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Summary

This work treats the myxobacterium Sorangium cellulosum So ce56 as a producer of volatile
terpenes. The structures of new terpenes were revealed using NMR, x-ray diffractometry,
polarimetry, and GC/MS. Additionally, the corresponding terpene synthases (TSs) were
characterized. Three out of four TSs play their roles in the biosynthesis of volatile terpenes.
Among them there is a classic Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol-/Geosminsynthase (scel440) and
a promiscuous 10-epi-Cubebolsynthase (sce6369), which also synthesizes (-)-6-cadinene and the
majority of the 17 terpenes in S. cellulosum So ce56. The third TS (sce8552) is clustered with the
Cytochrome P450 CYP264B1 (sce8551) in the strain’s genome. The TS converts the
sesquiterpene precursor farnesyl pyrophosphate to the enantiomer (+)-eremophilene, which is
oxidized by CYP264B1.

Besides its natural function, CYP264B1 hydroxylates selectively odorant eremophilane-,
caryophyllane-, humulane-, and cedrane-type sesquiterpenes in allylic positions. Therefore,
CYP264B1 is a valuable tool for hydrocarbon derivatization.

(-)-6-Cadinene and (+)-eremophilene are odorless. The hydroxylations introduced by CYP264B1
mostly erase the sesquiterpene’s odor. Pairs of structurally close substances with different odor
qualities could gain high importance for the characterization of human olfactory receptors. In

addition, further oxidations of the hydroxyl groups could lead to interesting odorant molecules.

Xl



Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit dem Myxobakterium Sorangium cellulosum So ce56 als Produzent
volatiler Terpene. Die Strukturen der neuen Terpene wurden per NMR, Rontgenbeugung,
Polarimetrie und GC/MS aufgeklart und die zugehérigen Terpensynthasen (TSn) wurden
charakterisiert. Drei der vier im Genom identifizierten TSn sind an der Biosynthese volatiler
Terpene beteiligt: Darunter befinden sich eine klassische
Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol-/Geosminsynthase (scel440) und eine unselektive
10-epi-Cubebolsynthase (sce6369), die auch (-)-5-Cadinen und die meisten der 17 Terpene in
S. cellulosum So ceb6 synthetisiert. Die dritte TS (sce8552) liegt im bakteriellen Genom mit dem
Cytochrom P450 CYP264B1 (sce8551) geclustert vor. Die TS setzt Farnesylpyrophosphat
selektiv zu (+)-Eremophilen um, das von CYP264B1 oxidiert wird.

Neben seiner natirlichen Funktion kann CYP264B1 riechende Eremophilan-, Caryophyllan-,
Humulan- und Cedran-Sesquiterpene selektiv allylisch hydroxylieren. Damit ist CYP264B1 ein
wertvolles Werkzeug zur Derivatisierung von Kohlenwasserstoffen.

(-)-0-Cadinen und (+)-Eremophilen sind geruchlos. Durch CYP264B1 eingebrachte
Hydroxylierungen léschen den Geruch der Sesquiterpene zumeist aus. Paare von strukturell
ahnlichen, aber unterschiedlich riechenden Substanzen kdnnten bei der Charakterisierung von
humanen Geruchsrezeptoren von hoher Bedeutung werden. Zudem konnte weitere Oxitation der

Hydroxylgruppen zu interessanten Riechstoffen fiihren.

Xl



1. Einleitung

Terpene, die groite Gruppe von Naturstoffen, finden vielfaltige Anwendungen als Pharmazeutika.
Zu den bekanntesten Vertretern gehtren die Epothilone als Anti-Krebs-Wirkstoffe und
Artemisinin, ein wirksames Mittel gegen Malaria (Wani et al. 1971; Tu 2011). Volatile
pflanzliche Terpene wie die Enantiomere des Limonens werden als Hauptbestandteile von
4therischen Olen traditionell als Duft- und Aromastoffe verwendet (Breitmaier 2008). Die
vorliegende Arbeit befasst sich mit der Identifizierung, Strukturaufkldrung und Biosynthese von
Terpenen des myxobakteriellen Stamms Sorangium cellulosum So ce56. Dazu werden zunachst
Myxobakterien (Kap. 1.1) als Produzenten bioaktiver Naturstoffe (Kap. 1.1.1) vorgestellt, bevor
der Fokus auf Terpene (Kap. 1.2) und die an ihrer Biosynthese beteiligten Enzyme der Klassen
der Terpensynthasen (Kap. 1.3) und Cytochrome P450 (Kap. 1.4) fallt.

1.1 Myxobakterien

Myxobakterien sind gramnegative Bakterien, die weltweit in allen Klimazonen einschlieBlich der
Arktis und Antarktis vorkommen. Sie erndhren sich zumeist von toter organischer Materie sowie
Mikroorganismen und wachsen ausschlie3lich aerob, zumeist auf Béden, Dung, abgestorbenen
Pflanzen und Baumrinden. Ihre Bezeichnung geht auf die F&higkeit zuriick, Schleim zu bilden,
der lhnen erleichtert, sich auf festem Untergrund fortzubewegen. Nach ihrer Hauptnéahrstoffquelle
lassen sich Myxobakterien in zwei Hauptklassen einteilen: Die Bakteriolyten sekretieren Proteine,
die Makromolekile, Zellorganellen und ganze Zellen abbauen kénnen, und lassen sich in Pepton-
basierten Medien kultivieren. Die Zellulose-abbauenden Stdimme hingegen wachsen in Medien
mit Glucose als Kohlenstoffquelle. Bei eintretendem Né&hrstoffmangel kénnen sich einzelne
Zellen zusammenfinden und Fruchtkorper bilden (Abb. 1), so dass das Uberleben des Stammes
unter Stress gesichert ist. Damit weisen Myxobakterien, obwohl selbst Einzeller, Merkmale von
mehrzelligen Organismen auf (Peterson 1969; Reichenbach and Hofle 1993; Reichenbach 1999).
Vorkommen in Nordamerika wurden bereits in den 90er Jahren des 18. Jahrhunderts von Thaxter
beschrieben und in der Folge aus verschiedenen weiteren Regionen der Welt berichtet (Thaxter
1892; Peterson 1969).

Abbildung 1: Fruchtkérper von Sorangium cellulosum So ce56 aus (Gerth et al. 2003).



1.1.1 Myxobakterien sind Produzenten bioaktiver Naturstoffe

Myxobakterien konnen Biopolymere wie Zellulose und Proteine zersetzen, besitzen einen
komplexen Stoffwechsel und stellen zahlreiche strukturell einzigartige Sekundarmetabolite her,
die aufgrund ihrer starken antibiotischen, zytostatischen und antiviralen Eigenschaften als
hochwirksame Pharmazeutika von groem wissenschaftlichen Interesse sind (Reichenbach and
Hofle 1993; Gerth et al. 2003; Wenzel and Miller 2007; Schaberle et al. 2014). Studien
beginnend in den 1940er Jahren zeigten, dass myxobakterielle Extrakte antibiotisch gegen gram-
positive Bakterien wirken, jedoch noch ohne die Strukturen der Wirkstoffe zu kennen (Oxford
1947; Kato 1955; Norén and Raper 1962). Die Etablierung der Kultivierung von Myxobakterien
in Flissigmedium in den 1970er Jahren ermoglichte Arbeiten zur Extraktion und
Charakterisierung von myxobakteriellen Naturstoffen, so dass 1977 das erste myxobakterielle
Antibiotikum strukturell aufgeklart werden konnte (Connor et al. 1977; Ringel et al. 1977;
Reichenbach and Hofle 1993). Seit 1975 wurde unter der Leitung von Hans Reichenbach in der
Gesellschaft flir Biotechnologische Forschung mbH (GBF, 2006 umbenannt in Helmholtz-
Zentrum fir Infektionsforschung, HZI, Braunschweig) das Programm zur Isolierung und zum
gezielten Screening von Myxobakterien nach biologisch aktiven Sekundarmetaboliten
aufgenommen. Seit 2003 wird diese Forschung unter der Leitung von Rolf Miller auch an der
Universitdt des Saarlandes und seit 2009 am Helmholtz-Institut fir Pharmazeutische Forschung
Saarland (HIPS) fortgefiihrt (Reichenbach and Héfle 1993; Reichenbach 1999; Krug and Miiller
2014; Taubner 2014). Inshesondere Molekulklassen der Polyketide, nichtribosomalen Peptide,
gemischte Polyketide-Nichtribosomale Peptide und Terpenoide sind dabei in den Fokus der
aktuellen Forschung gerickt (Dickschat et al. 2004; Dickschat et al. 2005; Wenzel and Miiller
2007; Wenzel and Muller 2009; Wenzel and Muller 2009; Wenzel and Miller 2009). Zahlreiche
bioaktive Naturstoffe wurden bereits aus Myxobakterien isoliert. Darunter befinden sich die
vielseitig antitumoral wirkenden Epothilone (Goodin et al. 2004), die die Proliferation von
Leukamiezellen und Metastase-hemmenden Myxocheline (Miyanaga et al. 2009; Schieferdecker
et al. 2015), die Chivosazol-Zytostatika (Diestel et al. 2009), die Actinstabilisatoren Chondramide
(Waldmann et al. 2008), Antibiotika wie Cystobactamide, Myxopyronine, Thuggacine und
Griselimycine (Steinmetz et al. 2007; Baumann et al. 2014; Franke et al. 2015; Kling et al. 2015;
Sucipto et al. 2015), die antiviral (Hepatitis C) wirkenden Soraphen A und Miuraenamide (Ligon
et al. 2002; Gerth et al. 2003; Karmann et al. 2015), und die antiparasitdren Macyranone (Keller et
al. 2015).

Die Gene der an der Biosynthese von Polyketiden, Nichtribosomalen Peptiden und Terpenoiden
beteiligten Enzyme liegen im bakteriellen Genom oft in Clustern nebeneinander vor und lassen
sich durch Sequenzvergleiche mit bereits charakterisierten Genen identifizieren. Somit kénnen

Biosynthesewege von Naturstoffen systematisch erforscht werden. Der Arbeitsablauf schlief3t die



Identifikation der beteiligten Gene (ber Sequenzvergleiche, Validierung der Gene durch knock-
out Experimente, sowie homologe und heterologe Uberexpression der Gene zur Herstellung der
Polyketide und Nichtribosomalen Peptide ein. Die letzten Schritte bestehen in Bioaktivitatstests
sowie der strukturellen Charakterisierung der gereinigten Naturstoffe (Wenzel and Maller 2007;
Zhao et al. 2008).

1.1.2Der Stamm  Sorangium  cellulosum dient als

Modellorganismus flir Myxobakterien

Myxobakterien haben sich — wie bereits erwéhnt — seit den 1970er Jahren als potente Produzenten
verschiedener bioaktiver Molekle in der Naturstoffforschung etabliert. In Kapitel 1.1.1 sind nur
einige der charakterisierten myxobakteriellen Naturstoffe erwahnt. Nahezu die Halfte der
Produzenten von Sekundarmetaboliten aus der etwa 7000 Stdmme der Myxobakterien
umfassenden Bank des HZI werden dem Genus der Soranginiae zugeordnet (Gerth et al. 2003).
Unter den bekanntensten Sekundérmetaboliten von S. cellulosum befinden sich die Epothilone,
welche zu den vielseitigsten und wirkungsvollsten Chemotherapeutika gegen Krebs gehdren
(Gerth et al. 1996). Verschiedene Epothilon-Derivate wurden als Wirkstoffe unter anderem gegen
Prostata-, Lungen-, Brust-, Darm-, Bauchspeicheldriisen-, Hirn-, und Magentumore Klinisch
getestet. Neben dem ersten von der Food and Drug Administration zugelassenen Epothilon-
Wirkstoff Ixabepilone (BMS-247550, Bristol-Myers-Squibb) befanden sich 2014 die Epothilone
KOS1585 (Kosan Biosciences) in Phase I- sowie Patupilone (EpoB, Epo906; Novartis) und
Sagopilone (EpoB-Derivat; Bayer) in Phase IlI-Studien (Forli 2014). Zur Erforschung der
Epothilon-Biosynthese wurde im Jahr 2007 das Genom des Myxobakteriums Sorangium
cellulosum So ce56, eines nahen Verwandten des Epothilonproduzenten S. cellulosum So ce90
(Ogura et al. 2004; Reichenbach and Hofle 2012), sequenziert (Schneiker et al. 2007).
S. cellulosum So ce56 dient als Modellorganismus fir Myxobakterien und wurde auch in der
vorliegenden Arbeit verwendet.

Der Stamm besitzt nach gegenwartigem Stand (Dezember 2016) eines der groRten bekannten
bakteriellen Genome (13,1 Mbp), das bis heute nur vom nahen Verwandten S. cellulosum
S00157-2 (14,8 Mbp) uUbertroffen wird (Han et al. 2013).. Durch Kooperation mit der
Forschungsgruppe um Rolf Miiller stand der AG Bernhardt die Genomsequenzvon S. cellulosum
So ce56 exklusiv vor ihrer Publikation zur Verfliigung. Die Existenz eines Epothilon-
synthetisierenden Genclusters konnte im Genom zwar nicht festgestellt werden, jedoch wurde mit
CYP167A1 (EpoK), ein aus der Familie der Cytochrome P450 (P450s; Kap. 1.5) stammendes
Enzym identifiziert, das die Epoxidierung von Epothilon C/D zu Epothilon A/B katalysiert
(Ogura et al. 2004; Kern et al. 2015). Das Forschungsinteresse an Terpenen aus S. cellulosum So
ce56 ergab sich aus der Identifizierung eines Genclusters aus dem P450 CYP264B1 (sce8551)



und einer putativ als Geosminsynthase (geoA) annotierten Terpensynthase (TS; sce8552; Kap.
1.3) (Khatri 2009). Aus diesem Grund werden im Folgenden die Substanzklasse der Terpene
(Kap. 1.2) und ihre Biosynthese (Kap. 1.2.1) n&her beschrieben.

1.2 Terpene und Terpenoide

Terpenoide bilden die groRte Gruppe von Naturstoffen mit ber 50000 bekannten Vertretern
(Pateraki et al. 2015). In der Literatur werden die Begriffe ,, Terpen® und ,, Terpenoid meist
synonym verwendet, dies wird im weiteren Verlauf des Textes — wenn nicht naher beschrieben —
beibehalten. Eine detailierte Definition beider Begriffe findet sich in Kapitel 1.2.1. Historisch
wurden die ersten Terpene aus Baumharzen gewonnen und ihr Name wird von dem auch als
Terpentin bezeichneten Gemisch von Baumharzen abgeleitet (Breitmaier 2008). Terpene haben
vielfaltige Funktionen. Pflanzen nutzen Terpene als Mittel zur chemischen Kommunikation.
Insbesondere werden durch Terpene zur Reproduktion dienende bestdubende Insekten angezogen
und Schadlinge (Pilze, Insekten) abgestoflen. Weniger flichtige, toxische Terpene wie (-)- und
(+)-Gossypol (Schema 1A) dienen ebenfalls als Schutz vor Schadlingen und FraRfeinden
(Gershenzon and Dudareva 2007; Tholl 2015) sowie vor abiotischen Stressfaktoren wie extremen
Temperaturen, Licht, Trockenheit und Oxidation (Vickers et al. 2009). Terpen-Phytohormone wie
Abscisinsaure (Schema 1B) funktionieren als Signalvermittler (Melan et al. 1993; Clavijo
Mccormick et al. 2014). Menschen haben die in Pflanzenextrakten enthaltenen, angenehm
riechenden volatilen Terpene als Duft- und Geschmacksstoffe fiir sich entdeckt (Kap. 1.2.2).
Menthol aus dem namensgebenden Minzdl ist durch seinen hautkiihlenden Effekt als Zusatz fir
Tabak, Mundpflegeprodukte und Kosmetika weit verbreitet (Sell 2006). Limonen, urspriinglich
aus Schalen von Zitrusfriichten gewonnen, wird haufig als Parfum in Seifen, Olen, Wasch- und
Spllmitteln zugesetzt (Breitmaier 2006; Breitmaier 2008; Ohloff et al. 2011). Vielfaltig
derivatisierte Terpene haben haufig starke biologische Aktivitaten. Zu den bekanntesten
Vertretern zéhlen der Anti-Tumor-Wirkstoff Taxol (Paclitaxel, Schema 1C) (Wani et al. 1971)
und der Anti-Malaria-Wirkstoff Artemisinin (Schema 1D) (Tu 2011), dessen Entdeckerin Y ouyou
Tu im Jahr 2015 mit dem Nobelpreis geehrt wurde (Davey 2015). Obwohl die meisten Terpene
aus historischen Griinden aus Pflanzen isoliert wurden, kommen sie in vielféltigen Spezies
einschlieBlich Insekten, Pilzen und marinen Organismen vor (Gershenzon and Dudareva 2007).

Trotz der grofen strukturellen Vielfalt werden alle Terpene (ber dieselben zentralen
Stoffwechselwege synthetisiert (Kap. 1.2.1). Terpensynthasen (TSn) und Cytochrome P450
(P450s), die zentralen Enzyme der Biosynthese, stehen im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit

und werden in den Kapiteln 1.3 und 1.4 genauer vorgestellt.
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Schema 1: Strukturen der bioaktiven Terpenoide (A) (-)- und (+)-Gossypol, (B) Abscisinséure, (C) Taxol, (D)
Artemisinin. Funktionelle Gruppen, die durch Cytochrome P450 eingebracht werden, sind rot hervorgehoben (Luo et al.
2001; Bertea et al. 2005; Kaspera and Croteau 2006).

1.2.1 Die Biosynthese von Terpenen verlauft tber universelle

Stoffwechselwege

Wie in Kapitel 1.2 erwéhnt, werden Terpene in der gesamten Vielfalt biologischer Organismen
entweder (ber den Mevalonat (MVA)- (Goldstein and Brown 1990) oder den
Methylerythritolphosphat (MEP)-Biosyntheseweg hergestellt (Rohmer 1998). Dabei findet man
den MVA-Biosyntheseweg insbesondere in Archden und den meisten Eukaryoten einschlieRlich
Menschen, den MEP-Biosyntheseweg in Eubakterien und Plastiden von Pflanzen. Letztere
bedienen sich beider Biosynthesewege. Im Cytosol werden Sesqui- und Triterpene (Sterole) liber
den MVA-, in Plastiden hingegen Hemi-, Mono-, und Diterpene sowie Carotenoide (Tetraterpene)
Uber den MEP-Biosyntheseweg hergestellt (Oldfield and Lin 2012).

In Abbildung 2 ist eine vereinfachte Ubersicht iiber die MVA- und MEP-Biosynthesewege
dargestellt. Ausgangsverbindung fir den MVA-Biosyntheseweg ist Essigsaure, ein C2-Baustein,
der durch Bindung an Coenzym A (Acetyl-CoA) aktiviert vorliegt. Uber den MEP-
Biosyntheseweg werden die beiden C3-Molekiile Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) und
Pyruvat umgesetzt. Beide Biosynthesewege fiihren zu den fiir alle Terpene gemeinsamen
Vorlaufermolekiilen Isopentenylpyrophosphat (IPP) und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP)
(Schema 2). Mehrere Einheiten IPP beziehungsweise DMAPP werden zu den linearen
Diphosphaten Geranylpyrophosphat (GPP), Farnesylpyrophosphat (FPP) und
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) verkniipft, welche die direkten Vorldufer von Terpenen

darstellen. Die linearen Pyrophosphate werden lber Terpensynthase (TS)-katalysierte Reaktionen



zu linearen, mono- oder multizyklischen Kohlenwasserstoffen, den Terpenen, umgesetzt (Abb. 2)
(Gao et al. 2012; Oldfield and Lin 2012). Oft erreichen Terpene erst durch weitere
Funktionalisierungen ihre biologisch aktive Form, so dass von den uber 50000 beschriebenen
Substanzen 93,5% oxidiert sind. Dabei besteht der erste Derivatisierungsschritt meist in einer
Cytochrom P450 (P450)-abhédngigen regio- und stereospezifischen Oxidation. Derivatisierte
Terpene werden genauer als Terpenoide bezeichnet (Abb. 2) (Pateraki et al. 2015).

In heterologen Hefe- oder bakteriellen Expressionssystemen kdnnen Enzyme der Terpen-
Biosynthesewege modular mit verschiedenen TSn, P450s und anderen terpenderivatisierenden
Enzymen kombiniert werden, um Stdmme zur Produktion von ausgewdhlten Terpenoiden zu
konstruieren. Die Konstruktion von MVA-Syntheseweg exprimierenden Hefe- und
Bakterienstimmen in den 2000er Jahren durch Forscher um Jay Keasling erlaubt heute nicht nur
die kostenglnstige grof3technische Biosynthese von Artemisinin (Martin et al. 2003; Ro et al.
2006; Paddon et al. 2013) sondern auch die Synthese weiterer Terpene fiur vielfaltige
Anwendungen als Treibstoffe, Parflime, Aromen und kautschukbasierte Werkstoffe (Keasling and

Chou 2008; Vickers and Sabri 2015).
P450

MVA-
Biosyntheseweg
GPP
Acetyl-CoA —= |PP ¢ TS
GAP + “ FPP <
Pyruvat DMAPP g
MEP- GGPP
Biosyntheseweg

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Mevalonat (MVA)- und Methylerythritolphosphat (MEP)-Biosynthesewege aus
(Schifrin et al. 2015), angepasst und tbersetzt; MV A: Mevalonat; MEP: Methylerythritolphosphat; CoA: Coenzym A;
GAP:  Glycerinaldehyd-3-phosphat; IPP: Isopentenyldisphosphat; DMAPP: Dimethylallylpyrophosphat; GPP:
Geranylpyrophosphat ; FPP: Farnesylpyrophosphat; GGPP: Geranylgeranylpyrophosphat; TS: Terpensynthase; P450:
Cytochrom P450.
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Da die mit Isopren eng verwandten IPP und DMAPP (Schema 2) zentrale strukturelle Elemente
von Terpenen darstellen, werden Terpene auch als Isoprenoide bezeichnet. Leopold Ruzicka
formulierte bereits im Jahr 1922 die Mdoglichkeit der formalen Zerlegung molekularer
Terpenoidstrukturen in Einheiten des Isoprens (C5-Kohlenwasserstoff) (Ruzicka and Stoll 1922),
woraus er dann ableitend 1953 die damit verbundene allgemeine Isoprenregel postulierte
(Ruzicka 1953).
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Schema 2: Strukturelle Verwandtschaft von Isopren zu IPP und DMAPP; die Isoprengrundstruktur innerhalb von IPP
und DMAPP ist fett hervorgehoben

Die am haufigsten verwendete Klassifikation der Terpene erfolgt nach der Anzahl der enthaltenen
Isopreneinheiten in ihrer Struktur. So werden Terpene mit einer Isopren-Einheit (C5) als
Hemiterpene bezeichnet, mit zwei Einheiten (C10) als Monoterpene und mit drei Einheiten (C15)
als Sesquiterpene. Zu den grofiten Vertreteren gehodren die Tetraterpene mit acht Isopren-
Einheiten (C40). Darlber hinaus werden weitere Stoffklassen wie Steroide und Carotinoide tber
dieselben Biosynthesewege hergestellt und sind strukturell mit den Terpenen verwandt. Steroide
werden von Triterpenen, Carotinoide von Tri-/Tetraterpenen abgeleitet (Schema 3) (Breitmaier
2008).

Hemiterpene (Cs) Monoterpene (C1g) Sesquiterpene (C1s) Diterpene (Cy)
ﬁ DMAPP ﬁ IPP ﬁ IPP ﬁ
)\/\OP2063— $—> wopzoﬁl%- L" WOP2063- L’ WOPzOes_

IPP Geranyldiphosphat (GPP) Farnesyldiphosphat (FPP) Geranylgeranyldiphosphat (GGPP)

| FPP | sePP

Squalen (C3p) Phytoen (C4q)

Triterpene (Cap), Tetraterpene (Cy),
Steroide, C4o-Carotinoide

Czg-Carotinoide
Schema 3: Biosynthese verschiedener Terpenklassen und der von ihnen abgeleiteten weiteren Naturstoffklassen

1.2.2 Volatile Terpene dienen als Riechstoffe in der Parfiimerie

Wenig derivatisierte Hemi-, Mono-, Sesqui- und auch einige Diterpene sind leicht fliichtig. Diese
volatilen Terpene sind oft wichtige Bestandteile von atherischen Olen und dienen in der
Parfumerie als Riechstoffe (Breitmaier 2008). Die vorherrschende Theorie fiir Geruchssinn
bezeichnet die Struktur von Molekilen als den wichtigsten Parameter flir die Geruchsqualitat.
Obwohl kein allgemeingultiges Modell existiert, das die Struktur von Molekilen zu ihrem Geruch
in Verbindung setzt (Struktur-Geruch-Beziehungen), sind Strukturklassen von Substanzen
bekannt, die sich auch zu Geruchsklassen zusammenfassen lassen (Rossiter 1996). Zu den
bekanntesten Beispielen dafiir gehoren die fir ihre floralen Noten bekannten Megastigman-
Norisoprenoide (Tab. 1, Eintrdge 1 — 4) (Ohloff and Demole 1987) und die aus Zitrusgewachsen
isolierten Eremophilan-Sesquiterpene (Tab. 1, Eintrage 5 — 8) (Kaspera 2004).



Tabelle 1: Ubersicht iber die Strukturen und Geruchsqualitdt von lononen und Eremophilan-Sesquiterpenen.
Strukturen, deren Stereochemie nicht beschrieben ist, sind als racemische Gemische zu betrachten.

Strukturklasse Struktur Geruch* Vorkommen Referenz
Megastigman- a-lonon Veilchen, SuBe Duftblite (Osmanthus | (Yamamoto et
Norisoprenoide o warm, fragrans) al. 2009;
éi\)k holzig, Burdock 2010)
beerig
B-lonon Veilchen, SuRe Duftblite (Osmanthus | (Ohloff and
(o] fruchtiger und fragrans) Demole 1987;
éi\)‘\ holziger als Damaszener Rose (Rosa | Burdock 2010)
o-lonon damascena)
a-Damascon Fruchtig, Tee (Camellia sinensis) (Renold et al.
0 blumig, 1974; Fehr and
éﬂl\/\ griiner Apfel Galindo 1991;
Burdock 2010)
Eremophilane (+)-Valencen Orange, Versch. Zitrusarten, (Hunter and
zitrusartig, Valencia-Orange Brogden 1965;
holzig (Citrus sinensis), Sharon-Asa et
Sellerie (Apium graveolens), al. 2003;
Mango (Mangifera indica), Burdock 2010;
Olive (Olea europea) Beekwilder et
al. 2014;
Leonhardt and
Berger 2015)
Nootkaten Nicht Valencia-Orange (Lund et al.
dokumentiert (Citrus sinensis), 1970; Cankar et
Nootka-Scheinzypresse al. 2013;

(Chamaecyparis
nootkatensis),

Vietnamesiche

Goldzypresse (Xanthocyparis

vietnamiensis)

Bazzali et al.
2016)

trans-Nootkatol
HO,,,

Grapefruit,
siRlich,
weniger intensiv

als (+)-Nootkaton

Nootka-Scheinzypresse
(Chamaecyparis

nootkatensis)

(Kaspera 2004;
Leonhardt and
Berger 2015)

(+)-Nootkaton
O

Grapefruit,
Fruchtig,
sif,

zitrusartig

Nootka-Scheinzypresse
(Chamaecyparis
nootkatensis),

Grapefruit (Citrus paradise),

Pomelo (Citrus grandis)

(Kaspera 2004;
Fraatz et al
2009; Burdock
2010)




Enantiomere
Monoterpene

(-)-Campher Campher Blaufichte (Picea | (Finefield et al.
pungensglauca), 2012)
%O Zwergfichte (Picea
mariananana),
Salbei (Salvia officinalis),
Schwarzer  abendlandischer
Lebensbaum (Thuja
occidentalis),
Gemeine  Kiefer  (Pinus
sylvestris),
Rainfarn (Tanacetum
vulgare),
Mutterkraut  oder  Falsche
Kamille (Chrysanthemum
parthenium),
Indianischer ~ Salbeistrauch
(Artemisia cana),
Balsamkraut
(Chrysanthemum balsamita),
Wilde Kamille (Matricaria
parthenium),
versch. Chrysanthemenarten
(Chrysanthemum sinense,
Chrysanthemum indicum)
(+)-Campher Campher Versch. Fichtenarten (Picea | (Finefield et al.

<

mariananana, Picea
albertianaconica, Picea
Sitchensis),

Kalifornischer Beifull

(Artemisia californica),
Lawsons Scheinzypresse
(Chamaecyparis lawsoniana),
Gemeine  Kiefer  (Pinus
sylvestris),

Salbei (Salvia officinalis),

San Luis Purple Sage (Salvia
leucophylla),

versch.  Chrysanthemenarten
(Chrysanthemum sinense,
Chrysanthemum indicum)
Campherbaum (Cinnamomum
camphora)

2012)




Enantiomere
Monoterpene

10 (-)-(4S)-Limonen Terpentin, Pfefferminze (Mentha | (Finefield et al.
Zitrone piperita), 2012)

\GY Grine  Minze  (Mentha
spicata)
Poleiminze oder Flohkraut
(Mentha pulegium),
Schwarznessel (Perilla
frutescens),
Riesen- oder Kuistentanne
(Abies grandis),
Dill (Anethum graveolens),
Laufkéfer  (Semiardistomis
puncticollis),
Braune  Minze  (Mentha
cardiaca),
Salbei (Salvia officinalis),
Gemeine  Kiefer  (Pinus
sylvestris),
Pistazie (Pistacia vera),
Echte Engelwurz (Angelica
archangelica)

11 (+)-(4R)-Limonen Orange Valencia-Orange (Citrus | (Finefield et al.

sinensis), 2012)

\©/ Pfefferminze (Mentha

[/ piperita),

Griine Minze (Mentha
spicata)
Japanische Katzenminze

(Schizonepeta tenuifolia),
Satsuma (Citrus Unshiu),

Dill (Anethum graveolens),
Kimmel (Carum carvi),
Laufkéfer (Ardistomis
schaumii),

Braune  Minze  (Mentha
cardiaca),

Salbei (Salvia officinalis),
Gemeine  Kiefer  (Pinus
sylvestris),

Zitrone (Citrus limon),
Pistazie (Pistacia vera),

Echte Engelwurz (Angelica
archangelica)
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Enantiomere 12 (-)-(4R)-Carvon Minze Griine Minze (Mentha | (Finefield et al.

Monoterpene spicata) 2012)
o Braune  Minze  (Mentha
cardiaca),
Frauenminze oder
Balsamkraut (Tanacetum
balsamita)
13 (+)-(4S)-Carvon Kimmel Dill (Anethum graveolens), (Finefield et al.

K) Kimmel (Carum carvi) 2012)
0 [/

* In der wissenschaftlichen Literatur existiert kein Konsens Uber die qualitative Beschreibung von olfaktorischen
Reizen (Sell 2005). Geruchsheschreibungen in der vorliegenden Arbeit sind nach bestem Wissen Literaturquellen
entnommen worden, die sich als Referenzen auf ihrem Gebiet erwiesen haben.

** Die Literaturquellen liefern keine Angaben tber die olfaktorische Reinheit der Substanzen.

Eine im Zusammenhang mit dem Geruch einer Substanz wichtige Eigenschaft ist die absolute
Stereochemie. Naturlich vorkommende Enantiomere koénnen in ihrer reinen Form gleiche,
ahnliche oder unterschiedliche Geruchseigenschaften aufweisen. Sowohl (-)-Campher als auch
(+)-Campher besitzen beide den charakteristischen Camphergeruch (Tab. 1, Eintrdge 9, 10),
wahrend die Enantiomere von Limonen zwar beide nach Zitrusfriichten riechen, (-(4S)-Limonen
jedoch eher eine Zitronennote und (+)-(4R)-Limonen eine Orangennote hat (Tab. 1, Eintrage 11,
12). Die reinen Enantiomere von Carvon kommen in der Natur in unterschiedlichen Spezies vor:
(-)-(4R)-Carvon wurde in verschiedenen Minzarten (Mentha spicata, Mentha cardiaca,
Tanacetum balsamita), (+)-(4S)-Carvon hingegen in Dill (Anethum graveolens) und Kimmel
(Carum carvi) gefunden. Insofern ist es auch nicht verwunderlich, dass sich ihre
charakteristischen Duftnoten nach Minze beziehungsweise Kiimmel stark unterscheiden (Tab. 1,
Eintrage 13, 14) (Finefield et al. 2012).

Synthetisch chemische Strategien flir die Suche nach neuen synthetischen Geruchskomponenen
orientieren sich oft an den Strukturen von bekannten Geruchskomponenten (Panten et al. 2005).
So kann das synthetische, unter dem Handelsnamen Iso E Super vertriebene Produktgemisch von
der Struktur der lonone abgeleitet werden (Schema4). Iso E Super werden vielfaltige
Geruchseigenschaften zugeordnet und es bildet eine multifunktionale Basis fur viele Parflime
(Hall and Sanders 1975).

Diels-Alder
X = Reaktion
o — >

Schema 4: Die Synthese von Iso E Super aus dem Monoterpen Myrcen und 3-Methyl-3-penten-2-on verlauft durch
eine Diels-Alder-Reaktion gefolgt von einer séurekatalysierten Zyklisierung. Das Produkt Iso E Super ist ein
Isomerengemisch, dessen Stereozentren jeweils mit einem Stern, die verschiedenen Lagen der Doppelbindung im
Decalinsystem gestrichelt dargestellt sind. Das lonon-Strukturgerist innerhalb der Iso E Super Struktur ist fett
hervorgehoben.

o]

*

)

Iso E Super
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Selektive enzymatische Oxidationsreaktionen kdnnen neuartige, durch chemische Synthesen nicht
erreichte, Derivate von Terpenriechstoffen zuganglich machen: Der Geruch des synthetischen
sesquiterpendhnlichen Keton-Eduktes nach schwarzer Johannisbeere wird durch eine von
CYP2A13 eingeflihrte zusatzliche OH-Funktion deutlich intensiver (Schema 5) (Schilling et al.
2010).

CYP2A13
e

| |

Schema 5: CYP2A13-katalysierte Hydroxylierung des synthetischen sesquiterpenahnlichen schwarze Johannisbeere-
Riechstoffs, das erhaltene Produkt weist eine intensivere Johannisbeernote auf, modifiziert aus (Schilling et al. 2010).

1.2.3 Auch Bakterien sind eine Quelle von terpenoiden
Riechstoffen

Die beiden haufigsten bakteriellen volatilen Terpene sind der Grund fir den charakteristischen
Geruch von Bakterien: Das nach feuchter Erde riechende Geosmin und das unangenehm modrig
riechende 2-Methylisoborneol (2-MIB, Schema 6) (Dickschat et al. 2005; Dickschat et al. 2007;
Brock et al. 2013). Beide Substanzen werden spieziesubergreifend von einer Vielfalt von
bakteriellen Stdimmen, einschliellich Myxobakterien (Trowitzsch et al. 1981), Streptomyceten
und Cyanobakterien (Cane and lkeda 2012; Yamada et al. 2012) synthetisiert und dienen
maoglicherweise als Signal zur AbstoRung: Menschen, denen mit Geosmin-produzierenden
Cyanobakterien  verunreinigtes Wasser angeboten wurde, lehnten es selbst bei
Geosminkonzentrationen unterhalb der Wahrnehmungsgrenze ab (Dickschat et al. 2005). In der
Analytik von Lebensmitteln korreliert die Detektion von Geosmin und 2-MIB mit ihrer
UngenieRbarkeit und dient zur Feststellung von bakteriellen Verunreinigungen (Jelen et al. 2003;
Petersen et al. 2011). Gleichzeitig macht der einzigartige Duft des Geosmin, der auch als
»Petrichor bezeichnet wird (Bear and Thomas 1964; Gerber and Lechevalier 1965), es als
Duftkomponente fiir Parfiime wie ,,Herrmann A Mes Cotes Me Paraissait Une Ombre® attraktiv

(https://etatlibredorange.com/shop/hermann-a-mes-cotes).

OH OH

Geosmin 2-Methylisoborneol

Schema 6: Strukturen der haufigsten volatilen bakteriellen Terpene Geosmin und 2-Methylisoborneol (2-MIB).
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Neben den beiden haufig in hohen Konzentrationen vorkommenden Substanzen Geosmin und 2-
MIB produzieren Bakterien eine Vielfalt weiterer, oft strukturell einzigartiger volatiler Terpene
(Dickschat 2016). Systematische Untersuchungen volatiler Extrakte von Bakterien mit Hilfe von
Gaschromatographie mit Massenspektrometriedetektor (GC/MS)-Methoden erlauben die
Detektion, selten jedoch die strukturelle Identifizierung, von neuen Terpenen (Schulz et al. 2004;
Dickschat et al. 2005; Cane and Ikeda 2012; Yamada et al. 2015). Die Substanzen kommen haufig
in geringen Konzentrationen vor und lassen sich aus dem Organismus nicht immer in
ausreichenden Mengen fir die Analytik zur Strukturaufkldarung isolieren und reinigen. Auf
Methoden und Herausforderungen der Terpensynthese und -analytik wird in Kapitel 1.2.4 genauer

eingegangen.

1.2.4 Die Analytik von Terpenen ist eine Herausforderung

Fluchtige Riechstoffe aus dem Erdboden wurden bereits Ende des 19. Jahrhunderts von Berthelot
und André beschrieben (Berthelot and André 1891). Intensive Untersuchungen der Biosynthesen
bakterieller Terpene begannen in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts durch Gerber und
Arigoni, beschrankten sich jedoch besonders auf Substanzen wie Geosmin und
2-Methylisoborneol (Schema 6), die von ihrem Ursprungsorganismus in grofen Mengen
produziert werden (Gerber and Lechevalier 1965; Gerber 1967; Arigoni 1968; Gerber 1971;
Gerber 1973; Arigoni 1975). Insbesondere Cane und Mitarbeiter nutzten in den 1980er Jahren neu
etablierte  analytisch-chemische  Methoden  der  Massenspektrometrie  (MS)  und
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) zur strukturellen Charakterisierung spezieller Terpene
und zur Identifizierung der synthetisierenden Enzyme (Cane et al. 1981; Tillman and Cane 1983;
Croteau et al. 1985; Cane and Pargellis 1987).

Volatile Extrakte der myxobakteriellen Stimme Myxococcus xanthus, Chondromyces crocatus
und Stigmatella aurantiaca enthalten zwar einige wenige Terpenoide, jedoch war ihre Analytik
bisher auf Methoden der Gaschromatographie mit Massenspektrometriedetektor (GC/MS)
beschrankt (Dickschat et al. 2004; Schulz et al. 2004; Dickschat et al. 2005). GC/MS stellt zwar
fur die Analytik komplexer Extrakte die Methode der Wahl dar, bietet jedoch insbesondere fiir
unbekannte Naturstoffe keinen eindeutigen strukturellen Nachweis. Trotz dieses Umstandes
existiert vielfaltige Fachliteratur, die den Anspruch erhebt, neue Terpene strukturell einzig mit
GC/MS-Methoden zu charakterisieren (Ghalib et al. 2011). Strukturchemisch stellt fur neue
Naturstoffe eine komplementidre Analytik mit Hilfe der Massenspektrometrie (MS;
Molekiilmasse), der Bestimmung des Drehwertes von polarisiertem Licht (Chiralitat) und von
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR; Molekilstruktur, Konstitution) den Konsens dar. Den
limitierenden Faktor fur die beiden letztgenannten Analysen bildet die Substanzmenge:

Auswertbare Signalintensitaten werden durch die Analyse von 1-5 mg Reinsubstanz erreicht.
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In den 1990er Jahren neu aufkommende molekularbiologische Methoden wie die
Genomsequenzierung sowie die Klonierung und heterologe Expression von Genen fiihrten zur
Aufklarung der Terpenbiosynthesewege und funktionalen Untersuchungen der TSn (Kap. 1.2.3
und 1.3) (Goldstein and Brown 1990; Rohmer 1998). Diese und weitere Methoden der
synthetischen Biologie erlauben heute die Herstellung von Terpenen sowie der synthetisierenden
Gene in grolRerem MaBstab und somit auch ausreichender Substanzmengen fir
Drehwertbestimmung und NMR (Martin et al. 2001; Martin et al. 2003; Ro et al. 2006; Chang et
al. 2007; Harada and Misawa 2009; Paddon et al. 2013; Dickschat 2016). So lassen sich TS-
Screenings und Strukturaufklarung von neuen terpenoiden Naturstoffen, insbesondere auch
Volatilen, effizient durchfiihren (Yamada et al. 2012; Rabe and Dickschat 2013; Dickschat et al.
2014; Yamada et al. 2015; Dickschat 2016).

Die breite Anwendung volatiler Terpene als Riechstoffe macht die olfaktorische Evaluierung
neuer Terpene notwendig. Dazu wird in der Regel GC/Olfaktometrie (GC/O) als Analysemethode
verwendet. Sie bietet die Mdglichkeit, die Geruchsqualitat einzelner Volatilen aus einem Gemisch
zu bestimmen. Technisch wird dazu eine GC im Split-Modus genutzt: Nach der
chromatographischen Trennung des Gemisches wird ein Teil mit einem klassischen Detektor wie
MS analysiert. Der andere Teil wird zu einer Geruchsschnittstelle (Sniffing Port) geleitet, wo er
von einer Person olfaktorisch erfasst und charakterisiert wird. Die Auftragung von Geruch gegen
Zeit wird analog zum Chromatrogramm als Olfaktogramm bezeichnet. So kann durch diese

simultane Analyse einem Peak im Chromatogramm ein Geruch zugeordnet werden (Abb. 3).

Probe Chromatogramm

Injektor

ethyl bulanoale TR
N Detektor ¥ [ Slimanene
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Sniffing Port f ll l i
musty foral slake Dn'lgc pol

\_[)*

He‘tantlun time [m in)
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Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Gaschromatographie/Olfaktometrie  (GC/O). Nach der
gaschromatographischen Trennung werden die Analyten zwischen Detektor und Sniffing Port gesplittet. Die parallele
Aufzeichnung von Chromatogramm und Olfaktogramm wurde (Bazemore et al. 1999) entnommen und modifiziert
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1.3 Terpensynthasen

Wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, gehtren Terpensynthasen (TSn) zu den zentralen Enzymen der
Terpenbiosynthese. Sie katalysieren den Umsatz der linearen Prenylpyrophosphate (IPP, GPP,
GGPP) zu unverzweigten, mono- oder polyzyklischen Kohlenwasserstoffen, den Terpenen oder
Terpenalkoholen (Abb. 2). In einem einzigen Reaktionsschritt kann eine Vielzahl an C-C-
Bindungen gekniipft und Chiralitdtszentren induziert werden. TS-katalysierte Reaktionen stellen
somit den komplexesten Schritt bei der Terpenbiosynthese dar und gehéren zu den
anspruchsvollsten biochemischen Reaktionen tiberhaupt (Gao et al. 2012; Oldfield and Lin 2012;
Dickschat 2016). Individuelle TSn werden nach dem Namen ihres Produktes, unspezifische TSn
nach dem Namen des Hauptproduktes benannt, etwa Limonensynthase oder Humulensynthase.
(Steele et al. 1998; Hyatt et al. 2007)

Alle TSn binden im aktiven Zentrum einen Cluster aus drei Mg?*-Kationen, an die wiederum die
Pyrophosphatgruppe des Substrates koordiniert (Michaelis complex, Abb. 4A). Zwei der lonen
binden am universellen aspartatreichen Motiv DDxxD/E, wahrend die Bindemotive des dritten
Mg?*-Kations sich bei Typ I-TS (NSE-/DTE-Triade: (N/D)Dxx(S/T)xxxE)) und Typ II-TS
(zweites aspartatreiches Motiv DxDD) unterscheiden (Schema 7) (Gao et al. 2012; Oldfield and
Lin 2012; Dickschat 2016). Im Allgemeinen wird das aktive Zentrum von TSn von sauren und
aromatischen Aminosdauren ausgekleidet, die carbokationische Prenylintermediate wéhrend der
Reaktion stabilisieren (Christianson 2006; Christianson 2008; Schrepfer et al. 2016).
Réntgenbeugungsaufnahmen von Kiristallen verschiedener TSn haben gezeigt, dass Enzyme
dieser Klasse trotz geringer Sequenzéhnlichkeiten eine von a-Helices dominierte Tertidrstruktur
besitzen (Abb. 4B und C) (Christianson 2006; Baer et al. 2014).

Die Kohlenwasserstoffskelette der Terpene sind, obwohl sie aus denselben Vorlaufern
synthetisiert werden, hochst unterschiedlich. Alleine fiir Sesquiterpene sind mindestens 82
Kohlenwasserstoffskelette beschrieben (Joulain and Konig 1998). Die Vielfalt der
Terpenstrukturen ist durch den individuellen Aufbau des aktiven Zentrums der entsprechenden TS
bedingt. Am Beispiel der spezifischen (+)-Aristolochensynthase aus Aspergillus terreus und ihrer
unspezifischen Variante aus Penicillium roqueforti (Sequenzidentitit von ca. 60%) lassen sich die
strukturellen Unterschiede im aktiven Zentrum identifizieren, die zu Unterschieden in der
Produktverteilung fuhren. Evolutiondr bedingte Mutationen einzelner Aminosduren im aktiven
Zentrum von TSn fiihren zu hoher Spezifitat solch komplexer Reaktionen (Christianson 2006).
Zudem durchlaufen TSn im Verlauf der Reaktion grofle Konformationsdnderungen, welche fir
die Struktur des hergestellten Terpens verantwortlich sind (Christianson 2008). Insbesondere die
Arbeit von Baer et al. hat am Beispiel der Selinadiensynthase (SDS) durch
Rontgenbeugungsaufnahmen verschiedener Konformationen des Enzyms gezeigt, dass der

Mechanismus tber das Induced-Fit-Modell sehr gut beschrieben werden kann. Dabei wird die
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Konformationsdnderung der SDS aus der ,offenen“ Apo-Form (Abb. 4A, Apo) in die
,»geschlossene” Holo-Form des Michaelis-Komplexes (Abb. 4A, Michaelis complex) erst nach

Bindung des Substrates FPP mdglich. Danach erfolgt die SDS-katalysierte Zyklisierung von FPP
zu Selinadien (Abb. 4A, Ubergangszustand — Transition State) (Baer et al. 2014).

Abbildung 4: A) Induced Fit-Modell zur Beschreibung der TS-katalysierten Reaktion am Beispiel der
Selinadiensynthase (SdS) und Bandermodelldarstellung der Kristallstrukturen der SAS B) in der offenen Konformation
und C) im Komplex mit dem Substratanalogon 2,3-Dihydrofarnesylpyrophosphat (DHFPP). DHFPP ist gelb dargestelit,
Sauerstoffatome rot, Phosphor orange, und Mg?* cyan. Strukturelemente, die durch die Bindung von DHFPP gebildet
werden, sind in blau dargestellt, modifiziert aus (Baer et al. 2014)

Der detaillierte Mechanismus der von TSn katalysierten Umsetzung von linearen
Isoprenylpyrophosphaten zu Terpenen (bzw. Terpenalkoholen) wird mit dem Michaelis-Komplex
eingeleitet. Die Initiation erfolgt durch die lonisierung des Substrats zu einer carbokationischen
Spezies. Die beiden eingangs erwéhnten Typen von TSn haben unterschiedliche Mechanismen
der Substrationisierung. TSn vom Typ | filhren durch die Mg?*-Kationen-induzierte Abspaltung
der Pyrophosphatgruppe zum Carbokation wéhrend Typ 11-TSn das Prenylpyrophosphat durch
Protonierung der terminalen Doppelbindung ionisieren (Schema 7) (Gao et al. 2012). Alle bisher

bekannten Sesquiterpensynthasen gehdren ausnahmslos zum Typ | (Christianson 2006).

® -
Typ IV )\/\)\/\/K/ + PO

~ ~ X OP,0¢%

T "k W
X N"0p,06%

Schema 7: lonisierungsreaktionen von FPP durch Typ | und Typ Il-Terpensynthasen

Carbokationen reagieren uber eine Sequenz von C-C-Bindungsknipfungen (Zyklisierungen),
Hydrid-Shifts und Wagner-Meerwein-Umlagerungen zum individuellen Terpen-Skelett.

Reaktionen, die von unspezifischen TSn katalysiert werden und so zu verschiedenen Produkten
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fihren, verlaufen Uber gemeinsame carbokationische Intermediate (Steele et al. 1998;
Christianson 2006).

Im Folgenden wird die Terpensynthese am Beispiel der (+)-Caryolanol-Synthase (Typ I,
(+)-B—Caryophyllen-Nebenprodukte) aus Streptomyces griseus beschrieben (Schema 8) (Nakano
et al. 2011). Nach lonisierung von FPP zum allylischen Carbokation A folgt eine
1,11-Zyklisierung zum Anti-Markovnikov-Intermediat B. Das Auftreten von Anti-Markovnikov-
Intermediaten im Verlauf von TS-katalysierten Bioreaktionen wird durch ihre Stabilisierung im
aktiven Zentrum (ber saure oder aromatische Aminosédurereste moglich (Christianson 2006).
Dessen anschlieBende 2,10-Zyklisierung mit Protonabspaltung fithrt zum bizyklischen
Zwischenprodukt (+)-B-Caryophyllen. Die intramolekulare C6=C7-Doppelbindung kann jedoch
protoniert werden. Durch einen nukleophilen Angriff von Wasser an C3 und C7-Cl14-
Folgezyklisierung reagiert (+)-pB-Caryophyllen zum trizyklischen Endprodukt (+)-Caryolanol. Der
terminale Schritt von TS-katalysierten Reaktionskaskaden besteht im Allgemeinen entweder in
einer Protonabspatung, die zu einem Terpen (wie hier (+)-B-Caryophyllen) fihrt, oder in einem
nukleophilen Angriff eines Wassermolekiils, der zu einem Terpen-Alkohol fiihrt (wie hier
(+)-Caryolanol). Bei unspezifischen TSn wie der (+)-Caryolanol-Synthase kdnnen beide Schritte
nebeneinander auftreten. Bei der Synthese von (+)-Caryolanol werden drei C-C Bindungen
geknipft und vier Chiralitatszentren (C2, C3, C7, C10) induziert (Nakano et al. 2011). Die De-
und Reprotonierung von neutralen Zwischenprodukten (wie hier (+)-B-Caryophyllen) im Verlauf
der TS-katalysierten Reaktionen ist mechanistisch noch nicht im Detail verstanden. Arbeiten zur
Strukturaufkldrung verschiedener TSn weisen darauf hin, dass neben Aminosaureresten die
abgespaltene Pyrophosphatgruppe und Wassermolekiile im aktiven Zentrum der TSn als S&ure
und Base dienen kdnnen (Christianson 2006). Inkubation von (+)-B-Caryophyllen in deuteriertem
Wasser zeigte jedoch, dass die Protonierung von Doppelbindungen ausschlie8lich in Anwesenheit

der (+)-Caryolanol-Synthase erfolgt, also enzymkatalysiert ist (Nakano et al. 2011).

f3-Caryophyllen (+)-Caryolanol

Schema 8: Mechanismus TS-katalysierten Reaktion am Beispiel der (+)-Caryolanol-Synthase; sowohl das Sesquiterpen
B-Caryophyllen als auch der Terpenalkohol (+)-Caryolanol kommen nebeneinander als Produkte vor, modifiziert aus
(Nakano et al. 2011)
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1.4 Cytochrome P450

Cytochrome P450 (P450s) sind in allen biologischen Reichen vorkommende Ham-
Monooxygenasen mit verschiedensten physiologischen Aufgaben. Humane P450s sind
beispielsweise in der Leber am oxidativen Abbau von Xenobiotika beteiligt (Anzenbacher and
Anzenbacherovd 2001) und in der Nebenniere fur Synthese und Metabolismus von
Steroidhormonen verantwortlich (Schiffer et al. 2015). In Insekten sind P450s am Abbau
toxischer Sekundarmetabolite beteiligt, bei deren Synthesen andere P450s in Pilzen und Pflanzen
oft eine Rolle spielen (Omura 2013). Insbesondere vollfihren P450s bei der Terpenbiosynthese in
Pflanzen und Bakterien oft fur die biologische Aktivitat essentielle Derivatisierungen der Terpen-
Kohlenwasserstoffe (Kap.1.2.1) (Pateraki et al. 2015).

Die roten ,,Pigmente” wurden zum ersten Mal 1958 von Klingenberg und Garfinkel unabhéngig
voneinander aus Lebermikrosomen von Ratten (Klingenberg 1958) und von Schweinen isoliert
(Garfinkel 1958). In mehreren Publikationen zwischen 1962 und 1964 wurden sie von Omura und
Sato als Hamproteine charakterisiert (Omura and Sato 1962; Omura and Sato 1964; Omura and
Sato 1964). In der Folge konnten weitere P450s aus mitochondrialen Nebennierenfraktionen
(Estabrook et al. 1963; Estabrook 2003), aber auch Pflanzen (Markham et al. 1972), Pilzen
(Ambike and Baxter 1970), und Bakterien (Tyson et al. 1972) isoliert werden.

vy
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Abbildung 5: A) Schematische Darstellung des reduzierten CO-Ham-Komplex von Cytochromen P450, das zentrale
Fe-Kation trdgt im reduzierten Zustand eine formale Ladung von 2+ und ist in der &quatorialen Ebene an
Protoporphyrin IX als vierzdhnigen Liganden und axial an den Thiolat-Rest eines hochkonservierten Cysteins und
Kohlenmonoxid gebunden; B) UV/Vis-Spektrum des reduzierten CO-gebundenen Komplexes von CYP264B1

lhre Bezeichnung erhielten sie aufgrund des Lichtabsorptionsmaximums ihres reduzierten CO-
Komplexes bei 450 nm (Soret Peak). Bis dahin lagen tblich beobachtete Absorptionsmaxima von
Hémproteinen um 420 nm. Die Rotverschiebung ist dadurch begriindet, dass das komplexierte

Fe?* im Cofaktor von P450s statt eines Histidins, wie andere Hamproteine, das Thiolatanion eines
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Cysteinrestes des konservierten Hambindemotivs FxxGx(H/R)XCxG als distalen Liganden tragt
(Abb. 5). (Roach et al. 1999; Denisov et al. 2005)

1.4.1 Cytochrome P450 Kkatalysieren den Einbau von

molekularem Sauerstoff in C-H-Bindungen

Die ubiquitar vorkommenden P450s bilden mit Gber 21000 gezéhlten Vertretern (Bernhardt and
Urlacher 2014) die grote beschriebene Gensuperfamilie und werden in einer Datenbank, die von
Dr. David Nelson  (University = of  Tennessee)  betrieben  wird, gelistet
(http://drnelson.uthsc.edu/cytochromeP450.html). Aus diesem Grund wurde fir P450s im
Gegensatz zu allen anderen Enzymen, deren Nomenklatur der Funktion nach erfolgt, eine
systematische Nomenklatur nach Sequenzidentitdten vorgeschlagen. Dabei steht bei der
Bezeichnung jedes Enzyms am Anfang die Abkiirzung ,,CYP* fiir Cytochrom P450, gefolgt von
einer arabischen Zahl, fur die Familie (>40% Sequenzidentitat), einem Buchstaben fir die
Subfamilie (>55% Sequenzidentitat) und zuletzt wieder einer arabische Zahl, die das individuelle
Enzym bezeichnet (Abb. 6) (Nebert et al. 1987).

Familie Individuelles
Enzym

CYP264B1

Abbildung 6: Systematische Nomenklatur von Cytochromen P450

Die Anzahl der P450-Gene in verschiedenen Organismen variiert stark. So enthélt das Genom des
Darmbakteriums E. coli keine P450s, die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe besitzt zwei
P450 Gene, der Mensch hingegen 57 (Nebert et al. 2013; Omura 2013). Obwohl Theorien einigen
P450s direkte Rollen in der Evolution und der Komplexitéat des Stoffwechsels zuordnen (Nelson
2011; Nelson 2013; Omura 2013), besitzen evolutiondr spater entwickelte Arten jedoch nicht
automatisch eine grofRere Anzahl von P450s. Pflanzen wie Arabidopsis thaliana und Oryza sativa
(Reis) enthalten 246 bzw. 356 P450 Gene (Nelson et al. 2004), jedoch auch der Pilz Aspergillus
oryzae enthalt 153 (Nelson 2011). Neben hochspezifischen P450s, die oft an Biosynthesen von
Naturstoffen beteiligt sind, gibt es auch Vertreter dieser Enzymklasse, die sehr breite
Substratspektren haben. Ein eindrucksvolles Beispiel dafiir ist das humane Xenobiotika-
abbauende CYP3A4 (Anzenbacher and Anzenbacherova 2001).

Mechanistisch vollfihren P450s die Aktivierung von molekularem Sauerstoff und libertragen ein
Sauerstoffatom auf ihr Substrat, (Schema 9, rot) wahrend das andere Atom zu Wasser reduziert
wird (Schema 9, blau). Die hdufigste von P450s katalysierte Reaktion ist dabei die

Hydroxylierung von chemisch inerten C-H-Bindungen des Substrats. Jedoch sind auch weitere
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Reaktionen wie  Epoxidierungen, Heteroatom-Oxidierungen, Heteroatomabspaltungen,
Oxidatonen von Acetylenen, Aromaten, Olefinen und viele weitere beschrieben (Guengerich
2001; Guengerich 2007; Isin and Guengerich 2007; Bernhardt and Urlacher 2014). Damit das
P450 katalytisch aktiv werden kann, muss es zunéchst reduziert werden. Die dazu notwendigen
Elektronen werden von den universellen Reduktionsdquivalenten NADH und/oder NADPH
bereitgestellt, weswegen man P450s auch als externe Monooxygenasen bezeichnet. Dabei kommt
es nicht zu direkten Interaktionen zwischen NAD(P)H und P450s, sondern die Elektronen werden
durch ein System verschiedener Redoxpartner (bertragen. Redoxsysteme sind verschiedene
Kombinationen aus FAD, FMN, oder Fe-S-Cluster enthaltenden Proteinen und stellen eine
weitere Mdglichkeit zur Klassifizierung von P450s dar. Die haufigsten bakteriellen Redoxsysteme
(Klasse 1) bestehen aus den beiden loslichen Elektronentransferproteinen Ferredoxinreduktase
(FdR, FAD-Protein) und Ferredoxin (Fdx, FeS-Protein). Zur Aktivierung des P450 werden
Elektronen vom NAD(P)H zunéchst auf FdR und dann {iber das als ,,Shuttle* agierende Fdx auf
das P450 ubertragen. Erst das reduzierte P450 aktiviert molekularen Sauerstoff und kann seine
Funktion als Katalysator entfalten. Ein Sauerstoffatom wird mit Hilfe des P450 in die C-H-
Bindung des Substrats (R-H) eingebaut, wahrend das andere Atom zu Wasser reduziert wird
(Schema 9) (Hannemann et al. 2007).

NAD(P)H + H'> R + 0.0
NAD(P)

— R-OH + H,0
FdR P450

Schema 9: Cytochrom P450-katalysierte Oxidation von organischen Verbindungen. Dargestellt ist der Elektronenfluss
im Klasse | Redoxsystem von den universellen Reduktionsdquivalenten NADH bzw. NADPH uber die I6slichen
Elektronentransferpartner Ferredoxinreduktase (FAR) und Ferredoxin (Fdx) auf das Cytochrom P450 (P450). Das
reduzierte P450 katalysiert den Einbau eines Atoms von molekularem Sauerstoff (rot) in die C-H-Bindung des Substrats
(R-H), wéhrend das andere Atom zu Wasser reduziert wird (blau), modifiziert aus (Hannemann et al. 2007).

1.4.2 Cytochrome P450 spielen eine wichtige Rolle in der

Terpenbiosynthese

Wie in den Kapiteln 1.2 und 1.2.1 beschrieben, bilden Terpene trotz ihrer Biosynthese Uber
gemeinsame Prenylpyrophosphat-Intermediate die groRte Gruppe von Naturstoffen. Die
Diversitdt der Strukturen ist einerseits durch die unterschiedlichen Geometrien der
Kohlenwasserstoffgertste, andererseits durch die vielfaltigen Funktionalisierungen bedingt.

Funktionalisierungen — oder Dekorierungen — der Terpene werden durch selektive, oft von P450s
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katalysierte, Oxidationen von C-H-Bindungen zu Alkoholen eingeleitet. Die Hydroxylierungen
ebnen den Weg fiir weitere Derivatisierungen zu Aldehyden, Ketonen, organischen Sduren, Estern
und Konjugationen. Somit nehmen P450s in der Synthese von biologisch aktiven Terpenen
Schlusselrollen ein und ihre Identifizierung und Charakterisierung ist nicht nur fur die
Grundlagenforschung interessant. Cytochrome P450 sind unter anderem an der Synthese von
bioaktiven Naturstoffen wie Gossypol ((+)-Cadinene-8-hydroxylase, CYP706B1) (Luo et al.
2001), Artemisinin (Amorpha-4,11-diene Oxidase, CYP71A1) (Bertea et al. 2005; Ro et al. 2006),
Taxol (mindestens sieben verschiedene P450s) (Kaspera and Croteau 2006) und am Katabolismus
von Abscisinsaure (Abscisinsdure-8¢-hydroxylasen, CYP707A-Familie) beteiligt (Schema 1)
(Finkelstein 2013). Die groRtechnische Produktion der genannten Naturstoffe mit Hilfe von
Methoden der synthetischen Biologie ist industriell interessant. Aus diesem Grund ist die
Charakterisierung der beteiligten P450s essentiell fur ihre Anwedung fiir Biosynthesen.

Gene fiir Terpensynthese und -funktionalisierung liegen sowohl in Pflanzen (Boutanaev et al.
2015), als auch in Pilzen (Lin et al. 2014), und Bakterien (Moody et al. 2012) oft gemeinsam in
Clustern vor. Bei der Suche nach neuen terpenoiden Naturstoffen ist der Ansatz auf Genebene
hilfreich. TSn und P450s lassen sich in sequenzierten Genomen mit Hilfe bioinformatischer
Methoden Uber ihre charakteristischen Motive identifizieren (Khatri et al. 2010; Cane and Ikeda
2012; Yamada et al. 2012; Rabe and Dickschat 2013; Dickschat et al. 2014). Die heterologe
Expression von TSn und P450s gehort heute zu den etablierten Methoden und hilft dabei,
einerseits die Funktion der entsprechenden Gene in isolierten Systemen zu untersuchen und
andererseits auch Screenings von TSh und P450s in Ganzzellsystemen auf eine bestimmte
Funktion hin durchzufiihren (Harada et al. 2011; Rabe and Dickschat 2013).

1.4.3 Die Cytochrome P450 aus Sorangium cellulosum So ce56

oxidieren eine Vielzahl unterschiedlicher Substrate

Der Stamm S. cellulosum So ce56enthalt mit 13.1 Mbp nicht nur eines der gréfiten sequenzierten
bakteriellen Genome (Schneiker et al. 2007), sondern mit 21 P450-Genen auch den gréRten Satz
an putativen Hydroxylasen im Reich der Myxobakterien (Khatri et al. 2011). Yogan Khatri
konnte in seiner Dissertation alle 21 P450-Gene exprimieren und einen Elektronentransfer mit
funktionellen Redoxpartnern nachweisen (Khatri 2009). Dabei stellte sich durch Arbeiten von
Kerstin Ewen das bovine Elektronentransfersystem aus Adrenodoxin (Adx) und
Adrenodoxinreduktase (AdR) fiir einige der P450s als das effizienteste im Vergleich zu allen
Kombinationen der endogenen Elektronentransferpartner heraus (Ewen 2010). Die Effizienz
konnte weiterhin durch das Ersetzen der AdR durch eine Flavodoxinreduktase (Fdr) aus E. coli
erhoht werden (Ringle et al. 2013).
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Obwohl (ber die physiologische Funktion der P450-Gene nur spekuliert werden kann, haben
Mitarbeiter des Institus fur Biochemie der Universitdt des Saarlandes in breiten
Substratscreening-Ansétzen verschiedene Substratklassen von Naturstoffen und synthetischen
Pharmazeutika mit P450s aus S. cellulosum So ce56 oxidieren kénnen. Darunter fallen Fettsduren
(Khatri et al. 2010), Steroide (Ringle 2013; Khatri et al. 2016), trizyklische Psychopharmaka
(Litzenburger et al. 2014), aber auch Kleine, fliichtige Riechstoffe aus den Klassen der
Norisoprenoide (Ly et al. 2012; Litzenburger and Bernhardt 2016) und Terpenoide (Khatri 2009;
Ly et al. 2012). Dabei fielen insbesondere CYP264B1 als Sesquiterpenoxidase und die CYP267-
Familie durch hohe Substratvielfalt und durch Oxidationsprodukte, die denen humaner P450s
entsprechen, auf (Tab. 2). So konnte die von Ringle beschriebene ,kleine Schatzkiste des
Sorangium cellulosum So ce56 zur biotechnologischen Anwendung von Cytochromen
P450% bereits teilweise erschlossen werden (Ringle 2013). Aktuelle Arbeiten beschéftigen sich
weiterhin mit dieser Fragestellung.
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Tabelle 2: Ubersicht (iber die S. cellulosum So ce56 P450s und ihre Substrate. Substrate sind Substanzen, deren Umsatz

in vitro oder mit Ganzzellkatalysatoren durch HPLC-, LC/MS-, GC/MS-, oder DC-Analysen nachgewiesen wurde.

Cytochrom Substratklasse Substrat Referenz
P450
CYP109C1 Nicht bekannt
CYP109C2 Nicht bekannt
CYP109D1 Fettsauren Caprinséure (Khatri 2009)
Tridekanséure
Oleanolséure
13-Methylmyristinsaure
15-Methylpalmitinsaure
Muyristinséure (Khatri et al. 2010)
Palmitinsaure
Laurinséure
Monoterpene Geraniol (Khatri 2009)
Nerol
(-)-R-Limonen
Norisoprenoide a-lonon (Khatri et al. 2010)
B-lonon
N-Heterozyklus Indol (Ringle 2013)
CYP110H1 Nicht bekannt
CYP110J1 Nicht bekannt
CYP117B1 Nicht bekannt
CYP124E1 Nicht bekannt
CYP259A1 Nicht bekannt
CYP260AL Norisoprenoide a-lonon (Ringle 2013)

Sesquiterpene

(+)-Nootkaton

Isolongifolen-9-on

(Ewen et al. 2009)
(Ringle 2013)

C18-Steroide

Ostron
3-Methoxydstron
B-Estradiol

(Ringle 2013)

C19-Steroide

Androstendion
19-Norandrostendion
11-Ketoandrostendion
Dehydroepiandrosteron
Testosteron
7-Methoxytestosteron
17a-Methyltestosteron
19-Nortestosteron

Testosteron Acetat

(Ringle 2013)

C21-Steroide

Progesteron
11-Deoxycorticosteron
Corticosteron

Cortison

Cortisol
11-Deoxycortisol

17a-Hydroxyprogesteron

(Khatri 2009)

(Ringle 2013)

Phenothiazine

Chlorpromazin

Promethazin

(Litzenburger et al. 2014)
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CYP260B1

Norisoprenoide

a-lonon
Isomethyl-a-lonon
n-Methyl-a-lonon
B-lonon
4-Hydroxy-B-lonon
p-Damascon

4-Damascon

(Ringle 2013)

(Litzenburger and Bernhardt 2016)

Sesquiterpene

(+)-Nootkaton

Isolongifolen-9-on

(Ringle 2013)

C19-Steroide

Androstendion
19-Norandrostendion
Testosteron
7-Methoxytestosteron
170-Methyltestosteron
19-Nortestosteron
Testosteron Acetat

(Ringle 2013)

C21-Steroide

Cortison

Corticosteron
11-Deoxycorticosteron
Progesteron

17a-Hydroxyprogesteron

(Ringle 2013)

CYP261A1

Nicht bekannt

CYP261B1

Nicht bekannt

CYP262A1

Nicht bekannt

CYP262B1

Nicht bekannt

CYP263A1

Nicht bekannt

CYP264A1

Norisoprenoide

a-lonon

B-lonon

(Ly et al. 2012)

O-Heterozyklen

4-Methyl-3-Phenyl-Cumarin

Flavanon

(Ringle 2013)

Dibenzazepine

Amitriptylin
Clomipramin
Imipramin

Iminodibenzyl

(Litzenburger et al. 2014)

Phenothiazine

Chlorpromazin

Phenothiazin

(Litzenburger et al. 2014)

CYP264B1

Sesquiterpene

(+)-Nootkaton
(+)-Valencen
Isolongifolen-9-on
Cloven
a-Humulen

a-Longipinen

(Ly et al. 2012)

CYP265A1

Nicht bekannt
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CYP266A1

Nicht bekannt

CYP267A1

Phenothiazine

Promethazin
Thioridazin

Chloropromazin

(Litzenburger et al. 2014)
(Kern et al. 2016)

Morphinan

Phenylpropanoid

Dextromethorphan
Haloperidol
Ibuprofen
Tamoxifen

Terfenadin

(Kern et al. 2016)

CYP267B1

Norisoprenoide

a-lonon
Allyl-a-lonon
Isomethyl-a-lonon
n-Methyl-a-lonon
7,8-Dihydro-a-lonon
B-lonon
Allyl-B-lonon
7,8-Dihydro-p-lonon
a-lron

a-Damascon
p-Damascon

4-Damascon

(Litzenburger and Bernhardt 2016)

Dibenzazepine

Amitriptylin
Clomipramin
Imipramin

Iminodibenzyl

(Litzenburger et al. 2014)

Phenothiazine

Chlorpromazin

Phenothiazin

(Litzenburger et al. 2014)

Promethazin
4-Aminochinolin Amodiaquin (Kern et al. 2016)
Phenylacetat Diclofenac
Phenylpropanoid Ibuprofen
Tetrazolderivat Losartan
Benzylisochinolinalkaloid (3S,5R)-Noscapin
Thienobenzodiazepin Olanzapin
Indolderivat Omeprazol

Imidazolinderivat
Alkaloid
Glinide

Oxymetazolin
Papaverin
Repaglinide
Retonavir
Tamoxifen

Terfenadin
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2. Vorarbeiten und Zielsetzung

Volatile Terpene pflanzlichen Ursprungs finden héaufig als Riechstoffe in der Parfiimerie
Verwendung, jedoch haben sich auch Bakterien als interessante Quelle flr volatile Terpene
erwiesen. Zu Beginn dieser Arbeit lagen verschiedene Hinweise auf die Rolle des
Myxobakteriums Sorangium cellulosum So ce56 als Produzent volatiler Sesquiterpene vor. Das
sequenzierte Genom von S. cellulosum So ce56 enthédlt Informationen (ber drei Typ I-
Terpensynthasen (TSn) (scel440, sce6369, sce8552) und eine Typ I1-TS (sce4636) (Schneiker et
al. 2007; Yamada et al. 2012). Inshbesondere die TS sce8552 fiel durch die unmittelbare Lage
neben dem Cytochrom P450 CYP264B1 (sce8551) auf (Khatri et al. 2011). Vorarbeiten zur
heterologen Expression und zum Substratumsatz von CYP264B1 zeigten, dass Sesquiterpene und
lonone durch dieses Enzym umgesetzt werden konnen (Ewen et al. 2009; Khatri 2009; Ly et al.
2012).

Ein Ziel dieser Arbeit war die ErschlieRung der Biosynthese neuer volatiler Sesquiterpene durch
S. cellulosum So ce56. Alle putativ an der Biosynthese von terpenoiden Naturstoffen beteiligten
Enzyme wurden funktional untersucht. Vollkommen neue Terpenstrukturen waren als Produkte
der TSn (sceld40, sce4636, sce6369 und sce8552) zu erwarten. Die Strategie schloss die
heterologe Expression von TS-Genen, in vitro Experimente mit gereinigten TSn und CYP264B1
sowie die Herstellung von Milligramm-Mengen der natirlichen Sesquiterpene mit Hilfe von
E. coli-basierten Ganzzellsystemen mit ein. Neben der Charakterisierung neuer Terpenstrukturen
stand die Frage nach der natirlichen Funktion des Genclusters aus der TS sce8552 und
CYP264B1 (sce8551) im Fokus. Dazu wurde das native Produkt der TS sce8552 identifiziert und
von CYP264B1 umgesetzt. Die in vivo Aktivitat der TSn und von CYP264B1 in S. cellulosum
So ce56 wurde durch einen Vergleich der gereinigten Terpene mit volatilen Extrakten des
Myxobakteriums verifiziert. Zur Beantwortung der Frage nach der Prdsenz weiterer natirlicher
Terpenene in S. cellulosum So ce56 wurden Umsdtze des TS sce8552-Produktes mit einem
ausgewahlten Satz weiterer Cytochrome P450 des Bakteriums getestet.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Erschliefung des biosynthetischen Potenzials der
insgesamt 21 Cytochrome P450 aus S. cellulosum So ce56. Beispielhaft dafiir wurde die
Bandbreite der von CYP264B1 oxidierbaren Sesquitepenstrukturen evaluiert. Neben dem nativen
Substrat von CYP264B1 (sce8551), dem Produkt der TS sce8552, wurden Strukturklassen der
Eremophilane, Humulane, Caryophyllane und Cedrane durch CYP264B1 oxidiert. Die
Oxidationsprodukte wurden identifiziert und damit die Selektivitdt des Enzyms flr bestimmte
Oxidationspositionen innerhalb der Kohlenwasserstoffskelette untersucht. Fiir die Umsétze wurde
ein E. coli Ganzzellsystem genutzt. Mit Hilfe des Strukturmodells von CYP264B1 (Ly et al.
2012) und der Molekulstrukturen von Substraten und Produkten konnten uber Docking-
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Experimente Aussagen Uber die Struktur-Funktions-Beziehungen bei der Oxidation der
verschiedenen Sesquiterpenklassen durch CYP264B1 getroffen werden.

Um die zentrale Frage nach der Relevanz der Substanzen als Riechstoffe zu beantworten, wurden
sowohl die hier erhaltenen natirlichen Sesquiterpene aus S. cellulosum So ce56 als auch die durch
CYP264B1 oxidierten Sesquiterpene in Kooperation mit der Firma Givaudan olfaktorisch
evaluiert Analog zu (Ublichen Strategien bei der Suche von neuen Riechstoffen, die
Derivatisierungen von bekannten Riechstoffmolekilen vorsehen, sind durch chemische Synthesen

unzugangliche oxidierte Sesquiterpene hdchstinteressante Kandidaten flir neue Duftkomponenten.

Die durchgefiihrte Arbeit flihrte zu drei Erstautor-Publikationen, die unter Kapitel 3 vollstandig

reproduziert sind. Weitere Manuskripte befinden sich in Vorbereitung.
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3. Wissenschaftliche Publikationen

3.1 ,,Characterization of the Gene Cluster CYP264B1-geoA
from Sorangium cellulosum So ce56: Biosynthesis of

(+)-Eremophilene and Its Hydroxylation”

A. Schifrin, T. T. B. Ly, N. Glinnewich, J. Zapp, V. Thiel, S. Schulz, F. Hannemann, Y. Khatri,
R. Bernhardt
im Original erschienen in ChemBioChem, 2015, 16, 337-344.

In dieser Publikation werden die funktionellen Untersuchungen des Genclusters bestehend aus der
Terpensynthase (TS) sce8552 (geoA) und dem Cytochrom P450 CYP264B1 (sce8551)
beschrieben. Dabei produziert die TS sce8552 als erstes beschriebenes Enzym das Sesquiterpen
(+)-Eremophilen, dessen  Struktur mit Methoden der Massenspektroskopie (MS),
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) und Réntgenbeugung analysiert wurde. (+)-Eremophilen
wird von CYP264B1 oxidiert und dient damit als sein natirliches Substrat. In diesem Teil der
Arbeit wurde die heterologe Expression und Reinigung von Terpensynthasen aus S. cellulosum
So ceb6 am Beispiel von sce8552 etabliert. Weiterhin wurden E. coli basierte in vivo
Ganzzellkatalysatoren ~ und  Reaktionbedingungen  fir  die  Biotransformation  von
Farnesylpyrophosphat (FPP) zu Sesquiterpenen entwickelt. Diese Arbeiten dienten als Grundlage

fir die funktionelle Analyse aller TSn aus S. cellulosum So ce56.
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Characterization of the Gene Cluster CYP264B1-geoA from
Sorangium cellulosum So ce56: Biosynthesis of
(+)-Eremophilene and Its Hydroxylation

Alexander Schifrin,” Thuy T, B. L}r,“' bl Nils Ginnewich,” Josef Zapp,"™ Verena Thiel,™

Stefan Schulz,” Frank Hannemann,”

Terpenaids can be found in almost all forms of life; howewver,
the biosynthesis of bacterial terpencids has not been inten-
sively studied. This study reports the identification and func-
tional characterization of the gene cluster CYP264E1-geod
from Sorangium cellufosum 50 ce56. Expression of the enzymes
and synthesis of their products for NMR analysis and X-ray dif-
fraction were carried out by employing an Escherichia coli
whole-cell conversion systemn that provides the geoA substrate
farnesyl pyrophosphate through simultanesus overexpression

Introduction

Terpenoids, the largest group of natural products, comprise
maore than 55000 different molecules. They are classified ac-
cording to the number of isoprene wnits in their structures.”
All terpenolds are biosynthesized by the mevalonate (MVA)
pathway in archashacteria and most eukaryotes, and by a me-
valonate-independent  pathway [methyl  erythrital  pathway,
MEF} im most eubacteria. Both pathways lead to the universal
linear precursors geranylpyrophosphate (GPP), farnesylpyro-
phosphate (FPP) and geranylgeranylpyrophosphate (GGPP)™Y
The astonishimg structural diversity of the terpenoids arises in
consecutive biosynthetic steps: terpene synthases (T55; or ter-
pene cyclases) conwvert the pyrophosphates into linear, mono-
or multicyclic terpenas (or terpene alcohols)?™ then, the ter-
penes are derivatized by terpene-maodifying enzymes, such as
cytechromes P450 (Scheme 1)
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of the mevalonate pathway genes. The geod product was
identified as a novel sesquiterpene, and assigned NMR signals
unambiguously proved that geoA s an (4+}-eremophilene syn-
thase, The very tight binding of (+}-eremophilense (~0.40 pwl,
which i also available in 5 ceffufosum 5o ce56, and its oxida-
tion by CYP264B81 suggest that the CYP264B1-geoA gene chus-
ter is required for the biosynthesis of (+l-eremophilene deriva-
tives,

Pl

BT,
palimay GPP
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acety-CoA ] { Tas T o
! FPP = o

GAP + @ 3
pymate T | > a
WEF GGRP @ -

patieay ] ey
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sd-nn anr,.mmm p.l:hwa"n. of terpenoids. GAP: glyceraldehyde-3.

phate; IFP; isop yipyrophosphste; DMAPP; dimethyla lhlpyrophos-
phm EPP geranyipyrophasphate: FPP: tamesylpyrophosphate; GGPP; gir-
anylgeramdgrophotphate; T55: tepend synthases: PA505: cytachicmas
P50

TSs share a common alpha-helical fold and two highly con-
served maotifs (the aspartate-rich motif DDXXDVE and the NSE/
DTE triad) in the active site; thess bind three essential divalent
cations (Mg In most cases) ™Y Sequence similarity betwesn
Tss is rather low. This explains the structural variety within the
active site and the broad spectrum of terpene skeletons.

Cytochromes P450s (heme monooxygenase enzymes] are
ubiguitcwsly distributed in all forms of life, They serve as the
mast important metabolizers of xenobéotics, and they are in-
volved in the biosynthesis of natural Drudl.lﬂﬁ-m The most
common reaction catalyzed by cytochromes P450 is the intro-
duction of an oxygen atom inte nonactivated carbon-hydro-
gen bonds, thereby resulting in hydroxylation of the sub-
strate™ The substrates, with various structures from simple al-
kames to highly substituted steroids and polyketides, are con-
verted regio- and steres-specifically by cytochiomes PasgPe '™
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Biosynthetic pathways involving both TSs and cytochromes
P450 are known in plants,"™"™ fungi™™ and more recently bac-
teria. ™" Volatile mono- (two isoprene subunits) and sesqui-
terpenoids (three oprens subunits) are postulated to serve as
means of chemical communication in animals, plants, insects,
and microonganisms -2

For industrial production, plant terpenoids are of particularly
high value,"* because of their wide application as flavors and
fragrances such as the grapefruit odorant |+)-nootkatone
(5cheme 2, 1B),"*™ as highly potent pharmaceuticals like the

Srhemae 2. Erernogphil. type

| senes: 1a (4Fvalencens; 1h
(+lriotkatone; T S-eplaristalactsng; 3 [—Faristolochens; 4 (—]-eremophe-
It 5 |4 levomaphilns.

taxanes in tumor therapy, ™™ and the anti-malarial drug arte-
misinin.™ Cytochrome P450s are able to perform terpenoid
hydroxylations™ ™ in a way that & superor to symthetic
cheristry concerning selectivity and efficlency™ ™ Escherichia
coll and Bacitus megaterium have proven to be valuable hosts
for in wivo cytochrome P450 bioconversions of terpenoids.”™
Heterologous combinations of TS and cytochromes P45D as
whale-cell biocatalysts show a high biosynthetic potential ™"

The increasing number of sequenced bacterial genomes™?
has revealed a large number of putative 75 and cytochrome
P450 genes™ The maost widespread bacterial TS genes are 2-
mathylisobomeol (2-MIB} synthase**¥ germacradienol/geo-
smin synthase, ™ and epi-sozizaene (EIZ) synthase!™'*%
However, the number of functionally characterized TSs has in-
creased only very recently!™** Because of the low sequence
similarities within the TS and cytochrome P450 families, it re-
mains impossible to determine their physiological roles only
from the available amino acld sequences. Functional character-
ization of the enzymes and structural analyses of thelr prod-
ucts are the only methods to elucidate their natural roles. The
most common approach for structural analyses of the volatile
tevpenoids is GC/MS in Bl mode combined with M5 databas-
e, like NIST®! or Massfinder™ and GC retention indices.
However, this technigue & not applicable for the identification
of new structures,

Here we report the functional analysis of a gene cluster con-
sisting of CYP26481 (sceB551) and the terpene synthase geoA
(sce8552) from the myxobacterium Sorangivm  cellulosum
S0 ceSs. CYP26481 is one of 21 cytochrome P450s in 5. ceflo-
sum 50 ce56,55% and has previously been shown to catalyze
selective hydroxylation of (+l-nootkatone (1b) and the noriso-
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prenoids - and frionone; however, smaller manoterpenes
and bigger diterpenes and steroids were not able to bind."™
geoA s one of three putative TS5 genes in 5 cellufosum
S0 56 The in vitro enzymatic activity of geod was exam-
imed, and E coli whole-cell systems for the production of
higher yields of the geof and CYP26481 products were devel-
oped. In addition, the molecular structure of geoh was eluci-
dated by 'HMMR, “C NMR, ZD-NMR, GC/MS, X-ray diffraction,
and polarimetry; the in vive CYP264B1 products were analyzed
by GC/MS.

Results and Discussion

Bisinformatic analysis of the gene sequences, and wector
construction

In the genome of 5 celllosum So ceS6, a TS5 gene (sceB552) i
located 63 bp downstreamn of CYP26481 (sceB551), thus sug-
gesting & putative gene cluster for T5 and cytochrome PASD,
ORF 5ceB552 (annotated geoA in the NCBI database) is predict-
ed to be a germacradienol/geosmin synthase***" Both the
aspartate-rich motif (B1-DDAYD-B5) and the NSE triad (231-
NOYFSLGKE-239) are present within its aming acid sequence.

For averexpression of gead and CYP26481, their nucleic acid
sequences were optimized by employing the JAVA Codon
Adaptation Tool (httpyfwww.jcat.del™ and the Rare Codon
Caltor  (hitpy/people.mbiuclaedufsumchan/caltorhiml). Al
E colf rare codons were replaced.

In addition to their expression wectors (pET_geoA and
pET22b_CYP2E4B1), vectors pAC-MwGo (Figure 1A) and pET-

A o Ecofl
- cm" st Adx
e Fpr
\ e
Go PACMNGD | L s
ki e

Sipal

- sewvA . Céo

7t Hacal

Figure: 1. A} pAC-MviGo for geod product synthesis, and B pETC4aFA for syn-
thaesis af the oddiped geod product in E ool wholecsll systems; Gene ai-
bresviations: Go: geok; Cdo: CYPR64E1; Fpr: £ coli feredodn reductase; Ad:
B towrus advenodoxin,

CaoFA (Figure 1B) were constructed for E. coll whole-cell con-
version systems. For in vivo geol synthesis, MVA pathway
genes from Streptomyces sp. strain CL190 were co-expressed.
For in vivo sesquiterpene oxidation by CYP264B1, the heterolo-
gous electron-transfer system consisting of Fpr and Ads™ was
used for the co-expression.

Protein expression and purification
The purification of both TS and CYP2Z64B1 was performed by

affinity chromatography. In SD5-PAGE the masses of purified TS

© 0000 Wikey-WUH Verlsg GmbH &Co. KGak, Weinham
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Figure 1. Analysis of purified proteins: &) SO5-PAGE of purified geok gene product (Geaf) and purified CYP264B1; M: protein marker. B) U-visihle absorbance
spectrum of cuidized CYP26481 i jusa) i—) and (4)-eremophilens (175 jis) bound CYP2S4E1 (-----1. ©) CO-difference spectrum of CYFIEAE1.

(=40 kDa) and CYP2R4ET [~45 kDa) were in 3 good agreemaent
with their predicted maolar masses (38 and 46 kDa, respectively;
Figure 2A), The UV-visible spectrum of CYPI64B1 showed
& characteristic Soret peak at 417 nm (Figure 28], The observed
CO-difference spectrum was stable for 1-2 min and did not
show any appearance of a 420 nm peak (Figure 2C), whereas

the 450 nm peak increased with time.™ The yield of
CYP264B1 after the purification, as determined by
the  CO-difference  spectrum  rethod,  was
864 nmol L~

Product analysis

A functional analysis of the gene custer CYPF26481-
geoA was conducted by structural characterization of
the enzymatic products. In the first step, in vitro con-
version by purified TS5 was performed to determine
the mobecular masses by GLMS. Then, E coli whale-
cell conversion systems were used for the producticn
af milligram guantities of the GeoA and CYP264B1
products for NMR and X-ray diffraction analyses.

In vitro conversion of FPP by geod

In vitro conversion of FPP by the geoA T5 resulted in
a single 204 Da product [Figure 3A), which corre-
sponds 1o a sesquiterpene with the chemical farmula
C,4H,, (Figure 3B). A comparison of the E-M5 data of
the sesquiterpens with the NIST Database [MIST/EPAS
MIH Mass Spectral Library, Data Vershon NIST 05) gave
eremophilene and valencene as the first two prefimi-
mary hits; both compounds have an eremophilane
skeleton (Scheme Z). The GCMS nan of (+-valencene
(1), as an internal standard, showed that the geof
sesquiterpene product and 1a are different com-
pounds (Figure 3C). Therefore, 1a was exchuded,

In vive conversion of mevalonolactone by geoA

For a detailed structural analysis of the TS sesquiter-
pene product by NMR and X-ray diffraction, milligram
quantities were produced in wive with an E coli

ChamoCham DODO, 00, -0 www.chembiochem.org

whale-cell systern and mevalonolactone as the substrate,
rather than FPP (expensive with and tedious and time consum-
ing purfication of the sensitive terpene synthasel. Thus, E calf
was transformed with vector pAC-MvGo, which harbars MR
pathway genes from Streptompces sp. strain CL190 as well
geoA. The purified TS and the strain produce the same single

Al T5 peosuct B} a1

T

00 105 110 115 120 4125 130 50 w180 o

1 mea
& |+ vakencena
P | oo
i
||T5:mmd
I .F..J'I i

e s 10 1S 128 125 130
1 min

o (TS product

1
TV makirgaroaaned
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Figure X, Total fon chromatog MCs) of terpencics ciitairsd by GOMS, A)TIC of the
in wivo conwersion of mevalonolactone with £ ool harboring pAC-MeGo, B) Mass spec-
trum of the TS sequiterpene product. O} TIC of the in vivo cormversion of mevalonalac-
tene with E coli harboring pAC-MyGo with |4 ealencens (18] a3 internal stardard.

0} TiC of the in wive cormversion of the TS sesquiterpene product with £, cofl harboring
pETC4aFA. E) Mass spectrum of the monohydroxdated feponidized TS product. F) TIC of
i 5 cellulosam 50 cR56 eXbacE.
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sesquiterpens product with & mass of 204 Da. The yield of the
purified {+)-eremophilene was -19mg L™ per day in E colf
cell culture.

Structural analysis of the T5 sesquiterpene product

UCH NMR, 20 MMR and X-ray diffraction anabyses of the puri-
fied sesquiterpene confirmed its relative sterecchemistry in ac-
cordance with the structure of eremophilense (enantiomer 4 or
5).

The specific rotation of the purified product was determined
as (ol =+131.7 (c=1.0, CHCL,). The absolute value i thus in
agreement with previously reported data for enantiomer [—}
eremophilene (4) [[u]f = — 142,50 Therefore, the purified ses-
quiterpene was unambiguously identified as (+)-eremophilens
{5; Figure 4; Figures 51-57 in the Supperting Information).

Figure 4. Crystal struscbure of |+ eremophilers |5) at the 50 % probabdlity
level; gray arows indicate key HMBC counling interactions (H —<C); the come
plete set of HMBL interactions are given in Scheme 51 and Figure 56

Therefore, the TS s considered a (+)-eremophilene synthase.

A multitude of eremaphilane-type sesquiterpenes have been
isolated from different plant species and structurally ehscidated
by NME, including the (+}nootkatone (1b) precursor (4}va-
lencene (1a)"" S-epiaristolochens (20, the precursor of the
phytoalexin capsidiol ™" (—)-aristolochene (31" and (—)-ere-
mophilene (41" The structure of 4 has been a topic of discus-
sion in a multitude of publications,™ 7 bacause the MMR
signals from the nonfunctionalized hydrocarbons have similar
chermical shifts and coupling constants. Mone of these studies
gave a complete assignment of the comesponding atoms in
the 'H MMR spectrum,

When Hochmannowd et al. first described the structural amal-
ysls of erernophilene lsolated from Petasites officinalis and Peta-
sites albus, the NMR data were sufficient to show the existence
aof a trisubstituted double bond and an exo-lsopropylidens
group ™™ Piers and Keziere obtained 4 by chemical synthesis
and explained properly its configuration. "H NMR signals could
clearly be assigned for H-1, H-12, H-13, H-14, and H-15"** as
confirmed by Krepinsky et al,™ and Joulin and Konig "
However, because of multiple coupling and superposition of
the 'H NMR signals, the assignment for the secondary and ter-
tiary carbons was hindered. Although MEF and co-workers syn-
thesized wvarious eremophilane dervatives (including 4) and
compared them by assignrnent of their C NMR spectra, there
is ambiguity in the assignment of the signals of C-B and £-29
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The present work included HSCQC (Figure 55), and HMBC
(Figure 56) data for 5 (Figure 4), the enantiomer of 4, thus
completing Mafs work for the assignment of the signals for
tertiary carbon atoms C-4 and C-7, and secondary carbons C-8
and C-9. In the HMBC spectrum, the H-13 signal (4 =1.71 ppm,
brs, 3H) shows *J coupling with C-11 (4= 14999 ppm] and *J
coupling with C-12 (d=108.20 ppm), as well as the signal at
i =38.46 ppm, which can only belong to C-7. The signal from
the two H-3 couples were wia °f with C-1 (4 =120.43 ppm), C-5
{4 =38.04 ppml, and C-15 {4 =20.19 ppml, and via 2 with C-2
=254 ppm) and C=4 [ =36.94 ppm), Thus, the "'C signal
at 3694 ppm s exhibited by C-4. The adjacent carbon atoms
{8 and 9] couple with each other's H atoms via 21,

The "% signal at 26.37 ppm couples with H-1 (§=5.32 ppm],
H-7 [#=201 ppm) and the 'H signals at 1.67 and 155 ppm,
which are bound to the carbon atom st 30,05 ppm. These "M
signals (besides the "C signal at 28.37 ppm) couple with C-6
d=39.73 ppml, C-7 (4=3846 ppm), C-10 |4 = 14402 ppm),
and C-11 (3= 14999 ppm), The peak a1 2B.37 ppm belongs to
€4, and the peak at 30,05 ppm belongs to C-8 (Figure 4).
Thus, we unambiguously deterrmined all 'H and "C NMR sig-
nals for § (Table 1). The product was obtained as single crys-
tals, which were subjected to ¥-ray diffraction. The result con-
firmed the MM data,

Table 1. NMR data: Chemical shifts and multiplicites of |+ l-eremaphiliens
in EBCL, H HME (500 Miz), "C NMR (125 MHz) (Figure 51-54).
C atom "HZ NME [ i ppmi] 'H MMAR [4 im ppm, m)]
1 12043 53%, m

F 2541 20 m:z 183, m

] mm 143, /. IH

4 36.94 1.50, mi

5 3804 -

& InTE 151, m. 2H

T 38.45 201, m

8 3005 14T, m; 185 m

49 2857 237, m; 1594, m

10 144.02 -

n 145.99 =

12 108.20 AT0 m; 468 m

13 21,52 171, br & 3H

14 2019 090, 5, 34

15 1600 0E5, . J=645 He, 3H

Mast Importantly, (+eremophilensa (5) was also detected as
one of the most abundant among a multitude of sesquiterpe-
nolds in the cell extract of 5 celwlosum So ce56 (Figure 3F).
This confirms the importance of this new compound in myxo-
bacterial metabolism,

Binding and conversion of {+]-eremophilene (5] by
CYP25481

For the characterization of CYP264B1, purified 5 {{(+)-eremephi-
lene, its natural substrate) was employed for binding and con-
version studies. The binding of 5 with CYP264B1 showed
& high spin shift (-99%: Figure 2 B), and very tight binding was
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Figure 3. Spectral change of CYP26481 with wvarnous concentrations of
{+leremophilens; insot: spectral shifts induced by |+ |-sremophilens bind-
ing to CYP2GEH1.

observed (K, 040 pw; Figure 5. Both findings suggest the
physiological relevance of 5§ as a geoA product. During in vivo
conversion, at beast six products were observed in the extrac-
tion of 5§ (Figure 30). The most abundant one (1, = 15.E min,
Figure 2D} had a monoisotopic mass of 220 Da, which comre-
sponds to a monohydroxylated or epoxidized sesquiterpene
with the formula €, H:O (Figure 3E). The same product was
also observed in an extract of a whole-cell system containing
two strains, one harboring the plasmid pAC-MvGo and the
ather with pETC4oFA (data not shown ). We also observed mul-
tihydroxylated products Po-P, (Figure 300 during the in vivo
conversion of 5. However, because of the low abundance of
the products, the precise masses could not be accurately mea-
sured, (Figure 58-512), Although we attempted to purify the
manohydroxylated (+}eremophilene product, we could not
abtain it in a sufficient amount because of degradation or deri-
vatization during the purification. Mevertheless, none of the
CYP264B1 products were detected in a cell extract of 5. cefwlo-
surm 56 ce56 (Figure 3F), thus suggesting further conversion or
derivatization of the products by this bacterium.

Conclusion

‘\We have proven the functional role of the gene cluster consist-
ing of geoA and CYP264B1 from the mysobacterdum 5. cellwlo-
surm 50 oe56 by structural analysis of its sesquiterpenoid prod-
ucts. The geod TS synthesizes the previously undescribed ses-
quiterpene (4)-eremophilene [5); the sesquiterpene hydroxy-
lase CYP264B1 converts this compound into various products,

To the best of our knowledge, this is the first description of
an (+l-eremaphilene synthase and its product (S), which is the
matural substrate of CYP264B81. Although Ghalib et al. reported
the presence of 5 in the CHCY, extract of Cinmamomum imers,
only GCO/MS-TOF was employed for the analytical approach
and product characterization. As this technique is not suitable
for the determination of absalute stereschemistry, an unam-
biguous identification of 5 was not performed™ The detec-
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tian of 5 as one of the most imporant sesquiterpencids in the
wolatile fraction of the 5. celfulosum S0 ce56 extracts proves its
importance in myxobacterial metabalism (Figure 3F)

CYP26481 oxidizes § (it physiclogical substrate] 1o various
products (Figure 30). The most abundant product has a mass
af 230 Da, thus suggesting a manohydroxylated or epoxidized
(+-eremophilene derivative (Figure 3E). It is likely that this
mizlecule is an imtermediate in the biosynthesis of multioxi-
dized eremophilanes or ather (+]-eremophilene derivatives.

An eudesmane-type sesquiterpene adenoside with antibac-
terial properties has  been  isolated from 5 cellufosum
KM1003.* The fungal multioxidized eremophilene derivative
sporogen-AD 1 has been found to have cytotoxic, phytatoxic,
and antiviral properties.™ ™ Oxidized plant eremophilanes in-
cluding petasins have been reported to have anti-inflammato-
o™ and cytotonic effects™

Myxobacteria are known producers of terpenoids™ " In the
genome of 5 cellulosim 50 c656, & terpens pathway gene clus-
ter i also evident,™" thus probably highlighting a need far the
T5 product. As myxobacteria are known to form fruiting bodies
upon starvation,”™ single cells need to communicate in arder
to facilitate the complex lifestyle,™ and the emission and sens-
ing of such volatile terpenes could be a mechanism of chemi-
cal communication. Trace amounts of eremophilene have also
been detected in the volatiles extracted from another myxo-
bacterial species, Chondromyces crocatus, though its stereo-
chemistry has not been elucidated ™ |—Erermophilens () has
been isolated from a mubtitude of plants™ ™" |t was also
found in extracts of the coral Plexaurela fusifera, ™ and has
been synthesized by different chemical methods ™™ This
work proves the existence of pairs of enantiomers of natural
products: the [—enantiomer in plants and the {+]-enanticmer
one in bacterium. This provides indirect proal of parallel evalu-
tian of enantiocomplementary TS encymes in different species,

Experimental Section

Bininformatic analysis of the gene sequences: The coding se-
quence Tor CYP264B1 (sesBS51) was identified previously™ ™ The
sequences of the genes in immediate proximity of CYP2E481 were
deterrnined by using the BLAST algorithe (hitp-/blast nebinlm.-
nif.gow/Blast.ogh. The open reading frame sceB552 (geod) showed
sequence dmilanties with terpene synthases and was further inves-
tigated for the conserved aspartate rich DOXXIDVE) motif and NSE/
DTE triad, (NIHOMXSTIXXIAIIVEL

Maolecular cloning: For the genes geoh and CYP26481, E colf ex-
pression wectors (pET_geod and pET2Zb_CYP264B1) and wectors
for E cofi based whole-cell conversion systems (pAC-MvGo, pET-
C4oFA) were constructed, geoA was amplified PCR from genomic
DA of 5 celfuloswm 5o ceS by wsng forward primer 5'-cca atc
ata ggt cat cig atc gaa cta gog-3 (Mdel restriction site in italics) and
reverse primer 5°-0ca atg oge I g tga g9 tga tgg tga tgr cca
geg coe scq ate &3 (Hindlll site in italies). The purified PCR prod-
et was inserted into PET-170 {Irvitragen) at Mdel and Hindll sites
to create pET_geod. For the constrection of vector pAC-Myizo, a se-
quence-optimized geoA gene flanked by restriction sites Spel and
Hindll (Life Technolegles) was synthesized and cloned at the same
restriction sites into the pAC-My vector ™™ which was generously
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provided by Prof. Dr. Morihiko Misawa (Ishikawa Prefectural Univer-
sity, Ishikawa, Japan). The CYP26481 expression vector pET22b_
CYP264BE1 was obtained by cloning the sequence-optimized
CYP26481 gene flanked by restriction sites Ndel and Hindill [Life
Technologies) at the same restriction sites into pET-22b (Invitro-
gen). The vector pETC4oFA was constructed from three fragments:
Ndel/Hindil-flanked CYP26481, EcoRiHindill-digested pET_maa™"
and MdelEcofll-digested pET-17h.

Expression and purification of the geof and CYP264B1 gene
products: & single colony of £, coll BLI1IDEY) or C4300E3) cells co-
transformed with pET_geed and Gro12_grofS-groEL™ or pET22b_
CYF26481 was grown ovemnight in Mutrient Broth | (5ifin Diagnas-
tics)  containing  ampicllin 00 EgmL™")  and  kanamycin
(50 pgmL=") at 37 "C with shaking. Terrific Broth medium [250 mL)
containing these antibiotics in a 2 L Edenmeyer flask was inooulat-
ed with overnight culture {15 mlL} and grown under the same con-
ditions until the absorbance (A.,) reached 0.6-110. Expression of
proteins was Induced with isopropylfi-o-thiogalactopyranoside
{IFTG; 1 muma); for the expression of CYP2G6481, S-amincdesulinic
scid (05 mim) was added to support herme synthesis. The cultunes
weere left for 48 h at 28°C with shaking (100 rpm), CYP26481 was
purified as described before™ For the purification of geod, cells
were harvested by centrifugation (100004, 10 min, 4°C) and then
resuspended in Tris-HOl buffer (50 mm, pH 7] containing MaCl
{500 mm), imidazole (2.5 mu), mercaptoethanol (10 ma), glycerol
10%, wil, and Tween 20 (1%, wvl, then lysed on ice with lyso-
zyme (T50pgml=", 1hl The cell suspension was centrifuged
(12000g, 20min, 4°C), and the supernatant [containing the TS)
wias Inaded on TALON resin [Clontech). The TS was purified accord-
ing to the manufacturer's instructions. Purity of the fractions was
assessed by SDS-PAGE The pure fractions were pooled and loaded
on PDR10 oolumns (GE Healthcare) for buffer exchange (HEPES
buffer (500 pl, 50 mM, pH 7.5} containing dithiothreital (2.5 mm),
BagCl, (10 rma), KC| (10 rrsi), and glyeeral (10%, widl. The TS was
wsed immediiately after purification, CYPR4B1 was stored at
=207C until further use,

Determination of the cytochrome P450 concentration: The con-
centration of cytochrome P450 was determined at room tempera-
e i a UVZ100PC double-bearn spectrophotometer [Shimadeu
Kyoto, Japan), based on the reduced CO-difference specira
methad ™ The enzryme in potassiom phosphate buffer (10 mm,
pH 7.4] with glycerol (20%) was reduced with a few grains of
sodium dithionite and divided into two cuvettes. The baseline was
recorded between 400 and 500 nm, The sample cuvette was bub-
bled gently with carbon monoxide far 1 min, and a spectrum was
recorded. The concentration of functional CYP2E461 was estimated
by WBING Fagem =91 muw~em "

In witro TS activity assay: The terpens cyclase assay was conduct-
ed n HEPES buffer [500 pl, 50 meas, pH 7.5) containing dithiothnei-
tod [2.5 maa), MgCl, (10 mua), KC1 (10 mm), and gheceral (1009, v
with the purified geoA gene product and FPP (10-30 pm). The
assay was overaid with n-hexane (500 pl) to trap the volatle ter-
penes and incubated for 1h at 30°C; the enzymatic reaction was
stopped on ice. After incubation, the assay mibiture was mixed vig-
oroushy, centrifuged (140004, 1 min), and the hexane phase was
remaved. The sample was extracted a second time, and the com-
bined hexane phases were concentrated (200 ul) wnder a stream
of N, and analyred by GC/MS.

E. coll whole-cell conversion of mevalonolactone to (+}-eremo-
philene (5 A single colony of E coll C43(DE3) cells wansformed
with pAC-MvGo {or pAC-Mvy for the negative control] was grown
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awernight in  Mutrient Broth 1| containing  chloramphenical
130 pgmlL~") at 377C with shaking (100 rpml. Terrific Broth medium
{100 mL) containing chioramphenicod (30 p.grrll."b ina 1L baffled
flask was inoculated with owemight culture {1 mLl, and cells were
grown under the same conditions until A, reached 0.6-1.0. Ex-
pression was induced with IPTG (1 mm), mevalonolactone (500 ps)
was added, and the flask was closed tightly, The cultures were left
for 24 h at 30°C with shaking (100 rpm]). Conversion was stopped
by cooling the flask on lce, and the products were extracted twice
with ethyl acetate. The combined organic phases were dried owver
Mgs0, and evaporsted to dryness. An aliquat (2 mLl af the arganic
phase was concentrated (200 pl) under a strearm of Ny and ana-
Wred by GO/ME. The whole-cell conversion extracts were kept at
—20°C unitil purification.

Spin-state shift and (+}-eremophilene binding: The spin-state
shift upon (+)-eremophilene binding was assayed at room temper-
ature under serobic conditions in an UV-2101PC UW-Yis scanning
photometer (Shimadou) equipped with two tandem cuvettes con-
taining CYF26481 (1 pM) as previously described™ The dissoca-
tion constant (K of [(+l-eremophilene for CYPI6481 was caboulat-
ed with SigmaPlot 9.0 (Systat Software, San lose, CA) by fitting the
prak-to-trough difference against the substrate concentration to
the non-linear tight-binding quadratic Equation (1)

AA = (A [ 2E] (K, + [E] + [S]1—{ (K4 + [€] + [S])*—4 [€] [S]}"}

where AA is the observed peak-to-trough absarbance difference at
each substrate addition, A, is the maximoem absorbance differ-
ence at substrate saturathen, [E] Is the total concentration of
CYF26481, and [5] Is the (4+}-eremophilene concentration.

E. coll whole-cell conversion of (+)-eremophilene (5) to oxidized
eremophilenes: A single colony of E coli C43{DE3} cells trans-
formed with pETCAoFA was grown overnight in Nutrient Brath |
containing  ampicillin_ (100 pgml~"} at 37°C  with shaking
(100 rpm). Terrific Broth medium (100 ml] containing ampicillin
{100 pgmL™"] in a 1 L baffled flask was inoculated with 1 mL of the
owernight culture, and cells were grown under the same conditions
wuntil Ay, resched 06-1.0. Expression was induced with IPTG
(1 mul, and S-aminclevulinic ackd (0.5 mm) was added. After 24 h
at 30°C with shaking (100 rpm) the cells were hanvested by centri-
fugation (4000g) and resuspended in potassium phosphate buffer
(100 mL, 50w, pH 7.49) containieg glycerol (4%, wil. [+)-Eremo-
philene (5, 200 pu], IPTG (1 ma), and S-aminolevulinic acid
(05 mm) were added, and the conversion was carried out for an-
other 24 h at 30°C with shaking (100 rpm) in a seabed bafled flask
The reaction was stopped by cooling the flask on ice, and the
products were extracted twice with ethyl acetate. The combined
organic phases were died over Mg50y and evaporated to dryness.
An aliquot (2 mb) of the organic phase was concentrated (200 L)
under a stream of Ny and analyzed by GC/MS. The whole-cell con-
weriion extracts were kept at —20°C until purification.

GL/MS analysis of the 5. cellulosum So ceSé volatiles: 5. celfulo-
swm 50 ce36 was grown in liquid MD 1 mediom as described
befgre™ The cultures were connected to a dosed-loop stripping
apparatus, the wolatiles were collected for 24 h, and then analyzed
by GOMAS, according 1o the method of Fuhlendorf et al™

GL/MS analysis of the produced terpenoids: Each sample was an-
alyzed in a Foous GO/DSQ I GOMS spectrometer (Therma Scientif-
ic) equipped with an HP-5 capillary colemn (25 mx033 mm id,
0.52 prn film; Agilent Technologies) with the following conditions:
inlet pressure, 50 kPa; column flow, 10 mLmin™; injection volume,
1 pL; transfer lime, 2807°C; electron energy, 705 eV The tempera-
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ture gradient was 50°C for 1 man, increasing (10°C min™') 1o
3M0°C, and holding at 310°C for 5min joperated in splitless
mode). The camier gas was He (1 mbLrmin~"). Mass Spectra werne re-
conded owver md 35-350.

Product purification and characterization: Products for purifica-
tion were obtained from in vive comversions in a total reaction
wolume of 19 L (4l-Eremophilene (5) was purified on silica gel
with an isecratic eluent mixture of n-hexane and athyl acetate
{58:1), The fractions containing the product were identified by TLC
in a solvent tank containing the same eluent and stained with ani-
saldehyde. The obtained product (12 mgl was used for NMR char-
acterization. The NMR spectra of the product were recorded in
COCl; with a DRX 500 NMR spectrometer (Brukerl. Al chemical
shifts (4 in ppm] are relative to CHCL, at &= 724 ('H NMR) or CDCI,
at & =77.00 ppm ("C NME). The 20 NMR spectra were recorded as
gradient-selected-{gs-] HH-COSY, gs-MOESY, gs-HSOC, and gs-
HMBC. The optical rotation of 5 was analyzed on a model 241 Po-
larimeter [PerkinElmer) with (4 valencens (1 a] as the standard.

X-ray diffraction of 5: Crystaks suitable for single-crystal X-ray anal-
yils were obtained at —20°C. The data were collected at —140°C
on an AXS XB Apex CCD diffractometer (Bruker) with graphite-
monochromatized Cu Ko radiation. Frames of 057 oscillation were
exposed, thus deriving data in a 0 range of 2-634" [completeness
~98%). Unit cell: orthorhombic, P2,0,3, o=~6043304), b=
7.7094(4), c=27274(2) A, 1271.96(13) A", Structure solution and full
least-squares refinement with anisotropic thermal parameters of all
non-hydrogen atoms and free refinement of the hydrogen were
performed in SHELC™ The final refinerment resulted in 81 = 0027,
The absolute structure could not be determined reliably
CCDC 1009046 contains the supplementary crystallographic data
for this paper. These data can be obtained free of change from The
Cambridge Crystallographic Data Centre via wawwooodc cam.acuky
diata_request/cif
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3.2 ,,New Sesquiterpene Oxidations with CYP260A1 and
CYP264B1 from Sorangium cellulosum So ce56”

A. Schifrin, M. Litzenburger, M. Ringle, R. Bernhardt,
im Original erschienen in ChemBioChem, 2015, 16, 337-344.

Die in diesem Artikel zusammengefassten Arbeiten beschaftigen sich mit der mdglichen
Anwendung der (+)-Eremophilenoxidase CYP264B1 zur selektiven Hydroxylierung von
Sesquiterpenen verschiedener Strukturklassen. Das Enzym erwies sich als selektive allylische
Hydroxylase von Eremophilanen, Humulanen, Caryophyllanen und Cedranen. Zum Vergleich
wurde ihm CYP260A1, ein weiteres Cytochrom P450 (P450) aus S. cellulosum So ceb6,
gegeniiber gestellt. CYP260A1 setzt oxidierte Sesquiterpene zwar effizienter, jedoch weniger
selektiv um als CYP264B1. Die Arbeit zeigt das Potential von neuen bakteriellen P450s zur

selektiven Funktionalisierung volatiler Kohlenwasserstoffe auf.

37



New Sesquiterpene Oxidations with CYP260A1 and
CYP264B1 from Sorangium cellulosum So ce56

Alexander Schifrin,” Martin Litzenburger,” Michael Ringle,” Thuy T. B. Ly,* " and

Rita Bernhardt*™

Introduction

Sesquiterpenes are a group of natural products biosynthesized
either through the mevalonate pathway or the methylerythritol
pathway!! Although all sesquiterpenes contain 15 carbon
atoms (C,,) and derive from the common precursor farnesyl
pyrophosphate (FPP) through bloconversion catalyzed by ter-
pene synthases (TPSs)™ they display highly diverse branched,
mono-, bi-, and tricyclic hydrocarbon skefetons.™ Physiological
derivatization is conducted by other enzymes, most often cyto-
chromes P450 (P450s),! so that 89.5% of all known sesquiter-
penes are derivatized™ P450s are external monooxygenases.
They selectively introduce molecular oxygen into non-activated
C~H bonds, and this makes them very powerful for applica-
tions in synthesis as a complement to chemical methods.'

Lightly derivatized sesquiterpenes are volatile and serve for
plants as a means of chemical communication either for de-
fense or for attraction of pollinators.” Mankind has discovered
plant sesquiterpenoids as highly valuable flavors and fragran-
ces, ™ and multiply oxidized derivatives as antitumor™ or anti-
malaria agents."

Recently, bacterlal sesquiterpenes have been studied more
intensely:"- their physiological functions remain a topic of
discussion."” Nevertheless, bacterial sesquiterpene biosynthe-

[a] A Schifrin, M. Litzenburger, Dr. M. Ringle, Dr. T T. B. Ly,
Prof Dv. R Bermbordt
Ur ieat des des, Slochem
Compus 82.2, 66123 Saarbricken (Germany)
E-mall: ritatern®muxuni-soariand de

[b] O T.T.8 Ly
Institute of Siotechnology
Vietnam Acodemy of Science and Technology (VAST)
18-Hoang Quoc Viet, Hanol (Vietnam)

B Supparting information for this articke is avmiloble on the WWW under
hrip /e Boi.org/10.1002/chic. 201500417,

sis pathways have been identified as analogous to those in
plants, including conversion of FPP by TPSs and derivatization
of the hydrocarbons by P450s/™'® In a similar way, smaller
monoterpenes (C,,) and bigger di- (C,) and triterpenes (C,,)
are synthesized."!

Obtaining valuable terpene intermediates Is an important
challenge, because they often do not accumulate in the host
organisms. Chemical synthesis is also often inefficient or unse-
lective. An increasing knowledge of biosynthesis pathways has
thus led to the evolution of synthetic biology as a tool for the
production of valuable terpene compounds."* Crucial steps in
the synthesis of oxidized sesquiterpenes are catalyzed by
P450s™ Consequently, whole-cell biocatalysts are designed for
efficient P450-mediated derivatization of sesquiterpenes. The
hydrocarbon precursors or low-priced mevalonate pathway
intermediates are used as substrates."*'® P450s of microbial
origin have shown to perform commerdially interesting ter-
pene oxidations."™ For biosynthetic purposes they could repre-
sent an efficient alternative to plant P450s, because they show
generally high expression rates in Escherichia coll, and their
combinations with electron-transfer proteins are readily avail-
able as bacterial whole-cell catalysts,"”

Previously, we have identified the CYP106 family from Bacil-
lus megaterium as di- and triterpene hydroxylases ™™ We
have also revealed the biosynthetic potential of CYP105A1
from Streptomyces griseolus. It mediates the direct conversion
of the diterpene resin abietic acid to its 15-hydroxy derivative,
a key precursor of 15-hydroperoxyabietic acid, thus allowing
a nine-step chemical synthesis to be avoided.””

Because bacterial P450s are able to perform these reactions,
we have previously established P450-based E. coli whole-cell
catalysts for in vivo terpene oxidations ™ and have opti-
mized the electron transfer onto bacterial P450s.* Seeking for
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niew wersatile sesquiterpene-derivatizing P450s, we turned to
the myxobacterial strain Sorangium cellwosum Soce56. It is
commonly found in upper soil fractions close to plant roots
and possesses one of the largest bacterial  gemomes
{13.1 Mbp), including 21 functicnal P450 genes with great po-
tenitial for biosynthetic applications, =

Among them we found two sesquiterpene-converting en-
oymes: CYP2S0AT owidizes the grapefruit flavor (4)-nootka-
tone ™ whereas CYP2ZE481 i a native [+leremophilens hy-
dromylase, ! which was also shown to convert other sesquiter-
penes of different parent structures™ While further exploiting
the sesquiterpens derivatization potential of these P450s, we
treated them with a broad range of sesquiterpenes for conver-
shon. The current work reveals CYP260A1 and CYP264B1 to be
versatile sesguiterpene oxidases, and compares their substrate
specificities and selectivities. As substrates we chose monocy-
clic humulanes and their bicyclic caryophyllane derivatives, bi-
cyclic eremophilanes, and tricyclic cedranes (Scheme 15 It was
demonstrated that CYP2E0AT efficiently converts axygenated
sesquiterpenes and that CYP26481 regioselectively introduces
allylic alcohol functions.

Scheme 1. Hpdmcarbon skeletors of the fesquiterp
CYPREOAT- and CYP264B1-mediated derdvatization.

Results and Discussion

For conversions of a broad range of sesquiterpene substrates,
the (4+l-nootkatone oxidase CYP26041°% and the native
{+-eremophilens hydroxylase CYP264B1%7 wers selected from
a range of 21 functional 5 celwoswm SoceSs cytochromes
Pas0™ The readily avallable E col-based P450 whole-cell cata-
lysts allow cost-efficient conversions on a milligram scale for
structural analysis of the major products by NMR spectroscopy,
in addition to GC/MS =21

Four  structural  classes  of  sesquiterpens  substrates
{5cheme 1) were chosen for conversion tests with CYP260A1
and CYP264B1. Pairs of substrates were used from the classes
of eremophilanes, humulanes, and cedranes. The eremaophi-
lanes (+)-nootkatone (Scheme 2, 1) and (4}valencene (4], as
wiell as the humulanes rerumbone (6) and o-hurmulens [12),
represent pairs of hydrocarbons and their coresponding ke-
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tones, The cedranes (4-3015cedren-2-0l (16) and o-cedrens
(21) differ in the hydrowy function at C-4 and in the paosition of
a double bond: between carbon atoms 3 and 4 or 3 and 15,
respectively. fi-Carvophyllene (14} i related 1o 12; however, it
is less flexible due to the additional intramolecular bond be-
twean C-2 and C-10, which forrms a strained cyclobutane ring.

CYP260A1-dependent conversion of sesquiterpenes

CYP2EOAT converts the sesquiterpene ketones (4)-nootkatone
{5cheme 2, 1) and serumbone (6], as well as the allylic sesqui-
terpene alcohol (4+)-3(15)cedren-4-ol (16). Whereas 1 is 62%
consumed, the other two substrates are converted completely
whder the expermental conditions (Scheme 2, column 2). The
tested non-oxidized hydrocarbon sesquiterpenes (compounds
4,12, 14, and 21) are not corverted by this PA50.

The extract from the whole=cell conversion of 1 by
CYP260A1 contains six products. fts main product was deter-
mined 1o be d-hydroxynootkatone (2, 61% selectivity;
Scheme 2, line 1). Addition of [+}valencene (4) to the whole-
cell catalyst gave no conversion. The humulane-type renum-
bone (6) was converted quantitatively into four different prod-
wcts, Each of these oxidation products bears a hydroxy func-
tion at the C-5 atom and an epoxide group between the
atoms C-2 and C-3 [compounds 7=10; S5cheme 2, line 3), Two
of the products, B and 9, are isomers, with a saturated bond
between (-6 and C-7. In the fourth product, compound 10,
this initial double bond & epoxidized, The hydrocarbon a-hu-
mulene (12) and the related f-caryophyllene (14) are not oxi-
dized by CYF260A1. From the group of cedrane-type sesquiter-
penes, CYP260AT oxidized (+)-3015)cedren-4-al {16) 1o four
products, all hydroxylated at position 9 (compounds 17-20;
Scheme 2, line 6).  Additionally, the conversion aof 16 by
CYP260A1 affected the double bond between C-3 and C-15,
which was either epoxidized in compound 18 or reduced in
compound 20. The allylic alcohel function of 16 at C-4 can be
oxtidized to a ketone, in compounds 19 and 20

Owerall, CYP260A1 catalyzes sesquiterpene conwversion for
eremophilane-, humulane-, and cedrane-type structures, into
a multitude of products in each case. The presence of oxy
functions seems to be imperative, because non-derivatized hy-
drocarbon sesquiterpenes 4, 12, 14, and 21 are not oddized.
Under the defined reaction conditions, the substrates are effi-
ciently converted amd often oxidized at different positions
{compounds 7-10 and 17-20). The selectivities are rather bow,
with 61% selectivity for the oxidation of 1 to 2 being the high-

Scheme 1. Overview ol the sesquiterpens comersions medised by
CYFIG0AT ared CYPIEHBT: stnactures of the tevied sesquiterpers subsirates
(rchuding names) and the determined products finduding selectivites). The
product stnscbunes wene determired by NMRE and confirmed by GLMS.
Functionalizations introduced by the Pa50s are represented in bodd. The
yiekds and selectivities were caloulsted on the basis of GOMS and HPLC
VAT pesk aress. Fie charts for the degrees of substrate conwersion include
substrates (white], structurally determined main products (black], and urde-
termined side prodwcts (grayl. nd.: not determined. [a] The substances 3
and anctbee (4l-noatkatone procuct coukd mat be complitely separated by
GL/MSE: 84% refers 1o the sum of both products.
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est (Scheme 2, column 2), However, it has to be taken into ac-
count that the reaction conditions have not been optimized to
obtain higher selectivities,

The introduced oxy functions in the humulanes 7-10 and
the cedranes 17-20 are situated at considerable distances
from each other. Thus, several binding modes for the sub-
strates and intermediate products seem to be possible. This is
also the case for 1, because four out of its six products are
monohydroxylated (results not shown). The conversion of 6 is
likely to begin either with hydroxylation at C-5 (compounds 7-
10) or with the epoxidation of the C-2=C-3 double bond (akso
compounds 7-10). It s likely to be completed with saturation
of the C-6=C-7 double bond (compounds 8 and 9) through
the epoxide intermediate 10. Compound 16 is first hydroxylat-
ed at C-9 (compounds 17-20); further reaction steps involving
oxidation of the 4-hydroxy group (compounds 19 and 20) as
well as epoxidation and reduction of the C-3=C-15 double
bond (compounds 18 and 20) do not seem to be conducted
in a defined order,

CYP264B1-dependent conversion of sesquiterpenes

In contrast to the experiments with CYP260A1, each of the
tested sesquiterpenes was converted by CYP264B1, with the
exception of (+)-3(15)cedren-d-ol (Scheme 2, 16). All of the
determined products—compounds 3, 5, 11, 13, 15, and 22—
contain allylic hydroxy groups.

CYP26481, a native (+)reremophilene hydroxylase, oxidized
{4)-nootkatone (1) and its non-oxygenated precursor (4)-va«
lencene (4), the C-7 epimer of (+)-eremophilene (Scheme 3,

SeNPY.

Schy 3. Sesquitery derivatives of the tested substrates. (4Eremophi-
lone (23) is the native substrate of CYP26481.77 (S€)-humulena-2,3.6,7-diep-
axide (24) has been shown to have anti-acetykholi ivity ™

23). In vivo conversions of 1 produced mainly 13-hydroxynoot-
katone (3) along with two side products {Scheme 2, line 1).
Compound 4 was oxidized to 15 different products, with 13-
hydroxyvalencene (5) as the main product (58% selectivity,
Scheme 2, line 2). Both of the humulane-type substrates zer-
umbone (6) and a-humulene (12) were hydroxylated at posi-
tion C-5 with selectivities of 96 and 90%, respectively
(Scheme 2, lines 3 and 4), The humulane-related fcaryophyl-
lene (14) was also selectively converted into its 5-hydroxy de-
rivative 15 (83 % selectivity, Scheme 2, line 5). Relative to those
of the eremophilanes, the selectivities for humulane and caryo-
phyllane conversions are remarkably high. Even the native
CYP264B1 substrate (4}-eremophilene (23) is convernted into
six different products.”™ For products obtained from both ere-

mophilane- and humulane-type substrates, the levels of con-
version were higher and more selective for the keto derivatives
1 (97% conversion, three products) and 6 (100%, two prod-
ucts) than for the non-oxidized hydrocarbons 4 (76%, 15 prod-
ucts) and 12 (58 %, three products; Scheme 2, column 3). Com-
pound 16 was the only substrate that could not be oxidized
by CYP26481. In contrast, this P450 converted (-cedrene (21)
into its 15-hydroxy derivative 22, introducing a primary allylic
alcohol function. Steric hindrance in binding of 16 might have
been due to the hydroxy group at C-4 or the terminal double
bond between C-3 and C-15. This might affect the difference
between the conversions of 16 and 21.

Overall, it can be stated that CYP26481 is a highly selective
sesquiterpene hydroxylase. It produces allylic alcohols (at posi-
tion C-5) from the humulanes 6 and 12 and also from caryo-
phyllene (14). In the cases of the eremophilane-type substrates
1 and 4 it shows increased 13-hydroxylation activity, likewise
producing allylic alcohols. For these structural sesquiterpene
classes, the regioselectivity of the hydroxylation does not seem
to be affected by the presence of a carbonyl function or by
the higher flexibility of humulanes in relation to caryophyllene.
However, a carbonyl group enhances the catalytic activity of
CYP264B1 towards eremophilanes and humulanes: hydrocar-
bon substrates 4 and 12 are converted less efficiently and less
selectively than their keto derivatives 1 and 6. For cedranes,
the presence of a 4-hydroxy group and a change in a double
bond (16 in comparison with 21} abolish the catalytic function
of CYP264B1.

Comparison of CYP260A1 and CYP264B1

Both P450s—CYP260A1 and CYP26481—have shown their ver-
satilities in oxidizing sesquiterpenes. All of the four structural
classes of sesquiterpenes employed as substrates (Scheme 1)
were converted either by one or by both of the enzymes. This
indicates that the active sites of the P450s form cavities large
or flexible enough for the binding of these structurally diverse
sesquiterpenes.

Sesquitérpenes possessing  oxygen-containing  functional
groups (Scheme 2, compounds 1, 6, and 16) serve as sub-
strates for CYP260A1, whereas the corresponding hydrocar-
bons are not converted. Thus, this enzyme is likely to bind the
substrates through hydrogen bonds. Its oxidation reactions
show high promiscuity, producing several products in similar
amounts (compounds 7-10 from 6, compounds 17-20 from
16) by oxidizing each substrate at different positions. Wild-
type CYP260A1 therefore seems a rather poor candidate for se-
lective sesquiterpene oxidation, However, it does hydroxylate
sesquiterpenes at chemically inert positions {compound 1 at
C-4, compound 16 at C-9). In analogy to previous studies with
CYP106A2,™ rational mutagenesis of CYP260A1 could be con-
ducted to increase its selectivity. The conversions of 1, 6, and
16 demonstrated in this study represent suitable model reac-
tions for this purpose,

CYP26481 converts all of the employed substances, whether
they are oxygenated or non-oxygenated hydrocarbons, except
for (+)-3(15)-cedren-4-ol (16). The enzyme’s active site seems

Chem&oChem 2015, 16, 2624 - 2632
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1o be governed by hydrophobic residues, able to bind unpolar
sesquiterpene hydrocarbons. However, the ketones 1 and 6
are converted more efficiently and more selectively than their
non-oxidized parent sesquiterpenes 4 and 12. This might be
explained by hydrogen-bond-directed preorientation of the
substrate ketones in the active site. A computational model of
1 bound to CYP26481 shows binding of the carbonyl group to
the backbone amide of Met286* CYP264B1 shows high selec-
tivities for C-5 hydroxylation of the humulanes 6 and 12 as
well as for fi-caryophyllene (14). Therefore, neither the 8-keto
function nor the greater flexibility of humulanes in relation to
the related caryophyllanes have an effect on the regioselectivi-
ty of the hydroxylation. Eremophilane-type substrates are con-
verted into a multitude of products, mainly hydroxylated at C-
13 (compounds 3 and 5). The occurrence of some side prod-
ucts, which has likewise been observed for the physiological
substrate (+)-eremophilene,”” is probably due to reactions
taking place in the E, coli whole-cell catalyst. CYP26481-mediat-
ed in vitro hydroxylations of 1 and 4 have been shown 1o pro-
duce only one and four side products, respectively™ Thus,
CYP264B1 is a selective sesquiterpene oxidase, which is able to
functionalize a broad range of substrate structures. In general,
sesquiterpene olefins of every hydrocarbon skeleton type
should be considered as substrates for CYP264B1.

Taken together, both P4505—CYP260A1 and CYP264B1—
should be considered for oxidation studies of further sesquiter-
pene classes. Whereas wild-type CYP26481 is selective for allyl-
ic hydroxylations, CYP260A1 needs to be engineered to per-
form reactions with higher selectivities.

Filling gaps in the range of sesquiterpene oxidations

Most of the bacterial P450s that have been functionally investi-
gated and found to oxidize sesquiterpenes are contained in
biosynthetic clusters of different species,”** including . celiu-
losum Soces6, close to TPS genes” Sesquiterpene-oxidizing
P450s that are not clustered with TPS genes include CYP10981,
which performs the commercially attractive conversion of 4
into 1,”* CYP102A1 (P450,,) and CYP154ET, which both oxi-
dize 1 to form 3, 25, and 26 (Scheme 4), and the cyanobacteri-
al CYP110 family** CYP110€1 hydroxylates 6 to various prod-
ucts, although yielding mainly 27 and 28 (Scheme 5)."
Compounds 1 and 6 are the most widely studied sesquiter-
penes in terms of bacterlal P450-mediated selective oxidations.
The existing choice of tools, however, covers only a few oxida-
tion positions of model substrates 1 and 6, In this study we
provide a new product—(45)-hydroxynootkatone (2)—through
hydroxylation of the chemically inert C4 of 1. We also provide
another way to access the primary (+}Fnootkatone alcohol 3.
Previous studies have shown only allylic hydroxylation prod-
ucts 3 and 26 and the epoxide 25 (Scheme 4)/“~“ Oxidation
of 6 leads even to a greater variety of described products.
Here, we contribute a new selective hydroxylation by
CYP264B1 to yield 5-hydroxyzerumbone (11) and the multiply
oxidized CYP260A1 products 7-10 (Scheme 5). The side prod-
ucts of the CYP260AT- and CYP264B1-catalyzed reactions in-
clude new and unidentified structures. Further development
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Scheme 4. Oxidation products of (4)-nootk (1) obtained
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of 1 ta 3, 25, and 26 were conducted by Sowden et al.'* by Kolev et al *
and by von Bahler e al**"
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Sch 5. Onidh products of bane (6} ob d through trest-
ment with different bacterial P450s. The products identified in this study
and the enzymes used are shown in bold. The derwvatization of 6 by treat-
ment with CYP110ET and CYPIO2ZAIFETY was conducted by Makino et al ™"
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based on the previous succesdful engineering studies of
CYP10281.°" CYP101M and CYP106A2™ and induding the
P450s that have been used in this study should lead to further
changes in reaction selectivities, and consequently, to expan-
sion of the range of sesquiterpene products.

Applications of the oxidized sesquiterpens products

Ouidized eremophilane- and humulane-type sesquitenpenes
have been shown to exhibit various pharmaceutically interest-
ing activities. Compounds 3 and 11 are inhibitors of NO pro-
duction In Interferon- and lipopolysaccharide-induced
RAW264.7 macrophage cell.* ™ Compound 3 and other oxi-
dized dervatives of (+l-nootkatone (1) inhibit proliferation in
human cancer cell lines AS49 and HL-60." The oxidized zer-
umbone (6] products T-10 are structurally close to (96)-humu-
lene-2,3.:6,7-diepoxide (< Scheme 3, 24), a promising anti-ace-
tylcholinesterase agent for the treatment of Alzheimer's dis-
eare ™ Compounds 7-10 could thus be tested for similar func-
tions. Generally, the introduction of functional groups by P450s
paves the way for further derivatizations. Selectively oxidized
sesquiterpenas might serve as lead structures for the develop-
ment of compound lbraries for screening for biological activi-
Ties.

Another important field of application for oxidized sesquiter-
penes is that of flavors and fragrances. Introducing an alcohol
or keto function significantly alters the olfactory properties of
natural terpene hydrocarbons and artificial sesquiterpene-like
ketones™ Selectively oxidized sesquiterpenes could thus
serve for structure—odor relationship studies. "™

Conclusion

The incresasing industrial demand for cuddized sesquiterpencids
as pharmaceuticals, flavors, and fragrances requires synthetic
methods for selective oxidation of their hydrocarbon precur-
5005 ¥ Tha methods of organic synthesis are often not able
to meet this need, due to low efficiencies and selectivities. Cy-
tochromes PA50 from plants ane known as native terpene oxi-
dases™"™ However, bacterial P450s have been litthe studied for
sesquiterpene derivatization until now. In this study we have
focused on conversions of a structural variety of sesquiter-
penes by the two P450s CYP2S0AT and CYP2G481 from 5 cel
Iulosim Soce56. Three structural sesquiterpens types—eremo-
philanes, humulanes, and cedranes (Scheme 1}—were convert-
ed by both of the enzymes, The humulane-related caryophyl-
lene (Scheme 2, 14) was selectively hydroxylated by CYP2E481.
Using the model substrates (4)-nootkatone (1) and zersmbone
{6), we were able to produce the new oxidized derivatives 2
and 7-11, complementary to products formed by other P450s
{5chemes 4 and 5).

We also observed side products in the conwversion analyses
{5cheme 2), but these were not produced in sufficient amounts
for structural analysis by NMR spectroscopy. The activity of
CYP264B1 might be improved and the selectivities of both
CYP260A1 amnd CYP264B1 increased by engineering through
different mutagenesis technigues™ " in this way, new oxi-

CHEMBIOCHEM
Full Papers

dation positions could be sccessible, to build up & toolbox for
selective sesquiterpene derivatization with the aid of P450s.
P450 expression can be efficiently coupled with the MVA path-
way and TPS genes in terpene-producing straing 1o ted
CYP260A1 and CYP254B1 for osidations of commercially un-
available sesquiterpenes ™ Cadinane- and cubebane-type
sesquiterpenes, which have recently been discovered as prod-
ucts of a 5, cellulosum Soce5s TPS™ represent potential new
substrates for CYP260AT and CYP2EA81.

Overall, CYP260AT and CYP2E4B1 have been shown to be
versatile oxidases, able to convert various structural sesquiter-
pene classes. Therefore, both P450s are promising oxidases for
other sesquiterpene types. CYP264E1 is a highly selective allylic
hydrosylase, derivatizing oxidized and non-oxidized substrates.
CYP260A1 excusively converts oxy-sesquiterpenes, producing
unselective product mixtures. It is, however, valuable for its
ability to hydroxylate chemically inert carbon atoms (com-
pound 1 a1 C-4, compound 16 at C-9), and could be engi-
neered 1o achieve higher selectivities.

The oxidized sesquiterpenes obtained in this study have
been shown to exhibit antiproliferative [compound 3% and
WO=synthesissinhibiting (compounds 3 and 11) abilithes.**
The products 7-10 are structurally close to the acetylcholines-
rerase-inhibiting agent 247" and, therefore, likely to show simi-
lar properties. The oxidized sesquiterpenes can serve as precur-
sors for compound libraries for the improvement of these
pharmaceutically interesting properties. Because oxidation can
change the odor of a fragrance compound, ™ the obtained
products should be tested for their qualities as flavors and fra-
grances, and they could be used for structure-odor relation-
ship studies,

Experimental Section

Enzymes and chemicals: The substrate o-cedrene was provided
by Dv. Fanny Lambert {¥. Mane & Fils, Bar-Sur-Lowp, France), and fi-
caryophyllens was peovided by Prol Dr. Danitle Werck-Reichhan
(University of Strasbourg, France], Isopropyl fi-o-1-thiogalactopyra-
naside (IFTG) and S-aminolesulinic acid were purchased from Car-
bolution chemicals (Saarbribcken, Germary). Bacterlal media were
purchased from Becton Dickinson [Heidelberg, Germanyl. All other
chemicals were obtained from standard sources in the highesst
purity available,

Strains: The E coif strain BL21-Gold{DES) for the whole-cell conver-
sions wai purchaied from Agdent Technologies, and the E colf
strain C43(DE3] was purchased from Lucigen Corp. (Middleton,
USAL

Expression wectors: The redox partners Fpr and Ade, .. were
used for the E coli-based whole-cell conversions. CYP2E0A1
(pET17h) was applied with the dust vector [pCDF dFA) coding for
Fpr and Adx, " whereas a tricistronic vector (pETC4oFA) cading
for CYP26481, Fpr and Adx, e was used for the CYP26481-depen-

dent conversions, ™!

Media: Terrific broth medium consisted of (per liter HO) yeast ex-
tract (24 gl, peptone {12 gl glycerol (4 mL), KHPO, (231 g), and
KH,PO, (1254 g).
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MICA medium consisted of (per liter H,0) NaHPO, (6 g), KH, PO,
{3 g), NaCl (0.5 g), NH.CI (1 g}, casamino acids {4 g), glucose {4 g),
CaCly (1w, 50 pb), MgSO, (1M, 2mL), and trace elements solution
{2mL, trace elements solution contained {per S0 mL H,0) EDTA
{25 g), FeSO, (250 mg), ZnCl, (25 mq), and CuSO, (5 mg)].

E. coli-based whole-cell conversions with CYP260A1: The experi-
ments were performed with £ coll BL21(DE3) gold cells. The cells
were transformed with two plasmids, one for CYP260A1 (pET17b)
and the other for the redox partners Fpr and Adx. ., (PCDF dFA).
The overnight culture was prepared in nutrient broth containing
ampicillin (100 pgmlL~") and streptomycin {50 pgml~"). The main
culture with MICA medium was Inoculated with the overnight cul-
ture {dilution 1:100) and incubated at 37°C in sealed baffled flasks.
The induction of the comresponding genes was initiated by adding
IPTG (1 mm) and S-aminolevulinic acid (0.5 ms) when the optical
density reached =09, and the culture was grown further at 28°C.
After 21 h of expression, the temperature was set to 30°C, and the
substrates (50 mam stock solution In EtOH) were added to a final
concentration of 200 pm. The reaction was carried out for 48 h
under the same conditions, quenched by addition of the same
volume of ethyl acetate, and extracted twice, The organic phases
were collected, pooled, and concentrated to dryness. The obtained
extracts were stored at —20°C until purification.

E. cofi-based whole-cell conversions with CYP26481: E coll
CA3(DE3) cells were transformed with the tricistronic vector pET-
CdoFA and grown ovemight in nutrient broth containing ampicillin
(100 pgmi ") at 37°C. Terrific Broth medium containing ampicillin
(100 pgmL"} was inoculated with the overnight culture (dilution
1:100} and grown under the same conditions untif the optical
density reached =09. The expression was Induced with isopropyl
fro-1thiogalactopyranoside (1 mam) and  S-aminolevulinic  acid
(05 mm). After shaking for 24 h at 30°C, the celis were harvested
by centrifugation (4000g) and resuspended in potassium phos-
phate buffer (50 mm, pH 7.4) containing glycerol (4%). The sub-
strates (200 pm), BTG (1 mwm), and 5 aminolevulinic acid (0.5 mm)
were added, and the conversion was carried out at 30°C for a fur-
ther 24 h in sealed baffled flasks. The reactions were stopped by
cooling at 4°C for 30 min, and then the same volume of ethyl ace-
tate was added. The products were extracted twice, and the organ-
ic phases were pooled and concentrated to dryness. The extracts
were kept at —20°C until purification.

Purification of the products: The extracts of a-cedrene, fi-caryo-
phyllene, (+)-3(15)-cedren-d-ol, a-humulene, and (+)-valencene
zerumbane (CYP260A1-dependent ¢ ion) were dissolved in
ethyl acetate and loaded on a silica gel column, Mixtures of ethyl
acetate and hexane were used as mobile phase. The ratios of these
solvents are substrate-dependent: f-caryophyllene (ethyl acetate/
hexane 19), a-cedrene (1:99), (4)-3(15)-cedren-4-ol (8:2), a-humu-
fene (1:9), (#)-valencene (5:95), and zerumbone (82 for the
CYP260A1-dependent conversion). The collected fractions were an-
alyzed by thin-ayer chromatography (silica gel on PET) with the
same solvent mixture as the mobile phase. The separated com-
pounds were stained with p-anisaldehyde for detection" The ob-
tained products were pooled, concentrated to dryness, and pre-
pared for the analysis by GO/MS or NMR spectroscopy.

The extracts of (+)-nootkatone (CYP260A1-dependent conversion)
and zerumbone (CYP264B1-dependent conversion) were purified
by preparative HPLC. A system consisting of a PU-2080 HPLC
pump, an AS-2059-SF autosampler, and a MD-2010 multi-wave-
length detector (Jasco, Gross-Umstadt, Germany) was used. The
products of (+]-nootkatone were purified with a reversed-phase

Nucleodur 100-5 C18 column (250x5 mm, Macherey-Nagel,
Diren, Germany) and use of A)water containing acetonitrile
(10%), and B) pure acetonitrile as mobile phase. A gradient from
30% to 90% B was used for the separation of the comesponding
products, The product of CYP26481-dependent zerumbone conver-
sions were purified with an unmodified VP Nucleodur 100-5
column (250x10 mm, Macherey-Nagel) and use of hexane and
ethyl acetate as mobile phase, The zerumbone product was sepa-
rated under Isocratic conditions (ethyl acetate/hexane 28). The
product-containing fractions were pooled, concentrated to dryness,
and prepared for furthes analysis by GO/MS or NMR spectroscopy.

GC/MS analysis of the products: GO/MS analysis was performed
with & system consisting of an AVAS 3000 autosampler, a DSQI
quadrupole, a Focus GC column oven (Thermo Scientific), and
a HP-5 ms capillary column (25 mx0.32 mm id,, 0,52 ym film, Agi-
lent Technologies). The compounds were analyzed under the fol-
lowing conditions: inlet pressure 50 kPa, column flow 10 mLmin™',
injection volume 1 ul, transfer line 280°C, electron energy 70.5 &V,
splitless mode. The starting oven temperature was 50°C for 1 min;
then the temperature was Increased by 10°Cmin~" to 310°C and
held for 5 min. The carrier gas was He with a flow of 1 mLmin~".
Mass spectra were recorded in a m/z range of 20-350.

HPLC analysis of the (+)-nootkatone conversion by CYP260A1:
HPLC analysis was performed with a system consisting of a PU-
2080 HPLC pump, an AS-2059-SF autosampler, and a MD-2010
multi-wavelength detector (Jasco). A Nudeodur 100-5 C,, column
(125x4 mm, Macherey-Nagel) was used at 40°C. The mobile
phase consisted of A) a mixture of water and acetonitrile (90:10),
and B) pure acetonitrile. The samples were dissolved In a mixture
of water and acetonitrile (7030) and separated by use of the
following gradient with a flow rate of 0.8 mLmin~': 30% solvent B
for 1 min, linear increase to 90% for 8 min, maintained for 1 min,
mmediate decrease to 30%, maintained for 5 min. (4)-Nootkatone
and lts oxidation products were detected at 254 nm.

NMR analysis and data for the obtained products: NMR spectra
were recorded in CDCl, with a Bruker DRX 500 spectrometer (Insti-
tut fir Phamazeutische Blologle, Universitat des Saarlandes). The
2D NMR spectra were recorded as gs-HH-COSY, gs-HSQC, and gs-
HMBC. AN chemical shifts are relative to CHCI, or CDC, (A=
77.00 ppm for "C NMR, 4 =7.24 ppm for 'H NMR) with use of the
standard & notion.

(45)-Hydroxynootkatone (2): 'H NMR (500 MHz, CDCL): &= 124 (s,
3H; H14), 1.26 (s, 3H; H-15), 1.36 (m, 1H; H-83), 1,62 (ddd, J=
130, 3.0 and 3.0 Hz, 1H; H-6a), 1.73 (s, 3H; H-13), 1.85 (m, 1H; H-
8b), 1.96 (dd, /=130, 13.0 Hz, 1 H; H-6b), 2.31 (dddd, /=155, 130,
3.0, 30Hz, 1H; H-7), 242 (dd, J=17.0, 1.0 Hz, 1H; H-33), 243 (m,
1H; H-%a), 251 (m, 1H; H-9b), 2.76 (d, J= 17 Hz, 1H; H-3b), 473 (s,
2H; H-12), 583 ppm (brs, H-1); "CNMR (125 MHz, CDCLy =208
(C13), 22.4 (C-14), 23.4 (C-15), 30.8 (C-8), 33.1, (C9), 359 (C-6), 404
(C-7), 445 (C-5), 49.0 (C-3), 75.9 (C-4), 1094 (C-12), 1245 (C1),
149.1 (C-11), 167.0 (C-10), 1973 ppm (C-2),

13-Hydroxynootkatone (3): The NMR data for this compound are
presanted in Ly et al™

13-Hydroxyvalencene (5): 'H NMR {500 MHz, CDCI,): =085 (d,
J=64 Hz, 3H; H-15), 093 (s, 3H; H-14), 0.97 (d, J=128Hz, 1H; K-
6a), 1.19 (m, 1H; H-8a), 1.40 (m, 3H; H-3, H-4), 1.B0 (m, 1H; H-8b),
1.89 (m, 1H; H-6b), 1.92 (m, 1H; H-2a), 205 {m, 1H; H-9a), 208 (m,
1H; H-2b), 229 (m, 2H; H-7, H-9b), 4.11 (d, J=6.1 Hz, 2H; H-13),
486 (5, 1H; H-12a), 500 (s, TH; H-12b), 532 ppm (m, TH; H-1);
VCNMR (125 MHz, CDCL): &= 156 [C-15), 185 (C-14), 259 (C-2),
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27.1 (C-3), 327, (C-9), 336 (C-8), 367 (C-7), 379 (C-5), 409 (C-4),
454 (C6), 653 (C-13), 1079 (C-12), 1204 (C-1), 142.7 (C-10)
154.1 ppm (C-11),

2,3-Epoxy-5-hydroxyzerumbone (7): 'HNMR (500 MHz, CDCL,):
3= 1.06 (5, 3H; H-12, H-13), 1.28 (5, 3H; H12, H-13), 1.21 (s, 3H;
H-14), 1.29 (m, 1H; H-4a), 1.42 (m, 1H; H-1a), 1.91 {m, TH; H-1b),
1.97 (d, /=15 Hz 3H; H-15), 263 (m, 1H; H-4b), 2.74 (dd, J=11.2,
1.7 Hz, 1H; H-2), 458 (m, 1 H; H-5], 592 ppm (d, J=97, 1.5 Hz, 1H;
H-6), H-9 and H-10 were not present; ''C NMR (125 MHz, CDCL):
=126 (C-15), 168 (C-14), 240 and 29.7 (C-12 and C-13), 359
(C-11), 42.6 (C-1), 47.6 (C-4), 59.3 (C-3), 627 (C-2), 649 (C-5), 128.7
(C-9), 142.5 (C-7), 144.4 (C-6), 161.3 (C-10), 2027 ppm (C-8).

6,7-Dihydro-2,3-epoxy-5-hydroxyzerumbone 8 'H NMR
(500 MHz, CDCLY: 8=1.13 (s, 3H; H-12, H-13), 1.24 (s, 3H; H-12,
H-13), 1.18 (s, 3H; H-14), 1.18 (d, /=68 Hz, 3H; H-15), 1.33 (m, 2H;
H-4a, H-1a), 189 (m, 2H; H-6a, H-1b), 2.08 (d, J= 133 Hz, 1H; K-
4b), 2.16 (dd, J=157, 3.3 Hz, 1 H; H-6b), 2.63 (m, 1 H; H-2), 2.79 (m,
TH; H7), 333 (dd, J=102 69 Hz 1H; H5), 6.25 (d, /=160 Hz,
1H; H9), 629 ppm (d, J=160Hz, 1H; H-10); "CNMR (125 MHz,
CDCIY: d=126 (C15), 17.5 (C-14), 234 and 296 (C-12 and C-13),
36.1 (C-11), 40.4 (C-1), 42.7 (C-6), 44.7 (C-7), 510 {C4), 59.1 (C-3),
605 (C-2), 66.3 (C-5), 128.0 (C-9), 150.4 (C-10), 204.0 ppm (C-8),

6,7-Dilydro-2,3-epoxy-5-hydroxyzerumbone  (9): 'H NMR
(S00 MHz, CDCLY: e 113 (s, 3H; H-12, H-13), 1.25 (s, 3M; K12,
H-13), 1.21 (d, J= 7.0 Hz, 3H; H-15), 1.22 (s, 3H; H-14), 131 (m, 1H;
H-4a), 1.34 (m, 1H; H-1a), 1.70 (m, 1H; H-63), 1.80 (dd, J=151,
1.7 Hz, TH; H6b), 1.86 (m, TH; Hb), 213 (d, J=135Hz 1H;
H-4b), 261 (m, TH; H-2), 2.63 (m, 1H; H-7), 332 (m, 1H; H-5), 625
{d, J=161Hz, TH; H10), 633ppm (d J=161Hz 1H; HI);
CNMR (125 MHz, CDCL,): &= 16.7 (C-15), 175 (C-14), 235 and
29.7 (C-12 and C-13), 363 (C-11), 398 (C-1), 454 (C-6), 464 (C-7),
50.2 (C-4), 593 (C-3}, 60.1 (C-2), 68.1 {C-5), 124.9 (C-9), 151.2 (C-10),
206.5 ppm (C-8).

2,3:6,7-Diepoxy-5-hydroxyzerumbone (10): 'H NMR (500 MHz
CDCly)k: A 115 {5, 3H; H-12, H-13), 1.25 (s, 3H; H-12, H-13), 137 {3,
3H; H-14), 1.37 (m, 1H; H-4b), 1.51 (dd, J =143, 112 Hz, 1H; H-1a),
1,69 (5, 3H; H15), 1.97 (m, TH; H-1b), 260 (m, 1H; H4b), 2,65 (dd,
J=113,15Hz, 1H; H-2), 278 (d, /=90 Hz 1H; H6), 3.74 (m, 1H;
H-5), 5.95 (d, J=172Hz, 1H; H9), 683 ppm (d, J=172Hz, 1H;
H-10); "'C NMR (125 MHz, CDC1): =166 (C-15), 17.6 (C-14), 25
and 30.1 (C-12 and C-13), 35.3 (C-11), 416 (C-1), 44.7 (C4), 581 (C-
3), 61.7 (C-2), 65.2 (C-5), 65.9 (C-6), 66.7 (C-7), 126.4 (C-9), 1600 (C-
10), 197.2 ppm (C-8).

5-Hydroxyzerumbone (11); "H NMR {500 MMz, CDCL): &= 106 (s,
3H; H12, HA3), 108 (s, 3H; H-12, H-13), 1.54 (s, 3H; H-14), 190 (s,
3H: HA5), 190 (m, TH; Ha), 233 (m, 1H; H4a) 234 (¢, J=
128 Hz, 1H; H-1b}, 274 (m, 1H; H-4b), 4.62 (m, 1H; H-5), 5.28 (brd,
J=109Hz, 1H; H-2), 579 (d, /=98 Hz, TH; H6), 588 (d, /=
165Hz, 1H; H-10), 598 ppm (d, J=165Hz, 1H; H-9); “CNMR
(125 MHz, CDCLk A= 12.2 (C-15), 165 (C-14), 242 and 293 (C-12
and C-13), 385 (C-11), 42.5 (C-1), 493 (C4), 649 (C-5), 1267 (C-2),
127.3 (C-9), 1330 (C-3), 1406 (C-7), 1456 (C-6), 1624 (C-10),
204.2 ppm (C-8).

5-Hydroxyhumulene (13): "HNMR (500 MHz, CDCLY =102 (s,
3H; H-12, H-13), 1.07 {5, 3H; H-12, H-13), 1.45 (5, 3H; H-14), 1.70 {8,
3H; H-14), 1.80 (dd, J=135, 5.2 Hz, 1H; H-1a), 1.98 (dd, J=1354d
100 Hz, 1H; H-1b), 205 (&d, J=120, 8.2 Kz 1H; H-4a), 231 (m,
1H; H-8a), 246 {dd, /=120, 5.2 Hz, 1H; H-4b), 271 (dd, J=138,
83 Hz, 1H; H-8b), 454 (m, TH; H-5), 494 (dd, /=97, 53 Hz TH;
H-2), 5.00, dt, /=96, 1.4 Hz, 1H; H-6), 5.14 {d, J= 160 Hz, 1H; H-

10), 5.58 ppm (m, 1H; H-9); "'C NMR (125 MHz, CDCL): d=167 (C-
14), 19,1 {C-15), 255 and 287 (C-12 and C-13), 369 (C-11], 394 (C-
8), 417 (C-1), 493 (C-4), 67.0 (C-5), 126.5 (C-2), 127.5 (C-9), 130.0 (C-
6), 131.7 (C-3), 141.5 (C-10), 141.9 ppm (C-7).

(15): "THNMR (500 MHz, CDCl,x: &= 0.94
(s, 3H; H-12, H-13), 095 (5, 3H; H-12, H-13), 141 (t, J=9.7 Hz, TH;
H-10), 1.53-1.58 {m, 3H; H-1a, H-8a, H-9a), 1.60 (s, 3H; H-14), 1.67
(m, TH; H-9b), 1.78 (m, 1H; H-1b), 1.92 {t, J=10.6 Hz, 1H; H-4a),
225 (dd, J=9.7, B9 Hz, 1H; H-2), 251 (dd, /=137, 6.7 Hz, 1H; K-
8), 276 (dd, J=115, 66 Hz, 1H; H-4b), 458 (m, 1H; H-5), 489 (s,
1H; H-15a), 498 (s, 1H; H-15b), 5.24 ppm (d, J= 10.2 Hz, 1 H; H-6);
IC NMR (125 MHz, COCLL): =218 and 22.9 (C-12 and C-13), 298
(C-14), 31.2 {C-9), 327 (C-11), 347 (C-8), 42.2 (C-1), 48.9 (C-2), 49.2
(C-4), 55.5 (C-10), 70.8 {C-5), 112.4 {C-15), 127.8 (C-6), 136.9 (C-7),
1500 ppm (C-3).

4,9-Dihydroxy-3{15)-cedrene (17} 'H NMR {500 MMz, CDCL,): &=
092 (d, J=7.1 Hz, 3H; H-14), 1.00 (s, 3H; H-12, H-13), 1.11 (s, 3H;
H-12, H13), 118 {dd, J=119, 102 Hz, 1H; H53), 131 (d J=
N6 Hz, 1H; H-13), 1.50 (m, 1H; H-8a), 1.65 (d, J=83Hz 1H; H-
10), 1.72 {m, TH; H-1b}, 1.78 (m, 1H; H-7), 2.08 (m, 1 H; H-8b), 220
{m, 1H; H-5b), 235 (d, /=42 Hz, 1H; H-2), 410 (m, 1H; H-9), 435
(m, 1H; H-4), 474 (t, J= 2.1 Hz, 1 H; H-153), 498 ppm {t, J=2.1 Hz,
1H; H-15b); "CNMR (125 MHz, CDCL): =152 (C-14), 264 and
265 (C12 and C-13), 390 (C-7), 411 (C-11), 45,0 (C-5), 456 (C1),
46.6 (C-8), 53.5 (C-6), 608 (C-2), 65.8 (C-10), 69.7 (C-4), 736 (C-9),
107.0 (C-15), 153.4 ppm (C-3).

3,15-Epoxy-4,9-dihydroxycedrane (18} 'H NMR (500 MHz, CDC,):
4=0.93 (d, J=7.1 Hz, 3H; H-14), 1.10 {5, 3H; H-12, H-13), 1.17 (s,
3H; K12, H13), 1.22 (m, TH; H-53), 139 (m, 1H; H-2), 1.50 (AB q
J=20Hz, Av=52Hz, TH H-Ba}, 162 (m, 2H; K1), 1.72 (d, J=
8.2 Hz, TH; H-10), 1.80 {m, TH; H-7), 208 (m, 1H; H-8b), 222 (m,
1H; H-5b), 261 (d, J=4.7 Hz 1H; H-15a), 3.05 (d, J=47 Hz 1H; H-
15b), 4.10 {m, 1H; H-4), 4.11 ppm (m, 1H; H-9); ""C NMR (125 MHz,
CDCL): d=15.1 (C-14), 25.9 and 26.4 (C-12 and C-13), 39.1 (C-7),
40.3 (C-11), 42.3 (C-1), 43.2 (C-5), 46.5 (C-8), 51.7 (C-15), 52.9 (C-6),
58.1 {C-2), 615 (C-3), 65.1 (C-10), 65.3 (C4), 73.5 ppm (C-9).

3(15)-cedrene (19} 'HNMR (500 MHz, CDClk
=093 {d, J=7.1 Hz, 3H, H-14), 093 (5, 3H; H-12, H-13), 114 (5,
3H; H-12, H-13), 152 (AB q, J=2.2 Hz, A»=5.5 Hz, 1H; H-8a), 1.59
{d, J=7.8Hz, 1H; H-10), 1.69 (d, /=122 Hz 1H; H-1a), 1.91 (m,
1H; H-7), 193 {m, 1H; H-1b), 2.11 {m, 1H; H-8b), 2.32 (dd, J= 17.5,
1.0 Hz, 1H; H-5a), 2553 (dd, J=17.5, 32 Hz, 1H; H-5b), 257 (d, /=
4.2 Hz, 1H; H-2), 415 (m, 1H; H9), 504 (d, J=2.0Hz 1H; H15a),
5.90 ppm (d, J=20 Hz, 1H; H-15b); "C NMR (125 MHz, CDCl,): 4=
15.4 (C-14), 258 and 28.9 (C-12 and C-13), 393 (C-7), 422 (C-11),
428 {C-1), 463 (C-8), 51.6 (C-5), 53.1 (C-6), 583 (C-2), 67.9 (C-10),
735 (C-9), 121,1 {C-15), 148.2 (C-3), 201.1 ppm (C-4).

(20): 'H NMR (500 MHz, CDCl): =091
(d, 1o 7.1 Mz, 3H, H-14), 1.05 {s, 3H; H-12, H-13), 1.09 (5, 3H; K12,
H-13), 1.16 (d, J=70Hz, 3H, H-15) 145 (AB q, J=19Hz, Ar=
5.1 Hz, TH; H-8a), 1.57 (d, J=8.4 Hz, 1H; H-10), 1.78 (m, 1H; H-1a),
1.90 (m, 1H; H-7), 1.97 (m, 1H; H-2), 1.97 (m, 1H; H-1b), 2.10 (m,
1H; H-8b), 231 (d, /=145 Hz, 1H; H-5a], 2.40 (dd, J=14.7, 2.6 Hz,
1H; H-Sb), 2.50 (m, 1H; H-3), 407 ppm (m, 1H; H9). “C NMR
{125 MHz, CDCl): &= 14,5 (C-15), 15.4 (C-14), 27.8 and 288 (C-12
and C-13), 385 (C-7), 43.5 (C-11), 465 (C-8), 47.1 (C-1), 51.7 (C-5),
518 {C-3), 55.3 (C-6), 56.7 (C-2), 67.7 (C-10), 73.4 (C-9), 212.5 ppm
(C-q).

15-Hydroxy-3(4)-cedrene (22} 'H NMR (500 MHz, COCL): =084
d, J=7.1 Hz, 3H, H-14), 0.95 {5, 3H; H-12, H-13), 098 (s, 3H; K12,
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H-13), 1.34-138 (m, 3H; H-1a, H-Ba, H-9a), 157 (m, 1H; H-9b),
1.66-1.78 (m, 3H; H-1b, H-2, H-7b), 1,82-1.87 {m, 2H; H-5a, H-8b),
193 (d, J=38Hz, 1H; H-10), 223 (dd, J=17.2 and 1.4Hz, 1H;
H-7), 3.99 (AB q, J=13.5 Hz. Av=414 Hz, 1H; H-15), 5.50 ppm (m,
1H; H1); "CNMR (125 MHz, CDCL): 8 =154 (C-14), 248 (C-9), 255
(C-13), 27.7 (C-12), 36.1, (C-8), 38.6 (C-5), 40.6 (C-1), 41.4 (C-7), 484
{C-11), 50.4 (C-10), 54.3 {C-6), 59.1 (C-2), 67.2 (C-15), 120.4 (C-4)
144.1 ppm (C-3),
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3.3 ,Asingle terpene synthase is responsible for a wide

variety of sesquiterpenes in Sorangium cellulosum So ce56”

A. Schifrin, Y. Khatri, P. Kirsch, V. Thiel, S. Schulz, R. Bernhardt
im Original erschienen in Org Biomol Chem., 2016, 14, 3385-3393

Diese Publikation fasst die Arbeiten der funktionellen Untersuchungen aller Terpensynthasen
(TSn) aus S. cellulosum So ce56 zusammen. Neben der bereits beschriebenen
(+)-Eremophilensynthase (sce8552) besitzt der Stamm zwei weitere Typ I-TSn (scel440 und
sce6369). Sceld40 ist eine Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol-/Geosminsynthase und sce6369 eine
10-epi-Cubebolsynthase, die neben dem Hauptprodukt jedoch eine Vielzahl weiterer Cadalan-
und Cubebansesquiterpene produziert. Durch Vergleiche der von den TSn hergestellten
Sesquiterpene mit dem Extrakt der Volatile von S. cellulosum So ce56 konnte nahezu allen
Terpenen das synthetisierende Enzym zugeordnet werden. Die Uberwiegende Mehrheit von

mindestens zwoIf der 17 Sesquiterpene in S. cellulosum So ce56 wird von sce6369 synthetisiert.
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A single terpene synthase is responsible for a
wide variety of sesquiterpenes in Sorangium
cellulosum Soce56+

Alexander Schifrin,* Yogan Khatri,* Philine Kirsch,* Verena Thiel,” Stefan Schulz® and
Rita Bernhardt**

PAPER
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Che this: Org Biomed. Chen, 2016,
14, 3365

The myxcbacterium Sorangium ceffuicsum So ce56 is a prolific producer of volatile sesquiterpenes. The
strain harbours one of the largest prokaryotic genomes {131 Mbpl. However, it codes only for three type |
terpene synthases (TSs; scelddQ, sce6369, sceB8552) and one type Il TS (sced636), responsble for the
production of at least 17 sesquiterpenes. We report here the gene expression of TSs and biosynthess of
the TS products in £ coli Comparison with the So ce56 volaties aliows the assignment of the terpenes to
their synthesizing genes. Both, the gecsmn synthase sceldd0 and the previously examined (+)-eremo-
phiene synthase sce8552 are highly specific. In contrast, Sce6369, the first characterized 10-epi-cubebol
synthase, i responsible for the formation of most of the So ce56 sesquiterpenes, mainly cadalanes and
cubebanes. In contrast, Sced4636 does not convert FPP. Having characterized the So ceS6 TSs, we
screened all the 27 sequenced myxobacterial species from the NCBI and JGI-IMG databases for parent
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Introduction

Terpene synthase (TS)mediated conversions of farnesyl pyro-
phosphate (FPP) to sesquiterpenes, the C-15 subgroup of ter-
penes, belong to the most complex biochemical reactions
observed in nature, These reactions can involve up to four C-C
bond formations, several consecutive cationic intermediates,
hydride shifts and Wagner-Meerwein rearrangements. A single
conversion can induce up to six stereogenic centers (and one
more in case of water quenching as the final reaction step).'™
Over B0 sesquiterpene hydrocarbon skeletons are known to
date. Highly specific TSs, which convert FPP to a single
product, represent interesting targets for studies of nature’s
incomparable precision in bi tions."” H , in some
cases, less specific TS catalysts produce trace amounts of side
products, which bear important structural information. This
information can be directly used to draw conclusions about
the reaction mechanism."™ The accelerating speed of genomic
sequencing reveals a steadily increasing number of bacterial
TS genes. Although bacteria are a rich source of structurally
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genes 1o predict the sesquiterpensas produced by them.

10-12

diverse terpenoids, terpene biosynthesis in the subgroup
of myxobacteria has been studied in detail only for the off-
flavours geosmin and 2-methylisoborneol (Scheme 14).°"*
The genome sequence data of the strain Sorangium cellulosum
So ce56 revealed one of the largest bacterial genomes with a
size of 13.1 Mbp'? containing three type 1 TS genes (sce1440,
sce6369, sce8352) and one type 11 TS gene (sced636)."" We
recently described the gene product of sce8552 as a specific
(+}eremophilene synthase, clustered with the cytochrome
PA450 CYP264B1 (sce8551), which oxidizes (+)-eremophilene.’®
Despite mutualities of sesquiterpene synthases including
the common a-helical fold and the characteristic motifs in the
active site (aspartate-rich DDxxD/E motif on helix D and NSE/
DTE-riad on helix H),' amino acid sequence identities among
bacterial sesquiterpene synthases as well as between bacterial
and other TSs are rather low." In general, the structure of

each sesquiterpene is governed by the shape of the TS binding

iy e

Schy 1 A C yrobacterial P ds g and
2-methyl-sobornect. (B) hydrocarbon scaffolds of cada-
lane and cubebane.
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pocket.'™ Furthermore, TSs can undergo large conformational
changes observed in an Induced-fit reaction mechanism.'®
Hence, the biochemical function of TSs and the structures of
their corresponding products can only be assigned by direct
experiments.’” The assignment of bacterial TS functions has
been conducted wia three main approaches:

(1) In vitro conversion of FPP with the purified enzyme and
analysis of the products.'****!

(2) Direct analysis of bacterial volatiles in combination with
a phylogenetic analysis of the corresponding strain,™

(3) Expression of the TS gene in a heterologous host and
in wivo production of terpenes followed by their analysis, >4

The first approach is the most rigorous one as it allows an
unambiguous functional assignment of the gene and the
determination of new terpene structures. Often, purification
and handling of the sensitive TSs are tedious and time con-

ing. In addition, the production of new terp for struc-
tural determination requires a sufficient quantity of pure
enzyme. The second approach allows an efficient assignment
of TS functions. However, it is only applicable for the analysis
of TSs, whose homologs have been functionally described by
an individual experiment. In exceptional cases, new functions
of TS genes without any known homologue can be suggested.
The function can be deduced by process of elimination, if all
the other TSs in the same strain have functional homologs
and can thus be identified.** Structures of new terpenes and
functions of the corresponding genes avoiding the isolation
and purification of TSs can be determined vig the third
approach. However, purification of single terpenes from
terpene mixtures and a complex whole-cell matrix remains a
challenge. In addition, FPP availability and sufficient expression
of the TS in the recombinant host have to be guaranteed.

Here, based on our previous studies with the (+)-eremophil-
ene synthase' and in analogy to previous studies with Actino-
mycetes™ we chose a bi ial approach of the d
and the third methods for the analysis of TSs from the myxo-
bacterium Sorangium cellulosum So ce56. The overexpression of
TSs in E. colf allows an efficient production of terpenes for
structural elucidation, and the volatile analysis of So ce36
reconfirms the occurrence of the terpenes i vivo,

The present work is based on gas chromatography/mass
spectrometry (GC/MS) analyses of the volatile sesquiterpenes
emitted by S. cellulosum So ce56. For a detailed investigation of
their biosynthesis, each of its TS genes has been overexpressed
in an £ coli whole-cell system. Genes coding for mevalonate
pathway enzymes (mevalonate kinase, diphosphomevalonate
decarboxylase, phosphomevalonate kinase, isopentenyl-
pyrophosphate i ) were simultaneously co-expressed
to ensure a sufficient in wivo FPP supply. The corresponding
terpene products have been analyzed by GC/MS and nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy and compared with
the 8. cellulosum volatiles to suggest reaction mechanisms. The
genomes of all 27 myxobacterial species present in the data-
base of the National Center for Biotechnology Information
(NCBI, ncbi.nlm.nih.gov) and the Joint Genome Institute Inte-
grated Microbial Genome Database (JGI-IMG, img.jgi.doe.gov)

3386 | Oy Biomol Chemn, 2016, 14 3385-3393
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were investigated for orthologs of the So ce36 TS genes. Thus,
the occurrence of certain sesquiterpenes in myxobacterial vola-
tile compositions can be predicted.

Results and discussion
Volatiles from S, cellulosum So ce56

The volatiles of S. cellulosum have been trapped using a closed
loop stripping apparatus (CLSA) from liquid cultures. GC/MS
analysis of the volatile extract revealed 17 sesquiterpenes with
masses of 202, 204, 222 Da (Fig. 1A) and the common myxo-
bacterial sesquiterpene degradation product geosmin (182 Da).
Most of the sesquiterpenes were identified via comparison of
their mass spectra (MS) and gas chromatographic retention
indices (/) with authentic standards (Table 1). (¢}Eremophil-
ene (11), 5cadinene (17), 10-gpi-cubebol (19), germacra-1(10)
E,5E-dien-11-0l (26}, and 1,10-di-epi-cubenol (28) were isolated
and their structures proven by NMR spectroscopy. 10-epi-
a-Cubebene (1) and 10-epifcubebene (2) have not been
described before. Their mass spectra were similar to those of
- and p-cubebene, but their retention indices were about 40
units higher. A synthetic sample of 19 contained both 1 and 2
as minor water elimination products, proving the proposed
structure,”” Compound 13 could not be structurally deter-
mined. The most prominent peaks were 11, 17 and 19
(Fig. 1A). Germacra-1{10)E,5E-dien-11-0l (26, 222 Da) is also
among the most abund sesquiterp . However, it
appears only as a minor peak in Fig. 1 due to the low abun-
dance of its 204 Da fragment.

Fig. 1 Selected ion chromatogram (SIM) of sesquiterpenes with m/z
204, (A) The sesquiterpenes in the extract of volatiles of 5. cellutosum So
ce56. (Bl the sesquiterpenes produced by sce6369 in £ coli whole-cell
cultures.

This pumal i © The Royal Socety of Cherresty 2016
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Table 1 Sesquiterpenes identified in an extract of volatiles of 5. cellulosum So ce56 and the corresponds ynthase (TS) genes, ST: sesqui-
terpene, /: retention index, MS: mass spectrum, NMR: nme spectrum, nd.: m:mmmﬁmm
Sesquiterpenold r Mass, empirical formula Identification 50 0e56 extract TS gene

1 10¢pia-Cubebene 1395 204, CysHay MS, 1 x Sceh369
2 10-pi-H-Cubebene 1440 204, CysHyy MS, 1 x sce6369
3 Cadina-3,5-diene 1453 204, Cy My, MS, 1 x sce636y”
Kl (Eyp-Famesene 1456 204, Cy H,, MS, 7 x nd.
5 7PH 1 00H-Cadina-1(6) 4-diene 1460 204, CysHay MS, 7 x sce6369"
6 cis-Muurola-4(15)5-diene 1469 204, CyyHyy MS, 1 X sSCehl69
7 y-Gurjunene 1480 204, C, My, MS, 1 x n.d.
8 Germacrene D 1489 204, C) H,, MS, 1 x scebIey
9 ST 1493 204, CyHyy MS scehi69
10 ST akohol 1495 222, Gy H,0 MS sceh3n9
1 (*FEremophilene 1196 204, Cy5Hay MS, I, NMR," polarimetry x scef352’
12 10-epi-Zonarene 1499 204, C,.H,, MS, 1 sce6369
13 ST 1499 204, Cy3Hy,y M5 x n.d,
1" Bicyclogermacrene 1503 204, Cy My MS, 1 X sce6369"
15 Cubebol 1517 222, CyaHO MS, 1 sce6l69
16 y-Cadinene 1522 204, Cy3Hay MS, 1 x sce6369"
7 &Cadinene 1524 204, €, Hyy MS, I, NMR x SCeh369
18 trans-Calamenene 1530 202, CyHyy MS, 1 X sce6369"
19 10-epi-Cubebol 1537 222 € Hu,0 MS, 1, NMR x sce6369
20 aCadinene 1543 204, CysMay MS, ! x sce6369”
2 ST alcohol 1549 222, €3 Hyp0 M5 sceh3sg
22 ST alcohol 1558 222, CysH 0 MS sceb36s
23 ST alcohol 1573 222, C, H,,0 MS Sce6369
24 ST akohol 1576 222, C;H,, 0 MS scehie9
25 ST alkohol 1590 222, CyHuO MS sce636Y
2% Germacra-1(10)E,58-dken-11-0l 1594 222, CisHu0 MS, I, NMR x scelddn
27 ST alkeohol 1609 222, CyyHyO MS sce6369
28 1,10-di-epi-Cubenol 1616 222, CyHyO MS, I, NMR sce6369
29 T-Cadinol 1642 222, CysHx0 MS, 1 S006369
30 Cubenol 1649 222, CyHu O MS, 1 SCOHI69
1n a-Cadinol 1655 222, Cy Hu O MS, 1 sce6369

*Reported here and in u-f u, *These cadi and cubeb hm not been found in the sce6i69 cxpt\-stngﬁ: coli extract, however, their

o can be deduced from the reaction mechanism. “ Reported in ref. 16 and in ref. 12. # Reported only in ref. 12.

7

The newly described (+)eremophilene (11) is the single
product of the TS gene sce8552. Germacra-1(10)E,5£-dien-11-0l
(26) appears in diverse bacterial strains together with geosmin.
In vivo and in witro conversion experiments with geosmin
synthases revealed 26 as the typical sesquiterpene alcohol
precursor of geosmin.”***7" (4}$-Cadinene (17) has been
identified as an intermediate of the phytoalexin gossypol
in cotton (Gossypium arboreum), but it is also present in
other plant species.”™™* The cotton (+)}6-cadinene synthase
has been crystallized and its reaction mechanism has been
extensively studied.” The enantiomer (—}-17 has been isolated
from fungi®™ and bacteria'' The termites Reticulitermes
flavipes and R, virginicus both produce 17, however, its
absolute configuration has not been determined. ™" 10-¢pi-
Cubebol (19) has been extracted from  different  plant
species”™™ and a stercospecific synthesis has been per-
formed.** However, a bacterial source of 19 has not been
described previously.

Interestingly, most of the S. cellul sesquiterpenes,
including 17 and 19, belong to the structural classes of cadal-
anes and cubebanes (Scheme 1B). Studies of promiscuous TSs
have shown that these sesquiterpene classes are not only struc-
turally closely related, but also share common biosynthetic
mechanisms. >

The journadl & © The Roysl Sooety of Cherrstry 2006

Terpene synthases from S. cellulosum So ce56

Gene mining in S. cellulosum So ce56 revealed three putative
type 1 TSs (sce1440, soe6369, sce8552) and one type I TS
(sce4636)."* In a previous study, we have functionally charac-
terized the two-gene cluster consisting of the highly specific
(+)eremophilene synthase (sce8552) and the (+)eremophilene
oxidase CYP264B1 (sce8351)."" Here, we additionally character-
ize the three other TSs regarding FPP conversion. Co-
expression of the TS genes with mevalonate pathway genes in
an E. coli based whole-cell catalyst yielded the corresponding
sesquiterpenes after feeding mevalonolactone. In addition to
GC/MS analyses of the E coli extracts, the main products of
cach conversion were analyzed by NMR spectroscopy after
purification,

In this study, the type 11 TS sced636 did not give any
product. Typically, this type of TSs convert the larger GGPP to
diterpene derivatives, however rarely FPP,”

The amino acid sequence alignment of sce1440 shows high
similarities with bifunctional germacra-1{10)E,5E-dien-11-0l/
geosmin synthases having twice the length of usual TSs, and
containing two sets of cach, the characteristic Mg**-binding
motif (DDxxD) and the NSE/DTE triad.””™"" Sce1440 yiclded
exclusively 26, without geosmin. Sequence analysis of sce1440
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docs not allow drawing conclusions on why half of the
sequence seems inactive. The highly sensitive multi-step con-
version of FPP to geosmin involves 26, However the germacra-
1(10)&,58-dien-11-ol/geosmin  synthase activity and thus the
observed intermediates and final product depend on various
conditions like the pH and the nature of the divalent metal
cation cofactor.”” ™" Therefore, we concluded that sce1440 acts
as a germacra-1{10)E,5E-dlen-11-ol/geosmin synthase.

Feeding mevalonolactone to a sce6369 expressing £, coli
strain resulted in a mixture of 21 sesquiterpene products
(Fig. 1B). Eight of them - mostly sesquiterpene alcohols - do
not match any compound from mass spectral and retention
index databases (Table 1, 9, 10, 21-25, 27). The thirteen struc-
turally identified sesquiterpenes have all cadalane- and cube-
bane-type scaffolds with the exception of germacrene D (8)
(Table 1 and Scheme 1B, 1, 2, 3, 6, 8, 12, 15, 17, 19, 28-31).
The main product was identified as 10-epi-cubebol (19}, which
is also one of the major sesquiterpenoids in the S. cellulosum
extract. Altogether, seven of the substances have been detected
in both, the S. cellulosum whole cell extract and the sce6369
expressing E. coli culture (1,2, 3,6, 8,17, and 19).

Reaction mechanism of cadalane- and cubebane-synthesis

At least cight out of 17 sesquiterpenes from 8. cellulosum share
common cadalane- and cubebane-skeletons, These scaffolds
are closely related to each other (Scheme 1B). Indeed, sce6369
is a promiscuous enzyme, which produces 21 sesquiterpenes.
The main products include the cubebanes 10-pi-cubebol
(Fig. 1B, 19) and 1,10-di-epi-cubebol (28) as well as the cada-
lanes &cadinene (17), T-cadinol (29) and a-cadinol (31).
However, only seven sesquiterpenes (1, 2, 3, 6, 8, 17, and 19)
were present in both, the 8. cellulosum So ce56 extract and the
$0e6369 expressing E coli culture, Sce6369 is likely to produce
different sets of sesquiterpenes when overexpressed in E coli
or in its native host S cellulosum So ce56. TS-mediated reac-
tions have shown to be highly sensitive and the selectivities of
TSs strongly dependent on the plasticities of their active

Organic & Biomolecular Chemistry

FPP isomerizes to NPP to enable the 1,10 cyclization to the
germacradienyl cation (Scheme 2, A). The following 13-
hydride shift to yield the allylic cation B is energetically
favoured. B can directly undergo cyclopropanation to bicyclo-
germacrene (14) or terminal p loss to g D (8).
An intramolecular nucleophilic attack of the 1,10 double bond
in B continues the reaction cascade. The C~C bond formation
leads either to a cadinane-type (C) or a muurolane-type (D) ter-
tiary carbocation, The trans-decalin intermediate C is a branch-
ing point for the formation of the diastercomers T-cadinol (29)
and a-cadinol {31) by water quenching as well as the formation
of y<adinene (16) and o-cadinene (20) by hydrogen abstrac-
tion. The latter one can isomerize to flcadinene (Scheme 2,
pink) by de- and re-protonation. The cis-decalin intermediate
D is deprotonated to Scadinene (17). Hydride shifts of € and
D lead to tertiary allylic cations (E and H) or tertiary carbo-
cations (F and G), which are the key intermediates for the syn-
thesis of cubebanes. Cation E can be deprotonated to (+)10-
epi-zonarenc (12). Deprotonation of H gives bicyclosesquiphell-
andrene (Scheme 2, pink) or cadina-3,5-diene (3). The latter
one can ize to trans-cak (18). Water quenching
of G at C-4 gives the fully saturated cubebol (15). Water attack
at C-1 leads to cubenol (30). The 1,2-hydride shift turning car-
bocation € into F involves the epimerization of the methyl
group at C-10. This epimerization paves the way to the pro-
ducts 10-epi-a-cubebene (1), 10-epi-f-cubebene (2), 7fH,10pH-
cadina-1(6),4-diene (5), cis-muurola-4(15)5-diene (6), through
proton abstraction and to the major products 10-epi-cubebol
(19) and 1,10-di-gpi-cubenol (28) through nucleophilic attack
of water, The conversion of F to the final products 1, 2, 5, 6,
19, and 28, whether it is direct or over the intermediates I or J,

proceeds always under retention of the stereochemistry at C-7
and C-10.

Screening for terpene synthase orthologs in myxobacterial
genomes
Since myxobacteria possess a complex physiology and are con-

sites.""** Furthermore, enzymatic derivatizations of the sesqui
terpenes, for instance by one of the 21 c¢ytochromes P450
in So ¢e56,"*™* could Jead to a change of volatility and,
therefore, to a different sesquiterpene pattern in different host
organisms,

The early steps of FPP cyclization during the formation of
cadalane and cubebane quiterpenes have been intensely
investigated by theoretical calculations*® and experimental
data, "™ The promiscuous reactions show the involvement
of common cationic intermediates. We thus could propose a
comprehensive reaction mechanism, which explains the occur-
rence of all observed cadalanes and cubebanes in the volatile
fraction of 8. cellulosum So ce56 (Scheme 2, black, red and
blue), in the sce6369 expressing in E. colf strain (Scheme 2,
black and green), and, in addition, in the previously reported
s0e6369 expressing S. avermitilis strain (Scheme 2, pink and
red).’ A reaction mechanism including enantiomers of the
terpene structures has been suggested and included as (ESI1t
Scheme 1).

3388 | Org Aol Chern, 2016, 14 3385-3393

idered as p ial sources of novel natural products,”** the
inherited TS genes could have a multitude of infl on the
biosynthesis of natural terpenoids, So far, only few studies on
myxobacterial TSs and their products have been performed.
Therefore, after the functional characterization of the
5. cellulosum TSs ce1440, sce6369, and sceB552, we scarched
for homologue TSs in all 27 sequenced myxobacterial species
available in the NCBI and the JGFIMG genome databases,

We  observed that  the germacra-1(10)E,58-dien-11-ol/
geosmin synthases (scelddd) are widespread among myxo-
bacteria and thus, orthologs with over 50% sequence identity
and over 65% similarity have been identified in 15 out of the
27 myxobacterial species (ESI, Table 1 and Fig. 11). Eight gene
sequences related to the type [T TS sced636 were found in only
four myxobacteria (ESI, Table 2 and Fig. 2t). Since sced636
does not convert FPP, its homologs are not likely to contribute
to the production of sesquiterpenes in myxobacteria. The
10-epi-cubebol synthase (sce6369) has seven homologous genes
with sequence identities between 24% and 34% (similarities

This jourmal is © The Royal Sacesty of Cherresry 2016
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sapressing sceb369,%

from 38% to 47%) within myxobacterial genomes (ESI, Table 3
and Fig. 3t]. The [#}eremophilene synthase [sce8552) shares
68.9%: idemtity (81.2% similarity) with a gene from the related
& eellulosum strain So0157-2, Sequence identities with the
other twehee related genes range in between 22% and 30%
[similarities between 37% and 47%) (ESL, Table 4 and Fig. 41).

Functional orthologs of the id-epi-cubebol synthase and
[#}eremophilens synthase from other strains have not been
described yet. However, various TSs producing cubebane- and
cadalane-type compounds have been characterized in acting-
mypcetes.”* The genes include epi-cubebol synthase |Strepro-
sporangium  roseum  DSM 43021)%  epi-cubenol  synthase
[Strepromyees grivens),™ Scadinens synthase (Streptomyces
clovniigerus),” ycadinene synthase (Chitinophaga  pinensis
DEM 2588)," T-muurolol synthases (5. clovaligerus, Roseiflerus
costerholzii DEM 13941). In addidon, studies of the
myxobacterium Chondromypoes crocefis showed the presence of

Thi jourral & @ The Aoyl Seciety of Cherristn 3016

[+Feremophilene (11), cubenol [30) and other cadalanes
[cadina-14-diene, omuumlene, zonarene) among  the
volatiles.™ I genes related to 10-epi-cubebol  synthase
[WP_050430829) and [+ eremophilene smthase (WP_012241161)
are eonsidered to be highly promising candidates for the
synthesis of the corresponding terpenes. Taken together, this
data provides the availability of sets of different TSs which can
be used for biotechnological purposes, However, experimental
analyses of these T%s and their products are necessary to
assign the gene functions.

Conclusions

We used a combined approach to assign the sesquiterpenes
present in Sorangium celfulosum S0 ce56 to their corresponding
genes: Bezides the direct anabsis of the myxobacterial

O Biornod Chernn, 2006, 14, 33853393 | 3389

52



53

Fager

volatiles, each of the four TSs [scel440, sced636, scebdbd, and
sceR552) was individually overexpressed in £ coli. Simul-
tafeous co-expression of the mevalonate pathway genes pro-
vided FPF as a TS substrate in wivo,

Out of the 17 sesquiterpenes identified among the volatiles
of the myxobacteriom (Fig. 1A and Table 1], [#}eremophilens
(11) and permacradienol (26) could be unambiguously
assigned as producis of thelr corresponding specifie TSs
sceBs52™ and sce 1440, respectively, Among the remaining ses-
quiterpenes, mainly of the cadalane- and cubebane-type, seven
(1, 2, 3, 6 8, 17, and 19) were observed in the extract of the
seehdtd overexpressing E. coli strain identifying this TS as the
mast versatile one of S0 ce56. 10-epi-Cubebaol (19), the main
product of sce6369 and also one of the most abundant ter-
penes in the cell extract of So cess, designates the enoyme
function. In contrast, a-<cadinene (20) was previously detected
in a scebdfD overexpressing 5 overmutilis strain along with
cadina-3,5-diene (3], [cadinene, and bicyclosesgquiphell-
andrene.’ This difference in the product spectrum  of
scefd6d might be due to conformational changes of the
enzgyime in different environments. As shown before, TS selec-
tivities are strongly dependent on the plasticities of the
enzyme's active sites. Another possibility for the observed
differences in the product patterns could be subsequent reac-
tions catalyzed by aotologous enzymes of the various
expression strains. To the best of our knowledge, differences
in the product spectrum of the same TS, overexpressed in
different hosts have not been reported yet and, thus, should be
investigated in more detail.

Furthermore, a comprehensive reaction mechanism could
be established, which explains the formation of all observed
cadalanes including 5, 16, and 18, as well as germacranes B
and 14 by sce63s9 (Scheme 2), The formation of (E}f-farmne-
sene (4], y-purjunene (7)*7 and the unidentified sesquiterpene
13 could not be related to any of the examined Ts.

Besides the previously deseribed specific [+leremaophilene
synithase (sceB552),' soel440 was characterized as a germacra=
1[10)E, 5E-dien-11-ol/geosmin synthase, whereas sced363 does
mit eonvert FPP. Thus, see6369 15 the first deseribed, however,
highly promiscuous 10-gpi<cubebol [19) synthase. Volatile
analysis has shown, that C. crocatus is the only Investigated
myxobacterium  besides 5. cellwlosyum  that  produces
[#)eremophilens (11) and cadalanes,™ As shown by our bio-
informatics analyses, orthologs of sce636% and see8352 might
be involved in their synthesis. Further analyses will show if the
sesquiterpens symithases in Sorangium cellfosum So ceS6 ane
unigue throughout the bacterial kingdom or if other strains
are able to shape FPP to the same compownds,

Experimental

GOMS analvsis of the 5. cellulosan S0 ce56 volatiles and the
E. coli whole-cell conversion extracts

The strain 50 ce 56 was grown in liquid MD 1 medium as
described before'* A closed-loop-stripping-apparatus (CLSA)

1390 | Oy Biormal Chern, 2006, 14, 3385-3300
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was used to collect the volatiles during 24 h. The volatile frac-
tion was then analyzed by GO/MS, according to the method of
Fublendorfl & ol ™

Terpene production in E coli C43(DE3) cells transformed
with pAC-My_sceld4n, pAC-My_scedfif, or pAC-My_sceGI6o
and sampling was conducted as described previously,'® Omline
GC/MS analyses of the E coli extracts to observe the oceurrence
of terpenes was carried out on a GC/MS (Focus GC/DSG 10,
Thermo Scientific) equipped with a HP-5 ms capillary column
(25 m = 0.32 mm id., 0.52 pm film, Agilent) using the pre-
viously described conditions.”™ GO/MS analyses for structural
determination of the terpenes were conducted according to
the method of Fuhlendorif e al ™

Bininformatic analysis and molecular cloning of the TS genes
The coding sequences for the TSs scelddd, scedblb, sce6i6a,
and scef552 were identified previously.'" The sequences for
scel4dl, scedbdh, and scebdbd were amplified by polymerase
chain reaction (PCR) from the genomic DNA of 5 cellulosum
S0 cel6 using primers:

see1440 forward primer (5-coa atcatorgt cot ctpatopascts
geg-3) amd reverse primer (5-ccaateagefiicag tgalggtgalggl-
gtgreigepgeagiten-1').

sced6idn forward primer [S-ccastcatatgteatctgtcgiactageg-
3¥) and reverse primer [5-ccastmagcrrtcagtgatgEteatgetgatgic-
cagegegacgtea-3).

sce6369 forward primer [5'-ccaatcaiaigtcatctgatcgaactageg-
#) and reverse primer (5*coastangeiitcag (EatgEiERERTEALEtc:
cagegegracgatea-3).

The purified PCR products were inserted into vector pCH™-
Blumt II-TOPO® uzing the Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning
Kit (Invitrogen|. The £ coll expression vectors pAC-My_sce 1440,
pAC-Mv_scedbds, and  pAC-Mv_scefde®  were  constructed
uging the Ndel and Hindlll restriction sites in analogy to
pAC-MvCo [containing sce8352) from pAC-My as described by
Schifrin of al*"

Product purification and NMR charscterization

Products for purification were obtained from in vive conver-
sions and & wotal reaction volume of 1.9 L 6-Cadinene (17),
1-em-cubebol (19) and  germacre-1(10)E,58-dien-11-0l (26)
were purified on silica gel with isocratic eluent mixtures of
r-hexane and ethyl acetate [9:1). Fractions containing the
products were identified wia TLC in a sobvent tank containing
the same eluent and smained with anis aldehyde,

1, 10-di-epi-Cubenol (28] was purified using a setup pro-
duced by Waters (Eschborn, Germany] containing a 2767
Sample Manager, a 2545 binary gradient pump, a 2998 PDA
detector and a 3100 electron spray mass spectrometer. After
separation the solvent flow has been split using a Aow splitter
and a 515 HPLC pump for makeup flow, Water containing
0.1% formic acid and acetonitrile containing 0.1% formic acid
were used as solvents for the analysis and separation. A Waters
X-Bridge column [C18, 150 = 19 mm, 5 pM) has been used
with a flow of 20 mL min~" for the separation. A gradient of
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60% to 95% acid containing acetonitrile in eight minutes has
been applied.

The obtained products were used for NMR chancterization.
The NMR spectra of the products were recorded in CDCI, with
a Bruker DRX 500 NMR spectrometer. All chemical shifts are
relative to CHCI; at & = 7.26 ("H-NMR) or CDCl; at é = 77.00
(""C-NMR) using the standard & notation in parts per million.

Genome mining of myxobacteria for terpene synthases

The homologues of the terpene synthase encoding open
reading frames (ORFs) of respective synthase genes from
Sorangium cellulosum So ce56 were obtained by comparing
the published genomic sequences of the myxobacteria
Anaeromyxobacter (BAZGOD000000), Myxococcus xanthus DK 1622
(NC_008095), Sorangium cellulosum So0157-2 (NC_010162.1),
Myxococcus  fulvus HW-1  (NC_015711.1), Anaeromyxobacter
dehalogenans 2CP-C (NC_007760.1), Haliangium ochraceum
(NC_013440.1), Plesiocystis  pacifica (NZ_ABCS00000000.1),
Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 (NC_014623.1), Byssovorax
cruenta  (BBEOO00000D0.1), Cystobacter wiolaceus Cb vi76
(NZ_JPMI00000000.1),  Corallococcus  (CBAXODOM00000.1),
Myxococcus  (NZ_CP012109.1), Myxococcus  stipitatus  DSM
14675 (NC_020126.1), Cystobacter fuscus DSM 2262
(NZ_ANAHO00000000.2), Chondromyces apiculatus DSM 436
(NZ_ASRX00000000.1), Corallococcus coralloides DSM 2259
(NC_017030.1), Myxococcales bacterium SGS_38 (LJTNO0000000.1),
Myxococcales bacterium SG8_38_1 (LJTO00000000.1), Labilithrix
luteola (CP012333.1), Vulgatibacter incomptus (NZ_CP012332.1),
Chondromyces crocatus (NZ_CP012159.1), Archangium gephyra
(NZ_CP011509.1), Sandaracinus amylolyticus (NZ_CP011125.1),
Hyalangium minutum (NZ_JMCB00000000.1), and Enfiygromyxa
salina (JMCCODDN000.2).

The homologues of the genes were searched using the
global NCBI database (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?
PAGE=Proteins) or the DOE Joint Genome Institute database
(https:fimg.jgi.doe.govicgi-bin/m/main.cgi). Thus obtained
homologous protein sequences were aligned using CLUSTAL
W* and the radial view of an unrooted phylogenetic tree was
obtained by MEGA4 (version 4.0)" analysis for the determi-
nation of relatedness of the TSs from Sorangium cellulosum So
ce36 with the TSs from other myxobacterial species.

b-cadinene (17), 'H-NMR (500 MHz, CDCL): 6 0.77, d, J =
6.9 Hz, 3H and 0.94, d, J = 6,9 Hz, 3H (H-12 and H-13); 1.03, m
(H-7); 1.15, m (H-8a); 1.59, m (H-8b); 1.63, s, 3H (H-14); 1.65, 5,
3H (H-15); 2.06-1.84, m, 6H (H-11, H-9a, H-9b, H-3a, H-3b,
H-2a); 2.50, br d, J = 9.5 Hz (H-6); 2.69, ddd, J = 12.8, 4.7 and
2.5 Hz {H-2b); 5.43, m (H-5). “C-NMR (125 MHz, CDCL)
& 15.7 and 21.8 (C-12 and C-13);18.5 (C-14); 21.2 (C-8); 23.6,
(C-15); 26,7 and 26.8 {C-2 and C-11); 32.0 and 32.3 (C-3 and
C-9); 39.5 (C-6); 45.4 (C-7); 124.5 (C-10); 124.7 (C-5); 129.9
(C-1); 134.2 (C4).

10-epi-Cubebol (19). "H-NMR (500 MHz, CDCL) 4 0.77, t,
J = 2.9 Hz (H-6); 0.92, m (H-5); 0.92, d, J = 6.7 Hz, 3H and 0.95,
d, J = 6.7 Hz, 3H (H-12 and H-13); 0.97, d, J = 6.8 Hz, 3H
(H-14); 1.03-1.09, m (H-8a); 1.13-1.16, m (H-8b); 1.21-1.26, m
(H-7); 1.28, d, J = 0.7 Hz, 3H (H-15); 1.30-1.35, m, 2H (H-2);
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1.33, m (H-3a); 1.52, m (H-9a); 1.53, m (H-3b); 1.63, m (H-11};
1.73, m (H-9b); 1.92, m (H-10). “C-NMR (125 MHz, CDCl )
§17.4 (C-14); 19.2 and 19.9 (C-12 and C-13); 19.6 (C-8); 20.8
(C-6); 28.0, (C-15); 29.3 (C-2 and C-10); 30.8 (C-9); 32.9 (C-1);
33.7 (C-11); 36.4 (C-3); 41.1 (C-5); 42.4 (C-7); 80.3 (C-4).

Germacra-1{10)E,5E-dien-11-0l  (26). 'H-NMR (500 MHz,
CDCL): 6 1.22, d, J = 2.0 Hz, 3H and 1.32, d, J = 2.0 Hz, 3H
(H-12 and H-13); 1.25, d, J = 6.9 Hz, 3H (H-15); 1.33-1.42, m,
(H-8a); 1.61-1.66, m, (H-8b); 1,69, br s, 4H (H-14 and H-3a);
1.81-1.88, m, (H-8b); 2.04, br d, J = 14.8 Hz (H-2a); 2.33-2.43,
m, 3H (H-7 and H-9); 2.54, m, (H-2b); 2.57, m, (H-4); 5.13, m,
(H-6); 517, d, J = 11.6 Hz (H-1); 5.80, d, J = 16,0 Hz (H-5).
YC-NMR (125 MHz, CDCL): 6 14.7 (C-15) 16.7 (C-14); 22.0
(C-2), 23.7 (C-8); 26.2 and 26.8 (C-12 and C-13); 32.7 (C-3); 33.8
(C-4); 41.2 (C-9); 58.9 (C-7); 71.9 (C-11); 123.6 (C-6); 130.6 (C-1);
131.1 {C-10); 143.3 (C-5).

1,10-di-epi-Cubenol (28). "H-NMR (500 MHz, CDCL,): 5 0.84,
d, = 6.9 Hz, 3H and 0.90, d, J = 6.9 Hz, 3H (H-12 and H-13);
1.01, d, J = 7.1 Hz, 3H (H-14); 1.13, sept, J = 4.9 (H7)
1.30-1.32, m, 2H (H-2); 1.35-1.41, m (H-8a); 1.48-1.53, m, 2H
(H-9); 1.68, s, 3H [H-13); 1.78, m (H-10); 1.96-2.00, m (H-3a
and H-11); 2.05, m (H-6); 2.09-2.18, m, 2H (H-3b and H-8b);
5.36, m, (H-1). "C-NMR (125 MHz, CDCLJ: § 13.9 (C-14); 16.6
and 21.8 (C-12 and C-13), 18,9 (C-2); 23.4 (C-13); 27.2 (C-11);
27.8 (C-3); 285 (C-9); 31.2 (C-8); 37.1 (C-10); 41.8 (C-6); 49.1
(C-7); 72.3 (C-1); 123.3 (C-5); 133.7 {C4)-
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4. Weitere Ergebnisse

Neben den bereits publizierten und unter Kapitel 3 reproduzierten Daten wurden weitere
Experimente durchgefiihrt, die eine Grundlage fiir aufbauende Forschungen und daraus
resultierende Publikationen sind. Insbesondere wurden weitere Oxidationen von Sesquiterpenen
durch CYP264B1 (Kap. 4.1) sowie Docking-Studien (Kap. 4.4) durchgefiihrt, um weitere
Aussagen uber Struktur-Funktions-Beziehungen bei CYP264B1-katalysierten Reaktionen treffen
zu konnen. Alle neuen Sesquiterpene sowie oxidierten Sesquiterpenoide wurden olfaktorisch
evaluiert, um den Einfluss der Stereochemie von Enantiomeren sowie selektiven
Hydroxylierungen auf Geruch von Sesquiterpenen zu untersuchen (Kap. 4.2). Dartber hinaus
wurden weitere P450s aus S. cellulosum So ce56 identifiziert, die das natirliche CYP264B1-
Substrat (+)-Eremophilen ebenfalls umsetzen kénnen (Kap 4.3). Diese Analysedaten kdnnen in

Zukuft bei der Suche von (+)-Eremophilenderivaten in S. cellulosum behilflich sein.

4.1 Umséatze von Sesquiterpenen mit CYP264B1

Die unter Kapitel 3.2 (Publikation ,,Novel Sesquiterpene Oxidations with CYP260A1 and
CYP264B1 from Sorangium cellulosum So ce56”) dargestellten Ergebnisse enthalten die Umsétze
der Sesquiterpenklassen der Eremophilane ((+)-Valencen, (+)-Nootkaton)), Humulane (a-
Humulen, Zerumbon), Caryophyllane (f-Caryophyllen) und Cedrane (a-Cedren). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnten zusétzlich die Eremophilane (+)-Nootkaten und trans-Nootkatol mit
CYP264B1 umgesetzt werden. Die Hauptprodukte wurden gereinigt und mit Hilfe von NMR und
GC/MS als 13-Hydroxynootkaten und 13-Hydroxynootkatol identifiziert. Ungeachtet der Anzahl
der Doppelbindungen im Decalin-Bicyclus (zwei Doppelbindungen bei Nootkaten, eine bei allen
anderen) sowie der Oxidationsstufe des C-2-Atoms (CH: bei (+)-Valencen, CH bei Nootkaten,
C-OH bei trans-Nootkatol; C=0 bei (+)-Nootkaton) wurden alle Eremophilane vorwiegend an
Position C-13 hydroxyliert (Schema 10).

13-Hydroxynootkaten: *H-NMR (500 MHz, CDCI3): d = 0.86 (d, J = 6.8 Hz, 3H ;H-15), 0.90 (s,
3H ;H-14), 1.21 (m, 1H ;H-6a), 1.52 (m, 1H; H-4), 1.75 (m, 1H; H-6b), 1.94-2.02 (m, 2H ;H-3),
2.33(t,J =7.5, 2H; H-8), 2.49, (m, 1H; H-7), 4.16 (s, 2H; H-13), 4.93 (s, 1H; H-12a), 5.07 (s, 1H;
H-12b), 5.40 (m, 1H; H-9), 5.58 (m, 1H; H-2), 5.94 ppm (d, J = 8.2 Hz, 1H; H-1); ®*C-NMR
(125 MHz, CDCls): d = 14.7 (C-15), 17.3 (C-14), 32.2 (C-3), 33.3 (C-7), 33.4 (C-8), 36.4 (C-5),
38.8 (C-4), 40.6 (C-6), 65.2 (C-13), 108.1 (C-12), 122.3 (C-9), 125.9 (C-2), 128.6 (C-1) 141.9
(C-10), 153.9 ppm (C-11).
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13-Hydroxynootkatol: *H-NMR (500 MHz, CDCI3): d = 0.86 (d, J = 6.9 Hz, 3H ;H-15), 0.97 (s,
3H ;H-14), 1.21 (m, 1H ;H-8a), 1.30 — 1.53 (m, 3H; H-3a, H-4, H-6a), 1.73 — 1.90 (m, 4H; H-3b,
H-6b, H-8b, H-9a), 2.10 (m,1H ;H-9b), 2.31 (m, 2H; H-7, OH), 4.09 (s, 2H; H-13), 4.20-4.24 (m,
1H; H-2), 4.84 (s, 1H; H-12a), 5.00 (s, 1H; H-12b), 5.32 ppm (d, J = 1.7 Hz, 1H; H-1) ;"®*C-NMR
(125 MHz, CDCls): d = 15.5 (C-14), 18.3 (C-15), 32.5 (C-8), 33.5 (C-9), 36.7 (C-7), 37.3 (C-3),
38.4 (C-5), 39.3 (C-4), 45.2 (C-6), 65.3 (C-13), 68.1 (C-2), 108.4 (C-12), 124.6 (C-1), 145.8
(C-10), 153.7 ppm (C-11).

NMR Spektren von 13-Hydroxynootkaten und 13-Hydroxynootkatol sind im Anhang unter
Abbildungen 56 — 67 zu finden.

CYP264B1
A e A
g g OH
(+)-Valencen 13-Hydroxyvalencen
CYP264B1
g i OH
Nootkaten 13-Hydroxynootkaten
HO,, HO,,,
CYP264B1
7 H OH
trans-Nootkatol 13-Hydroxynootkatol
o o
CYP264B1
o e o
g g OH
(+)-Nootkaton 13-Hydroxynootkaton

Schema 10: Hydroxylierungen der Eremophilan-Sesquiterpene durch CYP264B1.

4.2 Olfaktorische Analysen neuer Sesquiterpene

Volatile Terpene pflanzlichen Ursprungs finden als Gemische in &therischen Olen oder in
Reinstform als Riechstoffe in der Parfimerie Verwendung (Breitmaier 2008). Bis auf Geosmin
(https://etatlibredorange.com/shop/hermann-a-mes-cotes (2016)(2016)) haben bakterielle Terpene
in diesem Industriezweig noch keine Anwendung gefunden. Um ihre Eignung als Riechstoffe zu
testen, wurden die neuen bakteriellen Sesquiterpenenantiomere (+)-Eremophilen und (-)-6-
Cadinen sowie die oxidierten Sesquiterpene 13-Hydroxyvalencen, 13-Hydroxynootkaten, 13-
Hydroxynootkatol, 5-Hydroxyhumulen, 5-Hydroxycaryophyllen, 5-Hydroxyzerumbon, zwei
Isomere von 6,7-Dihydro-2,3-epoxy-5-hydroxyzerumbon und 5-Hydroxy-3(4)-cedren durch ein
Team von drei Sensorikexperten unter der Leitung von Dr. Felix Flachsmann (Givaudan SA) per
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GC/Olfaktometrie (GC/O) analysiert. Die Ergebnisse der olfaktorischen Studien der getesteten
Terpene sind in Tabelle 3 dargestellt.

Fur die Parfumerie interessante neue Duftnoten zeigen eine hohe Geruchsintensitit bei einer
effektiven Konzentration von maximal 10 ng/L Luft. Die verwendete Methode der GC/O stellt die
Verdampfung der getesteten Substanzen sicher und hilft durch die chromatographische Trennung
auch aus einem Gemisch die Geriiche reiner Substanzen zu erfassen. Alle getesteten Substanzen
wurden im Sniffing Port auf effektive Konzentrationen von 500 ng/L Luft eingestellt und waren
damit um den Faktor 50 (ber dem maximalen Grenzwert fiir Riechstoffanwendungen
interessanter Substanzen. Alle untersuchten Sesquiterpene wurden — mit Ausnahme von 13-
Hydroxynootkatol (Balsam, Styrax, Weihrauch, Ghee, Tab. 3, Zeile 5) und 5-Hydroxyzerumbon
(Teer, fruchtig, fettig, Tab. 3, Zeile 8) — als geruchlos getestet. Keines der getesteten Molekiile
weist Geruchsqualitaten auf, die als interessant fur Anwendungen in der Parfumerie befunden

wurden.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die sensorischen Analysen von Sesquiterpenen aus S. cellulosum So ce56, mit Cytochromen
P450 oxidierten Sesquiterpenen und ihre Geruchsqualitaten.

* Obwohl der Autor viele der beschriebenen Molekiile selbst sensorisch getestet hat, sind Geruchsbeschreibungen in
der vorliegenden Arbeit ausschlielich Sensorikexperten tberlassen.

Sesquiterpene aus S. cellulosum So ce56 Geruch*

1 (+)-Eremophilen geruchlos

2 (-)-8-Cadinen geruchlos
Oxidationsprodukte von CYP264B1

3 13-Hydroxyvalencen geruchlos

4 13-Hydroxynootkaten geruchlos

5 13-Hydroxynootkatol Balsam, Styrax, Weihrauch, Ghee

6 5-Hydroxyhumulen geruchlos

7 5-Hydroxycaryophyllen geruchlos

8 5-Hydroxyzerumbon Teer, fruchtig, fettig

9 6,7-Dihydro-2,3-epoxy-5-hydroxyzerumbon | geruchlos

10 6,7-Dihydro-2,3-epoxy-5-hydroxyzerumbon | geruchlos

11 5-Hydroxy-3(4)-cedren Geruchlos
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4.3 Umséatze von (+)-Eremophilen mit Cytochromen P450 aus

Sorangium cellulosum So ce56

In Kapitel 3.1 (Publikation ,,Characterization of the Gene Cluster CYP264B1-gecA from
Sorangium cellulosum So ce56: Biosynthesis of (+)-Eremophilene and Its Hydroxylation”) wurde
die postulierte Funktion von CYP264B1 als (+)-Eremophilenhydroxylase mit Hilfe von in vitro
Experimenten und in E. coli Ganzzellsystemen bestétigt. Im Extrakt von S. cellulosum So ce56
wurden jedoch keine Derivatisierungsprodukte von (+)-Eremophilen nachgewiesen. Zur Kontrolle,
ob CYP264B1 als einziges P450 aus S. cellulosum So ce56 (+)-Eremophilen oxidieren kann,
wurden mit allen P450s, die in ausreichenden Konzentrationen exprimiert und gereinigt werden
konnten (neun von insgesamt 21), in vitro Umsétze von (+)-Eremophilen durchgefiihrt und mit
GC/MS analysiert. In der nachfolgenden Ubersicht sind fir jedes Enzym die verschiedenen

Oxidationsprodukte von (+)-Eremophilen dargestellt (Tab. 4).

Tabelle 4: Ubersicht der in vitro Umsétze von (+)-Eremophilen durch Cytochrome P450 aus S. cellulosum So ce56;
UHP: Uberhydroxylierungsprodukte, Produkte mit zwei oder mehr sauerstoffhaltigen funktionellen Gruppen;
k. A.: keine Aussage Uber die genaue Masse des Produktes moéglich

Cytochrom | Anzahl Produkt (Masse [Da]/ Abbildungen der Gaschromatogramme
P450 Produkte | Massendanderung im Vergleich zu (+)-Eremophilen [Da]) im Anhang

1| CYP109C1 |1 1 (220/+16) Abb. 2

2| CYP109C2 |1 1 (220/+16) Abb. 3

3| cyP109D1 | 2 1 (220/+16); 2 (UHP / UHP) Abb. 4

4] CYP260AL | 6 3 (k. A/ k. A); 4 (OHP/UHP); 5 (UHP/UHP); 6 (UHP/UHP); | Abb.5

7 (UHP/UHP); 8 (UHP/UHP)

5| CYP260B1 | 17 9 (220/+16); 10 (UHP/OHP); 11 (OHP/UHP); 12 (UHP/UHP); | Abb. 6
13 (UHP/UHP); 14 (UHP/UHP); 15 (UHP/UHP); 16
(UHP/UHP); 17  (UHP/UHP); 18  (UHP/UHP); 19
(UHP/UHP); 20 (UHP/UHP); 21 (UHP/UHP); 22
(UHP/UHP); 23 (UHP/UHP); 24 (UHP/UHP); 25 (UHP/UHP)

6| CYP264A1 | 4 26 (220/+16); 27 (220/+16); 28 (UHP/UHP); 29 (UHP/UHP) | Abb. 7
7| cyp264B1 | 3 1 (220/+16); 30 (UHP/UHP); 31 (UHP/UHP) Abb. 8
8| CYP267A1 | 14 26 (220/+16); 5 (UHP/UHP); 32 (UHP/UHP); 6 (UHP/UHP); | Abb.9

7 (UHP/UHP); 33 (UHP/UHP); 8 (UHP/UHP); 34
(UHP/UHP); 35 (UHP/UHP); 36 (UHP/UHP); 37
(UHP/UHP); 38 (UHP/UHP); 39 (UHP/UHP); 40 (UHP/UHP)

9| CYP267B1 | 8 26 (220/+16); 1 (220/+16); 41 (UHP/UHP); 7 (UHP/UHP); 42 | Abb. 10
(UHP/UHP); 43 (UHP/UHP); 44 (UHP/UHP); 45 (OHP/UHP)

Jedes der neun eingesetzten P450s kann (+)-Eremophilen umsetzen. Insgesamt lieferten die
(+)-Eremophilenumsétze eine Vielfalt von 45 Produkten. Darunter befinden sich nur vier
Substanzen mit einer Masse von 220 Da, die einfach hydroxylierten oder epoxidierten
(+)-Eremophilenderivaten entsprechen (Tab. 4; 1, 9, 26 und 27). Alle weiteren sind
Uberhydroxylierungsprodukte (UHP) mit mindestens zwei eingefiihrten funktionellen Gruppen.
Neben CYP264B1 koénnen die drei Enzyme der CYP109-Familie und CYP267B1
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(+)-Eremophilen zum einfach oxidierten Produkt 1 (Tab. 4, Zeilen 1, 2, 3, 7 und 9) umsetzen.
Daruber hinaus lassen sich fir den Umsatz mit CYP264B1 bei verschiedenen
Reaktionsbedingungen Unterschiede im Produktspektrum von (+)-Eremophilen beobachten.
Wihrend beim in vitro Umsatz neben dem einfach hydroxylierten/epoxidiereten Hauptprodukt
(Kap. 3.1 Abb. 4D; P; und Tab. 4; 1) zwei UHPs zu beobachten sind (Anhang Abb. 8 und Tab. 4,
30 und 31), sind es beim E. coli Ganzzellumsatz finf UHPs (Kap. 3.1 Abb. 4D;
multihydroxylated products P, — Pg). Vergleichbare Unterschiede zwischen Produktspektren von
in vitro und in vivo Umsétzen mit P450s sind bereits beobachtet worden. Sie sind unter anderem
in verschiedenen Aktivititen des Enzyms, bedingt durch intrazelluldre Inhibitoren und
Aktivatoren, unterschiedlichen Reaktionszeiten sowie Substratverfiigbarkeiten begriindet (Girhard
et al. 2009; Ringle et al. 2013).

4.4 Docking: Computergestitzte Modellierung von

CYP264B1-Sesquiterpen-Komplexen

Auf Basis der Kiristallstruktur von CYP107A1 wurde von Dr. Michael Hutter ein
dreidimensionales Modell von CYP264BL1 erstellt (Ly et al. 2012). Zur Untersuchung der Protein-
Ligand-Wechselwirkungen im aktiven Zentrum von CYP264B1 bei der Oxidation von
Sesquiterpenen wurden Docking-Studien durchgefiihrt. Dabei wurden mit Methoden der
Energieminimierung die wahrscheinlichsten Konformationen der CYP264B1-Sesquiterpen-
Komplexe berechnet. Eine Ubersicht iiber die Konformationen der Komplexe ist in Tabelle 5 fiir
die Substrate (+)-Eremophilen; (+)-Valencen; (+)-Nootkaton; a-Humulen; Zerumbon;
B-Caryophyllen; a-Cedren (Kap. 3.2) sowie Nootkaten und trans-Nootkatol (Kap 4.1) angegeben.
Die C-Atome, die in der N&he des zentralen Eisens im Ham-Cofaktor liegen, gelten als die
wahrscheinlichsten Oxidationspositionen. Die C-Atome in einer Entfernung von bis zu 4,5 A
(etwa drei C-O-Bindungsldangen) zum Eisen-Atom sind in Tabelle 5 (Spalten 2 und 3) nach
Entfernung geordnet. Experimentell wurden von CYP264B1 bisher ausschliel3lich
sp®-hybridiesierte C-Atome in Allylposition hydroxyliert (Kap. 3.2 und 4.1). Solche Positionen
sind daher in Tabelle 5 fett, sp>-hybridisierte C-Atome aus Doppelbindungen unterstrichen
gekennzeichnet.

Unter allen Substraten waren die Eremophilane (+)-Nootkaton und trans-Nootkatol die einzigen,
fur die jeweils zwei mdgliche Bindungskonformationen errechnet wurden. In allen
Konformationen liegen die Substrate axial uber dem Ham. In jeweils einer Konformation fiir
(+)-Nootkaton (Konformation B, Anhang Abb. 74) und trans-Nootkatol (Konformation A,
Anhang Abb. 71) zeigt die Isopropyliden-Gruppe zum H&m. Das experiementell hydroxylierte
C-13 befindet sich in der N&he des Ham-Eisens und somit in einer flr Hydroxylierung
wahrscheinlichen Position (Tab. 5, Zeile 5B) (Ly et al. 2012).
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(+)-Eremophilen und (+)-Valencen liegen in ihrer einzigen errechneten Konformation ebenfalls
axial Uber dem Ham (Anhang Abb. 68 und 69). Dabei liegt — &hnlich wie bei (+)-Nootkaton in
Konformation A (Anhang Abb. 73) und trans-Nootkatol in Konformation B (Anhang Abb. 72) —
der erste Ring des Transdecalingeriistes nah am Ham. Die zum Ham néachsten Positionen sind C-3
und C-2, beides jedoch keine allylischen sp-hybridisierten Kohlenstoffatome (Tab. 5, Zeilen 1, 2,
4 und 5). Die errechnete Position von Nootkaten im aktiven Zentrum ist mit keinem anderen
Sesquiterpen vergleichbar (Anhang Abb. 70). Die zum Ham-Eisen nachsten Atome C-1, C-9 und
C-10 sind alle sp-hybridisiert (Tab. 5, Zeile 3).

Neben Eremophilanen werden Humulane und die verwandten Caryophyllane sowie Cedrane von
CYP264B1 umgesetzt (Kap. 3.2, Schema 2). Die Hydroxylierung der Humulane a-Humulen und
Zerumbon sowie des Caryophyllans p-Caryophyllen findet selektiv an C-5 statt (Kap. 3.2,
Schema 2). Docking-Studien zeigen, dass a-Humulen und B-Caryophyllen in &hnlichen
Konformationen im aktiven Zentrum liegen. Dabei zeigt die Doppelbindung zwischen C-6 und
C-7 zum Ham. Das zum zentralen Eisen nachste Atom ist C-5 (Tab. 5, Zeilen 6 und 7). In der
errechneten Konformation von Zerumbon liegt C-15 (2,729A) mit groRem Abstand am nachsten
zum H&m-Eisen. Daneben liegen C-5, C-6, C-7 und C-8 in Entfernungen, bei denen Oxidationen
moglich waren. Dabei sind C-15 und C-5 allylische Positionen. Zwischen C-6 und C-7 liegt eine
Doppelbindung und an C-8 ein Carbonylgruppe (Tab. 5, Zeile 8). a-Cedren aus der Cedran-
Strukturklasse wird experimentell vorwiegend an C-15 hydroxyliert (Kap. 3.2, Schema 2). In der
errechneten Docking-Konformation liegt die C-15-Methylgruppe am nachsten zum Ham-Eisen,
gefolgt von C-3 und C-4 und C-2, von denen jedoch nur das letzte ein allylisches sp3-C-Atom ist
(Tab. 5, Zeile 9).
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Tabelle 5: Ubersicht tiber die Dockingstudien von Sesquiterpenen im aktiven Zentrum von CYP264B1, allylische
spS-hybridisierte C-Atome sind fett, sp>-hybridisierte C-Atome sind unterstrichen dargestellt.

Substrat

Konformationen/

Bindungsenergie

Néchste C-Atome des
Substrats zum Ham-Fe

Entfernung des C-Atoms des

Substrats zum Ham-Fe von

Oxidiertes

Hauproduktes der in vivo

[kd/mol] von CYP264B1 CYP264B1 [A] Studien (Kap 3.2 und 4.1)/
Funktionelle Gruppe
1| (+)-Eremophilen -6,45 C-3 2,681 Unbekannt
C-2 3,156
C1 4,069
C-4 4,116
2 | (+)-Valencen -6,35 C-3 2,911 C-13/ Allylalkohol
C-2 3,265
cl 4,106
3 | Nootkaten -6,15 Cc9 3.234 C-13/ Allylalkohol
C1 3.661
C-10
4 | trans-Nootkatol A: -6,16 C-13 3,086 C-13/ Allylalkohol
(6= ¥} 4,188
B: -6,05 C-3 3,197
C-2 3,326
5 | (+)-Nootkaton A: -6,24 C-2 2,906 C-13/ Allylalkohol
C-3 2,914
Cc4 4,382
B: -6,14 C-13 2,935
C-11 4,110
6 | B-Caryophyllen -6,15 C-5 3,379 C-5/ Allylalkohol
c6 3.327
cz 4,153
7 | o-Humulen -6,0 C-5 3,542 C-5/ Allylalkohol
C-6 4,029
8 | Zerumbon -6,3 C-15 2,729 C-5/ Allylalkohol
C7 3374
C-6 3.713
C-5 4,003
C-8 4,298
9 | a-Cedren -6,9 C-15 2,821 C-15/ Allylalkohol
c3 32711
C4 3.642
4,210
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5. Diskussion

Neben Pflanzen, die traditionell die Quelle fir die meisten Terpene darstellen, haben sich
Bakterien vor verhdltnismalig kurzer Zeit als interessante Organismen fiir die Biosynthese von
Terpenen erwiesen (Cane and Ikeda 2012; Dickschat 2016). Im Zentrum dieser Arbeit steht die
Untersuchung des Myxobakteriums S. cellulosum So ce56 als Terpenproduzent. Einerseits
wurden neue volatile Terpene in dem Myxobakterium beschrieben. Andererseits wurden
kommerziell erhéltliche Sesquiterpene pflanzlichen Ursprungs durch CYP264B1 selektiv oxidiert.
Die etablierten Methoden sind héchst vielversprechend bei der Suche nach neuen Riechstoffen

und die oxidierten Terpene interessant fiir Untersuchungen von humanen Riechrezeptoren.

5.1 Sorangium cellulosum So ce56 synthetisiert selektiv und

unselektiv neue einzigartige Sesquiterpene

Die vier im Genom enthaltenen Terpensynthasen (TSn) (scel440, sce4636, sce6369 und sce8552)
wurden auf ihre Funktion hin untersucht sowie ihre zugehdrigen Terpenprodukte strukturell
charakterisiert (Kap. 3.1 und 3.3).

Studien der isolierten Typ I-TSn zeigten, dass das Substrat Farnesyldiphophat (FPP) von sce1440
spezifisch zum Geosmin-Vorlaufermolekil Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol (Kap. 3.3 Tab. 1; 26)
und von sce8552 zu (+)-Eremophilen (Kap. 3.1 Abb. 4A) umgesetzt wird. Die dritte TS sce6369
bildet aus FPP eine groRe Vielfalt verschiedener Cubebane und der strukturell eng verwandten
Cadinane. Obwohl sich Anzahl und Strukturen der entsprechenden von sce6369 synthetisierten
Terpene bei verschiedenen Bedingungen unterscheiden (Kap. 3.3 Schema 2), bleiben die
Hauptprodukte der TS immer 10-epi-Cubebol und (-)-3-Cadinen (Kap. 3.3 Abb. 1B und Tab. 1;
17 und 19).

Die Zusammensetzung des Volatilenextraktes von S. cellulosum So ce56 mit einem Satz von 17
Sesquiterpenen bestatigt diese Ergebnisse. Darunter zeigen (+)-Eremophilen, (-)-6—Cadinen, 10-
epi-Cubebol und Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol die héchsten Vorkommen (Kap. 3.3 Abb. 1A
und Tab. 1; 11, 17, 19 und 26). Unter den bisher untersuchten Myxobakterien (M. xanthus, C.
crocatus, S. aurantiaca) besitzt S. cellulosum So ce56 den komplexesten Satz an volatilen
Terpenen (Dickschat et al. 2004; Schulz et al. 2004; Dickschat et al. 2005), vergleichbar mit
Streptomyceten (Citron et al. 2012).

Geosmin-/Germacra-1(10)E,5E-dien-11-olsynthasen wie scel440 kommen in einer Vielzahl von
bakteriellen Genera, einschlieBlich Actinomyceten, Streptomyceten und Cyanobakterien, vor
(‘Yamada et al. 2012). Das zugehdrige Gen ist Uber alle bakteriellen Stdmme hochkonserviert und
etwa doppelt so lang wie andere TS-Gene (Cane and Watt 2003). Die Biosynthese von Geosmin
Uber die Zwischenstufe Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol (Kap. 3.3 Tab. 1; 26) wurde bereits
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mehrfach untersucht (Schema 11) (Spiteller et al. 2002; Cane and Watt 2003; Dickschat et al.
2005; Cane et al. 2006; Jiang et al. 2006; Jiang et al. 2007).

X
P _ — —
OH OH

FPP OP206  Germacra-1(10)E,5E-dien-11-0  Geosmin
26

Schema 11: Biosynthese von Geosmin tiber das Zwischenprodukt Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol (26), modifiziert aus
(Cane and Watt 2003); FPP: Farnesylpyrophosphat

Dass das heterolog exprimierte Enzym kein Geosmin synthetisiert, liegt moglicherweise an der
fehlenden Aktivitdt der C-terminalen Domadne, die fiir die Reaktion von 26 zu Geosmin
verantwortlich ist. Studien mit der Geosminsynthase aus Streptomyces coelicolor zeigten, dass 26
nicht akkumuliert, sondern direkt zu Geosmin umgesetzt wird (Cane and Watt 2003). Der
Nachweis von 26 neben Geosmin im volatilen Extrakt von S. cellulosum So ce56 suggeriert eine
geringere Geosminsynthaseaktivitdt von scel440. Auf Basis von Sequenzvergleichen mit
funktionalen Geosmin-/Germacra-1(10)E,5E-dien-11-olsynthasen l&sst sich kein Hinweis fiir die
ganzlich fehlende Aktivitat des zweiten Schrittes der Geosminsynthese im E. coli-Ganzzellsystem
finden. Intrazellulare Parameter wie pH und Art der lonen haben aber Einfluss auf die Aktivitat
von TSn (Steele et al. 1998; Cane et al. 2006).

Die Biosynthese des (+)-Enantiomers von Eremophilen und die zugehorige TS sce8552 aus
S. cellulosum So ce56 wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal beschrieben (Kap. 3.1). Dickschat
schlug einen Mechanismus der sce8552-katalysierten Reaktion von FPP zu (+)-Eremophilen auf
Basis der fur TSn geltenden Prinzipien (Kap. 1.3) vor (Dickschat 2016). Dabei cyclisiert FPP (iber
ein  Germacradienylkation (Schema 12, A) nach Protonenabspaltung zu Germacren A
(Schema 12, B). Reprotonierung und intramolekularer 1,6-Ringschluss fliihren zu einem
trans-Decalinintermediat (Schema 12, C). Letzteres lagert sich (ber aufeinander folgende
1,2-Hydrid- und 1,2-Methylshifts zu (+)-Eremophilen um (Schema 12).

~H

N 1,10
= TV ® v P e

~/ 4- = + = 1

-P,0; -H

FPP OP,06% A B

: 1,2-H : 1,2-Me

y ‘;,/( _H+ - é "/,(
C D (+)-Eremophilen

Schema 12: Mechanismus der sce8552-katalysierten Biosynthese von (+)-Eremophilen, modifiziert aus (Dickschat
2016); FPP: Farnesylpyrophosphat, 1,10: 1,10-Cyclisierung; 1,2-H: 1,2-Hydridumlagerung nach Wagner-Meerwein;
1,2-Me: 1,2-Methylumlagerung nach Wagner-Meerwein.
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Das bereits seit den 1960er Jahren bekannte (-)-Eremophilen entstammt verschiedenen Pestwurz
(Petasites)-Spezies (Hochmannova and Herout 1964; Kiepinsky et al. 1968; Piers and Keziere
1968; Piers and Keziere 1969). So bildet das Paar ein weiteres Beispiel fir die
Enantiokomplementaritat von Terpenen aus verschiedenen Organismen. In Kapitel 1.2.2 wurde
das Carvon-Enantiomerenpaar vorgestellt, dessen Vertreter alternativ in verschiedenen Minzarten
((-)-(4R)-Carvon) oder in Kiummel und Dill ((+)-(4S)-Carvon) zu finden sind (Tab. 1
Zeilen 12 und 13). Die Enantiomere von Eremophilen zeigen, dass enantiokomplementére
Terpenbiosynthesen in Pflanzen und Bakterien mdglich sind. Ob eine zu sce8552
enantiokomplementdre TS in Petasites-Spezies vorhanden ist, ware eine interessante
Fragestellung fur zukunftige Untersuchungen.

Der Gencluster aus TS (sce8552) und CYP264B1 (sce8551) ist funktional und das P450 setzt
(+)-Eremophilen zum monohydroxylierten/epoxidierten Hauptprodukt um (Anhang Abb. 8, 1 bzw.
Kap. 3.1 Abb. 4D, Pi). In vitro entstehen bei der Reaktion zwei (Anhang Abb. 8), bei der
Reaktion im E. coli Ganzzellsystem fiinf (Kap. 3.1 Abb. 4D) weitere Produkte. In vitro kdnnen
insgesamt mindestens neun P450s aus S. cellulosum So ce56 den Kohlenwasserstoff zu
mindestens 45  verschiedenen Produkten umsetzen. Darunter befinden sich 41
Uberhydroxylierungsprodukte, also (+)-Eremophilenderivate mit mehr als einer O-haltigen
funktionellen Gruppe (Tab. 4). Die Vertreter der CYP109-Familie (CYP109C1, CYP109C2 und
CYP109D1) und CYP267B1 produzieren aus (+)-Eremophilen dasselbe Hauptprodukt 1 (bzw.
P1) wie CYP264B1. Die Umsétze sind dabei noch selektiver und im Fall von CYP109D1 auch
effizienter (Anhang Abb. 2 — 4 und 8).

Die 10-epi-Cubebol-Synthase Sce6369 ist nicht spezifisch. Sie stellt mindestens zwolf der 17
Sesquiterpene in S. cellulosum So ce56 her und tragt damit malRgeblich zur Substanzvielfalt im
volatilen Extrakt des Bakteriums bei (Kap. 3.3 Abb. 1A und Tab. 1). Im E. coli-Ganzzellsystem
sind es sogar 21 Terpene und vier Terpene im S. avermitilis SUKA22-Ganzzellsystem (Kap. 3.3
Tab. 1 und Schema 2). Im Allgemeinen sind Strukturen von Terpenen von der Form des aktiven
Zentrums der entsprechenden TS abhédngig (Aaron et al. 2010). Unspezifische Terpensynthasen
haben aktive Zentren, deren Form fiir die Reaktionsintermediate verschiedene Folgeverlaufe und
Produkte zulassen (Steele et al. 1998; Lopez-Gallego et al. 2010). Alle Produkte der TS sce6369
gehdren zum Cubeban- oder strukturell eng verwandten Cadinan (Cadalan)-Strukturtyp (Kap. 3.3
Schema 1B). Das lasst den Rickschluss zu, dass sie ber dieselben Intermediate hergestellt
werden. Die unterschiedlichen Terpene entstehen aus den Carbokation-Intermediaten durch
Abspaltungen verschiedener Protonen und nukleophile Angriffe von Wasser (Kap. 3.3 Schema 2).
Die Unterschiede der Produktmuster in den verschiedenen Expressionssystemen sind durch die
unterschiedlichen Aktivitaiten von TSn erklarbar. Wie bereits im Zusammenhang mit der
Geosmin-/ Germacra-1(10)E,5E-dien-11-olsynthase erwéhnt, haben Reaktionsparameter wie pH
und Art der lonen im Cytosol Einfluss auf die TS-Aktivitat (Steele et al. 1998; Cane et al. 2006).
Dabei wirken sich die Ladungen von cytosolischen Protonen und lonen auf die intramolekularen

66



Wechselwirkungen von Enzymen aus. Aber auch intermolekulare Wechselwirkungen
beeinflussen die Tertidarstruktur und somit auch die des aktiven Zentrums von TSn (Aaron et al.
2010).

Das E.coli-System ist den nativen Bedingungen im Myxobakterium ahnlicher als das
S. avermitilis-System: Die Hauptprodukte von sce6369 10-epi-Cubebol (Kap. 3.3 Tab. 1, 19) und
(-)-6-Cadinen (Kap. 3.3 Tab. 1, 17) sowie mindestens neun Nebenprodukte werden sowohl in
S cellulosum So ce56 als auch im E.coli-System gebildet, im S. avermitilis-System jedoch nicht
(Kap. 3.3 Tab. 1 und Schema 2).

Die physiologischen Funktionen der analysierten Terpene sind bisher ungeklart. lhre Volatilitat
und ihre Loslichkeit sowohl in wassrigen als auch hydrophoben Medien machen sie zu
aussichtsreichen Mediatoren fiir die chemische Kommunikation von S. cellulosum So ce56. Eine
Quorum Sensing-Rolle bei der Fruchtkérperbildung der Myxobakterien ware denkbar. Die
Identifizierung und Synthese der Terpene macht experimentelle Untersuchungen ihres Einflusses

auf Zellphysiologie, -morphologie und Bewegung von S. cellulosum So ce56 in Zukunft méglich.

5.2 Docking-Studien und Produktstrukturen liefern Einblick
in den Mechanismus der Sesquiterpenoxidationen durch
CYP264B1

Uber die Charakterisierung der TSn hinaus wurden aus dem groRen Satz der 21 endogenen P450s
die Terpenoxidasen bestimmt sowie insbesondere das Potential der natlrlichen
Terpenhydroxylase CYP264B1 fur selektive Funktionalisierung verschiedener
Terpenkohlenwasserstoffe evaluiert. Die Ergebnisse der in vivo Umsatze von Sesquiterpenen mit
CYP264B1 (Kap. 3.2) und Dockingstudien der Terpene ins Homologiemodell von CYP264B1
(Kap. 4.1) wurden gegentiber gestellt. Aus den Ergebnissen konnten Aussagen tber die Struktur-
Funktions-Beziehungen bei der Oxidation der Terpene durch CYP264B1 getroffen werden.

Aus der Eremophilan-Strukturklasse werden neben dem natirlichen CYP264B1-Substrat
(+)-Eremophilen die vier weiteren Vertreter (+)-Valencen, Nootkaten, Nootkatol und
(+)-Nootkaton umgesetzt. Die primédre Oxidationsposition fur (+)-Eremophilen konnte bisher
nicht identifiziert werden, fiir alle anderen Eremophilane ist sie C-13 (Kap. 3.2 und 4.1). Die
Humulane a-Humulen und Zerumbon sowie Caryophyllen werden selektiv an der Position C-5
hydroxyliert. a-Cedren aus der Cedran-Strukturklasse wird an verschiedenen Positionen, priméar
jedoch an der C-15-Methylposition hydroxyliert (Kap. 3.2).

Beim tieferen Einblick in den enzymatischen Mechanismus der CYP264B1-katalysierten
Reaktionen halfen Docking-Studien der Enzym-Substrat-Komplexe. Dazu sind in Tabelle 5 die
Ergebnisse der Docking-Simulationen und der in vivo Umséatze der verschiedenen Sesquiterpene
mit CYP264B1 gegeniiber gestellt. Bei der Bindung der Substrate im aktiven Zentrum von
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CYP264B1 spielen vor allem hydrophobe Wechselwirkungen mit den Aminosduren 11e80,
Leu23l, Ala235, Thr239, Val282 und Thr285 eine Rolle (Anhang Abb. 68 - 78).
Wechselwirkungen des Substrats mit dem Enzym tber H-Briicken konnten nur fur (+)-Nootkaton
festgestellt werden (Ly et al. 2012). Fir trans-Nootkatol (Konformation A), (+)-Nootkaton
(Konformation B), B-Caryophyllen, a-Humulen und o-Cedren stimmen die experimentell
ermittelten allylischen Hydroxylierungspositionen der Hauprodukte mit dem jeweils zum Ham
nachsten C-Atom des Substrates im Komplex Uberein (Tab. 5, Zeilen 4 — 7 und 9). Die
Konformation des Zerumbons in der Docking-Simulation ist derlei, dass sich die Positionen C-15,
C-6, C-7, C-5 und C-8 in der Néhe des Ham-Eisens befinden (Tab. 5, Zeile 8 und Anhang
Abb. 77). Obwohl C-5 weiter vom Ham-Eisen entfernt liegt als C-15, C-6 und C-7, stellt
5-Hydroxyzerumbon das Hauprodukt der in vivo Hydroxylierung dar. Diese Ergebnisse zeigen,
dass die absolute Distanz eines C-Atoms zum H&m-Eisen nicht das einzige Kriterium fir die
CYP264B1-katalysierte Hydroxylierung darstellt. Darlber hinaus spielt unter anderem der
allylische Charakter des C-Atoms eine Rolle. Neben 5-Hydroxyzerumbon, dem Hauptprodukt der
Zerumbon-Oxidation (96%), wurde ein Nebenprodukt (4%) ermittelt, das an C-15 hydroxyliert
sein konnte (Kap. 3.2, Schema 2). Daneben liegt die experimentell bevorzugt hydroxylierte C-13
Position der Eremophilane (+)-Valencen und Nootkaten in den Docking-Studien nicht in der Néhe
des Hams. Wahrend bei (+)-Valencen die allylische C-2-Position fr eine Hydroxylierung gunstig
zu liegen scheint, sind alle C-Atome von Nootkaten, die in der Nahe des Ham-Eisens liegen, in
Doppelbindungen und damit sp-hybridisiert (Tab. 5, Zeilen 2 und 3 und Anhang Abb. 69).
Obwohl die in den Docking-Studien errechneten Konformationen nicht fur alle Sesquiterpene zu
den experimentell ermittelten Hauptprodukten fihren, konnten sie mdglicherweise
Oxidationspositionen fir einige der zahlreichen Nebenprodukte erkléren (Kap. 3.2 Schema 2).
Die Strukturen der Nebenprodukte der CYP264B1-katalysierten Hydroxylierungen sollen in

weiterfiihrenden Studien experimentell ermittelt werden.

5.3 Neue Sesquiterpene aus Sorangium cellulosum und durch

CYP264B1 oxidierte Terpenderivate sind zumeist geruchlos

Vor dem Gesichtspunkt, dass volatile Sesquiterpene als Riechstoffe verwendet werden und
Komponenten in der Parfiimerie verbreiteter atherischer Ole darstellen, lag die Vermutung nahe,
dass die neuen Terpene aus S. cellulosum So ce56 interessante Duftnoten darstellen kdnnten. Wie
in Kapitel 1.2.2 dargestellt, gibt es in der Natur vorkommende enantiomere Terpene, die
unterschiedliche olfaktorische Eigenschaften aufweisen (Tab. 1 Zeilen 8 — 13). Darlber hinaus
konnen Terpene und terpendhnliche Volatile ihre olfaktorischen Eigenschaften durch selektive
Funktionalisierungen verandern (Tab. 1 Zeilen 4 — 7 und Schema 4). Die neuen Sesquiterpene
(+)-Eremophilen und (-)-8-Cadinen sowie die oxidierten Derivate von (+)-Valencen, Nootkaten,

trans-Nootkatol, a-Humulen, p-Caryophyllen, Zerumbon und o-Cedren wurden per GC/O
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sensorisch getestet und mit den Geriichen ihrer Enantiomere beziehungsweise ihrer Substrate
verglichen (Tab. 6). Die sensorischen Studien sollten insbesondere zwei Fragen beantworten:

1) Besitzen die vormals unbeschriebenen Enantiomere (+)-Eremophilen und (-)-8-Cadinen
interessante und sich von ihren Isomeren unterscheidende Geruchsnoten?

2.) Wirken sich enzymatische Oxidationen von Sesquiterpenen auf ihre Geruchsqualitat
und/oder -intensitét aus?

Ob die Enantiomere von Eremophilen unterschiedliche Geruchseindriicke hervorrufen, lasst sich
nicht eindeutig feststellen. (+)-Eremophilen konnte in ausreichender Reinheit und Menge
synthetisiert werden, um sensorische Studien durchzufithren. Es rief bei den Testpersonen keinen
Sinneseindruck hervor. Uber den Geruch von (-)-Eremophilen konnten weder in den ersten
Studien seiner Strukturidentifikation (Hochmannova and Herout 1964; Kiepinsky et al. 1968;
Piers and Keziere 1968; Piers and Keziere 1969) noch weiteren Literaturquellen oder in der
proprietdaren Datenbank von Givaudan Informationen gefunden werden (Tab. 6 Zeile 1).
6-Cadinen féllt in die Klasse der Terpene, deren Enantiomere sich in ihren Geruchsqualitaten
unterscheiden. Das von S. cellulosum So ce56 aber auch verschiedenen Pflanzen synthetisierte
(-)-1somer ist geruchlos, wéhrend das bisher ausschlieflich aus Pflanzenextrakten bekannte
(+)-1somer als holzig, teerig und nach Gewiirzen wie Kimmel und Thymian riechend beschrieben
wird (Tab. 6 Zeile 2) (Arctander 1969; Finefield et al. 2012).

Alle als Substrate verwendeten Sesquiterpene sind in atherischen Olen enthalten, von denen die
meisten charakteristische Geruchsnoten tragen (Tab. 6 Spalten 5 und 6, Zeilen 3 - 11). Die
Eremophilane (+)-Valencen und trans-Nootkatol sind Zitrusaromen mit Noten von Orange und
Grapefruit (Tab.6 Zeilen 3 und 5). Das erstmals aus Hopfen gewonnene, aber in vielen
verschiedenen Pflanzen enthaltene, a-Humulen riecht holzig, erdig und staubig (Tab. 6 Zeile 6)
und das damit strukturell eng verwandte -Caryophyllen holzig, wirzig und nach Nelke (Tab. 6
Zeile 7). a—Cedren ist ein charakteristisches Sesquiterpen aus Zedernholz. Es riecht aromatisch
warm, trocken, nach Campher und Zedernholz (Tab. 6 Zeile 11). Dartiber hinaus wird es als
Ausgangsprodukt fiir Synthesen von weiteren Molekilen holziger Noten verwendet (Panten et al.
2005). Nootkaten und Zerumbon sind die einzigen beiden Substrate, deren olfaktorische
Qualitaten nicht beschrieben sind (Tab. 6 Zeilen 4 und 8), obwohl beide Substanzen
charakteristische Geruchsnoten besitzen. Nootkaten weist strukturell eine hohe Ahnlichkeit mit
den Zitrus-Riechstoffen (+)-Valencen, trans-Nootkatol und (+)-Nootkaton auf (Schema 10).
Zerumbon ist ein Oxidationsprodukt von a-Humulen. Weitere a—Humulenepoxide und ihre
Hydrolyseprodukte sind in Hopfen vorkommende Geruchstréger. lhre Noten sind als zitrusartig,
tropisch fruchtig, holzig, wirzig und blumig beschrieben worden (Yang et al. 1993).
Tetrahydrozerumbon hingegen riecht balsamartig (Kitayama et al. 2010). Die durchgefiihrten
enzymatischen allylischen Hydroxylierungen fihrten bei (+)-Valencen, o—Humulen, f-

Caryophyllen und a-Cedren zum kompletten Verlust der Geruchsqualitat (Tab. 6 Zeilen 3, 6, 7
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und 11). Auch das 13-Hydroxyderivat von Nootkaten ist geruchlos (Tab. 6 Zeile 4). Das an C-5
allylisch hydroxylierte Derivat von Zerumbon riecht fruchtig, fettig und nach Teer (Tab. 6 Zeile
8), die mehrfach oxidierten 6,7-Dihydro-2,3-epoxy-5-hydroxyzerumbone sind hingegen ebenfalls
geruchlos (Tab. 6 Zeilen 9 und 10). Die Hydroxylierung von trans-Nootkatol an C-13 andert den
Geruch von suBlichen Noten von Grapefruit zu Noten von Balsam, Styrax, Weihrauch und Ghee
(Tab. 6 Zeile 5).
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Tabelle 6: Ubersicht iiber die sensorischen Analysen von Sesquiterpenen aus S. cellulosum So ce56, mit Cytochromen
P450 oxidierten Sesquiterpenen und ihre Geruchsqualitaten.

Substanz Geruch* Enantiomer Geruch* Vorkommen Referenz
1 (+)-Eremophilen geruchlos (-)-Eremophilen Nicht dokumentiert Versch. (Hochmannova
Pestwurzarten and Herout
(Petasites 1964;
officinalis, Kiepinsky et
Petasites al. 1968)
kablikianus,
Petasites albus)
2 (-)-8-Cadinen geruchlos (+)-6-Cadinen mild, trocken holzig, | Westindische (Arctander
leicht teerig, | Zedrele (Cedrela | 1969; Barrero
Ahnlichkeit mit | odorata), et al. 1991;
Gewirzen wie | Stech- Joulain and
Kimmel und | Wacholder Konig  1998;
Thymian (Juniperus Finefield et al.
oxycedrus), 2012)
Queensland-
Avraukarie
(Araucaria
bidwillii),
Kimmel (Carum
carvi),
Baumwollstrauc
h (Gossypium
arboreum),
Hochland
Baumwolle
(Gossypium
hirsutum)
Substrat
3 13-Hydroxy- geruchlos (+)-Valencen Orange, Versch. (Hunter  and
valencen zitrusartig, Zitrusarten, Brogden 1965;
holzig, Valencia-Orange | Sharon-Asa et
6lig (Citrus sinensis), | al. 2003;

Sellerie  (Apium
graveolens),
Mango
(Mangifera
indica),
Olive

europea)

(Olea

Kaspera 2004;
Burdock 2010;
Leonhardt and
Berger 2015)
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13-Hydroxy- geruchlos Nootkaten Nicht dokumentiert Valencia-Orange | (Kelsey et al.
nootkaten (Citrus sinensis), | 2005;
Nootka- Khasawneh et
Scheinzypresse al. 2011;
(Chamaecyparis | Bazzali et al.
nootkatensis), 2016)
Vietnamesiche
Goldzypresse
(Xanthocyparis
vietnamiensis)
13-Hydroxy- Balsam, trans-Nootkatol Grapefruit, Nootka- (Kelsey et al.
nootkatol Styrax, suflich, Scheinzypresse 2005;
Weihrauch, weniger intensiv (Chamaecyparis | Khasawneh et
Ghee als (+)-Nootkaton nootkatensis) al. 2011;
Leonhardt and
Berger 2015)
5-Hydroxy- geruchlos a-Humulen Mild Holzig, leicht | Echter Hopfen | (De Moraes et
humulen erdig, staubig (Humulus al. 2001; Wang
lupulus) et al. 2008;
Tabak Chauhan et al.
(Nicotiana 2011; Suthisut
tabacum), et al. 2011;
Salbei  (Salvia | Bouajaj et al.
officinalis), 2013; Rice and
Griine Minze | Koziel 2015)
(Mentha
spicata),
versch.
Ingwerarten
(Zingiberacae)
Hanf (Cannabis
sativa)
5-Hydroxy- geruchlos [-Caryophyllen Nelke, Nelke (Syzygium | (Arctander
caryophyllen Wirzig, aromaticum), 1969;
Holzig Hanf (Cannabis | Ghelardini et
sativa), al. 2001;
Echter Hopfen | Jirovetz et al.
(Humulus 2002; Gertsch
lupulus), et al. 2008;
Schwarzer Ormefio et al.
Pfeffer  (Piper | 2008; Wang et
nigrum), al. 2008;
Aschantipfeffer | Burdock 2010)
(Piper
guineense)
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8 5-Hydroxy- Teer, Zerumbon Nicht dokumentiert versch. (Usia et al

zerumbon fruchtig, Ingwerarten 2004; Usia et
fettig (Zingiber al. 2005)
aromaticum,
9 6,7-Dihydro-2,3- geruchlos Zingiber
epoxy-5- zerumbet)
hydroxyzerumbon

10 6,7-Dihydro-2,3- geruchlos

epoxy-5-
hydroxyzerumbon
11 5-Hydroxy-3(4)- geruchlos o-Cedren Warm, holzig, | Virginischer (Walter 1841;
cedren Campher-artig, Wacholder oder | Walter 1843;
trocken, erinnert an | Virginische Stork and
Zedernholz Zeder (Juniperus | Clarke 1955;
virginiana) Stork and
Ostafrikanischer | Clarke 1961;
Wacholder Akenga and
(Juniperus Chhabra 1997;
procera) Faraldos et al.
Tabak 2010)
(Nicotiana
tabacum)

* In der wissenschaftlichen Literatur existiert kein Konsens tber die qualitative Beschreibung von olfaktorischen
Reizen (Sell 2005). Geruchsbeschreibungen in der vorliegenden Arbeit sind nach bestem Wissen Literaturquellen
entnommen worden, die sich als Referenzen auf ihrem Gebiet erwiesen haben.

** Die Literaturquellen liefern keine Angaben tiber die olfaktorische Reinheit der Substanzen.

Ein eindeutiges Muster in Bezug auf die Anderung von Geruchsqualitaten durch enzymatische
Oxidation der Sesquiterpene l&sst sich nicht erkennen. Die in der vorliegenden Arbeit
durchgeflhrten allylischen Hydroxylierungen von Sesquiterpenen dndern den sensorischen
Eindruck des Molekils dergestalt, dass sie die Geruchsqualitdt zumeist ausléschen. Ein
Geruchseindruck ist auf eine Gesamtheit von aktivierten Geruchsrezeptoren zurlickzufiihren. Eine
Substanz kann entweder einen spezifischen Rezeptor oder einen Satz verschiedener Rezeptoren
aktivieren (Buck and Axel 1991; Chatelain et al. 2014). Die Begriindung der Verénderung des
Geruchs liegt in der veranderten Struktur der Terpene und ihrer verdnderten Affinitat fir
Riechrezeptoren. Ist der Geruch durch die Hydroxylierung verandert, so wird eine andere
Kombination aus Rezeptoren aktiviert. Durch die von CYP264B1 eingebrachten funktionellen
Gruppen werden die Substanzen scheinbar derart verandert, dass sie nicht mehr an humane
Rezeptoren binden kdnnen, um diese zu aktivieren. Auf diese Weise kann kein Geruchseindruck
vermittelt werden. Die unterschiedliche Affinitat fir olfaktorische Rezeptoren kann bereits von
geringen strukturellen Unterschieden der Riechstoffe abhdngen. Aliphatische Sduren und
Alkohole verschiedener Kettenldngen (Abb. 7 vgl. Hexanséure mit Heptansaure; Heptanol mit
Octanol) als auch S&uren und Alkohole gleicher Kettenldnge (Abb. 7 vgl. Hexansaure mit

Hexanol; Heptansdure mit Heptanol) haben verschiedene Aktivierungsprofile und damit
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verbundene Geruchseigenschaften (Malnic et al. 1999). Aktuell wurden von den putativ 400
aktiven humanen Rezeptoren etwas tber 100 charakterisiert (Chatelain et al. 2014). Analoge
Aktivitatsuntersuchungen mit den humanen Riechrezeptoren und den in dieser Arbeit
verwendeten Sesquiterpenen wirden die Frage beantworten, welche Rezeptoren durch eine

bestimmte Substanz angeregt werden kdnnen.

ORs |s|s|(s|s|s|s|s|s|s|[s|s|s]|s|s

odorants

butanoic acid

pentanoic acid

hexanoic acid

heptanoic acid

octanoic acid

]
@
nonanoic acid m
|

b

b

b

b

pentanol

hexanol

heptanol

octanol

nonanol

bromobutanoic
acid

lbromopontanolc
ackd

bromohexanoic
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|bromooctanoic
acid 0' ‘

hexanedioic
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heptanedioic
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octanedioic
acid ® ®

non:rggioic m_L m o

Abbildung 7: Aktivierungsprofile von 14 Riechrezeptoren gemessen mit Ca?*-Imaging-Verfahren. Testriechstoffe
(odorants) sind in Zeilen, Riechrezeptoren S1 — S86 (ORs, olfactory receptors) sind in Spalten dargestellt. GrolRe Kreise
entsprechen einer starken Aktivierung durch den entsprechenden Riechstoff (100 uM), kleine Kreise entsprechen einer
schwachen Aktivierung mit maximal halber Signalstarke. Aktivierung, die bereits bei Riechstoffkonzentrationen von 1
bzw. 10 pM festgestellt wurde, ist mit einer entsprechenden Zahl innerhalb des Kreises versehen; a: nicht getestet; b:
mit 10 uM, aber nicht mit 100 uM getestet; ¢: weder mit 10 uM noch mit 1 uM getestet; d: nicht mit 1 uM getestet; aus
(Malnic et al. 1999).
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6. Schlussfolgerungen und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die Biosynthese von Sesquiterpenen und ihre
synthetisierenden Enzyme des Myxobakteriums Sorangium cellulosum So ce56 untersucht. Im
volatilen Extrakt von S. cellulosum So ce56 konnten 17 Terpene mit Hilfe von GC/MS-Analysen
identifiziert und ihren entsprechenden Terpensynthasen (TSn) zugeordnet werden. Neue
Terpenstrukturen wurden zudem mit NMR-, Rontgenbeugungs- und polarimetrischen Methoden
aufgeklart. Darunter befinden sich die zum ersten Mal beschriebenen Enantiomere (+)-
Eremophilen und (-)-6-Cadinen (Kap. 3.1 und 3.3). Dabei erwiesen sich die vier TSn als
vollkommen unterschiedlich. Die einzige Typ II-TS sce4636 kann den universellen
Sesquiterpenvorldufer Farnesylpyrophosphat (FPP) nicht umsetzen. scel440 ist eine klassische
Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol-/Geosminsynthase, deren Analoga in einer Vielzahl von
Prokaryoten, einschlieflich Streptomyceten und Cyanobakterien, vorkommen (Kap. 3.3). Die 10-
epi-Cubebolsynthase sce6369 ist hiochst unselektiv und produziert neben dem Hauptprodukt
mindestens zwolf weitere Sesquiterpene in S. cellulosum So ce56, darunter auch (-)-6-Cadinen.
Damit ist sie fur den groften Anteil der Terpene im volatilen Extrakt des Myxobakteriums
verantwortlich (Kap. 3.3 Tab. 1). Die hochspezifische (+)-Eremophilensynthase sce8552 liegt in
einem Cluster mit dem Cytochrom P450 CYP264B1 (sce8551) vor. Der Gencluster setzt FPP
selektiv zu (+)-Eremophilen um und oxidiert das Sesquiterpen zu weiteren Derivaten, deren
Strukturen bisher nicht bestimmt werden konnten (Kap. 3.1). In vivo und in vitro Umsétze von
(+)-Eremophilen mit CYP264B1 haben gezeigt, dass die Reaktion unselektiv sechs (Kap 3.1 Abb.
3D) beziehungsweise drei (Anhang Abb. 8) Produkte liefert. In beiden Féllen hat das
Hauptprodukt 1 (in Kap. 3.1 P1) eine Masse von 220 Da, also einen Unterschied von +16 Da zum
Substrat (+)-Eremophilen (Kap 2.1 Abb. 3E). Dieser Massenunterschied lasst den Schluss zu, dass
1 entweder ein hydroxyliertes oder epoxidiertes Derivat von (+)-Eremophilen darstellt.

Versuche der Reinigung von 1 (in Kap. 3.1 Pi) fiir weitere Analysen waren bisher nicht
erfolgreich. Das Produkt zerfallt oder derivatisiert wahrend des Reinigungsprozesseses sowohl in
wassrigen Losungsmitteln Gber einer apolaren Phase als auch in organischen Losungsmitteln tber
einer polaren Phase. Alternative Ansédtze zur Analyse von 1 konnten uber Umsétze mit
CYP109D1 stattfinden. Die in vitro Reaktion liefert bei einem hoheren Umsatz dasselbe
Hauptprodukt 1 wie die Reaktion mit CYP264B1. Ein einziges Nebenprodukt (2) tritt auf, was die
Reinigung und Strukturanalyse von 1 erheblich erleichern sollte (Anhang Abb. 4 und 8). Die
Synthese von 1 konnte auf kostengiinstige, zeit- und ressourcenschonende Art tber E. coli
Ganzzellumsétze mit CYP109D1 stattfinden (Ringle 2013). Hierzu misste gezeigt werden, dass
der Umsatz zum Produkt 1 im E. coli Ganzzellsystem mit CYP109D1 mit der in vitro Reaktion
beziglich Selektivitat und Ausbeute vergleichbar ist. Sollte das — wie fiir CYP264B1 — nicht der
Fall sein, konnte der Rohextrakt eines vergroBerten in vitro Ansatzes fir eine NMR

Charakterisierung des Produktes 1 ausreichen (Ly et al. 2012).
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Ein weiterer Ansatz, um die Herausforderung der Reinigung von 1 (in Kap. 3.1 P;) zu umgehen,
ware der Umsatz von einem 3C-isotopenmarkierten (+)-Eremophilen. Aufgrund des hohen
Anteils von C bei Substrat und Produkt entstehen selbst durch eine komplexe Matrix von
Ganzzellumsatzen keine nennenswerten Storsignale bei NMR-Analysen. Dickschat und
Mitarbeiter haben *C-isotopenmarkiertes FPP dazu genutzt, Mechanismen von TSn und
Strukturen der Sesquiterpene per NMR zu untersuchen (Rabe et al. 2015). Auf analoge Art und
Weise konnten die Positionen und Arten der durch P450s eingefiihrten funktionellen Gurppen
identifiziert werden. Fir NMR-Analysen sollten jedoch die Umsatze mdglichst selektiv und
guantitativ sein, da sonst die Zuordnung der Signale zu den entsprechenden
13C-isotopenmarkierten Produkten zu komplex wird. Solche Umsétze von (+)-Eremophilen lassen
sich am wahrscheinlichsten mit CYP109D1 erzielen. Indizien fir Oxidationspositionen kénnten
sich jedoch auch ohne praparative Trennung im Fragmentmuster von Massenspektren
isotopenmarkierter Substanzen feststellen lassen (Rabe et al. 2015).

Im volatilen Extrakt von S. cellulosum So ce56 ist (+)-Eremophilen zwar unter den Substanzen
mit dem hdchsten Vorkommen, es wurden aber weder das Hauptoxidationsprodukt 1 noch andere
oxidierte Derivate von (+)-Eremophilen (2 - 45) darin gefunden. Daher ist es mdglich, dass
weitere Derivatisierungen — @hnlich dem Sorangiadenosin (Ahn et al. 2008) — stattgefunden haben
und wahrscheinlich, dass sich die (+)-Eremophilenderivate innerhalb der Zellen befinden. Zur
Identifizierung dieser Terpene aus einem komplexen Zellextrakt und ihrer Strukturanalyse sind
LC/MS-basierte Metabolomics-Ansatze die Methode der Wahl (Krug and Muller 2014). Die
bereits identifizierten Massen und Fragmentspektren von (+)-Eremophilen und seinen
Oxidationsprodukten aus den in vitro (Tab. 4 und Anhang Abb. 11 — 55) und in vivo Umsatzen

(Kap 3.1) stellen dabei authentische Referenzstandards dar.

Als Folge seiner natiirlichen Funktion als (+)-Eremophilenhydroxylase, lag die Vermutung nahe,
CYP264BL1 sei in der Lage, auch weitere Sesquiterpene zu oxidieren. Um das Substratspektrum
von CYP264B1 zu testen, wurden Eremophilane, Humulane, Caryophyllane und Cedrane
umgesetzt. Das Enzym erwies sich als selektive allylische Hydroxylase fir alle vier
Strukturklassen der Sesquiterpene. Strukturanalysen der Hauptprodukte zeigten, dass die
Eremophilane (+)-Valencen, Nootkaten, trans-Nootkatol und (+)-Nootkaton priméar an der
allylischen Position C-13 hydroxyliert werden (Kap. 3.2 Schema 2 und Kap. 4.1 Schema 10).
Dies lasst vermuten, dass die verschiedenen Eremophilane trotz der Unterschiede ihrer
funktionellen Gruppen (Anzahl der Doppelbindungen im Decalin-Bicyclus und Oxidationsstufe
des C-2-Atoms) dhnliche Bindungskonformationen im aktiven Zentrum von CYP264B1
einnehmen. Dies gilt ebenfalls fur Caryophyllane und Humulane. Sowohl eine zusétzliche
intramolekulare C-C-Bindung (B-Caryophyllen im Vergleich zu a-Humulen) als auch eine
Ketogruppe an C-8 (Zerumbon im Vergleich zu a-Humulen) haben keinen Einfluss auf die

primare Hydroxylierungsposition C-5 (Kap. 3.2 Schema 2).

76



Um die mdglichen Bindungskonformationnen der Sesquiterpene im aktiven Zentrum von
CYP264B1 zu beleuchten, wurden Dockingstudien durchgefiihrt (Kap. 4.4). Unter Einbeziehung
der These, dass nur allylische Positionen oxidierbar sind, konnten fur die Umsétze von
trans-Nootkatol, (+)-Nootkaton, B-Caryophyllen, o-Humulen, Zerumbon und o-Cedren gute
Ubereinstimmungen zwischen den Produktstrukturen und den C-Atomen der Sesquiterpene in der
Néhe des Ham-Eisens beobachtet werden (Tab. 5, Zeilen 4 — 9). Basierend darauf und auf den
strukturellen Analysen der hydroxylierten Eremophilane sind bei der Oxidation von
(+)-Eremophilen ebenfalls ein an C-13 hydroxyliertes Derivat als Hauptprodukt zu erwarten.
Docking von (+)-Eremophilen ins Homologiemodell von CYP264B1 suggeriert jedoch eine
Konformation, bei der die Atome C-3, C-2 , C-1 und C-4 in einer Entfernung zum Ham-Eisen
liegen, die eine Oxidation moglich macht (Tab. 5 Zeile 1, Anhang Abb. 68). Von den vier
Positionen ist C-2 die einzige allylische und damit auch wahrscheinlichste Oxidationsposition in
dieser Bindungskonformation. Zudem konnen die Dockingstudien fiir die nichtoxidierten
Eremophilane (+)-Valencen und Nootkaten keine Erklarung der C-13-Hydroxylierung liefern, da
in der jeweils einzigen Konformation C-13 zu weit vom Ham-Eisen entfernt ist (Tab. 5, Zeilen 2
und 3).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass weder die auf der Basis eines Homologiemodells
errechnete Struktur von CYP264B1 (Ly et al. 2012) noch das Docking der Enzym-Substrat-
Komplexe eine umfassende Erklarung der Oxidationsprodukte von allen umgesetzten
Sesquiterpenen liefern kdénnen. Somit ist Docking auf Basis der vorliegenden Daten zur
Vorhersage einer wahrscheinlichen Oxidationsposition fiir (+)-Eremophilen (Tab. 5, Zeile 1) nicht
geeignet. Ob die errechneten Strukturen von CYP264B1 sowie der Enzym-Substrat-Komplexe
mit der Tertidrstruktur des Enzyms (bereinstimmen, wirde durch Kristallisation und
Rontgenstrukturanalysen deutlich. Ahnliche Studien wurden im AK Bernhardt bereits mit
CYP106A2 aus B. megaterium (Janocha et al. 2016) sowie der Terpenoxidase CYP260AL1 aus
S. cellulosum So ce56 (Khatri et al. 2016) erfolgreich durchgefihrt.

Da volatile Terpene hdufig als Riechstoffe verwendet werden, sind neue Vertreter dieser
Substanzklasse immer Kandidaten flir sensorische Analysen. Die neuen bakteriellen Enantiomere
(+)-Eremophilen und (-)-6-Cadinen erwiesen sich als geruchlos. Alle durch CYP264B1
eingefihrten Hydroxylierungen verdndern den Geruch der Sesquiterpene. Bis auf
13-Hydroxynootkatol und 5-Hydroxyzerumbon sind alle der Produkte geruchlos (Tab. 6) und
damit derart verandert, dass sie humane Geruchsrezeptoren nicht mehr aktivieren. Aktuell sind die
humanen Geruchsrezeptoren noch kaum charakterisiert. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden,
dass kleinste strukturelle Veranderungen von Riechstoffen (Kettenldnge von Aliphaten,
Oxidationsstufe zwischen Alkohol und organischer Sdure) uber die Affinitat zu Rezeptoren und
damit auch Uber die Geruchsqualitat entscheiden (Malnic et al. 1999). Der Geruch neuer Stoffe

kann nicht vorhergesagt und muss fiir jede Substanz neu evaluiert werden (Rossiter 1996). In
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diesem Zusammenhang sind die hydroxylierten Sesquiterpene trotz fehlenden Geruchs fir zwei
Arten von Anwendungen interessant:

Einerseits konnen die eingefiihren Hydoxylgruppen chemisch oder enzymatisch zu Aldehyden,
Ketonen und organischen Sauren weiteroxidiert werden. Die neuen Derivate konnten selbst
interessante Riechstoffe darstellen und missten sensorisch getestet werden. Systematische
Derivatisierungen von bekannten Riechstoffen sind ein ublicher und erfolgversprechender Ansatz
bei der Suche nach neuen Riechstoffen (Panten et al. 2005). Andererseits konnten die
hydroxylierten Sesquiterpene gemeinsam mit ihren Substraten bei der Charakterisierung weiterer
Geruchsrezeptoren behilflich sein (Chatelain et al. 2014). Dabei wirden die riechenden
Sesquiterpene Rezeptoren aktivieren und die olfaktorisch inaktiven hydroxylierten Sesquiterpene

kénnten als Negativkontrollen aus derselben Strukturfamilie dienen.

Diese Arbeit stellt S. cellulosum So ce56 als Produzenten der neuen volatilen Terpene
(+)-Eremophilen, (-)-6-Cadinen und 10-epi-Cubebol heraus. Damit zeigt sie auf, welche Vielfalt
an Terpenstrukturen von Bakterien produziert wird. Neue bakterielle Terpene werden in naher
Zukunft durch Naturstoffforscher beschrieben werden. Die Mdglichkeit, volatile Terpene mit
Cytochromen P450 wie CYP264B1 selektiv zu derivatiseren, erdffnet Zugang zu grdReren
Familien von Riechstoffmolekiilen und der potentiellen Entdeckung neuer Duftnoten. Zudem
werden solche Familien von Riechstoffen essentiell bei der Charakterisierung von

Geruchsrezeptoren werden.
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8.

Anhang

Der Anhang enthalt

Supporting Information zu ,,Characterization of the Gene Cluster CYP264B1-geoA from
Sorangium cellulosum So ce56: Biosynthesis of (+)-Eremophilene and Its Hydroxylation*
Supporting Information zu ,,New Sesquiterpene Oxidations with CYP260A1 and
CYP264B1 from Sorangium cellulosum Soce56“

Supplementary Material zu ,,A single terpene synthase is responsible for a wide variety of
sesquiterpenes in Sorangium cellulosum Soce56

Experimentelle Durchfiihrung

Abb. 1 —10: Gaschromatogramme der Umsatze von (+)-Eremophilen mit Cytochromen
P450 aus S. cellulosum So ce56

Abb. 11 — 55: Massenspektren der Oxidationsprodukte von (+)-Eremophilen

Abb. 56 — 67: Kernspinresonanz (NMR)-Spektren

Abb. 68 — 78: Docking: Computergestiitzte Modellierung von CYP264B1-Sesquiterpen-

Komplexen

und ist vollstandig auf dem dieser Arbeit beigelegten Datentréger enthalten.
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