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Nie aufgeben! Nach jahrelangen vergeblichen Bem�hun-
gen beschrieben die Arbeitsgruppen um Essen und Marahiel
in einer k�rzlich erschienenen Ver�ffentlichung in Science[1]

die erste Kristallstruktur eines vollst�ndigen Moduls mit
mehreren Dom�nen einer nicht-ribosomalen Peptidsynthe-
tase (NRPS). Obwohl Marahiel und Mitarbeiter bereits
1997[2] die erste Struktur einer einzelnen Dom�ne einer
NRPS publizierten, vergingen lange elf Jahre, bis nun geeig-
nete Kristalle eines Moduls erzeugt und analysiert werden
konnten.

Nicht-ribosomal gebildete Peptide (NRPs) sind eine di-
verse Gruppe zumeist cyclischer Naturstoffe (Schema 1), die

nicht nur proteinogene Aminos�uren, sondern auch hunderte
anderer Biosynthesebausteine enthalten.[3] Diese Metabolite
werden in Mikroorganismen durch die nicht-ribosomalen
Peptidsynthetasen (NRPSs) gebildet, die in der Natur eine
nucleins�ureunabh�nge Peptidsynthese erm�glichen. Dabei
wird die Sequenz der inkorporierten Aminos�uren im Pro-
dukt durch die Reihenfolge der autonom gefalteten enzy-
matischen Dom�nen innerhalb gigantischer Multienzyme
bestimmt. Jede Dom�ne ist f�r einen spezifischen Schritt der
Assemblierung zust�ndig, sodass NRPSs als eine Art mole-
kulares Fließband betrachtet werden k�nnen. Dom�nen
werden zu Funktionseinheiten gruppiert, die „Module“ ge-

nannt werden, von denen jeweils ein Kettenverl�ngerungs-
schritt durchgef�hrt wird. Im Minimalmodul selektiert und
aktiviert die Adenylierungsdom�ne (A) eine Aminos�ure als
Adenylat, und eine Kondensationsdom�ne (C) verkn�pft
diesen Baustein mit der wachsenden Biosynthesekette. Zwi-
schen diesen Dom�nen befinden sich katalytisch nicht aktive
Dom�nen, die Peptidyl-Carrier-Proteine (PCPs) genannt

Schema 1. Strukturen und biologische Aktivit�ten von nicht-ribosomal gebildeten Peptiden.
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werden und mit einer prosthetischen Gruppe – dem Phos-
phopantetheinyl-Arm (Ppant-Arm) – ausgestattet sind. An
die terminale Thiolgruppe des Ppant-Arms wird die jeweilige
Aminos�ure gebunden, und nachfolgend findet hier auch die
Kettenverl�ngerung statt, bei der die wachsende Peptidyl-
kette durch die Biosynthesemaschinerie weitergeleitet wird.
Die Thioester-Verkn�pfung aktiviert die Aminos�ure f�r die
Kondensationsreaktion und erm�glicht eine dirigierte Wei-
terleitung der Intermediate zu den verschiedenen aktiven
Zentren der NRPS, wodurch die Gesamteffizienz des Pro-
zesses steigt. Zus�tzlich zu den oben beschriebenen minimal
vorhandenen Dom�nen eines Moduls k�nnen weitere vor-
kommen, welche die Aminos�uren modifizieren, so z. B.
Dom�nen, die Epimerisierungen, N-Methylierungen oder
Cyclodehydratisierungen durchf�hren. In der Regel wird die
finale Kettenfreisetzung von einer Thioesterasedom�ne (TE)
durch Makrocyclisierung katalysiert, die an das Ende des
letzten Moduls fusioniert vorliegt. Durch diese Verteilung der
Biosyntheseschritte erm�glicht die Natur die Assemblierung
hochkomplexer Strukturen aus einfachen Bausteinen. Die
Polyketide – eine zweite große Klasse von mikrobiellen
Naturstoffen – werden durch den Einsatz einer sehr �hnlichen
Biosynthesestrategie gebildet.[4]

Die Entdeckung des modularen Aufbaus von NRPSs hat
große Hoffnungen f�r die Herstellung neuer Varianten der
Produkte geweckt, weil es m�glich schien, dies durch eine
Reprogrammierung der Synthetasen zu erreichen. Diese Idee
ist nicht nur von akademischem Interesse, weil die NRP-
Metabolite vielfach therapeutisch nutzbare Aktivit�ten auf-
weisen (z.B. als Krebsmittel, als Antibiotika oder als Im-
munsuppressiva), weshalb Derivate f�r die Wirkstoffent-
wicklung von großer Bedeutung sind.

Leider sind biologische Systeme aber selten so einfach
aufgebaut wie wir sie uns w�schen, was dazu f�hrte, dass die
meisten der ersten moderaten Versuche der gezielten Re-
konfiguration von NRPSs durch den Austausch von Dom�-
nen sehr entt�uschende Resultate zeigten.[5–7] Konsequenter-
weise wurde dann verst�rkt an der Aufkl�rung der detail-
lierten molekularen Enzymologie und der Strukturbiologie
von NRPSs gearbeitet. Obwohl die Kristallstruktur eines
ganzen Moduls von Anfang an das Ziel war, wurde zun�chst
eine diskrete A-Dom�ne kristallographisch beschrieben,[2]

gefolgt von verschiedenen TEs[8,9] und einer C-Dom�ne.[10]

Nachfolgend wurde die Struktur einer PCP-C-Didom�ne
gel�st, die auch die �bergangsregion zwischen zwei NRPS-
Modulen enth�lt.[11] Ein repr�sentatives PCP wurde mittels
NMR-Spektroskopie beschrieben.[12, 13] Die Kristallstrukturen
und ihre Analyse erm�glichten wichtige Einblicke in die ka-
talytischen Mechanismen der Dom�nenaktivit�ten. Zudem
konnte der allgemeine Spezifit�tscode von A-Dom�nen de-
finiert werden (der zehn Aminos�uren umfassende nicht-
ribosomale Code), der mittlerweile weitverbreiteten Einsatz
f�r die Vorhersage hypothetischer Produkte von NRPSs un-
bekannter Funktion findet.[14,15] Es konnte gezeigt werden,
dass das PCP drei alternative Konformationen einnehmen
kann,[13] was darauf schließen l�sst, dass die �nderung der
Konformation zur Programmierung der alternativen Inter-
aktionen mit den verschiedenen Partnern der Dom�ne ge-
nutzt wird. Bislang fehlten allerdings jegliche Strukturdaten

zur r�umlichen Verkn�pfung der Dom�nen innerhalb eines
typischen Moduls, was als entscheidende Information ange-
sehen werden kann, um zu verstehen, wie das PCP-gebun-
dene Substrat zwischen den verschiedenen katalytischen
Zentren bewegt wird und wie diese Bewegungen kontrolliert
werden.[16]

Die Kristallstruktur von SrfA-C als typisches Modul der
Form C-A-PCP-TE aus der Surfaktinsynthetase (Abbil-
dung 1) bei 2.6 � Aufl�sung[1] erm�glicht es nun zum ersten
Mal, diese Fragen anzugehen. Um lichtbrechende Kristalle zu
erzeugen, mussten die Autoren das konservierte Serin des
katalytischen Zentrums des PCP durch Alanin substituieren.
Diese Mutation eliminiert die M�glichkeit der post-transla-
tionalen Modifikation mit dem Ppant-Arm, und es wurde
gezeigt, dass das PCP dadurch in einer der drei m�glichen
Konformationen festgehalten wird.[13] Dadurch gelang es, die
gesamte konformative Heterogenit�t des Moduls einzu-
schr�nken, welche vermutlich bisherige Kristallisationsver-
suche verhinderte.

Das Zentrum des Moduls ist eine stabile und rechteckige
katalytische Plattform, die von der C-Dom�ne und der N-
terminalen Zentraleinheit der A-Dom�ne (Acore) gebildet
wird, wobei beide aktiven Zentren auf derselben Seite liegen.
Der Komplex wird durch eine große Interaktionsfl�che zwi-
schen der C- und der Acore-Dom�ne, eine enge Interaktion der
katalytischen Regionen und einen gut definierten dazwi-
schenliegenden „Linker“ zusammengehalten. Der Rest der
A-Dom�ne und das PCP sind mit der Plattform durch kurze
flexible Verbindungsst�cke verbunden. Diese Beobachtung
f�hrt zu einem Modell, in dem sich die beiden Dom�nen
w�hrend jedes katalytischen Zyklus relativ zu der statischen
C-Acore-Plattform bewegen. Diese Mobilit�t ist definitiv not-
wendig, weil die katalytischen Zentren der C- und Acore-Do-
m�nen 63 � voneinander entfernt liegen, was durch den
Ppant-Arm (ca. 20 �) nicht �berbr�ckt werden kann. Die
Struktur der TE ist im Prinzip identisch mit derjenigen der
separat exprimierten Dom�ne[8, 9] und nimmt eine unabh�n-
gige Region im Modul ein.

Die Struktur gibt auch zwei wichtige Hinweise darauf, wie
aufeinanderfolgende Module miteinander interagieren und
Kettenverl�ngerungen durchf�hren. In der Struktur ist das
strangabw�rts liegende PCP (Akzeptor) an der Akzeptor-
stelle der C-Dom�ne festgemacht. Die Bindestelle des
strangaufw�rts liegenden PCP (Donor) liegt direkt auf der
anderen Seite eines Canyons, der durch das Zentrum der C-
Dom�ne verl�uft. Dadurch liegen beide PCPs gleichzeitig
innerhalb der Reichweite des katalytischen Histidins. Aller-
dings sind die zusammengeh�renden Donor- und Akzeptor-
PCPs in vielen F�llen auf separaten Multienzymen zu finden.
Deshalb ist es notwendig, dass die beiden Polypeptide spezi-
fisch miteinander assoziieren, um das richtige Produkt auf-
zubauen, w�hrend gleichzeitig unerw�nschte Kontakte mit
anderen Multienzymen der Assemblierungslinie verhindert
werden. Dieser auch als „Docking“ bekannte Prozess wurde
in vorhergehenden Arbeiten zusammenpassenden Sequenz-
regionen („communication-mediating“(COM)-Dom�nen)
zugeschrieben, die sich an den C- und N-terminalen Enden
der Proteine befinden und die Selektivit�t f�r den Partner
entscheidend beeinflussen.[17] Nach diesem „Docking-Mo-

Angewandte
Chemie

8471Angew. Chem. 2008, 120, 8470 – 8473 � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


dell“ interagieren f�nf Aminos�uren jeder a-helicalen COM-
Dom�ne mit komplement�ren Einheiten der Partnerdom�ne
und formen so eine antiparallele Doppelspirale.[17] Zuf�lli-
gerweise �hnelt der C-terminal an SrfA-C angebrachte Auf-
reinigungstag (myc-His6) in seiner Sequenz und Hydrophobie
den vermuteten COM-Spiralen. Dieser Sequenzbereich ist in
der Struktur des Moduls in einem handf�rmigen Proteinmo-
tiv der C-Dom�ne des angrenzenden Moduls eingewickelt,
wobei eine Vielzahl von haupts�chlich hydrophoben Ami-
nos�uren an den Kontakten beteiligt sind. Diese COM-Hand
besteht aus der bereits bekannten N-terminalen COM-Regi-
on und einer dreistr�ngigen b-Faltblattstruktur, die zur C-

Dom�ne geh�rt. Daraus wird klar, dass
die strukturelle Basis f�r die spezifische
Interaktion zwischen NRPS-Multienzy-
men komplexer ist als urspr�nglich an-
genommen wurde. An dieser Stelle ist es
interessant zu erw�hnen, dass eine ein-
zelne Punktmutation innerhalb der N-
terminalen COM hinreichend war, um
die Spezifit�t des Dockings umzukeh-
ren.[17]

Insgesamt zeigt die Struktur, dass
ausgiebige Umlagerungen der Dom�nen
stattfinden m�ssen, w�hrend die NRPS
arbeitet. Diese Feststellung f�hrt direkt
die Schw�chen der Analyse der Kristall-
struktur vor Augen, da diese nur eine
Momentaufnahme einer wesentlich
komplexeren Reaktionssequenz sein
kann. Beispielsweise l�sst sich nicht er-
kennen, wie die Gesamtstruktur sich
ver�ndert, um eine Interaktion zwischen
dem PCP und der A-Dom�ne oder der
TE zu erm�glichen oder wie die not-
wendigen Ver�nderungen herbeigef�hrt
werden k�nnen. Die Abwesenheit des
Ppant-Arms und damit auch des Sub-
strates ist ebenfalls einen Schwachpunkt
der Analyse, besonders da die Verkn�p-
fung mit der prosthetischen Gruppe die
Konformation des PCP moduliert.[13]

Offensichtlich werden in Zukunft weite-
re Strukturen ben�tigt, in denen ein ak-
tiviertes PCP w�hrend der Interaktion
mit seinen �brigen Partnern dargestellt
werden kann. K�rzlich wurden Arbeiten
publiziert, die hier die Richtung weisen
k�nnten,[18] da der Ppant-Arm des PCP
durch einen Inhibitor des aktiven Zen-
trums der Zieldom�ne ersetzt werden
kann, wobei die breite Substratakzeptanz
der aktivierenden Phosphopantetheinyl-
transferasen ausgenutzt wird. Diese Mo-
difikation w�rde dem PCP alle Schritte
bis hin zur Interaktion mit einer spezifi-
schen Dom�ne erlauben und dann den
Gesamtkomplex in genau einer seiner
katalytisch relevanten Konformationen

festhalten. In Zukunft wird es hoffentlich m�glich sein, eine
Reihe solcher statischen Momentaufnahmen miteinander zu
kombinieren und damit eine Art von Film eines kompletten
katalytischen Zyklus einer NRPS zu erstellen.

Welche Lehren k�nnen bis dahin f�r die Manipulation
von NRPS-System gezogen werden? Die enge Assoziation
der C- und A-Dom�nen legt die Strategie nahe, dass diese
Dom�nen als ein funktionales Paar in einen neuen modularen
Kontext eingebracht werden sollten. Damit wird gleichzeitig
der Spezifit�t der C-Dom�ne an ihrer Akzeptorstelle Rech-
nung getragen.[19] Zudem zeigt die Struktur bislang unbe-
kannte Aminos�urepositionen auf, durch deren Mutation

Abbildung 1. Biosynthese von Surfaktin in Bacillus subtilis. a) Surfaktin wird von einer NRPS ge-
bildet, die die drei Untereinheiten SrfA-A, SrfA-B und SrfA-C aufweist. SrfA-A und SrfA-B enthal-
ten je drei Module, w�hrend SrfA-C als Terminationsmodul fungiert. Die Aminos�uren, die vom
jeweiligen Modul inkorporiert werden, sind dargestellt (die Epimerisierung erfolgt wahrschein-
lich nach der Kn�pfung der Peptidbindung). b) Die Struktur von SrfA-C bei einer Aufl�sung von
2.6 �. Die farbliche Darstellung der Dom�nen ist so wie in (a). Das His des aktiven Zentrums
der C-Dom�ne und eine Leucin-Bindung innerhalb des aktiven Zentrums der A-Dom�ne sind
in der CPK-Darstellung zu sehen. Wiedergegeben mit Genehmigung nach Lit. [1]; Copyright
2008, American Association for the Advancement of Science.
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neue und produktive C-PCP-Interaktionen herbeigef�hrt
werden k�nnen.[20] Die gezielte Ver�nderung von COM-Do-
m�nen wurde schon eingesetzt, um k�nstliche Kombinatio-
nen aus NRPS-Untereinheiten zu erzeugen.[17] Durch den
Einbezug der nun erkannten wichtigen b-Faltblattstruktur in
der COM-Hand sollten sich nicht-native Interaktionsbereiche
weiter optimieren lassen, um letztlich die Effizienz von
k�nstlichen Hybridsynthetasen zu erh�hen. Die Ergebnisse
solcher strukturbasierter „Engineering“-Experimente wer-
den gespannt erwartet.
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