbeute durch die Srf-TE(A81S)-Mutante
mdoglich war. Eine Erhéhung der Substrat-Nukleophilie durch die Abgangsgruppe
kann dabei ausgeschlossen werden, da das ausgebildete Acyl-O-TE Intermediat
vollig identisch mit dem des SNAC-Substrates ist. Da das lineare Surfactin-Substrat
bei Inkubation ohne das Enzym keine spontane Autozyklisierung zeigt, spricht dieses
Verhalten dafur, dass es nur einer geringen Vorfaltung in Lésung unterliegt. Wahrend
der Inkubation mit der Srf-TE(A81S)-Mutante diffundiert das Substrat in die aktive
Tasche der Zyklase und wird dort durch Wechselwirkungen mit den vorliegenden
Aminosauren in die richtige Position gebracht, die eine Acylierung des Serins
ermoglicht. Die Thiophenol-Abgangsgruppe hat verglichen mit der SNAC-
Abgangsgruppe, ein hoheres Gruppenubertragungspotential. Es ist also denkbar,
dass schon wahrend der Positionierung des Peptides in der aktiven Tasche, das
intramolekulare Nukleophil und der C-Terminus des Peptides sich so nahe kommen,
dass eine Zyklisierung ermoglicht wird. Diese Autozyklisierung wird ebenfalls bei
vorgefalteten Peptidyl-Thiophenol-Substraten, wie in Kapitel 6.1.3 beschrieben,
haufig beobachtet.®® Im Falle des NH,-SLP-Thiophenol Substrates ist allerdings die
strukturgebende aktive Tasche noétig, um diese Autozyklisierung zu ermdglichen.
Dabei kdnnten die katalytisch wichtigen Aminosauren innerhalb der aktiven Taschen
eine zusatzliche Stabilisierung des Substrates bewirken, wie dieses auch flir den
Reaktionsmechanismus der o/p-Hydrolasen C-C-Hydrolase und Hydroxynitril-Lyase

postuliert wird."®¥ Die Srf-TE-Mutante wiirde daher eher als Peptid-Chaperon
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fungieren, als dass sie durch ihren katalytischen Mechanismus eine Zyklisierung
ermoglicht. Die Bedeutung der =zusatzlichen Wasserstofforicke fur die
Deprotonierung des Substrates wird auch hierbei deutlich, da eine Inkubation mit
dem Wild-Typ Enzym Srf-TE diese Autozyklisierung nicht, oder nur in sehr geringen
Mengen zulasst. Eine weitere interessante Analyse des Reaktionsprofils ergibt sich
daraus, dass trotz der erhohten Zyklisierungsrate weiterhin Hydrolyse des Acyl-O-TE
Oxoesters zu beobachten ist, woraus sich eine partielle Acylierung des Serins der
Zyklase ableiten lasst. Da das ausgebildete Acyl-O-TE Intermediat beider Substrate,
NH2-SLP-SNAC und NH»-SLP-Thiophenol gleich ist, misste es mit der gleichen
Geschwindigkeit zyklisiert werden und diese enzymatische Zyklisierung nur im Falle
des reaktiveren Thiophenol-Substrates in kinetischer Konkurrenz mit einer
Autozyklisierung des Peptides in der aktiven Tasche stehen. Da die spontane
Zyklisierung des Substrates NH,-SLP-SNAC durch dessen niedrigeres
Gruppenubertragungspotential nicht moglich ist, kdbnnte durch diese Annahme die
erhdhten Ausbeuten der zyklischen Surfactam-Bildung des Thiophenol-Substrates
erklart werden. Gegenstand momentaner Untersuchungen ist die Frage, ob eine
Inaktivierung des katalytischen Serins (Mutagenese zum Alanin) in der Srf-
TE(A81S)-Mutante einen Aufschluss Uber diese Chaperon-Eigenschaften der Srf-TE

ergeben kann.

6.3.5 Die Pespektive chemoenzymatischer Zyklisierungsreaktionen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die chemoenzymatische
Zyklisierung einen einfachen und schnellen Ansatz fur die Produktion zyklischer
Peptide und deren Derivate darstellt. Es konnte belegt werden, dass die optimale
Positionierung des Substrates in der aktiven Tasche der Zyklase essentiell fur eine
zufriedenstellende Produktausbeute ist. Eine Veranderung des authentischen
Substrates um Derivatisierung der vorkommenden zyklischen Peptide zu generieren,
fuhrt immer zu einer erhdhten Nebenproduktbildung und dadurch zu schlechteren
Ausbeuten. In der Zukunft kénnte eine Kombination der rationalen Veranderung von
katalytisch wichtigen Aminosauren und einer anschliefenden Optimierung durch
einen in vitro Evolutionsansatz der effektivste Weg sein, die Zyklisierungsreaktion so
zu manipulieren, dass sie eine effizientere Produktion gewinschter zyklischer
Produkte erzeugt. Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen kénnen einen

substantiellen Beitrag fur die biotechnologische Anwendung der chemo-
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enzymatischen Synthese zyklischer Naturstoffe und eine effizientere Substrat-
nutzung gewahrleisten und liefern Informationen, mit denen NRPS-Zyklasen gezielt
auf eine gewiunschte Reaktionskatalyse hin verandert werden konnen. Ein weiteres
Verstandnis der molekularen Grundlagen der Bindungsknupfung in NRPS-Zyklasen
ware notig, um eine breitere Substrat-Spezifitdt in den Enzymen zu erzeugen und
deren katalysierte Reaktionen starker zu manipulieren. Auch ein besseres
molekulares Verstandnis der Kommunikation und Interaktion der Zyklasen mit ihren
angrenzenden PCP-Domanen ware hilfreich, um einen breiteren kombinatorischen
Ansatz flr diese spezifischen molekularen Werkzeuge zu schaffen. Durch die
Moglichkeit der relativ unspezifische Beladung der PCP-Domane, die mit vielen
CoA-gekuppelten Peptiden beladen werden koénnen, ware es moglich, in trans
katalysierende Modifikationsenzyme zu verwenden, um spezifische Reaktionen von
PCP gebundenen Peptide zu katalysieren und diese anschlieRend entweder durch
Zyklasen zu zyklisieren oder den Thioester hydrolytisch zu spalten um das

modifizierte Peptid freizusetzen.
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Anhang

8

Anhang

| ) Verwendete ionische Fliissigkeiten

lonische

Chemische Bezeichnung
Flissigkeit
[BMIM]BF,4 1-Butyl-3-methylimidazolium Tetrafluoroborat

[BMIM]CF5SO5
Ecoeng™41M
Ecoeng™212
Ecoeng™1111P
[4MBP]BF,
[OMA]BTA
[EtOMIM]BTA
[EtOHIM]BTA
[BMIM]BTA
[EMIM]BTA

[HMIM]BTA

1-Butyl-3-methylimidazolium Trifluoromethansulfonat
1-Butyl-3-methylimidazolium 2-(2-methoxy)ethylsulfat
1-Ethyl-3-methylimidazolium Ethylsulfate
1,3-Dimethylimidazolium Diethylphosphat
1-Butyl-4-Methylpyridinium Tetrafluoroborat
Methyltrioctylammonium Bis(trifluoromethylsulfonyl)imid
1-Ethoxy-3-methylimidazolium Bis(trifluoromethylsulfonyl)imid
1-Ethoxy-3-hexyllimidazolium Bis(trifluoromethylsulfonyl)imid
1-Butyl-3-methylimidazolium Bis(trifluoromethylsulfonyl)imid
1-Ethyl-3-methylimidazolium Bis(trifluoromethylsulfonyl)imid

1-Hexyl-3-methylimidazolium Bis(trifluoromethylsulfonyl)imid




Anhang

1) Peptidsequenzen

Peptid Aminosaure-Sequenz

SLPwr 3(R)-OH-FS(C14)-Glu-Leu-DLeu-Val-Asp-DLeu-Leu
SLP 3(R)-OH-FS(C,)-Glu-Leu-DLeu-Val-Asp-DLeu-Leu
SLPs 3(R)-OH-FS(C,)-Glu-Leu-DDap-Val-Asp-DLeu-Leu
NH-SLP 3(R)-NH,-FS(C,)-Glu-Leu-bLeu-Val-Asp-DLeu-Leu
BLP-Thia, lle-Thiazolin-Leu-DGlu-lle-Lys-DOrn-lle-DPhe-His-DAsp-Asn
BLP-Thaz, lle-Thiazol-Leu-DGlu-lle-Lys-DOrn-lle-DPhe-His-DAsp-Asn
BLP-OxS, lle-Oxazol-Leu-DGlu-lle-Lys-DOrn-lle-DPhe-His-DAsp-Asn
BLP-OxT, lle-sMethyloxazol-Leu-DGlu-lle-Lys-DOrn-lle-DPhe-His-DAsp-Asn
BLP-Ala, lle-Ala-Leu-DGlu-lle-Lys-DOrn-lle-DPhe-His-DAsp-Asn
BLP-O/A lle-Ala-Leu-DGIlu-lle-Lys-DAla-lle-DPhe-His-DAsp-Asn
BLP-KeA lle-Ala-Leu-DGlu-lle-Ala-DOrn-lle-DPhe-His-DAsp-Asn
BLP-KsA/O/A lle-Ala-Leu-DGlu-lle-Ala-DAla-lle-DPhe-His-DAsp-Asn
BLP-DLysg lle-Ala-Leu-DGlu-lle-DLys-DAla-lle-DPhe-His-DAsp-Asn
BLP-DAsN;; lle-Ala-Leu-DGlu-lle-Lys-DAla-lle-DPhe-His-DAsp-DAsn
BLP-Hseg lle-Ala-Leu-DGlu-lle-Hse-DAla-lle-DPhe-His-DAsp-Asn
BLP-7A; Lys-DOrn-lle-bPhe-His-DAsp-Asn
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