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Abstract: Zwei Sesquiterpencyclasen aus Fusarium fujikuroi
wurden in Escherichia coli exprimiert und gereinigt. Das erste
Enzym war wegen einer kritischen Mutation inaktiv, die Ak-
tivit�t konnte aber durch Sequenzkorrektur per ortsgerichteter
Mutagenese wiederhergestellt werden. Das mutierte Enzym
und zwei natîrlicherweise funktionale Homologe aus anderen
Fusarien konvertierten Farnesyldiphosphat zu Guaia-6,10(14)-
dien. Das zweite Enzym produzierte Eremophilen. Die abso-
lute Konfiguration von Guaia-6,10(14)-dien wurde durch
enantioselektive Synthese aufgekl�rt, w�hrend die des Ere-
mophilens aus dem Vorzeichen der optischen Drehung ab-
leitbar war und derjenigen aus Pflanzen entgegengesetzt ist,
aber mit der aus Sorangium cellulosum îbereinstimmt. Die
Mechanismen beider Terpencyclasen wurden mithilfe diverser
13C- und 2H-markierter FPP-Isotopomere studiert.

Das Reispathogen Fusarium fujikuroi verursacht wegen
seiner Produktion von Mykotoxinen wie den Fumonisinen,
Fusarinen, Fusarins�ure und Moniliformin schwere Ernte-
ausf�lle in der Landwirtschaft.[1] Weiterhin bildet der Pilz
große Mengen an Gibberellinen, einer wichtigen Klasse von
Pflanzenhormonen, die aus dem Diterpen ent-Kauren her-
vorgehen.[2] In Pflanzen regulieren Gibberelline Prozesse wie
Stamm- und Blattwachstum, Blîte, Fruchtbildung und Kei-
mung. Ihre �berproduktion durch Fusarien fîhrt zu unkon-
trolliertem Wachstum und Fehlentwicklungen in infizierten
Pflanzen, deren Krankheitsbild als „Foolish Seedling“ oder
„Bakanae“ bezeichnet werden. Die entfernt verwandte Art F.
sporotrichioides macht eine Familie von vom Trichodien ab-

geleiteten Mykotoxinen, die Trichothecene.[3] Diese Verbin-
dungen sind in F. fujikuroi und verwandten Arten nicht pr�-
sent, da die Biosynthesegene unter anderem fîr die Tricho-
dien-Synthase nicht in den Genomen kodiert sind. Stattdes-
sen kodiert das Genom von F. fujikuroi eine difunktionale
ent-Copalyldiphosphat-Synthase/ent-Kauren-Synthase CPS/
KS) fîr die Gibberellin-Biosynthese,[4] eine Lanosterol-
Synthase, eine Phytoen-Synthase fîr die Biosynthese von
Neurosporaxanthin[5] und neun Sesquiterpen-Cyclasen
(STC1-9).[6] Nur zwei davon wurden als (++)-Koraiol- (STC4)
und (¢)-a-Acorenol-Synthasen (STC6) charakterisiert,[7]

aber die Kenntnis der Produkte der anderen STCs ist wichtig,
da sie zur Identifizierung unbekannter Mykotoxine fîhren
kçnnte, die potentiell in der Phytopathogenit�t eine Rolle
spielen. Wir beschreiben hier die Identifizierung der Pro-
dukte von STC5 (FFUJ11739) und STC3 (FFUJ04067) und
ihre mechanistische Charakterisierung durch Isotopenmar-
kierungsexperimente.[8]

Zwei nicht charakterisierte STCs aus F. fujikuroi (STC5
und STC3) wurden durch Konstruktion von �berexpres-
sionsmutanten untersucht. Die Mutanten wurden hinsichtlich
der Produktion von Terpenen studiert, indem die emittierten
Duftstoffe auf Aktivkohle adsorbiert und dann per GC/MS
analysiert wurden.[9] Obwohl quantitative RT-PCR eine
hçhere Expression der Terpencyclase-Gene anzeigte, konnte
in keiner Mutante im Vergleich zum Wildtyp die Produktion
eines neuen Terpens nachgewiesen werden, mçglicherweise
wegen oxidativer Modifikationen durch andere Enzyme,
deren Gene mit den Genen der Terpencyclasen geclustert
sind (siehe Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen).
Reverse Transkription der korrespondierenden mRNA und
Amplifikation der cDNA durch PCR ermçglichte die Klo-
nierung der Gene in den Hefe-E.-coli-Transfervektor pYE-
Express durch homologe Rekombination.[10] Die Proteine
wurden exprimiert, gereinigt und mit Geranyldiphosphat
(GPP), Farnesyldiphosphat (FPP) und Geranylgeranyl-
diphosphat (GGPP) inkubiert, gefolgt von einer Produkt-
analyse per GC/MS.

STC5 lieferte mit keinem der getesteten Substrate ein
Produkt, vermutlich da eine kritische Mutation des natîrli-
chen Gens einen Austausch von Asparagin zu Lysin in der
NSE-Triade bewirkt, die îblicherweise in funktionalen
Terpen-Cyclasen die Sequenz ND(L,I,V)XSXXXE aufweist
(Abbildung S2).[11] Entsprechend ergaben zwei Homologe
von STC5 aus F. mangiferae und F. proliferatum mit intakter
NSE-Triade ein Sesquiterpen aus FPP (Abbildungen S3 und
S4 A), w�hrend keine Produkte mit GPP oder GGPP erhalten
wurden. Eine Korrektur der Sequenz von STC5 aus F. fu-
jikuroi durch die Mutation K288N stellte die Aktivit�t wieder
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her und ergab dasselbe Produkt. Eine Inkubation in pr�pa-
rativem Maßstab von 60 mg FPP mit STC5 aus F. mangiferae
ermçglichte die Isolierung von 1 mg (4%) der reinen Ver-
bindung. Die Struktur wurde durch ein- und zweidimensio-
nale NMR-Techniken etabliert (Tabelle S1). Das 13C-NMR-
Spektrum enthielt fînfzehn Signale (fîr drei Methylgruppen,
vier sp3-Methylen- und vier sp3-Methin-Kohlenstoffatome,
zwei olefinische quart�re Kohlenstoffatome und je ein olefi-
nisches CH2 und CH), was auf ein bicyclisches System hin-
wies. Die 1H-NMR-Signale fîr die direkt gekoppelten Was-
serstoffatome wurden aus dem HMQC-Spektrum ermittelt,
und das 1H,1H-COSY-Spektrum verwies auf drei Spinsysteme
(C1-2-3-4(-15)-5-6, C11(-13)-12 und C8-9, Abbildung 1A).

HMBC-Korrelationen von H11, H12 und H13 nach C7 zeig-
ten eine C7-C11-Bindung an, w�hrend Kreuzpeaks von H8
und H9 nach C7 und von H6 nach C8 die Gruppe C6-7-8
aufdeckten. Korrelationen von H14 nach C1 und C9, von H9
nach C1 und C14 sowie von H2 nach C10 platzierten C10
zwischen C1 und C9. Der Ringschluss von C1 nach C5 konnte
durch Kreuzpeaks zwischen H2 und C5 sowie H6 und C1
nachgewiesen werden, sodass sich die Planarstruktur von
Guaia-6,10(14)-dien (1) ergab. Diagnostische NOESY-Kor-
relationen zwischen H1-H15 und H4-H5 sprachen fîr ein
trans-Guaian (Abbildung 1B).

Die absolute Konfiguration von 1 wurde durch enantio-
selektive Synthese ausgehend vom Diol 3, einem gut cha-
rakterisierten Intermediat unserer Englerin-Synthese
(Schema 1), aufgekl�rt.[12] Unter Verwendung eines Mitsu-
nobu-Protokolls[13] ergab die selektive Eliminierung des ter-
ti�ren Alkohols das exocyclische Alken 4 in 74 % Ausbeute
(bemerkenswerterweise wurde ein Naturstoff mit identischen

spektroskopischen Daten, aber unterschiedlicher Struktur
publiziert).[14] Der sekund�re Alkohol wurde durch Steglich-
Veresterung in das Formiat 5 îberfîhrt.[15] Pd-katalysierte
Hydrogenolyse[16] des Allylformiats lieferte (1R,4R,5S)-1 in
63% Ausbeute mit einem Drehwert von [a]D

22.8 =¢22.2 (c
0.15, CH2Cl2), w�hrend die optische Drehung des Enzym-
produktes zu [a]D

22.0 =¢19.3 (c 0.15, CH2Cl2) bestimmt
wurde, wodurch ihre Identit�t bewiesen wurde. Eine Ver-
bindung mit identischen spektroskopischen Daten, aber einer
unvollst�ndig bestimmten Konfiguration, war zuvor aus der
Weichkoralle Nephthea chabrollii berichtet worden.[17]

Fîr die Cyclisierung von FPP zu 1 kçnnen mehrere Me-
chanismen angenommen werden (Schema 2). Auf die initiale
1,10-Cyclisierung von FPP zum (E,E)-Germacradienyl-
Kation (A) kann eine 1,3-Hydridverschiebung zu B oder eine
1,2-Hydridwanderung zu C und Deprotonierung zu Ger-
macren C (6) folgen. Reprotonierung an C4 von 6 und Cyc-
lisierung (Weg a) fîhrt zu D, aus dem 1 durch Deprotonierung
hervorgeht. Alternativ kann 6 durch Reprotonierung an C10
zu G cyclisieren, worauf drei sequenzielle 1,2-Hydridver-
schiebungen îber H und I zu D folgen mçgen (Weg b).
Kation I ist auch aus G durch 1,3-Hydridwanderung zu-
g�nglich. Schließlich kann die Reprotonierung von 6 an C10
eine Cyclisierung zu E, einem Stereoisomer von G, auslçsen,
aus dem D durch eine Sequenz von einem 1,2- und einem 1,3-

Abbildung 1. Strukturen der Enzymprodukte. A) Spinsysteme von 1 per
1H,1H-COSY (fett) und wichtige HMBC-Korrelationen (Pfeile); B) wich-
tige NOESY-Korrelationen fír 1 (Doppelpfeile); C) Struktur von 2.

Schema 1. Enantioselektive Synthese von (1R,4R,5S)-1.
Schema 2. Mçgliche Cyclisierungsmechanismen fír die Biosynthese
von 1.
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Hydridtransfer entsteht (Weg c). Die vorgeschlagenen Me-
chanismen wurden experimentell durch enzymatische Kon-
version markierter FPP-Isotopomere getestet.[18] (1,1-2H2,11-
13C)FPP resultierte in markiertem 1, das ein Singulett bei d =

37.8 ppm fîr C11 im 13C-NMR-Spektrum aufwies, wodurch
angezeigt wurde, dass kein Deuterium an diesem Kohlen-
stoffatom angebunden war (Abbildung 2 A). Daraus kann
geschlossen werden, dass die Umwandlung von A zu 6 nicht
îber eine 1,3-Hydridverschiebung îber B abl�uft. GC/MS-
Analyse des Produktes zeigte den Verlust eines Deuteriu-
matoms durch ein Molekîlion bei m/z 206 an, wie es fîr den
Weg îber C zu erwarten ist (Abbildung S4 B). Enzymatische
Umsetzung von (10-2H)FPP[19] lieferte ein Produkt mit er-
hçhtem Molekîlgewicht (m/z 205). Im zugehçrigen Massen-
spektrum lag der Basispeak, wie fîr unmarkiertes 1, bei
m/z 161 (Abbildung S4 C). Da dieses Fragmention durch
Abspaltung der Isopropylgruppe gebildet wird, kann die
Deuteriummarkierung des aus (10-2H)FPP erhaltenen Ter-
pens in der Isopropylgruppe lokalisiert werden, was die 1,2-
Hydridverschiebung von A zu C best�tigt. Um zwischen den
verschiedenen Optionen fîr die Reprotonierung von 6 un-
terscheiden zu kçnnen, wurden Inkubationsexperimente in
D2O durchgefîhrt.[20] Inkubation von (3-13C)FPP in D2O lie-
ferte ein Triplett fîr C4 von 1 bei d = 36.7 ppm (Dd =

¢0.5 ppm, 1JC,D = 20.1 Hz), wodurch erwiesen war, dass
Deuterium an C4 angebunden war (Abbildung 2B). Dieses
Ergebnis ist in �bereinstimmung mit der Konversion von 6 zu
D und 1 îber Weg a, aber nicht îber die Wege b oder c. Das
Singulett bei d = 37.2 ppm zeigte an, dass ein Teil des mar-
kierten Materials nicht an C4 deuteriert war, da der Inkuba-
tionspuffer Spuren von Wasser enthielt, was auch durch GC/
MS-Analyse der Probe nachweisbar war (Abbildung S4 D).
Um auszuschließen, dass ein kleiner Teil von 6 îber einen der

Wege b oder c zu Kation D reagiert haben kçnnte, wurden (2-
13C)FPP und (6-13C)FPP enzymatisch in D2O umgesetzt,
wodurch (2H,5-13C)-1 und (2H,1-13C)-1 erhalten wurden, die
lediglich Singuletts fîr C5 und C1 hervorbrachten (Abbil-
dung S5), w�hrend die Aufnahme von Deuterium aus den
Massenspektren nachweisbar war (Abbildungen S4 E,F).
Daraus kann gefolgert werden, dass Weg a der einzig rele-
vante fîr die Reaktion von 6 zu D ist. Ein Inkubationsexpe-
riment mit (13-13C)FPP resultierte in verst�rkten 13C-Signalen
sowohl fîr C12 als auch C13 (Abbildung 2 C), woraus ab-
leitbar ist, dass die Isopropylgruppe in Kation A nicht kon-
formativ fixiert ist, sondern vor der folgenden 1,2-Hydrid-
verschiebung zu C frei rotieren kann.

Die Inkubation von STC3 mit FPP lieferte ein Sesqui-
terpen, w�hrend GPP und GGPP nicht akzeptiert wurden.
Auf Basis einer GC/MS-Analyse (Abbildung S6 A) konnten
die Strukturen von Valencen oder Eremophilen vorgeschla-
gen werden, es war aber nicht mçglich, dem Produkt eine
dieser beiden Strukturen klar zuzuweisen. Eine Inkubation in
pr�parativem Maßstab ergab aus 50 mg FPP 4.6 mg (19%)
des reinen Sesquiterpens, dessen 1H- und 13C-NMR-Daten
mit denen von Eremophilen (2) îbereinstimmten (Tabel-
le S1).[21] Die Bestimmung des Drehwertes zu [a]D

20.8 =+ 86.1
(c 0.36, CHCl3) (Lit.: [a]D

25 =+ 131.7 (c 1.0, CHCl3))[21] ver-
wies auf das entgegengesetzte Enantiomer als in Pflanzen und
der Koralle Plexaurella fusifera,[22] aber dasselbe Enantiomer
wie in dem Myxobakterium Sorangium cellulosum.[21] Die
vorgeschlagene Biosynthese von 2 (Schema 3) startet mit
einer 1,10-Cyclisierung von FPP zum (E,E)-Germacradienyl-
Kation J, gefolgt von einer Deprotonierung zu Germacren A
(K). Eine durch Reprotonierung an C6 ausgelçste Cyclisie-
rung fîhrt zum Kation L, das anschließend durch 1,2-Hydrid-
und 1,2-Methylwanderungen und Deprotonierung zu 2 rea-
giert. Die 1,2-Hydridverschiebung zu M wurde durch enzy-
matische Umsetzung von (2-2H,3–13C)FPP nachgewiesen, die
in einem Triplett bei d = 36.6 ppm (Dd =¢0.5 ppm, 1JC,D =

19.0 Hz) im 13C-NMR-Spektrum von 2 resultierte, wodurch
die Anbindung von Deuterium an C4 nachgewiesen wurde
(Abbildung 3A). Ein Singulett fîr die nicht deuterierte Ver-
bindung ist ebenfalls bei d = 37.1 ppm erkennbar und aus dem
Deuterierungsgrad des Substrates (86% per MS, Abbil-
dung S6B) erkl�rbar. Die Reprotonierung von K findet am
selben Kohlenstoffatom statt, von dem im letzten Schritt ein
Proton abstrahiert wird. Um zu untersuchen, ob dasselbe
Proton, das zun�chst eingefîhrt wird, sp�ter verloren geht,

Abbildung 2. Enzymmechanismus von STC5. 13C-NMR-Spektren von
A) (6-2H,11-13C)-1 erhalten aus (1,1-2H2,11-13C)FPP, B) (4-2H,4-13C)-
1 aus (3-13C)FPP in D2O, C) einer Mischung von (12-13C)-1 und (13-
13C)-1 erhalten aus (13-13C)FPP. Schwarze Punkte verweisen auf 13C-
markierte Kohlenstoffpositionen.

Schema 3. Vorgeschlagener Cyclisierungsmechanismus in der Biosyn-
these von 2.
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wurde eine enzymatische Umsetzung von FPP in D2O
durchgefîhrt. Tats�chlich lieferte die GC/MS-Analyse des
Produktes keinen Hinweis auf eine Deuteriumaufnahme aus
D2O (Abbildung S6C). Schließlich wurde das stereochemi-
sche Schicksal der terminalen Methylgruppen von FPP durch
enzymatische Umsetzung von (13-13C)FPP verfolgt, wobei
sich ein Einbau der Markierung nur in die Methylgruppe C13
und nicht in C12 von 2 ergab (Abbildung 3 B). Im Unter-
schied zu STC5 zeigt STC3 also einen strikten stereochemi-
schen Verlauf in dieser Hinsicht, so wie es zuvor fîr eine
Reihe anderer Terpen-Cyclasen beschrieben worden
war.[18a, 23]

Zusammenfassend haben wir STC3 und STC5 aus F. fu-
jikuroi als (++)-Eremophilen- und (¢)-Guaia-6,10(14)-dien-
Synthasen identifiziert. STC5 in F. fujikuroi war nur nach
einer Sequenzkorrektur einer Mutation in der NSE-Triade
aktiv, w�hrend Homologe aus F. proliferatum und F. man-
giferae natîrlicherweise funktional waren. Die Biosynthesen
beider Verbindungen wurden im Detail hinsichtlich des ste-
reospezifischen Verlaufs von Cyclisierungen, Reprotonie-
rungen und Hydridverschiebungen untersucht. Eine detail-
lierte Untersuchung zur vielschichtigen Regulation des STC5-
Genclusters durch fîr den Biosyntheseweg spezifische und
epigenetische Prozesse in F. fujikuroi ist Gegenstand unserer
derzeitigen Studien.
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Abbildung 3. Enzymmechanismus von STC3. 13C-NMR-Spektren von
A) (4-2H,4-13C)-2 erhalten aus (2-2H,3-13C)FPP, B) (13-13C)-2 erhalten
aus (13-13C)FPP. Schwarze Punkte verweisen auf 13C-markierte Kohlen-
stoffpositionen.
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