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Ein unangenehmer erdiger oder moderiger Geruch im
Trinkwasser hat schon oft zu Beschwerden seitens der Kon-
sumenten iiber die Trinkwasserqualitét gefiihrt. Dieser uner-
wiinschte Geruch kann fiir gewohnlich mit Cyanobakterien-
bliiten in Reservoirs korreliert werden!'! und ist hauptséchlich
in der bakteriellen Produktion von 2-Methylisoborneol (2-
MIB, 1) und Geosmin (2) begriindet (Abbildung 1). Beide
Verbindungen konnen vom Menschen in pikomolaren Kon-
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Abbildung 1. Strukturen von 2-MIB (1) und Geosmin (2).

zentrationen wahrgenommen werden.* Obwohl diese Mo-
lekiile fiir den Menschen in den geringen Konzentrationen
wie sie im Trinkwasser vorkommen nicht toxisch sind, ver-
muten Verbraucher oft filschlich, dass das kontaminierte
Trinkwasser ungenief3bar sei. Daher miissen diese Verunrei-
nigungen durch eine teure Aufbereitung mit UV-Bestrahlung
in Kombination mit einer Ozonbehandlung® oder durch
Behandlung mit Aktivkohle entfernt werden.”! Die weite
Verbreitung zusammen mit den unangenehmen Eigenschaf-
ten sowie die in beiden Féllen mechanistisch sehr unge-
wohnlichen Biosynthesen machen beide Terpenoide zu in-
teressanten Studienobjekten.

2-MIB und Geosmin treten in diversen bakteriellen Phyla
auf."? 2-MIB ist ein methyliertes Monoterpen, wohingegen
Geosmin ein abgebautes Sesquiterpen (C,,) darstellt,! al-
lerdings blieben die Details der Biosynthesen lange Zeit
obskur und waren Gegenstand jahrzehntelanger kontroverser
Diskussionen. Die Biosynthese von Geosmin wurde durch
Fiitterungsexperimente mit isotopenmarkierten Vorstufen
aufgeklirt,™ gefolgt von der Identifizierung der Geosmin-
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Synthase!™ und einer Charakterisierung ihrer Nebenpro-
dukte.'®!”! Die Identifizierung der Nebenprodukte war von
besonderer Bedeutung, da dadurch indirekte Beweise fiir die
Existenz der vorgeschlagenen kationischen Intermediate in
der Cyclisierungskaskade erhalten wurden.

Die Biosynthese von 2-MIB wurde ebenfalls zuerst auf
Grundlage von Fiitterungsexperimenten mit deuterierten
Isotopomeren des Mevalonolactons und mit [methyl-
BC]Methionin im Myxobakterium Nannocystis exedens eta-
bliert und beinhaltet einen Mechanismus iiber S-Adenosyl-
methionin-abhingige (SAM) Methylierung von Geranyldi-
phosphat (GPP) gefolgt von Cyclisierung zu 2-MIB
(Schema 1).' In der Folge wurden eine GPP-C-Methyl-
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Schema 1. Biosynthese von 2-MIB. A) Methylierung von GPP durch die
SAM-abhingige GPP-C-Methyltransferase (MT). B) Cyclisierung von
(E)-2-Methylgeranyldiphosphat (5) durch die 2-MIB-Synthase (TC).

transferase (MT) und eine 2-MIB-Synthase, eine ungewohn-
liche bakterielle Terpencyclase (TC) identifiziert.'®!! Wir
berichten nun iiber die Entdeckung einer Serie homoterpe-
noider Nebenprodukte, die die vorgeschlagenen kationischen
Intermediate auf dem Weg zu 2-MIB bestitigen. Detaillierte
mechanistische Einblicke in die Terpencyclisierung wurden
durch Fiitterungsstudien mit deuterierten und *C-markierten
Verbindungen erhalten. Eine hochempfindliche analytische
Methode fiir Fiitterungsexperimente mit *C-markierten
Verbindungen wurde entwickelt, die eine Substanzreinigung
vermeidet.

In der 2-MIB-Biosynthese wird das Produkt der Methy-
lierung von GPP, (E)-2-Methylgeranyldiphosphat (5), iiber
eine Serie kationischer Intermediate cyclisiert (Schema 1).1'"
Die Sequenz beinhaltet eine Isomerisierung zu 2-Methyl-
linalyldiphosphat (7) iiber das 2-Methylgeranyl-Kation (6).
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Reionisierung von 7 zum 2-Methyllinalyl-Kation (8) ermdg-
licht den Ringschluss zum 2-Methylterpinyl-Kation (9) ge-
folgt von einer Cyclisierung zum 2-Methylbornyl-Kation (10)
und Abfangen mit Wasser zu 2-MIB.

Die von Bakterien abgegebenen Duftstoffe konnen mit-
hilfe eines ,,Closed-Loop-Stripping“-Apparates (CLSA) in
Kombination mit GC-MS analysiert werden.”” Wir haben
diese Technik jiingst zur Analyse diverser Actinomyceten mit
sequenzierten Genomen angewendet.”?! Dabei wurde eine
Reihe von Verbindungen mit den Molekiilionen m/z 150
(Homomonoterpene) oder m/z 168 (Homomonoterpen-Al-
kohole) in Actinomyceten detektiert, von denen bekannt war,
dass sie die Gene fiir die 2-MIB-Biosynthese besitzen, was die
Bildung der unbekannten Verbindungen iiber diese Biosyn-
thesemaschinerie nahe legte. Einer der Homomonoterpen-
Alkohole, 2-Methylgeraniol (11, Abbildung?2), war zuvor
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Abbildung 2. Nebenprodukte der 2-MIB-Biosynthese.

schon in N. exedens gefunden worden. Dessen Identifizierung
war fiir ein Verstdandnis der 2-MIB-Biosynthese sehr wichtig,
da dadurch eine Methylierung vor der Cyclisierung sowie die
Existenz des Kations 6, aus dem der Alkohol durch Abfangen
mit Wasser hervorgeht, bewiesen waren. Die Homomono-
terpene 11, 2-Methylenbornan (16) und 1-Methylcamphen
(19) sind bekannte Produkte einer zur 2-MIB-Synthase hoch
homologen Terpencyclase aus Pseudomonas fluorescens PfO-
1.1 Die Verbindungen 16, 17 und 19 sind auBerdem bereits
durch Dehydratisierung aus 2-MIB erhalten worden.”*!

Fiir eine Serie zuvor nichtidentifizierter Homoterpene
wurden Strukturvorschldge aus ihren Massenspektren durch
Vergleich zu reguliren Monoterpenen abgeleitet (Abbil-
dung 3). Die Massenspektren der unbekannten Verbindun-
gen zeigten charakteristische Fragmentionen, die um vier-
zehn Masseneinheiten verschoben sind (fette Linien). Zu-
sammen mit biosynthetischen Uberlegungen fiihrte dies zu
den Strukturvorschligen von 2-Methyllinalool (12), 2-Me-
thylmyrcen (13), 2-Methyl-a-terpineol (14), 2-Methyllimonen
(15) und 2-Methyl-B-fenchol (18). Weiterhin zeigen die
Massenspektren von 14 und a-Terpineol ein Fragmention bei
m/z 59, das eine 2-Hydroxypropan-2-yl-Gruppe anzeigt. Be-
sonders auffillig waren auch das Signal fiir das durch Retro-
Diels-Alder-Fragmentierung entstehende Fragmention im
Massenspektrum von 15 bei m/z 82 (Limonen: m/z 68) und
die dominierenden Basispeak-Ionen in den Massenspektren
von o-Fenchol und 18 (m/z 81), die aus den jeweils linken
Molekiilhélften hervorgehen.
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Abbildung 3. Massenspektren der Homomonoterpene im Vergleich zu
nichtmethylierten Analoga. A) 12 und Linalool, B) 13 und Myrcen,
C) 14 und a-Terpineol, D) 15 und Limonen, E) 18 und a-Fenchol.

Um einen Beweis fiir die Strukturvorschldge zu erhalten,
wurde eine Synthese jeder Verbindung durchgefiihrt (Sche-
ma S1 in den Hintergrundinformationen). Vergleiche der
Massenspektren und GC-Retentionszeiten der synthetischen
mit denen der natiirlichen Verbindungen bestétigten die
Strukturen der fiinf Substanzen 12-15 und 18, die allesamt
bisher noch nicht beschriebene Naturstoffe sind. Eine erneute
Analyse der ,Headspace“-Extrakte von fiinfzehn Acti-
nomyceten®"??! zeigte, dass mit Ausnahme von Streptomyces
ambofaciens alle Stimme 16 abgeben (Tabelle S1). Die Ver-
bindungen 17 und 19 wurden ebenfalls von diversen Acti-
nomyceten produziert, wohingegen die Homomonoterpene
12-15 und 18 in artspezifischen Mustern auftraten. Die
Identifizierung dieser Duftstoffe in 2-MIB-produzierenden
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Schema 2. Bildung von Homomonoterpenen durch die 2-MIB-Syntha-
se. Von SAM abgeleitete Methylgruppen sind mit schwarzen Kreisen
markiert.

Bakterien ist besonders interessant, da diese aus kationischen
Intermediaten auf dem Weg zu 2-MIB hervorgehen und so
die Existenz der Intermediate belegen (Schema 2 A).

Die Bildung von 18 und 19 erweitert den Biosyntheseweg
zu 2-MIB und erfordert eine zusétzliche Wagner-Meerwein-
Umlagerung. Zwei Mechanismen fiir die Bildung dieser
Verbindungen sind méglich. Eine Umlagerung von 10 (Weg b
in Schema 2 A) wiirde das Kation 20 ergeben, das die Vor-
stufe von 18 durch Angriff von Wasser oder von 19 durch
Deprotonierung ist. Der Angriff von Wasser an 10 bei der
Bildung von 2-MIB und an 20 bei der Bildung von 18 be-
inhaltet wahrscheinlich dasselbe Wassermolekiil und sollte
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aus derselben Richtung erfolgen und daher $-18 ergeben. Ein
alternativer Mechanismus fiir die Bildung von 18 und 19
analog zur Cyclisierung von GPP zu a-Fenchol durch die
Fenchol-Synthase aus Foenicum vulgare®' beginnt bei Kation
9, das zum 1-Methylpinyl-Kation 21 cyclisiert werden kann,
gefolgt von einer Umlagerung zu 20 (Schema 2B). In diesem
Fall sollte der Angriff von Wasser von der Si-Seite von 20 her
erfolgen und in o-18 miinden, das jedoch nicht gefunden
wurde. Obwohl die Strukturen der Kationen 20 in Schema 2 A
und B dieselben sind, hat das Kohlenstoffgeriist in den beiden
Fillen einen unterschiedlichen biosynthetischen Ursprung,
was zum Beispiel anhand der SAM-abgeleiteten Methyl-
gruppen (schwarze Kreise) verfolgt werden kann. Nach Me-
chanismus A sollte eine Fiitterung von [methyl->H;]Methio-
nin in einem Verlust eines Protons in der Bildung von 19 aus
20 resultieren, wohingegen nach Mechanismus B ein Deute-
rium verloren werden miisste. Das Fiitterungsexperiment
zeigte die Bildung von 19 iiber Mechanismus A (Abbil-
dung S2).

Ein komplementires Experiment wurde durchgefiihrt,
um den relevanten Biosyntheseweg zu 18 zu identifizieren.
Fiitterung von [1-"*C]-1-Desoxy-D-xylulose (synthetisiert
nach Schema S2 der Hintergrundinformationen)?"! resul-
tierte in [°C,]-18 (Abbildung S3). Das Basispeak-Ion der
markierten Verbindung wurde bei m/z 81 beobachtet, wo-
durch der Ursprung der 2-Methylgruppe und einer der beiden
geminalen 3-Methylgruppen aus C1 von 1-Desoxy-D-xylulose
angezeigt wird, wohingegen die 1-Methylgruppe aus SAM
stammen muss. Dies deutet ebenfalls auf Mechanismus A,
wohingegen Mechanismus B ein Basispeak-Ion bei m/z 82
erfordern wiirde. Der Weg B wird allerdings moglicherweise
beschritten, wenn GPP durch die 2-MIB-Synthase in vitro
umgesetzt wird. Es wurde berichtet, dass eine solche Um-
setzung von GPP zu Limonen, y-Terpinen, o- und (-Pinen
fithrt,!” die aus den Desmethyl-Analoga von 9 und 21 her-
vorgehen (fehlende SAM-abgeleitete Methylgruppen).
Bornen, das Deprotonierungsprodukt des Desmethyl-Ana-
logons von Kation 10, wurde nicht beobachtet. Solch ein
Analogon von 10 wird wahrscheinlich nicht gebildet, da es ein
wenig stabiles sekundidres Kation reprisentiert. Die initiale
Methylierung von GPP ist fiir eine effiziente Bildung des 2-
MIB-Geriists iiber das tertidire Kation 10 wichtig, wodurch
der Biosyntheseweg zu 2-MIB potenziell effizienter ist als der
vergleichbare Weg zu Bornyldiphosphat in Salvia officina-
lis.?®)

Duftstoffextrakte von Micromonospora olivasterospora
beinhalten grofe Mengen von 2-MIB, aber nur wenig andere
Verbindungen. Dieser Stamm wurde fiir Untersuchungen
zum stereochemischen Verlauf der 2-MIB-Cyclisierung in
Fiitterungsexperimenten mit [1-*C]-1-Desoxy-p-xylulose
ausgewdhlt. Diese Verbindung wird zum doppelt markierten
Kation 9 umgesetzt (Schema 3). Der abschlieBende Ring-
schluss kann selektiv von der Re-Seite des kationischen
Zentrums oder von beiden Seiten aus erfolgen, wenn eine
Rotation der Isopropylgruppe im aktiven Zentrum des
Enzyms sterisch moglich und schneller als die Reaktion zu 10
ist. Die Gesamtmenge an fliichtigem Material, das per CLSA
von einer Agarplatte gesammelt werden kann, ist fiir eine
NMR-spektroskopische Analyse nicht ausreichend. Wenn
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Schema 3. Stereochemischer Verlauf der 2-MIB-Biosynthese und "*C-
NMR-Verschiebungen der Methylgruppen in 1.

aber eine *C-markierte Vorstufe verfiittert und effizient in
einen Naturstoff eingebaut wiirde, konnte eine Analyse mit
BC-NMR-Spektroskopie wertvolle Einblicke geben. Eine
Untersuchung der Duftstoffextrakte von M. olivasterospora
nach Fiitterung von [1-*C]-1-Desoxy-D-xylulose per GC-MS
zeigte die Produktion von 2-MIB (64 % des gesamten fliich-
tigen Materials durch Peakintegration des Totalionenstrom-
Chromatogramms), 2-Methylenbornan (10%), Geosmin
(6%) und (8S,105)-8,10-Dimethyl-1-octalin (22, 1%) mit
hohen Einbauraten (ca. 75%) fiir alle vier Verbindungen
(Abbildung 4 A). Eine "“C-NMR-spektroskopische Analyse
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Abbildung 4. Analyse der Duftstoffextrakte von M. olivasterospora per
A) GC-MS und B) "*C-NMR-Spektroskopie nach Fiitterung von [1-"*C]-1-
Desoxy-D-xylulose.

zeigte Signale bei 9.9 und 21.1 ppm (Abbildung 4B). Ver-
gleiche mit den vollstdndig zugeordneten NMR-Daten fiir 2-
MIB (siche die Hintergrundinformationen) stiitzen eine
Cyclisierung von 9 zu 10 mit spezifischem Angriff des katio-
nischen Zentrums von der Re-Seite. Das Signal bei 21.4 ppm
war nicht detektierbar, wodurch die hohe Genauigkeit des
Cyclisierungsschrittes demonstriert wird. Diese strikte Kon-
trolle des stereochemischen Verlaufs ist vermutlich das Er-
gebnis einer Kation-m-Wechselwirkung von 9 mit einem
hochkonservierten Phenylalaninrest (F309, Abbildung S4) im
aktiven Zentrum der 2-MIB-Synthase (Abbildung 5).*!

Angew. Chem. 2013, 125, 21542158

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Abbildung 5. Aktives Zentrum der 2-MIB-Synthase aus S. coelicolor
A2(3) komplexiert mit Mg?" und dem Substratanalogon Geranyl-S-thio-
lodiphosphat (PDB-Nummer: 3V1V).”’ Der an Kation-rt-Wechselwir-
kungen beteiligte hochkonservierte Phenylalaninrest (F309) ist eben-
falls dargestellt.

Weitere *C-NMR-Signale wurden bei 12.5/19.0, 14.9/20.3 und
15.9/19.7 ppm beobachtet und stehen fiir den Einbau in 2-
Methylenbornan,* Geosmin®! und (8S,105)-8,10-Dimethyl-
1-octalin.!"®

Zusammenfassend lduft die 2-MIB-Biosynthese iiber
kationische Intermediate ab, die indirekt durch die Bildung
von Nebenprodukten beobachtbar werden. Fiitterungsexpe-
rimente ermoglichen die Unterscheidung von zwei moglichen
Wegen zu umgelagerten Nebenprodukten und zeigen, dass
die Kationen im aktiven Zentrum des Enzyms in ihrer Kon-
formation durch Kation-n-Wechselwirkungen mit einem
hochkonservierten Phenylalaninrest fixiert sind. Eine neue
Methode wurde etabliert, die die CLSA-Technik mit Fiitte-
rungen von “C-markierten Vorstufen und "*C-NMR-spek-
troskopischen Untersuchungen der erhaltenen Extrakte
kombiniert. Vorteile sind die Vermeidung von Extraktionen
mit Losungsmitteln und arbeitsaufwendigen Substanzreini-
gungen.
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