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Abstract: Chorismat-umsetzende Enzyme spielen in Pflanzen
sowie frei lebenden und infektiçsen Mikroorganismen eine
entscheidende Rolle bei der Biosynthese zahlreicher Metabo-
lite. Zu diesen Enzymen z�hlen die prim�rmetabolische
Anthranilatsynthase (AS) und die homologe, sekund�rmeta-
bolische Isochorismatsynthase (ICS). Beide Enzyme kataly-
sieren mechanistisch �hnliche Reaktionen, wobei sie Ammo-
niak bzw. Wasser als Nukleophil nutzen. Wir zeigen hier, dass
die Nukleophilspezifit�t der AS durch nur zwei Aminos�ure-
austausche im Zugangskanal zum aktiven Zentrum von Am-
moniak auf Wasser erweitert werden kann. Die resultierende
Bifunktionalit�t dieser AS/ICS-Variante verdeutlicht, dass die
Evolution eines sekund�rmetabolischen Enzyms von einem
prim�rmetabolischen aus durch wenige Mutationen erfolgen
kann und nicht zwingend eine initiale Genduplikation vor-
aussetzt. Allgemein betrachtet, tragen unsere Erkenntnisse zum
Verst�ndnis bei, wie in der Natur innerhalb von Enzym-Su-
perfamilien neue Reaktionen evolvieren.

Chorismat (CH) ist ein zentraler metabolischer Knoten-
punkt und die gemeinsame Vorstufe einer Reihe von essen-
ziellen Prim�rmetaboliten (Folat, Tryptophan) und bedeu-
tenden Sekund�rmetaboliten (Menaquinon, Siderophore,
Antibiotika), die lebenswichtig fîr Pflanzen sowie frei le-
bende und infektiçse Mikroorganismen sind[1] (Abbildung 1).
Die von CH ausgehenden Biosynthesewege stellen daher
wichtige Angriffspunkte fîr Herbizide und antimikrobielle
Substanzen dar. Die Eingangsreaktionen („comitted steps“)
dieser Biosynthesewege werden von strukturell und mecha-
nistisch �hnlichen Enzymen katalysiert, die auf einen ge-
meinsamen Vorl�ufer zurîckgefîhrt werden und deshalb als
MST-Superfamilie (Menaquinon, Siderophore, Tryptophan)
zusammengefasst sind.[2] Innerhalb dieser Superfamilie
kçnnen zwei Gruppen unterschieden werden: Die prim�r-
metabolischen Anthranilat- und Aminodeoxychorismat-
synthasen (AS, ADCS) nutzen Ammoniak als Nukleophil fîr
die Bildung von aminierten CH-Derivaten, wogegen die se-
kund�rmetabolischen Isochorismat- und Salicylatsynthasen
(ICS, SS) Wasser als Nukleophil zur Bildung von hydroxy-
lierten CH-Derivaten verwenden (Abbildung 1). Diese
beiden Subfamilien werden daher nachstehend als Ammoni-
ak-abh�ngige und Wasser-abh�ngige MST-Enzyme bezeich-
net (AMEs bzw. WMEs). In Bezug auf die Vorstellung, dass

sekund�rmetabolische Enzyme aus prim�rmetabolischen
evolviert sind,[3] legt die Teilung der MST-Familie nahe, dass
ein �bergang in der Nukleophilspezifit�t von Ammoniak auf
Wasser die Grundlage fîr die Entstehung von WMEs (ICS,
SS) aus AMEs (AS, ADCS) war. Hier zeichnen wir diesen
evolution�ren Weg nach, indem wir zun�chst die Aminos�u-
ren identifizieren, die zu den unterschiedlichen Nukleophil-
spezifit�ten in MST-Enzymen beitragen und anschließend
ICS-Aktivit�t auf einer AS etablieren.

Die AS aus Salmonella typhimurium (stAS) ist ein He-
terotetramer aus zwei Synthase- und zwei Glutaminaseun-
tereinheiten (stTrpE bzw. stTrpG).[4] Im aktiven Zentrum der
Glutaminase stTrpG wird Glutamin zu Glutamat und nas-
zentem Ammoniak hydrolysiert, wobei letzterer durch einen
Kanal zum aktiven Zentrum von stTrpE geleitet wird.[4,5] Um
diejenigen Aminos�urereste von stTrpE zu identifizieren, die
am intermolekularen Transport („channeling“) des Ammo-
niaks zwischen den aktiven Zentren beteiligt sind und deshalb
in Kontakt zu diesem kommen kçnnen, wurde MOLE 2.0
angewendet (ein Programm zur Analyse von makromoleku-
laren Tunneln und Kan�len).[6] Zwischen den aktiven Zentren
des stAS-Komplexes konnten wir einen 30 è langen Kanal
lokalisieren (Abbildung 2a), der dem Kanal �hnelt, der in der
Kristallstruktur der zur AS homologen Aminodeoxyisocho-
rismatsynthase PhzE beobachtet worden ist.[7] Nahe des CH-
Liganden wird der Kanal haupts�chlich von drei Aminos�u-
reresten gebildet: Dies sind Gln263 in b-Strang 11 sowie
Met364 und Leu365 in a-Helix 12. Um abzusch�tzen, inwie-
weit die Aminos�uren an diesen Positionen mit der Nukleo-
philspezifit�t von AMEs und WMEs korreliert sind, wurden
fîr die vier MST-Enzymklassen (ADCS, AS, ICS und SS)
individuelle multiple Sequenz-Alignments (MSAs) erstellt.
Nennenswerterweise bilden die in den MSAs enthaltenen
Sequenzen auch in einer phylogenetischen Analyse vier dis-
tinkte Teilb�ume (Abbildung S1); sie sind daher repr�senta-
tiv fîr die vier MST-Klassen. Anhand der aus den MSAs
abgeleiteten Sequenzlogos fîr b-Strang 11 und a-Helix 12
(Abbildung 2b) konnte die bereits frîher beschriebene
strikte Konservierung von Gln263 in AS und von Lys an der
entsprechenden Position in ICS und SS[2] best�tigt werden.
Dieses Lys nimmt in ICS und SS die Rolle einer katalytischen
Base zur Aktivierung von Wasser ein.[2, 8] In einer gewissen
Zahl von ADCS-Sequenzen ist Gln263 durch Glu ersetzt.
Interessanterweise sind die Aminos�uren an den Positionen
364 und 365 jeweils innerhalb der AMEs und WMEs stark
konserviert, unterscheiden sich aber gleichzeitig zwischen
diesen beiden Gruppen. Innerhalb der AMEs ist Met364
strikt konserviert, genauso wie Leu365 in AS und Ile365 in
ADCS. In WMEs ist Position 364 hingegen weitestgehend mit
hydrophoben Aminos�uren (Leu, Ile, Phe, Val) besetzt; Po-
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sition 365 haupts�chlich mit Val in ICS und Ser in SS. Weitere
Positionen wurden in dieser Arbeit nicht berîcksichtigt, da
sie entweder îber AMEs und WMEs hinweg konserviert sind,
da keine Konservierung innerhalb der AMEs und WMEs
besteht, oder da sie nicht an der Ausformung des Nukleo-
philkanals beteiligt sind.

Aufbauend auf diesem Konservierungsmuster planten
wir, mithilfe von Aminos�ureaustauschen an den Positionen
263, 364 und 365 von stTrpE die Nukleophilspezifit�t der stAS
von Ammoniak zu Wasser zu verschieben. Insgesamt wurden
16 Varianten rekombinant erzeugt und mittels HPLC auf die
Bildung von CH-Derivativen untersucht. In allen Varianten
wurde Gln263 durch das WME-charakteristische Lys ersetzt
und dieser Austausch mit den verschiedenen Aminos�uren,
wie sie in WMEs an den Positionen 364 und 365 auftreten,
kombiniert (Tabelle S1). Die resultierenden Varianten sind
im Folgenden nach ihrer jeweiligen Kombination an Ami-
nos�uren an den Positionen 263, 364 und 365 bezeichnet (z. B.
KML: Lys263, Met364 und Leu365). Keine der Varianten war
durch die Mutationen im Vergleich zu Wildtyp-stTrpE in ihrer
Lçslichkeit oder Stabilit�t beeintr�chtigt.

Zwçlf der stAS-Varianten katalysierten in Abwesenheit
von Ammoniak die Bildung von IC (Abbildung 3 a, Abbil-
dung S2a), das mittels ESI-Massenspektrometrie und enzy-
matischer Umsetzung zu SA zweifelsfrei identifiziert wurde
(Abbildung S3). Allen zwçlf Varianten gemeinsam ist der
Gln263Lys-Austausch. In drei Varianten ist dieser Austausch
mit einer Mutation an Position 365 kombiniert (KMV, KMS,
KMA), woraus sich folgern l�sst, dass bereits zwei Amino-

s�ureaustausche fîr die Etablierung
von IC-Spezifit�t auf dem stTrpE-
Gerîst ausreichend sind. Die restlichen
neun IC-bildenden Varianten enthalten
einen zus�tzlichen Austausch an Posi-
tion 364. �ber die 12 Varianten gemit-
telt, wurden 20% des eingesetzten CH
zu IC umgesetzt; die beste Variante
(KIA) setzte 37.1% um. Im Vergleich
dazu setzte die ICS EntC aus Escheri-
chia coli 31.5% CH zu IC um, wobei
der unvollst�ndige Umsatz aus einem
Gleichgewicht zwischen CH und IC
resultiert.[9] Der Austausch von Lys263
durch Ala in der IC-bildenden KLS-
Variante hatte einen vollst�ndigen
Verlust der ICS-Aktivit�t in der resul-
tierenden ALS-Variante zur Folge.
Dies legt nahe, dass Lys263 in den hier
beschriebenen stAS-Varianten eine zu
ICS und SS vergleichbare katalytische
Rolle spielt.[2, 8] Weitere Kontrollen
zeigten, dass IC weder durch Wildtyp-
stAS, noch in Abwesenheit von Enzym
gebildet wird.

Im Produktgemisch der KML-Va-
riante, die nur den einzelnen
Gln263Lys-Austausch tr�gt, konnte
weder IC noch SA detektiert werden.
Dies deutet darauf hin, dass Lys263 al-

leine nicht ausreichend fîr die Verwendung von Wasser als
Nukleophil ist. �bereinstimmend mit dieser Beobachtung
konnten auch Abell und Mitarbeiter weder IC noch SA bei
der Analyse des entsprechenden Gln263Lys-Austauschs in
der AS aus Serratia marcescens identifizieren.[10] Dahingegen
berichteten Ziebart und Toney in einer umfassenden Studie
zur Nukleophilspezifit�t in MST-Enzymen, dass der einfache
Gln263Lys-Austausch in stAS (entsprechend unserer KML-
Variante) zur Bildung von Spuren von IC und SA fîhrt.[11]

Allerdings wurden von der entsprechenden stAS-Variante
unter experimentellen Bedingungen, die mit unserem Ansatz
vergleichbar sind, nur 0.008% bzw. 0.03 % des eingesetzten
CH zu IC bzw. SA umgesetzt. Die Frage, ob der einfache
Gln263Lys-Austausch zu keiner ICS/SS-Aktivit�t oder zu
Bildung von extrem geringen Mengen IC und SA fîhrt, hat
jedoch keinen Einfluss auf das zentrale Ergebnis unserer
Arbeit: die Inversion der Nukleophilspezifit�t der stAS durch
wenige Aminos�ureaustausche, verdeutlicht durch die KAS-
und KAA-Varianten.

Bei der Betrachtung der Produktgemische der stAS-Va-
rianten f�llt auf, dass nur vier Varianten mit ICS-Aktivit�t
auch SA bildeten, was die Eliminierung von Pyruvat aus IC
voraussetzt. Diese Beobachtung mag zun�chst widersinnig
erscheinen, da das native Produkt der stAS-Reaktion, AA,
ebenso durch Eliminierung von Pyruvat aus dem Reaktions-
intermediat ADIC hervorgeht. Wie seit kurzem bekannt,
wird die Eliminierung von Pyruvat aus von CH abgeleiteten
Reaktionsintermediaten in MST-Enzymen durch die pr�zise
Konformation des CH-Rings kontrolliert.[12] Die fehlende

Abbildung 1. Chorismat stellt eine zentrale Verbindung zwischen Prim�r- und Sekund�rmetabo-
lismus dar. Es wird von den prim�rmetabolischen, Ammoniak-abh�ngigen MST-Enzymen (AMEs)
ADCS und AS zu Aminodeoxychorismat (ADC) und Anthranilat (AA) umgesetzt. Bei beiden Enzy-
men handelt es sich um heteromere Komplexe, die aus Glutaminase- (PabA, TrpG) und Syntha-
se-Untereinheiten (PabB, TrpE) bestehen. ADC und AA sind Zwischenstufen in der Biosynthese
von Folat, bzw. Tryptophan. Die Wasser-abh�ngigen MST-Enzyme (WMEs) ICS und SS katalysie-
ren die Umsetzung von Chorismat zu Isochorismat (IC) bzw. Salicylat (SA), welche wiederum
Vorstufen von wichtigen Sekund�rmetaboliten wie z.B. Eisenchelat-bildenden Siderophoren und
dem am Elektronentransport beteiligten Menaquinon darstellen. Eine besondere Eigenschaft von
AS und SS ist die Freisetzung von Pyruvat aus ihren jeweiligen Reaktionsintermediaten Amino-
deoxyisochorismat (ADIC) bzw. IC und damit die Bildung von aromatischen Produkten.
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Pyruvat-Eliminierung in den meisten stAS-Varianten ist
folglich plausibel mit einer Konformations�nderung des IC-
Rings zu erkl�ren, die durch die eingefîhrten Mutationen
bedingt ist.

Um die Auswirkungen der eingefîhrten Mutationen auf
die Verwendung des ursprînglichen Nukleophils Ammoniak
zu bewerten, wurde die Produktbildung der stAS-Varianten
in Anwesenheit von Glutamin untersucht (Abbildung 3b,
Abbildung S2b). Unter diesen Bedingungen setzen alle zwçlf
Varianten mit ICS-Aktivit�t CH nicht nur zu IC, sondern
auch zu AA und dessen Vorstufe ADIC um. Diese Varianten
besitzen folglich eine erweiterte Nukleophilspezifit�t. Inter-
essanterweise war bei manchen Varianten nur ein geringer
Rîckgang der gebildeten Menge IC zu beobachten, w�hrend
gleichzeitig aber erhebliche Mengen AA gebildet wurden

(KMV: 2.5-facher Rîckgang, KIV: 1.4-fach). Andere Vari-
anten die ebenfalls wesentliche Mengen AA bildeten, zeigten
sogar einen Anstieg im Umsatz von CH zu IC durch die
Anwesenheit von Glutamin (z.B. KAV: 2.2-fach).

Unabh�ngig davon, ob Glutamin als Ammoniakquelle im
Reaktionsgemisch vorhanden war oder nicht, war eine deut-
liche Zunahme der IC-Bildung fîr die Aminos�urefolge
Leu!Val!Ser/Ala365 auff�llig. Varianten mit Leu365
waren katalytisch inaktiv, setzen CH also weder zu AA, noch
zu IC um. Der Austausch von Leu365 gegen Val, Ser oder Ala
hatte hingegen steigende durchschnittliche Umsatzwerte von
8.2%, 28.1% bzw. 24.6% IC zur Folge.

Wie bereits beschrieben, tragen die Aminos�uren 263, 364
und 365 wesentlich zur Bildung des Nukleophilkanals in
stTrpE bei. Verschiedene Aminos�uren mit unterschiedli-
chem Raumbedarf fîr ihre Seitenketten an diesen Positionen
kçnnen daher die Form und den Verlauf des Kanals beein-
flussen und so die unterschiedlichen Reaktivit�ten der stAS-
Varianten begrînden. Um eine statistisch stichhaltige Vor-
hersage des Verlaufs der Nukleophilkan�le in den verschie-
denen stAS-Varianten zu erhalten, wurden Strukturmodelle
der Varianten mittels Molekîldynamik (MD) simuliert und
fîr jede Variante 600 putative Nukleophil-Trajektorien
(PNTs) berechnet. Eine PNT ist dabei durch die Zentralachse
des entsprechenden, mittels MOLE 2.0 berechneten, Kanals
definiert.

Diese Analysen ergaben, dass eine Verkleinerung der
Seitenkette der Aminos�ure an Position 365 zu einer Verla-
gerung der PNTs in einer 10-è-Zone um den CH-Liganden
fîhrt (Abbildung 4 a). In Wildtyp-stTrpE verlaufen alle PNTs
zun�chst gerade entlang Met364 und Gln263, dann gebogen
um Leu365 und enden an CH-C2, dem Punkt des nukleo-
philen Angriffs von Ammoniak. Der einfache Gln263Lys-
Austausch, der von Wildtyp-stTrpE zur KML-Variante fîhrt,
hat keine Auswirkungen auf den Verlauf der PNTs. Da
Wildtyp-stTrpE und die KML-Variante Leu365 enthalten,
wird der zugehçrige Verlauf der PNTs als L-Pfad bezeichnet
(Abbildung 4b). Eine deutliche Ver�nderung in der KML-
Variante, im Vergleich zu Wildtyp-stTrpE, ist allerdings eine
Verengung der PNT-zugehçrigen Kan�le zwischen Lys263,
Leu365 und Val265. Hervorgerufen wird dies durch die Ver-
grçßerung des Seitenkettenvolumens an Position 263 von
114 è3 (Gln) auf 135 è3 (Lys).[13] �ber die entsprechenden
Kan�le ist in der KML-Variante fîr Ammoniak oder Wasser
als Nukleophil kein Zugang zu CH mçglich, was in der be-
obachteten fehlenden katalytischen Aktivit�t in Varianten
mit Leu365 resultiert. Wird Leu365 durch Val ersetzt (KMV-
Variante; Volumenverringerung von 124 è3 auf 105 è3), hat
dies zwei Auswirkungen auf die PNTs: Einerseits vergrçßert
sich der Durchmesser der PNT-zugehçrigen Kan�le im Ver-
gleich zur KML-Variante. Andererseits weichen 31% der
PNTs vom L-Pfad ab und nehmen einen neuen Verlauf ent-
lang Val365 und Thr425. In der KMS-Variante (Ser365 mit
73 è3) sind 79% der PNTs auf den alternativen Pfad verla-
gert. Die Anwesenheit von Ala365 (67 è3) fîhrt letztlich zu
einer kompletten Verlagerung der PNTs auf diesen Pfad, der
folglich als A-Pfad bezeichnet wird (Abbildung 4 b).

Die îbrigen stTrpE-Varianten wurden gleichermaßen
molekîldynamisch simuliert und mittels MOLE 2.0 auf PNTs

Abbildung 2. Lage und Konservierung von AME- bzw. WME-typischen
Aminos�uren. a) Nukleophilkanal in stAS (Strukturmodell basierend
auf PDB-ID 1i7q), der die aktiven Zentren von stTrpG (blau; angezeigt
durch Cys87 und Glutamin) und stTrpE (hellblau; angezeigt durch CH
und ein Mg2+-Ion) verbindet. Die Aminos�urereste, die den Tunnel
bilden und auskleiden, sind in der Stab-Darstellung gezeigt. b) Se-
quenzlogos zu b-Strang11 und a-Helix 12. Der b-Strang enth�lt in
AMEs ein konserviertes Gln/Glu und in WMEs ein strikt konserviertes
Lys. Die a-Helix enth�lt die in AMEs konservierten Aminos�urepaare
Met-Leu bzw. Met-Ile. Diese Paare sind in ICS und SS vorwiegend als
[Leu,Phe,Val]-[Val,Ala] bzw. [Ile,Leu]-[Ser,Ala] konserviert. Die Numme-
rierung der Aminos�urereste basiert auf stTrpE. Die Positionen 263,
364 und 365 sind entsprechend der chemischen Eigenschaften der je-
weiligen Aminos�uren eingef�rbt (violett: Amidgruppe, rot: sauer,
blau: basisch, schwarz: hydrophob, grín: Hydroxygruppe, orange:
klein).
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analysiert (Abbildung S4, Tabel-
le S2). Die PNT-Verteilungen in
diesen Varianten entsprechen
den oben fîr die KML-, KMV-,
KMS- und KMA-Varianten be-
schriebenen. Zusammenfassend
wird deutlich, dass hohe Um-
satzraten von CH zu IC eindeutig
mit hohen Anteilen solcher
PNTs korrelieren, die entlang
des A-Pfads verlaufen (Abbil-
dung 4 c).

Aus diesen Erkenntnissen
kann die Funktion von Wasser
als Nukleophil in WMEs ab-
schließend beschrieben werden.
Von Ziebart und Toney wurde
vorgeschlagen, dass zwei struk-
turelle Eigenschaften von WMEs
die F�higkeit von Lys263, Wasser
nukleophil zu aktivieren, be-
gînstigen.[11] Zun�chst wurde
angenommen, dass zwei Wasser-
stoffbrîckenakzeptoren die De-
protonierung der e-Aminogrup-
pe von Lys263 unterstîtzen. Al-
lerdings ist einer dieser Akzep-
toren, ein Glutamat, nicht nur in

Abbildung 3. Produktverteilung in Reaktionen der stTrpE-Varianten mit Chorismat in Anwesenheit (a)
und in Abwesenheit (b) von Glutamin als Ammoniakquelle. Allen Varianten gemeinsam ist Lys263. Die
Varianten sind gem�ß der Aminos�ure an Position 364 gruppiert (z.B. bezeichnet KM* diejenigen Vari-
anten, die Lys263 und Met364 enthalten und bei denen an Position 365 entweder Leu, Val, Ser oder Ala
zu finden ist). Alle Varianten wurden in Anwesenheit der Glutaminase-Untereinheit stTrpG untersucht.
Ganz rechts sind die Produktverteilungen von Kontrollreaktionen gezeigt: mit Wildtyp-stTrpE (wt), mit
ecEntC (EntC), mit einer Lys263Ala-Knockout-Variante von KLS (ALS) und in Abwesenheit jeglichen
Enzyms (¢). Jedes Produkt ist mit seinem Anteil (% Umsatz) am Gesamtumsatz von CH aufgetragen.
Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert von mindestens drei unabh�ngigen Bestimmungen dar. Da die
mittleren und maximalen absoluten Fehler kleiner als 0.3% und 3.7% waren, sind keine Fehlerbalken
gezeigt. Aus Grínden der �bersichtlichkeit sind zudem produktspezifische Umsatzwerte durch Stufen-
linien miteinander verbunden.

Abbildung 4. Visualisierung und quantitative Auswertung der PNTs in Wildtyp-stTrpE und dessen Varianten. a) Vergleich der PNTs in Wildtyp-
stTrpE mit denen in den KML-, KMV-, KMS- und KMA-Varianten. Der Farbgradient der PNTs zeigt den Durchmesser der entsprechenden Nukleo-
philkan�le an. Wichtige Aminos�urereste, die den Kanal auskleiden, sind in der Stab-Darstellung gezeigt. Auffallend ist die Korrelation zwischen
abnehmender Grçße des Rests 365 (Leu>Val>Ser>Ala) und einer Verlagerung der PNTs vom L-Pfad in Richtung des A-Pfads (siehe Teilabbil-
dung b). b) Die charakteristischen Verl�ufe der PNTs in Varianten mit Leu365, bzw. Ala365, und damit die Grenzen der PNT-Verlagerung, werden
durch den L-Pfad (cyan) bzw. A-Pfad (magenta) beschrieben. Zur Unterscheidung dieser Pfade dient eine Ebene durch CH-C2, sowie durch die
Ca-Atome von Met364 und Thr425 (Details in den Hintergrundinformationen). c) Vergleich des mittleren Umsatzes von CH zu IC mit dem Anteil
an PNTs entlang des A-Pfades in stTrpE-Varianten mit Lys263.
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WMEs, sondern in allen 1222 MST-Enzymen in unserem
Datensatz konserviert. Der zweite der postulierten Akzep-
toren, ein Serin, das Ser365 in stAS entspricht, ist in SS nicht
konserviert (7% aller SS enthalten stattdessen ein Ala) und
fehlt g�nzlich in ICS. Wir konnten außerdem zeigen, dass
Ser365 nicht essenziell fîr die Bildung von IC ist (Abbil-
dung 4c).

Als zweites wichtiges Element in WMEs wurde Position
364 vorgeschlagen. Von dieser Position, die in WMEs auff�llig
mit hydrophoben Aminos�uren (Leu, Ile, Val, Phe) besetzt
ist, wurde angenommen, dass sie îber die Bildung von Van-
der-Waals-Kontakten zu den Methylengruppen von Lys263
an dessen korrekter Orientierung beteiligt ist. Da allerdings
selbst Varianten mit Met364 (wie im Wildtyp) oder jene mit
Ala364 hohe IC-Spezifit�t zeigen (Abbildung 4 c), ist es un-
wahrscheinlich, dass die Aminos�ure an Position 364 in
WMEs eine Rolle bei der Ausrichtung des katalytischen Lys
spielt.

Zusammenfassend betrachtet, konnten wir zeigen, dass
die Nukleophilspezifit�t von MST-Enzymen von zwei Fakto-
ren bestimmt wird: 1) An- oder Abwesenheit von Lys263 als
katalytische Base zur Aktivierung von Wasser und 2) ausrei-
chend Platz im Kanal, um den Zugang des Nukleophils zu CH
zu ermçglichen. Letzteres ist in Einklang mit der Amino-
s�ureverteilung natîrlich vorkommender WMEs. Keine der
SS und nur fînf der ICS in unserem Datensatz weisen an
Position 365 eine grçßere Aminos�ure als Val auf. Das Vor-
kommen von Leu an Position 365 ist in diesen fînf ICS ver-
mutlich lediglich die Folge eines lokalen Fehl-Alignments, da
in allen fînf Sequenzen direkt vor diesem Leu ein Val auftritt.

Die einfache und direkte Etablierung der ICS-Aktivit�t
auf einer zu ICS evolution�r verwandten AS verdeutlicht,
dass die MST-Superfamilie eine flexible und anpassungsf�-
hige Verbindung zwischen Prim�r- und Sekund�rmetabolis-
mus darstellt. Eine gemeinhin akzeptierte Vorstellung besagt,
dass der Ursprung jedes sekund�rmetabolischen Biosynthe-
sewegs auf Mutationen zurîckzufîhren ist, die sich in einem
Gen eines prim�rmetabolischen Enzyms angesammelt haben.
Folglich sollten solche Mutationen 1) die allgemeine meta-
bolische Vielseitigkeit erhçhen, indem sie zur Bildung von
Molekîlen mit neuen biologischen Aktivit�ten fîhren, 2) die
Erhaltung bereits existierender metabolischer Diversit�t er-
lauben, und 3) die beiden vorherigen Bedingungen unter
minimalen Zugest�ndnissen bei der evolution�ren Fitness
erfîllen.[3a] Unsere Erkenntnisse stîtzen diese Hypothese.
Fîr die Etablierung von ICS-Aktivit�t waren lediglich zwei
Mutationen nçtig, und alle IC-bildenden stTrpE-Varianten
waren gleichzeitig in der Lage, unter Verwendung von Am-
moniak als Nukleophil AA zu bilden, das wiederum in die
Tryptophanbiosynthese eingehen kann. Nach dieser Argu-
mentation setzt die Evolution der IC-Bildung nicht zwingend
eine Genduplikation voraus, sondern kçnnte auch îber ein
bifunktionelles Intermediat, �hnlich den hier beschriebenen
stTrpE-Varianten, verlaufen sein.

Die Kanalisierung von Substraten, d.h. der inter- oder
intramolekulare Transport von Substraten zwischen aktiven
Zentren von Enzymen, der so entscheidend ist fîr die �ber-
tragung der Nukleophile in MST-Enzymen, ist keineswegs ein
seltenes Ph�nomen. In îber 64% aller bekannten Enzym-
strukturen wurden mindestens zwei Kan�le identifiziert, die
zum aktiven Zentrum fîhren.[14] Der von uns gew�hlte Ansatz
mag sich daher als aussichtsreich fîr die Modifizierung von
Enzymreaktivit�ten erweisen, woraus letztlich neue enzy-
matische Funktionen entstehen kçnnen.
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