HIGHLIGHTS

Biosynthese von mehrfach ungesittigten Fettsiuren durch Polyketid-Synthasen

Ursula Kaulmann und Christian Hertweck*

Die Virtuositdt der Natur beim Verkniipfen und Modifi-
zieren einfacher Carbonsduremonomere, aus der die immense
strukturelle Vielfalt der Polyketid- und Fettsduremetabolite
resultiert, ist seit den Arbeiten von Collie um die Jahrhun-
dertwende ein faszinierendes Thema fiir interdisziplindre
Naturstoff-Forschung.'! In den letzten Jahrzehnten hat man
dank moderner molekularbiologischer Methoden sehr viel
iber die Prozesse bei der Biosynthese von Fettsduren und
Polyketiden gelernt.?# Beide Biosynthesewege weisen starke
Homologien auf, nicht nur beziiglich der chemischen Reak-
tionsmechanismen bei der Kettenverldngerung und des
gemeinsamen Pools von einfachen Vorlaufermolekiilen (Ace-
tyl-CoA, Malonyl-CoA), ¢ sondern auch in dem Charakter
der Enzyme, die fiir die Kettenverldngerung und Modifizie-
rung verantwortlich sind.>”1 Polyketide und Fettsduren
werden durch repetitive, decarboxylierende Claisen-Ester-
kondensationen einer Acyl-CoA Startereinheit mit (Methyl)-
Malonyl-CoA-Einheiten gebildet. Ublicherweise sind in die-
sen Prozess, der von einer 5-Ketoacylsynthase (KS) kataly-
siert wird, auch (Malonyl)Acyltransferasen (MAT/AT) und
Acyl-Carrier-Proteine (ACP) involviert. Nach diesen Kon-
densationsschritten wird bei der Fettsdurebiosynthese die (-
Oxo-Funktionalitdt durch eine Ketoreduktase (KR), Dehy-
dratase (DH) und Enoylreductase (ER) so umgesetzt, dass im
Allgemeinen ein vollstindig gesittigtes Acyl-Riickgrat ent-
steht. Im Unterschied dazu werden bei der Polyketidbiosyn-
these reduktive Schritte teilweise oder ganz weggelassen,
wodurch ein komplexeres Funktionalisierungsmuster ent-
steht. Die Elongations/Reduktions-Zyklen werden solange
wiederholt, bis eine definierte Kettenldnge erreicht ist. Das
Thioester-gebundene Substrat wird schlieBlich vom Enzym-
komplex gelost und weiteren Modifizierungen unterworfen,
z.B. Desaturierung (hiufig bei Fettsduren), Oxidation, Gly-
kosylierung oder Methylierung (héufig bei Polyketiden).[®
Auf der Grundlage von genetischen Analysen und der
Architektur der benétigten Proteine werden Fettsduresyn-
thasen (FAS) und Polyketid-Synthasen (PKS) grundsitzlich
in zwei Klassen eingeteilt: Typ I, bei denen die aktiven
Zentren linear auf einem groBen Modul arrangiert sind, und
Typ 11, die aus einem nichtkovalenten Komplex aus kleinen,
diskreten monofunktionalen Proteinen bestehen.>!'” Trotz
beachtlicher Ahnlichkeiten in Aufbau und Funktion unter-
scheiden sich FAS und PKS in ihrer typischen Aminosiure-
sequenz und werden — was noch entscheidender ist — dem
Primdr- und Sekundidrmetabolismus zugeordnet. Es wird
spekuliert, dass sich beide Biosynthesewege in einem frithen
Stadium der Evolution getrennt haben.
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Mit diesem Wissen als Grundlage ist die vor kurzem
gemachte Entdeckung, dass langkettige, mehrfach ungesét-
tigte Fettsduren (PUFAs) durch bakterielle Polyketidsyn-
thasen biosynthetisiert werden konnen, eine bahnbrechende
Neuigkeit.'!] PUFASs sind seit langem als essentielle Bestand-
teile von Membranen in Hirn und Retina bekannt!'> 3 sowie
als Precursor von Signalmolekiilen wie Prostaglandinen,
Thromboxanen und Leukotrienen.['* 13 Bis vor kurzem wurde
jedoch angenommen, dass diese Verbindungen ausschlieBlich
von eukaryontischen Organismen gebildet werden konnen,
und nicht von Bakterien. Erst in letzter Zeit haben einige
Arbeitsgruppen unabhingig voneinander PUFAs wie Eicosa-
pentaensdure (EPA, 20:5n3), Docosahexaensdure (DHA,
22:6n3) und Arachidonsiure (A A, 20:4n6) aus verschiedenen
psychrophilen (kilteliebenden) Bakterien isoliert, z.B. aus
Shewanella hanedai, S. gelidimarina und Colwellia psychery-
thraea (Schema 1).1'621 Im Rahmen eines Ubersichtsartikels
von Russell und Nichols wurde das lange existierende Dogma
schlieBlich widerlegt, es blieb jedoch unerklérlich, wie diese
bakteriellen Metabolite gebildet werden kénnen.!'%)

EPA AA

COOH

DHA

Schema 1. Strukturen von mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFAs),
isoliert aus einigen psychrophilen marinen Bakterien und dem Protisten
Schizochytrium.

Zur Einfiihrung von Doppelbindungen in gesittigte Fett-
sduren sind zwei zentrale Biosynthesewege bekannt. In
Pflanzen, Sdugetieren und Insekten kénnen Doppelbindun-
gen mit molekularem Sauerstoff als terminalen Elektronen-
acceptor durch Positions-spezifische Desaturasen eingefiigt
werden (Schema 2, Route A). Uber diesen Weg lassen sich
sukzessive mehrere homokonjugierte Doppelbindungen her-
stellen.?l Anaerobe Bakterien hingegen kénnen Doppelbin-
dungen durch einen unvollstindigen reduktiven Zyklus der
FAS einbauen, wobei im Anschluss eine spezifische Isome-
rase-Aktivitdt eine 2,3-trans/cis-Umlagerung katalysieren
kann (Schema?2, Route B). Im Unterschied zur aeroben
Route konnen iiber diesen Mechanismus jedoch nur einfach
ungesittigte Fettsduren (MUFAs) gebildet werden.l') Ob-
wohl sich die anaeroben und aeroben FAS-Biosynthesewege
in einem einzelnen Organismus grundsitzlich nicht gegensei-
tig ausschlieBen, blieb die bakterielle PUFA-Biosynthese
schleierhaft, da sie in vielen marinen Bakterien unter
anaeroben Bedingungen gelingt. Einerseits ist es nicht
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Schema 2. Biosyntheserouten (FAS) fiir ungesittigte Fettsiuren. Rou-
te A: aerob, in Pflanzen und Tieren. Route B: anaerob, in Mikroorganis-
men.

moglich, iiber den anaeroben Weg mehr als eine Doppelbin-
dung pro Fettsdure einzufiihren, und andererseits kann der
konventionelle acrobe Weg nicht in Betracht gezogen wer-
den.'] Konsequenterweise wurde angenommen, dass ein
anderer Mechanismus und/oder Elektronenacceptor als mo-
lekularer Sauerstoff verfiigbar sein miisste, aber es war
anscheinend zu gewagt dariiber zu spekulieren, ob das
Methylen-unterbrochene Doppelbindungsmuster iiber einen
vollig anderen Weg gebildet werden konnte.

Wie wurde dieses Ritsel gelost? Dank der Anstrengungen
von Yazawa konnten geclusterte Gene, die fiir die Synthese
von EPA verantwortlich sind, 1996 erstmalig isoliert wer-
den.?’ Er identifizierte fiinf offene Leserahmen (open read-
ing frames, ORFs) aus dem EPA-produzierenden Bakterium
Shewanella sp. Stamm SCRC2738, die notwendig und hinrei-
chend fiir die EPA-Produktion in Escherichia coli® sowie in
einem Cyanobakterium (Synechococcus sp.) sind.?* 24 Erst
vor kurzem wurden Proteinprodukte, fiir die der EPA-Cluster
kodiert, von Forschern der gleichen Gruppe vorgeschlagen.
Metz et al. konnten elf Regionen innerhalb der fiinf ORFs als
putative Enzymdoménen identifizieren.'!! Die lineare Or-
ganisation der katalytischen Zentren in den ORFs erinnert an
die von iterativen PKS aus Pilzen oder Typ-I-FAS. Es war eine
groBe Uberraschung, dass anstelle von Genen, die fiir
Fettsdurebiosynthese, Elongation und aerobe Desaturierung
kodieren, wie es von anderen Forschern fiir die bakterielle
PUFA-Biosynthese vorgeschlagen wurde,'! Gene gefunden
wurden, die einen gemischten Polyketid/Fettsdure-Biosynthe-
seweg suggerieren. Tatsdchlich sind sdmtliche in die PUFA-
Biosynthese involvierten Ketosynthasen Homologe von Ke-
tosynthasen aus bakteriellen modularen Typ-I-PKS und nicht
verwandt mit FAS-Ketosynthasen.''! Metz etal. zufolge
kodiert ORFS fiir vier PKS-verwandte Enzymdoménen, die
als KS, MAT, ACP (sechs Kopien) und KR fungieren. Eine
PKS-éhnliche Phosphopantethein-Transferase und eine PKS-
dhnliche AT werden von ORF2 bzw. ORF6 kodiert. ORF7
umfasst zwei PKS-verwandte KS-Gene und zwei FAS-artige
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Gene, die Homologe von der E. coli Dehydratase FabA sind.
Wihrend eine KS vollkommen intakt ist, fehlt interessanter-
weise das Cystein im katalytischen Zentrum der zweiten KS,
die daher inaktiv sein muss. Diese Konstellation zeigt eine
auffillige Ahnlichkeit zu den KS,- und KSy-Untereinheiten
der iterativen Typ-II-PKS, wobei die letztere haufig auch als
Kettenldngenfaktor (CLF) bezeichnet wird.”! ORFS8 kodiert
schlieBlich fiir eine FAS-verwandte putative Enoylreduktase.

Gene mit grofer Homologie zu dem Shewanella-Genclus-
ter konnten in anderen marinen Bakterien, die PUFAs
enthalten, gefunden werden. Das weist darauf hin, dass der
neuartige PKS Biosyntheseweg unter diesen Organismen weit
verbreitet ist. Im Jahr 1999 entdeckten Tanaka und Mitar-
beiter vier ORFs in dem DHA-produzierenden Bakterium
Moritella marina Stamm MP-1 (frither Vibrio marinus Stamm
MP-1), die eine groBe Homologie zu den ORFs 5-8 des EPA-
Biosyntheseclusters aufweisen.?>?”) Zu dieser Zeit hatten
Tanaka et al. bereits Informationen aus den Datenbanken
genutzt und die Organisation der EPA- und DHA-Gencluster
verglichen, die sich nur dadurch unterscheiden, dass der
letztere zwei weitere fiir putative KS kodierende Regionen
und fiinf anstelle von sechs sich wiederholenden ACP-
Motiven aufweist. Dariiber hinaus konnte durch Gendisrup-
tion mit Hilfe der bekannten EPA-ORF3/4-Gensequenzen
von Shewanella sp. SCRC2738 ein EPA-defizienter Stamm
des Tiefseebakteriums Photobacterium profundum SS9 erfolg-
reich konstruiert werden, was ein weiterer Hinweis auf die
allgemeine Verbreitung des neuartigen PUFA-Wegs bei
psychrophilen marinen Bakterien ist.?!l Aber auch fiir einen
Eukaryonten, den marinen Protisten Schizochytrium, haben
Metz et al. gezeigt, dass die DPA- und DHA-Biosynthese
nicht notwendigerweise Membran-gebundene Desaturasen
oder Fettsdure-Elongasen erfordert. Die auf drei ORFs
lokalisierten Sequenzen zeigen Homologie zu acht der elf
Shewanella-Dominen (Abbildung 1). Ein horizontaler Gen-
transfer erscheint daher wahrscheinlich.['!]

Wie konnte ein gemischter PKS/FAS-Weg fiir die bakter-
ielle PUFA-Biosynthese aussehen? In diesem Zusammen-
hang ist es niitzlich, sich an die Funktion von FabA in E. coli
zu erinnern.””! FabA ist eine von den zwei S-Hydroxyacyl-
ACP-Dehydratasen, die an der Fettsdurebiosynthese in E. coli
beteiligt sind. Nachdem die Acylkette eine Linge von zehn
Kohlenstoffatomen erreicht hat, ist FabA dafiir verantwor-
tlich, den Fluss der Intermediate in den Biosynthesezweig der
ungesittigten Fettsduren zu steuern. AuBler der Dehydrati-
sierung katalysiert FabA auch die Isomerisierung von trans-2-
Decenoyl-ACP zu cis-3-Decenoyl-ACP, welches den folgen-
den Reduktionsschritt (ER) iibergeht. Das ungesittigte Acyl-
ACP wird auf FabB geladen (eine von den zwei -Ketoacyl-
ACP-Synthasen), um den ersten Verlidngerungszyklus der
Biosynthese ungesittigter Fettsduren zu initiieren. Da die
Shewanella-Dehydratasen eine groe Homologie zu FabA
aufweisen, werden vermutlich wenigstens einige der Doppel-
bindungen in EPA aus Shewanella sp. SCRC2738 iiber einen
Dehydrase/Isomerase-Mechanismus eingefiihrt. Durch hetero-
loge Expression des Clusters in E. coli wurde dariiber hinaus
gezeigt, dass die EPA-Biosynthese anaerob ablduft.['!]

Ein plausibles Konzept, das von den bisherigen Kenntnis-
sen abgeleitet werden konnte, wurde von Metz et al. vorge-
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Abbildung 1. Organisation der Kernregionen von PUFA Biosynthese Genclustern; A: Shewanella sp. SCRC-2738 (GenBank Zugangsnr.: U73935.1);11
B: Moritella marinus Stamm MP-1 (GenBank Zugangsnr.: AB025342.1);2% 2| C: Photobacterium profundum Stamm SS9 (GenBank Zugangsnr.: AF409100,
unverdffentlichte Daten); D: Schizochytrium (GenBank Zugangsnr.: AF378327, AF378328, AF378329).1'

schlagen (Schema 3): Der erste Elongationsschritt mit einem
putativen Acetyl-CoA-Startermolekiil und Malonyl-CoA so-
wie ein vollstdndiger reduktiver Zyklus werden von KS, KR,
DH und ER katalysiert. Der ndchsten Kettenverldngerung
schlieBft sich eine Ketoreduktion zum [-Hydroxy-
ester an. Die FabA-dhnliche bifunktionelle Dehydratase/
Isomerase wiirde dann sowohl die Dehydratisierung als auch
die trans-2,3-cis-Umlagerung des Acyl-ACP-Intermediates
katalysieren. In Analogie zu dem Bedarf an einer speziellen
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B-Ketoacyl-ACP-Synthase in E. coli fiir die Verlangerung des
3-cis-Acyl-ACP-Intermediates, konnte eine definierte KS fiir
die weitere Verldngerung der Kette verantwortlich sein. Nach
anschliefenden Reduktions- und Dehydratisierungsschritten
wiirde ein homokonjugiertes Doppelbindungssystem eine
trans-2,2-cis-Isomerisierung erfordern. Eine vergleichbare
Reaktion ist fiir die Regenerierung von 11-cis-Retinol be-
kannt. Fiir die EPA-Biosynthese wiirden die gleichen Re-
aktionssequenzen zweimal wiederholt, wobei der letzten 2,3-
Isomerisierung ein  Verldnge-
rungsschritt mit vollstdndiger Re-
duktion folgen wiirde (Schema 3).
Ganz idhnlich konnten die Bil-
dung von DHA und AA erklart
werden. Der vorgeschlagene Bio-
syntheseweg muss jedoch auf je-
den Fall verifiziert und detaillier-
ter durch biochemische Analysen
untersucht werden. Wie bei den
iterativen Typ-I-PKS aus Pilzen
ist es vollkommen unklar, wie
Kettenldnge und Grad der Re-
duktion bei spezifischen Schritten
kontrolliert werden. Ebenso ist
die Funktion der multiplen ACPs
(5-9 Kopien!) bei der PUFA-
Biosynthese ratselhaft.

Welchen Nutzen koénnen wir
aus der Entdeckung von PUFA-
Genclustern ziehen? Die Identi-
fizierung und die funktionelle
Analyse dieser neuartigen Gen-
cluster ist aufgrund folgender
Griinde relevant: Sie lassen sich

(e}
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fiir die biotechnologische Erzeugung von PUFAs aus marinen
Bakterien nutzen. Da medizinische Studien zeigen, dass
PUFAs nachweislich unter anderem Artheriosklerose und
Herzkrankheiten vorbeugen, besteht ein groBer Bedarf an
solchen Wirkstoffen.['% 3% Psychrophile Bakterien kénnten als
primdre PUFA-angereicherte Futterquelle fiir kiinstliche
Nahrungsketten in der Aquakultur-Industrie dienen und
somit den natiirlichen Fischbestand schonen. Gentransfer in
industriell relevante Produzenten wire eine weitere Moglich-
keit, den PUFA-Bedarf zu decken.?! Abgesehen von den
kommerziellen Aspekten konnten PUFA-Gene dazu beitra-
gen, alte Klassifikationen der Taxonomie von Bakterien neu
zu definieren, neue Einteilungen zu schaffen und die Evolu-
tion zuriickzuverfolgen.['> 3] Neue Stdmme mit aktiven oder
stillen Kopien von PUFA-Genen konnten sich mit moleku-
larbiologischen Werkzeugen identifizieren lassen, und es
konnte mehr iiber die weltweite Verbreitung von Stimmen
mit PUFA-Biosynthese-Genclustern und ihre Okologische
Bedeutung erfahren werden.['32 SchlieBlich kénnten die
Gene der PUFA-Biosynthese, die sich sowohl in Struktur als
auch in Mechanismus von bereits bekannten PKS unterschei-
den (insbesondere die neuartigen putativen Dehydratasen/
Isomerasen), neue Werkzeuge fiir die kombinatorische Bio-
synthese von Polyketid-Antibiotika bereitstellen.>=3
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