Kurzaufsdtze

Deutsche Ausgabe:

An dte

Chemie

DOI: 10.1002/ange.201602614

Neue Strukturdaten geben Einblick in die Bewegungen
von Transportproteinen in der nicht-ribosomalen

Peptidsynthese

Tiia Kittild, Aurelio Mollo, Louise K. Charkoudian™® und Max J. Cryle*

Biosynthese - Enzyme - Nicht-ribosomale Peptid-
synthetasen - Peptidyl-Transportprotein - Protein-
strukturen

9988

N icht-ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) gehoren zu den viel-
versprechendsten Ressourcen bei der Herstellung neuer biologisch
aktiver Molekiile. Der Mechanismus der NRPS-Katalyse beruht auf
sequentiell angeordneten katalytischen Domdnen. Diese sind modular
organisiert, wobei jedes Modul jeweils eine Aminosdure auswdahlt,
modifiziert und in das wachsende Peptid einbaut. Die wihrend der
NRPS-Katalyse gebildeten Zwischenprodukte werden von Peptidyl-
transportprotein(PCP)-Domidnen von einem Enzymzentrum zum
nichsten weitergereicht. Daher sind die Wechselwirkungen und Be-
wegungen der PCPs von entscheidender Bedeutung fiir den NRPS-
Mechanismus. PCP-Bewegungen wurden mit den alternierenden Zy-
klen der Adenylierungsdomdnen (A-Domdnen) in Zusammenhang
gebracht, und kiirzlich veroffentlichte Strukturen vollstindiger NRPS-
Module stiitzen diese Hypothese. Es scheint allerdings, dass das Al-
ternieren der A-Domdinen allein nicht zur Beschreibung des voll-
stindigen NRPS-Katalysezyklus ausreicht und dass der Beladungs-
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cin), antimykotisch (Echinocandin)
oder immunsuppressiv (Ciclosporin;
Abbildung 1 A).'"  Nicht-ribosomale
Peptide (NRPs) stellen eine besonders
reichhaltige Quelle an antimikrobiel-
len Wirkstoffen dar®” und werden un-

zustand des PCP fiir die Abfolge der Katalyseereignisse in diesen
komplexen und faszinierenden molekularen Maschinen ebenfalls eine

Rolle spielt.

1. Strukturelle und biologische Diversitdt nicht-ri-
bosomaler Peptide

Sekundédrmetabolite weisen eine grofe Vielfalt an medi-
zinisch bedeutsamen Aktivititen auf. Sie wirken beispiels-
weise krebshemmend (Bleomycin), antibiotisch (Vancomy-
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abhéngig vom Ribosom durch Enzym-
Komplexe, den sogenannten nicht-
ribosomalen Peptidsynthetasen
(NRPS), produziert.”! Da dieser Vor-
gang nicht den Einschrankungen der
ribosombasierten Synthese unterliegt,
konnen NRPs aus weit mehr Monomeren als dem Standard-
satz proteinogener Aminosduren gebildet werden: Bis heute
wurden mehr als 500 verschiedene Monomere in NRPs
identifiziert. Dadurch bedingt sich die enorme strukturelle
und biologische Vielfalt dieser Verbindungen.
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2. Das NRPS-Fliefband

NRPS nutzen katalytische Doménen, um verschiedene
Reaktionen in der Peptidsynthese auszufiihren. Die meisten
NRPS-Systeme haben einen linearen Aufbau mit modular
angeordneten katalytischen Doménen, die jeweils eine Ami-
nosdure an das wachsende Peptid anfiigen (nichtlineare und
iterative NRPS-Maschinerien werden in diesem Kurzaufsatz
nicht behandelt).®’] Das kleinstmogliche Peptidverlinge-
rungsmodul umfasst drei Doménen: Adenylierungsdoméne
(A-Domine), Kondensationsdomine (C-Doméne) und
Peptidyltransportprotein-Domédne  (PCP-Doméne; auch
Thiolierungsdomine (T-Domine); Abbildung 1B).

Die A-Domine wihlt das Aminosiuremonomer,>® ak-
tiviert es mittels ATP und lddt es anschlieBend in die be-
nachbarte PCP-Domine. A-Doménen von NRPS haben zwei
Subdominen, wobei die Bewegungen der kleineren (C-ter-
minalen) Subdoméine es ermdglichen, dass Auswahl/Akti-
vierung und Beladen der PCP-Domine im selben aktiven
Zentrum der groBeren Subdomine stattfinden.”! Bakterielle
A-Dominen besitzen hochkonservierte Strukturen, und ihre
Sequenzen konnen im Allgemeinen herangezogen werden,
um die Struktur des Peptidriickgrats eines NRPs vorauszu-
sagen. Diese Eigenschaft ist auch bei potentiellen rationalen
Umprogrammierung von NRPS von groBem Nutzen.[>%#!

C-Doménen katalysieren die Bildung der Peptidbindun-
gen zwischen PCP-gebundenen Substraten: zwei PCPs bin-
den an die C-Doméne, wobei das Amin des nachgeschalteten
Aminoacyl-PCPs den Thioester des vorgeschalteten Peptidyl-
PCPs angreift, um eine neue Peptidbindung zu bilden. Auf
diese Weise wird das NRP weitergereicht und mit jedem
Zyklus um ein Monomer erweitert.”’ Die C-Domiine spielt
bei der Erhaltung der Stereochemie des wachsenden NRPs
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eine wichtige Rolle,'” jedoch ist unser derzeitiges Verstind-

nis dieses Zusammenhangs aufgrund eines Mangels an
Strukturdaten substratgebundener C-Doménen begrenzt.

Der Transport zwischen A- und C-Doméne wird von der
PCP-Domine ausgefiihrt, einer kleinen (ca. 10 kDa), kata-
lytisch inaktiven Doméne mit einem 18 A langen Phospho-
pantethein-Arm (Ppant-Arm), der posttranslational an einen
konservierten Serinrest am N-Terminus von Helix II ange-
hingt wird (Abbildung2A).”! Der Ppant-Teil dient als
Schwenkarm, der die ,,Reichweite* der PCP-Doméne bis zu
den aktiven Zentren der benachbarten Dominen erweitert.
Der Ppant-Arm endet in einem Thiolrest. Dies ist aus-
schlaggebend dafiir, dass die Zwischenstufen als Thioester
transportiert werden konnen und gleichzeitig reaktiv genug
bleiben, um Peptidbindungen in der C-Doméne bilden zu
konnen.

Die grundlegende C/A/PCP-Architektur wird durch eine
Vielzahl zusédtzlicher NRPS-Dominen ergédnzt: Die haufigs-
ten sind die Epimerisierungsdominen (E-Dominen), welche
die von der A-Domiéne aktivierten L-Aminosduren in die D-
Form epimerisieren, sowie Thioesterasedoménen (TE-Do-
ménen), die das fertige NRP vom NRPS-FlieBband freiset-
zen.P! Zusitzliche Diversitit kann durch weitere cis-Domi-
nen erlangt werden, wie beispielsweise Formylierungs-, Oxi-
dierungs- oder Methylierungsdominen,® sowie durch Enzy-
me, die in trans mit der NRPS-Hauptmaschinerie interagie-
ren.""! In beiden Fillen finden die Interaktionen mit dem
PCP-gebundenen Substrat statt, wobei die PCP-Doménen
eine entscheidende Rolle bei der in-trans-Rekrutierung von
Enzymen spielen.""¥! Die X-Domiine ist eine weitere C/E-
Domine aus dem Biosyntheseprozess der Glykopeptid-An-
tibiotika. Sie ist fiir die Rekrutierung der Cytochrom P450s an
das PCP-gebundene Substrat zum Zwecke der Quervernet-
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Abbildung 1. Nicht-ribosomale Peptidsynthese. A) Beispiele bioaktiver NRPs. B) Die lineare NRPS-Biosynthese ist flieRbandartig aufgebaut, wobei
Substrataktivierung und -modifizierung sowie die Bildung von Peptidverbindungen durch eine Abfolge aktiver Dominen katalysiert werden.

zung aromatischer Seitenketten notig und stellt eine Aus-
nahme von der PCP-gesteuerten Rekrutierung dar.'*! Au-
Berdem werden zunehmend Abweichungen von der ,,Stan-
dardchemie” der Domédnen der NRPS-Maschinerien beob-
achtet: Kiirzlich wurden B-Lactam-Bildung® und TE-kata-
lysierte Epimerisierung!'”! in der Biosynthese von Norcardicin
sowie Umesterungen in der Biosynthese von Salinamid ent-
deckt.'¥

3. Das Peptidyltransportprotein

Die Sekundér- und Tertidrstrukturen der PCP-Doménen
sind hochkonserviert, und nur wenige geringe Abweichungen
vom prototypischen Vierhelixbiindel wurden bisher doku-
mentiert."”! Dies gilt auch fiir kiirzlich beschriebene Mul-
tidominen-NRPS-Strukturen.’®?”! Auf der Ebene der Pri-
mirstruktur weisen PCPs hohere Variabilitit auf,” was lo-
kale Anderungen der Form und Ladungsverteilung expo-
nierter und verdeckter Oberflichen zur Folge hat. Diese
Variationen beeinflussen wiederum die Art der Wechselwir-
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kungen zwischen einzelnen PCPs mit ihren Katalysepart-
nern,”!! besonders in trans, wo die PCP-Erkennung aus-
schlaggebend fiir die Selektivitit ist.!'2

Eine éltere Hypothese beziiglich des NRPS-Mechanismus
ging von umfassenden Verdnderungen in der Tertidrstruktur
des PCPs in Abhidngigkeit von dessen Beladungszustand aus,
die wiederum die Interaktionen des PCPs beeinflussen und
regulieren wiirden. Dieses Modell beruhte auf der Beobach-
tung, dass die PCP-Domine der Tyrocidinsynthetase in drei
verschiedenen Konformationen (A, A/H und H) abhingig
von ihrem Beladungszustand existiert.” Mittlerweile hat sich
dies jedoch als Artefakt des Herausschneidens der PCP-Do-
méne aus der groferen Synthetase herausgestellt, da alle
weiteren bis heute untersuchten PCP-Strukturen die A/H-
Konformation aufweisen.['*2¢2%3

Welche Rolle der Ppant-Arm oder der Beladungszustand
fiir die Tertidrstruktur von PCPs spielen, ist somit noch nicht
geklart. Analoge Transportproteine der Polyketidsynthasen
konnen ihre molekulare Fracht sequestrieren, doch die bio-
chemische Bedeutung dieses Vorgangs ist noch unklar.*'=
Im Falle des PCPs scheint der Ppant-Arm weder in nen-
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Abbildung 2. PCP-Struktur und -Wechselwirkungen. A) PCP7 aus der Biosynthese von Teicoplanin® und ArCP aus der Yersiniabaktin-Biosynthe-
se® weisen nur geringe Abweichungen vom typischen Vierhelixbiindel auf, wenn sie jeweils mit Ppant-Linker bzw. Substrat beladen sind. B) PCP-
Wechselwirkungen mit benachbarten Doménen werden hauptsichlich durch Helix Il und 11l sowie die Verbindungsregionen vor und nach Helix Il

vermittelt (Farben der Helices wie in 2A).1%242¢

nenswerter Weise mit dem Protein zu interagieren noch die
Tertidrstruktur des PCPs wesentlich zu verindern.*** Diese
Beobachtung stiitzt die ,,Schwenkarmhypothese®, nach wel-
cher der flexible Ppant-Arm die Substrate an benachbarte
Domaénen weitergibt und die PCP-Doméne im Wesentlichen
eine unbewegliche und chemisch inerte Plattform darstellt.
Zwei kiirzlich veroffentlichte NMR-Studien deuten darauf
hin, dass das PCP mit dem Ppant-Arm schwach wechselwir-
ken kann (Abbildung?2A),”* allerdings wurden diese
Wechselwirkungen in atypischen PCPs beobachtet: dem
Arylsiure-beladenen PCP der Yersiniabaktinsynthetase!®!
und dem Pyrrol-beladenen PCP der Pyoluteorinsynthetase.*!
In beiden Féllen wurde gezeigt, dass der Ppant-Arm mit den
Helices II und III interagiert. Auch wenn diese Beobachtun-
gen den Schluss nahelegen, dass der beladene Zustand des
PCPs NRPS-Wechselwirkungen modulieren kann, wird unser
Verstidndnis der PCP-Kettensequestrierung durch einen
Mangel an Daten prototypischer und nicht-herausgeschnit-
tener PCP-Dominen begrenzt.

4. Wechselwirkungen zwischen der PCP-Domdine
und den katalytischen Domdnen der NRPS

Strukturuntersuchungen haben gezeigt, dass PCP-Domai-
nen fiir Interaktionen mit den A-, C- und TE-Domainen eine
dhnliche Proteinoberfliche nutzen.”” Diese Interaktionen
kommen hauptsédchlich mittels der Helices II/III sowie der
dazwischenliegenden Verbindungsschleife zustande (Abbil-
dung 2B). Hydrophobe Wechselwirkungen wurden bereits
mehrfach beschrieben,?+2%3%3% gber da verwandte Doménen
in Bezug auf ihr(e) Partner-PCP(s) selektiv sind, miissen an-
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dere Wechselwirkungsformen, wie z.B. variable Ladungsver-
teilung,”™ ebenfalls eine wichtige Rolle in der Erkennung
spielen. Strukturanalysen von holo-PCPs in Multidoméinen-
umgebungen zeigten, dass die Beladung des Ppant-Arms die
Wechselwirkungen zwischen den Dominen verstirkt.*20:3¢]
Dies schein fiir in-trans-Interaktionen, beispielsweise mit
P450-Enzymen, besonders wichtig zu sein.!-1?!

Betrachtet man die begrenzten Bewegungsmoglichkeiten
der PCP-Doméne im Multidomanenkontext, so iiberrascht es
nicht, dass weitere Oberflichen beschrieben wurden, die
ebenfalls Wechselwirkungen zwischen PCPs und Partner-
doménen ermoglichen. C- und TE-Doménen beispielsweise
konnen gleichzeitig mit bestimmten Interaktionsstellen eines
PCPs wechselwirken.® Zudem ist die PCP-Domine in der
kiirzlich beschriebenen AB3403-Multidoméinenstruktur zwi-
schen die C- und die TE-Domine ,,gepackt“, was auf alter-
nierende Wechselwirkungen zwischen der Helix I und der
TE-Domine hinweist, wenn der Ppant-Arm sich in der Bin-
dungsstelle der C-Domiine befindet.* Aufgrund der subtilen
Anderungen der PCP-Konformation, die eine Substratbin-
dung hervorbringt, ist es unwahrscheinlich, dass dies die
einzige Triebkraft hinter der Rekrutierung von Partner-
doménen ist; es muss offensichtlich zusitzliche Prozesse ge-
ben, welche die NRPS-Katalyse vorantreiben.

5. Konformationsdnderungen der Adenylierungs-
domdine lenken die Interaktionen des PCPs

Die erste Strukturanalyse eines kompletten NRPS-Mo-
duls (SrfA-C, C/A/PCP/TE) zeigte, dass die Ppant-Verbin-
dungsstelle des PCP 16 A vom aktiven Zentrum der C-Do-

www.angewandte.de
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Abbildung 3. Die A-Domine lenkt die Bewegungen der PCP-Domine. Umfangreiche Konformationsinderungen sind nétig, damit die PCP-Domi-
ne sich zwischen den aktiven Zentren der A- und C-Domine bewegen kann. Diese Bewegung wird durch den Alternationszyklus der A-Domine
vermittelt. Der Beladungszustand kénnte weitergehende Bewegungen in Richtung nachgeschalteter Doméanen herbeifiihren. A) Katalysekreislauf
eines Initiationsmoduls. B) Katalysekreislauf eines Terminationsmoduls.?®?*" Gelb=A, groRe Subdomine (A,), grau=A, kleine Subdomine (As),

pink=T(PCP)-Domiéne, braun =F-Domine, blau= C-Domine.

miine entfernt ist (und damit in Reichweite seines 18 A lan-
gen Ppant-Arms), sowie jeweils 57 und 43 A von den aktiven
Zentren der A- bzw. TE-Domine.*! Somit sind umfangreiche
Bewegungen und Doménenumgestaltungen nétig, um die
Interaktionen zwischen dem PCP und allen seinen Partnern
zu ermoglichen. Es wurde vermutet, dass diese PCP-Bewe-
gungen direkt mit dem Katalysekreislauf der A-Doméne ge-
koppelt sind (Abbildung 3).”" Wihrend der Substrataktivie-
rung befindet sich die kleinere Subdoméne der A-Doméne
nahe an der groBeren Subdomine (geschlossener Zustand)P®!
und dreht sich dann um 140°, wodurch das aktive Zentrum fiir
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die nachfolgende PCP-Thiolierung freigelegt wird.®! Der
Kreislauf schlieBt sich mit einem dritten, offenen Zustand,
der die Substratbindung ermoglicht.’”! Gulick und Mitarbei-
ter identifizierten in der Verbindungsregion zwischen den
PCP- und A-Dominen ein konserviertes LPxP-Motiv, das
eine stabile Wechselwirkung mit der kleineren Subdoméne
der A-Doméne eingeht und dadurch die effektive Lange der
Verbindungsregion verkiirzt."”! Diese Wechselwirkung
konnte der Kopplung von Konformationsdnderungen der A-
Domine mit Bewegungen der PCP-Domiine dienen.*”! Die-
ses Modell wird dadurch gestiitzt, dass die Effizienz der A-

Angew. Chem. 2016, 128, 9988 —9995


http://www.angewandte.de

GDCh
~~

Doméne durch die Anwesenheit der PCP-Domine erhoht
wird."* Zudem arbeitet die A-Domiine in intakten A-/PCP-
Didoménen schneller als in herausgeschnittenen Domaé-
nen,* was den Schluss nahelegt, dass die Funktionen der A-
und PCP-Doménen eng miteinander verflochten sind. Die
Kopplung von A-Doménenaktivitdt mit der Bewegung der
PCP-Domine hat bedeutende Konsequenzen fiir die Um-
programmierung von NRPS-Maschinerien, da die Anderun-
gen in der Aktivitdtsrate der A-Doméne, die mit den Be-
mithungen einhergehen, die Substratselektivitidt zu dndern,
die Gesamteffizienz der NRPS-Katalyse beeinflussen wiir-
den.

Kiirzlich veroffentlichte Strukturen von NRPS-Termina-
tionsmodulen in zwei verschiedenen Zustdanden (Thiolierung
und Kondensation) stiitzen die Alternationstheorie zusitzlich
(Abbildung 3).% Beziiglich der Art der Kopplung von A- und
PCP-Doménenbewegungen werfen die Strukturen aber den-
noch Fragen auf. Beispielsweise befindet sich die A-Doméne
in der Holo-AB3404-Struktur (C/A/PCP/TE, Kondensati-
onszustand) in geschlossenem Zustand,” was inkonsistent
mit dem offenen Zustand der SrfA-C-Struktur ist.’”) Im Falle
der kiirzlich beschriebenen Strukturen der Gramicidinsyn-
thetase (LgrA, Formylierung (F)/A/PCP)?" kime die PCP-
Interaktion mit der F-Doméne zusétzlich mit dem in der
SrfA-C-Struktur beschriebenen offenen Zustand der A-Do-
méne in Konflikt. Ungliicklicherweise ist die Struktur des
PCPs in der LgrA-Struktur, die eine A-Doméne im offenen
Zustand aufweist, verzerrt, was die Frage der Lokalisierung
des PCP fiir weitere Analysen offenlisst.

6. Substratzustdnde lenken PCP-Bewegungen

Die offensichtlichen Widerspriiche beziiglich der PCP-
Lokalisierung, die diese vollstandigen Modulstrukturen auf-
werfen, verlangen eine Erweiterung der Theorie, wonach die
Domaénenalternation die einzige Triebkraft der NRPS-Kata-
lyse sei. Konformationsdnderungen der C-Dominen wurden
beschrieben, doch ist ihre Funktion unklar.” Die AB3403-
Struktur® weist eine C-Domine im geschlossenen Zustand
auf, sowie starke Wechselwirkungen zwischen dem Ppant-
Arm und der C-Domine, wohingegen die C-Doméine der
Apo-SrfC-A-Struktur™ einen geschlossenen Zustand auf-
weist. Kiirzlich veroffentlichte Daten zeigen, dass eine A-
Domine zwei Aktivierungszyklen in einem intakten Modul
katalysieren kann (einen fiir die Beladung des PCPs und ei-
nen zur Aktivierung der nédchsten Aminosdure). Das Modul
kommt dann zum Stillstand, wenn kein Substrat von einer
vorgelagerten Stelle mehr nachgereicht wird.*!! Diese Beob-
achtungen sowie die beschriebenen Zustdnde der A-Domaé-
nen aus vollstindigen Modulstrukturen legen den Schluss
nahe, dass die Wechselwirkung zwischen dem PCP und der
vorgelagerten C-Doméne die A-Domine im Adenylierungs-
schritt arretiert, wenn die vorgelagerte C-Doméne kein Pep-
tid zur Verfiigung stellt. Mechanistisch gesehen ist das sinn-
voll, denn ein Voranschreiten des PCPs in den Thiolierungs-
zustand ist nicht wiinschenswert, bevor das gebundene Sub-
strat aus der PCP-Domaéne entlassen wurde.
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Die vor kurzem veroffentlichte Struktur einer C-Doméne
im Komplex mit einem Ppant-Mimetikum offenbarte starke
Wechselwirkungen zwischen der Bindungstasche und der a-
Aminogruppe des Substrats.*! Die Beeinflussung dieser
Wechselwirkungen durch die Ausbildung von Peptidbindun-
gen konnte ein Sensorsignal fiir das SchlieBen der C-Doméne
und die PCP-Freigabe darstellen, doch diese Hypothese muss
noch weitergehend untersucht werden. Fiir die weitere
NRPS-Forschung sind die mechanistischen Einzelheiten,
welche die Aktivitit der C-Domine sowie die Interaktionen
des PCPs zur Bildung von Peptidbindungen ausmachen, von
grofer Bedeutung, wobei biochemische Untersuchungen
derzeit hinter In-vivo-Experimenten zuriickbleiben. >4

Trotz der maBgeblichen Erkenntnisse, die jiingste voll-
stindige Modulstrukturen zum NRPS-Mechanismus geliefert
haben, bleibt das Verstdndnis der Wechselwirkungen der
PCP-Doméne mit nachgeschalteten C- und TE-Doménen
begrenzt. Einblicke in diese Wechselwirkungen konnen je-
doch mittels einer chemisch abgefangenen PCP-/TE-
Didoménenstruktur gewonnen werden.?!! Durch eine Uber-
lagerung der TE-Domine dieser Struktur mit der TE-Do-
méne aus der AB3403-Struktur zeigen sich die Verdnderun-
gen in der Deckelregion der TE-Doméne infolge einer Sub-
stratbindung (Abbildung 4). Auffillig ist, dass eine einfache
Rotation der PCP-Domine auszureichen scheint, um das
Substrat ohne wesentliche strukturelle Umformungen der
NRPS von der C- an die TE-Doméne weiterzureichen. Eine
PCP-/C-Didoménenstruktur zeigte zudem, dass sich die vor-
gelagerte PCP-Doméne nahe der Donor-Bindungsstelle der
C-Domine befindet, die Ppant-Befestigungsstelle jedoch um
180° weggedreht ist, wenn die PCP-Doméne nicht beladen
ist.’ Dies erinnert stark an die Wechselwirkungen zwischen
PCP- und TE-Domine der AB3403-Struktur.” Somit ist es
gut moglich, dass nicht die Reorganisation der A-Domine,

Te-Domane Te-Doméne

C-Doméne

<
Peptidfreisetzung

Bildung der Peptidbindung

Abbildung 4. PCP-Wechselwirkung mit der TE-Domine. Links: Die
PCP-Wechselwirkung mit der C-Domaine einer vollstandigen Modul-
struktur® zeigt die TE-Domine in offener Konformation, aber nahe
der PCP-Domine. Rechts: Uberlagerung der TE-Domine aus einer
PCP-/TE-Struktur® mit einer Gesamtmodul-TE-Domine zeigt, dass
die Deckelregion (,Lid“) sich nach PCP-Bindung schliefit. In diesem
Fall rotiert die PCP-Domine, bleibt aber nahe der Bindungsstelle der
C-Domine.
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sondern eher der Beladungszustand des PCP und die Flexi-
bilitdt der Akzeptordoméne fiir die Wechselwirkung zwischen
PCP- und C-/TE-Dominen auschlaggebend sind. Dieses
Modell wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass die TE-
Domine der EntF-Struktur sich frei bewegt,” denn eine
freie Rotation der TE-Doméne wiirde die Substratbindung
nach dessen Freigabe von der vorgelagerten C-Doméne er-
leichtern. Eine é&hnliche Strategie konnte moglicherweise
verwendet werden, um die PCP-Doménen an Peptid-modi-
fizierende Enzyme heranzufiihren, jedoch gibt es bis zum
heutigen Tag keine Strukturdaten, die eine Untersuchung
dieser Hypothese ermoglichen wiirden.

7. Ausblick

Jiingste vollstdndige Modulstrukturen geben Einblicke in
die Mechanismen der NRPS-Funktion und deuten an, dass
Bewegungen der PCP-Domine durch eine Kombination aus
Konformationsdnderungen und Beladungszustdnden zustan-
de kommen. Die nédchste Herausforderung fiir dieses For-
schungsfeld wird sein, die Wechselwirkungen zwischen den
NRPS-Modulen zu verstehen, denn die Struktur einer mul-
timodularen NRPS wurde bisher nicht aufgelost. Marahiel
schlug kiirzlich das Modell eines auf Multidoménenstruktu-
ren gestiitzten kompletten NRPS-Systems vor, bei dem die
helikale Organisation dadurch erreicht wird, dass jedes Mo-
dul entlang der Helixachse um 120° rotiert angeordnet ist. Die
PCP-Domainen bleiben so nahe der Achse, wodurch sie vor
Hydrolyse geschiitzt sind.*¥ Ein helikaler Aufbau wiirde die
C-Dominen benachbarter Module in unmittelbarer Néhe
zueinander ausrichten, und eine einfache Drehung der PCP-
Domiéne wiirde somit ausreichen, um das Substrat von einer
C-Domine zur ndchsten weiterzureichen. Diese Vorstellung
ist mit dem flieBbandartigen NRPS-Aufbau des aktuellen
Katalysemodells gut in Einklang zu bringen. Strukturunter-
suchungen liefern wichtige Einsichten in das NRPS-System,
miissen jedoch nun durch weitere biochemische Charakteri-
sierungen kompletter Module ergidnzt werden, da die im-
mense Bedeutung von Doméneninteraktionen fiir die Kata-
lyse, sowohl innerhalb von Modulen als auch untereinander,
inzwischen offensichtlich geworden ist.F®*%%l Diese Art
von Untersuchungen sind besonders fiir die effektive Um-
programmierung von NRPS-Maschinerien enorm wichtig, da
ein Verstdndnis der Ursachen der Substratspezifitdt kom-
pletter NRPS-Module derzeit hinter der In-vivo-Umpro-
grammierung von NRPS zuriickbleibt.®! Aufgrund der Be-
deutung von NRPs sind diese Bemiihungen vonnoten, um
unseren Zugriff auf Derivate dieser medizinisch relevanten
Naturprodukte zu verbessern.
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