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Bakterielle Terpene

Konformationsanalyse, thermische Umlagerung und EI-MS-Fragmen-
tierungsmechanismus von (1(10) E,4E,6S,7R)-Germacradien-6-ol durch
BC-Markierungsexperimente
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Aron Janusko und Jeroen S. Dickschat*

Abstract: Eine uncharakterisierte Terpenzyklase aus Strepto-
myces pratensis wurde als (+)-(1(10)E,4E,6S,7R)-Germacra-
dien-6-ol-Synthase identifiziert, deren Produkt als zwei inein-
ander konvertierbare Konformere existiert, wodurch komplexe
NMR-Spektren resultieren. Fiir eine komplette Zuordnung der
NMR-Daten wurden alle fiinfzehn Isotopomere des (>C,) FPP
sowie (¥ C,;) FPP synthetisiert und enzymatisch umgesetzt und
die Produkte durch diverse NMR-Methoden einschlieflich
BCBC-COSY analysiert. Die (>*C)FPP-Isotopomere wurden
weiterhin fiir die Untersuchung der thermischen Umlagerung
und des EI-Fragmentierungsmechanismus des Enzympro-
dukts verwendet.

-rerpenoide sind hinsichtlich Struktur und Funktion faszi-
nierende Naturstoffe. Die ersten aus Bakterien beschriebe-
nen Verbindungen sind die erdig bzw. muffig riechenden
Duftstoffe Geosmin und 2-Methylisoborneol,'! die in den
1960er Jahren aus Streptomyceten isoliert wurden. Jiingste
Forschungsergebnisse zeigen, dass Terpene in diesem Taxon
besonders weit verbreitet sind.”! Thre Biosynthese startet
ausgehend von einem linearen Oligoprenyldiphosphat, das
durch eine Terpenzyklase in einer Reaktionskaskade tiber
kationische Intermediate in einen (poly-)cyclischen Kohlen-
wasserstoff oder Alkohol mit meist mehreren Stereozentren
iiberfiihrt wird. Kristallstrukturen von Terpenzyklasen®!
zeigten, dass spezifische Reste im aktiven Zentrum einen
dreikernigen (Mg”*");-Cluster binden, der seinerseits die Di-
phosphatgruppe des Substrats bindet und die Ionisierung zu
einem hochreaktiven Kation initiiert. Hydrophobe Reste
formen eine Schablone, die das Substrat fiir eine gerichtete
Produktbildung in eine spezifische Konformation zwingt und
Wasser von der Kavitdt ausschlieft, um ein vorzeitiges Ab-
fangen reaktiver Intermediate zu verhindern. Die Produkte
diverser bakterieller Terpenzyklasen wurden bereits charak-
terisiert,’®* und unser strukturbasiertes mechanistisches
Verstindnis wurde durch quantenchemische Rechnungen,!
ortsgerichtete Mutagenese®*" ! und Isotopenmarkierungs-
studien*#4”) substantiell erweitert. Hier berichten wir iiber
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die Konformationsanalyse, thermische Umlagerung und EI-
MS-Fragmentierung  (EI-MS = ElektronenstoBionisations-
Massenspektrometrie) eines Sesquiterpenalkohols aus Strep-
tomyces pratensis mittels *C-Markierungstechniken.

Das Genom von S. pratensis ATCC 33331 kodiert fiinf
Terpenzyklasen, von denen vier durch ihre hohe Homologie
zu den Synthasen fiir Geosmin,*! 2-Methylisoborneol,*!#! 7-
epi-a-Eudesmol™ und epi-Cubenol™! unmittelbar zugeord-
net werden konnen, in Ubereinstimmung mit der Produktion
dieser Terpene durch das Bakterium.?"! Das Gen der fiinften
uncharakterisierten Terpenzyklase (Zugangsnummer
ADWAO03055, diese Zyklase weist das Aspartat-reiche Motiv
¥DDEYCD und die NSE-Triade *NDLVSYHKE auf)
wurde durch homologe Rekombination in Hefe in den Ex-
pressionsvektor pYE-Express kloniert.*! Das gereinigte
Protein  konvertiert  Farnesyldiphosphat ~ (FPP) in
(1(10)E 4E)-Germacradien-6-ol (1), das durch GC/MS iden-
tifiziert wurde (Abbildung 1), wohingegen Geranyl- und
Geranylgeranyldiphosphat nicht akzeptiert werden. Zwei
Produkte der Cope-Umlagerung von 1 (2a und 2b), die auf-
grund der thermischen Belastung wihrend der GC-Analyse
entstehen, wurden ebenfalls beobachtet (Massenspektren von
1, 2a und 2b sind in Abbildung 1 der Hintergrundinforma-
tionen (SI) gezeigt). Die "H- und *C-NMR-Spektren von 1in
CDCl; bei Raumtemperatur zeigten breite und schlecht auf-
geloste Signale (Abbildung 2 der ST), wihrend die bei —50°C
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Abbildung 1. A) Totalionenstromchromatogramm der Produkte der
(1(10)E,4E,6S,7R)-Germacradien-6-ol-Synthase (1) aus S. pratensis,
B) Strukturen der Konformere 1a und 1b.
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und bei 0°C aufgenommene Spektren zwei Sétze scharfer
Signale fiir die bekannten Konformere 1a und 1b lieferten (in
Abbildung 1 durch die ,,up-down“-Nomenklatur benannt; U
und D: Methylgruppe zeigt nach oben bzw. unten).® Die
NMR-Daten stimmten mit literaturbekannten, aber unvoll-
stindigen Daten fiir (—)-1 aus Santolina rosmarinifolia
tiberein, ™ wihrend die optische Aktivitit von [a]p* =+21.4
auf das Enantiomer zur pflanzlichen Verbindung schliefen
lieB ([a]p™ = —14.8), sodass das Terpen aus S. pratensis als
(+)-(1(10)EAE,6S8,7R)-Germacradien-6-ol identifiziert
wurde. Die absolute Konfiguration des pflanzlichen 1 wurde
jiingst durch Totalsynthese bestitigt.”! Im Gegensatz zu den
Produkten der anderen Terpenzyklasen wird 1 nicht in La-
borkulturen von S. pratensis gefunden (nicht gezeigt).

Die komplexen NMR-Spektren verhinderten wie in
einem vorherigen Bericht® eine vollstandige Zuordnung der
'H- und “C-NMR-Signale zu 1a und 1b. Um dieses Problem
zu 16sen, wurden alle fiinfzehn (**C;)FPP-Isotopomere syn-
thetisiert (Abbildungen 3-6 der SI)!'! und mit der Germac-
radienol-Synthase umgesetzt. Die einzelnen Produkte
wurden mit (*Hg)Toluol extrahiert und per C-NMR-Spek-
troskopie analysiert, wodurch je zwei starke Signale fiir die
markierten Kohlenstoffatome der Konformere 1a und 1b
resultierten (Abbildung 7 der SI). Diese Daten zeigten ein-
deutig auf, welches *C-NMR-Signal von 1 zu welchem Koh-
lenstoff gehort, es war aber nicht méglich zuzuordnen, wel-
ches der in jedem einzelnen Experiment beobachteten zwei
BC-NMR-Signale zu welchem Konformer gehort. Daher
wurde komplett markiertes (*C,5)FPP synthetisiert und mit
der Germacradienol-Synthase inkubiert, und das Produkt
wurde per BC,*C-COSY-NMR untersucht.'!! Dieses Expe-
riment lieferte zwei diskrete Sdtze von Kreuzpeaks (Abbil-
dung 2, fiir eine vergroferte Version siche Abbildung 8 der
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Abbildung 2. *C,"*C-COSY-Spektrum von ("*C;5)-1 nach enzymatischer
Umsetzung von ("*C,s)FPP. Die zwei Sitze der Kreuzpeaks fur die Kon-
formere sind gelb (fiir Ta) und rot (fiir 1b) dargestellt.

SI), die eine eindeutige Zuordnung aller 30 Kohlenstoffsi-
gnale zu jedem einzelnen der fiinfzehn Kohlenstoffatome von
1a und 1b erlaubten (Tabelle 1). Die Zuordnung der meisten
"H-NMR-Verschiebungen war auf Basis der 'H,'H-COSY-,
HSQC- und HMBC-Korrelationen der unmarkierten Ver-
bindung moglich (Abbildung 3). Fiir einige wenige Fille er-
wiesen sich dariiber hinaus die HSQC-Spektren der relevan-
ten Isotopomere von (C,)-1 als niitzlich (Abbildung 9 der
SI).

Fiir die Strukturaufkldarung der zwei Produkte der Cope-
Umlagerung, die in der GC/MS-Analyse von 1 beobachtet
worden waren, wurde eine Mikrowellenreaktion bei 225°C in
Toluol durchgefiihrt. Die Produkte konnten durch Sdulen-
chromatographie getrennt werden und erwiesen sich hin-

Tabelle 1: NMR-Daten der Konformere 1a und 1b von (1(10)E,4E,6S,7R)-Germacradien-6-ol in (*Hg)Toluol bei —50°C und von 2a/2b in (*H¢)Benzol

bei 25°CF.

1+2  1a (DD) 1b (UD) 2a 2b

C[a] 'IH T}C '\H T}C '\H 'I3C 'IH 'ISC

1 CH 480(d,J=11.61H) 129.0 487 (tJ=7.5 1H) 121.5 578 (dd,/=17.5,10.8, 1H) 150.3 5.85 (dd, /=17.6,10.8, TH)  150.2

2 CH, 217 (m, 1H) 248 224 (m, 1H) 246 498 (dd, J=17.5,1.2,TH, E) 110.1 4.90 (dd, /=17.6,0.8, 1H, £) 110.4
1.95 (m, TH) 1.89 (m, 1H) 494 (dd, J=10.8,1.2, 1H, 2) 4.86 (dd, J]=10.8,0.8, 1H, 2)

3 CH, 204 (m, 1H) 392 2.09 (m, TH) 375 5.02 (brs, 1H, 2) 113.34.90 (brs, 1H) 113.9
2.00 (m, TH) 1.94 (m, 1H) 491 (brs, TH, E) 4.70 (brs, 1H)

4 C - 131.8 - 1320 - 146.8 — 145.5

5 CH 506(d,J=7.0TH) 1351 5.04(d,J=8.5,1H) 133.0 1.69 (d,/J=1.7, 1H) 56.6 2.32(d,J=6.8, 1H) 57.4

6 CH 454(d,J=60,1H) 685 455(d =60 1H) 684 381 (brs 1H) 702 3.94 (m, 1H) 7.9

7 CH 075(d,J=90,1H) 49.7 066 (d, /=95 1H) 525 0.74 (m, 1H) 498 1.54 (m, 1H) 446

8 CH, 1.95 (m, 2H) 30.7  1.80 (m, 1H) 256 1.63 (m, 1H) 211 1.56 (m, 2H) 223
139 (d, J=13.8, TH) 1.30 (m, 1H) 1.49 (m, 1H)

9 CH, 244 (d,J=13.1,1H) 361 2.14 (m, 1H) 418 148 (m, 1H) 411 153 (m, 1H) 33.7
1.62 (t, J=13.5, 1H) 1.79 (m, 1H) 1.29 (m, 1H) 1.25 (m, TH)

10 ¢ - 1353 - 1385 - 402 - 30.3

11 CH 178 (m, 1H) 320 1.73 (m, 1H) 326 1.68 (m, 1H) 294 1.88 (oct, /=68, 1H) 274

12 CH, 1.00(d,J=6.0,3H) 214 1.09(d, /=63, 3H) 212 092 (d,J=638, 3H) 208 094 (d, )=6.8, 3H) 21.9

13 CH, 1.05 (dJ 6.5,3H) 21.6 1.00 (d,/=6.0,3H) 21.3 094 (d, J=6.9, 3H) 213 1.20 (dJ 6.6, 3H) 23.1

14 CH, 155 (s, 3H) 220 148 (s, 3H) 16.9  1.46 (s, 3H) 203 0.93 (s, 3H) 231

15 CH, 1.32 (s, 3H) 163 1.30 (s, 3H) 162 1.72 (s, 3H) 278 1.68 (s, 3H) 26.8

[a] Nummerierung der C-Atome wie in Abbildung 1. Chemische Verschiebungen ¢ in ppm, Multiplizititen m (s = Singulett, d = Doublett, t=Triplett,
oct = Octett, m = Multiplett, br =breit), Kopplungskonstanten J in Hz. Signalzuordnung fiir 1 abgeleitet aus Inkubationsexperimenten mit "*C-
Isotopomeren des FPP (siehe Text).
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Abbildung 3. Schlisselkorrelationen im HMBC, die eine Zuordnung
der 'H-NMR-Signale fiir unmarkiertes 1 erlaubten.
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Abbildung 4. Cope-Umlagerung von 1. A) Schliisselkorrelationen im
NOESY fur die Bestimmung der relativen Konfigurationen von 2a und
2b, B) Konformationen von 1, die die Bildung von 2a und 2b erklaren.

HO

sichtlich ihrer Massenspektren und GC-Retentionszeiten als
identisch zu 2a und 2b. Ihre Strukturen wurden per ein- und
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie umfassend aufge-
klart (Tabelle 1), wodurch die Verbindungen als Shyobunol
(2a) und 5,10-Di-epi-shyobunol (2b) identifiziert wurden.'?!
Die relativen Konfigurationen wurden auf Grundlage von
Schliisselsignalen im NOESY-Spektrum bestimmt (Abbil-
dung 4 A). Die Zuordnung der NMR-Daten wurde durch
Cope-Umlagerung von enzymatisch aus (**C,s)FPP erhalte-
nem (*C;5)-1 und Analyse des Produktgemischs per *C,*C-
COSY-NMR bestitigt (Abbildung 10 der SI). Dies ermdg-
lichte die Beobachtung von zwei diskreten Sédtzen von
Kreuzpeaks fiir 2a und 2b und gab direkte Einblicke in die C-
C-Konnektivitdten. Die absoluten Konfigurationen von 2a
und 2b konnen aus den Stereozentren an C-6 und C-7 von
1 abgeleitet werden, die durch die Cope-Umlagerung nach
allem, was fiir Germacrane bekannt ist,"* nicht betroffen
werden. Die hier aus Bakterien isolierten Stereoisomere des
Shyobunols sind die Enantiomere zu aus der Pflanze Acorus
calamus bekannten Verbindungen,'” was mit der Tatsache,
dass auch bakterielles 1 der optische Antipode eines pflanz-
lichen Terpens darstellt, koinzidiert. Wahrend 2b aus dem
bekannten Konformer 1a hervorgeht,® ist die Bildung von
2a aus dem ,up-up“-Konformer 1¢ (UU, Abbildung4B)
moglich. Beide Umlagerungsprodukte entstehen iiber ses-
selartige Ubergangszustiinde, dhnlich wie es fiir die Cope-
Umlagerung anderer Germacrane bekannt ist.[5> ¥
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Die relativen Konfigurationen von 2a und 2b unter-
stiitzten die syn-Orientierung der Hydroxy- und Isopropyl-
gruppen in 1. Tatsichlich sind die *C-NMR-Verschiebungen
von 1 und seinem anti-Stereoisomer Kunzeaol sehr dhnlich
(Tabelle 11 der SI), und die syn- oder anti-Orientierung der
Substitutenten in den konformativ flexiblen Verbindungen
1 und Kunzeaol™! schwierig zu bestimmen. Allerdings be-
wiesen die NOESY-Spektren der rigideren Verbindungen 2a
und 2b eindeutig die syn-Anordnung von Hydroxy- und
Isopropylgruppe, wodurch die relative Konfiguration von
1 indirekt bewiesen werden konnte.

Da isotopenmarkierte Verbindungen fiir die Untersu-
chung von Fragmentierungsreaktionen sehr niitzlich sind,!"!
wurden die aus allen fiinfzehn Isotopomeren des (*C)FPPs
mit der Germacradienol-Synthase erhaltenen Produkte per
GC/EI-MS und GC/EI-MS-QTOF analysiert. Die beobach-
teten Fragmentionen fiir alle Isotopomere von (*C)-1 (Ab-
bildung 11 der SI) gaben direkte Einblicke in den Fragmen-
tierungsmechanismus. ElektronstoBionisierung von 1 lduft
bevorzugt unter Verlust eines nichtbindenden Elektrons am
Sauerstoff ab, wodurch das Molekiilion [M]" (Abbildung 5 A)
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Abbildung 5. EI-MS-Fragmentierung von 1. Bildungsmechanismen des
Fragments [A]" (m/z=161) und des Basisions [B]" (m/z=84).

mit m/z =222 fir unmarkiertes 1 und mit m/z =223 fiir alle
Isotopomere (**C;)-1 gebildet wird (Tabelle 12 der SI). Um-
lagerung eines Wasserstoffs (rH) und induktive Spaltung (i)
unter Neutralverlust von Wasser liefert das Fragmention
[M—H,O]* mit m/z =204 fiir natiirliches 1 und mit m/z =205
fiir alle (C,)-1. Nachfolgende a-Spaltung (c) mit Verlust der
Isopropylgruppe ist der einzig relevante Mechanismus fiir die
Bildung des Fragments [A]". Dies ist aus der Beobachtung
von [A]" bei m/z =161 fiir unmarkiertes 1 und alle Isotopo-
mere mit “C-Markierung in der Isopropylgruppe (gebildet
aus (11-°C)FPP, (12-°C)FPP bzw. (13-°C)FPP) ableitbar.
Alle anderen ("C,)FPP-Isotopomere liefern [A]" bei m/z =
162 (Abbildung 11 der SI). Dieser Mechanismus wird durch
HR-MS-Daten weiter gestiitzt, die fiir [A]* mit m/z =161 die
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Formel C,,H,," und mit m/z =162 die Formel *C,"*C,;;H,;"
ergeben (Tabelle 12 der SI) und durch MS*Analyse die di-
rekte Bildung von [A]" aus [M-H,O]" nachweisen.

Fiir die Bildung des Basispeaks [B]" bei m/z =84 wurde
ein Mechanismus iiber zwei a-Spaltungen mit Neutralverlust
von 3-Methylbut-1-en zu einem Fragmention mit m/z =152
und eine dritte o-Spaltung unter Verlust von Isopren nach-
gewiesen (Abbildung 5B). Dieser Nachweis erfolgt durch die
Verschiebung von [B]" zu m/z =85 fiir alle (**C,)-1, in denen
die Markierung in dem Molekiilteil auftritt, aus dem [B]"
gebildet wird, also fiir 1, das aus (1-"C)FPP, (2-"C)FPP,
(3-BC)FPP, (4-"*C)FPP und (15-“C)FPP hervorgeht (Abbil-
dung 11 und Tabelle 12 der SI). Weiterhin ergeben sich aus
HR-MS-Daten die erwarteten Summenformeln fiir m/z =84
(CsHgO™) und fiir m/z =85 (“C,"*C,HzO"). Die Bildung von
[B]" als Tochterion des Fragments bei m/z = 152 wurde durch
MS?’-Analyse untersucht, dieses Experiment war aber auf-
grund der geringen Intensitdt dieses Ions wenig aufschluss-
reich. Die Bildung von [B]" sollte daher besser als konzer-
tierter Prozess dreier simultaner a-Spaltungen beschrieben
werden.

Zusammenfassend haben wir eine bakterielle Terpen-
zyklase aus S. pratensis als (4)-(1(10)E.4E,6S,7R)-Germac-
radien-6-ol-Synthase identifiziert. Es wird nur ein nahe ver-
wandtes Enzym mit 99.4% identischen Resten in Strepto-
myces sp. PAMC26508 gefunden. Wie bekannt fiir Germa-
crane, existiert 1 in verschiedenen definierten Konformeren,
die per Tieftemperatur-NMR-Spektroskopie beobachtet
werden konnen. Markierungsexperimente mit synthetischen
BC-markierten FPP-Isotopomeren erlaubten eine vollstin-
dige Zuordnung der 'H- und “C-NMR-Daten von 1, was
bislang fiir 1 und dhnliche Germacrane wegen ihrer komple-
xen NMR-Spektren nicht moglich war.®! Die thermische
Umlagerung von 1 iiber sesselartige Ubergangszustéinde gab
zwei Produkte, deren absolute Konfigurationen aus derjeni-
gen von 1 abgeleitet wurden, wihrend die relativen Konfi-
gurationen der Umlagerungsprodukte bestitigten, dass 1 von
seinem Epimer Kunzeaol verschieden ist. Mit den *C-mar-
kierten FPP-Isotopomeren haben wir weiterhin die Grund-
lage fiir die Analyse von EI-MS-Fragmentierungen von Ses-
quiterpenen gelegt, wie wir fiir ein Paradebeispiel demon-
strieren. Zukiinftige Experimente in unseren Laboratorien
umfassen die Verwendung der FPP-Isotopomere fiir die
Kliarung anderer komplexer Probleme der Chemie von Ses-
quiterpenen.
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