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1. Einleitung

1.1.Terpenbiosynthese

Terpene sind mit ihren 30 000 bis jetzt bekannten Verbindungen eine der grél3ten
Naturstoffklassen. Viele Verbindungen besitzen wichtige biologische Funktionen
(Sacchettini und Poulter, 1997). Beispiele bekannter Vertreter der Terpene sind u.a.
Cineol, &-Carotin, Ubichinon, Steroide und Phytol (vgl. Abbildung 1).

B-Carotin
o)
CH,0 CH,
i
CH50 (CH,— CH=C—CH,),H
o) HO
Ubichinon Cholesterin

Abbildung 1: Strukturformeln von a-Carotin, Cineol, Phytol, Cholesterin und
Ubichinon

Carotine finden als Lichtschutzpigmente in Pflanzen Verwendung und werden
aulerdem als Antioxidantien eingesetzt. Cholesterin, das sich von Squalen, einem
Triterpen ableitet, hat u. a. eine wichtige Funktion als Bestandteil der Zellmembranen
eukaryontischer Zellen. Phytol stellt als Phytylrest die Seitenkette im Blattfarbstoff
Chlorophyll dar und verankert Chlorophyll in der Membran.



Einige Terpene sind von kommerziellem Interesse, da sie fir pharmazeutische und
lebensmitteltechnische Zwecke eingesetzt werden. So werden die beiden
Monoterpene Eucalyptol und Menthol u.a. als Aromastoffe genutzt. Taxol, ein
Diterpen aus der Eibe, hat cytostatische Eigenschaften und wird bei der

chemotherapeutischen Behandlung von Krebs verwendet (vgl. Abbildung 2).

1
O

H £
HO : o (o}
0
Ph

Abbildung 2: Strukturformel von Taxol

Trotz ihrer hohen Diversitat leiten sich alle Terpene von den zwei Grundbausteinen
Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) ab. Die
Biosynthese aller hoheren Terpene erfolgt durch Kondensation von DMAPP und IPP
zu Geranyldiphosphat. Durch weitere Addition von IPP werden Farnesyldiphosphat,
Geranylgeranioldiphosphat und im weiteren Verlauf Polyprenyldiphosphat gebildet
(vgl. Abbildung 3).

Je nachdem wie viele Grundbausteine aneinander geknupft sind, unterteilt man in
Hemiterpene (Cs), Monoterpene (Cio), Sesquiterpene (Cis), Diterpene (Cyo),
Triterpene (Csp), Tetraterpene (Cy4) und Polyterpene (Cs),. Die hohe Diversitat der
Verbindungen wird anschlieend durch Veranderungen am Grundgertst wie
Cyclisierungen, Oxidationen, Reduktionen, Isomerisierungen und anderen

Reaktionen erreicht (Review: Rohmer, 1999; Eisenreich et al., 1998).
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n

Abbildung 3: Biosynthese hoherer Isoprenoide ausgehend von IPP und DMAPP

1.1.1. Der Mevalonatweg

Bis vor einigen Jahren ging man davon aus, daf} alle Terpene nach einem einzigen
Weg, dem sogenannten Acetat-Mevalonat-Weg, gebildet werden (Bloch, 1992;
Bochar et al., 1999; Bach, 1995). Zuerst werden zwei Molekile Acetyl-CoA zu
Acetoacetyl-CoA kondensiert. Diese Verbindung wird mit einem weiteren Molekil
Acetyl-CoA zu 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA umgesetzt (vgl. Abbildung 4). Dieses



wird anschliel3end reduziert, wodurch Mevalonséaure entsteht, die im weiteren Verlauf
zu 5-Diphosphomevalonat pyrophosphoryliert wird. Im letzten Reaktionsschritt wird
CO;, eliminiert, wobei IPP gebildet wird, welches durch Isomerisierung mit DMAPP im
Gleichgewicht steht (Qureshi und Porter, 1981; Spurgeon und Porter, 1981).

[0}

o
SCOA ’//”\\SCOA
SCoA L /U\/U\SCOA A

-HSCoA -HSCoA HOOC COSCOA
2 NADPH
-HSCoA
2 NADP®
2 ADP 2 ATP
Q
o) o) 2
Il Il
o— | —O—I|3—O
HOOC o o} HOOC
ATP
-Co,
ADP + P
0 o o) o
= Il _ I
o—FI>—o—FI>—o o—F|>—o—F|>—o
o} o o o

Abbildung 4: Der Mevalonatweg

Einbauversuche mit radioaktiv-markierter Mevalonsdure in eine Vielzahl von
pflanzlichen Terpenen fuhrten zu Einbauraten unter 1 % (Banthorpe et al., 1972).
Diese niedrigen Einbauraten wurden dadurch erklart, dal3 die Mevalonsaure schlecht
aufgenommen wurde. Im Laufe der ndchsten Jahrzehnte lieferten unterschiedliche
Forschungsarbeiten Ergebnisse, die sich nicht mit dem Mevalonatweg in Einklang
bringen lieBen. Nach Applikation von radioaktiv-markierter Mevalonsaure an
Chromoplasten von Narcissus pseudonarcissus konnte z. B. keine Markierung von
Carotinen beobachtet werden. Statt dessen konnte nach Applikation von NaH*COs,
[U-'*C]3-Phosphoglycerat und [2-**C]Pyruvat an Spinatchloroplasten markiertes a-
Carotin gefunden werden (Beyer et al., 1980). AuBerdem wurden unerwartete **C-

Markierungen in Hopanoiden aus einigen Bakterien gefunden, die mit **C-markierten



Acetat gefiittert wurden (Rohmer et al., 1993). Einbauversuche mit **C-markierter
Glukose an E. coli und Samlingen von Ginko biloba fuhrten zu Markierungsmustern
in Ubichinonen, die nicht mit dem herkdmmlichen Mevalonatweg in Einklang zu
bringen waren (Schwarz, 1994; Broers, 1994).

Letzten Endes waren es diese und weitere Versuche der beiden unabhangigen
Arbeitsgruppen von Rohmer und Arigoni, die zur Entdeckung des
Desoxyxylulosephosphat-Weges (DXP-Weg) fuhrte (Review: Eisenreich et al., 1998).
Andere Bezeichnungen dieses Weges lauten alternativer Terpenbiosyntheseweg
oder Methylerythritolphosphat-Weg (MEP-Weg).

1.1.2. Der Desoxyxylulosephosphat-Weg

Die Ausgangsverbindungen des alternativen Terpenbiosyntheseweges sind D-
Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) und Pyruvat (Broers, 1994; Schwarz, 1994).
Pyruvat wird unter CO,-Abspaltung in einen aktivierten Aldehyd Uuberfihrt, der
zusammen mit GAP zu 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (DXP) kondensiert. Diese
Reaktion wird von der Thiamindiphosphat abhangigen 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat-Synthase katalysiert. Hierbei handelt es sich um ein vom dxs Gen
codiertes Enzym, welches zuerst aus Escherichia coli (Sprenger et al., 1997; Lois et
al., 1998) isoliert wurde. Zu dieser Zeit war bereits bekannt, da? DXP die Vorstufe
der Biosynthese von Thiamin und Pyridoxal darstellt (White, 1978; Hill et al., 1989).

Im zweiten Schritt kommt es zu einer Kohlenstoff-Skelett-Umlagerung. Die Bindung
zwischen C3 und C4 von DXP wird dabei gebrochen und zwischen C2 und C4 neu
geknupft (vgl. Abbildung 5), wobei nach einer Reduktion als nachstes
Zwischenprodukt auf dem Weg zu IPP 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP)
entsteht (Kuzuyama et al., 1998). Diese Reaktion wird von der 1-Desoxy-D-xylulose-
5-phosphat Reduktoisomerase (Dxr Protein) bewerkstelligt (Radykewicz et al., 2000;
Proteau et al., 1999). Dieses Enzym gehort zur sogenannten Klasse B
Dehydrogenase Familie, welche stereospezifisch das Hs; des NADPH bei der

Reduktion tbertragen.
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Abbildung 5: Reduktive Geriistumlagerung von DXP zu MEP

Im dritten Schritt (vgl. Abbildung 6) wird MEP mit Hilfe der 4-Diphosphocytidyl-2C-
methyl-D-erythritol-Synthase (IspD) in Gegenwart von Cytidintriphosphat (CTP) zu 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol (CDP-ME) umgesetzt, wobei anorganisches
Diphosphat eliminiert wird (Rohdich et al., 1999).

Im vierten Schritt wird CDP-ME in einer ATP-abhangigen Reaktion durch das IspE
Protein zu 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat umgesetzt (Luttgen
et al., 2000).

Im weiteren Verlauf wird 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat durch
das IspF Protein zu 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat umgesetzt (Herz et
al., 2000). Hierbei handelt es sich um das letzte bekannte Intermediat des DXP-
Weges, das zu Beginn dieser Arbeit neben IPP bekannt war (vgl. Abbildung 6). IPP
wurde bereits friher als Endprodukt identifiziert (McCaskill und Croteau, 1999), da
diese Verbindung bei Hemmung der IPP-lsomerase im pflanzlichen DXP-Weg
akkumuliert wird. Beide Wege, der Mevalonatweg und der DXP-Weg, enden somit im
gleichen Produkt. Um diese Endprodukte zu erreichen, mul3 es sich bei den noch
fehlenden Schritten um eine Ring6ffnung, zwei Dehydratisierungen und um zwei
Reduktionen handeln. AulRerdem gab es Hinweise darauf, dal3 die beiden Gene
gcpE und IytB aus E. coli in die letzten Schritte involviert sind. Die Verteilungsmuster
innerhalb der Organismen dieser beiden Gene sind mit anderen orthologen Gruppen
des alternativen Terpenbiosyntheseweges identisch (Rohdich et al.,, 2001).
Aul3erdem zeigten knock-out Experimente mit beiden Genen bei E. coli und
Synechocystis sp., dafd beide Enzyme fur die Terpenbiosynthese essentiell sind
(Cunningham et al., 2000; Campos et al., 2001).

Die Tatsache, dal3 der alternative Terpenbiosyntheseweg beim Menschen im

Gegensatz zu verschiedenen pathogenen Mikroorganismen nicht vorhanden ist,



kann zur Entwicklung von Antibiotika und Chemotherapeutika genutzt werden
(Rohmer, 1998; Lichtenthaler et al., 2000). Analog gilt dies nattrlich auch fir die
Entwicklung von Herbiziden und Wachstumsregulatoren in der Pflanzenwelt
(Fellermeier et al., 1999; Knoss, 1999). In der Pflanze sind der Mevalonatweg und
der Methylerythritolphosphat-Weg kompartimentiert, d.h. der Mevalonatweg findet im
Cytosol und in den Mitochondrien statt, der alternative Weg hingegen in den
Plastiden. Es ist jedoch bekannt, daf? diese beiden Wege miteinander im Austausch
stehen kdnnen. Man spricht in diesem Fall vom sogenannten Crosstalk (Arigoni et
al., 1997; Schuhr et al., 2002). Einige Bakterien, Hefen, Archae oder Pilze scheinen
den Mevalonatweg zu nutzen, wahrend viele Bakterien und Grinalgen nur den
neuen Weg verfolgen. Streptomyceten, einige Algen, Moose und hohere Pflanzen
kénnen hingegen ihre Terpene nach beiden Wegen herstellen.
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Abbildung 6: Die zu Beginn der Arbeit bekannten Schritte des alternativen Terpen-
Biosyntheseweges



1.2.Hyperforin, ein Wirkstoff aus dem Johanniskraut (Hypericum

perforatum)

Die Verwendung von Johanniskraut (Hypericum perforatum) als Heilpflanze ist seit
2000 Jahren bekannt. So erwahnte Plinius die Verwendung dieser Pflanze in der
.Historia Naturalis* zur Behandlung von Brandwunden. Der Name stammt aus dem
Griechischen und leitet sich von hyper (tber) und eikon (Bild) ab. Es gehort zur
Familie der Hypericaceae und zur Ordnung der Guttiferales. Hypericum perforatum L.
ist in Europa, Asien, Nordafrika und Nordamerika weit verbreitet. Die Pflanze wird bis
zu 60cm hoch, hat gelbe Bliten und ist funfstrahlig. Die Blatter sind mit
durchscheinenden Oldriisen punktiert. Da die Blutezeit von Juni bis Juli reicht und
somit in der Zeit des 24. Juni, dem Geburtstag von Johannes des Taufers liegt, wird
es auch ,Johanniskraut* (engl. ,St. John’s wort“) genannt.

Extrakte dieser Pflanze beinhalten ein breites Spektrum an Verbindungen, wobei
man folgende Hauptgruppen zusammenfassen kann (vgl. Abbildung 7):
Naphthodianthrone (Hypericin, Pseudohypericin), Acylphloroglucinole (Hyperforin,
Adhyperforin), Flavonglykoside (Quercetin, Quericitin, Isoquericitin, Rutin, Kampferol,
Myricetin und Hyperosid), Biflavone (lI-Biapigenin, Amentoflavon), Proanthocyanidine
(Procyanidin  B,), Xanthone (Kielcorin) und Phenylpropane (Chlorogenséure,

Kaffeesaure).

Naphthodianthrone Flavonglykoside Phenylpropane Xanthone

OH o OH
O‘O I I
OH R, OH Z
3
oH R, o
1 (o) O
OH
7
OH O OH OH OH OH

R,=CH,;R,=CH, R,=OH;R,=OH;R,=H

R, =CHj, ; R, = CH,OH R; =0-R-D-Gal;R,=H;R;=H

Proanthocyanidine Biflavone Acylphloroglucine
OH

Abbildung 7: Hauptbestandteile von Hypericum perforatum
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Acylphloroglucine stellen dabei mit ca. 7% die grof3te Gruppe dar (Repcak et al.,
1997). Phloroglucinderivate, wie Hyperforin, sind hauptsachlich in den Bliten und in
den Frichten zu finden. Ihr Gehalt ist somit stark von der Jahreszeit abh&ngig.
Hyperforin wurde 1971 als antibakterielles Mittel entdeckt (Gurevich et al., 1971). Die
Struktur  dieser Verbindung konnte durch chemische Abbaureaktionen,
Derivatisierungen sowie durch spektroskopische Methoden gelést werden. Durch
Rontgenstrukturanalyse des 3,5-Dinitrobenzoesaureester konnte die relative
Stereochemie (Brondz et al., 1982), sowie kurz danach die absolute Konfiguration
durch einen Einkristall des p-Brombenzoesaureesters geldst werden (Brondz et al.,
1983).

Es hat sich gezeigt, dal? Hyperforin gegenitber grampositiven Bakterien wie
Staphylococcus aureus bakterozid wirkt (Schempp et al., 1999). AuRerdem konnte
nachgewiesen werden, dald Hyperforin das Zellwachstum von Tumorzellen hemmt
(Schempp et al., 2002). Extrakte von Hypericum perforatum werden zur Behandlung
von Depressionen eingesetzt. Dazu werden standardisierte alkoholische Extrakte
(60 % Ethanol oder 80 % Methanol) verwendet. Diese Extrakte enthalten in der
Regel 0.1-0.3 % Hypericin, 2-4 % Flavone und bis zu 6 % Hyperforin (Viticello,
1999). Zuerst wurde angenommen, daf3 die Wirkung der Extrakte auf die Inhibierung
von Monoaminoxidase (MAO) durch Hypericin zurtickzufuhren ist. Dies wurde jedoch
durch einige Studien widerlegt (Nathan et al., 1999; Miller et. al., 1996, 1997).
Hyperforin wurde als wichtigster antidepressiv wirkender Bestandteil der
Johanniskrautextrakte identifiziert (Muller et al., 1998; Laakmann et al., 1998). Dabei
zeigte sich, dalR die Extrakte die neuronale Aufnahme aller fiinf Neurotransmitter
Noradrenalin, Serotonin, Dopamin, GABA und L-Glutamat hemmen (Wurglics et al.,
2002). Dieses nichtselektive Inhibierungsprofil deutet darauf hin, dafl3 Hyperforin
einen anderen Wirkungsmechanismus als andere bekannte Antidepressiva haben
muf3. Dieser Effekt wird nicht durch eine direkte Bindung an Transportproteine der
neuronalen Membran bewirkt, sondern offensichtlich durch eine Zunahme der
intrazellularen Natriumkonzentration. Dadurch wird der Natriumgradient, der die
treibende Kraft der Transportproteine darstellt, verringert (Singer et. al., 1999;
Wonneman et al., 2000). Damit 1aR3t sich erklaren, warum Hyperforin unterschiedliche
Transportmechanismen hemmen kann. Aul3erdem erhdht Hyperforin die
extrazellulare Konzentration der Neurotransmitter und ihrer Metabolite im Gehirn bei
Tierversuchen an Mausen (Serdarevic et al., 2001). Die Wirksamkeit der Extrakte in
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herkdmmlichen pharmakologischen Modellen korreliert stark mit dem Gehalt an
Hyperforin (Kusnick, 2001; Chatterjee et al., 1998; Zanoli et al., 2002). Hyperforin
fuhrt zu einer adaptiven Veréanderung von Rezeptorstrukturen (Beta-down-regulation)
und bewirkt in Elektroenzophalogrammen von Ratte und Mensch Veranderungen, die
mit anderen Antidepressiva vergleichbar sind. Hyperforin ist bei der Behandlung von
leichten bis mittelschweren Depressionen mit der Wirkung anderer tricyclischer
Antidepressiva vergleichbar. Erst vor kurzem zeigten Studien, daf3 Hyperforin
Enzyme des Cytochrom P450 Enzymsystems aktiviert. Dadurch wird der
Metabolismus anderer Wirkstoffe beeinflul3t, da diese Enzyme die Detoxifizierung
von lipophilen organischen Substanzen steuern. Bei gleichzeitiger Einnahme einiger
Medikamente wird deren Konzentration im Blut und folglich ihre Wirksamkeit
herabgesetzt. Bekannt sind Interaktionen mit Cyclosporin, oralen Kontraceptiva, HIV-
Protease-Inhibitoren, oralen Anti-Koagulantien vom Cumarin-Typ und oralen
Antidiabetika (Di Carlo et al., 2001; Vogel, 2001 ).

1.3.Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, ein System fir in vitro Enzymassays in E. coli und
Chromoplasten aufzubauen, um die letzten Schritte der Biosynthese von
Isopentenyldiphosphat und Dimethylallyldiphosphat zu klaren. Dazu sollten
radioaktiv-markierte Substrate verwendet werden.

Ferner sollte die Biosynthese von Hyperforin aus Hypericum perforatum durch
Verfiitterung von Stabilisotopen (**C-markierte Glukosen) und anschlieBender NMR-
Analyse untersucht werden. In einem weiteren Einbauexperiment in Spodoptera
frugiperda Zellen sollten Untersuchungen zur Biosynthese und Aufnahme von

Aminosauren in Insektenzellen gemacht werden.
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2. Material und Methoden

2.1.Materialien

Alle verwendeten Chemikalien wurden bei kommerziellen Anbietern, in der Regel bei
Fluka (CH), Sigma-Aldrich (D) oder Merck (D) erworben. Stabilisotopmarkierte
Verbindungen stammten von Omicron (USA). Radioaktives Pyruvat wurde bei NEN
(USA) gekauft.

Chromatographie-Materialien

Kieselgel 60 (70-230 mesh) stammte von Fluka Chemie (CH), DOWEX-Harze
50WX8 und 1X8 (200-400 mesh) von Serva (D). DC-Kieselgel 60 Fys4 Platten
wurden von Merck (D) oder POLYGRAM® SIL G/UV3s4 von Macherey & Nagel (D),
DC-Cellulose Avicel 1440 Platten von Schleicher und Schiill (D) bezogen.

Verwendete Kulturmedien

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.

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

Phosphate wurden getrennt autoklaviert und zum erkalteten Medium gegeben.



Verwendete Enzyme

Tabelle 1: Verwendete Enzyme
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Enzym EC-Nummer Quelle
Triosephosphatisomerase 5.3.1.1 Kaninchenmuskel
1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat - B. subtilis (Expression in E. coli)
Synthase®
IPP-Isomerase’ - E. coli
Alkalische Phosphatase 3.1.3.1 Rindermagenschleimhaut

1 Kloniert von Dr. F. Rohdich

Verwendete Klone

Tabelle 2: Verwendete Klone

Stamm Exprimierte Proteine
XL1-pBsXyIBispC-G* XylIB, IspC, IspD, IspE, IspF und GcpE aus E. coli
XL1-pMALIytB* MBP-LytB aus E. coli
XL1-pACYCgcpElytB* GcpE, LytB aus E. coli
XL1-pQEyfgB* Yfgb aus E. coli
XL1-pACYCgcpE? GcpE aus E. coli

! Kloniert von Dr. F. Rohdich

Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte nach der Methode von Bradford mit

Rinderserumalbumin als Standard. Das Melprinzip beruht auf der Bindung des

Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer Losung. 9501 |

Bradford Reagenz wird zu 50 i | der Proteinlésung bzw. einer Proteinstandardlésung

gegeben. Die Absorption wird bei 578 nm gemessen (Read und Northworth, 1981).
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Herstellung der Szintillatorflissigkeit

5.5 g Permablendad (Hewlett Packard) wurden in 180 ml 2-Phenylethylamin und
250 ml Methanol gelést und anschlieBend mit Toluol auf 11 Gesamtvolumen

aufgefullt.

2.2.Gerate

2.2.1. Radioaktivitdtsmessungen

Radioaktivitdten geldster oder fllissiger Verbindungen wurden mit dem Flussig-
Szintillationszahler bF (betascint BF 5000, D) bestimmt.

Radioaktive Dunnschichtchromatogramme wurden mit Hilfe eines Phosphoimagers
(Storm 860, Molecular Dynamics, USA) ausgezahlt. Das Radiogramm konnte danach

mit dem Auswerteprogramm ImageQuant'™ 1.0 bearbeitet werden.

2.2.2. NMR Spektroskopie

Die Proben wurden in 0.5 ml eines deuterierten Losungsmittel gelost (D,O, MeOD,
CDCls). *H- und **C-NMR-Spektren wurden bei 17 °C mit einem Bruker Avance DRX
500 Spektrometer aufgenommen. Bei einer Magnetfeldstarke von 11.75 Tesla betrug
die *H-NMR-Frequenz 500.13 MHz und die **C-NMR-Frequenz 125.76 MHz.

Fur alle eindimensionalen *H- und **C-NMR-Spektren sowie alle zweidimensionalen
Experimente mit Detektion von Kohlenstoff wurde ein **C/*H-Dualprobenkopf
verwendet. Firr alle anderen zweidimensionalen Experimente wurde ein *H/**C/*°N-
Tripelresonanzprobenkopf benutzt. Eindimensionale Spektren wurden am
rotierenden (20 Hz) R6hrchen, mehrdimensionale Spektren hingegen am stehenden
Rohrchen gemessen.

Die Spektrenprozessierung und -auswertung erfolgte mit der Software von Bruker
(1D bzw. 2D-WINNMR 5.0).

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

Der Aufschluld3 von Bakterien erfolgte mit Hilfe eines Ultraschallgerates von Branson
Sonifier (Branson SONIC Power, USA). Die Leistung wurde bei einer Kontrollstellung

4 auf 80 % eingestellt.

2.2.4. Gefriertrocknung

Gefriertrockner Alpha 1-4 von Christ (D) mit angeschlossener Chemie-Hybrid-Pumpe
RC5 von Vacuubrand (D).

2.2.5. HPLC

Es wurde ein computergesteuertes HPLC-System von Knauer (D), bestehend aus
der Pumpe K-1001 und dem UV-Detektor K-2600 benutzt. Weiterhin konnte das
System mit dem Autosampler AS-100 (Biorad, D) und einem Radioaktivitatsdetektor
3-RAM (3-RAM Flow-Through System Model 2, Biostep GmbH, D) verkntpft werden.
Bei *C-markierten Proben wurde eine YtSi-Feststoffzelle (2001 | Zellvolumen), bei
3H-markierten Proben eine Fliissigzumischzelle (400 i | Zellvolumen, Mischverhaltnis
Probe / Szintillatorflissigkeit Ultima Gold M, Packard, USA 1 : 5) verwendet.

Alle Proben wurden vor dem Einspritzen durch Ultrazentrifugation (100 kD Nanosep,
Pall Gelman, D) behandelt.

2.2.6. Gaschromatographie / EI-Massenspektrometrie

Die Proben wurden in den Gaschromatographen GC 17A mit angeschlossenem
Electro-Impact-Massenspektrometer MS QP 5000 von Shimadzu (D) und aus-
gestattet mit einer DB 5-S&aule (Lange 30 m, J + W Scientific, USA) bei einem Flul3
des Tragergases Helium von 0.8 ml/ min und einer Temperatur von 260 °C injiziert.
Nach 3 min wurde die Saule von 90 °C mit einer Heizrate von 10 °C / min auf 280 °C

erhitzt.
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2.3.Methoden

2.3.1. Bestimmung der Radioaktivitat

Die Radioaktivitat von Flissigkeiten wurde bestimmt, indem die **C- oder °H-
markierte Probe mit 15 ml Szintillatorfliissigkeit versetzt wurde. Die Losung wurde
dann mit einen Szintillationszahler ausgezéhlt und die Radioaktivitat berechnet
(2.2 10° dpm entsprechen 1 uCi).

Die Einbauraten wurden nach folgender Gleichung bestimmit:

Einbaurate (%) = Gesamtradioaktivitat (Produkt) / Gesamtradioaktivitat (Vorstufe)

2.3.2. Berechnung der **C-Anreicherungen

2.3.2.1. Relative *C-Anreicherung

Die relative **C-Anreicherung % *C ¢ aller **C-Atome wurde nach Gleichung 1
berechnet. Dazu wurden die Signalintegrale im **C-Spektrum der angereicherten

Probe mit der gleichen Probe natiirlichen *3C-Gehalts ins Verhaltnis gesetzt.

%C e =[cr/ ] [1/] Gleichung 1
Ci - Integralwert des *3C-Signals der angereicherten Probe
c Integralwert des *3C-Signals der Probe mit natirlichen **C-Gehalt
f Kalibrierungsfaktor f, kleinster Wert fur ¢« /c,

2.3.2.2. Absolute **C-Anreicherung

Absolute 3C-Anreicherungen einer angereicherten Probe wurden berechnet, indem
die relativen **C-Anreicherungen eines isotopmarkierten Molekiils auf ein
Kohlenstoffatom einer nachtraglich chemisch eingefihrten Gruppe mit natirlicher
Haufigkeit von 1.1 % kalibriert wurde.
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Ansonsten wurden die absoluten Anreicherungen durch Integration der **C-Satelliten

im *H-NMR Spektrum einer Verbindung gemafR Gleichung 2 berechnet:

%™3C aps = [His/ His + Hiz] © 100 Gleichung 2
%C abs - absolute *C-Anreicherung in Prozent
Hs: Integral der beiden 13C-Satelliten eines bestimmten Protonen-

signals im *H-Spektrum

Hiz: Integral des entsprechenden Zentralsignals im lH-Spektrum

2.3.2.3. Analyse der **c**C-Kopplungen

Der prozentuale Anteil eines **C-Isotopomers am **C-Signal eines Kohlenstoffatoms
wurde nach Gleichung 3 aus der Summe der Integrale der durch eine bestimmte
Spezies verursachten *C-Satelliten in Relation zur Summe aller Isotopomere und

dem Integral des Zentralsignals berechnet.

% Isotopomer = [ Cis/ Cisges + Ciz] = 100 % Gleichung 3
Cis . Summe der Integralwerte der **C-Satelliten eines Isotopomers
Csges : Summe der Integralwerte der >C-Satelliten aller Isotopomere
Ciz . Integralwert des dazugehérigen *C-Zentralsignals

Durch Kombination aus Isotopomeranteil und der absoluten *3*C-Anreicherung an der
zur Berechnung herangezogenen Position konnten die Molprozent (%'C*C) des
entsprechenden Isotopomers berechnet werden (vgl. Gleichung 4)

%13C13C = [ C|5/ C|5 ges + C|Z] ! %13Cabs G|eIChung 4
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2.3.3. HPLC-Analytik

2.3.3.1. Anionenaustauscher-HPLC

4C-markiertes 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat, hergestellt durch in
vivo Einbau von **C-Desoxyxylulose an E. coli pBsXyIBIspC-G* (vgl. Kapitel 2.3.7.2),

wurde durch folgende Bedingungen gereinigt:

Saule: Nucleosil 10 SB, Anionenaustauscher
Eluent A: bidestilliertes Wasser

Eluent B: 1 M Ammoniumformiat

Gradient:
min Eluent A (%) Eluent B (%)
0 90 10
35 75 25
Fluf3: 2 ml/min
Retentionszeiten:  1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat 22.5 min
2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat 12.5 min

2.3.3.2. lonenpaarchromatographie

Zur Detektion der Intermediate des alternativen Terpenwegs erwies sich Umkehr-
phasen lonenpaar-HPLC (McCaskill und Croteau, 1993; van Beck, 1999) am

geeignetsten. Es wurden folgende Bedingungen gewahlt:

Eluent A: 10 mM Tetrabutylammoniumhydrogensulfat pH 6.0
Eluent B: 10 mM Tetrabutylammoniumhydrogensulfat in 70 % Methanol pH 6.0

Gradient A:
Saule: Multospher 120 RP 18 AQ-5 (3~ 250 mm, CS-Chromatographie Service
GmbH, D)
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Gradient:
min Eluent A (%) Eluent B (%)
0 85 15
20 65 35
35 25 75
40 25 75
45 85 15
55 85 15
Fluf3: 0.55 ml/min
Retentionszeiten: 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat 15.8 min
1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat 30.5 min
Isopentenyldiphosphat / Dimethylallyldiphosphat 42.0 min
Gradient B:
Saule: Multospher 120 RP 18 AQ-5 (4.6~ 250 mm, CS-Chromatographie Service
GmbH, D)
Gradient:
min Eluent A (%)
0 100
25 100
Fluf3: 0.75 ml/min
Retentionszeiten: DX 5.6 min
DXP 20.1 min
Gradient C:

Saule: Multospher 120 RP 18 AQ-5 (4.6 © 250 mm, CS-Chromatographie Service
GmbH, D)
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Gradient:
min Eluent A (%) Eluent B (%)
0 100 0
20 100 0
80 40 60
85 100
100 100
Fluf3: 1 ml/min
Retentionszeiten: 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat 42 min
1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat 56 min
Isopentenyldiphosphat 77 min
Dimethylallyldiphosphat 78 min

2.3.4. DC-Analytik

Fur die dunnschichtchromatographische Auftrennung von organischen **C-
markierten Substanzen wurden Kieselgel-DC-Folien (POLYGRAM® SIL G/UV3s4)

verwendet. Dabei wurden folgende zwei Laufmittelsysteme verwendet:

Laufmittel A Hexan : Diethylether 6:4
Laufmittel B Hexan : Toluol 9:1

Fiur die Auftrennung **C-markierter phosphorylierter wassriger Verbindungen wurden
POLYGRAM® SIL N-HR/UV3s4 Kieselgel-Folien) verwendet. In diesem Fall wurde
folgendes Laufmittel verwendet:

Laufmittel C n-Propanol : Ethylacetat : Wasser 6:1:3

Die Dunnschichtchromatogramme wurden tber Nacht auf einem Kodak Identifying

Screen exponiert und mit Hilfe eines Phosphoimagers (Storm 860) ausgezahlt.
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Tabelle 3: Ri-Werte der untersuchten Verbindungen

Laufmittelsystem |Verbindung Ri-Wert

A Carotine 0.91
Geranylgeraniol 0.43

B b-Carotin 0.65
Phytoen 0.60
Phytofluen 0.55

C 2C-Methyl-D-erythritol- 0.41
2,4-cyclodiphosphat
1-Hydroxy-2-methyl-2(E)- |0.54
butenyl-4-diphosphat

2.3.5. Dialyse von Rohextrakten

2 ml Rohextrakt (vgl. Kapitel 2.3.10.1) wurden in einem Dialyseschlauch
(10 x 0.6 cm, Biomol, D) in 11 50 mM Tris/HCI pH 7.4 oder Phosphatpuffer pH 7.0
unter Ruhren 5 h bei 4 °C dialysiert. Danach wurde der Puffer gewechselt und die

Dialyse Uber Nacht bei 4 °C fortgesetzt.

2.3.6. Chromoplastenpraparation aus Capsicum annuum

2.3.6.1. Isolierung der Rohchromoplasten

Chromoplasten wurden in Anlehnung an die Vorschrift von Camara (Camara 1985,
Camara, 1993) isoliert. Die verwendeten Puffer und Gerate waren vorgekihilt,
aulerdem wurden alle Arbeitsschritte bei 4 °C durchgefuhrt.

Das Perikarp (ca. 650 g) wurde von Samen befreit und in kleine Stlicke geschnitten.
Danach wurden 750 ml 50 mM Hepes pH 8.0, 1 mM DTT, 1 mM EDTA und 0.4 M
Saccharose zugegeben und 3~ 3 sec mit einen Haushaltsmixer zerkleinert. Die
Suspension wurde danach durch ein 4-lagiges Nylongewebe (50 nm Maschenweite,
Verseidag Techfab GmbH, D) abfiltriert und fir 10 min bei 4500 rpm (GS3 Rotor)
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 ml 50 mM Hepes pH 8.0, 1 mM DTT, 1 mM
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EDTA und 0.4 M Saccharose aufgenommen. Durch erneute Zentrifugation fir 10 min
bei 4500 rpm (GS3) wurden die Rohchromoplasten gewonnen. Vor der weiteren
Verwendung wurde das Pellet nochmal mit Hilfe eines Pinsels in 5 ml Puffer (50 mM
Hepes pH 8.0, 1 mM DTT, 1 mM EDTA und 0.4 M Saccharose) aufgenommen und
durch ein einlagiges Nylonnetz (50 mnm Maschenweite) filtriert.

Die so erhaltenen Rohchromoplasten wurden direkt nach der Isolierung oder bis zu

einen Tag danach (Lagerung bei 4 °C) fir Einbauversuche verwendet (vgl. 2.3.9.)

2.3.6.2. Isolierung der Stroma- und Membranfraktion

Zur Isolierung von Stroma- und Membranfraktion wurden die Rohchromoplasten in
50 mM Hepes pH7.6 und 1 mM DTT aufgenommen und durch ein einlagiges
Nylonnetz (50 mm Maschenweite) filtriert. Danach wurde mit dem gleichen Puffer
1:10 verdunnt und die Suspension 60 min bei 4 °C stehengelassen. Anschliel3end
wurde eine Stunde bei 35000 rpm zentrifugiert (Ultrazentrifuge, Beckman, Rotor
Ti 70). Der Uberstand (Stromafraktion) wurde abdekantiert und tber eine 10 kD
Makrosep (Pall Gelman, D) bis zu einer Konzentration 4 mg / ml aufkonzentriert. Das
Pellet (Membranfraktion) wurde in 2ml 50 mM Hepes pH7.6 und 1 mM DTT

suspendiert. Die Proteinkonzentration betrug typischerweise 5 mg/ml.

2.3.7. Herstellung von **C-markierten Substraten

2.3.7.1. Herstellung von [2-*C]1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat

In ein mittels Septum verschlossenes Sicherheitsgefal3, in dem 250 nCi (18 nCi/
pmol) Pyruvat enthalten waren, wurde mit einer Spritze eine L6ésung bestehend aus
45 mg (21 nmol) Dihydroxyacetonphosphat Lithiumsalz, 1.3 mM Thiaminpyro-
phosphat, 150 mM Tris/HClI pH8, 10 mM MgCl, und 5mM DTT, gegeben.
Anschliel3end wurden 0.5 mg (1.5 U) 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase (vgl.
Tabelle 1) und 250 U Triosephosphatisomerase (vgl. Tabelle 1) zupipettiert. Die
erhaltene Reaktionsmischung wurde 2 h bei 37 °C inkubiert. Das erhaltene
Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung fir Einbauversuche an E. coli Stamme

dephosphoryliert. Dazu wurde zusatzlich 2 mg alkalische Phosphatase zugegeben,
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die Mg®*-Konzentration auf 30 mM und die Tris-Konzentration auf 200 mM erhoht.
Der pH-Wert der Losung wurde mit 1 M NaOH auf pH 8 bis 9 eingestellt.

Die Reaktion wurde mittels RP-18 lonenpaarchromatographie untersucht (vgl.
Kapitel 2.3.3., Gradient B).

2.3.7.2. Invivo Synthese von **C-markierten [2-*C]1-Hydroxy-2-
methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat

Der E. coli Stamm XL1-pBsXyIBispC-G (Hecht et al., 2001b) wurde in 100 ml TB-
Medium, das 18 mg Ampicillin enthielt, bis zu einer optischen Dichte (ODggp) von 5.0
bei 37 °C angezogen. Danach wurde 2 mM IPTG zugegeben und weitere 2 h bei
37 °C inkubiert. Nun wurden 15 mg Cytidin (0.05 mmol) zugegeben. Nach 20 min
wurde 5.5 nmol [2-'*C]1-Desoxy-D-xylulose (18 nCi nmol™; vgl. Kapitel 2.3.7.1) und
1.2 g Lithiumlactat (12.5 mmol) in 10 ml 0.1 M Tris/HCI pH 7.4 zugegeben. Nach
80 min wurden die Zellen geerntet, 15 min bei 4 °C und 4800 rpm zentrifugiert und
mit Saline gewaschen.

Die Zellen, die in vivo hergestelltes **C-markiertes 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-
4-phosphat enthielten, wurden je nach Verwendungszweck in 2.4 ml 20 mM NaF
oder in 2.4 ml 20 mM NaF und 2 mM DTT aufgenommen, auf Eis gekuhlt und
3~ 7 sec mit einen Branson Sonifier 250 aufgeschlossen. Die Suspension wurde
15 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde im Uberstand der Gehalt
an Radioaktivitat bestimmt (vgl. Kapitel 2.3.1). Zur Kontrolle der Reaktion wurde ein
Aliquot durch lonenpaarchromatographie (vgl. Kapitel 2.3.3.2, Gradient C) analysiert.
Die Ausbeute an [2-'*C]1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat betrug
typischerweise 10 %.

Vor der Verwendung des Uberstandes als Substrat fir Enzymassays wurde die
Losung durch Ultrazentrifugation (10 kD Nanosep, Pall Gelman, D) von Proteinen

befreit.
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2.3.8. Radioaktive Emzymassays zur Bestimmung der IspG Aktivitat

2.3.8.1. Umsetzung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
mit Rohextrakt aus M15 E. coli Wildtyp-Zellen

0.25 g M15 E. coli Wildtyp-Zellen wurden in 1 ml 100 mM Tris/HCI pH 8.0, 5 mM
MgCl, und 1 mM DTT suspendiert und mit 10 mg Lysozym 30 min bei 37 °C
inkubiert. Die Suspension wurde auf Eis gekihlt und 10~ 3 sec mit einen Branson
Sonifier beschallt. Danach wurde eine Stunde bei 13000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 2 mM Co?* und 0.5 mM S-Adenosylmethionin (SAM) bis zu 8 h
bei 37 °C inkubiert. Die Mischung wurde anschliel3end 10 min bei 14000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Aliquots wurden durch RP 18 lonenpaarchromatographie

analysiert (vgl. Kapitel 2.3.3.2, Gradient A).

2.3.8.2. Enzymassay zur Bestimmung der IspG Aktivitdt mit

Rohextrakt aus dem E. coli Stamm XL1-pACYCgcpe

0.2 g Zellen aus dem E. coli Stamm XL1-pACYCgcpe wurden in 1 ml 50 mM Tris/HCI
pH 7.4 und 1 mM DTT suspendiert, auf Eis gekuhlt und 3~ 7 sec mit einen Branson
Sonifier beschallt. Die Suspension wurde 15 min bei 14000 rpm und 4°C
zentrifugiert.

Der Assay wurde in 100 mM Tris/HCI pH 7.4, 1 mM Co?*, 2 mM NADH, 1.0 mM DTT,
10 mM NaF, 20 nM (18 nCi mol™?) [2-'*C]2C-Methyl-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
und 125 m Rohextrakt (Proteinkonzentration in der Regel 10 mg / ml) in einem Ge-
samtvolumen von 150 m durchgefuhrt. Die Mischung wurde 45 min bei 37 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 m 30 % Trichloressigsaure unter
Eiskiihlung gestoppt. Um Dephosphorylierungen zu vermeiden, wurde mit 20 m
1M NaOH neutralisiert. Die Mischung wurde anschliel3end 10 min bei 14000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Aliquots wurden durch RP 18 lonenpaarchromatographie
analysiert (vgl. Kapitel 2.3.3.2, Gradient A).
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2.3.8.3. NMR-Umsetzung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodi-
phosphat mit Rohextrakt aus M15 E. coli Wildtyp-Zellen

25 g M15 E. coli Wildtyp-Zellen wurden in 100 ml 100 mM Tris/HCI pH 8.0, 5 mM
MgCl, und 1 mM DTT suspendiert und mit 100 mg Lysozym 30 min bei 37 °C
inkubiert. Die Suspension wurde auf Eis gekihlt und 10 © 3 sec mit einem Branson
Sonifier beschallt. Danach wurde eine Stunde bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 100 ml Tris/HCI pH 8.0, 5 mM MgCl, und 1 mM DTT aufgenommen und mit
3.6 mg [U-'*Cs]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (Schuhr et al., 2001b),
2 mM Co? und 0.5 mM S-Adenosylmethionin (SAM) 8 h bei 37 °C inkubiert.

Die Reaktion wurde durch Zentrifugation und Zugabe von Kationenaustauscher
DOWEX WX8 (H'-Form) gestoppt. Danach wurde nochmals zentrifugiert und der
Uberstand lyophilisiert. Der Riickstand wurde in 2.0 ml D,O/MeOD gelést und NMR-

spektroskopisch vermessen.

2.3.9. Einbau von **C-markierten Substraten in Chromoplasten

Die nach Kapitel 2.3.6 isolierten Chromoplasten (Rohchromoplasten, Stromafraktion
bzw. Membranfraktion) wurden mit 100 mM Hepes pH 7.6, 2mM Mn**, 10 mM
MgCl,, 2 mM NADP®, 20 uM FAD, 1 mM NADPH, 5mM NaF, 6 mM ATP und
220000 dpm **C-markierten Isopentenyldiphosphat, 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat, 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat, 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol, 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat oder 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (spezifische Aktivitaten 15.8 pCi/umol) bei 30°C
inkubiert. Die Reaktionszeiten betrugen 6-16 h. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 800 pl Methylenchlorid abgebrochen. Die Mischung wurde einige Minuten
gemixt, zur Phasentrennung 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert und die organische
Phase abpipettiert. Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt. Die vereinigten
organischen Phasen wurden unter einem N»-Strom zur Trockene eingeengt und in
100 pl Methylenchlorid geltst. Ein Aliquot wurde zur Bestimmung der Einbaurate
ausgezahlt (vgl. Kapitel 2.3.1), der Rest wurde fur die Dunnschichtchromatographie
verwendet (vgl. Kapitel 2.3.4). Die wassrige Phase wurde durch RP 18
lonenpaarchromatographie analysiert (vgl. Kapitel 2.3.3.2, Methode C).
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Als Kontrollversuch wurde der Assay entweder ohne Protein oder mit Chromoplasten

durchgefuhrt, die vorher 15 min auf 100 °C erhitzt wurden.

2.3.10. Radioaktive Enzymassays zur Bestimmung der IspH
Aktivitat

2.3.10.1. Test auf IspG und IspH Aktivitat mit Rohextrakt aus dem
E. coli Stamm XL1-pACYClytbgcpe

0.29g Zellen des E.coli Stamms XL1-pACYCgcpelytb wurden in 1 ml 50 mM
Tris/HCI pH 7.4 und 2 mM DTT suspendiert, auf Eis gekihlt und 3" 7 sec mit einem
Branson Sonifier beschallt. Die Suspension wurde 15 min bei 14000 rpm und 4 °C
zentrifugiert .

Der Assay zur Detektion der IspH Aktivitdit wurde typischerweise in 100 mM
Tris/HCI pH 7.4, 1 mM Co?*, 2mM NADH, 1.2 mM DTT, 20 mM NaF, 20 nM (18 nCi
mol™) [2-}*C]1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat bzw. 20 nM (18 nCi mol
1y [2-'*C]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat, 0.5 mM Pamidronat (Aredia®,
Novartis) (Dunford et al., 2001) und 125 mi Rohextrakt (Proteinkonzentration in der
Regel 10 mg/ ml) in einem Gesamtvolumen von 150 m durchgefiihrt. Die Mischung
wurde in der Regel 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
10 m 30 % Trichloressigsaure unter Eiskiuhlung gestoppt und wie in Kapitel 2.3.8.2

beschrieben weiter behandelt.

2.3.10.2. Enzymassay zur Bestimmung der IspH Aktivitdt mit
Rohextrakt aus dem E. coli Stamm XL1-pMALIytb

0.2 g Zellen des E. coli Stammes XL1-pMALIytB wurden in 1 ml 50 mM Phosphat-
puffer pH 7.0 suspendiert, auf Eis gekihlt und 3~ 7 sec mit einen Branson Sonifier
beschallt. Die Suspension wurde 15 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert.

Der Assay wurde in 100 mM Phosphatpuffer pH 7.0, 0.7 mM DTT, 20 nM FMN,
0.5 mM Co*, 1 mM NADH, 20 mM NaF, 20 mM (18 nCi mol™) [2-**C]1-Hydroxy-2-
methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat bzw. 7 nM (84 nCi mol™) [*H]1-Hydroxy-2-methyl-



27

2(E)-butenyl-4-diphosphat, 0.5 mM Pamidronat (Aredia®, Novartis) und 20 m
Rohextrakt (Proteinkonzentration in der Regel 10 mg / ml) in einem Gesamtvolumen
von 150 m durchgefiihrt. Die Mischung wurde 30 min bei 37 °C inkubiert. Die

Reaktion wurde wie in Kapitel 2.3.8.2 beschrieben aufgearbeitet und analysiert.

2.3.11. NMR-Umsetzung zur Bestimmung der IspH Aktivitat mit *C-
markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat

0.5 g Zellen des E. coli Stammes XL1-pMALlytb und 3 umol [U-*Cs], [1,3,4-C4]
oder [2,2-3C,]1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat, hergestellt durch in
vivo Einbau von [U-*Cs]DX bzw. [3,4,5-1*C3]DX, [1,2-}*C,]DX an E. coli Zellen des
Stammes XL1-pBsXylIBispC-G (Hecht et al., 2001a, 2001b), wurden in 5.63 ml
70 mM Phosphatpuffer pH 7.0, 0.8 mM DTT, 20 mM NaF, 0.5 mM Pamidronat
(Aredia®, Novartis) suspendiert, auf Eis gekihlt und 3~ 7 sec mit einen Branson
Sonifier beschallt.

Danach wurde 65 mM FAD, 0.5 mM Co®" und 1.3 mM NADH zugegen, wobei das
Gesamtvolumen 6 ml betrug. Die Mischung wurde 60 min bei 37 °C inkubiert.

Die Reaktion wurde durch Zentrifugation und Zugabe von Kationenaustauscher
DOWEX WX8 (Na*-Form) gestoppt. Danach wurde nochmals zentrifugiert und der
Uberstand lyophilisiert. Der Riickstand wurde in 0.6 ml D,O/MeOD (3/7) gel6st und

NMR-spektroskopisch vermessen.

2.3.12. Enzymassay mit >H-markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl-4-diphosphat und isolierten Chromoplasten aus

Capsicum annuum

Die nach Kapitel 2.3.6 isolierten Chromoplasten (Rohchromoplasten, Stromafraktion
bzw. Membranfraktion) wurden mit 100 mM Hepes pH 7.6, 20 uM FAD, 1 mM
NADPH, 1 mM Co*" bzw. Zn**, 0.5 mM Pamidronat (Aredia®, Novartis), 1 mM DTT,
10 mM NaF, 7 nM (84 nCi mol™®) [®H]1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat
60 min bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 pl
Methylenchlorid abgebrochen. Die Mischung wurde einige Minuten gemixt, zur

Phasentrennung 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert und die wassrige Phase
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abpipettiert. Proteine wurden durch Zugabe von 10 m 30 % Trichloressigsaure unter
Eiskiihlung geféllt. Um Dephosphorylierungen zu vermeiden, wurde mit 20 i
1M NaOH neutralisiert. Die Mischung wurde anschlie3end 10 min bei 14000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde durch RP 18 lonenpaar-
chromatographie analysiert (vgl. Kapitel 2.3.3.2, Gradient A).

Als Kontrollversuch wurde der Assay entweder ohne Protein oder mit Chromoplasten
durchgeftihrt, die vorher 15 min auf 100 °C erhitzt wurden.

2.3.13. Quantifizierung von DMAPP und IPP

Um zu bestimmen, in welchem Verhaltnis IPP und DMAPP bei den Enzym-
umsetzungen mit rekombinaten Rohextrakten aus E. coli (vgl. Kapitel 2.3.10.2) und
isolierten Chromoplasten aus C. annuum (vgl. Kapitel 2.3.12) entstehen, wurde nach
der Methode von Satterwhite (Satterwhite, 1985) verfahren.

Ein nach Kapitel 2.3.10.2 oder 2.3.12 durchgefuhrter Assay mit 100 % Umsatz
(Kontrolle durch vorherige HPLC Analytik durch lonenpaarchromatograhie, vgl.
Kapitel 2.3.3.2, Gradient A) wurde mit 100 m 25 % HCI in MeOH und 350 m H,O
versetzt und 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Losung wurde mit NaCl gesattigt und
zweimal mit je 0.5 ml Toluol extrahiert. Zur Phasentrennung wurde 10 Minuten bei
14000 rpm zentrifugiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na,SO4
getrocknet und ein Aliquot im Szintillationszéhler analysiert. Auswertung: 25 % der

eingesetzten Radioaktivitat befand sich in der Toluolphase.

Als Kontrollen wurden folgende Experimente durchgeflhrt:

a) 90000 dpm **C-IPP wurde mit 100 m 25 % HCI in MeOH und 350 mi H,O versetzt
und 10 min bei 37 °C inkubiert. Die L6ésung wurde wie oben beschrieben
behandelt.

Auswertung: <2 % der eingesetzten Radioaktivitat befand sich in der
Toluolphase.

b) 90000 dpm *C-IPP wurde wie in Kapitel 2.3.14 beschrieben mit IPP-Isomerase
inkubiert und danach wie in unter a) beschrieben weiter umgesetzt.

Auswertung: 15% der eingesetzten Radioaktivitat befand sich in der

Toluolphase.
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c) 90000 dpm 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat wurden wie oben
beschreiben behandelt.
Auswertung: <3 % der eingesetzten Radioaktivitdit befand sich in der
Toluolphase.
d) 90000 dpm 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat wurden wie oben
beschreiben behandelt
Auswertung: <2 % der eingesetzten Radioaktivitat befand sich in der

Toluolphase.

2.3.14. Assay zur Bestimmung der IPP Isomerase Aktivitat

90000 dpm **C-IPP (58.7 pCi pmol™) wurde in 50 mM Tris/HCI pH 8, 5 mM MgCl,
und 30 pg IPP Isomerase (vgl. Tabelle 1) in einem Gesamtvolumen von 100 pl bei
37 °C fur 20 min inkubiert.

2.3.15. Reinigung von IspH Protein im Batchverfahren

Das Amylose-Resin Sdulenmaterial (BioLabs) (ca. 100 pl) wurde mit 0.5 ml 100 mM
Tris/HCI pH 8 und 100 mM NaCl aufgeschlammt und danach bei 1000 rpm 1 min
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Danach wurde der
Rohextrakt des E. coli Stammes XL1-pMALIytB aufgetragen und das Material unter
gelegentlichen Aufschlammen 30 min auf Eis stehengelassen. Danach wurde der
Uberstand abpipettiert und das abgesetzte Saulenmaterial unterschiedlich oft mit je
1 ml 100 mM Tris/HCI pH 8 und 100 mM NaCl aufgeschlammt und bei 1000 rpm
1 min zentrifugiert. Das mit IspH Protein beladene Saulenmaterial wurde anstelle von

Rohextrakt wie in Kapitel 2.3.10.2 beschrieben eingesetzt.

2.3.16. Einbauversuche von [1-3C] bzw. [U-}*Cg]Glukose in

Hypericum perforatum

30 Stengel von Hypericum perforatum mit einer Lange von ca. 20 cm wurden

abgeschnitten und sofort in eine Lésung gesetzt, die 1 % (w/w) [1-*C]Glukose (99 %
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13C Anreicherung) enthielt. Die Stengel wurden so ausgesucht, daR bereits einige
Bltitenknospen vorhanden waren. Die Stengel wurden zwei Wochen bei 20 °C im
Dunkeln inkubiert, wobei mindestens einmal pro Tag mit einer Rasierklinge die
Stengel abgeschnitten wurden. Dadurch wurde eine gute Wasseraufnahme
gewabhrleistet.

Das gleiche Experiment wurde mit einer 0.05 %igen (w/w) [U-*Cg] Glukoseldsung

(99 % Anreicherung, 0.95 % (w/w) unmarkierte Glukose) durchgefiihrt.

2.3.17. Isolierung von Hyperforin aus Hypericum perforatum

Alle Vorgange wurden moglichst unter Stickstoffatmosphare und in abgedunkelten
GefalRen durchgefuhrt. Das Pflanzenmaterial (ca. 25 g Feuchtgewicht) wurde mit
flussigen Stickstoff gemorsert, bis ein feines Pulver entstanden war. Dabei wurde
darauf geachtet, dald der Stickstoff nie vollig abgedampft war. Das Pulver wurde
unter Rdhren 15 min mit 150 ml n-Heptan unter einer Stickstoffatmosphéare
extrahiert. Danach wurde das Gemisch abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Der
Ruckstand wurde in 100 ml n-Heptan (gesattigt mit Methanol) aufgenommen. Die
gelbe Lo6sung wurde dreimal mit 50 ml Methanol (gesattigt mit n-Heptan)
ausgeschdttelt und die alkoholischen Fraktionen am Rotationsverdampfer eingeengt.
Der Rickstand wurde durch Saulenchromatographie (20" 1 cm) mit Kieselgel 60
aufgereinigt. Dabei wurde mit einer Mischung von Hexan : Ethylacetat 9 : 1 eluiert
und Fraktionen zu 2 ml gesammelt. Die Fraktionen wurden durch Dunn-
schichtchromatographie (Kieselgel 60 Fjs4) analysiert. Die Platten wurden mit
Hexan : Ethylacetat 9:1  entwickelt und mit  Anisaldehyd : Schwefel-
saure : Essigsaure 1:2:100 (v/v) bespriht. Hyperforin wurde als blauer Spot mit
einem Ri-Wert von 0.42 identifiziert. Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt

und eingeengt. Die Ausbeute an Hyperforin betrug 95.8 mg.

2.3.18. Darstellung von 2-Acetyl-Hyperforin

40 mg Hyperforin wurden in 1.2 ml trockenem Methylenchlorid gelost und unter
Eiskihlung gerthrt. Danach wurden 150 m Triethylamin und 10 m Acetylchlorid

zugegeben. Nach einer Stunde wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 ml Wasser
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gestoppt. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und im
Stickstoffstrom eingeengt. Die Reaktionsmischung wurde auf eine Kieselgelsaule
(10~ 1 cm) aufgetragen und mit Hexan : Ethylacetat 9 : 1 eluiert. Die Fraktionen
wurden durch Dunnschichtchromatographie (Kieselgel 60 F,s4) analysiert und mit
Anisaldehyd : Schwefelsaure : Essigsdure 1:2:100 (v/v) bespriht. 2-Acetyl-
Hyperforin wurde als griner Spot mit einen RiWert von 0.61 detektiert. Die
entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und zur Trockene eingeengt. Die

Ausbeute an 2-Acetyl-Hyperforin betrug 38 mg (89 %).

2.3.19. Lipidextraktion

3.5 g Zelltrockenmasse einer Spodoptera frugiperda Zellkultur (SFII) wurden nach
Bligh & Dyer (Bligh und Dyer, 1959) extrahiert. Dazu wurde das Zellmaterial 15 min
mit 5.2 ml Wasser, 6.6 ml Chloroform und 13.2 ml Methanol extrahiert. Zur
Phasentrennung wurde 9.4 ml Wasser und 8.0 ml Chloroform zugegeben.
Anschlie3end wurde 15 min bei 4800 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das resultierende
Zellpellet (2.7 g), das sich zwischen der organischen und der wassrigen Phase

befindet, wurde weiter verwendet (vgl. Kapitel 2.3.20).

2.3.20. Isolierung von Aminosauren und Nukleotiden aus Insekten-

zellen Spodoptera frugiperda SF21

Aminosauren und Nukleotide aus Spodoptera frugiperda SF21 wurden nach
etablierten  Methoden (saure Hydrolyse, lonenaustauschchromatographie,
praparative HPLC) isoliert, auf die im Rahmen dieser Arbeit nicht genauer
eingegangen wird (Eisenreich et al., 1991). Dazu wurde von 2.7 g Zellmaterial

ausgegangen, das nach der Lipidextraktion (vgl. Kapitel 2.3.19) erhalten wurde.
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2.3.21. Derivatisierung der Aminosauren mit Trifluoressigsaurean-

hydrid und Butanol

Nach der Hydrolyse (vgl. Kapitel 2.3.20) der Proteine wurde ein Aliguot enthommen,
lyophilisiert und in 200 i | butanolischer HCI aufgenommen. Die Ldsung wurde eine
Stunde bei 100 °C erhitzt. Danach wurde Uberschissiges Butanol im Nx-Strom
abgeblasen. Der Rickstand wurde 30 min bei Raumtemperatur mit 50 i | Trifluor-
essigsaureanhydrid umgesetzt. Uberschiissiges Reagenz wurde bei 80 °C
abgedampft und der Rickstand in 500 i | Essigsaureethylester aufgenommen. 11|

der Lésung wurden zur GC / MS-Analyse eingesetzt (vgl. Kapitel 2.2.6).
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1.Biosynthese von Isopentenyldiphosphat und Dimethylallyldiphosphat

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
das letzte bekannte Intermediat des alternativen Terpenbiosyntheseweges (vgl.
Kapitel 1.1.2). Weder in vitro noch in vivo Bedingungen fir die noch fehlenden
Schritte auf dem Weg zu Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP), den Endverbindungen des Desoxyxyluloseweges (McCaskill und Croteau,
1999), waren bekannt.

Wie in der Einleitung (vgl. Kapitel 1.1) beschrieben, muf es sich bei den nachsten
Reaktionsschritten formal um eine Ringdffnung, zwei Dehydratisierungen und um
zwei Reduktionen handeln. Sowohl durch chromosomale knock-out-Mutanten
(Altincicek et al., 2001a; Altincicek et al., 2001b; Seemann, et al., 2002; Cunningham
et al.,, 2000; Campos, et al., 2001) als auch durch vergleichende Genom-
untersuchungen (Rohdich et al., 2001) war bekannt, daf3 die beiden Gene gcpE und
lytB essentiell fur die Biosynthese von IPP und DMAPP sind und fir die letzten
Reaktionsschritte bendtigt werden.

Ausgehend von diesen Daten wurde nach Reaktionsbedingungen gesucht, um eine
Umsetzung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu erreichen.

3.1.1. In vitro Assay zur Bestimmung der IspG Aktivitat

An unserem Lehrstuhl wurde eine enzymatische Synthese von 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat entwickelt (Schuhr et al., 2001b), die es ermdglichte,
eine *C-Markierung in das Molekiil einzufiihren. Durch die **C-Markierung war eine
sehr empfindliche und selektive Detektion der Intermediate mittels HPLC und
angeschlossenem Radiodetektor méglich. In der Literatur (McCaskill und Croteau,
1993) war ein HPLC-Methode mittels lonenpaarchromatographie beschrieben, mit
dessen Hilfe die Intermediate des Mevalonatweges bis zu IPP und DMAPP in einem

HPLC-Lauf detektiert werden kénnen. Diese HPLC-Methode sollte als Grundlage zur
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Detektion der Intermediate des Desoxyxyluloseweges dienen und entsprechend der

Problemstellung verandert werden.

Mit Zellextrakten aus Wildtyp E. coli Zellen wurde versucht, 2C-Methyl-D-erythritol-
2,4-cyclodiphosphat unter Zugabe verschiedener Cofaktoren umzusetzen. Es konnte
gezeigt werden, dal3 unter Verwendung von zweiwertigen Cobaltionen und SAM eine
neue Verbindung mit einer Retentionszeit von 56 min entsteht. Die Inkubationsdauer
betrug in diesem Fall 5h (vgl. Kapitel 2.3.8.1). Um zu untersuchen, ob es sich
lediglich um ein Zersetzungsprodukt, was aufgrund der langen Inkubationsdauer
maoglich wére, oder um eine tatsadchliche enzymatische Umsetzung handelte, wurde
zum einen der Rohextrakt durch Puffer ersetzt und zum anderen der Rohextrakt vor
der Inkubation auf 100 °C erhitzt. In keinem der Falle entstand dieser neue HPLC-
Peak. Damit sollte es sich tatsachlich um ein enzymatisches Reaktionsprodukt
handeln.

Aufgrund der hoheren Retentionszeit des neu entstandenen radioaktiven HPLC-
Peaks, die sich um 14 min von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat unter-
scheidet, konnte es sich nicht um ein Dephosphorylierungsprodukt handeln (vgl.
Kapitel 2.3.3.2, Gradient C). 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat ist auf3erdem
stabil gegenliber Phosphataseeinwirkung.

Um die Struktur der neuen Verbindung mittels NMR-Spektroskopie zu untersuchen,
wurde ein up-scale des Enzymassays bendtigt, der eine Umsetzung von °C-
markiertem  2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat ~ erlaubte.  **C-markierte
Substanzen haben den Vorteil, dal3 bei der NMR-Spektroskopie die Empfindlichkeit
gegeniiber Verbindungen mit natirlicher **C-Anreicherung (1.1 %) betrachtlich
erhoht ist. Dadurch kdnnen ungereinigte Reaktionsmischungen spektroskopiert
werden. Zusétzlich treten bei mehrfach markierten Verbindungen im *C-NMR
Spektrum *C*®C Kopplungen auf, die charakteristisch fir mehrfach markierte
Molekdle sind.

Nach beendeter Reaktion wurde die Reaktionslosung durch Behandlung mit einem
schwachen Kationentauscher von Metallionen befreit, die bei der NMR-Messung zu
einer Linienverbreiterung fuhren wirden, und lyophilisiert (vgl. Kapitel 2.3.11). Bei
der NMR-Messung konnten kaum *3C-Signale von markierten Verbindungen

detektiert werden, obwohl die eingesetzte Substratmenge ausreichend war. Daraus
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konnte geschlossen werden, daf} sich das entstandene Reaktionsprodukt bei der

Aufarbeitung zersetzte.

3.1.1.1. Assays zur Bestimmung der IspG Aktivitdt mit isolierten

Chromoplasten aus Capsicum annuum

Da die Biosynthese vieler terpenoider Sekundarstoffe in den Plastiden von Pflanzen
ablauft, erschien es sinnvoll, die geplanten enzymatischen Untersuchungen nicht nur
in E. coli, sondern auch an isolierten Plastiden wie Chloroplasten, Chromoplasten
oder Etioplasten durchzufihren, weil der Desoxyxyluloseweg in diesen
Zellkompartimenten ablauft. Der Vorteil von Chromoplasten liegt darin, dal3 in diesen
Organellen eine gesteigerte Carotinsynthese stattfindet. Chromoplasten sind
normalerweise sehr labile Organelle. Bei den Chromoplasten aus dem Perikarp von
Capsicum annuum oder aus den Bliten von Narcissus pseudonarcissus handelt es
sich jedoch um Ausnahmen. Die Systeme sind in der Literatur gut untersucht, da
zahlreiche Enzyme der Carotinbiosynthese aus Chromoplasten bereits gereinigt
wurden und radioaktiv-markierte Intermediate wie DXP und IPP in Carotine
eingebaut werden konnten (Beyer et al., 1980; Camara et al., 1983; Fellermeier et
al., 1999).

Analog zu obigen Einbauexperimenten wurde deshalb *C-markiertes 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat mit Chromoplasten umgesetzt. Nach Extraktion der
lipophilen Substanzen wurde die wassrige Phase auf Intermediate des alternativen
Terpenbiosyntheseweges durch HPLC untersucht. Zuséatzlich wurde die Einbaurate
der applizierten Vorstufen in die lipophilen Verbindungen bestimmit.

In Anlehnung an die Arbeit von Fellermeier (Fellermeier et al., 2001) wurde **C-
markiertes IPP mit einer Reaktionsmischung bestehend aus 100 mM Hepespuffer
pH 7.6, 2 mM MnCl,, 10 mM MgCl,, 2 mM NADP, 201 M FAD, 1 mM NADPH, 5 mM
NaF, 6 mM ATP und isolierten Chromoplasten (vgl. Kapitel 2.3.9, 2.3.6.1) umgesetzt.
Die Reaktion wurden nach 16 h durch Zugabe von CH,CI, gestoppt und die lipophilen
Substanzen extrahiert.

Danach wurde die Radioaktivitat der Carotin haltigen Fraktion bestimmt. Es zeigte
sich, dal3 61.1 % der eingesetzten Radioaktivitat in dieser Fraktion vorhanden war.

Ausgehend von diesem Ergebnis wurden weitere Vorstufen des Desoxy-
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xyluloseweges, die radioaktiv an unserem Lehrstuhl vorlagen (Rohdich et al., 2000),
getestet. Das Ergebnis der relativen Radioaktivitdit der entsprechenden
Methylenchloridextrakte sind in Tabelle 4 dargestellt. Bei Verwendung der spateren
Intermediate waren die relativen Radioaktivitaten im Methylenchloridextrakt hoher.
So stieg der Einbau von DXP uber IPP von 15.3 % auf 61.1 %. Dieses Ergebnis ware
damit zu erklaren, dal3 IPP von Prenyltransferasen in hohere Terpene eingebaut
wird, wohingegen auf dem Weg zu IPP noch einige Enzymschritte liegen, die

limitierend sein kdnnen.

Tabelle 4: Einbau radioaktiver Vorstufen des alternativen Terpenbiosyntheseweges
in den Methylenchloridextrakt von isolierten Chromoplasten aus Capsicum

annuum
Substrat Relative
Radioaktivitat (%)

1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (DXP) 15.3
2C-Methyl-D-erythrithol-4-phosphat 15.6
4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol 23.8
4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat 30.4
2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat 35.1
Isopentenyldiphosphat (IPP) 61.1

Die organische Phase wurde aulRerdem durch Dinnschichtchromatographie
analysiert. Dazu wurde ein Laufmittelsystem (Laufmittelsystem B, vgl. Kapitel 2.3.4)
verwendet, das relativ unpolar ist. Hierbei haben nur die Carotinoide wie b-Carotin,
Phytoen usw. einen grof3en R+-Wert (Rf = 0.65), wohingegen niedrigere Terpene wie
Geranylgeraniol auf der Startlinie liegen bleiben (vgl. Tabelle 3, Kapitel 2.3.4,
Abbildung 8). Durch Vergleich mit Referenzmaterial wurde gezeigt, dal3 radioaktiv-
markierte Carotine gebildet werden.

In  Abbildung 8 ist das entwickelte Dunnschichtchromatogramm (Laufmittel
Hexan : Toluol 9 : 1) der Methylenchloridextrakte der Umsetzungen von 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat (C),  2C-Methyl-D-erythrithol-4-phosphat (D),  4-Diphospho-
cytidyl-2C-methyl-D-erythritol (E), 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-
phosphat (F) bzw. 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (G) mit Chromoplasten
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aus C. annuum dargestellt. Wie man erkennen kann, nimmt auch hier die Intensitat
der radioaktiven Spots, die markierten Carotinoiden entsprechen, von DXP (C) uber
2C-Methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphat (G) zu (vgl. Tabelle 4). In Spur A und B
sind die entsprechenden Kontrollversuche mit DXP (A) und 2C-Methyl-D-erythritol-
2,4-cyclodiphosphat (B) ohne Chromoplasten zu sehen. Erwartungsgemaf sind in
diesem Fall keine markierten Carotinoide entstanden. Wurde ein polares Laufmittel
verwendet (Laufmittelsystem A), werden die Carotine nicht aufgetrennt, sondern
laufen zusammen und konnen damit beispielsweise von Geranylgeraniol
unterschieden werden (vgl. Kapitel 2.3.4). Die Duinnschichtchromatogramme wurden

mittels eines Phosphoimager ausgewertet (vgl. Kapitel 2.3.4).

Abbildung 8: Phosphoimagerabbildung von Enzymansitzen mit **C-markierten
Substraten und Chromoplasten aus C. annuum nach Extraktion mit
Methylenchlorid und Entwicklung der Chromatogramme mit
Hexan : Toluol 9: 1

Uber die Hohe des Einbaus der *C-markierten Vorstufen in die organische Phase
war eine Abschatzung mdglich, wie lange die Inkubationsdauer gewahlt werden
mufdte, damit die frihen Enzymschritte, die vor IPP liegen, beobachtet werden
konnen.

Wurden die Reaktionszeiten im Assay mit **C-markiertem 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat als Substrat auf 6 h reduziert, so wurde bei der Analyse der

wassrigen Phase durch HPLC (vgl. Kapitel 2.3.3.2, Gradient C) ein neuer Peak bei
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56 min beobachtet, der die gleiche Retentionszeit wie das Reaktionsprodukt der
Umsetzung mit Zellextrakten aus E. coli hatte (vgl. Abbildung 9).

A
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Abbildung 9: Ausschnitt aus dem HPLC-Chromatogramm der Umsetzung von **C-
markiertem 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (A) mit Chromo-
plasten aus C. annuum zu einer neuen Verbindung (B) mit einer
Retentionszeit von 56 min.

Ebenso wurde die wassrige Phase durch Dunnschichtchromatographie ausgewertet.
Dazu wurde das Laufmittelsystem n-Propanol : EtOAc : H,O 6 : 1 : 3 verwendet (vgl.
Kapitel 2.3.4). Der R+Wert von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat betrug

0.41. Zusatzlich wurde eine neue Verbindung mit einem R+Wert von 0.54 detektiert.

Im weiteren Verlauf wurde nun versucht, ob man auf einzelne Cofaktoren verzichten
kann. Die Ergebnisse waren jedoch nicht eindeutig, da je nach
Chromoplastenisolierung die Umsatzrate zu dieser neuen Verbindung variierte. Als
Problem erwies sich ferner, dafld die isolierten Chromoplasten sehr schnell ihre
Aktivitdt verloren und deshalb immer noch am gleichen Tag verarbeitet werden

mufiten.

Um weitere Informationen Uber die Reaktion zu erhalten, wurden die intakten

Chromoplasten durch plotzliche Verdnderung des osmotischen Drucks lysiert. Nach
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Zentrifugation in der Ultrazentrifuge erhielt man im Uberstand die sogenannte
Stromafraktion, wahrend sich im Pellet die sogenannte Membranfraktion befand (vgl.
Kapitel 2.3.6.2). Wurden nun die entsprechenden Versuche mit diesen beiden
Fraktionen durchgefluihrt, so zeigte sich, dal3 ausgehend von 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat die enzymatischen Schritte bis 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
in der Stromafraktion verfolgbar waren (vgl. Tabelle 5). Bei der Umsetzung der
letztgenannten Verbindung hingegen war kein neuer Peak erkennbar. Fihrte man
die Reaktion mit der Membranfraktion durch, so trat der Peak bei 56 min wieder auf.
Zur Kontrolle wurden die beiden Fraktionen wieder vereinigt. Die Umsatzrate war in
diesem Fall mit der oben besprochenen Umsetzungen vergleichbar. Diese
Ergebnisse deuteten darauf hin, dal3 der nachste Schritt von einem

membranstandigen Protein katalysiert wird.

Tabelle 5: Vorkommen der Enzymaktivitditen IspC-G in Chromoplasten aus

C. annuum.
Enzymschritt Uberstand der Pelletfraktion der
Chromoplasten Chromoplasten
IspC + -
IspD + -
IspE + -
IspF + -
IspG - +

3.1.1.2. Umsetzung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
mit Rohextrakt aus rekombinanten E. coli Zellen

In der Zwischenzeit wurden in wunserer Arbeitsgruppe von Dr. F. Rohdich
rekombinante E. coli Stamme hergestellt, die die Proteine GcpE und LytB
Uberexprimiert hatten. Wenn diese Proteine Reaktionen stromabwaérts von 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat katalysieren (vgl. Kapitel 3.1.1), dann muf3te
man unter Verwendung von *C-markiertem 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclo-
diphosphat eine Umsetzung zu einem neuen Intermediat des alternativen
Terpenbiosyntheseweges feststellen koénnen, die schneller sein sollte, als die

Umsetzung mit E. coli Wildtyp.
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Zuerst wurde mit Rohextrakten des E. coli Stammes XL1-pACYCgcpE, der das Gen
gcpE auf den low-expression Vektor pACYC 184 (Chang und Cohen, 1978) enthélt,
begonnen (vgl. Tabelle 2).

Durch lonenpaarchromatographie konnte bei Verwendung von 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat (42 min) und des oben beschriebenen Rohextraktes
sowie 1.5 mM NADH und 1 mM Co?* ein zusétzliches Signal bei 56 min beobachtet
werden (vgl. Kapitel 2.3.8.2, 2.3.3.2, Gradient C). Der neue Peak hatte die gleiche
Retentionszeit wie derjenige der Wildtyp- und Chromoplastenumsetzung. Die
Reaktion war aber mit einer spezifischen Aktivitat von 12.5 pmol min*mg™ um den
Faktor 30 schneller als die Reaktion mit Rohextrakt aus E. coli Wildtyp.

Fir die Reaktion wurden Metallionen benétigt, da die Aktivitat auf 5.78 pmol min™mg’
! abnahm, wenn Co?* weggelassen wurde. AuBerdem geht die Aktivitat durch Zusatz
von EDTA verloren. Mn?* hatte fiir die Reaktion keinen wesentlichen EinfluB,
wahrend durch Zugabe von Zn?* die Aktivitat noch weiter erniedrigt wurde. Wurde
nur 1 mM Co®" und kein NADH zugegeben, so lief die Reaktion etwas verlangsamt
ab. Die besten Umsatze wurden jedoch eindeutig bei gleichzeitiger Zugabe von
NADH und Co?" erzielt (vgl. Tabelle 6).

Tabelle 6: Cofaktorenabhangigkeit der vom IspG Protein katalysierten Reaktion

Cofaktoren Relative
1 mM Co”* [1.5mM NADH| 1 mM Mn* | 1 mM zZn** | 1 mM EDTA | Aktivitat (%)
+ + - - - 100
- + + - - 47.4
+ - - - - 78.1
+ + - - + <5
- + - - - 46.2
- + - + - 34.7

Zeitgleich wurden an unserem Lehrstuhl durch in vivo Einbauversuche mit **C-
markierter 1-Desoxy-D-xylulose an einem E. coli Stamm, der die Proteine XyIB, IspC,
IspD, IspE, IspF und IspG uberexprimierte, die Struktur des nachsten Intermediates
nach 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat geklart (Hecht et al., 2001b). Die

Struktur der neu entstandenen Verbindung, die durch das GcpE Protein katalysiert
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wird, wurde NMR-spektroskopisch geklart. Es handelt sich dabei um 1-Hydroxy-2-
methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat. Die Struktur dieser Verbindung wurde von der
Arbeitsgruppe Jomaa durch immunologische Assays bestétigt (Hintz et al., 2001).
Das IspG Protein katalysiert damit die reduktive Ringdffnung von 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat und die Bildung einer Doppelbindung zwischen
Kohlenstoff 2 und 3 (vgl. Abbildung 10).

Wenig spéater publizierte die Arbeitsgruppe von Rohmer (Seemann et al., 2002), daf3
mit zellfreien Rohextrakten eines E. coli Stammes, der die Proteine YfgA, YfgB und
GcpE Uberexprimierte, 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu 1-Hydroxy-2-
methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat umgesetzt wurde. Die Inkubationsdauer lag mit 7
bis 20 h sehr hoch. Das Reaktionsprodukt der IspG-Reaktion konnte in dem
verwendeten System nicht direkt gefal3t werden. Anhand der dephosphorylierten
Verbindung 2-Methyl-2(E)-butenyl-1,4-diol wurde jedoch auf 1-Hydroxy-2-methyl-
2(E)-butenyl-4-diphosphat als eigentliches Enzymprodukt zurtickgeschlossen.

Um den EinfluR des YfgB Proteins auf die IspG-Reaktion zu Uberprufen, wurde an
unserem Lehrstuhl ein E. coli Stamm erzeugt, der dieses Protein Uberexprimierte
(vgl. Tabelle 2). Der Rohextrakt des E. coli Stammes XL1-pQEyfgB wurde mit dem
Rohextrakt des E. coli Stammes XL1-pACYCgcpE vereinigt. Vor Zugabe des
Substrats wurden die Rohextrakte flinfzehn Minuten bei Raumtemperatur

vorinkubiert. Es konnte jedoch keine Erhdhung der Aktivitdt beobachtet werden.

OH OH

IspG-Protein

Abbildung 10: Die vom IspG Protein katalysierte Reaktion
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Durch die Enzymassays konnte nicht eindeutig bewiesen werden, dal’ es sich bei
dem HPLC-Peak um 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat handelt. Ein
NMR-Versuch, der Aussagen uber die Struktur der Verbindung hatte treffen kdnnen,
war nicht mdglich, da eine Zersetzung der Verbindung wahrend des Auf-
konzentrierens auftrat (vgl. Kapitel 3.1.1). Es spricht jedoch viel dafir, daf3 die durch
die in vivo Umsetzung gefundene Verbindung mit der aus den in vitro Assays
Ubereinstimmt. Ein Beweis konnte erst spater gebracht werden, als die Synthese von

1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat bekannt war (vgl. Kapitel 3.1.2.1).

3.1.2. In vitro Assay zur Bestimmung der IspH Aktivitat

Wie in Kapitel 3.1.1.2 beschrieben, katalysiert das IspG Protein die Reaktion von 2C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat  zu  1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-di-
phosphat. Da bekannt war, dal3 bei der Biosynthese von IPP sowohl IspH als auch
IspG Protein benétigt werden (Altincicek et al., 2001a; Altincicek et al., 2001b;
Seemann et al., 2002), mufdte somit das IspH Protein in den letzten Enzymschritt des

Desoxyxyluloseweges involviert sein.

3.1.2.1. Biotechnologische Produktion von [2-}*Ci]-markiertem 1-
Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat

Wie in Kapitel 3.1.1.2 beschrieben wird 1-Desoxy-D-xylulose von E. coli Stdmmen,
die neben der D-Xylulokinase die Proteine IspC-G Uberexprimieren, zu 1-Hydroxy-2-
methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat umgesetzt.

Durch Verwendung dieses Stammes sollte es méglich sein, **C-markiertes 1-
Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat in vivo herzustellen und zu isolieren.
Aus *C-markiertem DXP kann nach Inkubation mit alkalischer Phosphatase *C-
markiertes DX erhalten werden (vgl. Kapitel 2.3.7.1). DXP kann ausgehend von
kauflichen **C-markiertem Pyruvat und unmarkiertem Glycerinaldehyd-3-phosphat
enzymatisch hergestellt werden (Hecht et al., 2001a, vgl. Kapitel 2.3.7.2).

In das Medium, das die E. coli Zellen enthielt, wurde eine Stunde nach Induktion eine
Losung aus 1.2 mmol Lactat und 100 mM Tris/HCI pH 7.4 zugegeben. Weitere
15 min spater wurde das **C-markierte DX zugegeben. Nach 80 min wurden die
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Zellen geerntet, gewaschen und in 20mM NaF aufgeschlossen, um
Dephosphorylierungen zu vermeiden. Der Uberstand wurde mittels Ultrafiltration von
Proteinen befreit und durch lonenpaar-HPLC analysiert (vgl. Kapitel 2.3.3.2, Gradient
A). Dabei zeigte sich, daf3 in der Regel neben 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-
diphosphat noch zu 30 % 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat vorhanden war.
Andere Intermediate des alternativen Terpenbiosyntheseweges waren nicht
detektierbar. Da 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat aber vom IspH Protein
nicht umgesetzt wird, sollte diese Verbindung fir die geplanten Enzymassays mit
rekombinanten Proteinen nicht storen.

Eine Inkubationsdauer von 80 min erwies sich am besten, weil bei kurzerer
Versuchsdauer in E. coli zu wenig **C-markiertes DX aufgenommen und dadurch nur
wenig 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat gebildet wurde. Bei langeren
Inkubationszeiten wurde jedoch 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat durch
die Aktivitat der im Hintergrund wirkenden Wildtyp-Enzyme zu hdheren Terpenen
umgesetzt, welche dann in der organischen Phase nachweisbar waren. Aufgrund
dieser Schwierigkeiten konnten nur Ausbeuten von ca. 10 % erreicht werden.
Weiterhin  wurde versucht, das proteinfreie Rohprodukt durch HPLC-
Chromatographie zu reinigen, um 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat und 1-
Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat voneinander zu trennen, sowie die im
Rohextrakt befindlichen niedermolekularen Verbindungen zu entfernen. Dies konnte
durch Verwendung einer Anionentauschersdule und Elution mit Ammoniumformiat
erreicht werden (vgl. Kapitel 2.3.3.1). Bei der anschlielenden Konzentration durch
Gefriertrocknung ging ein Groliteil der gereinigten Verbindung verloren. Dieses
Phanomen wurde auch schon bei der NMR-Umsetzung von 2C-Methyl-D-erythritol-
2,4-cyclodiphosphat mit E. coli Wildtyp (vgl. Kapitel 3.1.1) beobachtet. Da die
Endausbeute deshalb zu gering war, wurde fir die Enzymassays das ungereinigte 1-
Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat eingesetzt.

Es zeigte sich, daR **C-markiertes 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat die
gleiche Retentionszeit hat, wie der Peak, der durch die in vitro Umsetzungen
ausgehend von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat mit Chromoplasten bzw.
E. coli Rohextrakten gefunden wurde (vgl. Kapitel 3.1.1.1 und 3.1.1.2). Somit konnte
durch die in vitro Assays die enzymatische Umsetzung von 2C-Methyl-D-erythritol-
2,4-cyclodiphosphat zu 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat beobachtet

werden.
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3.1.2.2. In vitro Assay zur Bestimmung der IspH Aktivitat mit
Rohextrakt aus dem E. coli Stamm XL1-pMALIytB

Zur Bestimmung der IspH Aktivitat wurden Rohextrakte des E. coli Stammes XL1-
PMALIytB eingesetzt (vgl. Tabelle 2). Das ispH Gen von E. coli wurde mit dem 3
Ende des malE Gens aus E. coli fusioniert. Mit dem resultierenden Plasmid pMALIytB
wurden E. coli Zellen XL1-Blue transformiert. Dieses rekombinante Protein hat den
Vorteil, dalR es durch die Fusion mit dem Maltosebindeprotein (MalE) I6slicher ist als
das Wild-Typ Protein. AuRerdem war so eine Proteinreinigung mittels Affinitats-
chromatographie tGber eine Amylose-Saule mdglich.

Bei der Umsetzung von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat zu
Isopentenyldiphosphat bzw. Dimethylallyldiphosphat handelt es sich formal um eine
Reduktion eines allylischen Alkohols. Deshalb sollte ein Reduktionsmittel wie NADH
oder NADPH an der Reaktion beteiligt sein. Die aufgeschlossenen Zellen wurden mit
zweiwertigen Metallionen und NADH als Reduktionsmittel inkubiert. Durch HPLC-
Chromatographie konnte ein Umsatz von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-
diphosphat (28.5 min) zu einer neuen Verbindung mit einer Retentionszeit von
42.0 min festgestellt werden (vgl. Kapitel 2.3.3.2, Methode A). Durch Co-
Chromatographie wurde gezeigt, daR es sich hierbei um **C-markiertes IPP
handelte. Dies konnte spater auflerdem durch NMR-Daten belegt werden (vgl.
Kapitel 3.1.3.2).

Die Reaktion war jedoch mit einer spezifischen Aktivitat von 0.8 nmol min™*mg™ sehr
langsam. Deshalb wurde nach weiteren Cofaktoren gesucht. Dabei wurde u.a. S-
Adenosylmethionin, Adenosintriphosphat (ATP), Thioredoxin und Flavine getestet.
Die Aktivitat der Reaktion konnte nur durch Zugabe von 201 M FMN oder FAD um
den Faktor funf auf 4.8 nmol minmg™ gesteigert werden. Alle anderen getesteten

Cofaktoren hatten keinen Einflu3 auf die untersuchte Reaktion.

3.1.2.3. In vitro Assay zur Bestimmung der IspG und IspH Aktivitat
mit Rohextrakt des E. coli Stammes XL1-pACYClytBgcpE

Die gemessenen Aktivitaten von 4.8 nmol min*mg™® bzw. 0.012 pmol min*mg™ fir

die vom IspH und IspG Protein katalysierten Reaktionen waren sehr niedrig. Da eine
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breite Variation der Cofaktoren keine Steigerung der Aktivitaten bewirkte, wurde
Uberlegt, ob die beiden Proteine nur im Komplex miteinander aktiv sind. Deshalb
wurde ein E. coli Stamm verwendet, der beide Proteine exprimierte.

Im Assay mit rekombinanten Rohextrakt aus E. coli XL1-pACY ClytBgcpE konnte eine
Reaktion ausgehend von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu IPP
beobachtet werden (vgl. Kapitel 2.3.10.1, 3.1.2.2). 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-
4-diphosphat konnte unter optimierten Bedingungen nur bei Reaktionszeiten kleiner
funf Minuten beobachtet werden (vgl. Kapitel 2.3.3.2, Gradient C). Daraus laf3t sich
schliel3en, dafl3 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat durch das IspG Protein zu
einer Verbindung umgesetzt wird, die im néchsten Schritt sofort vom IspH Protein
weiter zu IPP umgesetzt wird.

Als Cofaktoren wurden 1 mM Co®** und 1.5 mM NADH eingesetzt. Zusatzliche
Zugabe von FMN oder FAD konnte die Gesamtaktivitat der an den beiden
Reaktionssschritten beteiligten Enzyme nicht erhdhen. Fur die Aktivitdt des IspG
Proteins scheint somit kein FAD notig zu sein. Gebildetes 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl-4-diphosphat wurde sofort weiter zu IPP umgesetzt. Damit ware die vom
IspG Protein katalysierte Reaktion der geschwindigkeitsbestimmende Schritt dieser
Reaktionsfolge.

Desweiteren wurden verschiedene Metallionen im Enzymassay getestet. Die HPLC-
Chromatogramme (vgl. Kapitel 2.3.3.2, Gradient C) in Abbildung 11 zeigen, dal3 die
Reaktion am besten durch Zugabe von 1 mM Co*" und 2 mM NADH verlauft (untere
Spur). Ersetzt man Co*" beispielsweise durch Mn**, so verlauft sowohl die
Umsetzung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (A) zu 1-Hydroxy-2-
methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat (B) als auch zu IPP (C) wesentlich schlechter (vgl.

obere Spur).
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Abbildung 11: Umsetzung von **C-markiertem 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodi-
phosphat (A, 42.0 min) zu IPP / DMAPP (C, 78 min) mit Rohextrakt aus
Zellen des E. coli Stammes XL1-pACYCgcpElytB. Untere Spur: durch
Zugabe von 1 mM Co*" und 2 mM NADH. Obere Spur: durch Zugabe
von 1 mM Mn?* und 2 mM NADH.

Wie im Fall der Umsetzungen von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat mit
Rohextrakten aus E. coli XL1-pACYCgcpE Zellen (vgl. Kapitel 3.1.1.2) ging auch hier
die katalytische Aktivitdt durch Dialyse verloren. Moéglicherweise wird fur die IspG-
Reaktion ein weiterer niedermolekularer Cofaktor bendétigt, der bei der Dialyse

verdunnt wird. Alternativ ist es denkbar, dal3 das IspG Protein leicht denaturiert wird.

Die spezifischen Aktivitaten lagen mit 11.3 pmol min™*mg™ nicht wesentlich héher als
bei den rekombinanten Rohextrakten, bei denen jeweils nur ein Gen Uberexprimiert
war. Damit ist es eher unwahrscheinlich, dafl} beide Proteine an beiden Reaktionen

beteiligt sind.
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3.1.2.4. Einflul3 von Pamidronat auf die IspH-Reaktion

Bei den ersten Versuchen zur Bestimmung der IspH-Aktivitdt mit Rohextrakten aus
Zellen von E. coli XL1-pMALIytB und XL1-pACYCgcpElytB war aufféllig, dafl3 die
Summe der Integrale von Substrat- und Produktpeak nicht der Gesamtradioaktivitat
der eingesetzten Substratmenge entsprach, sondern geringer war. Dies deutete
darauf hin, daf3 unter den gegebenen Bedingungen die Reaktion nicht auf der
nachsten Biosynthesestufe, also IPP bzw. DMAPP, stehen blieb, sondern die
entstandenen Produkte weiter in hohere Terpene und somit in die organische Phase
eingebaut wurden.

In der Literatur war bekannt, dafd stickstoffhaltige Bisphosphonate wie Pamidronat,
Olpadronat oder Alendronat (vgl. Abbildung 12) als Pharmazeutika bei Osteoporose,
Paget's Krankheit oder Knochenkrebs eingesetzt werden. Sie hemmen die
Farnesyldiphosphat Synthase (vgl. Abbildung 3) und verhindern somit die
Prenylierung von Proteinen (Dunford et al., 2001; Martin et al., 1999).

PO,”
R
H—N PO,* N on
7+ : /N 2-
R OH | PO;
H
PO,
R = H; Pamidronat Alendronat

R = Me; Olpadronat

Abbildung 12: Strukturformeln der N-haltigen Bisphosphonate Pamidronat,
Olpadronat und Alendronat

Auf Grund dieser Tatsache sollte es bei Verwendung dieser Verbindungen zu einem
Anstau der Intermediate kommen, die vor Farnesyldiphosphat liegen. Pamidronat ist
als Hauptbestandteil von Aredia® (Novartis) kauflich. Wurde 0.5 mM Pamidronat
zum Assay gegeben, wurde unter den gleichen Bedingungen mehr IPP angestaut, so
dafl das Gesamtintegral mit der urspringlichen Substratmenge identisch war (vgl.
Tabelle 9). Damit war es moglich, den Abfluf3 von IPP bzw. DMAPP in die organische

Phase zu verhindern.
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3.1.2.5. Enzymassay zur Bestimmung der IspH Aktivitat unter
Verwendung von dialysiertem Rohextrakt

Der Nachteil des bis dahin verwendeten '*C-markierten 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl-4-diphosphates bestand darin, dal3 das verwendete Substrat zwar durch
Ultrazentrifugation von Proteinen befreit werden konnte, aber niedermolekulare
Substanzen, die sich im Rohextrakt befanden, nicht abtrennbar waren. Wie oben
bereits erwahnt war eine Reinigung durch HPLC mittels Anionenaustauscher und
Elution mit Ammoniumformiat méglich (vgl. Kapitel 2.3.3.1). Beim Einengen der
gesammelten Fraktionen durch Lyophilisation trat jedoch ein Zerfall des *C-
markierten 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphates auf (vgl. Kapitel 3.1.2.1).
Um Aussagen uber Cofaktoren und deren Konzentration machen zu kénnen, war es
fur die weitere Versuchsplanung entscheidend, ein System zu finden, in dem
maoglichst keine endogenen niedermolekularen Substanzen interferieren kdnnen.
Mittlerweile war eine chemische Synthese von *H-markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-
2(E)-butenyl-4-diphosphat an unserem Lehrstuhl bekannt (Hecht, unveré6ffentlicht).
Hierbei wird die Tritiummarkierung im letzten Syntheseschritt durch Reduktion des
entsprechenden Aldehyds mit NaBT, eingefuhrt. Deshalb wurde fur die
nachfolgenden Experimente *H-markiertes 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-di-
phosphat eingesetzt.

Bis zu diesem Zeitpunkt war es nicht mdglich, gereinigtes und aktives IspH Protein
zu erhalten. Deshalb mul3te versucht werden, den Rohextrakt zu dialysieren, um
somit die niedermolekularen Substanzen abzutrennen. Der Rohextrakt wurde
deshalb in 50 mM Phosphatpuffer pH 7 Gber Nacht bei 4°C dialysiert. Danach wurde
der Rohextrakt zusammen mit den Cofaktoren Co”*, NADH und FAD getestet (vgl.
Kapitel 2.3.10.2). Bei der anschlieRenden HPLC-Analyse konnte ein Umsatz zu IPP
in der gleichen GréfRenordnung wie mit nicht dialysiertem Rohextrakt festgestellt
werden. Dadurch wurde gezeigt, dal3 bei der Dialyse kein weiterer Cofaktor verloren
geht und fur die Reaktion kein weiterer niedermolekularer Cofaktor benétigt wird.

Mit diesem System wurden die Konzentrationen der folgenden Cofaktoren optimiert
(vgl. Tabelle 7).
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Tabelle 7: Die nach Dialyse ermittelten Reaktionsbedingungen fir die katalytische
Aktivitat von E. coli XL1-pMALIytB Rohextrakt

Verbindung Konzentration
Co** 0.5 mM
NADH/ NADPH 1.5 mM
FMN/FAD 601 M
DTT 0.7 mM
NaF 10 mM
Pamidronat 0.5mM
Phosphatpuffer pH 7 100 mM

Aul3erdem wurde gezeigt, dal3 die relativen Aktivitaten bei Verwendung von NADPH
etwas niedriger waren als mit NADH. Der Einflu3 von FAD war hoéher als FMN. Die
Rohextrakte von E. coli XL1-pMALIytB konnten ohne DTT hergestellt und Gber Nacht
dialysiert werden. Dabei war kein Unterschied in der Aktivitat feststellbar. Fur die in
vitro Umsetzungen wurde jedoch standardmafig 0.7 mM DTT in den Reaktionsmix

gegeben, da dann die Aktivitat in der Regel um etwa 25 % hoher war (vgl. Tabelle 8).

Tabelle 8: Abhangigkeit der Cofaktoren von dialysiertem zellfreiem Rohextrakt von
E. coli XL1-pMALIytB. Alle Assays enthielten zusatzlich 1200 mM Tris/HCI
pH 8 , 10 mM NaF, 0.5 mM Co®" und 0.5 mM Pamidronat

1.5mM | 1.5mM 60 uM 60 uM 0.7 mM | Relative Aktivitat
NADH NADPH FAD FMN DTT (%)

- + + - + 95

+ - + - + 100

+ - - + + 85

+ - + - - 74

Wurde einer der drei Cofaktoren FAD, Co®" oder NADH weggelassen, so sank die

Aktivitdt um einen Faktor von 5 bis 8 (vgl. Tabelle 9).
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Tabelle 9: Cofaktorenabhéngigkeit von dialysiertem Rohextrakt von E. coli XL1-
PMALIytB; es wurde jeweils ein Cofaktor aus dem Assaygemisch weg-

gelassen
ohne Relative Aktivitat (%)
- 100
Pamidronat 42
Co?** 20
FAD 17
NADH 12

In Abbildung 13 A ist das HPLC-Chromatogramm von *H-markiertem 1-Hydroxy-2-
methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat (Retentionszeit 30.5 min) vor der Umsetzung mit
rekombinanten Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIytB Zellen dargestellt. Spur B zeigt
ein typisches HPLC-Chromatogramm nach einer enzymatischen Umsetzung von >H-
markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat (Retentionszeit 30.5 min)
zu IPP / DMAPP (Retentionszeit 42.0 min) mit oben genanntem Rohextrakt und den

entsprechenden Cofaktoren (vgl. Tabelle 7).

A

B

30 35 40 min

Abbildung 13 A: 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat vor der Umsetzung
mit Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIlytb Zellen. B: Typisches HPLC-
Chromatogramm einer Umsetzung von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl-4-diphosphat mit Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIytB Zellen
(1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat: 30.5 min, IPP /DMAPP
42.0 min)
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3.1.2.6. Metallionenabhéangigkeit der in vitro Umsetzung von 1-
Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat mit
dialysiertem Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIytB Zellen

Die Geschwindigkeit der Umsetzung von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-
diphosphat zu IPP/DMAPP héngt sehr von den zugesetzten zweiwertigen

2 Ni** oder Mg* zu den

Metallionen ab. So konnte bei Zugabe von 0.5 mM Zn
Standardbedingungen (0.06 mM FAD, 1.5 mM NADH, 0.5 mM Pamidronat, 10 mM
NaF, 0.7 mM DTT) nur ein sehr geringer Umsatz gemessen werden. Durch Zugabe
von 20 mM EDTA konnte die Reaktion fast vollstdndig unterdriickt werden, was

deutlich belegte, dal3 die Reaktion Metallionen abh&ngig war (vgl. Tabelle 10).

Tabelle 10: Abhangigkeit der IspH Aktivitat von verschiedenen zugesetzten
zweiwertigen Metallionen

Metallionen (0.5 mM) Relative Aktivitat (%)
Co** 100
Mn%* 48
Mg** 17
Fe?* 21
Ni%* 17
Zn?* 17
Co?*, 20 mM EDTA <3

3.1.2.7. Die Reaktionsprodukte des IspH Proteins

Alle  hoheren Terpene leiten sich von Isopentenyldiphosphat und
Dimethylallyldiphosphat ab (vgl. Abbildung 3). Beim Mevalonatweg entsteht primar
IPP, welches mit DMAPP durch die IPP-Isomerase im Gleichgewicht steht (vgl.
Abbildung 4; Qureshi und Porter, 1981; Spurgeon und Porter, 1981). Deshalb ist es
interessant, ob bei der IspH-Reaktion, als offensichtlich letztem Schritt im
Desoxyxyluloseweg, nur IPP, oder aber auch DMAPP entsteht. Bei der verwendeten
HPLC-Analytik mittels lonenpaarchromatographie konnte jedoch nicht zwischen

diesen beiden Verbindungen unterschieden werden, da sie aufgrund ihrer &hnlichen
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Struktur die gleiche Retentionszeit hatten. Deshalb wurde versucht, eine andere
Methode zu finden, bei der man zwischen den beiden Verbindungen unterscheiden
konnte.

In der Literatur war eine Methode zur Quantifizierung von **C-markiertem IPP und
DMAPP beschrieben (Satterwhite, 1985). Hierbei wird die zu untersuchende Probe
mit 25 % HCI in MeOH versetzt und bei 37 °C inkubiert. Das allylische Diphosphat ist
unter diesen Bedingungen nicht stabil und wird hydrolysiert. Bei der anschlieR3enden
Extraktion mit Toluol wird dadurch nur Dimethylallylalkohol extrahiert, wahrend IPP
unverandert in der wassrigen Phase bleibt. Durch Bestimmung der Radioaktivitat in
der organischen Phase kann somit auf das Verhaltnis von DMAPP zu IPP
geschlossen werden (vgl. Kapitel 2.3.13).

Die inkubierte Assaymischung (vgl. Kapitel 2.3.10.2), bestehend aus **C-markiertem
1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat, Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIytB
Zellen und den entsprechenden Cofaktoren, wurde wie oben beschrieben behandelt.
Beim Auszéhlen der organischen Phase ergab sich ein Verhéltnis von DMAPP : IPP
zu 1:5, wobei vorher durch lonenpaar-HPLC die Umsatzrate Uberprift wurde.
Dieser Wert stimmte gut mit den Daten Uberein, die spater bei der NMR-Umsetzung
von 3C-markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat mit  IspH-
Rohextrakt bestimmt wurde (vgl. Kapitel 3.1.3.2).

Als Kontrollversuche wurde *C-markiertes IPP und *C-markiertes 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat, welches als Nebenprodukt bei der biotechnischen
Synthese von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat anfiel, wie oben
beschrieben behandelt. ErwartungsgemaR konnte in der organischen Phase der
Toluolphase keine Radioaktivitdt gefunden werden. Somit schien dieses System fur
das vorliegende Problem geeignet zu sein.

AuRerdem wurde *C-markiertes IPP mit IPP-Isomerase inkubiert (vgl. Kapitel 2.3.14,
vgl. Tabelle 1). Der Reaktionsansatz wurde wie oben beschrieben behandelt. Dabei
konnte gezeigt werden, dal3 sich 15 % der eingesetzten Radioaktivitat in der
organischen Phase befand. Somit war belegt, dal3 durch die Isomerase-Reaktion IPP
zu DMAPP umgesetzt wird und dald diese beiden Verbindungen nach Satterwhite

unterscheidbar sind.
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3.1.2.8. Assay mit isolierten Chromoplasten aus Capsicum annuum
und 3H-markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-di-
phosphat

Aus Versuchen mit E. coli Rohextrakten waren inzwischen Cofaktoren gefunden, die
fur die Reaktion von  1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat zu
Isopentenyldiphosphat und Dimethylallyldiphosphat benttigt werden (vgl. Kapitel
3.1.2.5und 3.1.2.6).

Deshalb wurden die fir das E. coli IspH Protein optimierten Bedingungen auf die
isolierten Chromoplasten Ubertragen. Die isolierten Rohchromoplasten (vgl. Kapitel
2.3.6.1) wurden mit 1.5 mM NADH, 60 pM FAD und 1 mM Co?* 1 h inkubiert (vgl.
Kapitel 2.3.12). Die organische Phase wurde wie in Kapitel 2.3.6 beschrieben
extrahiert und die wassrige Phase durch lonenpaar-HPLC analysiert (vgl. Kapitel
2.3.3.2, Gradient A). Bei Verwendung von 1 mg Gesamtprotein und den oben
genannten Cofaktoren wurde 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat zu
Isopentenyldiphosphat umgesetzt.

Im Vergleich zur Umsetzung in E. coli war der die Geschwindigkeit steigernde Effekt
durch Zugabe von FMN oder FAD nicht vorhanden. Anstelle von Co?* kann im Fall
der Chromoplasten auch Zn?* oder Mn?* verwendet werden. Die Aktivitaten
unterschieden sich dabei nur um den Faktor 1.8 (vgl. Tabelle 11). Die
Inkubationsdauer betrug in der Regel eine Stunde, um den Abflul? in die organische
Phase, der trotz Zugabe von Pamidronat zu beobachten ist, mdglichst gering zu

halten.
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Tabelle 11: Cofaktorenabhé&ngigkeit der vom IspH Protein katalysierten Reaktion mit
isolierten Chromoplasten aus Capsicum annuum. Zusatzlich zu den
unten aufgefihrten Cofaktoren wurde 50 mM Hepes pH 7.6, 0.5 mM
Pamidronat, 1 mM DTT und 5mM NaF in die Reaktionsmischung

gegeben.
Cofaktoren Relative Aktivitat (%)
1 mM Co?*, 1.5 mM NADH 100
1 mM Mn?*, 1.5 mM NADH, 0.02 mM FMN 55
1 mM Mg?*, 1.5 mM NADH, 0.02 mM FMN 36
1 mM Co?*, 1.5 mM NADH, 0.02 mM FMN 57
1 mM Zn?*, 1.5 mM NADH, 0.02 mM FMN 92
1 mM Co**, 0.02 mM FMN 20

3.1.3. In vitro Assay mit gereinigtem IspH Protein

An unserem Lehrstuhl wurde versucht, das IspH Protein tber eine Nickel-Saule als
His-tag-Protein (vgl. Tabelle 2) oder als Maltosebindeprotein MalE/IspH durch
Affinitatschromatographie Uber eine Amylosesaule zu reinigen.

In Abbildung 14 ist das SDS-Gel der Reinigung des Maltosebindeproteins dargestellt.
Auf Spur A ist der Proteinmarker aufgetragen, die Spuren B und C zeigen die
Rohextrakte von E. coli Wildtyp bzw. rekombinanten E. coli Zellen, die MalE/IspH als
Fusionsprotein Uberexprimieren. In Spur D ist das Uber Affinitatschromatographie mit
Amylose gereinigte rekombinante IspH Maltosebindeprotein dargestellt. Die Grol3e
des MalE/IspH Proteins betragt ca. 76 kDa. Das rekombinante Fusionsprotein
befindet sich zu etwa 4 % im l6slichen Rohextrakt und reagiert in Westernblots mit

Antiserum gegen rekombinantes IspH Protein (Rohdich et al., 2002).
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Abbildung 14: SDS-Gel der Proteinreingung von MalE/IspH Fusionsprotein. Spur A:
Proteinmarker. Spur B: Rohextrakt von E. coli Wildtyp. Spur C:
Rohextrakt von rekombinanten E. coli Zellen, die MalE/IspH als
Fusionsprotein Uberexprimieren. Spur D: gereinigtes MalE/IspH
Protein

Alle Versuche, 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat mit gereinigtem IspH
Protein und den oben aufgefuhrten Cofaktoren umzusetzen, scheiterten. Daraus liel3
sich schlie3en, dal3 ein weiterer Faktor fur die Reaktion nétig ist. Da eine Vielzahl
von niedermolekularen Verbindungen getestet wurde, die keinen Einflu3 auf die
Reaktion hatten, mufdte es sich bei dem fehlenden Faktor wahrscheinlich um eine
hoéhermolekulare Verbindung oder um ein weiteres Protein handeln.

Es war auch denkbar, da3 das Protein bei der Reinigung seine Aktivitat verlor.
Deshalb wurden Rekonstitutionsversuche durchgefihrt, die im n&chsten Kapitel

naher erlautert werden.

3.1.3.1. Rekonstitution von IspH Protein

Nach der Reinigung aus rekombinanten Rohextrakt ist das IspH Protein nicht mehr
aktiv (vgl. Kapitel 3.1.3). Um zu dberprifen, ob das Protein seine katalytische

Aktivitat im an das Saulenmaterial gebundenen Zustand noch besald und diese erst
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durch die Elution verlor, wurde eine Reinigung im sogenannten Batch-Verfahren
durchgefuhrt.

Dazu wurde Rohextrakt und Saulenmaterial in einem 1.5 ml Plastikgefald geschuttelt
und einige Zeit gewartet, bis sich das Saulenmaterial abgesetzt hatte. Danach wurde
mehrmals (bis zu 8 mal) mit jeweils 1 ml Puffer (vgl. Kapitel 2.3.15) gewaschen und
die Uberstande, die nicht gebundenes IspH Protein und andere Proteine enthielten,
abpipettiert und mittels SDS-Gelelektrophorese untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dal3 bei Verwendung von 100 mM NaCl anstelle von 200 mM NaCl mehr
IspH Protein auf der Amylose gebunden war und bei den Waschvorgédngen weniger
IspH Protein eluiert wurde.

Pro Enzymansatz wurde ca. 100 pl des mit dem IspH Protein gebundenen
Saulenmaterial verwendet. Unter den oben aufgefiihrten Bedingungen (vgl. Kapitel
3.1.2.5) war noch Aktivitat vorhanden, wenn das Amylose-Material nur ein- bis
zweimal gewaschen wurde. Je 6fter der Waschvorgang jedoch wiederholt wurde, um
so mehr ging die Aktivitat verloren. Das konnte bedeuten, dal3 bei den
Waschvorgangen ein fur die Reaktion wichtiges Protein oder Stabilisierungsfaktor
eluiert wurde und somit die Aktivitat des IspH Proteins verloren ging. Deshalb wurde
der Durchlauf des ersten Waschvorgangs mit dem mehrmals gewaschenen Amylose-
Material vereinigt. Aber auch in diesem Fall wurde keine Aktivitat mehr erhalten.
Dieses Ergebnis bedeutet nicht zwangslaufig, dal3 kein weiterer hochmolekularer
Faktor fur die IspH Reaktion gebraucht wird. Es sind viele Beispiele beschrieben, bei

denen sich einmal getrennte Proteine nicht mehr vereinigen bzw. aktivieren lassen.

Um zu untersuchen, ob fir die IspH-Reaktion noch ein weiterer hochmolekularer
Faktor bendtigt wird, wurde zum gereinigten IspH Protein Rohextrakt aus E. coli XL1-
Wildtyp Zellen gegeben. Als Kontrollversuch wurde die gleiche Menge an XL1-
Wildtyp-Rohextrakt mit Substrat und den bekannten Cofaktoren, aber ohne Protein
umgesetzt. Wie aus Abbildung 15 ersichtlich ist, wurde 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl-4-diphosphat bereits von E. coli Wildtyp Rohextrakt zu PP/ DMAPP
umgesetzt. Die relative Aktivitat konnte jedoch um den Faktor 4.5 erhoht werden,
wenn das IspH Protein zu einer konstanten Menge an E. coli XL1-Rohextrakt
zutitriert wurde. In Abbildung 15 ist zum einen die Zunahme von IPP/DMAPP (-), die

zuerst linear verlauft und dann in eine Sattigung Ubergeht, und zum anderen die
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Abnahme von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat () in Abhangigkeit

steigender Mengen an IspH Protein graphisch dargestellt.

pmol/min

40
ug IspH

Abbildung 15: Titrationsexperiment von Rohextrakt aus E. coli XL1-Wildtyp Zellen mit
gereinigtem IspH Protein. -: Zunahme von I[PP/DMAPP. a:
Abnahme von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat in Ab-
hangigkeit steigender Mengen an IspH Protein

Die Rekonstitutionsversuche wurden sowohl mit dialysierten Rohextrakten als auch
mit nicht dialysierten Rohextrakten durchgefiihrt, wobei kein Unterschied festgestellt
wurde. Daraus lalt sich schlieen, dal3 fir die vom IspH Protein katalysierte
Reaktion offensichtlich kein weiterer Cofaktor sondern ein weiteres Enzym bendtigt
wird. Dieses kdnnte entweder als Regulator oder zur Regeneration des IspH Proteins

naotig sein.

Wie in Kapitel 3.1.2.8 beschrieben, konnte auch mit Rohchromoplasten die Reaktion
von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat zu IPP / DMAPP verfolgt werden
(vgl. Kapitel 2.3.12). Wurde ahnlich wie bei den Versuchen mit E. coli Wildtyp
zusatzlich zu den Rohchromoplasten noch gereinigtes IspH Protein zugegeben, so
erhohte sich auch hier die urspringliche Aktivitdt um den Faktor 4.

In Abbildung 16 ist in Zeile B ein Ausschnitt aus dem HPLC-Chromatogramm der
Umsetzung von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat mit Rohchromo-

plasten dargestellt. In Zeile A sieht man die Umsatzerhdhung durch Zugabe von



Protein. In Zeile C ist dargestellt, da3 das Protein ohne Zusatz von E. coli oder

Rohchromoplasten aus Capsicum annuum inaktiv ist.

Abbildung 16: Zeile A zeigt die Umsetzung von Chromoplasten mit IspH Protein,
Zeile B zeigt die Umsetzung von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-
diphosphat zu IPP / DMAPP mit Rohchromoplasten aus C. annuum,
Zeile C zeigt die Umsetzung mit IspH Protein allein

3.1.3.2. NMR-Umsetzung von ®C-markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-
2(E)-butenyl-4-diphosphat zu '3C-markiertem IPP/ DMAPP
mit Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIytB Zellen

Durch einen Up-Scale der Umsetzung von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-
diphosphat zu IPP / DMAPP mit Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIytB Zellen wurde
versucht, die Stoffmenge des eingesetzten Substrats soweit zu erhdhen, dal3 die
gebildeten Produkte mittels NMR detektiert werden konnten. An unserem Lehrstuhl
war die in vivo Herstellung von **C-markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-

diphosphat in einem rekombinanten E. coli Stamm, der die Proteine XylB und IspC-G
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tiberexprimiert, etabliert (Hecht et al., 2001b). Somit standen sowohl [U-3Cs]-, [2,2"
18c,]- als auch [1,3,4-13C3]1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat  in
ungereinigter Form aus E. coli zur Verfigung. Der Reaktionsansatz wurde nach der
Inkubation mit einem starken Kationenaustauscher (DOWEX WX8, Na‘-Form)
behandelt, um Metallionen abzutrennen, die bei der NMR-Messung zu einer
Linienverbreiterung fuhren wirden (vgl. Kapitel 2.3.11).

Danach wurde der Ansatz lyophilisiert und in einem Gemisch aus D,O/MeQOD (3 : 7)
aufgenommen und die unléslichen Proteine abgetrennt. Die NMR-Messung erfolgte
am ungereinigten Rohextrakt.

Die Auswertung der **C-NMR Signale zeigte, da sowohl *C-markiertes IPP als
auch DMAPP entstanden waren. Dies wurde durch Vergleich der chemischen
Verschiebungen von IPP und DMAPP, die als Referenzmaterial vorlagen, bestéatigt.
Durch Integration der *C-NMR-Signale war eine Abschatzung der Umsatzrate
moglich. Zu etwa 5 % lag noch nicht umgesetztes Substrat vor. Das Verhéltnis von
IPP zu DMAPP lag bei 6 : 1. Dies stimmt innerhalb der Fehlergrenzen sehr gut mit
den in vitro Daten uberein, bei denen nach der Methode von Satterwhite
(Satterwhite, 1985) eine Quantifizierung von IPP zu DMAPP vorgenommen wurde
(vgl. Kapitel 3.1.2.7). Da DMAPP bei der Biosynthese von héheren Terpenen
lediglich als Startereinheit dient und die Kettenverlangerung durch IPP-Einheiten
entsteht, erscheint dieser Wert durchaus sinnvoll.

In Abbildung 17 sind die Signale von [U-**Cs]IPP zu sehen, welche aus [U-'*Cs]1-
Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat durch Inkubation mit Rohextrakt aus
E. coli XL1-pMALIytB Zellen entstanden sind. Die Signale des Substrats [U-*Cs]1-
Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat sind nahezu verschwunden. C-3 von [U-
13C:]IPP zeigte bei 145.3 ppm ein dupliziertes Triplett, das **C-Kopplungen zu C-2,
C-5 und C-4 tragt. Nach der Inkubation sieht man fiir C-4 von [U-"*Cs]IPP ein Signal
mit der chemischen Verschiebung von 111.2 ppm, welches vor der Inkubation noch
nicht vorhanden war (vgl. Tabelle 12).

Die chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten fiir [U-*3Cs]IPP sind in

Tabelle 12 zusammengefal3t.
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Tabelle 12: Chemische Verschiebungen und Kopplungskonstanten von [U-'*Cs]IPP
nach der Inkubation von **C-markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl-4-diphosphat mit Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIytB Zellen

Position 13C-NMR chem. Kopplungskonstante [ Kopplungskonstante
Verschiebung (d, ppm) Jec (Hz) Jpc (H2)
1 64.1 (d) 41.3 n.b.
2 37.8 () 40, 40 n.b.
3 145.3 (dt) 71.4,41.1,415
4 111.2 (d) 70.7
5 21.6 (d) 41.5
5
){)\ i I
—P—0—P—0°
Z 3 9 llje 0 Teo
3 o @)
4 4

T T — — T T T T T T T T T
ppm 143.0 142.5 111.0 64.0 38.0 21.5

Abbildung 17: Ausschnitt aus dem **C-NMR Spektrum von [U-*Cs]IPP nach
Inkubation von [U-'*Cs]1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat
mit Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIytB Zellen

Ein weiterer Beleg fiir die Bildung von IPP wurde mit Hilfe von [2,2-'3C,]1-Hydroxy-2-
methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat und [1,3,4-'*Cs]1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-
diphosphat als Substrat erbracht. Das enzymatisch entstandene IPP zeigte das
erwartete charakteristische Markierungsmuster. Im Fall von [2,2'-*3*C;]1-Hydroxy-2-
methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat wurden die beiden Kohlenstoffe 3 und 5 von IPP
markiert und koppelten mit einer Kopplungskonstante von 41.5 Hz. Wurde [1,3,4-
13C5] markiertes Substrat eingesetzt, so fanden sich die **C-angereicherten
Positionen im Endprodukt IPP an Position 1, 2 und 4 (vgl. Tabelle 13, Abbildung 18).
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Abbildung 18: Ausschnitt aus dem *C-NMR-Spektrum von [1,2,4-1*C3]IPP (A) und
[2,2:-3C,]IPP (B) nach Inkubation von [1,3,4-*3C3]1-Hydroxy-2-methyl-

2(E)-butenyl-4-diphosphat

bzw.

[2,2-13C,]1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-

butenyl-4-diphosphat mit Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIytB Zellen

Tabelle 13: Chemische Verschiebungen und Kopplungskonstanten von [1,2,4-
13C3]IPP nach der Umsetzung von [1,3,4-3C3]1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl-4-diphosphat mit Rohextrakt aus E. coli XL1-pMALIytB Zellen

Position “C-NMR chem. Kopplungskonstante | Kopplungskonstante
Verschiebung (d, ppm) Jec (H2) Jpc (Hz)
1 64.1 (d) 41.0,3.7 6.5
2 37.8 (t) 41.1,2.8 8.7
3 145.3
4 111.2 (d) 2.2, 4.1
5 21.6

Damit wurde gezeigt, dal3 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat in vitro von

E. coli Rohextrakt, welcher rekombinantes IspH Protein enthielt, und den Cofaktoren

FAD, NADH und Co*
umgesetzt wurde (vgl. Abbildung 19).

ZU

Isopentenyldiphosphat und Dimethylallyldiphosphat
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Abbildung 19: Die vom IspH Protein katalysierte Reaktion
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3.1.4. Diskussion der Ergebnisse der enzymatischen Reaktionen der
IspG und IspH Proteine

An unserem Lehrstuhl wurden mittels einer Datenbank-Recherche mehrere Gene
entdeckt, die mdglicher Weise fur die Biosynthese von IPP und DMAPP bendtigt
werden (Lattgen et al.,, 2000; Rohdich et al., 2001). Dabei wurden die komplett
sequenzierten Genome der Organismen, die den alternativen Terpenbiosyntheseweg
benutzen, miteinander verglichen. Solche Gene, die in allen Desoxyxyluloseweg
beschriebenen Organismen vorkamen, wurden anschlieBend mit den komplett
sequenzierten Genomen von solchen Organismen verglichen, die den Mevalonatweg
betreiben. Gene, die in allen Organismen auftraten, wurden gestrichen. Als Ergebnis
wurden solche Gene erwartet, die fur den alternativen Terpenbiosyntheseweg
verantwortlich waren. Die entsprechenden Genprodukte waren somit weitere
mogliche Kandidaten fur Enzyme dieses Weges. Auf diesem Weg wurde unter
anderem IspE, IspF, GcpE (spater IspG) und LytB (spater IspH) gefunden (Adam et
al., 2000). AuRerdem war bekannt, dal3 die Gene gcpe und lytb essentiell fur die
Biosynthese von IPP sind (Altincicek et al., 2001a; Altincicek et al., 2001b; Campos
et al., 2001; Cunningham et al., 2000).

Durch in vivo Einbauversuche mit rekombinanten E. coli Stammen, die die Proteine
XylB und IspC-G Uberexprimiert hatten, wurde gezeigt, daf3 1-Desoxy-D-xylulose in
vivo zu 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat umgesetzt wird (Hecht et al.,
2001b). Mit chromosomalen IytB Gen Knock-out Mutanten wurde unabhangig davon
1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat aus E. coli isoliert (Hintz et al., 2001).
Die Verbindung war bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht als Naturstoff bekannt. Aus
Ornithogalum montanum war allerdings das strukturell verwandte 1-O-&-D-Glucosid
von 1,4-Dihydroxy-2-methyl-2(E)-buten isoliert worden (Nicoletti et al., 1992).

Wurde zusatzlich noch das rekombinante Gen lytb eingefuhrt, so konnte die in vivo
Umsetzung von 1-Desoxy-D-xylulose zu Isopentenyldiphosphat und
Dimethylallyldiphosphat beobachtet werden (Rohdich et al.,, 2002). Aus diesen
Ergebnissen konnte gefolgert werden, dald das IspH Protein die Umsetzung von 1-
Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat zu IPP und DMAPP katalysiert.
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3.1.4.1. Darstellung von [2-*C]1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-
diphosphat

Die Verwendung von radioaktiv-markierten Substraten hat den Vorteil, da? man bei
der Detektion sehr empfindlich ist und nur die Verbindungen detektiert, die
tatsachlich aus der radioaktiven Vorstufe gebildet wurden. Uberlagerungen mit
anderen nicht markierten Cofaktoren oder Verbindungen, die sich im Rohextrakt
befinden und die gleiche Retentionszeit wie das Substrat oder Produkt haben, stéren
deshalb bei der HPLC-Analyse nicht.

Es war bekannt, daR **C-markierte 1-Desoxy-D-xylulose von E. coli aufgenommen
(Broers, 1994) und von der D-Xylulokinase phosphoryliert wird (Wungsintaweekul et
al., 2001). DXP wird dann von den Proteinen IspC-G weiter zu 1-Hydroxy-2-methyl-
2(E)-butenyl-4-diphosphat umgesetzt (Hecht et al.,, 2001b; Hecht, 2002). Dieses
Verfahren mufite fir **C-markiertes DX angepafRt werden. Aufgrund der geringen
Stoffmenge traten verschiedene Probleme auf. Bei zu langer Inkubationsdauer wurde
das gebildete 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat durch die Wildtyp-
Aktivitat des IspH Proteins und der Prenyltransferasen sehr schnell in die organische
Phase eingebaut. Bei kirzeren Zeiten war die Ausbeute jedoch sehr gering. Ein
Mittelweg mit einer Inkubationsdauer von 80 min erwies sich am geeignetsten. Dabei
wurde in Kauf genommen, dall zu ca. 30 % auch 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-

cyclodiphosphat vorhanden war. Dies sollte aber bei den Enzymassays nicht stéren.

3.1.4.2. Die enzymatische Reaktion des IspG Proteins

Durch Verwendung von radioaktiv-markierten Vorstufen (Schuhr et al., 2001a)
konnte im Rahmen dieser Arbeit durch lonenpaarchromatographie die in vitro
Umsetzung von **C-markiertem 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu **C-
markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat mit Rohextrakt aus
rekombinanten Zellen von E. coli XL1-pACYCgcpE unter Zugabe von NADH und
zweiwertigen Cobaltionen beobachtet werden. Diese Umsetzung konnte auch mit

isolierten Chromoplasten aus Capsicum annuum verfolgt werden. Ein Strukturbeweis
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der Verbindung durch NMR-Spektroskopie war nicht moglich, da die **C-markierte
Verbindung beim Einengen zerfiel. Ein Beweis, dal’ es sich bei dem HPLC-Peak
aber dennoch um ein echtes Intermediat des Desoxyxyluloseweges handelt, konnte
dadurch erbracht werden, dal3 bei der Umsetzung von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat mit Rohextrakt aus E. coli XL1-pACYCgcpElytB unter optimalen
Bedingungen 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat durch die katalytische
Aktivitdt von IspH komplett weiter zu IPP umgesetzt wurde. Dies konnte durch Co-
Chromatographie mit kauflichem *C-markiertem IPP belegt werden. Unter nicht
optimalen Bedingungen oder sehr kurzen Reaktionszeiten wurde das gebildete 1-
Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat nur teilweise weiter zu IPP bzw.
DMAPP umgesetzt (vgl. Kapitel 3.1.2.3).

In den Gendatenbanken gibt es nur orthologe, keine paralogen Sequenzen zum ispG
Gen aus E. coli. Vergleicht man die IspG Proteine aus verschiedenen Organismen,
so fallt auf, daR drei Cysteine streng konserviert sind (vgl. Abbildung 20). Dieses

Motiv kdnnte eine Metallbindungsstelle sein, z. B. eines Fe-S-Clusters.

Arabidopsis thaliana : KT-- SeESeEeRTL|Enl QEl SAEI REKTSHLP- GVSI

Synechocystis sp. : ez SeeRTLENLEDVLHEVREATKHLT- GLDI [\
Chlamydia trachomatis : deexTL{EsL L AVSQRI RERTQHLPGGLKI /A
Plasmodium falciparum : - GVKI I\

Helicobacter pylori
Campylobacter jejuni
Haemophilus influenzae
Pasteurella multocida
Escherichia coli

Vibrio cholerae
Pseudomanas aeruginosa
Buchnera sp.

Caulobacter crescentus
Mycobacterium tuberculosis
Streptomyces coelicolor
Aquifex aeolicus

Bacillus subtilis
Thermotoga maritima
Treponema pallidum

PR <VAVNGCVV|\m
PINVAVEGIRVNGPG
oA BYENVAKM [SENFFHVQKRLKI Y eeVYiNe| [e=cK
1 Gl HAFVRRWQKEIIFSLKKDI TYAYYeeWiNeZe=cK

Abbildung 20: Eine hochkonservierte Aminosaureregion in IspG Proteinen aus
verschiedenen Organismen. ldentische Aminoséuren sind in grin
dargestellt, ahnliche Aminosauren in gelb. Die konservierten
Cysteine sind in rot dargestellt.

In der Literatur war aus Einbauversuchen mit deuteriummarkierter 1-Desoxy-D-

xylulose (Giner et al., 1998a; Giner et al.,, 1998b) und deuteriummarkiertem 2C-
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Methyl-D-erythritol (Charon et al., 2000) bekannt, dafl3 alle Wasserstoffe des 2C-
Methyl-D-erythritol Grundgeristes erhalten bleiben missen. Aufgrund dieser Daten
kann sowohl ein radikalischer (vgl. Abbildung 21) als auch ein ionischer
Mechanismus (vgl. Abbildung 22) diskutiert werden (Hecht et al., 2001b).

Der radikalische Mechanismus wurde in Anlehnung an die von der Ribonucleotid
Reduktase katalysierten Reaktion formuliert (Licht et al., 1999). Der Wasserstoff aus
Position 1 wird radikalisch abstrahiert. Bei diesem Reaktionsschritt kdnnte das dritte
Cystein involviert sein. Das entfernte Wasserstoffradikal muf3 dann im letzten

Reaktionsschritt wieder tGbertragen werden.
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Abbildung 21: Postulierter radikalischer Mechanismus der vom IspG Protein
katalysierten Reaktion

In Abbildung 22 ist der ionische Mechanismus dargestellt. Dieser Mechanismus
wurde in Anlehnung an die von der Vitamin K Epoxychinon-Reduktase katalysierten
Reaktion formuliert (Silverman und Nandi, 1988). Im ersten Schritt erfolgt eine
Oxidation an der Hydroxylgruppe an Position 1. Das Thiolation greift unter
gleichzeitiger Bildung des Disulfides und eines Enolat-lons nucleophil an der
Pyrophosphatgruppe an. Nach der anschlieBenden b-Eliminierung von Wasser wird
die Aldehydgruppe reduziert. Dabei wird das Proton, das im ersten Schritt entfernt

wurde, wieder Ubertragen.
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Abbildung 22: Postulierter ionischer Mechanismus der vom IspG Protein
katalysierten Reaktion

In beiden Mechanismen wird ein Disulfid gebildet, welches zur Erhaltung der
katalytischen Aktivitat wieder zum entsprechenden Thiol reduziert werden muf3. Der
Mechanismus hierfur ist jedoch nicht bekannt.

Bei der vom IspG Protein katalysierten Reaktion handelt es sich um eine seltene
biochemische Reaktion, da die Reduktion zur Doppelbindung durch Ubertragung von
zwei Elektronen ablaufen muf3. Als Beispiel ist die Biosynthese von Vitamin K zu

nennen (Silverman und Nandi, 1988).

3.1.4.3. Die enzymatische Reaktion des IspH Proteins

Zellextrakte rekombinanter Zellen aus E. coli XL1-pMALIytB waren in der Lage, 1-
Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat zu Isopentenyldiphosphat und Di-
methylallyldiphosphat umzusetzen. Dies konnte im in vitro Assay sowohl mit °H- als
auch mit **C-markiertem Substrat und anschlieBender Analyse durch RP 18
lonenpaarchromatographie gezeigt werden (vgl. Kapitel 3.1.2.3).

Die Prenyltransferasen sind im Rohextrakt sehr aktiv und setzen gebildetes IPP und
DMAPP sofort zu héheren Terpenen um. Dadurch konnte anfangs nur beobachtet
werden, dald das eingesetzte Substrat unter bestimmten Bedingungen verschwindet,

aber nicht in dem gleichen Ausmald Produkt entsteht. Durch Zugabe von Pamidronat,
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von dem bekannt ist, da3 es Farnesyltransferasen hemmt (Dunford et al., 2001),
konnte IPP und DMAPP angestaut werden. Dadurch war es moglich, die Aktivitaten
der Enzymumsetzungen zu bestimmen.

Durch Versuche mit dialysierten Rohextrakten aus E. coli XL1-pMALIytB, die zu dem
Ergebnis kamen, dal3 durch Zugabe von NADH, FAD und einem zweiwertigen
Metallion (vorzugsweise Co?*) die Reaktion mit einer spezifischen Aktivitat von
4 nmol min'mg™ ablauft (vgl. Kapitel 3.1.2.5 und 3.1.2.6), scheint kein weiterer
niedermolekularer Faktor zu fehlen. Wurde FMN anstelle von FAD bzw. NADPH
anstelle von NADH eingesetzt, so waren die Unterschiede in den Aktivitaten nur
minimal. Im Rohextrakt sind diese Cofaktoren jedoch ineinander umwandelbar, so
dal3 eigentlich nur mit gereinigtem Protein definitive Aussagen zu den exakten

Konzentrationen der Cofaktoren gemacht werden kénnen.

Gereinigtes Protein war jedoch nicht in der Lage, allein die Reaktion zu katalysieren.
Dies kann verschiedene Grinde haben. Zum einen war es maoglich, dal3 das
gereinigte Protein nicht stabil war und bei der Proteinreinigung denaturiert wurde.
Zum anderen war nicht auszuschlie3en, ob ein weiterer sich im Rohextrakt
befindlicher Faktor durch die Reinigungsprozedur verloren ging.

Sollten fur die vom IspH Protein katalysierte Reaktion zusatzlich noch andere
Proteine eine Rolle spielen, dann sollten diese beim Genomvergleich auftreten (vgl.
Kapitel 3.1.4). Dies war jedoch nicht der Fall. Deshalb kénnte es sich bei den
fehlenden Enzymen um unspezifische Proteine handeln, deren Funktion je nach

Organismus von unterschiedlichen Enzymen wahrgenommen werden kann.

Um zu untersuchen, ob ein weiterer hochmolekularer Faktor fehlt, wurde der
Rohextrakt von XL1-Wildtyp Zellen zum Protein gegeben. Im Wildtyp sind alle
essentiellen Enzyme vorhanden, wenn auch nur in kleinen Mengen. Deshalb wurde
die Proteinkonzentration mit ca. 25 mg/ ml sehr hoch gewahlt. Unter diesen
Bedingungen konnten bereits kleine Umsatze von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-
4-diphosphat zu IPP und DMAPP erzielt werden. Diese geringe Aktivitdt konnte
jedoch durch Zugabe von IspH Protein um den Faktor 4 erhéht werden. Wie in
Abbildung 15 schematisch dargestellt ist, verlauft die Steigerungsrate zuerst linear
und lauft dann in eine Sattigungsphase ulber. Dieser Verlauf ist leicht damit zu

erklaren, dald zunachst beide Komponenten in ausreichender Menge vorhanden sind
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und damit der Aktivitdtsanstieg kontinuierlich verlauft. Ab einer bestimmten
Proteinmenge wird einer der beiden Faktoren limitierend. Entweder ist das
rekonstituierbare Protein verbraucht oder der sich im Wildtyp-Rohextrakt befindliche
unbekannte Faktor wird limitierend. Aus &hnlichen Versuchen ist jedoch bekannt,
dal3 mit einer geringeren Wildtyp-Proteinkonzentration auch der Aktivierungsfaktor
sinkt. Somit schien der Faktor aus dem Rohextrakt limitierend zu sein.

Diese Ergebnisse lassen sich auch mit den Daten aus dem Batch-
Reinigungsverfahren in Einklang bringen, bei dem gezeigt wurde, dal3 das IspH
Maltosebindeprotein im gebunden Zustand auf dem Amylose-S&ulenmaterial noch
aktiv war, solange man nicht oder nur wenig wascht. Nach mehrmaligen Waschen
ging die Aktivitat jedoch verloren (vgl. Kapitel 3.1.3.1).

Ahnlich wie der Wildtyp-Rohextrakt konnten auch isolierte Chromoplasten aus
Capsicum annuum das IspH Protein aktivieren (vgl. Abbildung 16).

Bereits friher wurde gezeigt, dal3 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat in die
Carotinvorstufe Phytoen eingebaut wird (Fellermeier et al.,, 2001). In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dal3 IPP, die Vorstufe von Phytoen, von
Chromoplasten aus Capsicum annuum aus 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-
diphosphat gebildet wird.

All diese Griinde sprechen dafur, daf3 fir die vom IspH Protein katalysierte Reaktion
wahrscheinlich ein Protein oder eventuell auch mehrere Proteine nétig sind. Ein
eindeutiger Beweis fir diese Hypothese war aber im Rahmen dieser Arbeit nicht

moglich.

Die enzymatische Umsetzung von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat zu
IPP / DMAPP konnte durch Zugabe von '*C-markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl-4-diphosphat und rekombinanten Rohextrakten aus E. coli XL1-pMALIytB im
NMR verfolgt werden. Die Entstehung von Isopentenyldiphosphat konnte eindeutig
durch Vergleich mit den chemischen Verschiebungen von kauflichem IPP bewiesen
werden. Aul3erdem stimmten die Kopplungskonstanten und Kopplungsmuster des
entstandenen [U-'3Cs], [3,5-°C,] bzw. [1,2,4-*C3]IPP mit publizierten Daten tiberein
(Rohdich et al., 2002). Durch Integration der Methylgruppen von IPP und DMAPP
konnte auf das Verhaltnis dieser beiden Verbindungen geschlossen werden. Dabei
ergab sich ein Wert von ca. 6 : 1, der auch im in vitro Assay nach der Methode von

Satterwhite erhalten (Satterwhite, 1985) wurde. Dieser Wert erscheint durchaus
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sinnvoll, wenn man bedenkt, dal3 hohere Terpene ausgehend von DMAPP durch
schrittweise Verlangerung mit IPP gebildet werden.

Um von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat zu IPP und DMAPP zu
kommen, mufd formal reduktiv Wasser eliminiert werden. Dabei ist ein ionischer
Mechanismus denkbar, der darauf beruht, dal3 zuerst eine Protonierung der OH-
Gruppe in Position 1 und eine Wassereliminierung erfolgt. Das daraus resultierende
Carbokation ist durch die Doppelbindung resonanzstabilisiert. Durch Reduktion mit
beispielsweise NADH entsteht IPP und DMAPP (vgl. Abbildung 23). Dieser
Mechanismus a3t sich gut mit den Daten aus den in vitro Assays in Einklang
bringen, da ein Reduktionsmittel wie NADH oder NADPH fir die in vitro Reaktion von
1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat zu IPP und DMAPP nétig ist.
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Abbildung 23: Postulierter ionischer Mechanismus der IspH-Reaktion fir die Bildung
von IPP und DMAPP aus 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-di-
phosphat

Weiterhin ist auch ein radikalischer Mechanismus der Reaktion nicht auszuschliefRen.
In der Literatur sind nur sehr wenige Reaktionen bekannt, die Cobaltionen als

Cofaktor bendtigen. Es gibt fir einige in vitro Umsetzungen Beispiele, bei denen das
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Enzym durch Zugabe von Co?* rekonstituiert werden kann (Bender et al., 1989; Itoh
et al., 1994; Yamashiro et al., 1997; Lieder et al.,, 1998). Es gibt jedoch keine
Beispiele fir Reaktionen, die ausschlie3lich von Cobaltionen abhéngig sind (Walker
et al., 1998).

Erwédhnenswert ist weiterhin, dal3 das IspH Protein drei absolut konservierte
Cysteinreste besitzt, die ein Teil eines Eisen-Schwefel-Cluster Motivs sein kdnnen,
das eine Rolle bei der Ubertragung von Elektronen spielen konnte (vgl.
Abbildung 24).
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Abbildung 24: Alignment von IspH Proteinen aus verschiedenen Organismen.
Identische Aminosauren sind schwarz unterlegt, konservierte Cysteine
sind mit * markiert. A: Cyanobakterium (Synechocystis sp.), B:
Pflanzen (Adonis aestivales), C: Chlamydien (Chlamydophila
pneumoiae), D: Proteobakterium (Escherichia coli), E: Protozoen
(Plasmodium falciparum), F: Deinococcus (Deinococcus radiodurans),
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G: Firmicutes (Bacillus subtilis), H: Aquifales (Aquifex aeolicus), I:
Spirochaetales (Treponema pallidum), J: Thermotogales (Thermotoga
maritima).

Die katalytische Rate des IspH Proteins (durch Aktivierung mit Rohextrakt) betragt
4.8 nmol mg™* min™. Andere Enzymen des Desoxyxyluloseweges haben spezifische
Aktivitaten im Bereich von 10 bis 500 pmol mg™* min™ (Rohdich et al., 2001). Die
scheinbar niedrige Aktivitat des IspH Proteins spiegelt wider, dal’3 die Bedingungen
fur die Reaktion noch nicht optimal sind.

Es wurde auch versucht, die Enzymassays anaerob durchzufihren. Die Umsatzraten
waren mit den aeroben Assays vergleichbar. An dieser Stelle ist jedoch zu
bemerken, dal3 dadurch, dal3 nur sehr geringe Substratmengen eingesetzt wurden,
bereits Spuren von Sauerstoff gentigen wirden, um die Reaktion, falls sie wirklich
anaerob sein sollte, zu inhibieren. Aul3erdem konnte es sich bei dem IspH Protein

um den ,Flaschenhals” des alternativen Terpenbiosyntheseweges handeln.

Der alternative Terpenbiosyntheseweg ist fur viele pathogene Eubakterien und
Plasmodium spp. die einzige Quelle fir Terpene (Rohdich et al., 2001). Aus diesem
Grund stellen die Enzyme dieses Biosyntheseweges potentielle Targets fur die
Suche nach Inhibitoren dar.

Fosmidomycin  beispielsweise hemmt die 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat
Synthase (Kuzuyama et al., 1998) und heilt Mause, die mit Plasmodium vinckei
infiziert sind (Jomaa et al., 1999). Hierbei wird die Isoprenoidbiosynthese des
Malariaerregers inhibiert, die in den Apicoplasten, plastidahnlichen Zellorganellen,

lokalisiert ist.
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3.2.Aufklarung der Biosynthese von Hyperforin

Hyperforin (vgl. Abbildung 25) ist mit einem Gehalt von bis zu 7 % der
Hauptbestandteil des Johanniskrauts, dem Hypericum perforatum.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war in der Literatur wenig tUber die Biosynthese
von Hyperforin bekannt (Bystrov et al., 1975). Es wurde vermutet, daf} der Phloro-
glucinolring von Hyperforin Uber den Polyketid-Weg synthetisiert wird (Repcak und
Martonfi, 1997).

35

Abbildung 25: Strukturformel von Hyperforin

Aufgrund der Struktur der Seitenketten liegt die Vermutung nahe, dal3 es sich bei
dieser Verbindung um ein Meroterpen handeln kdnnte. Terpene kénnen auf zwel
verschiedenen Wegen synthetisiert werden: nach dem Mevalonatweg und dem
Desoxyxylulosephosphatweg (vgl. Kapitel 1.1).

Beide Wege laufen in Pflanzen nebeneinander ab, jedoch in unterschiedlichen
Zellkompartimenten. Der Desoxyxylulosephosphatweg ist in den Plastiden, der
Mevalonatweg hingegen im Cytoplasma, in dem die Bausteine fiir Phytosterole und

Sesquiterpene synthetisiert werden, lokalisiert (Eisenreich et al., 1998).
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Um die Biosynthese von Hyperforin zu klaren, wurden die beiden Stabilisotopen [1-
13C]Glukose und [U-3Cg]Glukose an Hypericum perforatum verfiittert.

Im Vorfeld des Versuchs wurde unmarkiertes Hyperforin isoliert und durch NMR-
Spektroskopie analysiert (vgl. Kapitel 3.2.1). Damit wurde die natirliche

Anreicherung der C-Atome von Hyperforin erhalten.

3.2.1. Isolierung und Charakterisierung von Hyperforin

Um Hyperforin zu isolieren (vgl. Kapitel 2.3.17) wurde das Pflanzenmaterial mit
flussigen Stickstoff gemorsert, das entstandene Pulver mit Heptan extrahiert und
anschlieBend gegen Methanol ausgeschuttelt (in Anlehnung an Erdelmeier, 1998).
Die in der alkoholischen Phase gelésten Verbindungen wurden tber Kieselgel 60 mit
Hexan : Essigester 9:1 chromatographiert. Die Fraktionen wurden mittels
Dunnschichtchromatographie (Hexan : Ethylacetat 9:1, Ansprihreagenz: Anis-
aldehyd : Schwefelsaure : Essigsaure 1:2:100 (v/v)) analysiert und anschliel3end
vereinigt. Der Ri-Wert von Hyperforin betrug 0.42. Das so erhaltene Hyperforin wurde
mittels 1D und 2D NMR-Spektroskopie, insbesondere durch HMBC, HMQC, COSY
und NOESY Spektren charakterisiert. Die bis dahin bekannten NMR-Daten
(Erdelmeier, 1998; Bilia et al., 2001; Orth et al., 1999b) konnten dahingehend
erweitert werden, daf3 durch die 2D-Experimente eine exakte Zuordnung der oft sehr
ahnlichen chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffe als auch der dazugehdrigen
Wasserstoffe moglich war (vgl. Tabelle 14, Abbildung 25).
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Tabelle 14 : NMR-Daten und NMR-Korrelationen von Hyperforin

Position | chem. Verschiebung (d,ppm) | Kopplungs- NMR-Korrelationen
konstante
Bc H Jun (Hz) HMBC NOESY COSY
1 60 breit
3 122.12 26a, 26b
5 82 breit 14
6 49.10 14
7 42.95 1.60-1.68 (m) 8a, 8b, 14
8 40.82 Ha:1.26-1.33 8a (8b), 8b (8a), 21 | 7, 8a(8h),
Hb:1.76-1.86 8b(8a)
9 208.85 3la, 31b
10 211.78 12,13
11 43.00 1.98-2.05 (m) 12,13
12 21.98 0.99 (d) 6.5 10, 11 13 11
13 21.16 0.94 6.5 10, 11 12 12,13
14 15.30 0.88 (s) 6,7, 15 7,14, 15
15 37.92 1.59 (m) 14, 16a, 16b 16
16 25.42 Ha:1.8-1.9 17,18 15, 16a(16b), 12, 13,
Hb:1.8-1.9 16b(16a) 16a(16b),
16b(16a)
17 126.04 4.92 (m) 16a, 16b, 19, 20 20
18 131.84 16a, 16b, 19, 20
19 18.09° 1.49 (d) 17,18 16a, 16b
20 25.87 1.56 (s) 17, 18 27
21 28.62 Ha:1.93-1.99 (m) 22,23 8a, (21), 8b 21), 7, 21a(21b),
Hb:1.60-1.69 (m) 21a(21b), 21b(21a) | 21b(21a)
22 123.77 4.90 (m) 21a, 21b, 24, 25 25
23 134.25 21a, 21b, 24, 25
24 18.15 1.48 (d) 28, 22 25
25 25.97 1.59 (s) 22,28
26 22.50 Ha:3.05 (d,d) 71,148 28, 27 26a(26b), 26b(26a) | 26a(26b),
Hb:2.99 (d,d) 7.1,14.8 26b(26a)
27 122.53 5.00 (m) 264a, 26b, 29, 30 26
28 133.60 264, 26b, 29, 30
29 26.05 1.55 (s) 27
30 17.84 1.61 (s) 27
31 30.69 Ha: 2.32 (d,d) 71,148 9,32,33 3la (31b), 31b 31a(31b),
Hb :2.41 (d,d) 6.7, 14.9 (31a) 31b(31a), 32
32 120.86 4.87 (m) 3la, 31b, 34, 35 31
33 134.71 3la, 31b, 34, 35
34 18.25 1.59 (s) 32,33 35
35 26.15 1.53 (s) 32,33
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3.2.1.1. Derivatisierung von Hyperforin mit Acetylchlorid

Einige Kohlenstoffsignale (Positionen 1, 2, 4, 5, und 8) waren aufgrund der Keto-
Enol-Tautomerie im aromatischen Ring verbreitert (vgl. Abbildung 25). Um dies zu
unterbinden, war es notig, durch eine gezielte Derivatisierung von Hyperforin die
Keto-Enol-Tautomerie aufzuheben. In der Literatur war bereits bekannt, daf
Hyperforin mit 3,5-Dinitrobenzoylchlorid verestert werden kann. Diese Verbindung
wurde von Bystrov et al. zur Bestimmung der relativen Stereochemie von Hyperforin
hergestellt (Bystrov et al., 1983).

Nach einigen Vorversuchen mit verschiedenen S&urechloriden, erwies sich die
Acetylierung mit Acetylchlorid in Triethylamin am besten geeignet, da nur zwei
weitere Kohlenstoffe eingefligt werden und es dabei zu keiner Signaltberlappung mit
den bereits vorhandenen Kohlenstoffen kommt. Das dabei entstandene Acetyl-
Hyperforin wurde NMR-spektroskopisch untersucht. Dabei wurden sowohl 1D als
auch 2D NMR-Experimente (HMBC, HMQC, COSY und NOESY) durchgefihrt (vgl.
Abbildung 26, Abbildung 27, Abbildung 28, Tabelle 15).

In Abbildung 26 ist ein Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von Acetyl-Hyperforin
zu sehen. Bei diesem Experiment werden Kohlenstoff-Wasserstoff-Korrelationen
uber mehrere Bindungen gemessen. Dadurch konnte zugeordnet werden, welche
Signale zu einer Seitenkette gehtren. So zeigen z.B. alle olefinischen
Kohlenstoffatome long-range CH-Korrelationen mit den 'H-Signalen der
Methylgruppen sowie mit den *H-Signalen der benachbarten Methylengruppen einer

Seitenkette.
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Abbildung 26: Ausschnitt aus dem HMBC von 2-Acetyl-Hyperforin

Im NOESY-Spektrum, bei dem Wasserstoff-Wasserstoff-Korrelationen tber den
Raum bestimmt werden koénnen, korreliert jeweils die E-standige Methylgruppe der

Seitenketten mit dem Wasserstoff der CH-Gruppe (vgl. Abbildung 27).
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Abbildung 27: Ausschnitt aus dem NOESY von 2-Acetyl-Hyperforin
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Dadurch konnten alle Kohlenstoffe und Wasserstoffe einer Seitenkette zugeordnet
werden. Unter Berlcksichtigung der Korrelationen zum Bizyklus konnten letzten
Endes die Kohlenstoffe zugeordnet werden, die die Seitenketten tragen und
schlie3lich die Struktur von Acetyl-Hyperforin bestimmt werden. Interessanter Weise
wurde ausschlief3lich Position 2 acetyliert, was dadurch belegt werden konnte, daf3

C-2 mit H-8, H-26 und H-31 korrelierte, wohingegen C-4 nur mit H-26 korrelierte.

Abbildung 28: Strukturformel von 2-Acetyl-Hyperforin

Somit wurde die Struktur der bis dahin noch nicht bekannten Verbindung 2-Acetyl-
Hyperforin gelost. Die Kohlenstoffe 1, 2, 4, 5 und 8 gaben nun scharfe Signale.
Dadurch konnte mit dieser Verbindung, die sich in einem Schritt aus Hyperforin
synthetisieren laRt, die Analysen zur Biosynthese von Hyperforin durchgefihrt

werden.
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Tabelle 15: Beobachtete NMR Korrelationen von 2-Acetyl-Hyperforin

Position | HMBC NOESY COosy INADEQUATE
1 8a, 8b, 31a, 31b, 32(w)
2 8a, 8b, 263, 26b, 31a, 31b(w)
3 26a, 26b
4 26a, 26b
5 14, 15b
6 8b, 14, 15b 14
7 8a, 8b, 14 8a, 8b, 21a, 21b
8 21a, 21b, 31a, 31b 8a(8b), 8b(8a), 14(8a), 8a(8b), 8b(8a), 7
31a(8a), 31b(8b)
9 8b, 31a, 31b
10 11,12, 13
11 12,13 12, 13, 26a 12,13 12
12 11, 13 11 11 11
13 11, 12 11 11 11
14 8a, 15a, 15b(w), 16a, 16b, 6
15 14, 16a, 16b 15a(15b), 15b(15a), 14(15b) | 15a(15b), 15b(15a),
16a, 16b
16 14, 16a(16b), 16b(16a), 19 16a(16b), 16b(16a), 17
15a, 15b, 17
17 15a(w), 15b(w), 16a, 16b(w), 19, 20 | 20 16a, 16b, 19, 20 16
18 16a, 16b(w), 19, 20 19
19 17,20 16a(w), 16b(w) 17 18
20 17,19 17 17
21 7, 8a, 8b, 22 21a(21b), 21b(21a) 21a(21b), 21b(21a), 22
7,22
22 21a, 21b, 24, 25 25 21a, 21b, 24, 21
23 2la(w), 21b(w), 24, 25 24
24 22,25 22 23
25 22,24 22
26 27 26a(26b), 26b(26a), 27(26a, | 26a(26b), 26b(26a), 27
26b) 27
27 26a, 26b, 29, 30 26a, 26b, 30 264a, 26b 26
28 26a, 26b, 29, 30 29
29 27,30 28
30 27,29 27
31 8a, 8b, 32 8a(31a), 8b(31b), 31a(31b), | 31a(31b), 31b(31a), 32
31b(31a), 32(31a, 31b), 32
34(31a, 31b)
32 31a, 31b, 34, 35 35, 314, 31b 31a, 31b 31
33 31a, 31b, 34, 35
34 32,35 31a, 31b
35 32,34 32
36 37

37
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Tabelle 16: Beobachtete NMR Daten von 2-Acetyl-Hyperforin

Position ®C chem. Verschiebung | *H chem. Verschiebung Jun (Hz)
(d, ppm) (d, ppm)
1 58.70
2 164.47
3 135.28
4 195.04
5 85.80
6 51.08
7 42.82 1.82 (m)
8 39.42 Ha: 1.40 (m),
Hb: 2.02 (m)
9 207.60
10 210.03
11 44.08 1.89 (m)
12 20.75 1.04 (d) 6.5
13 21.61 0.95 (d) 6.6
14 14.64 0.96 (s)
15 37.67 Ha: 1.50(m),
Hb: 1.70 (m)
16 25.66 Ha: 1.99 (m),
Hb: 1.81 (m)
17 125.67 4.96 (m)
18 132.08
19 17.95 1.58 (s)
20 25.86 1.61-1.66
21 28.17 Ha: 2.05 (m) 7.2,14.9
Hb: 1.74 (m)
22 12357 4.99 (m)
23 133.85
24 18.02 1.66 (s)
25 25.89 1.61-1.66
26 24.72 Ha: 2.97 (d,d) 7.3,14.7
Hb: 2.86 (d,d)
27 121.04 5.00 (m)
28 134.81
29 17.74 1.64 (s)
30 25.92 1.61-1.66
31 30.98 Ha: 2.75 (d,d) 6.4, 15.0
Hb: 2.35 (d,d)
32 120.39 5.00 (m)
33 135.11
34 18.28 171 (s)
35 26.08 1.61-1.66
36 168.41
37 20.55 2.26 (s)
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3.2.1.2. Stabilitat von Hyperforin

In der Literatur war bekannt, daf} Johanniskrautextrakte und speziell deren
Hauptbestandteil Hyperforin instabil sind (Maisenbacher et al.; 1992, Berghofer et al,
1986). Dies ist jedoch insofern fraglich, da handelsibliche, industriell hergestellte
Extrakte bei ihrer Herstellung mehrfach thermischer Belastung und oxidativen
Einflussen ausgesetzt sind (Melzer et al., 1998) und ihre Wirksamkeit und somit der
Gehalt an Hyperforin erhalten bleibt.

Es konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit gezeigt werden, dal3 Hyperforin hingegen
anderen Meinungen (Orth et al., 1999a) in Methanol sehr stabil ist. Wurde die
Verbindung in Methylenchlorid an der Luft bei Raumtemperatur stehengelassen, so
konnten mittels NMR-Spektroskopie mehrere Zersetzungsprodukte gefunden
werden, die im einzelnen jedoch nicht zuzuordnen waren. Der Gehalt an Hyperforin
nahm innerhalb eines Tages schnell ab. Fuhrte man parallel dazu den Versuch in
Methanol durch, so war die Verbindung erstaunlicher Weise einige Tage stabil, ohne
das ein Verlust an Hyperforin NMR spektroskopisch beobachtbar war. Orthoforin,
welches nach (Orth et al.,, 1999a) unter diesen Bedingungen als Hauptprodukt
entstehen soll, konnte nicht gefunden werden. Somit scheint Methanol im Gegensatz

zu anderen Losungsmitteln einen stabilisierenden Effekt zu haben.

Abbildung 29: Strukturformel von Orthoforin
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3.2.2. Einbauversuche mit [U-*C¢]-Glukose und [1-**C]-Glukose an

Hypericum perforatum

3.2.2.1. Durchfuhrung der Einbauversuche

Fir die Einbauversuche wurden im Frihsommer (Ende Mai) je 30 Stengel Hypericum
perforatum abgeschnitten und sofort mit einer Lésung von 1 % (w/w) [1-*C]Glukose
(99 % **C-Anreicherung) bzw. mit einer 0.05% (w/w) [U-*Cg]Glukoseldsung
(99% Anreicherung, 0.95 % (w/w) unmarkierte Glukose) inkubiert. Da in dieser
Vegetationsperiode die Biosynthese von Hyperforin vermehrt stattfindet, wurden die
Pflanzen so ausgewabhilt, dal3 bereits Knospen ausgebildet waren (Maisenbacher und
Kovar, 1992; Melzer et al., 1998). Das Johanniskraut wurde im Dunkeln bei 20 °C
inkubiert. Dadurch sollte gewahrleistet sein, dalR moglichst wenig Glukose in den
Stoffwechsel der Photosynthese abflie3t. Damit wahrend der Versuchsdauer
moglichst viel der markierten Nahrlosung aufgenommen wurde, wurden die
Stielenden mit einer Rasierklinge taglich um wenige Millimeter verkirzt. Nach ca. 14
Tagen war die Wasseraufnahme nur noch minimal und die Pflanzen wurden
aufgearbeitet (vgl. Kapitel 2.3.17. und 2.3.18).

Das isolierte Hyperforin wurde NMR-spektroskopisch untersucht und anschlie3end in
sein 2-Acetyl-Derivat Uberfuhrt. Dadurch konnten die Kohlenstoffe aus dem Bizyklus,
die vorher breite Signale ergaben und nicht auswertbar waren, analysiert werden.
AulRerdem war durch die Einfihrung der Acetylgruppe eine Referenzierung auf diese
beiden Kohlenstoffe mit natiirlichen *C-Gehalt moglich, wodurch die absoluten
Anreicherungen der markierten Verbindungen bestimmt werden konnten (vgl. Kapitel
2.3.2.2).

3.2.2.2. Ergebnisse des Einbauversuchs mit [U-*Cg]-Glukose

Nach der NMR-spektroskopischen Auswertung der isolierten Verbindung konnte die
Isotopomerzusammensetzung von Hyperforin bzw. 2-Acetyl-Hyperforin analysiert

werden.
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In Abbildung 30 sieht man, dal3 C-2 sowohl mit C-3 (Kopplungskonstante 79 Hz) als
auch mit C-1 (Kopplungskonstante 47.6 Hz) koppelt. Ebenso koppelt C-4 mit C-3 und
C-5. Die Kopplunskonstanten sind jeweils unterschiedlich grof3 (vgl. Abbildung 30
und Tabelle 17). Bei C-9 hingegen sieht man nur ein Dublett (Kopplungskonstante
37.0 Hz). Dieses ist jedoch doppelt so hoch wie die Satelliten der anderen
Kohlenstoffe des Sechsrings. Das bedeutet, das in diesem Fall die
Kopplungskonstanten der Isotopomere [5,9-*C,]- und [9,1-3C,] gleich groR sind und
damit zusammenfallen (vgl. Abbildung 30).

Fur die Kohlenstoffe 1-5 und 9 lassen sich zusammenfassend die Isotopomere [1,2-

B3¢y, [2,3-1C4l, [3,4-C4], [4,5-13C], [5,9-1°C,] und [9,1-13C;] ableiten.

C-2 C-4 C-9

TS S N
MJM L M
g)

T T T I' T T I T T T T l
ppm 164 5 164 2 195.3 195.0 208.0 207.5

Abbildung 30: *C-NMR Signale und die dazugehérenden Kopplungsbaume der
Kohlenstoffe C-2, C-4, C-9 aus 2-Acetyl-Hyperforin nach Einbau von
[U-13C¢] Glukose

Fur die Seitenketten (C-21-25, C-31-35, C-26-30) ergibt sich folgendes
Kopplungsmuster: es koppelt jeweils die Z-stdndige Methylgruppe mit dem quartaren
Kohlenstoff, sowie die CH-Gruppe der Doppelbindung mit der Methylengruppe.
AuRerdem sind Isotopomere vorhanden, deren Signale zusatzlich long-range
Kopplungen von C-16, C-17, C-21, C-22, C-26, C-27, C-31 und C-32 zu den E-
standigen Methylgruppen zeigen (30, 35, 25) (vgl. Abbildung 31, gekennzeichnet mit
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*). Damit ergibt sich die die Anwesenheit der Isotopomere [26,27,29-'3C], [21,22,25-
13C4] und [31,32,35-13C3].

c-27 C-26
C-26 C-27
C-30 C-30
_,[F
. +
C-26 C-27
I I I T I T I T I
ppm 121.0 120.8 24.8 24.6

Abbildung 31: Ausschnitt der *C-NMR-Spektren von 2-Acetyl-Hyperforin. Gezeigt
sind die Signale und die dazugehdrenden Kopplungsbaume der
Kohlenstoffe 26 und 27. +: Verunreinigung.

Die Positionen 20, 25, 30 und 35 weisen ferner eine *C-Anreicherung (vgl.
Abbildung 33, gekennzeichnet mit [).

Die Cio-Einheit von Hyperforin, bestehend aus C-6-8 und C-14-20 zeigt vier **C,
Isotopomere, sowie ein *C; Isotopomer ([16, 17, 20-*C3)]). In der Acylseitenkette

gibt es Isotopomere mit einem Zweierblock ([10, 12-3C,]).

In Abbildung 32 ist ein Ausschnitt aus dem INADEQUATE abgebildet. Auch hier ist
eine weiterer Beleg fiir die Anwesenheit von **C**C-Kopplungen tiber eine Bindung
dargestellt (z.B. korreliert C-26 mit C-27).
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Damit ergibt sich das in Abbildung 33 dargestellte Markierungsmuster, wobei

insgesamt 21 verschiedene Isotopomere erkennbar sind. Die abgebildeten Zahlen,

deren Berechnung in Kapitel 2.3.2.3 erklart ist, entsprechen mol %.

//
@ 7/
C-27 C-26
C-19
AR -~ e o e e e e e 0
G C-32 C-31 C-16
N s s s o
c-33 _-_-_---_-----_-_-_---_Q ............................................ C-34
c-27 C-21
//
7/
/.
T T T ‘i T T T T I T l // T T | T T T T ‘ T T T T T T
ppm 130 125 120 30 25 20

Abbildung 32: Ausschnitt aus dem INADEQUATE von 2-Acetyl-Hyperforin

012 @

017 @ @ox

Abbildung 33: Beobachtetes Markierungsmuster von 2-Acetyl-Hyperforin nach
Einbau von [U-*Cg]Glukose. Zweifach markierte Isotopomere, die
markierte Kohlenstoffe eines Molekulls miteinander verbinden, sind
mit durchgezogenen dicken Linien gekennzeichnet; dreifach
markierte Isotopomere sind mit Pfeilen dargestellt; 3C-
Anreicherungen an einzelnen Positionen mit schwarzen Kreisen.
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In Tabelle 17 sind alle Kopplungskonstanten, Kopplungspartner, absoluten

Anreicherungen und % Isotopomer tabellarisch zusammengefalit.

Bei der Berechnung der durchschnittlichen **C-Anreicherung uiber alle Kohlenstoffe
von Hyperforin und 2-Acetyl-Hyperforin ergibt sich ein Wert von 1.8 £ 0.3 %. Wirde
man davon ausgehen, dald das isolierte Hyperforin ausschliel3lich aus der markierten
Glukose gebildet wurde, muf3te die absolute Anreicherung ungefahr 6 % betragen.
Diesen Wert erhalt man, wenn man berucksichtigt das 5 % der verfutterten Glukose
13C-markiert war und der natiirliche **C-Gehalt 1.1 % betragt. Vergleicht man diesen
hypothetischen Wert mit den beobachteten Wert, so kommt man zu dem Ergebnis,
dalR ungefahr 30 % von Hyperforin wahrend des Einbauexperiments neu gebildet
wurde bzw. 70 % bereits zu Beginn des Einbauversuchs vorhanden waren
(ausgenommen ist die Fixierung von unmarkierten CO, bzw. der Abbau von Lipiden

und Eiweil3en).
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Tabelle 17: Kopplungskonstanten, *C-Anreicherungen und relative Mengen an
mehrfach *C-markierten Isotopomeren in Hyperforin (1) und 2-Acetyl-
Hyperforin (2) nach Einbau mit [U-'C¢]-Glukose und [1-**C]-Glukose

Precursor
[1-7°C]- [U-"Ce]-Glukose
Glukose
%°C %°C % °C™C Jee (H2)
Position 2 2 2 2

1 n.d. 27 | nd. 2.2 n.d. 29.9 (2, 9) 37.0(9), 47.6
(2

2 n.d. 1.3 | nd 1.8 n.d. 14.9 (3), 15.3 (1) 79.0 (3), 47.6
(1)

3 2.4 2.4 1.6 1.9 n.d. 16.9 (2), 16.3 (4) 53.1(4), 79.0
2

4 n.d. 1.3 n.d. 2.0 n.d. 15.7 (2), 15.7 (3) 53.1(3),37.0
©)

5 n.d. 25 | nd. 2.2 n.d. 29.6 (1, 9) 37.0(4,9)

6 nd?® 1.0 n.d.? 1.6 n.d.? 28.1(14) 36.1(14)

7 1.1 11 1.5 1.3 23.3(8) 23.6 (8) 35.0(8)

8 2.8 20 | nd. 1.6 n.d. 28.9 (7) 35.0(7)

9 1.2 1.3 1.8 2.2 31.4(1,9) 31.1(1,9) 37.0(1,5)

10 1.2 1.2 15 15

11 1.0 11 | nd 1.6 n.d. 31.5(12) 34.1(12)

12 2.0 1.9 1.5 1.4 23.7 (11) 22.0 (11) 34.1(11)

13 2.0 2.0 15 1.3

14 2.5 25 1.7 1.7 30.5 (6) 28.2 (6) 36.1 (6)

15 1.2 1.2 1.4 1.4

16 2.2 2.3 1.6 1.7 | 10.1(17),24.9(17,20) 10.4(17),25.2(17,20) (43.3(17),4.2
(20)

17 1.2 1.1 1.8 1.7 | 8.4(16),24.9(16,20) 7.8(16),25.2 (16, 20) |43.3(16),3.5
(20)

18 1.3 1.3 1.8 21 32.1(19) 31.0(19) 42.2 (19)

19 2.9 3.0 1.8 2.3 33.1(18) n.d. 42.2 (18)

20 15 1.3 1.7 1.7

21 2.2 2.3 1.6 1.7 | 11.1(22),24.3(22,25) 10.7 (22), 22.4 (22, 25) | 44.0 (32), 4.2
(25)

22 1.1 1.1 1.8 1.7 | 10.2(21),23.7 (21, 25) 10.7(21), 22.4 (21, 25) | 43.9 (21), 3.8
(25)

23 1.2 1.4 1.8 2.3 33.0 (24) 33.2 (24) 42.2 (24)

24 2.8 27 1.8  nd. 31.4 (23) n.d. 42.2 (23)

25 1.4 1.4 1.7 1.7

26 21 21 1.8 1.8 | 10.2(27), 25.6 (27,30) 10.4(27), 25.2 (27, 30) | 43.4 (27), 4.6
(30)

27 1.1 11 1.9 1.8 | 10.0(26), 24.9 (26,30) 10.4 (26), 25.6 (26, 30) | 43.4 (26), 3.3
(30)

28 1.3 1.3 1.8 2.2 32.2 (30) 33.3(30) 42.2 (29)

29 15 15 1.6 n.d. 42.2 (28)

30 2.8 29 1.8 2.2 32.0 (28) 27.2 (28)

31 2.2 2.0 1.6 1.7 | 10.1(32),27.2(32,35) 8.8(32),24.5(32,35) |44.4(32),33
(39)

32 1.1 1.1 1.8 1.7 | 9.2(31),25.4(31,35) 8.8(31),24.5(31,35) |44.8(31),32
(39)

33 1.4 1.4 2.0 2.3 34.9 (34) 37.4(34) 42.2 (34)

34 2.6 2.6 1.8 1.9 34.8 (33) 32.1(33) 42.2 (33)

35 14 14 1.6 2.1

36 1.2 14

37 1.1 11

#nicht bestimmt wegen Signaliiberlappung mit d* MeOD
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3.2.2.3. Ergebnisse des Einbauversuchs mit [1-**C]-Glukose

Die NMR-Analyse von Hyperforin bzw. 2-Acetyl-Hyperforin ergab, dafl} die
Signalintensitaten einiger Kohlenstoffe die Intensitat der Methylgruppe aus der
Acetylseitenkette (C-37, nachtraglich eingefihrt aus Acetylchlorid mit einer
naturlichen Anreicherung von 1.1 %) ungefahr um den Faktor 2 Ubertreffen (vgl.
Abbildung 34).

b
B
30
20
35 1 16 o6 1237 .
) J M 2419 J
ppm 25|.0 22.0 17.5 ”1|5.0

Abbildung 34: Ausschnitt aus dem **C-Spektrum von 2-Acetyl-Hyperforin. Spur A:
Spektrum mit naturlicher Anreicherung. Spur B: aus dem Experiment
mit [1-*3C]-Glukose

Es sind jeweils die Z-standigen Methylgruppen, sowie die Methylengruppen der
Seitenketten angereichert. AulRerdem sind die beiden Methylgruppen der
Acylseitenketten, sowie C-1, C-3, C-5 und C-8 aus dem Bizyklus und die
Methylgruppe C-14 markiert.

Damit sind insgesamt 15 Kohlenstoffatome von 2-Acetyl-Hyperforin *C angereichert,
wobei der Durchschnittswert 2.4 £ 0.3 % betragt. Die unmarkierten Kohlenstoffe
zeigen hingegen eine *C-Anreicherung von 1.2 +0.1%, was innerhalb der

Fehlergrenzen im Rahmen der nattrlichen Anreicherung liegt (vgl. Abbildung 35).



Abbildung 35: Beobachtetes Markierungsmuster von 2-Acetyl-Hyperforin nach
Einbau von [1-'°C]-Glukose. Kohlenstoff 37 wurde auf 1.1 %
naturliche Anreicherung kalibriert

3.2.3. Diskussion der Ergebnisse des Einbauversuchs mit [U-2Cg]-

Glukose und [1-*C]-Glukose

Es ist bekannt, dalR Pflanzen Glukose uber die Glykolyse und den Pentose-
phosphatzyklus abbauen (Goese et al., 1999; Wang et al., 2001). Aus diesem Grund
kénnen die Markierungsmuster potentieller terpenoider Intermediate, wie z. B. Acetyl-
CoA als Vorstufe des Mevalonatweges oder Pyruvat als Vorstufe des alternativen
Terpenbiosyntheseweges, vorhergesagt werden (Eisenreich und Bacher, 2000).

Ausgehend von [U-*Cg]Glukose entstehen bei der Glykolyse und dem reduktiven

Pentosephosphatzyklus [U-Cg]- und [2,3-13C,]Glyceraldehyd-3-phosphat.
AuRerdem ist Position 1 *3C-angereichert (vgl. Abbildung 36, [1). Analog entsteht aus

[1-1°C]Glukose [3-'3C]Glyceraldehyd-3-phosphat. Im weiteren Verlauf entsteht [U-
13Cs]- und [2,3-1°Cy]Pyruvat aus [U-*Cg]Glucose und [3-*C]Pyruvat aus [1-
13C]Glukose. Durch Decarboxylierung entsteht [U-3C,]Acetyl-CoA aus [U-
13C¢]Glukose bzw. [2-*C]Acetyl-CoA aus [1-*C]Glukose. Aus diesen Vorstufen des
DXP-Weges und Mevalonatweges lassen sich nun die Markierungsmuster von IPP
und DMAPP vorhersagen (vgl. Abbildung 36).
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Abbildung 36: Beobachtetes (A) und erwartetes Markierungsmuster von DMAPP nach
Applikation von [U-3Cg]Glukose und [1-'*C]Glukose nach dem
Mevalonatweg (B) und dem DXP-Weg (C)

Ein Vergleich mit den beobachteten Markierungsmuster zeigt, dal} die DMAPP-
Einheiten in Hyperforin bzw. 2-Acetyl-Hyperforin hauptsachlich (> 95 %) Uber den
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DXP-Weg synthetisiert werden. Die *Cs-markierten Isotopomere lassen sich nicht

mit dem Markierungsmuster aus dem Mevalonatweg vereinbaren (vgl. Abbildung 36).

Bei den zehn Kohlenstoffen C-6-8 und C-14-20 koénnte es sich um eine
Geranyleinheit, bestehend aus DMAPP (C-16-20) und IPP (C-6-8, C-15 und C-14)
handeln. Um dies zu Uberprtfen wurden die Markierungsmuster der entsprechenden

Einheiten in Abbildung 37 gegenubergestellt.

A B G
0.8+0.1 06
0.2+0.1 0.1
02+01@ AN R 02@ Qf/d R R™
0.4+0.1 0.4
2.8+0.3 3.0
2.2+0.1 2.3
1.3+0.1 1.3
k/.\R \ R Rlll
1.3+0.1 s a1

Rl Rll

Abbildung 37: Beobachtetes Markierungsmuster von DMAPP (A) und der
Geranyleinheit, bestehend aus einer DMAPP-Einheit (B) und einer
IPP-Einheit (C) nach Einbau von [1-**C]Glukose (untere Zeile) und
[U-3C¢]Glukose (obere Zeile)

Die Cs-Einheit bestehend aus C-8, C-7, C-6, C-15 und C-14 (Spalte C) ist biologisch
aquivalent mit IPP. Das Markierungsmuster aus dem Einbauversuch mit [1-
13C]Glukose stimmt gut mit dieser Hypothese (iberein. Das Markierungsmuster ist
ahnlich zu den gemittelten Werten der anderen drei Seitenketten von DMAPP, mit
der Ausnahme, daR das Cs-Isotopomer aus dem Versuch mit [U-*Cg]Glukose nicht

vorhanden ist (vgl. Abbildung 37). Dafur ist jedoch der Zweierblock zwischen C-7 und
C-8 groRer. Das Gleiche gilt fir die *3C-Anreicherung von Position 15 (LJ). Der

Dreierblock ist offensichtlich vorhanden, die **C**C long-range Kopplungskonstante
liegt jedoch unterhalb der Detektionsgrenze und ist deshalb nicht sichtbar.
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3.2.3.1. Mechanismus der Biosynthese von Hyperforin

Das Markierungsmuster des Phloroglucinolring deutet darauf hin, dal3 der Ring
ausgehend von Isobutyryl-CoA synthetisiert wird, wobei nach Anlagerung von drei
Einheiten Malonyl-CoA ein lineares Polyketid entsteht, welches im nachsten Schritt
zyklisiert. Das vorhergesagte Markierungsmuster aus [1-*C]Glukose und [U-
13Ce]Glukose wiirde sehr gut mit den beobachteten Daten (ibereinstimmen. Vor allem
konnte das symmetrische Markierungsmuster aus dem Einbauversuch mit [U-
13C¢]Glukose erklart werden, da man durch das zyklische Intermediat eine C2-
Rotationsachse legen kann. Damit konnen die Kopplungsblécke entsprechend
gespiegelt vorliegen.

Ahnlich wie bei der Biosynthese von Humulon (Goese et al., 1999) scheint sich auch
hier die aliphatische Seitenkette der Phloroglucin-Einheit von einer Aminosaure, in
diesem Fall Valin, abzuleiten. Das Markierungsmuster der Startereinheit Isobutyryl-
CoA, dal3 sich aufgrund der Biosynthese ausgehend von zwei Molekilen Pyruvat,
Uber Acetolactat und a-Ketoisovalerat ergibt, stimmte mit dem beobachteten
Ergebnis tberein (vgl. Abbildung 38).

Im Experiment mit [U-2*Cg]Glukose zeigen die beiden diastereotopen Methylgruppen
C-12 und C-13 von Hyperforin unterschiedliche Markierungsmuster. Kohlenstoff 12
mit einer chemischen Verschiebung von 20.75 ppm koppelt mit Kohlenstoff 11
(Kopplungskonstante 34.1 Hz), wohingegen Kohlenstoff 13 mit einer chemischen
Verschiebung von 21.61 ppm ein Singulett ist. Da die Stereospezifitat der
Reduktoisomerase aus der Valinbiosynthese bekannt ist (Crout et al., 1980), mul3 die

13c-gekoppelte Methylgruppe in Hyperforin pro-R sein.
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Abbildung 38: Vorhergesagtes und gefundenes Markierungsmuster der Phloro-
glucinoleinheit ausgehend von [1-*C]Glukose (A) und [U-*C¢]Glukose

(B)
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Die Bildung von Hyperforin aus der nicht substituierten Acylphloroglucinol-Vorstufe
benttigt eine dreifache elektrophile Substitution am aromatischen Ring. Dabei sind
ein Geranylpyrophosphat und zwei DMAPP-Einheiten involviert. AuRerdem kommt es
zur Ausbildung des Bizyklus, indem eine dritte DMAPP-Einheit an der 2'-3'-
Doppelbindung der vorher eingefiihrten Geranyleinheit angreift. Mechanistische
Uberlegungen fithren zum Ergebnis, daB der Cyclisierung die Quaternisierung des
Kohlenstoffs, an dem die Geranyleinheit hangt, vorausgehen muf3, da sonst ein
Brickenkopf-Enolat-lon auftreten wirde. Diese Schluf3folgerung stimmt mit den
Uberlegungen von Bystrov (iberein (Bystrov et al., 1975). Aufgrund der Stereochemie
von C-6 und C-7 in Hyperforin (Brondz et al., 1982, 1983) muf3 der Ringschluf3 durch
eine Anti-Addition an der (E)-Doppelbindung der Vorstufe stattfinden.

HO. OH

Abbildung 39: Biosyntheseschema von Hyperforin
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3.3.StoffwechselfluR und Aminosaurenbiosynthese in Insektenzellen
Spodoptera frugiperda

Der Stoffwechselfluf3 der zentralen Intermediate von Eukaryonten und Prokaryonten
kann mittels NMR Analyse unter Verwendung von stabilisotopmarkierten Vorstufen
untersucht werden.

Die metabolischen Reaktionen sind in einem hohen Ausmafl durch
enzymkatalysierte Reaktionen miteinander verbunden. Deshalb reicht es aus, die
groRe Anzahl von Metaboliten auf eine relativ kleine Anzahl von Verbindungen zu
reduzieren. Die Zusammensetzung der Isotopomere der daraus resultierenden
Stoffwechselprodukte kann dann aufgrund bekannter Enzymreaktionen abgeleitet
werden.

Priméarmetaboliten wie Aminosauren und Nucleinsauren stammen biosynthetisch aus
sogenannten Pools Kkleiner Molekile ab, die durch anabolische Reaktionen
entstehen. Diese Primarmetaboliten leiten sich von einfachen Kohlenhydraten,
Carbonsauren und Dicarbonsauren ab. Die Produkte des priméren Stoffwechsels
werden in Polymere wie Proteine und Nukleinsduren eingebaut, wo sie in der Regel
nicht weiter umgesetzt werden. Aus diesem Grund reflektieren diese Endprodukte
die Isotopanreicherung des zentralen Pools der Intermediate zum Zeitpunkt ihrer
Bildung wieder. Damit kann das Markierungsmuster der zentralen Metabolite eines
Pools durch Analyse der Grundbausteine von Proteinen und Nukleinsauren bestimmt
werden (Eisenreich und Bacher, 2000; Bacher et al., 1999).

Die Anwendung dieser Technik ist an Bakterien (Rieder et al.,1998), Pilzen (Werner
et al., 1997), Pflanzenkulturen (Eichinger et al., 1999) und Pflanzenteilen (Goese et
al., 1999) in den letzten Jahren beschrieben worden.

Insektenzellen kénnen als effiziente Quelle zur Expression bestimmter
eukaryontischer Proteine dienen, die nicht in Ublichen bakteriellen Stammen
exprimiert werden kénnen.

Fur die Strukturaufklarung von Proteinen mittels mehrdimensionaler NMR
Spektroskopie ist die Einfuhrung von Stabilisotopen unersetzlich. Die Verflutterungs-
experimente wurden deshalb anfangs geplant, um in Insektenzellen Bedingungen flr
die vollstandige bzw. differentielle Markierung von Proteinen mit Stabilisotopen zu

finden.
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3.3.1. Einbauversuche mit [U-*Cg]Glukose in S. frugiperda Zellen

Die folgenden Experimente wurden an unserem Lehrstuhl in enger Zusammenarbeit
mit Dr. M. Giitlich durchgefuhrt, der die Insektenzellen kultivierte.

Um die Verwertung von Glukose bei der Biosynthese von Aminosauren in
Insektenzellkulturen zu untersuchen, wurden S. frugiperda Zellen in einem k&uflichen
Medium (SF 900 II, Gibco) kultiviert, das [U-"*C¢]Glukose und unmarkierte Glukose
im Verhaltnis 1 : 99 enthielt. Zuerst wurden die Zellen in SF 900 Il Medium in 250 ml
Flaschen kultiviert, die 20 ml Kulturvolumen enthielten. Bei einer Dichte von 1~ 10°
Zellen / ml wurden die Zellen mit 100 ml Medium versetzt, das die markierte Glukose
enthielt. Bei einer Dichte von 1~ 10° Zellen / ml wurden die Zellen abzentrifugiert, in
300 ml *C-markierten Medium aufgenommen und in eine 11 Spinnerflasche
tiberfiihrt. Als die Zellen eine Dichte von 1~ 10° Zellen / ml erreichten, wurde die
Kultur auf 700 bzw. 1200 ml Volumen verdinnt. Die Zellen wurden in 31
Spinnerflaschen berfiihrt. Bei einer Dichte von 2~ 10° Zellen / ml wurden die Zellen
geerntet, gewaschen und die Lipide durch Extraktion entfernt (vgl. Kapitel 2.3.19).
Ribonukleotide wurden durch Hydrolyse von RNA mit Natronlauge gewonnen,
dephosphoryliert und durch HPLC-Chromatographie gereinigt (vgl. Kapitel 2.3.20).
Die unléslichen Zellbestandteile wurden abzentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet
wurde durch Zugabe von Salzsaure hydrolysiert und die enthaltenen Aminosauren
durch Saulenchromatographie isoliert (vgl. Kapitel 2.3.20).

Von den isolierten Ribonukleotiden und Aminosauren wurden *H- und *C-NMR
Spektren aufgenommen. Die **C-Signale von Isotopomeren, die zwei oder mehr
Kohlenstoffe tragen, zeigen Satelliten, die durch *C-*3C Kopplungen zustande
kommen. Die Anreicherung von markierten Isotopomeren kann aus dem Verhaltnis
von Zentralsignal, das die natiirliche *C-Anreicherung widerspiegelt, und dem
Integral der Satellitensignale, das die markierte Substanz widerspiegelt, berechnet
werden (vgl. Kapitel 2.3.2.1). Der jeweilige Anteil eines Isotopomers wird am besten
in Molprozent ausgedrickt (vgl. Kapitel 2.3.2.3). Dazu werden die relativen Mengen

der angereicherten Isotopomere mit der absoluten Anreicherung multipliziert.

Bei der 13C-NMR Analyse zeigte sich, daR die Riboseseitenkette von Cytidin markiert
war. So waren fiir die Positionen 1‘, 2, 3' und 5‘ im *C-NMR Spektrum neben dem

Zentralsignal zusatzliche Dubletts vorhanden (vgl. Abbildung 40). Das
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Kopplungsmuster des Ribosekohlenstoffs 4 war komplexer und zeigte die

Gegenwart von verschiedenen molekularen Spezies.

WWWWWW#WWW
ppm 90.8 84.8 84.4 752 748 70.6 70.2 61.6

Abbildung 40: Ausschnitt aus dem *C-NMR Spektrum der Zuckersignale von Cytidin

Das Isotopomer [1,°2'-2C,]Cytidin war zu 22.3 + 0.3 % vorhanden (vgl. Tabelle 18).
Durch Multiplikation der absoluten Anreicherungen von Kohlenstoff 1' (1.6 %) bzw. 2°
(1.6 %) ergab sich eine Konzentration dieses Isotopomers zu 0.37 £ 0.6 mol %.
Wendet man dieses Verfahren auf die restlichen Kohlenstoffe an, so ergab sich, dal3
Isotopomer [3,4‘5-C3] zu 0.37 % und [3‘,4‘,5-*3C5]Cytidin zu 0.05 % gebildet
wurde.

Das Markierungsmuster der Riboseseitenketten von Adenosin und Guanosin waren
mit dem von Cytidin vergleichbar (vgl. Abbildung 41, Tabelle 18), da die Biosynthese
der Riboseeinheiten aller Nukleotide tber den selben Biosyntheseweg ablauft.
[U-*Cs]Ribose oder andere mehrfach markierte Isotopomere waren nicht vorhanden.
Daraus folgt, dall Ribose hauptsachlich Uber der reduktiven Zweig des
Pentosephosphatzykluses gebildet wurde und die oxidative Decarboxylierung kaum
eine Rolle spielte.

Im Pyrimidinteil von Cytidin konnten bei Kohlenstoff 4 und 5 jeweils ein Dublett mit
einer Kopplunskonstante von 55.5 bzw. 55.3 Hz (vgl. Tabelle 18) beobachtet werden.
Dies entsprach dem Vorhandensein des Isotopomers [4,5-*C,]Cytidin.

Die Kohlenstoffe des Purinringsystems von Adenosin und Guanosin zeigten keine
signifikant héheren Werte molekularer Spezies, die mehr als zwei *C-Atome tragen.
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Diese Daten belegen, dal3 Purine unter den gegebenen Bedingungen aus dem

Medium aufgenommen und nicht neu gebildet werden.

A B C
NH NH, 0
0.10
NN N
NT N\ NZ% S HN \
| ) > oo [
R N 1 ) AN N
N o) N NH, N
HOCH, HOC HOCH,
0.39 /0.40 0.37 0.41 IO.38
HO OH HO OH HO OH

Abbildung 41: Beobachtetes Markierungsmuster von Adenosin (A), Cytidin (B), und
Guanidin (C) nach Einbau von [U-"*C¢]Glukose in S. frugiperda Zellen.
Markierte Isotopomere sind mit durchgezogenen dicken Linien
gekennzeichnet; *C-Anreicherungen an einzelnen Positionen mit

schwarzen Kreisen.

Die chemischen Verschiebungen, Kopplungskonstanten, absoluten Anreicherungen
und relativen Mengen der 3C-markierten Isotopomere der isolierten und

spektroskopierten Nukleoside, sind in Tabelle 18 zusammengefalit.
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Tabelle 18: Chemische Verschiebungen, Kopplungskonstanten, *3C-Anreicherungen
und relative Mengen an mehrfach ‘®C-markierten Isotopomeren der
isolierten Nukleoside nach Einbau von [U-*Cg]Glukose in S. frugiperda

Zellen
Verbindung | Position *C NMR Chem. Kopplungskonstante | %'C %'*cc
Verschiebung Jee (H2)
(d, ppm)
Guanosin 6 156.4 1.3
2 153.8 1.1
4 150.1 1.1
5 115.7 1.0
8 135.6 1.2
1 86.5 42.9 (2)) 1.7 22.8 (2)
2 73.7 42.9 (1) 1.7 22.3 (1)
3 70.2 38.4 (4) 1.7 24.1 (4)
4 85.2 41.8 (5), 38.0 (3) 1.6 | 26.0(5),2.8(3)
5 61.3 42.0 (4) 1.7 26.5 (4))
Cytidin 2 159.7 1.1
4 168.4 55.5 (5) 1.3 7.3 (5)
5 98.9 55.3 (4) 1.2 8.5 (4)
6 144.4 1.2
1 92.2 42.7 (2)) 1.6 22.1(2)
2 76.6 425 (1) 1.6 22.8 (1)
3 71.9 38.7 (4) 15 25.3 (4)
4 86.4 38.7 (3), 42.0 (5) 1.6 |23.7(5),28(3)
5 63.5 42.0 (4) 15 27.4 (4)
Adenosin 2 154.7 11
4 150.6 n.b.
5 121.3 n.b.
6 157.8 2.7
8 142.7 1.1
1 90.4 427 (2) 1.7 23.5 (2)
2’ 75.8 42.5 (1) 1.8 22.8 (1)
3 72.7 38.5 (4 1.7 26.0 (4)
4 87.9 41.8 (5), 38.3 (3) 1.6 | 24.6(5),29(5)
5 63.6 41.3 (4) 1.7 25.9 (4))

Erwartungsgemal zeigten die Aminosauren, die essentiell fir Saugetiere sind, keine

erhohte *3C-Anreicherung innerhalb der experimentellen Fehlergrenzen (vgl. Tabelle

19). Eine signifikant erhdhte **C-Anreicherung wurde fiir Glutamat, Aspartat und
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Alanin gefunden. [5,6-*C,]Glutamat hatte eine Konzentration von 0.30 mol %. Diese
Werte wurden wie oben beschrieben aus den absoluten Anreicherungen und der
relativen Menge des Isotopomers berechnet (vgl. Tabelle 19). Bei Aspartat konnten
die beiden Isotopomere [3,4-*C,]Aspartat und [1,2-*C,]Aspartat zu 0.14 mol %
bzw. 0.13 mol % bestimmt werden (vgl. Abbildung 42). Die Anreicherung dieser
markierten Spezies war vergleichbar mit der Anreicherung von [4,5-3C,]Cytidin. Da
Aspartat als biosynthetische Vorstufe der Pyrimidinbasen dient, kann aufgrund der
Ahnlichkeit der Anreicherungen der Isotopomere geschlossen werden, daR diese
vom gleichen Pool abstammen.

Alanin zeigte drei verschiedene Isotopomere. Der grofdte Anteil hatte hierbei [1,2,3-
13¢;]Alanin mit 0.41 mol %. Dartiber hinaus konnte [1,2-*C,]Alanin zu 0.02 % und
[2,3-*C3]Alanin zu 0.07 mol % beobachtet werden. Daraus |4Rt sich schlieRen, daR
Alanin hauptsachlich aus dem Triosepool gebildet wurde.

Die chemischen Verschiebungen, Kopplungskonstanten, absoluten Anreicherungen
und relativen Mengen der **C-markierten Isotopomere der einzelnen Aminosauren

sind in Tabelle 19 zusammengefal3t.

Tabelle 19: Chemische Verschiebungen, Kopplungskonstanten, *3C-Anreicherungen
und relative Mengen an mehrfach **C-markierten Isotopomeren der
isolierten und markierten Aminosauren nach Einbau von [U-'3C¢]Glukose
in S. frugiperda Zellen

Verbindung | Position 3C NMR Chem. Kopplungskonstante | %'C %'*cc
Verschiebung (d, ppm) Jee (Hz)
Aspartat 1 182.9 n.b. n.d. n.b.
2 61.3 60.4 (1) 18 7.4 (1)
3 45.9 55.3 (4) 1.9 7.2 (4)
4 185.1 55.7 (3) 18 7.6 (3)
Alanin 1 175.7 n.b. n.b. n.b.
2 51.4 59.6 (1), 34.9 (3) 18 | 3.8(3),22.2(1,3)
3 18.4 35.1(2) 17 26.5 (2)
Glutamat 1 176.1 1.3
2 56.2 1.0
3 27.9 1.1
4 32.5 55.1 (5) 18 17.1 (5)
5 179.6 55.1 (4) 17 17.2 (4)
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Abbildung 42: Beobachtetes Markierungsmuster von Glutamat (A), Aspartat (B) und
Alanin (C) nach Einbau von [U-*Cg]Glukose in S. frugiperda Zellen.
Zweifach markierte Isotopomere, die markierte Kohlenstoffe eines
Moleklls miteinander verbinden, sind mit durchgezogenen dicken
Linien gekennzeichnet.

3.3.2. Einbauversuch von ®N-markierten Phenylalanin an S. frugiperda

Zellen

Um den Einbau von Aminoséauren aus dem Kulturmedium durch S. frugiperda Zellen
zu untersuchen, wurde ein zweites Experiment mit *°>N-markierten Aminosauren
durchgefuhrt.

Hierzu wurde die Wachstumsrate der Zellen bestimmt, die auf einem Medium
wachsen, das unterschiedliche Mengen der Aminosaure enthielt, die im
Einbauversuch *>N-markiert verfiittert werden sollte. Im Fall von Phenylalanin enthielt
das Standardmedium 1000 mg/I der Aminosaure. Die Menge konnte auf 100 mg/
reduziert werden, ohne das die Wachstumsrate beeintrachtigt wurde.

Somit konnte das Einbauexperiment in einem Medium durchgefiihrt werden, das
100 mg/l [**N]Phenylalanin enthielt. Alle anderen Komponenten des Mediums
wurden in den Standardmengen zugegeben.

Die erhaltenen Zellen wurden gewaschen und wie in Kapitel 2.3.19 und 2.3.20
beschrieben aufgearbeitet. Nach der Hydrolyse der Proteine wurde je ein Aliquot der
sauren, basischen und neutralen Aminoséduren entnommen und mit Trifluor-
essigsaureanhydrid und butanolischer HCI zu den entsprechen N-TFA-Butylestern
derivatisiert (vgl. Kapitel 2.3.21, Abbildung 43). Bei der anschlieBenden GC/MS-
Analyse wurden die Signalintensitaten der Bruchsticke mit denen der derivatisierten
Standardaminosauren verglichen (Leimer et al., 1977). Zur Auswertung des *>N-

Einbaus erwies sich im Fall von Phenylalanin das Bruchstick m/z =216 des
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entsprechenden N-Trifluoracetyl-n-butylesters am geeignetsten (vgl. Abbildung 43).
Dabei ergab sich ein Einbau von 30 % + 8 %. Die Interpretation des Molekulions war
nicht moglich, da die Intensitat zu gering war. Die anderen isolierten Aminoséauren
wurden in gleicher Weise untersucht. Tyrosin, dal3 biosynthetisch aus Phenylalanin
durch Hydroxylierung entsteht, trug keine °N-Markierung mehr. Bei allen anderen

Aminosauren wurde erwartungsgeman keine °N-Markierung detektiert.

MG = 317

’
CFs  NH

m/z =216

Abbildung 43: Strukturformel des N-Trifluoracetyl-n-Butylesters von Phenylalanin

Neben einer Analyse uber GC/MS wurden die Aminoséduren auch durch NMR-
Spektroskopie untersucht. Es wurde sowohl ein **C-NMR Spektrum (vgl. Abbildung
44) als auch ein *N-NMR Spektrum (vgl. Abbildung 45) aufgenommen. In Abbildung
44 sind die Kohlenstoffe 2 und 3 von Phenylalanin abgebildet. Kohlenstoff 2 mit einer
chemischen Verschiebung von 55.91 ppm zeigte neben dem Signal der unmarkierten
Verbindung ein um 50.9 ppb zu héheren Feld verschobenes Signal der °N-
markierten Verbindung. Auch bei dem Signal von Kohlenstoff 3 mit einer chemischen
Verschiebung von 38.93 ppm war ein kleineres Signal mit einem Shift von 37.6 ppb
zu erkennen. Diese Verschiebungen waren stark pH abhéngig und stimmten mit
Literaturdaten Uberein (Blomberg et al., 1976; Rabenstein und Mariappan, 1993).
Zusétzlich war bei Kohlenstoff 2 eine **N'**C-Kopplung mit 3.7 Hz zu beobachten.
Durch Integration der NMR-Signale von Kohlenstoff 2 der markierten und der
unmarkierten Verbindung ergab sich auch hier ein *>N-Gehalt von 30 %, der sich gut
mit den GC/MS-Daten deckte.
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Abbildung 44: Ausschnitt aus dem C-NMR des Einbauversuches von °N-
markierten Phenylalanin an S. frugiperda Zellen. Dargestellt sind
Kohlenstoff 2 und 3 von Phenylalanin. Die intensiveren *C-Signale
stammen von der unmarkierten Verbindung, die zu hohem Feld
verschobenen Signale stammen von der *N-markierten Verbindung.

Von der isolierten Aminosdure wurde zusatzlich ein *>N-NMR Spektrum
aufgenommen. Wie in Abbildung 45 A zu sehen ist, betragt die chemische
Verschiebung des !N-NMR-Signals von '°N-Phenylalanin 35.8 ppm. Um zu
beweisen, daf’ es sich bei diesem Signal nicht lediglich um einen Artefakt handelt,
wurde kaufliches *>N-Phenylalanin zutitriert und erneut ein Spektrum aufgenommen
(vgl. Abbildung 45 B). Die Intensitdt des Signals bei 35.8 ppm konnte dadurch
eindeutig erhéht werden.



104

F*

PPmM 30 20

Abbildung 45: Ausschnitt aus dem >N-NMR des Verfiitterungsversuches von *°N-
markierten Phenylalanin in S. frugiperda Zellen. A: °N-NMR des
isolierten Phenylalanin. B: *°N-NMR des isolierten Phenylalanin und
zutitrierten  kauflichen  N-Phenylalanin.  *:  Verunreinigung.



105

3.3.3. Diskussion der Ergebnisse der Einbauversuche mit **N-markierten

Aminosauren und [U-*Cg]Glukose an S. frugiperda Zellen

Kulturen von Spodoptera frugiperda Zellen wurden basierend auf einem kauflichen
Medium zuséatzlich mit [U-*Cg]Glukose versetzt (vgl. Kapitel 3.3.1), um die
Aufnahme und Biosynthese von Aminosduren in Insektenzellen zu untersuchen.
Nach der Hydrolyse wurden die Aminosauren und Ribonukleoside isoliert und durch
'H- und *C-NMR Spektroskopie analysiert.

Das Zustandekommen der Isotopomere [1‘2-3C,]-, [34'5-'3Cs] und [4‘5'-
13C,]Ribose der Nukleoside laRt sich (ber den reduktiven Zweig des
Pentosephosphatzyklus durch Transketolase- und Transaldolasereaktion erklaren.
Wirde auch der oxidative Zweig des Pentosephosphatzyklus durchlaufen, so mufite
die Konnektivitat aller finf Kohlenstoffe erhalten bleiben. Dies war jedoch nicht der
Fall.

Die Pyrimidinbase von Cytidin wurde nur zu einem geringen Teil durch de novo
Synthese gebildet. Der Pyrimidinring entsteht biosynthetisch aus Carbamoylphosphat
und Aspartat. Im weiteren Verlauf der Biosynthese wird Kohlenstoff 4 des
eingebauten Aspartatmolekils decarboxyliert. Der Kopplungsblock zwischen C4 und
C5 von Cytidin (entspricht C1 und C2 von Asparat) stimmt innerhalb der
Fehlergrenzen gut mit dem Markierungsmuster von Aspartat tiberein (vgl. Abbildung
41, Abbildung 42). Damit sollte Kohlenstoff 6 von Cytidin (entspricht C3 von Aspartat)
eine erhohte **C-Anreicherung zeigen. Durch Integration der **C-Satelliten im *H-
Spektrum von H-6 ergab sich (vgl. Kapitel 2.3.2.2), daB die natirliche *C-
Anreicherung dieser Position mit 1.2 % erhéht ist (vgl. Abbildung 41).

Die Kohlenstoffe der Purinbasen von Adenosin und Guanosin zeigten innerhalb des
NMR Detektionslimit keine signifikant erhéhten **C-Anreicherungen. Aus diesem
Ergebnis kann man schlieRen, dall die Purinbasen unter den gegebenen
Bedingungen nicht neu gebildet, sondern aus dem Medium aufgenommen wurden.
Glutamat und Aspartat zeigten ein Markierungsmuster, welches sich durch
Durchlaufen des Citratzyklus erklaren |4Rt. Das Isotopomer [4,5-*C,]Glutamat
spiegelt aufgrund seiner Biosynthese Uber a-Ketoglutarat den Acetyl-CoA-Pool

wider. Das symmetrische Markierungsmuster von Aspartat leitet sich von Oxalacetat
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ab. Dieses wird beim Durchlaufen des Citratzyklus aus Succinat gebildet, das ein
rotationssymmetrisches Zwischenprodukt in diesem Zyklus darstellt (Stryer, 1996).
Alanin zeigte hauptséachlich das Isotopomer (0.41 mol %), bei dem die Konnektivitat
der drei Kohlenstoffe erhalten blieb. Dies laf3t sich durch direkten Abbau der Glukose
zu Pyruvat Uber die Glykolyse und den Pentosephosphatzyklus ohne weitere
Bindungsbriiche erklaren. Das Isotopomer [1,2-**C;]Alanin war mit 0.02 mol % nur zu
einem sehr geringen Anteil vorhanden und lalt sich moglicherweise aus der
Decarboxylierung von Oxalacetat durch die Phosphoenolpyruvatcarboxykinase und
nachfolgender Transaminierung erklaren. Das Vorhandensein des Isotopomers [2,3-
13¢C,]Alanin mit nur 0.07 mol % konnte ausgehend von vollmarkierter Glukose (iber
den reduktiven Pentosephosphatzyklus und anschlieBender Glykolyse erklart
werden.

Andere Aminosauren wie Prolin, Arginin, Methionin, Threonin, Isoleucin, Lysin, Valin,
Leucin und Histidin, die sich aus Glutamat, Aspartat, Alanin und Ribose ableiten,

wurden unter den experimentellen Bedingungen nicht de novo biosynthetisiert.

Wie aus dem Versuch mit [U-"Cg]Glukose bekannt war, werden unter den
gegebenen Bedingungen Phenylalanin und Tyrosin nicht neu gebildet. Aufgrund
dieser Erkenntnis, wurde ein weiteres Einbauexeriment geplant, wobei diesmal *°N-
Phenylalanin verfuttert wurde (vgl. Kapitel 3.3.2). Nach Hydrolyse der Proteine
wurden Phenylalanin und Tyrosin isoliert. Sowohl durch NMR Spektroskopie (**C und
>N NMR) als auch durch GC/MS Analyse konnte gezeigt werden, daR *°N-
Phenylalanin ca. 70 % seiner Markierung durch Transaminierung verliert. Tyrosin,
daR biosynthetisch aus Phenylalanin durch Hydroxylierung entsteht, trug keine *°N-

Markierung mehr.

Somit konnte gezeigt werden, dafd unter den gegebenen Bedingungen nur sehr
wenige Aminosauren de novo gebildet werden. Das ursprungliche Ziel, die
Markierung von Aminosauren von Proteinen, die in Insektenzellen exprimiert sind,
durch Verfiitterung mit [U-*Cg]Glukose zu erzielen, konnte nicht erreicht werden.
Statt dessen konnten aber interessante Informationen Uber die Biosynthese und

Aufnahme von Aminosauren in Insektenzellen gewonnen werden.
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4. Zusammenfassung

Lange Zeit wurde angenommen, dal3 die Biosynthese der Terpenvorstufen
Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) ausschlief3lich
Uber den Mevalonatweg erfolgt. Durch Einbauversuche mit stabilisotop-markierten
Vorstufen wurde vor wenigen Jahren in den Arbeitsgruppen von Arigoni und Rohmer
gezeigt, dal3 ein zweiter Mevalonat-unabhangiger Biosyntheseweg von IPP und
DMAPP in vielen Bakterien und in Pflanzen existiert. Die einzelnen Enzymschritte
waren zu Beginn dieser Arbeit teilweise bekannt. Ausgehend von 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat wird durch Beteiligung der Proteine IspC-F 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat gebildet.

Die folgenden Schritte dieses alternativen Terpenbiosyntheseweges wurden in der
vorliegenden Arbeit in vitro ausgehend von radioaktiv- und stabilisotop-markierten
Verbindungen mittels HPLC und NMR-Spektroskopie untersucht.

Durch Verwendung von Zellextrakten aus rekombinanten E. coli Zellen, die das IspG
Protein tiberexprimierten, wurde gezeigt, daf fir die Umsetzung von **C-markiertem
2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-
diphosphat NADH und ein zweiwertiges Metall (vorzugsweise Co®*) als Cofaktoren
essentiell sind (Abbildung 46).

Die weitere Umsetzung von 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphat wurde
unter Verwendung von Extrakten aus IspH Expressionsklonen zu IPP und DMAPP
durch HPLC beobachtet. Diese Reaktion benétigt ahnlich wie die vom IspG Protein
katalysierte Reaktion NADH, ein zweiwertiges Metall (vorzugsweise Co?*) und
zusatzlich FAD (vgl. Abbildung 46).

AuRerdem wurde durch Verwendung von **C-markiertem 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl-4-diphosphat mithilfe von Zellextrakten aus IspH Expressionsklonen mittels
NMR-Spektroskopie gezeigt, dal3 bei der vom IspH Protein katalysierten Reaktion
Isopentenyldiphosphat und Dimethylallyldiphosphat, die Endprodukte dieses
Stoffwechselweges, gebildet werden. Das molare Verhéltnis von IPP und DMAPP
betrug 6 : 1.

Ferner war es moglich, nach der Reinigung inaktives IspH Protein sowohl durch
Rohextrakt aus E. coli Wildtyp Zellen als auch durch Zugabe von isolierten

Chromoplasten aus Capsicum annuum zu aktivieren.
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Mit Chromoplasten aus Capsicum annuum wurde sowohl die Umsetzung von **C-
markiertem 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat zu 1-Hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl-4-diphosphat als auch die weitere Umsetzung zu Isopentenyldiphosphat und
Dimethylallyldiphosphat beobachtet.

Damit ergibt sich folgendes Schema fir die letzten beiden Schritte des alternativen

Terpenbiosyntheseweges:

o O"
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OH OH
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Abbildung 46: Schema der vom IspG und IspH Protein katalysierten Reaktionen

Desweiteren wurde durch Verfitterung von **C-markierten Glukosen die Biosynthese
des Terpens Hyperforin (vgl. Abbildung 25) aus Hypericum perforatum untersucht.
Samtliche 'H- und *C-NMR Signale von Hyperforin konnten iiber ein- und
zweidimensionale NMR-Spektroskopie zugeordnet werden.

Durch Stabilisotop-Einbauversuche mit [U-*Cg]- bzw. [1-*C]Glukose und
anschlielRender ein- und zweidimensionaler NMR-Analyse von Hyperforin bzw. des

entsprechenden  Acetylderivats von Hyperforin  wurde belegt, dal3 die
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Isopreneinheiten nach dem Desoxyxyluloseweg gebildet werden. Insgesamt sind vier
Dimethylallyleinheiten und eine Isopentenyleinheit vorhanden. Der aromatische
Sechsring wird Uber den Polyketidweg synthetisiert. Die Acylseitenkette stammt
offensichtlich aus der Biosynthese von Valin ab. Damit konnte ein
Biosynthesevorschlag (vgl. Abbildung 39) ausgehend von Isobutyryl-CoA abgeleitet

werden.

Durch Einbauversuche mit [U-*C¢]Glukose und '°N-markiertem Phenylalanin an
S. frugiperda Zellen wurde das Markierungsmuster der isolierten Aminosauren und
Nukleoside untersucht.

Es zeigte sich, dal3 unter den verwendeten Kulturbedingungen nur wenige
Aminosauren markiert werden. Die Markierungsmuster von Aspartat und Glutamat
sind im Einklang mit der Bildung von Oxalacetat und a-Ketoglutarat, die vom
Citratzyklus gespeist werden. Das Alaninmuster kann erklart werden durch
Transaminierung von Pyruvat, das mit dem Triose-Pool austauscht. Phenylalanin
wurde unter den gegebenen Bedingungen nicht in Tyrosin umgewandelt. Ferner
deutete das Markierungsmuster der Riboseeinheiten der Nukleoside darauf hin, dal3
Glukose hauptsachlich durch den reduktiven Pentosephosphatzyklus metabolisiert

wird.
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