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Bakterien werden im Allgemeinen hinsichtlich ihrer Beteili-
gung an der Produktion von Duftstoffen in unserer Umwelt
unterschitzt. Viele Bakterien produzieren jedoch Duftstoffe
verschiedener Substanzklassen wie Fettsdurederivate, Aro-
maten, Stickstoff- und Schwefelverbindungen oder Terpe-
noide.! Diese Geruchsstoffe haben eine wichtige ckologische
Rolle, indem sie z.B. das Verhalten von Menschen oder an-
deren Organismen beeinflussen konnen. Myxobakterien und
Streptomyceten emittieren komplexe Duftstoffbouquets,*”!
und insbesondere die hiufig anzutreffenden moderig bzw.
erdig riechenden Terpenoide 2-Methylisoborneol (1) und
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Geosmin (2) weisen einen extrem niedrigen Geruchsschwel-
lenwert auf. Die Verbindung 1, ein Homomonoterpen, wurde
erstmals in Streptomyces lavendulae identifiziert,® und spiter
auch in verschiedenen anderen Actinomyceten,™! Cyano-
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bakterien,'”! Pilzen"!! und einem Lebermoos gefunden, in
dem es in Form des (—)-Enantiomers auftritt.['?!

Insbesondere Cyanobakterien konnen eine Kontaminati-
on von SiiBwasser mit 1 hervorrufen, wodurch Schiaden in der
Fischwirtschaft verursacht werden koénnen."® Menschen
empfinden Trinkwasser, das bereits niedrige Konzentrationen
von 1 (10 ngL™") enthilt, als ungenieBbar.'¥! Derart niedrige
Konzentrationen sind zwar nicht toxisch, allerdings fiihrt der
unangenehme Geruch zu psychosomatischen Wirkungen wie
Kopfschmerzen, Magenverstimmungen oder Stress.™

Interessanterweise haben alle bekannten Bakterien, die
die weit verbreiteten Terpenoide 1 und 2 produzieren (d.h.
Myxobakterien, Actinomyceten und Cyanobakterien), einen
komplexen Lebenszyklus und bilden multizellulidre
Formen.""” Das koordinierte Verhalten der einzelnen Zellen
wihrend der Bildung multizelluldrer Strukturen verlangt
Zell-Zell-Kommunikation, wie fiir das Myxobakterium Stig-
matella aurantiaca gezeigt werden konnte, bei dem die
Fruchtkorperbildung durch das fliichtige Pheromon Stigmo-
lon (3) initiiert wird."” Die Terpenoide 1 und 2 sind mogli-
cherweise ebenfalls an der bakteriellen Kommunikation be-
teiligt. Die Biosynthese des Sesquiterpenoids 2 wurde vor
kurzem zunichst in Myxobakterien!"®! und dann in Strepto-
myceten!"! aufgeklirt, wohingegen iiber die Biosynthese von
1 bislang sehr wenig bekannt war. Aufgrund frither Unter-
suchungen mit radioaktiven Isotopen wurde vorgeschlagen,
dass 1 ein methyliertes Monoterpen ist, in dem die zusétzliche
Methylgruppe aus S-Adenosylmethionin (SAM) stammt.”
Wir berichten hier iiber die einzigartige Biosynthese von 1im
Myxobakterium Nannocystis exedens sowie iiber das Duft-
stoffprofil dieser Art.

Die Analyse von bakteriellen Duftstoffprofilen kann auf
einfache Weise durchgefiihrt werden, indem die Duftkom-
ponenten im Gasraum iiber Agarplattenkulturen gesammelt
und anschlieBend per GC/MS analysiert werden.®! Biosyn-
thesestudien sind mit wenigen mg von isotopenmarkierten
Vorstufen moglich, die dem Ndhrmedium zugesetzt werden.!
Die Duftstoffe von N. exedens (Na e485, Na eB37) und N.
exedens subsp. cinnabarina (Na c29) wurden durch Anwen-
dung dieser Technik analysiert. Die komplexen Bouquets
sind aus bis zu 31 Komponenten zusammengesetzt
(Hintergrundinformationen). Der Hauptbestandteil aller drei
Stamme ist 1, das von 2 und geringeren Mengen der
biosynthetischen Vorstufe (1(10)E,SE)-Germacradien-11-ol
(4) begleitet wird. Weitere Komponenten sind Ester,
Lactone, Aromaten, Terpenoide, von Fettsduren abge-
leitete Alkohole und Pyrazine. Insbesondere 2,5-Diisopro-
pylpyrazin ist eine Hauptkomponente eines Stamms. Um
die absolute Konfiguration von 1 aufzukliaren, wurden beide
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Enantiomere aus D-(+)- bzw. L-(—)-Campher durch eine
CeCl;-katalysierte Addition von MeMgCl synthetisiert
(Hintergrundinformationen).”"! Durch GC an einer chiralen
stationdren Phase konnte gezeigt werden, dass nur (—)-1 von
N. exedens abgegeben wird. Dies ist dasselbe Enantiomer wie
in dem Lebermoos Lophocolea heterophylla,"” wohingegen
die absolute Konfiguration von 1 in anderen Bakterien un-
bekannt ist.

Die Biosynthese von 1 durch N. exedens wurde in Fiitte-
rungsexperimenten mit den markierten Vorstufen [Methyl-
BC]Methionin und den Isotopomeren [4,4,6,6,6-°H,]- und
[5,5,6,6,6-°Hs]Mevalonolacton untersucht, die auf bekannten
Wegen synthetisiert wurden.®?! Die Methylgruppe von
[Methyl-"*C]Methionin wurde in 1 eingebaut, was durch ein
um 1 amu erhohtes Molekiilion im Massenspektrum ange-
zeigt wird (m/z 169, Abbildung 1B), wohingegen das
Hauptfragmention sowohl fiir unmarkiertes als auch "C-
markiertes 1 bei m/z 95 detektiert wird (Einbauraten sind in
den Hintergrundinformationen angegeben). Die massen-
spektrometrische Fragmentierung von 1 folgt der im Detail
aufgeklarten Fragmentierung des verwandten Ketons Cam-
pher nach Weinberg and Djerassi.””! Das Fragment A (m/z 95,
Schema 1) wird durch den Austritt von Aceton, das die zu-
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Schema 1. Bildung des Hauptfragmentions A (m/z 95) im Massen-
spektrum von 1 in Anlehnung an die bekannte Fragmentierung von
Campher.”!

sédtzliche Methylgruppe enthilt, und die folgende Abspaltung
einer der tibrigen Methylgruppen gebildet. Folglich stammt
die 2-Methylgruppe wie bereits frither vorgeschlagen aus
SAM.” Es wurde angenommen, dass die iibrigen zehn
Kohlenstoffatome  aus  GPP  (Geranylpyrophosphat,
Schema 2) stammen, der universellen Monoterpenvorstufe.
Die Fiitterung von [4,4,6,6,6-*H;]Mevalonolacton und der
Einbau von zwei markierten Isopreneinheiten fiihrt zu einem
Molekiilion von m/z 175, wihrend der urspriingliche Basis-
peak in die Fragmentionen m/z 99 und 102 aufspaltet (Ab-
bildung 1 C). Dies ist durch den Verlust von entweder CD;
oder CH; erkldarbar. Diese Daten stimmen mit dem Markie-
rungsmuster und der Fragmentierung von [*H,]-1 in Sche-

— )\/\)\/\OPP GPP

1 o+ "CHj3"" aus SAM

OH

Schema 2. Bausteine in der Biosynthese von 1.
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Abbildung 1. Massenspektren von A) 1, B) [°C]-1 nach Fiitterung von

[Methyl-"*C]Methionin, C) [’H,]-1 nach Futterung von [4,4,6,6,6-2H|Me-
valonolacton und D) [*H,]-1 nach Fiitterung von [5,5,6,6,6-*H;]Meva-

lonolacton.

ma 3 A {iberein. Weiterhin wurden zwei gemeinsam eluie-
rende Isotopomere mit lediglich einer markierten Isopren-
einheit und Molekiilionen von m/z 172 und 171 gefunden, bei
denen einmal die erste und einmal die zweite Isopreneinheit
in markierter Form vorliegen (Hintergrundinformationen).
In einem weiteren Experiment wurde [5,5,6,6,6-°Hs|Me-
valonolacton an die Bakterien verfiittert. In diesem Fall ergab
der Einbau von zwei markierten Isopreneinheiten ein Mole-
kiilion von m/z 178, wihrend diagnostische Fragmentionen
8437
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Schema 3. Markierungsmuster und Fragmentierung von A) [*H,]-1

nach Futterung von [4,4,6,6,6-*Hs]Mevalonolacton und B) von [*H]-1
nach Futterung von [5,5,6,6,6-*Hs|Mevalonolacton.

bei m/z 100 und 103 gefunden wurden (Abbildung 1D). Die
Fragmentierung von [?H;]-1 und das in Schema 3B gezeigte
Markierungsmuster sind mit diesen Daten konsistent. Zwei
von nur einer markierten Isopreneinheit abgeleitete Iso-
topomere eluieren gemeinsam und weisen beide ein Mole-
kiilion von m/z 173 auf (Hintergrundinformationen).

Da SAM normalerweise als Elektrophil fungiert, kann es
Doppelbindungen angreifen, wie beispielsweise in der Bio-
synthese von Cyclopropyl-Fettsiuren.”* Die Cyclisierung von
Terpenvorstufen wie GPP oder Farnesylpyrophosphat erfolgt
iiber kationische Intermediate,” die nicht durch Elektro-
phile angegriffen werden konnen, sodass die Methylierung
entweder vor oder nach der Cyclisierung stattfinden muss.
Die Alkoholfunktion von 1 kann durch den abschlieBenden
Angriff von Wasser auf ein spétes kationisches Intermediat
eingefiihrt werden. Wenn jedoch Monoterpenalkohole wie
Borneol oder Isoborneol einmal gebildet worden sind, ist ihre
C-Methylierung durch SAM nahezu unmoglich. Folglich
muss der elektrophile Angriff einer Doppelbindung vor dem
Cyclisierungsschritt erfolgen, wobei GPP zu B-Methylgera-
nylpyrophosphat (B-Methyl-GPP) methyliert ~ wird
(Schema 4). Die Methylierung eines fritheren Intermediates
wie Dimethylallylpyrophosphat ist unwahrscheinlich, da das
hypothetische Intermediat Trimethylallylpyrophosphat nicht
als Vorstufe fiir B-Methyl-GPP dienen kann. Andere denk-
bare Biosynthesewege zu 1 konnen aufgrund des beobachte-
ten Markierungsmusters ausgeschlossen werden.

)\/\)ﬁ/\OH /K/\)\(
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Schema 4. Biosynthese von 1 im Myxobakterium Nannocystis exedens.

Die Biosynthese von 1 durch Methylierung von GPP
wurde weiterhin durch die Identifizierung von [3-Methylge-
raniol (5), dem Hydrolyseprodukt von 3-Methyl-GPP, in der
Duftstoffmischung von N. exedens bestitigt. Sowohl (E)- als
auch (Z)-5 wurden durch eine Horner-Wittig-Reaktion von 6-
Methylhept-5-en-2-on mit Triethyl-2-phosphonopropionat
synthetisiert (Hintergrundinformationen). Durch einen Ver-
gleich der GC-Retentionsindizes und Massenspektren wurde
der natiirliche Duftstoff als (E)-5 identifiziert. Dies ist
hochstwahrscheinlich das Hydrolyseprodukt von (E)-f-
Methyl-GPP, das intrazelluldr durch die enzymatische Me-
thylierung von GPP gebildet wird. Diese Schlussfolgerung
wird weiterhin durch den Einbau von [Methyl-"*C]Methionin
in (E)-5 gestiitzt (Hintergrundinformationen). In Uberein-
stimmung mit der beschriebenen Isomerisierung von GPP
wihrend der Biosynthese von Monoterpenen!®! kann (E)-f-
Methyl-GPP vor der Cyclisierung zu 1 zunichst zu f-Me-
thyllinalylpyrophosphat isomerisiert werden (Schema 4).

Unseres Wissens ist der beschriebene Biosyntheseweg
einzigartig, da eine Methylierung der universellen Monoter-
pen-Vorstufe GPP bis heute nicht beschrieben worden ist.
Diese Abweichung vom Lehrbuchwissen iiber die Terpen-
biosynthese weist aulerdem auf eine mogliche Rolle von 1 in
der bakteriellen Kommunikation hin, da die Methylierung
einen einzigartigen Biosyntheseweg ausmacht, der streng re-
guliert werden kann. Diese Hypothese wird gegenwirtig in
unseren Laboratorien untersucht.

Zusammenfassend wurden die Duftstoffe analysiert, die
von drei Stammen des Myxobakteriums N. exedens emittiert
werden. Die faszinierende Biosynthese der Hauptkompo-
nente 1 wurde in klassischen Fiitterungsstudien mit markier-
ten Vorstufen aufgekldrt. Die Biosynthese verlduft iiber die
Methylierung von GPP zum neuartigen Biosyntheseinter-
mediat 3-Methyl-GPP und dessen anschlieBende Cyclisierung
zu 1.
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