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Abstract: Viele biologisch aktive, bakterielle Sekund�rmeta-
bolite werden durch modulare Enzymkomplexe, die soge-
nannten nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen, hergestellt. Die
Substratauswahl erfolgt durch eine Adenylierungsdom�ne (A-
Dom�ne), die die entsprechende Aminos�ure mit hoher Se-
lektivit�t aktiviert. Die kîrzlich entdeckte A-Dom�ne der
Anabaenopeptin-Synthetase aus Planktothrix agardhii (ApnA
A1) ist in der Lage, zwei chemisch sehr unterschiedliche
Aminos�uren (Arg und Tyr) umzusetzen. Wir zeigen hier
anhand von Kristallstrukturen dieser A-Dom�ne, wie sich
diese beiden Substrate an die Bindungstasche des Enzyms
anpassen. Die Analyse der Bindungstasche fîhrte zur Identi-
fizierung von drei Resten, die fîr die Substraterkennung es-
sentiell sind. Durch systematischen Austausch dieser Reste
konnten wir Enzymvarianten generieren, die monospezifisch
waren oder Tryptophan spezifisch aktivierten. Die nicht-na-
tîrliche Aminos�ure 4-Azidophenylalanin konnte ebenfalls
effizient durch eine A-Dom�nenvariante aktiviert werden,
sodass die Produktion von diversifizierten nicht-ribosomalen
Peptiden fîr die bioorthogonale Markierung in greifbare N�he
rîckt.

Cyanobakterien sind bekanntermaßen eine Quelle fîr bio-
aktive Sekund�rmetabolite, insbesondere Peptide, die durch
nicht-ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) produziert
werden. NRPS sind multimodulare Enzyme aus sich wieder-
holenden Modulen, die in verschiedenartige katalytische
Dom�nen unterteilt werden und das Substrat sequenziell zum
finalen Peptid umsetzen.[1] Aufgrund dieser Modularit�t

konnten bereits rekombinante Peptidsynthetasen geschaffen
und neuartige antimikrobielle Peptide produziert werden.[2]

Basierend auf der Kristallstruktur von PheA (eine Phe-
nylalanin-adenylierende Dom�ne der Gramicidin-Synthetase
1) konnten zehn Reste in der aktiven Tasche identifiziert
werden, die fîr die Susbstratspezifit�t und Katalyse von be-
sonderer Bedeutung sind – der sogenannte Spezifit�ts- oder
„Stachelhaus“-Code.[3] Dieser Code ermçglicht die Vorher-
sage der Substratspezifit�t vieler Adenylierungsdom�nen (A-
Dom�nen) ohne vorherige biochemische Charakterisierung[4]

und kann dazu verwendet werden, die Spezifit�t von A-Do-
m�nen durch Substitution gezielt zu ver�ndern.[5] Substrat-
promiskuit�t von A-Dom�nen kann auch zu Familien struk-
turell verwandter Peptide fîhren, was bereits fîr bestimmte
Cyanobakterien gezeigt wurde.[2b]

Wir haben kîrzlich von der ersten A-Dom�ne der Ana-
baenopeptin-Synthetase aus dem Planktothrix agardhii-
Stamm PCC7821 (ApnA A1) berichtet, die bispezifisch fîr die
zwei chemisch sehr unterschiedlichen Aminos�uren Arginin
(Arg) und Tyrosin (Tyr) ist (Abbildung 1).[6] Um diese Bi-
spezifit�t zu verstehen, haben wir die Kristallstruktur des
Proteins gelçst und die Ligandenbindung nach Tr�nken der
apo-Kristalle mit Lçsungen verschiedener Ligandenzusam-
mensetzung best�tigt (Suppl. Tabelle 2 in den Hintergrund-
informationen).

Die Kristallstrukturen machen deutlich, dass ApnA A1

sehr �hnlich zur Familie der Adenylat-bildenden Enzyme
gefaltet ist und zwei Subdom�nen aufweist: eine grçßere N-
terminale Dom�ne (Reste 1–408) und eine kleinere C-ter-
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minale Dom�ne (Reste 413–547), die îber eine flexible, vier
Reste lange Schleife verbunden sind (Abbildung 2a).[3a, 7] Der
Strukturvergleich mit PheA zeigt eine mittlere quadratische
Abweichung (rmsd) von 1.24 è fîr die Ca-Atome der 375
Reste und verdeutlicht damit die große øhnlichkeit in der
Gesamttopologie. In der apo-Struktur von ApnA A1 ist die C-
terminale Subdom�ne nicht in der Elektronendichte sichtbar.
In Gegenwart von AMP-PNP (einem nicht-hydrolysierbaren
ATP-Analogon) nimmt die C-terminale Dom�ne eine ge-
ordnete Struktur ein, sodass die Reste 409–445 und 451–492
in die Elektronendichtekarte eingepasst werden kçnnen. Im
Vergleich zu PheA ist die C-terminale Dom�ne um etwa 14088
in Richtung des N-Terminus gedreht, und das Enzym scheint
im T-Zustand vorzuliegen.[3a, 7]

Wenn ein apo-Kristall von ApnA A1 mit
4 mm MgCl2, 2 mm ATP und einer ges�t-
tigten Lçsung von l-Tyrosin getr�nkt
wurde, erhielten wir die Kristallstruktur mit
einem adenylierten l-Tyrosin (Tyr-AMP) in
der aktiven Tasche (Abbildung 2b). Das
ATP-Molekîl ist hydrolysiert und man
kann sehen, wie die Phosphatgruppen die
Substratbindetasche durch einen Hohlraum
verlassen, der von den Resten Phe199 und
Phe419 ges�umt wird (Suppl. Abbildung 1).
Die Tyr-AMP-Gruppe nimmt dabei die
gleiche Position wie im AMP-PNP-Kom-
plex ein. Wendet man ein analoges Proto-
koll zum Tr�nken mit 50 mm l-Arg an, ge-
langt man zur Kristallstruktur von ApnA
A1 im Komplex mit adenyliertem l-Arg
(Arg-AMP) mit einer Auflçsung von 2.0 è
(Abbildung 2c). Die �berlagerung der
beiden Strukturen in Gegenwart der
adenylierten Aminos�uren zeigte eine

nahezu identische Ausrichtung des Proteingerîsts (rmsd
0.129 è fîr 408 Ca-Atome) und der gebundenen Aminos�u-
re-AMP-Liganden, was darauf hindeutet, dass die beiden
Aminos�uren in derselben Tasche des Proteins gebunden und
aktiviert werden. Um die Substratkomplementarit�t zu er-
zielen, nimmt die Arg-Seitenkette eine Konformation an, die
die Form des Tyr-Rings nachahmt (Abbildung 3a und Suppl.
Abbildung 2a).

Abbildung 1. Aminos�ureselektion und -aktivierung in ApnA A1 aus Planktothrix agardhii. Die
A-Dom�nen-katalysierte Aktivierung der Aminos�ure (1) mit ATP (2) in NRPS fíhrt zum
Aminoacyladenylat (3), das durch weitere Dom�nen und Module zum Anabaenopeptin (4)
umgesetzt wird. Die A-Dom�ne ist bispezifisch fír Tyr (1a) und Arg (1b), wodurch zwei
verschiedene Anabaenopeptine (4) entstehen.

Abbildung 2. Kristallstruktur von ApnA A1 aus P. agardhii PCC7821 im
Komplex mit einem adenylierten Aminos�uresubstrat. a) �berlagerung
von ApnA A1 und PheA (PDB-Code 1AMU).[3a] Die N- und C-terminalen
Dom�nen sind fír ApnA A1 schwarz bzw. gelb und fír PheA hellgrau
bzw. hellblau gezeigt. Die Linker-Region ist rot markiert. Das aktive
Zentrum mit gebundenem Liganden Tyr-AMP (Kugeln, F�rbung nach
Atomtyp mit Kohlenstoffatomen grau und Sauerstoffatomen rot) ist in
einer Spalte zwischen den Dom�nen gelegen. b,c) Die Differenzelek-
tronendichte fír die Zwischenprodukte der Adenylierungsreaktion
wurde durch Weglassen der Liganden aus dem Modell berechnet. Die
Elektronendichtekarte des Tyrosyladenylat-Intermediats (b) konturiert
bei 0.12 eç¢3 (s =2.0) und des Arginyladenylats (c) bei 0.14 e ç¢3

(s =3.0). Die adenylierten Endprodukte sind hellgrau (Tyr) und hell-
blau (Arg) gezeigt.

Abbildung 3. Identifizierung und Substitution von Positionen, die fír
die Spezifit�t relevant sind. a) Die �berlagerung der Kristallstrukturen
in Gegenwart von Arg bzw. Tyr zeigt die entscheidenden Reste in der
Substratbindetasche. b) Substratprofil getesteter Varianten. Die Farben
zeigen Aktivit�ten entsprechend der Legende. EGSE: E204G/S243E.
c) Aktivit�tstests ausgew�hlter Varianten mit unterschiedlichen Sub-
stratprofilen im Vergleich zum WT. (b) und (c) zeigen Mittelwerte von
zwei unabh�ngigen Messungen in Doppelbestimmung.
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Die Reste Glu204 und Ser243 scheinen eine Schlîsselrolle
bei der Koordinierung der korrekten Ausrichtung der Sub-
strate zu spielen. Die Interaktionsmuster dieser Reste unter-
scheiden sich in Abh�ngigkeit vom Aminos�uresubstrat und
dessen Adenylierungszustand (Suppl. Abbildung 2b–d). Vor
der Adenylierung bildet Glu204 eine einzelne Salzbrîcke mit
dem l-Arg-Substrat. Die Seitenkette von Glu204 wird durch
einen benachbarten Rest (Tyr183), der eine Wasserstoffbrî-
cke zwischen dem OE1-Atom von Glu204 und der OH-
Gruppe von Tyr183 bildet, in Position gehalten. Bei Adeny-
lierung passt die Seitenkette von Glu204 ihre Konformation
an, um die jeweilige funktionelle Gruppe von Tyr bzw. Arg zu
beherbergen. Dies fîhrt dazu, dass eine einzelne Wasser-
stoffbrîcke zur Hydroxygruppe des Tyr-Phenolring ausge-
bildet wird, w�hrend es zu einer zweiz�hnigen Wechselwir-
kung mit der Guanidingruppe von Arg kommt. Von Bedeu-
tung ist außerdem, dass ein Wassermolekîl nach der
Adenylierung eine Brîcke zwischen den Substraten und
Ser243 bildet. Darîber hinaus konnten wir eine unpolare
Wechselwirkung zwischen Ala307 und dem Phenylring von
Tyr bzw. dem aliphatischen Teil der Arg-Seitenkette (Abbil-
dung 3a) beobachten. Als Teil des Spezifit�tscodes besitzt
Position 307 (331 in PheA) eine hohe Variabilit�t zwischen
verschiedenen A-Dom�nen und ist wichtig fîr die Substrat-
spezifit�t des Enzyms.[3b] Diese Wechselwirkungen bestim-
men die Bispezifit�t der ApnA A1-Dom�ne aus PCC7821:
Die funktionellen Gruppen der Seitenketten der Substrate
interagieren mit den Seitenketten von Glu204 und Ser243, um
die entgegengesetzten Ladungen aufnehmen zu kçnnen und
um das Substrat in eine spezifische Konformation zu zwingen.
Der Rest Ala307 schr�nkt die konformative Freiheit der
Substrat-Endgruppen innerhalb der Bindungstasche weiter
ein.

In der Gattung Planktothrix existieren zwei verschiedene
Gruppen von ApnA A1-Homologen, von denen eine mono-
spezifisch fîr Arg ist. Ein Vergleich ihrer Spezifit�tscodes
zeigte nicht-konservative Substitutionen an zwei Positionen
(243S/D und 307A/E), die somit fîr die unterschiedlichen
Spezifit�ten verantwortlich sein kçnnten (Suppl. Abbil-
dung 9).[6] Wir konnten beobachten, dass bereits die Einzel-
substitution S243D zu einer Arg-monospezifischen Variante
fîhrt (Abbildung 3c). Die Variante hatte eine hohe Ge-
samtaktivit�t und war auf Arg aktiver als der Wildtyp (WT).
Die Variante A307E war hingegen nicht aktiv. Unsere Daten
deuten darauf hin, dass die 243S/D-Substitution fîr die ver-
schiedenen Tyr/Arg-Spezifit�ten der beiden natîrlich vor-
kommenden Gruppen von Homologen verantwortlich ist.

Bis heute konnte keine natîrlich vorkommende Tyr-mo-
nospezifische ApnA A1-Variante identifiziert werden. Wir
haben angenommen, dass eine Verst�rkung der hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen Ala307 und dem aromatischen
Ring des Tyr-Liganden dazu fîhrt, dass Tyr gegenîber Arg
bevorzugt wird. Fînfzehn von 19 Substitutionen an der Po-
sition Ala307 fîhrten zu inaktiven Varianten (Abbildung 3b
und Suppl. Abbildung 3), was best�tigt, dass Ala307 ein
Schlîsselfaktor fîr die enzymatische Funktion ist. Substitu-
tionen mit grçßeren aliphatischen Seitenketten (Val, Leu)
fîhrten jedoch zu einer Substratpr�ferenz fîr Tyr (Abbil-
dung 3c und Suppl. Abbildung 3).

An Aminos�ureposition 243 zeigt das Enzym eine be-
merkenswert hohe Toleranz gegenîber Mutationen, wobei
aus 12 von 19 Aminos�uresubstitutionen aktive Varianten
resultierten (Abbildung 3b und Suppl. Abbildung 4). Sub-
stitution durch grçßere nicht-polare Seitenketten (wie Leu
oder Met) reduzierte die Aktivit�t auf Arg betr�cht-
lich, w�hrend Substitution durch kleinere unpolare Reste
(wie Gly und Ala) die Bispezifit�t aufrechterhielt. Das
deutet darauf hin, dass eine grçßere aliphatische Seiten-
kette an Position 243 nach wie vor mit dem aromatischen
Ring des Tyr-Substrats interagieren kann, aber die Bindung
von Arg behindert – vermutlich indem das Wassermolekîl,
das bei der Substratbindung eine Rolle spielt, verdr�ngt wird.
Sind jedoch Wechselwirkungen mit dem aromatischen Ring
mçglich, erh�lt man Varianten, die die enzymatische Aktivi-
t�t auf Tyr beibehalten. S243Y und S243F sind Tyr-mono-
spezifisch, wahrscheinlich aufgrund von Stapelwechselwir-
kungen.

Die Bedeutung von Glu204 fîr die Bindung von Arg wird
deutlich, wenn man das Substratprofil der Glu204-Varianten
untersucht. Von den 8 getesteten Varianten haben 7 die Ak-
tivit�t auf Arg verloren, aber die Aktivit�t auf Tyr behalten.
Nur E204A war auf allen getesteten Substraten inaktiv (Ab-
bildung 3 b, Suppl. Abbildung 5). Diese Daten legen nahe,
dass die Position 204 entscheidend fîr die Bispezifit�t ist,
denn Glu204 scheint fîr die Aktivit�t auf Arg erforderlich zu
sein. Glu204 scheint jedoch nicht essentiell fîr die Tyr-Akti-
vierung zu sein. Interessanterweise sind keine natîrlich vor-
kommenden Tyr-monospezifischen Homologe von ApnA A1

bekannt. Stattdessen ist Glu204 in der Natur vollst�ndig
konserviert (Suppl. Abbildungen 8 und 9).

Uns ist aufgefallen, dass die Variante E204G neben
mehreren weiteren Varianten (z. B. S243H, S243A, S243T)
eine erhçhte Aktivit�t auf Tryptophan (Trp) aufwies. Wir
vermuteten, dass die Kombination der grçßeren Substrat-
bindungstasche von E204G mit der Substitution S243E (zur
Erhaltung der Nettoladung) die Aktivierung grçßerer Ami-
nos�uresubstrate ermçglichen kçnnte. Tats�chlich wies die
Doppelvariante E204G/S243E eine starke Substratpr�ferenz
fîr Trp (die grçßte der 20 kanonischen Aminos�uren) mit
einer Aktivit�t im Bereich des WT fîr seine bevorzugten
Substrate auf (Suppl. Abbildung 5). Diese Beobachtung
wurde mithilfe von kinetischen Messungen best�tigt, die eine
3000-fache ønderung der Substratspezifit�t hin zu Trp er-
kennen ließen. Ebenso zeigte die Doppelvariante eine hçhere
katalytische Effizienz auf Trp (kcat/Km = 21 mm¢1 min¢1) als
WT auf Tyr (kcat/Km = 7 mm¢1 min¢1) (Tabelle 1 und Suppl.
Tabelle 1).

Da NRPS in der Lage sind, neben den kanonischen
Aminos�uren auch viele weitere Aminos�uren zu verwenden,
haben wir versucht, Aktivit�t auf der nicht-natîrlichen
Aminos�ure 4-Azidophenylalanin einzufîhren (Az, Abbil-
dung 4a). Da Az mit bioorthogonaler Klick-Chemie kompa-
tibel ist,[8] kçnnte auf diese Weise langfristig die Herstellung
neuartiger Anabaenopeptine 4 (Abbildung 1a) zur Markie-
rung im Organismus gelingen. Die Aktivit�t der Variante
E204G/S243E auf Az war geringer als fîr Trp, aber deutlich
hçher als fîr Tyr und Arg und erreichte die Aktivit�t des WT
auf Arg mit einer katalytischen Effizienz von 1.7 mm¢1 min¢1

Angewandte
Chemie

8959Angew. Chem. 2015, 127, 8957 –8961 Ó 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


(im Vergleich zu 4 mm¢1 min¢1 fîr WT auf Arg) (Abbil-
dung 4b, Tabelle 1).

Das Testen der vielversprechendsten Varianten auf Az
ergab, dass auch S243A, S243H, E204G und S243T nen-
nenswerte Aktivit�t auf dieser nicht-natîrlichen Aminos�ure
aufwiesen (Abbildung 4 und Suppl. Abbildung 6). S243H
zeigte eine Substratpr�ferenz fîr Az und Trp mit Aktivit�ten
und kcat/Km-Werten im Bereich des WT-Enzyms fîr seine
bevorzugten Substrate. Unsere kinetischen Daten zeigen,
dass die Einzelsubstitution S243H die Spezifit�t 100-fach in
Richtung Az verschiebt und die resultierende Variante diese
nicht-natîrliche Aminos�ure so effizient aktiviert wie WT
Tyrosin (kcat/Km = 7 mm¢1 min¢1 fîr WT auf Tyr und S243H
auf Az). Daher sollten sowohl E204G/S243E als auch S243H
den Einbau von Trp und Az in neue Anabaenopeptine er-
mçglichen.

Zusammenfassend kl�rt unserer Studie auf, wie die bi-
spezifische A-Dom�ne ApnA A1 aus P. agardhii PCC7821 die
Auswahl der scheinbar gegens�tzlichen Substrate Arg und
Tyr bew�ltigt. Die Strukturanalyse zeigte, dass der Aufbau
der aktiven Tasche Arg in eine Tyr-�hnliche Konformation

zwingt, und kann dadurch die Bispezifit�t erkl�ren. Bemer-
kenswert ist, dass zwei der drei Reste im aktiven Zentrum, die
durch Strukturuntersuchungen als kritisch fîr die Bispezifit�t
identifiziert wurden, auch Gegenstand natîrlich vorkom-
mender Punktmutationen sind (Ser243 und Ala307).[6] Durch
Erweiterung der natîrlich vorkommenden Variationen an
diesen Positionen des Spezifit�tscodes konnten zus�tzliche
Substratspezifit�ten fîr Tyr und Trp erhalten werden. Unab-
h�ngig vom Biosyntheseweg beinhalten alle bislang charak-
terisierten Operons fîr Sekund�rmetaboliten in Cyanobak-
terien ein ABC-Transporter-Homolog (ABC fîr ATP-bin-
dende Kassette). Diese Proteine transportieren ihr entspre-
chendes Allocrit wahrscheinlich îber eine Membran, wobei
unbekannt ist, ob es sich um die Thylakoid- oder die Cyto-
plasmamembran handelt, was zu vçllig verschiedenen Loka-
lisationen fîhren wîrde. Die Herstellung spezifischer Einzel-
und Doppelvarianten, die die nicht-natîrliche Aminos�ure
Az akzeptieren, sollte es ermçglichen, ApnA A1 auch in
seinem natîrlichen Wirt genetisch umzuprogrammieren, um
Anabaenopeptine innerhalb des produzierenden Organismus
zu funktionalisieren. In Kombination mit selektiver bioor-
thogonaler Markierung wird dies helfen, potenzielle Trans-
portwege innerhalb der Zelle zu identifizieren. Einblicke in
die Lokalisierung von NRS-Peptiden kçnnten dabei helfen,
die Frage der biologischen Funktion von Sekund�rmetaboli-
ten in Cyanobakterien zu beantworten.
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Substratspezifit�t
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Tabelle 1: Km- und kcat-Werte fír ApnA A1-Dom�nen aus P. agardhii
PCC7821 gemessen in der ATP/PPi-Austauschreaktion.[9]

Variante Substr. Km

[mm]
kcat

[min¢1]
kcat/Km

[mm¢1 min¢1]
Spezi-
fit�t[b]

Spezifit�ts-
wechsel[c]

WT Tyr 0.044 0.3 7 1 –
WT Arg 0.16 0.6 4 0.5 –
WT Trp 1.6 0.3 0.18 0.03 –
WT Az 1.1 0.9 0.8 0.1 –

EGSE[d] Tyr 0.3 0.08 0.3 1 –
EGSE[d] Arg n.b. n.b. n.b. – –
EGSE[d] Trp 0.07 1.5 21 80 3000
EGSE[d] Az 0.36 0.6 1.7 6 60

S243H Tyr 0.32 0.2 0.6 1 –
S243H Arg 6.2 0.4 0.07 0.1 0.2
S243H Trp 0.39 2.2 6 9 300
S243H Az 0.6 4.5 7 12 100

[a] Es sind jeweils Mittelwerte aus mehreren unabh�ngigen Experimen-
ten gezeigt. n.b.: Nicht bestimmbar. [b] Spezifit�t bezeichnet die relative
Spezifit�t fír das gelistete Substrat in Bezug auf Tyrosin: (kcat(Substrat)/
Km(Substrat))/(kcat(Tyr)/Km(Tyr)). [c] Der Spezifit�tswechsel zeigt Spezifit�t(Vari-

ante)/Spezifit�t(wt) fír die angegebene Aminos�ure. [d] E204G/S243E.

Abbildung 4. Aktivierung einer nicht-natírlichen Aminos�ure durch
ApnA A1-Varianten. a) 4-Azidophenylalanin Az (5). b) Aktivit�t des WT
und ausgew�hlter Varianten auf 5 im Vergleich zu Tyr, Arg, Gly und
Trp. Dargestellt sind Mittelwerte aus zwei unabh�ngigen Experimenten
in Doppelbestimmung.
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