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1. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Der Einbau von Fluoratomen wird in der medizinischen Chemie haufig als strategi-
scher Ansatz zur Feinabstimmung der Eigenschaften von Arzneimitteln eingesetzt.! Er
bietet das Potenzial, die Bindungsaffinitat zu Proteintaschen zu erhéhen oder pharma-
kokinetische Parameter zu verbessern, wie der Erfolg von Arzneimitteln wie dem Mak-
rolid-Antibiotikum Flurithromycin zeigt. In den letzten zwei Jahrzehnten haben zahlrei-
che fluorierte Arzneimittel den Weg von der klinischen Testung bis zur Marktreife ge-
schafft, was die Bedeutung der Fluorierung in der Arzneimittelentwicklung unter-
streicht. Der Einbau fluorierter Aminosauren in nicht-ribosomale Peptide (NRP),? die
eine ergiebige Quelle fur verschiedene Arzneimittel und Antibiotika darstellen, beruhte
in der Vergangenheit in erster Linie auf dem Futtern fluorierter Bausteine, wobei die
inharente Promiskuitat der Biosyntheseenzyme genutzt wird. NRPs werden von gro-
Ren multimodularen Enzymen, den so genannten nicht-ribosomalen Peptidsyntheta-
sen (NRPS), synthetisiert. Diese NRPS bestehen aus drei Kerndomanen: Adenylie-
rungsdomanen (A-Domanen), die spezifisch Aminosauren aktivieren, Thiolierungsdo-
manen (T-Domanen), die aktivierte Thioester-Zwischenprodukte tragen, und Konden-
sationsdomanen (C-Domanen), die die Bildung von Peptidbindungen zwischen be-
nachbarten, an die T-Domane gebundenen Thioestern katalysieren. Hier haben wir die
Spezifitat fur fluorierte Aminosauren bei dem NRPS Moduls GrsA untersucht, dem
ersten Modul der Gramicidin S NRPS, um diese Analoga in Gramicidin S (GS) einzu-
bauen.

2. Durchgefiihrter Arbeitsplan

1) Messung von Sattigungskinetiken fur die Adenylierungsreaktion

2) Messung von Substratspektren mit Hilfe des Hydroxamatassays (HAMA)? und
Synthese der erforderlichen Hydroxamat-Standards (Kollaboration Prof. Vilo-
tijevic, FSU Jena)

3) Bestimmung von Bindungsparametern mit Hilfe Isothermaler Titrationsmikroka-
lorimetrie

4) Testung der GrsA-Mutante W239S

5) Computermodellierung der Ligandenbindung (Kollaboration Prof. Keller, FU
Berlin)
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6) Produktion von fluoriertem Gramicidin S in vitro und in vivo

3. Ergebnisse

Wir hatten eingangs erwartet, dass ein oder zwei Fluorsubstituenten von der Biosyn-
thesemaschinerie gut toleriert wirden. Mit E. coli HM0079 als Produktionsplattform
wollten wir fluorierte Varianten des zyklischen Dekapeptids GS herstellen. Die Zugabe
von 4-F-Phe oder 2,4-F2-Phe beeintrachtigte das Wachstum der GS-produzierenden
E. coli-Kulturen nicht. Die erwarteten Produkte waren jedoch mit LC-MS/MS nicht
nachweisbar. Unsere Untersuchungen zeigten, dass die A-Domane des Moduls GrsA,
das normalerweise Phe einbaut, die fluorierten Aminosauren ablehnt. Um die Ableh-
nung fluorierter Aminosauren durch GrsA zu erklaren, haben wir die Adenylierungs-
spezifitat dieses NRPS-Moduls untersucht. Die Ergebnisse zeigten eine hohere Prafe-
renz von GrsA fur Phe im Vergleich zu 2,4-F2-Phe und 4-F-Phe. Die geringe Fluorse-
lektivitat von GrsA wurde mit anderen NRPS-Modulen verglichen, wobei ahnliche
Trends beobachtet wurden.

Um die Selektivitat von GrsA unter Wettbewerbsbedingungen mit fluorierten Amino-
sauren zu testen, verwendeten wir einen Multiplex-Hydroxamat-Assay (HAMA). HAMA
zeigte eine starke Praferenz von GrsA fur Phe gegenuber fluoriertem Phe. Um die
Ursachen fur die hohen Ku-Werte bei den fluorierten Substraten zu verstehen, fuhrten
wir Bindungsstudien mit isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) durch. Die Ergebnisse
zeigten eine schwachere Bindung der fluorierten Substrate an GrsA im Vergleich zu
Phe. Dieser Effekt erklart den Anstieg der Km-Werte. Die starke Diskriminierung gegen
fluorierten Phe-Derivate durch GrsA legte nahe, dass durch Mutagenese mdglicher-
weise eine Umkehrung dieser Praferenz erreicht werden kdnnte, um die Biosynthese
von fluorierten Peptiden zu ermoglichen. Durch eine aus friUheren Arbeiten bekannte
Trp239Ser Mutation,* konnten wir tatsachlich die Toleranz fiir den Fluorsubstituenten
erhdhen. Mit Sattigungskinetiken und HAMA wurde die erhdhte Spezifitat der Mutante
bestatigt.

Die Auswirkung eines Fluorsubstituenten auf die Substratbindung an GrsA und GrsA-
W239S wurde mithilfe von Computersimulationen untersucht. Es wurde festgestellt,
dass der Fluorsubstituent eine T-formige aromatische Wechselwirkung zwischen dem
Substrat und Trp239 stort, was zu einer geringeren Bindung der fluorierten Substrate
fuhrt. Die Mutation W239S schafft einen Hohlraum, der bei GrsA-W239S die Bindung
von F-Phe verbessert. Die wassrige Umgebung kann den Fluorsubstituenten besser
aufnehmen als die hydrophobe Tasche in GrsA. Allerdings fullt der Fluorsubstituent die
vergroRerte GrsA-W239S-Bindungstasche weniger effizient aus als das zuvor geteste-
te O-Propargyl-Tyr.

Um die Selektivitat von GrsA fur die Biosynthese von fluorierten GS-Analoga zu nut-
zen, wurde ein in vitro-System verwendet, das die Konkurrenz mit Phe ausschlieft.
Unter kompetitiven Bedingungen zeigte der Wildtyp GrsA eine geringe Aufnahme von
fluoriertem Substrat in GS, wahrend die Mutante GrsA-W239S eine deutlich hdhere
Aufnahme ermoglichte. Eine ahnliche Praferenz wurde auch fur die Inkorporation von
2,4-F2-Phe beobachtet. Wir haben die Bedingungen fur die Produktion von fluoriertem
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GS in vivo erneut versucht, nachdem die ersten Versuche keinen nachweisbaren Flu-
oreinbau zeigten. Um die Wirksamkeit der Mutation W239S fir den Einbau von fluo-
rierten Phe-Analoga in vivo zu testen, wurde das mutierte Plasmid pSU18-GrsTAB-
W239S kloniert. Wenn die fluorierten Aminosauren zu Kulturen von E. coli HM0Q079 mit
diesem Plasmid hinzugefligt wurden, wurde tatsachlich die Produktion von 4-F-GS
bzw. 2,4-F2-GS durch LC-MS/MS-Analyse beobachtet.

4. Fazit

Wir waren dabei erfolgreich, fluorierte Analoga des antimikrobiellen zyklischen Deka-
peptids Gramicidin S (GS) biosynthetisch herzustellen. Unsere Ergebnisse zeigen,
dass die A-Domane des NRPS-Moduls GrsA fluorierte Aminosauren aufgrund einer
durch das Fluoratom unterbrochenen T-formigen aromatischen Interaktion in der Bin-
dungstasche zunachst ablehnt. Die GrsA-Mutante W239S umgeht jedoch dieses Prob-
lem und hat den Einbau von fluoriertem Phe in GS sowohl in vitro als auch in vivo
ermoglicht. Unsere Ergebnisse liefern spannende Einblicke in das Verhalten von
NRPS gegenuber fluorierten Aminosauren und Strategien fur die Biosynthese von
fluorierten Peptiden. Die bisherigen Ergebnisse wurden als Manuskript bei RSC Che-
mical Biology eingereicht.
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