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Pristinol, ein Sesquiterpen-Alkohol mit ungewçhnlichem Gerîst aus
Streptomyces pristinaespiralis
Tim A. Klapschinski, Patrick Rabe und Jeroen S. Dickschat*

Abstract: Eine Terpencyclase aus Streptomyces pristinaespi-
ralis wurde als (++)-(2S,3S,9R)-Pristinol-Synthase charakteri-
siert. Die Struktur dieses Sesquiterpenalkohols mit einem
neuen Gerîst wurde durch NMR-Spektroskopie und mono-
chromatische anomale Rçntgendispersion aufgekl�rt. Isoto-
penmarkierungsexperimente ermçglichten es, zwischen ver-
schiedenen Cyclisierungsmechanismen der Terpencyclase zu
unterscheiden und den EI-MS-Fragmentierungsmechanismus
des Pristinols zu studieren.

Tausende natîrlich vorkommende Terpene sind allesamt von
einer kleinen Zahl linearer und achiraler Vorstufen abgelei-
tet, die durch Terpencyclasen in (poly)cyclische homochirale
Verbindungen mit meist mehreren Stereozentren îberfîhrt
werden.[1] Mindestens 121 verschiedene Kohlenstoffgerîste
sind ausgehend von der Sesquiterpenvorstufe Farnesyldi-
phosphat (FPP) durch Umsetzung mit Sesquiterpencyclasen
realisierbar (siehe Abbildung S1 in den Hintergrundinfor-
mationen). Die meisten dieser Strukturen (75 %) enthalten
wenigstens einen Sechsring (Tabelle S1). Fînfringe sind
ebenfalls sehr verbreitet (69 %), w�hrend Drei- (21%) und
Siebenringe (24 %) seltener auftreten. Cyclobutan- (10%)
und Cyclooctansysteme (7 %) sind selten, und noch grçßere
Ringe finden sich nur in Einzelf�llen. Cyclooctane sind in den
5-8-bicyclischen Asteriscan-Sesquiterpenen Asteriscanolid
(1), der ersten isolierten Verbindung dieser Familie,[2] As-
teriscadien (2)[3] und 3a-Hydroxyasterisc-6-en (3),[4] sowie in
den wegen ihres umgelagerten Gerîstes als „nicht-isopreno-
id“ klassifizierten Dactylan-Sesquiterpenen Dactylol (4) und
Poitediol (5) einfach erkennbar (Schema 1).[5] In einigen an-
deren Sesquiterpenen wie den Clovanen, Isopatchoulanen,
Longibornanen, Longicyclanen, Longifolanen, Prenopsanen
und Seychellanen ist die Pr�senz eines Achtringes weniger
offensichtlich (fett in Abbildung S1). W�hrend das Cyclo-
octansystem ein seltenes Strukturelement von Sesquiterpe-
nen ist, tritt dieses Motiv recht h�ufig in einigen wichtigen Di-
und Sesterterpenen wie den Fusicoccadienen,[6] den Ophi-
obolinen,[7] Sesterfisherol,[8] Taxa-4,11-dien,[9] Cyclooctat-9-
en-7-ol[10] und Odyverdien A auf.[11] Wir berichten hier îber
die Charakterisierung einer bakteriellen Terpencyclase aus
Streptomyces pristinaespiralis ATCC 25486, die ein 5-8-bicy-

clisches Sesquiterpen mit bislang unbekanntem Gerîst pro-
duziert.

S. pristinaespiralis codiert drei Typ-I-Terpencyclasen in
seinem Genom, von denen eine (WP_005317515) jîngst als
Selina-4(15),7(11)-dien-Synthase identifiziert wurde.[12] Fîr
eine weitere Terpencyclase (WP_005321403) kann aufgrund
der Homologie zu einem charakterisierten Enzym aus
Streptomyces coelicolor[13] und auf Basis der beschriebenen
Geosmin-Produktion des Organismus die Funktion einer
Geosmin-Synthase zugeordnet werden.[14]

Das Gen einer dritten Terpencyclase (WP_005320742,
dies ist ein alleinstehendes Gen, das nicht Teil eines Biosyn-
thesegenclusters ist) wurde in den Vektor pYE-Express klo-
niert und in Escherichia coli exprimiert.[15] Translation der
Gensequenz zeigte, dass alle hochkonservierten Motive fîr
die Enzymfunktionalit�t wie das Aspartat-reiche Motiv
(100DDQFD), der Pyrophosphatsensor (Arg-197), die NSE-
Triade (243NDIVSLVKE) und das 337RY-Dimer ausgebildet
sind.[1] Das gereinigte Protein konvertierte FPP (60 mg) effi-
zient in einen einzigen Sesquiterpenalkohol (10 mg, 33%
Ausbeute; Abbildung S2), wohingegen Geranyldiphosphat
(GPP) und Geranylgeranyldiphosphat (GGPP) nicht akzep-
tiert wurden. Der Sesquiterpenalkohol wurde gereinigt, und
seine Struktur wurde per NMR-Spektroskopie etabliert
(Abbildungen S3–S9). Die 13C-NMR- und DEPT-Spektren
wiesen Signale fîr vier Me-Gruppen, vier aliphatische CH2-
Gruppen, vier CH-Gruppen (einschließlich einer mit Sauer-
stoff verbundenen) sowie ein aliphatisches und zwei olefini-
sche quart�re Kohlenstoffatome auf, sodass die Struktur eines
bicyclischen Sesquiterpenalkohols abgeleitet werden konnte
(Tabelle 1). HSQC ermçglichte die Zuordnung der Signale
direkt angebundener Wasserstoffatome. Das 1H,1H-COSY-
Spektrum offenbarte zwei kontinuierliche Spinsysteme C1-2-
3(-15)-4-5 und C8-9-10 (Schema 2). HMBC-Korrelationen
von H12 und H13 zu C1, C11 und C10 ermçglichten die
Platzierung von C11 zwischen C1 und C10. Weitere HMBC-
Korrelationen wurden von H4 zu C6, von H2 und H5 zu C6
und C7 sowie von H14 zu C6, C7 und C8 beobachtet, wodurch

Schema 1. Sesquiterpene mit einem 5-8-bicyclischen Kohlenstoffge-
ríst.
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die Positionierung der Einheit C6-7-14 zwischen C2, C5 und
C8 etabliert wurde. Die relative Konfiguration wurde aus
NOESY-Korrelationen von H2 zu H12 und H15 abgeleitet,
die ihre Ausrichtung zu einer Seite des Molekîls nachwies,
w�hrend die NOESY-Korrelation zwischen H9 und H13 ihre
Orientierung zur anderen Seite anzeigte. Durch eine Kris-
tallisation aus Pentan erhaltene Einkristalle ermçglichten die
Aufkl�rung der absoluten Konfiguration mittels monochro-
matischer anomaler Rçntgendispersion (Abbildung 1, Ta-
belle S2), woraus die Struktur des (2S,3S,9R)-6 ermittelt
wurde. Wir schlagen fîr 6, das ein neues 5-8-bicyclisches
Gerîst (Pristinan) repr�sentiert, den Trivialnamen Pristinol
vor. Die Struktur dieser Verbindung wurde durch 13C,13C-
COSY-NMR an komplett markiertem (13C15)-6 nochmals
best�tigt, das aus synthetischem (13C15)FPP[16] enzymatisch
zug�nglich war (Abbildung S10). Die Methode der 13C,13C-
COSY-NMR wurde zuvor angewendet, um die Strukturen
einiger anderer Naturstoffe zu belegen, die zu diesem Zweck
vollst�ndig markiert wurden.[17] Pristinol hat einen optischen
Drehwert von [a]D

21 =+ 12.9 (c 0.23, CH2Cl2). Nah verwandte
Enzyme, die vermutlich ebenfalls 6 bilden, werden in Strep-
tomyces spp. NRRL F-5123 (70% identische Aminos�ure-

reste) und URHA0041 (72 % Identit�t) gefunden (Abbil-
dung S11).

Fîr die enzymatische Umwandlung von FPP zu 6 durch
die Pristinol-Synthase sind drei Cyclisierungsmechanismen
mçglich (Schema 3). Alle drei Mechanismen starten mit der
Cyclisierung von FPP zum Humulylkation (A), einer 1,2-
Hydridverschiebung zu B und Abfangen mit Wasser zu (R)-
Hyemalol (7). Dieser Sesquiterpenalkohol wurde zuerst aus
Zanthoxylum hyemale (Rutaceae) isoliert[18] und wird eben-
falls von einer Terpencyclase aus Vitis vinifera produziert,[19]

hier allerdings mit unbekannter absoluter Konfiguration. Der
direkte Mechanismus fîr die Bildung von 6 sieht eine Pro-
tonierung von 7 an C3 vor, gefolgt von einer Cyclisierung zu C
und Deprotonierung (Weg a). Alternativen liegen in der
Protonierung an C7, Cyclisierung zu D und zwei sequenziel-
len 1,2-Hydridverschiebungen îber E zu G, aus dem 6 durch
Deprotonierung hervorgeht (Weg b i). Ferner kann die Pro-
tonierung an C7 eine Cyclisierung zu F, einem Stereoisomer
von D, auslçsen, das in der Folge durch einen 1,3-Hydrid-
transfer zu G reagiert (Weg bii).

Die Beteiligung von Weg a, dem kîrzesten und daher
vermeintlich wahrscheinlichsten Mechanismus fîr die Cycli-

Tabelle 1: NMR-Daten des Enzymproduktes 6, aufgenommen in C6D6.

C[a] 13C 1H[b]

1 47.8 (CH2) 1.35 (dd, 2J = 13.9, 3J =11.5)
1.27 (dd, 2J = 13.9, 3J =3.0)

2 48.7 (CH) 2.14 (m)
3 41.7 (CH) 1.53 (m)
4 31.9 (CH2) 1.83 (dddd, 2J = 12.4, 3J = 9.1, 3J = 6.2, 3J = 6.2)

1.18 (dddd, 2J = 12.4, 3J = 8.9, 3J = 6.2, 3J = 6.1)
5 28.8 (CH2) 2.25 (m)

2.09 (m)
6 141.9 (Cq) –
7 123.0 (Cq) –
8 42.4 (CH2) 2.44 (dd, 2J = 13.2, 3J =9.5)

2.30 (dd, 2J = 13.3, 3J =4.3)
9 71.1 (CH) 3.82 (dddd, 3J = 9.4, 3J = 6.5, 3J = 4.4, 3J = 4.4)

10 46.4 (CH) 1.51 (m)
11 33.3 (Cq) –
12 30.0 (CH3) 1.07 (s)
13 32.8 (CH3) 0.86 (s)
14 22.1 (CH3) 1.64 (s)
15 20.0 (CH3) 0.90 (d, 3J = 6.8)

[a] Kohlenstoffnummerierung wie in Schema 2. [b] Multiplizit�ten:
s = Singulett, d =Dublett, t = Triplett, m =Multiplett; Kopplungskon-
stanten J sind in Hz angegeben.

Schema 2. A) Struktur und Kohlenstoffnummerierung von Pristinol (6)
(dieselbe wie fír FPP, um eine bessere Verfolgbarkeit in den Markie-
rungsexperimenten zu gew�hrleisten). B) Kontinuierliche Spinsysteme
per 1H,1H-COSY (fett) und diagnostische HMBC-Korrelationen (Pfeile).
C) Diagnostische NOESY-Korrelationen (Doppelpfeile). D) Pristinan-
Geríst.

Abbildung 1. ORTEP-Darstellung von (2S,3S,9R)-6 (Flack-Parameter:
¢0.02(6), weitere kristallographische Parameter in Tabelle S2).

Schema 3. Mçgliche Mechanismen fír die enzymatische Cyclisierung
von FPP zu 6.
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sierung von 7 zu 6, wurde durch eine Inkubation von (3-
13C)FPP[16] mit der Pristinol-Synthase in Deuteriumoxid aus-
geschlossen. W�re dieser Weg relevant, sollte Deuterium an
C3 von FPP durch die Reprotonierung von 7 eingefîhrt
werden, wodurch (3-13C,3-2H)-6 entstînde, das wegen einer
13C-2H-Spinkopplung ein Triplett fîr C3 im 13C-NMR-Spek-
trum aufweisen mîsste. Experimentell zeigt sich aber ein
klares Singulett fîr C3 (Abbildung 2A). Ein �hnliches Ex-

periment mit (7-13C)FPP in D2O zur Untersuchung der al-
ternativen Reprotonierung von 7 an C7, wie sie fîr beide
Wege b relevant ist, wurde nicht durchgefîhrt, da dasselbe
Deuteriumatom, das durch Protonierung von 7 eingefîhrt
wîrde, in der finalen Deprotonierung von G verloren ginge.
Entsprechend zeigte die Umsetzung von (3-13C)FPP in D2O
keine Deuteriumaufnahme (GC/MS-Analyse; Abbil-
dung S12). Eine Inkubation von (2-2H,3-13C)FPP (zur Syn-
these siehe Schema S1) ergab (3-13C,3-2H)-6, das ein Triplett
fîr C3 im 13C-NMR-Spektrum aufweist (Abbildung 2B, das
zus�tzliche Singulett wird wegen des Deuterierungsgrades
des Substrates von 89 % beobachtet). Dieses Experiment
verweist auf die 1,2-Hydridverschiebung von D zu E und
best�tigt somit Weg bi, w�hrend Weg bii ausgeschlossen
werden kann. Letztlich resultiert die Inkubation von (13-
13C)FPP[16] in einem Einbau der Markierung ausschließlich in
C13 von 6, was den strikten stereochemischen Verlauf der
Cyclisierung von FPP zu A unter Angriff von C11 von der Si-
Seite belegt (Abbildung 2C). �ber eine �hnlich strenge
Kontrolle des Schicksals der geminalen Methylgruppen
wurde zuvor fîr eine Reihe anderer Terpencyclasen berich-
tet.[20] Zusammengefasst zeigen diese Experimente eine klare
Cyclisierung von FPP zu 6 îber Weg bi, der îberraschen-
derweise nicht die direkte Route repr�sentiert. Dies demon-
striert eindrucksvoll, dass die Mechanismen von Terpencyc-
lasen nur durch experimentelle Arbeiten mit isotopenmar-
kierten Vorstufen sicher belegt werden kçnnen, wie sie jîngst
fîr andere Terpencyclasen durchgefîhrt wurden.[8, 10,21] Auch
in einigen anderen F�llen wie fîr Cyclooctat-9-en-7-ol

wurden durch Markierungsexperimente îberraschende me-
chanistische Einblicke erhalten.[10]

Der EI-MS-Fragmentierungsmechanismus von 6 wurde
mittels eines Ansatzes untersucht, den wir vor kurzem fîr
Studien an epi-Isozizaen entwickelt haben.[22] Die Methode
beinhaltet die enzymatische Umwandlung von allen 15 Iso-
topomeren des (13C1)FPP[16] und Analyse der erhaltenen
Produkte per GC/EI-MS (Abbildung S13). Eine positions-

Abbildung 2. Mechanistische Untersuchungen fír die Cyclisierung von
FPP zu 6. Schwarze Punkte zeigen 13C-markierte Positionen an.

Schema 4. EI-MS-Fragmentierung von 6. a : a-Spaltung, i: induktive
Spaltung, rH: Wasserstoffumlagerung. Schwarze und graue Punkte ver-
weisen auf Kohlenstoffatome, die vollst�ndig bzw. teilweise zur Bil-
dung eines Fragmentions beitragen.
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spezifische Massenverschiebungsanalyse (PMAm/z) fasst fîr
ein bestimmtes Fragmention m/z zusammen, ob die Markie-
rung eines Kohlenstoffatomes zu einer Erhçhung des Werts
fîr das Fragmention um + 1 fîhrt oder nicht (schwarz mar-
kiert in Schema 4, partiell erhçhte Fragmentionen sind grau
dargestellt und verweisen auf multiple Mechanismen zur
Bildung dieses Fragmentions, das verschiedene Molekîlteile
des Analyten repr�sentiert). Die aus den Markierungsexpe-
rimenten erhaltenen Daten konnten verwendet werden, um
die Bildung von sechs prominenten Fragmentionen im Mas-
senspektrum des Pristinols îber die in Schema 4 gezeigten
Mechanismen zu erkl�ren, die gut etablierte Elementar-
schritte wie a- und induktive Spaltungen, Wasserstoffumla-
gerungen und deren Kombinationen beinhalten. Eine detail-
lierte Beschreibung der in Schema 4 gezeigten Mechanismen
findet sich in den Hintergrundinformationen.

Zusammenfassend haben wir eine Terpencyclase aus S.
pristinaespiralis als (++)-(2S,3S,9R)-Pristinol-Synthase cha-
rakterisiert. Ihr Produkt ist ein Sesquiterpenalkohol mit
neuem Gerîst, das einen fîr die Substanzklasse seltenen
Achtring aufweist. Erw�hnenswert ist außerdem, dass weder
eine Produktion dieses Sesquiterpens noch des Intermediates
Hyemalol durch Laborkulturen von S. pristinaespiralis nach-
gewiesen werden konnte (Abbildung S2). Isotopenmarkie-
rungsexperimente offenbarten einen Cyclisierungsmechanis-
mus, der nicht der direkten Cyclisierung entspricht, wodurch
explizit demonstriert wird, dass mechanistische Untersu-
chungen durch Isotopenmarkierungsexperimente fîr jede
einzelne Terpencyclase durchgefîhrt werden mîssen, um
einen klaren Nachweis zu erbringen. Außerdem haben wir auf
Basis von Markierungsexperimenten detaillierte Einblicke in
den EI-MS-Fragmentierungsmechanismus von Pristinol er-
halten. Wir werden unsere Untersuchungen an anderen in-
teressanten Terpencyclasen und ihren Produkten weiterfîh-
ren.
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