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Im phylogenetischen Stammbaum des Lebens werden alle
Organismen in die drei Dom�nen Eukaryota, Bacteria und
Archaea eingeteilt.[1] Ein Hauptkriterium f�r diese Einteilung
ist die chemische Zusammensetzung der Membranlipide der
jeweiligen Organismen.[2–5] So bestehen die Phospholipide der
Bacteria und Eukaryota aus Fetts�uren, die mit sn-Glycerin-
3-Phosphat (G3P) verestert sind, die Phospholipide der Ar-
chaea hingegen aus sn-Glycerin-1-Phosphat (G1P), das �ber
Etherbr�cken mit zwei Polyisoprenketten verbunden ist
(Abbildung 1).

Dieser Unterschied l�sst vermuten, dass die Evolution der
Archaea in direktem Zusammenhang mit dem Auftreten der
Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase (G1PDH) und der Ge-
ranylgeranylglycerylphosphat-Synthase (GGGPS) steht.[6–9]

Diese Enzyme katalysieren nacheinander die ersten beiden
Stufen der Synthese der G1P-basierten Etherlipide. Im Ein-
zelnen umfasst dies die Reduktion von Dihydroxyaceton-
phosphat (DHAP) zu G1P und dessen anschließende Kon-
densation mit dem aktivierten Diterpen Geranylgeranylpy-
rophosphat (GGPP; C20). GGGP wird in der Folge schritt-
weise prozessiert und f�hrt zu den typischen Etherlipiden,
von denen eines in Abbildung 1 gezeigt ist. Da G1P und
GGGP als typisch f�r Archaeen gelten, kam die Identifizie-
rung von Proteinen aus bakteriellen Spezies mit signifikanter
Sequenz�hnlichkeit zu G1PDH und GGGPS unerwartet.[6,10]

Unser Interesse gilt der Aufkl�rung der Funktion dieser
Proteine, und so konnten wir k�rzlich zeigen, dass das AraM-
Protein des Gram-positiven Bakteriums Bacillus subtilis ho-
molog zu den archaeellen G1PDH ist und ebenso wie diese

stereospezifisch und NADH-abh�ngig (NADH = reduzierte
Form von Nicotinamid-adenin-dinukleotid) die Reduktion
von DHAP zu G1P katalysiert.[11]

Hier behandeln wir nun die Entschl�sselung der Funktion
der bakteriellen Homologen zu den GGGPS, die Familie der
PcrB-Proteine. Unser Ansatz basiert dabei auf der F�higkeit
des Enzyms, radioaktiv markiertes G1P in der Bacillus-sub-
tilis-Zelle mit einem zweiten, bislang noch unbekannten
Substrat zu verbinden. Die Analyse des gebildeten Produkts
zeigt, dass PcrB in vivo die Kondensation von G1P mit
Heptaprenylpyrophosphat (HepPP; C35) zu Heptaprenyl-
glycerylphosphat (HepGP) katalysiert. Dieses erste identifi-
zierte Archaea-typische Etherlipid in der Dom�ne der Bac-
teria wird anschließend in der Zelle dephosphoryliert und
acetyliert. Wir konnten zudem nachweisen, dass der Unter-
schied in der Substratspezifit�t der archaeellen GGGPS f�r
C20-Polyprenyle im Vergleich zu den bakteriellen PcrB-En-
zymen f�r C35-Polyprenyle auf eine Aminos�ure am unteren
Ende des aktiven Zentrums zur�ckzuf�hren ist.

Die �berlagerung der Kristallstukturen der archaeellen
GGGPS aus Archaeoglobus fulgidus (afGGGPS) und PcrB
aus B. subtilis mit der Sequenzidentit�t von 35% ergab eine
vollkommen konservierte Bindetasche f�r G1P. Zudem
konnte GGPP in das aktive Zentrum beider Enzyme mo-
delliert werden (Abbildung 2). Auf Grundlage dieser Beob-
achtungen �berpr�ften wir in vitro die F�higkeit von PcrB,
die GGGPS-Reaktion zu katalysieren. Dazu wurden die f�r
PcrB codierenden Gene von Bacillus subtilis (bsPcrB), Ba-

Abbildung 1. Typische Phospholipide der Bacteria und Eukaryota
(oben) und der Archaea (unten). W�hrend bei den Bacteria und Euka-
ryota G3P �ber einen Ester mit zwei Fetts�uren verbunden ist, beste-
hen die Lipide der Archaea aus G1P und zwei Polyprenylketten, ver-
kn�pft durch eine Etherbindung. Die wichtigsten polaren Kopfgruppen
(wie hier l-Serin) sind in allen drei phylogenetischen Dom�nen vertre-
ten.
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cillus anthracis (baPcrB), Geobacillus kaustophilus (gkPcrB),
Listeria monocytogenes (lmPcrB) und Staphylococcus aureus
(saPcrB) in Escherichia coli exprimiert und die Proteine �ber
Metall-Chelat-Chromatographie zur Homogenit�t gereinigt.
14C-markiertes G1P oder G3P wurde enzymatisch aus Glu-
cose und Adenosin-5’-triphosphat synthetisiert (Hinter-
grundinformationen, Schema S1) und zusammen mit dem
gereinigten PcrB und GGPP inkubiert. Die Analyse der Re-
aktionsprodukte mit D�nnschichtchromatographie (DC) und
Autoradiographie ergab, dass alle untersuchten bakteriellen
PcrB-Enzyme die gleiche Stereospezifit�t f�r die Kondensa-
tion von G1P mit GGPP aufweisen wie die Kontrolle af-
GGGPS. Dieses Ergebnis best�tigt den k�rzlich verçffent-
lichten Befund, dass PcrB in vitro GGPP als Substrat akzep-
tiert.[13] Diese Daten erlauben jedoch keinen R�ckschluss auf
die Natur des Polyprenylsubstrates, das von PcrB in vivo
verwendet wird. In Zusammenhang mit dieser Frage war die
Konserviertheit eines Tryptophanrests (Trp99) am unteren
Ende der Bindetasche von afGGGPS festgestellt worden.
Man ging davon aus, dass dessen sperrige und hydrophobe
Seitenkette die L�nge des Polyprenylsubstrates auf C20 be-
schr�nke.[10] Bemerkenswerterweise befindet sich im aktiven
Zentrum von PcrB an vergleichbarer Stelle nur ein kleiner,

aliphatischer Rest (meist ein Alanin), womit die bakteriellen
Homologen der archaeellen GGGPS in der Lage sein kçnn-
ten, auch l�ngere Polyprenylsubstrate aufzunehmen (Abbil-
dung 2).

Wir haben daher ein Verfahren zur Identifizierung des
unbekannten, nativen Polyprenylsubstrates von PcrB entwi-
ckelt, das darauf beruht, das Produkt basierend auf der Re-
aktion mit 14C-G1P zu markieren und zu isolieren. Dazu
wurden Wildtyp-Zellen von B. subtilis sowie DpcrB-Zellen
ohne chromosomales pcrB-Gen[14] mit 14C-G1P �ber Nacht
inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet,
anschließend wurden ihre Lipide extrahiert und auf Kiesel-
gelplatten d�nnschichtchromatographisch aufgetrennt. Der
Vergleich der Autoradiogramme zeigte zwei schwach mar-
kierte Flecken X1 und X2 in Extrakten aus B.-subtilis-Wild-
typ, die in DpcrB-Zellen fehlten (Abbildung 3).

Durch plasmidcodierte �berexpression der pcrB-Gene
aus B. subtilis, G. kaustophilus, S. aureus und L. monocyto-

Abbildung 2. �berlagerung der Struktur von afGGGPS und bsPcrB mit
modellierten Liganden. a) Die B�nderdiagramme von afGGGPS (PDB-
Code: 2F6U) und bsPcrB (PDB-Code: 1VIZ[12]) sind violett bzw. gr�n
dargestellt. Die Darstellung der Substrate G1P und GGPP entspricht
der CPK-Konvention. Die Substratbindetasche wird in afGGGPS durch
die Seitenkette von Trp99 auf die Polyprenyll�nge C20 begrenzt. Bei
bsPcrB befindet sich an dieser Stelle der Rest Ala100. b) Die Reste der
G1P-Bindestelle sind in afGGGPS und bsPcrB vollkommen konserviert.
Die Darstellung entspricht (a).

Abbildung 3. D�nnschichtchromatographische Auftrennung von 14C-
markierten Glycerolipiden, produziert in B. subtilis durch verschiedene
PcrB-Proteine und afGGGPS. Die Zellen wurden �ber Nacht mit radio-
aktiv markiertem G1P inkubiert. Anschließend wurden ihre Lipide ex-
trahiert und zur Verringerung der Polarit�t dephosphoryliert. Die Ex-
trakte wurden auf Kieselgel-60-Platten aufgetragen, und das Chromato-
gramm wurde in Ethylacetat/Hexan 1:1 (v/v) entwickelt und autoradio-
graphiert. Spur 1: GGG (dephosphoryliertes GGGP)= Referenz;
Spur 2: B.-subtilis-Wildtyp; Spur 3: DpcrB-Zellen; Spur 4: DpcrB-Zellen,
die plasmidcodiert das Gen von bsPcrB �berexprimieren; Spur 5:
DpcrB-Zellen, die plasmidcodiert das Gen von afGGGPS �berexprimie-
ren; Spur 6: DpcrB-Zellen, die plasmidcodiert das Gen des mutieren
Proteins afGGGPS_W99A �berexprimieren; Spuren 7–10: DpcrB-Zellen,
die plasmidcodiert die Gene von bsPcrB, saPcrB, lmPcrB, und gkPcrB
�berexprimieren. Die Proben 1–6 und 7–10 wurden auf zwei getrenn-
ten DC-Platten analysiert. Probe 7 ist dabei identisch mit Probe 4 und
dient als Referenz f�r die Spuren 8–10. Der Ursprung der DC (ori.), die
Laufmittelfront (s.f.) sowie die Punkte X1, X2 und X3 sind mit Pfeilen
gekennzeichnet.
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genes in B.-subtilis-DpcrB-Zellen konnten wir best�tigen, dass
die Bildung der Punkte X1 und X2 auf PcrB zur�ckzuf�hren
ist. Die Lipidextrakte dieser Zellen zeigten zudem st�rkere
Signale f�r X1 und X2 als die Extrakte aus B.-subtilis-Wild-
typ. X2 liegt zudem als Doppelbande vor. Die Gr�nde hierf�r
werden unten diskutiert. Dar�ber hinaus konnte ein weiterer
markierter Punkt X3 identifiziert werden, der in den Wild-
typzellen nicht vom Hintergrund zu unterscheiden war. Bei
der d�nnschichtchromatographischen Auftrennung auf Kie-
selgel-60-Platten werden die Produkte X1–X3 weniger stark
verzçgert als das afGGGPS-Produkt GGGP, was darauf
schließen l�sst, dass sie auch weniger polar als diese Kontrolle
sind (Abbildung 3). Das native Polyprenylsubstrat von PcrB
sollte somit mehr Kohlenstoffatome aufweisen als GGPP.

Die Produkte von PcrB aus B. subtilis, X1–X3, wurden
isoliert und �ber MS und NMR-Spektroskopie analysiert. Zur
Pr�paration ausreichender Mengen an Reinsubstanz wurde
die Auftrennung der Lipide nun �ber HPLC statt wie bisher
�ber DC durchgef�hrt. Die Elution der 14C-markierten Pro-
dukte X1–X3 wurde �ber einen On-line-Szintillationsdetek-
tor verfolgt (Hintergrundinformationen, Abbildung S2) und
anschließend mit nichtmarkiertem Extrakt wiederholt. Auf
Basis der Retentionszeiten der markierten Substanzen wurde
der nichtmarkierte Extrakt fraktioniert, und so wurden X1–
X3 gesammelt. Durch die Analyse �ber MS, MS-MS, hoch-
auflçsende MS und NMR-Spektroskopie (Hintergrundinfor-
mationen, Abbildung S3–S5) konnte X1 eindeutig als
Heptaprenylglycerin (HepG) identifiziert werden. Damit
muss es sich beim zweiten Substrat von PcrB um Heptapre-
nylpyrophosphat (HepPP) handeln. Das Produkt HepGP
wird offensichtlich in vivo dephosphoryliert. Hochauflçsende
MS-Analysen von X2 zeigten, dass seine Masse um 42011 Da
grçßer ist als die von X1. Diese Differenz entspricht einer
Acetylgruppe, deren Lokalisation am C1- oder C2-Atom des
Glycerinr�ckgrats von HepG das verschiedene Laufverhalten
dieser beiden Isoformen erkl�rt (Abbildung 3). Die Masse
von X3 mit einer erneuten Differenz von 42 Da zu X2 ent-
spricht demnach HepG mit zwei Acetylgruppen. Diese Mo-
difikation konnten wir in vitro mit Essigs�ureanhydrid als
Acetylierungsmittel reproduzieren und so X1 in X2 und X3
�berf�hren.

Wurde hingegen plasmidcodiert das Gen von afGGGPS
im DpcrB-Stamm �berexprimiert, trat bei der d�nnschicht-
chromatographischen Analyse ein langsamer laufender Punkt
auf, der GGGP entspricht (Abbildung 3). GGPP liegt also in
der B.-subtilis-Zelle als mçgliches Substrat vor, wird jedoch
in vivo von den PcrB-Enzymen nicht als solches akzeptiert.
Mithilfe von Molek�ldynamikrechnungen konnte diese Sub-
stratdiskriminierung erkl�rt werden: Die lange Polyprenyl-
kette von HepPP passt exakt in die tiefe Substratbindetasche
von PcrB, sodass das Ende des Molek�ls mit konservierten
Aminos�uren und einer modifizierten Schleife am Ende der
Bindetasche interagiert (Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S6). Wird afGGGPS im DpcrB-Stamm �berexprimiert,
so wird neben GGGP ein kleiner Anteil an X1–X3 produziert
(Abbildung 3). Das Enzym akzeptiert somit, wenngleich im
geringeren Maße, auch Polyprenylsubstrate, die l�nger als 20
Kohlenstoffatome sind. Die Seitenkette von Trp99, die ver-
mutlich der Grund f�r die Begrenzung der Substratl�nge auf

C20 ist (Abbildung 2), muss daf�r bisweilen aus der Bindeta-
sche schwenken und so die Bindung l�ngerer Substrate er-
mçglichen kçnnen. Somit �berrascht es nicht, dass die Mu-
tante afGGGPS_W99A vergleichbare Mengen X1–X3 wie
PcrB produziert (Abbildung 3).

Die Isolierung und Identifizierung von X1–X3, zusammen
mit dem zuvor gefundenen AraM als G1PDH,[11] deckt einen
bislang unbekannten Weg zu Biosynthese von Archaea-typi-
schen Lipiden in Gram-positiven Bacteria auf. In diesem
Syntheseweg reduziert AraMDHAP zu G1P, das im aktiven
Zentrum von PcrB mit HepPP unter Freisetzung von Pyro-

phosphat zu HepGP reagiert. Anschließend wird HepGP
enzymatisch dephosphoryliert und acetyliert (Schema 1).

PcrB ist in den Genomen einer Vielzahl von Bacillales
codiert (Hintergrundinformationen, Abbildung S7). Unsere
Analyse einer repr�sentativen Auswahl zeigt eine eindeutige
Pr�ferenz der Enzyme f�r HepPP gegen�ber GGPP als
Substrat (Abbildung 3). Wir postulieren daher, dass alle
bakteriellen Vertreter der PcrB-Familie die gleiche Reaktion
wie bsPcrB katalysieren. Zudem enthalten alle Spezies mit
einem pcrB-Gen auch die Gene f�r die Heptaprenylpyro-
phosphat-Synthase (HepPPS; Hintergrundinformationen,
Tabelle S1), die bereits als Quelle f�r HepPP zur Synthese
von Menachinon in Gram-positiven Bacteria beschrieben
ist.[15] Jedoch haben nicht alle diese Mikroorganismen eine
AraM-�hnliche G1PDH. G1P kçnnte in diesen Spezies durch
eine nichthomologe G1PDH oder auch �ber die stereospe-

Schema 1. Ein neu gefundener Biosyntheseweg zur Herstellung Ar-
chaea-typischer Lipide in B. subtilis und weiteren Gram-positiven Bacte-
ria. AraM reduziert DHAP zu G1P, und HepPP ist ein Produkt von
HepPPS. PcrB katalysiert stereospezifisch die Kondensation von G1P
und HepPP zu HepGP, das anschließend von bislang noch unbekann-
ten Enzymen dephosphoryliert und acetyliert wird. Die drei gezeigten
Etherlipide entsprechen den DC-Punkten X1–X3 aus Abbildung 3.
FPP = Farnesylpyrophosphat, IPP = Isopentenylpyrophosphat, PPi =Py-
rophosphat.
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zifische Phosphorylierung von Glycerin durch eine noch un-
bekannte Kinase synthetisiert werden.

Mit der Aufkl�rung der Funktionen von AraM und PcrB
sind nun G1P-basierte Etherlipide erstmals auch in der
Dom�ne der Bacteria nachgewiesen. HepG und seine acety-
lierten Derivate machen jedoch nur einen geringen Teil der
Gesamtlipidkomposition von B. subtilis aus. Somit wider-
sprechen unsere Befunde nicht dem Konzept, dass das Auf-
kommen der G1PDH und GGGPS das Schl�sselereignis war,
das zur Abspaltung der Archaea f�hrte.[6,8] Vielmehr spricht
das nahezu exklusive Auftreten der PcrB-Enzyme in den
Bacillales f�r ein einzelnes horizontales Gentransferereignis
ausgehend von einer archaeellen Spezies, gefolgt von der
Entwicklung einer neuen Substratspezifit�t (Hintergrundin-
formationen, Abbildung S7).

Ph�notypisch konnten wir beim B.-subtilis-DpcrB-Stamm
eine gewisse Verklumpung der Zellen beobachten. Zudem
konnten wir zeigen, dass die verschiedenen HepG-Derivate,
die hier beschrieben wurden, in der B.-subtilis-Membran po-
puliert sind, was vermuten l�sst, dass sie deren Struktur und
Funktion beeinflussen. Es sind jedoch weitere Experimente
notwendig, um diese Hypothesen zu bekr�ftigen und die
physiologische Bedeutung der neu beschriebenen Etherlipide
in der phylogenetischen Dom�ne der Bacteria aufzukl�ren.

Eingegangen am 15. M�rz 2011,
ver�nderte Fassung am 19. Mai 2011
Online verçffentlicht am 14. Juli 2011
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