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Terpene bilden mit tiber 50000 bekannten Verbindungen die
grofite Gruppe von Naturstoffen. Thre Geriiste werden von
Terpen-Synthasen erstellt, die lineare Vorstufen [Geranyl-
diphosphat (GPP), Farnesyldiphosphat (FPP) oder Gera-
nylgeranyldiphosphat (GGPP)] in (poly)cyclische Mono-,
Sesqui- oder Diterpene konvertieren.'! Dieser Prozess wird
mit einer Kationenbildung durch Diphosphat-Abstraktion
(Enzyme der Klasse I) oder Protonierung einer olefinischen
Doppelbindung (Klasse II) initiiert. Sukzessive intramoleku-
lare Angriffe olefinischer Doppelbindungen an kationischen
Zentren, Hydrid- oder Protonenwanderungen, Wagner-Me-
erwein-Umlagerungen sowie terminierende Deprotonierung
oder Angriff eines Nucleophils ergeben das Terpenprodukt.
In einigen Fillen wird das initiale Produkt fiir eine zweite
Prozessierung reionisiert.”!

Die aktiven Zentren von Enzymen der Klasse I weisen ein
hochkonserviertes, Aspartat-reiches Motiv (DDXXD) und
eine (N,D)D(L,I,V)X(S,T)XXXE-Konsensussequenz (NSE/
DTE-Triade) auf, die den Cofaktor Mg*" binden, der das
Diphosphat zum Zweck der Ionisierung komplexiert.*
Enzyme der Klasse II teilen ein hochkonserviertes DXDD-
Motiv fiir die Protonierung des Substrates.” In beiden En-
zymtypen bilden hydrophobe Residuen eine Tasche, in der
die Oligoprenylkette in einer die Produktstruktur festlegen-
den Konformation arrangiert ist.! Diese Tasche verhindert
auch den ungerichteten Angriff von Wasser an kationische
Intermediate. Aromatische Reste stabilisieren geladene In-
termediate durch Kation-ni-Wechselwirkungen.[”:®!

Obwohl diese Prinzipien der Terpen-Biochemie gut ver-
standen sind und sogar einige Kristallstrukturen bakterieller
Terpen-Cyclasen bekannt sind,* " ist es unmdoglich, aus der
Aminoséduresequenz einer Synthase die Struktur des von ihr
gebildeten Terpens vorherzusagen. Daraus ergibt sich ein
Dilemma, da die modernen Sequenziertechniken und bioin-
formatischen Methoden eine Fiille an Informationen verfiig-
bar machen, aus denen ersichtlich ist, dass mehrere hundert
Terpen-Synthasen in Bakterien kodiert sind, von denen bisher
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aber nur wenige charakterisiert wurden.'>?? Neue Methoden
sind erforderlich, die mit den sich ansammelnden Sequenz-
daten Schritt halten.

Zur Losung dieses Problems haben wir eine phylogene-
tische Analyse bakterieller Terpen-Synthasen durchgefiihrt
[Abbildung 7 der Hintergrundinformationen (SI)]. Mehrere
Gruppen homologer Terpen-Cyclasen wurden identifiziert,
und immer wenn ein Enzym bereits chemisch charakterisiert
wurde, wurde die Funktion der verwandten Enzyme durch
Analogieschluss ermittelt.™ Die Korrektheit dieser Vorge-
hensweise wurde durch Identifizierung der fliichtigen Terpe-
ne in Duftstoffextrakten belegt. Unsere analytischen Daten
wurden weiterhin zur Vorhersage des Produktes einer un-
charakterisierten Gruppe von sechs Enzymen verwendet
[gerahmter Kasten im phylogenetischen Baum von Abbil-
dung 7 (SI)]. Drei dieser Enzyme stammen aus Bakterien, fiir
die die Terpene analysiert wurden (Streptomyces flavogriseus
ATCC 33331, S. griseus subsp. griseus NBRC 13350 und
S. filamentosus NRRL 15998). Alle drei Bakterien produzie-
ren epi-Cubenol, was zeigt, dass die entsprechenden Enzyme
epi-Cubenol-Synthasen sind (man beachte, dass kein anderes
Terpen gemeinsam in allen drei Stémmen vorkommt und dass
keine anderen Terpen-Cyclasen dieser Bakterien an anderer
Stelle im Baum einen Cluster bilden). Dieser deduktive
Zugang fehlt im Falle alleinstehender Enzyme im phyloge-
netischen Baum. Zur Umgehung dieses Problems haben wir
eine Methode fiir die schnelle und zuverlédssige chemische
Charakterisierung bakterieller Terpen-Cyclasen entwickelt,
die auf der heterologen Expression in Escherichia coli basiert.
Diese Spezies wurde als Wirt gewéhlt, da E. coli FPP syn-
thetisieren kann und schnell wéchst. E. coli kann leicht durch
Elektroporation transformiert werden, und es sind diverse
Vektoren und Stimme verfiigbar, die fiir Proteinexpressionen
optimiert wurden. Es wurden sogar Stimme entwickelt, die
effizient Codons auslesen konnen, die von E. coli selten ver-
wendet werden. Insgesamt wurde E. coli als ein ideales
System fiir die schnelle Analyse von Terpen-Cyclasen be-
trachtet.

Fiir die Identifizierung der Produkte von sechs uncha-
rakterisierten bakteriellen Terpen-Cyclasen wurden die ent-
sprechenden Gene durch Polymerasekettenreaktion (PCR)
amplifiziert und in den Expressionsvektor pET28c kloniert,
gefolgt von Transformation von E. coli BL21. Nach Induktion
der Proteinexpression wurden die Fliissigkulturen von E. coli
an eine Closed-Loop-Stripping-Apparatur (CLSA) zur
Sammlung der Duftstoffe auf Aktivkohlefiltern angeschlos-
sen.*? Die Filter wurden mit CH,Cl, extrahiert und die
erhaltenen Extrakte durch GC-MS analysiert.

Die Produkte zweier Terpen-Cyclasen aus Chitinophaga
pinensis DSM 2588 wurden identifiziert. Expression des
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ersten Enzyms (Zugangsnummer YP_003121494) resultierte
in der Bildung von p-Elemen als Hauptprodukt [Tabelle 1
(ST) und Abbildung 1 (SI)]. B-Elemen ist das Produkt einer
Cope-Umlagerung von Germacren A (1; Schema 1) und wird

Schema 1. Hauptprodukte bakterieller Terpen-Cyclasen.

durch thermische Reaktion im Injektor des Gaschromato-
graphen gebildet.”” Kleine Mengen an 1 wurden ebenfalls
detektiert. Daher ist diese Terpen-Cyclase eine Germacren-
A-Synthase. Weitere Produkte waren (E)-Nerolidol, vy-
Elemen und 8-Elemen (die Produkte einer Cope-Umlage-
rung von Germacren B bzw. C), (E)-f-Farnesen, Germacren
B, a-Selinen, B-Selinen, Hedycaryol und Germacradien-4-ol.
Die Bildung all dieser Terpene durch ein Enzym kann iiber
gemeinsame kationische Intermediate erkldrt werden
[Schema 1 (SI)]. Keines der Terpene wurde in Duftstoff-
extrakten von C. pinensis gefunden, wodurch es nahe liegt,
dass die Germacren-A-Synthase unter standardisierten Kul-
tivierungsbedingungen nicht exprimiert wird.

Expression einer zweiten Terpen-Cyclase aus C. pinensis
(YP_003124367) resultierte in y-Cadinen (2) zusammen mit
a- und 6-Cadinen, o-Muurolen, cis-Muurola-4(15),5-dien, 10-
epi-Zonaren, o-Copaen, (E)-B-Farnesen, - und y-Elemen
und Germacren-D-4-0l [Tabelle 2 (SI) und Abbildung 2 A
(S1)]. Die Biosynthese von 2 ist tiber das (E,E)-Germacra-
dienylkation (7) und Germacren D (9) erkldrbar, wie zuvor
fir die Biosynthese von Cadalanen in Medicago truncatula
vorgeschlagen (Mechanismus A; Schema 2).?%*! Allerdings
wurde 9 nicht in Duftstoffextrakten von E. coli nachgewiesen.
Ein alternativer Mechanismus ist die 1,10-Cyclisierung von
Nerolidyldiphosphat (NPP) zum (E,Z)-Germacradienylkat-
ion (11), gefolgt von einer 1,3-Hydridwanderung und Cycli-
sierung zu 10 (Mechanismus B; Schema 2). Ein Biosynthe-
seschema zu allen Produkten der y-Cadinen-Synthase auf
Grundlage von Mechanismus A ist in Schema 2 der Hinter-
grundinformationen gezeigt. Das Hauptprodukt 2 wurde
auch in C. pinensis detektiert (Abbildung 2B der Hinter-
grundinformationen).

Zwei Terpen-Cyclasen aus Streptomyces viridochromo-
genes DSM 40736 wurden untersucht. Expression des ersten
Enzyms (ZP_07302078) resultierte in a-Amorphen (3) und
Spuren von y-Amorphen, a- und -Ylangen, o-Himachalen,
o-Cuprenen, fB-Bisabolen, B-Sesquiphellandren und (E)-B-
Farnesen [Tabelle3 (SI) und Abbildung3A (SI)]. Die
Oxidationsprodukte a- und p-Calacoren wurden ebenfalls
gefunden. Die Produktion von 3 kann {iiber einen initialen
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Schema 2. Drei alternative Mechanismen fiir die Biosynthese von Cad-
alan-Sesquiterpenen wie in der Literatur diskutiert.?*2
OPP=0P,0¢".

1,10-Ringschluss iiber 9 ablaufen, aber auch fiir die a-
Amorphen-Synthase wurde keine Produktion von 9 beob-
achtet. Die Bildung monocyclischer Sesquiterpene wie {3-
Bisabolen erfordert eine Isomerisierung von FPP zu NPP, was
eine Biosynthese nach Mechanismus B wahrscheinlicher er-
scheinen lisst. Eine dritte Alternative ist ein initialer 1,6-
Ringschluss von NPP zum Bisabolylkation (13), gefolgt von
einer 1,3-Hydridwanderung und Cyclisierung zu 15 (Mecha-
nismus C, Schema 2), wie zuvor fiir die Biosynthese von 0-
Cadinen in Gossypium hirsutum vorgeschlagen.”® Dies
wiirde auch die Bildung von Verbindungen wie [-Bisabolen
erklaren, allerdings ist das kationische Zentrum in 15 fiir die
Bildung von 3 nicht korrekt positioniert. Man miisste eine
komplexe Serie von Hydridwanderungen iiber Kationen von
15 zu 10 annehmen, aber es wurden keine Deprotonierungs-
produkte solcher Kationen beobachtet. Ein detaillierter
Biosyntheseweg iiber den Mechanismus B zu allen Produkten
der a-Amorphen-Synthase ist in Schema 3 (SI) gezeigt. a-
Amorphen, y-Amorphen sowie a- und (-Ylangen wurden
auch in S. viridochromogenes gefunden [Abbildung 3B (ST)].

Das zweite Enzym von S viridochromogenes
(ZP_07308339) war hoch selektiv fiir 7-epi-a-Eudesmol (4)
[Tabelle 4 (SI) und Abbildung 4 (SI)]. Geringe Mengen an
10-epi-y-Eudesmol, 5-epi-7-epi-o-Eudesmol, Hedycaryol,
Valerianol, p-Dihydroagarofuran, a-Selinen, 7-epi-a-Selinen,
(E)-p-Caryophyllen, (E)-p-Farnesen, Germacren A und p-
Elemen wurden ebenfalls detektiert. Alle Produkte entstehen
durch Ringschluss zu 7, mit Ausnahme von (E)-B-Caryo-
phyllen, das eine 1,11-Cyclisierung erfordert [Schema 4 (SI)].
Die Biosynthese von 3-Dihydroagarofuran umfasst einen in-
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tramolekularen Angriff einer Hydroxygruppe an einem ter-
tidren kationischen Zentrum, der den Tetrahydrofuranring
aufbaut, wihrend Valerianol eine 1,2-Methylwanderung er-
fordert. Es wurde keine Produktion von 4 oder den Neben-
produkten in S. viridochromogenes beobachtet.

Eine Sesquiterpen-Cyclase aus Streptomyces pristinaespi-
ralis ATCC 25486 (ZP_06911744) zeigte hohe Selektivitat fiir
Selina-4(15),7(11)-dien (5) neben Selina-3,7(11)-dien, Selina-
4(15),6-dien, d-Selinen, Germacren B sowie (-, y- und d-
Elemen [Tabelle 5 (SI) und Abbildung 5 A (SI)]. Die Bildung
von 5 ist erkldrbar durch Cyclisierung von FPP zu 7, Depro-
tonierung zu Germacren B, Reprotonierung fiir einen zweiten
Cyclisierungsschritt und finalen Verlust eines Protons
[Schema 5 (ST)]. Die Bildung einiger Nebenprodukte kann
analog tiber Germacren A und C formuliert werden. Alle
Sesquiterpene mit Ausnahme von Selina-4(15),6-dien wurden
auch in S. pristinaespiralis detektiert [Abbildung SB (SI)].
Nahe verwandte Enzyme der Selina-4(15),7(11)-dien-Synt-
hase sind in den Genomen von Streptomyces somaliensis
DSM 40738 (ZP_11214367) und S. tsukubaensis NRRL 18488
(ZP_10070539) kodiert [Abbildung 7 (SI)]. Eine Untersu-
chung von Duftstoffextrakten von S. tsukubaensis zeigte die
Produktion von hauptsichlich Selina-3,7(11)-dien und klei-
neren Mengen von 5. Daher ist das Enzym aus S. tsukubaensis
eine Selina-3,7(11)-dien-Synthase. Die Biosynthesen von 5
und Selina-3,7(11)-dien unterscheiden sich lediglich im letz-
ten Deprotonierungsschritt.

Das Produktspektrum einer Sesquiterpen-Cyclase aus
dem Chloroflexus Roseiflexus castenholzii DSM 13941
(YP_001430766) war verhédltnismiBig einfach und bestand
nur aus T-Muurolol (6) neben 6-Cadinen sowie a- und Y-
Muurolen [Tabelle 6 (SI) und Abbildung 6 (SI)]. Alle vier
Verbindungen entspringen aus einer kationischen Spezies
durch Angriff von Wasser oder alternative Deprotonie-
rungsschritte [Schema 6 (SI)]. Extrakte von R. castenholzii
enthielten kein 6 oder die Nebenprodukte.

Expressionen bakterieller Sesquiterpen-Cyclasen in
E. coli und direkte Analyse der Duftstoffextrakte sind eine
niitzliche und schnelle Methode fiir die Charakterisierung
von Enzymen mit unbekannten Produkten. Die Methode
funktioniert auch fiir Terpen-Cyclasen, die in ihrem nativen
Wirt inaktiv sind. Eine arbeits- und zeitaufwéndige Reinigung
der exprimierten Terpen-Cyclase sowie der Reaktionspro-
dukte, die in Inkubationsexperimenten erhalten werden, wird
vermieden. Fiir eine unzweifelhafte Identifizierung der er-
haltenen Verbindungen durch GC-MS sind qualitativ hoch-
wertige MS-Datenbanken, die Informationen iiber Reten-
tionsindizes enthalten, notwendig und hinreichend. Solche
Bibliotheken stehen zur Verfiigung®-*"! fiir unsere Methode,
die geeignet ist, mit den schnellen Entwicklungen der DNA-
Sequenzierung Schritt zu halten.
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