Naturstoffe

437

MaBgeschneiderte Polyketidsynthasen zur
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Polyketides (PKs) are secondary metabolites with valuable properties,
including antibiotic, antifungal, antiviral, anticancer, and immunosup-
pressive activity. The biosynthesis of PKs is accomplished by multi-
functional megaenzymes, the polyketide synthases (PKSs). The mole-
cular architecture of those remarkable assembly lines provides oppor-
tunities for their engineering and generation of PK derivatives with
potentially improved pharmacokinetics and/or expanded spectrum of

bioactivity.
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B Die steigende Anzahl von multiresisten-
ten Keimen [1, 2] und die rasante Ausbrei-
tung des Coronavirus SARS-CoV-2 [3] - es
sind die aktuellen Ereignisse, die zum wie-
derholten Male die Notwendigkeit der Ent-
wicklung von neuen Medikamenten deutlich
machen.

Erythromycin, Epothilone, Vanitaracin A,
Amphotericin B, Tacrolimus sind nur einige
wenige Beispiele fiir Polyketide, die eine
antibiotische, antitumorale, antivirale, fungi-
zide bzw. immunsuppressive Wirkung zei-
gen. Polyketide bilden eine groBe Familie von
Stoffen, die beziiglich ihrer Strukturen und
chemischen sowie pharmakokinetischen
Eigenschaften duBerst vielfdltig sind. Dies
macht die Polyketide nicht nur fiir den Ein-
satz in der Medizin attraktiv, sondern auch
fiir die Landwirtschaft, Biotechnologie und
viele andere Bereiche. Aufgrund der struktu-
rellen Komplexitat der Polyketide ist es
jedoch oft nicht mdoglich, diese Klasse von
Naturstoffen auf chemischem Wege herzu-
stellen. Dagegen sind Mikroorganismen, vor
allem Actinomyceten, in der Lage, eine Viel-
zahl dieser komplexen Sekundarmetaboliten
zu produzieren. Dies ist hauptsachlich den
Biosynthese-Genclustern (BGC), die sich im
Genom der Produzentenstimme befinden, zu
verdanken. Ein BGC beinhaltet typischerwei-
se Gene, die fiir die Biosynthese, Resistenz
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und in den meisten Féllen auch fiir den
Export der Polyketide codieren. Die Tran-
skription und Translation der Biosynthesege-
ne resultiert in der Bereitstellung von Schliis-
selenzymen (Polyketidsynthasen, PKS) fiir
die intrazelluldre Produktion der Polyketide
[4]. Die PKS-Enzyme beruhen auf der Aktivi-
tat ihrer enzymatischen Doménen, welche
die schrittweise Kondensation von Coenzym-
A(CoA)-aktivierten Bausteinen katalysieren
(Abb. 1). Dabei wird Acetyl-CoA oft als Star-
tereinheit und Malonyl-CoA als Verldnge-
rungseinheit verwendet. Eine ,minimale
PKS* besteht aus drei essenziellen Domanen:
Acyltransferase (AT), Acyl-Carrier-Protein
(ACP) und Ketosynthase (KS). Die Acyltrans-
ferase erkennt und bindet die CoA-aktivier-
ten Substrate und iibertragt die dabei ent-
standene Carbonsdure auf das ACP der PKS.
Die Ketosynthase verkniipft zwei Vorstufen,
beispielsweise eine Starter- mit einer Verlan-
gerungseinheit oder die bereits synthetisier-
te Polyketidkette mit der neu geladenen Ver-
langerungseinheit. Des Weiteren konnen
zusétzliche optionale Doméanen, wie die Keto-
reduktase (KR), Dehydratase (DH), Enoylre-
duktase (ER) und Methyltransferase (MT),
Teil der PKS sein und die synthetisierte Poly-
ketidkette modifizieren. Einige PKS-Enzyme
sind mit einer Thioesterase-Domane, die fiir
die Termination und haufig auch Zyklisie-

rung der Polyketidkette verantwortlich ist,
ausgestattet. Die ,,PKS-Maschinerien“ kon-
nen sich in ihrer molekularen Organisation,
Doménenzusammensetzung und der mecha-
nistischen Art und Weise unterscheiden. Um
die diversen Systeme auseinanderzuhalten,
wurde eine Klassifizierung aufgestellt. Diese
teilt die PKSs in drei Hauptklassen ein:
Typ-I-PKSs (modulare Typ-I-PKSs und itera-
tive Typ-I-PKSs) [5], Typ-II-PKSs (iterativ) [6]
und Typ-III-PKSs (Chalkonsynthasen, itera-
tiv) [7]. Obwohl die modularen Typ-I-PKS-
Systeme eine enorme Komplexitdt aufweisen
und somit eine Herausforderung fiir detail-
lierte Analysen und das Engineering darstel-
len, erlangten sie eine groBe Aufmerksam-
keit der Wissenschaftler. Dies ist auch fiir
unsere Arbeitsgruppe, die sich fiir die Bio-
synthese des Polyketid-Antibiotikums Kirro-
mycin [8] interessiert, der Fall. Im Folgenden
wird am Beispiel von Kirromycin aus Strep-
tomyces collinus Ti365 nicht nur die Komple-
xitat der modularen Typ-I-,Polyketid-Maschi-
nerien”, sondern auch das Potenzial der ATs
fiir die Entwicklung von neuen Polyketid-
Derivaten exemplarisch aufgezeigt.

Komplexe Polyketid-
Biosynthesewege

Die Besonderheit der Kirromycin-Biosynthe-
se beruht auf der einzigartigen Kombination
der biosynthetischen Schliisselenzyme. Es
handelt sich hier um die KirAI-KirAVI-
Maschinerie, die aus fiinf modularen Typ-I-
PKSs und zwei nicht-ribosomalen Peptid-
synthetasen (NRPSs) besteht (Abb. 1, [9]).
NRPSs arbeiten nach einem dhnlichen Prin-
zip wie die modularen PKS-Enzyme: Aktivier-
te Aminosduren (AS) werden auf die Carrier-
proteine der NRPS geladen und wahrend der
schrittweisen Biosynthese in die wachsende
Polyketid- bzw. Peptidkette eingebaut.

In modular aufgebauten Typ-I-PKSs bein-
haltet jedes Modul ein Set von enzymati-
schen Doméanen, die fiir einen Zyklus der
Polyketidkettenverldngerung bendétigt wer-
den. Diese sukzessive Polyketid-Biosynthese
wird deswegen haufig auch als ,Fertigungs-
straBe“ oder ,FlieBband-Biosynthese“
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A Abb. 1: Kirromycin-Biosyntheseweg und KirCll-basierte Derivatisierung. Der modifizierte Kirro-
mycin-Produzent exprimiert die Malonyl-CoA-Synthetase (T207G/M306l), die die Substrate Allyl-
malonsaure und Propargylmalonsaure aktiviert. Die dabei entstandenen Vorstufen (Allylmalonyl-
und Propargylmalonyl-CoA) werden von der Acyltransferase KirCll auf das Acyl-Carrier-Protein im
Modul M5 geladen und somit in die Polyketidkette eingebaut. Die Vervollstdndigung der Biosyn-
these fiihrt zu der Entstehung von Kirromycin-Derivaten. A: Adenylierungsdomane; AT: Acyltrans-
ferase; ACP: Acyl-Carrier-Protein; C: Kondensationsdomane; DH: Dehydrogenase; ER: Enoylreduk-
tase; KR: Ketoreduktase; KS: Ketosynthase; MatB: modifizierte Malonyl-CoA-Synthetase (T207G/
M3061); MT: Methyltransferase; PCP: Peptidyl-Carrier-Protein; R: funktionelle Gruppe. KirCl und

KirCll sind eigensténdige Acyltransferasen.

bezeichnet. Dabei ist die essenzielle AT-
Domaéne in der Regel in die PKS-Enzyme ,ein-
gebettet” (cis-AT-PKS). Die AT-losen PKSs
(trans-AT-PKS) [10] stellen jedoch eine Aus-
nahme dar. Im Kirromycin-Biosyntheseweg
wurden nicht nur NRPS-Module, sondern
auch beide PKS-Subtypen im Laufe der Evo-
lution miteinander kombiniert. KirAI-KirAV
sind AT-los und werden somit dem trans-AT-
PKS-Subtyp zugeordnet, KirAIV ist dagegen
vom cis-AT-PKS-Subtyp (Abb. 1). Des Weite-
ren haben Genomsequenzanalysen ergeben,
dass im Kirromycin-BGC zwei Gene, kirCI
und kirCII, vorliegen, deren Genprodukte
Ahnlichkeit zu Acyltransferasen zeigten.
Demzufolge stellten sich die Fragen: Sind
beide Enzyme (KirCI und KirCII) als eigen-
standige ATs aktiv? Mit welchen trans-AT-
PKS interagieren sie, und welche Sub-
stratspezifitat liegt vor?

Eigensténdige Acyltransferasen

Die Funktion und Substratspezifitdt von
KirCI und KirCII wurden auf genetischer und
biochemischer Ebene untersucht. Unsere
Ergebnisse zeigten, dass KirCI und KiCII
essenziell fiir eine effiziente Kirromycin-
Produktion sind [11,12]. Beide Enzyme konn-
ten in biochemischen Assays (ACP-Beladungs-
assays) als eigenstdandige ATs bestitigt wer-

den. KirCI fungiert als Malonyl-CoA-spezifi-
sche AT und belddt mit hoher Wahrschein-
lichkeit die ACPs der KirAl sowie die ersten
drei Module der KirAll, KirAIV und KirAV
mit Malonat (Abb. 1, [11]). Die Substrat-
spezifitiat von KirCII hat sich als besonders
interessant herausgestellt: KirCII agiert bei
Standard-Kirromycin-Produktionsbedingun-
gen als Ethylmalonyl-CoA-spezifische AT und
transferiert Ethylmalonat nur auf ein einzi-
ges ACP des Kirromycin-Multienzymkomple-
xes, das ACP im Modul 5 (ACP5) (Abb. 1,
[11]).

Weitergehende in vitro-Analysen des
KirCII-Enzyms offenbarten, dass die AT in
der Lage ist, zuziiglich zu Ethylmalonat auch
alternative Vorstufen, wie Allyl- und Propar-
gylmalonat und in geringerem MaBe Phenyl-
und Azidoethylmalonat, auf ACP5 zu trans-
ferieren. Dariiber hinaus konnte der Einbau
von Allyl- und Propargylmalonat in in vivo-
Fiitterungsstudien bestitigt werden. Die
Experimente fiihrten zur Isolierung von zwei
Kirromycin-Derivaten, Allyl- und Propargyl-
Kirromycin (Abb. 1, [13]). Letzteres besitzt
eine Dreifachbindung (Alkingruppe), die sich
besonders fiir Klick-Chemie-Reaktionen eig-
net und eine weitere Derivatisierung der
Polyketidstruktur moglich macht. In Zusam-
menarbeit mit der Arbeitsgruppe von

Prof. Dr. Stephanie Grond (Organische Che-
mie, Universitat Tiibingen) konnte die Klick-
Chemie-Reaktion in Form einer Kupfer-kata-
lysierten Alkin-Azid-Zykloaddition umge-
setzt werden (Abb. 1). Ein weiteres Kirromy-
cin-Derivat wurde hergestellt, dessen Struk-
tur mittels NMR-Analyse als Coumarin-Kir-
romycin bestitigt wurde [13].

Die Ergebnisse dieser Studien demonstrie-
ren die besondere Substrat- und ACP-Spezi-
fitat der KirCII-AT, die den ,regiospezifi-
schen“ Einbau von verzweigten Vorstufen in
eine Polyketidstruktur ermdoglicht. Diese
Eigenschaften machen KirCII zum potenziel-
len Werkzeug fiir die Polyketid-Derivatisie-
rung.

Polyketid-Derivatisierung

Die strukturelle Diversitdat der Polyketide
wird durch die Heterogenitat der PKS-Syste-
me erreicht. Zu den Faktoren, die tiber die
Struktur der Polyketid-Produkte entschei-
den, gehoren die molekulare Architektur der
PKSs (Typ der PKS, Zusammensetzung der
Module und Kombination der Doménen) und
die Post-PKS-Modifikationsenzyme (tailoring
enzymes). Relativ viele der strukturellen
Variationen in Polyketiden sind jedoch auf
die Substratspezifitat der ATs und den ver-
fligbaren Pool an Vorstufen zuriickzufiihren.
In den vergangenen zwei Jahrzehnten wurde
die strikte Korrelation der molekularen
Architektur der modularen PKS und der
Struktur der synthetisierten Polyketide
(auch co-linearity principle genannt) verwen-
det, um die PKS zu manipulieren und so neue
Polyketid-Derivate herzustellen. Zu den
bekanntesten PKS-Engineering-Strategien
gehoren die Deletion, Insertion und der Aus-
tausch von kompletten Modulen oder einzel-
nen Doménen (mix and match oder plug and
play) (Abb. 2). Die meisten dieser Modifika-
tionen wurden fiir die PKSs aus dem Ery-
thromycin-Biosyntheseweg erfolgreich
durchgefiihrt. Gleichzeitig sind einige dieser
Ansitze fiir weniger erforschte Polyketid-
Biosynthesewege gescheitert. Offensichtlich
sind die modularen PKS-Systeme komplexer
als urspriinglich gedacht und miissen noch
genauer unter die Lupe genommen werden.
Neuere Studien der Ko-Evolution der gigan-
tischen modularen PKSs offenbarten, dass
die optionalen Doménen (prozessierende
Dominen) eher mit der in der PKS stromab-
wirts vorliegenden Domine als mit der
stromaufwirts liegenden Doméne verwandt
sind [14]. Diese Erkenntnis provozierte die
Hypothese, dass ein Modul nicht wie bislang
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behauptet die Sequenz von der KS bis zur
ACP (KS + AT + [DH + ER + KR] + ACP) hat,
sondern mit einer AT ,beginnt“ und einer KS
sendet“ (AT + [DH + ER + KR] + ACP + KS)
[15]. Es wird sich sicherlich in der Zukunft
klaren, ob die Implementierung der neu defi-
nierten Grenzen der PKS-Module die Verbin-
dungsstelle des stromaufwérts liegenden
ACP zu der stromabwirts befindlichen KS
aufrechterhalten kann und die haufig auftre-
tenden Engineering-Probleme l6sen wird.
Tatsachlich konnte bereits fiir die nicht-ribo-
somalen Peptidsynthetasen [16], die den
PKSs sehr ahnlich sind, und die trans-AT-
PKSs [14] gezeigt werden, dass die Aufrecht-
erhaltung dieser Verbindungsstelle bei der
Manipulation der NRP-Megasynthetasen und
trans-AT-Megasynthasen eine kritische Rolle
spielt. Die Beriicksichtigung der neuen
Erkenntnisse und der Einsatz von ,promis-
kuitiven“ Enzymen, wie z. B. der KirCII-AT,
bieten vielversprechende Perspektiven fiir
ein effektives PKS-Engineering. Unsere
Arbeitsgruppe ist gerade dabei, das gewon-
nene Wissen zu nutzen, um das Potenzial

und die allgemeine Anwendbarkeit des
KirCII-ACP5-Systems als Tool fiir die PKS-
Modifikation und die Derivatisierung von
Polyketidstrukturen zu untersuchen.

Ausblick

In den letzten drei Jahrzehnten wurde ein
fundiertes Wissen beziiglich der Polyketid-
Biosynthesewege und deren Schliisselenzy-
me erworben. AuBerdem erleichtert die Wei-
terentwicklung in Bereichen der Bioinforma-
tik, Sequenzierung, synthetischen Biologie,
Strukturbiologie, Biochemie, Biotechnologie
und Automatisierung die in silico-Analysen
und die experimentellen Arbeiten rund um
die PKS-Systeme. Durch diese Fortschritte ist
die Vision einer generell anwendbaren Hoch-
durchsatzstrategie zur Bereitstellung von
Konstrukten fiir maBgeschneiderte PKSs, die
der Herstellung von Polyketid-Derivaten die-
nen sollen, etwas realistischer geworden.
Dies lasst auch neue Hoffnung fiir neuartige
chemische Verbindungen und deren Ent-
wicklung zu potenziellen Medikamenten
aufkommen.

Natives PKS System

Insertion/Austausch

o Vorstufe

oA Coenzym A-aktivierte Vorstufe
(2.B. Malonyl-CoA, Methylmalonyl-CoA, Ethylmalonyl-CoA)

durch die )

®  OH-Gruppe (Redukti
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<« Abb. 2: Generelle PKS-Enginee-
ring-Strategien. Die generellen
Strategien fiir die Modifikation der
Polyketidsynthasen (PKS) umfas-
sen die Deletion und Inaktivierung
sowie die Insertion und den Aus-
tausch von ganzen Modulen oder
einzelnen Domanen der PKS. Diese
Anséatze werden verwendet, um
Polyketid-Derivate herzustellen
(Abkiirzungen siehe Abb. 1).
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