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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Mit bisher iiber 30.000 Verbindungen bilden die Terpene eine der grofSten und
strukturell vielfaltigsten Klasse der Naturstoffe.' Die Terpene kommen nahezu ubiquitir
in der Natur vor und konnten aus verschiedensten Lebewesen, wie Pflanzen, Bakterien,
Pilzen und wirbellosen marinen Organismen isoliert werden.”* Fast die Hilfte aller
bekannten terpenoiden Strukturen wird von Pflanzen synthetisiert und ist meist der
Hauptbestandteil von étherischen Olen, die aus Blittern, Bliiten, Friichten, Harzen und
Wurzeln gewonnen werden. Den durch fliichtige Terpene hervorgerufenen ausgepriagten
Geruch dieser natiirlichen Ole verwendeten die Menschen bereits im alten Agypten zur
Herstellung von Duftstoffen und Kosmetika. Heute noch bilden solche Ole und Harze
die Basis einer grolen Bandbreite kommerziell genutzter Produkte, z. B. Geschmacks-
und Geruchsstoffe wie Menthol, Citronellol und Geraniol.” Neben ihrem Einsatz in der
Duft- und Aromaindustrie werden Terpene heutzutage zur Gummiherstellung
(Kautschuk, Guttapercha), als synthetische Intermediate oder als Losungsmittel fiir
Lacke und Harze verwendet. Dariiber hinaus haben einige Isoprenoide aufgrund ihrer
pharmakologischen Wirksamkeit Bedeutung erlangt. Ein bekanntes Beispiel ist das aus
den Rinden der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) gewonnene Diterpenderivat
Palitaxel (Taxol®), das zur Behandlung verschiedener Krebsarten eingesetzt wird.® Das
gegen Malaria wirksame Sesquiterpen Artemisinin’ oder herzwirksame Glycoside mit
einem Triterpengrundgeriist (z. B. Digitoxin)'® sind weitere pharmazeutisch genutzte

Terpene.

Die biologische Bedeutung der Terpene ist so vielfdltig wie ihre Strukturen (Abb. 1).
Eine relativ geringe Anzahl der terpenoiden Verbindungen kann dem
Primérmetabolismus zugeordnet werden. Diese fiir das Uberleben essentiellen Stoffe
iibernehmen dabei verschiedene Aufgaben, z. B. in der Atmungskette als Elektronen-
und Protonenfanger (Ubichinone (1)), in der Verbesserung der Lichtabsorbtion bei der
Photosynthese (Carotinoide), im Sehprozess als Chromophore (all-trans-Retinal (2))
oder in der Steuerung der Membraneigenschaften von Zellen (Lanosterol (4)). Das
Stresshormon Cortisol (5), sowie Gibberellinsdure (3) und Abscisinsdure, die unter
anderem antagonistisch das Langenwachstum bei hoheren Pflanzen steuern, sind

Beispiele fiir Terpene mit hormonellen Wirkungen.
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Abb. 1. Terpene mit biologischer Bedeutung. Ubichinone (1), all-frans-Retinal (2),
Gibberellinsiure (3), Lanosterol (4), Cortisol (5).

Die Mehrheit der Terpene gehort zu den Sekundédrmetaboliten, die von Pflanzen aktiv
im Uberlebenskampf eingesetzt werden. So spielen Mono- und Sesquiterpene und ihre
Derivate eine entscheidende Rolle bei Abwehr- und Schutzmechanismen. Eine hohe
Konzentration an Terpenen wird z. B. in den Blittern der Baumwolle (Gossypium
hirsutum) oder in den Harzgingen des Xylems von Koniferen beobachtet, wo sie als
Frahemmstoffe, Toxine oder in Form von Harzen als mechanische Barriere
fungieren.'"'> Abgesehen von dieser direkten Abwehr sind isoprenoide Verbindungen
auch in die indirekte Abwehr von Herbivoren involviert. Beispielsweise emittieren
Maispflanzen nach dem Befall mit Raupen ein komplexes Duftbouquet, das
tiberwiegend aus Terpenen besteht. Damit locken sie parasitidre Schlupfwespen an, die
thre Eier in den Herbivoren ablegen und zu einer aktiven Reduktion des

Schidlingsbefalls fithren.'>'* Weiterhin dienen fliichtige Terpene als Lockstoffe fiir

15-17 18-20

Bestdauber oder als Signalstoffe fiir die interpflanzliche Kommonikation.

1.2 Terpenbiosynthese in Pflanzen
1.2.1 Biosynthese von Cs-Grundbausteinen der Terpene

Otto Wallach erkannte, dass Isopren der Grundbaustein der Terpene ist, wofiir er 1910
mit dem Nobelpreis fir Chemie ausgezeichnet wurde.”’ Aufbauend auf den Arbeiten
von Wallach fand Leopold Ruzicka (Ziirich) heraus, dass Isopren ein universeller

Baustein fiir die Synthese vieler Naturstoffe wie der Steroide ist, was ebenfalls mit dem
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Nobelpreis fiir Chemie honoriert wurde. Als Resultat seiner Untersuchungen
formulierte er 1939 eine biogenetische Isoprenregel nach der alle Terpene aus einer
hypothetischen Vorstufe, die er ,aktives Isopren® bezeichnete, hervorgehen.”> Wenig
spiater konnte Feodor Lynen (Miinchen) Isopentenyldiphosphat (11, IDP) als das
gesuchte ,,aktive Isopren® identifizieren.” Die Biosynthese des IDP (11) wurde in den
50er Jahren vor allem von Feodor Lynen, Konrad Bloch, John Cornforth und George
Popjak aufgeklirt. Lange Zeit galt dieser sogenannte Mevalonat-Weg (MVA-Weg) als
einzige Quelle fiir den Cs-Grundkdrper der Terpene. Anfang der 90er Jahre fiihrten
einige unerwartete und schwer zu erkldrende Ergebnisse von Fiitterungsexperimenten
und Inhibitorstudien zur Entdeckung einer alternativen Route, dem Methylerythritol-
Weg (MEP—Weg).M'27 Wihrend in Menschen, Tieren, Pilzen, Hefen und Archebakterien
nur der MVA-Weg vorhanden ist, bedienen sich Pflanzen, verschiedene Algen und

Bakterien beider Wege.***’

Der im Zytosol lokalisierte Mevalonat-Weg (MVA-Weg, Abb. 2) nutzt zum Aufbau des
Isopentenyldiphosphats (11, IDP) drei Molekiile Acetyl-Coenzym A (6, Acetyl-CoA).*
Im ersten Schritt erfolgt unter Beteiligung der Acetoacetyl-CoA-Thiolase ((a), Abb. 2)
die Bildung von Acetoacetyl-CoA (7) im Sinne einer Claisen-Kondensation. Das
Anfiigen eines weiteren Molekiils Acetyl-CoA (6) durch eine Aldolreaktion liefert 3-
Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (8), das in einer NADPH-abhédngigen irreversiblen
Reaktion zu 3-Hydroxy-3-methylglutarat (9, HMG) reduziert wird. Mevalonsdure, der
Trivialname von HMG und gleichzeitiger Namensgeber dieses Biosyntheseweges, wird
unter Verbrauch von zwei Molekiilen ATP schrittweise in das entsprechende
Diphosphat 10 umgewandelt. Die Freisetzung von IDP (11) erfolgt iiber die ATP-
abhingige Decarboxylierung von 10. Eine Verschiebung der C2-C3-Doppelbindung des
IDP (11) durch die Isopentenyldiphosphat-A>>-Isomerase ((g), Abb. 2) resultiert in der
Bildung von Dimethylallyldiphosphat (12, DMADP), dem zweiten essentiellen

Grundbaustein der Terpenbiosynthese.
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Abb. 2. Biosynthese der aktiven Isopren-Einheiten IDP (11) und DMADP (12). Beteiligte
Enzyme am MVA-Weg: (a) Acetoacetyl-CoA-Thiolase, (b) 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-
Synthase, (c) HMG-CoA-Reduktase, (d) Mevalonat-Kinase, (e) Phosphomevalonat-Kinase,
(f) Phosphomevalonat-Decarboxylase,  (g) Isopentenyldiphosphat-A**-Isomerase. ~ Beteiligte
Enzyme am MEP-Weg: (h) 1-Desoxy-D-xylose-5-phosphat-Synthase, (i) 1-Desoxy-D-xylose-5-
phosphat-Reduktoisomerase, (j) Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-Synthase, (k) Di-
phosphocytidyl-2 C-methyl-D-erythritol-Kinase, (1) 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphos-
phat-Synthase, (m) 1-Hydroxy-2-methylbutenyl-4-diphosphat-Reduktase.
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Hohere Pflanzen haben die Féhigkeit, die beiden Cs-Grundkoérper IDP (11) und
DMADP (12) iiber einen weiteren Biosyntheseweg herzustellen. Der sogenannte MEP-
Weg (Abb. 2) verdankt seinen Namen dem intermedidr auftretenden 2C-Methyl-D-
erythritol-4-phosphat (16, MEP). Unter dem katalytischen Einfluss der 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat-Synthase ((h), Abb.2) wird im einleitenden Schritt die
Verkniipfung von Pyruvat (13) mit Glyceraldehyd-3-phosphat (14) zu 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat (15) unter Freisetzung von CO; erreicht. Anschlieende Reduktion
mit gleichzeitiger Umlagerung des Kohlenstoffgeriistes durch die 1-Desoxy-D-xylulose-
5-phosphat-Reduktoisomerase ((i), Abb. 2) unter Verbrauch von NADPH liefert MEP
(16). Auf dem weiteren Weg zu IDP (11) und DMADP (12) wird die Hydroxygruppe
am Kohlenstoffatom C4 durch die Verkniipfung mit einem Cytidyldiphosphatrest
(CDP) aktiviert. Das entstandene Cytidyl-3-methyl-D-erythrithol (17) wird an Position
C2 phosphoryliert (18) und anschlieend in den zyklischen Phosphorséureester 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (19) unter Abspaltung von Cytidinmono-
phosphat (CMP) {iberfiihrt. Die Bildung von IDP (11) und DMADP (12) ausgehend von
19 erfolgt durch zwei reduktive Dehydratisierungsschritte iiber das Intermediat

1-Hydroxy-(2E)-butenyl-4-diphosphat (20).>"*

1.2.2 Biosynthese der azyklischen Vorliaufer der Terpenfamilien

Die Terpenbiosynthese ldsst sich in drei Phasen einteilen. Die Bildung von IDP (11)
und DMADP (12) iiber den MV A- oder MEP-Weg kennzeichnet die erste Stufe. In der
zweiten Phase werden die beiden isomeren Cs-Diphosphate iiber Kopf-Schwanz-
Verkniipfungen durch Prenyltransferasen zu groBeren Baueinheiten zusammen-

334 Dabei erfolgt im ersten Schritt die Abspaltung des Diphosphatanions von

gefligt.
DMADP (12) unter Freisetzung eines Allylkations (Kopf), das anschlieBend unter
elektrophiler Addition mit der Doppelbindung (Schwanz) von IDP (11) reagiert. Die
Eliminierung eines Protons liefert (2E)-Geranyldiphosphat (21, GDP), die direkte
Vorstufe der Monoterpene (Co) (Abb. 3). Kettenverldngerung durch Einbau von IDP
(11) in analogen Reaktionssequenzen liefert (2F,6F)-Farnesyldiphosphat (22, FDP), den
Vorldufer der Sesquiterpene (C;s) und (2E,6E,10E)-Geranylgeranyldiphosphat (23,
GGDP), die Ausgangsverbindung der Diterpene (Cy). Weiteres Anfligen von IDP-

Einheiten fiihrt bis zu makromolekularen Terpenen unterschiedlicher Kettenldnge (z. B.

Kautschuk).



6 Einleitung
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Abb. 3. Bildung von GDP (21) (oben) und Squalen (unten) durch Kopf-Schwanz- bzw.
Kopf-Kopf-Verkniipfung.

In der dritten Phase gehen die drei azyklischen Vorstufen GDP (21), FDP (22) und
GGDP (23) verschiedene Reaktionen ein. Die Kopf-Kopf-Dimerisierung von zwei
Molekiilen FDP (22) bzw. GGDP (23) liefert den Triterpengrundkorper Squalen (Csy,
Abb. 3) und den Tetraterpengrundkorper Phytoen (Cag). Weiterhin dienen 22 und 23 als
Ausgangsstoffe zur Synthese von Prenylseitenketten, die durch Alkylierungsreaktionen
mit Proteinen, Chinonen oder anderen Biomolekiilen verkniipft werden.” Eine weitere
Reaktionsmoglichkeit von GDP (21), FDP (22) und GGDP (23) besteht in der
metallvermittelten, intramolekularen Zyklisierung, durch die Verbindungen mit zum

Teil komplexen Ringsystemen aufgebaut werden.

1.2.3 Kompartimentierung

Die Bildungswege fiir IDP (11) und DMADP (12) sind in Pflanzen in verschiedenen
zelluldren Kompartimenten lokalisiert.**~**® Wihrend der MEP-Weg in den Plastiden
die biosynthetischen Vorstufen fiir Isopren, die Mono- und Diterpene, die Carotinoide,
Chlorophyll und die Tocopherole liefert, ist der MVA-Weg spezifisch fiir das Zytosol
und ist dort am Aufbau der Sesqui- und Triterpene sowie der Phytosterole beteiligt
(Abb. 4). Obwohl die subzellulare Kompartimentierung den beiden Biosynthesewegen
erlaubt, unabhéngig voneinander zu agieren, konnte ein gewisser Austausch von
Vorstufen (metabolic crosstalk) beobachtet werden, der vorzugsweise vom Plastiden in

37-40

Richtung Zytosol verlauft. Der Umfang und die Richtung des Austausches hdngen

von der Spezies ab und konnen bei der Regulation des Terpenstoffwechsels eine
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wichtige Rolle spielen.'*** Neben der Separation der Biosynthesewege fiir IDP (11) und
DMADP (12), sind auch die weiteren Umsetzungen zu den Prenyldiphosphaten und die
Bildung der entsprechenden Terpenfamilien zwischen Plastiden (GDP und GGDP,
Mono- und Diterpene) und Zytosol (FDP, Sesquiterpene) aufgeteilt (Abb. 4). Da die
Enzyme im Zytosol produziert werden, enthalten Mono- und Diterpensynthasen am N-
Terminus ein Signalpeptid, das den intrazelluldren Transport in die Plastiden vermittelt,
wo die Transitsequenz wieder abgespalten wird. Aber auch die Trennung der GDP- und

FDP-Pools ist nicht in allen Fillen strikt.*>*

Zytosol Plastid
Methylerythritol-Weg
Mevalonat-Weg l
l DMADP IDP
—— DMADP IDP l TOP Isopren
+IDP
l GDP (C4q) Monoterpene
l +IDP Sesquiterpene l
+IDP
FDP (C
: ( 15)+\FDE } +opP Diterpene
+nIDP Triterpene (Cso) (Phytol)
Polyterpene (Sterole) o (CZO)J(\GG‘DP
‘ l +5DP Tetraterpene (Cy)
| (Carotinoide)
C Ubichinone ) Plastochinone (Cs)

Mitochondrium

Abb. 4. Kompartimentierung der Terpenbiosynthese.

1.3 Terpensynthasen
1.3.1 Enzymologie

Zurzeit sind etwa 1000 Monoterpene, 7000 Sesquiterpene und 3000 Diterpene bekannt.'
Der Aufbau der zum Teil komplexen Ringsysteme aus den entsprechenden

Prenyldiphosphaten wird durch sogenannte Terpensynthasen (Terpenzyklasen)
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vermittelt. Eine Vielzahl von Terpensynthasen konnte in Form der cDNA kloniert oder

. . 44,45
direkt aus Pflanzen isoliert werden.””

Dabei zeigte sich, dass die nidher untersuchten
Proteine dhnliche biochemische Eigenschaften besitzen. So kodieren die cDNAs der
Terpensynthasen flir Enzyme mit einer Kettenldnge von 550-850 Aminosiuren, woraus
Molekulargewichte von 50-100 kDa resultieren.* Aufgrund des Fehlens einer N-
terminalen Signalsequenz, die im Falle der Mono- und Diterpensynthasen eine
plastiddre Lokalisation bedingt, sind Sesquiterpensynthasen im Allgemeinen um 50 bis
70 Aminosduren kiirzer als die beiden anderen Vertreter der Enzymklasse. Das pH-
Optimum der Enzymaktivitét liegt meist in einem Bereich von pH = 6,0-7,5, kann aber

auch ins Basische verschoben sein.*’

Als Kofaktoren benétigen Terpensynthasen
divalente Metallkationen, wie Mg**- oder Mn*"-Ionen. Im Gegensatz zu allen anderen
Terpensynthasen sind Monoterpensynthasen aus Gymnospermen zusitzlich auf ein
monovalentes Kation, meist K, angewiesen und zeigen eine Bevorzugung von Mn*'-
bzw. Fe’"-lonen gegeniiber Mg**-Ionen.*® Abhingig vom Reaktionsmechanismus und
der Tertidrstruktur konnen Terpensynthasen in zwei Klassen unterteilt werden. Typ-I
Terpenzyklasen zeichnen sich durch eine metallvermittelte Abspaltung der
Diphosphatgruppe aus. Hierzu z&hlen Mono-, Sesqui- und Diterpensynthasen. Im
Gegensatz dazu iibertragen Typ-II Terpensynthasen im ersten Schritt ein Proton auf eine
C-C-Doppelbindung oder eine in einer vorgelagerten Reaktion gebildete
Epoxidgruppe.*® Beispiele fiir Typ-II Terpensynthasen stellen die Lanosterolsynthase

und die Squalen-Hopensynthase dar.*"°

Ein gemeinsames Merkmal beider
Mechanismen ist, dass im ersten Schritt hochreaktive Carbokationen gebildet werden,
die nachfolgend sehr @hnliche Reaktionsschritte, wie Zyklisierung, Umlagerungen,
Methyl- und Hydrid-Shifts, durchlaufen. Neben der unterschiedlichen Initiierung der
Reaktionskaskaden differieren Typ-I und Typ-II Terpensynthasen ebenfalls in ihrer
Tertidrstruktur. Fiir den Typ-I ist eine a-helikale Struktur charakteristisch, wahrend der
Typ-II ein mit dem Typ-I nicht verwandtes a-barrel-Motiv besitzt.”' Interessanterweise
bestehen pflanzliche ionisierungsabhingige Terpensynthasen aus zwei Dominen. Eine
besitzt das Faltungsmotiv vom Typ-I und die andere das Motiv vom Typ-II. Die
Umsetzung der Prenyldiphosphate findet in der Typ-I Doméne statt, wohingegen fiir die

Typ-II Domine noch keine Aktivitit nachgewiesen werden konnte.>

Eine weitere Moglichkeit Terpensynthasen (TPS) und im Speziellen, die pflanzlichen
Ursprungs zu Kklassifizieren, bietet der Vergleich der Aminosduresequenz. Die

anfangliche Unterteilung in sechs Untergruppen Tpsa-Tpsf wurde im Laufe der Zeit



Einleitung 9

nach Identifizierung zusdtzlicher Monoterpensynthasen, um die Gruppe Tpsg

. 46,53
erweitert.

Die am Sekundidrmetabolismus beteiligten Mono- und Sesquiterpen-
synthasen bilden die Gruppen Tpsa, Tpsb und Tpsd. Da sich die wenigen bisher
bekannten Terpensynthasen des Primdrmetabolismus in ihrer Sequenz wesentlich von
denen des Sekundirmetabolismus unterscheiden, werden sie in die Untergruppe Tpse
und Tpsc eingeordnet. Die Gruppe Tpsf besteht zurzeit aus nur einem Vertreter, der
Linaloolsynthase aus Clarkia breweri, welche die Sequenzmerkmale sowohl der
Synthasen des Primir- als auch des Sekunddrmetabolismus zeigt. Weiterhin zeigen
Terpensynthasen einer Spezies untereinander eine grofBere Verwandtschaft, als zu
mechanistisch verwandten Enzymen anderer Spezies. So katalysieren zum Beispiel
Monoterpensynthasen aus Abies grandis (Kiistentanne) mit einer Sequenzidentitit von
70-95 % auf Aminosdureebene vollig verschiedene Reaktionen, wihrend Enzyme aus
anderen Pflanzenarten, die eine Aminosdureidentitit von weniger als 30 % zu den
Koniferenenzymen besitzen, die gleichen Produkte bilden kénnen.>* Aus diesem Grund

ist es nicht moglich, die katalytische Funktion einer Terpensynthase anhand ihrer

Primérstruktur vorherzusagen.

1.3.2 Reaktionsmechanismus der Sesquiterpensynthasen

Die Umwandlung der azyklischen Vorstufe (2E,6F)-Farnesyldiphosphat (22, FDP) in
die Ringsysteme der Sesquiterpene wird von Sesquiterpensynthasen vermittelt. Alle
bisher bekannten Sesquiterpene lassen sich auf ca. 300 Kohlenstoffgrundgeriiste
zuriickfiihren. Die Vielfalt der Produkte, die von einem einzelnen Enzym generiert
werden, kann extrem variieren. Neben hochspezifischen Enzymen wie der o-
Cadinensynthase aus der Baumwolle (Gossypium arboreum), welche nur ein einziges
Produkt freisetzt, gibt es Multiproduktenzyme die bis zu 52 verschiedene Verbindungen
bilden.”*® Es wird angenommen, dass die Fihigkeit zur Bildung einer groen Anzahl
von Produkten aus nur einem Substrat vorwiegend dem ungewohnlichen elektrophilen
Reaktionsmechanismus dieser Enzyme geschuldet ist. Gleichzeitig reflektiert dies das
Bestreben der Natur, aus einem moglichst kleinen Pool an Ausgangsverbindungen die

groftmogliche Anzahl an Reaktionsprodukten zu erhalten.””>’

Die Reaktionskaskaden der Sesquiterpensynthasen werden durch die metallvermittelte

Abspaltung der Diphosphatgruppe von (2E,6F)-FDP (22) eingeleitet. Das hochreaktive
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transoide Farnesylkation (24) kann anschlieBend verschiedene Zyklisierungen und
Umlagerungen, wie Methyl- oder Hydridverschiebungen durchlaufen. Aufgrund
geometrischer Restriktionen kann das transoide Farnesylkation (24) nur die distale C10-
C11-Doppelbindung elektrophil angreifen, wodurch entweder das (2E,6F)-Germacren-
11-ylkation (27) oder das (2F,6F)-Humul-10-ylkation (28) entsteht (Abb. 5). Fiir die
Uberwindung der energetischen Barriere von mehr als 12 kcal mol™, die eine Rotation
zum cisoiden Farnesylkation (26) verhindert, wurden verschiedene Modelle

60-62
vorgeschlagen.

Der allgemein akzeptierte Mechanismus geht davon aus, dass das im
ersten Schritt freigesetzte Diphosphatanion an Position C3 wieder eingefangen wird,
wobei das tertidre allylische Intermediat Nerolidyldiphosphat (25) generiert wird. Eine
Rotation um die neu geformte C2-C3-Sigma-Bindung und die anschlieBende
Dephosphorylierung liefern letztendlich das (2Z,6E)-Farnesylkation (26) (Abb. 5).
Dieser Mechanismus ist analog zu der vorgelagerten Isomerisierung von (2E)-GDP zum
(2Z)-Nerylkation, iiber das intermedidr gebildete Linalyldiphosphat, welche erst die

Synthese  zyklischer Monoterpene ermdglicht.®*%!

Ausgehend vom cisoiden
Farnesylkation (26) wird die Bildung von Molekiilen mit einer (Z)-konfigurierten
Doppelbindung moglich, die aus dem elektrophilen Angriff auf die mittelstédndige

C6-C7- bzw. die distale C10-C11-Doppelbindung resultieren. Dabei gehen aus dem

1,10-Zyk. 1,11<yk. 1,6-Zyk: 1,7-Zyk. 1,10-Zyk. 1,11-Zyk.
® D
© E | | E
27 28 29 30 @ 31 32
Germacrane, Humulane, Bisabolane, Daucane, Cadalane, Himachalane,

Eudesmane, Patchulane, Sabinane, Longipinane,

Abb. 5. Mégliche Zyklisierungen des (2E,6E)- bzw. (2Z,6E)-Farnesylkations (24, 26) und
einige daraus resultierende Kohlenstoffgrundgeriiste der Sesquiterpene.
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Bisabolylkation (29), Cycloheptenylkation (30), (2Z,6F)-Germacren-11-ylkation (31)
und dem (2Z,6E)-Humul-10-ylkation (32) unter anderem die Bisabolane, Daucane,
Cadalane und Himachalane hervor (Abb. 5). Die Produkte werden entweder durch
Eliminierung eines Protons (Sesquiterpenkohlenwasserstofte) oder durch Reaktion mit

einem Wassermolekiil (Sesquiterpenalkohole) freigesetzt.

Eine weitere Moglichkeit, Zyklisierungen zu initiieren, besteht in der Protonierung
enzymgebundener neutraler Intermediate. Das am eingehendsten untersuchte Beispiel
ist Germacren A (36), das als Intermediat in der Biosynthese von 5-epi-Aristolochen
(37) auftritt, die von der 5-epi-Aristolochensynthase (TEAS) aus Nicotiana tabacum
(Tabak) katalysiert wird (Abb 7).° Das makrozyklische Sesquiterpen 36 wird dabei
durch Abspaltung der Diphosphatgruppe von (2E,6E)-FDP (22), nachfolgendem CI-
C10-Ringschluss und abschlieBenden Verlust eines Proton von der C12-Methylgruppe
gebildet. Der elektrophile Angriff eines Protons auf die C6-C7-Doppelbindung des
neutralen Intermediates 16st eine weitere Reaktionskaskade aus, die tiber eine C1-C7-
Zyklisierung, die Verschiebung einer Methylgruppe im Sinne einer Wagner-Meerwein-
Umlagerung und Deprotonierung an C8 das Hauptprodukt 5-epi-Aristolochen (37)
liefert. Als weitere neutrale Zwischenstufen wurden o-Humulen in der Pentalen-%,
B-Bisabolen in Macrocarpen-"’ oder Patchoul-4(12)-en in der Patchoulialkohol-
biosynthese® identifiziert. Fiir andere Gruppen von Sesquiterpenen wurden als biogene
Intermediate Verbindungen mit einem Germacran-Grundgeriist vorgeschlagen. Arigoni
postulierte 1975 einen Biosyntheseweg fiir Cadalan-Sesquiterpene, der Germacren D
(34) als Intermediat beschrieb (Abb. 6, A).* Der Schliisselschritt der Reaktionssequenz
beinhaltet die konformelle Anderung des neutralen Intermediates Germacren D (34) von
der cisoiden in die transoide Struktur, aus der nach Reprotonierung der exozyklischen
Methylengruppe eine (Z)-konfigurierte C2-C3-Doppelbindung entsteht. Dieser Weg
umgeht die geometrische Barriere, die eine direkte C1-C10-Zyklisierung von FDP (22)
zu zehngliedrigen Ringsystemen mit (Z)-konfigurierten C2-C3-Doppelbindungen
verhindert. Bisher konnte die Existenz dieses Biosyntheseweges experimentell nicht
nachgewiesen werden. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass die enzymatische
Zyklisierung anderer Cadalan-Sesquiterpene wie Cubenen’’, 1-epi-Cubenol’’ und §-
Cadinen’” iiber die Zwischenstufe Nerolidyldiphosphat (25, NDP) verlduft (Abb. 6, B).
In diesen Féllen wird das (2Z,6E)-Germacren-1-ylkation (33), der direkte Vorldufer der

Cadalane, durch einen 1,3-Hydrid-Shift erzeugt. Desweiteren wurde ein
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Biosyntheseweg fiir 33 vorgeschlagen, der iiber die Protonierung des Cyclopropanring-

systems von Isobicyclogermacren (35) verlduft (Abb. 6, C).%

A cisoid transoid
34 Germacren D

oo atoet

25 NDP Cadalan-

gerust
Cj -H* /

H+
35 Isobicyclogermacren

Abb. 6. Mogliche Biosynthesewege zu Cadalan-Sesquiterpenen.

1.3.3 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Anhand von Kristallstrukturen, die in den letzten Jahren ver6ffentlicht wurden, konnten
tiefe Einblicke in die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Terpensynthasen gewonnen

werden.’>

Ein Vergleich der verschiedenen Tertidrstrukturen zeigte, dass Typ-I
Terpensynthasen strukturell sehr nah mit Prenyldiphosphatsynthasen verwandt sind, die
die Substrate fiir Terpensynthasen liefern. Diese strukturelle Homologie ist ein weiterer
Beleg fiir die Hypothese, dass Enzyme, die aufeinanderfolgenden Schritte in einem
biosynthetischen Weg katalysieren, einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung
besitzen.”® Beide ausschlieBlich aus o-Helices aufgebauten Enzymklassen tragen hoch-
konservierte Motive, die unter anderem fiir die Koordination eines trinuklearen
Magnesiumkomplexes verantwortlich sind. Die fiir die Enzymkatalyse essentiellen
Magnesiumionen werden im Falle der Sesquiterpensynthasen {iber die
Aminosédureseitenketten des hochkonservierten DDXXD/E-Motives und tiber die
Konsensussequenz  (L,V)(V,L,A)(N,D)D(L,LV)X(S,T)XXXE (,NST/DTE-Motiv*,

74,75

hervorgehoben sind die Liganden der Mg”*-Ionen) gebunden. Beide Motive liegen
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sich direkt gegeniiber und sind am Eingang des aktiven Zentrums lokalisiert, welches
von sechs a-Helices (Helix C, D, F, G, H und J) sowie zwei an der Oberfliche des
Proteins befindlichen Schleifen (A-C-Loop und J-K-Loop) gebildet wird.
Kristallstrukturen verschiedener Sesquiterpensynthasen, welche mit anorganischem
Diphosphat bzw. Substratanaloga komplexiert wurden, zeigten signifikante strukturelle
Anderungen gegeniiber den nativen Enzymen ohne Liganden. Die Interaktionen mit den
anionischen Diphosphaten fiihrten zu einer Neuordnung der A-C- und J-K-Loops,
wodurch die aktive Tasche verschlossen und fiir das umgebende Losungsmittel
unzuginglich wurde.”””” Wihrend der Eingang des aktiven Zentrums hauptsichlich von
polaren Aminosduren gebildet wird, die den ionischen Teil des Substrates verankern,
ragt der aliphatische Rest tief in die Enzymtasche hinein, die von hydrophoben
Seitenketten dominiert wird. Die m-Elektronen aromatischer Aminosiureseitenketten
wie Phenylalanin, Tyrosin oder Tryptophan stabilisieren wihrend des Reaktionsverlaufs
die auftretenden kationischen Intermediate iiber Kation-n- bzw. Quadrupol-

778 Des Weiteren bestimmt die Form des aktiven Zentrums in der

wechselwirkungen.
geschlossenen Konformation entscheidend die Spezifitidt der Produktbildung und die
Toleranz gegeniiber verschiedenen Substraten. So dient die Enzymtasche einer
hochspezifischen Terpensynthase als prizise Vorlage, die das flexible Substrat und die
kationischen Intermediate durch eine Folge von hochgeordneten Konformationen leitet,
woraus ein einzelnes Produkt mit definierter Stereochemie resultiert. Im Gegensatz dazu
besitzt das Substrat im aktiven Zentrum eines Multiproduktenzyms mehr Freiheitsgrade,
wodurch Nebenreaktionen wie der vorzeitige Abbruch von Reaktionswegen oder

alternative Substratkonformationen zuginglich werden.’>""*

Die Verdnderung der
Oberflache des aktiven Zentrums und die damit einhergehende Beeinflussung der
Produktspezifitdt kann einerseits durch Mutagenese von Aminosdureresten im aktiven
Zentrum oder durch den Austausch weiter entfernter Aminosiuren erreicht werden.®*?
Durch eine Vielzahl von in vitro-Mutagenesestudien konnten einzelnen Aminoséuren
bzw. Gruppen von Aminosduren im aktiven Zentrum spezifische Funktionen
zugeordnet werden. Dies soll im Folgenden am Beispiel der Protonentransferreaktionen
auf neutrale enzymgebundene Intermediate gezeigt werden. Die 5S-epi-
Aristolochensynthase (TEAS) aus Tabak war die erste pflanzliche Terpensynthase deren
Kristallstruktur geldst wurde.®

Aristolochen (37) ausgehend von (2E,6E)-FDP (22) iiber die neutrale Zwischenstufe

Das Enzym katalysiert die Bildung von 5-epi-

Germacren A (36), das vorab iiber eine CI-C10 Zyklisierung und anschlieende
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Eliminierung eines Protons von der C12-Methylgruppe generiert wird. Die Aktivierung
des makrozyklischen Intermediates durch Protonierung und nachfolgende C2-C7-
Zyklisierung fithren zum Eudesmanylkation. Ein 1,2-Hydrid-Shift, die Umlagerung
einer Methylgruppe von C7 zu C2 sowie die Deprotonierung an C8 ergeben das
Endprodukt 5-epi-Aristolochen (37) (Abb7).* Ausgehend von der TEAS-
Kristallstruktur postulierten Starks ef al. eine fiir die Protonierung verantwortliche
katalytische Triade, die aus zwei Aspartatresten (Asp444, Asp525) und einem
Tyrosinrest (Tyr520) besteht.* Die zentrale Rolle als Protoneniibertrager auf das
Kohlenstoffatom C6 des Germacren A (36) sollte dabei die Tyrosinseitenkette
iibernehmen. Durch die Konstruktion einer Mutante, bei der die phenolische
Hydroxylgruppe fehlt (Y520F-Mutante) konnte diese Annahme bekriftigt werden. Der
Austausch von Tyrosin gegen Phenylalanin resultierte in einem Protein, das als einziges
Produkt Germacren A (36) bildete, dem postulierten neutralen Intermediat.** Eine
dhnliche Funktion konnte einem im aktiven Zentrum einer Maisterpensynthase (TPS11)
lokalisierten = Tyrosinrest zugeordnet werden. Die Reaktionssequenz  der
Sesquiterpensynthase TPS11 verléduft {iber die neutrale Zwischenstufe (S)-f-Bisabolen.
Die Protonierung des Intermediates an C10 initiiert einen C14-C10-Ringschluss, der
nachfolgende Verlust eines Protons an C8 fiihrt zum Hauptprodukt (S)-B-

Macrocarpen.®” Im Gegensatz zu TEAS konnte in der Macrocarpensynthase nur eine

36 Germacren A 37 5-epi-Aristolochen

Abb 7. Mechanistisches Modell fiir die Ubertragung eines Protons auf Germacren A (36)
wihrend der 5-epi-Aristolochenbiosynthese, das von Starks et al. postuliert wurde.*
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katalytische Diade identifiziert werden, die aus einem Tyrosin- (Tyr522) und einem
Aspartatrest  (Asp526) besteht. Der Tausch der Aspartat- gegen eine
Asparaginseitenkette (D526N-Mutante) resultierte in einer kompletten Inaktivierung des
Enzyms, was darauf schlieBen lisst, dass Asp526 fiir frithe Stufen der Produktbildung
von essentieller Bedeutung ist. Der Ersatz des Tyrosin durch ein Phenylalanin fiihrte,
dhnlich wie bei TEAS, zu einer dramatischen Reduktion der Enzymaktivitit und der
Freisetzung von (S)-B-Bisabolen als einzigem Produkt.®” Diese Ergebnisse liefern
weitere Belege fiir die zentrale Rolle der phenolischen OH-Gruppe bei Protonen-

ibertragungsreaktionen.

1.4 Induzierte Duftstoffe der Modellpflanze Medicago truncatula

Bis vor wenigen Jahren wurde in der Pflanzengenomforschung vor allem Arabidopsis
thaliana aus der Familie der Kreuzbliitler bearbeitet, deren Genom als erstes
entschliisselt werden konnte. Allerdings ist 4. thaliana als Kreuzbliitler nicht in der
Lage, Wurzelknollchensymbiosen einzugehen und gehort auBerdem zu den wenigen
Pflanzen die keine Mykorrhizasymbiose ausbilden konnen. Deswegen wurde innerhalb
der Leguminosen nach einer geeigneteren Modellpflanze gesucht. In den letzten Jahren
wurden mit dem Hornklee Lotus japonicus und mit Medicago truncatula, einer am
Mittelmeer beheimateten Verwandten der Luzerne, solche Modell-Leguminosen
identifiziert. Insbesondere M. fruncatula ist nah verwandt mit landwirtschaftlich
bedeutenden Futter- und Kornerleguminosen, die aufgrund ihrer ungewdhnlich groB3en
Genome als Modellpflanzen ausschieden.®™® Neben dem relativ kleinen Genom
(~500 Mbp) zeigt M. truncatula weitere Charakteristika die Modellpflanzen
auszeichnen wie den kurzen Lebenszyklus (2-3 Monate), die Selbstbefruchtung und die
Diploiditit.*® Neben dem genetischen und physiologischen Studium der
leguminosenspezifischen Phidnomene, wie Pflanzen-Mikroben-Interaktionen oder
symbiontischer Stickstofffixierung, sind auch die Verteidigungsstrategien von M.
truncatula gegeniiber Fressfeinden in den Blickpunkt verschiedener Untersuchungen
geriickt. Pflanzen haben im Laufe der Evolution ein breites Spektrum an
Abwehrmechanismen entwickelt, um sich gegen Herbivore zu verteidigen. Neben der

direkten Abwehr, die einen sofortigen negativen Effekt auf die Angreifer ausiibt, gibt es
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auch indirekte Abwehrmechanismen an denen Organismen hdherer trophischer Stufen
beteiligt sind.***' Beide Strategien konnen entweder konstitutiv oder induziert sein. Im
Gegensatz zur permanenten Produktion von Toxinen und Wehrchemikalien, ist die
induzierte chemische Verteidigung wesentlich ressourcenschonender und vermeidet
Uberproduktion nicht benétigter Verbindungen. So reagiert M. truncatula auf den
Befall von Herbivoren mit der Freisetzung eines breiten Spektrums an fliichtigen
Verbindungen, wobei terpenoide Verbindungen, wie Monoterpene (C10), Sesquiterpene
(C15) und Homoterpene (C11 oder C16), die Hauptbestandteile bilden.”? Dabei sind die
Duftprofile charakteristisch fiir den jeweiligen Schiadling. Beispielsweise induziert die
fressende Larve von Spodoptera littoralis ein weitaus grofleres Spektrum an fliichtigen
Substanzen, als die pflanzensaftsaugende Spinnmilbe Tetranychus urticae, wobei sich
die Produktzusammensetzungen der emittierten Duftbouquets sowohl quantitativ als
auch qualitativ unterscheiden. Ahnliche Effekte konnten bei der Induktion von
terpenoiden Duftprofilen festgestellt werden, die M. truncatula nach der Behandlung
mit nod-Faktoren, pilzlichen Chitosanfragmenten oder 1,6-1,3-oligo-B-Glucanen
freisetzt.” Des Weiteren beeinflusst die Behandlung mit unterschiedlichen chemischen
Elicitoren, wie mit dem ionenkanalbildenden Peptid Alamethicin, Cu”**-Ionen oder
Jasmonaten die Terpenbiosynthese in charakteristischer Weise. Mit Hilfe von
Clusteranalysen, einem Verfahren der statistischen Analyse, konnte zwischen den
einzelnen Duftprofilen unterschieden und den entsprechenden Ausldserorganismen
bzw. Elicitoren zugeordnet werden.”> Daraus ldsst sich ableiten, dass die
Terpenbiosynthese fliichtiger Verbindungen in komplexer Weise auf ober- und
unterirdische Ereignisse reagiert, die von Mikroben und Herbivoren ausgelost werden.
Im Allgemeinen wird angenommen, dass die Regulation der Terpenbildung auf
Transkriptebene der Terpensynthasegene erfolgt, wobei die Regulationsmechanismen

teilweise sehr komplex sind 33949

Aufgrund der vorhandenen genetischen
Informationen von M. truncatula konnten bisher sechs potentielle Terpensynthasegene
identifiziert werden (MtTPSI-MtTPS6). Sequenzanalysen und Chloroplast-Import-
Assays lassen vermuten, dass die Gene von MtTPSI und MTPS2 fiir
Sesquiterpensynthasen und die von MtTPS3 und MtTPS4 fiir Mono- oder
Diterpensynthasen kodieren.”® Tatsichlich konnte MtTPS4 funktionell in E. coli
exprimiert und als (E)-B-Ocimensynthase (Monoterpensynthase) identifiziert werden.”’

Die fiir MtTPS5 und MtTPS6 kodierenden Sequenzabschnitte wurden in unserer

Arbeitsgruppe von G.-I. Arimura isoliert.”® Die starke und schnelle Akkumulation der
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mRNA in Folge mechanischer Verwundung, ldsst die Beteiligung der identifizierten
Terpensynthasegene an der Pflanzenabwehr gegeniiber Herbivoren vermuten.’®®
Detaillierte Untersuchungen an der (E)-B-Ocimensynthase (MtTPS4) zeigten, dass ein
direkter Zusammenhang zwischen der erhohten Freisetzung von (E)-B-Ocimen und der
Transkriptakkumulation des MtTPS4-Gens besteht. Dies legt die Vermutung nahe, dass
der Befall mit Herbivoren die Expression der Terpensynthasegene induziert, wonach
eine vermehrte Emission von fliichtigen Verbindungen folgt.”” Weitere Einblicke in die
Regulationsmechanismen und frithen Signalwege, die die Produktion der Terpene

induzieren, wurden durch den Vergleich der Ethylen-insensitiven Mutante sk/ mit dem

Wildtypen von M. truncatula erhalten.’
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2 Zielstellung

Bisherige Arbeiten zeigten, dass Medicago truncatula unter dem Einfluss verschiedener
biotischer und abiotischer Faktoren komplexe Terpengemische bildet.”>” Die
qualitative und quantitative Zusammensetzung dieser Gemische, die hauptsiachlich von
Sesquiterpenen dominiert werden, ist hierbei von der Art des Herbivoren bzw. des
Elicitors abhéngig. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Duftstoffbiosynthese
durch ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Signalwege reguliert wird.” Im
Rahmen dieser Arbeit sollen erstmalig die Schliisselenzyme der Terpenbiosynthese in
M. truncatula ndher untersucht werden. Dazu sollen die Terpensynthasen identifiziert
und nach heterologer Expression in E. coli funktionell charakterisiert werden, um
daraus Aussagen lber die Beteiligung der Enzyme an der Bildung bestimmter
Duftstoffprofile abzuleiten. Im Fokus dieser Arbeit steht die Untersuchung der
Reaktionsmechanismen der einzelnen Terpensynthasen mit Hilfe klassischer
chemischer Methoden, wie der Synthese von markierten Substraten bzw. artifizieller
Substratanaloga. Eine weitere Aufgabe stellt die Bestimmung der Absolutkonfiguration
der Produkte zur Identifikation des genauen stereochemischen Verlaufs der
Zyklisierungskaskaden und die enzymatische Kontrolle der einzelnen Reaktionskanile
dar. Zusitzlich sollen durch Strukturmodellierung und in vitro-Mutagenese Einblicke in
die katalytischen Mechanismen der Terpensynthasen und deren strukturelle Grundlagen

erhalten werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung und Expression von drei Terpensynthasegenen aus
Medicago truncatula

Zur Charakterisierung der katalytischen Aktivitit der Proteine, fiir die die isolierten
Gene MtTPSI1, MtTPS3 und MtTPS5 aus Medicago truncatula kodieren, wurden deren
Genabschnitte in den Expressionsvektor pHIS8-3* insertiert und das resultierende
Konstrukt in Escherichia coli transformiert. Die Ausbeuten an heterolog exprimierten
Protein waren dabei sehr unterschiedlich; MtTPS1 und MtTPS3 wurden zu einem sehr
geringen Male produziert, wohingegen sich MtTPS5 stark in den Zellen anreicherte
(Abb. 8). Um einerseits die Beeinflussung der Produktbildung durch E. coli-Enzyme

auszuschlieBen und andererseits die schwach exprimierten Proteine aufzukonzentrieren,
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Abb. 8. Aufreinigung der Terpensynthasen MtTPS1, MtTPS3 und MtTPS5 die als
Fusionsprotein mit N