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Abstract: Untersuchungen zum Verstindnis des Wechselspiels
von nicht-ribosomalen Peptidsynthethasen (NRPS), einer
wichtigen Quelle fiir Sekundirmetaboliten, mit modifizieren-
den Enzymen stellen eine grofe Herausforderung dar, da diese
Interaktionen oft von transienter Natur sind. Mithilfe einer
Reihe von synthetischen inhibitorartigen Verbindungen gelang
es, einen stabilisierten Komplex eines solchen modifizierenden
Enzyms mit einer NRPS-Domdne zu bilden und strukturell zu
charakterisieren. Es handelt sich um eine Peptidyl-Carrier-
Protein(PCP)-Domdne der NRPS gebunden an ein Cyto-
chrom-P450-Enzym, das essentiell fiir die Bereitstellung von f3-
hydroxylierten Aminosdurevorliufern in der Biosynthese des
cyclischen Depsipeptids Skyllamycin ist. Die Struktur zeigt,
dass die Komplexbildung vorwiegend auf hydrophoben
Wechselwirkungen beruht, deren Auftreten durch geringfiigige
Anderungen in der PCP-Struktur kontrolliert wird, und somit
Selektivitit gegeniiber strukturell sehr dhnlichen PCP-Domid-
nen vermittelt.

Die nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) sind fiir
die Synthese bedeutender Sekundédrmetabolite wie Penicil-
lin, Cephalosporin™ und Vancomycin® zustindig. Dabei
wird aufgrund der modularen Organisation und des Zusam-
menspiels mit einer Vielzahl an Aminosdure- und Peptid-
modifizierenden Enzymen eine enorme Ausweitung des bio-
synthetischen Potentials jenseits der Mdoglichkeiten der ri-
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bosomalen Biosynthese moglich.”! Dies macht die Untersu-
chung von NRPS und deren Wechselwirkungspartnern
sowohl fiir die Grundlagenforschung als auch fiir biotechno-
logische Anwendungen interessant.’! Die Mehrheit der fiir
die NRPS-Biosynthese benotigten Aminosidurevorldufer wird
vor der Aktivierung durch die NRPS synthetisiert.™ Kiirzlich
wurde jedoch fiir das cyclische Depsipeptid Skyllamycin ein
neues Modell fiir die Vorlduferherstellung gefunden, das auf
der selektiven und unmittelbaren Interaktion modifizieren-
der Enzyme mit NRPS-gebundenen Aminosiuren basiert.>*
Hierbei erfolgt die B-Hydroxylierung von hydrophoben
Aminosduren, die an Carrier-Protein(CP)-Doménen gebun-
den sind, durch ein Cytochrom-P450(P450)-Enzym (Abbil-
dung 1).”* Der zugrunde liegende Selektionsmechanismus
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Abbildung 1. Ubersicht iiber zentrale Schritte der Skyllamycin-Biosyn-
these, in der nur die relevanten Module der NRPS (Sky29, Sky30,
Sky31) dargestellt sind. C: Kondensation, A: Adenylierung, E: Epimeri-
sierung, T: Peptidyl-Carrier-Protein oder Thiolierungsdomine.

héngt nicht von den Aminosiureseitenketten ab, sondern
vielmehr von den entsprechenden CP-Dominen” und bietet
somit einen Ansatzpunkt fiir die In-vivo-Gewinnung von
neuen, modifizierten nicht-ribosomalen Peptiden.

Um die Grundlage der P450/CP-Selektivitit zu verstehen,
war eine strukturelle Charakterisierung des Komplexes un-
umginglich, da isolierte P450-Strukturen nur begrenzt
Riickschliisse zulassen.”!”! Die strukturelle Charakterisie-
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rung wurde jedoch durch die schwachen Interaktionen der
beteiligten Enzyme erschwert, was eine Cokristallisation
ausschloss. Um dieses Hindernis zu iiberwinden, nutzten wir
die Tatsache, dass Stickstoff-Liganden hochstabil und inhibi-
torartig an das Eisen(IIT) der Him-Gruppe in P450-Enzymen
koordinieren.!"! Daher wurde eine Reihe von Inhibitor-Co-
enzym A-Konjugaten synthetisiert, in vitro auf eine isolierte
CP-Domine iibertragen und als ,,Koder“ zur Stabilisierung
der P450/CP-Komplexe verwendet. Dieser Ansatz ermog-
lichte uns die Kristallisation eines Komplexes von P450 und
PCP; aus der Skyllamycin-Biosynthese. Die Struktur zeigt,
dass im Vergleich zu anderen NRPS-CP-Komplexen"?! zwar
ahnliche Sekundérstrukturelemente den CP-Interaktionsbe-
reich bilden, dass diese jedoch im P450/PCP-Komplex in einer
neuartigen Anordnung vorliegen. Uberdies beruht die PCP-
Selektivitédt nicht auf der Primérsequenz der direkt wechsel-
wirkenden Seitenketten, sondern auf geringfiigigen Ande-
rungen der relativen Anordnung der Helices in den ver-
schiedenen PCPs, wobei geeignete Bindungsfldchen nur von
jenen PCPs ausgebildet werden, die mit dem P450-Enzym
wechselwirken.

Die Untersuchung der Wechselwirkungen von NRPS-
Carrier-Doménen mit in trans-Bindungspartnern ist eine
groBle Herausforderung. Zum einen sind PCPs, die aus der
Multidomanenumgebung herausgelést werden, oftmals in-
stabil, neigen zur Aggregation oder koénnen nicht durch
Transferasen modifiziert werden. Zum anderen erschweren
die méaBige Affinitdit und der transiente Charakter der
Wechselwirkung die Experimente. Im Rahmen dieser Studie
verwendeten wir das mit dem P450 interagierende PCP; und
das nicht interagierende PCP,, der Skyllamycin-NRPS, die
jeweils mit Thioredoxin fusioniert waren.”! In Analogie zu
fritheren Studien zu CP-Wechselwirkungen!>'*! konnten
wir zeigen, dass spezielle, Inhibitor-dhnliche CP-Frachtmo-
lekiile wertvolle Werkzeuge zur Verringerung der Dissozia-
tionsfihigkeit des P450/PCP-Komplexes darstellen, um
NRPS-CP-P450-Komplexe zu stabilisieren. Fiir das Inhibi-
tordesign wurde die langlebige, stabile Koordination von
heterocyclischem Stickstoff an Fe'' ausgenutzt,"!! wie sie fiir
Imidazol beobachtet wird (1, Abbildung 2, siche Hinter-
grundinformationen (SI), Abbildung S2 und Tabelle S2). Es
wurden inhibitorartige Sonden als drei verschiedene Konju-
gate entworfen: als verkiirzte Pantethein-Amide (R,), als
Coenzym-A-Thioester (CoA, R,), und als mit dem CoA-
Thioester beladene Carrier-Proteine (R;: PCP;, PCP,,, ACP)
(Abbildung 2, Hintergrundinformationen Tabelle S1, Abbil-
dung S1). Die Strukturen der Inhibitoren umfassen Imid-
azolderivate (2, 3) und andere Stickstoff-haltige heterocycli-
sche Inhibitoren (4-8). Diese Serie von Sonden deckt ver-
schiedene Abstdnde zwischen dem CP und dem Hém-bin-
denden Stickstoffatom sowie verschiedene Grade an Rotati-
onsfreiheit und Substratmimese ab. Um die geeignetsten
Verbindungen fiir Kristallisationsexperimente zu ermitteln,
untersuchten wir zunichst das Bindungsverhalten der PCP-
Konjugate mit UV/Vis-Spektroskopie. Die Kontrollexperi-
mente wurden mit Imidazol (1), seinen R;- und R,-Konjuga-
ten (2-R/2-R,) und mit 2-Rj-beladenem ACP bzw. PCP,,
durchgefiihrt. Wie erwartet fiihrt die Titration von P450,, mit
Imidazol zu einer charakteristischen Typ-II-Spektralver-
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Abbildung 2. Ubersicht iiber die in dieser Studie verwendeten Inhibito-
ren (1-8) in drei verschiedenen Ausfiihrungen: R, =verkiirztes Pante-
thein-Amid, R, = CoA-Thioester und R; =Thioester von 4'-phospho-
pantetheinylierten Carrier-Proteinen (PCP,, PCP,,, ACP).

schiebung (N-Koordination, Inhibitor-Typ) mit einem K, von
2.6 £0.2 mMm (siehe SI, Abbildung S2a und Tabelle S2).

Die Titration mit dem Konjugat 2-R, fiihrt zu einer sub-
stratartigen Typ-I-Verschiebung (SI, Abbildung S2b) und
wurde bereits frither beschrieben.! Spektren von Verbin-
dung 2-R, zeigen eine anti-Typ-II-Verschiebung (SI, Abbil-
dung 2b), die durch Wasserstoffbriicken zwischen Him-ge-
bundenem Wasser und dem Stickstoffatom des Liganden
zustande kommt.'¥! Angelehnt an das Binden jeglicher hy-
drophober Aminosiurefracht der interagierenden PCP-
Doméne durch P4505kwl7] wurden die hydrophoben PCP;-
Konjugate dem P450 dargeboten (Abbildung 3). Wie erwartet
bindet 2-R3(PCP,) in einer dhnlichen Weise wie Verbindung
1, allerdings mit einer Dissoziationskonstante, die um zwei
GroBenordnungen kleiner ist (Kq =10.1 £0.5 pum), und bindet
somit sogar fester als das natiirliche Substrat (OMe)-Tyr
(Kq=89+3 um)."" Die nicht-wechselwirkenden Proteine
PCP,, und E.-coli-ACP wurden ebenfalls beladen und zu 2-
R;(PCP,/ACP) umgesetzt, fithrten aber zu keiner nennens-
werten Bindung oder Spektralverschiebung (SI, Abbil-
dung S2e,f). Daraus folgern wir, dass die beobachtete Bin-
dung von 2-R3(PCP;) hochspezifisch ist und zwei Triebkriften
unterliegt, der Protein-Protein-Wechselwirkung und der
giinstigen Koordination des Inhibitor-Stickstoffs an das FEi-
senatom der Him-Gruppe.

Auch die Verbindungen 3-R;(PCP,) bis 8-R;(PCP;)
wurden auf die Bindung an P450, untersucht. Stark ausge-
priagte und hoch reproduzierbare Spektralverschiebungen
wurden fiir die Verbindungen 3/4/6-R;(PCP;) erhalten, wih-
rend die anderen Verbindungen geringere Effekte aufwiesen
(SI, Tabelle S2 und Abbildung S3). Darauthin wurden Co-
kristallisationsexperimente mit den Verbindungen 2-, 3-, 4-
und 6-R; durchgefiihrt. Wihrend alle Versuche ohne gebun-

www.angewandte.de

Chemie

8659


http://www.angewandte.de

Angewandte

8660

Zuschriften
0.12
2-R,(PCP,) Sy
0.060 2 o008
+ 006 —_—
0.040 4 F 0.04 Parameter Wert SEM

|Abs

Kapazitat 0.14 0.00

0.0z Kq [uM 1012048

0.020 - 0
20 40
80.000 e
S 35 550 600
-0.020 A —  0uM —2332uM
— 397uM  —27.10uM
-0.040 4 — 7.90pM  — 30.84 uM
\7 —11.80 uM 36.39 uM
-0.060 - Y — 1567 M —41.87 uM
' —19.51 uM 43.67 uM
-0.080 - Wellenlange / nm

Abbildung 3. UV/Vis-Differenzspektren von P450,,, titriert mit 2-R;-
(PCP,). Die extrapolierten Amplituden wurden gegen die Titrant-Kon-
zentrationen aufgetragen und an ein Einseitenbindungsmodell ange-
passt (Einschub).

denen Inhibitor scheiterten, bildeten sich fiir den stabilisier-
ten P450,,/2-R3(PCP;)-Proteinkomplex Kristalle.

Die Phasenzuordnung wurde mit Selenomethionin-mar-
kierten Kristallen in einem anomalen Dispersionsexperiment
durchgefiihrt (Auflosung 3.0 A) und auf einen nativen Da-
tensatz, der auf 2.7 A verfeinert wurde, angewendet (SI, Ta-
belle S3). Das im Komplex gebundene P450y, nimmt eine
charakteristische P450-Faltung ein (Abbildung 4),'"! bei der
im Vergleich zur ungebundenen P450,-Struktur nur Unter-
schiede im Bereich der die Interaktionsfldche bildenden F-
und G-Helices auftreten (RMSD Ca 1.7 A; siehe SI, Abbil-
dung S4a,b)." Uberraschenderweise bleibt eine Reorganisa-
tion der B/B,- bzw. B,/C-Schleifen aus, die hdufig in sub-
stratgebundenen P450-Strukturen beobachtet wird.'!! PCP,
nimmt die erwartete Faltung eines Vier-Helix-Biindels mit
zwei Haupthelices (a-1, a-2) und zwei Nebenhelices (a-3, a-
4) ein. Das konservierte Serin (S42), das die posttranslatio-
nale Modifizierung (4’-Phosphopantethein oder Ppant abge-
leitet von Coenzym A) trégt, ist am Anfang der a-2-Helix
gelegen. Bei fehlender Elektronendichte fiir Thioredoxin
beginnt die wohlgeordnete PCP,-Peptidkette einige Reste
nach dem Beginn der PCP,-Sequenz.*! Die PCP,-Domiine ist
strukturell verwandt mit einigen ACP-"""! und PCP-Struktu-
ren'¥ (SI, Tabelle S5), einschlieBlich des ACP des P450y;,/
ACP-Komplexes (RMSD Ca. 1.6 A, SI, Abbildung S5).'") Ein
automatisierter Strukturvergleich von P450,, belegte die
grofte Ahnlichkeit fiir P450g;,,,['” OxyD" und verschiedene
mykobakterielle P450 (siehe SI, Tabelle S4). Die P450/
PCP,-Kontaktfldche enthélt nur wenige ionische Wechsel-
wirkungen oder Wasserstoffbriicken. R63 in der a-3-Helix,
T46 und K47 in der a-2-Helix von PCP; wechselwirken mit
D191, N197 (G-Helix) und E235 (I-Helix) vom P450 (Ab-
bildung Sa), wiahrend das Amid von L62 in 0-3 eine wasser-
vermittelte Wasserstoffbriicke mit E198 ausbildet. Im Ver-
gleich dazu ist der hydrophobe Charakter der Kontaktfliche

[*] Rest 6 entspricht nach UniProt-Nummerierung Aminosiure 3079
von Sky30.
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Abbildung 4. Komplex von P450,, und PCP; stabilisiert durch einen
Azol-Inhibitor. P450-Monooxygenase: grau; Helices F und G in der In-
teraktionsfliche: blau; B/C-Region: rot; (-Faltblatter: hellblau; Him-
Gruppe: gelb; PCP: goldfarben bzw. griin; Inhibitor: orange. Alle Se-
kundarstrukturen sind gekennzeichnet.

stiarker ausgeprégt. In beiden Proteinfaltungen werden Clus-
ter von hydrophoben Seitenketten gefunden, die hydrophobe
Reste des Interaktionspartners aufnehmen. So befinden sich
die Reste von W193 und L194 des P450 (Abbildung 5b) in
groBer raumlicher Nihe (Abstinde 4-5.6 A) von Resten, die
eine hydrophobe Tasche innerhalb des PCP;-Helixbiindels
ausbilden, wihrend L43 von PCP; in eine kleinere Spalte
zwischen der I- und G-Helix und der C/D-Schleife vom P450
hineinreicht (blau markierte Seitenketten, Abstinde 4-
5.5 A). Diese hydrophobe Tasche nimmt auch die gem-Di-
methylgruppe des Pantethein-Arms auf. Somit wird die In-
teraktionsflache von hydrophoben Wechselwirkungen zwi-
schen den Sekundirstrukturelementen dominiert. Ahnliche
Kontaktflichenarchitekturen mit hydrophobem Charakter
wurden fiir Strukturen von Carrier-Proteinen in Komplexen
mit anderen NRPS-Dominen*!>®8 oder Aminosiureligasen
gefunden."” Komplementir zu den Protein-Protein-Wech-
selwirkungen befinden sich einige Aminosdurenseitenketten,
die den Substrat-Eintrittskanal der P450-Monooxygenase
auskleiden, in der Nihe des Ppant-Cofaktors. Diese Abstédnde
lassen allerdings bestenfalls schwache Wasserstoffbriicken zu
(Abbildung 5¢). Diese Anordnung konnte von der Inhibitor-
Ppant-Gruppe herriihren, die an den Enden iiber die S42-
Ppant-Bindung bzw. die Fe-N-Bindung fixiert ist (diese Bin-
dungsldnge wurde wihrend der Strukturverfeinerung auf
2.0 A gesetzt und ist durch die Elektronendichte begriindet,
siche SI, Abbildung S6) und demzufolge der Inhibitor in
seiner Drehbarkeit um die Bindung zwischen Carboxygruppe
und Imidazolgruppe eingeschriankt ist. Die anderen stark in-
teragierenden Inhibitor-Konjugate (3-, 4- und 6-R;(PCP5)),
die keine solche Spannung aufweisen, konnten nicht kristal-
lisiert werden, was wahrscheinlich auf die zusétzlichen Kon-
formations- und Rotationsfreiheitsgrade zuriickgefiihrt
werden kann.

Die PCP-Reste, die die Kontaktfldche des P450,,,/PCP,-
Komplexes ausbilden, sind unter allen Carrier-Proteinen der
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Abbildung 5. Protein-Protein-Interaktionsbereich (a, b) und aktives Zentrum des P450,,,/PCP, Komplexes (c); P450,: blau/grau, PCP;: goldfarben.
a) Wasserstoffbriicken im Interaktionsbereich (schwarz gestrichelte Linien). b) Hydrophobe Taschen werden auf jeder Seite der Proteinoberfliche
ausgebildet: Blaue Seitenketten bilden auf der P450-Seite eine Tasche, um L43 (hellgriin) von PCP; und die zwei Methylgruppen von Ppant
(orange) aufzunehmen. Seitenketten des PCP; (griin) bilden eine grofe Vertiefung fir die Wechselwirkung mit W193 und L194 von P450,, (rot).
c) Wasserstoffbriicken (schwarz gestrichelte Linien) zwischen den Seitenketten des P450 Substrateintrittskanals (gelb) und dem Ppant-Arm, der

den Azol-Inhibitor trigt (orange).

Skyllamycin-NRPS hoch konserviert. Zusitzlich gibt es keine
wesentliche strukturelle Reorganisation des P450 nach
Komplexbildung. Vielmehr scheinen alle Aminosduren-oxi-
dierenden P450-Monooxygenasen die Architektur der Inter-
aktionsfliche mittels einer definierten Konsensussequenz
aufrechtzuerhalten.!"”! Somit ist eine korrekte Anordnung der
PCP-Reste, die die Wechselwirkung eingehen, bereits vor der
Interaktion der Proteine notwendig. Dies legt nahe, dass die
Veranderungen der PCP-Tertidrstruktur die wahrschein-
lichste Erkldrung fiir die Selektivitdt des P450 sind. Der
Vergleich eines Homologiemodells des nicht-interagierenden
PCP,;, mit dem des bindenden PCP, im Komplex mit P450y,
zeigt, dass sich solche Unterschiede in geringfiigigen Ande-
rungen der Ausrichtung der a-2- und a-3-Helix manifestieren
(siehe SI, Abbildung S7) und wahrscheinlich zum Verlust der
hydrophoben Wechselwirkung durch die beteiligten Amino-
sdureseitenketten W193/L194 von P450, fiihren.

Im Hinblick auf die Orientierung von PCP und P450 ist
die relative Positionierung von PCP, zu P450,, sehr ver-
schieden zu dem einzigen anderen bekannten Komplex — dem
von P450,,, mit ACP'”) PCP;, besetzt den Raum oberhalb der
G-Helix von P450y,, sodass die a-2-Helix in einem 25°-
Winkel zur Him-Ebene liegt und vom Zentrum des P450
nach auBlen weist. Die a-2- und a-3-Helices bilden eine X-
formige Spalte, die die G-Helix des P450 aufnimmt (Abbil-
dung 4 und 5a,b). Der Ppant-Arm, der das Azol trigt, ragt
von S$42 in einem dhnlichen Winkel in die Him-Ebene hinein
wie die gebundene Fettsdure im P450g;,/ACP-Komplex,
obwohl die Eintrittsseite bei beiden Strukturen vollkommen
verschieden ist (Abbildung 6). In der P450g;,/ACP-Struktur
ist die a-2-Helix von ACP zwischen der F/G-Schleife und der
B/B,-Schleife des P450 zentriert und verlduft entlang der
Spalte zwischen der a-helikalen Hélfte und der -Faltblatt-
Struktur des P450. Der Ppant-Arm und die gebundene Fett-
sdure erreichen das aktive Zentrum von der B-Faltblatt-Seite
in der Nihe der (3,-Kehre, ndhern sich dem Hdm und biegen
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Abbildung 6. Uberlagerung von P450,, /PCP, mit P450g,,/ACP basie-
rend auf den P450 Polypeptidketten. Es sind nur ACP, P450,,, und
PCP; gezeigt. ACP und Tetradecanonsaure sind rot dargestellt, P450,,
und PCP; sind wie in Abbildung 4 gefirbt.

sich nach oben in Richtung der F-Helix. Mit Ausnahme der
M-Helix von P450,, sind die Strukturen der P450-Proteine
hochst deckungsgleich (RMSD Ca 2.2 A). Kleinere Unter-
schiede sind in den F- und G-Helices zu finden, grofere
Unterschiede hingegen in der Region zwischen den B- und C-
Helices (siehe SI, Tabelle S6 und Abbildung S8). Dieser Be-
reich beeinflusst den Bindungsmodus des Carrier-Proteins
sehr stark. Einige Strukturen von verwandten P450, die mit
NRPS- oder PKS-Systemen interagieren, sind mit dem
P450,,,/PCP, Bindungsmodus kompatibel (OxyD)!"” und
einige mit dem des P450g;,/ACP-Komplexes (Cal02).*" Die
Charakterisierung weiterer P450-CP-Komplexe, die z.B. an
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der Biosynthese von Makroliden™! oder Glykopeptidanti-
biotika® beteiligt sind, wird zeigen, ob die hier beschriebe-
nen Bindungsmodi alle PKS- und NRPS-Systeme erschop-
fend erfasst haben.

Zusammenfassend prisentieren wir hier einen Ansatz,
der die strukturelle Charakterisierung einer transienten P450-
PCP-Interaktion zum ersten Mal ermoglicht hat. In Anbe-
tracht der Wichtigkeit dieser Wechselwirkungen in der nicht-
ribosomalen Peptidsynthese und ihrer potentiellen Rolle in
der Polyketidsynthese, messen wir unseren Ergebnissen grofie
Bedeutung bei. Sowohl unsere Strategie zur Herstellung
dieser P450-CP-Komplexe als auch die Charakterisierung des
P450,,,/PCP;-Komplexes und die daraus gezogenen Schluss-
folgerungen stellen eine wichtige Basis fiir zukiinftige Un-
tersuchungen und moglicherweise fiir die Umprogrammie-
rung der Selektivitdt von mit NRPS interagierenden, modi-
fizierenden Enzymen in vivo dar.
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