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1 Einleitung und Zielstellung

Die chemische Synthese von komplexen, niedermolekularen Kohlenstoffverbindungen ist
oft schwierig und mit hohem finanziellem sowie zeitlichem Aufwand verbunden. Die
enzymatische Synthese von Feinchemikalien zur Anwendung im Forschungs- und
Entwicklungsbereich sowie fur Additive in der Lebensmittel- und Duftstoffindustrie gewinnt
deshalb zunehmend an Bedeutung. Aus diesem Grund sind vor allem alkylierende
Enzyme von groBer Bedeutung, die chemisch anspruchsvolle C-C-Verknipfungen
katalysieren konnen. Neben dem Methyltransfer sind hierbei vor allem prenylierende
Enzyme von groRem Interesse. Letztere werden dabei in Terpensynthasen und
Prenyltransferasen eingeteilt. Beide Enzymklassen verwenden Oligomere des
Isopentenyldiphosphats (IPP) oder dessen Isomers Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) als
Substrat zur Synthese komplexer Kohlenstoffverbindungen. Terpensynthasen
katalysieren eine intramolekulare Reaktion des Prenyldiphosphat-Substrates, wahrend
Prenyltransferasen eine Ubertragung der Prenylkette entweder auf ein aromatisches
Substrat  (aromatische Prenyltransferasen), auf Cysteinreste von Proteinen
(Proteinprenyltransferasen) oder auf ein weiteres Prenyldiphosphat
(Polyprenyldiphosphatsynthasen) forcieren.

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war die Erforschung des Katalysemechanismus von
cis-Prenyldiphosphatsynthasen am Beispiel der E. coli Undecaprenyldiphosphatsynthase
(EcUPPS). Zusatzlich sollte durch die Auslotung des Substratspektrums der EcCUPPS und
der ThkCPT (Thermococcus kodakaraensis cis-Prenyltransferase) eine Verbesserung der
Analytik von Polyprenyldiphosphaten sowie zusatzlich eine Kettenverlangerung mit
artifiziellen Prenyldiphosphaten erreicht werden. Dies wirde zukinftig die enzymatische
Synthese von alternativen Gummiressourcen erdffnen.

Als zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit wird die Umsetzung synthetischer
Prenyldiphosphate mit der 5-epi-Aristolochensynthase (TEAS) beschrieben. Durch die
Biosynthese neuartiger Sesquiterpene wurde Wissen Uber den enzymatischen
Zyklisierungsmechanismus erlangt, um zukinftig gezielt artifizielle Terpene als Additive

fur die Geruchs- und Lebensmittelindustrie zu biosynthetisieren.
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2.1 Terpene und Terpenoide

Terpene und Terpenoide sind eine vielfaltige Gruppe von Naturstoffen, die in Pflanzen,
Tieren, Bakterien und Pilzen vorkommen. Terpene sind unsubstituierte
Kohlenwasserstoffe, die sich von 2-Methylbutadien (Isopren) ableiten lassen (Abbildung
1). Die Einteilung der Terpene erfolgt nach Anzahl der Isopreneinheiten in Hemi- (Cs),
Mono- (Cyo), Sesqui- (Cis), Di- (Cy), Sester- (Cys), Tri- (Cs, Carotinoide), Sesquar- (Css),
Tetra- (C4, Steroide) und Polyterpene (C.4).? Terpene gehdren zur Stoffklasse der
Lipide, die in Fettsduren und deren Derivate, fettlosliche Vitamine, Steroide sowie
Terpene unterteilt wird.®! Naturstoffe verschiedener biosynthetischer Herkunft, die eine
Prenylierung enthalten, werden als Meroterpene bezeichnet. Terpenoide unterscheiden
sich von Terpenen durch den Einbau weiterer funktioneller Gruppen. Als Primér- und
Sekundarmetaboliten erflllen Vertreter beider Klassen wichtige biologische Funktionen.
So sind zum Beispiel Gibberelline, Sterole und Carotinoide Terpene des
Primarstoffwechsels, die fir essentielle Funktionen wie Wachstumskontrolle, Regulation
der Membranpermeabilitat und Schutz vor Photooxidation zustandig sind.” Aber auch in
Form von Sekundarmetaboliten spielen sie eine entscheidende Rolle als wahrnehmbare
Signale intra- und interspezifischer Kommunikation.®® Wegen ihres oft angenehmen
Duftes werden flichtige Terpene und Terpenoide in der Geruchs- und
Geschmackstoffindustrie verwendet. Menthol und Limonen sind beispielsweise die wohl
bekanntesten Monoterpen(oide), die fir den Geschmack und den Geruch von Minze bzw.
Zitrone verantwortlich sind."® Die beeindruckende Bioaktivitat von Terpenoiden fiihrt zu
der immer starkeren Erforschung dieser Stoffklasse. Eines der bekanntesten
Krebstherapeutika, Paclitaxel (Taxol®), ist zum Beispiel in der Medizin sehr
bedeutungsvoll. Die Gewinnung des Medikamentes aus der Rinde der pazifischen Eibe
(Taxus brevifolia) ist sehr aufwendig und flhrte zur Zerstérung grof3er Eibenbestande.
Deshalb wird Paclitaxel heute semisynthetisch aus einem Vorlaufer des Wirkstoffes
synthetisiert, der in den nachwachsenden Blattern der Pflanze zu finden ist.”) Von groRer
kommerzieller Bedeutung ist das bisher potenteste Antimalariamittel Artemisinin aus dem
einjahrigen Beiful? Artemisia annua. Die groRe Nachfrage nach diesem wirkungsvollen
Sesquiterpen wird durch Isolierung aus dem entsprechenden Pflanzenmaterial sowie aus
Zellkulturen bedient.*” Obwohl beide Medikamente seit iber 50 Jahren stark erforscht
werden, konnte noch keine geeignete, rein enzymatisch-biotechnologische

Synthesestrategie entwickelt werden.M*? Die schlechte Wasserléslichkeit und die oft
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toxische Wirkung gréf3erer Mengen der Terpenoide auf prokaryontische Wirte erschweren
eine biotechnologische Produktion zusatzlich.™

Auch hochmolekulare Polyisoprene gehoren in die Naturstoffklasse der Terpene.
Polyisoprenoidsynthasen konnen die Bildung von Terpenen mit Uber 5000
Kohlenstoffatomen realisieren, wie im Fall der Kautschuk-Synthase (Rubber-
Synthase).™*! Durch Vulkanisieren entsteht ein sehr elastischer und widerstandsfahiger
Kautschuk, der Anwendung in vielen Bereichen der Gummiherstellung findet (Autoreifen,
Gummihandschuhe, Luftballons, Latexkleidung, u.v.m.). Gewonnen wird der naturliche
Kautschuk hauptséchlich aus dem Kautschukbaum Hevea brasiliensis. Bestrebungen,
groRere Mengen Milchsaft (Latex) aus dem russischen Léwenzahn Taraxacum kok-
saghyz zu gewinnen, sind heute Grundlage umfangreicher Forschungsbemuihungen,
denn besonders das vermehrte Auftreten von Allergien macht die Verwendung des
Kautschuks aus Hevea brasiliensis immer schwieriger.!*>*¢

Die chemische Synthese ist ebenfalls in der Lage, hochmolekulare cis-Polyprene zu
generieren. Dabei steht vor allem die Synthese von 1,4-cis-Polybutadien im Vordergrund.
Uber Polymerisation von 1,3-Butadienmonomeren entsteht so ein sehr widerstandsfahiger
Gummi, der hauptsachlich bei der Herstellung von Reifen und anderen elastischen
Produkten verarbeitet wird.

2.2 Isoprenoidstoffwechsel

Wie Dbereits angedeutet leiten sich all diese komplexen und chemisch schwer
zuganglichen Verbindungen von Isopren ab (Abbildung 1). Leopold Ruzicka formulierte
dazu erstmals die biogenetische Isoprenregel, die die Summenformel der Terpene (CsHs),
verbunden mit der Biosynthese der Verbindungen beschreibt.*”! Die Verkniipfung der
Isoprenmonomere kann dabei regelmafig tiber eine Kopf-Schwanz-Verknlpfung erfolgen
oder unregelmafig tber eine Kopf-Kopf- oder Schwanz-Schwanz-Verkniipfung.

)\/ Schwanz
Kopf

Abbildung 1: Aufbau einer Isopreneinheit (CsHg).

Zentraler Ausgangspunkt fur die Synthese von Terpenen sind Acetyl-CoA (C,-Baustein)
sowie der Cz-Baustein Pyruvat. Aus diesen universellen Bausteinen werden die Vorlaufer
aller Terpenoide synthetisiert, Isopentenyldiphosphat (IPP) und dessen Isomer
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP).®l  Der bekannteste Biosyntheseweg dieser
Cs-Verbindungen, der Mevalonat-Weg (MVA-Weg) (Abbildung 2), wurde 1956 mit der
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Entdeckung von Mevalonat bekannt.'* Er war lange der einzige bekannte
Isoprenoidstoffwechselweg und kommt universell in Bakterien, Pilzen, Pflanzen und
Tieren vor. Die Entdeckung des Methyl-D-erythritol-4-phosphat-Weges (MEP-Weg) 1999
durch mehrere Forschungsgruppen um Rohmer und Arigoni, erdffnete eine weitere
biosynthetische Route zur Bildung von Terpenen, die allerdings nur in Bakterien und
Pflanzen zu finden ist (Abbildung 2).2%? Wahrend der MVA-Weg im Zytosol lokalisiert ist,
wird die Synthese Uber den MEP-Weg in Pflanzen in den Plastiden bewerkstelligt. Die
Biosynthese der Isoprenoide wurde in zahlreichen Reviews beschrieben und ist noch

heute aktuelles Forschungsthema. 20222
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Abbildung 2: MVA- und MEP-Weg in Pflanzen. Links: Mevalonat-Weg (MVA), Rechts: Methyl-D-
erythritol-4-phosphat-Weg (MEP).
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2.21 Mevalonatweg (MVA-Weq)

Der MVA-Weg beginnt mit der Kondensation zweier Acetyl-CoA zu dem C,-Intermediat
Acetoacetyl-CoA  (Abbildung 2). Katalysiert wird diese Reaktion von der
Acetoacetyl-CoA-Thiolase. Die Anlagerung eines weiteren Molekiils Acetyl-CoA fuhrt zur
Synthese von 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) mit Hilfe der HMGS
(HMG-CoA-Synthase). Unter NADPH-Verbrauch wird HMG-CoA zu Mevalonat (MVA)
reduziert. AnschlieBende Phosphorylierung durch die Mevalonatkinase lasst unter
ATP-Verbrauch Mevalonat-5-phosphat (MVP) entstehen, welches erneut unter
ATP-Verbrauch durch die Phosphomevalonatkinase (PMK) zu Mevalonat-5-diphosphat
(MVPP) umgewandelt wird. Die Decarboxylierung des Cs-Bausteins MVPP mit Hilfe der
Mavalonat-5-diphosphat-Decarboxylase (MPD) lasst die Cs-Verbindung IPP als Vorlaufer
aller Terpene entstehen. Die IPP:DMAPP-Isomerase (IDI) katalysiert die Umwandlung
von IPP in DMAPP. Das allylische Diphosphat dient anschlieBend der
Farnesyldiphosphatsynthase (FPPS) als Startersubstrat um mit der Anlagerung von zwei
Einheiten IPP, Farnesyldiphosphat (FPP) zu synthetisieren. FPP wird zur Biosynthese
aller Sesquiterpene sowie zur Synthese von Tri- und Polyterpenen bendtigt.

2.2.2  Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg)

Die alternative Biosyntheseroute der Isoprenoide beginnt mit der decarboxylierenden
Verknipfung von Pyruvat mit Glycerinaldehyd-3-phosphat Zu
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (DXP) mit Hilfe der DXP-Synthase (DXS) (Abbildung 2).
Die DXP-Reduktase (DXR) reduziert im Folgeschritt DXP zZu
3-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP). Unter Diphosphatspaltung wird anschlieRend
Cytidyldiphosphat an MEP geknlpft, es entsteht 3-Methyl-D-erythritol-cytidyl-diphosphat
(CPP-ME) katalysiert durch die CPP-ME-Synthase (CMS). Eine ATP-abhangige
Phosphorylierung der C2-Hydroxylgruppe von CPP-ME mittels CPP-ME-Kinase (CMK)
resultiert in der Bildung von 4-Diphosphocytidyl-2-methyl-D-erythritol-2-phosphat
(CPP-MEP) welches durch die Methylerythritolcyclodiphosphatsynthase (MCS) zu
2-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (MECPP) zyklisiert wird. Die
Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphatsynthase (HDS) katalysiert die Ring6ffnung
des zyklischen Diphosphates und die C3-reduktive Dehydrierung von MEcCPP zu
Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphat (HMBPP). Den finalen Syntheseschritt zu
Isopentenyldiphosphat (IPP) katalysiert die HMBPP-Reduktase (HDR) unter Verbrauch
zweier Reduktionsaquivalente. Die IPP:DMAPP-Isomerase (IDI) vermittelt die

Isomerisierung von IPP zu DMAPP. Durch Kondensation von DMAPP und IPP entsteht
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mit Hilfe der Geranyldiphosphatsynthase (GPPS) der Vorlaufer aller Monoterpene, das
Geranyldiphosphat (GPP). Geranylgeranyldiphosphat (GGPP) wird durch Verknipfung
von DMAPP mit drei Molekilen IPP biosynthetisiert und ist Ausgangsstoff fur Di- und
Tetraterpene. Da der MEP-Weg nur in Pflanzen und Bakterien vorkommt, sind die
Enzyme des Stoffwechselweges interessante Angriffspunkte fir die Erforschung von

Inhibitoren, die mégliche humanpathogene Bakterien adressieren kénnten.?*%"]

2.3 Prenylierende Enzyme

Terpene und (Mero-) Terpenoide sind mit tber 70 000 bekannten Verbindungen eine der
strukturell vielfaltigsten Klasse der Sekundarmetaboliten. Hinsichtlich der Art des
Produktes unterscheidet man dabei die enzymatische Synthese der oft geruchs- und
geschmacksintensiven Terpene, die Uber intramolekulare Zyklisierung eines Prenylkations
verlauft, von der intermolekularen Prenylierung, die zu linearen Polyprenyldiphosphaten
(Polyprenyltransferasen (Poly-PT)), zu prenylierten aromatischen Produkten (aromatische
Prenyltransferasen (aromatische PT)) oder modifizierten Proteinen (Protein-
Prenyltransferasen (Protein-PT)) fuhrt (Abbildung 3).

Terpenzyklasen werden nach der Anzahl an Isopreneinheiten des Produktes in Mono-
(C10), Sesqui- (Cis), Di- (Cy0) und Triterpenzyklasen (Cs) unterteilt. Die Zyklisierung des
Substrates erfolgt nach Abspaltung der Diphosphatfunktion Uber die Bildung eines

%81 Das Carbeniumion greift eine intramolekulare Doppelbindung an. Methyl-

Prenylkations.
und Protonen-shifts, weitere Zyklisierungen, Deprotonierung und erneute Protonierung
sowie Wagner-Meerwein-Umlagerungen filhren zu der Vielfalt an zyklischen
Terpengrundgeristen. Daher zeichnen sich Terpenzyklasereaktionen héaufig durch die

Entstehung mehrerer Produkte aus.?**"

Proteine kénnen durch Proteinprenyltransferasen modifiziert werden (Abbildung 3). Die
Prenylierung von Proteinen erfolgt Uber eine Thioetherbriicke an C-terminalen
Cysteinresten und erméglicht hydrophilen Proteinen die Anlagerung an Membranen.®"
Die Madifizierung erfolgt an einer sogenannten Ca,a,X-Box. Dabei sind ,a;a,“ aliphatische
Aminosduren, wahrend Aminosdure ,X“ bestimmt, ob ein Farnesyl- oder
Geranylgeranylrest angehéngt wird.*? In der Krebstherapie besonders interessant ist die
Prenylierung von Proteinen der Ras-Superfamilie. Da prenylierte Ras-Proteine
(G-Proteine) vor allem an der Zellzykluskontrolle beteiligt sind, wird dieser
Stoffwechselweg in Tumorzellen hochreguliert um Zellproliferation, Invasion und

Metastasierung zu begiinstigen. Man nennt sie daher auch Proto-Onkogene.®2%!
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Abbildung 3: Uberblick der Reaktionen katalysiert durch Prenyldiphosphat-konvertierende
Enzyme.

CPT, cis-Prenyltransferase; DMAPP, Dimethylallyldiphosphat; FPP, Farnesyldiphosphat; FPPS,
FPP-Synthase; IPP, Isopentenyldiphosphat; GGPP, Geranylgeranyldiphosphat; GGPPS, GGPP-
Synthase; GPP, Geranyldiphosphat; GPPS, GPP-Synthase; IDI, IPP:DMAPP-Isomerase; PT,
Prenyltransferase; TPT, trans-Prenyltransferase.

Neben den Proteinprenyltransferasen katalysieren aromatische PTs die Ubertragung
eines Prenylrestes auf einen Nichtprenyl-Akzeptor (Abbildung 3). Dabei sind C-, O- oder
N-Prenylierungen méglich.?**® Coenzym Q-10 (Ubichinon-50), welches im Stoffwechsel
Uber C-Prenylierung eines Aromaten synthetisiert wird, ist als Elektronentransporter an

der Atmungskette beteiligt und erfilllt essentielle Funktionen in der Zelle.F"3® |

m
Sekundarmetabolismus sind Prenylierungen von Indolen oder Alkaloiden bekannt, wobei
sich die biologische Wirkung meist nach der Prenylierung verstarkt.?® Aromatische PTs
kénnen entweder membrangebundene oder l8sliche Enzyme sein.*® Wahrend
membrangebundene aromatische PTs ein aspartatreiches DDXXDXXXD-Motiv besitzen
und damit eine Mg**-abhangige Katalyse stattfindet, sind I6sliche aromatische PTs nicht
zwangslaufig abhangig von divalenten Metallionen und enthalten keine konservierte
aspartatreiche Region.?? Letztere zeichnen sich durch einen gemeinsamen Faltungstyp,
dem B/a-Fass, aus.”” Damit werden aromatische PTs dieses Faltungstyps (a-B-B-a) auch

als ABBA-PTs bezeichnet.




2 Theoretischer Teil

Prenylelongasen (oder auch Prenyldiphosphatsynthasen) ubertragen Prenyldiphosphate
auf allylische Prenyldiphosphatakzeptoren (Abbildung 3). Sie werden unterteilt in cis-
(CPT) und trans-Prenyltransferasen (TPT), je nachdem welche Konfiguration die neu
gekniipften Doppelbindungen der Produkte aufweisen."® Bei den TPTs unterscheidet
man Kurz-, Mittel- und Langketten-TPTs. Kurzketten-TPTs synthetisieren Produkte, die
bis zu 25 Kohlenstoffatome enthalten. Mittelketten-TPTs kdnnen drei bis sieben
IPP-Molekule mit dem allylischen Startersubstrat FPP verknUpfen. GroRRe Polymere
synthetisiert die Langketten-TPT, deren Produkt Guttapercha darstellt, ein sehr
widerstandsfahiges trans-lsomer des Polyisoprens.*! Die Einteilung der CPTs erfolgt in
ahnlicher Weise, in Kurzketten- (bis C,g), Mittelketten- (C.s-Css) und Langketten-cis-

Prenyltransferasen (Kautschuksynthasent?, Dehydrodolichyldiphosphatsynthasen!*®).14

Im Folgenden wird detaillierter auf Terpenzyklasen sowie Mittel- und Langketten-PTs
eingegangen. Prenyltransferasen, die eine Ubertragung auf Aromaten und Proteine
katalysieren, sind nicht Thema dieser Arbeit. Gelungene Zusammenfassungen dieser

Arbeitsgebiete stehen in verschiedenen Journalen zur Verfiigung.**#5-°

2.3.1 Terpenzyklasen (-synthasen)

Die Terpenoidsynthasen kénnen nach ihrer Tertiarstruktur in zwei Klassen unterteilt
werden und folgen hinsichtlich ihres modularen Aufbaus einer Kombination aus drei

verschiedenen Domanen (a, B, v) (Abbildung 4).2%-53

Abbildung 4: Vermuteter evolutionarer
Zusammenhang der Terpensynthasen
nach dem Prinzip des modularen
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m
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Christianson, 20064).
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Man unterscheidet Klasse | Terpenoidsynthasen (Mono- und Sesquiterpensynthasen) von
den  Klasse Il Terpenoidsynthasen  (Triterpensynthasen)  (Abbildung  4).2°%
Diterpensynthasen konnen sowohl dem Klasse | als auch dem Klasse Il Mechanismus
folgen. Ausgangsstoffe der zyklischen Terpene sind GPP (Monoterpene), FPP
(Sesquiterpene), GGPP (Diterpene) oder Squalen (Triterpene). Gemeinsam ist der
Synthese aller zyklischen Terpene die Bildung eines Prenylkations an dem azyklischen,
achiralen Prenylsubstrat. Durch den nukleophilen Angriff einer Doppelbindung des
Substrates kann ein Ringschluss auslost werden, der zur Bildung multizyklischer,

multichiraler Kohlenwasserstoffe fiihrt.®*

Klasse | Terpenoidsynthasen besitzen eine a-Blndelstruktur und folgen einem
ionisierungsabhangigen Mechanismus. Die enzymatische Hydrolyse des Diphosphates
wird unterstiitzt durch einen trinuklearen Metallcluster und fihrt zur Bildung eines
Diphosphatanions und eines (resonanzstabilisierten) Carbokations. Die Zyklisierung und
die damit verbundene Entstehung einer neuen C-C-Bindung wird ausgeltst durch den
intramolekularen nukleophilen Angriff einer Doppelbindung an das Carbokation. Genutzt
wird dieser Reaktionstyp zum einen zur enzymatischen Synthese azyklischer
Prenyldiphosphate  unterschiedlichster  Lange, durch trans-Prenyltransferasen
(-elongasen), als auch fir anschlieRende Zyklisierungs- und/oder Umlagerungsreaktionen
durch Terpensynthasen (-zyklasen) (Abbildung 4).? trans-Prenyltransferasen sowie
Sesquiterpensynthasen aus Pilzen und Bakterien sind dabei monomodular aus einer
a-Domane aufgebaut.®™™ Mono- und Sesquiterpensynthasen (-zyklasen) aus Pflanzen
bestehen jedoch zumeist aus einer Ba-Bidoméane, wobei héufig nur die a-Untereinheit
katalytisch aktiv ist.”. Evolutionar scheinen pflanzliche Klasse | Terpenzyklasen aus den
bifunktionalen Diterpenzyklasen durch Verlust der y-Untereinheit hervorgegangen zu sein
(Abbildung 4).5**° pPflanzliche Klasse | Terpenzyklasen und mikrobielle Terpensynthasen
nutzen zwei aspartatreiche Regionen, DDXXD/E und (N,D)DXX(S,T)XXXE (NSE/DTE),

zur Komplexierung eines dreifachen Magnesiumclusters.®

Diese aspartatreichen
Regionen sind auch in trans-Prenyltransferasen zu finden. Beide Bereiche sind als
DDXXD-Motiv ausgepragt und werden als FAR- (first-aspartate-rich-Motiv) und SAR-Motiv

B2 Eyolutionar betrachtet scheinen die

(second-aspartate-rich-Motiv) bezeichnet.
metallionenbindenden Bereiche der Terpenzyklasen aus dem SAR- und FAR-Motiv der
trans-Prenyltransferasen hervorgegangen zu sein wobei FARM in das NSE/DTE-Motiv

divergiert ist./?

Pflanzliche Sesquiterpensynthasen gehéren zu den Klasse | Terpenoidsynthasen,

enthalten somit ein DDXXD/E sowie NSE/DTE-Motiv und komplexieren, genau wie TPT's

10
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drei Magnesium- (oder Mangan-) ionen zur Orientierung der Diphosphatfunktion des
Substrates sowie zur hydrolytischen Spaltung des Diphosphates von dem Substrat
FPP.%51 Nach erfolgreicher Kristallisation zweier Sesquiterpensynthasen>% wurde die
Homologie dieser Enzyme zu TPT's erkannt und damit verbunden die erste Definition der
(Klasse I) Terpenoidsynthasen gepragt. Neben der Kristallisation von funf

Sesquiterpensynthasen aus Bakterien und Pilzen®%0-53

, konnten bisher drei pflanzliche
Sesquiterpensynthasen strukturell aufgeklart werden (PDB-Codes: 5EAS, 3G4F,
3SAE).F9%4%] Dabei konnte fir die 5-epi-Aristolochensynthase (TEAS)®? aus Tabak

(Nicotiana tabacum) und die (+)-D-Cadinensynthase!®”

aus Baumwolle (Gossypium
arboreum) eine Ba-Domanenstruktur gefunden werden, wahrend die a-Bisabolensynthase
aus Abies grandis eine zusatzliche, funktionslose y-Doméne enthélt, die vermutlich ein

Relikt der Evolution darstellt (Tabelle 1).°!

Tabelle 1: Ausgewahlte Terpensynthasen und deren Klassifizierung nach der Proteinstruktur in
die Terpenoidsynthase Klasse | oder Klasse |I.
Dargestellt sind vorhandene strukturelle Terpenoidsynthase-Doménen (+) sowie nicht vorhandene
Domanen (-) von Beispielen bekannter Terpenzyklasen. Ist eine Terpenoidsynthase-Doméne
vorhanden, aber katalytisch inaktiv, ist diese durch Klammern markiert.

Terpenoid-

synthase- Doméane

Terpenoidsynthase-
klasse nach Enzym a
Proteinstruktur

B Terpensynthaseklasse
4 nach Produkt

! gglr\lji);cgfpfi?ﬁgl?satsynthase[66] + (+) - Monoterpensynthase
! g\-b?iessag?alﬁgissy nihase™ +(#) (+)  Sesquiterpensynthase
Z]igi}ﬁgftgggzlﬁynthase[sg] + (+) - Sesquiterpensynthase
! gg;zgl(;)%d%nzrsggpuﬁem + () - Sesquiterpensynthase
ondstatittl £ ® @ Deensynnase
R o © 4 Diepensynase
I irr];tgggsgédtiﬁgﬁasﬁgatsymhase[68’691 *) T (+)  Diterpensynthase
I Séﬁgsg:;f:szyklasem] - + (+)  Triterpensynthase
I Squalen-Hopen-Zyklase™ ) . T —

Alicyclobacillus acidocaldarius

Sehr erstaunlich ist die Vielfalt an Sesquiterpengrundgeriisten, die diese Enzyme
entstehen lassen. Heute wird angenommen, dass die Architektur des katalytischen
Zentrums den Zyklisierungsweg des Substrates determiniert.”? Das Enzym stabilisiert
tber aromatische und aliphatische Aminoséauren die gebildeten
Carbokationenintermediate sowie Ubergangszustande und ermoglicht so die Bildung

eines bestimmten Produktes.”® Die enzymatische Kontrolle der Produktbildung fiihrt

11
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durch Stabilisierung verschiedenster Kationen zu einer enormen Diversitat an
Sesquiterpengrundgeristen, die beispielhaft in Abbildung 5 dargestellt sind. Nach
Abspaltung der Diphosphatgruppe von (E,E)-FPP entsteht ein (E)-Farnesylkation,
welches entweder durch einen C1-C10-Ringschluss (a) zum Germacrenylkation™
zyklisiert oder durch einen C1-C11-Ringschluss (b) in das Humulylkation®! umgewandelt
wird. Eine optionale zweite Zyklisierung des Germacrenylkations und weitere
Umlagerungsreaktionen mit Protonenibergéngen resultieren in der Bildung von z.B.
(-)-Germacren A4 Aristolochen®!, 5-epi-Aristolochen®™, Premnaspirodien™ oder
d-Selinen™!. Die enzymatische Umwandlung des Humulylkations l4sst Pentalenen®® oder

73]

Presilphiperfolan-8p-ol”¥ entstehen. Greift das Diphosphatanion erneut an dem

entstandenen Carbokation in 3-Position an, entsteht Nerolidyldiphosphat (NPP). Das

Diphosphat wird erneut abgespalten, so dass ein Nerolidylkation entsteht. Eine

C1-C6-Zyklisierung (c) fithrt zur Bildung des a-Bisabolylkation wodurch epi-lsozizaen®?,

[78] [62]

Amorpha-4,11-dient”, (S)-B-Macrocarpen!”®, Trichodien [79]

oder (E)-a-Bergamoten
entstehen. Zyklisiert das Nerolidylkation Uber die Positionen C1-C10 entsteht das
Helminthogermacrenylkation (d). Allein durch seine cis-Konfiguration an Doppelbindung
C2-C3, im Vergleich zu dem trans-konfigurierten Germacrenylkation (a), wird die Bildung
unterschiedlicher Produkte ausgeldst, wie z.B. &-Cadinen®™, (+)-T-Muurolol®,

¥2 oder (+)-®% und (-)-Germacren DB, Das Humulylkation bewirkt zudem die

epi-Cubeno
Bildung von y-Humulen (e)"®. Aber auch lineare Sesquiterpene kdnnen nach Abspaltung
des Diphosphates sowohl aus dem (E)-Farnesylkation als auch ausgehend von dem
Nerolidylkation enzymatisch gebildet werden. Eine direkte Protonenabstraktion von FPP

oder NPP durch Farnesensynthasen fiihrt zur Bildung von a- oder B-Farnesen.®8

12
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Abbildung 5: Frihe Schritte der Zyklisierung von FPP zu verschiedenen Sesquiterpenen.
Sesquiterpensynthasen  zyklisieren  Farnesyldiphosphat (FPP) oder dessen Isomer
Nerolidyldiphosphat (NPP) Uber diverse Carbokationenintermediate. Diese
Carbokationenintermediate sind Ausgangspunkt fur verschiedene Zyklisierungswege (a-e), die
unter anderem zu den dargestellten Produkten fiihren. Die Abspaltung eines H* und OPP; von FPP
oder NPP durch Farnesensynthasen fuhrt zur Synthese linearer Farnesene (Modifiziert nach Miller,
201218

Klasse Il Terpenoidsynthasen haben im Gegensatz zu den
Klasse | Terpenoidsynthasen eine doppelte a-Fass-Struktur und verfolgen einen
Protonierungs-initiierten Mechanismus, bei dem das zentrale Aspartat eines DXDD-Motivs

als Saure zur Protonierung des Substrates dient und damit zur Carbokationenbildung

13
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fuhrt.”®®1  Dieser Reaktionsmechanismus wird von  Triterpenzyklasen (z.B.
Oxidosqualenzyklase™, Squalen-Hopen-Zyklase!™) sowie bakteriellen und einigen
pflanzlichen Diterpensynthasen (z.B.: Taxadiensynthase®®) genutzt. Die Synthese der
Triterpene beginnt mit der Epoxidierung von Squalen, so dass nach anschlie3ender
Protonierung des Epoxids im Folgeschritt ein Carbokation entsteht, welches durch eine
elektrophile Addition an eine Doppelbindung den ersten Ringschluss auslést.® So
entstehen z.B: (Phyto-) Hormone (Brassinolide, Lanosterol), Membransterole
(B-Sitosterol) und Saponine (glykosylierte Triterpene).®8

Mit der Aufklarung der Kristallstruktur der Abietadiensynthase aus Abies grandis, der
Klstentanne, wurde der mogliche Scheitelpunkt der pflanzlichen Terpenzyklaseevolution
aufgeklart.®” Dieses Enzym enthélt eine katalytisch aktive Klasse Il Terpenoidsynthase
yB-Domane, die aus GGPP (Uber einen protonierungsabhangigen  Schritt
Copalydiphosphat synthetisiert (Abbildung 4, Tabelle 1). Dieses wird anschlieRend von
der aktiven a-Domane des Proteins, welches zur Klasse I-Terpenoidsynthasesuperfamilie

gehoért, zu Abietadien umgesetzt.!®”!

Ein weiteres Beispiel fir eine Klasse Il
Terpenoidsynthase stellt die Taxadiensynthase aus Taxus brevifolia dar (Tabelle 1). Sie
besteht, genau wie die Abietadiensynthase, aus einer yBa-Domé&nenstruktur.*® Ein
DXDD-Motiv ist aber nicht vorhanden. Das Enzym ist Magnesiumabhangig und nur die
a-Domane ist katalytisch aktiv, so dass die Taxadiensynthase einer Klasse | Reaktion

folgt.>®

2.3.2  Mittelketten-Prenyltransferasen

Zu den Mittelketten-Prenyltransferasen gehdren Enzyme, die aus einem homoallylischen
Prenyldiphosphatdonor (IPP) durch konsekutive Kondensation an den allylischen
Prenylakzeptor (GPP, FPP, GGPP) lineare Polyprenyldiphosphate mit einer Kettenlange
von C,s-Css synthetisieren (Abbildung 6). Geranylfarnesylprenyldiphosphatsynthasen
(GFPPS) synthetisieren Cys all-trans-Polyprenyldiphosphate, die gemeinsam mit GGPP,
dem Produkt der Geranylgeranyldiphosphatsynthase (GGPPS) lber eine Etherbriicke
verknupft Lipide in Archaebakterien bilden.®™® Das Octaprenylprodukt der
Octaprenyldiphosphatsynthase (OPPS) bildet die Seitenkette des Ubichinons in

Escherichia  coli.’¥

Verschiedene cis-Prenyltransferasen, SO auch die
Solanesyldiphosphatsynthase (SPPS), die Decaprenyldiphosphatsynthase (DPPS), die
Hepta- (HepPPS) und die Hexaprenyldiphosphatsynthase (HexPPS) katalysieren die
Bildung von Cys-, Cso-, Css- bzw. Cyo-Seitenketten von Ubichinonen in unterschiedlichen
Spezies.”? Das Css-Podukt der Undecaprenyldiphosphatsynthasen (UPPS) dient als

lipidischer Ubertrager in der Peptidoglycanbiosynthese der bakteriellen Zellwand.!**
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trans-Prenyltransferasen
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Abbildung 6: Klassifizierung der Prenyltransferasen.
GPPS, Geranyldiphosphatsynthase, FPPS, Farnesyldiphosphatsynthase, GGPPS,
Geranylgeranyldiphosphatsynthase, GFPPS, Geranylfarnesyldiphosphatsynthase, HexPPS,

Hexaprenyldiphosphatsynthase; HepPPS, Heptaprenyldiphosphatsynthase, OPPS,
Octaprenyldiphosphatsynthase, SPPS, Solanesyldiphosphatsynthase, DPPS,
Decaprenyldiphosphatsynthase; UPPS, Undecaprenyldiphosphatsynthase, DDPPS,

Dehydrodolichyldiphosphatsynthase; PPPS, Polyprenyldiphosphatsynthase (modifiziert nach Liang
et al., 20021

Mittelketten-Prenyldiphosphatsynthasen sind gut untersucht und auch die Kristallisation

n,[95-108

einiger Enzyme ist gelunge | Sie werden in cis- und trans-Prenyltransferasen, nach

der Konformation der neu gebildeten Doppelbindung des Produktes, unterschieden.*
Obwohl beide Enzymklassen ahnliche Produkte synthetisieren, unterscheiden sie sich
grundlegend in Primér- als auch Tertiarstruktur.*¥ Trans-Prenyltransferasen enthalten
zwei DDXXD-Motive (SARM und FARM) innerhalb von zwei der sieben konservierten
Bereiche, welche typisch sind fir Terpenoidsynthasen der Klasse 1" Bei
cis-Prenyltransferasen dagegen sind fiinf konservierte Bereiche zuzuordnen.”¥ Sie
enthalten keine aspartatreichen Regionen, so dass die Bindung der homoallylischen
Diphosphatgruppe wohl eher iiber konservierte Argininreste erfolgt.** Die Komplexierung
von Magnesium, welches fur die Katalyse notwendig ist, erfolgt jedoch auch Uber saure

n.°®*"l Die Tertiarstruktur von cis-Prenyltransferasen unterscheidet sich von

Aminosaure
den bisher bekannten Faltungsformen der Klasse | und Il Terpenoidsynthasen und damit
auch von den trans-Prenyltransferasen. Schon die Kristallisation der ersten
cis-Prenyltransferase (Micrococcus luteus B-P 26 UPPS) zeigte eine Struktur aus
parallelen B-Faltbléttern, die eine Art inneren Kern bilden, umringt von a-Helizes.®”! Nach
Aufklarung der Kristallstruktur der Escherichia coli Undecaprenyldiphosphatsynthase
(EcUPPS), die denselben Faltungstyp aufweist, wurde deutlich, dass sich

cis-Prenyltransferasen evolutionar wahrscheinlich unabhéngig von den
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trans-Prenyltransferasen entwickelt haben.***

I Obwohl beide Enzymgruppen &hnliche
Reaktionen katalysieren, scheint der Reaktionsverlauf unterschiedlich zu sein.** Die
Kondensation von IPP kann uber zwei verschiedene Mechanismen erfolgen (Abbildung
7). Im Fall des sequenziellen lonisierungs-Kondensations-Eliminierungs-Mechanismus
wird das allylische Substrat initial ionisiert und das Diphosphat abgespalten, bevor der
nukleophile Angriff der IPP-Doppelbindung an das Carbokations erfolgt. Die Eliminierung
eines Protons an C2 des Produktintermediates fuhrt anschlielend zur Bildung einer
neuen Doppelbindung (Sy1-a&hnlicher Mechanismus).™? Im Gegensatz dazu steht der
konzertierte Kondensations-Eliminierungs-Mechanismus. Hier erfolgt die lonisierung des
allylischen Substrates und die Kondensation von I[PP gleichzeitig (Sy2-&hnlicher

Mechanismus).®!

A Abbildung 7: Zwei mdgliche
Wege der IPP-Kondensation an

lonisierun ;
RJ\“/‘OPP fg, RJ*%\_/)\/\OPP das allylische Substrat

(modifiziert nach Teng und

OPP; Liang, 201213, A,
Kondensation Sequenzieller Mechanismus; B,
konzertierter Mechanismus.

J\/\*/\ Eliminierung
RN NNopp ¢ R > oPP

H
Base:-/‘
B
@l H “:Base
Kondensation
RJ\"/\@)\/\OPP f’R X OPP
OPP;
lEliminierung
AP N
PP = R-P-0-P-OH «
o R OPP

o) 0]

Mit 3-Brombut-3-enyldiphosphat (Br-BPP) als homoallylisches Substrat wurde mit einer
trans-Prenyltransferase (Octaprenyldiphosphatsynthase, OPPS) die Bildung von Farnesol
aus FPP beobachtet, was die Bildung eines Carbokations voraussetzt (sequenzieller
Mechanismus). Durch  das elektronenziehende Brom  wird jedoch die
Reaktionsgeschwindigkeit herabgesetzt. Wird ein Kation gebildet, wiirde dies durch den
Angriff von Wasser, in Farnesol umgewandelt. Im Fall der EcCUPPS entsteht kein
Farnesol, da es sich wahrscheinlich um einen konzertierten Mechanismus handelt."!* Lu
et al. belegten die Theorie besser mit einem fluorierten FPP-Derivat (2-Fluor-FPP),

welches zur Produktbildung mit der ECUPPS flhrte, wéhrend die getestete OPPS keine

16



2 Theoretischer Teil

Reaktion mit diesem Substrat zeigte.’'? Die Carbokationenbildung, die fiir die
OPPS-Reaktion notwendig ist, wird wahrscheinlich durch Fluor verhindert. Diese
Ergebnisse unterstitzen die Theorie, dass zumindest die Reaktion der ECUPPS einen
assoziativen Ubergangszustand enthalt, wahrend die OPPS einen dissoziativen

112]

Ubergangszustand verwendet.! Etwas unklar ist bis heute die Restriktion der

Produktkettenlange. Das Modell dazu geht davon aus, dass Aminoséurereste (Leucin) am

Boden der hydrophoben, aktiven Tasche zum Kettenabbruch fiihren.*%214

2.3.3 Langketten-Prenyltransferasen

Vor allem die Langketten-Prenyldiphosphatsynthasen sind in den letzten Jahren in den
Fokus der Forschung gerickt, da diese grundlegend an der Synthese des

d.lo1®14  zynehmende  Allergien™  gegen

Naturkautschuks beteiligt sin
Naturkautschukprodukte erfordern die Suche nach Alternativen.*>*%¢ Dje Synthese der
langkettigen Polyisoprene erfolgt in sogenannten Latizifern (Kautschukpartikeln) und wird

t [14,117,118

von mehreren beteiligten Proteinen realisier I So ist die in vitro Synthese von

natiirlichem Kautschuk sehr schwierig und bis heute noch nicht gelungen.™* Besonders
die Kettenlange des Naturpolymers wurde in in vitro-Versuchen noch nicht erreicht.[¢4212°!
Zudem sind Kautschuksynthasen membrangebundene Enzyme.* Eine Reinigung ist
damit sehr schwierig und homogenes Protein kann nur in sehr geringen Mengen erhalten
werden. Die meisten Untersuchungen wurden bisher an gereinigten Latizifern von Hevea
brasiliensis und Taraxacum kok-saghyz (Russischer Lowenzahn) durchgefihrt, da hier die
vorhandenen Helferproteine die in vitro Synthese unterstiitzen koénnen.'®*?Y1 Aber auch
andere Pflanzen sowie Pilze (Gattung Lactarius) enthalten Milchsaft und nachweislich

auch Poly-cis-isoprene. 161227125

Meist ist allerdings die Qualitdt des Kautschuks
entscheidend, der von dem Molekulargewicht des Polymers, dessen Verzweigung, dem
Gel-Gehalt (Anteil an unloslichem, vernetztem Kautschuk) sowie anderen Komponenten
[115]

abhéangig ist.

Die Biosynthese von Naturkautschuk erfolgt mit Hilfe der Kautschukpartikel. Die
Kautschuksynthase ist mit diesen Latizifern assoziiert und synthetisiert aus einem
allylischen Startersubstrat (z.B.: (E,E)-FPP) und dem Elongationssubstrat IPP ein
cis-Polyisoprenyldiphosphat mit einem Molekulargewicht von bis zu 10° g mol™ (Abbildung
3).% Die Produktintermediate diffundieren nach jedem Verlangerungsschritt aus dem
Enzym und werden erneut gebunden.®! Es handelt sich wahrscheinlich um eine lebende
Polymerisation (Polymerisation ohne Abbruchreaktion), bei der die Bildung eines

Carbokations am allylischen Substrat die Kettenverlangerung auslést.**”! Die bekannten
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Kautschuksynthasen sind von zweiwertigen Metallionen abhangig und enthalten die finf
konservierten Bereiche der cis-Prenyltransferasefamilie. Strukturell sind sie jedoch nicht
charakterisiert, da bisher keine Kristallisation moglich war.'*#2'2% Guttapercha, das
trans-lsomer des Kautschuks, ist wenig beschrieben. Die Pflanzen Palaquium guitta,
Eucommia ulmoides, Euonymus europaeus und Couma macrocarpa synthetisieren dieses
Polymer, ein Enzym ist jedoch nicht bekannt.!*?®!

Zu den Langketten-cis-Prenyldiphosphatsynthasen gehoren auch die
Dehydrodolichyldiphosphatsynthasen (DDPPS). In Eukaryonten stellen sie das homologe
Protein der bakteriellen UPPS dar.® Sie sind verantwortlich fiir die Bildung von
Css-Cioo-Dolicholen, die Gber ihre Rolle als lipidischer Ubertrager in der
Glycoproteinbiosynthese hinaus auch an der Synthese von Zellmembranen beteiligt

sind.[129.130]
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3 Analyse des Reaktionsmechanismus der
Undecaprenyldiphosphatsynthase aus Escherichia coli
(ECUPPS)

3.1 Einleitung

Die Undecaprenyldiphosphatsynthase aus Escherichia coli (EcCUPPS; EC-Nummer:
2.5.1.31) gehort zu den Mittelketten-cis-Prenyltransferasen und katalysiert die
Kondensation von acht IPP-Molekilen an das allylische Substrat FPP.[!
Undecaprenyldiphosphat, das Produkt der EcCUPPS, spielt eine essentielle Rolle als
lipidischer Ubertrager in der Synthese von Peptidoglykanen der bakteriellen Zellwand.™"
Die Charakterisierung des Proteins gelang bereits 1985*, wahrend eine Kristallisation
erstmals Ko et al. 2001 gelang.**” Die ECUPPS tritt als Dimer auf, Untereinheit A und B.
Jedes Monomer (~29 kDa, 253 Aminosauren) besteht aus sechs parallelen
B-Faltblattern, welche von sieben a-Helizes umringt sind (Abbildung 8)."*" Die a-Helizes
a1 und a2 bilden zusammen mit B-Faltblatt BA bis BD einen hydrophoben Tunnel, der das
synthetisierte Produktpolymer aufnimmt. Die Substratbindungsstellen fur das allylische
Startersubstrat FPP und das homoallylische Elongationssubstrat IPP befinden sich nahe

dem Ende von BA.F>1

Abbildung 8: Darstellung
des EcUPPS-Dimers. Die
sieben a-Helizes und -
Faltblatter der Untereinheit A
sind in rot bzw. grun

abgebildet, die der
Untereinheit B sind in
magenta bzw. cyan

dargestellt.™"

Ein Uberblick Giber den vermuteten Mechanismus der EcUPPS-Enzymreaktion ist in
Abbildung 9 dargestellt. IPP bindet zunachst magnesiumabhangig in der Enzymtasche.

AnschlieRend wird das Magnesiumion zu dem Diphosphat von FPP transferiert. Das
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Magnesium unterstitzt als Lewissdure die enzyminduzierte Dissoziation des
Diphosphates von FPP. Konzertiert greift nun die Doppelbindung von IPP an FPP an
(Abbildung 9a). Eine katalytische Base abstrahiert das Hs-Protons des kondensierenden
IPPs. Dadurch entsteht eine neue Doppelbindung in cis-Konfiguration (Abbildung 9b). Die
Kondensation erfolgt in der Bindetasche von IPP, so dass das um finf
Kohlenstoffeinheiten verlangerte Reaktionsprodukt von der S2- (IPP-Bindungsstelle) zur
S1-Bindungsstelle (FPP-Bindungsstelle) wandern muss (Abbildung 9c). Dies wird
vermutlich durch R77 unterstiitzt.®® Nun kann ein weiteres Elongationssubstrat (IPP) an
der S2-Bindungsstelle aufgenommen werden und der katalytische Zyklus startet erneut.
Die EcUPPS kann diesen Mechanismus sieben- bis neunmal durchlaufen bis der
Kettenabbruch aufgrund einer Termination durch L137 beendet wird und das Produkt

[111

entlassen werden kann.*'¥ Es handelt sich hierbei wahrscheinlich um einen konzertierten

Reaktionsmechanismus, d. h. es entsteht kein isoliertes kationisches Intermediat wie es
beim Katalysemechanismus von Terpenzyklasen und trans-Prenyltransferasen

angenommen wird. 2113133

?/ B: ) \B/ By

0 ) o
\,_OH &H o~ H

Hr o 0K s O% o RO 0 v

Hs R(\) 0 WV\%{HR S b
S2 IPP IPP
/N M

B-0-P-OH HO-P-0-P-0° Produktintermediat

Abbildung 9: Genereller Reaktionsmechanismus der ECUPPS (A-C). Bilderlauterungen sind dem
Text zu entnehmen. S1, FPP-Bindungsstelle; S2, IPP-Bindungsstelle; B: allgemeine Base.

Es stellt sich jedoch die Frage, welche Aminosaure als potentielle Base fungiert, also das
Hs-Proton des Intermediates akzeptiert und damit maf3geblich die Produktbildung forciert.
Kristallstrukturanalysen weisen auf S71 als katalytische Base hin.®¥ Dementsprechend
konnte fir die Variante S71A ein Aktivitatsverlust (4,4 % Restaktivitdt gegeniiber dem
Wildtyp-Enzym) und eine deutliche Veradnderung der kinetischen Parameter (30fach
erhohter K.,-Wert(IPP) im Vergleich zum Wildtyp-Enzym) nachgewiesen werden.!*!!
Strukturell konnte fir S71 keine perfekte Orientierung ermittelt werden, um als Base zu
fungieren. Da die aktive Tasche jedoch in einer sehr flexiblen Region lokalisiert ist, konnte
eine 120°-Drehung die Aminoséure in eine geeignete Position bringen.” N74 ist ein
weiterer moglicher Protonenakzeptor, da die rdaumliche Néhe des Carbonylsauerstoffs der
Amidfunktion in der Kristallstruktur zum C2 von IPP ebenfalls eine Funktion in der

Katalyse ermdglicht.® Hier konnte fiir die Alaninvariante von N74 eine Restaktivitat von

Q -thf HB* 0 \

A A )
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1 % im Vergleich zu dem Wildtyp gemessen werden, wahrend die K,-Werte fur beide

Substrate unverandert blieben.***

I Dennoch kénnte auch das Lésungsmittel H,O oder das
Diphosphat der Substrate selbst als Protonenakzeptor fungieren.

Die EcUPPS wurde mehrfach erfolgreich kristallisiert. Somit konnten seit 2001
vierundzwanzig Kristallstrukturen erhalten werden. Das Apoenzym ohne Substrate wurde
von Cao 2011 publiziert und zeigt die offene Form der EcUPPS, wéhrend eine
Konformationsanderung des Enzyms bei Substratbindung zur geschlossenen, katalytisch
aktiven ECUPPS fiihrt (Abbildung 10)."*! Eindeutig ist das SchlieRen der aktiven Tasche

bei Substratbindung zu sehen, indem zwei Helizes aufeinander zu wandern.t!

Abbildung 10: Vergleich der offenen
(PDB-code: 3QAS, grau) und geschlossen
Form (PDB-Code: 1X08, schwarz) der
ECUPPS mit Mg®, IPP und dem
Substratanalogon Farnesylthiodiphosphat.
Dargestellt ist nur ein Monomer des
eigentlich dimeren Enzyms. Der schwarze
Pfeil kennzeichnet die Delokalisation der
Helix, die bei Substratbindung zur
geschlossenen EcUPPS fihrt. Abbildung
erstellt mit PyMOL 1.5.x.

Aufgrund geringer Elektronendichten war es bisher nicht méglich eine Kristallstruktur zu
erhalten, die besonders im Bereich der Substratbindetaschen eine eindeutige
Orientierung der Substrate und der katalytischen Aminoséurereste zeigt. Dies ist in der
hohen Flexibilitat der Schleifenstrukturen begriindet, welche das aktive Zentrum bilden.
So gibt es bisher keine Kristallstruktur, die zwei Substratanaloga enthalt, die den
naturlichen Substraten IPP und FPP nahe kommen. Zwar konnte die ECUPPS-Variante
D26A mit IPP und dem FPP-Analogon Farnesylthiodiphosphat co-kristallisiert werden,
jedoch sind vor allem fiir IPP nur Bruchstiicke in der Kristallstruktur erkennbar.®® Die
Kristallisation der EcCUPPS mit nur einem Substrat konnte jedoch realisiert werden.
Weiterhin war die Kiristallisation der EcUPPS mit verschiedensten Bisphosphonat-
Inhibitoren  sehr erfolgreich, welche pharmakologisch zur Inhibierung der

Farnesyldiphosphatsynthase angewendet werden (z.B. Fosamax, Zometa).[?8%®!

Da der Reaktionsmechanismus bisher nicht im Detail geklart werden konnte, war fir diese
Arbeit zunadchst ein tieferer Einblick in den Katalysemechanismus grundlegend. Sollen
artifizielle Elongationssubstrate von cis-Prenyltransferasen akzeptiert werden, muss

geklart werden, welche Aminosadurereste essentiell an der Katalyse beteiligt sind. Nur so
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wird es moglich in Folgearbeiten, tber rationales Enzymredesign, die Kettenverlangerung
zu beeinflussen.

3.2 Ergebnisse und Diskussion

3.2.1 Rekombinante Herstellung und Reinigung der ECUPPS

Die heterologe Expression des EcUPPS-Gens (Aminosauresequenz im Anhang,
Abbildung A 1) erfolgte in dem Vektor pET1lb mit dem Escherichia coli
Expressionsstamm BL21(DE3) (siehe Abschnitt 7.4.3.1). Dieser Vektor besitzt ein
T7-Expressionssystem, welches eine Uber Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
induzierbare heterologe Proteinherstellung zulasst. Der N-terminale Hise-Tag erméglicht
die Reinigung des Zielproteins Uber immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromatographie
(IMAC). Zusatzlich vermittelt pET11b eine Ampicillin-Resistenz, die eine Selektion
transformierter Klone ermdglicht. Zur Unterstitzung der Proteinfaltung wurde ein

Hitzeschockprotein  (GroESL)  co-exprimiert.™! Die Reinigung erfolgte iiber

Co**-vermittelte IMAC. Die Proteinreinigung wurde anschlieBend Uber SDS-PAGE
kontrolliert (Abbildung 11).

5 6 7 M (r:lgg Abbildung 11: Coomassie-Brilliantblau

— G250-gefarbtes SDS-PAGE-Gel der
128 EcUPPS-Reinigung. Das Zielprotein ist mit
sate N 100 Pfeilen markiert und eluiert bei ~ 29 kDa.
o .

70 . .. H
it M, ProteingrofRenstandard; 1, vor Induktion

| 40 mit IPTG; 2, nach Induktion mit IPTG; 3,
l6sliche Proteinfraktion; 4, unl6sliche
Proteinfraktion; 5, nicht-gebundene
-25 Proteine der IMAC; 6, eluierte IMAC-
Proteinfraktion; 7, entsalzte Proteinfraktion.

10

Deutlich erkennbar ist die Induktion der Biosynthese des Zielproteins (Abbildung 11, (2)).
Nach erfolgter Zelllyse wurden die l6slichen Proteine (3) von den unl6slichen Proteinen
(4) getrennt. Nachdem die Hisg-ECUPPS an das IMAC-Material gebunden war, konnten
unerwinschte Proteine des Expressionswirts (5) ausgewaschen werden. AnschlieRende
Waschschritte und Elution der EcUPPS (6) mit Imidazol-haltigem Puffer und eine
anschlieBende Entsalzung Uber GréRenausschlusschromatographie an Sephadex™ G-25
fuhrten zu chromatographisch homogenem Zielprotein (7). Die durchschnittliche Ausbeute
an ECUPPS lag bei 2,3 mg L™ Kultur (Tabelle 2).
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Abbildung 12: Coomassie-Brilliantblau G250-gefarbtes SDS-PAGE-Gel der entsalzten
Proteinfraktionen unterschiedlicher ECUPPS-Varianten nach Metallaffinitditschromatographie.

Varianten der ECUPPS konnten nach diesem Protokoll (siehe Abschnitt 7.4.3.1) ebenfalls
gereinigt werden und wurden mittels SDS-PAGE auf Reinheit Gberprift (Abbildung 12).
Fur die entsprechenden Varianten konnten Proteinausbeuten zwischen 4 mg und 17 mg
pro Liter Flussigkultur erhalten werden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Proteinausbeute der ECUPPS-Varianten.
Die angegebene Konzentration bezieht sich auf 1 L Fliissigkultur.WT, Wildtyp

. Proteinausbeute . Proteinausbeute
EcUPPS-Variante (mg Lt Kultur) EcUPPS-Variante (mg Lt Kultur)

WT 2,3 E73A 11,8
S71A 14,6 E73D 11,2
S71C 13,4 N74A 16,6
S71D 8,1 N74Q 4,1
S72C 6,8 E73D/IN74Q 6,1

3.2.2 Mutagenesestudien zur Aufklarung des Katalysemechanismus der
EcUPPS

Mit den nachfolgend beschriebenen Mutagenesestudien wurde gezielt versucht, die an
der Katalyse beteiligten Aminosduren zu identifizieren. Besonders interessant war hierbei
die Identifizierung der allgemeinen Base, die essentiell fir die Produktbildung ist.
Aufgrund der unvollstandigen Auflosung der Kristallstruktur der ECUPPS im Bereich des
aktiven Zentrums, war es notwendig auf Basis der publizierten Kristallstrukturen, ein
Modell der EcUPPS =zu erhalten, welches im katalytischen Bereich sinnvolle und
zuverlassige Aminoséaureorientierungen aufweist. Auf Grundlage der Kristallstruktur der
EcUPPS-Variante D26A (PDB-Code: 1X08) wurde von PD Dr. Wolfgang Brandt ein
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aussagekraftiges Modell der ECUPPS erstellt. Da keine der bisherigen Kristallstrukturen
beide Substrate oder Substratanaloga enthalt, wurden vor der Generierung der Modelle
FPP sowie IPP in die Substratbindungstasche der geschlossenen Form des Enzyms
Erstellt Methoden

nativen

verschiedenen
hinsichtlich

wurden vier Modelle, die mit
ProSA,

Faltungsverhaltens untersucht wurden. Das Modell ECUPPS_2 war dabei das am besten

modelliert.
(Ramachandran-Plot, Swissmodel Q-Mean)
bewertete und wurde fiir diese Arbeit verwendet. Die Homologiemodelle wurden mit
YASARA (Version 12.11.25) und MOE (Version 2012.10) erstellt.

Katalytische Parameter des Wildtyps sowie dessen Varianten wurden mit einem
Mikrotiterplatten-Phosphatdetektionsassay  (MTP-Phosphatdetektionsassay)
(Abschnitt 7.5.1, Abbildung 13).1"*¢**"l Erstmals konnte mit der Etablierung dieses Assays

erhalten

die Bestimmung enzymkinetischer Parameter von prenylierenden Enzymen unabhangig

von radioaktiv markierten Substraten realisiert werden.

000000000000 —
- 090000000000
° 000000000000 @99 pP-p + @-P-P —CPT + p-p
£ 000000000000
F 000000000000 -P
< 00000000000
0000000, 2000 CPT FPP @—P-P
Anorganische IPP w
Diphosphatase
/ / o—p-p . CPT
> i
—_—
+ PP
Signal P-P
620 nm P-P P-P P-P
@99 Farmesylrest P-p P-P
@ Isopentenylrest BIOMOL Greenx Anorganische
P-P anorganisches Diphosphat Detektionsreagenz Pi Diphosphatase
-P-P organisches Diphosphat
: isches Phosphat
P. anorganisches Phospha -

Abbildung 13: Prinzip des Mikrotiterplatten-Phosphatdetektionsassays. Wahrend der
Enzymreaktion prenylierender Enzyme wird durch die konsekutive Kondensation von einem
homoallylischen Prenyldiphosphat (z.B.: IPP) an das allylische Substrat (z.B.: FPP), anorganisches
Diphosphat frei. Dieses wird anschlie@Rend von der Anorganischen Diphosphatase in
anorganisches Monophosphat gespalten. Nach erfolgter Katalyse wird die Enzymreaktion durch
Zugabe des sauren Detektionsreagenzes BIOMOL Green™ gestoppt und die Phosphathydrolyse
in Form der Absorption bei 620 nm gemessen.
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Dieser Assay beruht auf der Malachitgriin-Farbung von anorganischem Phosphat.™*”]
Wahrend der Reaktion einer Prenyltransferase wird sukzessive Diphosphat freigesetzt,
welches von einer anorganischen Diphosphatase in Monophosphat gespalten wird. Das
Monophosphat kann nach erfolgter Enzymreaktion mit dem Reagenz BIOMOL-Green™
detektiert werden. P; bildet in Gegenwart des Reagenzes eine Heteropolysaure mit
Molybdat, welche durch Malachitgrin komplexiert wird und zu einer Farb&nderung der
Ldsung von gelb nach grin fihrt. Da bisher alle publizierten katalytischen Parameter auf
radioaktiv-markierten Substraten basieren, wurden die mit Hilfe des MTP-Assays
erhaltenen kinetischen Daten mit den publizierten Daten verglichen (Tabelle 3). Die
Unterschiede in den bestimmten Parametern sind dabei auf das unterschiedliche
Assaysystem zurtickzufiihren, liegen jedoch in derselben GroRenordnung. Mit Hilfe des
MTP-Phosphatdetektionsassays kann der Umsatz unabhangig von der Art des Substrates
detektiert werden. Dies war besonders wichtig fir die Analyse der Umsetzung von

Substratanaloga (Kapitel 4, 5 und 6).

Tabelle 3: Vergleich kinetischer Parameter der EcCUPPS bestimmt mittels
radioaktiv markiertem IPP'**** oder MTP-Phosphatdetektionsassay.
Assay Km (FPP) Km (IPP) Keat

(M) (M) (s7)
MTP-Phosphatdetektionsassay 1,8+0,1 65+04 05%0,01
Umsetzung von [*'C] IPP 0,4+0,1 41+03 25+0,1

Die Gesamtproduktbildung aller Varianten wurde mittels HPLC bestimmt (Abbildung 16,
siehe Abschnitt 4.2.3). Hierzu wurde das fluoreszierende allylische Substrat
(2E,6E)-8-0O-(N-Methyl-2-aminobenzoyl)-3,7-dimethyl-2,6-octandien-1-diphosphat

(MANT-O-GPP, 23) verwendet um die Produkte der EcUPPS-Enzymreaktionen
nachzuweisen (Abbildung 14)."%*! So konnte iiber die Substratabnahme indirekt die
Gesamtproduktmenge im Vergleich zu einer Kontrollprobe mit denaturiertem Enzym
bestimmt werden (Abbildung 14, siehe Abschnitt 7.5.6.2). Die Assays wurden iber Nacht
inkubiert, um unabhéngig von der Reaktionsgeschwindigkeit eine erschépfende
Produktbildung zu ermdglichen. Die Kettenlange der einzelnen Produkte wurde uber
LC/ESI-MS bestimmt (siehe Abschnitt 7.5.7, Anhang, Tabelle A 5). Diese Analysen
zeigten, dass die Produktkettenlangen unabhangig vom verwendeten allylischen Substrat
sind, da sowohl die Verwendung von FPP als auch von MANT-O-GPP sieben bis neun

IPP-Kondensationen ermdglicht (siehe Abschnitt 4.2.2).
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Abbildung 14: HPLC-Chromatogramm der Produkte der ECUPPS-WT mit MANT-O-GPP und IPP
nach Diphosphathydrolyse. Die Detektion der Emission bei 420 nm erfolgte Uber Fluoreszenz bei
einer Anregungswellenlange von 352 nm. In gestrichelten Linien ist das Signal von MANT-O-
Geraniol markiert, dessen Flache fir die Berechnung der Gesamtproduktbildung verwendet wurde.
Die Kontrollreaktion erfolgte mit denaturiertem Enzym. In dem Ausschnitt ist der Retentionsbereich
der Produkte vergroRRert. RFU, relative Fluoreszenzeinheiten, WT, Wildtyp.

In Tabelle 4 sind die Ergebnisse der kinetischen Messungen der verschiedenen
EcUPPS-Varianten dargestellt. Relative k.,-Werte beziehen sich dabei auf den k.,-Wert
des Wildtyp-Enzyms.

Betrachtet man nun das aktive Zentrum der EcUPPS (Abbildung 15), wird eine
katalytische Diade aus N74 und E73 moglich. Das Hs-Proton von IPP, welches nach der
Kondensation des Farnesylrestes abstrahiert werden muss, liegt zwar mit 4,9 A zu weit
entfernt von der Carboxamidgruppe von N74, jedoch muss dieses Proton erst beim
Durchlaufen des Ubergangszustands abstrahiert werden, der in Abbildung 9b dargestellt
ist. Durch die Kondensation von IPP an das allylische Substrat entsteht eine neue
C-C-Bindung (Ubergangszustand), die durch Abstraktion des Hs-Protons in der Bildung
einer cis-Doppelbindung resultiert. Die genaue Position der Atome im Ubergangszustand
ist bislang unklar. Eine geringfiigige Positionsanderung im Ubergangszustand im
Vergleich zu derjenigen im frisch gebundenen Substrat (IPP) kénnte das Hs-Proton in eine
geeignete Lage fur eine Protonenabstraktion bringen. Das Proton kdnnte anschlielend
Uiber den Amidrest von N74 zur Carboxylfunktion von E73 transferiert werden (Abbildung
15). S71 scheint dagegen das a-Phosphat von IPP zu stabilisieren, da die Bildung einer
Wasserstoffbricke hinsichtlich des Abstands mdglich ist. Um nachzuweisen, ob die

vermutete katalytische Diade tatséchlich vorhanden ist, wurden ortsgerichtete
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Mutagenesen durchgefuhrt. S71 wurde mittels ortsgerichteter Mutagenese als potentieller

Kandidat fur die Phosphatstabilisierung von IPP geprft.

S72

A
L“ N74 M 89

Abbildung 15: Ausschnitt aus dem Modell
der EcUPPS (EcUPPS 2) mit den
nattrlichen Substraten IPP und FPP und
dem Cofaktor Mg®*. Hervorgehoben sind die
Aminosauren, die in dieser Arbeit Uber
ortsgerichtete Mutagenese verandert
wurden. Gestrichelte Linien deuten
vermutete Protonenlibergdnge vom Substrat
Uber eine potentielle katalytische Diade aus
N74 und E73 an. Abstand Hs-Proton von IPP
zu N74-Carbonylsauerstoff: 4,9 A; Abstand
N74-Aminogruppe zu E73-Carboxylfunktion:
2,0 A IPP, Isopentenyldiphosphat; FPP,
Farnesyldiphosphat. Abbildung und
Abstandsmessung mit PyMOL 1.5.x.

Betrachtet man zunachst nur die EcUPPS-N74A-Variante ist hier ein kompletter

Aktivitatsverlust zu beobachten (Tabelle 4). Ko et al. konnten durch Verwendung

radioaktiv markierter Substrate jedoch eine Aktivitat von 1% im Vergleich zum WT

bestimme

S}

I Der Austausch N74A sollte die Funktionalitit des Aminosaurerests als

potentielle katalytische Base verhindern, um die essentielle katalytische Rolle dieser

Aminoséaure zu prufen.

Tabelle 4: Bestimmung der Kkinetischen Parameter der EcUPPS-Varianten mittels
Phosphatdetektionsassay fur die Substrate FPP und IPP.
Die Kurvenregression erfolgte nach dem Hill-Modell. nd, nicht detektiert.

Km (FPP) relativer Kea Km (IPP) relativer Kea
coures " "
Wildtyp 1,8+01 1(28,5 o 6,6+ 0,4 10(8, s28Y
S71A 3,6+0,3 14 443+ 45 12
S71C 92+21 1 49,1 + 10,9 1
S71D 0,4+0,2 0,04 70+£22 0,03
S72C 4,6 +£0,5 92 18,8+24 90
E73A 45+0,4 14 18,8 +1,3 14
E73D 39+04 35 19,7+2,7 35
N74A nd nd nd nd
N74Q 22+0,3 23,1+5,1
E73D/N74Q 2,3+0,6 8 13,0+£1,2

Der Austausch gegen Glutamin, eine Aminosdure gleicher Funktionalitat mit einer

zusatzlichen CH,-Gruppe, resultiert in einer Variante mit 2-4 % Aktivitat. Der K.,-Wert von
N74Q bleibt fur FPP gleich, wahrend fur IPP eine 3,5fache Erhéhung zu beobachten ist.
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Sterische  Effekte oder auch unglnstige Abstande fiur eine potentielle
Protonenubertragung konnten bei der entsprechenden Variante zu geringerer Aktivitat
fuhren. Wahrend N74A keinerlei Produktbildung aufweist, zeigt N74Q denselben Umsatz
wie der WT (Abbildung 16).

Abbildung 16: Gesamtproduktbildung
100 A der verschiedenen EcUPPS-Varianten
3 bestimmt Uber HPLC. Der relative
N 80 - Umsatz wurde bestimmt durch die
© Abnahme des MANT-O-Geraniol-
g 60 - Signals im Vergleich zu einer Kontrolle
o mit denaturiertem Enzym.
S 40
5
¢ 20 -
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Die Produktkettenlangen der N74Q-Enzymvariante, die Uber LC/ESI-MS bestimmt

wurden, entsprechen dabei denen des Wildtyp-Enzyms (Tabelle 5).

E73, als potentieller Protonenakzeptor der katalytischen Diade, wurde Uber eine Alanin-
und Aspartatvariante geprift. Mit einer Restaktivitdt von 14 % und einem &hnlichen
Km-Wert wie der WT zeigt E73A eine moderate Katalyse (Tabelle 4). Mdglicherweise wird
die Funktion von E73 als potentieller Protonenakzeptor durch eine benachbarte
Aminosaure oder das Losungsmittel H,O ersetzt. Der Austausch von E73 gegen ein
Aspartat sollte nun die Funktionalitit der Variante wiederherstellen. Mit einer
Aktivitatssteigerung um 20 % im Vergleich zu E73A konnte mit der Variante E73D ein
eindeutiger Hinweis erbracht werden, dass die Carboxylfunktion an dieser Stelle eine
Rolle spielen muss. Die Mutation zu Aspartat hat zusatzlich die Verkirzung der
Aminosaurefunktion um eine Methylengruppe zur Folge, wodurch die Abstande fir eine
Protonenubertragung suboptimal sind. Die Doppelvariante E73D/N74Q erhalt die
Funktionalitat beider Aminosauren und ist mit 7-8 % aktiver als N74Q (2-4 %) allein. Die
Verdopplung der Aktivitat der Zweifachvariante im Vergleich zu N74Q, sowie die leicht
gesteigerte Affinitat zu IPP (K, (IPP) 13 pM) im Vergleich zu N74Q (K., (IPP) 23 puM) und
E73D (K, (IPP) 20 uM), deuten darauf hin, dass E73D/N74Q, trotz unginstiger Abstande
fur Protonenlbertragungen, die Funktionalitat als katalytische Diade einnehmen kann. Die
Gesamtproduktbildung sowie die Produktkettenlangen der beschriebenen Varianten

entsprechen dem Wildtyplevel (Abbildung 16, Tabelle 5).
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Tabelle 5. LC/ESI-MS Analyse der Produkte der ECUPPS-Reaktion mit IPP und
MANT-O-GPP fir das WT-Enzym und EcCUPPS-Varianten.
Wenn nicht anders angegeben, sind die m/z-Verhéltnisse bezogen auf [M+Na]".
m/z, Masse-zu Ladungsverhaltnis; RT, Retentionszeit (min).
7 8 9
IPP-Elongationen  IPP-Elongationen IPP-Elongationen
EcUPPS-Variante m/z m/z m/z
WT 802,4 870,5 938,7
(RT 8,77) (RT 10,94) (RT 13,27)
870,8 938,7
ST1A - (RT 11,74) (RT 13,99)
802.5 870.7
S71C (RT 8,77) (RT 11,09) i
802,5 870,4
S71D (RT 8,79) (RT 10,84) i
] 870,7 [%ka?
S72C RT (11,01) (RT 13.28)
i 870,6 938,7
E73A (RT 11,76) (RT 13,97)
870,6 938,3
E73D (RT 11,72) (RT 14,08)
N74A i i i
i 870,7 i
N74Q (RT 12,14)
818,5 886,6 954,2
[M+K]" [M+K]" [M+K]"
E73DIN74Q (RT 9,59) (RT 11,70) (RT 14,00)

S71 ist nach dem erstellten Modell (ECUPPS_2, Abbildung 15) in geeigneter Position um
das a-Phosphat von IPP zu stabilisieren und damit die Positionierung des Substrates in
der aktiven Tasche zu unterstitzen. Zur Prifung dieser Hypothese wurde eine
S71A-Variante der ECUPPS hergestellt. Die Variante S71A ist mit 14 % Restaktivitat noch
immer aktiv, jedoch ist eine starke Erhdéhung des K.,-Wertes fur IPP um das 7fache zu
verzeichnen, wahrend der K,-Wert fir FPP ahnlich dem des Wildtyps ist. Eine
Wasserstoffbriicke im aktiven Zentrum dieser Variante kann nicht ausgebildet werden, so
dass IPP offensichtlich nicht geeignet positioniert werden kann, was zu einem erhdhten
Kn-Wert fiihrt. Ahnliche Ergebnisse zeigten Guo et al. 2005.°9 Sje wiesen 4,4 %
Restaktivitat der S71A-Variante und einen 10fach erhdhten K,-Wert fir IPP nach. Die
Autoren deuteten die Ergebnisse jedoch als Indiz fur die Rolle von S71 als katalytische
Base. Allerdings wére zu erwarten, dass ein Funktionsverlust des entscheidenden
Protonenakzeptors zu einem volligen Aktivitatsverlust fuhren wirde, wie er in dieser Arbeit

fur die Variante N74A gezeigt werden konnte.
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Um weiter der Hypothese nachzugehen, ob S71 mafigeblich an der
Phosphatstabilisierung von IPP beteiligt ist, wurde eine Cysteinvariante hergestellt.
Cystein besitzt anstatt der Hydroxylfunktion eine Thiolgruppe, die prinzipiell eine deutlich
schwéchere Wasserstoffbriicke ausbilden kdnnte und dem Serin strukturell sehr &hnlich
ist. Die Ergebnisse in Tabelle 4 zeigen jedoch, dass S71C mit einer Restaktivitat von 1 %
eine noch zusatzlich verschlechterte Aktivitat im Vergleich zu S71A aufweist, wobei der
Km-Wert von IPP mehr als 7fach erhtéht und damit die Affinitat zu IPP stark verringert ist.
Mdoglich ware, dass das Cystein mit der Doppelbindung von IPP reagiert und damit eine
Inaktivierung des Enzyms erfolgt. Dies kann jedoch nahezu ausgeschlossen werden, da
die  Gesamtproduktmenge nach langerer  Reaktionszeit als auch die
Kettenlangenverteilung der gebildeten Produkte auf Wildtypniveau liegen (Abbildung 16,
Tabelle 5). Wirde sich die S71C-Variante durch Reaktion mit dem Substrat selbst
inaktivieren, sollte zum einen die Produktbildung insgesamt stark inhibiert und zum
anderen die Produktkettenlangen stark verkiirzt sein. Beides ist nicht der Fall (Abbildung
16, Tabelle 5).

Mutiert man S71 zu Aspartat, erzielt man einen fast volligen Aktivitatsverlust, obwohl auch
hier die Moglichkeit einer Wasserstoffbriicke zum a-Phosphat theoretisch bestehen bleibt.
Erstaunlicherweise ist der Ky-Wert entsprechend dem des Wildtyp-Enzyms.
Maglicherweise ist die Ausbildung der Wasserstoffbriicke zum Substrat méglich und der
starke Aktivitatsverlust auf den sehr hydrophilen Charakter des Aspartats zurtickzufiihren,
so dass die Umgebung zu stark beeinflusst wird und dadurch die Katalyse gestort ist.

S72 liegt im Enzymmodell der ECUPPS nicht in direkter Umgebung zum aktiven Zentrum,
so dass eine Beteiligung dieser Aminosaure an der Katalyse unwahrscheinlich ist.
Dementsprechend konnte fir S72C eine relative Aktivitdt von ca. 90 % des Wildtyps
gemessen werden, wobei die K,-Werte flr beide Substrate leicht erhéht waren. Eine

Rolle von S72 in der Katalyse ist damit tatsachlich ausgeschlossen.

3.2.3 Analyse der Sekundarstruktur

Die Analyse der Sekundarstruktur der EcUPPS und derer Varianten erfolgte durch
CD-Spektroskopie. Unterschiede im Substratumsatz von Enzymvarianten kénnen auf der
einen Seite aufgrund der neuen Funktionalitdt der eingefiihrten Punktmutation entstehen,
oder auf der anderen Seite durch falsche Proteinfaltung ausgelost sein. Um
Faltungsprobleme zu ermitteln, wurden CD-Spektren aller EcUPPS-Varianten
aufgenommen. Zur Dekonvolution der Spektren in die relativen Anteile an a-Helix- und B-

Faltblattstrukturen im Fern-UV-Bereich wurde das Programm K2D3 verwendet.™®
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Bioinformatische Berechnungen der Sekundéarstruktur anhand der Kristallstruktur 3QAS
ergaben 38%  a-helikale Bereiche und 11%  [B-Faltblattstrukturen.  Die
Sekundarstrukturanalyse auf Grundlage der CD-spektroskopischen Daten ist in
Ubereinstimmung mit der bioinformatischen Abschatzung und ergab fir das
Wildtyp-Enzym einen Anteil von 39 % a-Helizes und 15 % B-Faltblattstrukturen (Abbildung
17). Die Varianten der ECUPPS zeigen uberwiegend keine starken Anderungen der
Sekundarstruktur. Die Normalisierung der Spektren erfolgte dabei durch Berechnung der
durchschnittlichen Elliptizitat pro Aminosaure (Oure), SO dass die Intensitéat der Elliptizitat
unterschiedlicher Varianten nicht konzentrationsabhangig ist. Lediglich S71D, E73D/N74Q
und N74A scheinen eine verdnderte Sekundéarstruktur hervorzurufen. Die relativen Anteile
a-helikaler Strukturen sind bei diesen Varianten um 20-30 % geringer als bei dem Wildtyp.
Besonders im Fall von S71D féllt eine Erhéhung anderer Strukturmerkmale, wie Random
Coil oder Loop-Regionen, auf. Die strukturelle Veranderung ist deutlich an den
beispielhaft dargestellten CD-Spektren in Abbildung 17B erkennbar. Wahrend das
CD-Signal von S72C ahnlich dem des Wildtyp-Enzyms verlauft, ist das Signal von S71D
in Richtung der Nulllinie stark verschoben. Die stark eingeschrankte katalytische Aktivitat
von S71D konnte deshalb zusatzlich auf Problemen bei der Proteinfaltung beruhen.
Faltungsunterschiede zeigen sich in geringerem MalRR ebenso bei den Varianten
E73D/N74Q und N74A. Obwohl E73D/N74Q nicht nativ gefaltet zu sein scheint
(Abbildung 17A) ist katalytische Aktivitat als auch Produktbildung nachweisbar (Tabelle 4,
Abbildung 16). Die Sekundarstrukturanalyse ergibt &ahnliche Ergebnisse fir die
N74A-Variante. Diese Variante zeigt bei den Aktivititsmessungen keinen Substratumsatz.
Die Fehlfaltung kénnte deshalb ein zuséatzlicher Grund fur die verminderte Aktivitat sein.
Komplett inaktiv sollte N74A jedoch nicht allein aufgrund von Faltungsproblemen sein, da
E73D/N74Q dasselbe Sekundarstrukturprofil zeigt, jedoch mit 7-8 % relativer Aktivitat

funktionsfahig ist.
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Abbildung 17: Relativer Anteil an a-Helizes und 3-Faltblattstrukturen der ECUPPS-Varianten (A).
Die Strukturvorhersage erfolgte durch K2D3. Beispielhaft sind die CD-Spektren des Wildtyp-
Enzyms im Vergleich zu den Varianten S71D und S72D dargestellt (B). *, Varianten mit
veranderter Sekundarstrukturverteilung.
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3.3 Schlussfolgerung

Obwohl eine Vielzahl an Kristallstrukturen der ECUPPS existieren und ein sehr gutes
Verstandnis Uber die Kinetik der Enzymreaktion besteht, ist die molekulare Ursache der
Produktbildung nur ansatzweise verstanden. So wurde anhand von Kristallstrukturen zwar
ein Mechanismus postuliert, aber nicht final untersucht.®****! Es konnte gezeigt werden,
dass die Reaktion der ECUPPS einem konzertierten Mechanismus folgt, ohne Bildung
eines stabilen kationischen Intermediates.™? In dieser Arbeit wird eine katalytische Diade
aus N74 und E73 postuliert und mit Hilfe ortsgerichteter Mutagenesen untersucht. Von
Guo et al. wurde S71 als allgemeine Base vorgeschlagen.® Nimmt man S71 als
katalytische Base an, kann davon auszugegangen werden, dass S71A keinerlei Aktivitat
besitzen wirde. Mit 12 % Restaktivitat ist S71A jedoch moderat aktiv. Die stark erhéhten
Km-Werte der S71-Varianten fur IPP deuten eher eine Rolle dieser Aminosaure bei der
IPP-Bindung an. Zudem ist die Orientierung von S71 in dem Modell ECUPPS_2 optimal,
um eine Wasserstoffbriicke zu dem a-Phosphat von IPP zu bilden. S71D lasst Grund zu
der Annahme, dass die Funktion als Wasserstoffbriickenakzeptor wiederhergestellt
werden konnte, obwohl diese Variante nicht optimal gefaltet ist. N74 konnte hingegen als
potentielle katalytische Base bestatigt werden. Fir die Variante N74A konnte weder
Aktivitat, noch Produktbildung nachgewiesen werden. Besonders dieser Funktionsverlust
spricht flr die Schlisselrolle von N74 wahrend der Katalyse. Der komplette
Aktivitatsverlust von N74A sollte nicht allein auf Faltungsunterschiede zurickfihrbar sein,
da Varianten mit vergleichbaren Ergebnissen der Sekundarstrukturvorhersage
nachweislich aktiv sind (E73D/N74Q, S71D). Zudem wurde gezeigt, dass der
konservative Austausch N74Q auch in Kombination mit der Mutation E73D aktiv ist. Der
Aktivitatsverlust aller N74-Varianten im Vergleich zum WT bestatigt die essentielle
Funktion dieses spezifischen Aminosaurerestes. E73 als potentieller Protonenakzeptor in
der postulierten Diade konnte weiter bestatigt werden. Die gesteigerte Aktivitat von E73D
im Vergleich zur Alanin-Variante unterstreicht die vermutlich wichtige Funktion der
Carboxylgruppe wahrend der Katalyse.

Basierend auf den Mutagenesestudien kann das in Abbildung 18 dargestellte detaillierte
Modell des Katalysemechanismus postuliert werden. IPP bindet magnesiumabhé&ngig an
die S2-Bindungsstelle und wird Gber eine Wasserstoffbriickenbindung am a-Phosphat von
S71 positioniert, wahrend FPP magnesiumunabhangig an die S1-Bindungsstelle bindet.
Mg®" unterstiitzt nach Delokalisation dort die Hydrolyse des Diphosphates von FPP
(Abbildung 18a). Die Doppelbindung von IPP greift zeitgleich an FPP an, wahrend N74 als
katalytische Base das Hs-Proton des Intermediates abstrahiert und vermutlich tber E73

weiterleitet (Abbildung 18b). Die Protonenibertragung wird nach dem postulierten Modell
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uber eine Amid-Imidsaure-Tautomerie von N74 ermdglicht. Nach der Protonenabstraktion
vom Ubergangszustand entsteht eine cis-Doppelbindung und das um finf
Kohlenstoffatome verlangerte Produktintermediat wird zur S1-Bindungsstelle transferiert.
AnschlieBend kann ein weiteres Mg®-IPP an die S2-Bindungsstelle anlagern und die

Kettenverlangerungsreaktion startet erneut (Abbildung 18c).
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Abbildung 18: Postulierter Katalysemechanismus der ECUPPS mit der katalytischen Diade N74-
E73. S71 stabilisiert das a-Phosphat von IPP (A-C). S1, FPP-Bindungsstelle; S2, IPP-

Bindungsstelle.
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4 Artifizielle Startersubstrate der
Undecaprenyldiphosphatsynthase aus Escherichia coli
(ECUPPS)

4.1 Einleitung

Substratanaloga werden hauptsachlich genutzt, um die Reaktionsmechanismen von
Enzymen zu klaren, das Substratspektrum auszuloten oder bei Prenyltransferasen die
Eigenschaften der synthetisierten Produktpolymere zu veré&ndern, um eine verbesserte
Analytik der Produkte zu ermdglichen.

Besonders an Farnesyldiphosphatsynthasen (FPPS) wurden vermehrt Studien mit
artifiziellen Substraten durchgefiihrt. So konnte nachgewiesen werden, dass sowohl
methoxylierte (12), propoxylierte (14) und acetoxylierte (13) Verbindungen als Substrate
eingesetzt werden koénnen (Abbildung 19).'% Die Synthese verschiedener
DMAPP-Analoga mit Variation der Methylgruppen (4-8) zeigte eine grol3e Toleranz der
FPPS aus menschlicher Leber gegeniber einer Verlangerung der C3-Methylgruppe,
wobei ein Wegfall dieser funktionell wichtigen Gruppe einen voélligen Verlust der Aktivitat
bedingt (28, 29, 31) (Abbildung 20)."*" Grundsétzlich konnte im Fall dieser FPPS,
DMAPP als Minimalsubstrat nachgewiesen werden (30).041
trans-3,4,4-Trimethyl-2-pentenyldiphosphat (34) und
cis-3,4,4-Trimethyl-2-pentenyldiphosphat (33) wurden von der FPPS nicht als Substrat
erkannt.™ Hierbei sind sterische Effekte wahrscheinlich.

Dagegen wurde mit der Bildung von 6-Fluor-FPP aus den Substraten 2-Fluor-GPP (10)
und IPP mit der FPPS aus Schweineleber ein kationisches Intermediat wahrend der
Substratkondensation nachgewiesen (Abbildung 19).M? Die um den Faktor von 8,4.10*
verringerte Geschwindigkeit dieser Reaktion weist darauf hin, dass der katalytische Schritt
der enzymatischen Synthese stark beeinflusst ist."*? Diese Hypothese konnte durch
zusatzliche Studien zur Solvolyse von Geranylmethansulfonaten
(2-Fluor-geranylmethansulfonat und Geranylmethansulfonat) gestitzt werden. Dieser
Reaktion liegt eindeutig ein Syl-Mechanismus zugrunde.’*? So konnte fir die FPPS
(trans-PT) aus Schweineleber erstmals ein sequenzieller Reaktionsmechanismus
(lonisierungs-Kondensations-Eliminierungsmechanismus)  nachgewiesen  werden.™*
Auch anhand der Reaktion mit 3-Chlor-DMAPP (3-CI-DMAPP, 1) konnte der dissoziative,
elektrophile Alkylierungsmechanismus von FPPSs gezeigt werden (Abbildung 19).*3
Wahrscheinlich konkurriert der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der

C-O-Bindungsspaltung mit der internen DMAPP-Riickbildung, so dass die
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Reaktionsgeschwindigkeit mit 3-CI-DMAPP  ~ 200fach verringert ist.*¥ Ahnliche
Ergebnisse wurden mit (2)- (2) und (E)-3-CFs-DMAPP (3) als allylisches Substrat erzielt
und bestéatigen zusatzlich die ionisierungsabhangige Kondensationsreaktion (Abbildung
19)_[144]

Neben diesen Studien wurde auch die Umsetzung der Substrate 9, 11-14 und 17
beschrieben, die mit (2)- als auch (E)-FPPSs durchgefiihrt wurden (Abbildung 19).1240:24%]
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Abbildung 19: Literaturbekannte allylische Substrate von Kurzketten-Prenyldiphosphatsynthasen
(A) und Mittelketten-Prenyldiphosphatsynthasen (B).
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4 Artifizielle Startersubstrate der ECUPPS

Ein am C2 halogeniertes Startersubstrat (16) kann auch als Substrat von Mittelketten-
CPTs dienen (Abbildung 19)."*2 Besonders im Fall der ECUPPS ist im Gegensatz zur
FPPS keine Anderung des Produktspektrums zu beobachten.™? Zusétzlich wurde
gezeigt, dass die Geschwindigkeitskonstanten der IPP-Kondensation an FPP und 2-Fluor-
FPP &hnlich sind.*? Damit konnte bestatigt werden, dass cis-Prenyltransferasen, wie die
EcUPPS, wahrscheinlich einem konzertierten Reaktionsmechanismus folgen.!**?
Artifizielle Substrate, die zusatzlich eine Methylgruppe an C4 des allylischen Substrates
tragen, wurden mit der Bacillus subtilis UPPS getestet.™*® Dabei zeigte sich, dass
besonders mit Substraten, die eine (Z)-Konfiguration an C2 aufwiesen (40) keine
Kettenverl&ngerung initiiert werden konnte, wobei mit (E)-konfigurierten Substraten (15,
25) ein — wenn auch geringer — Umsatz gezeigt werden konnte (Abbildung 19, Abbildung
20).% Sterische Effekte sind vermutlich die Ursache fiir diese geringe Akzeptanz von

4-Methyl-prenyldiphosphaten. ™!
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Abbildung 20: Literaturbekannte allylische Prenyldiphosphatanaloga, die von den getesteten
Kurzketten-Prenyldiphosphatsynthasen (A) und Mittelketten-Prenyldiphosphatsynthasen (B) nicht
als Substrat akzeptiert werden.
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4 Artifizielle Startersubstrate der ECUPPS

Verdnderungen am Substrat, die den terminalen Teil des Allylrestes betreffen, haben
wenig Einfluss auf die Substraterkennung von UPPSs und scheinen gut toleriert zu
werden.'*¥1*%l Es konnte zusétzlich gezeigt werden, dass die Produktkettenléange nicht
wesentlich vom Startersubstrat abhangig ist.*** Dies erméglichte eine Einfiihrung von
Fluorophoren, deren Umsetzungen stark zur Aufklarung der Reaktionskinetik der ECUPPS
beigetragen haben.***"l Substrat 24 konnte so die Vermutung bestatigen, dass die
Bindung von FPP an die Substratbindungstasche sehr schnell ablauft.**” Da allerdings
nur eine Verlangerung mit IPP moglich war, konnte die Kettenverlangerungsreaktion erst
mit der Synthese von Substrat 23 analysiert werden (Abbildung 19).*® Die Erhéhung der
Fluoreszenzintensitat mit zunehmender Kettenlange ermdoglicht zusatzlich die direkte
Messung von Reaktionskinetiken.™® Para-Nitroanilin-GPP (22) konnte zur Detektion der

EcUPPS-Enzymprodukte bei 395 nm verwendet werden.™*®

Die Initiierung der Kautschuksynthese mit gewaschenen Latizifern von Ficus elastica,
Hevea brasiliensis und Parthenium argentatum konnte mit photoaktiven
Benzophenonderivaten (18-21, 26, 27) erfolgen (Abbildung 19).2*%! Dadurch kénnte ein

Labeling von unbekannten Kautschuksynthasen erfolgen.™*!

Allylische Prenyldiphosphatanaloga, die nicht als Substrat erkannt werden, sind in
Abbildung 20 dargestellt. Anhand der Strukturen der Verbindungen konnten einige
Strukturelemente identifiziert werden, die fur deren Umsatz unumgénglich sind. So ist vor
allem die Diphosphatgruppe ein entscheidendes Strukturmerkmal. Wird ein
Prenylmonophosphat (39) oder ein Prenylbisphosphonat (35) als Startersubstrat
verwendet, kann keine Reaktion stattfinden."****® Auch eine Thioesterbindung (38)
zwischen  Phosphat und  Prenylrest verhindert die Kondensation zum
Polyprenylprodukt.™¥ Ein weiteres wichtiges Kriterium scheint die Anwesenheit der
Methylgruppe am C3 des Prenyldiphosphates zu sein (37).°2*% Anhand zweier
trans-Prenyltransferasen (Hexa- und Heptaprenyldiphosphatsynthase) wurde gezeigt,
dass dieses Strukturmerkmal essentiell fir die Kettenverlangerung ist.**? Auch eine
zusatzliche Methylgruppe an C4 des Startersubstrates (besonders wenn die
C2-Doppelbindung (Z)-konfiguriert ist), oder sehr kurzkettige Startersubstrate kdnnen von

UPPS-Enzymen nicht oder nur langsam umgesetzt werden (36, 40).*°!

In der vorliegenden Arbeit soll das Substratspektrum der ECUPPS mit verschiedenen
artifiziellen Prenyldiphosphaten ausgelotet werden. Zum einen bestand der Anspruch, die
Detektion der Produkte durch Verwendung eines fluoreszenzmarkierten allylischen

Substrates zu verbessern, da dies zu einer sensitiven und selektiven Detektion der
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4 Artifizielle Startersubstrate der ECUPPS

enzymatischen Produkte fihrt. Zum anderen sollte der Einfluss von Heteroatomen

innerhalb der Prenylkette untersucht werden.

4.2 Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 Kinetische Untersuchung von Prenyldiphosphatanaloga

Das Substratspektrum der EcCUPPS wurde anhand der Umsetzung natirlicher und
artifizieller Prenyldiphosphate getestet. Die Substratsynthese erfolgte maf3geblich durch
Dr. Roman Weber."® In Abbildung 21 sind alle getesteten artifiziellen Substratanaloga
dargestellt, die als potentielle Startereinheit fur die ECUPPS getestet wurden.
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Die Einfihrung von Heteroatomen innerhalb der Prenylkette sollte den Einfluss von
hydrophoben Wechselwirkungen und n-n-Interaktionen prifen. Schwefel (yar = 2,5) wurde
aufgrund der identischen Elektronegativitdt im Vergleich zu Kohlenstoff (yar =2,5)
ausgewahlt. Substrate mit einer Schwefelinsertion sollten demnach ahnlich gut erkannt
werden wie FPP, falls hydrophobe Wechselwirkungen und n-zn-Interaktionen bei der
Substraterkennung relevant sind. Sauerstoff ist dagegen mit yar = 3,5 elektronegativer als
Schwefel und zieht Elektronen aus der Bindung zu seinem Nachbaratom. Ist Sauerstoff in
der Umgebung einer Doppelbindung wird diese elektronenarmer und somit werden
n-n-Wechselwirkungen beeinflusst. Um im Anschluss an die enzymatische
Produktsynthese eine Mdglichkeit zur chemischen Derivatisierung zu ermdglichen,
wurden zudem Substrate mit Alkinfunktion synthetisiert (62, 72). Allylische Substrate, die
aromatische Ringsysteme enthalten, kénnten eine selektive und sensitive Detektion der

Produkte ermdglichen.

Achtzehn Prenyldiphosphate wurden von der ECUPPS als allylisches Substrat erkannt
und mit IPP als Elongationssubstrat zu Polyprenyldiphosphaten der erwarteten
Kettenlange polymerisiert (Tabelle 6). Weitere acht Substrate wurden nicht als
Startersubstrat erkannt und fuihrten nicht zu Produktbildung mit der ECUPPS (Abbildung
21). Mit Hilfe des MTP-Phosphatdetektionsassays (siehe Abschnitt 3.2.2 und 7.5.1.2)
wurden Umsatzkurven fur die verschiedenen Substrate bestimmt. Dabei konnten die in
Tabelle 6 dargestellten kinetischen Parameter flr die getesteten Substrate gemessen
werden. Die maximalen Geschwindigkeiten (vmax) der Enzymreaktion mit den
unterschiedlichen Substraten variieren stark (Tabelle 6). Um die Substrate untereinander
zu vergleichen wurde daher die katalytische Effizienz ke, K™ bestimmt, die als MaR fiir
die Substratspezifitat gilt (Abbildung 21, Tabelle 6).*>®)

Alle getesteten Substrate liegen mit ihren K,,-Werten im pM-Bereich. Sowohl aromatische
Substituenten wie Phenyle (53, MANT-O-GPP (23)), Furane (55, 59) oder Thiophene (60,
63, 64) sowie verzweigte Alkylketten (58) wurden als Ersatz der terminalen Prenyleinheit
innerhalb des Substrates geduldet. Zudem zeigen Substrate mit Heteroatomen, die sich
mehr als finf C-Atome vom Diphosphat entfernt befinden, Umsatz, wenn auch im Fall
einer Sauerstoffinsertion mit sehr geringer Aktivitat. Vor allem Prenyldiphosphate, die dem
natirlichen Substrat FPP sehr &hneln, werden mit &hnlicher Effizienz umgesetzt.
Erstaunlich ist hierbei, dass (Z,E)-FPP trotz anderer Stereochemie nahezu genauso gut
als Substrat erkannt wird wie (E,E)-FPP. Anzunehmen ware jedoch, dass die Orientierung

in der aktiven Tasche durch eine unterschiedliche Doppelbindungskonfiguration eine
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andere ist. Scheinbar hat die Konfiguration der C2-Doppelbindung nur wenig Einfluss auf
den Umsatz. Im Gegensatz dazu sinkt die katalytische Effizienz mit GPP um 98 %, da die
Substraterkennung stark gehemmt zu sein scheint (K,(GPP) = 49 uM). Das Fehlen der
terminalen Prenyleinheit im Vergleich zu FPP scheint einen starken Einfluss auf die
Substraterkennung zu haben. Erstaunlicherweise sind die K,-Werte von kurzkettigen
Substraten mit einem terminalen aromatischen Finfring (55, 60) niedriger als der von
GPP. Substrat 55 wird &hnlich gut konvertiert wie FPP, besitzt jedoch eine dreifach
niedrigere Reaktionsgeschwindigkeit. Die Substraterkennung ist wahrscheinlich Uber den
Furan- bzw. Thiophenring gegeben (z-n-Wechselwirkungen). Der entscheidende Einfluss
einer elektronenreichen terminalen Prenyleinheit wird zuséatzlich an Substrat 53 deutlich,
bei dem die w-Prenyleinheit durch einen Phenylring ersetzt ist. Verbindung 53 wird
ahnlich gut umgesetzt und besitzt dieselbe Affinitat zur ECUPPS wie FPP.

Tabelle 6: Kinetischer Parameter der ECUPPS mit artifiziellen Startersubstraten und IPP.
Rel. ke Km™: dunkelgrau, >50 %; hellgrau, 10-50 %; wei3, <10 %. Rel. ke Kn™, relative
katalytische Effizienz im Vergleich zu dem nattirlichen Substrat FPP (100 %).

Km Vimax Keat Keat Km™ el Keae K™
Substrat (UM) (nkat mg™) (s (s"mM™ (%)
FPP 1,8+0,1 17,9+ 0,4 0,5 292 100
(Z,E)-FPP 1,5+0,2 12,8+ 0,6 0,4 262 90
53 2,1+0,2 18,5+ 0,7 0,5 260 89
GGPP 1,9+0,1 14,9+0,3 0,4 223 76
54 25+0,1 14,9 +0,2 0,4 176 60
55 1,8 +0,2 6,1+0,2 0,2 98 34
56 42+0,2 13,7+0,3 0,4 96 33
57 51+0,6 11,5+0,5 0,3 64 22
58 10,7+15 14,4 +0,8 0,4 39 13
59 38,0+5,0 336+21 1,0 26 9
60 116+2,6 8,9+0,6 0,3 22 8
61 48+1,0 29+02 0,1 18 6
62 6,4+1,1 29+02 0,1 13 4
MANT-O-GPP (23) 5,6+0,8 1,9+0,1 0,1 11 4
63 9,1+1,3 35+0,2 0,1 11 4
64 61,1+12,8 18,1+15 0,5 3
65 32,1+4,6 6,3+0,3 0,2 2
GPP 48,8 + 8,3 11,3+0,7 0,3 2

Der Vergleich des sauerstoffhaltigen Substrats 65 mit dem schwefelhaltigen Substrat 57
unterstreicht zusatzlich, dass veranderte Elektronendichteverhdltnisse innerhalb der
terminalen Prenylgruppe die Substraterkennung stéren. Sauerstoff kann die Bindung in

der lipophilen Tasche stdren, entweder durch seine p-Orbitale oder er verringert die
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Elektronendichte der w-Doppelbindung, so dass die Affinitat der ECUPPS zu Substrat 65
stark abnimmt (Tabelle 6). Schwefel dagegen hat eine &hnliche Elektronegativitat wie
Kohlenstoff. Die Elektronendichteverhaltnisse bleiben damit nahezu unverédndert und die
Affinitat der ECUPPS zu Substrat 57 @hnelt derjenigen von FPP. Eine verringerte Aktivitat
(ein DreilBigstel der Affinitat im Vergleich zu FPP) zeigen hauptsachlich sterisch
anspruchsvolle Substrate, die volumindser sind als das nattirliche Substrat und zusétzlich
Heteroatome in (oder an) der w-Prenyleinheit besitzen (59, 64, 65). Die
Substraterkennung wird hier durch die modifizierte Prenylkette erschwert und ist
zusatzlich  durch Heteroatome gestort, die hydrophobe Interaktionen und

n-n-Wechselwirkungen erschweren.

Die Substrate 23, 61, 62 und 63 besitzen im Vergleich zu FPP einen geringfiigig (3-5fach)
erhohten K,-Wert. Die Reaktionsgeschwindigkeit der enzymatischen Reaktion ist
aullerdem um den Faktor 10 verringert, so dass die relative katalytische Effizienz
(rel. Keat Km'l) 20fach niedriger ist als mit FPP. Sterische Effekte sind wahrscheinlich die
Ursache langsamer Reaktionsgeschwindigkeiten, da das Startersubstrat wahrend der
Kettenverlangerung mehrfach zwischen der S1- zur S2-Bindungsstelle wandern muss.
Passt das Startersubstrat nicht optimal in den Substratkanal oder sind durch
Sauerstoffinsertion die Elektronendichten verringert, kann die Reaktionsgeschwindigkeit
negativ beeinflusst sein. Offensichtlich sind n-n-Interaktionen der w-Doppelbindung mit
aromatischen Aminosauren der Substratbindungstasche entscheidend an der

Substratbindung beteiligt.

Betrachtet man die strukturellen Eigenschaften der umgesetzten Substrate im Vergleich
zu den nicht akzeptierten Substraten, werden zwei Eigenschaften deutlich, die den
Substratumsatz mit der ECUPPS erschweren (Abbildung 21). Zum einen Schwefelatome
in der Nahe des Diphosphates (66, 67, 70, 71) und zum anderen eine kurze Kettenlange
(72, DMAPP). Betrachtet man vergleichend das sauerstoffhaltige Substrat 61 zu
Verbindung 67, welche nicht als Substrat erkannt wird, scheint eine Sauerstoffinsertion in
der Diphosphat-nahen Prenyleinheit den Substratumsatz zu férdern. Mdglicherweise zieht
der Sauerstoff Elektronen aus der Bindung zwischen Diphosphat und Prenylkette, so dass

die Abgangsgruppe leichter abgespalten wird.

Auch mit den Substraten 54, 56 sowie GGPP besitzt die ECUPPS eine hohe katalytische
Effizienz. Die Steigerung der Kettenlange des Startersubstrats fuhrt im Fall von GGPP nur
zu einem geringfugigen  Aktivitdtsverlust, wie auch die Lé&ngen- und

Konformationseinfliisse von 54 bzw. 56 sich wenig auswirken.
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MANT-O-GPP (23) kann, trotz relativ schlechter katalytischer Effizienz, als Substrat
genutzt werden. Es ermdglicht eine Fluoreszenzdetektion der enzymatischen Produkte
und konnte in weiteren Versuchen erfolgreich zur Entwicklung eines fluoreszenzbasierten
HPLC-Assays angewendet werden (Abschnitte 3.2.2, 5.2.2, 5.2.3).

4.2.2 Massenspektrometrische Untersuchung der Produktkettenlange

Um zu untersuchen, ob das Startersubstrat die gebildeten Produktkettenlangen
beeinflusst, wurden LC/ESI-MS Untersuchungen durchgefuihrt. Hierzu wurden die zu den
Alkoholen hydrolysierten Produkte des EcUPPS-Assays (Abschnitt 7.5.2) analysiert.
Dabei fiel auf, dass die Prenylalkohole bevorzugt als Natrium- und Kaliumadukte
auftreten. In Tabelle A 5 im Anhang sind die IPP-Elongationsschritte dargestellt, die in
Abhangigkeit von der Lange des allylischen Substrates zu den identifizierten
Produktalkoholen gefiihrt haben. So sind zum Beispiel zur Bildung des Undecaprenols
(Css) mit FPP als Startereinheit acht IPP-Kondensationen notwendig, wéahrend mit GGPP

als allylisches Substrat sieben IPP-Anlagerungen detektiert wurden.

Die Verwendung verschiedenster Substrate fiihrte hauptsachlich zur Bildung der
Css-Produktanaloga, da die Architektur des Produktkanals die Produktkettenlange
bestimmt. Somit wird die Verwendung von unterschiedlichen Startersubstraten méglich,
die die Biosynthese von modifizierten Produkten zulasst. Dies erlaubt, das
Fluoreszenzsubstrat MANT-O-GPP in der Produktanalytik anzuwenden, da die
entstehenden Produkte in ihren Kettenlangen der natirlichen Produktverteilung (mit
(E,E)-FPP als Startereinheit) entsprechen (siehe Abschnitte 3.2.2, 4.2.3, 5.2.2, 5.2.3).

Lediglich die Substrate 55 und 59 werden hauptsachlich zum Cgs-Produktanalogon
umgesetzt. Gemeinsam ist beiden Substraten der Furanring, der das Substrat terminiert
und sterisch wenig anspruchsvoll ist oder besser ins Taschenende insertiert, so dass

weitere Verlangerungen bis zum Cgs-Produkt méglich sind.

4.2.3 Anwendung von MANT-O-GPP als Fluoreszenzmarker in der HPLC

Das fluoreszente FPP-Analogon (2E,6E)-3,7-Dimethyl-8-[(N-methylanthranoyl)oxy]octa-
2,6-dien-1-diphosphat (MANT-O-GPP, 23) wurde bereits zur Bestimmung Kkinetischer
Parameter der ECUPPS verwendet."*! Da Fluoreszenz eine noch sensitivere Methode zur
Detektion darstellt, bestand fir diese Arbeit der Anspruch, das Substratanalogon
MANT-O-GPP fur HPLC-Messungen anzuwenden. Die Synthese von MANT-O-GPP
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erfolgte durch Dr. Tula Beck am Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie nach der
publizierten Synthese von Teng et al..’®
MANT-O-GPP-HPLC-Assays zur Produktanalytik dargestellt. Unter Verwendung des
allylischen Substrates MANT-O-GPP und einem homoallylischen Substrat (z.B. IPP)

erfolgt die enzymatische Reaktion (z.B. durch die ECUPPS) zu dem fluoreszenten

In Abbildung 22 ist das Prinzip des

Polyprenyldiphosphat. Die Diphosphatfunktion wird anschlie3end mit Hilfe einer sauren
Phosphatase aus Kartoffel hydrolysiert und die korrespondierenden Produktalkohole Uber

Fluoreszenzmessung an einer HPLC-Anlage analysiert (siehe Abschnitte 7.5.2 und 7.5.6).
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Abbildung 22: Reaktionsschema der Enzymreaktion von MANT-O-GPP und IPP, die zur Bildung
des fluoreszenzmarkierten UPP-Produktanalogons flhrt.

4231 Emissionsspektrum von MANT-O-GPP

Um zu bestimmen, ob das Fluoreszenzverhalten von MANT-O-GPP auch auf dessen
Hydrolyseprodukt MANT-O-Geraniol zutrifft, wurden Fluoreszenzspektren einer
MANT-O-GPP-L6sung in Wasser, Assaypuffer ohne Triton, Assaypuffer (unter Zusatz von
Triton X-100, DTT und/oder EcCUPPS) aufgenommen und mit Fluoreszenzspektren von
MANT-O-Geraniol in organischen Ldsungsmitteln (HPLC-Ldsungsmittelgemische sowie
n-Hexan) verglichen. In Abbildung 23 ist erkennbar, dass die Anregung des Fluorophors
bei 352 nm ein Emissionsmaximum bei 420 nm in organischem L&ésungsmittel zur Folge
hat. Die Detektion der Fluoreszenz wahrend der HPLC-Messungen erfolgte deshalb bei

420 nm mit einer Anregungswellenlange von 352 nm.
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Abbildung 23: Emissionsspektren
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4.2.3.2 HPLC-Analyse mit MANT-O-GPP

Um HPLC-Messungen in einem linearen Messbereich aufzunehmen und um eine
indirekte Quantifizierung der Produktbildung vornehmen zu kdnnen, muss eine
Kalibriergerade der zu quantifizierenden Verbindung bereitstehen. In diesem Fall wurde
eine indirekte Quantifizierung des Hydrolyseprodukts des Substrates, MANT-O-Geraniol
durchgefuhrt. Eine serielle Verdinnungsreihe von MANT-O-Geraniol in n-Hexan wurde
mittels HPLC analysiert (Abbildung 24). Der lineare Messbereich, in dem eine
Quantifizierung in dem verwendeten Setup (siehe Kapitel 7.5.6.3) moglich ist, befindet
sich zwischen 0 und 3,8 mg L'* MANT-O-Geraniol. Die Intensitdt des MANT-O-Geraniol-

Peaks betréagt in diesem Messbereich 0-10° relative Fluoreszenzeinheiten (RFU).
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Auch mit dem alternativen Fluoreszenzsubstrat MANT-O-GPP kann eine erfolgreiche
Trennung der Produkte erreicht werden. In Abbildung 25 ist das HPLC-Chromatogramm
von Enzymassays der ECUPPS mit FPP und MANT-O-GPP als Startersubstrat sowie IPP
als homoallylische Verlangerungseinheit nach der Diphosphatspaltung dargestellt.
Deutlich ist eine gesteigerte Intensitdt der Produktsignale erkennbar, die durch den
fluoreszierenden MANT-Fluorophor erreicht wird. Damit ist es moglich, selbst geringe

Produktmengen (untere Nachweisgrenze der HPLC-Methode fir MANT-O-Geraniol
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4 Artifizielle Startersubstrate der ECUPPS

(MDL) = 11,6 ug L™, = 38,4 nM) selektiv und sehr sensitiv zu identifizieren. Dies ist
besonders wichtig, um den Substratumsatz artifizieller homoallylischer Substrate
nachzuweisen, der erwartungsgemafd um ein vielfaches geringer ist als der Umsatz des
natiirlichen Substrats IPP. Auch die selektive Detektion der Enzymprodukte Uber diesen
Fluorophor stellt einen Vorteil dar, da Assaybestandteile wie Triton X-100, die durch
Absorptionsmessungen bei 210 nm sichtbar bleiben, nicht mehr detektiert werden.

Dadurch wird eine indirekte Quantifizierung der Produktmenge Uber die Substratabnahme

maglich.
400 400
: /Css-A"a'°9°" —MANT-O-GPP |
—~ 350 ] —FPP L 350
=) ] :
L i [
2 300 ] L 300 »
£ ] i o
c ; g 4
S 250 ] F 250 3
< ] Farnesol und - =
B 200 ./Verunremlgung " L 200 2—
N 1 o]
S 150 ] L 150 N
o : F ©
S 100 ] Ceo-Analogon - 100 3
2 ] /MANT-o-geraniol s : <
Css-Prenol g
> JL,J( /CopPrengl ___—— %0
- . 'n -
0 +oprr—r o L L 0
0 10 20 30
Retentionszeit (min)

Abbildung 25: HPLC-Chromatogramm der Produkte einer ECUPPS-Reaktion mit MANT-O-GPP
(schwarz) oder FPP (grau) und dem Elongationssubstrat IPP. Nach Hydrolyse der Diphosphate
erfolgte die Detektion der Polyprenole bei 210 nm (FPP) oder Uber Fluoreszenz mit einer
Anregungswellenlédnge von 352 nm und Messung der Emission bei 420 nm.

4.3 Schlussfolgerung

Teng et al. zeigten 2011, dass das fluoreszierende MANT-O-GPP (23) als Substrat der
EcUPPS dient und sogar zur kontinuierlichen Messung kinetischer Parameter verwendet
werden kann, da die Emissionsfluoreszenzintensitat bei 420 nm wahrend der
Kettenverlangerung ansteigt.**¥ Dieses Wissen konnte in der vorliegenden Arbeit genutzt
werden um eine sehr selektive und sensitive Analysemethode von Polyprenolen Uber
HPLC zu entwickeln, die es ermoglicht Produkte im nanomolaren Bereich eindeutig zu
identifizieren. Weiterhin wiesen die Erkenntnisse darauf hin, dass cis-Prenyltransferasen

sehr liberal gegenlber Veranderungen innerhalb des Startersubstrates sind. In dieser
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Arbeit wurden deshalb 21 synthetische und 5 natirlich vorkommende Prenyldiphosphate
als potentielle Startersubstrate der EcCUPPS getestet. Dabei sollten Substrate, die
Heteroatome innerhalb der Prenylkette enthalten Uber den Mechanismus der
Substraterkennung Aufschluss geben. Substrate mit aromatischen Ringsystemen und
Alkinfunktionen wurden gewdahlt, um neben mechanistischen Studien deren
Anwendbarkeit zur besseren Detektion der Produkte zu testen. Die K.,-Werte der 18
getesteten Substanzen liegen im uM-Bereich, wobei die katalytische Effizienz variiert
(Tabelle 6). Substrate, die sterisch anspruchsvoll sind und zusatzlich Heteroatome in der
w-Prenyleinheit enthalten weisen durchweg verringerte Aktivitaten und Umsatzraten auf
(23, 59, 62, 64, 65). Diese Ergebnisse weisen auf eine entscheidende Beteiligung der
w-Prenyleinheit bei der Substraterkennung hin, die moglicherweise Uber
n-n-Wechselwirkungen und/oder hydrophobe Interaktion erfolgt. Zusatzlich kann die
erhohte Kettenldnge negative Auswirkungen haben. Auf3erdem konnte gezeigt werden,
dass der Einbau von Schwefelatomen nahe der Diphosphatgruppe keinen Substratumsatz
zulasst (66, 67, 70, 71). Moglicherweise ist hier der vergréRerte Atomradius von Schwefel
(104 — 105 pm) im Vergleich zu Kohlenstoff (76 - 77,2 pm) die Ursache. Bedeutend ist
zusatzlich die minimale Kettenlange der Prenyleinheit. Vor allem zu kurze Substanzen wie
DMAPP oder Verbindung 72 werden nicht als Substrat erkannt.

Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Veranderungen innerhalb der Startereinheit
moglich sind. Neben phenolischen Substraten sind Prenyldiphosphate mit Alkinfunktion,
Furanringen, Thiophenen oder verzweigten Alkanketten geeignete Substrate. Werden
oben genannte Kriterien bericksichtigt, kénnen so gezielt anwendungsspezifische
Substrate synthetisiert werden, deren Derivatisierung eine verbesserte Analytik zulasst

und damit die Charakterisierung von Prenyltransferasen vereinfacht.

Zukunftig sollte versucht werden die Analytik der Polyprenole zu verbessern. Eine
Moglichkeit ware die Umstellung der stationdren Phase der HPLC-Methode auf eine RP2-
oder RP4-Phase. Dies ermdglicht die Anderung des Laufmittelsystems, welches
momentan keine optimale lonisierung der zu detektierenden Produkte in der

nachfolgenden massenspektrometrischen Untersuchung zul&sst.
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5 Artifizielle Elongationssubstrate zweier Mittelketten-CPTs

5.1 Einleitung

Mittelketten-CPTs, wie die E. coli Undecaprenyldiphosphatsynthase (EcUPPS),
katalysieren die konsekutive Kondensation von IPP an das allylische Substrat FPP (siehe
Kapitel 3). Die ECUPPS ist sehr gut untersucht und der Mechanismus der Enzymreaktion
ist teilweise geklart. Aus dem hyperthermophilen Archaeon Thermococcus kodakaraensis
wurde eine cis-Prenyltransferase (ThKkCPT, EC-Nummer: 2.5.1.87) isoliert, die bei einem
Temperaturoptimum von 60-70 °C cis-Polyisoprendiphosphate mit einer Kettenlange von
65-70 Kohlenstoffatomen synthetisiert.'*® Die ThkCPT ist besonders interessant, da ihre
Temperaturstabilitdét Reaktionsbedingungen ermdglicht, die mit der ECUPPS nicht méglich
waren. Zudem besitzt dieses Enzym ein abweichendes Reaktionsverhalten und
Produktspektrum zu den bisher bekannten CPTs. Als allylische Substrate bevorzugt die
ThkCPT GPP und FPP, ist jedoch auch mit DMAPP aktiv."'*® Die Kettenverlangerung
erfolgt mit IPP. Anders als andere bekannte dimere Mittelketten-CPTs scheint die ThkCPT
(264 Aminosauren, ~ 31 kDa) nativ als Tetramer vorzuliegen.™® Mit der EcUPPS und der
ThkCPT konnten zwei sehr diverse Enzyme in dieser Arbeit untersucht werden. Beide
Enzyme sind zudem attraktive Kandidaten, um artifizielle homoallylische

Elongationssubstrate fiir CPT-Reaktionen zu analysieren.

Generell fihrt eine Variation der Struktur des universellen Elongationssubstrates IPP zu
starken Einschrankungen der Enzymakitivitat von Prenyltransferasen und der Moglichkeit
einer Kettenverlangerung. In Tabelle 7 sind literaturbekannte homoallylische Substrate
von PTs sowie Prenyldiphosphate, die nicht als Substrat der getesteten PTs dienen,
dargestellt. So konnte gezeigt werden, dass schon bei Substitution der C3-Methylgruppe
durch eine Ethylgruppe (43) wahrend der Katalyse der UPPS aus Bacillus subtilis keine
Kettenverlangerung stattfindet, wahrend ein einmaliges Durchlaufen des Katalysezyklus
mit der Bacillus stearothermophilus FPPS bzw. B. subtilis HepPPS beobachtet

e.'52157] Die zweifache Kondensation der Prenyleinheit des Substrats 43 an FPP

wurd
gelang dagegen mit der UPPS aus Micrococcus luteus*®® und mit der HexPPS von
M. luteus.’®?*%31 Mit Zunahme der Lénge der C3-Alkylierung des Elongationssubstrates
(3-Propyl-BPP, 45; 3-Butyl-BPP, 48) wird der Umsatz dieser Substrate durch
Mittelketten-PTs erschwert.'***%"%8] Eine Kondensation der Prenyleinheit von Substrat 48
an DMAPP konnte nur noch durch die thermostabile FPPS aus B. stearothermophilus

katalysiert werden.**"! Aus diesen Daten wird ersichtlich, dass die ionisierungsabhéngigen
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trans-Prenyltransferasen (TPT) scheinbar toleranter gegeniiber einer Expansion der

C3-Alkylierung des homoallylischen Substrates sind, als die cis-Prenyltransferasen (CPT).

Tabelle 7: Literaturbekannte homoallylische Substrate von Kurzketten-PTs und Mittelketten-PTs
sowie literaturbekannte homoallylische Prenyldiphosphatanaloga, die von den getesteten

homoallylisches
Substrat

Umsatz durch
Mittelketten-PTs
(Anzahl der
Elongationen)

Kurzketten-PT und Mittelketten-PTs nicht als Substrat akzeptiert werden.

Umsatz durch
Kurzketten-PTs (Anzahl
der Elongationen)

Kein Umsatz durch
genannte PTs

\)\/\OPP 4

UPPS aus Micrococcus
luteus (1),146%8!

FPPS aus Bacillus
stearothermophilus

HexPPS aus M. luteus
1) [153]

UPPS aus Bacillus (1,2)
subtilis (1)™?
HexPPS aus M. luteus
o [152,153]
Z2-"0PP HepPPS aus B. subtilis  FPPS aus B.
41 [152,153] . [162]
(BPP) 1), stearothermophilus (1)
UPPS aus M. luteus
(l)[158,161]
Br
OPP 42 UPPS und OPPS aus
E. coli (2)**?
(Br-BPP)
HepPPS aus B. subtilis
o [152]
FPPS aus B. UPPS aus
HexPP M. | . .
;\/\OPP 43 (2(; [152'1853?us uteus stearothermophilus (1)[157] B. subtilis™®
UPPS aus M. luteus
(2)[158]
UPPS aus
FPPS aus B. M. luteus*658]
I//l\/\opp 44 stearothermophilus
(1,2)1269 UPPS aus
B. subtilis"**”
HepPPS aus B. subtilis
@ [153]
45 ' FPPS aus B. UPPS aus
oPP stearothermophilus (1)"*” M. luteus!™*®

WOPP 46

FPPS aus B.
stearothermophilus
@ 2)[160]

))\fopp 47

FPPS aus B.
stearothermophilus
1 2)[160]

\j\/\ 48
OPP

FPPS aus B.

stearothermophilus (1)[157]

UPPS aus M. luteus™

HepPPS aus Bacillus
subtilis!**?

HexPPS aus M.
luteus!™®
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Umsatz durch Umsatz durch

h llylisch Mittelketten-PT Kei t h
omoallylisches ittelketten-PTs Kurzketten-PTs (Anzahl ein Umsatz durc
Substrat (Anzahl der ) genannte PTs

. der Elongationen)
Elongationen)
\/\/)\/\ 49 FPPS aus B.
OPP stearothermophilus (1)"%%)

. OPP 50 FPPS aus B.
stearothermophilus (1)[160]
UPPS aus M. luteus™

Br\J\/\opp 51 FPPS aus B.

stearothermophilus*®”

UPPS aus M. luteus™

B%\/\OPP 52 FPPS aus B.

stearothermophilus®”!

Cl
OPP 78 FPPS aus Gallus gallus
(CI-BPP) (D
Q 0
PP =R-P-0-P-OH
o O

Die Substitution der C3-Methylgruppe gegen Wasserstoff oder Halogene (Cl, Br) wurde
sowohl an CPTs als auch TPTs getestet. Wahrend der Katalyse der Kurz- und
Mittelketten-PTs erfolgte stets nur eine einfache Kondensation des Prenylrests von
But-3-enyldiphosphat (BPP, 41) an das allylische Substrat.!5#13158161.1621 \wjrd zum
Beispiel das Reaktionsprodukt aus DMAPP und BPP (nor-GPP) erneut als allylisches
Substrat der B. stearothermophilus FPPS eingesetzt, erfolgt weder mit IPP, noch mit BPP

als homoallylisches Substrat eine Umsetzung.™®?

Der Umsatz der Substrate DMAPP oder GPP und 3-Chlorbut-3-enyldiphosphat (CI-BPP,
78) durch die FPPS aus Gallus gallus resultierte in der Bildung von 3-Chlor-GPP bzw.
3-Chlor-FPP, wahrend zweifachchloriertes Produkt nicht nachgewiesen werden
konnte.™? Die Bildung zweifachbromierter Produkte konnte jedoch durch die Umsetzung
von FPP und 3-Brombut-3-enyldiphosphat (Br-BPP, 42) mit der ECUPPS oder OPPS aus

E. coli bestatigt werden.™*

Eine Alkylierung des C4 des homoallylischen Substrates hat ebenso einen
entscheidenden Einfluss auf die Mdglichkeit einer Kettenverlangerung. Durch eine
zusatzliche Methylgruppe entstehen Produkte mit chiralen Kohlenstoffatomen, wobei das
(2)-konfigurierte  homoallylische  Substrat, selektiv eine (R)-Konfiguration der

C4-Methylgruppe des Produktes hervorruft, wahrend (E)-Konfiguration des Substrates,
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(S)-konfigurierte Produkte zur Folge hat.*®® Die Kurzketten-trans-PT FPPS aus B.
stearothermophilus akzeptiert (E)- und (2)-Isomere C4-methylierter (4, 44), C4-ethylierter
(46, 47) und C4-propylierter (49, 50) Derivate von IPP. Dabei werden zwei
Kondensationsschritte beider Isomere (E, Z) des 4-Methyl-IPPs (4, 44) und 4-Ethyl-IPPs
(46, 47) durch die FPPS Kkatalysiert. Dies fuhrt zur selektiven Bildung des
(S,S)-(all-(E))-dimethyl-FPP-Analogons  (bzw.  (S,S)-(all-(E))-diethyl-FPP-Analogons)
sowie des (R,R)-(all-(E))-dimethyl-FPP-Derivats (bzw. (R,R)-(all-(E))-diethyl-FPP-
Derivats) aus den (E)- bzw. (Z)-konfigurierten Edukten.™®® Obwohl eine zweifache
Kondensation dieser Substrate moglich ist, treten einfachkondensierte Produkte gehauft
auf."® Die Produktbildungsrate nimmt mit zunehmender C4-Alkylierungslange ab.**”! Die
Umsetzung von 4-Propyl-IPP (49, 50) fuhrt schlieBZlich nur noch zum einfach verlangerten
Produkt.’®® Versuche, 4-Methyl-IPP (4, 44) mit zwei unterschiedlichen cis-PTs
umzusetzen zeigte, dass nur das (E)-lsomer (4) als Substrat akzeptiert wird,46:158:159]
Zwar entstehen hier ebenso selektiv (S)-konfigurierte Produkte, jedoch scheint nur eine
Verlangerung des allylischen Substrates (FPP) méglich zu sein.t6%815% (7). (52) oder
(E)-4-Brom-IPP (51) dagegen wurden weder von FPPS-, noch von UPPS-Enzymen

akzeptiert. 11160

Eine Verldngerung von FPP mit artifiziellen homoallylischen Substraten durch die
Kautschuksynthase aus Hevea Dbrasiliensis (in  Form von gewaschenen
Kautschukpartikeln) wurde ebenfalls beschrieben.’®! Nachweislich wurde eine
Kettenverlangerung von FPP mit Isopentenylmonophosphat (IP) erreicht, die scheinbar

163]

ahnlich der natirlichen Kautschuksynthese verlauft.! Auch Reaktionen mit

Prenylhalogeniden, Prenylalkoholen oder anderen Monomeren mit 4-8 Kohlenstoffatomen

sind in Form von Patenten veroffentlicht.%!

Die Mdoglichkeit der enzymatischen Synthese unterschiedlicher Polymere ware ein
interessanter Aspekt fir die industrielle Anwendung, da in speziellen synthetisch
erzeugten Gummiarten strukturell veranderte Polyisoprene vorkommen. Ein Beispiel
hierfiir ist Chloropren-Kautschuk (auch Polychloropren oder Chlorbutadien-Kautschuk),
der unter anderem unter der Bezeichnung Neopren® vertrieben wird.™®* Die Herstellung
dieses Synthesekautschuks erfolgt durch Polymerisation von 2-Chlor-1,3-butadien
(Chloropren), wobei die Monomere hauptsachlich 1,4-verkniipft werden."'®® Die
Doppelbindungen in der Polymerkette des Chloropren-Kautschuks sind sowohl in trans-
als auch in cis-Stellung zu finden, wobei das Verhéltnis trans/cis etwa 9:1 betragt."* Die
Chloratome sind sehr reaktionstrdge und tragen zur Stabilitdt und Bestandigkeit von

Polychloropren bei. In sehr geringem Mal3e tritt auch ein Einbau von Monomeren in
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1,2- oder 3,4-Stellung auf."®® Die chemische Polymerisation von Buta-1,3-dien fiithrt zur
Bildung von cis-1,4-Polybutadien, dessen Eigenschaften vergleichbar mit denen des

Naturkautschuks sind.[¢!

Polybutadien-Kautschuk wird in der Automobilindustrie zur
Herstellung von Reifen verwendet und ist mit einem Anteil von 25 % des Weltmarktes

einer der wichtigsten Kautschukprodukte.™”

Wenn es mdoglich ware eine umweltfreundliche, nicht-Erdél-basierte Synthese von
Polybutadien oder Polybutadienderivaten zu erreichen, kénnte dies einen enormen
Fortschritt in der Gummiherstellung bedeuten. Zudem ist Naturkautschuk eine begrenzte
Ressource und die Verwendung von Latexprodukten fuhrt haufig zu Allergien, die auf
Proteine zurtickzufiihren sind, welche nach der Aufarbeitung in dem Naturmaterial
verbleiben.

Die Substitution des nattrlichen homoallylischen Substrats von PTs durch BPP oder
C3-halogenierte Prenyldiphosphate scheint jedoch problematisch zu sein, besonders die
Verlangerung des Startersubstrates mit mehr als zwei artifiziellen homoallylischen
Substratmolekilen. Ziel dieser Arbeit sollte die Uberprifung des Substratspektrums
zweier Mittelketten-CPTs hinsichtlich der Umsetzung verschiedener artifizieller,
homoallylischer Substrate sein. Beide Enzyme sind in E. coli I8slich exprimierbar und
synthetisieren Polymere in cis-Konfiguration bei moderater Aktivitat. Mit diesen Enzymen
kann der Umsatz artifizieller homoallylischer Substrate erzielt werden, ohne dass
Probleme wie mangeinde Aktivitat durch fehlende Helferproteine entstehen, die die

Verwendung einer Kautschuksynthase hervorrufen wirde.

5.2 Ergebnisse und Diskussion

5.2.1 Rekombinante Herstellung und Reinigung der ECUPPS und ThkCPT

Die heterologe EcCUPPS-Genexpression und die Reinigung der ECUPPS erfolgte wie in
Abschnitt 3.2.1 beschrieben. Das 29 kDa grof3e Protein wurde in einer Konzentration von
2,3 mg L Kultur gereinigt. Die rekombinante Expression des ThkCPT-Gens erfolgte im
E. coli Expressionsstamm BL21(DE3) (Aminoséuresequenz im Anhang, Abbildung A 1).
Der Expressionsvektor pET28a(+) vermittelt eine Kanamycinresistenz und enthalt ein
T7-Expressionssystem, welches eine IPTG-induzierte Proteinherstellung zuldsst. Die
ThkCPT (31 kDa) wurde (ber Ni**-vermittelte IMAC gereinigt. Die Reinigung wurde
anschlieRend Uber SDS-PAGE kontrolliert (Abbildung 26). Die Induktion der Biosynthese
des Zielproteins ist in Bahn 2 zu sehen. Die l6slichen Proteine (3) wurden nach erfolgter

Zelllyse von den unléslichen Proteinen (4) getrennt. Nachdem die Hisg-ThkCPT an das
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IMAC-Material gebunden war, konnten unerwiinschte Proteine des Expressionswirts (5)
ausgewaschen werden. AnschlieRende Waschschritte und Elution der ThkCPT (6) mit
Imidazol-haltigem Puffer sowie eine anschliel3ende Entsalzung tber
GrolRenausschlusschromatographie an Sephadex™ G-25 fuhrten zu chromatographisch
reinem Zielprotein (7). Die durchschnittliche Ausbeute lag bei 6,1 mg L™ Flussigkultur.

M1 2 3 45 6 M7 M m Abbildung 26: Coomassie-Brilliantblau G250-
gefarbtes  SDS-PAGE-Gel der  ThkCPT-

.70 Reinigung tber IMAC.

—e - « k130 Das heterolog produzierte Protein ist mit Pfeilen

— . koo markiert. M, ProteingroRenstandard; 1, vor

-y o~
___: : ., Induktion mit IPTG; 2, nach Induktion mit IPTG;
— - 3, I6sliche Proteinfraktion; 4, unlosliche
o — - . ¥ 1% Proteinfraktion; 5, nicht-gebundene Proteine der
= ‘“ |, MAC; 6, eluierte IMAC-Proteinfraktion; 7,
entsalzte Proteinfraktion.
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5.2.2 Analyse artifizieller Elongationssubstrate der ECUPPS

Zunachst sollte die Toleranz des Enzyms gegentber Verdnderungen der Struktur des
homoallylischen Substrates (Elongationssubstrat) getestet werden. Mit den beiden
Mittelketten-cis-Prenyltransferasen EcUPPS und ThkCPT wurden verschiedene
IPP-Analoga im Mikrotiterplattenformat umgesetzt und die Produkte wurden anschlie3end
iber DC, HPLC, GC/EI-MS und LC/ESI-MS naher charakterisiert. Als
Elongationssubstrate wurden IPP sowie die artifiziellen Substrate BPP (41), Br-BPP (42),
CI-BPP (78), 3-(Trifluormethyl)-but-3-enyldiphosphat (CFs-BPP, 73) und
3-Phenyl-but 3-enyldiphosphat (Ph-BPP, 74) getestet. Die halogenierten Substrate
wurden ausgewahlt, da die entsprechenden Substituenten hinsichtlich des molekularen
Volumens und der Hydrophobizitat, einer Methylgruppe soweit wie moglich &hneln
(Tabelle 8). Butenyldiphosphat wurde, neben der kommerziellen Relevanz des Produkts
(Polybutadienkautschuk), gewahlt, um den Einfluss der Methylgruppe né&her zu
charakterisieren. Mit Ph-BPP sollte die Mobglichkeit der Verwendung volumindser
homoallylischer Substrate untersucht werden, die eine besonders hohe Stabilisierung in

der Benzylstellung erlaubt.

Die Analyse der artifiziellen Elongationssubstrate mit der EcUPPS erfolgte unter
Verwendung des MTP-Phosphatdetektionsassays (Abbildung 27). BPP, CI-BPP und
Br-BPP wurden als Substrat von der EcUPPS akzeptiert (Abbildung 27). Mit einem
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Tausendstel der katalytischen Effizienz gegenliber dem natirlichen Substrat IPP, ist die
Produktbildung mit den artifiziellen Substraten CI-BPP, Br-BPP und BPP gerade noch
messbar (Abbildung 27). Die Hill-Koeffizienten fir alle getesteten Substrate (h ~ 1) weisen
auf nicht-kooperatives Verhalten hin. Die Affinitat der ECUPPS zu BPP (K, = 63,5 uM) ist
um das 10fache geringer als die Affinitat zu IPP (K, = 6,5 uM). Hierdurch wird die
essentielle Funktion des C3-Substituenten deutlich, der méglicherweise zur Positionierung
des Substrats im aktiven Zentrum beitragt. CI-BPP und Br-BPP werden ahnlich gut
erkannt wie IPP. Die Halogen-Substituenten scheinen, ebenso wie die Methylgruppe von
IPP, eine geeignete Positionierung des Substrates zu beginstigen. Die Orientierung des
Substrats kann folglich nicht die alleinige Ursache fiur die stark verringerten

Reaktionsgeschwindigkeiten dieser alternativen homoallylischen Substrate sein.
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Abbildung 27: Bestimmung kinetischer Parameter der ECUPPS mit FPP und den homoallylischen
Substraten IPP, BPP, CI-BPP und Br-BPP. Die Kurvenregression erfolgte nach dem Hill-Modell mit
SigmaPlot 12.3. h, Hill-Koeffizient; v, Anfangsgeschwindigkeit.

Zu den Effekten, die die Architektur des jeweiligen Substrates auslost, kommen
Gegebenheiten, die die Elektronendichteverhaltnisse innerhalb des Molekils betreffen.

Diese beeinflussen maf3geblich die Reaktion des homoallylischen Substrates mit dem
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allylischen Prenyldonor. Die Anderung des Induktiven und des Mesomeren Effekts (I-
bzw. M-Effekt) durch unterschiedliche Substituenten haben deshalb einen
entscheidenden Einfluss (Tabelle 8). Halogene besitzen einen +M-Effekt und einen
starken -I-Effekt, der dem Mesomeren Effekt iiberwiegt.'*® Je elektronegativer das
Heteroelement, desto stérker ist der -I-Effekt (Cl > Br).1**® Eine Methylgruppe besitzt einen
leichten +lI-Effekt, aber keinen M-Effekt, wahrend ein Wasserstoff keinen der beiden
Effekte auslést.*®® Ein Phenylring besitzt zu einen leichten -I-Effekt und einen +M-Effekt,

wobei letzterer Gberwiegt, wahrend eine CFs-Gruppe einem -I-Effekt aufweist.

Die elektronenschiebenden Eigenschaften (+I-Effekt) einer Methylgruppe an C3 des
homoallylischen Substrates, weist, ausser Ph-BPP, keines der getesteten Substrate auf
(Tabelle 8). Nahezu alle getesteten homoallylischen Prenyldiphosphate enthalten eine
elektronenarmere C3-C4-Doppelbindung im Vergleich zu IPP (+I-Effekt). Gerade eine
elektronenreiche C3-C4-Doppelbindung ist aber forderlich, da kationenstabilisierend, um
die Kondensation an das allylische Substrat zu ermdglichen. Die Ursache fir die extrem
verlangsamte Reaktionsgeschwindigkeit der Enzymreaktionen mit den Substraten BPP,
CI-BPP und Br-BPP konnte folglich auf die verschobenen Elektronendichteverhéltnisse
innerhalb des Substrates zurtckzufiihren sein.

Tabelle 8: Induktive (I) und Mesomere Effekte (M) ausgelost durch verschiedene
C3-Substituenten an BPP sowie Atomradien der Substituenten.
+, leicht elektronenschiebend; 0, weder elektronenschiebend, noch -ziehend; -, leicht
elektronenziehend; - -, elektronenziehend; - - -, starker elektronenziehend. Die Berechnung der
molekularen Volumina der C3-Substituenten an BPP erfolgte mit Molinspiration
(http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties).
molekulares Volumen Effekt
des Substituenten
C3-Substituent an BPP (A% I M elektronenschiebend (+)
/-ziehend (-)
-CHs 22,9 + +
-H 9,6 0
-Cl 19,9 - + --
-Br 24,2 - + =
-CF3 37,6 - ---
-CeHs 77,7 - + +

Ph-BPP und CF3-BPP werden nicht umgesetzt. Dies ist bei Ph-BPP wahrscheinlich auf
sterische Effekte zurtickzufiihren, da der Phenylrest durch sein Volumen zu Hinderungen
der Substraterkennung in der aktiven Tasche fuhrt. Im Fall von CF;-BPP ist neben dem
molekularen Volumen sicher auch der starke -I-Effekt fir den ausbleibenden Umsatz

entscheidend.
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Von besonderem Interesse im Hinblick auf die biosynthetische Herstellung artifizieller
Gummisorten, ist die Kettenlange der Kondensationsprodukte, die mit den
homoallylischen Substraten CI-BPP, Br-BPP und BPP an FPP mit Hilfe der ECUPPS
synthetisiert werden. Hierzu wurden Reaktionen der ECUPPS mit MANT-O-GPP als
Startersubstrat sowie dem jeweiligen Elongationssubstrat nach der Diphosphathydrolyse
mittels HPLC untersucht (Abbildung 28). Wie bereits bei der Analyse der Startereinheiten
(siehe Kapitel 4) geklart werden konnte, ist die gebildete Produktkettenlange nicht vom
verwendeten Startersubstrat  MANT-O-GPP abhéngig. Dabei kann mit IPP eine
Kondensation von 8-9 Elongationseinheiten beobachtet werden, wahrend eine Reaktion
mit BPP nur zum einfachkondensierten Produkt fuhrt. Die ECUPPS-Reaktion mit CI-BPP

und Br-BPP ermdoglicht zwei Kondensationsschritte an das Startersubstrat.
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Abbildung 28: HPLC-Chromatogramm der Produkte der ECUPPS mit MANT-O-GPP und den
Elongationssubstraten IPP, BPP, CI-BPP und Br-BPP. Die Detektion erfolgte nach Anregung bei
352 nm Uber Fluoreszenz bei 420 nm. Die beispielhaft dargestellte Kontrolle wurde mit
denaturierter ECUPPS, MANT-O-GPP und BPP durchgefiihrt. Gleichartige Kontrollen mit CI-BPP,
Br-BPP und IPP sind nicht dargestellt, da ahnliche Ergebnisse erzielt wurden. RFU, relative
Fluoreszenzeinheiten.

Obwohl die HPLC-Analyse mit MANT-O-GPP eine selektive Methode zur Detektion der
Produkte darstellt, kann durch mdogliche Retentionszeitverschiebungen zwischen den
unterschiedlichen artifiziellen Produktoligomeren keine eindeutige Aussage formuliert
werden, wie viele Prenyleinheiten in die jeweiligen Produkte eingefuhrt wurden. Die
detaillierte Analyse der entstandenen Produkie erfolgte Uber eine redundante
Bestimmung der Produktkettenldngen tber DC, GC/EI-MS und LC/ESI-MS. In Abbildung

29 sind Dunnschichtchromatogramme der Hydrolyseprodukte einer ECUPPS-Reaktion mit
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BPP, CI-BPP und Br-BPP dargestellt. Fur die Dunnschichtchromatographie als auch fir
GC/EI-MS-Analysen wurden EcUPPS-Assays mit FPP als Startersubstrat durchgefihrt.
Es wurde beobachtete, dass das Trennverhalten der MANT-O-Prenole am DC-Material,
wahrscheinlich aufgrund des Fluorophors, unzureichend ist. Deshalb erfolgte die
dinnschichtchromatographische Analyse mit den enzymatischen
Kondensationsprodukten von  FPP  und dem jeweiligen  homoallylischen
Elongationssubstrat. Betrachtet man zunachst die BPP-Assayprodukte in Abbildung 29 ist
deutlich ein zusatzlicher Produktspot im Vergleich zur Kontrolle mit denaturiertem Enzym
erkennbar. Dieses Produkt entspricht dem einfachkondensierten BPP-Produkt,
nor-Geranylgeraniol, welches auch als einziges Produkt bei der HPLC-Analyse detektiert
wurde (Abbildung 28). Nor-Geranylgeraniol konnte zusatzlich Gber GC/EI-MS-Analytik, die
in diesem Fall durch eine geringere MolekllgroRe mdoglich ist, nachgewiesen werden
(Abbildung 30). Der Molekilionenpeak m/z = 276,2 (berechnet: m/z = 276,25) ist deutlich
erkennbar und das Fragmention m/z =69,0, welches einer Prenyleinheit (CsHq")
zuzuordnen ist, tritt als Basispeak auf. Die Abspaltung einer Butenol-Gruppe kénnte zu
dem Fragmention m/z = 205,1 (CisHs') fulhren. Auch nach Umsatz von MANT-O-GPP
konnte ein entsprechendes Natriumaddukt des einfachkondensierten
nor-MANT-O-Farnesol mit einer Retentionszeit von 2,14 min und m/z = 380,3 Uber
LC/ESI-MS-Analysen detektiert werden (Tabelle 9).
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Abbildung 29: DC-Analyse der EcUPPS-Produkte mit FPP als Startersubstrat und BPP (blau)
sowie CI-BPP (grin) und Br-BPP (rot) als Elongationssubstrat. DC-Material: RP-18;
Laufmittelsystem: Aceton/H,0 19:1 (v/v), Nachweisreagenz: loddampf.
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Fur die CI-BPP und Br-BPP-Produkte konnte ein Nachweis Giber DC erfolgen. Hier sind in
Abbildung 29 jeweils zwei Produktspots im Vergleich zu der Kontrolle mit denaturiertem
Enzym zu erkennen. Es handelt sich dabei um das einfach- und zweifachkondensierte
Reaktionsprodukt mit dem Startersubstrat FPP. Uber GC/EI-MS konnte fiir die chlorierten
und bromierten Produkte kein eindeutiger Nachweis erbracht werden (Abbildung 30).
Hierbei fuhrt wahrscheinlich die starke Erhitzung der Produkte wahrend der
Gaschromatographie als auch die starke El-lonisierung zu einer starken Fragmentierung
der Produkte, so dass das in Abbildung 30 gezeigte EI-Spektrum des CI-BPP-Produktes
ausschlieBlich die Fragmentionen m/z=136,2 und m/z=69,0 zeigt, welche der

Abspaltung zweier bzw. einer Prenyleinheit (CsHy") entsprechen.
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Abbildung 30: GC/EI-MS Analyse der EcUPPS-Assays mit FPP als Startersubstrat und den
Elongationssubstraten BPP (blau) und CI-BPP (grin). In grau ist ein Kontrollversuch mit
denaturiertem Enzym dargestellt. Hier wurde ausschlie3lich Farnesol detektiert, welches nicht
umgesetztem FPP  (Edukt) entspricht. Unter dem TIC-Chromatogramm sind die
korrespondierenden El-Spektren zu dem detektierten BPP-Produkt sowie zu dem CIl-BPP-Produkt
gezeigt.

Der Nachweis zweifachkondensierter CI-BPP und Br-BPP-Produkte mit MANT-O-GPP
konnte Uber LC/ESI-MS gefuhrt werden (Tabelle 9). Dabei wurde mit einer Retentionszeit
von 2,25min und einem m/z=502,1 [M+Na'] das Produkt einer zweimaligen
Kondensation von CI-BPP an MANT-O-GPP und mit einer Retentionszeit von 2,44 min

und m/z=591,7 [M+Na'] das zweifachbromierte Produkt nachgewiesen. Zusatzlich
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konnte beobachtet werden, dass alle Produkte auch als Kaliumaddukt [M+K"] auftreten,

was als zuséatzlicher Nachweis der Molektlionen dienen kann.

Tabelle 9: LC/ESI-MS Analyse der MANT-O-GPP-Produkte der ECUPPS mit IPP, BPP, CI-BPP
und Br-BPP.
ber., berechnet; m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis; VL, Anzahl der Kondensationen des
Elongations-substrats an MANT-O-GPP.
m/z [M+Na]"
(Retentionszeit in min)
Elongations- 4y per  2vL  ber. | 7VL  ber.  8VL  ber 9 VL ber.
substrat
802,4 870,5 938,7
IPP - - - - 8.77) 802,6 (10,94) 870,7 (13.27) 938,7
380,3
BPP (2.14) 380,2 - - -
502,1
Cl-BPP (2.25) 502,2
591,7
Br-BPP (2.44) 592,1

Somit ist es gelungen mit vier verschiedenen Analysemethoden (DC, GC/EI-MS, HPLC
und LC/ESI-MS) die Produktkettenl&angen der naturlichen und artifiziellen Polyprenole zu
bestimmen. Dabei stellte sich vor allem die Kombination aus DC, HPLC und LC/ESI-MS
als sehr zuverlassig heraus. GC/EI-MS ist wenig geeignet fir die Analyse von
Polyprenolen, da die lonisierung der Molekile zu starker Fragmentierung fuhrt, so dass
der Molekilionenpeak selbst oft nicht nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu kann ein
Nachweis Uber LC mit anschlieBender Elektrosprayionisierung im Positivionenmodus
erfolgen. Die Polyprenole treten dabei bevorzugt als Natriumaddukte auf, doch auch
Protonen- und Kaliumaddukte sind oft sichtbar. Die Dunnschichtchromatographie
ermdglicht zusatzlich eine schnelle und einfache Vorbestimmung der Kettenlange der
Produkte. Somit steht hier ein sehr effizientes, redundantes, selektives und sensitives

Analysespektrum zur Verfigung um die Kettenlangen der Produktalkohole zu analysieren.

5.2.3 Analyse artifizieller Elongationssubstrate der Thermococcus

kodakaraensis cis-Prenyltransferase (ThkCPT)

Die Analyse des Elongationssubstratspektrums der ThkCPT erfolgte in derselben Weise
wie fur die EcCUPPS (siehe Abschnitt 5.2.2). Betrachtet man die Ergebnisse des
MTP-Phosphatassays in Abbildung 31, kann auch hier beobachtet werden, dass die nicht-
natirlichen Elongationssubstrate BPP, CI-BPP und Br-BPP von diesem Enzym schlechter
umgesetzt werden als IPP. Das sehr voluminése Ph-BPP und CF;-BPP mit stark

elektronenziehendem Substituenten werden, wie im Fall der ECUPPS, nicht als Substrat
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erkannt (siehe Abschnitt 5.2.2). Die katalytischen Parameter der BPP-Umsetzung konnten
aufgrund der geringen Reaktionsgeschwindigkeit nicht bestimmt werden, jedoch ist
eindeutig zu erkennen, dass das Substrat umgesetzt wird (Abbildung 31). Der
MTP-Phosphatassay wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Das Temperaturoptimum
der ThkCPT liegt jedoch zwischen 60 °C und 70 °C."*® Der Temperaturunterschied
zwischen dem Katalyseoptimum der ThkCPT zu den Assaybedingungen ist
wahrscheinlich die Ursache fur verminderte Umsatzraten. Die Umsatzraten fur CI-BPP
(Keat = 0,0005 s™) und Br-BPP (ke = 0,0004 s™) liegen in demselben Bereich wie fur die
Umsetzung mit der EcCUPPS. Die Ursache dafir liegt wahrscheinlich in den
Elektronendichteverhaltnissen (I-Effekt, M-Effekt) der Substrate begriindet, wie bereits fur
die ECUPPS in Abschnitt 5.2.2 beschrieben (Tabelle 8). Die Affinitat der ThkCPT zu IPP
und den artifiziellen halogenierten Elongationssubstraten ist im Vergleich zur ECUPPS
insgesamt geringer. Die Unterschiede zwischen den einzelnen K.,-Werten der
halogenierten Substrate zu dem K,-Wert von IPP sind jedoch, genau wie im Fall der
EcUPPS, gering.
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Abbildung 31: Bestimmung kinetischer Parameter der ThkCPT mit FPP und den homoallylischen
Substraten IPP, BPP, CI-BPP und Br-BPP bei 22 °C. Die Kurvenregression erfolgte nach dem Hill-
Modell mit SigmaPlot 12.3. h, Hill-Koeffizient; v, Anfangsgeschwindigkeit; nd, nicht bestimmt.
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Da der MTP-Phosphatassay bei Raumtemperatur durchgefuhrt wurde, war es sehr wichtig
die Produktbildung unter optimalen Reaktionsbedingungen zu kontrollieren. Dazu wurden
HPLC-Analysen durchgefiihrt. Die Enzymassays wurden bei 65°C mit dem
Fluoreszenzsubstrat MANT-O-GPP sowie dem jeweiligen Elongationssubstrat inkubiert
und anschlieBend tber HPLC analysiert (Abbildung 32). MANT-O-GPP wird auch von
dem thermophilen Enzym akzeptiert und die Produktbildung kann so analysiert werden.
Mit IPP als Elongationssubstrat erhdlt man eine Produktverteilung mittelkettiger
MANT-O-GPP-Produktanaloga (6-10 IPP-Elongationen). Hauptsachlich entstehen mit der
ThkCPT die einfachkondensierten Reaktionsprodukte aus MANT-O-GPP und dem
jeweiligen artifiziellen Elongationssubstrat BPP, CI-BPP und Br-BPP. Diese
Reaktionsprodukte haben eine etwas langere Retentionszeit als der entsprechende
Prenylalkohol von MANT-O-GPP, welcher auch in der Kontrolle zu beobachten ist.
Erstaunlicherweise entstehen mit CI-BPP und Br-BPP aber auch
MANT-O-GPP-Produktanaloga mit hdherer Kettenléange, die tiber HPLC nachweisbar sind
(Abbildung 32). Die detektierten Produktanaloga entsprechen Reaktionsprodukten einer

Kondensation von bis zu funf halogenierten Elongationssubstraten an MANT-O-GPP.
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Abbildung 32: HPLC-Chromatogramm der Produkte der ThkCPT mit MANT-O-GPP und den
Elongationssubstraten IPP, BPP, CI-BPP und Br-BPP bei 65 °C Inkubationstemperatur. Die
Detektion erfolgte nach Anregung bei 352 nm Uber Fluoreszenz bei 420 nm. Die beispielhaft
dargestellte Kontrolle wurde mit denaturierter ThkCPT, MANT-O-GPP und BPP durchgefuhrt.
Gleichartige Kontrollen mit CI-BPP, Br-BPP und IPP sind nicht dargestellt, da &hnliche Ergebnisse
erzielt wurden. RFU, relative Fluoreszenzeinheiten.
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Die geringe Abundanz dieser Produkte macht jedoch den weiteren Nachweis,
insbesondere den hoherer Oligomere sehr schwierig. Zunachst war jedoch interessant, ob
die im Vergleich zur EcUPPS veranderte Produktkettenlange auf erhohte
Reaktionstemperaturen der enzymatischen Katalyse zurtckzufihren ist. Um dies zu
testen wurden die HPLC-Assays in gleicher Weise wiederholt und bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erfolgter Aufarbeitung wurden die Proben Uber HPLC analysiert
(Abbildung 33).
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Abbildung 33: HPLC-Chromatogramm der Produkte der ThkCPT mit MANT-O-GPP und den
Elongationssubstraten IPP, BPP, CI-BPP und Br-BPP bei 25 °C Inkubationstemperatur. Die
Detektion erfolgte nach Anregung bei 352 nm Uber Fluoreszenz bei 420 nm. Die beispielhaft
dargestellte Kontrolle wurde mit denaturierter ThkCPT, MANT-O-GPP und BPP durchgeflhrt.
Gleichartige Kontrollen mit CI-BPP, Br-BPP und IPP sind nicht dargestellt, da dhnliche Ergebnisse
erzielt wurden. RFU, relative Fluoreszenzeinheiten.

Wie schon bei der 65 °C-Inkubation der ThkCPT-Assays zu beobachten war, konnten
auch bei Raumtemperatur Reaktionsprodukte mit mehr als zwei Kondensationen, vor
allem mit CI-BPP, beobachtet werden. Aus der suboptimalen Reaktionstemperatur
resultiert zwar ein geringerer Umsatz, jedoch kann davon ausgegangen werden, dass die
Kettenverlangerungsreaktion nicht allein auf die Reaktionstemperaturunterschiede
zurtickzufuhren ist, da die Inkubation der Enzymreaktion bei 65 °C zur Bildung derselben
Produkte fuhrte wie die Reaktion bei Raumtemperatur. Erstaunlich ist zudem, dass bei

25 °C Assaytemperatur eher Produkte mit langeren Ketten entstehen, was auch bei dem
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natirlichen Substrat IPP zu beobachten ist. Dominierend ist bei den artifiziellen
Substraten jedoch, gleichsam wie bei der Inkubation bei 65 °C, das einfachkondensierte
Reaktionsprodukt.

Ein Vergleich der Aminosauresequenzen der ECUPPS und der ThkCPT zeigt, neben einer
recht hohen Sequenzidenditat von 41 %, dass vor allem Aminosaurebereiche, die direkt
an der Katalyse beteiligt sind in beiden Enzymen vorkommen. Deshalb ist es
wahrscheinlich, dass das gesteigerte Kondensationsvermdgen der ThkCPT mit CI-BPP
und Br-BPP moglicherweise in einer besseren Stabilisierung der wachsenden
Produktkette im Enzym begrindet liegt.

Um die Produktkettenlangen zu verifizieren, wurden DC-Analysen, der
Kondensationsprodukte von FPP und dem jeweiligen artifiziellen Elongationssubstrat,

durchgefihrt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: DC-Analyse der ThkCPT-Produkte mit FPP als Startersubstrat und BPP (blau)
sowie CI-BPP (grun) und Br-BPP (rot) als Elongationssubstrat bei 65 °C-Assaytemperatur. DC-

Material: RP-18; Laufmittelsystem: Aceton/H,O 19:1 (v/v), Nachweisreagenz: loddampf.

Auch hier konnte das einfachkondensierte Reaktionsprodukt mit den artifiziellen

Elongationssubstraten  als

Hauptprodukt

nachgewiesen

werden,

wahrend die
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mehrfachkondensierten Reaktionsprodukte nur als Nebenprodukte auftreten. Dennoch
kann man bei der DC-Analyse mit dem Substrat CI-BPP das zweifachkondensierte
Produkt eindeutig erkennen, wahrend sich die mehrfachkondensierten Reaktionsprodukte
lediglich durch Spots von sehr geringer Intensitat erkennen lassen. Die geringe Abundanz
der Kondensationsprodukte ist auch bei diesem Analyseverfahren problematisch. Mit
Br-BPP ist selbst das Produkt einer zweifachen Kondensation schlecht nachweisbar.
Langerkettige Reaktionsprodukte sind mit Br-BPP aufgrund der geringen Sensitivitat des

Verfahrens nicht nachweisbar.

Die LC/ESI-MS-Messungen ermdglichten den Nachweis der Natrium- und Kaliumaddukte
der Produktalkohole im positiven lonisierungsmodus (Tabelle 10). Besonders mit IPP
konnten dabei die Elongationsprodukte einer sieben bis zehnfachen Anlagerung von IPP

an das Startersubstrat MANT-O-GPP bei 65 °C-Assaytemperatur nachgewiesen werden.

Tabelle 10: LC/ESI-MS Analyse der MANT-O-GPP-Produkte der ThkCPT mit IPP, BPP, CI-BPP
und Br-BPP bei 65 °C-Assaytemperatur.
ber., berechnet; m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis; VL, Anzahl der Kondensationen des
Elongations-substrats an MANT-O-GPP.
m/z [M+Na]"
(Retentionszeit in min)
Elongations-
substrat 1VL ber. 7VL ber. 8 VL ber. 9VL ber. 10 VL ber.
802,6 870,8 938,5 1006,7

IPP - - (8.86) 802,6 (10,86) 870,7 (13,27) 938,7 (15.27) 1006,8

308,3
BPP (2.14) 380,2 - - - -

414,2
Cl-BPP 2.27) 414,2

458,2
Br-BPP (2.19) 458,1

Fur die artifiziellen Elongationssubstrate konnte eindeutig das Produkt einer einfachen
Kondensation von MANT-O-GPP mit BPP nachgewiesen werden, welches mit einer
Retentionszeit von 2,14 min und einem m/z = 380,3 [M+Na'] detektiert wurde. Fir die
Elongationssubstrate CI-BPP und Br-BPP konnte bei 65 °C und 25 °C-Assaytemperatur
das Produkt einer einfachen Kondensation zum Startersubstrat gemessen werden. Die
Ergebnisse der LC/ESI-MS Messung stimmen damit sehr gut mit den Messungen der
HPLC Uberein. Produktoligomere hoherer Kondensationsstufen konnten mittels
LC/ESI-MS nicht nachgewiesen werden, da deren Konzentration bei der geringen
lonisierungsneigung wahrscheinlich unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Ein konkreter
Hinweis fur das Auftreten von Produktoligomeren mit mehr als einer Kondensation von
CI-BPP und Br-BPP konnte somit durch HPLC/Fluoreszenz als auch DC verifiziert

werden.

63
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5.2.1 Mutagenesestudien zur Umsetzung artifizieller Elongationssubstrate mit
der ECUPPS

Die Umsatzanalyse der synthetischen Elongationssubstrate BPP, CI-BPP und Br-BPP
durch die ECUPPS zeigte, dass mit BPP die Verlangerung des Startersubstrates um eine
Einheit mdglich ist, wahrend mit CI-BPP und Br-BPP zwei Elongationsschritte katalysiert
werden kénnen. Fir die verbesserte Umsetzung von BPP wurde angenommen, dass eine
rdumliche Beschréankung der S2-Substratbindungsstelle und damit verbunden die
Restriktion des Positionierungsfreiraums von BPP innerhalb des katalytische Zentrums,
zu einer verbesserten Umsetzung des Substrates flihren wirde. Damit kénnte die

Kondensation von mehr als einem BPP-Molekil an das Startersubstrat katalysiert werden.

Abbildung 35: Modell des katalytischen Zentrums der ECUPPS (EcCUPPS_2) mit den Substraten
FPP und einer Uberlagerten Darstellung der Elongationssubstrate IPP, BPP, CI-BPP und Br-BPP
(wobei der Substituent an C3 als Kalottenmodell hervorgehoben ist um die AtomgréRe zu
verdeutlichen). Verglichen wird der Atomradius an C3 wenn die CHs-Gruppe von IPP (gelb) durch
Brom (rot) ausgetauscht wird. In grau sind die Wasserstoffe der CHs-Gruppe zu sehen. Chlor
besitzt einen geringeren Radius als Brom oder die CH;-Gruppe und ist somit nicht zu sehen. Die
Oberflache der Substratbindungstasche ist halbtransparent in grau dargestellt. Die Abbildung
wurde mit PyMOL 1.5.x erstellt.

Ortsgerichtete Mutagenesen in der IPP-Bindungstasche sollten zunéchst die
Reaktionsgeschwindigkeit und die Affinitat des Substrates zum Enzym verbessern um so
mindestens ein 2-3faches Durchlaufen des Katalysemechanismus mit den artifiziellen
Substraten zu ermdoglichen. Betrachtet man in Abbildung 35 das katalytische Zentrum mit
den artifiziellen Substraten wird deutlich, dass die Substitution der C3-Methylgruppe (IPP)
gegen Wasserstoff (BPP) zu einem Zwischenraum in der Substratbindungstasche fuhrt.
Mit IPP wird die Substratbindungstasche hingegen voll ausgefillt und das Substrat
optimal positioniert.
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Enzymvarianten, die der Aufklarung des Katalysemechanismus dienten (siehe Abschnitt
3.2.2) wurden zusétzlich mit den artifiziellen Elongationssubstraten untersucht (Abbildung
36). Alle diese Varianten, auler S72C und E73D, weisen eine stark reduzierte
Produktbildung mit diesen Substraten auf oder bilden kein Produkt. Die gebildeten
Produktkettenlangen sind vergleichbar mit denen des Wildtyp-Enzyms. BPP wird
ausschlie3lich vom Wildtyp-Enzym sowie der Variante S72C umgesetzt. Diese Tatsache
stellt einen zusatzlichen Beweis dafur dar, dass S72 nicht direkt an der Katalyse beteiligt

ist.

Y68 befindet sich in rdumlicher Nahe zur IPP-Bindungsstelle. Hier sollte der Effekt einer
Histidinvariante mit den alternativen Substraten untersucht werden. Erhohte K,-Werte flr
FPP und IPP bestéatigen eine Funktion der Aminosaure wahrend der Substratbindung
(Tabelle 11). Der Umsatz artifizieller Elongationssubstrate mit Y68H zeigte jedoch kein

erhdhtes Kondensationsvermaégen.

Histidin 43 ist vermutlich an der Stabilisierung des allylischen Substrates beteiligt.[>!
Erhohte K,-Werte von H43F und H43W fir beide Substrate bestatigen den Einfluss von
H43 auf die Substratbindung (Tabelle 11). Jedoch ist die Aktivitdt beider Varianten
geringer als die des Wildtyp-Enzyms. Artifizielle Elongationssubstrate werden von beiden

Varianten nicht oder nur mit sehr geringem Umsatz konvertiert.

Tabelle 11: Bestimmung der Kkinetischen Parameter der EcUPPS-Varianten mittels
Phosphatdetektionsassay fir die Substrate FPP und IPP.

Die Kurvenregression erfolgte nach dem Hill-Modell. Grau, Literaturdaten bestimmt mit radioaktiv
markierten Substraten.

Km (FPP) relative Keat Km (IPP) relativer Kea

coures v v 2
Wildtyp 1,8+0,1 100,0 6,6 +0,4 100
H43F 3404 19,0 17,5+1,3 12
H43W 59+0,3 38,0 33,6+3,3 19
Y68H 46+0,5 25,0 20,7+ 3,5 20
F89W 10,3 +0,1 117,0 432 +9,4 71
H43A 3,0+0,3% 0,1 1% - -

F89A 2,6 +0,2 Y 24,0 1Y - -

Da eine Kettenverlangerungsreaktion der ECUPPS mit den Substraten BPP, CI-BPP und
Br-BPP thermodynamisch und damit prinzipiell mdglich ist, kénnte das verminderte
Kondensationspotential der EcUPPS mit diesen homoallylischen Substraten auf

Interaktionsprobleme der Produktintermediate mit den Aminosaureresten der
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FPP-Bindungsstelle zurickzufuhren sein.

Moglicherweise ist die Abspaltung des

Diphosphates vom einfach verlangerten Produktintermediat (z. B. nor-GGPP) an dieser

S1-Bindungstasche gehemmt,

so dass kein weiterer Prenylrest auf das allylische

Produktintermediat Ubertragen werden kann.

Deshalb wurde die Enzymvariante
F89W hergestellt,
groReren aromatischen Rest zunachst
Reduktion der

die durch einen
eine raumliche

S1-Bindungsstelle und damit eine

bessere Stabilisierung der
Produktkette  durch

m-T-Wechselwirkungen

entstehenden
starkere

erreichen sollte. F89W zeigt mit IPP als
Elongationssubstrat  eine  erhdhte
Umsatzrate im Vergleich zum Wildtyp-
Enzym (Tabelle 11). Betrachtet man
zusatzlich die Kp-Werte st ein
Affinitat des

Enzyms zu beiden Substraten die

deutlicher Verlust der

Folge dieser Mutation. Vermutlich

verengt das  volumingse  Indol-
Ringsystem den Produktkanal. Dadurch
konnte die Diphosphatgruppe des
allylischen Substrates naher zum
Elongationssubstrat orientiert werden
wahrend gleichzeitig die
Substratbindung durch die raumliche
Restriktion erschwert ware. Wird F89
durch ein Alanin ersetzt, konnte gezeigt
werden, dass der K,-Wert nur sehr
geringfigig erhéht ist, wahrend die
Aktivitdt jedoch nur noch 24 % des

Wildtypniveaus betréagt.*>”!
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Abbildung 36: Gesamtproduktbildung der ECUPPS-
Varianten mit MANT-O-GPP und den
homoallylischen Substraten BPP (A), CI-BPP (B)
oder Br-BPP (C) bestimmt tber HPLC. Der relative
Umsatz wurde bestimmt durch die Abnahme des
MANT-O-Geraniol-Signals im Vergleich zu einer
Kontrolle mit denaturiertem Enzym.

* Anzahl der Elongationen mit dem jeweiligen
Elongationssubstrat bestimmt tber LC/ESI-MS.

Da bei dieser Variante die Substratbindung ungehindert erfolgen kann, jedoch keine

Stabilisierung der Produktkette durch n-n-Wechselwirkungen mit diesem Aminosaurerest

maglich ist, sinkt die Aktivitat, wahrend der K.,-Wert auf Wildtypniveau bleibt. Der Umsatz
von CI-BPP und Br-BPP mit F89W flihrte zur Bildung dihalogenierter Produkte (Abbildung
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36). BPP wird von der F89W-Enzymvariante nur geringflgig umgesetzt. Durch rationales
Enzymdesign war es bisher nicht méglich eine Kettenverlangerung von BPP, CI-BPP oder
Br-BPP um mehr als zwei Elongationssubstrate mit der ECUPPS zu erreichen. Mit Hilfe
eines Homologiemodells der ThkCPT, die keine Unterschiede in katalytisch aktiven
Aminoséaureresten aufweist, konnte gezeigt werden, dass die Kettenverlangerung
wahrscheinlich eher durch die Stabilisierung der wachsenden Produktkette beeinflusst
wird. Da die ThkCPT mit CI-BPP und Br-BPP mehr als zwei Kondensationen des
Elongationssubstrates katalysieren kann, jedoch vergleichend zur EcUPPS keine
Unterschiede in den katalytischen Aminosauren zu finden sind, kann davon ausgegangen
werden, dass eher die Stabilisierung der Produktintermediate mit den artifiziellen
Elongationssubstraten problematisch ist. Weiterhin fihren Veréanderungen sowohl in der
S1- als auch in der S2-Bindungstasche der ECUPPS eher zu einem schlechteren Umsatz

der artifiziellen Elongationssubstrate.

Da das Verstandnis des genauen Mechanismus der Kettenverlangerungsreaktion noch
immer nicht vollstandig ist, konnte eine Kombination aus rationalem Enzymdesign und

gerichteter Evolution zielfiihrender sein als ortsgerichtete Mutagenese.

5.3 Schlussfolgerung

Mit zwei Mittelketten-CPTs, der EcUPPS und der ThkCPT, wurde die Mobglichkeit
untersucht das natirliche Elongationssubstrat IPP durch die artifiziellen Substrate BPP,
CI-BPP, Br-BPP, CF;-BPP und Ph-BPP zu substituieren. Dabei wurden sowohl FPP als
auch MANT-O-GPP zur enzymatischen Synthese von artifiziellen Produktoligomeren
verwendet. FUr die ECUPPS konnte gezeigt werden, dass die halogenierten Substrate
CI-BPP und Br-BPP zweimal an das Startersubstrat kondensiert werden kdnnen. BPP
wird einmal mit dem allylischen Substrat verknlpft, wahrend CF;-BPP und Ph-BPP nicht
umgesetzt werden. Die ThkCPT synthetisiert mit Cl- und Br-BPP Produktoligomere mit
mehr als zwei Verlangerungen. So konnte tiber HPLC und auch tber DC ein eindeutiger
Hinweis auf CI-BPP und Br-Produktanaloga mit mindestens funf Kondensationen an das

allylische Substrat gefunden werden.

Mutagenesestudien an der ECUPPS haben gezeigt, dass rationales Enzymdesign derzeit
nicht zum Ziel fihrt, Kettenverlangerungen mit artifiziellen Substraten Uber das
Wildtypniveau hinaus zu erreichen. Dazu fehlen Informationen des genauen

Katalyseablaufs.
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Die Ursache fur den generell schlechteren Umsatz artifizieller homoallylischer Substrate
konnte auf die Elektronendichteverhéltnisse der C3-C4-Doppelbindung zurtickzufuhren
sein. Die Methylgruppe von IPP mit einem +I-Effekt erhoht die Elektronendichte dieser
Doppelbindung, wahrend alle anderen Substrate aufl3er Ph-BPP eher elektronenziehende
Eigenschaften besitzen. Die fehlende C3-Methylgruppe von BPP ist wahrscheinlich die
Ursache fur die verminderte Affinitét der getesteten Enzyme zu diesem Substrat, da diese
wahrscheinlich zur Positionierung des Elongationssubstrats im katalytischen Zentrum
beitragt. Fraglich bleibt jedoch warum mit beiden Enzymen nur ein Elongationsschritt mit
BPP mdoglich ist. Die Ursache fir die Unterschiede im Kettenverlangerungsverhalten der
EcUPPS und der ThkCPT ist unklar. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die héheren
Elongationsraten der ThkCPT nicht allein auf die Thermophilie des Enzyms

zurtickzufuhren sind.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es erstmals gelungen, artifizielle
Polyprenyldiphosphatanaloga enzymatisch zu synthetisieren, die das fluoreszierende
MANT-O-GPP als allylisches Substrat sowie CI-BPP oder Br-BPP als Elongationseinheit
enthalten.

In weiterfihrenden Arbeiten sollten die Reaktionsbedingungen der ThkCPT-Reaktion so
optimiert werden, dass halogenierte Produktoligomere verstarkt gebildet werden. Nur so
wird ein Nachweis Uber LC/MS mdoglich. Dann ware die Verwendung einer LC/MS"-
Messungen sinnvoll, wodurch eine ,Sequenzierung“ der entstandenen Produkte uber
deren Fragmentierung mdoglich wird. Zur Steigerung des Kettenverlangerungspotentials
der ThkCPT oder anderer CPTs mit artifiziellen homoallylischen Substraten konnte eine
Kombination aus rationalem Enzymdesign und evolutiondren Mutagenesemethoden
genutzt werden. Interessant ware dabei besonders die Kombination einer

Kautschuksynthase mit einer l6slichen Mittelketten-CPT durch z. B. Gene Shuffling.
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6 Umsetzung von artifiziellen Prenyldiphosphaten mit einer

Terpenzyklase

6.1 Einleitung

Sesquiterpene sind C,s-Kohlenwasserstoffe. Sie konnen durch Oxidation beispielsweise
zu Sesquiterpenalkoholen, -ethern, -estern, -sauren oder -ketonen modifiziert werden.*¢®!
Obwohl ungefahr 25 000 Sesquiterpene in der Literatur beschrieben wurden, ist deren
biologische Funktion oft ratselhaft.*®® Durch die lipophilen Eigenschaften in Kombination
mit einem moderaten Dampfdruck dienen Sesquiterpene der intra- und interspezifischen
Informationsiibertragung. Besonders aufgrund der grof3en strukturellen Vielfalt wird eine
sehr spezifische Signaliibertragung erméglicht.*™ Die Rolle von Sesquiterpenen als
Lockstoffe konnte mehrfach durch Elektroantennogramme von Insekten nachgewiesen
werden.*"™ Oft werden Gemische sehr &hnlicher Sesquiterpene produziert, die dadurch

70 Haben diese

mdoglicherweise  als  Signalverstarkung  dienen  koénnen.
Sesquiterpenmischungen eine Abwehrfunktion, kdnnten somit mehrere Angreifer oder
Konkurrenten gleichzeitig adressiert werden.'®*"  Gleichwohl ist das Risiko von

173]

Resistenzen durch die Produktion von Terpengemischen reduziert.! Flichtige

Sesquiterpene sind meist lipophile Verbindungen. Eine Rolle dieser Substanzen als
membranaktive Toxine, die die osmotische Kontrolle stéren, wird daher vermutet.!**
Zudem konnten sie eine Art Losungsvermittler fir andere Toxine darstellen, um deren
Membrangangigkeit zu verbessern."”” Anwendung finden Sesquiterpenlactone wie
Pentenolacton als Antibiotikum."™ Aber auch in der Duftstoff- und Parfimindustrie
werden Sesquiterpene und deren Derivate verwendet, um charakteristische Difte zu
kreieren.'”®! Sie sind Hauptbestandteile &therischer Ole und erdffnen durch das
beachtliche Spektrum an Kohlenwasserstoffgrundgeriisten eine grof3e Vielfalt an

interessanten Geriichen.*™

Nachtschattengewéchse, wie die Tabakpflanze Nicotiana tabacum, synthetisieren u.a.
Sesquiterpene als sekundare Stressmetaboliten (Phytoalexine) als Antwort auf

Pathogenbefall.1*6:7"]

Phytoalexine sind eine chemisch sehr heterogene Gruppe
sekundéarer Pflanzenstoffe, die oft wachstumshemmende Wirkung auf Mikroorganismen
und antioxidative Eigenschaften aufweisen.™””! Capsidiol, ein Sesquiterpenoid, ist das
wichtigste Phytoalexin der Nachtschattengewédchse und wird nach Pathogenbefall de
novo synthetisiert.'”® Zunachst entsteht das Intermediat 5-epi-Aristolochen (EA) iiber

Zyklisierung von FPP durch die 5-epi-Aristolochensynthase (TEAS). Anschlieend wird
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EA durch die 5-epi-Aristolochenhydroxylase (TEAH) zum Endprodukt Capsidiol oxidiert
(Abbildung 37).

IPP
Y
x> TEAS
=z S
OPP
FPP EA 1-p-Hydroxy-EA Capsadiol

Abbildung 37: Biosynthese von Capsidiol in Tabak. EA, 5-epi-Aristolochen; FPP,
Farnesyldiphosphat; IPP, Isopentenyldiphosphat; TEAS, Tabak 5-epi-Aristolochensynthase; TEAH,
Tabak 5-epi-Aristolochenhydroxylase (modifiziert nach Takahashi et al., 2007).7

Die 5-epi-Aristolochensynthase aus Nicotiana
tabacum (TEAS) gehort Zu den
Sesquiterpenzyklasen und ist strukturell den
pflanzlichen Terpenoidsynthasen der Klasse |
zuzuordnen (Abschnitt 2.3.1).%% Sie wurde als
erste Sesquiterpensynthase geklont,

t8 und kristallisiert®™ und dient

sequenzier
seitdem als Modellenzym der Biosynthese

von Sesquiterpenen.’® Die TEAS st

ausschlie8lich aus a-Helizes aufgebaut, die

durch kurze Schleifenstrukturen und Abbildung 38: Tertiarstruktur der TEAS

. . (PDB-Code: 3MO01). Hellgrau dargestellt ist
Wendungen  verbunden sind  (Abbildung die B-Doméne, die dem Enzym strukturelle

a-Domane der TEAS mit der aktiven Tasche.

molekulare Masse von 64 kDa (550 Griin gefarbt ist das DDXXTXXXE-Motiv und
orange das DDXXD-Motiv. Die drei Mg2+-
lonen sind als rote Kugeln abgebildet. Das

organisiert. Wahrend die B-Doméne eine Kristallisationssubstrat ist Fluor-FPP (orange,
Diphosphat; gelb, Farnesylrest).

Aminosauren) und ist in zwei Domanen

Gerlstfunktion hat und die Faltung des

C-Terminus ermdglicht, befindet sich in der

a-Domane das katalytisch aktive Zentrum.®"!

Das katalytische Zentrum bindet drei Magnesiumionen Uber ein DDXXD- und
DDXXTXXXE-Motiv.®™@ Uber diese Mg*-lonen am Eingang der hydrophoben
Substratbindungstasche wird das Diphosphat von FPP gebunden und aktiviert.*® Die
Bindung der bivalenten Metallionen wird unterstiitzt durch Argininreste.*® Die
magnesium-unterstitzte Aktivierung des Diphosphates des Substrates FPP fuhrt zur
Bildung eines Farnesylkations unter Abspaltung anorganischen Diphosphats (Abbildung

39). Daraufhin erfolgt eine dipolstabilisierte Migration des Farnesylkations tiefer in die
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aktive Tasche, die durch Tyrosinreste (T401, T402, T403) vermittelt wird.®® Der erste
Ringschluss zu dem (E,E)-Germacrenylkation erfolgt von C10 zu C1. Im Folgeschritt
entsteht mittels einer Protonenabstraktion durch eine katalytisch aktive Aminoséaure, die
als Base fungiert, das neutrale, enzymgebundene Intermediat Germacren A.l'"® Die
erneute Aktivierung erfolgt durch eine Protonentbertragung der Hydroxylfunktion von
Tyrosin 520 auf das neutrale Intermediat, gefolgt von einer Umlagerung der
C2-C3-Doppelbindung, die zur Bildung eines intramolekularen Rings zwischen C2 und C7
fuhrt. Eine Hydridumlagerung von C2 zu dem neu entstandenen Carbokation an C3 des
Eudesmanylkations mit darauffolgender Methylverschiebung von C7 nach C2 und finaler
Deprotonierung, die in der Ausbildung einer C7-C8-Doppelbindung resultiert, fihrt zur
Bildung von 5-epi-Aristolochen (Abbildung 39).12°17®

: 1,2-H -shift :
—_—
\l\““ @

1,2-CHj-shift

i& - OPP; 2,7-Ringsch|ussT
g (L
7 o " S

Farnesylkation
10,1- ngschluss T\’ H®

wc’?ﬁ;‘\

Eudesmanylkation l
@

(E,E)-Germacrenylkation Germacren A 5-epi-Aristolochen
0 0
PP =R-P-0-P-0OH
o O

Abbildung 39: Reaktionsmechanismus der TEAS (modifiziert nach Degenhardt et al., 2009).[29]

Wahrend der Zyklisierungsreaktion der TEAS entsteht neben dem Hauptprodukt
5-epi-Aristolochen eine Vielzahl weiterer Produkte, die in geringen Mengen detektierbar
sind."® Da diese Produkte nicht nur durch diesen sogenannten transoiden
Zyklisierungsmechanismus entstanden sein kdnnen, der zu dem Hauptprodukt EA fihrt,
wurde ein weiterer Zyklisierungsmechanismus postuliert (Abbildung 40).®" Der Nachweis
dieses alternativen Synthesewegs erfolgte durch Umsetzung von (Z,E)-Fpp.[8218

Erstaunlicherweise wird dieses Substrat nahezu gleich gut akzeptiert wie (E,E)-FPP,
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wobei aber ein komplett anderes Produktspektrum entsteht, welches auf diesen cisoiden
[182,183]

Zyklisierungsweg zurtickgefuhrt werden kann (Abbildung 40).

(]
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Eudesmanylkation Germacrenylkation (2E,6E)-Farnesylkation BE)-| (2E,6E)-Farnesylkation (BS)NErDidyIdiphosphei/
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Neoo PP
5-epi-Aristolochen | '

(7R)-p-Bisabolylkation «-Bisabolylkation (2Z,6E)-Farnesylkation
\ . \

Y 3 .

N ! ., B A \

\| H B : e AT AN A \\ \ \
(-)-Spirolepechinen / / \ = A 1 HO

(-)-4-epi-Eremophilen

i v & H o/ D
(-)-Premnaspirodien —{ H (+)-2-epi-Prezizaen j@ ,@:l\l) /@E

(+)-Germacren AN

4-gpi-a-Aroradien /
=z ff (-)-a-Cedren

\Y

p-Curcumen «-Bisabolole

Cr 0 0
PP =R-P-0-P-OH
a-Aroradien O O

Abbildung 40: Zyklisierungsformen wahrend der Katalyse der TEAS Uber den transoiden (links)
oder cisoiden (rechts) Weg. Die Hauptprodukte sind in schwarz dargestellt, wéhrend
Nebenprodukte grau gefarbt sind.!*8"%%

Substratanaloga stellen eine gute Mdglichkeit dar, den Katalysemechanismus von
Terpensynthasen naher zu erforschen aber auch gezielte, chemisch anspruchsvolle
Reaktionen zu verwirklichen. Klasse Il Terpenzyklasen, die eine protonierungsabhangige
kationische Polyzyklisierungreaktion verfolgen, wurden zum Beispiel als potentielle
Katalysatoren fiir Friedel-Crafts-Alkylierungen getestet.'®¥ Die Bildung von oxigenierten,
heterozyklischen Terpenen mit der Squalen-Hopen-Synthase zeigt, welche
Substratvielfalt und Reaktionsbreite die Anwendung dieser Enzyme ermoglicht.*®* Diese
Triterpenzyklase ist nicht nur in der Lage die terminale C=C-Isoprengruppe zu aktivieren,
sondern erkennt auch eine Reihe nukleophiler Substrate (z.B.: Epoxide, Alkohole,
aromatische Ringe, Carbonsauren, Ketone, Amide)."*®® Somit kénnte die Squalen-Hopen-
Synthase ein geeignetes Enzym fur stereoselektive Brgnstedt-Saure-Katalyse
darstellen.*® |m Fall der Klasse | Terpenzyklasen, die einen ionisierungsabhangigen
Mechanismus verfolgen, wurden deuterierte, Tritum-markierte und *C-markierte FPP-
und Nerolidyldiphosphat-Analoga verwendet, um den Zyklisierungsmechanismus von
Sesquiterpensynthasen zu verstehen.®o"4187194 Flyorierte FPP-Analoga wurden vor
allem zum Nachweis von Reaktionsintermediaten der Sesquiterpensynthasen verwendet.
So konnte durch die Umsetzung von 2-Fluor-FPP™! 6-Fluor-FPP"* und 14-Fluor-
FPP™ mit der Aristolochensynthase aus Penicillium roqueforti die Synthese der
(-)-Germacren A-Intermediate mit dem entsprechenden Fluorierungsmuster
nachgewiesen werden. Die Bildung eines Eudesmanylkations wurde in keinem Fall

beobachtet. Ubereinstimmende Ergebnisse wurden mit der TEAS und 6-Fluor-FPP erzielt.
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Die Reaktion fiihrte zur Bildung des fluorierten (+)-Germacrenanalogons.™®” 2-Fluor-FPP

konnte dagegen von der TEAS nicht umgesetzt werden. %

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Beispielen wurde die enzymatische Synthese
heterozyklischer Terpene mit Klasse | Terpensynthasen bisher noch nicht untersucht.
Klasse Il Terpensynthasen verwenden einen protonierungsabhéngigen
Reaktionsmechanismus, der sich von der ionisierungsabhéangigen
Typ | Terpensynthasezyklisierung grundlegend unterscheidet (s. h. Abschnitt 2.3.1).
Interessant war daher, ob Terpensynthasen der Klasse | geeignet sind die Bildung neuer
C-C-Bindungen zu katalysieren (Friedel-Crafts-Alkylierung) oder auch heterozyklische,
flichtige Terpene fir mdgliche Anwendung in der Duftstoffindustrie zu generieren.
Weiterhin wird mit dem Verstandnis der Zyklisierung artifizieller Substrate die Mdglichkeit
eroffnet, bioaktive Terpene rational zu modifizieren und den Molekllen gezielt neue,
verbesserte Eigenschaften zu verleihen. Die TEAS ist durch ihre Reaktionsvielfalt Gber
den transoiden und cisoiden Zyklisierungsweg besonders geeignet diese Fragestellung zu
beantworten. Das recht gute Verstandnis des Reaktionsmechanismus und die langjahrige
Erforschung dieses Enzyms boten eine gute Grundlage die Synthese neuartiger
Terpenoide auf der Basis von artifiziellen Prenyldiphosphaten, zu untersuchen.

6.2 Ergebnisse und Diskussion

6.2.1 Rekombinante Herstellung und Reinigung der TEAS

Die heterologe Genexpression des Tabak 5-epi-Aristolochensynthase-Gens (TEAS-Gens,
Aminosauresequenz im Anhang, Abbildung A 1) im E. coli Expressionsstamm BL21 (DE3)
erfolgte in dem Vektor pET28b(+), der einen IPTG-induzierbaren T7-Promotor besitzt und
Kanamycinresistenz vermittelt. Die Proteinreinigung erfolgte Uber Ni**-vermittelte IMAC
und wurde anschlieBend anhand einer SDS-PAGE kontrolliert (Abbildung 41). Nach der
rekombinanten Herstellung der TEAS in E.coli (64kDa) (2) erfolgte die
affinitatschromatographische Reinigung der ldslichen Proteinfraktion (3). Wahrend die
TEAS Uber einen N-terminalen Hiss-Tag an die IMAC-Matrix gebunden war, konnten
ungebundene Proteine des Expressionswirts (4) von der Saule gewaschen werden. Im
Folgeschritt wurde das Zielprotein eluiert. Nach einem Entsalzungsschritt gelang die

Reinigung der TEAS (5) mit einer Konzentration von bis zu 33,4 mg L™ Fliissigkultur.
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MW  Abbildung 41: Coomassie-Brilliantblau G250-
k0a)  gefarbtes SDS-PAGE-Gel der TEAS-Reinigung

Uber IMAC. Das Zielprotein ist mit Pfeilen
170 markiert. M, ProteingréRenstandard; 1, vor
+130  Induktion mit IPTG; 2, nach Induktion mit IPTG;
100 3, l6sliche Proteinfraktion; 4, nicht-gebundene
Proteine der IMAC; 5, entsalzte Proteinfraktion.
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6.2.2 Synthetische Prenyldiphosphate als Substrate der TEAS

Zur enzymatischen Synthese neuartiger Terpenoide wurden verschiedene synthetische
und natdrliche Prenyldiphosphate mit der TEAS konvertiert. Die Substrate kdnnen nach
ihrer Struktur in vier Gruppen unterteilt werden (Abbildung 42). Substrate mit
elektronenreichen n-Systemen (53, 70, 71, 75) wurden ausgewahlt um zu prifen ob nach
der  Diphosphatabspaltung und der Bildung eines Prenylkations eine
C-C-Bindungsknupfung direkt an das aromatische Ringsystem in einer Art
intramolekularen Friedel-Crafts-Alkylierung erfolgen kann. Nichtaromatische Substrate mit
Heteroatomen (61, 66, 69, 76, 77) wurden analysiert um den Einfluss von Schwefel- und
Sauerstoffinsertionen auf den Zyklisierungsweg zu untersuchen. Die starkere
Elektronegativitat von Sauerstoff (yar = 3,5) im Vergleich zu Schwefel (yar =2,5) und
Kohlenstoff  (yar =2,5) konnte durch  Elektronendichteverschiebungen neue
Zyklisierungswege ermoglichen. Substrate mit Alkinfunktionen (62, 72) ermdglichen die
Derivatisierung der entstandenen Produkte iiber Klick-Reaktionen.™® Der Substratumsatz
der artifiziellen und natirlichen Prenyldiphosphate wurde tber GC/EI-MS analysiert
(Abbildung 43). Im Anhang sind die korrespondierenden El-Spektren zu den jeweiligen
Produkten in Tabelle A 6 bis Tabelle A 13 zu finden. Die hier beschriebenen Ergebnisse
entstanden in einem Gemeinschaftsprojekt mit Dipl.-Biochem. Benjamin Weigel. Er
untersuchte den Umsatz synthetischer Substratanaloga mit einer

Monoterpensynthase.%!
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Abbildung 42: Synthetische und natirliche Prenyldiphosphate, die als Substrate der TEAS
getestet wurden. Grau hinterlegt sind Prenyldiphosphate, die die TEAS konvertieren kann.

Die relativen Anteile am Produktspektrum, bestimmt tiber GC/EI-MS (TIC), sind in Tabelle
12 zusammengefasst. Die enzymatische Umsetzung von FPP ergab das erwartete
Hauptprodukt 5-epi-Aristolochen (EA) (FPP-Produkt ¢, Abbildung 43) mit einer Abundanz
von 78 % der Gesamtproduktbildung (Tabelle 12).

Tabelle 12: Produktverteilung bei Umsatz verschiedener allylischer Diphosphat-Substrate durch die
TEAS.

relative
Produktverteilung (%) @ ® Ausbeute

(%) [c]
Substrat a b c d e f g h [ j k
FPP 9,9 1,1 78,0 6,5 1,3 100
GPP 23,1 7,0 3,5 2,7 2,3 85 464 10 45 20
61 99,3 130
62 31,5 2,3 4,9 47 2,4 39,8 69 75 4
70 97,3 40
71 71 89,9 1,4 40
75 4.4 94,6 1,0 30
76 29,6 31,1 1,6 2,4 3,3 8,4 83 24 47 13 25 60

[a] beriicksichtigt sind Produkte mit einer Abundanz dber 1 %. Alle Produktverteilungen wurden in
Triplikaten bestimmt. Zusétzlich erfolgte eine Hydrolysekontrolle mit denaturierter TEAS, um nicht-
enzymatische Reaktionen zu bertcksichtigen.

[b] Bitte beachten, dass Produkte in Spalte (z.B. ,a“) in den Reihen nicht identisch sind, also FPP-a #
GPP-a # 61a etc.

[c] relative Ausbeute der Produkte des genannten Substrates zu dem Gesamtumsatz des natiirlichen
Substrates FPP bestimmt tber GC/MS (TIC), normiert auf den internen Standard Naphthalen.

fett gedruckt sind neue, artifizielle TEAS-Produkte, deren Struktur aufgekléart werden konnte.
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Neben dem Hauptprodukt entstanden (+)-Germacren A (a), (-)-Spirolepechinen (b),
(-)-4-epi-Eremophilen (d) und (-)-Premnaspirodien (e) sowie weitere Sesquiterpene mit
einer Ausbeute unter 1 % (Abbildung 40, Abbildung 43). Dieses Ergebnis stimmt mit den
Literaturberichten  Uberein.™®  Von den getesteten natirlich vorkommenden
Prenyldiphosphaten (DMAPP, GPP, FPP, GGPP) wird neben FPP erstaunlicherweise
auch GPP von der TEAS konvertiert (Abbildung 43). Von den elf getesteten artifiziellen
Substraten werden sechs Prenyldiphosphate von der TEAS konvertiert (Abbildung 42,
Abbildung 43). Dabei dienen sowohl Substrate mit Heteroatomen (61, 76), mit
elektronenreichen =n-Systemen (70, 71, 75) und einer Alkinfunktion (62) als Substrat

dieser Terpenzyklase.
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Abbildung 43: GC/EI-MS-Chromatogramme (TIC) der TEAS-Enzymassays mit den Substraten
GPP, FPP, 61, 62, 70, 71, 75 und 76. Die Produkte sind mit Buchstaben bezeichnet und die
dazugehdrigen El-Spektren sind im Anhang (Tabelle A 6-Tabelle A 13) zu finden. Grau markiert ist
der interne Standard Naphthalen.

Mit GPP als Substrat konnten im Vergleich zu FPP 20 % Produktbildung erzielt werden

(Tabelle 12). Dabei entstand als Hauptprodukt Linalool (GPP-g) aber auch andere lineare
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sowie zyklische Monoterpene. Die TEAS ist nicht nur in der Lage, die Diphosphatgruppe
von GPP zu spalten, sondern katalysiert sogar die einfache Zyklisierung zu den
Monoterpenen (-)-Limonen (GPP-b), Terpinen-4-ol (GPP-h), y-Terpinen (GPP-e) und
a-Terpinolen (GPP-f) (Abbildung 43, Abbildung 44).

NG
I T8 '
OPP
p-Myrcen )-Limonen p-Ocimen  y-Terpinen
GPP OPP GPP-a GPP b GPP-d GPP-e
v S
rel. Ausbeute = 20 % OH
Km =225+04 uM | HO |
Vmax = 0,68 + 0,06 nkat mg"
A g o-Terpinolen Linalool Terpinen-4-ol Geraniol
rel. Keat K™ =20 % GPP-f GPP-g GPP-h GPP-i

Abbildung 44: Enzymatische Produkte, die bei Umsetzung von GPP mit der TEAS nachgewiesen
wurden. Parameter der Katalyse (K, Vimax rel. Keat Km'l - relative spezifische Aktivitat im Vergleich
zu FPP) wurden mit dem MTP-Phoshatdetektionsassay bestimmt. Die relative Ausbeute (rel.
Ausbeute) bezieht sich auf die Gesamtproduktbildung im Vergleich zu dem Gesamtumsatz des
natirlichen Substrates FPP, welcher Gber den TIC (GC/EI-MS) bestimmt wurde.

Der K,-Wert der TEAS gegenlber den Substraten FPP und GPP, welcher mit dem in
Kapitel 7.5.1.4  beschriebenen Mikrotiterplatten-Phosphatdetektionsassay bestimmt
wurde, ist fur beide Substrate annédhernd gleich (Abbildung 44, Tabelle 13). Jedoch fiihrt
die verringerte Reaktionsgeschwindigkeit der TEAS mit GPP zu einer um 80 %

verringerten spezifischen Aktivitat im Vergleich zu FPP.

Tabelle 13: Zusammenfassung der Bestlmmungen kinetischer Parameter der TEAS mit
natirlichen und artifiziellen Substraten. rel. kex K., relative katalytische Effizienz bezogen
auf das naturliche Substrat FPP (100 %).
K Vinax h Kt Kea K rel Kear K™t
Substrat (UM) (nkat mg™) shH  (s'mm (%)
FPP 195+138 3,05+ 0,14 20 02 10 100
GPP 225140 0,68 + 0,06 1,6 0,04 2 20
61 21,7+24 1,96 + 0,10 16 0,1 5 50
62 573+04 0,09 £ 0,002 16 0,005 1 10
70 46,3+2,2 0,12 + 0,003 12 0,007 0,2
71 26,0 + 4,6 0,15 0,01 L1 0,01 0,4
75 16,2+ 5,6 0,18 +0,03 L1 0,01 0,6
76 19,1+0,9 0,36 + 0,01 L4 0,02 1 10
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Die Substrate 61 und 76 enthalten eine Sauerstoff- bzw. Schwefelinsertion. Wahrend 61
vom molekularen Volumen dem natirlich Substrat FPP ahnelt, entspricht 76 eher einem
GPP-Analogon (Abbildung 45). Die TEAS erzielt mit dem sauerstoffhaltigen
FPP-Analogon 61 130 % Produktivitat relativ zu FPP, die sich mit 99,3 % auf nahezu nur
ein Produkt (6l1a) beschrankt (Tabelle 12, Abbildung 45). Die Identifizierung des
TEAS-Produktes 61a erfolgte durch NMR-Spektroskopie (siehe Abschnitt 6.2.3). Der
Umsatz von Substrat 76 durch die TEAS resultiert in der Bildung von mindestens elf
verschiedenen Sesquiterpenoiden, wobei die Produktivitat des Enzyms im Vergleich zur
Zyklisierung von FPP, 60 % betragt. Die Affinitat der TEAS zu 76 ist vergleichbar mit der
zu FPP oder GPP (Tabelle 13), die katalytische Effizienz ist jeodch mit 0,02 s* mM™
weitaus geringer. Die Identifizierung des Thiophenderivates 76a erfolgte durch den
Vergleich zu einem authentischen Standard, den Dr. Roman Weber im Rahmen seiner
Dissertation mittels praparativer GC aus einer enzymatischen Umsetzung von Substrat 76
mit der Limonensynthase aus Cannabis sativa isolierte (Abbildung 45; Anhang, Tabelle A
11)_[154]

Abbildung 45: Enzymatische
Produkte, die bei Umsetzung
von Substrat 61 und Substrat
TEAS

TEAS

Substrat 61

rel. Ausbeute = 60 %

™
Y\/\(\/O\)\/\OPP
5 NN 76 mit der
OPP;

nachgewiesen wurden.
Parameter der Katalyse (K,

rel. Ausbeute = 130 % 61a Via, Tel. ket Km® - relative

K 17124 UM speZ|f|§che Aktivitat im

" selitedl Vergleich zu FPP) wurden mit

Vmax =1,96 + 0,1 nkat mg"’' dem MTP-
rel. ket Kn! =50 % Phoshatdetektionsassay

= bestimmt. Die relative

Ausbeute  (rel.  Ausbeute)

= s\_)\,/\opp TEAS I bezieht ~ sich auf  die

Y\/ i' Gesamtproduktbildung im

Vergleich zu dem

Substrat 76 OPP, 76a Gesamtumsatz des natirlichen

Substrates FPP, welcher uber

den TIC (GC/EI-MS) bestimmt

Kn =19,1+0,9 uM wurde.
Vmax = 0,36 + 0,01 nkat mg™!
rel. kgt Km' =10 %

Substrat 62 enthalt eine Alkinfunktion und fuhrte zu 4 % relativem Umsatz im Vergleich zu
FPP. Dieser schlechte Substratumsatz in Kombination mit einer grof3en Produktvielfalt
lieR keine ldentifizierung der Produkte Uber GC/EI-MS zu. Die EI-MS-Spektren deuten
jedoch auf die Bildung verschiedener aliphatischer Kohlenwasserstoffe hin, da jeweils ein
Molekulionenpeak von m/z = 174 identifiziert werden konnte (Tabelle A 7). Produktpeak

62h konnte das Hydrolyseprodukt mit einem Molekilionenpeak bei m/z =192
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reprasentieren (Tabelle A 7). Obwohl der K,-Wert der TEAS fur Substrat 62 3fach
niedriger ist als fur FPP, scheint die sterisch anspruchsvolle Alkinfunktion den Ablauf der

Katalyse massiv zu stéren.

Aromatische Prenyldiphosphate werden hauptséchlich durch Diphosphatspaltung und
anschlielende Wasseranlagerung in die Hydrolyseprodukte konvertiert (Abbildung 46,
Abbildung 48). Eine Friedel-Crafts-Alkylierung erfolgt nicht. Daflr ware wahrscheinlich,
wie im Fall der zyklischen Monoterpene, eine Isomerisierung der C2-C3-Doppelbindung
zum Linalyl-dhnlichen Kation notwendig. Durch die Rigiditat der Substrate ist eine solche
Umlagerungsreaktion erschwert, so dass hauptsachlich die Prenylalkohole (70a, 71b und
75b, jeweils > 90 % der Gesamtproduktbildung) entstehen (Tabelle 12). Die Identifizierung
der Hauptprodukte erfolgte durch GC/MS-Vergleich mit chemisch synthetisierten
Referenzsubstanzen, hergestellt von Dipl.-Biochem. Benjamin Weigel am Leibniz-Institut
fur Pflanzenbiochemie. Das Produkt 71a konnte (ber einen Literaturvergleich als
3-Methyl-4-(phenylthio)-1,3-butadien identifiziert werden (Abbildung 46).2°? Produkt 71c
wurde Uber einen Datenbankabgleich als 3-Methyl-4-(phenylthio)-(E)-2-butenol identifiziert
(Abbildung 46).

Bei dem Produkt 75a handelt es sich vermutlich um
3-Methyl-4-(methylphenylthio)-1,3-butadien, bei Produkt 75c ist
3-Methyl-4-(methylphenylthio)-(E)-2-butenol wahrscheinlich. Die EI-MS-Spektren von 71a
und 75a zeigen ein sehr ahnliches Fragmentierungsmuster, wobei sich die Molekl- und
Fragmentionen um m/z = 14 unterscheiden, was auf die zusatzliche Methylgruppe in 75
im Vergleich zu 71 zurickzufihren ist (Anhang, Tabelle A 9 und Tabelle A 10). Der
Kn-Wert der TEAS fir die aromatischen Substrate 70, 71 und 75 liegt in derselben
GroRRenordnung wie derjenige von FPP (Tabelle 13). Die relative spezifische Aktivitat der

TEAS betragt jedoch nur 2-6 % im Vergleich zur Umsetzung von FPP.

Ry=H (71)
TEAS OH Rg = CHj (75)

/\r\/ /\r\ /\l/\ /w/\/ R, = OCHa (70)
70,71,75 71a, 75a* 70a, 71b, 75b, 71c, 75¢*

Substrat 70 Substrat 71 Substrat 75

rel. Ausbeute = 40 % =40 % =30%

Km =46,3+2,2 uM =26,0 4,6 yM =16,2+56 uM

Vmax =0,12+£0,003 nkatmg' =0,15+0,01 nkatmg" =0,18 + 0,03 nkat mg™’

rel. keat K™ =2% =4% =6%

Abbildung 46: Enzymatische Produkte, die bei Umsetzung von Substrat 70, 71 und 75 mit der
TEAS nachgewiesen wurden. Vermutliche Produkte sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
Parameter der Katalyse (K, Vmax: rel. Keat K™ - relative spezifische Aktivitat im Vergleich zu FPP)
wurden mit dem MTP-Phoshatdetektionsassay bestimmt. Die relative Ausbeute (rel. Ausbeute)
bezieht sich auf die Gesamtproduktbildung im Vergleich zu dem Gesamtumsatz des naturlichen
Substrates FPP, welcher Uber den TIC (GC/EI-MS) bestimmt wurde.
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Nicht umgesetzt werden Substrate, die sterisch sehr anspruchsvoll sind (53) oder sich
durch eine zweite heteroatom-verknipfte Prenyleinheit auszeichnen (66, 77). Aber auch
zu kleine Substrate wie das DMAPP-Analogon 72, kann nicht als Substrat erkannt

werden.

Die Bildung der Monoterpene durch die TEAS verlauft wahrscheinlich wie in Abbildung 47
dargestellt. Lineare Produkte entstehen durch Wasseranlagerung (Geraniol und Linalool)
oder Protonenabstraktion (B-Myrcen und 3-Ocimen) aus dem Geranylkation, wahrend fir
die Bildung zyklischer Monoterpene eine Isomerisierung der C2-C3-Doppelbindung
notwendig ist. Nach Bindung von GPP im katalytischen Zentrum erfolgt die Abspaltung
der Diphosphatgruppe und lonisierung zum Geranylkation, welches durch erneuten
Angriff des Diphosphates an Position 3 zur Bildung von Linalyldiphosphat fihrt. Dieses

kann von der transoiden Form in das cisoide Linalyldiphosphat isomerisieren.

10

1 OPP OPP
X OoPP =
t513 2 lonisierung Isomerisierung |
6 B — B o
I ) o | I
OPP
879

GPP Geranylkation Linalyldiphosphat Linalyldiphosphat
(transmd) l

x OH
| | | | Linalylkation 1= Terpmen
(cisoid)
Geraniol Linalool B-Myrcen B-Ocimen 6 1-Ringschluss
4 -Terpineol
@
(-)-Limonen H 6,7-Hydrid-
umlagerung
o o
PP = R-P-O-P-OH
o O
o-Terpinolen o Terpenylkatlon Terpinen-4-ylkation

Abbildung 47: Vermutlicher Bildungsmechanismus von linearen (links) und zyklischen (rechts)
Monoterpenen durch die TEAS. GPP, Geranyldiphosphat.

Durch erneute lonisierung nach Spaltung des Diphosphates wird das Linalylkation
gebildet. AusschlieR3lich Uber die Bildung dieses Kations kann eine Zyklisierung uber
einen 6,1-Ringschluss realisiert werden. Das a-Terpinylkation ist das zentrale Intermediat
fur die Bildung zyklischer Monoterpene. Eine Protonenabstraktion resultiert in der Bildung
von (-)-Limonen oder a-Terpinolen. Erfolgt ausgehend von dem a-Terpinylkation eine

6,7-Hydridumlagerung wird ein intermedidres Terpinen-4-ylkation gebildet, welches durch
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Wasseranlagerung 4-Terpineol entstehen lasst oder nach einer Protonenabstraktion die
Bildung von y-Terpinen auslost.

Der postulierte Mechanismus der enzymatischen Synthese von 6la beginnt mit der
Abspaltung der Diphosphatgruppe (Abbildung 48). AnschlieRend findet ein
1,11-Ringschluss durch den Angriff der terminalen Doppelbindung an das
Prenylkationintermediat statt. Nach der Bildung des Oxagermacrenylkations 61a” erfolgt
eine Protonenabstraktion, welche zu dem Produkt 61a fiihrt. Die Reprotonierung, wie sie
wahrend der Synthese von EA erfolgt, kann vermutlich durch die elektronenziehende
Wirkung des Sauerstoffs oder einer verdnderten Orientierung des Produktes in der
Enzymtasche nicht erfolgen. Ahnliche Beobachtungen konnten bei der Zyklisierung von
6-Fluor-FPP durch die TEAS bereits gemacht werden.”® Die Bildung dieses Produktes
erfolgt wahrscheinlich analog der Biosynthese von 5-epi-Aristolochen (EA), bei der

Germacren A als neutrales Intermediat nachgewiesen wurde.*"¢2%!

e

61 61a* 61a 61a*

©\ OPP + H,0 @ OH Ri=H (71)

+
s 20 <~ s  Ry=CH; (75)
Ria /\I/\/ OPP, H* Ry /\l/\ Rs = OCH (70)

70,71, 75 70a, 71b, 75b,

76

Abbildung 48: Postulierte Reaktionsmechanismen der TEAS mit den Substraten 61 (A), 70, 71, 75
(B) und 76 (C).

Nach enzymatischer Abspaltung der Diphosphatgruppe von Substrat 76 wird ein
Thiophenring gebildet wodurch wahrscheinlich das intermediare Carbeniumion 76a”
entsteht (Abbildung 48). Eine abschlieRende Protonenabstraktion fiihrt dann zur Bildung
des Thiophenderivates 76a. Neben dem identifizierten Produkt 76a entstehen eine Reihe

aliphatischer Verbindungen mit einem Molekilionenpeak bei m/z 168, aber auch Produkte
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6 Umsetzung von artifiziellen Prenyldiphosphaten mit einer Terpenzyklase

mit m/z 186, die wahrscheinlich den korrespondierenden Alkoholen entsprechen (Anhang,
Tabelle A 11).

6.2.3  Strukturaufklarung des Oxagermacrenderivates 6la

Die Strukturaufklarung des TEAS-Produktes 61a erfolgte iiber eine Kombination aus *H-
und °C- sowie 2D-NMR-Experimenten (Heteronukleare Korrelationsspektroskopie (ber
mehrere Bindungen (HMBC), Heteronukleare Korrelationsspektroskopie uber eine
Bindung (HSQC)) (Tabelle 14). Die NMR-Spektren befinden sich im Anhang (Abbildung A
3 bis Abbildung A 6).

Die HMBC-Korrelationen zeigten aufgrund der chemischen Verschiebung zwischen
126,0 ppm (C3) und 151,8 ppm (C12) sechs sp*hybridisierte C-Atome, von denen drei
wegen fehlender HSQC-Kopplung, als quartdre Kohlenstoffatome identifiziert wurden
(6=1356ppm (C2), 137,4ppm (C8), 151,8ppm (C12)). Die verbleibenden
sp’-hybridisierten C-Atome zeigen entweder eine Korrelation zu einem Proton
(6 =126,6 ppm (C3), 124,7 ppm (C9)) oder zu zwei Protonen (6 =151,8 ppm (C14)).

Somit kann an Position 14 von einer terminalen Methylengruppe ausgegangen werden.

Tabelle 14: *H- und °C-NMR Daten des TEAS-Produktes 61a.

d, Dublett; dd, Dublett eines Dubletts; dp, Dublett eines Quintetts; dg, Dublett
eines Quartetts; m, Multiplett; s, Singulett; td, Triplett eines Dubletts; HMBC,
Heteronukleare Korrelationsspektroskopie uber mehrere Bindungen; J,
Kopplungskonstante; 8, chemische Verschiebung.

Position On (ppm); Multiplizitat (J in Hz)  &c (ppm) HMBC Korrelation

la 4,04; d (12,5) 79,9 2,3,10,11

1b 3,86; d (12,5)

2 135,6 1,4,11

3 5,38; m 126,6 1,4,5,11

4a 2,05; m 33,4 2,3,5,6,12

4b 1,90; m

5 1,88; m 48,6 3,4,6,7,12,13, 14
6a 1,65; m 32,8 4,5,7,8, 12

6b 1,39; m
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6 Umsetzung von artifiziellen Prenyldiphosphaten mit einer Terpenzyklase

Position On (ppm); Multiplizitat (J in Hz)  &c (ppm) HMBC Korrelation
7a 2,12; dd (13,1; 6,1) 39,8 5,6,8,9, 15
7b 1,73;td (13,1; 2,1)

8 137,4 6, 7, 10, 15

9 5,28; m 124,7 7,10, 15

10 a 4,22; dd (13,2; 8,5) 69,2 1,89

10b 4,17; dd (13,2; 6,1)

11 1,67;s 14,5 1,23

12 151,8 4,5, 6, 13,14
13 1,73; dd (1,4; 0,8) 19,6 5,12, 14

14 a 4,69; dp (2,2; 0,8) 107,7 5,12, 13

14 b 4,60; dg (2,2; 1,4)

15 1,69;s 17,7 7,8,9

Die HMBC-Korrelationen von H3 und H9 mit den korrespondierenden quartaren
Kohlenstoffen an Position 2 und 8 sind aufgrund der gewahlten Parameter im Rahmen
des Experiments nicht sichtbar. Dennoch ist es uber die Betrachtung indirekter
Korrelationen benachbarter Atome mdglich, die direkte Verknipfung von C2 und C3 sowie
C8 und C9 nachzuweisen. H3 zeigt Korrelationen zu C1, C4, C5 und C11, wobei C2 mit
H1, H4 und H11 korreliert. H11 zeigt Korrelationen zu C1, C2 und C3, wahrend H1l
Korrelationen zu C2, C3, C10 und C11 aufweist. Zusammen mit der Tieffeldverschiebung
belegen diese Korrelationen eine Verknipfung von C2 und C3 Uber eine Doppelbindung.
In derselben Weise kann eine Verkniipfung von C8 und C9 nachgewiesen werden. H9
zeigt Korrelationen zu C7, C10 und C15, wobei C8 mit H6, H7, H10 und H15 korreliert
(Abbildung 49).

13 Abbildung 49: Ausgewdahite HSQC- und HMBC-
11 \ Korrelationen von 61a. 2J-Kopplungen sind blau,
I —\ /1/“2--"::14 %J-Kopplungen orange abgehildet.

H15 wiederum weist Korrelationen zu C7, C8 und C9 auf und H7 hat Korrelationen zu C5,
C6, C8, C9 und C15. Die Tieffeldverschiebung in Kombination mit den Korrelationen

umliegender Atome erklart die Verknupfung von C8 und C9 lber eine Doppelbindung. Die
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6 Umsetzung von artifiziellen Prenyldiphosphaten mit einer Terpenzyklase

Verknipfung von C1 und C10 uber eine Sauerstoffbriicke kann tber die chemischen
Verschiebungen der beteiligten Atome abgeschatzt werden (& =4,04 ppm (H1la);
3,86 ppm (H1b); 4,22 ppm (H10a); 4,17 ppm (H10b); 79,9 ppm (C1); 69,2 ppm (C10)).
Weiterhin kénnen zwischen den Positionen 1 und 10 HMBC-Korrelationen nachgewiesen
werden, wahrend zwischen Position 1 und 9 sowie Position 2 und 10 keine
heteronuklearen Kopplungen bestehen (Abbildung 49). Die GrolRe des Rings wurde tber
HMBC-Korrelationen von H5 zu C3, C4, C6, C7, C12, C13, und C14 bestimmt, die einen
Ringschluss an Position 5 bestitigen und damit die Bildung eines 11-Ringsystems
belegen (Abbildung 49). Das EI-MS-Spektrum in Abbildung 50 bestétigt zusatzlich die
erwarte Struktur 61a, die damit ein Germacren-Analogon darstellt. Der Molekiilionenpeak
bei m/z = 220 entspricht der erwarteten Masse (berechnet: 220,18 g mol™). Vergleicht
man die EI-MS-Spektren von 61a und Germacren A in Abbildung 50 zeigt sich nahezu
dasselbe Fragmentierungsverhalten. Durch den sukzessiven Neutralverlust von m/z = 14
(CH,) entstehen die Fragmentionen m/z = 175, 161, 147, 133 (Germacren A) und die
korrespondierenden Fragmentionen von 6la mit m/z = 191, 177, 163 und 149, die sich
aufgrund der Sauerstoffinsertion um genau je 16 g mol™ unterscheiden. Der Verlust einer
CHO-Gruppe (m/z =29) von dem Fragmention m/z = 163 kénnte zu dem Fragment mit
135 Da fuhren, welches erstmals kein Sauerstoff enthalt. Der Verlust einer Methylgruppe
(m/z = 121) und sukzessiver Neutralverlust von CH; lasst sowohl im Fall von Germacren
A als auch bei der Fragmentierung von Terpenoid 61a Fragmentionen der Masse 121 Da,
107 und 93 Da entstehen. Der Basispeak von 61a ist, anders als von Germacren A, bei
m/z = 68 zu finden. Moglicherweise handelt es sich dabei um CsHg™. Deutlich ist bei dem
Vergleich der Fragmentierungsmuster von 61a und Germacren A die Ahnlichkeit beider
Verbindungen zu erkennen. Dies bestatigt zusatzlich die Uber NMR-Spektroskopie
ermittelte Struktur.

= >
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Abbildung 50: Vergleich der EI-MS-Spektren von 61a (A) und Germacren A (B).*®

Anhand von NMR-spektroskopischen Untersuchungen und von polarimetrischen

Messungen konnte belegt werden, dass das Terpenoid 61a, welches durch Zyklisierung
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von Substrat 61 durch die TEAS entsteht, in Form eines einzigen Diastereomers vorliegt.
Es ist davon auszugehen, dass die Doppelbindungen von Produkt 61a E-konfiguriert sind,
da sie im Substrat 61 ebenfalls eine E-Konfiguration aufweisen. Zudem ist wahrend der
Zyklisierung des naturlichen Substrates FPP durch die TEAS keine Isomerisierung der
Doppelbindungen bekannt. Die *H-NMR-Daten belegen auRerdem eine feste
Konformation des 11-Rings von Terpenoid 61a, da man Protonen der CH,-Gruppen des
Rings in axiale und aquatoriale Protonen unterscheiden kann, weil sie separate Signale
liefern (Anhang, Abbildung A 3). Aufgrund der festen Ringkonformation, kann Verbindung
61a nur in Form von zwei Diastereomeren vorkommen, jedoch kann sie nicht in Form von
Enantiomeren vorliegen. Da nur ein Satz von *H- und **-C-NMR-Signalen zu beobachten
ist, die GC/MS-Messungen nur ein Signal von Verbindung 6la aufweisen und der
Drehwert eine spezifische Rotation von [a]éss = — 37,5° ergab, handelt es sich bei dem
(-)-Oxagermacren 61a nachweislich um ein einziges Diastereomer (Anhang, Abbildung A
3, Abbildung A 4, Tabelle A 6). Die Bildung von (-)-1-Fluorgermacren aus 6-Fluor-FPP, die
bereits in der Literatur beschrieben wurde, bestétigt die Bildung des Diastereomers

(-)-Oxagermacren.°

6.3 Schlussfolgerung

Durch die enzymatische Umsetzung von elf synthetischen und vier natirlich
vorkommenden Prenyldiphosphaten durch die TEAS konnte die erstaunliche
Substratpromiskuitéat dieser Sesquiterpensynthase gezeigt werden. Neben der
Zyklisierung von FPP wurde erstmals die Bildung von Monoterpenen mit dem Substrat
GPP nachgewiesen. So entstehen, neben linearen Monoterpenen und
Monoterpenalkoholen, die zyklischen Monoterpene Limonen, Terpinolen, Terpinen und

Terpineol.

Von den getesteten elf synthetischen Prenyldiphosphaten wurden drei aromatische
Substrate hauptséchlich zu den Lilanool-&hnlichen Alkoholen 70a, 71b und 75b
hydrolysiert (Abbildung 51). Substrat 62, welches eine Alkinfunktion enthéalt, wird zwar
umgesetzt, jedoch war die ldentifizierung der Produkte aufgrund der geringen Umsatzrate

und der hohen Produktvielfalt nicht méglich.

Mit der Zyklisierung der Substrate 76 und 61 gelang die Biosynthese endozyklisch

modifizierter Terpene. Erstmals konnte gezeigt werden, dass neben der

[154,199

Limonensynthase ] (Monoterpensynthase) auch die Sesquiterpensynthase TEAS

heterozyklische Terpene synthetisiert. Substrat 61 wurde zu 99 % in das Produkt 6la
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umgewandelt, welches als reines, negativ drehendes Diastereomer vorliegt. Die
Strukturaufklarung tber 1D- und 2D-NMR-Experimente sowie GC/EI-MS ermdglichte die
Identifizierung des Produktes als (-)-Oxagermacren (61a) (Abbildung 51).

= Abbildung 51: Hauptprodukte

OH der Umsetzung von Substrat

X 3/\|/\ 61, 70, 71, 75 und 76 mit der
O Ry S TEAS.

R, = OCH; (70a)
R, =H (71b)
61a R; = CH; (75b) 76a

In weiterfihrenden Versuchen sollte vor allem die Stereochemie der Produkte geklart
werden. Die Ermittlung der absoluten Konfiguration von Verbindung 61a und 76a sowie
der Linalool-ahnlichen Alkohole 70a, 71b und 75b ist dabei Uber eine chemische
Derivatisierung der Produkte mdglich. Das Enantiomerenverhaltnis der Linalool-ahnlichen
Alkohole kdnnte Uber chirale HPLC bestimmt werden, wobei die absolute Konfiguration
Uber diese Methode nur mit chemisch synthetisierten Standards zuganglich wird. Da
Verbindung 76a zwei benachbarte Stereozentren aufweist, kdnnte zudem deren relative
Konfiguration durch NMR-spektroskopische Untersuchungen bestimmt werden. Dies setzt
jedoch die Isolierung einer ausreichenden Menge aus dem Produktgemisch mittels
praparativer GC voraus.

Da Verbindungen wie Terpene haufig wachstumshemmende Wirkungen auf
Mikroorganismen erzielen, ware zudem die Untersuchung der identifizierten Substanzen
auf antifungale oder antibakterielle Wirkung zu empfehlen. Aul3erdem ware eine
olfaktorische Analyse des Geruchspotentials der Verbindungen moglich, um potentiell

interessante Geruchsstoffe zu identifizieren.
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7 Materialien und Methoden

7.1 Materialien

7.1.1 Laborausstattung, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Materialien und Chemikalien sind im Anhang aufgelistet (Tabelle A 1

und Tabelle A 2). Deuterierte Lésungsmittel wurden von der Deutero GmbH (Kastellaun)

bezogen. Fir die Herstellung von Kulturmedien und Puffern wurde ausschlief3lich

entionisiertes Wasser verwendet. Alle verwendeten Prenyldiphosphate wurden hausintern

von Dr. Roman Weber, Dr. Marco Dessoy, Dr. Tula Beck und M.Sc. Steve Ludwig

synthetisiert und unter anderem mittels NMR-Spektroskopie auf deren Indenditat und

Reinheit geprift.t>*2%4

Ldsungsmittel, wenn nicht anders aufgeflihrt, wurden hausintern destilliert und von der

Firma VWR (Poole, England) bezogen.

7.1.2 Software

Tabelle 15: Verwendete Software

Betreiber und Internetadresse

Funktion

BCM Search Launcher
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/seqg-util.html

Reverse Komplementierung

ChembDraw 12.0

Erstellen von Strukturformeln
Berechnung exakter Massen

EMBL - EBI
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

Vergleich von DNA- und
Aminoséuresequenzen

Eurofins MWG Operon
http://www.eurofinsdna.com/de.html

Oligonukleotidsynthese
Sequenzierung

Microsoft Excel 2007

Erstellen der MANT-O-Geraniol-
Kalibriergerade

Grafiken zur
Gesamtproduktbildung und zu
CD-Messungen

ExPASy
http://www.expasy.ch/tools/dna.html

Translatierung der
Nukleotidsequenzen in
Aminosauresequenzen
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Betreiber und Internetadresse

Funktion

EXPASYy ProtParam
http://web.expasy.org/protparam/

Bestimmung des
Molekulargewichts von Proteinen,
des theoretischen pl-Wertes und
des Extinktionskoeffizienten

K2D3!"*
http://www.ogic.ca/projects/k2d3/

Sekundarstrukturabschatzung
durch Dekonvolution von CD-
Spektren

Molinspiration Chemoinformatics
http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties

Berechnung von molekularen
Volumina

NIST/EPA/NIH Mass Spectral Database (NIST 11)

Datenbankvergleich von El-
Spektren

PyMOL 1.5.x

Abbildung von Enzymmodellen
und Kiristallstrukturen

SigmaPlot 12.3

Auswertung und  Regression
enzymkinetischer Daten

7.1.3 Proteine

DNase | (3000 U mg™, Rinderpankreas)

Fast Digest® Dpnl

Anorganische Phosphatase aus E. coli (>800 U mg™)
Saure Phosphatase aus Kartoffel (3-10 U mg™)
Lysozym (20000 U mg™, HiihnereiweiR)

Pfu DNA Polymerase (2,5 U pL™)

DreamTaq DNA Polymerase (5 U pL™)

7.1.4 Oligonukleotide

AppliChem, Darmstadt
Thermo Scientific, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Darmstadt
Thermo Scientific, Darmstadt

Oligonukleotide (Tabelle 16) wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

synthetisiert. Alle Oligonukleotide wurden HPSF (High Purity Salt Free) gereinigt,

lyophilisiert erworben und anschlieend in MilliQ™-entionisiertem Wasser geldst.

Tabelle 16: Verwendete Oligonukleotide fur ortsgerichtete Mutagenesen und Sequenzierungen.
f, vorwarts orientiert; r, riickwarts orientiert; ECUPPS, E. coli Undecaprenyldiphosphatsynthase;

Tm, Schmelztemperatur; fett gedruckt, Mutagenesestellen.

Bezeichnung Sequenz (5-3Y) (;r(’:“)
EcUPPS_HA43F_f AGGGAAGATTCGTGCCTTTGGGTTCAAAGCCGGGGCA >75

EcUPPS_H43F_r TGCCCCGGCTTTGAACCCAAAGGCACGAATCTTCCCT >75
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Bezeichnung

EcCUPPS_H43W_f
ECUPPS_H43W_r
ECUPPS_Y68H_f
ECUPPS_Y68H_r
ECUPPS_S71A _f
ECUPPS_S71A r
ECUPPS_S71C_f
ECUPPS_S71C_r
EcUPPS_S71D_f
ECUPPS_S71D_r
EcCUPPS_S72C_f
ECUPPS_S72C_r
EcCUPPS_ET73A f
EcCUPPS_E73A r
EcUPPS_E73D_f
EcCUPPS_E73D_r
ECUPPS_N74A_f
ECUPPS_N74A_r
EcCUPPS_N74Q_f
ECUPPS_N74Q_r

EcUPPS_E73D/N74Q

f

EcUPPS_E73D/N74Q

_r
EcCUPPS_F89W_f

EcUPPS_F89W r
T7
T7 term

Sequenz (5-39)
AGGGAAGATTCGTGCCTTTGGGTGGAAAGCCGGGGCA
TGCCCCGGCTTTCCACCCAAAGGCACGAATCTTCCCT
GCGTTAACGCTGCATGCCTTTAGTAGTGAAAACTGGAAC
GTTCCAGTTTTCACTACTAAAGGCATGCAGCGTTAACGC
AACGCTGTATGCCTTTGCTAGTGAAAACTGGAACCGACCA
TGGTCGGTTCCAGTTTTCACTAGCAAAGGCATACAGCGTT
AACGCTGTATGCCTTTTGTAGTGAAAACTGGAACCGACCA
TGGTCGGTTCCAGTTTTCACTACAAAAGGCATACAGCGTT
AACGCTGTATGCCTTTGATAGTGAAAACTGGAACCGACCA
TGGTCGGTTCCAGTTTTCACTATCAAAGGCATACAGCGTT
AACGCTGTATGCCTTTAGTTGTGAAAACTGGAACCGACCA
TGGTCGGTTCCAGTTTTCACAACTAAAGGCATACAGCGTT
GTATGCCTTTAGTAGTGCTAACTGGAACCGACCAGCGCAG
CTGCGCTGGTCGGTTCCAGTTAGCACTACTAAAGGCATAC
GTATGCCTTTAGTAGTGATAACTGGAACCGACCAGCGCAG
CTGCGCTGGTCGGTTCCAGTTATCACTACTAAAGGCATAC
GTATGCCTTTAGTAGTGAAGCCTGGAACCGACCAGCGCAG
CTGCGCTGGTCGGTTCCAGGCTTCACTACTAAAGGCATAC
GTATGCCTTTAGTAGTGAACAGTGGAACCGACCAGCGCAG
CTGCGCTGGTCGGTTCCACTGTTCACTACTAAAGGCATAC

GTATGCCTTTAGTAGTGATCAGTGGAACCGACCAGCGCAG

CTGCGCTGGTCGGTTCCACTGATCACTACTAAAGGCATAC

GCGTTAATGGAACTGTGGGTGTGGGCGCTC
GAGCGCCCACACCCACAGTTCCATTAACGC
TAATACGACTCACTATAGGG
CTAGTTATTGCTCAGCGGT

Tm

C)
>75
>75
71,6
71,6
72,5
72,5
715
715
715
71,5
715
715
74,6
74,6
73,6
73,6
>75
>75
74,6
74,6

74,6

74,6

72,2
72,2
47,7
48,9

7.1.5 Plasmide

pET11b-EcUPPS?

pET28a(+)-ThkCPT

erhalten von Professor Poulter,
Universitat Utah, USA

Merck Biosciences, Darmstadt

wurde Uber Gensynthese der Firma
Eurofins MWG Operon (Ebersberg)
erhalten

Merck Biosciences, Darmstadt

Ampicillin-Resistenz

Kanamycin-Resistenz
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PET28b(+)-TEASH

pTG10-GroESL"*!

puUC19

erhalten von Professor Chappell,
Universitat Kentucky, Kentucky
Merck Biosciences, Darmstadt

erhalten von Professor Poulter,
Universitat Utah, USA

Leervektor zum Test der
Transformationseffizienz

Thermo Scientific, Darmstadt

7.1.6  Escherichia coli Stamme

DHb5a

One Shot® TOP10

BL21 (DE3)

Kanamycin-Resistenz

Chloramphenicol-Resistenz

Ampicillin-Resistenz

A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG A-
Invitrogen, Karlsruhe
F~ ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3)

Invitrogen, Karlsruhe

Kompetente E. coli DH5a und E. coli BL21 wurden nach der Methode von Inouel®®?

hergestellt und mit dem Leervektor pUC19 transformiert, um deren Effizienz zu testen. Die

Transformationseffizienz auf LB-Ampicillin-Selektionsmedium betrug zwischen 108 bis 10°

Transformanten.

7.1.7 Kulturmedien

Luria-Bertani Medium
(LB-Medium)

Luria-Bertani Agar
(LB-Agar)

1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl, pH 7,0

1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl, 1,5 % Agar,

pH 7,0

F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+)
phoA supE44 A thi-1 gyrA96 relAl
Invitrogen, Karlsruhe

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
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Terrific Broth 1,2 % Trypton, 2,4 % Hefeextrakt, 0,4 % (v/v) Glycerin,

(TB-Medium) 72 mM K;HPO,, 17 mM KH,PO,, pH 7,5
Puffersubstanzen als Stammlésung separat autoklaviert
und kurz vor Verwendung steril zu den weiteren

Bestandteilen des Mediums zugegeben

Super Optimal Broth + Glucose 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM MgSQ,, 10 mM
(SOC Medium) MgCl,, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 0,8 % Glucose, pH 7,0

Die Prozentangaben verstehen sich als Gewichtsprozente (w/v), falls nicht anders
angegeben. Die Kulturmedien wurden nach ihrer Herstellung autoklaviert und direkt vor
der Verwendung mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt (Endkonzentrationen:
100 pg mL* Ampicillin, 50 pug mL™ Kanamycin oder 50 pg mL* Chloramphenicol).
Antibiotika wurden als 1000fache Stammlésung der bendétigten Konzentration in Wasser
hergestellt, steril filtriert und bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert. Die 50 mg mL™
Stammldsung von Chloramphenicol wurde in MeOH hergestellt und bis zur Verwendung
bei -20 °C gelagert.

7.2 Mikrobiologische Methoden

7.2.1 Stammhaltung und Kultivierung der Bakterienstamme

Ubernachtkulturen wurden in Kultivierrohrchen in 5mL LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum angezogen. Eine Einzelkolonie einer LB-Agarkultur diente
dabei zum Animpfen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 200 rpm in einem
Inkubationsschttler tber Nacht. Zur langfristigen Lagerung wurde eine Ubernachtkultur
(5 mL) zentrifugiert (5 min bei 4000 x g), der Uberstand entfernt und das Bakterienpellet in
1 mL LB-Medium mit 20 % (v/v) Glycerin resuspendiert. Die Kulturen wurden in
geeigneten Kryoréhrchen mit Schraubverschluss in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80 °C gelagert.

Die kurzfristige Lagerung der Bakterienstdamme erfolgte auf Antibiotikum-haltigem LB-
Agar. LB-Agarplatten wurden mit Parafilm verschlossen und bei 4 °C fir maximal 4

Wochen gelagert.
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7.3 Molekularbiologische Methoden

7.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zur ortsgerichteten Mutagenese eines
Zielfragmentes sowie zum schnellen Nachweis einer Plasmidtransformation in E. coli tber

Kolonie-PCR genutzt und in einem Thermocycler (Biometra, Gottingen) durchgefihrt.

7311 Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese des Zielfragmentes erfolgte mit modifizierten
Oligonukleotiden, die die gewunschte Mutation kodierten (Tabelle 16). Die
komplementéren Oligonukleotide wurden in einer PCR verwendet, um das gesamte
Plasmid zu amplifizieren. Die 50 pyL-Reaktionsansatze enthielten 2 U Pfu-DNA-
Polymerase, Reaktionspuffer, 0,2 mM dNTP-Mix, 10 pmol der entsprechenden Primer
sowie 700-900 ng parentale DNA. Die Amplifizierung erfolgte nach einem initialen
Denaturierungsschritt (2 min 95 °C) in 35 Zyklen (1 min 95 °C, 30 s T,,-5 °C, 2 min kb™
bzw. 5 min 72 °C).

Die zuriickbleibenden, methylierten Mutterstrange wurden mit Fast Digest® Dpnl nach
Herstellerangaben verdaut und damit aus dem Ansatz entfernt. 3 puL des
Reaktionsansatzes wurden zur Transformation von chemokompetenten E. coli TOP10

oder DH5a verwendet.

7.3.1.2 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR diente der Uberpriifung der Plasmidtransformation in chemokompetente
E. coli. Die 20 uL-Reaktionsansatze enthielten 0,6 U DreamTag-DNA-Polymerase,
Reaktionspuffer, 0,2 mM dNTP-Mix, 4 pmol der Oligonukleotide T7 und T7 term sowie
einen Kolonieabstrich als parentale DNA. Die Amplifizierung erfolgte nach einem initialen
Denaturierungsschritt (2 min 94 °C) in 35 Zyklen (1 min 94 °C, 1 min 55 °C, 1 min bzw. 7
min 72 °C).

Zur Positivkontrolle wurde eine Reaktion mit 0,5 pL gereinigter Plasmid-DNA des
erwarteten Fragmentes durchgefiihrt. Der Nachweis mdglicher Verunreinigungen der

verwendeten Reagenzien erfolgte durch eine Negativkontrolle, die 0,5 puL dH,O enthielt.
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7.3.2 Plasmidpréaparation aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte unter Verwendung des QIAprep® Spin
Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben.

7.3.3 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

Die Transformation von chemokompetenten E. coli TOP10, DH5a oder E. coli BL21(DE3)
erfolgte mittels Hitzeschock. Dazu wurde ein 50 pL-Aliquot, der bei -80 °C gelagerten
chemokompetenten E. coli zunachst fir 5 min auf Eis langsam aufgetaut. Nach Zugabe
der zu transformierenden Plasmid-DNA und weiteren 10 min Inkubation auf Eis, fand bei
42 °C fur 30 s im Wasserbad die Transformation der kompetenten Zellen statt. Der
Transformationsansatz wurde anschlieend mit 250 pL SOC-Medium versetzt und fur 1 h
bei 37 °C und 200 rpm in einem Inkubationsschiittler gelagert. Zur Selektion wurden die
Transformanten auf einer LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

7.3.4 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch Gber die Bestimmung der
optischen Dichte bei 260 nm (Ao = 1 entspricht dabei ca. 50 pg mL™ doppelstrangiger
DNA). Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Zugabe von 2 uL Plasmid-DNA zu
68 uL dH,O und Messung bei A, im Vergleich zu reinem dH,O. Der Extinktionsquotient

Ex 260/Ena 280 Wurde als Reinheitsmald betrachtet und lag stets lber 1,8.

7.3.5 Agarosegelelektrophorese

Fur die groRenabhangige Trennung von DNA-Fragmenten wurden 1 %ige Gele in
TAE-Puffer (40 mM Tris, 2 mM EDTA, 20 mM Essigsaure, pH 8,0) verwendet, die
400 pg mL™ Ethidiumbromid enthielten. Die DNA-Proben wurden mit 6x DNA Loading Dye
(Thermo Scientific, Darmstadt) versetzt auf das Gel aufgetragen. Die Trennung erfolgte
bei 100 V und konstanter Spannung in einer horizontalen Elektrophoreseapparatur in
TAE-Puffer. Die Bestimmung der DNA-Fragmentlange erfolgte mit einem
Molekulargewichtsmarker (Gene-Ruler™ 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific,

Darmstadt). Die Visualisierung der DNA Fragmente fand unter UV-Licht der Wellenlange
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320 nm in einer Geldokumentationsanlage, auf Grundlage der DNA-Interkalierung von
Ethidiumbromid, statt.

7.3.6  Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte tber die Firma Eurofins MWG Operon
(Ebersberg) mit den vektorspezifischen Oligonukleotiden T7 und T7 term (Abschnitt
7.1.4). Zur Auswertung von Sequenzierungen wurde die in Tabelle 15 beschriebene

Software verwendet.

7.4 Proteinbiochemische Methoden

7.4.1 Rekombinante Proteinherstellung

Zur rekombinanten Proteinerzeugung wurde eine Vorkultur in einem sterilen
Erlenmeyerkolben in LB- (EcUPPS, ThkCPT) oder TB-Medium (TEAS) mit dem
entsprechenden Antibiotikum aus einer Glycerinkultur Giber Nacht bei 37 °C und 200 rpm
angezogen. Das Medium enthielt 100 ug mL™ Ampicillin und 50 ug mL™* Chloramphenicol
im Fall der ECUPPS oder 50 pg mL™ Kanamycin fir die Herstellung der ThkCPT und der
TEAS. Fur die 500mL Hauptkultur wurde die Vorkultur 1:20 (v/v) mit
Antibiotikum-haltigem Medium verdiinnt und bis zu einer ODgqo (Optische Dichte bei 600
nm) von ~ 1,0 bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Die Induktion der rekombinanten
Proteinbiosynthese erfolgte mit 1 mM IPTG fiir 4 h bei 37 °C (EcUPPS, ThkCPT) oder
0,1 mM IPTG fir 6 h bei 22 °C (TEAS). Anschlie3end wurden die Zellen bei 10 000 x g fur
10 min bei 4 °C pelletiert und nach entfernen des Uberstandes bei -20 °C bis zur

Verwendung gelagert.

7.4.2 Zellaufschluss

Der Zellaufschluss fand in 20 mL TEAS/EcUPPS-Lysepuffer (25 mM Tris/HCI, 150 mM
NaCl, pH 7,5) oder ThkCPT-Lysepuffer (25 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 8,5) versetzt
mit 750 ug mL™* Lysozym und 1 pg mL™ DNase | statt. Nach Inkubation auf Eis fiir 1 h auf
einem Taumler bei 50 rpm wurde die Zellsuspension mit einem Ultraschall-Homogenisator
(Amplitude: 70 %, Impuls an: 1 s, Impuls aus: 1 s; 3-mal fir 30 s) mechanisch
aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde zwischen den Homogenisierungsschritten fir 1 min

auf Eis gekuhilt.
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7.4.3 Proteinreinigung mittels Immobilisierter Metallchelat-
Affinitatschromatographie (IMAC)

Das Zelllysat wurde fir 30 min bei 15 000 x g zentrifugiert, das Pellet verworfen und der
Uberstand mit dem loslichen, Uberexprimierten  Protein mit Hilfe der
Metallchelat-Affinitatschromatographie an Ni** (Ni Sepharose™ 6 Fast Flow) oder Co*
(TALON®) beladener Sepharose gereinigt. Die Komplexierung und damit die Bindung des
Zielproteins an das IMAC-Material erfolgte Uber einen Hisg-Tag.

7.4.3.1 Reinigung der ECUPPS mittels Co-IMAC

Die Reinigung der ECUPPS-Varianten erfolgte an TALON®-Metallaffinitatsmaterial nach
Herstellerangaben. 2 mL TALON®-Material wurden mit der cytosolischen Proteinlésung fiir
1 h auf Eis vorsichtig geschwenkt. AnschlieRend wurde das Material zweimal mit
Waschpuffer A (25 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5) und einmal mit Waschpuffer B
(25 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 10 mM Imidazol, pH 7,5) gewaschen, um ungebundene
Proteine von der Matrix zu entfernen. Die Waschschritte wurden mit je 10 mL
Waschpuffer bei 700xg durchgefiihrt und das TALON®-Material vor jedem
Zentrifugationsschritt resuspendiert. Nach Uberfilhrung der TALON®-Suspension in eine
Leerkartusche wurde das gebundene Protein mit 3 mL Elutionspuffer (25 mM Tris/HCI,
150 mM NaCl, 300 mM Imidazol, pH 7,5) von der Saule eluiert. Die Proteinfraktionen
wurden mittels SDS-PAGE auf Reinheit gepriift. AnschlieRend wurde der imidazolhaltige
Elutionspuffer auf einer PD10-Entsalzungssdule gegen Assaypuffer (50 mM
Hepes/NaOH, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,5 mM MgCl,, 10 % Glycerin (v/v), pH 7,5)
ausgetauscht. Das gereinigte Protein wurde in 500 pL-Aliquots in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.

7.4.3.2 Reinigung der ThkCPT mittels Ni-IMAC

Die Reinigung der ThkCPT erfolgte an einer FPLC-Anlage mit einer
Nickel-Sepharose-Saule (HisTrap™ FF crude 1 mL, GE Healthcare, Freiburg) nach
Herstellerangaben. Die cytosolische Proteinlésung wurde mit einer Flussrate von
0,3 mL min™ auf die Saule aufgebracht. Mit 15 mL Puffer A (25 mM Tris/HCI, 150 mM
NaCl, pH 8,5) wurde die Saule anschlieend gespult um ungebundene Proteine zu
entfernen. Puffer B (25 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 300 mM Imidazol, pH 8,5) diente zur
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Elution des Zielproteins mit folgendem Gradienten in Kombination mit Puffer A und

0,3 mL min™ Flussrate: (SV- Saulenvolumen)

58V 18V 28V 18V 78V
0% Puffer B———» 0% Puffer B———» 10% Puffer B ————»10% Puffer B ———» 100% Puffer B ——» 100% Puffer B

Die Proteinfraktionen wurden mittels SDS-PAGE auf Reinheit geprift und homogene
Proteinlésungen wurden vereinigt. Anschliel3end wurde der imidazolhaltige Elutionspuffer
auf einer PD10-Saule gegen Assaypuffer (50 mM Hepes/NaOH, 100 mM NaCl, 1 mM
DTT, 0,5 mM MgCl,, 10 % Glycerin (v/v), pH 8,0) ausgetauscht. Das gereinigte Protein,
wurde in 500 pL-Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C bis zur

Verwendung gelagert.

7.4.3.3 Reinigung der TEAS mittels Ni-IMAC

Die Reinigung der TEAS erfolgte an einer FPLC-Anlage mit einer Nickel-Sepharose-Saule
(HisTrap™ FF crude 1 mL, GE Healthcare, Freiburg) nach Herstellerangaben. Die
cytosolische Proteinldsung wurde mit 0,3 mL min™ auf die Saule aufgebracht. Mit 15 mL
Puffer A (25 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5) wurde die Saule anschlieBend gespult
um ungebundene Proteine zu entfernen. Puffer B (25 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl,
300 mM Imidazol, pH 7,5) diente zur Elution des Zielproteins mit folgendem Gradienten in

Kombination mit Puffer A und 0,3 mL min™ Flussrate: (SV- Saulenvolumen)

28V 48V 28V 73V 35V
0% Puffer B ——» 0% Puffer B———» 10% Puffer B ————»10% Puffer B ———» 100% Puffer B ———» 100% Puffer B

Die Proteinfraktionen wurden mittels SDS-PAGE auf Reinheit geprift und homogene
Proteinlésungen wurden vereinigt. AnschlieBend wurde der imidazolhaltige Elutionspuffer
auf einer PD10-Entsalzungsséaule gegen Assaypuffer (50 mM Hepes/NaOH, 100 mM
NaCl, 1 mM DTT, 20 mM MgCl,, 10% Glycerin (v/v), pH 7,5) ausgetauscht. Das
gereinigte Protein, wurde in 500 pL-Aliquots flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -
20 °C bis zur Verwendung gelagert.

7.4.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Bradford-Methode mit
Roti®-Quant (Carl Roth, Karlsruhe) nach Herstellerangaben. Die Detektion fand bei
505n€m in einem Photometer basierend auf dem Farbumschlag des
Coomassie Brilliantblau G-250 Farbstoffes bei Bindung an Proteine statt. Zur
Quantifizierung wurde eine BSA-Standardkurve zwischen 1 pg mL™-20 pg mL*

Rinderserumalbumin bestimmt. Mit Gleichung 1 wurde die Proteinkonzentration ermittelt.
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C(ﬂ) _ ( ODs95 1m )'VF

mL M Standardkurve

Gleichung 1: Bestimmung der Proteinkonzentration anhand einer BSA-Standardkurve.
VF, Verdunnungsfaktor.

7.45 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Uberprifung der Reinheit rekombinanter Proteine wurde eine SDS-PAGE nach
Laemmli durchgefiihrt.?® Die Trennung erfolgte mit Acrylamid/Bisacrylamid-Trenngelen
mit 10 %igem (TEAS, ThkCPT) oder 14 %igem (EcUPPS) Acrylamidgehalt. Nach der
Elektrophorese wurden die Gele mit der Coomassie-Methode gefarbt. Die Farbung der
Gele erfolgte 10 min in Farbeldésung (0,25 % Coomassie-Brilliantblau G-250 (w/v),
40 % H,0, 50 % MeOH, 10 % Essigsaure (v/v)) nach Erwarmen in der Mikrowelle (30 s,
360 Watt) auf einem Taumler. Entfarbt wurde mit Entfarberlésung (10 % Essigsaure, 30 %
MeOH, 60 % H,O (v/v)) nach Erwarmen in der Mikrowelle (30 s, 360 Watt) auf einem

Taumler.

7.5 Analytische Methoden

Substratstammlosungen (5 mM Startersubstrate und 10 mM Elongationssubstrate)

wurden in 25 mM Ammoniumbicarbonatlésung hergestellt.**®

7.5.1 Mikrotiterplatten-Phosphatdetektionsassay™”

Die Berechnung von Umsatzraten und kinetischen Parametern erfolgte wie in Abschnitt
7.5.1.5 beschrieben. Gemessen wurde in einem Mikrotiterplattenspektrophotometer
(SpectraMax M5, Molecular  Devices, Biberach) in  96-Kavitaten-Platten
(96 MicroWell plate, Nunc, flacher Boden, ohne Deckel; VWR, Poole, England). Die
Lagerung der anorganischen Phosphatase aus E. coli erfolgte bei -20 °C in 100 uL
Aliquots  einer 800 U mL™*-Stammlésung in  Lagerpuffer (20 mM  Tris/HCI,
100 mM NacCl, 1 mM DTT, 50 % Glycerin (v/v), pH 8,0).
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7511 Bestimmung von Substratkinetiken der ECUPPS und ThkCPT

Zur Bestimmung der Substratkinetik von IPP wurden 0,1 uM EcUPPS oder 1 uM ThkCPT
zusammen mit 10 uM FPP und verschiedenen Konzentrationen an IPP (500 uM, 250 pM,
125 pM, 62,5 pM, 31,25 uM, 15,625 uM, 7,8125 pM, O uM) fur 72 s, 120 s, 165 s, 300 s,
521 s, 600 s und 900 s in EcUPPS-Assaypuffer (50 mM Hepes/NaOH, 100 mM NacCl,
1 mMDTT, 0,5 mM MgCl,, 10 % Glycerin (v/v), pH 7,5) oder ThkCPT-Assaypuffer (50 mM
Hepes/NaOH, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM MgCl,, 10 % Glycerin (v/v), pH 8,0)
versetzt mit 0,1 % Triton-X-100 (v/v) und 8 U mL™ anorganischer Phosphatase bei 22 °C
inkubiert. Die Dreifachbestimmungen der Enzymreaktionen wurden mit 100 uL BIOMOL
Green™ Detektionsreagenz gestoppt und nach weiteren 20 min in einem
Mikrotiterplattenspektrophotometer bei 620 nm gemessen. Zur Kontrolle erfolgte fur jede
Substratkonzentration eine Messung mit denaturiertem Enzym zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten um Selbsthydrolyse der Substrate zu berlcksichtigen. Zur Quantifizierung
wurde eine P;-Standardkurve in Doppelbestimmung mitgefihrt. Die Verdinnung des
KP-Standards erfolgte in Assaypuffer, wurde mit 100 uL BIOMOL Green™
Detektionsreagenz nach Ablauf der Enzymreaktion in den Test-Kavitaten detektiert und
zeitgleich nach weiteren 20 min bei 620 nm gemessen. Eine lineare Beziehung zwischen

As20 nm Und Pi-Konzentration ermdglichte eine Quantifizierung zwischen 80 UM - 0 uM P;.

Die Bestimmung der FPP-Kinetiken der EcCUPPS sowie der ThkCPT erfolgte unter
analogen Bedingungen der Bestimmung von IPP-Kinetiken. Die Phosphathydrolyse wurde
mit 150 uM IPP gemessen, wobei die Substratkonzentration von FPP variierte (80 puM,
40 uM, 20 pM, 10 pM, 5 puM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0 uM). Die Enzymreaktion wurde nach
60s, 120 s, 180 s, 300 s, 600 s, 900 s oder 1200 s durch Zugabe von 100 pL BIOMOL
Green™ Detektionsreagenz gestoppt und wie oben beschrieben gemessen. Damit konnte
ein linearer Messbereich fir Umsatz-Zeit-Kurven bestimmt werden, so dass

Folgemessungen zu definierten Zeitpunkten gestoppt werden konnten.

75.1.2 Bestimmung der Substratkinetiken artifizieller Substrate

Die Assaybedingungen wurden wie in Abschnitt 7.5.1.1 beschriebenen gewahlt. Zur
Detektion der Produktbildung wurden 0,1 - 1 uM cis-Prenyltransferase (CPT) zusammen
mit dem jeweiligen allylischen Substrat zwischen 80 - 0 uM im Fall der Startersubstrate,
variiert, wobei das Elongationssubstrat IPP mit 150 pM konstant war. Die Bestimmung der
Substratkinetik artifizieller homoallylischer Substrate erfolgte zwischen 500 - 0 pM mit

10 pM FPP (mit dem jeweiligen homoallylischen Diphosphat).
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7.5.1.3 Bestimmung der Substratkinetiken der ECUPPS-Varianten

Die Assaybedingungen wurden wie in Abschnitt 7.5.1.1 beschriebenen gewahlt. Zur
Detektion der Produktbildung wurden 0,1 -10 pM EcUPPS-Variante zusammen mit
verschiedenen FPP-Konzentrationen zwischen 40-0pM inkubiert, wobei das
Elongationssubstrat IPP mit 150 pM konstant war. Die Bestimmung der Substratkinetik
von IPP zwischen 500 - 0 uM erfolgte mit 10 uM FPP.

7.5.1.4 Bestimmung der Substratkinetik der TEAS

Zur Dreifachbestimmung der Substratkinetik von FPP wurden 0,1 pM TEAS zusammen
mit verschiedenen Konzentrationen an FPP (160 puM, 80 uM, 40 pM, 20 uM, 10 pM, 5 uM,
0 uM) fir 60 s, 120 s, 180 s, 300 s, 600 s, 900 s und 1200 s in TEAS-Assaypuffer (50 mM
Hepes/NaOH, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 20 mM MgCl,, 10 % Glycerin (v/v), pH 7,5)
versetzt mit 8 U mL™ anorganischer Phosphatase bei 22 °C inkubiert. Kontrollreaktionen,
Detektion und Bestimmung der P;-Standardkurve erfolgte gemaR Abschnitt 7.5.1.1. Die
Berechnung enzymkinetischer Parameter ist in Abschnitt 7.5.1.5 beschrieben. Damit
konnte ein linearer Messbereich fir Umsatz-Zeit-Kurven bestimmt werden, so dass

Folgemessungen zu definierten Zeitpunkten gestoppt werden konnten.
Zur Bestimmung von Kinetiken artifizieller Substrate wurden 0,1 - 1 uM TEAS zusammen

mit verschiedenen Konzentrationen Substrat zwischen 160 - 0 uM variiert und wie in

diesem Abschnitt beschrieben, gemessen.

7.5.1.5 Berechnung von Umsatzraten und kinetischen Parametern
Zur Berechnung der Umsatzraten in nkat mg™ wurde Gleichung 2 verwendet.

— (As20 — Agiank) - 1000
° 2-m-t-[E]

Gleichung 2: Berechnung der Umsatzraten

Vo Anfangsgeschwindigkeit der Diphosphathydrolyse (nkat mg™)
As2o Absorption bei 620 nm
Aglank Absorption der Kontrolle bei 620 nm

m Anstieg der Phosphatstandardkurve (uM ™)
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t Dauer der Enzymreaktion (s)

[E] Enzymkonzentration (mg L™)

Dabei ist 1 Katal diejenige Menge Enzym, die unter angegebenen Bedingungen 1 mol
Substrat pro Sekunde umsetzt. In dem hier beschriebenen Fall handelt es sich um die
indirekte Detektion einer Produktbildung Uber den Nachweis der Diphosphathydrolyse
wahrend der Enzymreaktion.

Die Auswertung erfolgte durch nicht-lineare Regression nach der Hill-Gleichung
(Gleichung 3) mit Sigma-Plot 12.3. Die Michaelis-Menten-Kinetik stellt einen Sonderfall
der Hill-Kinetik dar, wobei h = 1 ist.

Vmax * [S]h

VT Kt [S]

Gleichung 3: Nicht-lineare Regression nach der Hill-Gleichung

Km Substratkonzentration bei halbmaximaler Geschwindigkeit (UM)
v Geschwindigkeit der Diphosphathydrolyse (nkat mg™)

Vmax  Maximale Geschwindigkeit (nkat mg™)

[S] Substratkonzentration (uM)

h Hill-Koeffizient

Die Berechnung der Wechselzahl k., erfolgte nach Gleichung 4.

(Vmax - [E1])

kca =
t [E5]

Gleichung 4: Berechnung der Wechselzahl K¢y

Vmax  Maximale Geschwindigkeit (ukat mg™)
E; Enzymkonzentration (mg L™)

E, Enzymkonzentration (umol L™)

7.5.2 Bestimmung des Produktspektrums der ECUPPS und ThkCPT

Zur Bestimmung der Produktkettenlangen wurden Enzymassays (500 pL) in 2mL
Schraubdeckelglaschen durchgefuhrt. Dazu wurden 500 pL Assaypuffer (s. h. Abschnitt
7.5.1.1) mit 10 pM Enzym, 50 uM Startersubstrat und 400 uM Elongationssubstrat bei
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Raumtemperatur (ECUPPS) oder 65 °C (ThkCPT®) iiber Nacht inkubiert. Mit 500 pL
1-Butanol wurden die Polyprenyldiphosphate extrahiert. Die Butanolphase wurde in ein
neues Glas uberfihrt und unter Stickstoffstrom von dem Ldsungsmittel befreit. Die
Hydrolyse der Diphosphate zum Polyprenol erfolgte durch Zugabe von 200 pL
Hydrolysepuffer (20 % Isopropanol, 4,4 U mL™ saure Phosphatase aus Kartoffel, 0,1 %
Triton X-100, 50 mM Natriumacetat, pH 4,7) und wurde Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert."*22°1 Die Polyprenole wurden mit 500 uL n-Hexan extrahiert und fiir die DC-
oder HPLC-Analyse vorbereitet. Fir DC-Experimente, GC/EI-MS und LC/ESI-MS-
Analysen wurde die n-Hexan-Phase in ein neues Glas Uberfihrt, das Lésungsmittel
abgedampft und die Produkte erneut in 100 uL n-Hexan resuspendiert, um eine
Konzentrierung der Probe zu erreichen. Fir HPLC-Analysen mit MANT-O-GPP ™ als
Startersubstrat wurde die n-Hexan-Phase mit n-Hexan 1:3 verdinnt in das HPLC-System

injiziert.

7.5.3 Dinnschichtchromatographische Methode zur ersten

Kettenlangenbestimmung

Die Dunnschichtchromatographie stellt eine sehr schnelle und relativ sensitive Methode
dar, um Substanzen oder Substanzgemische zu analysieren. Da die Analytik der
entstehenden Prenyldiphosphatprodukte aufgrund des amphiphilen Molekilcharakters
sehr schwierig ist, wurde zur DC-Detektion die Diphosphatgruppe, wie in Abschnitt 7.5.2
beschrieben, hydrolysiert, so dass der produktaquivalente Prenylalkohol analysiert
werden konnte. Die Trennung fand an Kieselgel-60 RP-18 (Merck) mit Aceton/H,O 19:1
(v/v) als mobile Phase statt. Die Detektion der Polyprenole erfolgte mit loddampf.
Langkettige Polyprenole eluieren dabei mit niedrigerem RgWert, wahrend kurzkettige

Polyprenole einen hohen Ri-Wert aufweisen.

7.5.4 Bestimmung des TEAS Produktspektrums

Die Bestimmung des TEAS Produktspektrums erfolge mit Enzymreaktionen (500 pL) in
TEAS Assaypuffer (50 mM Hepes/NaOH, 100 mM NaCl, 20 mM MgCl,, 1 mM DTT,
pH 7,5), mit 100 ugmL* TEAS und 0,2mM Prenyldiphosphat in Glaschen mit
Schraubverschluss. Die Reaktionen wurden mit 200 pL organischem Ldsungsmittel (n-
Hexan/n-Heptan (1:1, v/v) mit 25 uM Naphthalen als internen Standard) Uberschichtet.
Nach 3 h Inkubation bei 22 °C TEAS wurden die Produkte extrahiert (30 s vortexen). Die

organische Phase wurde anschlieRend mittels GC/MS analysiert.
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Die Berechnung relativer Produktanteile erfolgte nach Gleichung 5.

A
X = (AStanldard) 100 %

Yk =14(k)

Gleichung 5: Berechnung relativer Produktanteile eines TEAS-Umsatzes

X relativer Produktanteil (%)
A Peakflache des Produktes
Astandard Peakflache des Standards (Naphthalen)

n
Z A(k) Summe aller Produktpeakflachen von A, (k = 1-n)
k=1

7.5.5 Enzymatischer Umsatz im praparativen Mal3stab

2 mg des Substrates 61 wurden mit 1 mg TEAS in Assaypuffer (3 mL) inkubiert. Der
Assay-Ansatz wurde mit 500 pL organischem Lésungsmittel (n-Hexan/n-Heptan (1:1, v/v))
Uberschichtet und fir 15 h bei 22 °C inkubiert. Nach Zugabe von 4 M Harnstoff wurden die
Reaktionsprodukte mit dem organischen Lodsungsmittelgemisch fir 30 s extrahiert. Die
Reaktion erfolgte in Triplikaten wobei die organischen Phasen vereinigt und anschliel3end
das Ldsungsmittel unter Stickstoffstrom vorsichtig evaporiert wurde. Erhalten wurden
0,5mg (Gesamtausbeute: 8,3 %) der Verbindung 6la als klares Ol. Das
Reaktionsprodukt wurde in CDCl; geldst und mittels 1D- und 2D-NMR Spektroskopie
analysiert (siehe Abschnitt 7.5.13)

7.5.6 HPLC-Analytik
7.5.6.1 HPLC-Analytik der Polyprenole mit FPP als Startersubstrat

Die HPLC-Analyse®® erfolgte an einer Anlage von Merck HITACHI D-7000. Als
stationdre Phase wurde eine YMC-ODS AQ Saule (150 x 4,6 mm, 5 pm; 12 nm, YMC
Europe GmbH, Dinslaken) verwendet. Das Injektionsvolumen betrug dabei 5 pL. Die
Elution erfolgte mit 1 mL min™ und detektiert wurde bei 210 nm (UV-VIS Detektor: Merck
HITACHI L-7420). Die mobile Phase setzte sich aus Laufmittel A (MeOH/H,O/Isopropanol

12:1:8 (v/viv)) und Laufmittel B (n-Hexan/Isopropanol 7:3 (v/v)) zusammen.
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Laufmittelgradient (LM - Laufmittel)

0%LMB—24mn__, 459 LMB 5 min 70 % LM B 1 min 100 % LM B

7.5.6.2  HPLC-Analytik der Polyprenole mit MANT-O-GPP **¥ als Startersubstrat

Zur selektiven und vor allem sensitiven Detektion von Polyprenolen kann ein alternatives,
fluoreszierendes  Startersubstrat  verwendet  werden, (2E,6E)-8-O-(N-methyl-2-
aminobenzoyl)-3,7-dimethyl-2,6-octadienyl-diphosphat (MANT-O-GPP) (siehe Abschnitt
4.2.3).11%

Die Analyse fand wie in dem Abschnitt 7.5.6.1 beschrieben statt. Injiziert wurden 3 pL pro
Probe und die Detektion erfolgte Uber Fluoreszenz bei einer Einstrahlungswellenlange
von 352 nm durch Messung der Emission bei 420 nm (Fluoreszenzdetektor: Merck
HITACHI L-7480).

Die Berechnung der Gesamtproduktbildung der ECUPPS und derer Varianten erfolgte
indirekt Uber die Abnahme des MANT-O-Geraniol-Signals im Vergleich zu einer

Kontrollprobe mit denaturiertem Enzym (Gleichung 6).

(100 % - AProbe))

A Kontrolle

X = 100%—(

Gleichung 6: Berechnung der Gesamtproduktbildung

X relativer Gesamtproduktanteil (%)
Aprobe Peakflache des MANT-O-Geraniol-Peaks der Probe
Axontrolie Peakflache des MANT-O-Geraniol-Peaks der Kontrolle

7.5.6.3 MANT-O-Geraniol-Kalibriergerade

Zur Bestimmung einer MANT-O-Geraniol Kalibriergerade wurden 50 uM MANT-O-
Geraniol in n-Hexan seriell (1:1) verdinnt (50 pM-0,098 uM) und je 3 pL jeder Lésung in
Doppelbestimmung tber HPLC analysiert (siehe Abschnitt 7.5.6.2). Die Auswertung
erfolgte in Excel 2010 durch Regression des linearen Messbereichs (0,098 pM-12,5 uM
MANT-O-Geraniol bzw. 0-3,8 mg L ™) (Gleichung 7).
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Fa = 3000000 % a+ 153547
Rz = 0,9979
Gleichung 7: MANT-O-Geraniol-Kalibriergerade

Fa Flache unter dem Fluoreszenzpeak (AUC)

a  Konzentration von MANT-O-Geraniol (mg L™)

Bestimmung der unteren Nachweisgrenze der HPLC-Methode nach Hubaux und Vos??:

Xc = +
b

sy £(0,05 ) |1 N 1 x2
Nc Na Nb'QXX

Gleichung 8: Berechnung der kritischen Konzentration X,

Xc kritische Konzentration

Syx Reststandardabweichung der Messwerte der Kalibrierung

N.  Anzahl der Kalibriermessung

N,  Anzahl der Replikate

Na  Anzahl der Wiederholbestimmungen

X Mittel der Gehalte der Kalibrierprobe (Mittelpunkt der Kalibriegeraden)
Q« Fehlerquadratsumme der x-Werte der Kalibrierung

f N¢-2

b Anstieg der Kalibriergerade

Die untere Nachweisgrenze der HPLC-Methode (MDL) fir MANT-O-Geraniol wurde
berechnet nach Gleichung 9 (siehe Kapitel 4.2.3.2):

MDL = 2x.

Gleichung 9: Berechnung der unteren Nachweisgrenze der HPLC-Methode flir MANT-O-Geraniol.

7.5.7 LC/MS-Analyse

Zur eindeutigen Kettenlangenbestimmung der Polyprenole wurden LC/MS-Messungen
durchgefuhrt. Nach Injektion von 10 pL der Probe erfolgte die LC-Trennung analog zu
Abschnitt 7.5.6.1 an einer HPLC-Anlage von Agilent Technologies (Boblingen) der 1200er
Serie. Das LC-System war mit einem API 3200 LC/MS/MS System von AB Sciex
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(Darmstadt) gekoppelt. Die ESI-Spektren wurden wahrend eines HPLC-Laufes unter einer

lonensprayspannung von 4,5 kV bzw. -4,5 kV bei 400 °C unter Stickstoffstrom gemessen.

7.5.8 GC/MS-Analyse

7.5.8.1 GC/EI-MS-Analyse der ECUPPS-Produkte mit BPP und CI-BPP

Die GC/EI-MS Analyse erfolgte mit einem GC-MS-QP2010 Ultra von SHIMADZU
(Duisburg), welches an einen GC-20100 Gaschromatographen (SHIMADZU, Duisburg)
gekoppelt war. Fur die EI-MS-Messungen wurde eine Elektronenstol3-lonisierung von
70 eV und eine Quellentemperatur von 200 °C gewahlt. Die Gaschromatographie erfolgte
an einer Arylen-ZB-5MS-Saule (Zebron, 30 m x 0,25 mm, 0,25 um Filmdicke von
Phenomenex (Aschaffenburg)). Als Tragergas wurde Helium mit einer Flussrate von
0,96 mL min™ eingesetzt (splitlose Injektion, Injektortemperatur 220 °C,
Interface-Temperatur 300 °C, Injektionsvolumen 1 pL). Das Temperaturprogramm startete
bei 170 °C und wurde mit einer Heizrate von 10 °C min™ auf 300 °C erhéht. Die Scan-
Raten fur Massenspektren im Bereich von 50 - 600 u war 2000 u s™.

7.5.8.2 GC/EI-MS-Analyse der TEAS Produkte

Die GC/EI-MS-Analyse erfolgte an einem Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra (SHIMADZU,
Duisburg) welches an einen GC-20100 Gaschromatographen (SHIMADZU, Duisburg)
gekoppelt war. FiUr die EI-MS-Messungen wurde eine Elektronenstol3-lonisierung von 70
eV und eine Quellentemperatur von 200 °C gewéhlt. Die Gaschromatographie erfolgte an
einer Arylen-ZB-5MS-Saule (Zebron, 30 m x 0,25 mm, 0,25 pum Filmdicke von
Phenomenex (Aschaffenburg)). Als Tragergas wurde Helium mit einer Flussrate von
1,1 mL min® eingesetzt (splitlose Injektion, Injektortemperatur 220 °C, Interface-
Temperatur 300 °C, Injektionsvolumen 1 yL). Das Temperaturprogramm startete bei
40 °C und wurde mit einer Heizrate von 10 °C min™ auf 300 °C erhéht. Die Scan-Rate fiir
Massenspektren im Bereich von 50-300 u war 909 u s™.

Die TEAS-Produkte wurden anhand der erwarteten aliphatischen molekularen Massen
(M = Mgypstrat-228,02, wobei 228,02 die molekulare Masse der Abgangsgruppe H;2N;O-P,
darstellt) oder anhand der Molekilmasse des korrespondierenden Alkohols (M+16)
identifiziert. Retentionsindizes (RI) der eluierten Verbindungen wurden nach Kalibrierung
mit einem Cg-C,y Alkanstandardgemisch (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) berechnet
(Gleichung 10). Zur ldentifizierung der Verbindungen wurden RI-Werte und Daten von
Massenspektren mit der NIST/EPA/NIH Mass Spectral Database (NIST 11) sowie
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Literaturdaten verglichen.® Dazu wurde das Herstellerprogramm (SHIMADZU, Duisburg)
verwendet. Fur sie Identifizierung von Monoterpenen wurden zuséatzlich authentische
Standards unter denselben Bedingungen wie die Produkte der Enzymreaktionen
gemessen.

210

Die Berechnung von Kovats-Retentionsindizes”” erfolgte nach Gleichung 10.

t, X t,c
RI = 100-c+100( (th)x — (tr) >

(t}lz)c+1 - (t}’?)c

Gleichung 10: Berechnung der Kovats-Retentionsindizes.

RI Retentionsindex

c Anzahl der Kohlenstoffe im kleineren n-Alkanstandard
(tr)x Retentionszeit der unbekannten Substanz

(tr)e Retentionszeit des kleineren n-Alkanstandards

(tR) e+ Retentionszeit des gro3eren n-Alkanstandards

7.5.9 UVIVIS Spektroskopie

Die Bestimmung der Proteinkonzentration fir die Circulardichroismus-Spektroskopie
erfolgte mit einem Jasco V-560 Spektrophotometer (JASCO, Gross-Umstadt) bei 280 nm.
Die Messung der ggf. verdinnten Probe erfolgte im Absorptionsbereich zwischen 0,1 - 1.
Als Kontrolle diente reine Pufferlésung. Die Berechnung der Konzentration erfolgte mit
Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes (Gleichung 11), wobei Extinktionskoeffizienten der
verschiedenen EcUPPS-Varianten tber den ExPASy Server unter Verwendung von
ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) berechnet wurden.

E280 nm
= -VF
¢ e-d

Gleichung 11: Berechnung der Proteinkonzentration basierend auf dem Lambert-Beerschen

Gesetz.

c Proteinkonzentration (mol L™)

Ezsonm  Absorption bei 280 nm
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e molarer Extinktionskoeffizient (M™*cm™)
d Schichtdicke der Kivette (cm)
VF Verdinnungsfaktor

7.5.10 Fluoreszenzspektroskopie

Die Messung von Emissionsspektren von MANT-O-GPP und MANT-O-Geraniol erfolgte in
einem Mikrotiterplattenspektrophotometer (SpectraMax M5, Molecular Devices, Biberach)
in einer 96-Kavitaten-Platte (PP, Microplate, black, 96 Well, F-Shape, Greiner Bio-One,
Frickenhausen). Im Abstand von 5 nm wurde bei einer Anregungswellenldnge von 352 nm
die Emission von Triplikaten von je 50 pL einer 50 pM MANT-O-GPP-LOsung (in Wasser
und Assaypuffer (siehe Abschnitt 7.4.3.1) mit 10 uM EcUPPS) oder einer 50 uM MANT-O-
Geraniol-Lésung (in n-Hexan, HPLC-LMA und HPLC-LMB (siehe Abschnitt 7.5.6)) im

Bereich zwischen 380 nm und 600 nm gemessen.

7.5.11 Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie)

Die Messung der CD-Spektren erfolgte an einem JASCO J-815 Spektropolarimeter
(JASCO, Gross-Umstadt). Die Messungen wurden bei 20 °C mit 22-103 uM Protein
(Tabelle A 4) in Assaypuffer durchgefiihrt (Bestimmung der Proteinkonzentration analog
Abschnitt 7.5.9). Die Messung der CD-Spektren erfolgte mit 50 nm min™ mit einer
Bandbreite von 2 nm sowie einer Integrationszeit von 1 s. Akkumuliert wurden 20
Einzelspektren pro Messung. Gemessen wurde zwischen 190-300 nm in einer Kivette mit
0,01 cm Schichtdicke. Die Messung erfolgte im Vergleich zu reinem Puffer. Die molare
Masse der verschiedenen EcUPPS-Varianten wurde lber den ExPASy Server unter

Verwendung von ProtParam ermittelt (http://web.expasy.org/protparam/).

Die durchschnittliche Elliptizitat pro Aminosaure in deg cm? dmol™ ((©)wre) wurde mit
Gleichung 12 berechnet:

6-M
10-c-d- Na

eMRE =

Gleichung 12: Berechnung der durchschnittlichen Elliptizitdt pro Aminosaure

S} Eliptizitat (mdeg)
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M molekulare Masse des Proteins (g mol™)
Proteinkonzentration (mg mL™)

d Schichtdicke der Kivette (cm)

Na Anzahl der Peptidbindungen des Proteins

Zur Sekundarstrukturabschatzung im Fern-UV-Bereich (200 bis 240 nm) wurde das

Programm K2D3 (http://www.ogic.ca/projects/k2d3/) verwendet.!**!

7.5.12 Polarimetrie

Der Drehwert des Terpenoids 61a wurde mit Hilfe eines JASCO P-2000 Polarimeters
bestimmt. Die Messung erfolgte in CHCI; in einer 1 mL Quartzglaskivette (50 mm
x 3 mm) bei 598 nm in einer Konzentration von 0,04 w/v % und 25 °C. Die spezifische

optische Rotation wurde nach Gleichung 13 berechnet.

Gleichung 13: Berechnung der spezifischen optischen Rotation.

[a] spezifischer Drehwinkel
Temperatur

Messwellenlange (nm)
gemessener Drehwinkel
Konzentration der Probe (w/v %)
Schichtdicke (mm)

o o a > o

7.5.13 Kernmagnetische Resonanzspektroskopie

Zur Messung von 'H-, *C- sowie 2D-NMR-Spektren stand ein VARIAN UNITY 400 (‘*H:
399,94 MHz, *C: 100,57 MHz) bzw. ein VARIAN VNMRS 600 (‘H: 599,83 MHz, “*C:
150,84 MHz) zur Verfigung. Die Messung erfolgte bei 22 °C in Chloroform-d;. Die
chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben. Internes TMS (*H: 0 ppm) oder
Restsignale undeuterierten Chloroforms (*H: 7,26 ppm, '*C: 77 ppm) dienten als

Standards zur Referenzierung.

108


http://www.ogic.ca/projects/k2d3/

8 Zusammenfassung

8 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird anhand von zwei Mittelketten-cis-Prenyltransferasen
(EcUPPS, ThkCPT) sowie einer Terpensynthase (Terpenzyklase, TEAS) die
beeindruckende Substratpromiskuitéat prenylierender Enzyme gezeigt. Prenyltransferasen
nutzen ein allylisches Prenyldiphosphat als Startersubstrat, welches durch konsekutive
Kondensation von Isopentenyldiphosphat (IPP)  verlangert wird. Wahrend
Prenyltransferasen eine intermolekulare Prenylierung katalysieren, erfolgt durch
Terpenzyklasen eine intramolekulare Reaktion, die in der Bildung von linearen bzw.
zyklischen Terpenen sowie Terpenalkoholen resultieren kann.

Um ein besseres Verstandnis Uber die Katalyse der ECUPPS zu erlangen, wurde uber
zielgerichtete Mutageneseexperimente die molekulare Ursache der
Kondensationsreaktion von FPP und IPP analysiert. Anhand dieser Versuche kann eine
katalytische Diade aus E73 und N74 postuliert werden, die entscheidend an der
Protonenabstraktion des Produktintermediates beteiligt ist.

Zusatzlich wurde der Umsatz von 21 synthetischen allylischen Substraten durch die
EcUPPS, die als Modellsystem fur Mittelketten-CPTs diente, getestet. Die artifiziellen
Prenyldiphosphate zeichneten sich unter anderem durch die Verknlpfung zweier
Prenyleinheiten lber ein Heteroatom oder durch Substitution einer Prenyleinheit gegen
ein aromatisches Ringsystem aus. 18 synthetische Startersubstrate wurden mit der
EcUPPS umgesetzt, darunter auch das fluoreszente Substrat MANT-O-GPP. Die Analyse
der Startersubstrate zeigte, dass besonders die w-Prenyleinheit, die mdglicherweise
n-n-Wechselwirkungen zu Aminosaureresten des Enzyms eingeht, einen entscheidenden
Einfluss auf die Substraterkennung hat. Es konnte auRerdem nachgewiesen werden, dass
die Kettenlange der gebildeten Produkte unabhéngig von den getesteten allylischen
Substraten ist.

Die Bestimmung des Elongationssubstratspektrums der EcCUPPS und der ThkCPT
erfolgte mit den artifiziellen homoallylischen Substraten BPP, CI-BPP, Br-BPP, CFs-BPP
und Ph-BPP. Beide Enzyme konvertieren ausschlie3lich BPP, CI-BPP und Br-BPP, wobei
mit BPP die Kondensation ausschliel3lich eines Prenylrestes an das allylische Substrat
erfolgt. Ein zweimaliges Durchlaufen des Katalysemechanismus der ECUPPS mit den
halogenierten Substraten resultiert in der Bildung zweifachhalogenierter Produkte. Mit der
ThkCPT konnte erstmals gezeigt werden, dass die biokatalytische Kondensation von bis
zu funf Einheiten CI-BPP und Br-BPP an das Startersubstrat moglich ist. Diese

vielversprechende Kettenverlangerung dient nun als Grundlage fir weitere Experimente
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um den Mechanismus der Kettenverlangerung mit artifiziellen Substraten aufzuklaren und
stellt somit die Basis fur die partielle enzymatische Synthese von modifiziertem Kautschuk
dar. Zusatzlich ist, durch die Verwendung von MANT-O-GPP als allylisches Substrat und
die synthetischen Verlangerungssubstrate, die enzymatische Synthese von komplett
artifiziellen Polyprenyldiphosphaten gelungen.

Die Etablierung eines Diphosphatdetektionsassays ermdglichte erstmals die Bestimmung
enzymkinetischer Parameter von prenylierenden Enzymen ohne radioaktiv markierte
Substrate. So konnte, unabhangig von dem verwendeten Substrat, der Umsatz
verschiedener allylischer und homoallylischer Substrate enzymkinetisch untersucht
werden. Die Analyse der Produkte erfolgte Uber eine Kombination aus DC, HPLC und
LC/MS. Eine schnelle Bestimmung der Produktbildung gelang durch die Etablierung einer
DC-Methode. Die Entwicklung einer fluoreszenzbasierten HPLC-Methode mit dem
Substrat MANT-O-GPP ermdglicht aulBerdem eine sensitive und selektive
chromatographische Analyse der CPT-Produkte, da sowohl fur die Bestimmung der
Produkte von Enzymvarianten als auch fur Untersuchungen zum Substratspektrum
homoallylischer Verbindungen der Nachweis geringfligig abundanter Produkte notwendig
war. Die genaue Bestimmung der Produktkettenlangen erfolgte durch die
Weiterentwicklung der HPLC-Methode fur die Anwendung an einer LC/ESI-MS-Anlage.

Die Umsetzung natirlicher und synthetischer Prenyldiphosphate durch die
5-epi-Aristolochensynthase (TEAS) fuhrte, neben bekannten Terpenen, zur Biosynthese
neuartiger aromatischer und zyklischer Mono- und Sesquiterpenoide. FPP wurde
hauptsachlich zu dem erwarteten Produkt 5-epi-Aristolochen zyklisiert, wahrend mit
DMAPP und GGPP keine Produktbildung stattfand. Erstaunlicherweise wurde auch GPP
als Substrat akzeptiert. Mit 20 % relativer Umsatzrate im Vergleich zu FPP entstanden,
neben linearen Monoterpenen, die zyklischen Produkte Limonen, Terpinolen, Terpinen
und Terpineol. Artifizielle Substrate (70, 71, 75) bei denen eine Prenyleinheit durch einen
aromatischen Ring substituiert wurde, konnten zu den Linalool-dhnlichen Alkoholen
konvertiert werden. Eine Zyklisierung blieb allerdings aus. Artifizielle Prenyldiphosphate
mit Sauerstoff- (61) oder Schwefelinsertion (76) fihrten dagegen zur Bildung von
zyklischen Produkten. Dabei erfolgte, nach Abspaltung der Diphosphatfunktion ein
Ringschluss zur terminalen Prenyleinheit, welcher nach einer Protonenabstraktion zur
Bildung eines Oxagermacrenderivates (61a) und eines Thiophenderivates (76a) fuhrte.
Die Strukturaufklarung von 6la gelang tber GC/MS und NMR-Spektroskopie, wahrend
76a bereits aus der Umsetzung von 76 mit der Limonensynthase aus Cannabis sativa

bekannt war.*%¥
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In the present study the outstanding substrate promiscuity of two medium-chain prenyl
transferases (ECUPPS, ThkCPT) as well as of a terpene synthase (cyclase, TEAS) is
shown. While prenyl transferases use allylic prenyl diphosphates as a starter unit, which
are elongated by consecutive condensation steps of isopentenyl diphosphate (IPP),
terpene cyclases catalyze an intramolecular reaction, yielding linear or cyclic terpenes,
respectively.

Site-directed mutagenesis experiments were performed to gain thorough insights into the
molecular mechanism of the substrate condensation reaction. A catalytic diad, consisting
of E73 and N74 is postulated which is crucially involved in product formation from the
cationic intermediate by proton abstraction.

The EcUPPS, as model for medium-chain prenyl transferases, was used to convert 21
artificial allylic prenyl diphosphates containing aromatic rings or heteroatom insertions.
This experiment revealed a crucial role of the w-prenyl unit of the allylic substrate during
substrate recognition which interacts obviously by means of n-n-interactions with amino
acids of the enzyme. Amongst the tested compounds, eighteen were accepted by the
EcUPPS as starter substrates, e. g. the fluorescent MANT-O-GPP. By means of LC/MS it
could be shown that the product chain length is independent of the used starter substrate.

The determination of homoallylic substrate conversion with BPP, CI-BPP, Br-BPP,
CF3;-BPP and Ph-BPP revealed Br-BPP, CI-BPP and BPP to be substrates of the ECUPPS
and ThkCPT. Both enzymes condensed BPP once. ECUPPS catalyzed the reaction of the
allylic starter substrate with two molecules of Br-BPP as well as CI-BPP. The ThkCPT
catalyzed the attachment of up to five Br-BPP and CI-BPP molecules. This promising
result can be the basis for further mutagenesis experiments which would possibly help to
elucidate the mechanism of chain elongation with artificial elongation substrates.
Furthermore, the formation of halogenated ThkCPT-products is the first fundamental step
in the partial enzymatic synthesis of modified rubber. The use of a combination of two
different artificial substrates, MANT-O-GPP as starter unit and CI-BPP, Br-BPP or BPP as
elongation substrate, enabled the enzymatic synthesis of completely artificial prenyl

diphosphates.
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Moreover, a diphosphate detection assay was established based on the malachite-green
staining of inorganic phosphate. For the first time, measurement of kinetic enzyme
parameters was possible independent of the used prenyl diphosphate. For product
analysis, a combination of TLC, HPLC and LC/MS was used. Thereby, a TLC method was
introduced for a fast determination of the product distribution. Based on the
MANT-fluorescence, an HPLC-assay was established, enabling a quite sensitive and
selective method to detect low abundant prenyl transferase products. Further
development of the HPLC-method for application on a LC/ESI-MS-device enabled the

determination of the product chain length.

The conversion of natural and synthetic prenyl diphosphates by the 5-epi-aristolochene
synthase (TEAS) revealed, besides known terpenes, the formation of novel aromatic and
cyclic mono- and sesquiterpenoids. Whilst FPP was transformed into the expected main
product 5-epi-aristolochene, DMAPP and GGPP are not converted. Surprisingly, GPP was
also accepted as a substrate and led to the formation of the cyclic terpenes limonene,
terpinolene, terpinene und terpineole, besides linear products with 20 % relative
transformation compared to FPP.

Artificial prenyl diphosphates (70, 71, 75) with a terminal aromatic ring were transformed
to the linalool-like alcohols. Their cyclization was not observed. The generation of cyclic
products was, however, successful with ether (61) or thioether (76) derivatives. After
enzymatic cleavage of the diphosphate moiety, ring closure occurs to the terminal double
bond of the substrate. Subsequent proton abstraction leads to the formation of the
oxa-germacrene derivative 61a and the thiophene derivative 76a. Structure elucidation of
product 61a was performed by a combination of GC/EI-MS and NMR spectroscopy. The
structure of product 76a was already known from the conversion of 76 by Cannabis sativa

limonene synthase.**
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Tabelle A 1 : Labor- und Verbrauchsmaterialien

Autoklav

Biologische Sicherheitswerkbank
Circulardichroismus Spektrometer
Elektrophoresekammer (horizontal)

Elektrophoresekammer (vertikal)
Entsalzungssaule PD-10 (14,5 x 50
mm, Saulenvolumen 13,5 mL,
Sephadex G-25, PartikelgroRe 85-260
pm)

Flockeneisbereiter

FPLC

GC/El-Massenspektrometer

Geldokumentationsanlage

HPLC

Inkubationsschuttler

Kulturréhrchen

Kryoréhrchen

LC/ESI-Massenspektrometer

Leerkartuschen

Magnetrihrer

Mikrotiterplatte
Mikrotiterplattenspektrophotometer

Mischer/Vortexer
NMR

Petrischale

pH-Meter
Photometer

H+P Varioklav Thermo Scientific, Bonn
Thermo Scientific Hera Safe, Langenselbold
Jasco J-815, Easton; USA

Biometra Compact XS/S, Géttingen
Biometra Compact M, Géttingen

Biometra Minigel-Twin, Gottingen

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

Scotsman AF 100, Vernon Hills; USA

AKTApurifier, GE Healthcare Life Sciences, Freiburg
Schaltventileinheit: BOX-900

pH-Detektor: pH/C-900

UV-VIS-Detektor: UV-900

Pumpe: P-900

Fraktionssammler: Frac-950

Kuhlschrank: Unichromat 1500, UniEquip, Miinchen
Gaschromatograph: GC-20100
GC-Massenspektrometer: GC-MS-QP2010 Ultra,
SHIMADZU, Duisburg

Biodocanalyze Biometra, Gottingen

Merck HITACHI D-7000

UV-VIS Detektor: Merck HITACHI L-7420
Fluoreszenzdetektor: Merck HITACHI L-7480
Autosampler: Merck HITACHI L-7250

Infors HT Multitron, Bottmingen; Schweiz
Infors HT Unitron, Bottmingen; Schweiz
Infors HT Ecotron, Bottmingen; Schweiz

Roéhre 13 mL, 100x16 mm, PP, Sarstedt, Niimbrecht

Nalgene® cryogenic vials, 2.0 mL, steril, Nalgene Nunc
International, New York; USA

HPLC-Anlage: Agilent Technologies der 1200er Serie,
Boblingen

LC/MS/MS-Massenspektrometer: AP1 3200™, AB
SCIEX, Darmstadt

TALON® 2 mL Disposable Gravity Column, Clontech
Mountain View; USA

MR 3001 K, Heidolph, Schwabach

96 MicroWell plate, Nunc, flacher Boden, ohne Deckel,
VWR, Poole; England

SpectraMax M5, Molecular Devices, Biberach

Vortex Genie® 2 G560E, Scientific Industries, Inc., New
York; USA

VARIAN UNITY 400, Agilent Technologies, Boblingen
VARIAN VNMRS 600, Agilent Technologies, Béblingen
Schale 94/16 L.Mg.ON steril, Greiner Bio-One,
Frickenhausen

FiveGo™ FG2, Mettler Toledo, Giel3en
Eppendorf Bio Photometer Plus, Hamburg
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Pipetten
Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie

Spannungsquelle

Taumler

Thermoblock

Thermocycler
Ultraschall-Homogenisator
UV/VIS Spektrometer
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

Zentrifugen

Eppendorf Research, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Rohre 50mL, 114x28mm, PP, Sarstedt, Niimbrecht
Roéhre 15mL, 120x17mm, PP, Sarstedt, Niimbrecht
Reagiergefal? 1,5mL, Sarstedt, Nimbrecht

SafeSeal Reagiergefal 2mL, PP, Sarstedt, Nimbrecht
Multiply®-Pro Gefal? 0,2mL, PP, Sarstedt, Nimbrecht

Biometra Standard Power Pack P25, Géttingen
Heidolph Polymax 1040, Schwabach

Biometra TSc ThermoShaker, Géttingen

Biometra T Professional Basic Gradient, Gottingen
Bandelin electronic SonoPuls HD 3200, Berlin
Jasco V-560, Easton; USA

MilliQ-biocel, Millipore, Billerica; USA

Lauda A100, Lauda-Kénigshofen

Eppendorf 5424, Hamburg

Hettich Mikro 120, Kirchlengern

Beckman Avanti"" J-E, Rotoren: JA-10, JA-16.250, JS-
5.3, Krefeld
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Tabelle A 2: Verwendete Chemikalien.
10x Pfu Puffer mit 20 mM MgSQO,

10x FastDigest® Puffer

10x DreamTaq™ Puffer

6x DNA Loading Dye
Acrylamid/Bisacrylamid (40 %)
Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin, Natriumsalz
B-Mercaptoethanol
BIOMOL®-Reagenz
Bradford-Reagenz Roti®-Quant
1-Butanol

Chloramphenicol

Coomassie Brilliantblau G-250
Dithiothreitol (DTT)

dNTP-Mix (10 mM pro dNTP)
Essigsaure, Rotipuran® 100 %
Ethanol

Ethidiumbromid (10 mg mL™)
GC-Alkanstandards (Cg-Cy0)

GC-Monoterpenstandards (zur GC-Analyse oder

hochstmaoglicher Reinheitsgrad)
Gene-Ruler™ 1 kb DNA Ladder

Glycerin
Hefeextrakt

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-piperazinyl)-ethansulfonsaure

(Hepes)

Imidazol

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycinsulfat

K,HPO,

KH,PO,

MgCl, - 6 H,O

N

NacCl

NaOH
Natriumlaurylsulfat (SDS)
n-Heptan, HPLC Grade
n-Hexan, GC Ultra Grade

PageRuIerTM Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific, Darmstadt
Thermo Scientific, Darmstadt
Thermo Scientific, Darmstadt
Thermo Scientific, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

ENZO Life Sciences, Lorrach
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Scientific, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

VWR, Poole; England
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Scientific, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Air Liquide, Dusseldorf
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Thermo Scientific, Darmstadt
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Roti®-Quant (Bradford-Reagenz)
Salzsaure (37 %), rauchend

TALON® Metallaffinitatsmatrix
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tris-Hydrochlorid

Triton X-100, reinst

Trypton/Pepton

Tween® 20

Naphthalen

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Clontech, Mountain View; USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Tabelle A 3: Liste der verwendeten Prenyldiphosphate.

Strukturformel Substanzname/ chemische Bezeichnung
Substanznummer
X X X X~0PP GGPP (2E,6E,10E)-Geranylgeranyldiphosphat

(E,E)-FPP oder
OPP kurz FPP

X (Z,E)-FPP

)Q/\)Q/‘opp GPP
J‘\\/\OPP DMAPP
)\/\OPP IPP

@TOMOH MANT-O-Geraniol

_NHO
@\KOMOPP MANT-O-GPP/ 23
_NHO
Z2~N"0PP BPP/ 41

Br

Br-BPP/ 42
OPP

@/SMOPP 53
>~ ~ ~ OPP 54

S X#~OPP 55
\io)

N
- = OPP 56

\I/,\,SMOPP 57

o)
S X X 0PP 59
\io)
S X#~0PP 60
XS

\|4\/\|4\IO\JQ/‘OPP 61
S X 62
///\/I\/\/l\/‘opp
o)

S X X0PP 63
N3

o
S X X 0PP 64
N

(2E,6E)-Farnesyldiphosphat

(22,6E)-Farnesyldiphosphat

(2E)-Geranyldiphosphat
Dimethylallyldiphosphat

Isopentenyldiphosphat

(2E,6E)-3,7-Dimethyl-8-[(N-
methylanthranoyl)oxy]octa-2,6-dienol

(2E,6E)-3,7-Dimethyl-8-[(N-
methylanthranoyl)oxy]octa-2,6-
dienyldiphosphat

But-3-enyldiphosphat
3-Brombut-3-enyldiphosphat

(2E,6E)-3,7-Dimethyl-8-(phenylthio)octa-
2,6-dienyldiphosphat
(2E,6E)-3,7-Dimethylundeca-2,6,10-
trienyldiphosphat
5-(Furan-2-yl)-3-methylpent-2-
enyldiphosphat

(2E)-3,11-Dimethyldodeca-2,10-dien-6-
inyldiphosphat

(2E,6E)-3,7-Dimethyl-8-[(3-methylbut-2-
enyl)thio]octa-2,6-dienyldiphosphat
(2E,6E)-3,7-Dimethyl-8-[(tert-
butyldimethylsilyl)oxy]octa-2,6-
dienyldiphosphat

(2E,6E)-9-(Furan-2-yl)-3,7-Dimethyl-9-
oxonona-2,6-dienyldiphosphat

3-Methyl-5-(thiophen-2-yl)pent-2-
enyldiphosphat
(2E)-4-{[(2E)-3,7-Dimethylocta-2,6-
dienyl]oxy}-3-methylbut-2-
enyldiphosphat
(2E,6E)-3,7-Dimethylundec-2,6-dien-10-
inyldiphosphat
(2E,6E)-3,7-Dimethyl-9-(3-
methylthiophen-2-yl)-9-oxonona-2,6-
dienyldiphosphat

(2E,6E)-3,7-Dimethyl-9-ox0-9-(thiophen-
2-yl)nona-2,6-dienyldiphosphat
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Strukturformel Substanzname/ chemische Bezeichnung
Substanznummer
o M (2E,6E)-3,7-Dimethyl-8-[(3-methylbut-2-
\f\’ opPP 65 enyl)oxy]octa-2,6-dienyldiphosphat
)\/\ J\/\ (2E)-3-Methyl-4-({(2E)-3-methyl-4-[(3-
S S’\lé\ls X~0PP 66 methylbut-2-enyl)thio]but-2-
enyl}thio)but-2-enyldiphosphat
(2E)-4-{[(2E)-3,7-Dimethylocta-2,6-
\r,\/\r,\,s\)vopp 67 dienyl]thio}-3-methylbut-2-
enyldiphosphat
HOWOPP 68 (2E,6E)-2,6-Dimethyi
o. Js (2E)-3-Methyl-4-[(3-methylbut-2-
Y\' \)\/\OPP 69 enyl)oxy]but-2-enyldiphosphat
(2E)-3-Methyl-4-[(2-
@ESJ*"OPP 70 methoxyphenyl)thio]but-2-
(o) enyldiphosphat
S\/IQ/\ (2E)-3-Methyl-4-(phenylthio)but-2-
OPP 71 -
enyldiphosphat
///\/j\\/*opp 72 (2E)-3-Methylhept-2-en-6-inyldiphosphat
CF
3 opp CF4-BPP/ 73 3-(Trifluormethyl)but-3-enyldiphosphat
Ph-BPP/ 74 3-Phenylbut-3-enyldiphosphat
OPP
S (2E)-3-Methyl-4-[(2-
@L OPP & methylphenyl)thio]but-2-enyldiphosphat
s. Js (2E)-3-Methyl-4-[(3-methylbut-2-
j/’\' OPP 76 enyl)thio]but-2-enyldiphosphat
)\/\ \)\/\ (2E)-3-Methyl-4-({(2E)-3-methyl-4-[(3-
S S'\|4\,0 X0OPP 77 methylbut-2-enyl)thio]but-2-enyl}oxy)but-
2-enyldiphosphat
Cl
NOPP CI-BPP/ 78 3-Chlorbut-3-enyldiphosphat
o o
PP =R-P-O-P-OH
o O
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Tabelle A 4: Proteinkonzentrationsbestimmung
der ECUPPS-Varianten tber UV/VIS-
Spektroskopie bei 280 nm
EcUPPS-Variante ¢ (uM)

WT 22,2

S71A 50,7

S71C 67,1

S71D 40,0

S72C 59,7

E73A 86,2

E73D 69,5
E73D/N74Q 60,8

N74A 103,1
N74Q 95,1
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Tabelle A 5: Produktanalyse der ECUPPS Assays mit artifiziellen und natirlichen Startersubstraten sowie
IPP als Elongationssubstrat mittels LC/ESI-MS.
m/z = Masse-zu-Ladungsverhaltnis, n= Anzahl der IPP-Elongationen (IPP-Elong.)
Cus- IPP- Csor IPP- Css- IPP- Coo- IPP- Cos- IPP-
Analogon Elong. Analogon Elong. Analogon Elong. Analogon Elong. Analogon Elong.
Substrat m/z n m/z n m/z n m/z n m/z n
653,6 721,7 789,6 857,8
E,E-FPP (M+Na") 6 (M+Na") 7 (M+Na") 8 (M+Na") 9 -
789,7
i ) ) (M+Na") 857,8
Z,E-FPP 805.2 8 (M+Na") 9
(M+K")
829,5 897,5
) ) (M+Na") (M+Na") )
62 845,6 8 913,6 9
(M+K™) (M+K™
789,6 857,7
GGPP - - (M+Na") 7 (M+Na") 8 -
693,9 761,8 829,9
4 i (M+Na") ! (M+Na") 8 (M+Na") 9 i
869,5
i i i (M+Na") )
55 ggs7 10
(M+K")
773,6
56 i i (M+Na") 8 i i
821,7 889,8
57 i (M+Na") ! (M+Na") 8 i i
851,8 920,1
. i i (M+Na") 8 (M+Na") 9 i
883,9 951,7
i i i (M+Na") (M+Na")
59 899,6 o 967,9 10
(M+K") (M+K")
817,7
60 - - (M+Na") 9 - -
? 873,6
) ) (M+Na") (M+Na") i
61 821,6 8 889,6 o
(M+K") (M+K")
759,5 827,7
) ) (M+Na") (M+Na") )
62 775,5 8 843,4 9
(M+K") (M+K")
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Cas- IPP- Cso- IPP- Css- IPP- Ceo- IPP- Ces- IPP-
Analogon Elong. Analogon Elong. Analogon Elong. Analogon Elong. Analogon Elong.
Substrat m/z n m/z n m/z n m/z n m/z n
870,6 938,7
MANT-O- ) 802,5 2 (M+Na") 8 (M+Na") 9 )
GPP (M+Na") 886,6 954,5
(M+K™ (M+K™
845,5 913,5
) ) (M+Na") (M+Na") )
63 861,5 8 929,6 9
(M+K™" (M+K™H
831,9 899,5 967,6
) ) (M+Na") (M+Na") (M+Na")
64 847.8 8 915,5 9 983,7 10
(M+K") (M+K") (M+K")
873,8 941,9
65 - - (M+Na") 8 (M+Na") 9 -
789,4
) ) (M+Na") ) )
GPP 805.6 9
(M+K")
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»>EcUPP5-Aminosduresequenz

MHHHHHHVMLS ATQPLSEKLFPAHGCRHVAIIMDGNGRWAKKQGKIRAF GHKAGAKS VRRAVSFAANNGIEALTLY AFSSENWNRPAQEVSAL
MELFVWALDSEVKSLHRHNVRLRIIGDTSRFNSRLQERIRKSEALTAGNT GLTLNIAANYGGRWDIVQGVRQLAEKVQQGNLQPDQIDEEMLN
QHVCMHELAPVDLVIRTG GEHRISNFLLWQIAYAELYFTDVLWPDFDEQDFEGALNAFANRERRFGGTEPGDETA®

>ThkCPT-Aminosduresequenz

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMEFMLYRLVSHIPHILFKPVYDAYESYLLEKVKSGNIPKHVAIIMD GNRRWARKLEKPPWYGHLFGSKKLEEIL
EWCRELNIRTLTVYAFSTENFKRSKEEVEALMNLFEEKFKELVQDERVHRY GIRVNVLGRKDMLPENVRKAAEEAERATRKYSNYNLMNIALAYG
GRSEIADAVRENRDVLEGKIKPEDIDEEAIKRYLYYPNMPDPDIVIRTGGEVRISNFLLYQIAYSELFFVDVYFPEFRKIDFLRIIREFQKRQRRFG
RGSLEHHHHHH*

>TEAS-Aminos3uresequenz

MVHHHHHHMAS AAVANYEEEIVRPVADFSPSLWGDQFLSFSIKNQVAEKY AKEIEALKEQTRNMLLAT GMKLADTLNLIDTIERLGISYHFEKEI
DDILDQIYNQNSNCNDLCTSALQFRLLRQHGFNISPEIFSKFQDENGKFKESLASDVLGLLNLYEASHVRTHADDILEDALAFSTIHLESAAPHLK
SPLREQVTHALEQCLHKGVYPRVETRFFISSIYDKEQSKNNVLLRFAKLDFNLLQMLHKQELAQVSRWWHKDLDFVTTLPYARDRVVECYFWALG
VYFEPQYSQARVMLVKTISMISIVDDTFDAY GTVKELEAYTDAIQRWDINEIDRLPDYMKISYKAILDLYKDYEKELSSAGRSHIVCHAIERMKEWVV
RNYNVESTWFIEGYTPPVSEYLSNALATTTYYYLATTSYLGMKSATEQDFEWLSKNPKILEASVIICRVIDDTATYEVEKSRGQIATGIECCMRDY
GISTKEAMAKFQNMAETAWKDINEGLLRPTPVSTEFLTPILNLARIVEVTYIHNLDGYTHPEKVLKPHIINLLVDSIKI®

Abbildung A 1: Aminosauresequenzen der verwendeten Enzyme. *, Stopcodon.
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%
5 2R e T

1,2 Duplikate des

15, Duplikate des

EcUPPS-Assays mit 5, 6 Duplikate des

7,8 Duplikate des EcUPPS,FPPund 16 ThkCPT-Assays ThkCPT-Assays
EcUPPS-Assays CF;-BPP mit ThkCPT, FPP mit ThkCPT, FPP
mit ECUPPS, 3 Kontrolle mit und Ph-BPP und CF;-BPP
FPP undPh-BPP EcUPPS,FPP undIPP| BL Kontrolle mit 7 Kontrolle mit

4 Kontrolle mit 4 Kontrolle mit denaturierter denaturierter
denaturierter denaturierter ThkCPT, FPP und ThkCPT, FPP und
EcUPPS, FPP und EcUPPS, FPP und Ph-BPP CF;-BPP
Ph-BPP CF,-BPP

Abbildung A 2: DC-Analyse der EcUPPS- und ThkCPT-Enzymreaktionen mit FPP als
Startersubstrat und Ph-BPP (A, C) sowie CF3-BPP (B, D) als Elongationssubstrat. DC-Material:

RP-18; Laufmittelsystem: Aceton/H20 19:1 (v/v), Nachweisreagenz: loddampf.
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Tabelle A 6: GC/EI-MS-Chromatogramm (TIC) der Produkte einer TEAS-Reaktion mit
dazugehorigen El-Spektren der einzelnen Produkte mit Substrat 61.
m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis; RT, Retentionszeit; R, Retentionsindex

W\'OJQ/\OPP

Substrat 61

Absolute Intensitat (TIC x 10€)

40

35 1

30 A

25 1

20

Naphthalen
(Standard)

3 Produkt 61a
RT: 15,492 min
RI: 1535

100

Relative Abundanz (%)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

7 8 9 10 M

Retentionszeit (min)

12 13 14 15 16 17 W
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Tabelle A 7: GC/EI-MS-Chromatogramm (TIC) der

Produkte einer TEAS-Reaktion mit

dazugehorigen El-Spektren der einzelnen Produkte mit Substrat 62.
m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis; RT, Retentionszeit; R, Retentionsindex

~ ~
///\/J\Nl\/‘opp

Substrat 62
1 Naphthalen
916 (Standard) ' Produkt 62a
S 44 ] RT: 11,139 min
"; RI: 1211
E12 ] 100 E
10 § g
z 5
£ =z 79
e 69 2
? 43 i ! ij 105 117
2 b 55 65 P s
<, g h .
2 k A \ g sd| ” J‘ P s o as
0 . . : : : 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 240
9 10 11 12 13 14 15 mz
Retentionszeit (min)
Produkt 62b Produkt 62c
RT: 11,705 min RT: 11,896 min
RI: 1250 RI: 1263
100 7 100 %
] 3
= = 79
é ] 9 g
é :E 2 105 117
= = 131
61 159
5 159
3 '4’.| bere l‘il‘ Ianlv 1|2'| 4 5 15 |, 174 159 205 28239 X
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz mwz
Produkt 62d Produkt 62e
RT: 11,972 min RT: 12,181 min
RI: 1269 RI: 1283
100 100 ]
_ B W
g g 79
£ k| 107
R 159 R 121
= £
= 145 &< i 67 145
51
E L1719 o0 25 241 28 i Jm | LT resa0s 1 aas
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 02 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 240
m'z mz
Produkt 62f Produkt 62g
RT: 12,647 min RT: 13,181 min
RI: 1316 RI: 1356
100 n 100 qa
-'5 9% g 159
E |
z s ] 2 B
2 £ 105 117
=2 £
" 146
145 i 5
b N 177 196 23 249 5 174 195208 225 248
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 240 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mwz mwz
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RT: 14,628 min
RI: 1466

Produkt 62h

100

Relative Abundanz (%)

0 20 40 60 80

9

221

246

100 120 140 160 180 200 220 240

mz
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Tabelle A 8: GC/EI-MS-Chromatogramm (TIC) der Produkte einer TEAS-Reaktion mit
dazugehorigen EI-Spektren der einzelnen Produkte mit Substrat 70.

m/z, Masse-zu-Ladungsverhdltnis; RT, Retentionszeit; Rl, Retentionsindex; *, die Synthese erfolgte
durch Dipl.-Biochem. Benjamin Weigel 2011 am IPB.

QSJQAOPP
0/

Substrat 70
8 3 a
g7
x
© 6 3
=
51
c
23
=2 , 1 Naphthalen
2 29 (Standard)
< 1 ]
| P ———
0

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Retentionszeit (min)

Produkt 70a

. Referenzspektrum Produkt 70a*:
RT: 16,521 min Methoxyph%nylthiolinalool
RI: 1621
100 7
g 1 "m 154
R
2 ] 138 g
i - L} § | 138
£ ] H -
cHR 1 £+
] 6| &5 109 15 ik ]
S ' LI 19126 | 250 ® "‘T 6| | %5 I
1 1 | 7% | 1 1 1 1 1 1 1 T I 224
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 J ‘L,jgﬂmJ_\fpﬁvh\mﬂj__[‘ f“[ 1.
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Tabelle A 9: GC/EI-MS-Chromatogramm (TIC) der Produkte einer TEAS-Reaktion mit dazugehdérigen El-
Spektren der einzelnen Produkte mit Substrat 71.

m/z, Masse-zu-Ladungsverhéaltnis; RT, Retentionszeit; Rl, Retentionsindex; *, die Synthese erfolgte durch
Dipl.-Biochem. Benjamin Weigel 2011 am IPB.

S\)Q/‘OPP
®

Substrat 71
8
b
= 7
=
x 6
1
£ 5 ]
5
@ 4
=
]
E 3]
i) Naphthalen
% 2 4 (Standard)
7]
<4 ] :
- rd
0 T T T T T T T
9 10 11 12 13 14 15 16 17
Retentionszeit (min)

Produkt 71a (3-Methyl-4-(phenylthio)-1,3-butadien)

RT: 12,872 min
RI: 1333
100 65 176
S 85
= 128
B
tE 4 147
‘§ 161
2
ILI |[ L || 193 207 219 232 249
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz
Produkt 71b Referenzspektrum Produkt 71b*:
RT: 14,163 min Phenylthiolinalool
RI: 1430
100- 124
o 124
s
2
2 —_ 71
2 g
g T 7 N
CT:) E 43
<
< 91 109 .g_ 45
EA I TI PEL ET 3 1oes| T e
i B e e LN B B it i s S N M i e e e | zﬁj?ST‘T‘llarh“_ 135,149‘5‘, - 1‘94
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 B L
mz
miz
Produkt 71c
(3-Methyl-4-(phenylthio)-(E)-2-buten-1-ol)
RT: 16,140 min
RI: 1588
100 )
? 110
5
El
=
2
65 5
5 IHILK ; : Lalli-”; (1‘ 176 ITJ 22 25 251
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz
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Tabelle A 10: GC/EI-MS-Chromatogramm (TIC) der Produkte einer TEAS-Reaktion mit dazugehdrigen

El-Spektren der einzelnen Produkte mit Substrat 75.

m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis; RT, Retentionszeit; RI, Retentionsindex; *, die Synthese erfolgte durch
Dipl.-Biochem. Benjamin Weigel 2011 am IPB.

s s ~opp
CC

Substrat 75
8 B

e 7 7

o

-

x 6 ]

Q

£

2 49

Q

E 3]

2 Naphthalen

% 2 (Standard)

2

3 c
< 1 a \
| | . —
9 +—r—r—r—rrr—rrrrrrrrrrrrrrrrrrrr Ty
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Retentionszeit (min)
Produkt 75a
RT: 13,954 min
RI: 1413
100

13 142

Relative Abundanz (%)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

mz
Produkt 75b Referenzspektrum Produkt 75b*:
RT: 15,217 min Methylphenylthiolinalool
RI: 1512
100 T ® 1 138
;:? a1
e g 123
z |
- B °
] 1 g 4
3 3 65
= @ 85 208
91 13 E 77
65 0 208 £ |4 | e
s L)) | 105 L lﬁ 163175193 26 249 i ,, 105 150
i i l‘I T II T L el I\ | ‘ LR ‘.u Il H|'?” bt | | |\ I 1\57’63 1758170 AL
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 BT R R e T e TR TR TR TR

m/z miz
Produkt 75c¢
RT: 16,802 min
RI: 1645
100 ;
_ 124
5
- §
=2
2
8]
50, (1 108 B 144156 175 191 208220 237247
| Ml St Mt SR LT AL TR B ST AR AR DT D IR AL DN Sl T WD LS (S I PR BT DL s
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz
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Tabelle A 11: GC/EI-MS-Chromatogramm (TIC) der Produkte einer TEAS-Reaktion mit dazugehérigen El-
Spektren der einzelnen Produkte mit Substrat 76.
m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis; RT, Retentionszeit; R, Retentionsindex

Y\/S\A/‘OPP

Substrat 76

1 Naphthalen

Absolute Intensitat (TIC x 10%)
N

(Standard)
fg
1 4
0 ; h . .
9 10 11 12 13 14

Retentionszeit (min)

Produkt 76a

Referenzspektrum Produkt 76a™":

. RT:1167-1189
. T{0,0} + ¢ El det=500.00 Full ms [40.00-500.00] b
RT: 10,646 min oo . iz | cale | meas.
RI: 1178 :z 168 | 100 | 100
100 us
o 169 | 119 | 124
_ 75
< g 170 | 50 | 52
3 9 g:z . 17 | 05 | os
L] 3 s
2 S
< = g s
2 g ®
= 5
S 30
= 25 Juz
67 20
79 168 b [ET
50h|.[|L Lol 2 s 15 T e a1 s s N
| g U Y | Wt ) R LI | I 1 ! | I LN I ! |'|m|' ) M7, Sl 0 : s 7 587 1029 1080
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 10 10 120 150 140 150 180 | 170] 180 ten 200

mz

miz

RT: 10,820 min

Produkt 76b

Produkt 76¢
RT: 10,975 min

RI: 1189 RI: 1200
100 100 i
5 % 5
84
3
2 2
5] 2
] 5 133 168
el ks 7
69 aa 57 119
‘ [ P 3 y 7 I
S L UL il g 12 135 153 168 195 209219 237247 s y WE 5 186 200 221 249
I T 1

020 4 60 8

1 II L LI | \'mll LA
100 120 140 160 180 200 220 240

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

mz mz
Produkt 76d Produkt 76e
RT: 11,531 min RT: 11,577 min
RI: 1238 RI: 1241
100 100 ®
g g
E E
% 7 ﬁ T 85
;E 5 168
65
sl o s om 2 153 s, ’ 13 137147 HL 19 207 23 251
| I B B B L L L L L I B I B I B B B B B B |l | 1 L T LI | TVl T 1
0020 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mwz nmwz
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Produkt 76f
RT: 11,621 min

Produkt 769

RT: 11,832 min
RI: 1244 RI: 1259
1
00 5 i 100 5
5 5
tz-';; é 116
93 101
715 93 104 ‘ ]jo ]ﬁs ",?5 l 2o 1T S0 55 A les 143 155 168 186 199’2.:0 235253
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 ) 20 40 60 S0 100 120 140 160 180 200 220 240
mz mwz
Produkt 76h Produkt 76i
RT: 12,121 min RT: 13,114 min
RI: 1279 RI: 1351
100 12 100 E] 99
£ 5
2 168 g
2 107 =R
2 9 135 g
E 67 it i:
i 13 i 1817
1
5 lb 191 207219 237 5 .| Ll bt 1% B
d ) 1 1 T 1 T LR
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 020 4 60 80 100 120 140 160 180 200 220 M40
mz m'z
Produkt 76j Produkt 76k
RT: 13,318 min RT: 13,828 min
RI: 1366 RI: 1404
100 5 100 $
3 125
£ » e
E E
2 8 2 |
£ 8 E
= < 168 186
| 2 s {
50l ‘[l Ej l5[3 171 “[%IW 216 232243253 LL 15 197 77] 74315;
0 2 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mwz

mwz
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Tabelle A 12: GC/EI-MS-Chromatogramm (TIC) der

Produkte einer TEAS-Reaktion mit

dazugehdrigen EI-Spektren der einzelnen Produkte mit Substrat GPP.

m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis;
Referenzspektren authentischer Standards.

RT, Retentionszeit; RI,

a

Retentionsindex, °, gemessene

MOPP

g Naphthalen
(Standard)

ke fL__mL_LJ

6 7 8 9 10 11
Retentionszeit (min)

Absolute Intensitat (TIC x 50°)
C = N W & O O N ® © O

Produkt GPP-a (B-Myrcen)

Referenzspektrum Myrcen*:

RT: 6,655 min RT. 6,627
RI: 929 RI. 927
100 5 100 =
—_ 69
s 9 ﬁ:
‘E u 107 121 136 15) 163 179 191 207 319 235 249
so fI0 gl 105 120 133 150 169 193 207 222 234 249 i ger LSIOI l(l)Oll lilollllio;léd' 2 .'7(.)03 750 ‘.;"toﬁ {
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 : e
m'z
Produkt GPP-b ((-)-Limonen) Referenzspektrum (-)-Limonen*:
RT: 7,294 min RT: 7,260
RI: 967 RI: 965
100 100 i
Zi 93 eE 93
| 5]
2 | z
é 79 P 79
= 07 121 136 E 53 107 121 136
53 &
; S i 153180 192 209 221 235245255
151 171 194 207 232 251 M s i i e e e e e |
1 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

mz

mz
Produkt GPP-c

RT: 7,357 min
RI: 970

100
E Tl e
<
3

50 ‘_ ‘_”flzo 148 175 193 207 221 237 249
1

1 | BLIAL DMELIBE LI L 0 AL B LI 2 B BT
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz
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Produkt GPP-d (3-(Z)-Ocimen)

Referenzspektrum R-(Z)-Ocimen*:

RT: 7,527 min RT: 7,512
RI: 981 RI: 980
100 % 100 B
= 105 121 :§ 105 121
3.6 13 £ 13
5111 IL l [142 158168 186 203213 232 252 143154 177 192 223 241 253
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz mwz
Produkt GPP-e (y-Terpinen) Referenzspektrum y-Terpinen*:
RT: 7,740 min RT: 7,711
RI: 993 RI: 992
100 ] 100 j
E 136 é Il 136
< 5
E n 121 % T L
; 2 . 105
” 105 o 0 . "
50 L 145 163 190 206 219 265 ’.QJ JL 147 165 177 191 207 222 237 253
L B B o | L A B U B B 0 St e e | | RILDSURD B e B/ ML i ) I I L I B L LB L
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz mz
Produkt GPP-f (Terpinolen) Referenzspektrum Terpinolen*:
RT: 8,207 min RT: 8,184
RI: 1022 RI: 1021
,]00 TR 100 T 0 %
5 g
E 5
2 3
= 7 2
& 105 __53 105
67 E
Sﬂth 152 179189 206217 235 253 L0148 166 181193 206 218 235 249
bl B N AR Rl MRl O A MY (e LSt gl AN O I Rl ) ) ! R AT I R DA R R B 0 R I D 1R
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mwz mz
Produkt GPP-g (Linalool) Referenzspektrum (-)-Linalool*
RT: 8,321 min RT: 8,314
RI: 1029 RI: 1029
100 1 100 1
< - 9%
E 9% g
2 55 £
< & 4
2 § £
z 1l
121 =z -
7 Rl
P { Iﬁ 154 173183 207 27 255 5 " [l47 173191 207 220 237 254

020 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz

02 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz
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Produkt GPP-h (Terpinen-4-ol)

Referenzspektrum Terpinen-4-ol*:

RT: 9,590 min RT: 9,579
RI: 1109 RI: 1108
100 g 100 T
< i 5 | 9 1
£ 9 3
o 55
55 6 136 " 5 6 136 154
; l s l i pi W w H 5 bo®o b0 | i oo
FryEnysy ) %4 § Ll 1l | Bl BB ! 1 | B3 RS B ) | ol 5 | 1 T | B | I Ll { | 1 1 1 | | { Zo) A5l ) 1 | Bl | 1 T 1 i |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 020 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz mz
Produkt GPP-i (Geraniol) Referenzspektrum Geraniol*:
RT: 10,622 min RT: 11,063
RI: 1176 RI: 1175
100- 100 ®
;:;,
5 S
E 5
3 s
o T - S e 19
s L s s s 2w 5 B s 19 0 24 2
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

mz

mz
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Tabelle A 13: GC/EI-MS-Chromatogramm (TIC) der Produkte einer TEAS-Reaktion mit
dazugehdrigen El-Spektren der einzelnen Produkte mit Substrat FPP.
m/z, Masse-zu-Ladungsverhdltnis; RT, Retentionszeit; RI, Retentionsindex.
x N N
OPP
Substrat FPP
16 7 ©
= 14
2 3
x 12 ]
o ]
E 10 ]
i ]
B 8
5.
E 6
2 ]
;_;, 4 ENaphthalen
a 2 E(Siandard} b
D | I e
9 10 11 12 13 14 15 16 | Referenzspektrum!*®"
Retentionszeit (min)
Produkt FPP-a ((+)-Germacren A) Referenzspektrum (+)-Germacren A
RT: 12,642 min
RI: 1316
100 T 1007 5
_ 1 81
z . 107 g ] 1
E 17
% 1 i 133 i E i i 161
=] 55 < 401 133 1
E 161 5 a
189 ;: 201
175
S i i L W o i £
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 L N L
m/z miz
Produkt FPP-b ((-)-Spirolepechinen) Referenzspektrum (-)-Spirolepechinen”™":
RT: 13,444 min
RI: 1375
100 —
: <
z
i
E 161175 - E
L 189
| 123 239 253
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
mz
Produkt FPP-c (5-epi-Aristolochen) Referenzspektrum 5-epi-Aristolochen™":
RT: 13,909 min
RI: 1410
100 s 1007 105
g v
E
Z 2 o
£ E: 161
2 % 2 40
7 Bl g e E g Bl g5 -
55 148 2 20
50/ fﬁ m g g ® ?213 01 246 1 s i 178
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 p
mz miz
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Produkt FPP-d ((-)-4-epi-Eremophilen) Referenzspektrum o1
RT: 13,983 min (-)-4-epi-Eremophilen®:
RI: 1416

100 G 1] 1007 161
2
= 5 1
= 189 E
o
175
222 240 T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 @ & W 1o 0 M0 le 1% 200 200 2
mz m/z

Produkt FPP-e ((-)-Premnaspirodien) Referenzspektrur_n 1s1]
RT: 14,138 min (-)-Premnaspirodien*":
RI: 1428 .

100 107 19 100}
;\.; 9 501 119
g = 161
E 79 g o !
E 1 3 147 161 é n - 1
E 55 67 2 189 204 E: 0 l[’
L L 220 238 251
020 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 e

mz
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Abbildung A 3: lH-NMR-Spek’[rum von Produkt 61a in CDCls.
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Abbildung A 4: **C-NMR-Spektrum von Produkt 61a in CDCls.
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Abbildung A 5: gHMBC-Spektrum von Produkt 61a in CDCls.
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