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1 Einleitung

Mit mehr als 25000 bekannten Verbindungen (Sacchettini und Poulter, 1997)
gehodren Terpene zu einer der groRten Naturstoffklassen. Die biologischen
Funktionen und die Anwendungsmaglichkeiten dieser Substanzen sind sehr vielfaltig.
So wird die Phytolseitenkette von Chlorophyll, eines der haufigsten, natrlich
vorkommenden organischen Molekile, benétigt, um den Photorezeptor in der
Membran zu verankern. Carotinoide, wie b-Carotin finden als Lichtschutzpigmente in
Pflanzen Verwendung und haben als Antioxidantien grof3e wirtschaftliche Bedeutung
erlangt. Steroide wie Cholesterin sind Bestandteile der Zellmembranen von
eukaryontischen Zellen (Abbildung 1).

Die meisten Terpene stammen aus dem Pflanzenreich und werden der Klasse der
Sekundarstoffe zugeordnet. Als einer der wichtigsten Vertreter ist das Diterpen Taxol
zu nennen. Es wird bei der chemotherapeutischen Behandlung von Krebs verwendet
(Abbildung 1).

RO/\)\/\)\/\)\/\)\

o) Ph o
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Abbildung 1: Auswahl wichtiger Vertreter von Terpenen



Eine weitere Anwendung finden Terpene in Lebensmitteln. Ein Beispiel ist Humulon,
ein aus Hopfendolden stammendes Terpen, das malgeblich fur den bitteren
Geschmack und die Stabilitat des Bieres verantwortlich ist.

Die Biosynthese aller héheren Terpene (Review: Rohmer, 1999) erfolgt durch
Kondensation von Isopentenyldiphosphat (IPP) mit Dimethylallyldiphosphat (DMAPP)
zu Geranyldiphosphat. Durch mehrmalige Addition von IPP wird aus diesem
zunachst Farnesyldiphosphat und anschlieBend Geranylgeranioldiphosphat gebildet
(Abbildung 2).

)\/\OPP )\/\OPP

IPP DMAPP

|

w\opp =—=> Monoterpene

Geranyldiphosphat

, Sesquiterpene
)\/\/k/\/k/\opp d P

Triterpene

Farnesyldiphosphat

SN N SN N opp , Diterpene

Carotenoide
Geranylgeranioldiphosphat

Polyprenylalkohole

Menaquinone
—— >
N N N oPP Ubiquinone

n Plastoquinone

Polyprenyldiphosphat

Abbildung 2: Biosynthese der hdheren Isoprenoide ausgehend von DMAPP und IPP



Ausgehend von den so erzeugten Grundstrukturen (vgl. Abbildung 2) wird durch
Oxidationen, Umlagerungen und Cyclisierungen die hohe Diversitat von Terpenen
erzielt (Review: Rohmer, 1999).

Durch Arbeiten von Bloch, Lynen und Cornforth (Spurgeon und Porter, 1981) konnte
gezeigt werden, dafd die Biosynthese von IPP und DMAPP (Reviews: Bloch, 1992;
Bochar et al.,, 1999; Bach, 1995) ausgehend von Acetat Uber Mevalonat erfolgt
(Abbildung 3). Hierbei reagieren im ersten Schritt zwei Molekile Acetyl-CoA zu
Acetoacetyl-CoA. Aus diesem wird durch Kondensation mit einem weiteren Acetyl-
CoA Molekil 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA gebildet, welches zu Mevalonséaure
reduziert wird. Dieses wird im Anschlul3 daran tber zwei Stufen pyrophosphoryliert.
Im letzten Reaktionsschritt wird die verbleibende OH Gruppe phosphoryliert und
unter Eliminierung der neu entstandenen Phosphatgruppe decarboxyliert, wodurch
IPP entsteht. Dieses steht Uber eine durch die Isopentenyldiphosphat Isomerase
katalysierte Reaktion im Gleichgewicht mit DMAPP (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Biosyntheseschema von IPP und DMAPP ausgehend von Acetyl-CoA



Uber Jahrzehnte hinweg war man der Ansicht, dal IPP und DMAPP ausschlieRlich
Uber den beschriebenen Biosyntheseweg (Abbildung 3) gebildet werden. Allerdings
hauften sich Befunde, die dazu im Widerspruch standen. So wurde markiertes
Mevalonat bzw. Acetat nicht oder nur mit sehr niedrigen Einbauraten (> 0.01 %) in
Carotine, Monoterpene und Diterpene von Pflanzen eingebaut (Banthorpe et al.,
1972). Da die Biosynthese dieser Sekundarstoffe in den Plastiden lokalisiert ist,
wurde vermutet, dal} die Zellkompartimente fur die applizierten Stoffe undurchl&ssig
sind.

Ferner konnte durch Inhibierung der Mevalonsaurebildung kein Effekt auf die
Biosynthese von Chlorophyll oder Carotinoiden beobachtet werden, wahrend die
Sterolbiosynthese, die im Cytoplasma stattfindet, weitgehendst unterdrickt wurde
(Reviews: Rohmer, 1999; Eisenreich et al., 1998). Diese Daten deuteten darauf hin,
dal es in Pflanzen zwei unabhangige, im Cytoplasma und in den Plastiden
lokalisierte Biosynthesewege fur IPP und DMAPP gibt. Durch Einbauversuche mit
stabilisotopmarkierten Vorstufen konnten Rohmer und Arigoni (Rohmer, 1993;
Schwarz 1994; Broers 1994) beweisen, dal3 es eine Mevalonat unabhangige
Biosynthese von Terpenen geben muld (Review: Eisenreich et al., 1998; Eisenreich
et al., 2001; Rohmer 1999).

Diese wird als alternativer Terpenbiosyntheseweg bezeichnet und im folgenden
naher erlautert.

Durch Einbauversuche von 2H-markierter 1-Desoxy-D-xylulose an E. coli konnte
gezeigt werden, dal3 die Biosynthese von IPP und DMAPP von 1-Desoxy-D-xylulose-
5-phosphat ausgeht (Broers 1994), welches aus D-Glycerinaldehyd-3-phosphat und
Pyruvat unter Abspaltung von CO; gebildet wird (Abbildung 4). Diese Reaktion wird
von der 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase katalysiert, welche zuerst aus E.
coli isoliert wurde (Sprenger et al., 1997, Lois et al., 1998).

Im nachsten Schritt erfolgt eine Geristumlagerung und eine NADPH abhangige
Reduktion zu 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (Takahashi et al., 1998). Diese
Reaktion wird von der 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Reduktoisomerase (spater in
IspC-Protein umbenannt) katalysiert.

Der dritte bekannte Schritt ist die Bildung von 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol (vgl. Abbildung 4). Diese Reaktion wird von der 4-Diphosphocytidyl-2C-
methyl-D-erythritol Synthase, codiert durch das ispD Gen, katalysiert. Hierbei erfolgt



ein Transfer eines Cytidylrestes auf 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat
Abspaltung von Pyrophosphat (Rohdich et al.,1999, Kuzuyama 2000b).
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Abbildung 4: Die ersten Schritte des alternativen Terpenbiosyntheseweges

unter

Durch Hemmung der Isopentenylpyrophosphat-lsomerase konnte gezeigt werden,

daR 3C-markiertes IPP in isolierten Driisenschuppen von Pfefferminzpflanzen

angehauft werden kann, wenn *C-markiertes Pyruvat verfiittert wird (McCaskill und



Croteau, 1999). Ferner konnte DMAPP als Vorlaufer von IPP ausgeschlossen
werden (Arigoni et al., 1999). Diese Daten belegten, dal3 die Endprodukte des

alternativen Terpenbiosyntheseweges IPP und DMAPP sein muf3ten.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Samtliche verwendete Chemikalien wurden bei kommerziellen Anbietern,
insbesondere bei Fluka (CH), Sigma-Aldrich (D) und Merck (D) erworben.
Stabilisotopmarkierte Verbindungen stammten von Cambridge Isotope (USA),
Omicron (USA) oder Isotec (USA).

Radioaktives Pyruvat wurde bei NEN (USA) gekauft.

Verwendete Kulturmedien

Die Bestandteile der Medien wurden in deionisiertem Wasser gelost. Die Medien
wurden durch Autoklavieren (121 °C, 1.3 bar, 25 min) sterilisiert.

Die benétigten Phosphate wurden getrennt autoklaviert und zu dem erkalteten
Medium gegeben.

LB-Medium (Luria Bertani): Fur einen Liter LB-Medium wurden 10 g Casein

Hydrolysat, 5 g Hefeextrakt und 5 g NaCl verwendet.

TB-Medium (Terrific Broth): Fir einen Liter TB-Medium wurden 12 g Casein
Hydrolysat, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glycerol, 2.31 g Kaliumdihydrogenphosphat und
12.54 g Dikaliumhydrogenphosphat verwendet.



Verwendete Enzyme

Tabelle 1: Verwendete Enzyme

Enzym EC-Nummer Quelle
Hexokinase 27.1.1 Hefe
Glucose-6-phosphatisomerase 1.1.1.49 Hefe
Phosphofructokinase 2.7.1.11 Kaninchenmuskel
Aldolase 4.1.2.13 Kaninchenmuskel
Triosephosphatisomerase 53.1.1 Kaninchenmuskel
Pyruvatkinase 2.7.1.40 Kaninchenmuskel
Acetatkinase E. coli
Glucosedehydrogenase 1.1.1.47 Bacillus megaterium
Nucleosidmonophosphatkinase 2744 Rinderleber
Nucleosiddiphosphatkinase 2.7.4.6 Hefe
1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat - B. subtilis (Expression in E.
Synthase coli)
1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat- - E. coli

Reduktoisomerase

4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D- - E. coli
erythritol Synthase (IspD)

4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D- - E. coli
erythritol Kinase (IspE)

2C-Methyl-D-erythritol-2,4- - E. coli
cyclodiphosphat Synthase (IspF)

D-Xylulokinase - E. coli

Alkalische Phosphatase 3.1.31 Rindermagenschleimhaut

Die kauflichen Enzyme in Tabelle 1 stammten von Sigma, Fluka und Boehringer
Mannheim. Die nicht kommerziell erhaltlichen Enzyme wurden an unserem Lehrstuhl

erzeugt (Wungsintaweekul, 2001b; Herz, 2000b; Amslinger, unveré6ffentlicht).




Verwendete Klone

Tabelle 2: Verwendete Klone

Stamm

Exprimierte Proteine

XL1-pBsXyIB*
XL1-pBsXylIBispC*
XL1-pBsXylIBispCispDispF*
XL1-pBsXyIBispC-F*
XL1-pBsXylBispC-FgcpE*

XL1-pBsXyIBispC-FgcpElytB*

XL1-pBsXylIBispC-FlytBgcpe!

XL1-pBsXyIBispC-FlytB*
XL1-pBsXyIBispC-FpACYCgcpE*

XL1-pBspmkmkmdv*
XL1-pACYCpmkmkmdv?
XL1-pNCOdxs?
XL1-pACYCdxs®
XL1-pACYCdxsXylBIspC*

XyIB aus E. coli

XylIB und IspC aus E. coli

XyIB, IspC, IspD und IspF aus E. coli

XylIB, IspC, IspD, IspE und IspF aus E. coli
XylIB, IspC, IspD, IspE, IspF und GcpE aus E.
coli

XylB, IspC, IspD, IspE, IspF, GcpE und LytB aus
E. coli

XyIB, IspC, IspD, IspE, IspF, LytB und GcpE aus
E. coli

XylIB, IspC, IspD, IspE, IspF und LytB aus E. coli
XyIB, IspC, IspD, IspE, IspF und GcpE aus E.
coli

Pmk, Mk, Mdv

Pmk, Mk, Mdv

Dxs aus B. subtilis

Dxs aus B. subtilis

Dxs aus B. subtilis, xylB und IspC aus E. coli

! Kloniert von Dr. F. Rohdich

2 Kloniert von S. Herz (Herz, 2000b)

2.2 Gerate

Gefriertrocknung

Gefriertrockner Alpha 1-4 von Christ (D) mit angeschlossener Chemie-Hybrid-Pumpe

RC5 von Vacuubrand (D).
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HPLC

Als HPLC System wurde eine computergestitzte Anlage von Knauer (Zehlendorf,
Berlin, Deutschland) bestehend aus einer K-1001 Pumpe, einem UV-Detektor K-
2600 sowie einem Solvent Organizer K-1500 inklusive Degasser verwendet.
Weiterhin war das System mit einem Radioaktivitatsdetektor b-Ram von IN/US
Systems bzw. Biostep (D) ausgestattet, das mit einer CaF-Zelle Durchlaufzelle (0.4

ml) verbunden war.

Ultraschallgerat

Der Aufschluld von Bakterien erfolgte mit Hilfe eines Ultraschallgerates von Branson
Sonifier 250 (Branson SONIC Power). Die Leistung wurde bei einer Kontrollstellung 4
auf 90 % eingestellt.

Radioaktivitatsmessungen

Radioaktivitdten geldster oder flussiger Verbindungen wurden mit einem Flissig-
Szintillationszéhler LS 7800 von Beckman (USA) bestimmt.

UV / Vis-Spektroskopie

Zur Bestimmung von Absorptionsspektren und Extinktionskoeffizienten wurde ein

Ultrospec 2000 Spektrometer von Amersham Pharmacia Biotech (D) verwendet.

NMR-Spektroskopie

Fur die 'H-, ?H-, ¥C- und 3P-Kernresonanzspektroskopie standen verschiedene
Gerate von Bruker mit einer Magnetfeldstarke von 200, 360, 400 und 500 MHz zur
Verfiigung. Letzteres wurde vorzugsweise benutzt und lieferte bei 11.75 Tesla *H-
Resonanzfrequenzen von 500.13 MHz und 13C-Resonanzfrequenzen von 125.77
MHz.
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Fur 'H- und **C-NMR-Spektren wurde ein **C- / *H-Dualprobenkopf verwendet. Fiir
alle zweidimensionalen Experimente mit Detektion von Protonen wurde ein inverser
'H- / 13C- | *N-Tripelresonanzprobenkopf benutzt. Eindimensionale Spektren wurden
am rotierenden (20 Hz), mehrdimensionale Spektren dagegen am stehenden
Ro6hrchen gemessen. Die Proben lagen in der Regel bei 300 K in deuterierten
Solvenzien gel6st (vor allem CDCI3, CD30OD, D,0) in 5 mm NMR-RoOhrchen vor.

Die Spektrenaufnahme und —bearbeitung erfolgte mit einer Bruker-Standardsoftware
(XWINNMR 1.3 bzw. 1D/2D-WINNMR 5.0). Die Simulation von Signalen wurde mit
NMRSIM (Bruker) durchgefthrt.

Bei den eindimensionalen Experimenten wurde der Datensatz mit einer Gaul3-
Lorentz-Funktion multipliziert (gb: 0.01-0.2, Ib: -1 bis —-2).

Direkteinla3/Hochaufldsende-Massenspektrometrie

Die Messungen wurden an der Universitat Bayreuth an einem Finnigan MAT 8500
durchgefihrt. Die lonisierungsenergie betrug 70 eV, als Datensystem diente ein MAT

SS 300, das Injektionsvolumen betrug 0,4-0,6 m einer 2 %igen Probenlésung.

2.3 Methoden

2.3.1 Enzymatische Synthese von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

2.3.1.1 Darstellung von [1,2-*C,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat aus
Dihydroxyacetonphosphat

Eine Suspension bestehend aus 3.2 mmol (1.9 g) Dihydroxyacetonphosphat-ethyl-
hemiacetal (Bariumsalz) und 19 ml Dowex 50WX8-Harz (H'-Form) in 44 ml Wasser
wurde 4 h bei 65 °C gerthrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Harz abfiltriert und
mit 1 M NaOH ein pH-Wert von 8 eingestellt. Zu der erhaltenen Loésung wurden
57 mM [2,3-3C,]Pyruvat, 150 mM Trishydrochlorid (pH=8), 10 mM MgCl, und
2.5 mM Thiaminpyrophosphat zugegeben. Das Gesamtvolumen betrug 70 ml.
Anschlielend wurden 17000 U Triosephosphatisomerase und 2.5 mg (7.4 U) 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase zugesetzt und die Lésung bei 37 °C
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inkubiert. Der Verlauf der Reaktion wurde mittels *C-NMR-Spektroskopie verfolgt

und war nach ca. 8 h beendet.
2.3.1.2 Darstellung von [2-**C,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

In ein mittels Septum verschlossenes Sicherheitsgefal3, in dem 250 nCi (15,8 mmol)
Pyruvat enthalten waren, wurde mit einer Spritze eine Lésung bestehend aus 4.5 mg
(21 mmol) Dihydroxyacetonphosphat Lithiumsalz, 1.3 mM Thiaminpyrophosphat,
150 mM Trishydrochlorid (pH=8), 10 mM MgCl, und 5 mM DTT, gegeben.
Anschliel3end wurden 0.5 mg (1.5 U) 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase und
250 U Triosephosphatisomerase zupipettiert. Die erhaltene Reaktionsmischung
wurde 2 h bei 37 °C inkubiert. Das erhaltene Produkt wurde entweder ohne weitere
Reinigung zu den spateren Intermediaten umgesetzt oder fir Einbauversuche an E.
coli dephosphoryliert und als Rohprodukt verwendet.

Die Charakterisierung des erhaltenen Produkts erfolgte Giber die HPLC. Hierzu wurde

ein Aliquot entnommen und mittels RP-18 lonenpaar HPLC untersucht.

Séule: Multospher 120 RP-18 AQ, 5 mm, 250 x 4.6 mm

Flu3: 0.75 ml/min

Eluent: 10 mM TBAS, pH =6.0

Retentionszeiten:10 min [2-**C]Pyruvat; 20 min [2-'*C1]1-Desoxy-D-xylulose-5-

phosphat

2.3.1.3 Darstellung von [3,4,5-*C;]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Zu einer Losung bestehend aus 120 mM Trishydrochlorid (pH=8), 6 mM MgCl,,
31 mM ATP, 1.6 mM Thiaminpyrophosphat, 5 mM [1-*3C4]-, 5 mM [2-'3C4]-, 5 mM [3-
13C,]Glucose und 30 mM [2,3-*C,]Pyruvat in einem Volumen von 122 ml, wurden
174 U Hexokinase, 106 U Phosphoglucoseisomerase, 48 U Phosphofructokinase,
26 U Aldolase, 284 U Triosephosphatisomerase sowie 6.2 U (2.8 mg) 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat Synthase gegeben und bei 37 °C inkubiert. Der pH wurde durch
Zugabe von 1 M NaOH konstant bei 8 gehalten. Die Reaktion wurde mittels **C-

NMR-Spektroskopie Uberwacht und war nach 22 h beendet.



13

2.3.1.4 Darstellung von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Zu einer Losung bestehend aus 2.4 g [U-*Cg]Glucose (13.05 mmol), 400 mg ATP
(0.6 mmol), 5.4 g Phosphoenolpyruvat Kaliumsalz (26.1 mmol), 10 mM MgCl,, 5 mM
DTT, 337 mg Thiaminpyrophosphat (0.77 mmol), 150 mM Trishydrochlorid (pH=8) in
einem Volumen von 750 ml, wurden 100 U Hexokinase, 100 U
Phosphoglucoseisomerase, 100 U Phosphofructokinase, 100 U Aldolase, 400 U
Triosephosphatisomerase, 300 U Pyruvatkinase und 23 U (7.5 mg) 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat Synthase gegeben und bei 37 °C inkubiert.

Der pH wurde durch Zugabe von 2 M NaOH konstant bei 8 gehalten.

Die Reaktion wurde mittels **C-NMR-Spektroskopie tiberwacht und war nach ca. 24
h beendet.

2.3.1.5 Darstellung von [U-"3Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Zu einer Losung von 960 mg [U-*Cg]Glucose (5.1 mmol), 6.1 g ATP (10.2 mmol),
10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 337 mg Thiaminpyrophosphat (0.77 mmol), 150 mM
Trishydrochlorid (pH=8), 1.14 g [2,3-*C,]Pyruvat (10.2 mmol) in einem Volumen von
315 ml, wurden 100 U Hexokinase, 100 U Phosphoglucoseisomerase, 100 U
Phosphofructokinase, 50 U Aldolase, 400 U Triosephosphatisomerase und 12 U 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase gegeben und bei 37 °C inkubiert.

Der pH wurde durch Zugabe von 2 M NaOH konstant auf ca. 8 gehalten.

Die Reaktion wurde mittels **C-NMR-Spekroskopie tiberwacht und war nach ca. 24 h

beendet.
2.3.1.6 Darstellung von [1,2-1*C,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat aus Glucose
Die Reaktion wurde analog zur Darstellung von [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-

phosphat durchgefihrt. Als Ausgangsmaterial wurde unmarkierte Glucose anstelle

von [U-3Cg]Glucose verwendet.
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2.3.1.7 Darstellung von [1,2-*C,, 5-°H,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Zu einer Losung bestehend aus 150 mM Trishydrochlorid (pH 8.0), 10 mM MgCly,
16.6 mM [6,6-°H,]Glucose, 0.8 mM ATP, 33.2 mM Acetylphosphat, 33.2 mM [2,3-
13¢c,]Pyruvat, 5 mM DTT, 1 mM Thiaminpyrophosphat wurden 35 U Hexokinase,
25 U Glucose-6-Phosphatisomerase, 100 U Phosphofructokinase, 30 U Aldolase,
200 U Triosephosphatisomerase, 17 U Acetatkinase und 1 U 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat Synthase in einem Gesamtvolumen von 10 ml gegeben. Die Losung wurde
bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 1 M NaOH wurde der pH-Wert konstant bei
8.0 gehalten. Die Umsetzung wurde durch *C-NMR Spektroskopie iiberwacht und
war nach einem Tag beendet.

2.3.1.8 Darstellung von [1,2-13C,, 4-?H,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Zu einer Reaktionsmischung bestehend aus 100 mM Trishydrochlorid, pH 8.0,
10mM MgCl,, 20 mM Dihydroxyacetonphosphat Lithiumsalz, 0.7 mM
Thiaminpyrophosphat wurden 2 U 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase und
41 U Triosephosphatisomerase gegeben. Die Reaktion wurde in D,O in einem
Gesamtvolumen von 2.5 ml bei 37 °C durchgefiihrt. In Zeitintervallen von 3 min
wurden 10 m Aliquots einer Losung aus 6.7 mg (60 mmol) [2,3-33C,]Pyruvat in 100 m
H,O zugegeben. Nach 40 Minuten wurde die Umsetzung mittels *C-NMR

Spektroskopie kontrolliert und die Reaktion durch Lyophylisation beendet.
2.3.1.9 Darstellung von [1,2-3C,, 3,4-?H,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Zu einer Loésung aus 150 mM Trishydrochlorid (pH 7.4), 10 mM MgCl,, 16.6 mM [4-
’H,]Glucose, 0.8 mM ATP, 33.2 mM Acetylphosphat, 5 mM DTT, 1 mM
Thiaminpyrophosphat wurden 35 U Hexokinase, 25 U Glucose-6-
phosphatisomerase, 100 U Phosphofructokinase, 34 U Acetatkinase in einem
Gesamtvolumen von 10 ml gegeben. Das erhaltene Reaktionsgemisch wurde 3 h bei
37 °C inkubiert und der pH Wert durch Zugabe von 1 M NaOH konstant bei pH=8
gehalten. Nach beendeter Reaktion wurde das enthaltene Wasser durch
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Lyophylisation entfernt. Der Rickstand wurde in 10 ml D,O aufgenommen und mit
30 U Aldolase, 200 U Triosephosphatisomerase und 6 U 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat Synthase versetzt. Um einen Einwasch von Deuterium in die Methylgruppe
zu vermeiden, wurden 0.3 mmol Pyruvat in 300 ml H,O geldst und alle 3 Minuten
30 m der Lésung zugegeben. Die Umsetzung wurde mittels **C-NMR Spektroskopie
Uberwacht. Sobald die Reaktion beendet war, wurde das enthaltene D,O durch
Lyophylisation entfernt.

2.3.1.10 Reinigung von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Bei Verwendung der beschriebenen Recyclingsysteme fir ATP (vgl. Kap. 3.1.1,
Abbildung 11) konnte eine Reinigung durch Bariumféllung erfolgen. Die
Reaktionslosung wurde mit dem 5-fachen Volumen an Ethanol versetzt und 10 min
bei 4 °C und 4800 Upm zentrifugiert. AnschlieRend wurden 2 Aquivalente in Wasser
gelostes Bariumacetat zugegeben und die Lésung bei 4 °C Ulber Nacht gelagert. 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat fallt hierbei als Bariumsalz aus und kann wie oben
beschrieben abzentrifugiert werden. Der erhaltene Rickstand wurde mit gekuhltem
Ethanol (4 °C) gewaschen und in der urspriinglichen Menge deionisiertem Wasser
resuspendiert. AnschlielRend wurde die Suspension mit soviel Kationenaustauscher
Dowex 50WX8 (H'-Form) versetzt, bis sich eine klare Loésung bildete. Das Harz
wurde abfiltriert und der Durchlauf mit 1 N NaOH auf pH 4-8 eingestellt und
lyophylisiert.

1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat ~ fallt  hierbei als ein durch Spuren an
lonenaustauscher schwach braunlich gefarbtes Pulver an. Die Reinheit betragt ca.

90 %. Die Ausbeute betrug typischerweise 50 -60 %.

2.3.2 Synthese von 1-Desoxy-D-xylulose aus 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

fur Einbauversuche an E. coli

Der pH Wert der in Kap. 2.3.1.4 - 2.3.1.6 erhaltenen Reaktionsmischungen, die
markiertes 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat enthielten, wurde auf pH 9.5 eingestellt
und mit Magnesiumchlorid bis zu einer Gesamtkonzentration von 30 mM versetzt.

Nach Zugabe von alkalischer Phosphatase (typischerweise 50 - 100 U pro mmol 1-
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Desoxy-D-xylulose-5-phosphat) aus Rindermagenschleimhaut wurde die Reaktions-
mischung 16 h bei 37 °C inkubiert und der pH Wert durch Zugabe von 1 M NaOH
konstant bei 9.5 gehalten. Der Umsatz wurde mittels *C-NMR Spektroskopie
tberwacht.

Nach beendeter Reaktion wurde der pH Wert des Reaktionsgemisches mit 2 N HCI
auf 7.0 eingestellt und die Lésung bei 4000 Upm, 10 min zentrifugiert. Ausgehend
von markierter Glucose betrug die Gesamtausbeute der Reaktion 50 %. Die
erhaltene, ungereinigte 1-Desoxy-D-xylulose konnte entweder direkt als Losung oder

nach Gefriertrocknung als Feststoff fir Einbauversuche verwendet werden.

2.3.3 Umsetzung von [3,4,5-*C;]1-Desoxy-D-xylulose mit D-Xylulokinase aus
E. coli

3 mg [3,4,5-2Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat wurde in 1 ml 150 mM
Trishydrochlorid (pH=8) geldst. Nach Zugabe von 10 mM MgCl, und 40 U alkalischer
Phosphatase wurde die Loésung 10 min bei 37°C inkubiert. Die quantitative
Umsetzung zu [3,4,5-C3] 1-Desoxy-D-xylulose wurde mittels *3C-NMR
Spektroskopie kontrolliert. Anschlielend wurde auf pH =1 angesauert, die
denaturierten Proteine wurden bei 14000 Upm abzentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand durch eine 10 kDa Membran ultrafiltriert.

Zu der erhaltenen, enzymfreien Losung wurden (bei pH = 8) 70 ng D-Xylulokinase,
1 mM Glutathion und 10 mM ATP gegeben. Nach 20 min war die Umsetzung zu
[3,4,5-1°C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat  beendet, was mittels '*C-NMR-
Spektroskopie kontrolliert wurde.

2.3.4 Enzymatische Synthese von 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat

2.3.4.1 Darstellung von [2,2"-13*C,]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat

Zu dem unter Kap. 2.3.1.1 beschriebenen Reaktionsgemisch wurde bei 37 °C, nach
beendeter Darstellung von [1,2-'3C,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat, 3.7 mmol
Glucose (0.66 @), 0.5 mmol (51.5 mg) NADP", 4 mM MgCl, 46 U
Glucosedehydrogenase und 18 U (2.6 mg) 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
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Reduktoisomerase zugesetzt. Die Bildung von [2,2"-}3C;]2C-Methyl-D-erythritol-4-
phosphat wurde mittels *C-NMR Spektroskopie tiberwacht und war nach ca. 18 h

beendet.
2.3.4.2 Darstellung von [U-13Cs]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat

58 ml einer Lésung bestehend aus 166 mg [U-'*Cg]Glucose (0.89 mmol), 200 mg
[2,3-1*C,]Pyruvat (1.79 mmol), 1.6 mM Thiaminpyrophosphat, 1.02 g ATP (1.79
mmol), 6 mM MgCl, und 150 mM Trishydrochlorid wurde durch Zugabe von 1 N
NaOH auf pH=8 eingestellt. AnschlieRend wurden 84 U Hexokinase, 51 U
Phosphofructokinase, 34 U Aldolase, 412 U Triosephosphatisomerase und 2 U 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase (0.6 mg) zugegeben. Durch Zugabe von 1
N NaOH wurde der pH-Wert konstant bei 8 gehalten. Die Umsetzung wurde mittels
13C-NMR Spektroskopie tiberwacht und war am nachsten Tag beendet.

Zu der Reaktionsmischung wurden 320 mg Glucose (1.78 mmol), 25 mg NADP”
(0.025 mmol), 4 mM MgCl,, 60 U Glucosedehydrogenase und 11 U 2C-Methyl-D-
erythritol-4-phosphat Synthase gegeben. Die Reaktion wurde mittels *C-NMR

Spektroskopie tiberwacht und dauerte einen Tag.
2.3.4.3 Darstellung von [1,3,4-*C3]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat

Zu einer Losung bestehend aus 500 mg [U-*Cg]Glucose (2.7 mmol), 50 mg ATP (0.1
mmol), 1.1 g Phosphoenolpyruvat (5.4 mmol), 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 150 mg
Thiaminpyrophosphat (0.35 mmol) und 150 mM Trishydrochlorid (pH=8), in einem
Gesamtvolumen wvon 750 ml, wurden 750 U Hexokinase, 150 U
Phosphoglucoseisomerase, 50 U Phosphofructokinase, 50 U Aldolase, 305 U
Triosephosphatisomerase, 200 U Pyruvatkinase und 4 U (2.5 mg) 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat Synthase gegeben und bei 37 °C inkubiert.

Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 2 M NaOH konstant auf ca. 8 gehalten.

Die Reaktion wurde mittels **C-NMR-Spektroskopie iberwacht und war nach 24 h
beendet.

Nach beendeter Bildung von [3,4,5-'*C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat wurden 1 g
unmarkierte Glucose (5.4 mmol), 100 mg NADP* (0.1 mmol) sowie 20 U 2C-Methyl-
D-erythritol-4-phosphat Synthase (2.9 mg) und 50 U Glucosedehydrogenase
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zugegeben. Die Umsetzung wurde durch *C-NMR Spektroskopie tberwacht und

war nach weiteren 18 h abgeschlossen.
2.3.4.4 Reinigung von 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat

Wurde das, wahrend der Glykolyse bendétigte, ATP Uber eines der beschriebenen
Recyclingsysteme regeneriert, konnte analog zur Reinigung von 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat eine Bariumféllung erfolgen (vgl. Kap. 2.3.1.10). Die Ausbeute
an gereinigtem 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat betrug 50 %.

Fur die Praparation von sehr sauberen 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (Reinheit
>95 % ) war es mdoglich, das erhaltene Produkt mittels Anionenaustauscher-HPLC
mit 0.5 M Ameisensaure zu reinigen. Es wurden folgende Bedingungen gewabhilt:
Saule: Nucleosil SB-10, 250 x 16 mm; Fluf3: 13 ml/min Die Detektion erfolgte mit Hilfe
eines Refraktometers. Die Retentionszeit des gewtnschten Produktes betrug 21 min.
Es wurden jeweils ca. 80 mg aufgetragen. Die im Eluent enthaltene Ameisensaure
wurde durch Gefriertrocknung entfernt, die Ausbeute an gereinigtem 2C-Methyl-D-

erythritol-4-phosphat betrug 40 %.

2.3.5 Enzymatische Synthese von 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol

2.3.5.1 Darstellung von [2,2"-3C,]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol

Zu dem unter Kap. 2.3.4.1 beschriebenen Reaktionsgemisch wurde bei 37 °C, nach
beendeter Darstellung von [2,2"-'3C,]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat, 3.6 mmol
(2.0 g) CTP und 51 U (2.1 mg) 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol Synthase
zugesetzt. Die Reaktion wurde mittels *C-NMR-Spektroskopie iberwacht. Die

Reaktion wurde nach 15 h durch Gefriertrocknung des Ansatzes beendet.

2.3.5.2 Darstellung von [1,2,2",3,4-*Cs]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol
und [1,3,4-13C,]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol

Die Darstellung von [1,2,2",3,4-*Cs]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol und
[1,3,4-'3C,]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol ~ erfolgte  mit  angepaften
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Mengen analog zur Synthese von [2,2"-}3C,]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol.

2.3.5.3 Reinigung von 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol

Die Reinigung von 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol konnte durch zwei
HPLC Reinigungsschritte erfolgen. Im ersten Schritt wurde tber eine semipréaparative
Nucleosil SB-10 Anionenaustauschersaule (25 cm x 2 cm) eine Vortrennung erreicht.
Hierzu wurden jeweils ca. 0.5 g des lyophylisierten Rohproduktes in einer Mischung
aus 100 mM Ammoniumformiat in 40 % Methanol geldst und auf die S&ule bei einem
Flu von 10 ml/min aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit einem UV-Detektor bei
270 nm. Das Produkt eluierte in einem breiten Bereich bei 15 min. Das enthaltene
Methanol wurde am Rotationsverdampfer und das zurlckbleibende Wasser durch
Gefriertrocknung entfernt. Das vorgereinigte Produkt wurde in Portionen von ca. 100
mg Uber eine Nucleosil RP-18 Saule (25 x 2 cm) bei einem Fluf3 von 6 ml /min mit 10
mM Ammoniumformiat weiter aufgereinigt. 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol

eluierte hierbei nach 10 min. Die Gesamtausbeute Uber alle Schritte lag bei ca. 60 %.

2.3.6 Enzymatische Synthese von 2-Phospho-4-diphosphocytidyl-2C-methyl-
D-erythritol

2.3.6.1 Darstellung von [1,3,4-*C3]2-Phospho-4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol

Sobald die unter 2.3.4.3 beschriebene Bildung von [1,3,4-*3C3]2C-Methyl-D-erythritol-
4-phosphat abgeschlossen war, wurden 3.1 g CTP (5.4 mmol), und 1.1 ¢
Phosphoenolpyruvat (5.4 mmol) zugegeben. Der pH-Wert wurde auf pH=8
eingestellt. Anschlieend wurden 216 U Pyruvatkinase (1.5 mg), 21 U 4-
Diphosphocytidyl-2C-Methyl-D-erythritol Synthase (0.5 mg) und 270 U 4-
Diphosphocytidyl-2C-Methyl-D-erythritol-2-phosphat Kinase (8 mg) zugesetzt. Der pH
Wert der Lésung wurde durch Zugabe von 2 N HCI konstant bei 8 gehalten. Die
Umsetzung wurde mittels 3 C-NMR Spektroskopie tberwacht und war nach 12 h

beendet.
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2.3.6.2 Darstellung von [1,2,2",3,4-*Cs]2-Phospho-4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol

Die Darstellung von [1,2,2°,3,4-'3Cs]2-Phospho-4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol konnte mit angepaRten Mengen analog zur Synthese von [1,3,4-*C3]2-
Phospho-4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol  ausgehend von [U-*Cs]2C-
Methyl-D-erythritol-4-phosphat durchgefuhrt werden.

2.3.6.3 Reinigung von 2-Phospho-4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol

2-Phospho-4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol konnte nicht wie 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat und 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat durch Bariumfallung
gereinigt werden, da hierbei eine anndhernd quantitative Zersetzung zu
verschiedenen Produkten auftrat.

Eine Reinigung konnte jedoch tber Ecteola Zellulose erfolgen. Hierzu wurde auf eine
50 x 4 cm grolRe Saule ca. 40 ml der Reaktionslésung aufgetragen. Die Saule wurde
bei einem Flu3 von 2 ml/min mit einem linearen Gradienten von 0.15 - 0.4 M
Triethylammoniumacetat (pH=6.0, Gesamtvolumen 3.5 |) entwickelt. Das Produkt
konnte bei 270 nm detektiert werden und eluierte bei einem Volumen von 800-1600
ml. Die Ausbeute betrug ca. 40 %.

Allerdings coeluierte unter diesen Bedingungen ADP. Deshalb konnte diese
Reinigungsprozedur nur verwendet werden, wenn eines der beschriebenen
Recyclingsysteme fur ATP benutzt wurde, oder die Umsetzung von einem bereits

gereinigten Vorlaufermolekdil erfolgte.

2.3.7 Enzymatische Synthese von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat

2.3.7.1 Darstellung von [1,3,4-33C3]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat

Sobald die unter Kap. 2.3.4.3 beschriebene Bildung von [1,3,4-*C3]2C-Methyl-D-
erythritol abgeschlossen war, wurden 3.4 g Phosphoenolpyruvat (16.5 mmol) und
100 mg CTP (0.2 mmol) zugegeben. Durch Zugabe von 2 M NaOH wurde der pH der
Losung auf pH=8 eingestellt. Anschliel3end wurden 10 U
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Nucleosidmonophosphatkinase, 50 U Nucleosiddiphosphatkinase, 55 U 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol ~ Synthase (2.3 mg), 290 U 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol Kinase (8.8 mg), 6.3 U 2C-Methyl-D-
erythritol 2,4-cyclodiphosphat Synthase (2.5 mg), 360 U Pyruvatkinase und 25 mg
ATP (0.05 mmol) zugegeben. Die erhaltene Reaktionslésung wurde 30 h bei 37 °C
inkubiert. Die Umsetzung wurde mittels **C-NMR Spektroskopie iiberwacht und war
nach 30 h beendet. Die **C-NMR Signale belegten eine annahernd quantitative
Umsetzung zu [1,3,4-*C3]2C-Methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphat.

2.3.7.2 Darstellung von [U-*Cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat

Eine Lo6sung aus 120 mM Trishydrochlorid (pH=8.0), 10 mM MgCl,, 0.2 g [U-
13C¢]Glucose (1.09 mmol), 1.31 g ATP (2.2 mmol), 0.24 g [2,3-1*C,]Natriumpyruvat
(2.17 mmol), 53 mg Thiaminpyrophosphat (0.12 mmol), 100 U Hexokinase, 60 U
Phosphoglucoseisomerase, 28 U Fructose-6-phosphat-Kinase, 15 U Aldolase, 170 U
Triosephosphatisomerase und 3.8 U 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase in
einem Gesamtvolumen von 71 ml wurde 22 h bei 37 °C inkubiert. Der pH Wert der
Reaktion wurde durch Zugabe von 2 N NaOH konstant auf pH=8 gehalten. Die
Reaktion wurde durch *C-NMR Spektroskopie (iberwacht. Sobald die Bildung von
[U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat  abgeschlossen war, wurden 0.39 g
unmarkierte Glucose (2.16 mmol), 30 mg NADP" sowie 10 U 2C-Methyl-D-erythritol-
4-phosphat Synthase und 27 U Glucosedehydrogenase zugegeben. Nach weiteren
20 h war die Bildung von [U-}3Cs]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat abgeschlossen.
Fir die folgenden Schritte wurden 0.4 mmol DTT, 53 mg CTP (0.1 mmol), 1.25 g
Phosphoenolpyruvat (6.06 mmol), 11 U Nukleosidmonophosphat Kinase, 250 U
Nukleosiddiphosphat Kinase, 200 U Pyruvatkinase, 105 U 4-Diphosphocytidyl-2C-
methyl-D-erythritol Synthase (4.2 mg), 92 U 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol-2-phosphat Kinase und 1.7 U 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
Synthase addiert. Durch Zugabe von 2 N HCI wurde der pH konstant bei 8 gehalten.
Nach 15 h war die Reaktion beendet und die Reaktion wurde durch Lyophylisation

abgebrochen.
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2.3.7.3 Darstellung von [2-*C,]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat

Die Reaktion wurde in einem mittels Septum verschlossenen Sicherheitsgefal3, in
dem 250 nCi Pyruvat (16.8 mmol) enthalten waren, durchgefuhrt. Es wurde eine
Ldsung, bestehend aus 6.3 mg (30 mmol) Dihydroxyacetonphosphat Lithiumsalz,
1.3 mM Thiaminpyrophosphat, 150 mM Trishydrochlorid (pH=8), 10 mM MgCl,, 5 mM
DTT, 21.8 mg NADPH (23 mmol), 2.4 mg ATP (4 mmol), 11.3 mg CTP (19.2 nmol),
4.0 mg Phosphoenolpyruvat (19.3 nmol), 250 U Triosephosphatisomerase und 0.3 U
1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase (0.14 mg), 0.8 U Reduktoisomerase
(0.13 mg) und 1.7 U 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol Synthase in einem
Gesamtvolumen von 1 ml erzeugt. Uber eine Spritze wurde diese Losung zu 1.68 mg
(15 mmol) [2-**Ci]Pyruvat (250 nCi) gegeben und 5h bei 37°C inkubiert.
Anschliel3end wurden 24 U Pyruvatkinase und 4.6 U (0.14 mg) 4-Diphosphocytidyl-
2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat Kinase und nach weiteren 1.5 h 0.3 U (0.12 mg)
2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat Synthase zugegeben. Nach insgesamt

8 h wurde die Reaktion beendet und der Ansatz bei —70 °C eingefroren.
2.3.7.4 Reinigung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat

Durch Verwendung des schwachen lonenaustauschers Ecteola Zellulose war es
maoglich, das erhaltene Rohprodukt in einem Schritt zu reinigen. Hierzu wurde ca. 1 g
lyophylisiertes Produkt in etwas Wasser gelost und auf eine Saule (55 x 4 cm)
aufgetragen. Bei 4 °C wurde ein linearer Gradient von 0 - 03 M
Triethylammoniumacetat (pH = 6, Gesamtvolumen 4 1) angelegt. Die erhaltenen
Fraktionen wurden mittels DC durch Anfarben mit Vanillin Schwefelsaure detektiert.
Die entsprechenden Fraktionen wurden gesammelt und lyophylisiert.

Die Ausbeute lag typischerweise bei ca. 50 %.

DC: Ri=0.4 (Silicagel N-HR, n-Propanol / Essigsaureethylester / Wasser: 6/1/3)

Die Reinigung von [2-}*C1]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat erfolgte mittels
HPLC (Séaule: Nucleosil 5 SB, 250 mm x 7.5 mm, FluRrate: 2ml/min) mit 100 mM
Ammoniumformiat in 40 % Methanol als Eluent. Das gewiinschte Produkt wurde mit

Hilfe eines Radiomonitors detektiert. Das in der Losung enthaltene Methanol wurde
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einrotiert und das Wasser durch Gefriertrocknung entfernt. 2C-Methyl-D-erythritol-
2,4-cyclodiphosphat wurde als weil3es Pulver erhalten.
Ausbeute: 12.6 nmol, 200 nCi, 80 %

2.3.8 Umsetzung von [1,2,2",3,4-*Cs]2-Phospho-2C-methyl-D-erythritol-2-

phosphat mit IspF-Protein aus Plasmodium falciparum

Eine L6sung bestehend aus 130 mM Trishydrochlorid, 7 mM MgCl,, 300 m D,0O, 200
m H,0, 7 mM DTT und ca. 2 mg [1,2,2",3,4-*Cs]2-Phospho-2C-Methyl-D-erythritol-2-
phosphat wurde auf pH=7 eingestellt und mit 150 m einer IspF-Protein Losung uber
Nacht inkubiert. Die Umsetzung wurde mittels **C-NMR Spektroskpie iberwacht. Es
konnte eindeutig die Bildung von 2C-Methyl-2,4-cyclodiphosphat und 2-Phospho-2C-

methyl-3,4-cyclomonophosphat im Verhaltnis 9:1 beobachtet werden.

2.3.9 Inkorporationsversuche mit isotopmarkierter 1-Desoxy-D-xylulose

2.3.9.1 Einbauversuch von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose mit E. coli XL1-
pBSXyIB

200 ml Luria Bertani (LB) Medium, das 36 mg Ampicillin enthielt, wurde aus einer
Ubernachtkultur von E. coli XL1-pBSXylB angeimpft. Die Zellen wurden bei 37 °C
angezogen und bei einer optischen Dichte von 0.6 mit 2 mM IPTG induziert. Nach
zwei Stunden wurden 50 ml (ca. 0.9 mmol) einer ungereinigten [3,4,5-*C3]1-Desoxy-
D-xylulose Losung (pH=7.0) zugegeben. In Zeitabstdnden von 30 Minuten wurden 25
ml Proben entnommen und 20 Minuten bei 4800 Upm zentrifugiert. Anschliel3end
wurden die Zellen mit einer 0.9 %igen Kochsalzlésung gewaschen und erneut
zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 700 m einer 20 mM NaF/D,O Ldsung
aufgenommen, auf Eis gekuhlt und mit Ultraschall 3 x 10 sec. aufgeschlossen. Die
erhaltene Suspension wurde 15 Minuten bei 14000 Upm zentrifugiert und der
Uberstand direkt im NMR vermessen. Bereits nach 30 Minuten konnte mittels *H-
und C-NMR eindeutig eine Umsetzung von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose zu
[3,4,5-3C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat beobachtet werden (vgl. Kap. 3.1.11.2).

Ferner konnten noch geringe Mengen an [3,4,5-:3C3]1-Desoxy-D-xylulose identifiziert
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werden. Die chemischen Verschiebungen stimmten mit den Daten in Tabelle 5
Uberein.

Es wurde versucht, die enthaltene Menge an [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat zu quantifizieren: Die aus 50 ml E. coli Medium erhaltenen Zellen wurden
auf ca. 500 m bestimmt. AnschlieRend wurden 6.8 nmol [2,3-2C,]Pyruvat als
Standard zugesetzt und die '*C-Signale vergleichend integriert. Die Integration
ergab, daR ca. 6 mmol [3,4,5-*C;]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat in den Zellen
vorhanden waren. Auf Grund dieser Daten konnte eine Konzentration von ca. 10 mM
ermittelt werden.

Es mul} betont werden, dal3 es sich hierbei nur um eine Abschatzung handeln soll!

2.3.9.2 Einbauversuch von [U-*Cs]1-Desoxy-D-xylulose mit E. coli XL1-
pBSXylBispC

120 ml Luria Bertani (LB) Medium, das 22 mg Ampicillin enthielt, wurde aus einer
Ubernachtkultur von E. coli XL1-pBSXyIBispC angeimpft. Die Zellen wurden bei
37 °C angezogen und bei einer optischen Dichte von 0.6 mit 2 mM IPTG induziert.
Nach zwei Stunden wurde ca. 1 mmol ungereinigte [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose
(pH=7.0) zugegeben. In Zeitabstanden von 30 Minuten wurden 25 ml Proben
entnommen und 20 Minuten bei 4800 Upm zentrifugiert. Anschlie3end wurden die
Zellen mit einer 0.9 %igen Kochsalzlésung gewaschen und erneut zentrifugiert.
Danach wurden die Zellen in 700 m einer 20 mM NaF/D,O Lésung aufgenommen,
auf Eis gekuhlt und mit Ultraschall 3 x 10 sec. aufgeschlossen. Die erhaltene
Suspension wurde 15 Minuten bei 15000 Upm zentrifugiert und der Uberstand direkt
im NMR vermessen.

Mittels HMQC und HMQC-TOCSY Experimenten (vgl. Abbildung 31 und Abbildung
32) konnten  [U-'3Cs]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat,  [U-'3Cs]2C-Methyl-D-
erythritol und [1,2,2",3,4-*Cs]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol in einem
Verhéltnis von 6.6:7:1 identifiziert werden. Die NMR-Daten sind in Tabelle 10
zusammengefaldt, sie sind mit den publizierten Daten identisch (Takahashi et al.,
1998; Rohdich et al., 1999).
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2.3.9.3 Einbauversuch von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose mit E. coli XL1-
pBSXylBispCispDispF

100 ml Luria Bertani (LB) Medium, das 18 mg Ampicillin enthielt, wurde aus einer
Ubernachtkultur von E. coli XL1-pBSXyIBispCispDispF angeimpft. Die Zellen wurden
bei 37 °C angezogen und bei einer optischen Dichte von 0.5 mit 2 mM IPTG
induziert. Nach zwei Stunden wurde ca. 1 mmol ungereinigte [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-
xylulose (pH=7.0) zugegeben. In Zeitabstdnden von 30 Minuten wurden 25 ml
Proben entnommen und 20 Minuten bei 4800 Upm zentrifugiert. Anschlie3end
wurden die Zellen mit einer 0.9 %igen Kochsalzlésung gewaschen und erneut
zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 700 m einer 20 mM NaF/D,O Ldsung
aufgenommen, auf Eis gekuhlt und mit Ultraschall 3 x 10 sec. aufgeschlossen. Die
erhaltene Suspension wurde 15 Minuten bei 14000 Upm zentrifugiert und der

Uberstand direkt im NMR vermessen.

2.3.9.4 Einbauversuch von [3,4,5-13C3]1-Desoxy-D-xylulose mit E. coli XL1-
pBSXyIBispCispDispF unter Zugabe von Additiven

Der Einbauversuch wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt. Allerdings wurde

zusatzlich 10 mg (41.15 nmol) Cytidin und 5 mmol NaKHPO, (pH=7.0) zugegeben.

2.3.9.5 Einbauversuch von [U-*Cs]1-Desoxy-D-xylulose mit E. coli XL1-
pBSXylBispC-F unter Zugabe von Additiven

200 ml Luria Bertani (LB) Medium, das 36 mg Ampicillin enthielt, wurde aus einer
Ubernachtkultur von E. coli XL1-pBSXyIBispC-F angeimpft. Die Zellen wurden bei
37 °C angezogen und bei einer optischen Dichte von 1.3 mit 2 mM IPTG induziert.
Nach zwei Stunden wurden 30 mg (0.12 mmol) Cytidin, 300 mg (0.95 mmol) DL-a-
Glycerin-3-phosphat und 10 ml eines 1 M NaKHPO, Puffers (pH=7.2) zugegeben.
Nach weiteren 30 Minuten wurde ca. 1 mmol ungereinigte [U-*Cs]1-Desoxy-D-
xylulose (pH=7.0) zugegeben. In Zeitabstdanden von 30 Minuten wurden 25 ml
Proben entnommen und 20 Minuten bei 4800 Upm zentrifugiert. Anschlielend

wurden die Zellen mit einer 0.9 %igen Kochsalzlésung gewaschen und erneut
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zentrifugiert. Die erhaltenen Zellen wurden in 700 nmt einer 20 mM NaF/D,O Ldsung
aufgenommen, auf Eis gekuhlt und mit Ultraschall 3 x 10 sec. aufgeschlossen. Die
Suspension wurde 15 Minuten bei 14000 Upm zentrifugiert und der Uberstand direkt

im NMR vermessen.

2.3.9.6 Einbauversuche mit E. coli XL1-pBSXyIBispC-F pACYCgcpE

200 ml Terrific Broth (TB) Medium, das 36 mg Ampicillin und 5 mg Chloramphenicol
enthielt, wurde mit einem E. coli Stamm XL1 angeimpft, der die Plasmide
pBSXylIBispC-F und pACYCgcpE trug und tber Nacht bei 37 °C angezogen. Nach
Zugabe von 30 mg (0.12 mmol) Cytidin, 300 mg (0.95 mmol) DL-a-Gycerin-3-
phosphat und 10 ml eines 1 M NaKHPO, Puffers (pH=7.2), wurden nach 30 Minuten
ca. 1 mmol ungereinigte [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose (pH=7.0) oder [3,4,5-*C3]1-
Desoxy-D-xylulose zugegeben. In Zeitabstdnden von 1 h wurden 25 ml Proben
entnommen und 10 Minuten bei 4800 Upm und 4 °C zentrifugiert. Anschliel3end
wurden die Zellen mit einer 0.9 %igen Kochsalzlésung gewaschen und erneut
zentrifugiert. Die Zellen wurden in 700 m einer 20 mM NaF/D,O Ldsung oder in 700
m einer Mischung aus Methanol-d, und D,O (6:4 v/v), die 10 mM NaF enthielt,
aufgenommen, auf Eis gekihlt und mit Ultraschall 3 x 10 sec. aufgeschlossen. Die
erhaltene Suspension wurde 15 Minuten bei 15000 Upm zentrifugiert und der
Uberstand direkt im NMR vermessen. Es konnte zu ca. 10 % [U-'*Cs]1-Hydroxy-2-
methyl-2E-butenyl-4-diphosphat bzw. [3,4,5-*Cs]1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-
diphosphat beobachtet werden (vgl. Kap. 3.1.11.7).

2.3.9.7 Einbauversuch von [U-**Cs]1-Desoxy-D-xylulose mit E. coli XL1-
pBSXylBispC-FgcpE

0.2 Liter Terrific Broth (TB) Medium, das 18 mg Ampicillin enthielt, wurde mit einem
E. coli Stamm XL1-Blue angeimpft, der das Plasmid pBSXyIBispC-FgcpE trug. Die
Zellen wurden in einer Schuttelkultur bei 37 °C Uber Nacht angezogen. Bei einer
optischen Dichte von 4.8-5.0 (600 nm), wurden 30 mg (0.12 mmol) Cytidin, 300 mg
(0.95 mmol) DL-a-Gycerin-3-phosphat und 10 ml eines 1 M NaKHPO, Puffers
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(pH=7.2) zugegeben. Nach 30 Minuten erfolgte die Zugabe von ca. 0.04 mmol
ungereinigter [U-*Cs]1-Desoxy-D-xylulose (pH=7.0). In Zeitabstanden von 1 h
wurden 40 ml Proben entnommen und 10 Minuten bei 4800 Upm und 4 °C
zentrifugiert. Die Zellen wurden mit einer 0.9 % NaCl Lésung gewaschen und wie
oben beschrieben zentrifugiert. Anschlielend wurden die Zellen in 700 m einer
Mischung von Methanol und D,O (6:4, v/v), die 10 mM NaF enthielt, suspendiert, auf
Eis gekuhlt und 3 x 10 Sekunden mit Ultraschall aufgeschlossen. Die Suspension
wurde bei 14000 Upm 15 min zentrifugiert und direkt im NMR vermessen. Es konnte
im Vergleich zu dem Versuch mit XL1-pBSXyIBispC-F pACYCgcpE keine Steigerung

der Umsatzrate beobachtet werden.

2.3.9.8 Einbauversuch von [U-*3Cs]1-Desoxy-D-xylulose mit E. coli XL1-
pBSXyIBispC-FgcpE unter Zugabe von Additiven

0.1 Liter Terrific Broth (TB) Medium, das 18 mg Ampicillin enthielt, wurde mit einem
E. coli Stamm XL1-Blue angeimpft, der das Plasmid pBSXyIBispC-FgcpE trug. Die
Zellen wurden in einer Schuttelkultur bei 37 °C Uber Nacht angezogen. Bei einer
optischen Dichte von 4.8-5.0 (600 nm), wurden 30 mg (0.1 mmol) Cytidin zugegeben.
Eine Losung in einem Gesamtvolumen von 30 ml bestehend aus 1.2 g Lithiumlactat
(12.5 mmol), 6 ml ungereinigter [U-'*Cs]1-Desoxy-D-xylulose (0.05 mmol) in 0.1 M
Trishydrochlorid (pH = 7.5) wurde alle 10 min Uber 2 h zugegeben. In Zeitintervallen
von 1 h wurden 25 ml Aliquots entnommen und 20 min bei 5000 Upm und 4 °C
zentrifugiert. Die Zellen wurden mit einer 0.9 % NaCl Losung gewaschen und wie
oben beschrieben zentrifugiert. Die Zellen wurden in 700 m 20 mM NaF in D,O oder
in einer Mischung von Methanol und D,O (6:4, v/v), die 10 mM NaF enthielt,
suspendiert, auf Eis gekuhlt und 3 x 10 Sekunden mit Ultraschall aufgeschlossen.
Die Suspension wurde bei 14000 Upm 15 min zentrifugiert und direkt im NMR
vermessen. Die relative Menge von 1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl 4-diphosphat zu
2C-Methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphat konnte durch Zugabe von Lithiumlactat
zum Medium um ungefahr einen Faktor 2-3 gesteigert werden.
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2.3.9.9 Einbauversuch von [U-*Cs]1-Desoxy-D-xylulose mit E. coli XL1-
pBSXylBispC-FlytB

Die Durchfihrung des Einbauexperimentes erfolgte analog zu dem Versuch mit E.
coli XI1pBSXyIBispC-FgcpE. Es konnte neben [U-'3Cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-

cyclodiphosphat keine neue Verbindung detektiert werden.

2.3.9.10 Einbauversuch von [1,2-*3C;]Mevalons&ure mit E. coli XL1-

pBSpmkmkmdv

0.1 Liter Terrific Broth (TB) Medium, das 18 mg Ampicillin enthielt, wurde mit einem
E. coli Stamm XL1-Blue angeimpft, der das Plasmid pBSpmkmkmadyv trug. Die Zellen
wurden in einer Schuttelkultur bei 37 °C Uber Nacht angezogen und bei einer
optischen Dichte von 4.8 induziert. Nach 3 h werden 350 mg (1.1 mmol) DL-a-
Glycerin-3-phosphat und 10 mg (0.07 mmol) [1,2-*3C,]Mevalonsaure zugegeben.
Diese wurde aus [1,2-*3C,]Mevalonolacton durch Zugabe von 70 m einer 1 M NaOH
Losung erhalten. Nach 1 h wurden 40 ml entnommen und 20 min bei 5000 Upm und
4 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden mit einer 0.9 % NaCl Losung gewaschen und
wie oben beschrieben zentrifugiert. Anschlie3end wurden die Zellen in 700 m einer
Mischung von Methanol und DO (6:4, v/v), die 10 mM NaF enthielt, suspendiert, auf
Eis gekuhlt und 3 x 10 Sekunden mit Ultraschall aufgeschlossen. Die Suspension

wurde bei 14000 Upm 15 min zentrifugiert und direkt im NMR vermessen.

2.3.9.11 Einbauversuch von [1,2-*C,]Mevalons&ure mit E. coli XL1-

PACYCpmkmkmdv

Die Durchfuhrung erfolgte analog zu dem Versuch mit E. coli XL1-pBSpmkmkmadv.
Die Anzucht wurde in 100 ml Terrific Broth Medium, das 2.5 mg Chloramphenicol
enthielt, durchgefuhrt.
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2.3.9.12 Einbauversuch von [U-*Cs]1-Desoxy-D-xylulose mit E. coli XL1-
pBSXyIBispC-FgcpElytB unter Zugabe von Additiven

0.1 Liter Luria Bertani (LB) Medium, das 18 mg Ampicillin enthielt, wurde mit einem
E. coli Stamm XL1-Blue angeimpft, der das Plasmid pBSXylIBispC-FgcpElytB trug.
Die Zellen wurden in einer Schittelkultur bei 37 °C Gber Nacht angezogen. Bei einer
optischen Dichte von 1.3-1.7 (600 nm) wurde eine Lésung in einem Gesamtvolumen
von 10 ml bestehend aus 2.4 g Lithiumlactat (25 mmol), 10 ml ungereinigter [U-
13Cs]1-Desoxy-D-xylulose (0.08 mmol) (pH = 7.5) kontinuierlich tiber 2 h zugegeben.
In Zeitintervallen von 30 min nach beendeter Zugabe wurden 25 ml Aliquots
entnommen und 10 min bei 5000 Upm und 4 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden mit
einer 0.9 % NaCl Losung gewaschen und wie oben beschrieben zentrifugiert. Die
Zellen wurden in 700 m 20 mM NaF in D,O oder in einer Mischung von Methanol-d4
und D,O (6:4, v/v), die 10 mM NaF enthielt, suspendiert, auf Eis gekihlt und 3 x 10
Sekunden mit Ultraschall aufgeschlossen. Ferner wurden 5 m einer 50 mM
Pamidronatldsung zugesetzt. Die Suspension wurde bei 14000 Upm 15 min

zentrifugiert und direkt im NMR vermessen (vgl. Kap. 3.1.11.13).
2.3.9.13 Einbauversuch von [U-*Cg]Glucose an E. coli pNCOdxs

0.1 Liter Luria Bertani (LB) Medium, das 18 mg Chloramphenicol enthielt, wurde mit
einem E. coli Stamm XL1-Blue angeimpft, der das Plasmid pNCOdxs trug. Die
Zellen wurden in einer Schuttelkultur bei 37 °C Uber Nacht angezogen. Bei einer
optischen Dichte von 3.0 (600 nm) wurden die Zellen mit 2 mM IPTG induziert. Nach
2 h wurden 100 mg [U-'3C¢]Glucose zugegeben. 1 h und 2 h nach beendeter Zugabe
wurden 35 ml Aliquots entnommen und 20 min bei 5000 Upm und 4 °C zentrifugiert.
Die Zellen wurden mit einer 0.9 % NaCl L6sung gewaschen und wie oben
beschrieben zentrifugiert. Anschliel3end wurden die Zellen in 700 m einer Mischung
von Methanol und D,O (6:4, v/v), die 10 mM NaF enthielt, suspendiert, auf Eis
gekuhlt und 3 x 10 Sekunden mit Ultraschall aufgeschlossen. Die Suspension wurde

bei 14000 Upm 15 min zentrifugiert und direkt im NMR vermessen.
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2.3.9.14 Einbauversuch von [U-**Cg]Glucose an E. coli pACYCdxs

0.1 Liter Luria Bertani (LB) Medium, das 2.5 mg Chloramphenicol enthielt, wurde mit
einem E. coli Stamm XL1-Blue angeimpft, der das Plasmid pACYCdxs trug. Die
Zellen wurden in einer Schuttelkultur bei 37 °C Uber Nacht angezogen. Bei einer
optischen Dichte von 3.0 (600 nm), wurden 5 ml 1 M NaKHPO, zugesetzt.
AnschlieBend wurde eine Losung in einem Gesamtvolumen von 12 ml bestehend
aus 300 mg Glycerin-3-phosphat und 160 mg [U-'*Cg]Glucose kontinuierlich tiber 2 h
zugegeben. 1 h und 2 h nach beendeter Zugabe wurden 35 ml Aliquots enthommen
und 20 min bei 5000 Upm und 4 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden mit einer 0.9 %
NaCl Loésung gewaschen und wie oben beschrieben zentrifugiert. Anschlie3end
wurden die Zellen in 700 m einer Mischung von Methanol und D,O (6:4, v/v), die
10 MM NaF enthielt, suspendiert, auf Eis gekuhlt und 3 x 10 Sekunden mit
Ultraschall aufgeschlossen. Die Suspension wurde bei 14000 Upm 15 min

zentrifugiert und direkt im NMR vermessen.
2.3.9.15 Einbauversuch von [U-**Cg]Glucose an E. coli pACY CdxsxylBispC

0.1 Liter Terrific Broth (TB) Medium, das 2.5 mg Chloramphenicol enthielt, wurde mit
einem E. coli Stamm XL1-Blue angeimpft, der das Plasmid pACYCdxsispC trug. Die
Zellen wurden in einer Schuttelkultur bei 37 °C Uber Nacht angezogen. Bei einer
optischen Dichte von 19.0 (600 nm) wurde eine Ldsung in einem Gesamtvolumen
von 12 ml, bestehend aus 300 mg Glycerin-3-phosphat und 150 mg [U-}3Cg]Glucose,
kontinuierlich Gber 2 h zugegeben. 1 h und 2 h nach beendeter Zugabe wurden 20 ml
Aliquots entnommen und 20 min bei 5000 Upm und 4 °C zentrifugiert. Die Zellen
wurden mit einer 0.9 % NaCl Lésung gewaschen und wie oben beschrieben
zentrifugiert. Anschliel3end wurden die Zellen in 700 m einer Mischung von Methanol
und D,O (6:4, v/v), die 10 mM NaF enthielt, suspendiert, auf Eis gekihlt und 3 x 10
Sekunden mit Ultraschall aufgeschlossen. Die Suspension wurde bei 15000 Upm 15

min zentrifugiert und direkt im NMR vermessen.
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2.3.10 Inkorporationsexperiment von [U-*C¢]Leucin an Hopfendolden

Fur die Markierungsexperimente wurden 12 Dolden, die durchschnittlich 4-5, ca. 1.5
cm lange Zapfen besal3en, von einer Hopfenpflanze abgeschnitten. Als Sorte wurde
Humulus lupulus L. var. Hallertauer Taurus verwendet, die von Dr. Kammhuber von
der Bayrischen Landesanstalt fur Bodenkultur und Pflanzenbau (Wolnzach) zur
Verfigung gestellt wurde. Die abgeschnittenen Dolden wurden mit ihren Stielen
sofort in eine 0.1 %ige [U-"*Cg]Leucin Lésung (pH=6) getaucht. Fir den Versuch
standen 112 mg [U-'3C¢]Leucin zur Verfiigung. Die Dolden nahmen die komplette
Losung innerhalb von zwei Tagen auf. Danach wurden die Pflanzen drei weitere
Tage mit Wasser versorgt und der Versuch nach insgesamt funf Tagen beendet. Mit
einer Rasierklinge wurden die Stiele zweimal taglich um einige Millimeter verkurzt,
um eine optimale Aufnahme der N&hrldsung zu gewéhrleisten.

Nach beendeter Zugabe wurden die Zapfen von den Stielen abgetrennt, dreimal mit
je 50 ml Methylenchlorid versetzt und mittels Moérser und Pistill vorsichtig zerrieben.
Die vereinigten Extrakte wurden filtriert und im verdunkelten Rundkolben am
Rotationsverdampfer eingeengt. AnschlieRend wurde der Rickstand in 10 ml
Methylenchlorid aufgenommen, mit 52 mg o-Phenylendiamin versetzt und bei —20 °C
aufbewahrt. Es bildeten sich schwach gelbe Kristalle. Das Uberschissige
Dichlormethan wurde abpipettiert und der Humulon/Orthophenylendiamin-Komplex in
Methylenchlorid umkristallisiert.

Die erhaltene Verbindung wurde in CDCl; aufgenommen und mittels *H- und *3C-
NMR Spektroskopie untersucht. Die erhaltenen Verschiebungen stimmten mit den
publizierten (Goese et al., 1999) Uberein.

Die relative Anreicherung fur die durchgehend markierte Acylseitenkette wurde nach
folgendem Formelschema bestimmt:

%"°Cr = (8"*Cls/ (8115 +*CI2))* 100

%"Cg: Relative Anreicherung an **C, in Prozent

13¢5 Integralintensitat des *3C-*3*C gekoppelten Satelliten

13C1,: Integralintensitat des Zentralsignals

Es ergab sich eine relative Anreicherung von 0.3 % (vgl. Kap. 3.3.2).
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2.3.11 Einbau von 0, an Hopfendolden im Freilandversuch

Auf einen Versuchsfeld der Landesanstalt fir Bodenkultur und Pflanzenbau,
Abteilung Hopfen, in Wolnzach wurden 5 Dolden mit durchschnittlich 7 Zapfen
(Lange von ca. 1 cm) ausgewahlt. Die Dolden wurden von eventuell vorhanden
Blattern befreit. Mit Hilfe von Holzleim wurden der Lange nach halbierte und mit
einem Loch (A= 4 mm) versehene Korkstopfen um die Stiele der Dolden befestigt.
Am néchsten Tag wurden die Hopfendolden im Argongegenstrom in 5 Schlenkrohre
Uberfuhrt und mit flissigen Wachs sowie Silikon-Hochleistungsfett luftdicht
verschlossen. Um einen Pilzbefall der Hopfendolden zu vermeiden, wurden diese mit
einem Fungizid (Paralél Pilz-Frei N) bespriht. Zusatzlich wurde in das Schlenkrohr
ein Silikagel Trockenkissen gegeben, um das von den Pflanzen freigesetzte Wasser
zu binden (vgl. Kap. 3.3.1, Abbildung 43).

Uber ein kurzes Schlauchstiick wurde ein evakuierter Rundkolben mit Schlenkansatz
(V=70 cm®) mit dem Schlenkrohr verbunden. Der sich bildende Gesamtdruck konnte
an dem Rundkolben mit Hilfe eines Manometers kontrolliert werden. Anschlie3end
wurde das Schlenkrohr mit einen mit 20, gefiillten Luftballon verbunden.

Das Volumen des Schlenkkolbens betrug 172 cm®. Um einen méglichst natirlichen
Sauerstoffgehalt zu erzeugen, wurde die bendétigte GroRe des evakuierten Kolbens

bzw. der sich einstellende Druck nach dem Boyle-Mariottschen Gesetz berechnet.

Fur das Schlenkrohr gilt:
p1: 965 mbar (AuRendruck); Vi: 172 cm?®

Fir den evakuierten Rundkolben gilt:
po: 90 mbar; V: 69 cm?®

Nach dem Verbinden der beiden Kolben ergibt sich folgender Gesamtdruck (pa):

ps*(V1+V2) = p1*V1 +p2*Vz;

P3= (P1*Vi+ p2*V2) / (V1+V2)

Somit stellt sich ein Gesamtdruck (psz) von 714 mbar ein.
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Dies entspricht einem Volumen von 127 cm?® bei Normaldruck. Wenn man den
leichten Uberdruck im Luftballon vernachlassigt, wird die Differenz der Volumina
(»44 ml *®0,) in das Schlenkrohr gesaugt, was einem Gehalt von ca. 25 % *°0,
entspricht.

Anschlie3end wurden die Kolben mit Aluminiumfolie verdunkelt, um eine zu starke
Erwarmung zu vermeiden und mit Klebeband an den Ranken befestigt. Nach zwei
Wochen wurden die Dolden geerntet und aufgearbeitet.

Hierzu wurden die Zapfen von den Stielen abgetrennt, dreimal mit je 50 ml
Methylenchlorid versetzt und mittels Mdrser und Pistill vorsichtig zerrieben. Die
vereinigten Extrakte wurden filtriert und im verdunkelten Rundkolben am
Rotationsverdampfer eingeengt. AnschlieBend wurde versucht, das enthaltene
Humulon wie beschrieben zu kristallisieren (vgl. Kap. 2.3.10). Hierzu wurden 50 mg
o-Phenylendiamin zugesetzt. Es zeigte sich allerdings, daf die enthaltene Menge an
Humulon fur eine Kristallisation zu gering war. Deshalb erfolgte eine Aufreinigung
mittels praparativer HPLC (Sharpe und Ormrod, 1991).

Als Saule wurde eine RP-18 Saule (YMC-PACK ODS-AQ, 11 nm, 40 x 250 mm)
verwendet. Als Eluent wurde ein Gemisch aus Methanol/H,O/HCOOH im Verhaltnis
85:17:0.25 (v:v:v) bei einem Flu3 von 70 ml/min verwendet. Es wurden ca. 25 mg
des ungereinigten Extraktes aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines UV-
Detektors bei 314 nm. Die Retentionszeit fir Cohumulon betrug 16 und fir Humulon
20 Minuten.

Die gereinigten Verbindungen wurden mittels NMR-Spektroskopie und Uber
Direkteinla3 Massenspektrometrie charakterisiert.

Fur die mittels *C-NMR-Spektroskopie ermittelte absolute Anreicherung an *20-

markiertem Humulon gilt:
%180A — (180| c/ (160|C+180|C)) * 100

%'80,: Absolute Anreicherung an *20, in Prozent

180 .. Integralintensitat des *C-Signals, das ein **0-Atom tragt

1891.: Integralintensitat des *3C-Signals, das ein *°O-Atom tragt
Mit Hilfe dieses Rechenschemas konnte eine absolute Anreicherung von 9 %

ermittelt werden.
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Fur die mittels Massenspektrometrie ermittelte absolute Anreicherung an 20

markiertem Humulon gilt:
%'%0n = ((*UM+2)" = SI(M+2) ™) / (**I(M)"™ + *¥I(M+2)")) * 100

%80 Absolute Anreicherung an *20, in Prozent
18O (M)*:  Intensitat des Molekdlions der **0-markierten Verbindung
1801(M+2)"": Intensitat des (M+2)-lons der *0-markierten Verbindung

SI(M+2)*:  Intensitat des (M+2)-lons der unmarkierten Referenz

Mit Hilfe dieses Rechenschemas konnte eine absolute Anreicherung von 10 %
ermittelt werden.
Die (Uber die zwei unabhangige MelRmethoden bestimmten absoluten

Anreicherungen stimmten sehr gut Uberein (vgl. Kap. 3.3.1).
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3 Ergebnisse

3.1 Der alternative Biosyntheseweg zu Terpenen

3.1.1 Markierung von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat mit stabilen und

radioaktiven Isotopen

Fur die Aufklarung noch unbekannter Reaktionsschritte des alternativen
Terpenbiosyntheseweges wurde in Zusammenarbeit mit C. Schuhr (Schuhr, 2001)
eine enzymatische Synthese entwickelt, die eine flexible Einfiihrung von stabilen und
radioaktiven Isotopen in die bereits bekannten Intermediate erlaubt. Da die
Biosynthese von IPP ausgehend von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat erfolgt, wurde
insbesondere fir dieses Molekil eine Markierungsstrategie benétigt. Mit Hilfe der
1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase (Sprenger et al., 1997; Lois et al., 1998)
ist es moglich, Pyruvat und D-Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) zu 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat zu kondensieren (Abbildung 5).

Q o OH

)I\ > ﬁ .~ DXP-Synthase o
Coo + H 0—P—0 o—
l .. - CO,
OH

Abbildung 5: Darstellung von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat aus Pyruvat und D-
Glycerinaldehyd-3-phosphat

—0

O—T=0

Pyruvat ist eine ideale Vorstufe, da sowohl [2-*C4]- als auch [2,3-*C,]- und [3-
13¢,]Pyruvat erwerbbar sind. Im Gegensatz dazu ist GAP selbst in unmarkierter Form
extrem teuer. Aus diesem Grund muf3te fir GAP eine effiziente Synthese gefunden

werden.
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Einen sehr einfachen Zugang fir GAP stellt die von der Triosephosphatisomerase
katalysierte Umwandlung von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) dar, welches sich
sehr effizient aus dem Bariumsalz von Dihydroxyacetonphosphat-ethyl-hemiacetal
gewinnen laf3t (Effenberger und Straub, 1987). Hierzu wird das Acetal mit Hilfe eines
Kationenaustauschers in H*-Form gespalten (vgl. Kap. 2.3.1.1), der gleichzeitig die

Bariumionen bindet und so Dihydroxyacetonphosphat freisetzt (Abbildung 6).

O

o) o)
o IL' o I - DowexH" T
| - 0—hF—0 — Ho/\”/\o—IID—OH
O - EtOH 0 OH

EtO o)

Abbildung 6: Hydrolyse von Dihydroxyacetonphosphat-ethyl-hemiacetal

Unter Verwendung des so erzeugten DHAP und *3C-markiertem Pyruvat war es mit
Hilfe der 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase und der Triosephosphat-
isomerase mdglich, sowohl die Methyl- als auch die Carbonylgruppe (vgl. Abbildung
7) von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat zu markieren (vgl. Kap. 2.3.1.1). Analog
dazu konnte mit [2-**C,]Pyruvat radioaktives [2-**C1]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
synthetisiert werden (Kap. 2.3.1.2).

Q O OH
. . DXP-Synthase Q
/U\COO + HJIY\O_ -0 y (@) o_||_o,,
- - CO, | -
OH

OH
Abbildung 7: Darstellung von [1,2-*C,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

O—1=0
O—T

Alternativ kann D-Glyerinaldehyd-3-phosphat, als ein Intermediat der Glykolyse, auch
enzymatisch ausgehend von Glucose gewonnen werden. Ein grof3er Vorteil hierbei
ist, daR Glucose auf verschiedene Arten sowohl *C als auch ?H markiert erwerbbar
ist. Da die 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase bei der Bildung von 1-Desoxy-
D-xylulose-5-phosphat (vgl. Abbildung 7) CO, aus Pyruvat abspaltet, handelt es sich
hierbei um eine irreversible Reaktion. Aus diesem Grund ist es mdglich, GAP sténdig
aus dem Gleichgewicht zu entfernen und somit die Produktbildung zu forcieren
(Abbildung 8).
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W
0=p=0 HO
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-— OH OH
OH / \
HO
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Abbildung 8: Enzymatische Synthese von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
ausgehend von Glucose und Pyruvat

Durch Verwendung von **C-markierter Glucose und unmarkiertem Pyruvat kénnen
somit die Positionen 3, 4 und 5 von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat **C-markiert
werden.

Analog dazu ist es unter Verwendung von [2,3-1*C,]Pyruvat, [U-**C¢]Glucose und
stochiometrischen Mengen ATP méglich, [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat zu
erzeugen (vgl. Abbildung 9). Der groRBe Vorteil der *C-Markierung ist, daR es
maoglich ist, die Reaktion ,online* zu beobachten. Dazu wurde ein Aliquot aus dem
Reaktionsansatz entnommen, mit etwa 10 % D,O versetzt und direkt im NMR

vermessen. In Abbildung 9 sind die bei der Synthese von [U-*Cs]1-Desoxy-D-
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xylulose-5-phosphat ausgehend aus [U-*C¢]Glucose und [2,3-2*C,]Pyruvat
erhaltenen *C-NMR Spektren dargestellt.

D T
D D
D
D

°l B

! L

// //
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Abbildung 9: Ausschnitt des **C-NMR Spektrums eines Reaktionsgemisches von [U-
13Ce]Glucose und [2,3-2C,]Pyruvat vor der Zugabe der Enzyme (A). B:
[U-1°Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat, 20 h nach Beginn der
Reaktion. G und P deuten die von der Glucose und dem Pyruvat
stammenden Signale an. D: 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat; T:
Trishydrochlorid

Im oberen Teil (A) ist das Ausgangsgemisch, bestehend aus [2,3-*C,]Pyruvat (P)
und a,b-[U-*Cg]Glucose (G) zu erkennen. Dieses konnte, wie aus Abbildung 9 B
ersichtlich ist, unter den ublichen Reaktionsbedingungen (vgl. Kap. 2.3.1.5) fast
quantitativ zu [U-"*Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (D) umgewandelt werden.

Die dargestellten Reaktionen wurden alle im ,Eintopf“-Verfahren durchgefihrt. Hierzu

wurden alle Edukte und Cofaktoren bei pH =8 vorgelegt. Nach Zugabe der
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bendtigten Enzyme konnte die Reaktion mittels **C-NMR-Spektroskopie tiberwacht
werden.

Wie man in Abbildung 10 erkennen kann, treten bei komplett **C-markiertem 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat neben den durch die Phosphatgruppe bedingten *!P-
13C- zusatzlich *C-3C-Kopplungen auf. Die Folge hiervon sind komplexe

Aufspaltungsmuster der einzelnen Signale, die in Abbildung 10 detailliert erlautert

sind.
Kﬁ
C-4
4
C 3 )
C 5 31P
ppm 26 0 25..6 213 5 2130 l 77|2 O

Abbildung 10: Kopplungsmuster der *3C-NMR Signale von [U-*3Cs]1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat

Uber die zwei beschriebenen Verfahren (vgl. Abbildung 7 und Abbildung 8) konnten
ausgehend von Glucose oder DHAP und Pyruvat unterschiedliche Isotopomere
synthetisiert werden. In Tabelle 3 ist eine Ubersicht der erzeugten Verbindungen

dargestellt.

Tabelle 3: Darstellung verschiedener Isotopomere von 1-Desoxy-D-xylulose-5-

phosphat
DHAP Glucose Pyruvat 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
Unmarkiert [2,3-BC,) [1,2-2C,)
Unmarkiert [2,3-BC,] [1,2-BC,]
[U-13Cy] Unmarkiert [3,4,5-1°C4]
[U-13Cq] [2,3-BC,] [U-13C4]
[1-BCy, [2-Bcy], Unmarkiert [3,4,5-13C4]
[3_13C1]
Unmarkiert [2-1%C4] [2-1%C]
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Die Charakterisierung der stabilisotop markierten Verbindungen erfolgte mittels
NMR-Spektroskopie. Die erhaltenen Kopplungskonstanten und chemischen
Verschiebungen der einzelnen Isotopomere sind in Tabelle 4 zusammengefalit.

Tabelle 4: NMR Daten von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Position | Chemische Verschiebung (ppm) Kopplungskonstanten
"H ¢ p JcH Jpc Jec
1 2.4 25.9 128.6*¢ 41.2 (C2)*¢, 12.8
(C3)°
2 213.1 41.2 (C1)*°, 41.3
(C3)°
3 4.6 77.0 144.2° 41.3 (C2)"°, 39.6
(C4)P°, 12.8 (C1)°
4 4.4 70.7 145.3° | 7.2 39.8 (C3)*°, 43.6
(C5)b,c
5 4.0 64.3 145.2° | 4.7 43.6 (C4)°°
P 7.0 7.2,4.7

3 Beobachtet mit [1,2-2°C,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
P Beobachtet mit [3,4,5-13C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
¢ Beobachtet mit [U-**Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Als ein Problem bei der enzymatischen Synthese von 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat stellte sich die stéchiometrische Bildung von ADP aus ATP wahrend der
Glykolyse dar (vgl. Abbildung 8). Da ADP und 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat auf
Grund der Phosphatgruppen negativ geladen sind, konnte die Reinigung des
gewtnschten Produktes nicht durch Bariumfallung erfolgen. Deswegen mulfite die
Bildung von ADP wahrend der Reaktion vermieden werden. Dies gelang mit Hilfe der
Regeneration von ATP durch die Pyruvatkinase, welche ADP und
Phosphoenolpyruvat zu ATP umsetzt (vgl. Abbildung 11 und Abbildung 8).

Das hierbei freigesetzte Pyruvat fungiert gleichzeitig als Substrat fir die 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat Synthase und wird somit quantitativ verbraucht. Allerdings war

die Verwendung dieses Recyclingsystems nur moglich, wenn weder die Methyl- noch
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die Carbonylgruppe von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat markiert werden sollten, da
es sonst zu einer Verdunnung mit unmarkiertem Pyruvat gekommen ware.

Alternativ. zum Recyclingsystem mit Phosphoenolpyruvat konnte ATP aus
Acetylphosphat und ADP durch die Acetatkinase gewonnen werden (Abbildung 11).

ADP ATP

COOH Q
ﬁ/ _ /Il\
Pyruvatkinase COOH

OPO,

ADP ATP
"JL‘opog ”JL\OH

Acetatkinase

Abbildung 11: Recyclingsysteme fur ATP

Ein Nachteil dieser Reaktion ist die geringe Stabilitdit von Acetylphosphat. Dieses
kann zu Acetat und freiem Phosphat hydrolysieren, was eine Verwendung flr
grolRere Umsetzungen auf Grund der langen Reaktionszeiten (bis zu 24 h) erschwert.
Deshalb wurde dieses System nur fur kleinere Ansatze (vgl. Kap. 2.3.1.7 - 2.3.1.9)
mit kiirzeren Reaktionsdauern (bis zu 2 h) verwendet.

Das erzeugte 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (vgl. Tabelle 3) wurde entweder ohne
Reinigung fir weitere Umsetzungen zu den spéateren Intermediaten eingesetzt oder
konnte unter Verwendung der beschriebenen Recyclingsysteme durch Bariumfallung
isoliert werden. Die Ausbeute an gereinigtem 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
betrug typischerweise 50 %.

Ein Vorteil der enzymatischen Synthese von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat ist die
gute Skalierbarkeit der Reaktion. So war es sowohl méglich, radioaktives 1-Desoxy-
D-xylulose-5-phosphat  zu  erzeugen, als auch die Darstellung von
stabilisotopmarkierten Verbindungen im Millimolmaf3stab durchzufthren.

Durch die enzymatische Synthese von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat konnten
somit unterschiedlichste **C- und *C-markierte Isotopomere (vgl. Tabelle 3)
ausgehend von kauflichen Edukten erzeugt werden (vgl. Kap. 2.3.1.1 - 2.3.1.6).
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3.1.2 Synthese von *H- und **C-doppelmarkiertem 1-Desoxy-D-xylulose-5-

phosphat

Fur mechanistische Untersuchungen Uber die Biosynthese von Terpenen ist die
Einfuhrung von Deuteriummarkierungen von grof3em Interesse (Arigoni et al., 1999)
Allerdings kann wéhrend der Biosynthese von Sekundarstoffen ein kompletter oder
auch nur teilweiser Verlust der Deuteriummarkierung erfolgen. Aus diesem Grund ist
es wiinschenswert, neben einer ?H- gleichzeitig eine **C-Markierung einzufiihren, die
als interner Standard verwendet werden kann. Es ist dadurch moglich, einen
eventuellen partiellen Austausch der Markierung exakt zu quantifizieren. Deshalb
wurde versucht, 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat sowohl mit ?H- als auch mit *3C-
Isotopen zu markieren.

Da 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat aus Pyruvat und D-Glycerinaldehyd-3-phosphat
gebildet wird, ist es mdoglich, ausgehend von einfach markierten Edukten ein
doppelmarkiertes Produkt zu erzeugen. Die **C-Markierung kann hierbei sehr einfach
uber *C-markiertes Pyruvat erfolgen (vgl. Abbildung 7), wahrend fir die Einfiihrung

einer Deuteriummarkierung verschiedene Moéglichkeiten (Abbildung 12) existieren.
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Abbildung 12: Verschiedene Markierungsstrategien (Weg A, B und C) fur die
Darstellung von sowohl *C- als auch ?H- markiertem 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat.

So war es méglich, [1,2-3C,, 4-?H;]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat ausgehend von
[2,3-°C,]Pyruvat und DHAP in D,O zu erzeugen. Die Einfihrung von
Deuteriumatomen erfolgte hierbei mit Hilfe der Triosephosphatisomerase, die bei der
Isomerisierung von DHAP zu D-Glycerinaldehyd-3-phosphat zwingend an Position 2
ein Deuteriumatom einfuhrt, was zu einer Markierung an Position 4 in 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat fuhrt (vgl. Abbildung 12, Weg C).

Ferner kann [1,2-13C,, 3,4-?H,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat ausgehend von [4-
’H,]Glucose dargestellt werden. Bei der Synthese dieses Isotopomers wurde
zunachst [4->H,]Fructose-1,6-bisphosphat erzeugt (vgl. Abbildung 12, Weg B). Um zu
vermeiden, dafl} die Glucose-6-phosphatisomerase bei der Isomerisierung von
Glucose-6-phosphat zu Fructose-6-phosphat an Position 1 ein Deuteriumatom
einfihrt, mul3 die Reaktion bis zu Fructose-1,6-bisphosphat in H,O durchgefihrt

werden. Da die von der Fructose-6-phosphat Kinase Kkatalysierte Reaktion



44

irreversibel ist, kann die Reaktionssequenz an dieser Stelle unterbrochen und das
enthaltene Wasser durch Gefriertrocknung entfernt werden. Die weitere Umsetzung
zu D-Glycerinaldehyd-3-phosphat erfolgte in D,O, wodurch tber die Aldolase ein
Deuteriumatom an Position 3 von DHAP eingefuhrt wird. Durch die von der
Triosephosphatisomerase Kkatalysierten Reaktion wird die Position 1 von D-

Glycerinaldehyd-3-phosphat mit der Position 3 von DHAP &quivalent (Abbildung 13).

Q 0O DH
2 T ,, Triosephosphatisomerase 2 I
D™ 1 3°0—P-0 HO™ 3 ! 0—P-0
I” 77
HO D O DZO e)

Abbildung 13: Die von der Triosephosphatisomerase katalysierte Isomerisierung von
Dihydroxyacetonphosphat zu D-Glycerinaldehyd-3-phosphat

Das aus der [4-?H;]Glucose stammende Deuterium befindet sich in Position 1 von D-
Glycerinaldehyd-3-phosphat (vgl. Abbildung 12, Weg B). Wie bereits bei der
Darstellung von [1,2-*C,, 4-°H,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat beschrieben, fiihrt
die Triosephosphatisomerase ein Deuteriumatom aus D,O an Position 2 von D-
Glycerinaldehyd-3-phosphat (vgl. Abbildung 13) ein, wodurch bei Verwendung von
[2,3-13C,]Pyruvat mit Hilfe der 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase [1,2-°C,,
3,4-H,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat entsteht (vgl. Abbildung 12, Weg B).

Auf Grund der Aciditat der Protonen der Methylgruppe von Pyruvat, erfolgt in D,O ein
teilweiser Austausch der Methylprotonen gegen Deuteriumatome. Dies konnte bis auf
eine Deuteriumanreicherung von ca. 30 % unterdrickt werden, indem in H,O
geldstes Pyruvat tropfenweise zugegeben und die eingesetzte Menge an 1-Desoxy-
D-xylulose-5-phosphat Synthase stark erhéht wurde (vgl. Kap. 2.3.1.9).

Ausgehend von ?H-markierter Glucose und [2,3-*C,]Pyruvat wurde mit [1,2-*C,, 5-
?H,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat ein drittes, doppelmarkiertes Isotopomer
dargestellt. Dieses konnte ausgehend von [6,6-2H,]Glucose und [2,3-*C,]Pyruvat
Uber Weg A (vgl. Abbildung 12) synthetisiert werden (vgl. Kap. 2.3.1.7). Ein Molekl
Glucose wird dabei durch die von den Glykolyseenzymen katalysierten Reaktionen
zu zwei Molekilen D-Glycerinaldehyd-3-phosphat abgebaut. Da die verwendete

Glucose nur an Position 6 markiert ist, sollte bei Verwendung von [2,3-*C,]Pyruvat
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ein Isotopomerengemisch bestehend aus [1,2-*C,, 5,5-°H,] und [1,2-*C,]1-Desoxy-
D-xylulose-5-phosphat zu jeweils 50 % entstehen. Es zeigte sich jedoch, dal? neben
diesen beiden Isotopomeren mit [1,2-3C,, 5-?H;]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat ein
drittes Isotopomer entstand. Durch Integration der **C-NMR Signale von Kohlenstoff
4 (vgl. Abbildung 14 C) konnte ein molares Verhaltnis von [1,2-3C,]- zu [1,2-*3C,,
5,5-°H,]- zu [1,2-*C,, 5-?H1]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat von 1:0.3:0.7 ermittelt
werden. Durch welche Reaktionen [1,2-*C,, 5-?H1]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
entstanden war, konnte nicht geklart werden. Eine nur teilweise
Deuteriummarkierung des Eduktes konnte jedoch mittels NMR-Spektroskopie
ausgeschlossen werden.

Die Umsetzung zu den verschiedenen, mit Deuterium und **C-markierten 1-Desoxy-
D-xylulose-5-phosphat Isotopomeren erfolgte unter Generierung von ATP durch
Acetylphosphat mit Hilfe der Acetatkinase. Da hierbei, wie bereits beschrieben (Kap.
3.1.1, Abbildung 11) nur freies Acetat entsteht, konnte die Reinigung der erhaltenen
Verbindungen sehr einfach durch Bariumfallung erfolgen.

In Abbildung 14 sind Ausschnitte aus den **C-NMR-Spektren von auf diesem Weg
gereinigtem [1,2-33C;]-, [1,2-3C,, 4-?H,]- und des Gemisches aus [1,2-C,]-, [1,2-
13¢C,, 5,5-°H,]-, [1,2-1°C,, 5-?H:]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat dargestellt. In der
oberen Zeile (A) sind die unmarkierten Kohlenstoffe 3, 4 und 5 von [1,2-*C;]1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat gezeigt. Da die Methyl- und Carbonylgruppe *°C-
markiert sind, zeigen die Signale 3 und 5 Kohlenstoffkopplungen. Ferner werden die
Signale der Kohlenstoffe 4 und 5 durch Phosphorkopplungen aufgespalten (vgl.
Abbildung 14 A). Weiterhin konnten zwei intensive Signale bei 25.9 und 213.1 ppm
detektiert werden, die zu den **C markierten Kohlenstoffen gehéren.

In der mittleren Zeile (B) ist das Spektrum von [1,2-*C,, 4-°H;]1-Desoxy-D-xylulose-
5-phosphat dargestellt. Auf Grund der Markierung mit Deuterium (ca. 84 %) an
Position 4 ist das entsprechende Kohlenstoffsignal weitgehendst kollabiert,
weswegen lediglich ein Restsignal zu erkennen ist, das zu der nicht deuterierten
Spezies gehort (vgl. Abbildung 14 B) . Auf Grund des Schwerisotopshifts (b-Shift) sind
die Signale der Kohlenstoffe 3 und 5 um 56 bzw. 74 ppb zu hdherem Feld
verschoben.

In der untersten Zeile ist das Spektrum des Isotopomerengemisches aus [1,2-*C,]-,
[1,2-1°C,, 5,5-?H]- und [1,2-*C,, 5-’H;]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat dargestellt
(vgl. Abbildung 14 C). Das Kohlenstoffsignal 5 ist auf Grund der teilweisen
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Markierung mit Deuterium verkleinert. Das Signal von Kohlenstoff 4 erfahrt je nach
Markierungsgrad einen unterschiedlich grof3en Schwerisotopshift. So ist ein Dublett
(Signal 4,) zu erkennen, das zu der nicht deuteriummarkierten Spezies gehort.
Ferner ist ein weiteres Dublett (Signal 4;,) vorhanden, das zu der einfach markierten
Verbindung gehort und einen Schwerisotopshift von 60 ppb zu héherem Feld erfahrt.
Die dritte Komponente tragt an Kohlenstoff 5 zwei Deuteriumatome, was zu einem

doppelten Schwerisotopshift (120 ppb) fuhrt. Dies ist an Signal 4. erkennbar.

l1 ARNRARARE RRRRERRRE! |RARRRRRERRJ [reT T T I'I’T TTTTeTTY fTT'I"I‘T’I"I IT‘ITFI'T TTTT

ppm 76.50 76.25 70.00 69.75 65.25 65.00

Abbildung 14: Ausschnitt aus den *C-NMR Spektren von [1,2-}*C,]1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat (A), von [1,2-*C,, 4-°H,]1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat (B) und eines Isotopomerengemisches aus
[1,2-3C,, 5-°Ha)-, [1,2-33C,, 5-2H;] und [1,2-3*C,]1-Desoxy-D-xylulose-
5-phosphat (C). Die mit einem Pfeil markierten Signale stammen von
[1,2-13C,]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat. Bei den mit einem
Sternchen versehenen Signalen handelt es sich um Verunreinigungen.
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3.1.3 Die D-Xylulokinase katalysiert die Phosphorylierung von 1-Desoxy-D-
xylulose zu 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Aufgrund von erfolgreichen Fitterungsexperimenten mit 1-Desoxy-D-xylulose wurde
vermutet (Broers, 1994, Giner et al., 1998a), dal3 bestimmte Organismen 1-Desoxy-
D-xylulose zu 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat phosphorylieren kbnnen.

In unserer Arbeitsgruppe gelang es, diese Phosphorylierungsaktivitat aus E. coli
Wildtyp Zellen anzureichern und das codierende Gen zu klonieren (Wungsintaweekul
et al., 2001a). Bei der Sequenzierung dieses Gens stellte sich heraus, dalR es sich
um das xylB Gen handelt, welches die D-Xylulosekinase codiert.

Bei der Charakterisierung des gereinigten, rekombinanten Enzyms stellte sich die
Frage, welche der drei Hydroxygruppen (vgl. Abbildung 16) von 1-Desoxy-D-xylulose
phosphoryliert wird (Wungsintaweekul et al., 2001a).

Um diese Frage zu beantworten, wurde zuerst [3,4,5-*C;]1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat synthetisiert und mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert (Abbildung
15 B). Nach Entfernung der Proteine wurde die erhaltene [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-
xylulose anschlieRend mit gereinigter, rekombinanter D-Xylulokinase unter den
entsprechenden Bedingungen (vgl. Kap. 2.3.3) inkubiert und das gebildete Produkt
mittels *C-NMR Spektroskopie untersucht. In Abbildung 15 sind die *C-NMR
Spektren von [3,4,5-*C;]1-Desoxy-D-xylulose (Abbildung 15 B) und dem in der
Reaktion gebildeten Produkt (Abbildung 15 A) dargestellt.
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Abbildung 15: Ausschnitte aus den *C-NMR-Spektren von [3,4,5-**C3]1-Desoxy-D-
xylulose (B) vor der Inkubation mit D-Xylulokinase und von [3,4,5-
13C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (A) nach beendeter Reaktion.

Wie man in Abbildung 15 und in Tabelle 5 gut erkennen kann, zeigen die
Kohlenstoffsignale 4 und 5 eine zuséatzliche Kopplung, die durch die eingeflhrte
Phosphatgruppe an Position 5 entsteht. Bei einer Phosphorylierung an einer anderen
OH-Guppe miBte Kohlenstoff 3 eine *P-3C Kopplung zeigen. Ferner stimmen
sowohl die im *C-NMR erhaltenen chemischen Verschiebungen als auch die
Kopplungskonstanten mit denen von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
Uberein (vgl. Kap. 3.1.1, Tabelle 4).

Diese Daten belegen eindeutig, dal3 die D-Xylulokinase 1-Desoxy-D-xylulose an
Position 5 phosphoryliert (vgl. Abbildung 16).

OH
0 D-Xylulokinase

Mg®, ATP
OH
OH

Abbildung 16: Phosphorylierung von 1-Desoxy-D-xylulose zu 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat durch die D-Xylulokinase
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Tabelle 5: *C-NMR Daten von [3,4,5-2*C3]1-Desoxy-D-xylulose und [3,4,5-3C3]1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

[3,4,5-1°C3]1-Desoxy-D-xylulose [3,4,5-1°C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
Position | Chemische Kopplungs- Chemische Kopplungskonstanten
Verschiebung | konstanten Verschiebung (Hz)
(Ppm) (Hz) (Ppm)
Jec Jec Jep

76.8 (d) 39.6 76.7 (d) 39.6

71.1 (dd) 39.6, 42.5 70.4 (ddd) 39.8,43.6 7.2

61.9 (d) 42.2 63.8 (dd) 43.6 4.7

Die Multiplizitaiten der 'H entkoppelten *C-NMR Signale sind in Klammern
angegeben.

3.1.4 Synthese von isotopmarkiertem 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat

Der nachste Schritt bei der Biosynthese von IPP nach dem alternativen
Terpenbiosyntheseweg besteht in einer reduktiven Geristumlagerung (Arigoni et al.,
1997), die durch eine Reduktoisomerase (Takahasi et al., 1998) katalysiert wird
(Abbildung 17).

OH
o) HO.,, )
) Il - ) Il .
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OH ) / \ OH OH o~

NADPH NADP*

Abbildung 17: Bildung von 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat aus 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat

Bei der reduktiven Gerustumlagerung von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phospat zu 2C-
Methyl-D-erythritol-4-phosphat wird NADPH verbraucht (vgl. Abbildung 17). Dieses
kann sehr effizient aus Glucose mit Hilfe der Glucosedehydrogenase (Radykewicz et

al., 2000) wiedergewonnen werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Recyclingsystem fir NADPH

Auf diese Art war es moglich, die bendtigte Menge an NADPH zu minimieren. Bei der
Darstellung von 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat ausgehend von markierter
Glucose mulite darauf geachtet werden, dafd zuerst die Bildung von 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat vollstdndig beendet ist, um eine Verdinnung mit unmarkierter
Glucose durch das Recyclingsystem zu vermeiden. Ferner mufdte das fur die
Glykolyse verwendete ATP bzw. PEP in stéchiometrischen Mengen zugesetzt
werden, da es dann bei der Bildung von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat vollstandig
verbraucht wird. Damit stand es bei der nun ungewollten Bildung von Glucose-6-
phosphat durch die Hexokinase als Substrat nicht mehr zur Verfugung, wodurch es
moglich ist, diese Nebenreaktion zu unterdriicken.

Ausgehend von ungereinigtem, entsprechend isotopmarkiertem 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat wurde (iber das oben beschriebene Verfahren [2,2-3C,]-,
[1,3,4-3C3] und [U-'3Cs]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat erzeugt (vgl. Kap. 2.3.4).
Die so synthetisierten Isotopomere konnten ohne Aufreinigung zu den néchsten
Intermediaten der Terpenbiosynthese umgesetzt werden.

Fir spezielle Anwendungen, wie z. B. Enzymkinetiken, wurde gereinigtes 2C-Methyl-
D-erythritol-4-phosphat bendétigt. Die Reinigung konnte, wenn die beschriebenen
Recylingsysteme fur ATP und NADPH verwendet wurden, durch eine Bariumfallung
erfolgen. Die Ausbeute betrug in diesen Fallen typischerweise 50 %. Alternativ dazu
konnte eine Reinigung mittels Anionenaustauscher-HPLC erfolgen (vgl. Kap.

2.3.4.4). Hierbei wurde eine Ausbeute von ca. 40 % erreicht.
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3.1.5 Darstellung von isotopmarkiertem 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol

Ein weiteres, bereits bekanntes Intermediat der Biosynthese von IPP nach dem
alternativen Terpenbiosyntheseweg war 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol.
Dieses sollte fiur die Strukturaufklarung unbekannter Intermediate ebenfalls mit
Isotopen markiert werden. Seine Darstellung erfolgte mit Hilfe des IspD-Enzyms
ausgehend von 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat und CTP (Abbildung 19) in
Gegenwart von Mg?* lonen (Rohdich et al., 1999; Kuzuyama et al., 2000b).

H?ﬁ/\ "o IspD HOP<(\ i i N
0-P-0 ” 0=-P=0-P=-0—
.. CTP, Mg S

OH OH O

HO OH

Abbildung 19: Bildung von 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol ausgehend von
2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat

Die Einflhrung von lIsotopen erfolgte in Fortsetzung der beschriebenen Strategie
ausgehend von Glucose, DHAP und Pyruvat. Fur die Aufklarung der nachsten, vom
IspE-Protein (Luttgen et al., 2000) katalysierten Reaktion wurden insbesondere
[1,2,2-Methyl,3,4-2Cs]-, [2,2-Methyl-*C,]- sowie [1,3,4-'3C,]4-Diphosphocytidyl-2C-
methyl-D-erythritol als Substrate benétigt (vgl. Kap. 2.3.5.1 und 2.3.5.2). In Abbildung
20 sind Ausschnitte aus den *C-NMR Spektren der erzeugten Verbindungen

dargestellt.
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Abbildung 20: Ausschnitt aus den **C-NMR Spektren von [U-*Cs]- (A), [1,3,4-C4]-
(B) und [2,2"-23C,]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol (C). Die
Zahlen deuten den jeweiligen markierten Kohlenstoff an.

Die Umsetzung konnte mittels *C-NMR Spektroskopie verfolgt werden. Die
Reinigung der Produkte erfolgte durch HPLC. Die Gesamtausbeute betrug ca. 60 %.

Die NMR Daten waren mit den publizierten Daten identisch (Rohdich et al., 1999;
Rohdich et al., 2000b).
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3.1.6 Das IspE-Protein katalysiert die Bildung von 4-Diphosphocytidyl-2C-
methyl-D-erythritol-2-phosphat

Durch vergleichende Genomuntersuchungen konnte in unserer Arbeitsgruppe ychB
(spater in ispE umbenannt) als ein essentielles Gen fir die Bildung von IPP nach
dem alternativen Terpenbiosyntheseweg identifiziert werden (Luttgen et al., 2000).
Hierzu wurden die Genome von komplett sequenzierten Organismen, die
ausschlief3lich den alternativen Weg benutzen, miteinander verglichen. Anschliel3end
wurden die Sequenzen, die in allen diesen Lebewesen vorkamen, mit den Genomen
von Organismen verglichen, die den Mevalonatweg benutzen. Die Gene, die in allen
existierten, wurden eliminiert. Als Treffermenge blieben so nur die Gene Ubrig, die fur
die Bildung von IPP bzw. DMAPP bendtigt werden. Diese wurden in E. coli
Uberexprimiert, gereinigt und charakterisiert.

So konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dal3 bei Inkubation von
radioaktivem 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol mit ATP, MgCl, und dem
IspE-Protein, einer mutmalilichen Kinase, eine neue Verbindung entsteht (Luttgen et
al., 2000).

Um die Struktur dieses neuen Intermediates aufzuklaren, wurden deshalb jeweils
[1,2,2-Methyl,3,4-*Cs]-, [2,2-Methyl-}*C,]- sowie [1,3,4-**C,] 4-Diphosphocytidyl-2C-
methyl-D-erythritol mit gereinigtem IspE-Protein in Gegenwart von ATP und MgCl,
umgesetzt und gereinigt. Die erhaltenen Verbindungen wurden mittels ein- und
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie, insbesondere durch HMQC, HMQC-TOCSY
und HMBC Spektren charakterisiert (Tabelle 6).

Im Vergleich zu 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol bleiben die meisten
Signale und Korrelationen weitgehendst unverandert (Luttgen et al., 2000; Kuzuyama
et al., 2000a). Allerdings erfahrt Kohlenstoff 2 einen Tieffeldshift von ca. 8 ppm. Im
3IP.NMR ist ein zusatzliches Signal bei 0.49 ppm zu erkennen, das im typischen
Bereich von Monophosphaten liegt. Dieses Signal zeigt zwei **C-*'P-Kopplungen mit
7.6 und 1.7 Hz (Tabelle 6) zu C-2 und der Methylgruppe. Diese Daten belegen, dal3
die Phosphatgruppe an Position 2 sein muf3, da fur die zwei weiteren mdglichen
Positionen (C-1 und C-4) keine Phosphorkopplung (*Jec) zur Methylgruppe auftreten
durfte.
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Tabelle 6: NMR-Daten von 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-

phosphat
Chemische Verschiebung (ppm) Kopplungskonstanten (Hz)
Position H Bc [ %¥p JhH Jpc Jpp Jee
1 3.58 (m,1) | 65.78 3.8%(P-2) 39.8° (2)
1" 3.64 (m,1)
2 81.91 7.4° (P-2) 38.9° (2-
Methyl)
2-Methyl| 1.26 (s,3) 17.92 1.9° (P-2) 38.9° (2)
3 3.81(m,1) | 73.96 7.3% (P-2, P-4) n. b.
4 3.89 (m,1) | 67.16 5.7% (P-4) 42.9° (3)
4 4.19 (m,1)
1 5.87 (d,1) 90.21 4.4
2 4.21 (t,1) 75.24 4.9
3 4.25 (t,1) 70.22 4.9
4 4.17 (m,1) | 83.85
5 4.09 (ddd,1) | 65.49 12.2,5.4
57* 4.17 (m,1)
Cyt-2 156.50
Cyt-4 165.49
Cyt-5 6.07 (d,1) 97.35 7.6
Cyt-6 7.92 (d,1) | 143.03 7.6
P(2) 0.49 1.7° (2-Methyl),
7.6° (2)
P(4) -7.28 20.8
P(5) -8.00 20.8
8Aus dem Spektrum von [1,3,4-°C,]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-
phosphat
b Aus dem Spektrum von [2,2-Methyl-*3C,]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-
2-phosphat

°Aus dem Spektrum von [1,2,2-Methyl,3,4-*Cs]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
. erythritol-2-phosphat
bezeichnet das zweite diastereotope H-Atom der jeweiligen Position
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Mit den gezeigten Daten konnte eindeutig belegt werden, dal3 das IspE-Protein
4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol an Position 2 zu 4-Diphosphocytidyl-2C-
methyl-D-erythritol-2-phosphat phosphoryliert (Abbildung 21).

HO OH

Abbildung 21: Phosphorylierung von 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol zu 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat durch das IspE-
Protein
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3.1.7 Synthese von isotopmarkiertem 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol-2-phosphat

Die Darstellung von isotopmarkiertem 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-
phosphat konnte ausgehend von ungereinigtem 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat
erfolgen. Das fur die vom IspE-Protein katalysierte Reaktion (Abbildung 21) bendtigte
ATP konnte mit Hilfe von PEP und der Pyruvatkinase (Abbildung 11) regeneriert
werden. Deshalb wurden stdchiometrischen Mengen an CTP und PEP zur
Reaktionslésung zugegeben. Erfolgte die Synthese ausgehend von DHAP, mulf3ten
aulBerdem katalytische Mengen an ATP zugesetzt werden. Wurde 2C-Methyl-D-
erythritol-4-phosphat ausgehend von Glucose erzeugt, konnte darauf verzichtet
werden (vgl. Kap. 2.3.6).

Die Bildung des Enzymproduktes konnte mittels *C-NMR Spektroskopie verfolgt
werden. In Abbildung 22 ist der zeitliche Verlauf der Produktbildung am Beispiel der
Synthese von  [1,3,4-'3C3]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat
wiedergegeben. Die '*C-NMR Spektren wurden am ungereinigten Rohextrakt
gemessen. Wie man gut erkennen kann, ist die Umsetzung von [1,3,4-*Cj]2C-
methyl-D-erythritol-4-phosphat ~ zu  [1,3,4-'3C3]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-

erythritol-2-phosphat annéhernd quantitativ.
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A,

Abbildung 22: Zeitlicher Verlauf der enzymatischen Synthese von [1,3,4-3C3J4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat. Spektrenfolge
von oben nach unten: Kurz nach Beginn der Reaktion bis zur
beendeten Umsetzung. A: 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat; B: 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol; C: 4-Diphosphocytidyl-2C-
methyl-D-erythritol-2-phosphat. Die Indizes geben den jeweiligen
Kohlenstoff an.
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Es wurde versucht, das erhaltene Produkt Uuber Ecteola Cellulose mit
Triethylammoniumacetat als Eluent (Nilsson und Sjunesson, 1961) zu reinigen.
Allerdings zeigte sich, dal3 unter den Bedingungen ADP coeluierte. So war eine
Reinigung nur méglich, wenn eines der beschriebenen Recyclingsysteme (Abbildung
11) fur ATP verwendet wurde (vgl. Kap. 2.3.6.1 und 2.3.6.3). Es wurde versucht, das
Produkt durch Bariumféallung zu erhalten. Hierbei trat allerdings eine anndhernd
guantitative Zersetzung des gewlnschten Produktes auf.
[1,2,2°,3,4-2Cs]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat ~ konnte  in
gereinigter Form nur erhalten werden, wenn die Synthese ausgehend von sauberen
[1,2,2°,3,4-3Cs]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol erfolgte.

3.1.8 Das IspF-Protein katalysiert die Bildung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat

Neben dem bereits beschriebenen IspE-Protein wurde in unserer Arbeitsgruppe mit
yghB, spater in ispF umbenannt, ein weiteres Gen des alternativen
Terpenbiosyntheseweges entdeckt (Herz et al.,, 2000a). Das von diesem Gen
codierte Enzym war in der Lage, 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-
phosphat zu einer neuen Verbindung umzusetzen, die nicht mehr UV-aktiv war. Eine
Strukturaufklarung mittels NMR Spektroskopie zeigte, dal3 die Signale der 2C-
Methyl-D-erythritol Einheit weitgehend unveréndert sind (vgl. Tabelle 6 und Tabelle
7).

Weiterhin sind samtliche Signale verschwunden, die dem Cytidin-Teil des Edukts
zuzuordnen sind. Im 3P-NMR kann man ein Diphosphat mit einer 23.6 Hz groRen
31p_31p Kopplung bei einer chemischen Verschiebung von —-7.7 und -11.7 ppm
erkennen.

Ferner zeigt eines der beiden Phosphoratome eine 5.3 Hz grol3e Kopplung zur
Methylgruppe, wahrend das andere mit 1.1 bzw. 1.7 Hz mit C-4 und C-3 koppelt.
Diese Daten zeigen, dal3 es sich um ein cyclisches Pyrophosphat handeln muf3, bei
dem das 2C-Methyl-D-erythritol Grundgerust weitgehendst unverandert geblieben ist.
Die NMR-Daten waren mit der bereits bekannten Struktur von 2C-Methyl-D-erythritol-
2,4-cyclodiphosphat (Abbildung 23) identisch (Ostrovsky et al., 1992; Ostrovsky et al.
1992b; Ostrovsky et al., 1998, Turner et al., 1992).
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Tabelle 7. NMR-Daten von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat

Chemische Verschiebung (ppm) Kopplungskonstanten (Hz)
Position H Be | 3p Jhh Jpc Jpp Jec
1 3.51(d, 1) | 66.95 12.2 (1) 41.8%" (2)
1" 3.66 (d, 1) 12.2 (1)
2 83.87 8.4 (P-2)° 39.8
(2-Me)?P
2-Me | 1.31 (s, 3) | 16.30 5.3 (P-2)° 39.8 (2)°
3 4.01 (m, 1) | 68.42 n. b. 46.0 (2)°
4 4.02 (m, 1) | 65.72 n. b. 6.6 (P-4)° 42.7 (3)°
4 4.07 (m, 1) n. b.
P-4 -7.65 23.6 (P-2)
P-2 -11.66 8.5 (2)°, 5.3| 23.6 (P-4)
(2-Me)®

" bezeichnet das tieffeldverschobene H-Atom der jeweiligen Position

2 gemessen an [U-"*Cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat

b gemessen an [2,2-Methyl-*C,]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
¢ gemessen an [1,3,4-13C,]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat

NH,
/opof' ﬁN
_ o o A CMP
[ [ N° 0
0=P=0=P=0
| 1 o
o O
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Abbildung 23: Bildung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat durch das
IspF-Protein

Interessanterweise war diese Verbindung bereits von Ostrovsky (Ostrovsky et al.,
1992; Ostrovsky et al. 1992b; Ostrovsky et al., 1998) beschrieben worden. Dieser
konnte sie in oxidativ gestrel3ten Bakterien nachweisen und vermutete deshalb, dal3
es sich um einen Anti-Stressfaktor handelt.

Neben der Bildung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat aus 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat konnte eine weitere Aktivitat des

IspF-Proteins nachgewiesen werden. So ist dieses auch in der Lage, 4-
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Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol umzusetzen. Eine Strukturaufklarung mittels
NMR-Spektroskopie (Tabelle 8) zeigte, dal? bei der Reaktion ebenfalls CMP

abgespalten wird.

Tabelle 8: NMR-Daten von 2C-Methyl-D-erythritol-3,4-cyclomonophosphat.

Chemische Verschiebung (ppm) Kopplungskonstanten (Hz)
Position H B¢ p I Jpc
1 3.38(d,1) | 65.64 12.0 (1)
1" 3.47 (d,1) 12.0 (1)
2 73.02 6.5
2-Me 1.09 (s,3) 17.73
3 415 (m,1) | 77.61 1.7
4 418 (m,1) | 64.96 1.1
4 4.34 (ddd,1) 11.2 (4), 3.8, 7.2 (3)
P-4 21.67 (s)

" bezeichnet das zweite diastereotope H-Atom der jeweiligen Position

Im *'P-NMR ist nur ein Signal bei 21.67 ppm zu erkennen. Dieser Bereich ist typisch
fir ein 5 gliedriges cyclisches Monophosphat. Die **C-Verschiebungen der 2C-
Methyl-D-erythritol Einheit sind dagegen weitgehend unverandert (vgl. Tabelle 6).
Ferner zeigen die Signale der Kohlenstoffe 3 und 4 Phosphorkopplungen mit 1.7
bzw. 1.1 Hz, wahrend das Signal von Kohlenstoff 2 eine *C-3'P-Kopplung von 6.5
Hz besitzt. Diese Daten belegen 2C-Methyl-D-erythritol-3,4-cyclomonophosphat als
Produkt der Umsetzung von 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol mittels IspF-
Protein (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Bildung von 2C-Methyl-D-erythritol-3,4-cyclomonophosphat
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Bei dieser Verbindung handelt es sich nicht um ein Zerfallsprodukt oder ein
Aufarbeitungsartefakt, was durch *P-NMR Analytik am Reaktionsansatz gezeigt
werden konnte. Dennoch handelt es sich nicht um ein Intermediat bei der

Biosynthese von IPP (vgl. Kap. 4.1.2).

3.1.9 Synthese von isotopmarkiertem 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat

Nach der Identifizierung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat als
Intermediat des Biosyntheseweges von IPP wurde in Fortsetzung der bekannten
Strategie dieses durch enzymatische Synthese mit Isotopen markiert.

Fur die Darstellung von stabilisotopmarkierter Materialien im Millimolmaf3stab mulf3te,
um die Reinigung zu erleichtern, die Bildung von negativ geladenen Nebenprodukten
vermieden werden. Bei der Bildung von 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol
wird CTP bendtigt. Dieses wird in Form von CMP bei der vom IspF-Protein
katalysierten Reaktion wieder freigesetzt und fallt somit in stéchiometrischen Mengen
an. Allerdings ist es mit Hilfe der Nucleosidmono- und Nucleosiddiphosphatkinase
moglich, CTP aus CMP zu regenerieren. Es steht somit wiederum als Substrat fur die
vom IspD-Protein katalysierten Reaktion zu Verfigung und wird nur noch in
katalytischen Mengen bendtigt (Abbildung 26).

Durch Verwendung der beschriebenen Recyclingsysteme fir ATP, CTP und NADPH
war es moglich, die Bildung von ionischen Nebenprodukten weitgehend zu
vermeiden. Dadurch konnte die Darstellung von isotopmarkiertem 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat ausgehend von Glucose als sogenanntes ,Eintopf‘-
Verfahren, ohne Reinigung eines Zwischenprodukts durchgefuhrt werden. Die
einzelnen Teilschritte konnten mittels **C-NMR-Spektroskopie iiberwacht werden.
Die Zugabe der jeweils benttigten Enzyme erfolgte erst, wenn eine quantitative
Umsetzung zu dem Zwischenprodukt der Reaktionsfolge beobachtet wurde (vgl. Kap.
2.3.7). Die Ausbeute von isotopmarkiertem  2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat lag bei ca. 50 %.

In Abbildung 25 sind Ausschnitte aus den **C-NMR Spektren der Umsetzung von
[1,3,4-13C3]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat  zu [1,3,4-'3C3]2C-Methyl-D-erythritol-
2,4-cyclodiphosphat dargestellt. Wie man gut erkennen kann, erfolgt eine nahezu

guantitative Bildung des gewilnschten Produktes.
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Abbildung 25: Ausschnitt aus den erhaltenen **C-NMR Spektren der Umsetzung von
[1,3,4-13C3]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat ~ zu  [1,3,4-2C5]2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat. Im oberen Teil ist das
Spektrum des Ausgangsgemisches zu Beginn der Reaktion
dargestellt. Im unteren Spektrum ist das Reaktionsprodukt zu
erkennen. Die Zahlen deuten die jeweiligen Kohlenstoffe an. T:
Trishydrochlorid

Das erhaltene Endprodukt konnte mit Hilfe des schwachen lonenaustauschers
Ecteola Zellulose mit Triethylammoniumacetat als Eluent gereinigt werden (vgl. Kap.
2.3.7.4).

Fur die Synthese von radioaktivem [2-'*Ci]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat wurde auf die beschriebene Regenerierung des Cosubstrates
verzichtet. Die Reinigung wurde mittels HPLC durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte
hierbei mit Hilfe eines Radiodetektors (vgl. Kap. 2.3.7.4).
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Abbildung 26: Enzymatische Synthese von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat ausgehend von Glucose
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3.1.10 Die enzymatische Reaktion des IspF-Proteins aus Plasmodium

falciparum

In unserer Arbeitsgruppe wurde die mutmaliliche katalytische Doméne eines Proteins
aus dem Malariaerreger Plasmodium falciparum, das Homologien mit dem IspF-
Protein aus E. coli besitzt, Gberexprimiert, gereinigt und charakterisiert (Rohdich et
al., 2001).

Zur Bestimmung der katalytischen Aktivitat wurde dieses in Gegenwart von
Magnesiumchlorid bei pH 7.0 mit [1,2,2",3,4-*Cs]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol-2-phosphat  inkubiert und die Reaktionsmischung mittels NMR-
Spektroskopie untersucht. Interessanterweise konnten zwei unterschiedliche
Produkte nachgewiesen werden. Die entstandene Hauptkomponente wurde als [U-
13cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat identifiziert (Abbildung 27), die auch
das Enzymprodukt des E. coli Homologs ist (vgl. Kap. 3.1.8 und Herz et al., 2000a).
Im 3!P-NMR der Nebenkomponente sind zwei Signale bei 21.9 und 3.4 ppm zu
erkennen (Tabelle 9). Die chemische Verschiebung bei 3.4 ppm ist typisch fir ein
Monophosphat, wahrend das Signal bei 21.9 ppm charakteristisch fur ein cyclisches
Phosphat ist, das in einem 5-gliedrigen Ring gebunden ist. Das Signal bei 21.9 ppm
ist durch eine Kohlenstoffkopplung mit 6.2 Hz zu einem Dublett aufgespalten. Das
Signal bei 3.4 ppm ist stark verbreitert, es konnten allerdings keine
Kohlenstoffkopplungen aufgeldst werden.

Das C-2 Signal ist im Vergleich zu 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (Takahashi et
al.,, 1998) durch die direkte Bindung einer Phosphatgruppe zu tieferem Feld
verschoben und ist mit 78.8 ppm sehr &ahnlich zu der Verschiebung bei 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat (81.9 ppm). Die Kohlenstoff-
signale 3 und 4 sind durch die Beteiligung am 5-Ring ebenfalls zu tieferem Feld
verschoben. Die chemischen Verschiebungen bei 77.6 und 65.0 ppm stimmen sehr
gut mit den entsprechenden Signalen bei  2C-Methyl-D-erythritol-3,4-
cyclomonophosphat tberein (vgl. Kap. 3.1.8, Tabelle 8). Die Aufspaltungsmuster der
13C-Signale von C-2 und C-3 sind in Abbildung 28 dargestellt. Wie man Tabelle 9
entnehmen kann, zeigt das C-2 Signal zwei *P-*C-Kopplungen mit 6.4 und 6.2 Hz,
wahrend das C-3 Signal eine *'P-*C-Kopplung von 8.8 Hz besitzt.

Es ist offensichtlich, daR C-2 sowohl mit dem 3P aus dem cyclischen Phosphat als

auch mit dem *'P aus der Phosphatgruppe koppelt. Firr die Kohlenstoffe 1, 2" und 4
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sind keine Phosphorkopplungen zu beobachten. Ein Vergleich mit den
Kopplungsmustern fiir 2C-Methyl-D-erythritol-3,4-cyclomonophosphat belegt, daf3 es
sich bei der Verbindung um 2-Phospho-2C-methyl-D-erythritol-3,4-
cyclomonophosphat handeln muf3 (Abbildung 27).

Mit Hilfe der ermittelten Kopplungskonstanten konnten die Kopplungsmuster durch
numerische Simulationsmethoden analysiert und unter Verwendung der
Kopplungskonstanten aus Tabelle 9 die Signale A in Abbildung 28 erhalten werden.
Wie man erkennen kann, stimmen die simulierten Signale mit dem gemessenen
Spektrum (Signale B) sehr gut Uberein.

Tabelle 9: NMR Daten von [1,2,2",3,4-2*Cs]2-Phospho-2C-methyl-D-erythritol-3,4-
cyclomonophosphat

Chemische Verschiebung (ppm) Kopplungskonstanten (Hz)
Position 3¢ 3p Jpc Jec
C-1 65.7 (d) 40 (C-2)
C-2 78.8 (ddddd) 6.4 (P-4), 6.4 (P-2) | 39.4 (C-27), 46.0 (C-3),
40.0 (C-2)
C-2 16.1 (d) 39.8 (C-2)
C-3 76.2 (ddd) 8.8 (P-2) 34.9 (C-4), 46.4 (C-2)
C-4 65.2 (d) 34.7 (C-3)
P-4 21.9 6.2
P-2 3.4 n. b.

Das relative Verhéaltnis von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu 2-
Phospho-2C-methyl-D-erythritol-3,4-cyclomonophosphat wurde durch Integration der
13C-NMR Signale auf 9:1 bestimmt.
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Abbildung 27: Die vom IspF-Protein aus Plasmodium falciparum katalysierten
Reaktionen

Neben der katalytischen Aktivitat mit 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-
phosphat als Substrat konnte ebenfalls eine enzymatische Umsetzung von 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol beobachtet werden (Abbildung 27). Die
NMR-Daten des gebildeten Enzymproduktes stimmten mit den Daten fir 2C-Methyl-
D-erythritol-3,4-cyclomonophosphat (vgl. Kap. 3.1.8, Tabelle 8) Uberein, das auch
durch das E. coli Ortholog in einer Nebenreaktion gebildet wird (vgl. Kap. 3.1.8).
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Abbildung 28: Die **C-NMR Signale mit den entsprechenden Kopplungsmustern der
Kohlenstoffe 2 und 3 von [U-**Cs]2-Phospho-2C-methyl-D-erythritol-
3,4-cyclomonophosphat (A: simuliert, B: beobachtet)
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3.1.11 Die katalytischen Aktivitaten der GcpE- und LytB-Proteine

3.1.11.1  Aufbau eines in vivo Assays zum Nachweis der Genfunktionen von gcpE
und lytB

Die folgenden Experimente wurden in enger Zusammenarbeit mit Dr. Felix Rohdich
durchgefuhrt, der die gentechnisch verdanderten Bakterienstamme herstellte. Eine
Aufstellung aller hierbei verwendeten Klone ist in Tabelle 2 (Kap. 2.3)
wiedergegeben.

Vergleichende Genomuntersuchungen (Adam et al., 2000) wiesen darauf hin, dai3
die Gene gcpE und IytB (benannt nach dem E. coli Ortholog) flr die Biosynthese von
IPP nach dem alternativen Terpenbiosyntheseweg benotigt werden. Bestatigt wurde
diese Vermutung durch chromosomale Knock-out Mutanten bei Synechocystis sp.
und E. coli (Cunningham et al., 2000, Campos et al., 2001b).

An unserem Lehrstuhl wurde versucht, eine in vitro Umsetzung von 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat unter anderem mittels rekombinanten GcpE- und LytB-
Proteinen zu einem neuen Intermediat zu erreichen. Allerdings konnte keine Bildung
einer neuen Verbindung beobachtet werden. Als mdgliche Ursachen hierflr waren z.
B. geringe Stabilitaten der beteiligten Proteine oder sehr seltene Cofaktoren denkbar.
Durch Einbauversuche mit deuterierter 1-Desoxy-D-xylulose an E. coli Wild-Typ
Stammen war bekannt (Broers, 1994, Giner et al., 1998a), dal3 diese mit spezifischen
Inkorporationsraten von bis zu 90 % sehr effizient in Ubichinon eingebaut wird.
Ferner wurde gezeigt (vgl. Kap. 3.1.3), dafl die D-Xylulokinase sehr effizient
1-Desoxy-D-xylulose zu 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat phosphoryliert
(Wungsintaweekul et al., 2001a). Diese Verbindung wird nicht von E. coli
aufgenommen.

Ausgehend von diesen Tatsachen wurde unter Verwendung von rekombinanten E.
coli Stammen versucht, den alternativen Terpenbiosyntheseweg in vivo zu verfolgen.
Dazu wurde exogene 1-Desoxy-D-xylulose in vivo in bekannte bzw. noch unbekannte
Intermediate des alternativen Terpenbiosyntheseweges endogen umgewandelt.

Dadurch ist es mdglich, die Schwierigkeiten bei den oben genannten in vitro
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Umsetzungen durch das Vorhandensein von endogenen Cofaktoren und der

besseren Stabilitat beteiligter Proteine zu umgehen.

Fur den Aufbau dieses in vivo Systems mul3ten mehrere Voraussetzungen erfllt

sein:

1. Die Geschwindigkeit der Phosphorylierung von 1-Desoxy-D-xylulose zu 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat muld hoher sein als die des Abbaus durch andere
Stoffwechselenzyme. Dies sollte bei Verwendung eines Expressionsklons, der die
D-Xylulokinase Uberexprimiert, erfillt sein .

2. Die Aufnahme von 1-Desoxy-D-xylulose muf3 schneller erfolgen, als die ebenfalls
mogliche Umsetzungen von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat zu Thiamin,
Pyridoxal und zu Intermediaten des alternativen Terpenbiosynthesewegs.

3. Die Stoffmenge der entstehenden Intermediate muf3 so hoch sein, dal} sie bei
Verwendung von *C markierten Verbindungen mittels **C-NMR-Spektroskopie

noch detektierbar sind.

Nur wenn die oben genannten Voraussetzungen erfillt sind, ist es moglich, eine
intrazellulare Umsetzung von 1-Desoxy-D-xylulose in Intermediate des alternativen

Terpenbiosyntheseweges mittels 2*C-NMR Spektroskopie zu verfolgen.

3.1.11.2 In vivo Umsetzung von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose zu [3,4,5-*C3]1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat in E.coli XL1-pBSXyIB

Fur die Einbauversuche wurde der E. coli Stamm XL1-pBSXyIB verwendet, der das
fur die D-Xylulokinase codierende xylB Gen auf dem Blueskript SK II" Vektor enthalt.
Die Expression des Proteins wird durch den in diesem Stamm vorhandenen Lac-
Repressor unterdriickt. Dieser kann durch Zugabe von IPTG inhibiert werden.
Deshalb wurde zwei Stunden vor der Zugabe von [3,4,5-3C3]1-Desoxy-D-xylulose
mit IPTG induziert, um das zu exprimierende Protein in ausreichender Menge zur
Verfligung zu stellen (vgl. Kap. 2.3.9.1). Die hierzu benétigte, markierte 1-Desoxy-D-
xylulose wurde mittels alkalischer Phosphatase aus 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
gewonnen und ins Medium gegeben (vgl. Kap. 2.3.2). Anschlieend wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten jeweils 50 ml Kulturmedium enthommen, die enthaltenen
Zellen abzentrifugiert und gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
Zellpellet in D,O aufgeschlammt, die Zellen mit Ultraschall aufgeschlossen und die
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Zellbestandteile abzentrifugiert (vgl. Kap. 2.3.9.1). Der erhaltene zellfreie Extrakt
wurde ohne weitere Aufreinigung direkt im NMR vermessen. Bereits nach wenigen
Pulsen konnte eindeutig [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat nachgewiesen
werden (vgl. Abbildung 29). Ferner waren geringe Mengen an [3,4,5-*3C3]1-Desoxy-
D-xylulose identifizierbar. Sowohl die chemischen Verschiebungen als auch die
Kopplungskonstanten waren mit den in Tabelle 5 (Kap. 3.1.3) gezeigten Daten
identisch.

Bereits 30 min nach Zugabe von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose war die Bildung
von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat in den E. coli Zellen nachweisbar.

Nach ca. 3 h wurde die héchste Konzentration gemessen.

C-5
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Abbildung 29: Ausschnitt aus dem *C-NMR Spektrum des Zellextraktes aus XL1-
pBSXylB Zellen 3 h nach Verfiitterung von [3,4,5-3C3]1-Desoxy-D-
xylulose. Die mit Zahlen versehenen Signale deuten die jeweiligen
Kohlenstoffe von [3,4,5-**C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat an.

Um die Konzentration des gebildeten Produktes abzuschatzen, wurde [2,3-
13C,]Pyruvat als Standard zugegeben. AnschlieRend wurden die Signale von Pyruvat
und dem Produkt im *3*C-NMR integriert, wobei sich eine Konzentration von ca. 10
mM ergab. Es mul3 betont werden, dal3 es sich hierbei nur um eine Abschatzung

handelt. Die Quantifizierung ist in Kap. 2.3.9.1 ausfuhrlich beschrieben.
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In Abbildung 30 ist das *H-NMR Spektrum eines so hergestellten Zellextraktes aus E.
coli XI1-pBSXylIB dargestellt. Wie man leicht erkennen kann, ist [3,4,5-*3C3]1-Desoxy-

D-xylulose-5-phosphat eine der am h&aufigsten vorkommenden Komponenten.
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Abbildung 30: Ausschnitt aus dem *H-NMR Spektrum des Zellextraktes aus XL1-
pBSXylB Zellen nach Verfitterung von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-
xylulose. Die Signale der Protonen der Kohlenstoffe 3, 4 und 5 sind
auf Grund der C-Markierung von [3,4,5-3C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat zu groRen Dubletts aufgespalten, wahrend das Signal der
Methylprotonen (H-Me) als Singulett erscheint.

3.1.11.3 In vivo Umsetzung von [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose zu [U-*Cs]2C-
Methyl-D-erythritol-4-phosphat in E.coli XL1-pBSXyIBispC

Um neue Intermediate der Biosynthese von IPP aufzuklaren, wurden zunéchst alle
bekannten Proteine des alternativen Terpenbiosyntheseweges schrittweise in E. coli
Uberexprimiert und ihre Funktionen durch Einbauversuche mit isotopmarkierter 1-
Desoxy-D-xylulose kontrolliert. AnschlieRend war geplant, die beiden Proteine GcpE
und LytB, deren Funktionen noch unbekannt waren, zusatzlich zu den bereits
charakterisierten Proteinen zu exprimieren, und somit ihre katalytischen Aktivitaten
zu bestimmen.

Deshalb wurde, nachdem die Umsetzung zu [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-

phosphat erfolgreich war, ein E. coli Klon verwendet, der neben der D-Xylulokinase
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das fur den néchsten Schritt benétigte IspC-Protein (friher Dxr) Gberexprimierte. Um
die entstehenden Produkte auch tber 2D-NMR Experimente untersuchen zu kdénnen,
wurde komplett **C-markierte 1-Desoxy-D-xylulose zur Fitterung verwendet. Die
Durchfihrung erfolgte wie in Kap. 2.3.9.2 beschrieben. Der Aufschlul® der Zellen
wurde, um eine Dephosphorylierung durch Phosphatasen zu vermeiden, in 20 mM
NaF/D,0 durchgefihrt.

In Abbildung 31 und Abbildung 32 sind Ausschnitte (vgl. Kap. 2.3.9.2) aus den
erhaltenen HMQC bzw. HMQC-TOCSY Spektren des Zellextraktes aus E. coli XL1-
pBSXylBispC abgebildet.
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Abbildung 31: Ausschnitt aus dem HMQC-Spektrum des erhaltenen Zellextraktes aus
E. coli XL1-pBSXylIBispC 3 h nach Zugabe von [U-}*Cs]1-Desoxy-D-
xylulose. Die Signale folgender Molekile konnten identifiziert werden:
[1,2,2°,3,4-2Cs)4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol  (griin), [U-
13Cs)2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat  (blau), [U-'*Cs]2C-Methyl-D-
erythritol (rot) und [U-'*Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (gelb).
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Abbildung 32: Ausschnitt aus dem HMQC-TOCSY-Spektrum des erhaltenen
Zellextraktes aus E. coli XL1-pBSXyIBispC 3 h nach Zugabe von [U-
13Cs]1-Desoxy-D-xylulose. Die Signale folgender Molekiile konnten
identifiziert werden: [1,2,2",3,4-*Cs]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol (griin), [U-*3Cs]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (blau), [U-
13C5]2C-Methyl-D-erythritol (rot) und [U-'*Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat (gelb).

Neben [U-3Cs]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat war eindeutig [U-23Cs]2C-Methyl-D-
erythritol als héaufigste Komponente zu erkennen, das wahrscheinlich durch
Phosphatasen aus dem ersten gebildet worden war. Ferner konnte [1,2,2,3,4-3Cs4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol als weiterer Inhaltsstoff identifiziert werden.
Das molare Verhaltnis der einzelnen Komponenten betrug 1:1.1:0.15. In sehr

geringer Konzentration war [U-'Cs]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat vorhanden.
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Die NMR-Daten der haufigsten Komponenten sind in Tabelle 10 zusammengefalit.
Sie stimmen mit den publizierten Daten Utberein (Takahashi et al., 1998, Rohdich et
al., 1999; Rohdich et al., 2000b).

Tabelle 10: NMR-Daten der haufigsten **C-markierten Verbindungen im
Zellextrakt von E. coli XL1-pBSXyIBispC nach Fitterung mit [U-
13Cs]1-Desoxy-D-xylulose

Chemische Verschiebung (ppm)

Position 1 1 2 2-Methyl 3 4 4
[U-3Cs]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat
3¢ 66.1 n.b. 18.1 73.4 64.8
H 3.25 3.36 0.93 3.56 3.62 3.81
[U-*Cs]2C-Methyl-D-erythritol
3¢ 66.6 n.b. 18.0 74.6 61.6
H 3.26 3.34 0.9 3.44 3.36 3.61
[1,2,2°,3,4-2Cs]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol

3¢ 66.8 n.b. 18.0 73.0 66.7

H 3.4 3.55 0.9 3.6 3.74 4.00
3.1.11.4 In vivo Umsetzung von [3,4,5-1*C3]1-Desoxy-D-xylulose zu [1,3,4-*C3]4-

Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol in E. coli XL1-
pBSXylBispCispDispF

Die E. coli Gene ispD und ispF befinden sich zusammen auf einem Minioperon
(Rohdich et al., 1999) und sind transkriptionell gekoppelt. Aus diesem Grund wurden
sie gemeinsam in den bestehenden pBSXylBispC Vektor kloniert. Die Zugabe von
[3,4,5-13C3]1-Desoxy-D-xylulose und die Aufarbeitung erfolgte, wie in Kap. 2.3.9.3
beschrieben.

Da die von der 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Reduktoisomerase katalysierte
Reaktion (Takahashi et al., 1998) eine Umlagerung im Kohlenstoffgerust bewirkt,
sind bei Verwendung von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose in den Folgeprodukten die

Positionen 1, 3 und 4 **C-markiert (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Bildung von [1,3,4-*C3]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat aus
[3,4,5-3C3]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

Eine NMR-Analyse der Zellinhaltsstoffe von E. coli XL1-pBSXyIBispCispDispF zeigte
ein sehr a&hnliches Produktspektrum wie beim XL1-pBSXyIBispC Klon. Das molare
Verhaltnis von [1,3,4-*C3]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat  zu [1,3,4-*C3]2C-
Methyl-D-erythritol zu [1,3,4-'C3]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol konnte
nur auf ein Verhaltnis von 1:0.6:0.9 verbessert werden.

Eine mdgliche Ursache konnte eine limitierend wirkende Menge an intrazellularen
CTP sein. Die Konzentrationen an CMP in E. coli liegt bei ca. 126 mmol/g
Trockenzellen (Neidhardt, F.C. 1996b) und sollte somit niedriger sein, als die
gebildete Menge an [1,3,4-*C3]2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat, wodurch eine
quantitative Umsetzung zu [1,3,4-"3C3]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol

nicht mehr maoglich ist.

3.1.11.5 In vivo Umsetzung von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose zu [1,3,4-2*C3)4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol unter Zugabe von Additiven

Wie beschrieben, verlief die Umsetzung von [3,4,5-**Cs]1-Desoxy-D-xylulose zu
[1,3,4-13C3]4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol nur mit einer relativ niedrigen
Ausbeute. Deshalb wurde versucht, die Umsatzrate durch gezielte Zugabe von
Additiven ins Medium zu erhdéhen. Da es fur Cytidin einen aktiven Transporter in E.
coli gibt (Neidhardt, 1996a), erschien diese Verbindung ideal geeignet. Deshalb
wurde das Experiment unter Zugabe von Cytidin wiederholt (vgl. Kap. 2.3.9.4).
Zusatzlich wurde, um den Klon mit ausreichend anorganischem Phosphat zu
versorgen, Natriumhydrogenphosphat ins Medium gegeben (vgl. Kap. 2.3.9.4).
Dadurch war es méglich, das molare Verhaltnis von [1,3,4-2*C3]2C-Methyl-D-
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erythritol-4-phosphat  zu [1,3,4-3C3]2C-Methyl-D-erythritol  zu  [1,3,4-*C3]4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol auf 1:3.4:4.2 zu steigern.

Wie in Kap. 3.1.8 beschrieben, vermag das IspF-Protein in vitro als Nebenaktivitat 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol zu 2C-Methyl-D-erythritol-3,4-cyclomono-
phosphat umzusetzen. Obwohl das IspF-Protein tberexprimiert war, konnte diese
Nebenreaktion in vivo nicht beobachtet werden, was in Kap. 4.1.2 diskutiert wird.
Allerdings entstand unter diesen Bedingungen immer noch sehr viel [1,3,4-3C3]2C-
Methyl-D-erythritol, wahrscheinlich durch die Aktivitdit von unspezifischen
Phosphatasen. Moéglicherweise war bei den bisherigen Einbauversuchen nicht nur
die Menge an Cytidin, sondern auch die vorhandene Konzentration an
Phosphorylierungsmitteln wie ATP limitierend. Deshalb wurde nach einer passenden
~Phosphatquelle” gesucht. Besonders gut geeignet erschien Glycerin-3-phosphat, da
E. coli fur dieses Molekil einen aktiven Transporter besitzt (Neidhart, 1996c). Ferner
ist es ein Produkt im zentralen Stoffwechsel und damit flr Bakterien gut verwendbar.
Die genannten Stoffe sollten eine Bildung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat bei einem Klon, der zusatzlich das IspE Protein exprimierte,
forcieren (Kap. 3.1.11.6).

3.1.11.6 In vivo Umsetzung von [U-*Cs]1-Desoxy-D-xylulose zu [U-2*Cs]2C-Methyl-
D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat in E. coli XL1-pBSXyIBispC-F

Neben Glycerin-3-phosphat wurde zu der E. coli pBSXylBispC-F Kultur noch
anorganisches Phosphat und Cytidin gegeben (vgl. Kap. 2.3.9.5). Bereits 30 min
nach Zugabe von [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose konnte eine quantitative Umsetzung
zu [U-'3Cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat beobachtet werden. Nach 3 h
war die Konzentration (ca. 30 mM) in den Zellen am héchsten, wahrend [U-*Cs]2C-
Methyl-D-erythritol nicht mehr nachweisbar war. Interessanterweise konnte bereits
Ostrovsky (Ostrovsky et al., 1992a; Ostrovsky et al., 1992b) in oxidativ gestreldten
Bakterien eine Bildung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat bis zu einer
Konzentration von 50 mM beobachten. In Abbildung 34 ist ein Ausschnitt des *H-
NMR-Spektrums des erhaltenen Rohextraktes der Umsetzung von [U-*3Cs]1-Desoxy-
D-xylulose mit E. coli pBSXyIBispC-F dargestellt. Wie man gut am Signal der
Methylgruppe von [U-1*Cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat  erkennen

kann, handelt es sich hierbei um die h&ufigste Verbindung.
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Abbildung 34: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum des Rohextraktes aus XI1-
pBSxylBispC-F 3 h nach Zugabe von [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose.
Das obere Spektrum wurde mit *3C-Entkopplung (A), das untere ohne
13C-Entkopplung (B) gemessen. Im unteren Spektrum sind die H-
Signale  der Methylgruppe  von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat auf Grund der *3*C-Kopplung zu einem groRen Dublett
aufgespalten.

Es mul3 betont werden, daf3 fiir die Spektren direkt der Rohextrakt, ohne Reinigung,
gemessen wurde. Wie man leicht erkennen kann, sind die Signale von [U-'*Cs]2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat sowohl im *H als auch im **C-NMR-Spektrum
(Abbildung 35) dominierend. Somit handelt es sich um die haufigste Verbindung im
E. coli Rohextrakt.
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Abbildung 35: Ausschnitt aus dem *C-NMR Spektrum des Rohextraktes aus XI1-
pBSxylBispC-F 3 h nach Zugabe von [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose.
Die Zahlen deuten die jeweiligen Kohlenstoffatome von 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat an.

Es ware denkbar gewesen, dal? neben 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
durch Wildtyp Aktivitdt ein neues Intermediat in mel3baren Mengen entsteht. Es
konnte jedoch kein unbekannter Metabolit des Terpenbiosyntheseweges beobachtet
werden. Allerdings waren mit gcpE und IytB noch zwei weitere Gene bekannt (Adam
et al., 2000; Cunningham et al., 2000; Campos et al., 2001b), die fur die Bildung von
IPP bendtigt werden. Diese wurden einzeln auf das zum Blueskript SK I Vektor
orthogonale pACYC184 Plasmid (Chang und Cohen, 1978) kloniert. Um die
biologische Funktion der GepE und LytB Proteine zu bestimmen, wurde jeweils eines
der beiden PACYC184 Konstrukte zusammen mit dem pBSXyIBispC-F Konstrukt in

E. coli XL1-Blue transformiert.



79

3.1.11.7 In vivo Umsetzung von 1-Desoxy-D-xylulose zu einem neuen Intermediat in
E. coli XL1-pBSXyIBispC-F pACYCgcpE

Die Durchfihrung des Inkorporationsexperimentes in E. coli XL1-pBSXylIBispC-F
pACYCgcpE erfolgte analog zu den bereits beschriebenen Versuchen mit [U-3Cs]1-
Desoxy-D-xylulose und [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose als Ausgangsmaterial (vgl.
Kap. 2.3.9.6). Erfreulicherweise konnte zu ca. 10 % (bezogen auf die Menge an 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat) eine neue Verbindung detektiert werden. Die

Strukturaufklarung des neuen Produktes erfolgte mittels NMR-Spektroskopie.
3.1.11.8 Identifizierung von 1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-diphosphat

Im *H entkoppelten **C-NMR Spektrum des aufgeschlossenen Rohextraktes konnten
funf *C-13C gekoppelte Signale identifiziert werden, die eindeutig zu 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat zugeordnet wurden (Herz et al., 2000a; Takagi et al.,
2000). Ferner sind funf weitere gekoppelte Signale bei einer chemischen
Verschiebung von 14.7, 64.5, 68.6, 122.7 und 139.5 ppm zu erkennen, die zu einem
bislang unbekannten Metabolit gehorten (vgl. Tabelle 11).

Die chemischen Verschiebungen bei 139.5 und 122.7 ppm deuten auf eine
Doppelbindung hin. Ferner spiegelt das Signal bei 14.7 ppm eine Methylgruppe
wider, wahrend die Signale bei 64.5 und 68.6 ppm in einem typischen Bereich fur
Kohlenstoffe sind, an denen jeweils ein Sauerstoff gebunden ist. Die drei Signale, die
zu sp>-hybridisierten Kohlenstoffatomen gehéren (14.7, 64.5 und 68.5 ppm), zeigen
jeweils eine *C-3C-Kopplung von 40-50 Hz (Tabelle 11). Im Gegensatz dazu weist
das Signal bei 122.7 ppm zwei **C- *3C-Kopplungen mit 74 und 50 Hz auf, wahrend
das Signal bei 1415 ppm C-*C Kopplungen mit drei Nachbarn
(Kopplungskonstanten: 74, 43 und 43 Hz) zeigt. Sowohl die chemische Verschiebung
der einzelnen Signale als auch die dazu gehtérenden Kopplungsmuster belegen ein
2-Methyl-2-butenyl-Kohlenstoffgrundgerust.

Durch HMQC und HMQC-TOCSY Experimente konnten sowohl die chemischen
Verschiebungen der zu der Struktur gehorenden Protonen als auch die
entsprechenden *H-'H Spinsysteme bestimmt werden (Tabelle 12). So korreliert das
Signal bei 122.7 ppm im **C-NMR mit einem *H-NMR Signal bei 5.6 ppm. Sowohl die
Verschiebung im **C- als auch im *H-NMR sind typisch fir Doppelbindungen. Im
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Gegensatz dazu zeigt das Signal bei 139.5 ppm keine Korrelation zu einem Proton,
so dal3 der zweite Kohlenstoff der Doppelbindung quartar sein muf3. Ferner koppelt
das Signal bei 5.6 ppm mit dem *H-Signal bei 4.5 ppm. Die Signale bei 64.5 und 68.6
ppm korrelieren mit *H-Signalen bei 4.5 und 3.9 ppm, wahrend das Methylsignal bei
14.5 ppm mit einem 'H-Signal bei 1.5 ppm korreliert. Sowohl die **cC-*C
Kopplungsmuster als auch die *H-*3C Korrelationen (HMBC, HMQC, HMQC-TOCSY
Experimente, Tabelle 12) belegen ein 1,4-Dihydroxy-2-methyl-2-butenyl Gerust.
Wenn man von [3,4,5-*C3]1-Desoxy-D-xylulose ausgeht, kann man drei Signale bei
64.5, 68.6 und 122.7 ppm beobachten, die zu den Positionen 4, 1 und 3 des neuen
Produkts gehoren. Der Grund hierfir ist die Umlagerung (Takahashi et al., 1998) des
Kohlenstoffgrundgeristes durch die 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
Reduktoisomerase (vgl. Kap. 3.1.11.4, Abbildung 33). Diese Daten bestéatigen
zusatzlich, dal3 die neue Verbindung aus 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
gebildet wurde und es sich somit um ein Intermediat der Biosynthese von IPP
handelt.

Die **C-Signale der Kohlenstoffe 3 und 4 bei 122.7 und 64.5 ppm zeigen *C-3'p
Kopplungen von 8.0 und 5.5 Hz. Diese Kopplungen belegen, dal} es sich bei der
Verbindung um ein Phosphat oder Pyrophosphat handeln muf3. Das Phosphatmotiv

mul3 sich ferner an Position 4 befinden (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Die vom IspG-Protein katalysierte Reaktion

Dieses Ergebnis wird durch das *H entkoppelte *P-NMR Spektrum (vgl. Tabelle 11)
der neuen Verbindung bestatigt. Dieses zeigt ein Dublett bei —9.2 ppm (*P-*!pP
Kopplungskonstante 20.9 Hz) und ein dupliziertes Doppeldublett bei —10.6 ppm (*'P-
13C Kopplungskonstanten 5.8 und 7.4 Hz, *P-3'P Kopplungskonstante 20.9 Hz).
Ohne 'H-Entkopplung ist das Signal bei —10.6 ppm verbreitert, wahrend das Signal
bei —9.2 ppm unverandert bleibt. Das Signal bei —9.2 ppm zeigt keine Kopplung zu
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Protonen und ist somit endstandig. Sowohl die chemische Verschiebung als auch die
Kopplungsmuster belegen die Struktur eines Pyrophosphates an Position 4.
Die dargestellten NMR-Daten belegen 1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-diphosphat

als Struktur des neuen Intermediates (Abbildung 36).

Tabelle 11: NMR Daten von 1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-diphosphat

Position |Chemische Verschiebung (ppm) Kopplungskonstanten (Hz)
H Bc %p Jrc Jep Jec
1 3.91 | 68.6%° 43.0°, 5.5%, 3.5°
2 139.5%P 74.3° 43.3° 43.3°
2-Methyl | 1.51 14.7° 42.2° 4.0°, 4.0°
3 5,57 | 122.7° 8.0% 73.9°, 49.8? 4.0°
4 446 | 64.5%° 5.5° 49.3? 5.5°
Py 9.2 20.9
P. -10.6  |5.8% 7.4%| 20.9

2 Beobachtet bei [1,3,4-°C3]1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-diphosphat
P Beobachtet bei [U-13Cs]1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-diphosphat

Tabelle 12: Korrelationsmuster von [1,3,4-*C3]1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-
diphosphat und von [U-3Cs]1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl 4-

diphosphat
NMR Korrelationsmuster
Position HMQC HMQC-TOCSY HMBC
1 18b 18P 2-Methyl?, 22
2
2-Methyl 2-Methyl° 2-MethyI°
3 32b 32b 43P 2-Methyl?, 12
4 4a,b 4a,b, 3a,b

2 Beobachtet bei [1,3,4-C3]1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-diphosphat
P Beobachtet bei [U-*Cs]1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-diphosphat

Die Konfiguration der Doppelbindung wurde in unserer Arbeitsgruppe durch

Vergleich mit synthetischem Material

Vorbereitung) .

als E bestimmt (Amslinger et al., in
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3.1.11.9 In vivo Umsetzung von [U-'*Cs]1-Desoxy-D-xylulose zu [U-**Cs]1-Hydroxy-
2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat in E. coli XL1-pBSXyIBispC-FgcpE

Ein moglicher Grund fur die relativ geringe Umsatzrate (ca. 10 %, bezogen auf 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat) kdnnte eine zu geringe Konzentration an
GcepE-Protein gewesen sein, da die Kopienzahl und der davon abhangige
Expressionslevel an Genprodukt des Vektors pACYC184 im Vergleich zu pBlueskript
SklIl" niedriger ist. Deshalb wurde das Experiment mit einem E. coli Klon wiederholt
(vgl. Kap. 2.3.9.7), bei dem alle Gene auf dem Blueskript Vektor liegen. Allerdings
konnte auch in diesem Fall keine Steigerung der Umsatzrate beobachtet werden.

Bei der Umwandlung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu 1-Hydroxy-
2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat muRR eine Reduktion unter Ubertragung von zwei
Elektronen stattfinden. Es ist vorstellbar, da3 E. coli auf Grund der hohen
Konzentration an 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat nicht in der Lage ist,
genugend Reduktionsaquivalente zu mobilisieren. Allerdings kénnte es dann mdglich
sein, durch gezielte Zugabe von biochemisch leicht oxidierbaren Stoffen wie Lactat,
Succinat oder Malat die Limitierung zu Uberwinden und somit eine ausreichende

Konzentration an Reduktionsaquivalenten zu erzeugen.

3.1.11.10 In vivo Umsetzung von [U-*Cs]1-Desoxy-D-xylulose zu [U-2*Cs]1-
Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat unter Zugabe von Additiven

Um diese Theorie zu untermauern, wurden zusatzlich verschiedene, biochemisch
leicht oxidierbare Stoffe in das Medium gegeben. Es stellte sich heraus, dal3 sowohl
mit Malat, Succinat als auch mit Lactat eine Steigerung der gebildeten Menge an 1-
Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat erreicht werden konnte. Die Umsatzrate
stieg bei Verwendung von Lactat von 10 auf ca. 50 % (bezogen auf 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat).

In Abbildung 37 ist das erhaltene Spektrum bei Zugabe von Lactat gezeigt.
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Abbildung 37: Ausschnitt aus dem *C-NMR Spektrum des Zellextraktes aus XL1-
pBSXylBispC-FgcpE nach Zugabe von [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose.
Die griinen Signale stammen von [U-*Cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat, wahrend die roten Signale zu 1-Hydroxy-2-methyl-
2E-butenyl-4-diphosphat gehdren.

In einem Kontrollexperiment wurde anstelle des gcpE-Gens das lytB-Gen sowohl auf
den pACYC184 als auch auf den Blueskript SK II" Vektor kloniert. Die Durchfiihrung
der Verfutterungsexperimente erfolgte analog (vgl. Kap. 2.3.9.9). In beiden Féllen
konnte keine Umsetzung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu einem
neuen Produkt beobachtet werden. Diese Daten belegen, dal3 das GcpE-Protein 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu  1-Hydroxy-2E-methyl-2-butenyl-4-di-

phosphat umsetzt.
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3.1.11.11 In vivo Umsetzung von [U-**Cs]1-Desoxy-D-xylulose in E. coli XL1-
pBSXyIBispC-FlytBgcpE unter Zugabe von Additiven

Fur die Bildung von IPP und DMAPP muf} reduktiv Wasser eliminiert werden. Es ist
wahrscheinlich, dal3 diese Reaktion von einem einzigen Enzym katalysiert wird.
Durch vergleichende Genomuntersuchungen und chromosomalen Knock-out
Mutanten war bekannt (Kap. 3.1.11.6), da? neben dem gcpE-Gen das lytB-Gen
essentiell fur die Bildung von IPP und DMAPP nach dem alternativen
Terpenbiosyntheseweg ist. Aus diesem Grund wurde zusétzlich das lytB-Gen auf den
Blueskript SK I Vektor kloniert. Die Anzucht des E. coli XL1-pBSXylBispC-
FlytBgcpE Klons erfolgte wie in Kap. 2.3.9.8 beschrieben. Neben [U-3Cs]1-Desoxy-
D-xylulose wurde wiederum Lactat ins Medium gegeben.

Allerdings konnte auf diese Art weder markiertes IPP noch DMAPP erhalten werden.
Es konnte lediglich die Bildung von 1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat
beobachtet werden. Auch die Variation der Kulturbedingungen und die Zugabe
verschiedener Metallionen und biochemisch leicht oxidierbarer Verbindungen fiihrten
nicht zu einer detektierbaren Konzentration an IPP und DMAPP. Eine mdgliche
Ursache hierfir kdnnte sein, dal3 die von den Prenyltransferasen katalysierte Bildung
zu hoheren Isoprenoiden so schnell verlauft, dal3 keine mel3bare Konzentration an

IPP erhalten wird.

3.1.11.12 In vivo Umsetzung von [1,2-*C;]Mevalonséure zu [4-*C4]IPP in E. coli
XL1-pBSpmkmkmdv und E. coli XL1-pACYCpmkmkmdv

Die Genkonstrukte pBSpmkmkmdv bzw. pACYCpmkmkmdv (Rohdich, un-
veroffentlichte Daten) kodieren die Enzyme fir die Bildung von IPP aus Mevalonat.
Durch Verfiitterung von **C-markiertem Mevalonat an die E. coli Klone XL1-
pPACYCpmkmkmdv und XL1-pBSpmkmkmdv wurde geprift, ob es mit Hilfe dieser
Konstrukte moglich ist, **C-markiertes IPP zu erzeugen (vgl. Kap. 3.1.11.12).

Interessanterweise konnte bei Verwendung dieser Bakterienstimme [4-3C,]IPP
gebildet werden. Ein doppelmarkiertes IPP war nicht zu erwarten, da die
Saurefunktion durch Decarboxylierung (vgl. Abbildung 3, Kap. 1) verloren wird. Durch
HMQC, HMQC-TOCSY und HMBC Spektren konnte belegt werden, dal3 es sich bei
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der gebildeten Substanz tatsadchlich um IPP handelte. Die Strukturaufklarung von IPP
ist in Kapitel 3.1.11.13 beschrieben. Dieses Ergebnis zeigte, daf3 die

Prenyltransferasen nicht der Grund fur die geringe Bildung von IPP sein kdnnen.

3.1.11.13 In vivo Umsetzung von [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose zu [U-}*Cs]IPP und
[U-3C5]DMAPP in E. coli XL1-pBSXyIBispC-FgcpElytB unter Zugabe von
Additiven

Zu diesem Zeitpunkt wurde an unserem Lehrstuhl gezeigt (Adam, unveroffentlicht),
dal3 Zellextrakte aus E. coli XL1-pACYCgcpElytB in der Lage waren, in vitro
radioaktives 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu IPP umzusetzen. Im
Gegensatz dazu erfolgte eine in vitro Reaktion mit Zellextrakten aus E.coli XL1-
pBSXylBispC-FlytBgcpE nur zu einem sehr geringen Mal3. Mdglicherweise ist die
Abfolge der Transkription der Gene auf dem Vektor entscheidend. Aus diesem Grund
wurde fir das nachste Einbauexperiment der E. coli Klon XL1-pBSXylBispC-
FgcpElytB verwendet, bei dem die Transkriptionsabfolge von gcpE und IytB
vertauscht war.

Durch Verwendung dieses Klons war es auch in vivo méglich, neben [U-*Cs]2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat und [U-}*Cs]1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-
4-diphosphat, drei neue Metabolite in detektierbaren Mengen zu erzeugen (vgl.
Abbildung 38 C). Die Strukturaufkl&rung erfolgte mittels ein- und zweidimensionaler
NMR-Spektroskopie.

So konnten im *H- entkoppelten **C-NMR Spektrum fiinf intensive Signale detektiert
werden, die [U-3Cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zugeordnet wurden
(vgl. Abbildung 38). Ferner waren fiinf weitere **C-gekoppelte Signale mit schwacher
Intensitat vorhanden, die zu [U-'*Cs]1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat
gehdren (vgl. Kap. 3.1.11.8).

Weiterhin waren finf *C-*C gekoppelte Signale bei einer Verschiebung von 21.6
(Dublett), 37.8 (Triplett), 64.1 (Dublett), 111.6 (Dublett) und 143.3 ppm (dupliziertes
Triplett) zu erkennen (Metabolit A, vgl. Abbildung 38 C, Signale in rot), die von
Signalen bei 21.1 (Dublett), 39.6 (Triplett), 59.3 (Dublett), 111.8 (Dublett) und 143.2
ppm (dupliziertes Triplett) begleitet wurden (Metabolit B, vgl. Abbildung 38 C, mit
einem Stern markierte Signale).
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Mit schwacher Intensitat konnten finf **C markierte Signale, die zu dem Metabolit C
gehoren, bei einer Verschiebung von 17.1 (Dublett), 24.9 (Dublett), 62.7 (Dublett),
199.6 (dupliziertes Dublett) und 139.4 (Multiplett) detektiert werden (vgl. Abbildung
38 C, Signale in gelb).

Im 3*P-NMR Spektrum des Reaktionsgemisches waren neben den Signalen von 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat, durch **C-3'P-Kopplungen verbreiterte
Signale im typischen Bereich fiir organische Pyrophosphate (-6 bis —13 ppm, *!P-3!p
Kopplung, 20 Hz) zu erkennen.

Metabolit A (Isopentenyldiphosphat):

Die Signale bei 111.6 und 143.3 ppm sind im typischen Bereich fiur
Doppelbindungen, wéahrend die Signale bei 64.1, 37.8 und 21.6 ppm von
aliphatischen Kohlenstoffen stammen, von denen ein Kohlenstoff (Signal bei 64.1
ppm) eine OH oder OR (R = unbekannt) Gruppe tragt.

Zusétzliche Information iiber die Struktur von Metabolit A kann man aus den **C-
Kopplungsmuster entnehmen. So sind drei **C-NMR Signale (21.6, 64.1 und 111.6
ppm) durch jeweils einen 3C-markierten Nachbarn zu Dubletts aufgespalten,
wahrend das Signal bei 37.8 ppm durch Kopplungen mit zwei *C-markierten
Nachbarn zu einem Triplett aufspaltet. Das Signal bei 143.3 ppm ist auf Grund einer
grofRen (71 Hz) und zwei kleineren Kopplungen (jeweils 41 Hz) zu einem duplizierten
Triplett aufgespalten, so daf} der dazugehdrende Kohlenstoff drei Nachbarn besitzen
mul3. Diese Daten zeigen, dald Metabolit A ein Isopentenylderivat ist.

Die 71 Hz groRe Kopplung ist typisch fiir *C-**C Kopplungen bei Doppelbindungen.
Die gleiche Kopplung ist bei dem Dublett bei 111.6 ppm zu erkennen. Somit muf? das
Signal bei 111.6 ppm zu einer Exomethylenfunktion gehdren. Da das Signal bei
143.3 ppm zwei weitere, jeweils 41 Hz groRe Kopplungen zeigt, mul3 der
dazugehodrende Kohlenstoff der Verzweigungspunkt der Struktur sein.

Durch  HMQC und HMQC-TOCSY Experimente konnten sowohl die 'H-
Verschiebungen als auch die **C-*H und die *H-'H Spinsysteme untersucht werden.
So korreliert das **C-NMR Signal bei 111.6 ppm zu einem *H Signal bei 4.73 ppm,
wahrend das Signal bei 143.3 ppm keine *H-*C Korrelation zeigt, da es ein quartarer
Kohlenstoff ist. Die Signale bei 64.1, 37.8 und 21.6 ppm zeigen ‘*H-*C Korrelationen
zu den 'H Signalen bei 4.73, 2.31 und 1.68 ppm (vgl. Tabelle 13 und Tabelle 14).
Durch HMQC-TOCSY Experimente konnte gezeigt werden, dal3 die Protonensignale
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bei 2.31 und 4.00 ppm miteinander koppeln, wéhrend die Signale bei 4.73 und 1.68
ppm Singuletts sind. Auf Grund der gezeigten Daten mul3 Metabolit A ein
Isopentenylderivat mit einem einfach gebundenen Sauerstoff sein. Zusammen mit
den 3'P Daten sollte die Verbindung Isopentenyldiphosphat sein. Um dies zu
beweisen, wurden die **C und *H Verschiebungen einer authentischen IPP Probe im
gleichen Losungsmittelgemisch bestimmt. Es zeigte sich, dal3 die Verschiebungen
identisch mit denen fur Metabolit A waren. Dadurch war bewiesen, dal3 es sich bei
Metabolit A um [U-2*Cs]IPP handelt.

Metabolit B (Isopentenol):

Sowohl die chemischen Verschiebungen als auch die Kopplungsmuster von
Metabolit B und Metabolit A (IPP) sind annéahernd identisch (vgl. Abbildung 38 C, mit
einem Stern markierte Signale). Der grofdte Unterschied zwischen den NMR-Daten
von Metabolit B und IPP ist ein Dublett bei 59.3 ppm, welches im Vergleich zu dem
C-1 Signal von IPP einen Hochfeldshift von 4.9 ppm erfahrt. Der Grund hierfir ist,
dal3 an Position 1 keine Phosphat- oder Pyrophosphat-Gruppe gebunden ist. Somit
handelt es sich bei Metabolit B um [U-*3Cs]Isopentenol, das durch Pyrophosphatasen

und Phosphatasen aus IPP gebildet wird.

Metabolit C (Dimethylallyldiphosphat):

Auf Grund der *C Kopplungsmuster (drei Dubletts, ein Doppeldublett, ein Multiplett)
mul3 es sich bei Metabolit C um ein Dimethylallylderivat handeln. Die chemischen
Verschiebungen, die fur das Doppeldublett (119.6 ppm) und das Multiplett (139.4
ppm) erhalten wurden, belegen, dal? die Doppelbindung zwischen Kohlenstoff C-2 (2
Kopplungen mit **C-markierten Nachbarn) und C-3 (3 Kopplungen mit **C-markierten
Nachbarn) sein muf3.

Durch HMQC und HMQC-TOCSY Experimente wurden sowohl die *H
Verschiebungen als auch die *C-'H und die 'H-'H Spinsysteme untersucht. So
konnten im HMQC-TOCSY zwei Singuletts bei einer Verschiebung von 1.75 und 1.71
ppm detektiert werden. Ferner koppelten die Signale bei 5.43 und 4.45 ppm
miteinander. Die chemischen Verschiebungen und die Kopplungsmuster bestétigten,
dal3 es sich bei Metabolit C um ein Dimethylallylderivat handelt. Zusammen mit den
3p Daten ergab sich Dimethylallyldiphosphat als Struktur (vgl. Tabelle 13 und

Tabelle 14). Um dies zu beweisen, wurden die **C und *H Verschiebungen einer
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authentischen DMAPP Probe im gleichen Losungsmittelgemisch bestimmt. Es zeigte

sich, dal3 die Verschiebungen identisch waren. Somit konnte Metabolit C als [U-

13C5]DMAPP identifiziert werden.

Die erhaltenen Verschiebungen und Korrelationen von IPP und DMAPP sind in

Tabelle 13 und Tabelle 14 zusammengefalit.

Tabelle 13:NMR-Daten von Isopentenyldiphosphat und Dimethylallyldiphosphat

Position | Chemische Verschiebung (ppm) Kopplungskonstanten (Hz)
Isopentenyldiphosphat
H c p JHH Jec | Jpp Jec?
1 4.0(d) | 64.1(d, b) 6.6 4.9 34.3
2 231 37.8 (1) 6.7 8.0 40, 40
3 143.3 (dt) 71.4,41.1,415
4 4.73 111.6 (d) 70.7
5 1.68 21.6 (d) 41.5
P -7.8 n. b.
P -11.9 19.5
Dimethylallyldiphosphat
1 4.45 62.7 6.6 47
2 5.43 119.6 7.2 75, 48
3 139.4 n. b.
4 1.75 24.9 42
5 1.71 17.1 41
P -9.1 21.7
P -6.4 215

3 beobachtet mit [U-"*Cs]IPP bzw. [U-Cs]DMAPP
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Tabelle 14: NMR-Korrelationsmuster von [U-*Cs]Isopentenyldiphosphat und
[U-13Cs]Dimethylallyldiphosphat

NMR-Korrelationsmuster

Position HMQC HMQC-TOCSY

Isopentenyldiphosphat

1 1 1,2

2 2 2,1

3

4 4 4

5 5 5
Dimethylallyldiphosphat

1 1 1,2

2 2 2,1

3

4 4 4

5 5 5

In Abbildung 38 sind die *C-NMR Spektren der aufgeschlossenen Zellen nach
Zugabe von [U-'3Cs]1-Desoxy-D-xylulose bei Verwendung der E. coli Klone XL1-
pBSXylBispC-FlytB (Abbildung 38A), XL1-pBSXyIBispC-FgcpE (Abbildung 38B) und
XL1-pBSXyIBispC-FgcpElytB (Abbildung 38C) dargestellt. Wie man erkennen kann,
ist im ersten Fall auRer [U-*Cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (A,
Signale in griin) keine weitere *C-markierte Verbindung vorhanden. Befindet sich
anstelle des lytB-Gens das gcpE-Gen auf dem Vektor wird neben [U-*Cs]2C-Methyl-
D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zusatzlich [U-'*Cs]1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-
diphosphat (Abbildung 38 B, Signale in blau) gebildet. Wird zu dem gcpE-Gen noch
das lytB-Gen mit auf den Vektor kloniert, kann man neben [U-'*Cs]2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat und [U-13Cs]1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-
diphosphat eine Bildung von [U-'3Cs]IPP (Signale in rot) und [U-**Cs]DMAPP
(Signale in gelb) beobachten (vgl. Abbildung 38 C).
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Abbildung 38: Ausschnitt aus den '*C-NMR Spektren verschiedener E. coli
Zellextrakte nach Zugabe von [U-}*Cs]1-Desoxy-D-xylulose. A: XL1-
pBSXylIBispC-FlytB; B: XL1-pBSXylBispC-FgcpE; C. XL1-
pBSXyIBispC-FgcpElytB. In der unteren Zeile (A) sind die Signale von
[U-*3Cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (A, Signale in griin)
zu erkennen. Das mittlere Spektrum (B) zeigt ein Gemisch von [U-
13Cs)2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat~ und  [U-2*Cs]1-
Hydroxy-2C-Methyl-2E-butenyl-4-diphosphat (Signale in blau, B). Im
oberen Spektrum (C) ist ein Gemisch aus [U-'*Cs]2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat, [U-13Cs]1-Hydroxy-2C-Methyl-2E-
butenyl-4-diphosphat, [U-*3Cs]IPP (Signale in rot) und [U-**Cs]DMAPP
(Signale in gelb) identifizierbar. Die mit einem Stern markierten
Signale gehéren zu [U-Cs]Isopentenol.
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Eine vergleichende Integration der **C-Signale von IPP und DMAPP ergab, daR die
Haufigkeit von DMAPP ca. 14 % von IPP betragt.

Durch Verwendung des E. coli XL1-pBSXylIBispC-FgcpelytB Klons konnte die letzte
fehlende Reaktion bei der Bildung von IPP und DMAPP nach dem alternativen
Terpenbiosyntheseweg geklart werden (vgl. Abbildung 39). Die Reaktion wird vom

LytB- (nun in IspH umbenannt) Protein katalysiert.
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Abbildung 39: Enzymatische Bildung von IPP und DMAPP
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3.2 Biotechnologische Aspekte

3.2.1 In vivo Umsetzung von [U-**Cg]Glucose zu [U-**Cs]1-Desoxy-D-xylulose-
5-phosphat in E. coli XL1-pNCOdxs

Wie in Kap. 3.1.11.2 gezeigt wurde, konnte mit Hilfe der D-Xylulokinase eine in vivo
Umsetzung von  1-Desoxy-D-xylulose zu  1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
beobachtet werden. Ausgehend von diesem Ergebnis stellte sich die Frage, ob es
auch maoglich ist, eine in vivo Bildung von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat aus
Pyruvat und D-Glycerinaldehyd-3-phosphat zu erreichen. Diese Reaktion wird von
der 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase katalysiert (Sprenger et al., 1997;
Lois et al., 1997). Sowohl Pyruvat als auch D-Glycerinaldehyd-3-phosphat sind
Intermediate der Glykolyse. Bei Zugabe von *C-markierter Glucose ins Medium,
sollte diese vorwiegend uber die Glykolyse abgebaut werden.

Fur die Einbauversuche wurde ein E. coli Klon verwendet, der die 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat Synthase aus B. subtilis Uberexprimierte (Herz, 2000b). Das
Gen befand sich auf dem pNCO113 Vektor, bei dem es sich um einen highcopy-,
highexpression Vektor handelt. Auf Grund der hohen Expression der 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat Synthase sollte bei Zugabe von **C-markierter Glucose zum
Medium somit **C-markiertes 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat gebildet werden.

Es zeigte sich, daR eine Stunde nach Zugabe von [U-*C¢]Glucose zu dem XL1-
pNCOdxs Klon nur geringe Mengen an unterschiedlich **C-markierten Isotopomeren
von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat vorhanden waren (vgl. Kap. 2.3.9.13).
Interessanterweise lag 1-Desoxy-D-xylulose in den Zellen zu einem weitaus hoheren
Anteil vor. Als Hauptkomponente konnte **C-markiertes Acetat neben einer Vielzahl
unbekannter **C-markierter Verbindungen identifiziert werden.

Diese Daten belegen, dal3 es prinzipiell mdglich ist, eine Bildung von 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat aus Glucose zu beobachten. Ferner zeigen sie, dald der Abbau

von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat tber 1-Desoxy-D-xylulose erfolgt.
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3.2.2 In vivo Umsetzung von [U-**Cg]Glucose in E. coli XL1-pACYCdxs

Nachdem es mdoglich war, 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat in detektierbaren
Mengen von Glucose ausgehend zu erzeugen, wurde die 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat Synthase auf den pACYC184 Vektor kloniert. Dieser Vektor besitzt den
Vorteil, dafd er zu vielen anderen Vektoren, wie den pNCO113 oder den Blueskript
SK II" Vektor, orthogonal ist und deshalb mit einem weiteren Vektor kombinierbar ist.
Es handelt sich hierbei um einen lowcopy, lowexpression Vektor, so daf} die 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase nur relativ gering Gberexprimiert wird. Um
eine Dephosphorylierung und somit einen weiteren Abbau des gebildeten Produktes
zu unterdrticken, wurde zusatzlich Glycerin-3-phosphat und anorganisches Phosphat
ins Medium gegeben. AulRerdem erfolgte die Zugabe von Glycerin-3-phosphat und
Glucose kontinuierlich Gber zwei Stunden (vgl. Kap. 2.3.9.14).

Es zeigte sich, daf? bei Verwendung des XL1-pACYCdxs Klons nur geringe Mengen
an 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat und 1-Desoxy-D-xylulose gebildet wurden.
Allerdings konnte als eine der Hauptkomponenten *C-markiertes 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat identifiziert werden, obwohl die fur die Reaktion

bendtigten IspC-, IspD-, IspE- und IspF-Proteine nicht tberexprimiert waren.

3.2.3 In vivo Umsetzung von [U-**Cg]Glucose in E. coli XL1-
pPACYCdxsXylBispC

Um den Abbau von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat zu 1-Desoxy-D-xylulose durch
Phosphatasen noch weiter zu unterdricken, wurde zusatzlich auf den pACYC184
Vektor das xylB- und das ispC-Gen kloniert. Die von dem xyIB-Gen codierte D-
Xylulokinase katalysiert hierbei die Umkehrreaktion, wahrend die 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat Reduktoisomerase flr die Bildung von 2C-Methyl-D-erythritol-4-
phosphat bendtigt wird.

Die Zugabe von Glucose und Glycerin-3-phosphat erfolgte wie oben beschrieben.
Zusatzlich wurde noch Cytidin ins Medium gegeben, um eine mdgliche Limitierung an

CTP (vgl. Kap. 3.1.11.5) zu vermeiden. Nach einer und zwei Stunden nach
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beendeter Glucosezugabe wurde jeweils ein Teil der Zellen wie beschrieben
aufgearbeitet und der erhaltene Zellextrakt direkt im NMR vermessen (vgl. Kap.
2.3.9.15).

In Abbildung 40 ist das nach 2 h erhaltene **C-NMR Spektrum abgebildet.
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Abbildung 40: Ausschnitt aus dem *C-NMR Spektrum des Zellextraktes von XL1-
PACY CdxsxyIBispC 2 h nach Zugabe von [U-*C¢]Glucose. Es sind
verschiedene Isotopomere von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat zu erkennen. Die Zahlen kennzeichnen die
entsprechenden Kohlenstoffe. Die unterschiedlichen Aufspaltungs-
muster enstehen durch die einzelnen Isotopomere.

Wie man gut erkennen kann, ist 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat die
dominierende Verbindung. Fur die Synthese von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat aus 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat werden die IspD-, IspE- und
IspF-Proteine bendtigt. Moglicherweise induziert die Uberexpression der 1-Desoxy-
D-xylulose-5-phosphat Synthase eine erhohte Bildung der IspD-, IspE- und IspF-
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Proteine durch E. coli. Diese Daten zeigen, dal3 fur eine effiziente Synthese von 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat auf die Expression dieser Proteine verzichtet
werden kann.

Wie man in Abbildung 40 erkennen kann, entstehen eine Vielzahl unterschiedlicher
Isotopomere. So ist eine Stunde nach beendeter Zugabe [U-'*Cs]-markiertes 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat die dominierende Spezies, wahrend nach
zwei Stunden viele weitere Isotopomere zu erkennen sind. Somit wird nach einer
Stunde das gebildete Produkt direkt aus Glucose gewonnen, wéhrend nach zwei
Stunden bereits eine Vielzahl verschiedenster Stoffwechselwege durchlaufen

wurden.

3.3 Biosynthese terpenoider Bitterstoffe in Hopfendolden

Zur Untersuchung der Biosynthese komplexer Terpene, die aus den gemeinsamen
Vorlaufern IPP und DMAPP gebildet werden, sind in vivo Untersuchungen ein
effizienter Zugang. Auch hierbei kénnen stabilisotop markierte Verbindung wie 20
verwendet werden. Auf diese Art wurde die Biosynthese von Humulon, eines aus
Hopfendolden stammenden Terpens untersucht.

Schon in Babylonien wurden Hopfendolden zum Schutz des Bieres gegen
Schimmelbefall verwendet. Diese Verwendung der Hopfendolden wurde im zehnten
Jahrhundert in Europa wiederentdeckt (Robins et al., 1985). Heutzutage finden
Hopfendolden als Geschmackstrager Verwendung. So sind neben den &therischen
Olen die a-Bittersauren Humulon, Cohumulon und Adhumulon sowie die b-
Bittersauren Lupulon, Adlupulon und Colupulon fir den typischen bitteren
Geschmack des Bieres verantwortlich (Zuurbier et al., 1998). In Abbildung 41 sind

die Strukturformeln der wichtigsten Bittersauren dargestellt.
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Humulon R = CH,CH(CHy), Lupulon R = CH,CH(CH,),
Adhumulon R = CH(CH3)CH,CH, Adlupulon R =CH(CH;)CH,CH,
Cohumulon R = CH(CH,), Colupulon R =CH(CHj,),

Abbildung 41: Strukturformeln der Hopfenbittersduren

Die Bittersauren gehoren zur Klasse der Phloroglucinderivate, die mit terpenoiden
Seitenketten und einer Acyleinheit substituiert sind. Humulon ist hierbei mit einem
Gehalt von bis zu 20 % einer der Hauptbestandteile der Hopfendolden® .

Der Hopfen (Humulus lupulus) gehort zur Gattung der Cannabinaceae. Die fur die
Bierherstellung bendtigten Bittersduren sind in den Drisenhaaren der weiblichen
Bllten angereichert. Deshalb werden in Hopfenkulturen nur die weiblichen Pflanzen
angebaut und vegetativ vermehrt.

Durch Einbauversuche mit [U-**C¢]Glucose (Goese et al., 1999) war bekannt, daR
die Biosynthese der Isoprenseitenketten nach dem alternativen
Terpenbiosyntheseweg erfolgt, wéhrend der aromatische Molekulteil Uber eine
Polyketidvorstufe gebildet wird (Drawert und Beier, 1976b; Drawert und Beier,
1976c¢).

Bei Applikation von radioaktivem Leucin konnte ein niedriger Einbau in Lupulon und
Desoxyhumulon erhalten werden (Drawert und Beier, 1976a). Ferner konnte
radioaktiv markierte Isovalerianséaure detektiert werden. Auf Grund dessen wurde
postuliert, daf3 Leucin zu 3-Methylbutyryl-CoA abgebaut wird und in dieser Form als

Vorstufe der Acylseitenkette dient (Drawert und Beier, 1976a; Goese et al., 1999).

! Dr.K. Kammhuber, Landesansalt fiir Bodenkultur und Pflanzenbau, personliche Mitteilung
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Ferner wurde postuliert, dal3 die Biosynthese von Humulon aus Desoxyhumulon
durch Oxidation des aromatischen Molekdilteils (vgl. Abbildung 42) gebildet wird
(Fung et al., 1997).

OH O]

HO OH

Abbildung 42: Biosynthese von Humulon durch Oxidation von Desoxyhumulon

3.3.1 0, Einbau in Hopfendolden im Freilandversuch

Um die Biosynthese der Hydroxygruppe von Humulon an Position 6 zu untersuchen,
mufite ein in vivo System entwickelt werden, mit dem es moglich ist, in einem
Freilandversuch einen *0,-Einbau an Hopfenpflanzen durchzufiihren. Die
Inkorporationsexperimente wurden auf einem Versuchsfeld der Landesanstalt fur
Bodenkultur und Pflanzenbau, Abteilung Hopfen in Wolnzach durchgefuhrt. Als
Hopfensorte stand Humulus lupulus L. var. Hallertauer Magnum zur Verfiigung. Im
Argongegenstrom wurde jeweils eine Hopfendolde mit 5-6 Zapfen in ein Schlenkrohr
mit Olive eingefuihrt. Dieses wurde anschlieRend mit einem Korkstopfen, Schliffett
und Wachs luftdicht verschlossen (vgl. Abbildung 43). Um einen Pilzbefall der
Hopfendolden wahrend des Versuches zu vermeiden, wurden diese vorher mit
Paral® Pilzfrei N bespriht. Uber den Schlenkansatz wurde (ber einen zweiten,
evakuierten Kolben ein Druck von ca. 700 mbar im Schlenkrohr erzeugt (vgl. Kap.
2.3.11).
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Abbildung 43: Schemadarstellung des in vivo 0, Einbauversuchs an Hopfendolden

Mit einem Manometer konnte an dem zweiten Kolben geprift werden, ob das
Schlenkrohr vakuumdicht verschlossen ist, da sich in beiden Glasgefalien der
gleiche Druck einstellen muf3. Mit Hilfe des erzeugten Unterdrucks wurde aus einem
mit 0, gefiillten Luftballon die benétigte Menge an schwerem Sauerstoff in das
Schlenkrohr gesaugt. Uber das Volumen des zweiten, evakuierten Rundkolbens
kann somit die Stoffmenge an %0, eingestellt werden. Um eine méoglichst
naturgetreue Atmosphéare zu erzeugen, wurde die KolbengrofRe so gewahlt, dafd sich
ein 80,-Gehalt von ungefahr 20 % (v:v) ergab.

Der Kolben wurde mit Aluminiumfolie weitgehendst abgedunkelt, um eine zu starke

Erwadrmung der Hopfendolden in dem geschlossenen System zu vermeiden. Da
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Hopfendolden unter diesen Bedingungen grol3e Mengen Wasser freisetzen, wurde
vorher in das Schlenkrohr ein Trockenkissen (Silicagel) gelegt, um das abgesonderte
Wasser zumindest teilweise zu binden.

Nach 14 Tagen wurden die Hopfendolden geerntet und aufgearbeitet. Die Reinigung
von Humulon und Cohumulon (vgl. Abbildung 44) erfolgte mittels HPLC. Die
erhaltenen Verbindungen wurden sowohl NMR-spektroskopisch als auch Uber

DirekteinlaR-Massenspektrometrie untersucht.

Abbildung 44: **0-markiertes Humulon bzw. Cohumulon

Da %0 einen Kernspin Null besitzt, kann das Isotop durch NMR-Spektroskopie nicht
direkt bestimmt werden. Allerdings tritt im **C-Spektrum ein Schwerisotopshift auf,
der fur Alkohole in einer Groéfienordnung von ca. 17-35 ppb (Risley and van Etten,
1990) liegt. In Abbildung 45 sind die **C-NMR Signale der Kohlenstoffatome 6 von
Humulon und Cohumulon abgebildet. Mit einer Verschiebung von 21 ppb zu hohem
Feld ist neben den intensiven Signalen, die zu den Kohlenstoffen 6 von unmarkierten
Humulon bzw. Cohumulon gehdren, jeweils ein zweites, kleineres Satellitensignal gut

zu erkennen, welches zu den *®0 markierten Verbindungen gehort.
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Abbildung 45: Ausschnitt aus den **C-NMR Spektren von *0-markiertem Humulon
(A) bzw. Cohumulon (B). Die intensiven Signale stammen von den
Kohlenstoffen 6 der unmarkierten Verbindungen. Die zu hohem Feld
verschobenen und mit einem Pfeil markierten Signale deuten die
jeweilige ®O-markierte Spezies an.

Eine Integration der **C-Signale ergibt bei beiden Verbindungen eine absolute **0-
Anreicherung von 9 %. Humulon und Cohumulon unterscheiden sich nur in der
Acylseitenkette (vgl. Abbildung 44) und es ist anzunehmen, dal3 die Biosynthese der
Phloroglucineinheit gleich verlauft. Sowohl die Grol3e des Schwerisotopshifts als
auch die Einbaurate ist bei beiden Verbindungen identisch. Dies zeigt, dal? es sich
bei den Satellitensignalen um **0-markiertes Humulon bzw. Cohumulon und nicht
um eine Verunreinigung handelt. Diese Ergebnisse werden zusatzlich durch die
Auswertung der aufgenommenen Massenspektren (vgl. Kap. 2.3.11) untermauert.
Eine Integration des (M+2)" lons unter Beriucksichtigung der natirlichen
Isotopverteilung ergibt eine absolute **0-Anreicherung von 10 %.

Aus diesen Daten laf3t sich schlieRen, dal3 der Sauerstoff der Hydroxygruppe des

Kohlenstoffs 6 aus molekularen Sauerstoff und nicht aus Wasser stammt.
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3.3.2 [U-3Cg]Leucin Einbau in Hopfendolden

Um die Hypothese zu beweisen, dal3 die Biosynthese der Acylseitenkette auch
katabolisch aus Leucin unter Erhalt des Kohlenstoffgertstes erfolgen kann, wurde [U-
13C¢]Leucin an Hopfendolden verfiittert. Als Hopfensorte wurde Humulus lupulus L.
var. Hallertaurer Taurus verwendet, die sich durch einen sehr hohen Humulongehalt
von bis zu 20 % in der Trockenmasse auszeichnet®. Die Pflanzen wurden von der
Landesanstalt fir Bodenkultur und Pflanzenbau, Abteilung Hopfen in Wolnzach, zur
Verfligung gestellt. Es wurden 12 Hopfendolden mit durchschnittlich 5-6 Zapfen mit
einer 0.1 %igen [U-*Cg]Leucin Lésung inkubiert. Nach fiinf Tagen wurden die Zapfen
geerntet, das enthaltene Humulon extrahiert und als Komplex mit o-Phenylendiamin

kristallisiert.

Abbildung 46: Humulon als o-Phenylendiamin Komplex

Das so gereinigte Humulon wurde mittels **C-NMR Spektroskopie untersucht. In
Abbildung 47 sind die Signale der Methylkohlenstoffe aus dem erhaltenen **C-NMR-
Spektrum von Humulon dargestellt.

% Dr. K. Kammhuber, Landesansalt fur Bodenkultur und Pflanzenbau, personliche Mitteilung.
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Abbildung 47: Ausschnitt aus dem *C-NMR Spektrum von Humulon als
o-Phenylendiaminkomplex aus dem Einbauversuch mit [U-"*Cg]Leucin.
Die mit einem Stern markierten Signale stammen von einer
Verunreinigung.

Die Signale der Methylkohlenstoffe 4 und 5 (vgl. Abbildung 46 und Abbildung 47)
weisen sowohl eine Kopplung mit ihren direkten Nachbarn als auch jeweils eine
Fernkopplung zu dem Carbonylkohlenstoff (C-1) auf. Diese werden auch bei dem
Signal von Kohlenstoff 1 (vgl. Tabelle 15) beobachtet. Ferner zeigt das Signal dieses
Kohlenstoffes eine 42.0 Hz grol3e Kopplung zu C-2. Bei dem Signal von Kohlenstoff
2 kann man zwei Kopplungen (32.5 und 42.6 Hz) zu den direkten Nachbarn
erkennen, eine Fernkopplung konnte nicht detektiert werden. Auf Grund der
beobachteten '*C-*C Kopplungen muR die Acylseitenketten als durchgehender
Block markiert sein.

Die chemischen Verschiebungen und **C-Kopplungskonstanten der markierten

Acylseitenkette sind in Tabelle 15 zusammengefal3t.
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Tabelle 15: **C-NMR Daten der Acylseitenkette von Humulon als o-Phenylen-

diaminkomplex

Position Chemische Verschiebung (ppm) Kopplungskonstanten (Hz)
1 199.8 42.0 (C-2), 3.1 (C-4), 3.1 (C-5)
2 46.5 32.5(C-3), 42.6 (C-1)
3 26.3 n. b.
4 23.0 35.0 (C-3), 3.4 (C-1)
5 22.7 35.1 (C-3), 2.7 (C-1)

Die relative Anreicherung der markierten Spezies betragt ca. 0.3 %. Ein mdglicher
Grund fir die geringe Anreicherung konnte sein, dal? zu dem Zeitpunkt des
Versuches bereits viel Humulon in den Pflanzen vorhanden war.

Es wurde versucht, analog zu dem [U-®C¢lLeucin Einbauexperiment,
isotopmarkiertes 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat an abgeschnittene
Hopfendolden zu verfuttern. Allerdings konnte kein markiertes Humulon erhalten
werden. Wahrscheinlich ist eine Inkorporation auf Grund der negativen Ladung durch

die Phosphatgruppen nicht moglich.
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4 Diskussion

4.1 Der alternative Terpenbiosyntheseweg

4.1.1 Enzymatische Synthese von isotopmarkierten Intermediaten des

alternativen Terpenbiosynthesewegs

Um die Funktionen der an der alternativen Terpenbiosynthese beteiligten Proteine
aufzuklaren, wurden **C-markierte Intermediate verwendet. Zur Einfilhrung von
Isotopen, wurde eine enzymatische Synthese entwickelt, die eine flexible Markierung
aller, bereits bekannter Intermediate erlaubte. Da die Biosynthese von IPP
ausgehend von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat erfolgt, wurde insbesondere fir
dieses Molekil eine flexible Markierungsstrategie ausgearbeitet.

Die Synthese erfolgte ausgehend von Glucose oder Dihydroxyacetonphosphat und
Pyruvat, ohne Reinigung eines Zwischenproduktes. Dies war mdglich, da bei
Verwendung der beschriebenen Verfahren die Intermediate der Glykolyse nur in sehr
niedrigen Konzentrationen entstanden und deshalb nicht inhibierend wirkten. Ferner
war die treibende Kraft dieser Reaktionssequenz die irreversible Abspaltung von CO,
aus Pyruvat bei der Bildung von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat, wodurch die
Produktbildung forciert wurde.

Sowohl fur 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (z. B. Blagg und Poulter, 1999) als auch
fur 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (Kis et al.,, 2000) waren verschiedene
chemische Synthesen publiziert. Allerdings sind die beschriebenen Verfahren sehr
aufwendig, und sie sind nicht fur eine flexible Markierung mit unterschiedlichen
Isotopen geeignet. Neben der chemischen Darstellung war auch eine enzymatische
Synthese von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat ausgehend von Fructose-1,6-
diphosphat beschrieben (Taylor et al., 1998). Allerdings ist Fructose-1,6-diphosphat
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fur die Einfihrung von Isotopen ungeeignet, da sie in markierter Form nur schwer
zuganglich ist.

Fir die Erzeugung von gréRReren Mengen **C-markierter Verbindungen war vor allem
die Vermeidung von negativ geladenen organischen Phosphaten bzw.
Pyrophosphaten und die damit erleichterte Reinigung entscheidend. Dadurch war es
z. B. moglich, 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat durch Bariumféllung zu erhalten. Die
Produkte der IspC-, IspD-, IspE- und IspF-Proteine konnten bei Verwendung der
Recyclingsysteme mittels Anionenaustauschchromatographie gereinigt werden (vgl.
Kap. 3.1.1-3.1.9). Die Bildung von ungewollten organischen Phosphaten bzw.
Pyrophosphaten wurde verhindert, indem ATP Uber Phosphoenolpyruvat oder
Acetylphosphat regeneriert wurde. Ein Recycling von NADPH erfolgte mit Hilfe der
Glucosedehydrogenase aus Glucose.

Auf Grund der beschriebenen Recyclingverfahren konnte die Synthese von 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat  ausgehend von Glucose Uber elf
Reaktionsschritte, ohne Reinigung eines Zwischenprodukts durchgefihrt werden. Die
Gesamtausbeute an markiertem Produkt betrug ca. 50 %.

Die Verwendung von sowohl ?H- als auch **C-markierten Vorstufen ist besonders fiir
die Aufklarung von Reaktionsmechanismen entscheidend. Bei der Biosynthese von
hoheren Terpenen kann ein teilweiser oder vollstandiger Verlust der
Deuteriummarkierung erfolgen. Mit Hilfe *3C- und 2H-doppelmarkierter Vorstufen
kann der Austausch der Deuteriummarkierung exakt quantifiziert werden, da die **C-
Markierung hierbei als interner Standard dient (Arigoni et al., 1999). Durch
Inkorporationsexperimente an E. coli und Eucalyptus globulus (Schwarz 1994; Rieder
et al., 2000) wurde gezeigt, dal3 1-Desoxy-D-xylulose sowohl von Bakterien als auch
von Pflanzen effektiv aufgenommen und in Terpene eingebaut wird. Um die
Biosynthese von vielen verschiedenen Terpenen untersuchen zu kénnen, ist eine
Doppelmarkierung fiir diese Verbindung winschenswert.

Doppelmarkierte 1-Desoxy-D-xylulose kann sehr leicht durch Phosphatasen aus *3C-
und 2H- markiertem 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat gewonnen werden. Die
Darstellung von doppelmarkiertem 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat erfolgte
enzymatisch aus Pyruvat und D-Glycerinaldehyd-3-phosphat. Hierbei wurde die
Doppelmarkierung ausgehend von jeweils einfach **C- oder 2H-markierten
Substraten erzeugt. Da D-Glycerinaldehyd-3-phosphat ein Intermediat der Glykolyse

ist, kann es ausgehend von Glucose gewonnen werden. Ein gro3er Vortell hierbei ist,
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dald unterschiedlich deuterierte Glucose kauflich ist. Alternativ dazu kdnnen Teile der
Glykolyse in D,O durchgeftihrt werden, wodurch mit Hilfe der Aldolase oder der
Triosephosphatisomerase Deuteriumatome eingefuhrt werden (vgl. Kap. 3.1.2).

Eine Markierung mit **C Isotopen ist sehr einfach iiber Pyruvat moglich. Theoretisch
ist es auch denkbar, von **C markierter Glucose auszugehen und die Reaktion in
D,0O durchzufihren.

Die Kombination der beschriebenen Verfahren fuhrt zu einer Vielzahl
verschiedenster, doppelmarkierter Isotopomere, die alle Uber die gleichen

Syntheseroute erzeugt werden konnen (vgl. Kap. 3.1.2).

4.1.2 Die enzymatischen Reaktionen der IspE- und IspF-Proteine

Die von den IspE- und IspF-Proteinen katalysierten Reaktionen fuihren zu keiner
Veranderung des 2C-Methyl-D-erythritol Kohlenstoffgertstes. Durch Einbau an
isolierte Chromoplasten konnte bewiesen werden, dall es sich bei diesen
Verbindungen um echte Intermediate der Biosynthese von Terpenen handelt. Es
konnte gezeigt werden (Liittgen et al., 2000), daR ein Einbau von **C-markierten 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat in Carotinoide erfolgt.

Der Beweis fir eine essentielle Beteiligung des IspE-Proteins an der Biosynthese
von |IPP wurde wiederholt durch chromosomale Knock-out Mutanten gefuhrt
(Kuzuyama et al., 2000b; Broétz et al., 2000, Campos et al., 2001a).

AulR3erdem st das IspF-Protein in der Lage 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol-2-phosphat zu 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat umzusetzen.
Eine Beteiligung des IspF-Proteins bei der Bildung von IPP konnte ebenfalls durch
Knock-out Mutanten belegt werden (Brotz et al., 2000).

Das IspF-Protein weist katalytische Aktivitaten mit verschiedenen Substraten auf (vgl.
Kap. 3.1.8). So setzt es 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol zu 2C-Methyl-D-
erythritol-3,4-cyclomonophosphat um. Allerdings handelt es sich hierbei um eine
artifizielle Reaktion, da *C-markiertes 2C-Methyl-D-erythritol-3,4-cyclomono-
phosphat nicht von isolierten Chromoplasten aufgenommen und umgesetzt werden
konnte (Herz et al., 2000a). Ferner wurde bei Verwendung eines E. coli Klons, der
das IspF-Protein Uberexprimiert hatte, in vivo keine Bildung dieses Nebenproduktes
beobachtet, obwohl  4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol in hohen

Konzentrationen in den Zellen vorhanden war. Mdglicherweise ist das gereinigte
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Protein nicht perfekt gefaltet, wodurch diese Nebenreaktion mdglich ist. Fur diese
Vermutung spricht auch die Tatsache, dal3 das IspF-Protein aus Plasmodium
zusétzlich mit 2-Phospho-4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol eine ahnliche
Nebenreaktion unter Bildung  von 2-Phospho-2C-methyl-D-erythritol-3,4-
cyclomonophosphat aufweist (vgl. Kap. 3.1.10).

Die eigentliche, vom IspF-Protein katalysierte Reaktion, ist die Bildung von 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat. So wird es in vivo bei Applikation von [U-
13C¢]Glucose an einen E. coli Klon gebildet, der nur die 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat Synthase, die 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat Synthase und die D-
Xylulokinase tberexprimiert hat (vgl. Kap. 3.2.3). Die fir die Bildung von 2C-Methyl-
D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat benétigten IspD-, IspE- und IspF- Proteine waren
nicht Gberexprimiert.

Die einzige Gemeinsamkeit der unterschiedlichen Aktivitdten des IspF-Proteins ist
die Abspaltung von CMP aus verschiedenen Substraten. Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich um die treibende Kraft bei den einzelnen Reaktionen, die auch bei
nicht optimaler Faltung des Proteins mdglich ist.

Das eigentliche Ziel der von den IspD, IspE und IspF-Proteinen katalysierten
Reaktionssequenz ist somit die Aktivierung der ehemaligen Hydroxygruppe an
Position 2 des 2C-Methyl-D-erythritol-Grundgertstes, fur die vom IspG-Protein
(friher als GepE-Protein bezeichnet) katalysierte Reaktion.

4.1.3 Die enzymatische Reaktion des IspG-Proteins

Es war bekannt, dal3 1-Desoxy-D-xylulose mit spezifischen Einbauraten von 90 %
von E. coli in Ubichinon eingebaut wird (Broers, 1994, Giner et al., 1998a). Die
Ursache hierfur ist die von der D-Xylulokinase katalysierte Phosphorylierung zu 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (Wungsintaweekul et al., 2001a). Ausgehend von
diesen Daten war es mdoglich, durch Verwendung eines E. coli Klons, der die D-
Xylulokinase Uberexprimiert hatte, 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat in vivo zu
erzeugen. Die Aufnahme und Umsetzung von 1-Desoxy-D-xylulose erfolgte hierbei
so schnell, dal3 bereits nach 30 Minuten grof3e Mengen des gebildeten Produkts in
den Zellen angestaut werden konnten (vgl. Kap. 3.1.11.2). Der Grund fiur die rasche

Aufnahme kdnnte ein aktiver Transport Uber einen Zuckershuttle sein.
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Analog dazu wurde versucht, sowohl 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat als auch 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cylcodiphosphat an E. coli zu verfuttern. Allerdings konnte
keine Aufnahme dieser Verbindungen beobachtet werden. Wahrscheinlich gibt es
hierfir keinen aktiven Transporter. Eine passive Aufnahme kann auf Grund der
negativen Ladung der Phosphatgruppen ebenfalls nicht erfolgen.

Durch die hohe Empfindlichkeit und Selektivitat mit der **C-markierte Verbindungen
mittels *C-NMR Spektroskopie detektiert werden kénnen, war es méglich, die
Reaktion ,online* zu verfolgen, ohne dalR mogliche Intermediate durch eine
Aufreinigung verlorengehen oder dabei modifiziert werden. Auf diese Art wurden
Engpasse in der Reaktionssequenz erkannt und durch gezielte Zugabe von Additiven
ins Medium diesen entgegengewirkt. So konnte die Bildung von 4-Diphosphocytidyl-
2C-methyl-D-erythritol durch Zugabe von Cytidin forciert werden. Die Bildung von
unerwinschten Dephosphorylierungsprodukten wurde durch Zugabe von Glycerin-3-
phosphat weitgehendst unterdriickt. Dadurch war es madglich, 2C-Methyl-D-erythritol-
2,4-cyclodiphosphat in sehr hohen Konzentrationen in den Zellen zu erzeugen (vgl.
Kap. 3.1.11.3 - 3.1.11.6).

Nachdem es mdglich war, 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat in grof3en
Mengen in den Zellen zu erzeugen, wurden in den bestehenden Vektor die Gene lytB
(ispH) und gcpE (ispG) kloniert. Diese wurden durch Genomvergleich erhalten und
es war bekannt, dal3 sie essentiell fir die Biosynthese von IPP sind (Adam et al.,
2000; Campos et al., 2001b; Cunningham et al., 2000).

Wurde nur das lytB-Gen mit auf den bestehenden Vektor genommen, entstand keine
neue Verbindung. Sobald der Vektor jedoch anstelle des lytB Gens das gcpE Gen
enthielt, konnte durch NMR-Spektroskopie 1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-
diphosphat als letztes Intermediat bei der Biosynthese von IPP detektiert werden
(vgl. Kap. 3.1.11.7 - 3.1.11.10). Diese Daten belegen, dal3 fur die Bildung von 1-
Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat aus 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodi-
phosphat das IspG Enzym bendtigt wird.

Mit Hilfe von chromosomalen lytB Gen Knock-out Mutanten wurde inzwischen
unabhéangig 1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat aus E. coli isoliert (Hintz et
al., 2001).

Die beschriebene Verbindung ist bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht als Naturstoff

isoliert worden. Allerdings konnte aus Ornithogalum montanum das strukturell
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verwandte 1-O-b-D-Glucosid von 1,4-Dihydroxy-2-methyl-2-(E)-buten isoliert werden
(Nicoletti, M. et al., 1992).

In den Gendatenbanken sind keine zum ispG Gen homologen Sequenzen
vorhanden. Bei Vergleich der IspG-Proteine aus verschiedenen Organismen ist es
auffallig, dafld 3 Cysteine streng konserviert sind (Abbildung 48).

Arabidopsis thaliana : KT- - EYVSEESEEs TL[FBL QEI SAEI REKTSHLP- GvSI [l Yee! YNegZe=vaDYsre
Synechocystis sp. : KTMWEYVYEESEER TLENLEDVLHEVREATKHLT- GLOI [\YYEe! YiNegZe=vaD s vie
Chlamydia trachomatis . SVTVEYVSEECEER TL[FBL LAVSQRI RERTQHLPGCLKI [YYEe! YiNeZe=vaDYsre
Plasmodium falciparum : KT- - DY[JYEESEER TLENI QETTKKI MKLTGHLK- GVKI [YYEe! YiNe! [€=MvADAHFE
Helicobacter pylori . kelel N\SERTEES ! EANLVDVAI KVEKRESHI KTEL DI STV EOWNAL €FAKHABNA
Campylobacter jejuni . KSEVNI [JSERTEES ! QSBLLSAI KI VEEKTKHI KEGLNI SV EOWRNAL €FAKITBVA
Haemophilus influenzae : SRel NFREE TSz EERY GTVNALEQREED! | TigvOlS! | [EeYViNeZeTAL vsBL[e
Pasteurella multocida : SRel NFREE TSz EERY GTVNALEQREED! | TigvOlS! | [EeYViNeZeTAL vsBL[e
Escherichia coli : SRel NFREE TSz R GTVNALEQREED! | TigvOS! | [EeYViNeZeTAL vSTL[e
Vibrio cholerae : SRel NFEESESE Ry GTVNALEQREEDVL TigVOYS! | [EeYViNeZeTAEVSHL[e
Pseudomanas aeruginosa : SKel NFIEESESE NEEYVKTVNEL EGREEDL L VgVOYAY) [EeYViNeZe TR H fe
Buchnera sp. : ARl NFREE TESEEERY! NTYNGLEKNIED! sTigi OYs! | [€eY¥iYe! [€=ski BTLe
Caulobacter crescentus ;. HREVN [eE AR QENY! KTVEALEEREAHI STEVSLS! | [V NEZe=AL VT [

Mycobacterium tuberculosis ~ : PRSLE! VSEgS@EsAQ/EY Y TLANEVTAGHDCL DVFL RN O INEZeTARENsL [€
Streptomyces coelicolor . QRELE! VSEESEes AQVEY YKL AEEVTAGHECNVEVGL RN SN EZeTARENsL [€

Aquifex aeolicus . RREVE! VIJERTEEs! EVBL PKVWKEVQEKESCVKTREL KA ESWYINA! [EFARES! [€
Bagcillus subtilis . SNAATLJSEETEER! El BLI S| ANEVEEY! SKI KAGI KYAYL [ AYNEZETARES! [€
Thermotoga maritima . E-[evEVER TEERAEI BYENVAKM [EENFFHVQKRLKI YV EeYViNe! [€=c<D/YsL [
Treponema pallidum : AdeVRLVSEEREE; | dgYHAFVRRWKEIFSLKKDI T EeWiNeZe=cHsL [

Abbildung 48: Die hochkonservierte Aminosaureregion des IspG-Proteins aus
verschiedenen Organismen. ldentische Aminosauren sind in grin,
ahnliche Aminosauren in gelb dargestellt. Es sind nur die
Aminosauren, die in mindestens 11 von 19 der Sequenzen
konserviert sind, farbig dargestellt. Die konservierten Cysteine
(Aminosaurereste 269, 272 und 304 im E. coli Protein) sind in rot
dargestellt.

Es konnte sich hierbei um eine Metallbindungsstelle z. B. fir Eisen oder Zink
handeln. Allerdings gibt es hierfur bisher keine experimentellen Hinweise.

Aus Einbauversuchen mit deuteriummarkierter 1-Desoxy-D-xylulose (Giner et al.,
1998a; Giner et al., 1998) und deuteriummarkiertem 2C-Methyl-D-erythritol (Charon
et al., 2000) war bekannt, dal3 alle Wasserstoffatome des 2C-Methyl-D-erythritol
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Grundgerustes erhalten bleiben miussen. Unter Berlcksichtigung dieser Daten sollen
im folgenden zwei mogliche Reaktionsmechanismen diskutiert werden®.

In Abbildung 49 ist ein mdglicher ionischer Mechanismus dargestellt.
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Abbildung 49: Postulierter ionischer Mechanismus fur die Bildung von 1-Hydroxy-2-
methyl-2E-butenyl-4-diphosphat aus 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat

Dieser Mechanismus ist an die von der Vitamin K Epoxychinon Reduktase
katalysierten Reaktion (vgl. Abbildung 51) angelehnt (Silverman und Nandi, 1988). Im
ersten Schritt wird die Hydroxygruppe an Position 1 zum entsprechenden Aldehyd
oxidiert. Fur diese Reaktion kénnte NADP® als Cofaktor dienen. Nach der
nucleophilen Substitution der Pyrophosphatgruppe durch ein Thiolat-lon erfolgt
gleichzeitig die Bildung des Disulfids und eines Enolat-lones. Die Entstehung dieses
stabilen Intermediates konnte die treibende Kraft fir die Reaktion sein. Nach einer
anschlieBenden b-Eliminierung von Wasser erfolgt die Reduktion der Aldehydgruppe.
Hierbei mul3 das gleiche Proton, das im ersten Schritt entfernt wurde, wieder
Ubertragen werden.

Alternativ dazu ware auch ein radikalischer Mechanismus in Anlehnung an die von
der Ribonukleotid Reduktase katalysierten Reaktion denkbar (Licht et al., 1999). In

Abbildung 50 ist das entsprechende Reaktionsschema dargestellt.

® Prof. Arigoni, ETH Ziirich, personliche Mitteilung
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Abbildung 50: Postulierter radikalischer Mechanismus fur die Bildung von 1-Hydroxy-
2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat aus  2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat

Hierbei erfolgt die radikalische Abstraktion eines Wasserstoffatoms in Position 1. Es
ware denkbar, dal3 dazu das dritte konservierte Cystein bendétigt wird. Das so
entfernte Wasserstoffradikal mul3 im letzten Reaktionsschritt wieder Ubertragen
werden (Abbildung 50).

Beide diskutierte Mechanismen haben die Bildung eines Disulfides gemeinsam. Fur
die Erhaltung der katalytischen Aktivitat muf3 es zwingend wieder zu den
entsprechenden Thiolen reduziert werden. Auf welche Weise dies erfolgt, ist bis zu
diesem Zeitpunkt unbekannt.

Insgesamt ist die vom IspG-Protein katalysierte Reaktion sehr ausgefallen und es
existieren nur wenige vergleichbare biochemische Beispiele, wie die Biosynthese von
Vitamin K (Silverman und Nandi, 1988). Hierbei erfolgt ebenfalls eine Reduktion zur

Doppelbindung unter Ubertragung von zwei Elektronen (Abbildung 51).
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Vitamin K Epoxyquinon
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Abbildung 51: Die von der Epoxychinon Reduktase katalysierte Bildung von
Vitamin K

4.1.4 Die katalytische Aktivitat des IspH-Proteins

Nachdem bewiesen war, daf} fur die Bildung von 1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-
diphosphat das IspG Protein bendtigt wurde, wurde in Fortsetzung der bekannten
Strategie die vom LytB-Protein (nun in IspH umbenannt) katalysierte Reaktion
geklart. Auf diese Weise konnte ausgehend von komplett markierter 1-Desoxy-D-
xylulose vollmarkiertes IPP und DMAPP erzeugt werden. Eine Bildung von 1-
Hydroxy-2-methyl-2E-butenyldiphosphat wurde nur noch in geringen Mengen
beobachtet (vgl. Kap. 3.1.11.13).

Es zeigte sich, dal3 die Transkriptionsabfolge der Gene eine Rolle spielt. So war flr
die Reaktion essentiell, daf’ zuerst das gcpE-Gen und dann das lytB-Gen von E. coli

exprimiert wurde. Erfolgte die Transkription in umgekehrter Reihenfolge, konnte nur
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1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyldiphosphat beobachtet werden. Maoglicherweise
kénnte es sich bei den zwei Proteinen um ein Heterooligomer handeln.

Als zusatzliche Schwierigkeit erwies sich, das gebildetes IPP sehr schnell zu héheren
Isoprenoiden umgesetzt wird. So wurde 30 Minuten nach Zugabe von 1-Desoxy-D-
xylulose die Bildung von IPP beobachtet, wahrend nach 3 h kein IPP mehr detektiert
werden konnte. Moglicherweise wird die Expression von Prenyltransferasen aus dem
genomischen Hintergrund erhoht. Ferner ist auch denkbar, da? auf Grund eines
Mangels an Reduktionséquivalenten nicht mehr geniigend IPP nachgebildet werden
kann.

Fur die Bildung von Terpenen wird neben IPP auch DMAPP bendtigt. Da eine
IPP/IDMAPP Isomerase in E. coli vorhanden, aber nicht essentiell ist, mul3 bei der
vom LytB-Protein katalysierten Reaktion auch DMAPP gebildet werden. Da DMAPP
nur als ,Startereinheit® benétigt wird (vgl. Kap. 1, Abbildung 2) ist die gebildete
Menge mit ca. 14 % (bezogen auf IPP) deutlich niedriger als die von IPP.

Fir die Bildung von IPP und DMAPP muf3 formal aus 1-Hydroxy-2-methyl-2E-
butenyl-4-diphosphat reduktiv Wasser eliminiert werden. Es ist denkbar, dal? zuerst
eine Protonierung der OH-Funktion und eine Wassereliminerung erfolgt. Das hierbei
gebildete Carbokation ist durch die Doppelbindung resonanzstabilisiert. Im Anschlul3
daran kann es mdoglicherweise durch NADPH zu IPP bzw. DMAPP reduziert werden
(vgl. Abbildung 52).
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Abbildung 52: Postulierter ionischer Mechanismus fur die Bildung von IPP und
DMAPP aus 1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat

Mit der Aufklarung der vom LytB Protein katalysierten Reaktion konnte somit die
Biosynthese von IPP nach dem alternativen Terpenbiosyntheseweg vollstandig
geklart werden. Es ergibt sich abschlie3end folgendes Schema: (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Die Biosynthese von IPP und DMAPP nach dem alternativen
Terpenbiosyntheseweg
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4.2 Biotechnologische Aspekte

Viele Terpene finden Anwendung als Wirkstoffe, Werkstoffe oder Rohstoffe. So wird
z. B. das Monoterpen Eucalyptol als Aromastoff verwendet, wahrend das Diterpen

Taxol als Cytostatikum (Abbildung 54) eingesetzt wird.

Olllu.

)

~ Y

A B

Abbildung 54: Strukturformeln von Eucalyptol (1,8-Cineol, A) und Taxol (B)

Da die Biosynthese aller Terpene ausgehend von DMAPP und IPP erfolgt, ist eine
Voraussetzung fir eine effiziente biotechnologische Produktion dieser Substanzen
eine ausreichende Bildung der Vorstufen ausgehend von billigen Edukten. Durch
Verfutterung von **C-markierter 1-Desoxy-D-xylulose an einen E. coli Klon, der die
Proteine XylB, IspC, IspD, IspE, IspF, IspG und IspH Uberexprimiert hatte, konnte
gezeigt werden, dald grolRe Mengen an IPP gebildet werden (vgl. Kap. 3.1.11.13).
Der Vorteil hierbei ist, dal3 der Einstieg in die Terpenbiosynthese vollig unabhangig
vom zentralen Stoffwechsel erfolgt. Prinzipiell ist es moéglich, 1-Desoxy-D-xylulose
sowohl chemisch (Blagg und Poulter, 1999) als auch enzymatisch (Taylor et al.,
1998) zu synthetisieren. Allerdings ist wahrscheinlich fur eine biotechnologische
Produktion die Darstellung von 1-Desoxy-D-xylulose relativ teuer.

Aus diesem Grund wurde versucht, 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat ausgehend von
13C-markierter Glucose zu erzeugen. Glucose ist im Gegensatz zu 1-Desoxy-D-
xylulose in grofer Menge verfugbar und sehr billig. Es zeigte sich, dal3 bei

Verwendung eines E. coli Klons, der die Proteine Dxs, XyIB und IspC Uberexprimiert
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hatte, hohe Konzentrationen an 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat gebildet
werden (vgl. Kap. 3.2.3). Diese Daten belegen, dalR fur eine biotechnologische
Produktion die chromosomale Expression der IspD-, ISpE- und IspF-Proteine vom
Wild-Typ Hintergrund ausreichend ist. Der limitierende Schritt ist die vom IspG-
Protein katalysierte Bildung von 1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat. So
konnte in vivo keine komplette Umsetzung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat zu 1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat bzw. IPP erreicht
werden. Aus den genannten Grinden mufd fiur eine maogliche biotechnologische
Anwendung vor allem die vom IspG-Protein katalysierte Reaktion optimiert werden.

Durch Verwendung von *C-markierten Verbindungen war es méglich, die
enzymatische Umsetzung der gefitterten Verbindungen ,online* mittels NMR-
Spektroskopie zu verfolgen und Engpéasse zu erkennen. Prinzipiell wére es denkbarr,
das beschriebene System auch auf andere biotechnologische Prozesse zu
Ubertragen. Falls es bei diesen Prozessen zu einer Anstauung eines Intermediates
oder einer unerwinschten Nebenreaktion kommt, kénnte dies so erkannt und gezielt
gesteuert werden. Voraussetzung hierbei ist die Verfiigbarkeit einer geeigneten **C-

markierten Vorstufe.

4.3 Biosynthese von Humulon

Durch Applikation von *C-markierter Glucose konnte gezeigt werden (Goese et al.,
1999), dafll die Biosynthese der Isoprenseitenketten von Humulon nach dem
alternativen Terpenbiosyntheseweg erfolgt, wahrend der aromatische Ring aus
Acetateinheiten tber die Polyketidbiosynthese gebildet wird. Um den Ursprung der
verbleibenden Sauerstoffatome in Humulon zu untersuchen, wurde in einem
Freilandversuch ein *0,-Einbauversuch an Hopfenpflanzen unternommen. Da diese
eine Hohe von ca. 3 m erreichen, war es unmdglich, einen in vivo Versuch an der
ganzen Pflanze zu unternehmen. Deshalb wurden einzelne Hopfendolden in jeweils
ein Schlenkrohr Gberfihrt. Um eine mdoglichst naturliche Atmosphare zu erzeugen,
wurde ein *®0,-Gehalt von ca. 25 % gewahlt. Es zeigte sich, daR ein Einbau zu ca. 9
% spezifisch an Position 6 (vgl. Abbildung 44) in Humulon erfolgt. Alle anderen
Positionen, an denen sich ein Sauerstoff befindet, waren nicht *®0O-markiert. Der
Grund hierfur ist, daf® nur der Sauerstoff an Position 6 aus elementaren Sauerstoff

stammt, wahrend die Ubrigen Sauerstoffatome Uber Wasser eingefiihrt werden.
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Dadurch ist bewiesen, dal3 die Biosynthese durch eine Oxidation erfolgt,
wahrscheinlich ausgehend von Desoxyhumulon (vgl. Kap. 3.3.1).

Diese Daten stimmen gut mit dem postulierten Bildungsweg und den dazugehdrigen
in vitro Versuchen tberein (Fung et al., 1997).

Uber die weitere Biosynthese von Humulon war durch Applikation von radioaktivem
Leucin bekannt, dal3 ein Einbau in die Acylseitenkette erfolgen kann (Drawert und
Bayer, 1976a). Allerdings konnte nicht bewiesen werden, ob das Kohlenstoffgerust
von Leucin als kompletter Block erhalten bleibt.

Durch einen Einbauversuch mit [U-®C¢lLeucin  konnte mittels *C-NMR
Spektroskopie gezeigt werden, dal3 das Kohlenstoffgertist erhalten bleibt, da die
Acylseitenkette in Humulon durchgehend markiert war (vgl. Kap. 3.3.2). Wirde ein
weiterer Abbau erfolgen, mufiten verschiedene Isotopomere auftreten.

Wahrscheinlich erfolgt eine Umwandlung von Leucin zu 3-Methyl-butyryl-CoA

(Abbildung 55).
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Abbildung 55: Schema zum Abbau von Leucin zu 3-Methyl-butyryl-CoA

Die Biosynthese von Humulon kénnte somit durch Kondensation von 3-Methyl-
butyryl-CoA mit drei Malonyl-CoA-Einheiten erfolgen. Die so entstehende lineare

Vorstufe kdnnte durch eine Chalcon-Synthase zu Phloroisovalerophenon cyclisiert
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werden (Goese et al., 1999). Durch elektrophile Subsitution mit DMAPP kénnte so

Desoxyhumulon entstehen, welches zu Humulon oxidiert wird (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Mdgliches Biosyntheseschema fur die Bildung von Humulon
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5 Zusammenfassung

Uber Jahrzehnte wurde angenommen, daR die Biosynthese der universellen
Terpenvorstufen Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP)
ausschlie3lich tber Mevalonat erfolgt. Auf Grund von Einbauversuchen mit
isotopmarkierten Verbindungen konnte in den Arbeitsgruppen von Arigoni und
Rohmer erst vor kurzem gezeigt werden, dall es einen alternativen
Terpenbiosyntheseweg von IPP und DMAPP ausgehend von 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat gibt.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von isotopmarkierten Verbindungen und
NMR-Spektroskopie noch unbekannte enzymatische Teilschritte in diesem
Biosyntheseweg geklart.

Durch Verwendung von isotopmarkierter Glucose bzw. Dihydroxyacetonphosphat
und Pyruvat wurde eine flexible enzymatische Synthese von 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat entwickelt, die sowohl die Darstellung von radioaktiven als auch *C-
markierten und *3C- und ?H- doppelmarkierten Isotopomeren erlaubte. Diese wurden
enzymatisch, unter Verwendung diverser Regenerierungsschritte fir die bendtigten
Cofaktoren, zu 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat und dessen Vorstufen
umgesetzt (vgl. Abbildung 57). Die isotopmarkierten Verbindungen wurden mit einer
Gesamtausbeute von ca. 50 % erhalten.

Mit Hilfe der so erzeugten, isotopmarkierten Intermediate wurden verschiedene
enzymatische Reaktionen aufgeklart. Es zeigte sich, da3 das IspE-Protein fiur die
Bildung von 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat aus 4-Diphospho-
cytidyl-2C-methyl-D-erythritol bendtigt wird, wahrend das IspF-Protein die Bildung
von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat aus 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
erythritol-2-phosphat katalysiert (vgl. Abbildung 57). Ferner wurde mit Hilfe von **C-
markierter 1-Desoxy-D-xylulose gezeigt, dal’ die D-Xylulokinase diese Verbindung in

vitro zu 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat phosphoryliert.
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Durch Einbauversuche mit **C-markierter 1-Desoxy-D-xylulose an verschiedenen,
rekombinanten E. coli Klonen, die neben der D-Xylulokinase die IspC-, IspD-, ISpE-
und IspF-Proteine des alternativen Terpenbiosynthesewegs lberexprimierten, wurde
der komplette bekannte Stoffwechselweg in den Zellen verfolgt und in vivo 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat erzeugt (vgl. Abbildung 57). Bei Verwendung
eines E. coli Klons, der neben den IspC-, IspD-, IspE- und IspF-Proteinen zusatzlich
das IspG-Protein  Uberexprimierte, wurde 1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-
diphosphat als ein neues Intermediat des alternativen Terpenbiosyntheseweges
erhalten und mittels NMR-Spektroskopie identifiziert. Mit Hilfe eines rekombinanten
E. coli Klons, der zusatzlich das IspH-Protein tberexprimierte, wurde aus °C-
markierter 1-Desoxy-D-xylulose **C-markiertes IPP und DMAPP erzeugt. Auf Basis
dieser Ergebnisse wurde die Beteiligung der IspG- und IspH- Proteine am
alternativen Terpenbiosyntheseweg und ihre katalytische Funktion bewiesen (vgl.
Abbildung 57).

Durch Einbauversuche mit [U-3Cg]Glucose wurde mit Hilfe eines E. coli Klons, der
die 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase (iberexprimierte, in vivo **C-
markiertes 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat erhalten. Erfolgten die Inkorporations-
experimente mit einem E. coli Klon, der neben der 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
Synthase zusatzlich die D-Xylulokinase und die 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat
Synthase Uberexprimierte, wurde in vivo ausgehend von [U-*Cg]Glucose **C-
markiertes 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat gebildet, obwohl die hierfr
bendttigten IspD-, ISpE- und IspF- Proteine nicht Gberexprimiert waren (vgl. Abbildung
57). Somit wurde gezeigt, dafl3 fur eine effiziente Bildung der IPP Vorstufe 2C-Methyl-
D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat in E. coli die chromosomale Expression der IspD-,
ISpE- und IspF- Proteine ausreichend ist. Fur eine mdgliche biotechnologische
Produktion von Terpenen ist eine hohe Produktion der Vorstufen IPP und DMAPP
essentiell. Die Einbauversuche mit [U-*C¢]Glucose zeigten, daR fiir eine effiziente
Bildung der IPP und DMAPP Vorstufe 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat auf
eine Uberexpression der IspD-, ISpE- und IspF- Proteine in E. coli verzichtet werden
kann.

Die Biosynthese des aus Hopfendolden stammenden Terpens Humulon wurde durch
einen Einbauversuch mit [U-*Cg]Leucin untersucht. Es zeigte sich, daR die
Acylseitenkette von Humulon katabolisch aus Leucin gebildet werden kann. Ferner
wurde durch einen in vivo '®0,-Einbauversuch bewiesen, daR Humulon durch

Oxidation von Desoxyhumulon entsteht.
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