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skalare Kopplungskonstante

Kilo Dalton

Liter

Molar

2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar

Molprozent
Nicotinamidadenin-dinucleotriphosphat
Nicotinamidadenin-dinucleotriphosphat (reduziert)
nicht detektiert

Homolog der NAD(P)H-Dehydrogenase



ndhK Gen eines Homologs der NAD(P)H-Dehydrogenase
nm Nanometer

NMR nuclear magnetic resonance / magnetische Kernresonanz
P Phytol

RNA Ribunucleinsiure

rpoA RNA Polymerase Gene

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
S Sitosterol

SR Sepiapterinreduktase

St Stigmasterol

TEMED N, N, N’, N’- Tetramethylethylendiamin
TMPS Trimethylsilylpropansulfonsédure

TMS Tetramethylsilan

TPP Tiamindiphosphat

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
UMP Uridinmonophosphat

Upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

Die Aminosduren wurden mit ihrem Dreibuchstabencode abgekiirzt.
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1 Einleitung

Isoprenoide sind in allen lebenden Organismen vorhanden, z.B. als Steroidhormone in Sauge-
tieren, Carotinoide in Pflanzen und Ubiquinone in Bakterien. Sie bauen sich aus Isopren-Ein-
heiten auf, die durch Kondensation der biologischen Vorstufen Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP, 1) und Isopentenyldiphosphat (IPP, 2) hohere Homologe bilden (Abbildung 1).
Geranyldiphosphat (3), Farnesyldiphosphat (4) und Geranylgeranyldiphosphat (5) sind Vor-
stufen fiir Mono-, Sesqui- bzw. Diterpene. Zyklisierung, Umlagerung, Oxidation und/oder
Einfiihrung von neuen Substituenten und/oder Intermediaten anderer Biosynthesewegen am
Kohlenstoffskelett fiihren zu einer Fiille von Verbindungen. Bis jetzt wurden schon mehr als
30.000 strukturell unterschiedliche Isoprenoide beschrieben, und es kommen jedes Jahr neue

hinzu (Sacchettini und Poulter, 1997).

)\/\OPP + )\/\OPP
1 ‘ 2
C 10 )\/\/K/\OPP =—=> Monoterpene

3

r IPP

Cis N N N
4

k PP
C, )\/\/K/\/K/\/K/\opp = Diterpene
5

‘/ IPP
Squalen (C;)) === Steroide

C N \ \ —
5n A OpPP Phytoen (C4)) == Carotinoide

—_— 1
oPP Sesquiterpene

Abbildung 1. Schema der Biosynthese der Isoprenoide aus IPP (2) und DMAPP (1).
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Isoprenoide sind am priméren und sekundéren Stoffwechsel beteiligt. Sterole sind integrale
Bestandteile von biologischen Membranen und Vorstufen fiir Hormone. Die Carotinoide, in
den Membranen der Chloro- und Chromoplasten sind Antennenpigmente fiir die Photosyn-
these und dienen dem photooxidativem Schutz (Bartley und Scolink, 1995). -Carotin (Pro-
vitamin A) ist Vorstufe des, fiir den Menschen, essenziellen Vitamin A.

Isoprenoide sind Bestandteile von Olen, Harzen und Wachsen. Sie sind Pigmente und Duft-
stoffe in Bliiten und Friichten. Sie schiitzen vor Herbivoren und pathogenen Mikroorganis-
men. Sie dienen der Anlockung von Insekten und sind an der Signalweiterleitung bei Pflanzen
und Tieren beteiligt (Sacchettini und Poulter, 1997).

Die wirtschaftliche Bedeutung der Isoprenoide nimmt immer stérker zu. Sie werden als Aro-
mastoffe (Menthol) und Farbstoffe (3-Carotin; Abbildung 2, 6) Lebensmitteln und Kosmetika
zugesetzt. Man nutzt sie als natiirliche Insektizide (Pyrethrine) und Medikamente (Taxol;

Abbildung 2, 9).

Abbildung 2. Beispiele fiir Isoprenoide - B-Carotin (6), Sitosterol (7), cis-Abienol (8),
Taxol (9).
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Archaebakterien, Hefen, Pilze und Sédugetiere benutzen den in den 50er Jahren beschriebenen
Terpenbiosyntheseweg: Bloch-Lynen-Weg (Mevalonatweg). Durch ausfiihrliche Arbeiten an
Rattenleber und Hefen konnte Acetyl-CoA (10) als Ausgangsverbindung des Biosynthese-
wegs bestimmt werden (Abbildung 3; Review: Qureshi und Porter, 1981; Bloch, 1992; Bach,
1995; Bochar et al., 1999).

Am Anfang der Biosynthese kondensieren zwei Molekiile Acetyl-CoA zu Acetoacetyl-CoA
(11). AnschlieBend reagiert dieses mit einem weiteren Acetyl-CoA Molekiil zu 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA (12), das zu Mevalonsdure (13) reduziert wird. Die 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA Reduktase gilt als Schliisselenzym fiir die Regulierung des Biosynthese-
wegs. Dies fiihrte zur Entwicklung von zahlreichen Arzneimitteln gegen einen erhohten
Cholesterinspiegel.

Die Mevalonsdure wird anschlieBend iiber zwei Stufen zum Diphosphat (14) phosphoriliert.
Das Diphosphat wird an der freien Hydroxygruppe phosphoryliert und unter Eliminierung der
im letzten Schritt eingefiihrten Phosphatgruppe decarboxyliert, wobei IPP entsteht. Das gebil-
dete IPP (2) steht {iber eine Isomerase mit DMAPP (1) im Gleichgewicht (Lehninger ef al.,
1998).

Dieser Biosyntheseweg wurde viele Jahre als allgemein giiltig anerkannt, obwohl immer mehr
Ergebnisse im Widerspruch zum Mevalonatweg standen. Acetat und Mevalonat wurden in
hoheren Pflanzen nicht oder nur in sehr niedrigen Raten (oft < 0,01 %) in Monoterpene, Di-
terpene und Carotine eingebaut (Banthorpe ef al., 1972). Jedoch wurden in Einbauversuchen
mit radioaktiv markierten NaHCO;. 3-Phosphoglycerat und Pyruvat in gereinigten Spinat-
chloroplasten ein Einbau in 3-Carotin beobachtet. Zugesetztes unmarkiertes Glycerinaldehyd-
3-phosphat und Pyruvat, jedoch nicht Acetat, flihrten zu einer Isotopenverdiinnung im
B-Carotin (Schulz-Siebert und Schultz, 1987). Das Cytoplasma konnte nicht der einzige Syn-
theseort der Isoprenoide sein, auch wenn reife Chloroplasten auf Importe von IPP/DMAPP

angewiesen sind (Heinze ef al., 1990).
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Abbildung 3. Mevalonatweg - Biosynthese von IPP (2) und DMAPP (1), ausgehend von
Acetyl-CoA.

Potente Hemmstoffe der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Reduktase hemmten die Sterol-
synthese in Spinatchloroplasten erfolgreich, aber beeinflussten die Synthese der plastiddren
Plastochinone und B-Carotin nicht (Schulz-Siebert und Schultz, 1987; Lichtenthaler et al.,
1997¢). Die Plastiden weisen eine gewisse Autonomie auf und man nahm an, dass im Cytosol
und Plastiden getrennte Biosynthesen von IPP/DMAPP statt finden. Jedoch wurde davon aus-
gegangen, dass es sich hierbei in beiden Kompartimenten um die gleiche Synthese, den
Mevalonatweg, handelt. Die fehlende Hemmung bzw. die geringen Einbauraten in den
Plastiden wurden tliber die Impermeabilitit der Plastidenmembran erklért.

Die 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Reduktase konnte nicht in Plastiden nachgewiesen
werden. Alles deutete auf die Existenz eines zum Mevalonatweg alternativen Terpenbiosyn-

theseweg in den Plastiden.

Vor ca. zehn Jahren wurden durch die bahnbrechenden Arbeiten der Gruppen von Prof. Dr.
Arigoni (Ziirich) und Prof. Dr. Rohmer (Straburg) mittels Stabilisotopen die Existenz eines
alternativen Terpenbiosynthesewegs (Deoxyxylulosephosphatweg) zu IPP und DMAPP be-
wiesen (Rohmer et al., 1993a; Cartayrade et al., 1994; Schwarz, 1994; Broers, 1994). Der
Acetat und D-Glucose Einbau in bakterielle Hapanoide zeigte ein nicht mit dem Mevalonat-
weg in Einklang zu bringendes Markierungsmuster (Flesch und Rohmer, 1988; Rohmer et al.,
1993a). Erste Interpretationen zogen getrennte Acetyl-CoA Pools in Betracht. Spéter wurde
die Hypothese aufgestellt, dass die Terpenoidbiosynthese durch Kondensation von Pyruvat
und einer Triose, voraussichtlich Dihydroxyacetonphosphat, gestartet wird. Die Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Arigoni, die mit Bakterien und Pflanzen arbeitete, schlug eine Konden-
sation von aktiviertem Acetaldehyd, aus der Decarboxylierung von Pyruvat, mit Glycerin-
aldehyd-3-phosphat vor. Der entscheidende Beweis gelang durch den Einbau von 1-Deoxy-D-
xylulose in Ubichinon von E. coli und in Ginkgolide von Ginko biloba (Broers, 1994;

Schwarz, 1994).
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Abbildung 4. Deoxyxylulosephosphatweg - Biosynthese von IPP (2) und DMAPP (1),
ausgehend von GAP und Pyruvat.

Die Ausgangsprodukte des alternativen Biosynthesewegs sind Pyruvat (15) und D-Glycerin-
aldehyd-3-phosphat (GAP, 16) (Review: Rohmer, 1998, 1999a, 1999b; Eisenreich et al.,
1998, 2001; Rohdich ef al., 2001a). Im ersten Schritt der Biosynthese (Abbildung 4) kataly-
siert 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase (DXS) in einer thiaminabhidngiger Decar-
boxylierung die Umsetzung von Pyruvat und GAP zu I1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat
(DXP, 17) unter Abspaltung von CO, (Sprenger et al., 1997; Lois et al., 1998). AnschlieSend
erfolgt eine intramolekulare Umlagerung zu 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP, 18) in
Anwesenheit eines NADPH abhédngigen Enzyms, der 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat
Reduktoisomerase (DXR, spdter umbenannt in IspC-Protein) (Takahashi ef al., 1998). Im
dritten Schritt wird 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol (19) durch Transfer eines
Cytidylrestes auf MEP unter Abspaltung eines Diphosphats gebildet. Katalysiert wird der
Schritt von der 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol Synthase (kodiert vom IspD Gen)
(Rohdich et al., 1999; Kuzuyama, 2000). Das IspE-Protein katalysiert die anschlieende
Reaktion zu 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat (20) (Schuhr et al.,
2001). AnschlieBend erfolgt eine, von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat Synthase
(IspF-Protein) katalysierte Zyklisierung zu 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (21),
unter Abspaltung des Cytidylrestes (Rohdich et al, 2001b; Seto und Kuzuyama, 2001;
Steinbacher et al., 2002).

In Anwesenheit des IspG-Proteins erfolgt eine Spaltung des Ringsystems unter Bildung von
1-Hydroxy-2-methyl-2E-butenyl-4-diphosphat (22) (Hecht, ef al., 2001b; Hintz et al., 2001;
Wollff et al., 2002; Kollas et al., 2002; Rohdich et al., 2003). Im anschlieBenden Schritt wer-
den IPP (2) und DMAPP (1) mit Hilfe des IspH-Proteins gebildet (Adam et al., 2002; Altinci-
cek et al. 2002; Rohdich et al., 2002 und 2003).

Tabelle 1. Biosynthesewege der Terpenoide in verschieden Organismen (ndchste Seite).
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Tabelle 2. Verteilung der beiden Terpenbiosynthesen in der Natur (Ubersicht aus:
Eisenreich et al., 2001).

Organismen Terpenbiosyntheseweg
Mevalonat 1-DOXP

Bakterien N (und)/oder \
Archaebakterien v

Pilze N

Algen \ und/oder \
Hohere Pflanzen N und N,
Protozoen v oder v
Tiere N

Die Verbreitung des Deoxyxylulosephosphatweg in den verschiedenen Organismen wird der-
zeit intensiv untersucht. Bei den Eubakterien gibt es momentan noch kein klares Bild iiber das
Vorkommen der beiden Biosynthesewege. Beide Wege wurden bereits in verschiedenen
Eubakterien nachgewiesen, allerdings nie im gleichen Organismus (Putra ef al., 1998b). Die
untersuchten Archaebakterien, Hefen, Pilze, einige Protozoen und Tiere verwenden den
Mevalonatweg (Disch und Rohmer, 1998). Einige Bakterien (darunter viele human-
pathogene), Cyanobakterien und der Malariaerreger Plasmodium falciparum (Protozoa) nut-
zen den Deoxyxylulosephosphatweg. In Streptomyceten (in Abhéngigkeit des Entwicklungs-
zustandes; Seto ef al., 1996), einigen Algen, Moosen und hoheren Pflanzen konnte eine
Koexistenz beider Synthesewege nachgewiesen werden (Tabelle 2 und Tabelle 1).

In hoheren Pflanzen sind die Enzyme des Mevalonatwegs im Cytosol und in den Mitochon-
drien lokalisiert. Sterole, Ubiquinonen und Triterpene werden hauptsichlich iiber diesen Bio-
syntheseweg synthetisiert. Die Enzyme des Deoxyxylulosephosphatwegs tragen Plastid codie-
rende Sequenzen. Man vermutet den Deoxyxylulosephosphatweg in den Plastiden, wo er die
Vorstufen fiir Monoterpene, einige Sesquiterpene, Diterpene und Carotinoide synthetisiert
(Review: Eisenreich et al., 1998, 2001; Rohdich ef al., 2001a). Sesquiterpene wurden friither
dem Mevalonatweg zugeordnet, heute ist dies mit den vielen Gegenbeispielen nicht mehr
haltbar (Tabelle 1). Die Biosynthese von plastiddren Isoprenoiden iiber den Deoxyxylulose-
phosphatweg scheint weitgehend bei photosynthese aktiven Organismen verbreitet zu sein

(Bach, 1995; Lichtenthaler et al., 1997a; Schwender et al., 1997; Review: Rohmer, 1999a).
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1.1 Isotopenmarkierung

Zur Bestimmung von Biosynthesewegen hat sich der Einbau von isotopmarkierten Verbin-
dungen als geeignete Methode herausgestellt. Die Nutzung von organischen isotopmarkierten
Verbindungen als Tracer zur Aufkldrung von Biosynthesewegen in Organismen, Geweben
und Zellen ist ein altes Konzept. Die ersten Tracerstudien wurden bereits in den 30er Jahren
mit Deuterium durchgefiihrt (Schonheimer und Rittenberg, 1935). Die ersten mit e, 3%p, *°s
und spiter auch mit *H markierten Verbindungen waren in den 50er bzw. in den 60er Jahren
kommerziell erhiltlich. Vor- und Nachteil der radioaktiven Verbindungen, ist ihre hohe
Nachweisempfindlichkeit (Rauschenbach ef al., 1974). Des Weiteren stellte es sich als Nach-
teil heraus, dass mit den eingesetzten Messmethoden keine exakte Positionsbestimmung der
Markierung moglich war. Der chemische Abbau, selbst von einfachen Verbindungen, in ein-
zelne C- und/oder H-Atome ist sehr aufwendig (Simon und Floss, 1967).

Durch die Entwicklung von Massenspektroskopie und NMR Spektroskopie konnte die routi-
nemiBige Anwendung von Stabilisotopen (z.B. *H, *C) bei der Aufklirung von Biosynthese-
wegen etabliert werden. Die NMR Spektroskopie ermdglicht eine direkte positionsspezifische
Detektion und Quantifizierung von *C-Anreicherungen in den Zielverbindungen, selbst bei
niedrigen Einbauraten. Das natiirliche Vorkommen von "°C liegt bei 1,1 %. Die Detektion von
13C als Tracer in biochemischen Studien ist bereits moglich, wenn es zu einer 1,5 mal hoheren
BC-Anreicherung als die Natiirliche kommt (Leete, 1977; Bacher et al., 1999).

Eine Interpretationsart von Einbauversuchen mit stabilen Isotopen geht davon aus, dass die
Markierung von einer spezifischen Position im Ausgangsmolekiil exakt in eine spezifische
Position des Biosyntheseprodukts transferiert wird. Basierend auf dieser Hypothese beinhaltet
die traditionelle Vorgehensweise bei Isotop Einbaustudien iiblicherweise eine Vermutung
iiber die mogliche Vorstufe, basierend auf der chemischen Struktur des Stoffwechselprodukts.
Diese mogliche Vorstufe wird dann markiert den Organismen oder der Zellkultur zu gefiigt.
Das zu untersuchende Stoffwechselprodukt wird ausschlielich isoliert und die Isotopen-
verteilung bestimmt. Der Nachweis einer Markierung wird dann meist als Beweis akzeptiert,
dass es sich bei der angebotenen Verbindung um eine direkte Vorstufe fiir das isolierte Stoff-
wechselprodukt handelt. Diese Ableitung setzt voraus, dass es nur einen Stoffwechselweg von
der Vorstufe zum Endprodukt gibt.

In Wirklichkeit aber darf der Stoffwechsel selbst in primitiven Organismen nicht als ein-
dimensionales System betrachtet werden, sondern muss als hochdimensonales Netzwerk

behandelt werden (sog. Free-scaled oder small world network). In solchen Netzwerken

11



Einleitung

konnen Metabolite als Substrate von verschiedenen Stoffwechselwegen dienen. Die
Konsequenz hieraus ist, dass die Markierung (vorallem von einfachen Metaboliten) in
verschiedene Stoffwechselpools (in der Regel) mit unterschiedlicher Effektivitit verteilt wird
und letztlich wird ggf. ein Teil der Isotopenmarkierung das Endprodukt erreichen. Die
Interpretation dieser Ergebnisse im Sinne der Ableitung eines eindeutigen Biosynthesewegs
ist geféhrlich und die dltere Literatur ist behaftet mit vielen Uber- und Fehlinterpretationen.

Eine weitere Folge des vernetzten Stoffwechselsystems ist, dass liber die intermedidren
Stoffwechselprodukte eine Vielfalt von verschiedenen Isotopomeren des untersuchten Meta-
bolits entstehen konnen. In anderen Worten, die Markierung von einer spezifischen Position
in der Vorstufe kann am Ende in verschiedenen Positionen im Zielmolekiil vorliegen. Die
exakte Zusammensetzung solcher Mischungen stellt eine hohe Anforderung an die analyti-

schen Methoden dar und kann erst in jlingster Zeit gelost werden (Abbildung 5).

Abbildung 5. Modellvorstellungen fiir den Fluss von speziellen Metaboliten (Verbin-
dung Y) oder genereller Vorstufen (Verbindung X) bei biosynthetischen Tracer-
studien (Rieder, 1999, Bacher et al., 1999).

12
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1.2 Retrobiosynthese

Im Gegensatz zum Einsatz von spezifischen Vorstufen mit naher struktureller Verwandtschaft
zum gesuchten Metabolit, nutzt man bei der Retrobiosynthese vorzugsweise generelle Stoff-
quelle, wie D-Glucose, Ribose, Glycerol, Pyruvat und Acetat. Jede dieser Verbindungen kann
mit einer hohen Variationsbreite in verschiedene Metabolite umgewandelt werden. Analog
zum Konzept der Retrobiosynthese in der synthetischen organischen Chemie wird das
Symbol = benutzt um die biosynthetische Verkniipfung der Markierungsmuster des
Endprodukts mit seinem biosynthetischen Vorldufer darzustellen (Bacher, et al., 1999). Die
retrobiosynthetischen Verwandtschaften zwischen Endprodukt und Vorldufer sind nicht uni-
versell, sondern miissen jeweils fiir den untersuchten Organismus speziell bestimmt werden.

Alle Biosynthesewege beziehen ihre Ausgangsverbindungen von einer liberschaubaren Zahl
von Intermediaten des zentralen Stoffwechsels (z.B. Acetyl-CoA, Triosen, Dicarbonsduren).
Hierbei handelt es sich um Verbindungen aus den zentralen Stoffwechselwegen (z.B. wie
Glykolyse, Pentosephosphatweg, Citratzyklus, u.a.). Die Markierungsmuster dieser zentralen
Intermediate sind gewohnlich schwer messbar, weil sie in der Regel nur in geringen Mengen
in der Biomasse vorliegen. Jedoch kdnnen die Markierungsmuster der Zentralmetabolite mit
hoher Genauigkeit aus den Markierungsmustern der Aminosduren und Ribonukleotiden re-
konstruiert werden. Den Beweis dafiir liefern frithere Studien an Chloroflexus aurantiacus
(Eisenreich et al., 1993; Rieder, 1999), Taxus chinensis (Lee, 1996), Rauwolfia. serpentina
(Eichinger, 1993; Eichinger, 1997, Eichinger et al, 1999) und Fossombronia alaskana (Rieder
et al., 1998; Rieder, 1999) mit '*C-markierten Vorstufen. Durch iiberlappende Informationen
aus der grossen Zahl an messbaren Aminosduren und Ribonukleosiden fithren zu einer hohen

Datensicherheit.

Das markierte Material wird zusammen mit einer grolen Menge an unmarkiertem eingesetzt.
Allgemeine, markierte Vorstufen konnen im Katabolismus gespalten werden und die gebil-
deten Metabolite dann wieder als Bausteine fiir Biosynthesen verwendet werden. Wenn die
markierte Vorstufe mit einer groBen Menge an unmarkierter angeboten wird, dann sind die
gebildeten Produkte ein zusammengesetztes Mosaik aus maximal einem markierten und zahl-
reichen unmarkierten Modulen. Die isolierten Metabolite sind ein komplexes Gemisch aus
Isotopomeren, die liber mehr als einen Syntheseweg aus einem speziellen Metaboliten gebil-
det werden. Vorallem kann die markierte Vorstufe iiber zyklische Stoffwechselwege recycled

werden, was zu positionellen Neuformierungen der Isotopmarkierung fithren kann.
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Wenn stabilisotopmarkierte Metabolite, wie D-Glucose, biologischen Systemen zugesetzt
werden, entstehen komplexe Mischungen von Isotopologen in allen Zweigen der intermole-
kularen Mechanismen. Die Markierungsmuster der Intermediate des zentralen Stoffwechsel-
pools, wie Zuckerphosphate, Dicarbonsiduren und Acetyl-CoA, sind iiber Retrobiosynthese
aus den primiren Metaboliten (Aminosiuren und Ribonukleoside) erhiltlich. Uber den Ver-
gleich der Markierungsmuster von primdren und sekundiren Metaboliten (z.B. Isoprenoide)
ist es moglich, die Biosynthesewege, sowie den Fluss der Metabolite innerhalb eines Orga-
nismus zu interpretieren.

Acetyl-CoA nimmt eine Schliisselposition im Stoffwechsel ein. Es bildet den Knotenpunkt
zwischen katabolen und anabolen Reaktionswegen. Man spricht bei dieser Art von Sammel-
becken von intermedidren Stoffwechselprodukten von einem ,,Pool* bzw. einem ,,Stoffwech-
selpool. Das in den Mitochondrien gebildete Acetyl-CoA wird ins Cytosol exportiert. Es
bilden sich mehr oder weniger unabhéngige Pools von Acetyl-CoA in Mitochondrien, Plasti-
den (vorallem junge Chloroplasten) und Cytosol (Richter, 1998).

Die Markierungsmuster von 3-Phosphoenolpyruvat, Oxalacetat und a-Ketoglutarat kénnen
direkt aus den korrespondierenden Transaminierungsprodukten Alanin, Aspartat und Gluta-
mat abgeleitet werden (Abbildung 6). Das Markierungsmuster von a-Ketoglutarat ist neben
Glutamat auch in Prolin und Arginin zu finden. Das Markierungsmuster von 3-Phosphoenol-
pyruvat spiegelt sind neben Alanin, in den Seitenketten der aromatischen Aminosduren Tyro-
sin und Phenylalanin wieder. Acetyl-CoA erhélt man aus der Aminosdure Leucin und iiber die
Verkniipfung mit dem Citratzyklus aus den Aminosduren Glutamat, Prolin und Arginin.
Oxalacetat reflektiert sich in Aspartat, Threonin, Isoleucin, Lysin und den Pyrimidinnukleo-
siden Cytidin und Uridin. Auch hier besteht eine Verkniipfung iiber den Citratzyklus mit
Acetyl-CoA und o-Ketoglutarat. Die Markierung von Ribose-5-phosphat kann aus den
Ribose-Einheiten der Nukleoside und aus Histidin rekonstruiert werden. Der Aromatenring
von Tyrosin und Phenylalanin erlaubt Riickschliisse auf das Markierungsmuster von
Erythrose-4-phosphat. Die Markierung der von Tetrahydrofolat-Verbindungen iibertragenen
C,-Einheiten kann aus dem C3 von Serin, sowie aus den Purinen abgeleitet werden.

Durch die Vielzahl an isolierten Aminosduren und Ribonukleosiden kommt es bei den
Markierungsmustern der Zentralmetabolite zu Mehrfachbestimmungen, die zu einer hohen

statistischen Genauigkeit fiihren.
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Abbildung 6. Rekonstruktion der *C-Markierungen der Zentralmetabolite durch Retro-
biosynthese aus den Aminosduren und Ribonukleosiden. Es sind die Metabolite
aus der Glykolyse (griin), dem Citratzyklus (rot) und dem Pentosephosphatweg
(blau) dargestellt.

Es erfolgt der Einsatz von mehrfach oder einfach '*C-markierten Vorstufen (z.B.
[U-"*C4]D-Glucose, [1-"°C,]D-Glucose).

Die Technik der einfach "> C-markierten Vorstufen hat sich als wertvoll bei Einbaustudien in
Mikroorganismen erwiesen, da hohe spezifische Einbauten moglich sind. Bei vergleichbaren
Vorstufen in hoheren Pflanzen sind die spezifischen Einbauraten iiblicherweise geringer

(Hutchinson et al., 1974; Battersby et al., 1974; Leete und Bodem, 1976).
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Bei mehrfach >C-markierten Vorstufen sind hohere Verdiinnungen moglich. In den NMR
Spektren bilden sich Satellitensignale aufgrund der skalaren Kopplung zwischen den benach-
barten '*C-Atomen. Die Wahrscheinlichkeit, dass unter natiirlichen Bedingungen zwei
BC-Atome nebeneinander liegen, liegt bei 0,01% (1,1% x 1,1%). Der natiirliche Hintergrund
von Satellitensignalen im "*C-NMR Spektrum ist daher klein. Als Konsequenz ergibt sich die
hohe Empfindlichkeit bei der Bestimmung von mehrfach *C-angereicherten Strukturmodulen

aus mehrfach *C-markierten Vorstufen (auch bei niedrigen Einbauraten).
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Abbildung 7. Weg der einzelnen C-Atome in den beiden Terpenbiosynthesewegen.
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Die Retrobiosynthese ldsst sich besonders leicht anwenden, wenn Hypothesen zu Biosynthe-
sewegen lberpriift werden sollen. Da sowohl die Reaktionen des Mevalonatwegs, sowie des
Deoxyxylulosephosphatwegs bekannt sind, ist das Verfahren in der Lage, die Existenz der
beiden Wege nachzuweisen, aber auch ggf. Anteile aus den beiden Wegen zu bestimmen.

Wie in Abbildung 7 dargestellt, kann jedes C-Atom von IPP bzw. DMAPP {iber die beiden
Terpenbiosynthesewege, einem entsprechenden C-Atom aus den Intermediaten des zentralen
Stoffwechselpools zugeordnet werden. Uber den Vergleich der retrobiosynthetisch gewonnen
Markierungsmuster der Intermediate des zentralen Stoffwechselpools, aus den primédren
(Aminoséduren, Ribonukleotide) und sekundidren Metaboliten (Terpenoide), erfolgt die Zuord-

nung des eingesetzten Biosynthesewegs im Organismus.

1.3 Kompartimentierung

Die in der Pflanze vorkommenden Plastiden (Chloroplasten, Chromoplasten, Mitochondrien,
Peroxisome und Glyoxysome) bilden Kompartimente innerhalb der Zelle. Es handelt sich
dabei um, in sich geschlossene Systeme, die teilweise autonom sind. Die Kompartimentierung
der eukaryotischen Zelle ermoglicht es, dass gegenldufige bzw. unterschiedliche Stoffwech-
selwege zur gleichen Zeit statt finden konnen. Ein Beispiel hierfiir ist die Makroalge Charo-
phyceae, die in ihrer Struktur den Pflanzenzellen &hnlich ist. In Charophyceae werden beide
Terpenbiosynthesewege durchgefiihrt, d.h. Der Mevalonatweg findet im Cytosol statt, wih-
rend gleichzeitig der Deoxyxylulosephosphatweg in den Plastiden durchgefiihrt wird (Tabelle
1). Durch die rdumliche Trennung wird die gegenseitige Beeinflussung der Stoffwechselwege
stark reduziert. Im Gegensatz dazu verwendet die Mikroalge Chlorophyceae, die in ihrer
Struktur den Bakterienzellen dhnelt und keine Plastiden hat, nur einen der beiden Terpen-
biosynthesewege (Tabelle 1).

Die Chloroplasten sind funktionelle, selbstregulierende Einheiten, die eine gewisse Auto-
nomie besitzen (Endosymbiontenhypothese). In ihnen finden Synthesen von Proteinen,
Lipiden und Isoprenoiden statt. Dennoch befinden sich extraplastiddre proteinogene
Aminoséduren in den Chloroplasten. Auch a-Ketoglutarat und Aspartat wird aus dem Cytosol
exportiert. Im Gegenzug werden Dihydroxyacetonphosphat und Glycerinaldehyd-3-phosphat
wird an das Cytosol abgegeben. Die Verbindungen werden in der Saccharosesynthese oder als
3-Phosphoglycerat in die Glykolyse eingeschleust. Der Eintrag von 3-Phosphoglycerat in die
Chloroplasten fiir den Calvin-Zyklus ist bei Licht eingeschrankt (Richter, 1998).
Biosynthesen wie der Calvin-Zyklus und die Photorespiration wurden in isolierten Chloro-

plasten untersucht (z.B.: Stitt und Rees, 1979; Bryan, 1980; Bagge und Larsson, 1986;
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Coruzzi, 1991). Die in Chloroplasten vorkommenden Enzyme haben hédufig Isozyme in unter-
schiedlichen subzelluldren Kompartimenten, wie den Mitochondrien, den Plastiden oder dem
Cytosol. Das ist nicht ungewdhnlich, da Plastiden sich prinzipiell ineinander umwandeln kon-
nen und aus einer gemeinsamen Vorstufe gebildet werden. Beispiele fiir die Existenz von Iso-
zymen sind die Katalysatoren der Glykolyse und des oxidativen Pentosephosphatwegs (Gott-
lieb, 1982).

Es stellt sich die Frage, inwieweit sich die Forschungsergebnisse iiber die Biosynthesewege
einzelner Organellen sich auf die ganze Zelle bzw. andere Teile des Organismus iibertragen
lassen. Aufgrund der nachgewiesenen Isozyme in vielen Pflanzenkompartimenten sollte es
moglich sein Stoffwechselwege aus z.B. den Chloroplasten auf chloroplasten-freie Gewebe zu
ibertragen.

Untersuchungen zu den beiden Terpenbiosynthesewegen zeigten, dass die Kompartimen-
tierung nicht absolut ist. Der Mevalonatweg wird im Cytoplasma und der Deoxyxylulose-
phosphatweg in den Plastiden durchgefiihrt. Bei Einbauexperimenten mit markiertem
Mevalonat in Ginkgo biloba wurden 0,5 % Einbau in das, iiber den Deoxyxylulosephosphat-
weg synthetisierte, Gingkolid beobachtet (Tabelle 3, Schwarz, 1994; Schwarz und Arigoni,
1999). Uber die charakteristischen Markierungsmuster wurden IPP und cytosolisches
Farnesyldiphosphat (FPP) als Intermediate des Crosstalks diskutiert. Es wurde angenommen,
dass cytosolisches FPP in den Plastiden mit einem IPP Molekiil, aus dem Deoxyxylulose-
phosphatweg, zu Geranylgeranyldiphosphat weiterreagiert (Schwarz, 1994; Schwarz und Ari-
goni, 1999). Der Import von IPP und/oder DMAPP bzw. spéteren Produkten der Terpen-
biosynthese aus den Plastiden in das Cytosol wurde bei Einbauversuchen mit markierter
1-Deoxy-D-xylulose in Zellkulturen von Catharanthus roseus beobachtet (Tabelle 4, Arigoni
et al., 1997). Inzwischen haben Fiitterungsexperimente in verschiedenen Organismen
wiederholt bewiesen, dass ein Austausch zwischen den beiden Terpenbiosynthesewegen
stattfindet: Tabelle 3 und Tabelle 4, sowie Heteriscyphus planus (Nabeta et al., 1995b, 1995¢
und 1997), Matricaria recutita (Nabeta et al., 1998), Actinomyceten (Seto et al., 1996 und
1998), Anthroceros punctatus (Itoh et al., 2000) und Torreya nucifera (Yang und Orihara,
2002).

Der als Crosstalk bezeichnete Austausch von Intermediaten der Terpenbiosynthese wurde bei
Einbauversuchen mit Mevalonat in Konzentrationen bis zu 15 % beobachtet (Tabelle 3). Der
Einbau von 1-Deoxy-D-xylulose fiel meist deutlich geringer aus, mit Ausnahme von Phaseo-
lus lunatus, das mit 31 % einen deutlich héheren Einbau von 1-Deoxy-D-xylulose in ein
cytosolisches Terpen zeigt (Tabelle 4).
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Tabelle 3. Einbauraten (%) von Mevalonat in Terpenoide von Ginkgo biloba (Schwarz,
1994; Schwarz und Arigoni, 1999), Phaseolus lunatus (Piel et al., 1998) und
Catharanthus roseus (Schuhr et al., 2003).

G. biloba P. lunatus C. roseus

im Cytosol
Sitosterol 40 48
DMNT' 88
in Plastiden
Gingkolid 0,5
Linalool 15
Lutein 7

Tabelle 4. Einbauraten (%) von 1-Deoxy-D-xylulose in Terpenoide von Phaseolus luna-
tus (Piel et al., 1998) und Catharanthus roseus (Arigoni et al., 1997).

P. lunatus C. roseus

im Cytosol
Sitosterol 0,4
DMNT 40
in Plastiden
Linalool 90
Lutein 16

1.4 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es nach Anzuchten von Chloroflexus aurantiacus, Catha-
ranthus roseus und Nicotiana tabacum (Wildtyp und Mutanten) mit Stabilisotopen markierten
Vorstufen, die primiren und sekundiren Metabolite zu isolieren. Uber die primiren Metabo-
lite (Aminosiuren und Ribonukleotide) sollten die Markierungsmuster des zentralen Stoff-
wechselpools der Organismen retrobiosynthetisch bestimmt werden. Mit Hilfe dieser Daten
sollten die Biosynthesewege der sekundiren Metabolite (Terpen und Alkaloide) bestimmt

bzw. bestétigt werden.

Nach Etablierung der stereospezifischen Deuterierung von NADPH sollten Reduktasen auf

ihre Stereospezifitit untersucht werden.

" DMNT: 4,6 Dimethylnona-1,3,7-trien; biosynthetisches Derivat von Farnesyldiphosphat (Piel ez al., 1998)
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2 Material und Methoden

2.1 Geriite

Anlage zur Fraktionssammler: Pharmacia LKB, GradiFrac

Proteinreinigung Schlauchpumpe:  Pharmacia LKB, Pump P-1
Mischer: Pharmacia Mixer 5 mPa
Schreiber: Pharmacia LKB, REC 102
Photometer: Pharmacia LKB, Optical Unit UV-1

Pharmacia LKB, Control Unit UV-1

(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)

Brutschrank Psycrotherm (New Brunswick Scientific Corp., New Brunswick,
USA)

CO; Inkubator Advance Optima (Schroff, Straubenhardt, Deutschland)

Differenzialrefrakto- ~ Gamma Analysen Technik GmBH (Bremerhaven, Deutschland)
meter, GAT LCD 201

Elektrophoresekammer H6 ,,Baby Gel“, Gibco BRL (Eggenstein, Deutschland)
mit Spannungsquelle LKB-GPS 200/400

(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)

Flissigszentillations-  Beckman LS 7800 (Fullerton, USA)

spektrometer
Fraktionssammler Pharmacia LKB - SuperFrac
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)
Heizblock Techne DRI.BLOCK DB-2A (Wertheim, Deutschland)
HPLC Pumpen:  HPLC Pumpe 64 (Knauer, Bad Homburg, Deutschland)

Detektoren: Dioden-array Photometer (J & M, Aalen, Deutschland)
Software:  Eurochom 2000 (Knauer, Bad Homburg, Deutschland)
TIDAS (J & M, Aalen, Deutschland)
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Lyophylle

Mixer

NMR

pH-Meter

Rotationsverdampfer

Spektralphotometer

Ultra Turax T 25

Ultraschallgerét

Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-4

(Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz)
Anlagensteuerung LDC-1M

Elekt. Anschluss 230 V, 50 Hz

Temp. -50 °C

Druck 0,200 mbar

Moulinex, TURBO Blender (Moulinex, Deutschland)

FT-NMR Spektrometer DRX 500 (Bruker, Karlsruhe, Deutschland)

Aspect Station
XWINNMR Software 1:0

FT-NMR Spektrometer AM 360 (Bruker, Karlsruhe, Deutschland)
Array Processor

Aspect 3000 Computer

Selektivanregungseinheit, SEU

E512 Metrohm AG CH-9100 (Herisau, Schweiz)

Membranpumpe - Vakuumpumpe (Vacuumbrand GmbH & Co,
Wertheim, Deutschland)

Rotavator RE 120 (Biichi, Deutschland)

Wasserbad (Kottermann, Deutschland)

UV-VIS Spektrometer Ultraspec Plus (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg, Deutschland)
mit Quarzkiivetten

mit Plastikkiivetten

Jank & Kunkel (IKA Labortechnik, Stauffen, Deutschland)

Branson Sonifier B-12A mit ,,L“-Converter

(Branson SONIC Power Company, Dunbury, Connecticut, USA)

21



Material und Methoden

Waage SCALTEC SBA 32, max. 120 g, d = 0,0001 g
SCALTEC SBA 52, max. 2200 g,d=0,01 g

Zentrifugen Kiihlzentrifugen RC2-B mit GSA-Rotor (Sovall, Connecticut, USA)
Tischzentrifuge (Eppendorf, Deutschland)

GS-15R Zentrifuge, Rotor S4180 (Beckman, Fullerton, USA)
2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

Die bei dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Biomol (Hamburg,
Deutschland), Fluka (Neu-Ulm, Deutschland), Merk (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karls-
ruhe, Deutschland), Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutsch-
land) und Serva (Heidelberg, Deutschland) bezogen.

Die markierten Verbindungen stammen von:

NaOD (10 M, 40 %) (99 atom-% “H) Aldrich Chem. Co. (Steinheim, Deutschland)

DCI (37 %) (99 atom-% “H) Aldrich Chem. Co. (Steinheim, Deutschland)
D,0 (99,9 atom-% “H) ISOTEC inc. A Matheson, USA Company (USA)
CDCl; (99,8 atom-% “H) Cortec (Paris, Frankreich)

DMSO-ds ISOTEC inc. A Matheson, USA Company (USA)
[U-"C4]D-Glucose Omicron (South Bend, Indiana, USA)

[1-*H,] D-Glucose (98 atom-% H) Omicron (South Bend, Indiana, USA)
[1-°H;]D-Glucose ICN Biochemicals NV/SA

[1,2-"C,]Glycin Cambridge Isotope Labotatories (Andover, USA)
[1,2-"*C,]Glycin Cambridge Isotope Labotatories (Andover, USA)
KD,POy4 (~95 atom-% 2H) KH,PO,4 mehrmals in D,0 aufgenommen und

lyophilisiert (0,5 mg / 3 ml D,0)

Referenzsubstanzen fiir DC, HPLC und NMR wurden zu einem Teil gekauft und zum anderen

Teil im Laufe dieser Arbeit isoliert und identifiziert (siche unten).
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Aminosduren Fluka (Neu-Ulm, Deutschland), Merk (Darmstadt,
Deutschland), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
und Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland).

1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat hergestellt von Dr. S. Herz (Hecht ef al. 2001a)
Nicotin Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Sitosterol Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Pteridine Schricks (Jona, Schweiz)

B-Carotin, Lutein und Chlorophyll, sowie Phytol wurden aus Stielmangold (Beta vulgaris

convar. vulgaris var. flavescens), Geranylgeraniol aus Chloroflexus aurantiacus und Stig-

masterol, sowie Abienol aus Nicotiana tabacum isoliert.

Alle organischen Losungsmittel fiir die Analytik und préparative Isolierungen wurden destil-

liert.

2.2.2 Enzyme
Glucose Dehydrogenase

von Bacillus megaterium (E.C. 1.1.1.47)

1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase

von Bacillus subtilis

1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat Reduktoisomerase
von E. coli M15 pQEYAEM

alkalische Phosphatase
aus Kélberdarm (E.C. 3.1.3.1)

Sepiapterinreduktase (E.C. 1.1.1.153)

Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

(Expression in E. coli) isoliert und gerei-
nigt von Dr. Wungsintaweekul (Herz,
2000)

isoliert und gereinigt von Dr. Wungsin-

taweekul (Wungsintaweekul, 2001)

Boeringer Mannheim (Mannheim)

aus E. coli Klon mit Plasmid p-Mal ¢ 2
von NEB (Herrman, 1999), im Lauf der

Arbeit isoliert und gereinigt
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2.2.3 Trennmedien
SC: Amylose; Serva (Heidelberg, Deutschland)
Dowex 50 Wx8 (200-300 mesh); Serva (Heidelberg, Deutschland)
Dowex 1x8 (100-200 mesh); Serva (Heidelberg, Deutschland)
Dowex 1x8 (200-300 mesh); Serva (Heidelberg, Deutschland)
Kieselgel 60; Merk (Darmstadt, Deutschland)
RP18-Katuschen (2 x 10 cm); Accubond SPE, 6 ml, ODS 1, J & W Scientific

DC: Cellulose (140p, 20 x 20 cm, auf PE); Stiirmer + Schiille GmbH (Deutschland)
Kieselgel 60 F,s4 (20 x 20 cm, auf Aluminium); Merk (Darmstadt, Deutschland)
HPLC: RP 18 Séule, Lichrosorb (priparativ, 250 x 4,5)

RP 18 Siule, Lichrosorb (analytisch, 5 pm)

Nucleosil SB 10 (préiparativ); Macherey Nagel (Diiren, Deutschland)

Rezex RNM-Kohlenhydrat HPLC-Siule, Phenomenex (Torrance CA, USA)
SDS-Page: Polyacrylamidgele (Trenngel (8 %) und Sammelgel (4 %))

2.2.4 Reagenzien

2.2.4.1 Spriihreagenz fiir die DC
Anisaldehydreagenz 50 ml Eisessig
(Jork et al., 1998) 1 ml konz. Schwefelséure
0,5 ml Anisaldehyd (4-Methoxybenzaldehyd)

gut gekiihlt mischen,
DC in Losung tauchen,

bei 100 °C, bis zu 15 min entwickeln.

Ninhydrin-Reagenz 3 mg Ninhydrin
(Jork et al., 1998) 100 ml Butanol

lichtgeschiitzt aufbewahren,
DC mit Lésung bespriihen,

bei 100 °C, bis zu 15 min entwickeln.
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2.2.4.2 Reagenzien fiir die Proteinreinigung

Chromatographie-Puffer 1 50 mM Tris /HCI (pH 8,0)

Chromatographie-Puffer 2 50 mM Tris /HCI (pH 8,0), 500 mM Maltose

Die Chromatographie-Puffer und das Sdulenmaterial (Amylose) wurden entgast eingesetzt.

2.2.4.3 Reagenzien fiir den Bradford - Nachweis

Bradford-Puffer

Bradford-Reagenz

2,0 g Na,HPO4
0,6 g NaH,PO4
7,0 g NaCl
0,2 g NaN;3

in 1 Liter

0,1 g Coomassie Brilliant Blue G-250

in 10 ml Ethanol und 25 ml H5PO4 16sen,

mit Wasser auf 250 ml auffiillen und filtrieren,
(lichtgeschiitzt aufbewahren).

Eichkurve mit BSA-Losung (Proteinstandard) erstellen.

2.2.4.4 Reagenzien fiir die SDS-PAGE

Trenngel (8 %)

Sammelgel (4 %)

2 ml Acrylamid-Ldsung

2,5 ml Trennpuffer

5,5 ml Wasser

50 ul 10% APS

5 ul TEMED

ausreichend fiir 2 Gel-Platten 10 x 10 cm.

0,5 Acrylamid
2,5 Sammelpuffer
2 ml Wasser

50 pl 10% APS

5 ul TEMED
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Acrylamid-Losung 149 g Acrylamid
6 g N,N’'-Methylenbisacrylamid

auf 500 ml mit entgastem bidest. Wasser auffiillen.

Trennpuffer 1,5 M TRIS/HCI (pH 8,3)
0,4 % SDS

entgast

Sammelpuffer 0,5 M TRIS/HCI (pH 60,8)
0,2 % SDS

entgast

Elektrophorese-Puffer 25 mM TRIS
192 mM Glycerin
0,1 % SDS

2x - Sampelpuffer 62 mM TRIS/HCI, pH 6,8
6 % Mercaptoethanol
10 % Glycerin
6 % SDS
1 Spatelspitze Bromphenolblau

Férbelosung 5 g Coomassie Brilliant Blue G-250
454 ml Methanol
454 ml dest. Wasser
92 ml Eisessig

Entfarber 50 % Methanol
10 % Eisessig
40 % Wasser

2.2.4.5 Reagenzien fiir die Sepiapterinreduktase Umsetzung
Jo/KJ - Losung 1% Jod

2% Kaliumjodid

in 1 N HCI1

(lichtgeschiitzt autbewahren)
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2.2.5 Kulturmedien

2.2.5.1 Chloroflexus aurantiacus
Medium
(StrauB3 et al., 1992)

Stocklésung A

Stocklosung B

Stocklésung C

50 ml Stocklosung A
1 ml Stocklésung B
1 ml Stocklésung C
2 ml Stocklésung D
10 ml Stocklosung E

Stocklosungen A und B mischen,
auf 1 Liter auffiillen,

mit 6 M NaOH auf pH 8 einstellen,
autoklavieren,

Stocklosung C, D und E zugeben,
Medium 1h mit N, begasen,

mit 6 M NaOH auf pH 8 einstellen.

12 mg NH4Cl

2,35 g K,HPO4

3 g MgS0Os4 - 6 H,O

1 g CaCl, - 2 H,O

0,16 g NaCl

2 g N,N-bis(carboxymethyl)glycin
fuir 1 Liter Losung

2,5 ml konz. H,SO,

2,28 g MnSO, - 6 H,O
0,5 g ZnSO4 - 7 H,0O

0,5 g H3BO;

0,025 g CuSOs4 - 5 H,O
0,025 g Na,MoOs - 2 H,O
0,045 g CoCl; - 6 H,O
fiir 1 Liter Losung

0,9 g Thiamin-HCI
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0,2 g Biotin

0,8 g Folsdure

fiir 1 Liter Losung

mit 6 M NaOH auf pH 7 einstellen

sterilfiltrieren

Stocklosung D 0,6 g FeSO4 - 7 H,O
0,8 g Na,- EDTA
fuir 1 Liter Losung

autoklavieren

Stocklosung E 40 g Na,S - 9 H,O
fiir 1 Liter Losung
unter N,-Gas setzen

autoklavieren

2.2.5.2 E.coli
Die Medien wurden bei 120 °C und ca. 1,5 bar fiir 20 min autoklaviert. Die Antibiotika-

l6sungen wurden dem kalten Medium zugesetzt.

LB-Medium (Luria-Bertani) 10 g Caseinhydrolysat
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
I ml Ampicilin-Losung
1 ml Kanamycin-Ldsung

fiir 1 Liter Losung

LB-Medium/Glycerin 10 g Caseinhydrolysat
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
50 % (v/v) Glycerin
fiir 1 Liter Losung

Terrific-Broth-Medium 900 ml TB-Grundmedium
(Sambrook et al., 1989) 100 ml TB-Puffer
1 ml Ampicilin-Lésung
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I ml Kanamycin-Losung

TB-Grundmedium 12 g Hefe
24 g Caseinhydrolysat
4 ml Glycerin

auf 900 ml mit dest. Wasser auffiillen, autoklavieren

TB-Puffer 0,5 g¢ KH,PO,
2,8 g K,HPO,

in 200 ml Wasser, autoklavieren

Ampicilin-Losung 170 mg Ampicilin, steril eingewogen
in 1 ml Wassergeri

fuir 1 Liter Losung

Kanamycin-Lésung 60 mg Kanamycin, steril eingewogen
in 1 ml Wasserserii

fiir 1 Liter Losung

2.2.5.3 Catharanthus roseus

LS-Medium
(Linsmaier und Skoog, 1965)

2.2.5.4 Nicotiana tabacum
Die Medien wurde mit 1M KOH auf pH 5,7 - 5,8 eingestellt. Es wurden 7 g Agar pro Liter

zugesetzt und anschliefend bei 120 °C und ca. 1,5 bar fiir 20 min autoklaviert.

B5 Medium 3,1 g Salz-Mischung
10 ml Vitamin-Ldsung
0,983g MgSO, - 7 H,O
20 g Saccharose
fiir 1 Liter Losung

VDW Medium 4,4 g Salz-Mischung
10 ml Vitamin-Losung

30 g Saccharose
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Tabelle 5. Salz- und Vitamin-Mischung fiir die Kulturmedien BS und VDW

2 mg B-Indolessigsiure

0,2 mg Kinetin

0,5 g Caseinhydrolysat

fiir 1 Liter Losung

BS5 VDW
mg/l mg/l
Salz-Mischung EDTA F(III) Na 40,00 40,00
KJ 0,75 0,83
H;BO; 3,00 6,20
MnSO; - H,O 10,00 22,30
ZnS0O4 - 7 H,0O 2,00 8,60
NazMOO4 -2 H20 0,25 0,25
CU.SO4 -5 Hzo 0,025 0,025
CoCl, - 6 H,O 0,025 0,025
Vitamin Losung Inosit 100 100
Pyridoxin-HCI 1 0,5
Thiamin-HCI 10 0,1
Glycin 2
Nicotinsdure 1 0,5

2.3 Organismen

2.3.1 Mikroorganismen

2.3.1.1 Chloroflexus aurantiacus

Chloroflexus aurantiacus (DSM 636) stammt aus der Sammlung von Mikroorganismen

(Braunschweig, FRG). Die Fermentation und Fiitterungsexperimente wurden von Dr. Straul3

und Prof. Dr. Fuchs an der Universitét Freiburg durchgefiihrt.

2.3.1.2 E. coli

Es wurde ein E. coli XL-1 blue pMAL-SR verwendet, der nach Induktion mit IPTG ein

Maltosebindeprotein der Sepiapterinreduktase aus Maus exprimiert.

Der verwendete Expressionsklon stand am Lehrstuhl zur Verfiigung. Herstellung und

Charakterisierung des Klons erfolgte im Rahmen der Doktorarbeiten von Dr. Hausman und

Dr. Herrmann (Bracher ef al., 1998).
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2.3.2 Pflanzen

2.3.2.1 Beta vulgaris
Der, aus kauflich erhéltlichen Samen gezogene, Stielmangold (convar. vulgaris var. flaves-

cens) diente als Quelle von Lutein, B-Carotin und Chlorophyll.

2.3.2.2  Catharanthus roseus
Die Gewinnung und die Pflege der Zellkulturen von Catharanthus roseus (aus Blattzellen)
erfolgte an der Fakultdt fiir Chemie und Pharmazie von Prof. Dr. Zenk der Ludwig Maxi-

milian Universitat Miinchen.

2.3.2.3 Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum, var. havanna piperita (Wildtyp)
Nicotiana tabacum, var. havanna piperita RPO
Nicotiana tabacum, var. havanna piperita NDH 53-25

Nicotiana tabacum, var. havanna piperita NDH 54-31V

Die markierten Anzuchten der Pflanzen erfolgte im botanischen Institut der Ludwig Maxi-
milian Universitdt Miinchen. Die Mutanten stammen aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Koop (Botanisches Institut, Ludwig Maximilian Universitit Miinchen).

Die Pflanzen fiir die CO,-Experiemente stammen aus dem botanischen Garten von Augsburg.
2.4 Anzucht

2.4.1 Chloroflexus aurantiacus

Chloroflexus aurantiacus wurde phototroph unter anaeroben Bedingungen bei 55 °C angezo-
gen. Die Kultur wurde mit einem Gasgemisch aus 80 % H, und 20 % CO, begast
(70 ml / min) und mit 60 W Lampen bestrahlt (Straul3 et al., 1992).

2.4.2 E. coli (mit SR Mal)

2.4.2.1 Stammhaltung

Zur Erneuerung der Lagerbestinde wurden 5 ml antibiotikahaltiges LB-Medium aus den
Stickstoffkulturen von Dr. Herrmann E. coli p Mal angeimpft und bei 37 °C und 200 Upm bis
zu einer Zelldichte von 0,6 ODgg angezogen. Nach Zentrifugation (4500 Upm, 15 min, 4 °C)
wurde das Zellpellet in 600 pl LB-Medium/Glycerin suspendiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieBend bei -70 °C gelagert (Herrmann, 1999).
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2.4.2.2 Zellanzucht

Die Vorkultur wurde in 100 ml antibiotikahaltigem LB-Medium angesetzt und bei 37 °C und
200 Upm tiiber Nacht inkubiert. Nach erreichen der stitiondren Phase wurde 1 Liter
TB-Medium mit 5 - 10 ml Vorkultur angeimpft. Bei einer Zelldichte von 0,6 bis 0,7 ODggo
wurden die Zellen mit 2 mM IPTG (480 mg/l) zu Expression von Sepiapterinreduktase
induziert. Nach 24 Stunden bei 37 °C und 200 Upm wurden die Zellen abzentrifugiert
(5000 Upm, 4 °C, 10 min), mehrmals mit Saline (0,9 % NaCl) gewaschen und anschlieSend
bis zur Isolierung der Sepiapterinreduktase bei - 20 °C gelagert (Herrmann, 1999).

2.4.3 Catharanthus roseus
Die griine, photosynthesefahige Kultur wuchs unter kontinuierlicher Beleuchtung (2400 lux)
auf einem rotierenden Schiittler (100 Upm) bei 21 °C (Schuhr et al., 2003).

2.4.4 Nicotiana tabacum

2.44.1 Glucose-Anzuchten
Das B5 Medium wurde bei der Anzucht des Wildtyps und den NDH Mutanten und das VDW
Medium wurde fiir die Anzucht der RPO Mutante verwendet.

Die Samen der Tabakpflanzen wurden sterilisiert und anschlieBend innerhalb von 8 - 10
Tagen auf den Medien zum Keimen gebracht. Nach 2 - 3 Wochen wurden die Pflanzen
vereinzelt. Von den ausreichend grofen Pflanzen wurden einzelne Blétter entfernt und auf das
markierte Medium (100 - 120 ml pro Kulturglas) gelegt. Die Pflanzen wurden bei 25 °C mit
einem 8/16 h dunkel/hell Zyklus bei der Lichtintensitit von 0,5 - | Wm™ belichtet. Nach 3 - 4

Wochen waren die Pflanzen grof3 genug zum Ernten (Kofer ef al., 1998).

2.4.4.2 CO; Anzuchten
Die erwachsenen Pflanzen, in Erde, wurden nur fiir die Dauer der Begasung mit markiertem
CO; in den CO;-Inkubator gestellt. AnschlieBend bis zur Ernte wuchsen die Pflanzen bei

normalen Lichtverhiltnissen fiir 10 Tage auf dem Fensterbrett weiter.

2.5 Isotopeneinbaustudien

2.5.1 Einbau von [U-"C¢|D-Glucose

Die Anzucht von Catharanthus roseus wurde in LS-Medium mit 1,2 g [U-"*C6]D-Glucose,
neben 28,8 g unmarkierter D-Glucose pro Liter durchgefiihrt. Die Kulturen wurden 7 Tage
bei kontinuierlicher Beleuchtung inkubiert. Die Zellausbeute lag bei 50 g (Frischgewicht).
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Fiir die Anzuchten des Wildtyps und der RPO Mutante von Nicotiana tabacum wurden 280
mg [U-"C¢]D-Glucose, neben 13,72 ¢ unmarkierter Saccharose dem Kulturmedium B3
(700 ml) zugesetzt. Die Ausbeute an verwertbarem Pflanzenmaterial betrug 100 g beim

Wildtyp und 83 g bei der RPO Mutante (Frischgewicht).

Die Einbauten bei Nicotiana tabacum NDH 53-25 und Nicotiana tabacum NDH 54-31V
erfolgten mit je 2,8 g [U-">C¢]D-Glucose, neben 11,2 g unmarkierter Saccharose im
Kulturmedium B5 (700 ml). Die Ausbeute an verwertbarem Material lag bei 67 g fiir die
Mutante NDH 53-25 und 55 g fiir die Mutante NDH 54-31V (Frischgewicht).

2.5.2 Einbau von [1-13C1]D-Gluc0se
Bei der Anzucht von Nicotiana tabacum (Wildtyp) mit [1-">C]D-Glucose wurden 4,6 g
markierte D-Glucose, neben 4,6 g unmarkierter D-Glucose dem Kulturmedium B5 (700 ml)

zugesetzt. Die Ausbeute an verwertbarem Pflanzenmaterial betrug 70 g (Frischgewicht).

2.5.3 Einbau mit *CO,
Bei dem Einbauversuch von Nicotiana tabacum mit 13C02 wurden 6 Pflanzen mit 80 ml

CO, iiber 5 Stunden begast. Die Ausbeute an Blattmaterial betrug 85 g (Frischgewicht).

2.5.4 [1,2-C,]Glycin / [1,2-"*C,]Glycin

Bei der Anzucht von Chloroflexus aurantiacus mit [1,2-C,]Glycin wurde das markierte
Material kontinuierlich tiber einen Zeitraum von 140 Stunden zugesetzt. Die kontinuierliche
Zugabe von [1,2-"*C,]Glycin erméglichte ein autotrophes Wachstum der Mikroorgansimen.
Es wurde eine sterile Losung (50 ml) aus 0,20 g [1,2—13C2]Glycin und 5 pCi [1,2—14C2]Glycin
fiir 5 Liter Kulturmedium verwendet (Rieder, 1999). Aus der Anzucht wurden 2,58 g (lyophi-

lisiert) verwertbares Zellmaterial gewonnen.

2.5.5 [1-*H{|D-Glucose
Mit Hilfe von [1-°H,]D-Glucose wurde im Rahmen einer Synthese Deuterium in NADPH ein-

geflihrt, um die Stereoselektivitit von Enzymen in vitro nachweisen zu konnen.
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2.6 Naturstoffisolierungen

2.6.1 Isolierung von D-Glucose

2.6.1.1 Extraktion

15 g frische Pflanzenproben wurden mit fliissigem Stickstoff verrieben. Anschlieend wurde
das zerkleinerte Material mit 100 ml bidest. Wasser versetzt und fiir 1h bei 37 °C extrahiert.
Nach dem Abfiltrieren wurde die klare Losung lyophilisiert. Ein Teil des trockenen Riick-
stands (100 - 400 mg) wurde in D,O bzw. Methanol/D,O (1/1, v/v) aufgenommen und am

NMR vermessen.

2.6.1.2 Reinigung

Anschliefend wurde die Glucoseldsung iiber eine Rezex RNM-Kohlenhydrat HPLC-Séule
gereinigt. die Séule wurde bei einer FlieBgeschwindigkeit von 0,7 ml/min und 75 °C mit Was-
ser entwickelt. Die Detektion erfolgte iiber ein Differenzialrefraktometer.

Glucose wurde nach 14 ml eluiert. Die Fraktion wurde lyophilisiert, in D,O aufgenommen

und am NMR vermessen.
2.6.2 Isolierung von Nicotin

2.6.2.1 Identifizierung

Zur Identifizierung des Nicotins wurden die Proben auf Kieselgel 60 Fus in
Ether/Isopropanol/konz. Ammoniak (v/v/v, 80/10/3) entwickelt (Leete und Slattera, 1976).
Die Detektion erfolgte bei 245 nm. Der R-Wert von Nicotin lag bei 0,60.

2.6.2.2 Isolierung

Die frischen, oder bei -20 °C gelagerten Pflanzenproben (ca. 100 g) wurden mit dem Ultra
Turax zerkleinert und mit 700 ml Methanol extrahiert. Die tief griine Losung wurde mit einer
Nutsche abgesaugt. Der Extrakt wurde bei max. 20 °C unter Vakuum auf 5 - 10 ml methanol-
freien Riickstand eingeengt. Die Losung (mit ausgeflocktem Chlorophyll) wurde mit 500 ml
Ether extrahiert. Die griine Ether-Fraktion wurde fiir spédtere Arbeiten separiert und bei -20 °C
aufbewahrt.

Die wissrige Phase mit dem Nicotin wurde mit 25 % Ammoniak auf pH 11 eingestellt.
AnschlieBend wurde mit 300 ml Ether extrahiert. Der Ether wurde im Vakuum weitgehend
eingeengt und anschlieBend mit Stickstoff abgeblasen (List und Hoérhammer, 1977; Bilck
et al., 1974). Der Riickstand aus 1 - 2 ml Wasser wurde mit 500 ul CDCl; extrahiert. Das
CDCI; wurde fiir die NMR Messung eingesetzt.
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2.6.3 Isolierung von Terpenoiden

2.6.3.1 Identifizierung
Die Terpenoide (B-Carotin, Phytoen, Lutein), Sitosterol und Chlorophyll wurden auf Kiesel-
gel 60 F,s4 in Hexan/Ethylacetat (1/1, v/v) getrennt. Die Identifizierung erfolgte bei sicht-

barem Licht, sowie bei 254 nm und 366 nm. Sitosterol wurde mit Anisaldehyd-Reagenz ange-

farbt.

Zur Identifizierung von Phytoen neben B-Carotin wurde Hexan/Ethylacetat (19/1, v/v) als
FlieBmittel eingesetzt. Phytoen hat in diesem System einen Rye-Wert von 1,0 und B-Carotin

von 0,95. Phytoen ist bei 366 nm als griiner Spot sichtbar.

Tabelle 6. R-Werte von -Carotin, Phytoen, Lutein, Sterole und Chlorophylle (Kiesel-
gel 60 F,s4, Laufmittel: Hexan/Ethylacetat (1/1, v/v), Detektion: sichtbares Licht,

254 nm und 366 nm).
Ry-Werte Farbe 254 nm 366 nm
B-Carotin 0,95 gelb +
Phytoen 0,95 + +
Lutein 0,41 gelb +
Chlorophyll 0-0,90 griin + +
Sitosterol 0,75

2.6.3.2 Extraktion

Je nach Zusammensetzung der zu isolierenden Terpenoide wurden verschiedene Ldsungs-
mittel gewihlt. Eine schnelle Méglichkeit war eine Kombination aus polarem und unpolarem
Losungsmittel, wie Methanol/Dichlormethan (1/1, v/v) (Rieder, 1999). Gute Ergebnisse
lieferte auch Hexan/Ethylacetat (1/1, v/v) (Arigoni et al., 1997). Die letzt genannte Mischung
wurde aus umwelttechnischen und gesundheitlichen Griinden bevorzugt eingesetzt. Beide

Isolierungen liefern das gewiinschte Ergebnis.

2.6.3.2.1 Chloroflexus aurantiacus

Das Zellmaterial (unmarkiert: feucht 20 g; markiert: lyopholisiert 2,58 g) wurde, nach
Zerstorung der Zellmembranen mit Ultraschall (15 min, Stirke 7), mit 600 ml
Methanol/Dichlormethan (1/1, v/v) extrahiert. AnschlieBend wurde das unmarkierte Material
an Kieselgel 60 (S. 36) weiter gereinigt. Das markierte Material wurde an Kieselgel 40 (S. 36)

aufgearbeitet.
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2.6.3.2.2 Catharanthus roseus
Das Zellmaterial (50 g) wurde mit dem Ultra-Turax zerkleinert und mit 600 ml Hexan/ Ethyl-
acetat (1/1, v/v) extrahiert. AnschlieBend wurde an Kieselgel 60 (S. 36) weiter aufgereinigt.

2.6.3.2.3 Nicotiana tabacum

Der Zellriickstand, aus der Nicotinisolierung, wurde mit 200 ml Dichlormethan extrahiert.
Der Dichlormethan-Extrakt und der Ether-Extrakt aus der Nicotingewinnung wurden verei-
nigt und im Vakuum eingeengt. Der so gewonnene Riickstand wurde an Kieselgel 60 (S. 36)

weiter aufgereinigt.
2.6.3.3 Siulenchromatographie

2.6.3.3.1 Kieselgel 60

Der trockene Extrakt wurde in 5 - 20 ml Hexan/Ethylacetat (1/1, v/v) aufgenommen und auf
eine Kieselgel 60 Siule (3 x 40 cm) aufgetragen. AnschlieBend wurde die Sdule mit 2 Liter
Hexan/Ethylacetat (1/1; v/v), 1 Liter Ethylacetat und 300 ml Methanol eluiert (Arigoni et al.,
1997). Bei der Abwesenheit von Chlorophyll verringern sich die Mengen der beiden ersten
FlieBmittel auf 800 ml Hexan/Ethylacetat (1/1, v/v) und 300 ml Ethylacetat. Bei maximalem
Durchfluss wurden 15 ml Fraktionen aufgefangen. Nach 400 ml eluierten die Fette, dicht
gefolgt von B-Carotin, Xanthophyllen und Phytoen (rote Fraktion). AnschlieBend wurde in
450 - 800 ml der Hauptanteil an Chlorophyll und Sitosterol, sowie Stigmasterol (500 -550 ml)
eluiert (griine Fraktion). Nach Wechsel des FlieBmittels zu Ethylacetat eluiert Lutein ab 1500
ml als gelbe Fraktion. Restliche auf der Sédule verbliebene Verbindungen wurden mit Metha-
nol heraus gespiilt.

Die Vereinigung der Fraktionen erfolgte in erster Linie iliber die Farbe und in zweiter Linie
nach Identifizierung iiber DC. Die Proben wurden im Vakuum eingeengt. Die Fraktionen,
auBler der Chlorophyll-Fraktion, wurden vor einer weiteren Reinigung in CDCl; am NMR

Spektrometer vermessen. Lagerung erfolgte in Lésung bei -20 °C.

2.6.3.3.2 Kieselgel 40

Der Extrakt wurde mit 20 ml Hexan auf eine gekiihlte (-10 °C) Chromatographieséule mit
Kieselgel 40 (10 x 40 cm) aufgetragen. Die Sdule wurde mit 1 Liter Hexan, 1 Liter Dichlor-
methan und 1,5 Liter Methanol/Dichlormethan/Wasser (6/3/1, v/v/v) eluiert. Bei maximalem
Durchfluss wurden 30 ml Fraktionen aufgefangen. Es bildete sich rein farblich nur eine
rot/gelbe bei 1000 ml und eine griin/schwarze Fraktion bei 2000 ml. Die Proben wurden im

Vakuum eingeengt und in Losung unter -20 °C gelagert.
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2.6.3.4 Reinigung

2.6.3.4.1 Lutein - und p-Carotin - Fraktion
Die Proben aus der Sdulenchromatographie wurden iiber praparative HPLC (S. 38) weiter

aufgereinigt.

2.6.3.4.2 Chlorophyll-Fraktion

Die trockene Chlorophyll-Fraktion wurde mit 100 ml 3 % methanolischer KOH versetzt und
anschlieBend 30 min bei 80 °C unter Riickfluss gekocht. Nach dem Abkiihlen wurden Sito-
sterol, Stigmasterol, Abienol, Phytol und/oder Geranylgeraniol mit 150 ml Hexan extrahiert.
Die intensiv griine wéssrige Phase wurde verworfen. Die gelb gefirbte organische Phase
wurde anschlieBend mit 30 ml bidest. Wasser neutral gewaschen und iiber Natriumsulfat
getrocknet (Arigoni et al, 1997). Nach Einengen im Vakuum wurde die Probe iiber

praparative HPLC (S. 38) weiter aufgereinigt.
2.6.3.5 HPLC

2.6.3.5.1 Analytische HPLC

Zur Identifizierung wurden die in CHCIlj3 gelosten Fraktionen aus der Sdulenchromatographie
auf eine RP-18 HPLC-Sédule mit Methanol als FlieBmittel aufgetragen (Tabelle 7). Zur
Identifizierung wurde das UV-Spektrum (Messung online am Dioden-array) herangezogen.
Abienol wurde durch NMR Spektroskopie in einer HPLC-Fraktion, nach der Chlorophyll-

verseifung, identifiziert.

Tabelle 7. Die Retentionszeiten von B-Carotin, Lutein, Phytol, Geranylgeraniol und
Sitosterol/Stigmasterol im HPLC (RP-18, FlieBmittel: Methanol, Flow: 2 ml/min,
Detektion: 436 nm, 210 nm).

Zeit

. Detektion
[min]
Geranylgeraniol 2 210 nm
Lutein 2 436 nm
Phytol 3 210 nm
Sitosterol/Stigmasterol 7 210 nm
B-Carotin/Phytoen 18 436 nm

Bei den Fraktionen von Chloroflexus aurantiacus wurden verschiedene Aceton Konzentra-

tionen als FlieBmittel der RP-18 HPLC-S&ule eingesetzt.
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2.6.3.5.2 Priparative HPLC

Die B-Carotin-, Lutein-Fraktionen und die verseifte Chlorophyll-Fraktion wurden préparativ
auf einer RP-18 HPLC-Siule (5 um) mit Methanol als FlieBmittel (2 ml/min) getrennt. Detek-
tiert wurden die Carotinoide bei 436 nm und Phytol, Geranylgeraniol und die Sterole bei 210
nm.

Lutein eluierte nach bei 5 ml, Abienol bei 4 ml, Phytol bei 8 ml, die Sterole bei 14 ml,

Geranylgeraniol bei 20 ml und -Carotin bei 30 ml.
2.6.4 Isolierung von Aminosiuren (Eisenreich et al., 1991)

2.6.4.1 Alkalische Hydrolyse

Der verbleibende Zellriickstand (2-3 mg) nach Extraktion der Terpenoide (S. 35) wurde in
100 ml 1M NaOH suspendiert und bei Raumtemperatur tiber Nacht geriihrt. Durch Zusatz von
10 ml konz. HCI und 10 ml 25 % Trichloressigsdaure wurden die zelluldren Proteine ausgefallt
und durch anschliefende Zentrifugation (GS3 Rotor, 5000 Upm, 4 °C, 15 min) von den in
Losung befindlichen Ribonukleotiden abgetrennt.

2.6.4.2 Isolierung der Ribonukleoside

Der nach der Proteinfillung (S. 38) erhaltene Uberstand (120 ml) wurde sofort nach der
Zentrifugation mit Ammoniak auf pH 8,0 eingestellt. Nach dem sich die zugesetzten 50 mg
Bariumacetat gelost haben, wurden 650 ml Ethanol zugesetzt. Bei 4 °C fielen die Nukleotide
als Bariumsalze im Laufe einer Woche aus. Diese wurden anschlieend durch Zentrifugation
(GS3 Rotor, 5000 Upm, 4 °C, 30 min / Falkontube, 4800 Upm, 15-20 min) abgetrennt.

Das Pellet wurde in 50 ml 50 mM Salzsdure geldost. Nach Zugabe von 2 ml gesittigter
Natriumsulfat-Losung féllt Bariumsulfat aus, das durch Zentrifugation (Falkontube,
4800 Upm, 15 min) abgetrennt wurde. Der Uberstand wurde sofort auf Dowex 50 Wx8
(H'-Form, 200-300 mesh, 2 x 20 cm) aufgetragen. Die Sdule wurde mit 160 ml 50 mM
Salzsdure und anschlieBend mit Wasser entwickelt. Bei einer Flussrate von 150 ml/h wurden
Fraktionen von 15 ml aufgefangen. Die Detektion der Nukleotide erfolgte liber Photometrie
bei 254 nm und DC (Tabelle 8, Cellulose Foys Plastikfolie, Laufmittel: 3 %
Ammoniumchlorid, Detektion: 254 nm). UMP eluierte bei 100 ml, GMP bei 300ml, CMP und
AMP bei 1000 ml. Die Fraktionen wurden vereinigt, im Vakuum eingeengt, lyophilisiert und

in D,O am NMR Spektrometer vermessen.
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Tabelle 8. R-Werte der Nukleoside und 2’, 3’-Nukleotide (Cellulose F,45 Plastikfolie,
Laufmittel: 3 % Ammoniumchlorid, Detektion: 254 nm).

ReWerte
Adenosin 0,45
Cytidin 0,77
Guanosin 0,51
Uridin 0,79
2°,3’- AMP 0,65, 0,56
2°,3- CMP 0,95
2°,3- GMP 0,73, 0,65
2°,3’-UMP 0,92

CMP und AMP wurden iiber priparative HPLC an einer RP 18 Séule, mit 100 mM
Ammoniumformiat/100 mM Ameisensdure als FlieBmittel, getrennt. 2°-CMP und 3’-CMP
eluiert bei 100 ml, 2"-Amp bei 260 ml und 3’-AMP bei 560 ml. Die Fraktionen der einzelnen
Nukleotide wurden vereinigt, im Vakuum eingeengt und lyophilisiert. Die fertigen Proben
wurden in D,O am NMR Spektrometer vermessen.

Die gereinigten Nukleotide wurden mit jeweils 5 ml 0,5 mM Magnesiumchlorid in 0,1 M
Ammoniumhydrogencarbonat (pH 10,4) gelost und mit alkalischer Phosphatase 7 h bei 37 °C
inkubiert. Die Nukleoside wurden anschlieend iiber praparative HPLC an einer RP 18 Saule
weiter aufgereinigt. Als FlieBmittel diente 5 % Methanol bei Adenosin und Wasser bei Cyti-
din, Uridin und Guanosin. Detektiert wurde mit einem Durchflussphotometer bei 254 nm.
Adenosin eluierte bei 530 ml,Uridin bei 135 ml, Cytidin bei 145 ml und Guanosin bei 420 ml.
Die entsprechenden Fraktionen der Nukleoside wurden im Vakuum eingeengt, lyophilisiert

und in D,O am NMR Spektrometer vermessen.

2.6.4.3 Saure Hydrolyse der zelluliiren Proteine

Das bei der sauren Hydrolyse gewonnene zelluldre Protein (S. 38) wurde mit 100 ml 6M HCI
und 4 ml Thioglykolsdure versetzt. AnschlieBend wurde die Suspension 24 h bei 110 °C unter
Riickfluss gekocht. Die ganze Apparatur wurde wihrend der Heiz- und Abkiihlungsphasen
mit Stickstoff begast. Die braune Losung wurde filtriert und unter Wasserstrahlvakuum ein-

geengt.

2.6.4.4 Trennung und Reinigung der Aminosiuren
Zur Identifizierung der Aminosduren wurden die einzelnen Fraktionen aus der Saulen-

chromatographie auf eine Cellulose Plastikfolie aufgetragen. Nach der Entwicklung in
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n-Butanol/Eisessig/Wasser (50/20/30, v/v/v) wurden die trockenen Platten mit Ninhydrin-
Reagenz entwickelt (Tabelle 9).

Tabelle 9. R-Werte der Aminosédure (Cellulose Plastikfolie, Laufmittel: n-Butanol/Eis-
essig/Wasser (50/20/30, v/v/v), Detektion: Ninhydrin-Reagenz).

R~Werte Farbe

Alanin 0,48 violett
Arginin 0,42 violett
Asparaginséure 0,39 violett
Glutaminsiure 0,44 violett
Glycin 0,39 violett
Histidin 0,39 braun
Isoleucin 0,71 violett
Leucin 0,71 violett
Lysin 0,39 violett
Methionin 0,63 violett
Phenylalanin 0,68 violett
Prolin 0,53 gelb

Serin 0,39 violett
Threonin 0,44 violett
Tyrosin 0,55 braun
Valin 0,63 violett

2.6.4.4.1 Erste Siule - Abtrennung der neutralen und sauren Aminosiuren

Das durch die saure Hydrolyse (S. 39) gebildete Gemisch aus freien Aminosduren wurde in
20-30 ml bidest. Wasser (pH 1) auf eine Siule mit Dowex 50 Wx8 (Formiat-Form,
200-300 mesh, 2.5 x 30 cm) aufgetragen. AnschlieBend wurde die Sdule mit 300 ml bidest.
Wasser, 1,5 Liter 0.2 M Ammoniumformiat (pH 4.5), 2,5 Liter 0.2 M Ammoniumformiat
(pH 6.5) und 1 Liter 0.5 M Ammoniumformiat (pH 4.5) entwickelt. Bei einer Flussrate von
100 ml/h wurden Fraktionen von 15 ml aufgefangen. Die neutralen und sauren Aminosduren
eluierten bei 150 - 300 ml, Phenylalanin und Tyrosin bei 350 - 500 ml, Lysin bei
1000 - 1300 ml, Histidin bei 1400 - 1500 ml und Arginin ab 2500 ml.

Die Fraktionen der einzelnen Aminosduren wurden iiber DC identifiziert und vereinigt.
Anschliefend wurden die Fraktionen im Vakuum eingeengt und lyophilisiert. Die fertigen

Proben wurden in D,O am NMR Spektrometer vermessen.

2.6.4.4.2 Zweite Siule - Abtrennung der sauren Aminosiuren

Die formiatfreie Fraktion der neutralen und sauren Aminosduren wurde in 10 - 20 ml bidest.
Wasser (pH 7.4 - 7.6) auf eine Sdule mit Dowex 1x8 (Formiat-Form, 200 - 300 mesh,
2.5 x 35 cm) aufgetragen. Die Sdule wurde mit 500 ml Wasser und 1 Liter 10 mM
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Ameisensdure entwickelt. Bei einer Flussrate von 100 ml/h wurden 15 ml Fraktionen
aufgefangen. Die neutralen Aminosduren eluierten bei 30 - 190 ml, Glutaminséure und
Asparaginséure bei 600 - 900 ml.

Die Fraktionen der {iber DC identifizierten Aminosduren wurden vereinigt, unter Vakuum
eingeengt und lyophilisiert. Die fertigen Proben wurden in D,O am NMR Spektrometer ver-

messen.

2.6.4.4.3 Dritte Siule - Auftrennung der neutralen Aminosiiuren

Die formiatfreie Losung der neutralen Aminosiduren wurde in 10 - 20 ml bidest. Wasser
(pH 1.5) auf eine Sdule mit Dowex 50 Wx8 (H'-Form, 200 - 300 mesh, 2.5 x 40 cm)
aufgetragen. Die Sdule wurde mit 200 ml Wasser und anschlieend mit einem Gradient von
0 - 3 M HCI (Gesamtvolumen 2 Liter) entwickelt. Bei einer Flussrate von 80 ml/h wurden
Fraktionen von 15 ml aufgefangen. Serin und Threonin eluierten bei 600 - 700 ml, Glycin und
Alanin bei 750 - 850 ml, Valin bei 900 - 1000 ml, Prolin bei 1050 - 1150 ml, Isoleucin und
Leucin bei 1170 - 1600 ml.

Die Fraktionen der iiber DC identifizierten Aminosduren wurden vereinigt, unter Vakuum
eingeengt und lyophilisiert. Die fertigen Proben wurden in D,O am NMR Spektrometer ver-

messen.

2.6.4.4.4 Trennung von Phenylalanin und Tyrosin

Die aromatischen Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin wurden {iber priaparative HPLC an
einer RP-18 Lichrosorb Séule aufgetrennt. Als FlieBmittel diente bidest. Wasser. Die Detek-
tion erfolgt bei 254 nm und 280 nm, zur Identifizierung von Tyrosin. Die Retentionsvolumina
betrugen 60 ml beim Tyrosin und 80 ml beim Phenylalanin. Die Fraktionen von Phenylalanin
und Tyrosin wurden getrennt gesammelt, im Vakuum eingeengt und lyophilisiert. Die fertigen

Proben wurden in D,O am NMR Spektrometer vermessen.

2.6.4.4.5 Trennung von Serin und Threonin

Die neutralen Aminosduren Serin und Threonin wurden {iber praparative HPLC an Nucleosil
SB 10 aufgetrennt. Als FlieBmittel diente bidest. Wasser. Die Detektion erfolgte bei 260 nm
und mit dem Refraktometer. Serin wurde bei 35 ml und Threonin bei 40 ml eluiert. Die Frak-
tionen wurden aufgefangen, im Vakuum eingeengt und lyolphilisiert. Die fertigen Proben

wurden in D,O am NMR Spektrometer vermessen.
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2.7 Isolierung und Reinigung von Enzymen

2.7.1 Sepiapterinreduktase

2.7.1.1 Zellaufschluss mit Ultraschall

0,5 - 1 g Zellmaterial, aus der Anzucht (S. 32) mit dem E. coli Expressionsklon, wurde in
30 ml Chromatographie-Puffer 1 suspendiert und bei 4 °C mit Ultraschall (3 x 15 Pulse, 60 %,
Stufe 6) aufgeschlossen. AnschlieBend wurde das unlosliche Protein und die Zellmembran-
bestandteile abzentrifugiert (30 min, 15 000 U/min, 4 °C). In der iiberstehenden Ldsung

wurde die Proteinkonzentration nach Bradford (S. 42) bestimmt.

2.7.1.2 Bestimmung des Proteingehalts

Der Proteingehalt wurde nach Bradford bestimmt (Bradford, 1976). Zu stark konzentrierte
Proben wurden mit Bradford-Puffer verdiinnt. Fiir den Testansatz wurden je 50 ul Probe bzw.
Bradford-Puffer und 1000 pl Bradford-Reagenz gemischt. Nach 20 min im Dunklen und bei
Raumtemperatur wurden die Proben gegen den Blindwert bei 595 nm gemessen. Die Protein-
konzentration konnte anschlieBend aus einer Eichkurve abgelesen werden. Die Eichkurve

wurde iiber eine Verdiinnungsreihe von Rinderserumalbumin in Dreifachbestimmung erstellt.

2.7.1.3 Chromatographie als Maltosebindeprotein

Die tiberstehende Losung aus dem Aufschluss der Zellen (S. 42) wurde mit Chromatographie-
Puffer 1 auf 100 ml aufgefiillt und auf eine Amylose-Séaule (2,5 x 6 cm) aufgetragen. Dann
wurde die Sdule bei einer Flussgeschwindigkeit von 2 ml/min mit Chromatographie-Puffer 1
gespiilt, bis die Extinktion bei 280 nm zuriick ging. AnschlieBend wurde mit Chromato-
graphie-Puffer 2 in 80 ml ein Gradient von 0 - 100 % gefahren. Der wihrend des Gradienten
kommende Peak bei 280 nm wurde gesammelt und {iber SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (S. 42) als Sepiapterinreduktase-Maltosebindeprotein identifiziert.

2.7.1.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Uber SDS-PAGE erfolgte der Nachweis, ob Exprimierung und Reinigung erfolgreich waren.
Als Proteinstandard diente ein Marker mit Proteinbanden bei 94, 67, 43, 30, 20,1 und
14,4 kDa.

Die Losung des Trenngels (8 %) wurde blasenfrei zwischen die montierten Glasplatten
gegossen. Das mit 30 % Isopropanol tliberschichtete Gel polymerisierte in einer Stunde aus.
AnschlieBend wurde das Isopropanol mit Wasser entfernt, der Auftragskamm eingesetzt und

das Sammelgel (4 %) eingefiillt. Nach 15 min wurde das fertige Gel in die Elektrophorese-
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apparatur eingesetzt und der Elektrophoresepuffer eingefiillt. AnschlieBend wurde der
Auftragskamm entfernt und die Proben aufgetragen. Die Elektrophorese wurde ca. 1 Stunde

bei 20 mA pro Gel durchgefiihrt (Bromphenolblau l4uft in der Front).

100 - 500 pl der Proben wurden fiir 15 min bei 100 °C im Heizblock erhitzt. AnschlieSend
wurde zentrifugiert und die liberstehende Losung abpipettiert. Nach der Zugabe von 50 pl
2x - Sampelpuffer wurden die Proben 7 min bei 95 °C gekocht. Je 10 pl der fertigen Proben
bzw. 2 - 3 ul Marker wurden auf die Gele aufgetragen.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 1 Stunde in Farbelosung und danach eine weitere

in Entfarber gelegt. Die fertigen Gele wurden photographisch dokumentiert.

2.8 Organisch-chemische Methoden

2.8.1 Synthese von deuteriertem NADPH

2.8.1.1 Synthese von [4-’H;] NADP" (Cyanidreaktion)

100 umol NADP wurden in 0,5 ml D,O geldst. AnschlieBend wurde der pD-Wert mit 40 %
NaOD (w/v) auf 7 eingestellt. Nach dem Zusatz von 2 M KCN, in 0,5 ml D,0, wurde der
pD auf 11,3 eingestellt. Die Reaktion wurde am Photometer bei 260 nm (NADP) und 327 nm
(NADPCN) beobachtet (Aliquot in 1 ml 1M NaOH). Nach 90 min war die Reaktion abge-
schlossen und der pD-Wert wurde durch die Zugabe von 130 mg KD,PO4 und 150 pl 37 %
DCI (w/v) auf pD 6,7 eingestellt. Das frei werdende Cyanid-Gas wurde mit Stickstoff aus der
Losung ausgetrieben. AnschlieBend wurde das NADP als brauner Niederschlag mit 9 ml
Aceton/0,6 % Hi;PO4 (w/v) aus gefillt und bei 4800 Upm/ 5 min abzentrifugiert. Nach dem
Abblasen des Acetons mit Stickstoff wurde die Probe lyophilisiert (Podschun, 1992).

2.8.1.2 Herstellung von [4(S)-*H;]-NADPH und [4(R)-’H,|-NADPH

Zur Herstellung von [4(S)-*H,]-NADPH wurde [1-°H,]D-Glucose und NADP verwendet. Bei
[4(R)-*H,]-NADPH wurden D-Glucose und [4-°H;] NADP eingesetzt (Podschun, 1992).

Eine Losung aus 30 mM TRIS/HCI (pH 7,4), 3 mM MgCl,, 56 mM D-Glucose, 100 pmol
NADPH und 30 u Glucosedehydrogenase wurde in einem Gesamtvolumen von 20 ml fiir
30 min bei 25 °C inkubiert. Die Reaktion wurde bei 340 nm am Photometer verfolgt. Nach
Abschluss der Reaktion wurde die Losung auf Eis abgekiihlt und das Protein mit einer 30 kD
Membran (7000 U/min, 25 min, 4 °C) abgetrennt. Die filtrierte Losung wurde lyophilisiert,

dann in D,O NMR spektroskopisch vermessen und anschlieend sofort umgesetzt.
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2.9 Enzymreaktionen

2.9.1 Reduktoisomerase

2.9.1.1 Umsetzung mit 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat Reduktoisomerase

Die Mischung aus 0,15 M TRIS/HCI (pH 8,0), 20 mM MgCl,, 45 mM 1-Deoxy-D-xylulose-
5-phosphat, 5 mM [4(S)-"H,]-NADPH oder [4(R)-’H;]-NADPH und 525 pg recombinante
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat Reduktoisomerase von E. coli wurde in 20 ml fiir 30 min bei
37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde bei 340 nm beobachtet. Nach 3 Stunden wurde das
Enzym durch Zugabe von 500 ul 32 % Salzsdure ausgefillt (pH 1) und durch Zentrifugation
(4800 U/min, 15 min, 4 °C). Die Losung wurde anschlieend mit 300 ul 8 M NaOH auf pH 8
eingestellt (Herz, 2000).

2.9.1.2 Reinigung von 2-C-Methyl-D-erythrirol-4-phosphat

Die proteinfreie Losung wurde auf eine Dowex 1x8 (Formiat-Form, 100-200 mesh,
2 x 12 cm) aufgetragen. Die Sdule wurde mit 200 ml Wasser und anschliefend mit 250 ml
1 M Ameisensdure entwickelt. Bei Maximaler Flussrate wurden Fraktionen von 10 ml
gesammelt. Der grofite Teil an D-Glucose und TRIS eluierten innerhalb der ersten 50 ml.
2-C-Methyl-D-erythrirol-4-phosphat eluierte bei 60 ml. Die Fraktionen mit 2-C-Methyl-D-
erythrirol-4-phosphat wurden vereinigt und lyophilisiert (Wungsintaweekul, 2001).

2.9.2 Sepiapterinreduktase

2.9.2.1 Umsetzung mit Sepiapterinreduktase

Die Mischung aus 40 mM TRIS/HCI (pH 7,5), 1,3 mM Sepiapterin, 3 umol mM
[4(S)-“H,]NADPH oder [4(R)-’H,;]NADPH und 2 mg Sepiapterinreduktase (Maltosebinde-
protein) von E. coli wurde in 20 ml fiir 140 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde bei
440 nm beobachtet. AnschlieBend wurde 2 ml Jo/KJ - Losung zugesetzt und fiir 30 min im
Dunklen bei Raumtemperatur das Dihydrobiopterin zu Biopterin umgesetzt. Uberschiissiges

Jod wurde mit 400 ul 3 % Ascorbinsédure entfernt (Herrmann, 1999).

2.9.2.2 Reinigung von Biopterin

Die proteinfreie Losung wurde auf eine RP 18 Katusche aufgetragen. Die Sdule wurde mit
100 ml 1,4 % Ammoniak entwickelt. Bei maximaler Flussrate wurden Fraktionen von 1 ml
gesammelt. Das bei 15 - 20 ml eluierte Biopterin fluoresziert bldulich im UV. Die identifi-

zierten Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert (Herrmann, 1999).
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2.10 NMR Spektroskopie
Die NMR Spektren wurden bei 11,75 bzw. 8,46 Tesla mit den NMR Spektrometern DRX 500

bzw. AM 360 von Brucker gemessen. Die Frequenzen fiir das 'H-NMR betrugen 500,13 bzw.
360,13 MHz, fiir das *C-NMR 125,60 bzw. 90,56 MHz.

Die °C- und "H-NMR Spektren, sowie die zweidimensionalen Experimente mit '*C-Detek-
tion wurden an beiden NMR Spektrometern mit einer 5 mm 'H/">C Dualsonde gemessen.

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der Software WinNMR bzw. X-WinNMR von

Brucker.

2.10.1 Probenvorbereitung

Das Volumen der NMR Proben betrug 500 - 750 pl. Unldsliche Bestandteile der Probe
wurden durch Zentrifugation abgetrennt. Die Fiillhohe im 5 mm NMR Roéhrchen betrug
3,5-4cm.

Nicotin, Terpene und Sterole wurden in CDCl; gemessen. Glutaminsdure, Asparaginsdure,
Tyrosin wurden in 0,1 M NaOD, Histidin, Serin, Threonin, Glycin, Alanin, Valin, Prolin und
Isoleucin in 0,1 M DCI gemessen. Lysin und Arginin wurden in 0,1 - 0,5 M DCI gemessen.
Die Nukleotide und Nukleoside wurden in D,O bzw. in 0,1 M Deuterophosphatpuffer
(pH 6,6) gemessen. Guanosin wurde unter anderem in DMSO-d¢ vermessen. NADP und
NADPH wurden (falls vorher lyophilisiert) in reinem D,O oder in 10 % D,O gemessen.
Biopterin wurde in 1 M DCI bzw. HCI gemessen.

2.10.2 Eindimensionale Spektroskopie

Typische Parameter fiir eindimensionale Spektroskopie:

'H-NMR: DXR 500 NMR  Senderfrequenz 500,13 MHz; 45° Pulswinkel (3 ps); spektrale

Breite 5,5 Hz; Datensatz 32 K; Temperatur 300 K
AM 360 NMR  Senderfrequenz 360,13 MHz; 45° Pulswinkel (4 ps); spektrale

Breite 5,5 Hz; Datensatz 16 K; Temperatur 300 K

’H-NMR: DXR 500 NMR Senderfrequenz 500,13 MHz; 45° Pulswinkel (3 ps); spektrale
Breite 5,5 Hz; Datensatz 32 K; Temperatur 300 K

Die Daten wurden vor der Fourier-Transformation zur Optimierung der Signalaufldsung mit

einer Gauss-Lorentz-Funktion (GB: 0,10; LB: -1,0) multipliziert.

Die Proben mit D,O wurden mit Unterdriickung des Wassersignals vermessen.
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BC-NMR: DXR 500 NMR  Senderfrequenz 125,60 MHz; 30° Pulswinkel (3 ps); spektrale
Breite 28,9 Hz; Relaxationsdelay 2 s; Datensatz 16 K;
Temperatur 300 K; Breitband 'H Entkopplung

AM 360 NMR  Senderfrequenz 90,56 MHz; 30° Pulswinkel (2 us); spektrale

Breite 14,7 Hz; Relaxationsdelay 2 s; Datensatz 32 K;
Temperatur 300 K; Breitband "H-Entkopplung

Vor der Fourier-Transformation wurden die Daten auf 265 K mit Nullen aufgefiillt (,,zero

filling®) und mit einer Gauss-Lorentz-Funktion (GB: 0,05 - 0,20; LB: -1,0 - -2,0) multipli-

ziert.

Die Signalverschiebungen wurden extern auf Tetramethylsilan (TMS) bzw. Trimethyl-

silylpropansulfonséure (TMBS) kalibriert.

2.10.3 Zweidimensionale Spektroskopie

INADEQUATE Experimente erfolgten nach Standard Bruker Software am DXR 500 NMR.

2D INADEQUATE: 64 Pulse pro t;-Inkrement; 2,0 s Relaxationsdelay; Phasenzyklus nach
Ernst; 16 ms Delay zur Entwicklung von 'Jcc; 289 x 2048 Rohdaten-
matrix, welche in t; und t, liber zero-filling auf 4096 Worter aufgefiillt
wurde. Die Spektren wurden in t; mit Sinusfunktion und in t, mit

Gauss-Funktion prozessiert.
2.10.4 NMR Auswertung

2.10.4.1 Berechnung der Anreicherung

Die Anreicherung von *C-Atomen in einer Verbindung wird, nach einem in vivo Inkorpora-
tionsexperiment, iiber eine quantitative Analyse der 'H *C-Kopplungssatelliten im 'H-NMR
Spektrum berechnet. Auf Basis dieser Daten werden die Anreicherungen der anderen
C-Atome aus den relativen Anreicherungen berechnet. Die relativen Anreicherungen pro
C-Atom erhélt man beim Vergleich der Integrale der angereicherten Probe mit einer Probe mit

natiirlichem *C-Gehalt (1,1 %).

Absolute Anreicherung (Hiufigkeit):
Mit den Integralen der "*C-Satelliten (Kopplungskonstante: 140 - 200 Hz) aus eindimen-
sionalen 'H-Spektren kann die Anreicherung von protonentragenden *C-Atomen berechnet

werden.
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Geeignet ist diese Methode nur fiir ausreichend aufgeloste Signale und einfache Kopplungs-

signale, bevorzugt Singuletts, Dubletts und Tripletts.

"
Gleichung A % 13Cab5. = ﬁ * 100%

Ig+ "1,
"1 ¢ Integral der beiden *C-Satelliten eines Protonensignals im "H-Spektrum

T , Integral des entsprechenden Zentralsignals im 'H-Spektrum

Relative Anreicherung:

Durch den Vergleich der Integrale im "*C-Spektrum einer angereicherten Probe mit einer
Probe natiirlichen *C-Gehalts (1,1 %) kann die relative Anreicherung berechnet werden.

Die "*C-Spektren wurden hierfiir unter identischen Bedingungen am gleichen NMR Gerit
aufgenommen, um einer Verfalschung durch unterschiedliche Relaxationseffekte zu vermei-

den.

Gleichung B % 13Crel, = ¢, *

‘r Integral eines *C-Signal im *C-Spektrum der angereicherten Probe

‘I Integral des entsprechenden *C-Signal im '*C-Spektrum der Probe mit

natiirlichem *C-Gehalt
C r*

f Kalibrierungsfaktor, f = kleinstes Ergebnis fiir in der Probe

°r

Durch Kombination von Gleichung A und Gleichung B konnten die absoluten Anreicherun-
gen (Héufigkeit) aller C-Atome berechnet werden. Durch quantitative Auswertung der Inten-

sititen der ’C-Satelliten im 'H-Spektrum wurde die Anreicherung von mindestens einem
protonentragenden C-Atom ( C, ) bestimmt. Diese absolute Anreicherung (% "“C, ) wurde als

interner Standart zur Berechnung der Anreicherung der anderen C-Atome verwendet.

C 13
1 % °C
1 ‘V 13C = X % >
Gleichung C o Ly C I c I: / C I

‘I : Integral eines *C-Signals im '*C-Spektrum der angereicherten Probe

C]x Integral des entsprechenden "*C-Signals im *C-Spektrum der Probe mit
natiirlichem "*C-Gehalt
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% "C._ absolute Anreicherung eines protonentragenden C-Atoms ( C, ), bestimmt
{iber die Integrale der *C-Satelliten im 'H-Spektrum

C]: Integral von C, im "*C-Spektrum der angereicherten Probe

CIl> Integral des entsprechenden C. im "“C-Spektrum der Probe mit natiirli-
chem "*C-Gehalt

2.10.4.2 Quantitative Bestimmung der *C"C Kopplung

Bei Einbauexperimenten mit mehrfach oder universell “C-markierten Verbindungen
(z.B. [U-"*C¢]D-Glucose) werden diese in hohen Verdiinnungen (z.B. 1:24) zusammen mit
der unmarkierten Verbindung (z.B. D-Glucose) eingesetzt. Bei der Neusynthese einer Ver-
bindung werden somit hauptsichlich unmarkierte '*C-Biosyntheseblécke nebeneinander
liegen. Die statistische Wahrscheinlichkeit, dass zwei C-Blocke nach dem z.B. glyko-
lytischen Abbau der markierten D-Glucose nebeneinander zu liegen kommen, betrdgt bei
einer Anreicherung von 5.1% (4% + 1,1 %) nur %™ “C '“C 0,26 %. Entstehende
PC 2C Bindungen sind im NMR nicht detektierbar. Wenn jedoch aus einer unimarkierten
Verbindung ein °C - Biosyntheseblock unter Erhaltung der C- Konnektivitit in eine
Verbindung inkorporiert wird, kann im Zielmolekiil eine *C'"*C Bindung detektiert werden.
Die Isotopologe kénnen in einem eindimensionalen *C-Spektrum identifiziert und quantifi-
ziert werden. Skalare Kopplungen zwischen benachbarten '*C-Atomen werden unter Beriick-
sichtigung der charakteristischen J..-Kopplungskonstanten (30 bis 70 Hz) bestimmt. Das
Gesamtsignal eines koppelnden *C-Atoms setzt sich aus dem Zentralsignal und aus den
Satellitensignalen zusammen. Da die Isotopologe biosynthetisch in unterschiedlichen Mengen
in die Zielmolekiile inkorporiert werden, sind auch die Intensititen der Satellitsignale
verschieden.

Fernkopplungen iiber zwei Kohlenstoffbindungen haben Kopplungskonstanten von 2-3 Hz
und werden nur bei ausreichender spektraler Auflosung detektiert. Die spektrale Auflosung
fiir Fernkopplungen iiber mehrere Kohlenstoffbindungen und sich iiberlappender Signale ist
oft unzureichend.

In Abbildung 8 ist die Hiufigkeit der IPP-Isotopologe bei einem hypothetischen Einbauexpe-
riment mit [U-""C¢]D-Glucose (1:24 verdiinnt) iiber den Mevalonatweg (Abbildung 3) darge-
stellt. 82,5 % der gebildeten IPP-Isotopologe sind unmarkiert (A). 5 % der Markierung
stammt aus der natiirlichen Anreicherung von 1,1 % '*C-Atomen (B). 12,0 % der IPP-
Isotopologe werden aus zwei unmarkierten und einer markierten Acetyl-CoA Einheit
synthetisiert (C). Diese fiir die biosynthetische Betrachtung interessanten IPP-Isotopologe

haben drei unterschiedliche '*C-Markierungsverteilungen im Molekiil. Die unter D und E
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aufgefiihrten IPP-Isotopologe entstehen durch statistische Rekombination aus zwei bzw. drei
[1,2-°C,]Acetyl-CoA Bausteinen. Zur Losung biosynthetischer Fragen liefern sie keine
brauchbaren Informationen und sind deswegen unerwiinscht. Durch ausreichend hohe
Verdiinnung der [U-">C4]D-Glucose mit unmarkierter D-Glucose wird sichergestellt, dass
diese Isotopologe nur mit geringer Wahrscheinlichkeit entstehen.

Die statistische Wahrscheinlichkeit fiir skalar gekoppelte *C-Spinsysteme reduziert sich bei
der natiirlichen Anreicherung von 1,1 % auf 0,012 % fiir ein Isotopolog mit zwei benachbar-

ten *C-Kernen und auf 0,00013 % mit drei benachbarten *C-Kernen.
[U-13C6]Glucose / unmarkierte Glucose (1:24)

o o
\\—SCoA und >—SCoA

o®® —o®® —Oo@®
/

—oPP _/—0%

o®P % —o®®

BN
XX

C D E
82,5 % 5.0 % 12,0 % 0,5 % 0,006 %

Abbildung 8. Haufigkeiten der theoretisch moglichen IPP-Isotopologe iiber den Meva-
lonatweg bei einem Einbau mit [U-"Ce]D-Glucose, im Verhiltnis 1:24 mit
unmarkierter D-Glucose.
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BcBce Kopplung:
Durch Vergleich der Integrale von *C"*C Kopplungssatelliten ( ‘I 5 ) mit dem Gesamtintegral

des entsprechenden *C-Signals (“Zs + I, ) wurde die prozentuale Kopplung (% "C"C)

zwischen den C-Atomen berechnet. Beim Einsatz der Gauss-Lorentz Funktion im Bereich
von GB: 0,2 zeigen groBe Signale verstéirkt periodische Schwingungen, die ober- und unter-
halb der Basislinie auftreten (Wiggel). Fiir eine exakte Ermittlung der Integrale wurde auch

tiber diesen Bereich mit integriert.

C

1
Gleichung D % CPC = ﬁ *100%
s z

I s Integral der beiden BC-Satelliten im *C-Spektrum

“I, Integral des entsprechenden Zentralsignals im BC-Spektrum

Durch Bezug der “C"C Kopplung (Gleichung D) auf die absolute '*C-Anreicherung
(Hiufigkeit, Gleichung A) wurde der Anteil (Konzentration) von *C"*C gekoppelten Isotopo-

logen berechnet.

Gleichung E mol% = % “CP°C * % °C,,_

% C”C Bcbe Kopplung eines C-Atoms im *C-Spektrum

% 13Cabs_ absolute Anreicherung des entsprechenden C-Atoms
Beim Einsatz von einfach *C-markierten Vorstufen und unter Annahme einer statistischen
Isotopologenverteilung ldsst sich der Anteil von "“C"C gekoppelten Isotopologen

(Yostat PC" C)) gleichzeitig als Produkt der *C-Anreicherung von C; und C, (%"C)

berechnen.

%13C1 * %13C2
100

Gleichung F %stat PC"C =

2.10.4.3 Formale Darstellung von Markierungsmustern

Ein Punkt steht fiir eine '°C angereicherte Position ohne signifikante Anreicherung an
C-Atomen in den Nachbarpositionen (Punktmarkierung; Abbildung 9, A). Die Zahl gibt die
absolute Anreicherung der [°C;]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
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Durch einen Balken werden in einer Verbindung benachbarte '*C-angereicherte Positionen
hervorgehoben, die als *C-Block aus der Vorstufe entstanden sind und unter Erhalt der
PC-Konnektivitit inkorporiert wurden. (Bindungsmarkierung; Abbildung 9, B). Die Zahl gibt
die jeweilige Konzentration in mol% nach Gleichung E an (S. 50).

Zwei Quadrate iiber einen Bogenpfeil verbunden (Abbildung 9, C) stehen fiir eine Bindungs-
markierung, die wihrend der Biosynthese gebrochen wurde, jedoch iiber Fernkopplung im

13C—Spektrum noch sichtbar ist.

A B C D

)\/\O@)@ )\/\0(@@ )\ < > 0e® )\/ ~oe®

Abbildung 9. Formalismus der Darstellung von “C-Markierungen am Beispiel von IPP.
(A) Punktmarkierung, (B) Bindungsmarkierung, (C) Bindungsmarkierung, die
wihrend der Biosynthese gebrochen wurde und (D) Kombination der drei Markie-
rungsmdglichkeiten.
Mehrere vorkommende Punkt- und Bindungsmarkierungen einer Verbindung koénnen im
gleichen Molekiil abgebildet werden (Abbildung 9, D). Die vorliegende Verbindung weist
[1,2-°C,], [1,2,4-C5] und [3,5-13C2]Isot0p010ge auf.
Die dargestellten IPP-Molekiile werden im Text als (B) [3,5-"°C,]Isotopolog oder als (C)
[1,2,4-"Cs]Isotopolog bezeichnet (Abbildung 9). Eine weitere Moglichkeit der Darstellung
von Isotopologen ist liber so genannten X-Gruppen. Diese Nomenklatur wurde entwickelt um
komplizierte Markierungsmuster besser beschreiben zu konnen (Eisenreich et al., 2004).
Jedes Kohlenstoffatom im Molekiil wird {iber einen bindren Code (,,1“ oder ,,0%)
charakterisiert. Beim Beispiel der D-Glucose entsteht eine sechs stellige Nummer, deren
1. Ziffer fiir C-1, die 2. Ziffer fiir C-2, usw. steht. Hierbei werden die *C- und "*C-Atome
voneinander unterschieden, wobei ,,1¢ fiir ein *C-Atom und ,,0 fiir ein '?C-Atom steht. Falls
eine Unterscheidung zwischen "*C- und 'C-Atom nicht moglich ist, werden diese Positionen
mit ,,X“ bezeichnet. Somit werden, die in Abbildung 9 dargestellten Isotopologe durch die
X-Gruppen (B) {00101} und (C) {11010} charakterisiert. In komplexen Molekiilen sind die
Interaktionen von “C-Kopplungen nur iiber eine begrenzte Anzahl von Bindungen zu
beobachten und fiir eine in sich geschlossene Beschreibung von Isotopologen erscheint die

Einfiihrung von ,, X notwendig.
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Abbildung 10. "C-NMR Signale des 1B C-Atoms von D-Glucose aus dem Einbauver-
such in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose. Die koppelnden C-Atome sind
als kursive Zahlen, geméf der Kopplungskonstanten aus Tabelle 15 angegeben.
Neben dem Kopplungsmuster sind die dazugehorigen Isotopologe graphisch
dargestellt. Gefiillte Punkte stehen fiir *C-Atome und ungefiillte fiir '*C-Atome.
Das Spektrum des 1B C-Atoms von D-Glucose ist (A) ,,schwach® gegausst und
(B) ,,stark* gegausst (nur die Satelliten) dargestellt.

Der Zusammenhang zwischen dem Markierungsmuster und den NMR Signalen wird am vor-
liegenden Beispiel eines 13 C-Atoms aus D-Glucose deutlich gemacht (Abbildung 10). Das
zentrale Signal im NMR Spektrum des a-Anomers eines Glucosemolekiils steht fiir alle Iso-
topologe, die ein *C-Atom in Position 1 (das beobachtete C-Atom) und ein '*C-Atom in
Position 2 tragen (Abbildung 10, A). Das unter (A) dargestellte Satellitenpaar, rechts und
links vom Hauptsignal steht fiir die Summe der Isotopologe, die in Position 1 und 2 ein
PC-Atom tragen. Die in der Aufspaltung der Satelliten sichtbaren Fernkopplungen kénnen
durch eine andere Berechnung der Spektren-Rohdaten (FID stirker gegausst) bestimmt

werden (Abbildung 10, B). Mit Hilfe der Kopplungskonstanten und des Isotopenshifts konnen
den vorliegenden Satelliten zwei X-Gruppen ({11XX00} und {11XX11}) zugeordnet werden.
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Fiir die leichtere Zuordnung in Text und Darstellung werden den X-Gruppen zusétzlich Buch-
staben zugeordnet. GroBbuchstaben stehen fiir die Ubergruppen und Kleinbuchstaben fiir die

Untergruppen (Beispiel: Tabelle 18).

2.10.5 Signalzuordnung
Die Signalzuordnung und Identifizierung der Verbindungen erfolgte mit Hilfe von Literatur-
daten (Aminosduren und Ribonukleoside: Hesse et al., 1987; Pretsch et al., 1990), NMR

Datenbanken (SpecInfo) und Vergleichssubstanzen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Naturstoffisolierungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Aminosduren, Ribonukleotide, Terpenoide und Nicotin
(Nicotiana tabacum) aus Pflanzen- und Mikroorganismen-Proben isoliert. Hierfiir wurden die
in Abbildung 11, fiir Nicotiana tabacum exemplarisch, dargestellten Methoden der Isolierung

und Reinigung angewendet.

|
Methanol-Extraktion

Methanol-Extrak{ Zellriickstand

| |
Ether-Extraktion Dichlormethan-Extraktion

polare Phase Lipid-Fraktion Zellriickstand
| | I
akl. Ether-Extraktion Séulenchromatographie Hydrolyse
¢ KT% mit 1M NaOH
Nicotin
B-Carotin Chlorophyll-Fraktion Lutein
| | I .
HPLC Verseifung HPLC Ribonukleotide Protein
. |
t 3% meth. KOH
¢ . it 276 me L . J . Hydrolyse
B-Carotin l Lutein Ribonukleoside mit Thioglykolsdure/HC
HPLC ¢
'/t% Aminosiuren
Phytol cis-Abienol Sitosterol
Geranylgeraniol Stigmasterol

Abbildung 11. Schematische Ubersicht der Isolierung und Reinigung primirer und
sekundérer Metabolite aus Nicotiana tabacum.

Das fein zerkleinerte Pflanzenmaterial wurde mit Methanol extrahiert. Aus dem gewonnen
Extrakt konnte, nach Entfernung des Methanols, durch Ether-Extraktion das Chlorophyll
abgetrennt werden. Die wissrige Phase wurde anschlieBend im alkalischen (pH 11) erneut mit
Ether extrahiert. Das isolierte Nicotin wurde in CDCl; NMR spektroskopisch vermessen.
Das abgetrennte Chlorophyll wurde mit dem Dichlormethan-Extrakt des Zellmaterials zur
Lipid-Fraktion vereinigt. Die weitere Reinigung erfolgte iiber Sdulenchromatographie an

Kieselgel 60. Die isolierte Chlorophyll-Fraktion wurde mit methanolischer KOH verseift und

54



Ergebnisse und Diskussion

anschlieend, wie die anderen Fraktionen aus der Sdulenchromatographie, iiber préparative
HPLC (RP18-Sdule) weiter gereinigt. Die gereinigten Verbindungen B-Carotin, Lutein,
Phytol, Geranylgeraniol, cis-Abienol, Sitosterol und Stigmasterol wurden in CDCl; NMR
spektroskopisch vermessen.

Aus dem Zellriickstand konnten nach Hydrolyse mit 1M NaOH Protein und Ribonukleotide
isoliert werden. Die Reinigung der Ribonukleotide erfolgte an einem Kationenaustauscher,
sowie anschlieBend nach Dephosphorylierung iiber priaparative HPLC (RP18-Sédule). Aus dem
Protein wurden die Aminoséduren iiber saure Hydrolyse freigesetzt und anschlieend iiber drei
Ionenaustauscher voneinander abgetrennt. Die isolierten Aminosduren und Ribonukleoside
wurden in D,O bzw. DMSO NMR spektroskopisch vermessen.

Im Vorfeld jedes Markierungsexperiments wurden die sekundidren Metabolite aus den unmar-
kierten Mikroorganismen bzw. Pflanzen, wie oben beschrieben, isoliert und NMR spektro-
skopisch vermessen. Aus den NMR Spektren wurde die natiirliche Anreicherung der sekun-
déren Metabolite bestimmt. Die natiirliche Anreicherung der Metabolite wurde bei der
Berechnung der Hiufigkeiten (% '“Cabs) in den entsprechenden markierten Metaboliten
benotigt (S.46). Bei den Aminosduren und Ribonukleosiden wurden die natiirlichen
Anreicherungen aus den kommerziell kduflichen Verbindungen bestimmt.

Aus den NMR Spektren der markierten Verbindungen wurden jeweils Kopplungen
(% C"C) und Hiufigkeiten (% Caps) berechnet (S.46).

3.2 Eingesetzte Organismen fiir die Einbaustudien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedlich komplexe Systeme fiir Einbaustudien mit
verschieden markierten Vorstufen herangezogen. Als relativ einfaches System wurde der
Mikroorganismus Chloroflexus aurantiacus und die pflanzliche Zellkultur von Catharanthus
roseus verwendet. Als komplexeres System diente die ganze Pflanze Nicotiana tabacum var.
havanna piperita. Bei allen drei Systemen handelt es sich um Organismen, die Photosynthese
durchfiihren kénnen.

Es wurden charakteristische Markierungsmuster durch die unterschiedliche Verstoff-
wechslung der zugesetzten Vorstufen {liber verschiedene Biosynthesewege der Organismen
erwartet. Auch wurde bei der ganzen Pflanze Nicotiana tabacum var. havanna piperita eine

Fiille von Interaktionen bzw. Verflechtungen der Biosynthesen erwartet.
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3.2.1 Chloroflexus aurantiacus

Man unterscheidet bei den photosynthetisch aktiven Bakterien zwischen den Purpurbakterien,
den griinen Schwefelbakterien und den Heliobakterien. Die Familie Chloroflexaceae (,,griine
Bakterien®) gehort zur Ordnung der griinen Schwefelbakterien. Der Einzige, bis jetzt ndher
untersuchte Vertreter ist Chloroflexus aurantiacus (Genom: Xiang et al., 2000).

Chloroflexus aurantiacus hat eine fadige, flexible Struktur (Abbildung 12). Er kommt welt-
weit in heilen Schwefelquellen, mit Temperaturen zwischen 50 °C und 60 °C, vor. Das
bewegliche Bakterium ist obligat anaerob, photolithothroph und photoorganotroph (Freudig
und Sauermast, 2001).

Die Photosynthese erfolgt ohne Sauerstoffproduktion. Die Hauptkohlenstoffquelle ist CO,.
Die Fixierung erfolgt liber den 3-Hydroxypropionat-Zyklus (Holo und Sirevédg, 1986; Holo
und Grace, 1987; Holo, 1989). Chloroflexus aurantiacus wird als der urspriinglichste, photo-
synthetisch aktive Organismus angesehen (Gibson et al., 1985; Oyaizu et al., 1987; Woese,
1987; Richter, 1998).

Q

10 microns

Abbildung 12. Mikroskopische Aufnahme von Chloroflexus aurantiacus.
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3.2.2 Catharanthus roseus

Catharanthus roseus (L.) (Madagaskar-Immergriin) gehort zu der Familie der Hundsgiftge-
wichse (Apocynaceae). Synonyme Bezeichnungen in der Literatur sind Vinca rosea L.,
Lochnera rosea und Ammocallis rosea.

Catharanthus roseus ist ein mehrjahriger, immergriiner Halbstrauch, der urspriinglich aus
Madagaskar stammt, inzwischen jedoch in den ganzen Tropen verbreitet vorkommt. Der
15 - 60 cm hohe Strauch trigt ledrige, dunkelgriine Blatter und weif3e, rosarote, rote oder
violette Stieltellerbliiten mit weilen Adern (Abbildung 13).

Catharanthus roseus ist sehr giftig. Verzehr und Kontakt mit offenen Wunden fiihrt zu
Erbrechen, Fieber, neuromuskuldren und vegetativen Storungen. Zubereitungen der Pflanze
wurden unter anderem von Voélkern aus Europa, Siidamerika, China und Indien als Naturheil-
mittel verwendet. Die pharmakologische Wirkung von Catharanthus roseus beruht auf seinen
Alkaloiden, von denen inzwischen bis zu 70 verschiedene identifiziert wurden. Sie finden
Einsatz in der modernen Medizin als Medikamente zur Senkung vom Blutzuckerspiegel
(Catharanthin, Leurosin, Lochnerin, Tetrahydroalstonin, Vindolin, Vindolinin), als
Beruhigungsmittel (Reserpin, Serpentin) und als Mittel gegen Leukidmie (Vincristin)
(Brintnall und Conner-Ogorzaly, 1986; Dobelis, 1989; Heywood, 1993).

Abbildung 13. Catharanthus roseus (L.) (Madagaskar-Immergriin).
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Die Pharmaindustrie versucht mit Hilfe von Pflanzenzellkulturen schnell und in guten Aus-
beuten an die gewiinschten Alkaloide zu gelangen (HeB, 1992; EndreB, 1994). Die im
Rahmen dieser Arbeit verwendete Suspensionskultur wurde aus Blattzellen gewonnen.

Die zu erwartenden Biosynthesen entsprechen den typischen Reaktionen innerhalb der Blatter
von Catharanthus roseus. Inwieweit die Photosynthese der Pflanzenzellen im Nadhrmedium

eingeschrinkt wird, ist nicht bekannt.

Abbildung 14. Nicotiana tabacum.

3.2.3 Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum (Virginia Tabak) stammt aus der Familie der Nachtschattengewichse
(Solanaceae). Sie gehort neben N. rustica zu den kultivierten Tabakpflanzen, die aus den
wilden Arten in Siid- und Nord-Amerika geziichtet wurden.

Tabak ist ein einjahriges Kraut. Die bis zu 2 m hohen Pflanzen tragen grof3e, ldnglich-ellipti-
sche Blitter und glockig-trichterformig, fleischrote Bliiten (Abbildung 14). Stingel und

Bliatter sind driisig behaart. Nicotiana tabacum var. havanna piperita ist eine kleinwiichsigere
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Verwandte von Nicotiana tabacum (Cheeke und Shull, 1985). Durch ihre geringe Grofle
eignet sie sich gut fiir die Anzucht im Labor.

Tabak ist die weltweit am hdufigsten eingesetzte und legalisierte Droge. Er fand schon bei
den Ureinwohnern Amerikas Verwendung bei religiosen Riten und als Universalheilmittel
gegen Tierbisse und Vergiftungen. Nach neuesten Schitzungen der WHO sind heute jéhrlich
4.8 Mio. Tote direkt auf Tabakgenuss zuriickzufiihren (,,preventable deaths®). Im Vergleich
dazu rechnet man mit ca. 3 Mio. Tote pro Jahr durch Malaria und ca. 3 Mio. Tote durch das
HIV-Virus. Diese Dimensionen belegen die Droge Tabak als eine der Hauptgeiseln der
gesamten menschlichen Kultur.

Ein wichtiger Inhaltsstoff des Tabaks ist das in den Wurzeln gebildete Pyridinalkaloid
Nicotin. Nicotin ist in allen Teilen der Pflanze, mit Ausnahme der Samen, in Konzentrationen
von 0,6 % bis 9 % enthalten. Das Alkaloid ist ein starkes Gift, das anregend auf das Zentral-

nervensystem wirkt und in hheren Dosen (40 - 60 mg bei Erwachsen) zum Tod fiihrt.

Es folgt eine kurze Beschreibung der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Mutanten der

Nicotiana tabacum var. havanna piperita.

3.2.3.1 RPO Mutante

Die Plastidchromosome kodieren vier RNA Polymerase Gene (rpoA, rpoB, rpoCIl und
rpoC?2), die den drei RNA Polymerase Genen der Eubakterien dhneln (Review: Igloi und
Késsel, 1992). Die Ahnlichkeit entspricht dem endocytobiologischem Ursprung der Plastiden.
Da die Gene fiir die o-Subunits der RNA Polymerasen aus dem Zellkern stammen, spricht
man bei den RNA Polymerasen aus den Plastiden von einer dualen genetischen Herkunft.
Vergleichbares trifft auch auf andere Strukturen des Stomas, der Thylakoide und der inneren
Membran zu (Review: Herrmann, 1997).

Eines der bemerkenswertesten Erkenntnisse in der Biologie der Organelle, wie in der Biologie
der Eukaryonten im allgemeinen (Herrmann, 1997), war die Demonstration, dass eine kern-
kodierte, im Plastid vorliegende, RNA Polymerase (Gen: rpoY) den Phagen-artigen und
mitochondrialen Enzymen gleicht (Gen: rpoZ; Hedtke et al., 1997). Die RNA Polymerase
(Gen: rpoY) scheint das Resultat einer internen Verdoppelung von rpoZ zu sein, unter
Begleitung eines passenden Promoters und einer Peptidsequenz fiir den Transport.

Die RNA Polymerasen sind in verschieden Zellkompartimenten kodiert und wahrscheinlich
von unterschiedlicher phylogenetischer Herkunft. Die Promotoren weisen unterschiedliche

Komplexititen auf. Vermutlich durchliefen die Promotoren der Plastidchromosome, wie die
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Gene in den Mitochondrien, substantielle Qualititsdnderungen wahrend der Evolution. Die
Transkription in den Organellen ist deutlich komplexer als bei Prokaryonten. Das Wissen
iiber die ontogenetischen und phylogenetischen Auswirkungen des Aufbaus der RNA Poly-
merase Gene ist offensichtlich entscheidend fiir das Verstindnis der Integration der gene-
tischen Maschinerie des Organells in den zelluliren Kontext, aber auch fiir das Verstéindnis

der Eukaryonten und ihrer Evolution (Herrman, 1997).

In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Koop wurden Mutanten mit einem Defizit an 7poB herge-
stellt.

Die RPO-Pflanzen weisen einen stabilen Phinotyp auf (Allison et al., 1996) und sind
morphologisch vom Wildtyp, auBler iiber die weille Farbe, nicht unterscheidbar. Zum
kompletten Farbverlust der Blitter kommt es erst im Alterungsprozess. Alte Chloroplasten
enthalten eine homogene Matrix mit wenigen Strukturen, die Ribosomen dhneln (Santis-
Maciossek, et al. 1999).

Es wurde eine reduzierte Transkription der Polypeptide fiir die Photosyntheseapparatur fest-
gestellt. Alte Blatter enthalten kein Chlorophyll. Es kommt zu einer Licht abhidngigen Blei-
chung des Chlorophylls (Santis-Maciassek, et al. 1999). Zellen ohne Chloroplasten sind zur
Photosynthese nicht fahig (Richter, 1998). Die in den Bléttern nachgewiesenen Carotinoide
(Antheraxanthin, Zeaxanthin), treten iiblicherweise bei Lichtstress auf. In den Plastiden bilden
sich Stiarkekorner, obwohl keine Photosynthese moglich ist (Santis-Maciassek, et al. 1999).
Des Weiteren sind funktionsfdahige Ribosome in den Plastiden enthalten. Die rRNAs und
mRNAs, ohne funktionellen Bezug zur Photosynthese, sind in der RPO Mutante in vergleich-
baren Mengen, wie im Wildtyp enthalten (Santis-Maciassek, et al. 1999).

3.2.3.2 NDH Mutanten

NADH-Ubiquinon-Oxidoreductase (Komplex 1) ist der erste Protonen transportierende
Komplex in der Atmungskette von Bakterien und Mitochondrien (Friedrich et al., 1995). In
den Plastidchromosomen von hoheren Pflanzen gibt es 11 Genhomologe zum kodierenden
Gen des Komplex I in E. coli. Daraus wurde geschlossen, dass Plastide eine Komplex I
Homologe von NAD(P)H-Dehydrogenase haben, welche als NDH-Komplex bezeichnet wird
(Ohayama et al., 1988; Sugiura, 1992). Das Enzym selbst konnte noch nicht isoliert und
charakterisiert werden. Es wird vermutet, dass der NDH-Komplex Plastoquinon als
Elektronenakzeptor benutzt. Als Elektronendonator ist reduziertes Ferredoxin oder eine
Verkniipfung des NDH-Komplexes mit der Ferredoxin-NADP-Oxidoreductase in der

Diskussion (Friedrich et al., 1995; Guedeny et al., 1996).
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Die Funktion des NDH-Komplexes im Plastidenmetabolismus ist noch weitgehend unbe-
kannt. Die Untereinheiten ndhK und ndhH sind auf die Stoma Thylakoide beschrinkt (Nixon
et al., 1989; Berger et al., 1993), wo der Elektronentransport stattfindet (Anderson, 1992). Es
wird vermutet dass der NDH-Komplex an diesem Prozess beteiligt ist. Weiter wird vermutet,

dass der NDH-Komplex tiberschiissige Reduktionsdquivalente entfernt (Bennoun, 1982).

Durch Verdnderungen der Plastide in hoheren Pflanzen hofft man die Funktionen der
NDH-Gene direkt untersuchen zu koénnen (Svab et al., 1990; Golds et al., 1993; Svab und
Maliga, 1993).

Der NDH-Komplex ist essentiell fiir das Wachstum von Pflanzen, somit ist immer ein Anteil
an Wildtyp NDH-Genkopien notwendig, damit die Mutanten {iberlebensfahig sind. Erfahr-
ungsgemil enthalten Mutanten nie unter 1 - 5 % NDH-Genkopien. Da die Menge an Wild-
typkopien des Gens in den Mutanten nicht bestimmt werden konnten, ist eine Verkniipfung
der Effekte mit einzelnen Untereinheiten vom NDH-Gen schwierig (Kofer et al., 1998).

Die NDH 53-25 Mutante enthilt reduzierte Mengen an Chlorophyll und besitzt beide Photo-
systeme. Sie wichst jedoch schlecht, d.h. der Anteil an funktionsfadhigen NDH Kopien ist
gering. Die Mutante hat Probleme mit dem Energichaushalt der Plastiden. Der Abbau von
Stirke ist gechemmt (Kofer et al., 1998).

Die NDH 54-31V Mutante hat einen hoheren Anteil an funktionsfahigen NDH-Genkopien als
die NDH 53-25 Mutante. Die Stérung im Energiehaushalt in den Plastiden ist geringer. Es
wird angenommen, dass die Mutante den Defekt umgeht. Moglich wére dies durch Zunahme
der Genkopien in den Chloroplasten. Der Stirkeabbau ist nicht gghemmt und somit mit dem

Wildtyp vergleichbar (Kofer ef al., 1998).

3.2.3.3 Erscheinungsbild

Der Wildtyp von Nicotiana tabacum var. havanna piperita hat groBBlappige Blatter (4 - 5 cm
lang) mit kriftiger grilner Farbe. Der Spross ist nach einer Wachstumsperiode von 4 - 6
Wochen gut entwickelt (Hohe 20 - 25 cm) und neigt zur Verholzung.

Die Mutanten unterscheiden sich in der Erscheinungsform vom Wildtyp. Bei allen Mutanten
handelt es sich um stabile Phinotypen.

Die RPO Mutante hat sehr kleine und zierliche Blétter. Die ganze Pflanze ist weill und wirkt
verkiimmert (Abbildung 15). Unter den vorliegenden Wachstumsbedingungen werden die
Pflanzchen nicht grol und bilden aus Mangel der entsprechenden Wachstumshormone im

VDW-Medium keine Wurzeln aus. Versuche, die RPO Mutante auf dem gleichen Medium,
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wie Wildtyp und NDH Mutanten wachsen zu lassen, scheiterten, da sie zu stark von den im
VDW-Medium enthaltene Metaboliten abhingig ist.

Beide NDH Mutanten sind griin. Die Blétter von NDH 54-31V sind jedoch deutlich zierlicher
als beim Wildtyp oder bei NDH 53-25. Die Pflanzen werden bei vergleichbaren Wachstums-
perioden nicht ganz so grofl wie der Wildtyp. Die Ausbildung des Sprosses ist gut und es

erfolgt eine Verholzung.

Abbildung 15. Nicotiana tabacum var. havanna piperita RPO.
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3.3 Untersuchungen zum Primérstoffwechsel

Eine direkte Isolierung und Analyse des zentralen Stoffwechselpools aus Eukaryonten und
Prokaryonten ist schwierig. Da das ganze System der Zelle auf FlieBgleichgewichten beruht,
liegen die gesuchten Verbindungen nur in geringen Konzentrationen vor. Die Reaktionen des
Stoffwechsels sind jedoch in hohem Malle durch enzymatische Reaktionen miteinander
verbunden. Somit ist eine Ableitung der Metabolite des zentralen Stoffwechselpools aus gut
isolierbaren Verbindungen iiber bekannte Enzymreaktionen mdoglich.

Der zentrale Pool setzt sich aus einfachen Kohlenhydraten, Carbonsduren und Dicarbonsduren
zusammen, die liber anabolische Reaktionen gebildet werden. Die primiren Metabolite,
Aminosduren und Ribonukleotide, stammen biosynthetisch aus diesem zentralen Pool ab. Sie
werden in Polymeren, wie Proteinen und Nukleinsiuren, eingebaut und werden in der Regel
nicht weiter umgesetzt. Somit reflektieren sie die Intermediate des zentralen Stoffwechsel-
pools zum Zeitpunkt ihrer Bildung.

Studien mit ’C markierten Vorstufen haben bewiesen, dass die Markierungsmuster des
zentralen Stoffwechselpools aus den experimentellen Daten der Aminosduren und
Ribonukleotide rekonstruiert werden konnen (Eisenreich et al., 1993; Lee, 1996; Werner
et al., 1997; Eichinger, 1997; Eisenreich und Bacher, 1999; Bacher et al., 1999; Eichinger
et al., 1999). Das Verfahren ist inzwischen eine etablierte Methode.

3.3.1 Zentrale Stoffwechselwege

3.3.1.1 Glykolyse

Die Glykolyse dient dem Energiegewinn, in Form von ATP, durch Abbau von D-Glucose zu
Pyruvat. Sie ist, neben dem oxidativen Pentosephosphatweg, einer der zwei Hauptwege des
Glucoseabbaus.

D-Glucose wird iiber D-Glucose-6-phosphat zu D-Fructose-6-phosphat isomerisiert. Das
daraus gebildete D-Fructose-1,6-diphosphat wird in D-Glycerinaldehyd-3-phosphat und
Dihydroxyacetonphosphat gespalten. AnschlieBend erfolgt die Bildung von Pyruvat.

Die Phosphorilierung der Zucker benétigt ATP. Die Umsetzung von Glycerinaldehyd-3-
phosphat zu Pyruvat liefert ein NADH und zwei ATP Molekiile. Bei der Nettoreaktion der
Umwandlung von D-Glucose zu Pyruvat werden, pro Molekiil D-Glucose, zwei ATP und
zwei NADH gebildet.

Das Pyruvat reagiert zu Acetyl-CoA weiter und durchlduft anschlieBend den Citrat-Zyklus,

wobei weitere Reduktionsdquivalente gebildet werden. Die Reduktionsdquivalente werden in
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der Amtungskette zu ATP umgewandelt. Die vollstindige Glucoseoxidation zu CO; liefert 36
ATP.

Uber die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat besteht eine Verbindung der Glykolyse
zum Acetyl-CoA und somit zum Citrat-Zyklus.

Das wihrend der Glykolyse gebildete 3-Phosphoenolpyruvat kann entweder zu Pyruvat oder
durch CO,-Assimilierung zu Oxalacetat umgewandelt werden (anaplerotischer Weg). Es gibt
Hinweise fiir diese Reaktionsverldufe in photosynthetischen und nicht photosynthetischen
Geweben. Oxalacetat ist Vorstufe fiir die Aminosduren der Aspartat-Familie. 3-Phosphoenol-
pyruvat kann iiber den anaplerotischen Weg in den Citratsdure-Zyklus geschleust werden

(Bryan, 1990; Lea und Leegood, 1993; Kindl, 1994).

3.3.1.2 Ocxidativer Pentosephosphatweg

Der oxidative Pentosephosphatweg ist, durch die Bereitstellung von reduziertem NADPH und
Cs-Zuckerphosphaten, neben der Glykolyse ein wichtiger Bestandteil der Biosynthesewege in
Pflanzen. Hierbei wird D-Glucose zu den wichtigen Zwischenstufen Erythrose-4-phosphat
und Ribose-5-phosphat umgewandelt. Erythrose-4-phosphat ist Bestandteil der Aromaten-
biosynthese und Ribose-5-phosphat ist an den Biosynthesen der Nukleinsduren, sowie der
Aminosduren Histidin, Tryptophan und Glycin beteiligt (Bryan, 1990; Lea und Leegood,
1993; Kindl, 1994).

Die Reaktion startet mit der Umwandlung von D-Glucose-6-phosphat zu Ribulose-5-
phosphat. Bei NADPH Bedarf erfolgt anschlieend eine Reaktion mit Transketolase und
Transaldolase. Das Ribulose-5-phosphat wird zu Glycerinaldehyd-3-phosphat und Fructose-
1,6-biphosphat umgewandelt. Die Enzyme stellen eine reversible Verbindung zwischen den
Pentosephosphatweg und der Glykolyse dar.

Die Reaktionen des oxidativen Pentosephosphatwegs finden im Cytosol statt.

3.3.1.3 CO;-Fixierung

Auf die Besonderheiten der CO,-Fixierung bei C4- und CAM-Pflanzen wird im Rahmen
dieser Arbeit nicht eingegangen, da es sich bei den eingesetzten Pflanzen (Catharanthus
roseus und Nicotiana tabacum) um C;-Pflanzen handelt.

Die Aufnahme von CO; bei Pflanzen erfolgt {iber die Spaltoéffnungen. Das Gas diffundiert in
das Blattgewebe. Das innerhalb der Pflanze freiwerdende CO, iiber die Atmungsaktivitit der
Mitochondrien und iiber die Photorespiration der Peroxisome wird iiber die gleichen Wege,

wie das von auBerhalb stammende CO,, umgesetzt (Richter, 1998).
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Calvin-Zyklus (reduktiver Pentosephosphat-Zyklus)

Mit dem Calvin-Zyklus synthetisieren die Chloroplasten Kohlenhydrate iiber primaére
Carboxylierung. Der Zyklus wird in Carboxylierung-, Reduktion- und Regenerationsphase
unterteilt (Abbildung 16, rot). In der Carboxylierungsphase wird CO, in Anwesenheit von
Ribulosediphosphat-Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) an Ribulose-1,5-bisphosphat (23)
gebunden. Das Enzym katalysiert neben dem Einbau von CO, auch die Spaltung von
Ribulose-1,5-bisphosphat in  Anwesenheit von Sauerstoff (Abbildung 16, blau;
Photorespiration, S. 70).

In der anschlieBenden Reduktionsphase wird das gebildete 2'-Carboxy-3-keto-D-arabinitol-
1,5-biphosphat (24) zu 3-Phosphoglycerat (25) gespalten. Im weiteren Verlauf der Reaktion
wird Glycerinaldehyd-3-phosphat (16) gebildet, das iiber eine Gleichgewichtsreaktion mit
Dihydroxyacetonphosphat in Verbindung steht (Abbildung 16).

Die Cs-Zucker konnen die Chloroplasten verlassen und in die Glykolyse und der Gluconeo-
genese einflieen, oder es kommt zur Bildung von D-Fructose-1,6-diphosphat, als Umkehr
der glykolytischen Spaltung aus D-Glycerinaldehyd-3-phosphat und Dihydroxyaceton-
phosphat. Die Weiterreaktion von D-Fructose-1,6-diphosphat zu D-Fructose-6-phosphat (26)
ist irreversibel. Die gebildeten Cg-Zuckerphosphate kdnnen zu Assimilationsstirke umgewan-
delt, in den oxidativen Pentosephosphatweg eingeschleust oder in der Regenerationsphase des
Calvin-Zyklus als Ribulose-1,5-bisphosphat (23) zuriickgewonnen werden (Abbildung 16,
Richter, 1998). Die Regenarationsphase hat gemeinsame Enzyme und Zwischenprodukte mit
dem oxidativen Pentosephosphatweg. Die Reaktionen verlaufen entgegengesetzt, weswegen
der Calvin-Zyklus auch reduktiver Pentosephosphat-Zyklus genannt wird (Lea und Leegood,
1993; Kindl, 1994; Voet und Voet, 1995; Richter, 1998). Wegen der Gemeinsamkeit der
Enzyme werden Uberschneidungen des Calvin-Zyklus mit dem katabolischen oxidativen
Pentosephosphatweg und den Aminosdurebiosynthesen vermutet (Stitt und Rees, 1979;
Gottlieb, 1982; Bagge und Larsson, 1986).

Die iiber den Calvin-Zyklus gebildete Assimilationsstidrke wird bei Dunkelheit wieder in

Cs-Zuckerphosphate gespalten und aus den Chloroplasten exportiert (Richter, 1998).
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Abbildung 16. Calvin-Zyklus (rot - Carboxylierung-, Reduktion- und Regenerations-
phase; blau - Photorespiration).

Es sind vier Wege der COs-Fixierung bei Bakterien bekannt: (I) der reduktive Pentose-

phosphat-Zyklus, (II) der reduktive Citrat-Zyklus, (III) der reduktive Acetyl-

CoA/Kohlenstoffmonoxid-Dehydrogenase-Weg und (IV) der 3-Hydroxypropionat-Weg

(Review: Fuchs, 1989). Chloroflexus aurantiacus fixiert CO, mit dem zuletzt genannten

Biosyntheseweg (Holo und Sirevéag, 1986; Holo and Grace, 1987; Fuchs, 1989; Holo, 1998;
Eisenreich et al., 1993; Herter et al., 2002).
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Abbildung 17. 3-Hydroxypropionat-Zyklus (Eisenreich et al., 1993; Herter et al., 2002).

3-Hydroxypropionat-Zyklus

Zu Beginn bindet CO; in einer Biotin-abhéngigen Reaktion an Acetyl-CoA (10). Es bildet
sich Malonyl-CoA (27). Uber eine Serie von Dehydrierungen und Reduktionen wird erst
3-Hydroxypropionat (28) und anschlieBend Propionyl-CoA (29) gebildet. Propionyl-CoA (29)
bindet ein weiteres CO,. Die daraus gebildete Dicarbonsédure reagiert iiber mehrere Schritte
weiter zu Malyl-CoA (Abbildung 17, 30; Straul3 et al., 1992; Eisenreich et al., 1993; Herter et
al., 2002).

Der Zyklus, der Acetyl-CoA (10) in Malyl-CoA (30) umwandelt, verbraucht zwei HCO3;™ und
drei NADPH. Die Malyl-CoA Lyase regeneriert bei der Spaltung von Malyl-CoA (30) das
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Ausgangsmolekiile Acetyl-CoA (10). Glyoxylat (31) wird als das Produkt der CO,-Fixierung
angesehen (Herter ef al., 2002).

Die weiteren Reaktionen von Glyoxylat (31) im Stoffwechsel von Chloroflexus aurantiacus
sind nocht nicht vollstindig aufgeklért. Aktuell wird von einer Umwandlung von Glyoxylat
(31) und Propionyl-CoA (29) zu Acetyl-CoA (10) und Pyruvat (15) ausgegangen (Abbildung
19, Herter et al., 2002).

Glyoxylat (31) reagiert mit Propionyl-CoA (29) zu erythro-B-Methylmalyl-CoA (32). An-
schlieBend erfolgt eine Umwandlung iiber Mescaonyl-CoA (33) zu Citramalyl-CoA (34).
Citramalyl-CoA (34) spaltet sich in Acetyl-CoA (10) und Pyruvat (15) (Abbildung 19, Herter
et al.,2002).

Hexose

Triose-P
t co,
PEP Oxaloacetat

Pyruvat

2xAcetyl-CoA

2x COZ
Citramalyl-CoA Malyl-CoA Glyoxylat

RN

Mesaconyl-CoA 2x Propionyl-CoA

\

Methyimalyl-CoA

Abbildung 18. Hypotetischer bizyklischer Biosyntheseweg der autotrophen CO, Fix-
ierung in Chloroflexus aurantiacus (Herter et al., 2002).
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Abbildung 19. Hypotetischer Biosyntheseweg fiir die Transformation von Glyoxylat
(31) und Propionyl-CoA (29) zu Acetyl-CoA (10) und Pyruvat (Herter et al.,
2001, 15).
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Die Ausgangsverbindungen der Transformation von Glyoxylat (31) und Propionyl-CoA (29)
sind Bestandteile der CO,-Fixierung iiber den 3-Hydroxypropionat-Zyklus (Straul} ef al.,
1992, 1993; Eisenreich et al., 1993, Herter et al., 2001). Der Reaktionszyklus beschreibt die
Bildung von Pyruvat aus drei CO, Molekiilen und der Regeneration des Startermolekiils
Acetyl-CoA. Die beiden Biosynthesewege greifen ineinander und werden in der Literatur als
Bizyclus dargestellt (Abbildung 18, Herter ef al., 2002). Im duBeren Zyklus wird aus dem
Glyoxylat (31) das Acetyl-CoA (10) regeneriert, d.h. der Innerezyklus ist in sich geschlossen.

3.3.1.4 Photorespiration (Lichtatmung)

Bei steigernder Beleuchtungsstiarke kommt es zur Photorespiration. Es handelt sich um eine
typische Erscheinung bei Cs-Pflanzen, die ihr CO, ausschlieBlich iiber den Calvin-Zyklus
fixieren (Richter, 1998). Es wird vermutet, dass der Prozess, durch andauernden Auf- und
Abbau von Intermediaten (,,futlie cycling®) bei intensiver Lichteinstrahlung und geringem
CO,-Angebot, das Photosynthesesystem vor Schaden schiitzt (Hatch, 1987; Lea und Leegood,
1993; Kindl, 1994).

Die Ribulosediphosphat-Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) des Calvin-Zyklus spaltet Ribu-
lose-1,5-bisphosphat (23) in Anwesenheit von Sauerstoff zu 2-Phosphoglykolat (35) und
3-Phosphoglycerat (25) (Abbildung 16, blau). Das aus 2-Phosphoglykolat (35) gebildete
Glykolat verldsst den Chloroplasten und wird im Peroxisom in Glycin oder in den
Mitochondrien weiter zu Serin umgewandelt. Das gebildete 3-Phosphoglycerat (25) wird
wieder dem Calvin-Zyklus zugefiihrt.

Die Photorespiration fiihrt zum Verlust von CO,, Energiedquivalenten und Stickstoff. Der
Prozess ist jedoch auch eine schnelle Moglichkeit zur Bildung von Serin und Glycin, wobei
des gebildeten Serins als 3-Phosphoglycerat in den Calvin-Zyklus zuriickflieBt. Das freige-
setzte Ammonium-Ion wird im Cytosol an Glutamat gebunden und geht in den ,,photo-

respiratorischen Stickstoffzyklus® ein (Richter, 1998).

3.3.1.5 Citratzyklus

Der in den Mitochondrien lokalisierte Citrat-Zyklus nimmt eine zentrale Rolle im Stoff-
wechsel der Pflanzen ein. Pro Umlauf des Zyklus wird ein Acetyl-CoA-Molekiil gebunden
und zwei Molekiile CO,, die nicht vom Acetyl-CoA des gleichen Zyklus stammen,
abgespalten (Lea und Leegood, 1993; Voet und Voet, 1995; Stryer, 1995; Barret, 1985).
Acetyl-CoA bindet im ersten Schritt an Oxalacetat und bildet das symmetrische Citrat. Es
kommt zu keiner Randomisierung, wie iiber '*C-Markierung einer endstindigen Sauregruppe

bewiesen werden konnte (Voet und Voet, 1994; Stryer, 1995). AnschlieBend kommt es zur
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Abspaltung von zwei CO,-Molekiilen unter Bildung von a-Ketoglutarat bzw. Succinat. Das
symmetrische Succinat randomisiert und bildet in drei Schritten Oxalacetat. Die Reaktionen
zwischen Succinat und Oxalacetat sind reversibel.

Die Verbindungen des Citrat-Zyklus sind wichtige Produkte des intermedidren Stoffwechsels.
So ist a-Ketoglutarat Vorstufe fiir die Aminosduren der Glutamat-Gruppe und Oxalacetat fiir
die Aspartat-Gruppe. Mangel an einzelnen Zwischenverbindungen wird iiber die anapleroti-
schen Reaktionen beseitigt. Beispiele fiir anaplerotische Wege des Citrat-Zyklus sind die
Neusynthese von Oxalacetat tiber 3-Phosphoenolpyruvat aus der Glykolyse und iiber Succinat

aus dem Glyoxalat-Zyklus.

3.3.1.6 Glyoxalat-Zyklus

Der in den Glyoxysomen statt findende Glyoxalat-Zyklus bildet aus zwei Acetyl-CoA Mole-
kiilen Malat. Der Glyoxalat-Zyklus findet vorallem in Samen, mit iiberwiegender oder aus-
schlieBlicher Fettspeicherung, statt. Das eingesetzte Acetyl-CoA stammt aus der 3-Oxidation
der Fettsduren.

FEinzelne Reaktionsschritte stimmen mit dem Citrat-Zyklus iiberein. So wird auch im
Glyoxalat-Zyklus Acetyl-CoA an Oxalacetat gebunden. Es wird Citrat gebildet, das zu
Isocitrat weiter reagiert. Isocitrat wird zu Glyoxalat und Succinat gespalten. Durch die
Reaktion von Glyoxalat mit einem weiteren Acetyl-CoA wird Malat gebildet aus dem
Oxalacetat regeneriert wird. Das gebildete Succinat fliet in die Mitochondrien, wo es zu
Malat weiterreagiert. Das Malat geht in den Citrat-Zyklus tiber (anaplerotischer Weg) oder
flieBt ins Cytosol, wo es in der Gluconeogenese weiter reagiert (Dose, 1991; Lea und

Leegood, 1993, Kindl, 1994; Richter, 1998).

3.3.1.7 Gluconeogenese

Die Gluconeogenese ist die Umkehrung der Glykolyse. Sie wird vorallem durchgefiihrt, wenn
es zu Mangel an Fructose-6-phosphat kommt. Einzelne stark exergonische und somit prak-
tisch irreversible Reaktionen werden umgangen.

Die Pyruvat-Carboxylase setzt Pyruvat in Oxalacetat um. Das gebildete Oxalacetat wird je
nach Bedarf im Citrat-Zyklus oder bei ATP-Uberschuss in der Gluconeogenese umgesetzt.
Hierbei handelt es sich auch um einen anaplerotischen Reaktionsweg (Stryer, 1995). Das En-

zym liegt in den Mitochondrien vor.
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3.3.1.8 Biosynthese der Aminosiuren

Die vorhandenen Kenntnisse zu den Biosynthesewegen der Aminosduren beschrianken sich
weitgehend auf Untersuchungen mit Mikroorganismen (Bakterien und Pilzen) und Sauge-
tieren. Es wird allgemein davon ausgegangen, dass die Biosynthesen der Aminosduren in
Pflanzen den bekannten Synthesewegen folgen. Die Struktur der Pflanzenzellen ist komplexer
als die von Mikroorganismen. Die Zelle enthdlt verschiedene Organellen (Kompartimen-
tierung), die gleiche oder verschiedene Biosynthesewege nutzen konnen. Durchgefiihrte
Studien auf der Enzymebene der Pflanzen scheinen einen gemeinsamen Biosyntheseweg der
Aminoséduren zu bestétigen. /n vivo Experimente zu Aminosdurebiosynthesen in Pflanzen sind

selten.

3.3.1.8.1 Aspartat-Familie

Aspartat wird durch direkte Transaminierung aus Oxalacetat, ein wichtiges Zwischenprodukt
des Citrat-Zyklus, gebildet (Bryan, 1990). Da es sich beim Aspartat um die Vorstufe von
Asparagin, Isoleucin, Methionin, Lysin und Threonin handelt, fasst man diese Aminosaduren
zur Aspartat-Familie zusammen.

Als Vorldufer von Oxalacetat sind nur Acetyl-CoA und 3-Phosphoenolpyruvat als Stoff-
wechselintermediate moglich. Acetyl-CoA wird iiber den Citrat- und den Glyoxalat-Zyklus,
3-Phosphoenolpyruvat iiber die Pyruvatcarboxylase (anaplerotische Reaktion) in Oxalacetat
tiberfiihrt (Bryce und Rees, 1985; Champigny und Foyer, 1992).

Beobachtet man die Isotopenverteilung nach ein oder zwei Umdrehungen des Citrat-Zyklus,
erkennt man eine Anreicherung von [“C;]Isotopologen, da eine der zwei urspriinglichen
COOH-Gruppen im Rahmen des Biosynthesewegs abgespalten wurde. Nach der zweiten
Umdrehung ist im Oxalacetat statistisch noch % der Markierung in der inkorporierten Acetyl-
CoA Einheit erhalten. Dies fiihrt zu einer hohen Randomisierung des urspriinglichen Acetyl-
CoA, was durch die symmetrische Fumarsaure noch verstirkt wird.

Threonin bildet sich iber Homo- und Phosphohomoserin aus Aspartat (Bryan, 1990; Giova-
nelli et al., 1989). Das durch Transaminierung aus Threonin gebildete a-Ketobutyrat, wird
unter Kondensation mit Hydroxyethylthiamin-diphosphat und Umlagerung des urspriingli-
chen Kohlenstoffgeriists von Aspartat in einer Benzoin-Kondensation in Isoleucin
umgewandelt (Barret, 1985; Richter, 1988; Bryan, 1990; Kindl, 1994).

Der fiir Lysin beschriebene Biosyntheseweg in Bakterien, Algen und Pflanzen verlduft iiber
2,6-Diaminopimelat (Richter, 1988; Bryan, 1990; Coruzzi, 1991; Kindl, 1994). Hierbei wird
Pyruvat und Aspartat {iber 2,3-Dihydrodipiccolinat zu 2,6-Diaminopimelat iiberfiihrt. Unklar
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ist, ob die Randomisierung des symmetrischen (L,L)-2,6-Diaminopimelat, die bei Beta
vulgaris nachgewiesen wurde, allgemein {iiblich ist (Werner, 1996). Bei Randomisierung
wiirde das CO; zu gleichen Teilen aus C1 von Pyruvat und C1 von Aspartat freigesetzt.
Neben dem Diaminopimelat-Weg wird fiir die Synthese von Lysin in Hefen, Pilzen und
Algen der Aminoadiapat-Weg beschrieben (Bryan, 1990; Coruzzi, 1991; Kindl, 1994). Das
Lysin wird bei der Kondensation von a-Ketoglutarat mit Acetyl-CoA gebildet.

Methionin bildet sich, wie Threonin iiber Homo- und Phosphohomoserin aus Aspartat
(Richter, 1988; Kindl, 1994).

Die Chloroplasten sind der Syntheseort fiir die Aspartat- Familie und Aminosduren mit
verzweigten Seitenketten. Durch Isotopmarkierung und Enzymlokalisierung wurden die
Chloroplasten als bevorzugter Syntheseort von Lysin, Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin

identifiziert (Bryan, 1990).

3.3.1.8.2 Aminosiuren aus C-3 Vorstufen

Die Aminosduren Glycin und Serin werden innerhalb der Gruppe der Aminoséduren aus C-3
Vorstufen zusammengefasst.

Es gibt zwei mogliche Synthesewege fiir Glycin. Glycin wird {iber eine direkte Konvertierung
von Glyoxylsdure im Glyoxalat-Zyklus oder bei der Photorespiration gebildet (Barret, 1985;
Lea und Leegood, 1993; Kindl, 1994). Des Weiteren ist eine Bildung iiber den Abbau von
Serin mit der Serinhydroxymethyltransferase moglich (Bryan, 1990; Lea und Leegood, 1993).
Serin ist liber Hydroxypyruvat oder 3-Phosphoserin (aus 3-Phosphoglycerat) mit der Alanin-
biosynthese verkniipft (Bryan, 1990). Ein weiterer Vorldufer kann Glycin iiber den Phospho-
glycerat-Zyklus sein, wobei eine intakte Glycerin-Einheit und ein decarboxyliertes Glycin im
Serin in die Positionen C-1/C-2 und C-3 eingebaut werden.

Glycin und Serin sind wichtige End- bzw. Zwischenprodukte der Photorespiration. Serin
wurde in den Chloroplasten, und Glycin in Chloroplasten (Shah und Cossins, 1970) und
Plastiden (Boland et al., 1982; Boland und Schubert, 1983) nachgewiesen.

Die Aminosduren Valin, Leucin und Alanin werden zu der Pyruvat-Familie zusammengefasst.
Valin und Leucin werden aus je zwei Pyruvat Molekiilen synthetisiert, wobei Leucin zusétz-
lich noch ein Molekiil Acetyl-CoA enthélt (Barret, 1985; Coruzzi, 1991; Bryan, 1980, 1990;
Walters und Steffens, 1990; Werner, 1996)
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Alanin leitet sich durch direkte Transaminierung von Pyruvat ab (Barret, 1985; Lea und
Leegood, 1993; Kindl, 1994). Die Biosynthese von Alanin wurde in den Chloroplasten von
Spinat nachgewiesen (Schulze-Siebert et al., 1984).

3.3.1.8.3 Glutamat-Familie

Glutamat wird aus o-Ketoglutarat gebildet. a-Ketoglutarat ist eine wichtige Zwischenstufe
des Citrat-Zyklus. Die Aminosduren Glutamin, Prolin, Arginin werden liber Glutamat syn-
thetisiert und zdhlen deswegen zur Glutamat-Familie.

Prolin und Arginin entstehen ohne Bindungsbriiche des Kohlenstoffskeletts aus Glutamat
(Bryan, 1990). Prolin entsteht durch die spontane Zyklisierung von Glutamat-5-semialdehyd
(Richter, 1988; Kindl, 1994). Bei der Biosynthese von Arginin wird Glutamat durch Trans-
aminierung in Ornithin umgewandelt. Anschliefend bindet ein Carbamoylphosphat an die
endstindige Aminogruppe. AbschlieBend wird auf das entstandene Citrullin eine Amino-
gruppe iibertragen (Kindl, 1994; Richter, 1988).

60 % der, in der Zelle enthaltenden, Carbamoylphosphatsynthase, das an der Synthese von
Arginin beteiligt ist, liegt in den Chloroplasten vor (Bryan, 1890). Die Glutamat-Dehydro-
genase kommt in Mitochondrien, Chloroplasten (V. faba, Lactuca sativa) und Plastiden
(Nicotiana: Washitani und Sato, 1977) vor. Die Glutamat-Syntase wurde in Chloroplasten

(Angiospermen) und in den Plastiden (Erbse) nachgewiesen (Stewart et al., 1980).

3.3.1.8.4 Aromatische Aminosiuren

Die aromatischen Aminosduren nehmen eine Sonderstellung ein, da sie sowohl am priméren,
wie am sekundiren Metabolismus beteiligt sind (Bryan, 1990).

Sie werden ausgehend von Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-phosphat iiber den Shikimat-
Weg gebildet. Die beiden Ausgangsprodukte kondensieren und bilden die Shikimisdure.
Anschliefend wird unter Ankondensation eines zweiten 3-Phosphoenolpyruvats Chorismin-
sdure gebildet. Durch Umlagerung entsteht Prephenat, aus dem sich, bei hoheren Pflanzen,
tiber Arogenat Phenylalanin und Tyrosin bilden (Bryan, 1990; Schmidt et al., 1990; Kindl,
1994). Die Seitenkette von Tyrosin und Phenylalanin wird als 3-Phosphoenolpyruvat auf der
Stufe der 3-Enolpyruvatshikimisdure bzw. beim folgenden Prephenat eingefiihrt.

Die frithen Biosynthesevorldufer 3-Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-phosphat wurden in
Pflanzen wenig experimentell tiberpriift (Gilchrist und Kosuge, 1980; Coggins et al., 1985;
Jensen, 1985; Connelly und Conn, 1986; Coruzzi, 1991). Man hat die Biosyntheseschritte bis
zur Chorisminsdure analog von E. coli, anderen Bakterien und Eukaryonten (z.B. Euglena

gracilis) ibernommen (Jensen, 1985). Die Biosynthese ab der Chorisminsdure dagegen ist in
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Pflanzen gut dokumentiert (Buchholz et al., 1979; Rubin und Jensen, 1979; Byng et al., 1981,
Gaines et al., 1982; Connelly und Conn, 1986; Bryan, 1990).

Die Biosynthese der aromatischen Aminoséduren findet in den Chloroplasten statt. Es wurden
in Nicotiana, Sorghum und Spinacia Isozyme der Biosynthese im Cytosol identifiziert

(3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat Synthase und Chorismatmutase).

3.3.1.8.5 Histidin

Die Biosynthese von Histidin wurde in Mikroorganismen untersucht. Die Ergebnisse werden
allgemein auf Pflanzen iibertragen, obwohl bis jetzt nicht alle Enzyme in Pflanzen identifi-
ziert wurden (Barret, 1985; Bryan, 1990; Lea und Leegood, 1993).

In Histidin ist ein intaktes Ribose-Kohlenstoffskelett enthalten. Der Stickstoff und das

einzelne Kohlenstoff im Ring stammen aus ATP.

3.3.1.9 Biosynthese der Ribonukleoside

Die Ribonukleoside setzen sich aus den Nukleobasen und einer N-glykosidisch gebundenen
Ribose zusammen. Man unterscheidet bei den Nukleosiden die Pyrimidin-Derivate (Cytosin
und Uracil) und die Purin-Derivate (Adenin und Guanin).

Bei den Pyrimidin-Nukleotiden wird der Ring der Base in einem mehrstufigem Prozess
aufgebaut. Aus CO; bildet sich in Anwesenheit von ATP Carbamoylphosphat. AnschlieBend
wird eine Aminogruppe aus Glutamin auf das Kohlenstoff iibertragen. Bei der Weiterreaktion
mit Aspartat bildet sich Orotsdure, die Stammsubstanz fiir alle Pyrimidin-Nucleotide. Jetzt
erst erfolgt die Bindung an den 5-Phosphoribosyl-Rest. Orotidin-5"-phosphat decarboxyliert
zu Uridin-5"-phosphat. Aus Uridin-5"-phosphat bildet sich nach Austausch der Oxogruppe
gegen eine Aminogruppe Cytidin-5"-phosphat (Lea und Leegood, 1993; Stryer, 1995).

Bei der Biosynthese der Purinbasen erfolgt der Aufbau der Ringsysteme an der Ribose. Es
werden nacheinander Aminogruppen aus Glutamin und Aspartat, Glycin, CO, und C,-Frag-
mente von N'’-Formyltetrahydrofolsiure auf den 5-Phosphoribosyl-Rest iibertragen. Endpro-
dukt dieser heterocyclischen Ringsynthese ist Inosin-5"-monophosphat. Aus Inosin-5"-mono-
phosphat werden durch Aminierung bzw. Oxidation mit anschlieBender Aminierung

Adenosin- bzw. Guanosin-5’-phosphat gebildet (Lea und Leegood, 1993; Stryer, 1995).
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3.3.2 Einbauexperiment mit [1,2-"C,]Glycin in Chloroflexus aurantiacus

Den Zellkulturen von Chloroflexus aurantiacus, in 5 Liter Kulturmedium, wurden insgesamt
0,2 g [1,2-"C,]Glycin zugesetzt. Um einen chemoheterotrophen Umsatz zu verhindern wurde
das Glycin kontinuierlich der autotrophen Zellkultur zugesetzt. Aus der Anzucht konnten
2,6 g verwertbares Zellmaterial (trocken) gewonnen werden.

Die Markierungsmuster der isolierten Nukleoside sind in Tabelle 10 und Abbildung 20, sowie
die isolierten Aminosduren in Tabelle 11 und Abbildung 21 zusammengefasst. Die daraus

abgeleiteten Zentralmetabolite sind in Tabelle 12 und Abbildung 24 zusammengefasst.

Guanosin

HO OH Uridin

Abbildung 20. Kopplungsmuster der Nukleoside aus dem Einbauversuch in Chloro-
flexus aurantiacus mit 0,2 g [1,2-C,]Glycin. Die blauen Balken kennzeichnen
Fragmente aus dem [1,2-"°C,]Glycin, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorpo-
riert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach
Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben die absolute Anreicherung der
[13C1]Isot0p010ge nach Gleichung C an (S. 47).
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Tabelle 10. Kopplungen (% "*C"C) und Hiufigkeiten (% *Caps) der Nukleoside aus
dem Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit [1,2-'>C,]Glycin.

Position Verscéllfi?t;ung Kopplungskonstante’ Hiufigkeit Kopplung
S [ppm] Jee [Hz] % PCaps % PCPC
Cytidin 2 156,5 n.d.
4 165,7 n.d. (5) 2,4 n.d.
5 97,5 56,3 (4) 2,3 3,6
68,2 (6) 19,9
6 1440 68,3 (5) 2,7 18,4
1 91,9 42,8 (2" 2,3 19,8
2 75,6 42,8 (1) 2,8 18,3
3 70,8 39,0 (4") 1,7 29,8
4’ 85,5 41,5(3°,5) 2,9 20,8
40,5/38,6 (3°/5") 9,7
5 62,2 41,80 (4") 2,2 29,5
Guanosin 2 1543 20,6
4 152,0 n.d. (5) n.d. n.d.
5 117,1 62,7 (4) 42,7 54,7
6 157,3 n.d. n.d. n.d.
8 135,9 32,2
1’ 86,8 44,0 (27) 2,0 17,5
2 74,1 42,8 (1) 2,4 16,5
3 70,7 38,4 (4) 1,5 26,5
4’ 85,6 41,5(3°,5) 2,6 18,4
40,3/38,5@3°/5") 7,2
5 61,8 42,13 (4") 2,0 27,3
Uridin 2 151,6 n.d.
4 166,1 n.d. n.d. n.d.
5 102,2 67,1 (4, 6) 2,0 17,6
6 141,7 67,2 (5) 2,3 14,1
1 89,3 429 (2" 1,9 13,6
2 73,5 43,1 (1) 2,3 12,7
3 69,3 38,6 (4) 1,5 16,3
4’ 84,1 41,4 (3,5 2,3 14,1
40,8 /39,3(3°/5%) 4,5
5 60,7 41,91 (4 2,0 20,0

? Kopplungspartner in Klammern
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Abbildung 21. Kopplungsmuster der Aminosduren aus dem Einbauversuch in Chloro-
flexus aurantiacus mit 0,2 g [1,2-C,]Glycin. Die blauen Balken kennzeichnen
Fragmente aus dem [1,2-"°C,]Glycin, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorpo-
riert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach

Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben die absolute Anreicherung der
['*C/]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
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Tabelle 11. Kopplungen (% 13 CBC) und Héufigkeiten (% 13 Caps) der Aminosduren aus
dem Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit [1,2-'>C,]Glycin.

Position Verscéllfi?t;ung Kopplungskonstante® Hiufigkeit Kopplung
S [ppm] Jee [Hz] % PCaps % PCPC
Alanin 1 176,4 55,7 (2, 2/3) 2,1 28,2
2 51,4 55,4 (1) 3,1 8,9
34,61 (3) 12,8
54,9 /35,1 (1/3) 8,9
3 17,3 34,6 (2, 1/2) 2,3 27,2
Arginin 1 1743 59,2 (2) 1,5 9,2
2 55,2 60,3 (1) 2,4 2,6
34,1 (3) 22,3
3 29,6 34,0 (2) 2,7 20,5
4 26,5 35,7 (5) 2.4 14,8
5 43,1 35,7 (4) 1,4 18,4
6 159,5 1,2
Aspartat 1 183,6 54,2 (2, 2/3) 1,5 15,5
2 61,3 53,7 (1) 2,0 6,6
36,4 (3) 10,3
53,8/36,3 (1/3) 4,0
3 459 36,4 (2) 1,8 16,6
50,5 (4) 4,0
4 186,7 51,0 (3) 1,5 6,2
Glutamat 1 182,5 52,5(2) 2,0 7,8
2 56,2 53,0 (1) 2,5 3,6
34,6 (3) 15,9
3 28,4 34,6 (2,4) 3,0 18,1
4 34,8 34,8 (3) 2,8 52
51,8 (5) 8,5
56,7/35,3 (3/5) 0,5
5 176,1 53,5 (4) 1,3 12,9
Glycin 1 173,1 55,0 (2) 17,9 n.d.
2 42,5 54,9 (1) 32,5 52,1

3 Kopplungspartner in Klammern
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Fortsetzung von Tabelle 11

Position Verscilheir:l;ung Kopplungskonstante Hiufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jee [Hz] % PCas % CPC
Histidin 1 173,3 52,3 (2, 2/3) n.d. n.d.
2 56,9 53,9 (1) 2,7 14,1
35,1 (3) 9,3
52,5/34,6 (1/3) 12,9
3 29,8 35,1 (2, 1/2) 1,3 242
4 130,8 73,9 (5) n.d. 19,3
5 121,1 73,8 (4) 2,2 19,0
6 137,4 21,3
Isoleucin 1 174,1 59,0 (2) 1,5 20,0
2 59,9 59,1 (1) 2,6 19,0
32,6 (3) 3,1
3 38,4 34,8 (2, 6) 2,4 25,4
4 27,4 34,6 (5) 2,0 13,1
5 13,6 34,8 (4) 1,8 14,0
6 16,8 34,8 (3) 1,7 29,3
Leucin 1 175,3 59,5 (2) 1,5 17,5
2 54,2 59,6 (1) 2,3 9,1
33,1 (3) 5,1
3 41,6 34,0 (2,4) 3,1 11,3
4 26,8 35,1 (3,5,6) 3,0 16,6
5 24,5 34,8 (4) 2,3 30,3
6 23,8 34,9 (4) 2,3 7,6
Lysin 1 178,0 50,7 (2) 1,7 13,8
2 57,8 53,9 (1) 2,7 10,6
3 33,2 34,4 (4) 2,8 243
4 249 34,4 (3) 2,8 28,7
5 29,8 35,1 (6) 2,9 14,5
6 42,5 35,7 (5) 1,9 15,9
Methionin 1 174,3 59,8 (2) 1,7 n.d.
2 54,4 59,3 (1) n.d. 8,1
33,7(3) 15,7
3 31,5 34,06 (2) 2,7 244
4 31,2 n.d. 1,4 n.d.
5 16,6 n.d. 22,9 n.d.

Phenylalanin n.d.
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Fortsetzung von Tabelle 11

Position Verscilheir:l;ung Kopplungskonstante Hiufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jee [Hz] % PCas % CPC

Prolin 1 174,7 57,5 (2) 1,2 9,2
2 62,2 58,5 (1) 2,1 5,6

32,3(3) 20,9

3 30,7 32,3(2) 2,9 21,5
4 19,7 32,5(5) 2,4 16,4
5 19,1 33,3 (4) 1,5 17,0

Serin 1 173,6 59,4 (2, 2/3) 8,2 n.d.
2 58,2 59,4 (1) 13,0 26,2

36,4 (3) 16,7

59,4 /36,4 (1/3) 26,8

3 62,9 36,4 (2, 1/2) 9,8 54,4

Threonin 1 173,9 59,4 (2, 2/3) 2,5 22,5
2 61,9 59,2 (1) 4,8 8,0

36,4 (3) 13,9

57,8 /35,8 (1/3) n.d.

3 68,8 36,5(2,4,1/2) 3,7 22,8

4 22,6 37,9 (3) 2,0 10,4

Tyrosin 1 177,2 59,6 (2, 2/3) 1,8 32,7
2 60,0 59,8 (1) 3,1 7,7

32,53) 16,0

53,9/35,5(1/3) 7,7

3 40,6 32,6 (2, 1/2) 2,1 28,2

4 131,5 57,5 (5) 3,0 23,0

5/9 136,8 57,6 (4, 6) 2,3 30,8

6/8 121,9 65,1 (7) 2,6 7,3

58,1 (5) 9,5

65,9 /57,4 (5/7) 5,8

7 161,0 65,4 (5/9, 6/8) 1,9 29,9

Valin 1 174,1 58,3 (2) 1,5 30,4
2 60,8 58,3 (1) 2,5 15,5

32,53) 4,9

3 31,3 34,4 (2,4,5) 2,4 23,7

4 19,7 34,5(3) 1,8 26,9

5 19,1 34,5 (3) 1,8 7,1
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Im Glycin deuten die hohe Anreicherung von Position C-2 (14,5 %), sowie die hohe Konzen-
tration des [1,2-"°Cs]Isotopologs (16,9 mol%) auf einen groBen Anteil an direkt inkorporietes
[1,2-13C2]Glycin in das zellulare Protein. Auch das, mit Glycin biosynthetisch verwandte,
Serin ist deutlich hoher markiert, als die restlichen Aminoséuren. Die Anreicherung im Serin
liegt bei 3 %. In den restlichen Aminoséduren liegt die Anreicherung zwischen 0,5 % und 2 %.
Die Konzentration der [°C,] und [13C3]Isotopologe liegt im Serin bei 3 mol%, in den rest-
lichen Aminoséduren bei maximal 0,7 mol%.

In Glycin und Serin ist Position C-2 hoher angereichert als Position C-1. Der Transport der
Markierung von Glycin in den Acetyl-CoA Pool wird als moglicher Ausloser fiir die
Anreicherung von Position C-2 diskutiert. Ein weiterer Ausloser fiir die Anreicherung wird
im Mechanismus der Ubertragung von C;-Einheiten vermutet (Rieder, 1999). Die
Anreicherung von Glycin in Position C-2 (14,5 %) steht in guter Ubereinstimmung mit der
Anreicherung der Positionen C-2 (19,5 %) und C-8 (19,9 %) in der Purin-Hélfte des
Guanosins, die iber C;-Einheiten gebildet werden. Das Markierungsmuster der Positionen C-
4 und C-5 in Guanosin spiegelt das eingebaute Glycin wieder.

Glycin und Serin werden iiber N°, N'*-Methylentetrahydrofolat ineinander umgewandelt. Das
decaboxylierte und desaminierte Glycin reagiert mit einem weiteren Glycin Molekiil zu Serin.
Dartiber erklart sich die Anreicherung in Position C-3 im Serin, und die hohere Markierung

des [1,2-°C;]Isotopologs.

Serin leitet sich biosynthetisch unter anderem von 3-Phosphoglycerat ab. Damit besteht iiber
die Glykolyse eine Verbindung zwischen Serin und dem 3-Phosphoenolpyruvat-Pool. Das im
Serin gefundene [1,2,3-">C;]Isotopolog stammt wahrscheinlich aus dem 3-Phosphoenol-
pyruvat. Serin und 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus den aromatischen Aminosauren)
unterscheiden sich im Verhltnis ihrer [1,2-"°C5], [2,3-"°C,] und [1,2,3-13C3]Isot0p010ge. Im
3-Phosphoenolpyruvat ist die Konzentration an [2,3-"°C,]Isotopologen deutlich héher. Eine
mogliche Erklirung fiir die hohe Konzentration der [2,3-">C,]Isotopologe in 3-Phosphoenol-
pyruvat ist eine Ubertragung der Markierung von Acetyl-CoA iiber den hypotetischen
bizyklischen Biosyntheseweg der autotrophen CO, Fixierung (Abbildung 18, Herter et al.,
2002). Das ["C,]Isotopolog aus dem Acetyl-CoA (10) wird iiber den 3-Hydroxypropionat-
Zyklus auf Propionyl-CoA (29) iibertragen (Abbildung 17). Im zweiten Zyklus erfolgt eine
Transformation von Glyoxylat (31) und Propionyl-CoA (29) zu Acetyl-CoA (10) und Pyruvat
(15) (Abbildung 19). Die Markierung aus Propionyl-CoA (29) wird auf 3-Phosphoenol-
pyruvat libertragen (Abbildung 22).
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Im Serin kommt es im Gegensatz dazu, durch die direkte Verbindung zum Glycin, zu einer

héheren Konzentration von [1,2-"°C,] Isotopologen.

0,27

HOOC
I
CDOTﬁ§§§026

0

15

Abbildung 22. Hypotetischer bizyklischer Biosyntheseweg der autotrophen CO, Fix-
ierung aus dem Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit 0,2 g mit
[1,2-°C,]Glycin (rot - erster Umlauf, orange - zweiter Umlauf des 3-Hydroxy-
propionat-Zyklus; Herter et al., 2002).
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Die Anreicherungen der ["*C,]Isotopologe in den Positionen C-2 und C-3 in a-Ketoglutarat
(36) stammen aus Oxalacetat (38) nach dem 1. Umlauf im Citrat-Zyklus (Abbildung 23,
orange). Das [°C2,]Isotopolog zwischen den Positionen C-2 und C-3 stammt aus der
bizyclischen CO, Fixierung (blau). Es wird iiber das 3-Phosphoenolpyruvat in den Citrat-
Zyklus eingefiihert (Abbildung 22 und Abbildung 23).Die Anreicherung von Position C-4 im
a-Ketoglutarat (36) stammt von dem neu hinzukommenden Acetyl-CoA (10) im Citrat-
Zyklus (Abbildung 23, rot).

Das [2,3-"*C,]Isotopolog im a-Ketoglutarat (36) stammt aus der CO,-Fixierung (blau). Das
[4,5-13C2]Isot0polog im a-Ketoglutarat entsteht im 1. Umlauf vom Citrat-Zyklus (rot). Das
[1,2-"*C;]Isotopolog bildet sich im wiederholten Verlauf vom Citrat-Zyklus (orange) iiber das
symmetrische Succinat (Abbildung 23, 37).

Keine der bekannten Biosynthesewege fiihrt zu den [3,4-°C,] und [3.4,5-"°C;]Isotopologen
im a-Ketoglutarat. Die Anreicherungen an den Positionen C-3 und C-4 sind fiir eine Bildung

der Isotopologe iiber statistische Kopplungen zu gering.

Im Markierungsmuster weist das Oxalacetat (38) eine Asymmetrie auf. Es hat eine hohe
Konzentration an [2,3-"°C,]Isotopologen, neben einer geringen Konzentration von [1,2-°C5]
und [3,4-"*C,]Isotopologen. Das [2,3-"*C;]Isotopolog stammt aus der CO,-Fixierung (blau).
Die beiden geringer konzentrierten [1,2-">C,] und [3,4-"°C,]Isotopologe entstehen iiber das
symmetrische Succinat (37) bei wiederholtem Durchlauf vom Citrat-Zyklus (Abbildung 23,
orange). Hierbei kommt es zu einer Anreicherung im Oxalacetat an den Positionen C-2 und
C-3 iiber beide Biosynthesewege.

Zusitzlich wurde ein [1,2,3-"°C3]Isotopolog im Oxalacetat bestimmt (Abbildung 23, griin).
Da die Anreicherung der ["°C,]Isotopologe niedrig ist, stammt dieses Isotopolog nicht aus
einer statistischen Rekombination. Uber den anaplerotischen Weg gibt es eine Verbindung
zwischen 3-Phosphoenolpyruvat (39) und Oxalacetat (Abbildung 23, 38). Die Anreicherung
der ["°C,]Isotopologe von 3-Phosphoenolpyruvat und das [1,2,3-">Cs]Isotopolog im Oxal-
acetat stimmen gut iiberein. Jedoch ist die Intensitit der Kopplungsblécke im 3-Phosphoenol-

pyruvat hoher, als im Oxalacetat.

Das Verhiltnis der [2,3-C,] und [1,2,3-"C;]Isotopologe im Glycerinaldehyd-3-phosphat
(aus Histidin und den Ribonukleosiden, Tabelle 12) unterscheiden sich mit 1,5 : 1,0 nur
geringfiigig vom Verhéltnis in 3-Phosphoenolpyruvat (aus den Aminosduren Alanin, Iso-

leucin, Leucin, Tyrosin und Valin, Tabelle 12) mit 1,7 : 1,0.
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Gemal} der vorliegenden Daten wird Lysin in Chloroflexus aurantiacus iiber den Amino-

adiapat-Weg synthetisiert.
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Abbildung 23. Metabolitenfluss im Citrat-Zyklus aus dem Einbauversuch in Chloro-
flexus aurantiacus mit [1,2-*C,]Glycin (rot - erster Zyklus, orange - zweiter
Zyklus, griin - 3-Phosphoenolpyruvat iiber anaplerotischen Weg).
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Abbildung 24. Kopplungsmuster der Zentralmetabolite Acetyl-CoA, 3-Phosphoenol-

pyruvat, Oxalacetat, o-Ketoglutarat, Ribose-5-phosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat aus dem Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit 0,2 g
[1,2-°C,]Glycin. Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus dem
[1,2-°C,]Glycin, die unter Erhalt der Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die
Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50).
Die kursiven Zahlen geben die Anreicherung der ["°C,]Isotopologe nach
Gleichung C an (S. 47).
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Tabelle 12. Aus den Aminosduren und Nukleosiden retrobiosynthetisch abgeleitete und
statistisch gemittelte Kopplungen (% C'"°C) und Hiufigkeiten (% "*Cabs) der
Zentralmetabolite aus dem Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit
[1,2-"°C,]Glycin.

Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% PCaps  As* % CPC As
Acetyl-CoA 1 (2) 1,6 0,2 {6} 153 3,2 {6}
2 (1) 2,6 0,2 {6} 12,3 3,0 {6}
3-Phosphoenolpyruvat 1 (2,2/3) 1,8 0,2 {3} nd.
2 (1) 2,8 03 {8 83 0,6 {2}
3) 144 1,6 {2}
(1/3) 83 0,6 {2}
3 (2,1/2) 2,1 0,2 {8} 28,8 1,5 {6}
Oxalacetat 1 (2,2/3) 1,7 0,1 {3} 17,8 2,3 {2}
2 (1) 2,3 03 {2y 7,5 09 {2}
3) 13,0 2,7 {2}
(1/3) 4,0 {1}
3 (2,4,1/2) 1,9 0,1 {2} 21,7 24 {2}
4 3) 1,3 0,2 {3} 62 {1}
a - Ketogluterat 1 2) 1,6 03 {3y 87 0,7 {3}
2 (1) 2,3 0,2 {3} 3,9 1,2 {3}
3) 19,7 2,7 {3}
3 (2) 2,9 0,1 {3} 20,0 14 {3}
4 (5) 2,5 0,2 {3y 151 0,9 {3}
5 4) 1,4 0,1 {3} 16,1 23 {3}
Ribose-5-phosphat 1 2) 2,1 0,2 {4} 188 1,0 {3}
2 (1) 2,5 0,2 {3}y 18,0 1,2 {3}
3 (4, 4/5) 1,5 0,1 {4} 26,8 23 {3}
4 3) 2,6 0,2 9,3 {1}
(3) {4) 14,1 {1}
(3/5) 84 1,2 {2}
5 (4, 3/4) 2,1 0,1 {3} 284 1,1 {2}
Erythrose-4-phosphat 1/3 2,6 {1} 22,6 {1}
2 1,9 {1} 29,9 {1}
4 n.d. n.d.

* As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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3.3.3 Einbauexperiment mit [U-"C¢4]|D-Glucose in Catharanthus roseus

Zellkulturen von Catharanthus roseus wurden unter Belichtung mit [U-"3C¢]D-Glucose, im
Verhiltnis 1:24 mit unmarkierter D-Glucose, inkubiert. Aus dem geernteten Material (50 g)
wurden die Aminosduren isoliert. Die Markierungsmuster der Aminosduren sind in Tabelle 13
und Abbildung 25 zusammengefasst. Die aus den Aminosiuren abgeleiteten Zentralmetabo-

lite sind in Tabelle 14 und Abbildung 28 zusammengefasst.

Zur Biosynthese der primidren Metabolite in Pflanzen ist noch nicht alles bekannt. Bis jetzt
wurden erst wenige retrobiosynthetische Isotopenmarkiertungstudien an Pflanzen durchge-
fiihrt (Lee, 1996; Werner, 1996; Eichinger, 1997; Bacher et al., 1999; Rieder, 1999). Die
Studien zeigten, dass die Retrobiosynthese eine geeignete Methode zur Untersuchung der
Effekte im Pflanzenstoffwechsel ist. Durch einen Vergleich der Markierungsmuster ist es
moglich die festgelegten oder angenommen Biosynthesewege der Aminosduren in Pflanzen

zu bestdtigen.

Glutamat leitet sich von a-Ketoglutarat ab. Aus Glutamat werden die beiden Aminosduren
Arginin und Prolin synthetisiert. Arginin und Prolin weisen eine, mit Glutamat vergleichbare,
Verteilung und Konzentration bei den Isotopologen auf. Es kann davon ausgegangen werden,
dass in der vorliegenden Zellkultur von Catharanthus roseus die Biosynthese der beiden
Aminoséuren tiber Glutamat als Vorstufe verlduft.

Das aus den Aminosduren Glutamat, Arginin und Prolin retrobiosynthetisch bestimmte
o-Ketoglutarat (36) ist ein Produkt aus dem Citrat-Zyklus (Abbildung 26). Das
[4,5-"°C;]Isotopolog (rot) stammt vom neu eingefiihrten Acetyl-CoA (10). Uber die symme-
trische Struktur des Succinats (37) wird der Kopplungsblock auf die [1,2-°C,] und
[3,4-13C2]Isot0p010ge im Oxalacetat (orange) verteilt. Die Konzentration der Markierung
halbiert sich hierbei. Das [1,2,3-13C3]Isotopolog (griin) im oa-Ketoglutarat stammt aus dem
3-Phosphoenolpyruvat. 3-Phosphoenolpyruvat wird iiber den anaplerotischen Weg in Oxal-
acetat eingebaut. Das hierbei gebildete [1,2,3-"°Cs]Isotopolog im Oxalacetat wird iiber den
Citrat-Zyklus in der Riickreaktion zum symmetrischen Succinat auf das [2,3,4-">Cs]Isotopo-
log im Oxalacetat iibertragen. Das aus Aspartat und Threonin retrobiosynthetisch abgeleitete
Oxalacetat stimmt in Verteilung und Hohe der Markierungsmuster gut mit dem, iiber den

Citrat-Zyklus verkniipften, a-Ketoglutarat iiberein.
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Abbildung 25. Kopplungsmuster der Aminosduren aus dem Einbauversuch in Catha-
ranthus roseus mit [U-"Cq]D-Glucose, im Verhiltnis 1:24 mit unmarkierter
D-Glucose. Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus der
[U-"*C6]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorporiert wurden. Die
Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50).
Die kursiven Zahlen geben die absolute Anreicherung der ['*C;]Isotopologe nach
Gleichung C an (S. 47).
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Tabelle 13. Kopplungen (% 13 CBC) und Héufigkeiten (% 13 Caps) der Aminosduren aus
dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-">C¢]D-Glucose.

Position Vergf}fir:l;ung Kopplungskonstemte5 Haufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jee [Hz] % PCas % CPC
Alanin 1 175,1 59,0 (2, 2/3) 4.5 46,0
2 51,4 58,2 (1) 4.4 n.d.
n.d. (3) 17,2
60,7 /32,0 (1/3) 43,6
3 18,0 33,8 (2, 1/2) 4,1 59,0
Arginin 1 175,7 53,2 (2,2/3) 4,0 33,5
2 158,2 53,4 (1) 3,8 27,4
34,6 (3) 15,6
53,1/34,4(1/3) 11,9
3 55,2 34,2 (2, 1/2) 4,0 33,9
4 41,7 35,8 (5) 3,8 59,8
5 28,9 35,9 (4) 3,8 55,0
6 25,4 14,1
Aspartat 1 187,1 51,1 (2, 2/3) 3,9 34,0
2 61,3 53,7 (1) 4,0 26,8
35,9 (3, 3/4) 13,2
53,6/ 36,1 (1/3) 8,5
3 48,1 51,0 (4) 43 26,0
36,1 (2, 1/2) 14,4
51,1/35,9 (2/4) 8,7
4 186,5 53,6 (3, 2/3) 3,9 37,0
Glutamat 1 180,4 53,6 (2, 2/3) 4,2 35,2
56,2 53,5(1) 4,1 26,8
34,8 (3) 16,3
52,5/34,8 (1/3) 8,3
3 28,0 34,8 (2, 1/2) 43 23,6
4 33,1 53,5(5) 472 57,3
5 176,2 53,5 (4) 43 56,2
Glycin 1 172,3 58,7 (2) 4,1 35,9
2 42,9 58,7 (1) 3,8 35,5

> Kopplungspartner in Klammern
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Fortsetzung von Tabelle 13

Position Verscchheir:l;ung Kopplungskonstante Hiufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jee [Hz] % PCas % CPC
Histidin 1 174,9 53,3 (2, 2/3) 4,4 61,0
2 55,8 53,4 (1) 4,5 18,9
37,0 (3) 4,7
53,7/36,0 (1/3) 42,1
3 28,1 35,2 (2, 1/2) 4,0 43,9
4 129,9 73,9 (5) 3,6 41,2
5 119,9 73,9 (4) 3,7 41,4
6 136,3 3,6
Isoleucin 1 174,1 58,6 (2) 2.9 36,4
2 59,9 58,5 (1) 3,0 35,3
3 38,2 34,8 (6) 34 57,0
4 27,2 34,8 (5) 3,2 36,4
5 13,5 34,7 (4) 2,9 34,2
6 16,7 34,7 (3) 3,7 57,6
Leucin 1 175,3 58,9 (2) 3.9 56,8
2 54,0 58,8 (1) 3,9 56,5
3 41,4 4,1
4 26,4 34,9 (5) 3,9 54,1
5 242 34,9 (4) 3,8 53,4
6 23,5 4,1
Lysin 1 178,0 53,6 (2, 2/3) 4,0 40,8
2 57,8 53,6 (1) 4,0 16,3
34,5(3) 15,8
53,6 /34,4 (1/3) 24,9
3 33,25 344 (2,4, 1/2) 3,7 50,3
4 24,9 34,4 (n.d.) n.d. 35,3
5 29,8 35,5(4,6) 3,7 50,1
6 42,4 35,6 (5) 4,3 41,0
Phenylalanin 1 185,2 53,3 (2) 3,7 45,5
2 57,8 54,2 (1) 3,7 2,3
33,8 (3) 17,8
54,4 /33,7 (1/3) 40,4
3 40,3 33,8 (2) 3,8 59,4
4 138,0 n.d. n.d. n.d.
5/8 131,0 n.d. n.d. n.d.
6/9 131,7 n.d. n.d. n.d.
7 129,3 n.d. n.d. n.d.
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Fortsetzung von Tabelle 13

chem.

Position Verschicbung Kopplungskonstante Haufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jec [Hz] % PCabs % "C"C

Prolin 1 174,5 56,4 (2, 2/3) 4,0 36,6
2 62,3 58,9 (1) 4,0 27,0
30,5 (3) 14,6

59,9 /32,0 (1/3) 12,3

3 30,6 32,0 (2, 1/2) 3,8 27,8

4 25,8 33,3 (5) 3,3 56,9

5 48,7 33,2 (4) 3.4 56,5
Serin 1 174,2 60,0 (2, 2/3) 3,4 40,0
2 58,3 59,3 (1) 3.4 23,8

36,6 (3) 7,6

59,1/36,7 (1/3) 17,3

3 62,9 36,0 (2, 1/2) 3,5 27,3
Threonin 1 173,6 60,7 (2, 2/3) 3,6 35,0
2 61,9 59,4 (1) 3,6 29,4

36,4 (3) 13,9

n.d. /37,7 (1/3) 7,2

3 68,8 37,0 (2, 1/2) n.d. 43,0

4 23,1 3,5 n.d.

Tyrosin 1 185,3 53,3 (2, 2/3) 4,1 44.4
2 59,8 53,2 (1) 4,1 2,1

36,2 (3) 20,9

52,9/33,6 (1/3) 38,1

3 423 33,1 (2,1/2) 4,2 60,4

4 126,1 56,6 (5) 3,8 59,8

5/9 133,0 56,3 (4) 3,8 59,2

6/8 121,0 56,2 3,4 13,5

56,1 18,9

7 167,0 60,9 3,6 39,6

Valin 1 173,9 58,7 (2) 3,5 47,3
2 60,8 59,3 (1) 3,6 47,7

3 31,3 34,5 (4) 3,8 56,3

4 20,0 34,4 (3) 3,9 54,6

5 n.d. n.d. n.d. n.d.

Die Aminosdure Aspartat leitet sich direkt von Oxalacetat ab (Bryan, 1990). Die Biosynthe-
sen von Threonin, Isoleucin und Lysin erfolgen, geméf der Literatur (S.72), liber Aspartat.
Die Anreicherungen und Kopplungen von Threonin stimmen gut mit den Messergebnissen

von Aspartat liberein. Die Haufigkeit im Isoleucin fallt mit 3 % niedriger aus, als die 4 % bei
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Aspartat und Threonin. Das Verhéltnis der Kopplungsblocke von Aspartat und Isoleucin ist,
unter Beachtung des Bindungsbruchs zwischen C-2 und C-3, vergleichbar. Somit scheint eine

stirkere Verdiinnung der Markierung auf dem Biosyntheseweg zum Isoleucin wahrscheinlich.

Der anerkannte Biosyntheseweg von Lysin bei Pflanzen ist der Diaminopimelat-Weg (Rich-
ter, 1988; Bryan, 1990; Coruzzi, 1991; Kindl, 1994). Die Biosynthese geht von Pyruvat und
Aspartat aus, somit miisste die Isotopologenverteilung im Lysin zwischen den Positionen C-1
bis C-4 Aspartat entsprechen. Das Verhiltnis der [1,2,3-"°Cs], [1,2-"°C;] und [2,3-"C,]Iso-
topologe im Lysin unterscheidet sich mit 1,7 : 1,2 : 1,0 von Aspartat mit einem Verhéltnis von
1,0 : 3,0 : 1,0. Das Verhiltnis der [1,2,3—13C3] und [2,3—13C2]Isotopologe im Lysin ist mit
keiner [’C;]Isotopolog enthaltenen Verbindung des zentralen Stoffwechselpools vergleich-
bar. Die Hohe des [1,2,3-"°Cs]Isotopologs ist am ehesten mit dem 3-Phosphoenolpyruvat
vergleichbar. Mit den vorliegenden Messergebnissen scheint eine Biosynthese von Lysin {iber

den Diaminopimelat-Weg unwahrscheinlich.

Als weiterer Biosyntheseweg von Lysin wird der Aminoadiapat-Weg diskutiert (Richter,
1988; Kindl, 1994), der noch nicht in hoheren Pflanzen bewiesen werden konnte. Beim
Aminoadiapat-Weg reagiert a-Ketoglutarat unter Decarboxylierung mit einem Acetyl-CoA.
Wenn Catharanthus roseus diesem Biosyntheseweg folgt, miisste das Markierungsmuster der
Positionen C-1 bis C-4 im Lysin den Positionen C-5 bis C-2 von a-Ketoglutarat entsprechen.
Das zu erwartende Markierungsmuster mit [1,2-°C], [3,4-"C,] und [5,6-" C;]Isotopologen
stimmt nicht mit den experimentellen Ergebnissen iiberein. Die Messergebnisse von Lysin in
der vorliegenden Pflanzenprobe weisen [1,2,3-1°C5], [1,2-"*C,] und [2,3-13C2]Isotopologe auf.
Womit eine Ubereinstimmung mit dem Aminoadiapat-Weg ausgeschlossen werden kann. Die
Mengenverteilung der Isotopologe schlieBt ein Uberlappen der beiden hier genannten Bio-
synthesewege von Lysin aus.

Die Tatsache, dass die Biosynthese des Lysins im vorliegenden Einbauversuch nicht einem
der beiden beschriebenen Biosynthesewege der Literatur zugeordnet werden kann, konnte
eine Besonderheit der Pflanze Chloroflexus aurantiacus bzw. der Anzucht in einer Zellkultur
sein.

Moglicherweise kann die Synthese des Lysins keinem bekannten Biosyntheseweg zugeordnet
werden, da sich die Markierung aus mehreren Synthesen zusammensetzt. Auffallend ist das
Verhiltnis der [1,2,3-"C3], [1,2-"*C,] und [2,3-"*C,]Isotopologe im Lysin (1,7 : 1,2 : 1,0), das
sich deutlich vom Aspartat (1,0 : 3,0 : 1,0) unterscheidet. Mogliche weitere Quellen fiir das
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[*Cs]Isotopolog sind Aspartat, Glutamat, 3-Phosphoenolpyruvat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat. Unter der Annahme ein Teil der Markierung im Lysin stammt aus dem Diamino-

pimelat-Weg, wie es gemdll der Literatur zu erwarten wire, ist es moglich ein zentrales

Stoffwechselmetabolit der restlichen Markierung zuzuordnen.
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Abbildung 26. Metabolitenfluss im Citrat-Zyklus bei dem Einbauversuch in Catharan-
thus roseus mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:24 mit unmarkierter D-Glu-
cose (rot- erster Zyklus, orange - zweiter Zyklus, gelb - dritter Zyklus, griin/blau -

3-Phosphoenolpyruvat iiber anaplerotischen Weg).
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Abbildung 27. Hypothetische Bildung von Lysin aus je der Hilfte der Markierungen

von Aspartat und 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus Phenylalanin, Tyrosin,

Isoleucin, Leucin, Alanin und Valin, Tabelle 14) aus dem Einbauversuch in

Catharanthus roseus mit [U-13C6]D-Glucose, im Verhiltnis 1:24 mit unmarkierter
D-Glucose.

Wenn das Markierungsmuster im Lysin sich je zur Hailfte aus Aspartat (Diaminopimelat-

Weg) und 3-Phosphoenolpyruvat zusammensetzt entsteht ein Verhiltnis der [1,2,3-"Cs],

[1,2-"°C,] und [2,3-"°C,]Isotopologe von 2,0 : 1,2 : 1,0 (Abbildung 27). Es bilden sich jedoch

parallel [2,3,4-°C3] und [2,4-"°C,]Isotopologe aus dem Aspartat (rot). Vorallem das

[2,4-C;]Isotopolog ist im rekonstruierten Lysin deutlich hoher, als in den experimentell

bestimmten Lysin (Abbildung 27).

Acetyl-CoA ist retrobiosynthetisch aus Glutamat, Prolin, Arginin und Leucin erhiltlich. Die
Daten aus den vier Aminosduren passen gut zueinander. Die Anreicherungen und die Konzen-
tration des [1,2-°C,]Isotopologs im Acetyl-CoA entspricht, gemiB der Verkniipfung der

Glykolyse, dem Markierungsmuster von 3-Phosphoenolpyruvat

3-Phosphoenolpyruvat wurde retrobiosynthetisch aus Alanin, Phenylalanin, Tyrosin, Valin,

Isoleucin und Leucin bestimmt. Die Daten der Aminosduren stimmen gut iiberein. Das aus
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Histidin rekonstruierte Glycerinaldehyd-3-phosphat ist etwas hoher markiert als 3-Phospho-

enolpyruvat.
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Abbildung 28. Kopplungsmuster der Zentralmetabolite Acetyl-CoA, 3-Phosphoenol-
pyruvat, Oxalacetat, o-Ketoglutarat, Ribose-5-phosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat aus dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-""C4]D-Glucose,
im Verhéltnis 1:24 mit unmarkierter D-Glucose. Die blauen Balken kennzeichnen
Fragmente aus der [U-""C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorpo-
riert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach
Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben die absolute Anreicherung der
[13C1]Isot0p010ge nach Gleichung C an (S. 47).
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Tabelle 14. Aus den Aminosduren retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemit-
telte Kopplungen (% C"C) und Héufigkeiten (% “Caps) der Zentralmetabolite

aus dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-"C¢]D-Glucose.

Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% “Cabs  AS° % PCC As
Acetyl-CoA 1 (2) 3,9 0,3 {4} 56,1 0,7 {4}
2 (1) 3,8 03 {4 57,6 1,3 {4}
3-Phosphoenolpyruvat 1 (2,2/3) 4,0 0,4 {4} 45,8 1,0 {4}
2 (1) 3,9 0,2 {7} 2,2 0,1 {2}
3) 18,6 1,6 {3}
(1/3) 40,7 2,3 {3}
3 (2,1/2) 4,0 02 {7y 57,7 2,5 {6}
Oxalacetat 1 (2,2/3) 3,8 0,2 {2} 35,1 1,0 {3}
2 (1) 3,8 0,2 {2} 28,1 1,3 {2}
(3, 3/4) 13,6 04 {2}
(1/3) 7,9 0,7 {2}
3 (2,4) 3,5 09 {2} 46,1 3,1 {2}
4 (3, 2/3) 3,7 0,2 {2} 35,6 1,4 {2}
a - Ketogluterat 1 (2,2/3) 4,1 0,1 {3} 35,1 1,3 {3}
2 (1) 4,0 0,1 {3}y 27,1 0,2 {3}
3) 15,5 0,7 {3}
(1/3) 12,3 0,2 {2}
3 (2, 1/2) 4,0 0,2 {3} 28,4 42 {3}
4 (5) 3.8 04 {3}y 58,0 1,3 {3}
5 4) 3.8 04 {3} 559 0,6 {3}
Ribose-5-phosphat 1 (2) 3,7 {1} 414 {1}
2 (1) 3,6 {1} 41,2 {1}
3 (4, 4/5) 4,0 {1} 439 {1}
4 3) 4,5 {1} 4,7 {1}
(5) 18,9 {1}
(3/5) 42,1 {1}
5 (4, 3/4) 4,4 {1} 61,0 {1}
Erythrose-4-phosphat 1/3 3.4 {1} 324 {1}
2 3,6 {1} 39,6 {1}
4 n.d. n.d.

6 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte

in die statistische Bestimmung an.
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3.3.4 Einbauexperimente in Nicotiana tabacum (Wildtyp und Mutanten)

Der Eintrag von isotopmarkierten Verbindungen in Zellkompartimente einer ganzen, leben-
den Pflanze sollte prinzipiell liber die Wurzeln mdglich sein. In der vorliegenden Arbeit
wurde dieses Fiitterungskonzept an ganzen Pflanzen von Nicotiana tabacum var. havanna
piperita mit einer Mischung aus markierter D-Glucose und unmarkierter Saccharose getestet.
Die Zucker wurden dem festen Agar, in dem die Pflanzen steril wuchsen, zugesetzt. Nach
einer Wachstumsperiode von 3 - 4 Wochen wurden die Pflanzen geerntet und einzelne Inhalt-
stoffe isoliert (Abbildung 11).

Es wurde der Wildtyp in getrennten Anzuchten mit [U-">C¢]D-Glucose und mit
[1-3C]D-Glucose markiert. Daneben wurden drei Mutanten von Nicotiana tabacum (RPO,

NDH 53-25, NDH 54-31V) mit [U-""C4]D-Glucose gefiittert.

H-10
13C-10
H-2a
x50 Mi

VH-ZOC
H-10

I | I |
ppm 5.2 5.0

Abbildung 29. "H-NMR Signal vom H-la von D-Glucose aus dem Einbauversuch in
Nicotiana tabacum mit [U-"Cg]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter
Saccharose.
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3.3.4.1 Einbauexperiment mit [U-"C¢]D-Glucose in Nicotiana tabacum
In der vorliegenden Arbeit wurden die primiren Metabolite (Glucose und Aminosduren) von
Nicotiana tabacum untersucht. Die Pflanzen wuchsen auf Medien mit [U-">C4]D-Glucose, im

Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.

3.3.4.1.1 Glucose
Aus den ganzen Pflanzen von Nicotiana tabacum (ohne Wurzeln; 15 g, Frischgewicht) wurde
D-Glucose isoliert, gereinigt und NMR spektroskopisch vermessen. Der Querschnitt der Iso-

topologe von a- und B-Glucose ist in Tabelle 18 zusammengefasst.

Die Hiufigkeit der ["°C,]Isotopologe wurde iiber das Signal von H-low (5,26 ppm) im
'H-NMR Spektrum iiber die Gleichung A (S.46) berechnet (Abbildung 29). Der bestimmte
Wert von 2,4 % wurde als Referenz fiir die Haufigkeit der ['°C,]Isotopologe auf die anderen
C-Atome in der D-Glucose iibertragen. Anschliefend wurden die Signale der D-Glucose im
BC-Spektrum getrennt voneinander integriert. Der prozentuale Anteil der einzelnen
Satellitenpaare zum Gesamtintegral der Signale wurden fiir jedes C-Atom berechnet
(Gleichung D, S.47). Uber die prozentualen Anteile der Satelliten und des Hauptsignals
wurden die Konzentrationen (mol%), im Bezug auf die Héufigkeit (2,4 %) bestimmt
(Gleichung E, S.50).

Die Zuordnung der Signale von a- und B-Glucose ist in Tabelle 15 wiedergegeben. Die
Konzentration der Isotopologgruppen (X-Gruppen) von o-/B- Glucose sind in Tabelle 16 und
Tabelle 17 zusammengefasst. Die *C-Signale und die Zuordnung der einzelnen Satelliten
sind in Abbildung 30 mit Hilfe der X-Gruppen (S.50) dargestellt. Die {iberlappenden Informa-

tionen aus a- und B-Glucose fiihren zu einer hohen Datensicherheit (Tabelle 18).

Da jedes C-Atom in einem D-Glucose Molekiil sowohl als 2C, wie als °C vorliegen kann,
sind rein mathematisch 2° = 64 Isotopologe mdglich. Die natiirlich vorkommende D-Glucose
liegt zu 93 % als [U-"2C4]D-Glucose vor. Die restlichen 7 % der D-Glucose enthalten je ein
C-Atom in einer der sechs moglichen Positionen. Molekiile mit mehrfacher '>C Markierung
sind aus statistischem Grund sehr selten, da die natiirliche Anreicherung von *C-Atomen bei

1,1 % liegt.
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Abbildung 30. *C-NMR Signale von D-Glucose aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [U-"*C4]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.
Den Signalen sind X-Gruppen aus Tabelle 16 und Tabelle 17 zugeordnet. Die
groBen Buchstaben stehen fiir Ubergruppen, die kleinen Buchstaben fiir Unter-
gruppen. Die Buchstabengruppen die zu je einem C-Atom gehoren, stehen alle
oberhalb bzw. unterhalb der Spektren.
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Im Einbauversuch von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit
unmarkierter Saccharose, wurden 27 Isotopologe in der D-Glucose bestimmtet (Tabelle 18).
Die Isotopologe dokumentieren die Biosynthesewege, die von der [U-""C4]D-Glucose ausge-
hend, durchlaufen wurden. Der Einbau der [U-">C¢]D-Glucose bildet eine hoch spezifische
Isotopologverteilung. Bestimmt wurden 0,39 mol% [U-"Cgl-, 0,24 mol% [1,2-°C,]-,
0,22 mol% [4,5,6-°C3]-, 0,16 mol% [1,2,3-°C3]-, 0,08 mol% [5,6-°Ca]-, 0,02 mol%
[2,3-1°C,]-, sowie 0,01 mol% [3,4,5,6-°C4]-Glucose (Tabelle 18 und Abbildung 31). Daneben
liegen ["*C,]Isotopologe mit einer Anreicherung von 0,5 - 0,7 % vor. Die Anreicherungen
werden beim Vergleich der Isotopologkonzentrationen aus dem Einbauversuch, mit der

natiirlichen Verteilung deutlich (Abbildung 31).

Tabelle 15. NMR Daten der D-Glucose aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum
mit [U-">C¢]D-Glucose (Signalzuordnung von o- und B-Glucose: Eisenreich,

etal.,2004)
Position Verscchheir:l;ung Kopplungskonstante’ Isotopenshift
6 [ppm] Jee [Hz] [ppb]
la 93,28 46,3(2a), 3,0(60.), 2,0(5a) 8 (2a)
20 72,79 45,6(1a), 38,2(3a), 2,7(4ar) 11 (1), 29 (3a), 40 (1, 3a0)
3a 74,05 38,22a), 38,7(4a), 3,5(6a), -7 (2a), -3 (2a, 4a)
1L,4(5a)
4o 70,90 40,9(50), 39,2(3), 3,02x) 22 (5a), 42 (3a, Sa)
S50 72,55 43,4(6a), 40,3(4a), 2,0(1a), 6 (6a)
1,7(3a)
(Yol 61,85 43,4(50), 3,5(1a), 3,6(30) 11 (60)
1B 97,20 46,1(2B), 4,2(3B), 4,1(6PB) 8 (2P)
2B 75,41 45,8(1P), 38,9(3B), 2,3(4B) 12 (1B), 22 (3B), 34 (1B, 3B)
3B 77,10 39,4(4P), 38,9(2B), 2,3(5B), -8(2B)
4,0(6B), 4,2(1B)
4B 70,83 40,5(5B), 38,7(3B), 3,5(2P) 13 (5B), 30 (3B, 5B)
5B 77,19 43,2(6pB), 40,8(4P), 2,3(3P) 6 (6B), 5 (4B)
6 61,97 43,2(5B), 4,1(1B), 4,2(3B) 12 (5B)

7 Kopplungspartner in Klammern
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Primirstoffwechsel — Nicotiana tabacum (Wildtyp, [U-"C4]D-Glucose)

Tabelle 16. NMR Daten des a-Isomers von D-Glucose aus dem Einbauversuch in Nico-
tiana tabacum mit [U-"C4]D-Glucose.

Position chem. Verschiebung Signal  X-Gruppen Ag?;ﬁ;m Konzentration
o [ppm] [70] [mol%]
la 93,280 A 10XXXX 69,5 1,67
93,458, 93,094 B 11XXXX 30,5 0,73
93,473, 93,458, 93,429, 93,109,
93.092. 93,067 11XX11 11,8 0,28
93,458, 93,092 d 11XX00 18,7 0,45
2a 72,790 C 010XXX 80,3 1,93
72,966, 72,598 D 110XXX 9,8 0,24
72,914, 72,610 E 011XXX 1,9 0,05
73,087, 72,790, 72,725, 72,417 F 111XXX 8,0 0,19
3a 74,050 G X010XX 76,4 1,83
74,210, 73,908 X110XX
H X011XX 8,2 0,20
74,359, 74,050, 73,755 I X111XX 15,4 0,37
4o 70,900 J XX010X 68,2 1,64
71,037, 70,717 XX110X
K XX011X 10,3 0,25
71,165, 70,852, 70,548 L XX111X 21,5 0,52
71,183, 71,153, 70,852, 70,561,
70.532 t XI1111X 21,5 0,52
71,165, 70,852, 70,548 u X0111X <1 <0,02
Sa 72,737 M XXX010 71,6 1,72
72,905, 72,580 N XXX110 1,0 0,02
72,905, 72,560 Q) XXX011 4,0 0,10
73,070, 72,747, 72,405 P XXX111 234 0,56
60 61,812 Q XXXX01 71,2 1,71
61,970, 61,630 R XXXX11 28,8 0,69
62,000, 61,974, 61,940, 61,655,
61,630, 61.600 1X1X11 16,4 0,39
61,970, 61,630 y 0X0X11 12,4 0,30
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Tabelle 17. NMR Daten des B-Isomers von D-Glucose aus dem Einbauversuch in Nico-
tiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Position chem. Verschiebung Signal X-Gruppen Aggﬁ;}m Konzentration
o [ppm] [70] [mol%]
1B 97,200 A 10XXXX 69,0 1,67
97,376, 97,012 B 11XXXX 30,6 0,73
97,376, 97,012 a 110XX0 10,5 0,25
97,409, 97,376, 97,337, 97,045,
97.010. 96.975 b 111XX1 16,2 0,39
97,395, 97,356, 97,031, 96,992 111XX0 47 0.11
© 110XX1 : ’
28 75,410 C 010XXX 67,5 1,62
75,582, 75,217 D 110XXX 9,1 0,22
75,540, 75,234 E 011XXX 1,7 0,04
75,712, 75,41, 75,348, 75,041 F 111XXX 21,5 0,52
75,723, 75,698, 75,410, 75,389,
75,359, 75,336, 75,051, 75,028 h HHxX 15,2 0,36
75,712, 75,410, 75,348, 75,041 i 1110XX 6,6 0,16
3B 77,090 G X010XX 65,3 1,57
77,160, 76,890 X110XX
H X011XX 19,5 0,47
77,320, 77,090, 76,700 I X111XX 15,2 0,36
4B 70,853 J XX010X 69,0 1,65
70,002, 70,678 XX110X
K XX011X 12,4 0,30
71,142, 70,823, 70,502 L XX111X 18,6 0,45
71,153, 71,129, 70,823, 70,518,
70,494 t X1111X 18,6 0,45
71,143, 70,823, 70,506 u X0111X 0,01 <0,01
5B 77,190 M XXX010 72,00 1,73
77,350, 77,023 N XXX110
77,352, 77,012 o XXX011 3,61 0,09
77,517, 77,190, 76,847 P XXX111 24,39 0,59
77,519, 77,501, 77,190, 76,847,
76,835 w XX1111 15,1 0,36
77,515, 77,190, 76,845 v XX0111 9,3 0,23
op 61,970 Q XXXX01 70,7 1,70
62,132, 61,787 R XXXX11 29,3 0,70
62,165, 62,132, 62,098, 61,815,
61.789. 61.756 X 1X1X11 14,5 0,35
62,132, 61,787 y 0X0X11 14,8 0,36
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Tabelle 18. Querschnitt der Konzentrationen (mol%) der X-Gruppen in o- und
B-Glucose aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"3C¢]D-Glucose.

) Konzentration [mol%]
X-Gruppen Signale .
a-Glucose B-Glucose  Durchschnitt

10XXXX A 1,67 1,67 1,67
11XXXX B 0,73 0,73 0,73
110XX0 a 0,25
111XX1 b 0,39
11XX11 c 0,28
11XX00 d 0,45
111XX0 e 0,11
010XXX C n.d. 1,62
110XXX D n.d. 0,22
011XXX E n.d. 0,04
111XXX F n.d. 0,52
1111XX h 0,36
1110XX i 0,16
X010XX G 1,83 n.d.
X110XX
XO11XX H 0,20 n.d.
X111XX I 0,37 n.d.
XX010X J 1,64 1,65 1,65
XX110X
XXO11X K 0,25 0,30 0,28
XX111X L 0,52 0,45 0,49
X1111X t
XXX010 M 1,72 1,73 1,73
XXX110 N 0,02 0.09
XXX011 o) 0,10 ’
XXX111 P 0,56 0,59 0,58
XX1111 v
XX0111 w
XXXX01 Q 1,71 1,70 1,71
XXXX11 R 0,69 0,70 0,70
1X1X11 X 0,39
0X0X11 y 0,30
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Isotopolog

A 181071 {111111} [ (.39 B
1.7-10°% | {011111} | <0.01

17108 | {111110} | <0.01
1.5-10° | {001111} } 0.01
1.510° | {011110} | <0.01
1.510° | {111100} | <0.01
1.3-10™ | {000111} j=== 0.22
1.3-10 | {001110} | <0.01
1.3:10* | {011100} | <0.01
1.3-10™ | {111000} = 0.16
1.2-10% { {000011} | 0.08
1.2-10%4 {000110} | <0.01
1.2:10% 1 {001100} | <0.01
1.2:1024 {011000} } 0.02
1.2:10%1 {110000} fm 0.24

1.1 {000001} 1.70
1.1 {000010} 1.72
1.1 {000100} 173
1.1 {001000} 1.83
1.1 {010000} 1.62
1.1 {100000} 1.67
1 1 1 1 L]
1.0 05 0.5 1.0 15
mol % mol %

Abbildung 31. Konzentrationsvergleich der Isotopologe der D-Glucose aus Nicotiana
tabacum (A) mit einer natiirlichen Anreicherung und (B) der D-Glucose aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Die detektierten Isotopologe in der D-Glucose werden durch die Bindungsbriiche der
[U-"C4]D-Glucose in den Biosynthesewegen gebildet. Die detektierte Konzentration von
0,39 mol% [U-">C4]D-Glucose entspricht dem konservierten Anteil der eingesetzten Vorstufe
im Einbauexperiment. Die [1,2,3-"C3] und [4,5,6-13C3]Isotopologe bilden sich bei der Gluco-
neogenese aus [1,2,3-"°C3]Glycerinaldehyd-3-phosphat und [1,2,3-"°C;]Dihydroxyaceton-
phosphat (Abbildung 33, B).

Die [1,2-C,] und [3.4,5,6-">C4]Isotopologe entstehen iiber den Pentosephosphatweg aus
[U-"*C¢]Fructose-6-phosphat (Abbildung 33, A). Auf Grund der Konzentrationsverteilung der
markierten Stoffwechselintermediate ist eine Reaktion mit unmarkierten Verbindungen am
wahrscheinlichsten. Wenn zu Beginn des Pentosephosphatwegs ein [U-">C4]Fructose-6-
phosphat mit Glycerinaldehyd-3-phosphat reagiert, entsteht [U-">Cg]Erythrose und
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[1,2-13C2]Xylulose. Im weiteren Verlauf des Stoffwechselwegs entstehen dann [1,2-
C,]Fructose-6-phosphat und [3,4,5,6-"°C4]Fructose-6-phosphat (Abbildung 32).

Das [2,3-"°C;]Isotopolog wird aus markiertem Acetyl-CoA gebildet, das iiber den Citrat-
Zyklus, mit anschlieBender Gluconeogenese, in die D-Glucose zuriickgefiihrt wird

(Abbildung 33, C und Abbildung 34).

®O0CH; oH ®O0CH, ®0CH, (on ®OCH,
~O~lcn,on HO)\N/H 0 .\ A\H/H
[ + CH,OH HO
HO OH O HO OH 0
®OC‘:H2 ®OCH, ®OCH, ®OCH,
. _OH
.
H o 07 “CH,OH CH,OH
®0CH, OH
0]
on —- (110000}
2
HO OH
®0CH, o
' —=. (001111}
|CHZ0H
HO OH

Abbildung 32. Bildung der X-Gruppen {110000} und {001111} aus [U-"Cs]Fructose-
6-phsophat bei der katalytischen Reaktion der Transketolase im Pentose-
phosphatweg. Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus der
[U-""C6]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorporiert wurden.
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Abbildung 33. Schematische Darstellung der Bildung der Isotopologe in der D-Glucose
aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose (G —
Glykolyse/Gluconeogenese, P; — Transketolase Reaktion im Pentosephosphatweg,
P, — Transaldolase Reaktion im Pentosephosphatweg und C — Citrat-Zyklus/

Gluconeogenese).
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Abbildung 34. Bildung der X-Gruppen {100000}, {000001}, {011000} und {000110}
durch Kombination von Citrat-Zyklus und Gluconeogenese. Die blauen Balken
kennzeichnen Fragmente aus der [U-"*Ce]D-Glucose, die unter Erhalt der

Konnektivitdt inkorporiert wurden.
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3.3.4.1.2 Aminosiuren

Aus den Pflanzen von Nicotiana tabacum (ohne Wurzeln; 100 g Frischgewicht) wurden die
Aminosduren isoliert und NMR spektroskopisch vermessen. Die Markierungsmuster der
Aminoséuren sind in Tabelle 19 und Abbildung 35 zusammengefasst. Die aus den Amino-

sduren abgeleiteten Zentralmetabolite sind in Tabelle 19 und Abbildung 36 zusammengefasst.

Tabelle 19. Kopplungen (% "“C'*C) und Hiufigkeiten (% "“Cips) der Aminosiuren aus
den Einbauversuchen in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose oder mit
[1-"*C,]D-Glucose.

Position Vers"?g:gung If{‘(’)flggfl‘tge% [1-3Ci]D-Glucose  [U-">C4]D-Glucose
8 [ppm] Jec[Hz] % “Caps % CPC % PCaps % CPC
Alanin 1 174,7 4,6
2 51,3 2,9
3 17,9 42
Arginin 1 174,4 59,3 (2, 2/3) 4,6 3,2 17,8
55,2 59,4 (1) 5,6 3,2 16,5
33,8 (3) 7.8
62,3 /34,9 (1/3) 2,9
3 29,7 33,8 (2, 1/2) 6,8 3,6 12,8
4 26,6 35,9 (5) 6,8 3,6 27,8
5 43,2 35,9 (6) 2,3 3.4 27,1
6 159,5 4,0 6,0
Aspartat 1 187,7 n.d. (2) 3,0 n.d.
2 61,3 52.4 (1) 5,7 5,0
34,9 (3) 6,9
3 48,6 35,8 (2) 4,8 5,0
51,8 (4) 5,2
4 185,6 n.d. (3) 3.4 n.d.
Glutamat 1 188.4 n.d. (2) 3,1 n.d.
59,4 54,0 (1) 4,5 3,8
352 (3) 8,5
3 37,2 34,4 (2, 4) 6,6 13,1
4 39,5 35,0 (3) 7,1 7,1
51,4 (5) 3,6
5 188,3 n.d. (4) 2,8 n.d.
Glycin 1 172,0 43
2 42,8 2,4

¥ Kopplungspartner in Klammern

111



Primirstoffwechsel — Nicotiana tabacum (Wildtyp, [U-"C4]D-Glucose)

Fortsetzung von Tabelle 19

Position Verscchheir:l;ung I%g;f;gﬁ%:- [1-C,]D-Glucose [U-">C¢]D-Glucose
8 [ppm] Jee [Hz] % BCaps % PCPC % BCus % PCPC
Histidin 1 174,1 60,2 (2, 2/3) 4,8 3,5 33,0
2 55,8 59,3 (1) 1,6 3,4 4.5
36,6 (3) 0,7
59,7/ 34,4 (1/3) 27,2
3 28,9 34,52, 1/2) 34 3,5 27,6
4 130,3 74,0 (5) 1,8 3,5 17,9
5 122,3 74,3 (4) 6,4 3,5 17,0
6 138,3 6,1 4,0
Isoleucin 1 174,1 58,7 (2) 3,2 39 15,5
2 60,0 58,5 (1) 3,5 3,7 15,6
3 38,5 34,8 (6) 2,9 3,4 18,7
4 27,6 34,8 (5) 4,1 3,6 18,3
5 13,8 34,7 (4) 3,2 3,5 19,5
6 17,0 34,7 (3) 4.4 3,2 19,0
Leucin 1 175,2 59,6 (2) 1,8 3,1 18,2
2 54,2 59,1 (1) 3,7 3,1 18,0
3 41,5 2,3 3,7
4 26,7 34,8 (5) 1,9 3,5 17,6
5 24,5 35,0 (4) 3,7 3,3 18,2
6 23,9 4,1 34
Lysin 1 177,1 59.4 (2, 2/3) 3,1 3,0 14,2
2 57,8 59,3 (1) 4,5 2,2 11,8
33,8 (3) 5,4
58,5/34,2 (1/3) 4,5
3 34,4 34,1 (2,1/2,4) 7,0 2,2 19,4
4 26,7 34,5(3,5) 4,9 2,2 17,7
5 31,5 34,2 (4) 6,3 2,1 8,6
35,6 (6) 12,1
6 44 .4 35,3 (5) 4,2 2,5 12,1
Phenylalanin 1 174,9 53,3 (2, 2/3) 2,1 3,8 12,8
2 57,9 n.d. (1, 3, 1/3) 1,9 n.d. n.d.
3 39,3 35,4 (2, 1/2) 3,0 n.d. n.d.
4 137,6 56,2 (5) 1,8 3,2 19,1
5/9 133,3 n.d. 2,6 n.d. n.d.
6/8 133,1 n.d. 1,8 n.d. n.d.
7 131,9 n.d. 1,8 n.d. n.d.
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Fortsetzung von Tabelle 19

chem. Kopplungs-

Position Verschiebung Konstante [1-°C,]D-Glucose [U-"’C¢]D-Glucose
8 [ppm] Jee [Hz] % BCaps % PCPC % BCus % PCPC
Prolin 1 174,1 n.d.
2 62,0 5,2
3 30,6 5,5
4 26,0 7,7
5 49,0 3,3
Serin 1 173,5 n.d. (2, 2/3) n.d. n.d.
2 53,7 36,3 (1,3, 1/3) n.d. 33,6
3 57,3 36,3 (2, 1/2) n.d. 27,3
Threonin 1 137,8 n.d. (2) 4,4 n.d. n.d.
2 57,0 59,5 (1) 5,8 n.d. 13,6
3 64,3 39,9 (4) 5,6 3,4 15,6
4 18,2 38,2 (3) 4,5 3,5 15,2
Tyrosin 1 185,4 53,3 (2,2/3) 3,5 4,1 12,8
2 60,0 54,1 (1) 2,1 3,6 1,3
34,4 (3) 7,0
52,6/32,7(1/3) 11,7
3 423 33,3(2,1/2) 4,1 3,3 17,0
4 126,2 56,3 (5) 2,3 3,7 16,9
5/9 121,0 56,3 (4,8, 7/8) 3,7 3.3 18,5
6/8 133,1 56,0 (9) 2,1 3,2 3,6
62,0 (7) 2,5
67,6 /53,6 (9/7) 6,4
7 167,0 61,6 (8, 8/9) 3,0 3,7 10,1
Valin 1 174,0 n.d.
2 60,8 3,2
3 31,6 3,0
4 20,0 4,7
5 19,5 4,7

Alle bis jetzt in der Literatur beschriebenen Isotopenmarkierungstudien an Pflanzen, die auf
die Aminosdurebiosynthese eingehen, wurden an Zellkulturen durchgefiihrt (Lee, 1996;
Werner, 1996; Eichinger, 1997; Bacher et al, 1999; Rieder, 1999). Es ist nicht geklart
inwieweit die Daten aus dem geschlossen System der ganzen Pflanze auf die in der Literatur

angegeben Biosynthesewege iibertragen werden konnen.
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Arginin Histidin
NH
Isoleucin Leucin
Lysin Phenylalanin
Threonin Tyrosin

Abbildung 35. Kopplungsmuster der Aminosduren aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [U-""C]D-Glucose, im Verhltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.
Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus der [U-"*C¢]D-Glucose, die unter
Erhalt der Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige
Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben
die Anreicherung der ["*C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).

114



Primirstoffwechsel — Nicotiana tabacum (Wildtyp, [U-"C4]D-Glucose)

a-Ketoglutarat ist ein Produkt des Citrat-Zyklus und wird retrobiosynthetisch aus Arginin
bestimmt. a-Ketoglutarat weist [1,2-°C,], [2,3-"°C,], [4,5-"*C,] und [1,2,3-"*C;]Isotopologe
auf. Das [4,5-"°C;]Isotopolog stammt von dem neu eingefiihrten Acetyl-CoA zu Beginn des
Citrat-Zyklus. Die restlichen Isotopologe stammen aus dem Oxalacetat. Die [1,2-"°C,],
[2,3-"°C,] und [1,2,3-"°C;s]Isotopologe von a-Ketoglutarat spiegeln das Verteilungsmuster
vom Oxalacetat wieder. Arginin, als retrobiosynthetische Ausgangsverbindung von
a-Ketoglutarat, hat ein Verhiltnis der [1,2-°C,], [2,3-"°C,] und [1,2,3-13C3]Isotopologe von
5,1 :3,0:1,0. Im Vergleich dazu hat Lysin, das in der Literatur als retrobiosynthetische Vor-
stufe von Oxalacetat angegeben ist, ein Verhéltnis von 2,6 : 1,2 : 1,0. Es muss davon ausge-
gangen werden, dass Lysin in Nicotiana tabacum nicht iiber den in der Literatur beschrieben
Diaminopimelat-Weg, d.h. liber Pyruvat und Aspartat, synthetisiert wird. Die Synthese von
Lysin {iber den alternativen Aminoadiapat-Weg, d.h. aus Glutamat und Acetyl-CoA muss
iiber das Verhiltnis der [2,3-"°C,] und [1,2,3—13C3]Isotopologe ausgeschlossen werden. Das
Verhéltnis unterscheidet sich mit 3,0 : 1,0 in Arginin deutlich von Lysin mit 1,2 : 1,0. Auch
wenn beide Synthesewege nebeneinander in der Pflanze vorliegen wiirden, gibe es keine
Erklarung fiir die vorhandenen Verhéltnisse der [1,2-°C,], [2,3-°C,] und [1,2,3-"C5]Iso-
topologe. Uber den Aminoadiapat-Weg wiirde eine hohere Menge an [1,2-"°C,]Isotopolog
eingebaut werden und zu einer Verschiebung im Verhidltnis fiihren. Der Anteil an
[1,2-"*C;]Isotopolog ist deutlich niedriger, im Verhltnis zum [1,2,3-"°C;]Isotopolog, als dass
die Anwesenheit beider Biosynthesewege zu erwarten ist.

Bei Einbauversuchen mit [U-"C4]D-Glucose an Lebermoosen (Fossombronia alaskana)
wurde die Biosynthese des Lysins iliber den Diaminopimelat-Weg bestimmt (Rieder, 1999).
Die Tatsache, dass die Markierungsmuster des Lysins in der vorliegenden Pflanze nicht einem
der beiden beschriebenen Biosynthesewege der Literatur bzw. einem Gemisch aus beiden
zugeordnet werden konnen, kann eine Besonderheit von Nicotiana tabacum sein. Innerhalb
ganzer Pflanzen ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass mehrere Biosynthesewege neben-
einander stattfinden. Mit den vorliegenden Daten kann nicht ausgeschlossenen werden, dass
neben einer unbekannten Biosynthese des Lysins eine der beiden bzw. beide oben erwidhnten

Synthesewege stattfinden.

3-Phosphoenolpyruvat wurde retrobiosynthetisch aus den Aminosduren Phenylalanin,

Tyrosin, Leucin und Isoleucin bestimmt. Die Daten der Aminosduren stimmen gut iiberein.
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Acetyl-CoA ist retrobiosynthetisch aus Glutamat, Prolin, Arginin und Leucin erhiltlich. Die
vorhandenen Daten von Arginin und Leucin sind nicht vergleichbar. Das Isotopolog in Leucin
ist mit 18,1 % deutlich niedriger als im Arginin (27,5 %). Es besteht die Mdglichkeit, dass in
Nicotiana tabacum unterschiedliche Acetyl-CoA Pools existieren. Das [2,3-"°C,]Isotopolog
von 3-Phosphoenolpyruvat, eine Vorstufe von Acetyl-CoA im Stoffwechsel, passt zum
Acetyl-CoA aus Leucin (Acetyl-CoA (Pool I), Tabelle 19). Der Schwerpunkt der Biosynthese
von 3-Phosphoenolpyruvat und Acetyl-CoA (Pool I, rekonstruiert aus Leucin) bzw. der

verkniipften Aminosduren liegt in den Plastiden.

Das aus Histidin retrobiosynthetisch bestimmte Glycerinaldehyd-3-phosphat besitzt ein
anderes Isotopologen Verhéltnis, wie das biosynthetisch verwandte 3-Phosphoenolpyruvat
(Abbildung 36). Das Verhiltnis der [1,2-C,], [2,3-"°C5] und [1,2,3-"°C;]Isotopologe von
Glycerinaldehyd-3-phosphat unterscheidet sich mit 1,0 : 8,0 : 48,0 von 3-Phosphoenolpyruvat
mit 1,0 : 4,0 : 6,8. Glycerinaldehyd-3-phosphat hat eine deutlich hdhere Menge an
[1,2,3-"°C3]Isotopologen. Die Daten von Glycerinaldehyd-3-phosphat, eine Vorstufe von
Acetyl-CoA im Stoffwechsel, passt zu den Werten von Acetyl-CoA aus Arginin (Acetyl-CoA
(Pool II, rekonstruiert aus Arginin), Tabelle 19). Der Schwerpunkt der Biosynthese von
Glycerinaldehyd-3-phosphat und Acetyl-CoA (Pool II, rekonstruiert aus Arginin) bzw. der

verkniipften Aminosduren liegt im Cytosol.

Wie bereits ausgefiihrt, spiegeln sich die Biosynthesewege in der markierten D-Glucose
wieder (S.101). Ein Vergleich der zentralen Stoffwechselmetabolite, retrobiosynthetisch aus
den Aminosduren gewonnen, mit der D-Glucose zeigt Gemeinsamkeiten in den Markierungs-
mustern auf.

3-Phosphoenolpyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat sind die zentralen Stoffwechsel-
intermediate aus denen die [1,2,3-"°C3] und [4,5,6-"*Cs]Isotopologe in der D-Glucose gebildet
werden. Neben den [*Cs]Isotopologen fiihren 3-Phosphoenolpyruvat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat [1,2-">C,] und [5,6-"°C,]Isotopologe in die D-Glucose ein. Vorallem das Verhiltnis
der [1,2—13C2] und [1,2,3—13C3]Isotopologe mit 1,0 : 1,5 in der D-Glucose deutet auf eine wei-
tere Quelle des [1,2-">C,]Isotopologs. Die Verhiltnisse der [2,3-"C,] und [1,2,3-"*Cs]Iso-
topologe in 3-Phosphoenolpyruvat liegt bei 1,7 : 1,0 und im Glycerinaldehyd-3-phosphat bei
6,0 : 1,0. Wie bereits bei der D-Glucose ausgefiihrt, wird fiir das [1,2-13C2]Isotopolog in der
D-Glucose ein Eintrag iiber [U-">Cg]Fructose-6-phosphat iiber den Pentosephosphatweg
diskutiert.
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Tabelle 20. Aus den Aminosduren retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemit-
telte Kopplungen (% C"C) und Héufigkeiten (% "“Caps) der Zentralmetabolite
aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-""C¢]D-Glucose.

Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% Cas A % 7CPC As
Acetyl-CoA (Pool I) 1 (2) 3,1 {1} 18,2 {1}
(rekonstruiert aus Leucin) 2 (1) 3,1 {1} 18,0 {1}
Acetyl-CoA (Pool II) 1 (2) 34 {1}y 27,1 {1}
(rekonstruiert aus Arginin) 2 (1) 3,6 {1y 27,8 {1}
3-Phosphoenolpyruvat 1 (2,2/3) 4,0 0,2 {2} 12,8 0,0 {2}
2 (1) 3,5 0,2 {6} 13 {1}
3) 7,0 {1}
(1/3) 11,7 {1}
3 (2,1/72) 3,3 0,1 {5} 18,4 0,8 {5}
Oxalacetat 1 (2,2/3) 3,9 {1}y 15,5 {1}
2 3,7 {1}  nd {2}
3 (2,4,1/2) 3,5 0,1 {2} 17,0 1,4 {2}
4 3) 3,5 0,0 {2} 174 22 {2}
o - Ketogluterat 1 (2,2/3) 3,2 {1y 17,8 {1}
2 (1) 3,2 {1} 16,5 {1}
3) 7,8 {1}
(1/3) 2,9 {1}
3 (2,4,1/2) 3,6 {1}y 12,8 {1}
4 4) 3,6 {1y 27,8 {1}
5 ) 34 {1y 27,1 {1}
Ribose-5-phosphat 1 2) 3,5 {1y 17,0 {1}
2 (1) 3,5 {1y 179 {1}
3 (4, 4/5) 3,5 {1y 27,6 {1}
4 3) 3.4 {1y 0,7 {1}
) 4,5 {1}
(3/5) 27,2 {1}
5 (4,3/4) 3,5 {1}y 33,0 {1}
Erythrose-4-phosphat 1 n.d. 3,2 {1} n.d.
2 (3, 3/4) 3,7 {1} 10,1 {1}
3 (2) 3,2 {1y 25 {1}
4 3,6 {1}
(2/4) 6,4 {1}
4 (3, 2/3) 3,3 {1} n.d. {1}

? As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Der Vergleich der zentralen Stoffwechselmetabolite mit der D-Glucose kann die Herkunft des
noch offen gebliebenen [5,6—13C2]Isot0pologs erkldren. Das Verhiltnis der [5,6-"C,] und
[4,5,6-13C3]Isotopologe in der D-Glucose mit 2,8 : 1,0 legt die Vermutung nahe, dass sich die
Markierung aus einem gemischten Einbau von 3-Phosphoenolpyruvat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat iiber die Gluconeogene ergibt.
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Abbildung 36. Kopplungsmuster der Zentralmetabolite Acetyl-CoA, 3-Phosphoenol-
pyruvat, Oxalacetat, o-Ketoglutarat, Ribose-5-phosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose,
im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose. Die blauen Balken kennzeichnen
Fragmente aus der [U-">C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorpo-
riert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach
Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben die absolute Anreicherung der
[ Ci]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
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3.3.42 Einbauexperiment mit [1-°C;|D-Glucose in Nicotiana tabacum

In der vorliegenden Arbeit wurden die primidren Metabolite (Aminosduren) von Nicotiana
tabacum untersucht. Die Pflanzen wuchsen auf einem Medium mit [1-"°C,]D-Glucose, im
Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose.

Aus den ganzen Pflanzen (ohne Wurzeln; 70 g, Frischgewicht) wurden die Aminosduren
isoliert und NMR spektroskopisch vermessen. Die Markierungsmuster der Aminoséduren sind
in Tabelle 19 und Abbildung 37 zusammengefasst. Die aus den Aminosduren abgeleiteten

Zentralmetabolite sind in Tabelle 21 und Abbildung 39 zusammengefasst.

Glutamat und Aspartat weisen [°C,]Isotopologe mit einer Konzentration von 0,3 mol% auf.
Die Anreicherungen der ["°C,]Isotopologe von 3 - 5 %, sowie die Verteilung der [*C,]Iso-
topologe deuten auf statistische Kopplungen. Die unterschiedlich guten Auflosungen der
Signale in den Spektren erklédrt, warum in den biosynthetisch verwandten Aminoséuren von

Glutamat und Aspartat keine statistischen Kopplungen sichtbar sind.

a-Ketoglutarat (36) wird retrobiosynthetisch aus Glutamat, Arginin und Prolin bestimmt. In
den Positionen C-4 und C-5 spiegelt sich das iiber den Citrat-Zyklus eingebaute Acetyl-CoA
(10, rot) wieder (Abbildung 38). Auffillig ist die Anreicherung des [13C1]Isotopologs in Posi-
tion C-4 (rot) von a-Ketoglutarat. Im Verlauf des Citrat-Zyklus wird das ["*C;]Isotopolog,
tiber das symmetrische Succinat (37), auf die Positionen C-2 und C-3 (orange) iibertragen.
Die Anreicherungen der [*C;]Isotopologe spiegeln sich in den Positionen C-2 und C-3 von

Oxalacetat (38, rekonstruiert aus Aspartat, Threonin und Isoleucin) wieder.

In der vorliegenden Anzucht konnen zwei Acetyl-CoA Pools unterschieden werden. Das aus
Glutamat, Arginin und Prolin retrobiosynthetisch bestimmte Acetyl-CoA (Pool II) hat Verbin-
dung zum Cytosol. Die Anreicherungen der [°C;]Isotopologe spiegeln sich im Glycerinalde-
hyd-3-phosphat aus Histidin wieder.

Der zweite Acetyl-CoA Pool kann retrobiosynthetisch aus Leucin bestimmt werden. Das mit
dem Stoffwechsel in den Plastiden verkniipfte Acetyl-CoA (Pool I) hat vergleichbare

Anreicherungen der [°C,JIsotopologe wie 3-Phosphoenolpyruvat.

Die Anreicherung im Lysin ist mit keiner der beiden, in der Literatur beschrieben,

Biosynthesen zu vereinbaren. Die Positionen C-2 und C-3 im Lysin miissten bei beiden
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Biosynthesen vergleichbar hohe Anreicherungen in den [C;]Isotopologen aufweisen. Das

[3-°C1]Isotopolog ist deutlich hoher als das [2-"*C;]Isotopolog.

Der Einbauversuch mit [1-"°C,]D-Glucose im Wildtyp von Nicotiana tabacum bestitigt die
Ergebnisse der Aminosduren vom Einbauversuch mit [U-"*C4]D-Glucose. Es wurden in bei-
den Anzuchten zwei Acetyl-CoA Pools identifiziert. Lysin konnte keinem, in der Literatur

erwihnten, Biosyntheseweg zugeordnet werden.

1,6
S00c®
9000362 @ 4,0 @ |0’3 Aspal’tat
N @31
HN o3 0,3
Oun® Glycin ecoo®
’ 2,0
33 2,1
©00c’e ©Sooc e
Threonin
478 OH ®33 |soleucin
H;N 45
@34
®
2,1
3,5
eOOC o eooc n.d.
3,6 Vali
® 1,8 @ Alanin ® 2,1@ (] alin
H3N [ H3N ®19

3,1

36@

Abbildung 37. Kopplungsmuster der Aminosduren aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [1-°C4]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose.
Die Balken kennzeichnen die iiber statistische Kopplung gebildeten Blocke. Die
kursiven Zahlen geben die Anreicherung der ["*C;]Isotopologe nach Gleichung C
an (S. 47).
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Abbildung 38. Metabolitenfluss im Citrat-Zyklus aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [1-C,]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose
(rot - erster Zyklus, orange - zweiter Zyklus).
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Tabelle 21. Aus den Aminosduren retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemit-
telte Kopplungen (% C'C) und Héufigkeiten (% Caps) der Zentralmetabolite
aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-"°C;]D-Glucose.

Position Haufigkeit
% 1:J'(jabs ASlo

Acetyl-CoA (Pool I) 1 1,8 {1}
(rekonstruiert aus Leucin) 2 3,7 {1}
Acetyl-CoA (Pool II) 1 2,8 0,4 {3}
(rekonstruiert aus Arginin) 2 7,2 0,4 {3}
3-Phosphoenolpyruvat 1 2,8 0,7 {2}
2 2,1 0,3 {6}
3 3,8 0,6 {8}
Oxalacetat 1 3,5 0,6 {3}
2 5,8 0,1 {2}
3 5,2 0,4 {2}
4 3,7 0,6 {3}
o - Ketogluterat 1 3.9 0,8 {2}
2 5,4 0,2 {2}
3 6,3 0,6 {3}
4 7,2 0,4 {3}
5 2,8 0,4 {3}
Ribose-5-phosphat 1 6,4 {1}
2 1,8 {1}
3 3,4 {1}
4 1,6 {1}
5 4.8 {1}
Erythrose-4-phosphat 1/3 2,0 0,2 {2}
2 2,4 0,6 {2}
4 n.d. {2}

' As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Abbildung 39. Kopplungsmuster der Zentralmetabolite Acetyl-CoA, 3-Phosphoenol-
pyruvat, Oxalacetat, a-Ketoglutarat, Ribose-5-phosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-°C,]D-Glucose,
im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose. Die kursiven Zahlen geben die
absolute Anreicherung der ['°C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
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3.3.43 Einbauexperiment mit [U-"C4|D-Glucose in Nicotiana tabacum RPO

In der vorliegenden Arbeit wurden die primédren Metabolite (Aminosduren) der RPO Mutante

von Nicotiana tabacum untersucht. Die Pflanzen der RPO Mutante wuchsen auf Medien mit

[U-"*C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.

Aus den Pflanzen (83 g, Frischgewicht) wurden die Aminosduren isoliert und NMR spektros-

kopisch vermessen. Die Markierungsmuster der Aminosduren sind in Tabelle 22 und

Abbildung 40 zusammengefasst. Die aus den Aminosduren abgeleiteten Zentralmetabolite

sind in Tabelle 23 und Abbildung 42 zusammengefasst.

Tabelle 22. Kopplungen (% 13 CBC) und Héufigkeiten (% 13 Caps) der Aminosduren aus
dem Einbauversuch in die RPO Mutante von Nicotiana tabacum mit

[U-"*C4]D-Glucose.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante'' Haufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jec [Hz] % "Cabs % °C°C
Alanin 1 174,9 60,0 (2, 2/3) 3,2 443
2 51,4 n.d. (1, 3, 1/3) 3,1 58,1
3 18,0 35,1 (2,1/2) 1,79 57,8
Arginin 1 173,5 59,7 (2, 2/3) n.d. 30,2
2 55,2 n.d. (1, 3, 1/3) 3,9 n.d.
3 29,4 35,3(2,1/2) 4,2 19,1
4 26,5 34,4 (5) 3.3 48,3
5 43,2 35,3 (4) 3.3 n.d.
6 159,0 8,0
Aspartat 1 169,4 53,6 (2, 2/3) 3,5 32,8
2 61,3 53,6 (1) 3,5 26,9
53,8/35,6 (1/3) 3,7
35,6 (3, 2/4) 7,5
3 50,6 51,4 (4) 3.8 26,9
51,4/35,6 (2/4) 3,4
35,6 (2, 1/2) 7,8
4 187,6 51,4 (3, 3/2) 3.8 30,1
Glutamat 1 183,4 52,9 (2, 2/3) 3,6 33,8
56,2 52,9 (1) 3.4 28,9
34,7 (3) 11,1
52,8/34,8 (1/3) 7,7
3 32,1 34,6 (2, 1/2) 3.4 19,8
4 34,4 51,4 (5) 3,2 55,4
5 183,2 51,4 (4) 34 53,0

' Kopplungspartner in Klammern
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Fortsetzung von Tabelle 22

Position Verscilheir:l;ung Kopplungskonstante Hiufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jee [Hz] % PCas % CPC
Glycin 1 172,2 59,4 (2) 3,1 31,6
2 42,8 59,3 (1) 3,0 32,5
Histidin 1 174,0 59,8 (2, 2/3) 3,3 55,8
2 55,8 59,5 (1) 3,2 10,8
59,9/34,8 (1/3) 46,8
3 28,9 34,6 (1/2) 3,1 46,0
4 130,3 74,4 (5) 3,0 34,8
5 122,4 74,3 (4) 3,1 31,5
6 138,3 3,2
Isoleucin 1 173.,4 59,2 (2) n.d. 29,1
2 59,9 59,2 (1) 3,0 23,7
3 38,2 33,8 (6) 3,4 38,3
4 27,3 33,7 (5) 3,2 31,7
5 13,7 32,3 (4) 2,6 30,5
6 16,9 34,9 (3) 2,9 44,4
Leucin 1 174,5 59,5 (2) 3,0 53,5
2 54,1 59,5 (1) 3,2 47,6
3 41,1 33,1 3,4
4 26,5 34,9 (5) 3,2 41,5
5 243 34,9 4) 2,4 43,2
6 23,7 2,1
Lysin 1 176,2 59,3 (2, 2/3) n.d. 30,2
2 57,8 n.d. (1, 3, 1/3) 2,9 n.d.
3 34,05 33,8 (2,4, 1/2) 2,9 33,7
4 26,6 36,0 (3,5) 2,7 36,0
5 31,2 35,1 (4, 6) 2,6 37,4
6 44,5 n.d. (5) n.d. n.d.
Phenylalanin 1 174,4 60,3 (2, 2/3) 3,2 42,0
2 57,8 n.d. (1, 3, 1/3) 2,5 n.d.
3 38,9 33,4 (2, 1/2) 1,6 62,8
4 137,2 56,6 (5) 3,3 61,8
5/9 133,2 59,2 2,7 42,4
50,0 31,1
6/8 132,9 64,0 1,8 62,4
7 131,8 52,0 2,1 76,9
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Fortsetzung von Tabelle 22

Position Verscchheir:l;ung Kopplungskonstante Hiufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jee [Hz] % PCas % CPC
Prolin 1 173,4 58,3 (2, 2/3) n.d. 36,3
2 61,9 n.d. (1, 3, 1/3) n.d. n.d.
3 30,7 33,52, 1/2) 3,9 18,2
4 25,9 33,2(5) 3,7 53,8
5 49,1 33,3 (4) 3,3 54,1
Serin 1 173,6 59,5 (2, 2/3) n.d. 40,3
2 58,3 n.d. (1, 3, 1/3) n.d. n.d.
3 62,9 36,8 (2, 1/2) n.d. n.d.
Threonin 1 173,9 63,0 (2, 2/3) 3,4 27,9
2 61,9 59,3 (1, 1/3) 2,4 39,9
3 68,8 32,6 (1/2, 4) n.d. 40,9
4 22,9 n.d. (3) 2,7 n.d.
Tyrosin 1 185,4 53,2 (2,2/3) 3,2 45,5
2 60,0 52,7 (1) 3,1 1,3
33,0 (3) 13,3
53,5/33,2 (1/3) 38,6
3 423 33,2 (2, 1/2) 3.3 56,3
4 126,2 56,6 (5) 3,2 58,3
5/9 133,1 56,5 (4, 8, 7/8) 3,2 57,3
6/8 121,0 56,6 (7,9) 3,1 9,9
32,03 /54,8 (7/8) 23,2
7 167,0 61,0 (8, 8/9) 1,9 45,6
Valin 1 173,2 59,7 (2) 33 n.d.
2 60,8 55,81 (1) n.d. n.d.
3 31,3 34,6 (4) 2,7 42,0
4 20,0 34,4 (3) 3,4 453
5 19,6 3.4

Bei dem vorliegenden Einbauversuch wurde eine Mutante von Nicotiana tabacum verwendet,

deren Biosynthesewege noch nicht erschopfend untersucht wurden. Inwieweit Besonderheiten

im Einbau der [U-">C¢]D-Glucose auf ein Defizit an rpoB oder auf sekundire Veranderungen

in der Mutante zuriickzufiihren sind, kann mit dem vorliegenden Einbauversuch nicht geklért

werden.
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Abbildung 40. Kopplungsmuster der Aminosduren aus dem Einbauversuch in die RPO
Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhltnis 1:49 mit
unmarkierter Saccharose. Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus der
[U-"*C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorporiert wurden. Die
Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50).
Die kursiven Zahlen geben die Anreicherung der [C,]JIsotopologe nach
Gleichung C an (S. 47).
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a-Ketoglutarat wird retrobiosynthetisch aus den Aminosduren Glutamat, Arginin und Prolin
bestimmt. Das a-Ketoglutarat besitzt [1,2-"°C,], [2,3-C,], [4,5-°C3] und [1,2,3-"*C;]Iso-
topologe. a-Ketoglutarat (36) ist ein Produkt aus dem Citrat-Zyklus (Abbildung 43). Das
[4,5-1*C,]Isotopolog (rot) spiegelt die Markierung von Acetyl-CoA (10) zu Beginn des Citrat-
Zyklus wieder. Uber die symmetrische Struktur des Succinats (37) wird der Kopplungsblock
auf die Isotopologe [1,2-°C,] und [3,4-"°C,] im Oxalacetat (orange) iibertragen, wobei sich
die Konzentration halbiert. Das [1,2,3-">Cs]Isotopolog (griin) im o-Ketoglutarat stammt aus
3-Phosphoenolpyruvat. Die Markierung wird iiber den anaplerotischen Weg in Oxalacetat
eingebaut, das iiber den Citrat-Zyklus mit o-Ketoglutarat in Verbindung steht. Durch die
Riickreaktion im Citrat-Zyklus zum Succinat wird das [1,2,3-"°Cs]Isotopolog auf das
[2,3,4-"°C3]Isotopolog im Oxalacetat {ibertragen.

Die Daten von Glutamat, Arginin, Prolin und Leucin fiir die retrobiosynthetische Bestimmung
von Acetyl-CoA passen gut zusammen. Eine Abweichung der Kopplungsblockintensititen
zwischen Leucin und den restlichen Aminosduren, wie sie bei der Anzucht des Wildtyps
beschrieben wurde, ist bei der RPO Mutante nicht zu beobachten. Somit werden in der RPO

Mutante keine Acetyl-CoA Pools unterschieden.

Im Wildtyp konnte das Markierungsmuster des Lysins keinem aus der Literatur bekannten
Biosyntheseweg zugeordnet werden. Auf Grund der mangelnden Auflosung der Signale an
Position C-2 im NMR-Spektrum, kann eine Abweichung der Biosynthese von Lysin in der

RPO Mutante weder bestétigt noch widerlegt werden.

Das Markierungsmuster von 3-Phosphoenolpyruvat wurde aus den Aminoséduren Alanin, Iso-
leucin, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin und Valin bestimmt. Die Daten passen gut zusammen.

Das [1,2,3-"*Cs]Isotopolog im 3-Phosphoenolpyruvat hat in der vorliegenden RPO Mutante
von Nicotiana tabacum die dreifache Konzentration, wie im Verhéltnis dazu das 3-Phospho-
enolpyruvat im Wildtyp. Der groe Konzentrationsunterschied in den Isotopologen wird im
Spektrum des Tyrosins deutlich (Abbildung 41). Beide Einbauversuche wurden mit den glei-
chen Glucosekonzentrationen durchgefiihrt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch die

Mutation die Schwerpunkte der Biosynthesen verschoben wurden.
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Abbildung 41. NMR Signale der Positionen C-1, C-2, C-3 und C-4 von Tyrosin aus
dem Einbauversuch in (A) die RPO Mutante und (B) dem Wildtyp von Nicotiana
tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Das aus Histidin retrobiosynthetisch bestimmte Glycerinaldehyd-3-phosphat besitzt [2,3-"°C;]
und [1,2,3-"*Cs]Isotopologe. Das Verhiltnis der Isotopologe liegt bei 1,0 : 4,2. Im Vergleich
dazu liegt das Verhéltnisse derselben Isotopologe im 3-Phosphoenolpyruvat bei 1,0 : 2,5. Die
Konzentration an [1,2,3-"*Cs]Isotopologen ist im Glycerinaldehyd-3-phosphat doppelt so
hoch, wie im 3-Phosphoenolpyruvat.

Diese Unterschiede in der Konzentration an [1,2,3-"°C;]Isotopologen wurde bereits im Wild-
typ von Nicotiana tabacum beobachtet. Das Ergebnis deutet auf unterschiedlich verlaufende

Biosynthesewege bei Glycerinaldehyd-3-phosphat und 3-Phosphoenolpyruvat hin.
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Abbildung 42. Kopplungsmuster der Zentralmetabolite Acetyl-CoA, 3-Phosphoenol-
pyruvat, Oxalacetat, o-Ketoglutarat, Ribose-5-phosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat aus dem Einbauversuch in die RPO Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-""C6]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose. Die blauen
Balken kennzeichnen Fragmente aus der [U-">C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der
Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration
(mol%) nach Gleichung E an (S. 50).
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Tabelle 23. Aus den Aminosduren retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch
gemittelte Kopplungen (% "“CC) und Hiufigkeiten (% '*Cus) der Zentral-
metabolite aus dem Einbauversuch in die RPO Mutante von Nicotiana tabacum
mit [U-"*C¢]D-Glucose.

Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% "Cas A % "CPC As
Acetyl-CoA 1 ) 3.3 0,2 {4} 53,5 04 {3}
2 (1) 3.4 0,2 {4} 51,3 34 {4}
3-Phosphoenolpyruvat 1 (2,2/3) 3,2 0,1 {4} 439 1,5 {3}
2 (1) 3,1 03 {6} 13 {1}
3) 13,3 {1}
(1/3) 38,6 {1}
3 (2,1/2) 3,0 0,4 {6} 58,6 2,5 {4}
Oxalacetat 1 (2,2/3) 3,3 0,2 {3}y 30,0 1,8 {4}
2 (1) 3,0 0,4 {4} 26,9 {1}
(3, 2/4) 7,5 {1}
(1/3) 3,7 {1}
3 4) 3,3 04 {3} 269 {1}
(2, 172) 7,8 {1}
(2/4) 34 {1}
4 3) 3,0 0,5 {4} 32,2 2,7 {3}
o - Ketogluterat 1 (2,2/3) 3,6 {1} 334 2,5 {3}
2 (1) 3.7 0,3 {2} 289 {1}
3) 11,1 {1}
(1/3) 7,7 {1}
3 (2,4,1/2) 3.8 0,3 {3} 19,0 0,7 {3}
4 (4) 34 0,2 {3} 52,5 3,0 {3}
5 (5) 3,3 0,1 {3} 53,6 0,6 {2}
Ribose-5-phosphat 1 (2) 3,1 {1}y 31,5 {1}
2 (1) 3,0 {1} 348 {1}
3 (4/5) 3,1 {1} 46,0 {1}
4 (5) 3,2 {1} 10,8 {1}
(3/5) 46,8 {1}
5 (4, 3/4) 3.3 {1} 55,8 {1}
Erythrose-4-phosphat 1 n.d. n.d.
2 (3, 3/4) 1,9 {1} 45,6 {1}
3 (2,4 3,1 {1y 9,9 {1}
(2/4) 23,2 {1}
4 (3,2/3) 3,2 {1} 573 {1}

12 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Abbildung 43. Metabolitenfluss im Citrat-Zyklus aus dem Einbauversuch in die RPO
Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhéltnis 1:49 mit
unmarkierter Saccharose (rot - erster Zyklus, orange - zweiter Zyklus, gelb -
dritter Zyklus, griin/blau - 3-Phosphoenolpyruvat tiber anaplerotischen Weg).
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3.3.4.4 Einbauexperiment mit [U-""C4|D-Glucose in Nicotiana tabacum NDH 53-25

In der vorliegenden Arbeit wurden die primédren Metabolite (Aminoséuren) der NDH 53-25
Mutante von Nicotiana tabacum untersucht. Die Pflanzen der NDH 53-25 Mutante wuchsen
auf Medien mit [U-">C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose.

Aus den Pflanzen (ohne Wurzel, 67g, Frischgewicht) wurden die Aminosduren isoliert und
NMR spektroskopisch vermessen. Die Markierungsmuster der Aminoséduren sind in Tabelle
24 und Abbildung 44 zusammengefasst. Die aus den Aminosduren abgeleiteten Zentralmeta-

bolite sind in Tabelle 25 und Abbildung 46 zusammengefasst.

Tabelle 24. Kopplungen (% 13 CBC) und Héufigkeiten (% 13 Caps) der Aminosduren aus
den Einbauversuchen der beiden NDH Mutanten von Nicotiana tabacum mit
[U-"*C4]D-Glucose.

chem. Kopplungs-

Position . 13 NDH 53-25 NDH 54-31V
Verschiebung konstante
3 [ppm] Jec[Hz] % ®Cas % CBC % ®Cas % CPC
Alanin 1 174,8 n.d. n.d.
2 51,4 1,9 1,9
3 17,9 1,9 1,8
Aspartat 1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 61,3 53,5 (1) 2,2 11,8 1,5 n.d.
36,7 (3) 7,9
3 50,6 n.d. (2) 2,0 n.d. 2,0 n.d.
51,6 (4) 16,7
4 189,6 n.d. n.d. n.d. 1,6 n.d.
Glutamat 1 183,6 52,6 (2) 2,1 23,2 3,0 22,4
2 56,2 53,3 (1) 2,6 18,7 2,6 15,1
34,1 (3) 4,8 7,0
n.d. (1/3) n.d.
3 32,2 33,6 (2) n.d. n.d. 2,1 11,0
4 34,5 51,3 (5) 2,2 31,3 2,1 31,2
5 183,3 51,5 (4) 2,2 31,4 2,1 31,2
Glycin 1 171,4 1,5 n.d.
2 43,2 1,2 1,6

" Kopplungspartner in Klammern
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Fortsetzung von Tabelle 24

chem. Kopplungs-

Position . NDH 53-25 NDH 54-31V
Verschiebung  konstante
8 [ppm] Jec[Hzl % "Caps % PCPC % PCas % PCPC
Histidin 1 n.d. n.d.
2 n.d. n.d.
3 30,0 2,0
4 131,1 2,0
5 123,7 1,9
6 139,5 2,5
Isoleucin 1 172,7 n.d.
2 59,9 1,8
3 38,4 1,9
4 27,4 2,1
5 16,9 1,9
6 13,7 1,7
Leucin 1 174,8 58,5(2) 3,6 20,6 n.d. 10,7
2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3 41,3 2,1 1,8
4 26,6 n.d. 2,5
5 243 1,8 2,3
6 23,7 2,2 2,0
Lysin 1 n.d. n.d. n.d.
2 57,8 2,3 2,0
3 34,2 1,7 n.d.
4 26,5 2,1 2,0
5 31,3 n.d. 1,7
6 44.4 2,0 n.d.
Phenylalanin 1 n.d. n.d. n.d.
2 57,8 2,2 2,0
3 39,2 2,0 1,6
4 137,5 2,6 2,1
5/9 133,2 2,4 2,5
6/8 133,0 2,6 2,0
7 131,8 2,5 1,8
Tyrosin 1 185.4 2,3 1,8
2 60,0 1,9 2,0
3 423 1,9 1,7
4 126,2 n.d. 1,8
5/9 133,1 2,3 2,2
6/8 121,0 2,5 3,1
7 167,2 2,1 2,6
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Fortsetzung von Tabelle 24

Position _ Shem- Kopplungs- NDH 53-25 NDH 54-3IV
Verschiebung  konstante
8 [ppm] Jec[Hzl % "Caps % PCPC % PCas % PCPC
Valin 1 n.d. n.d.
2 60,8 1.8
3 31,4 2,5
4 20,0 1,9
5 19,5 2,1

Bei dem vorliegenden Einbauversuch wurde eine Mutante von Nicotiana tabacum verwendet,
deren Biosynthesewege noch nicht erschdpfend untersucht wurden. Inwieweit Besonderheiten
im Einbau der [U-"C¢]D-Glucose auf ein Defizit vom NDH-Komplex oder auf sekundire
Verdnderungen in der Mutante zuriickzufiihren sind, kann mit dem vorliegenden Einbauver-

such nicht geklart werden.

Phenylalanin, Tyrosin und Alanin, die fiir die retrobiosynthetische Bestimmung des 3-Phos-
phoenolpyruvat-Pools herangezogen werden, weisen in den NMR Spektren keine Satelliten
auf (Abbildung 45, B). Alle Positionen des retrobiosynthetisch bestimmten 3-Phosphoenol-
pyruvat weisen eine Anreicherung der [>C,]Isotopologe von 1 % auf.

Das Mengenverhiltnis der aromatischen Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin ist in der
NDH 53-25 Mutante, im Vergleich zum Wildtyp verschoben. Der Wildtyp synthetisiert mehr

Tyrosin als Phenylalanin, in der NDH 53-25 Mutante verhilt es sich andersherum.

Die aus Glutamat, Lysin und Aspartat retrobiosynthetisch bestimmten Verbindungen des
Citrat-Zyklus, a-Ketoglutarat und Oxalacetat, weisen ["*C,]Isotopologe auf. Die ["*C,]Iso-
topologe stammen aus dem Acetyl-CoA. Die [“Cs]Isotopologe, die im Wildtyp von
Nicotiana tabacum iber den anaplerotischen Weg aus 3-Phosphoenolpyruvat in o-Keto-
glutarat und Oxalacetat eingetragen werden, fehlen.

a-Ketoglutarat weist [1,2-"°Cs], [2,3-C,] und [4,5-13C2]Isotopologe auf. Das [4,5-"C,]Iso-
topolog mit 0,7 mol% spiegelt das zu Beginn des Citrat-Zyklus eingebaute Acetyl-CoA
wieder. Die anderen Isotopologe bilden sich im Verlauf des Citrat-Zyklus. Durch das
symmetrische Succinat entstehen im Oxalacetat [1,2-°C,] und [3,4-13C2]Isot0p010ge. Die
Konzentration der Isotopologe im Oxalacetat hat sich mit 0,3 mol%, im Verhéltnis zum
a-Ketoglutarat, halbiert. Die Anreicherung der [2-"°C,]Isotopologe von a-Ketoglutarat und
Oxalacetat liegt bei 1 %.
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Abbildung 44. Kopplungsmuster der Aminosduren aus dem Einbauversuch in die NDH
53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhéltnis 1:4
mit unmarkierter Saccharose. Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus der
[U-"3C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorporiert wurden. Die
Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50).
Die kursiven Zahlen geben die Anreicherung der ["°C,]Isotopologe nach
Gleichung C an (S. 47).

Im Wildtyp wurden zwei Acetyl-CoA Pools identifiziert. Im vorliegenden Einbauversuch in
die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum konnten zwei Acetyl-CoA Pools bestimmt
werden. Die Anreicherung des [1-">C,]Isotopologs im Acetyl-CoA (Pool I, rekonstruiert aus
Leucin) ist doppelt so hoch, wie im Acetyl-CoA (Pool II, rekonstruiert aus Glutamat). Im
Wildtyp wurden die zwei Acetyl-CoA Pools im Zusammenhang mit den Zellkomponenten
unterschieden.

Der Schwerpunkt der Biosynthese von Acetyl-CoA (Pool I, rekonstruiert aus Leucin) wird,
wie das 3-Phosphoenolpyruvat, in den Plastiden vermutet. Auffillig ist jedoch, dass im
Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum neben einem markierten
Acetyl-CoA unmarkiertes 3-Phosphoenolpyruvat vorkommt. Die Verbindungen sind iiber die
Stoffwechselwege miteinander verkniipft. Die Markierungsmuster im Wildtyp von Nicotiana
tabacum bestitigen diese Verkniipfung.

Im Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C4]D-Glucose
kommt es nur zu einem geringen Eintrag von Einfachmarkierungen in die aromatischen
Aminosduren. Die Biosynthese der aromatischen Aminoséuren findet in den Plastiden statt.
Es muss davon ausgegangen werden, dass der Schwerpunkt der Biosynthese der aromatischen
Aminosduren auf der Fixierung von CO, iiber die Photosynthese liegt. Der geringe Eintrag
von [13C1]Isotopologen in die aromatischen Aminosduren erklért sich {iber die Refixierung
von freiwerdendem CO,.

Da die Pools von 3-Phosphoenolpyruvat und Acetyl-CoA innerhalb des Wildtyps von
Nicotiana tabacum eine Verknilipfung unter den gleichen Retrobiosynthesebedingungen
aufweisen, muss es sich bei der Trennung in der NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum
um eine Besonderheit der Mutation handeln.

Zum Beweis der hier dargestellten Interpretation der Daten, sind weitere Anzuchten notwen-
dig. Einbauexperimente mit ?CO, konnten eine Trennung der Biosynthesewege der aromati-
schen Aminoséuren und der Aminoséuren, die mit dem Citrat-Zyklus verkniipft sind, bestti-

gen.
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Auch das, aus Histidin retrobiosynthetisch bestimmte, Glycerinaldehyd-3-phosphat weist
keine Kopplungsblécke auf. Ein Vergleich der ["°C,]Isotopologe von Glycerinaldehyd-3-

phosphat und 3-Phosphoenolpyruvat ist mit den vorhandenen Daten nicht moglich.
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Abbildung 45. NMR Signale der Positionen C-1, C-2, C-3 und C-4 von Phenylalanin
aus dem Einbauversuch (A) in die RPO Mutante, (B) in die NDH 53-25 Mutante
und (C) in die NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C4]D-Glu-
cose.
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Abbildung 46. Kopplungsmuster der Zentralmetabolite Acetyl-CoA, 3-Phosphoenol-
pyruvat, Oxalacetat, o-Ketoglutarat, Ribose-5-phosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat aus dem Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana taba-
cum mit [U-"C4]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die
blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus der [U-">C4]D-Glucose, die unter
Erhalt der Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige
Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben
die Anreicherung der ["*C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
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Tabelle 25. Aus den Aminosduren retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemit-
telte Kopplungen (% "C"C) und Héufigkeiten (% "“Caps) der Zentralmetabolite
aus dem Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-"*C¢]D-Glucose.

Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% PCups As™ 9% BCBC Ag
Acetyl-CoA (Pool I) 1 (2) 3,6 {1} 20,6 {1}
(rekonstruiert aus Leucin) 2 (1) n.d. {1} n.d. {1}
Acetyl-CoA (Pool II) 1 (2) 2,2 {1} 314 {1}
(rekonstruiert aus Glutamat) 2 (1) 2,2 {1} 313 {1}
3-Phosphoenolpyruvat 1 23 {1}
2 2,1 0,2 {6}
3 2,1 0,2 {6}
Oxalacetat 1 (2) n.d. {2} n.d. {1}
2 (1) 2,3 0,1 {2} 11,8 {1}
3) 7,9 {1}
3 (2,4) 1,9 0,2 {2} 16,7 {1}
4 3) 2,1 {1} nd. {1}
o - Ketogluterat 1 2) 2,1 {1} 23,2 {1}
(1) 2,6 {1}y 18,7 {1}
3) 4,8 {1}
3 (2) n.d. {1} nd. {1}
4 4) 2,2 {1}y 31,3 {1}
5 (5) 2,2 {1} 314 {1}
Ribose-5-phosphat 1 1,9 {1}
2 2,0 {1}
3 2,0 {1}
4 n.d. {1}
5 n.d. {1}
Erythrose-4-phosphat 1 2,6 0,1 {2}
2 2,3 0,2 {2}
3 2,6 0,1 {2}
4 2,4 0,1 {2}

'* As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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3.3.4.5 Einbauexperiment mit [U-"*C4|D-Glucose in Nicotiana tabacum NDH 54-31V

In der vorliegenden Arbeit wurden die primédren Metabolite (Aminosduren) der NDH 54-31V
Mutante von Nicotiana tabacum untersucht. Die Pflanzen der NDH 54-31V Mutante wuchsen
auf Medien mit [U-">C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose.

Aus den Pflanzen (ohne Wurzel, 55 g, Frischgewicht) wurden die Aminosduren isoliert und
NMR spektroskopisch vermessen. Die Markierungsmuster der Aminoséduren sind in Tabelle
24 und Abbildung 47 zusammengefasst. Die aus den Aminosduren abgeleiteten Zentralmeta-

bolite sind in Tabelle 26 und Abbildung 48 zusammengefasst.

Bei dem vorliegenden Einbauversuch wurde eine Mutante von Nicotiana tabacum verwendet,
deren Biosynthesewege noch nicht erschopfend untersucht wurden. Inwieweit Besonderheiten
im Einbau der [U-">C¢]D-Glucose auf ein Defizit vom NDH-Komplex oder auf sekundére
Veridnderungen in der Mutante zuriickzufiihren sind, kann mit dem vorliegenden Einbauver-
such nicht geklart werden.

Die NDH 54-31V Mutante hat im Gegensatz zur NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum
einen hoheren Anteil an NDH-Gen Aktivitdt. Es wird davon ausgegangen, dass die Mutante

den Defekt umgehen kann (Kofer ef al., 1998).

Die Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin, Alanin, Valin, Leucin und Lysin werden fiir die
retrobiosynthetische Bestimmung des 3-Phosphoenolpyruvat-Pools herangezogen. Alle
Aminosduren weisen in den NMR Spektren keine Satelliten auf (Abbildung 45, C). Alle
Positionen des retrobiosynthetisch bestimmten 3-Phosphoenolpyruvat weisen eine
Anreicherung der [*C,]Isotopologe von 0,5 - 1 % auf.

Das Mengenverhéltnis der aromatischen Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin ist in der
NDH 54-3IV Mutante, im Vergleich zum Wildtyp verschoben. Der Wildtyp synthetisiert
mehr Tyrosin als Phenylalanin, in der NDH 54-31V Mutante verhélt es sich andersherum.

a-Ketoglutarat, als Verbindung des Citrat-Zyklus, wird bei dieser Anzucht retrobiosynthe-
tisch aus Glutamat bestimmt. Es konnten [1,2-°C,] und [4,5—13C2]Isotopologe bestimmt
werden. Das [4,5-"°C,]Isotopolog mit 0,7 mol% spiegelt das zu Beginn des Citrat-Zyklus
eingefiihrte Acetyl-CoA wieder. Das [1,2-">C;]Isotopolog wird im Verlauf des Citrat-Zyklus
gebildet. Durch das symmetrische Succinat entstehen im Oxalacetat [1,2-"°C,] und

[3,4-"°C;]Isotopologe, die wiederum auf das o-Ketogluterat iibertragen werden und das
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[1,2-"°C;]Isotopolog bilden. Die Anreicherung der [°C;]Isotopologe liegt im a-Ketoglutarat
bei 1 %.

Neben den oben genannten Isotopologen kommen noch geringe Mengen an [2,3-"°C,] und
[1,2,3-"*C;s]Isotopologen im a-Ketogluterat vor. Ursprung dieser Isotopologe im Wildtyp ist
iiblicherweise das 3-Phosphoenolpyruvat, das seine Markierung iiber den anaplerotischen
Weg in die Verbindungen des Citrat-Zyklus triagt. Im vorliegenden Einbauexperiment in der
NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum ist das retrobiosynthetisch bestimmte 3-Phos-
phoenolpyruvat unmarkiert. Wie bereits bei der NDH 53-25 Mutante erwédhnt, muss davon
ausgegangen werden, dass der Schwerpunkt der Biosynthese der Aminosduren, aus denen
3-Phosphoenolpyruvat retrobiosynthetisch bestimmt wird, auf der CO, Fixierung liegt. Die
Anwesenheit von [*Cs]Isotopologen im Glutamat konnte ein Beweis fiir die, in der Literatur
vermutete, Umgehung des Defektes in der Mutante sein (Kofer ef al., 1998).

Zum Beweis der hier dargestellten Interpretation der Daten, sind weitere Anzuchten notwen-

dig.

Aus den vorliegenden Spektren von Aspartat, Lysin und Isoleucin, die zur retrobiosyntheti-
schen Bestimmung von Oxalacetat herangezogen wurden, konnten keine Daten iiber
Kopplungen bestimmt werden. Die drei Aminosduren konnten nicht in ausreichenden Mengen
aus dem Zellriickstand isoliert werden. Die Anreicherung der [*C;]Isotopologe liegt im Oxal-

acetat bei 1 %.

Abbildung 47. Kopplungsmuster der Aminosduren aus dem Einbauversuch in die NDH
54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhltnis
1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus
der [U-"C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorporiert wurden.
Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an
(S. 50). Die kursiven Zahlen geben die Anreicherung der ["*C,]Isotopologe nach
Gleichung C an (S. 47).
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Wie bereits fiir den Wildtyp und die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum beschrie-
ben, konnten auch in der vorliegenden Anzucht mit der NDH 54-31V Mutante zwei getrennte
Acetyl-CoA Pools aus den Aminosiduren Leucin und Glutamat bestimmt werden. Die
Intensitit der Kopplung (% C"C) im Acetyl-CoA (Pool I, rekonstruiert aus Leucin)
entspricht nur einem Drittel der Intensitit im Acetyl-CoA (Pool II, rekonstruiert aus

Glutamat).

Neue Anzuchen der NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum mit *CO, oder Pyruvat

konnten die hier dargelegten Interpretationen der Daten bestitigen.

Leu
CoAS CoAS Tyr Leu
O 0]
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HOOC e
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ﬁ ®o \00,7
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Glu => Val

Abbildung 48. Kopplungsmuster der Zentralmetabolite Acetyl-CoA, 3-Phosphoenol-
pyruvat, Oxalacetat und a-Ketoglutarat aus dem Einbauversuch in die NDH
54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhltnis
1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus
der [U-"C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorporiert wurden.
Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an
(S. 50). Die kursiven Zahlen geben die Anreicherung der [°C;]Isotopologe nach
Gleichung C an (S. 47).
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Tabelle 26. Aus den Aminosduren retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemit-
telte Kopplungen (% "C"*C) und Haufigkeiten (% "*Caps) der Zentralmetabolite
aus dem Einbauversuch in die NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum mit

[U-"*C4]D-Glucose.

Position  koppelt mit Héaufigkeit Kopplung
% 13Cabs ASls % 13C13C As
Acetyl-CoA (Pool I) 1 (2) n.d. {1y 10,7 {1}
(rekonstruiert aus Leucin) 2 (D n.d. {1} n.d. {1}
Acetyl-CoA (Pool II) 1 (2) 2,1 {1} 31,2 {1}
(rekonstruiert aus Glutamat) 2 (D 2,1 {1y 31,2 {1}
3-Phosphoenolpyruvat 1 1,8 {1}
2 1,9 0,1 {7}
3 1,8 0,1 {6}
Oxalacetat 1 (2) 1,8 {1} n.d {3}
2 (1) 1,8 0,2 {3} n.d. {3}
3 4) 2,1 0,1 {2} n.d. {3}
4 3) 1,8 0,2 {3} n.d. {3}
o - Ketogluterat 1 (2,2/3) 3,0 {1} 22,4 {1}
2 (1) 2,6 {1} 15,1 {1}
3) 7,0 {1}
(1/3) 4,0
3 (2) 2,1 {1y 11,0 {1}
4 4) 2,1 {1}y 31,2 {1}
5 (5) 2,1 {1} 31,2 {1}
Erythrose-4-phosphat 1 3,0 0,2 {2}
2 2,6 {1}
3 3,0 0,2 {2}
4 2,4 0,2 {2}

' As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte

in die statistische Bestimmung an.
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3.3.5 Diskussion

Aus Mangel der Kompartimentierung konnen verschiedene Biosynthesewege im Chloroflexus
aurantiacus nicht rdumlich, sondern nur zeitlich voneinander getrennt stattfinden. Beim
Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit [1,2-" C;]Glycin stellte sich heraus, dass die
retrobiosynthetisch bestimmten Verbindungen des zentralen Stoffwechselpools je iiber einen
Biosyntheseweg synthetisiert wurden. Auch in den Zellkulturen von Catharanthus roseus im
Einbauversuch mit [U-">C¢]D-Glucose wurden keine getrennten Stoffwechselpools festge-
stellt. Im Gegensatz dazu konnten im Nicotiana tabacum zwei Acetyl-CoA Pools bestimmt
werden. Die Einbauexperimente in Fossombronia zeigten bereits, dass verschiedene Synthe-
sewege in Pflanzen nebeneinander vorkommen. Aminoséduren, die bekannterweise gleichen
Synthesewegen folgen sollten, wiesen hier unterschiedliche Markierungsmuster auf (Rieder,
1999). Dass Verbindungen des zentralen Stoffwechselpools verschiedenen Markierungs-
mustern iiber die Retrobiosynthese aus den Aminosduren zugeordnet werden, wird als Effekt
der Kompartimentierung der Zelle ausgelegt. So wurde zum Beispiel in Fossombronia bei
einem Einbauversuch mit [1-°C,]D-Glucose wurde Pyruvat aus Alanin rekonstruiert,
3-Phosphoenolpyruvat aus Phenylalanin und Tyrosin rekonstruiert und TPP-acetaldehyd aus

Valin, Isoleucin und Leucin rekonstruiert (Rieder, 1999).

Die Biosynthese der Acetyl-CoA’s im Nicotiana tabacum ist wegen der Kompartimentierung
der pflanzlichen Zelle zeitgleich moglich. Auch in den NDH Mutanten von Nicotiana
tabacum wurden getrennte Acetyl-CoA Pools festgestellt. Die RPO Mutante von Nicotiana
tabacum weist nur einen Acetyl-CoA Pool auf. Die Prozesse in der NDH Mutante liegen
gemil der Literatur nahe am Wildtyp (Kofer et al., 1998). Die Mutation in der RPO Mutante
diskriminiert anscheinend die Bildung des zweiten Acetyl-CoA Pools, oder er ist so weit
zuriick gefahren, dass der Mangel aus dem Acetyl-CoA Pool II (iiblicherweise rekonstruiert
aus Glutamat, Arginin und Prolin) ausgeglichen wird.

Ob es sich um eine Besonderheit von Nicotiana tabacum handelt, oder ob es tblich es in
ganzen Pflanzen ist, kann anhand der vorliegenden Daten nicht bestimmt werden. Auch ist
ungekldrt ob Catharanthus roseus grundsitzlich keine getrennten Acetyl-CoA Pools besitzt

oder ob es sich hierbei um eine Besonderheit der Anzucht als Zellkultur handelt.

Bei den hier untersuchten Pflanzen treten verschiedene Glycerinaldehyd-3-phosphat und
3-Phosphoenolpyruvat Pools auf, obwohl die beiden Verbindungen im Stoffwechsel direkt

ineinander lberfiihrbar sind. Im Wildtyp von Nicotiana tabacum liegt das Verhiltnis der
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[2,3-"°C,] und [1,2,3-"°C;3]Isotopologe im Glycerinaldehyd-3-phosphat bei 6,0 : 1,0 und im
3-Phosphoenolpyruvat bei 1,7 : 1,0. Im Catharanthus roseus unterschieden sich Glycerin-
aldehyd-3-phosphat (1,0 : 9,0 : 3,6) und 3-Phosphoenolpyruvat (1,0 : 13,9 : 6,0) im Verhiltnis
der [1,2-"C,], [2,3-"°C5] und [1,2,3-"*Cs]Isotopologe. Das Eubakterium Chloroflexus auran-
tiacus zeigt keine Unterschiede in den Markierungsmustern von Glycerinaldehyd-3-phosphat
und 3-Phosphoenolpyruvat. Die Unterschiede in den Markierungsmustern der beiden Verbin-
dungen in den vorliegenden Pflanzen entstehen anscheinend iiber die rdumliche Trennung der
Aminosdurebiosynthesewege voneinander. Die aromatischen Aminosduren (Rekonstruktion
von 3-Phosphoenolpyruvat) werden in den Chloroplasten gebildet. Im Histidin (Rekonstruk-
tion von Glycerinaldehyd-3-phosphat) befindet sich Ribose. Die Histidinbiosynthese ist eng
mit der Ribosebiosynthese fiir die Ribonukleotide verkniipft. Der Schwerpunkt der Ribo-

nukleotidbiosynthese liegt in den Mitochondrien.

Es ist zu beachten, dass die Aminosdurenbiosynthese in Pflanzen nicht gut untersucht ist. Man
hat bis jetzt die Ergebnisse aus den Mikroorganismen auf den Metabolismus der Pflanze
tibertragen. Wenn man die Markierungsmuster der Aminosduren im Nicotiana tabacum und
Catharanthus roseus im Zusammenhang der frither bestimmten oder vermuteten Biosynthe-
sen in Pflanzen analysiert, fillt auf, dass Lysin sich keiner bekannten Biosynthese zuordnen
lasst.

Bei dem Einbauversuch in Fossombronia wird Lysin iiber den Diaminopimelat-Weg syntheti-
siert (Rieder, 1999). Somit scheint es auch zwischen den Pflanzen Unterschiede bei der
Lysinbiosynthese zu geben.

Es war nicht moglich einen Synthesevorschlag mit den vorliegenden Daten der zentralen
Stoffwechselmetabolite flir das Lysin in Nicotiana tabacum bzw. in Catharanthus roseus zu

machen.
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3.4 Untersuchungen zum Sekundirstoffwechsel

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden aus Pflanzen und Mikroorganismen verschiedene
Verbindungen aus der Gruppe der Terpene (S.54), sowie das Alkaloid Nicotin (43) aus
Nicotiana tabacum isoliert (Abbildung 49).

Die Terpene wurden mit Methanol/Dichlormethan (1/1, v/v) bzw. Hexan/Ethylacetat
(1/1, v/v) extrahiert. Das erstgenannte Losungsmittelgemisch hat eine glinstigere
Zusammensetzung zur Isolierung der polaren Chlorophylle neben den unpolaren
Carotinoiden. Vorallem die gute Loslichkeit von B-Carotin in Dichlormethan macht es zu
einem vorziiglichen Extraktionsmittel. Bei dem Losungsmittelgemisch Hexan/Ethylacetat
(1/1, v/v) wurde {blicherweise etwas mehr Losungsmittel bendtigt um die polaren
Carotinoide zu isolieren. Es hat sich jedoch durch die spétere Verwendung als FlieBmittel bei
der Sdulenchromatographie als sinnvoller erwiesen.

Zur Auftrennung der isolierten Lipid-Fraktionen wurden zwei verschiedene Kieselgelsdulen
eingesetzt. Ein Vergleich zeigte, dass bei der Sdulenchromatographie mit Kieselgel 40 bei
-10 °C mit Hexan, Dichlormethan und Methanol/Dichlormethan/Wasser (6/3/1, v/v/v) als
FlieBmittel nur zwei Fraktionen eluiert wurden. Die Carotinoide und das Chlorophyll wurden
optimal voneinander getrennt, jedoch erfolgte keine Trennung der Carotinoide untereinander.
Zusitzlich wurden mit der Chlorophyll-Fraktion alle anderen polaren Verbindungen vereinigt,
die bei der Kieselgel 60 Sdule erst in der Methanol-Front von der Sdule eluierten. Die bei
Raumtemperatur durchgefiihrte Sdulenchromatographie an Kieselgel 60 mit Hexan/Ethyl-
acetat (1/1, v/v), Ethylacetat und Methanol ergab eine bessere Auftrennung der einzelnen
Bestandteile. Nach Abtrennung der ersten beiden Fraktionen (1. Fraktion (rot): (-Carotin
bzw. unpolare Carotinoide; 2. Fraktion (griin): Chlorophylle und Sterole) konnte bald nach
dem Wechsel des Losungsmittels eine 3. Fraktion (gelb, Lutein bzw. polare Carotinoide)
eluiert werden. Alle Verbindungen, die sich dann noch auf der Siule befanden, wurden mit
Methanol eluiert.

Die analytische und préiparative HPLC wurde an einer RP-18 Sdule durchgefiihrt. Zu Beginn
wurden FlieBmittel mit unterschiedlichen Aceton Konzentrationen eingesetzt. Das System
stellte sich als ungeeignet fiir hohere Carotinoid-Konzentrationen heraus. Im Laufe der
Arbeiten hat sich reines Methanol, vorallem fiir die priparative HPLC, durch seine Reinheit,
seine Verfligbarkeit im Lehrstuhl, sowie seine besseren geritetechnischen Eigenschaften, als

vorteilhafter herausgestellt.

150



Sekundarstoffwechsel

17 18 19 20
13 5 1
40 15 1 9 7 3\
16 14 12 70 8 6 Z > OH
17 18 19 20
41 15 13 11 9 7 5 3 1
N7 Y Y 5 X% N OH
8
7
42
43

Abbildung 49. Im Rahmen dieser Arbeit isolierte und NMR spektroskopisch analysierte
sekundére Stoffwechselprodukte aus der Familie der Terpene: Phytol (40),
Geranylgeraniol (41), cis-Abienol (8), Sitosterol (7), Stigmasterol (42), sowie
Nicotin (43) aus der Familie der Alkaloide.
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3.4.1 Biosynthesewege ausgewihlter Sekundiarstoffwechselprodukte

3.4.1.1 Geranylgeraniol, Phytol und cis-Abienol

Die Biosynthesen der drei Terpenoide Geranylgeraniol (41), Phytol (40) und cis-Abienol (8)
erfolgt, gemil Literatur, liber die Zwischenstufe Geranylgeranyldiphosphat (Abbildung 50;
Guo, et al., 1994; Michal, 1999). Geranylgeranyldiphosphat (5) ist der biosynthetische
Vorldufer aller Diterpene und der Carotinoide (Mann, 1980; Herbert, 1981). Gebildet wird es
iiber Kondensation eines DMAPP (1) und drei IPP (2) Molekiilen (Abbildung 50).
Geranylgeraniol kommt unter anderem als Seitenkette in Ubichinonen, Plastochinonen und

Rhodochinonen vor (Falbe und Regitz, 1998).

Phytol (40) wird biosynthetisch aus dem Vorldufer Geranylgeranyldiphosphat (5) gebildet
(Abbildung 50; Michal, 1999). Phytol ist ein optisch aktiver Diterpen-Alkohol mit der
Konfiguration (2E, 7R, 11R). Das mit Porphyrin bzw. Phdophorbid veresterte Phytol bildet
den lipophilen Bestandteil des Chlorophylls bzw. des Phidophytins und ist somit ein Bestand-
teil aller grilnen Pflanzen. Des Weiteren ist Phytol in den Vitaminen E und K; enthalten
(Falbe und Regitz, 1998).

In den zwei Kieselalgen Phaeodactylum tricornutum und Nitzschia ovalis konnte bewiesen
werden, dass CO; die eigentliche Kohlenstoff-Quelle fiir Phytol in den Chloroplasten ist. Die
Biosynthese in den Algen erfolgt iiber den Deoxyxylulosephosphatweg (Cvejic und Rohmer,
2000).

Das zyclische Diterpen cis-Abienol (8) wird aus der allgemein anerkannten Vorstufe dieser
Terpengruppe, aus all-trans Geranylgeranyldiphosphat (44) synthetisiert (Abbildung 50). Die
zyclische Oxidation zum cis-Abienol erfolgt iiber ein 16sliches, in den Trichomen lokalisiertes
Enzym, das typische Eigenschaften einer Terpencyclase aufweist (Guo, et al., 1994). Da
natiirliches cis-Abienol nur in optisch reiner Form vorliegt (Carman und Duffield, 1993), wird
von einem sterisch festgelegten Zyklisierungsmechanismus ausgegangen.

Das fiir Biosynthese des cis-Abienol im Tabak benétigte Geranylgeranyldiphosphat wird {iber
den in den Chloroplasten ablaufenden, Deoxyxylulosephosphatweg fiir die Terpenbiosynthese
zur Verfiigung gestellt (Lichtenthaler, 1999; Wang und Wagner, 2003). Im Tabak kommt
cis-Abienol, neben weiteren Diterpenen (dicyclische Labdanoide und macrocyclische
Cembrenoide) ausschlieBlich in den Trichomen vor (Severson et al., 1985). Trichome sind

spezialisierte Epidermiszellen, deren Sekrete zur Bekdmpfung von Schédlingen und
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Pathogenen eingesetzt werden (Duffey, 1986; Wagner, 1991). Trichome von Pflanzen sind
eine spezialisierte Struktur, die sich auf der Oberfliche einiger blithender Pflanzen befindet.
Sie sind als erste Verteidigungslinie gegen Insekten, pathogene Mikroorganismen und

Pflanzenfresser gedacht (Wang und Wagner, 2003).

)\/\o®® )\/\o®®

1 2

®®

41

8

Abbildung 50. Biosynthese von Diterpenen, am Beispiel von Geranylgeraniol (41),
Phytol (40) und cis-Abienol (8).
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Abbildung 51. Biosynthese von Sitosterol (7) (DMAPP: rot; IPP: griin; Michal, 1999).
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3.4.1.2 Sterole

Die Biosynthese der Sterole fiihrt {iber Kondensation von zwei DMAPP und vier IPP
Molekiilen zum Squalen (45). Uber eine Reaktionskaskade bildet sich aus dem linearen
Zwischenprodukt das Ringsystem der Sterole (Abbildung 51). Durch unterschiedliche Anzahl
und Lage der Doppelbindungen, sowie der Substituenten werden die Vertreter der Stoftklasse
gebildet (Michal, 1999).

Untersuchungen des Sterolstoffwechsels zeigten, dass Leucin scheinbar komplett in Sterole
inkorporiert wird. Es wurde keine Umsetzung in Acetyl-CoA iiber die Intermediatbildung des
HMG-CoA mit anschlieBender Konvertierung im Mevalonatweg beobachtet (Ginger et al.,
2001). Diese Vorgénge finden bei Pflanzen und Tieren in den Mitochondrien statt.

In hoheren Pflanzen wird Sterol im Cytosol iiber den Mevalonatweg gebildet, wihrend in den
Plastiden die Isoprenoide iiber den Deoxyxylulosephosphatweg gebildet werden (Disch et al.,
1998b; Schwender et al., 2001).

Die in Pflanzen gebildeten Sterole werden auch als Phytosterole bezeichnet. Die wichtigsten
Vertreter sind Ergosterol, Stigmasterol und Sitosterol. Die, meist aus pflanzlichen Olen,
isolierten Sterole dienen als Ausgangsprodukte fiir die synthetische Herstellung von
Steroiden, wie Corticoid, Estrogen und anderen Sexualhormonen. Sitosterol bildet mit
Cholesterin einen Komplex, der die Darmwand nicht passiert kann und wird deswegen als
Lipidsenker, als Prophylaxe fiir Arteriosklerose und Hyperlipiddmie, sowie gegen Prostata-

beschwerden eingesetzt (Falbe und Regitz, 1998).

3.4.1.3 Nicotin

Nicotin kommt in Konzentrationen zwischen 0,05 % (Virginia-Tabak) und 7,5 % (russ.
»Machorka*) in Tabakpflanzen (Nicotiana spec.), sowie in geringeren Konzentrationen in
anderen Pflanzen (Asclepia-, Bérlapp-, Schachtelhalm-, Duboisia-Arten) vor (Falbe und
Regitz, 1989). Es ist ein starkes Humangift und ist bereits bei 40-60 mg (oral) fiir einen
Erwachsenen tddlich. Das Alkaloid beeintrichtigt das Zentralnervensystem. Bei Uberdosen

kommt es zum Tod durch Atemldhmung (Falbe und Regitz, 1989).

Die Nicotinbiosynthese findet bei den Tabakpflanzen in den wachsenden Wurzelspitzen statt
(Wagner, 1987). Hier wird Nicotin durch Kondensation von zwei Vorstufen gebildet. Das
N-Methyl-A'-pyrollinium-Kation reagiert mit einer Verbindung aus dem Pyridin-Nucleotid-

Zyklus, bei der es sich vermutlich um die Nicotinsdure handelt. Die Betrachtung verschiede-
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ner regulierender Enzyme im dem Pyridin-Nucleotid-Zyklus bestétigen die Vermutung, dass

Nicotinsdure der Schliisselmetabolit aus dem Zyklus fiir die Synthese zum Nicotin ist. Dies

konnte indirekt durch Einbauversuche mit Nicotinsdure an Zellkulturen bestitigt werden. Erst

nach Verbrauch der zugesetzten Nicotinsdure treten gesteigerte Enzymaktivititen im Pyridin-

Nucleotid-Zyklus auf (Wagner, 1987). Leete und Coworkers lehnen die Nicotinamidnukleo-
tide NAD und NADP aus dem Pyridin-Nucleotid-Zyklus als Vorstufen fiir Nicotin ab, wegen

ihres ubiquitdren Vorkommens in der Natur (Leete, 1977).
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Abbildung 52. Postulierter Mechanismus des Biosynthesewegs zum Nicotin (43):
Kondensation von Nicotinsdure (46) und Methyl-A'-pyrollinium-Kation (48)
(Leete, 1977).
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Die Enzymologie der Kondensation zum Nicotin ist unbekannt (Wagner, 1987). In einem von
Leete und Coworkers postuliertem Mechanismus fiir die Bildung von Nicotin erfolgt die
Aktivierung der meta-Position in der Nicotinsdure (46) durch Reduktion zum Dihydro-
Derivat (Abbildung 52). Als aktive Form der Nicotinséure bei der Kondensation mit dem
N-Methyl-A'-pyrollinium-Kation (48) wird die 3,6-Dihydronicotinsiure (47) diskutiert
(Abbildung 52, Leete, 1977). Das gleiche Intermediat wurde auch schon von Dawson als das
wahrscheinlichste Intermediat zwischen Nicotinsdure und Nicotin erachtet (Dawson, 1962;
Dawson und Osdene, 1972).

Es wird erwartet, dass die biochemische Reduktion der Nicotinséure stereospezifisch erfolgt.
Die im postulierten Mechanismus von Leete und Coworkers dargestellte Stereochemie der
einfiihrenden Reduktion in Abbildung 52 ist in dieser Form nicht bewiesen. Die 3,6-Dehydro-
nicotinsdure (47) ist eine B-Iminosdure und es wird angenommen, dass sie wie eine -Keto-
sdure ein Proton verliert um ein Carboanion zu bilden. Bei der Reaktion des Carboanions mit
N-Methyl-A'-pyrrolinium-Kation (48) bildet sich eine Zwischenstufe, die unter Decarboxylie-
rung und unter Verlust des Protons am C-5, in Nicotin (43) iibergeht. Das frei werdende

Proton wird von einem nicht niher definierten Protonen-Akzeptor (Z") entfernt (Leete, 1977).

Die Biosynthese des N-Methyl-A'-pyrollinium-Kation (48) erfolgt, ausgehend von den
Aminosduren Ornithin (49) und/oder Arginin (Abbildung 53, 50; Wagner, 1987). Welche der
beiden Aminoséduren als Ausgangsverbindung des Syntheseweges im Tabak bevorzugt wird,
ist noch nicht endgiiltig gekldrt. Hinweise sprechen fiir die Arginin-Route (Tiburcio und
Galston, 1986). Arginin (50) reagiert iiber sein Amid Agmatin zu Carbamoylputrescin und
weiter zum symmetrischen Putrescin (51), aus dem anschlieBend iiber N-Methyl-4-
aminobutanal das N-Methyl-A'-pyrollinium-Kation (48) gebildet wird (Abbildung 53).
Hierbei scheint die Arginindecarboxylase das wichtigste Enzym zu sein (Wagner, 1987).

Der Biosyntheseweg des N-Methyl-A'-pyrollinium-Kations (48) ist iiber Tracer Experimente
in ganzen Pflanzen (Dewey ef al., 1955; Leete, 1955, 1958, 1967; Leete und McDonell, 1981)
und Gewebekulturen (Kisaki et al., 1966) von Nicotiana tabacum, sowie iiber enzymatische
Studien (Mizusaki et al., 1971; Mizusaki et al., 1972) nachgewiesen worden. Durch selektive
Deuterierung konnte bewiesen werden, dass es bei der N-Methylierung und Oxidation von
Putrescin (51) zum Verlust des pro-S Wasserstoffes am C-4 kommt. Das entstandene

N-Methyl-A'-pyrollinium-Kation (48) wird an der 1-si, 2-re Seite von der Vorstufe der

157



Sekundarstoffwechsel

Pyridin-Einheit angegriffen und es entsteht (S)-Nicotin (Abbildung 52, 43; Wigle et al.,

1982).
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Abbildung 53. Biosynthese des N-Methyl-A'-pyrollinium-Kation (48).

Es werden in Bakterien, Tieren und Pflanzen drei verschiedene Biosynthesewege fiir Nicotin-
sdure bzw. fiir die Verbindungen des Pyridin-Nucleotid-Zyklus als Zwischenstufe der
Nicotinbiosynthese beschrieben (Review: Forster und Moat, 1980). Die drei Biosynthesewege
der Pyridin-Einheit im Nicotin unterscheiden sich nur bis zur Bildung des Chinolinats (52),

der Eingangsverbindung in den Pyridin-Nucleotid-Zyklus, beschrieben (Abbildung 55).

In hoheren Pflanzen und E. coli erfolgt die Synthese von Chinolinat (52) ausgehend von
Glycerinaldehyd-3-phosphat (16) und Aspartat (Abbildung 55, 53, oben; Wagner, 1987;
Luckner, 1990; Review: Forster und Moat, 1980).

Die Bildung von Chinolinat aus Aspartat (53) und Glycerinaldehyd-3-phosphat (16) wird als

die primitivste Biosynthese angesehen (Review: Forster und Moat, 1980). Man vermutet, dass
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sich die friihen Biosynthesewege zu den Coenzymen vor der Anwesenheit von Enzymen
etabliert haben. Es konnte bewiesen werden, dass sich Chinolinat (52) (Ausbeute 7 %) nicht
enzymatisch in einer sechs stufigen Reaktion aus Aspartat (53) und Glycerinaldehyd-3-
phosphat (16) bildet (Abbildung 54; Cleaves und Miller, 2001).

Der von Cleaves und Miller beschriebene nicht enzymatische Mechanismus ist nur eine
Moglichkeit des Reaktionsverlaufs. Die Intermediate bei der Cyclisierung und der
Aromatisierung sind unbekannt. Bei Anwesenheit von Aspartat und Ribose bzw.
Desoxyribose wurden, unter den gleichen Reaktionsbedingungen, auch die Bildung von

Chinolinat und Nicotinsdure beobachtet (Cleaves und Miller, 2001).

53
coo®
o® o H,N” coo® o coc®
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Abbildung 54. Diskutierter Mechanismus einer nicht enzymatischen Bildung von
Chinolinat (52) aus Aspartat (53) und Glycerinaldehyd-3-phosphat (16) (Cleaves
und Miller, 2001).
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Abbildung 55. Biosynthesewege in Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren zum Chino-
linat (52).
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Die anaerobe Biosynthese des Chinolinat (52) aus Aspartat (53), Formiat (54) und Acetyl-
CoA (10) wurde bis jetzt nur in Clostridien, obligat anaerobe Bakterien, beobachtet (Gaertner
und Shetty, 1977; Wagner, 1987; Review: Forster und Moat, 1980).

Die Kondensation von Aspartat (53) und Formiat (54) bildet N-Formylaspartat (55), dem
anschlieend mit Acetyl-CoA (10) der Ringschluss zum Chinolinat (52) folgt (Abbildung 55,
links).

Die Eukaryonten sind auf die aerobe Biosynthese des Chinolinats (52), ausgehend vom
Tryptophan (56), beschriankt (Cleaves und Miller, 2001; Wagner, 1987). Beim Séugetier
erfolgt die Reaktion in der Leber. Die Biosynthese wurde unter anderem bei dem Bakterium
Xanthomonas pruni, dem Pilz Neurospora und bei Hefen beobachtet (Wagner, 1987; Review:
Foster und Moat, 1980).

Der Pyrrolidin-Ring des Tryptophans (56) wird aerob gedffnet. Durch die Abspaltung von
Formiat wird Kynurenin gebildet. Kynurenin kann anschlieBend katabolisch weiter iiber
Anthranil abgebaut werden oder iiber 3-Hydroxyabthranilat (57) zu Chinolinat (52) weiter-
reagieren (Abbildung 55, unten). Es besteht die Hypothese, dass die Enzyme der Biosynthese
von Chinolinat, ausgehend vom Tryptophan, sich aus Enzymen des Katabolismuses
entwickelt haben. Die beobachteten Unterschiede zwischen den Enzymen der Biosynthese-
wege, bei niedriger und hoher entwickelten Organismen, konnten ein Zeichen der Anpassung
der Enzyme an ihre anabole Rolle, im Rahmen der Evolution, sein (Gaertner und Shetty,

1977).
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3.4.2 Einbauexperiment mit [1,2-C,]Glycin in Chloroflexus aurantiacus

Aufgrund seiner phylogenetischen Sonderstellung ist das Eubakterium Chloroflexus auran-
tiacus von besonderem Interesse. Bei ersten Untersuchungen der Terpene des Eubakteriums,
in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. Bacher, konnte durch Markierungsexperimente mit
PC-markiertem Acetat und Glycerin die Biosynthese des Diterpen Verrucusan-2f-ol iiber den
Mevalonatweg bewiesen werden (Abbildung 56; Rieder, 1999; Bacher et al., 1999; Eisenreich
et al., 1993).

Abbildung 56. Verrucosan-2§3-ol.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Terpene aus Chloroflexus aurantiacus isoliert und
identifiziert. Die Terpene wurden im Einbauversuch mit 0,2 g [1,2-13C2]Glycin hinsichtlich

ihrer Biosynthesewege untersucht.

Messergebnisse

Die Zusammensetzung der Lipid-Fraktion von Chloroflexus aurantiacus ist weitgehend
unbekannt. Fiir die Isolierung der Terpenoide wurde der Lipid-Extrakt von Chloroflexus
aurantiacus (20 g, nicht lyophilisiert, unmarkiert) iiber Sdulenchromatographie an Kieselgel
60 aufgetrennt. Von den vier verschiedenfarbigen Fraktionen (F1: gelb, F2: griin, F3: braun,
F4 (Methanol-Front): griin/braun) wurden anschlieBend an der HPLC mit Dioden-Array die
UV-Spektren aufgenommen.

Beim Vergleich der UV-Spektren mit den Daten aus Beta vulgaris und der Literatur (Halfen,
1972) konnten B-Carotin (F1), y-Carotin (F1) und Bakteriochlorophylle ¢ (F2) identifiziert
werden (Tabelle 27).

Die NMR Spektren der Bakteriochlorophylle sind fiir eine direkte Auswertung der terpenoi-
den Seitenketten zu komplex. Die Kohlenstoffatome im Porphyrin-Ring tiberlagern die
Signale der Seitenkette. Die Seitenketten des Bakteriochlorophylls wurden fiir die Auswer-
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tung am Propionsdure-Rest mit 3 % methanolischer KOH abgespalten. Das Hauptphoto-
synthesepigment in Chloroflexus aurantiacus ist mit 59 % das Bakteriochlorophyll mit
Stearol (R;) als Seitenkette. Daneben sind Bakteriochlorophylle mit Geranylgeraniol (14 %,
R3) und Phytol (7 %, R;) als Seitenketten in Chloroflexus aurantiacus enthalten (Abbildung
57; Risch et al., 1979).

H,C, ,OH
H=— CH,

R: o z z z z

Abbildung 57. Bakteriochlorophylle (R;: Stearyl-, Ry: Phytyl-, R3: Geranylgeranyl-)

Das Zellmaterial (2,6 g, lyophilisiert) aus dem Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit
0,2 g [1,2-"C,]Glycin wurde iiber Kieselgel 40 bei -10 °C aufgearbeitet. Vergleichende
Chromatographieldufe zeigten, dass die Auftrennung der Verbindungen an Kieselgel 40
deutlich schlechter war, als mit Kieselgel 60.

Die Menge an y-Carotin und B-Carotin erwies sich fiir die NMR spektroskopische Messung
als zu gering. Aus dem Riickstand der Verseifung mit 3 % methanolischer KOH konnten
Geranylgeraniol und Phytol iiber HPLC isoliert und NMR spektroskopisch identifiziert

werden. Das Markierungsmuster von Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in Chloroflexus
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aurantiacus mit 0,2 g [1,2-*C,]Glycin ist in Tabelle 28 und Abbildung 58 (A) zusammenge-

fasst. Das Markierungsmuster von Phytol ist in Tabelle 29 und Abbildung 58 (B) zusammen-

gefasst.

Tabelle 27. UV-Spektren der isolierten Verbindungen aus Chloroflexus aurantiacus und

Literaturwerte.
16
Verbindungen % max Literatur
[nm]
B-Carotin 430 451" 476 (Halfen, 1972)
y-Carotin 440 461 491 (Halfen, 1972)
Bakteriochlorophyll a 357 392 573 (Sauer et al., 1966)
Bakteriochlorophyll ¢ 385 415 445 (Brune et al., 1987)
Fraktion 1 437 464 494 y-Carotin
Fraktion 1 429 454 481 B-Carotin
Fraktion 2 391 415 435 BChl ¢
Fraktion 2 383 413 519 BChl
0,7 0,7 0,9 0,9
® o
0,9
@
A N N N N OH
o o o [ o o o o
0,9 1,3 1,3 1,4 1,6 1,3 192 1.4
0,5 0,6
L o
07
o
B 7 0H
o o o ] o o o o
0,8 0,7 0,6 0,5 0,6 0.8 0,9 0,9

Abbildung 58. Kopplungsmuster von Geranylgeraniol (A) und Phytol (B) aus dem
Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit 0,2 g [1,2-">C,]Glycin. Die blauen
Balken kennzeichnen Fragmente aus [1,2-"C,]Glycin, die unter Erhalt der
Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration
(mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben die absolute
Anreicherung der [°C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).

' in Aceton
"7 Die Maxima sind hervorgehoben.
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Geranylgeraniol und Phytol weisen ausschlieBlich ['*C,]Isotopologe auf. Im NMR Spektrum
der beiden Verbindungen sind keine Fernkopplungen zu beobachten (Abbildung 59).

Die [“Cy]Isotopologe von Phytol mit 0,3 mol% weisen eine héhere Konzentration als
Geranylgeraniol mit 0,2 mol% auf. Die Anreicherung der [°C,]Isotopologe ist im Phytol mit
0,7 % niedriger, als im Vergleich dazu die ["°C,]Isotopologe im Geranylgeraniol mit 1,1 %

(Abbildung 58).

Gemal der Literatur ist Geranylgeraniol der biosynthetische Vorldufer der Diterpene (Cyo;
Herbert, 1981; Mann, 1980). Es kann davon ausgegangen werden, dass Phytol im Stoffwech-
sel aus Geranylgeraniol gebildet wird. Die Markierungsmuster von Geranylgeraniol und
Phytol sind im vorliegenden Einbauversuch vergleichbar. Somit bestitigt der Einbauversuch
in Chloroflexus aurantiacus mit [1,2-C,]Glycin die biosynthetische Verkniipfung der Di-

terpene am Beispiel von Geranylgeraniol und Phytol.

Tabelle 28. Kopplungen (% C'C) und Haufigkeiten (% "“Cabs) von Geranylgeraniol
aus dem Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit [1,2-C,]Glycin.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante'® Haufigkeit Kopplung
S [ppm] Jec [HZ] % "Cas % C°C
1" 59,4 47,6 (2) nd. nd
2 124,3 43,3 (1) 2,7 6,8
3 139,9 41,6 (20) 1,7 11,0
4 39,7 2,3
5 26,7 n.d. (6) n.d. n.d.
6 124,1 44,0 (5) 2,6 6,7
7 1354 42,1 (19) 1,7 13,4
8 39,7 2,7
9 26,6 n.d. (10) n.d. n.d.
10 123,7 43,9 (5) 2,7 7,2
11 135,0 42,2 (18) 1,8 11,0
12 39,6 2,4
13 26,3 43,8 (14) 2,2 7,9
14 123,2 47,4 (13) 2,6 6,7
15 131,3 42,2 (17) 1,8 13,3
16/17 17,7 42,2 (17) 2,0 12,1
18 16,3 41,7 (11) 2,0 12,8
19/20 16,0 43,7(3,7) 2,3 13,3

'8 Kopplungspartner in Klammern
1% Position C-1 von Phytol und Geranylgeraniol iiberlagern sich im gemeinsamen NMR Spektrum.
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Tabelle 29. Kopplungen (% C"C) und Hiufigkeiten (% "*Cabs) von Phytol aus dem
Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit [1,2-"°C,]Glycin.

Position Ver:(lzllfir:l;ung Kopplungskonstante®® Haufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jee [HZ] % “Cas % CPC

1! 59.4 47,6 (2) nd. nd.

2 123,0 47,7 (1) 2,2 10,9
3 140,3 41,8 (20) 1,9 17,5
4 39.8 2,0

5 25,1 33,8 (6) 1,9 15,0
6 36,6 34,9 (5) 2,2 12,3
7 32,7 35,3 (19) 1,7 18,7
8 37,3 1,7

9 244 39,3 (10) 1,7 18,0
10 37.4 34,5 (5) 1,9 15,0
11 32,8 37,6 (18) n.d. n.d.
12 37,3 1,7

13 24,78 36,4 (14) 2,0 13,8
14 39,3 34,7 (13) 2,0 10,5
15 28,0 35,1 (17) 1,9 16,8
16 22,7 1,9

17 22,7 34,8 (15) n.d. 16,8
18 19,7 35,3 (11) 1,9 17,4
19 19,7 35,2 (7) 2,0 17,5
20 16,2 39,6 3) n.d. n.d.

Retrobiosynthese

Mit den NMR spektroskopischen Daten der Aminosduren und Nukleosiden (S.76), aus dem
Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit 0,2 g [1,2-"°C,]Glycin wurden die Markie-
rungsmuster der zentralen Stoffwechselmetabolite bestimmt (Acetyl-CoA, a-Ketogluterat,
Oxalacetat, 3-Phosphoenolpyruvat, u.a.; Tabelle 12 und Abbildung 24). Unter Verwendung
der Zentralmetabolite ist es moglich die hypothetischen Markierungsmuster von IPP und
DMAPP, den Zwischenprodukten der Terpenbiosynthese, iiber die beiden bekannten Bio-
synthesewege zu rekonstruieren (Abbildung 3 und Abbildung 4). Die hypothetischen Daten
von [PP und DMAPP aus den beiden Biosynthesen Mevalonatweg (C) und Deoxyxylulose-
phosphatweg (D) sind in Tabelle 30 und Abbildung 60 zusammengefasst.

2% Kopplungspartner in Klammern
2! position C-1 von Phytol und Geranylgeraniol iiberlagern sich im gemeinsamen NMR Spektrum.
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Der Mevalonatweg synthetisiert aus drei Acetyl-CoA Molekiilen (rekonstruiert aus den
Aminoséduren Leucin, Glutamat, Prolin, Arginin und Lysin, Tabelle 12) die Vorstufen IPP und
DMAPP (Abbildung 60, C). Bei der hypothetischen Rekonstruktion von IPP und DMAPP mit
dem retrobiosynthetisch abgeleiteten Acetyl-CoA entstehen [1,2-"°C,] und [3,5-"°C,]Iso-
topologe mit einer Konzentration von 0,28 mol%, sowie ['°C,]Isotopologe an den Positionen

C-2, C-4 und C-5 mit einer Anreicherung von 1,3 %.

GG GG GG GG
2 6 10 14
1
=
2
lll.\n 1
*
*
* *
I I I ! I I I ! I ! ! I ! I I ! ! !
124.4 124.2 124.0 123.8 123k 1234 1232 123.0 ppm

Abbildung 59. NMR Signale der Positionen C-2, C-6, C-10, C-14 von Geranylgeraniol
(GG) und Position C-2 von Phytol (P) aus dem Einbauversuch in Chloroflexus
aurantiacus mit 0,2 g [1,2-">C,]Glycin.
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Beim Deoxyxylulosephosphatweg reagiert der ,aktivierte Acetaldehyd* Hydroxyethyl-
thiamin-diphosphat (rekonstruiert aus den Aminosduren Tyrosin, Alanin, Valin, Isoleucin und
Leucin, Tabelle 12) mit Glycerinaldehyd-3-phosphat (rekonstruiert aus Histidin und den
Nukleosiden, Tabelle 12) zu IPP und DMAPP (Abbildung 60, D). Es bilden sich, in Analogie
zum Mevalonatweg, [1,2-°C,] und [3,5-" C;]Isotopologe, wobei die Konzentration des
[1,2—13C2]Isotopologs (rot) mit 0,37 mol% niedriger ist als das [3,5—13C2]Isot0p010g (blau) mit
0,70 mol%. Daneben entsteht in den IPP/DMAPP Molekiilen iiber das [1,2,3—13C3]Isotopolog
aus dem Glycerinaldehyd-3-phosphat ein [1,2,4-"°C3]Isotopolog (griin) mit einer Konzentra-
tion von 0,23 mol%. Die [1,2-"°C,] und [1,2,4-"*Cs]Isotopologe liegen in einem charakteristi-
schen Verhiltnis von 1,5 : 1,0 vor. Die Positionen C-2 und C-3 weisen [°C;]Isotopologe mit

einer Anreicherung von 1,0 % auf.

Tabelle 30. Hypothetische Kopplungen (% *C'"*C) und Héufigkeiten (% "*Caps) von IPP
und DMAPP, rekonstruiert iiber den Mevalonat- und Deoxyxylulosephosphatweg,
mit den Daten der zentralen Stoffwechselmetabolite (Tabelle 12), aus dem
Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit [1,2-*C,]Glycin.

Vorhersagen Position koppelt mit ~ Haufigkeit  Kopplung
% Cpe o, 130130
Mevalonat [PP/DMAPP 1 (2) 1,6 15,3
2 (1) 2,6 12,3
3 (5) 1,6 15,3
4 2,6
5 3) 2,6 12,3
1-DOXP [PP/DMAPP 1 (2) 2,1 28,4
2 (1) 2,6 8,4
(1/4) 14,1
3 (5) 2,8 31,0
4 1,5
5 3) 2,1 28,8

Abbildung 60. Vergleich der Kopplungsmuster von IPP/DMAPP Molekiilen aus dem
Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit 0.2 g [1,2-C,]Glycin. Die
hypothetisch bestimmten Markierungsmuster der [IPP/DMAPP Molekiile {iber den
Mevalonatweg (C) und den Deoxyxylulosephosphatweg (D). Die retrobiosynthe-
tisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Geranylgeraniol
(A) und Phytol (B).
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Sekundarstoffwechsel — Chloroflexus aurantiacus

Gemill der Biosynthese bauen sich Geranylgeraniol und Phytol aus drei IPP und einem
DMAPP Molekiil zusammen. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von
IPP und DMAPP aus den experimentellen Daten von Geranylgeraniol (A) und Phytol (B) sind
in Tabelle 31 und Abbildung 60 zusammengefasst.

Die aus Geranylgeraniol (A) und Phytol (B) retrobiosynthetisch bestimmten IPP/DMAPP
Molekiile weisen ausschlieBlich [1,2-"°C5] und [3,5—13C2]Isotopologe, sowie [13C1]Isotopologe
an den Positionen C-2, C-4 und C-5 auf (Tabelle 30 und Abbildung 60). Das Markierungs-
muster der IPP/DMAPP Molekiile von beiden Verbindungen weist auf den Mevalonatweg.
Die Konzentration der [1,2-">C,] und [3,5-"°C,]Isotopologe liegt im Geranylgeraniol bei
0,2 mol% und im Phytol bei 0,3 mol%.

Damit ist im Geranylgeraniol nur zwei Drittel der Isotopologkonzentration vorhanden, wie im
Vergleich dazu in den hypothetisch bestimmten IPP/DMAPP Molekiilen iiber den Mevalo-
natweg (Tabelle 30 und Abbildung 60, D). Die [*C,]Isotopologen Konzentration im Phytol
stimmt gut mit den hypothetischen Daten der IPP/DMAPP Molekiile aus dem Mevalonatweg
{iberein. Die Anreicherung der ["°C,]Isotopologe dagegen ist im Phytol (0,7 %) nur halb so
hoch, wie in den hypothetischen Daten der IPP/DMAPP Molekiile iiber den Mevalonatweg
(1,3 %). Die Anreicherung der [°C,]JIsotopologe in den IPP/DMAPP Molekiilen von
Geranylgeraniol ist mit den hypothetischen Daten aus dem Mevalonatweg vergleichbar.

Eine mogliche Erklirung fiir die geringere Konzentration der [*C,]Isotopologe im Geranyl-
geraniol und der héheren Anreicherung der [°C;]Isotopologe ist eine Refixierung von, bei der
Biosynthese frei werdende, *CO, iiber den 3-Hydroxypropionat-Zyklus. Die Unterschiede
bei der Konzentration der [°C,] und [°C,]Isotopologe von Geranylgeraniol und Phytol lassen
vermuten, dass nicht ausschlielich das isolierte Geranylgeraniol als Vorstufe fiir Phytol in
der Biosynthese verwendet wird. Anscheinend werden die beiden Terpene bis zu einem

gewissen Teil getrennt voneinander synthetisiert.

Im Einbauversuch von Chloroflexus aurantiacus mit 0,2 g [1,2-C,]Glycin wurde nachge-
wiesen, dass Geranylgeraniol und Phytol {iber den Mevalonatweg synthetisiert werden. Inner-
halb von Bakterien gibt es keine Kompartimentierung und es wird davon ausgegangen, dass
unter diesen Bedingungen die beiden Terpenbiosynthesewege nicht gemeinsam vorkommen.
Das bereits frither isolierte Verrucusan-2f3-ol wird auch iiber den Mevalonatweg synthetisiert

(Rieder, 1999; Bacher et al., 1999).
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Tabelle 31. Aus Geranylgeraniol und Phytol retrobiosynthetisch abgeleitete und
statistisch gemittelte Kopplungen (% '*C"C) und Haufigkeiten (% “Caps) von
IPP und DMAPP aus dem Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit

[1,2-"°C,]Glycin.

Abgeleitet aus Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% PCaps As™ % PCPC As
GG IPP 1 (2) n.d. n.d.
2 (1) 2,7 0,1 {3, 69 0,2 {3}
3 (5) 1,7 0,1 {3y 11,8 1,1 {3}
4 2,5 0,2 {3}
5 3) 2,2 0,1 {3} 13,1 0,2 {3}
DMAPP 1 (2) 2,2 {1y 17,9 {1}
2 (1) 2,6 {1y 6,7 {1}
3 (5) 1,8 {1} 13,3 {1}
4 2,0 {1}
5 3) 2,0 {1} 12,1 {1}
Phytol IPP 1 (2) 1,8 0,1 {2} 16,5 1,5 {2}
2 (1) 2,1 0,1 {3}y 12,7 1,7 {3}
3 (5) 1,8 0,1 {2} 18,1 0,6 {2}
4 1,8 0,1 {3}
5 3) 2,0 0,1 {2} 17,5 0,1 {2}
DMAPP 1 (2) 2,0 {1} 13,8 {1}
2 (1) 2,0 {1y 10,5 {1}
3 (5) 1,9 {1} 16,8 {1}
4 1,9 {1}
5 3 n.d. 16,8 {1}

2 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte

in die statistische Bestimmung an.
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3.4.3 Einbauexperiment mit [U-"C¢]|D-Glucose in Catharanthus roseus

Zellkulturen von Catharanthus roseus dienen schon seit mehreren Jahren als Modell fiir die
Untersuchung des Terpenstoffwechsels. Es wurden bereits Markierungsversuche mit
[1-'*C,]1-Deoxy-D-xylulose (Arigoni ef al., 1997) und (R,S)-[2-"*C;]Mevalonolacton (Schuhr
et al., 2003) an Zellkulturen von Catharanthus roseus durchgefiihrt. Mit den Einbauversuchen
wurde der Austausch der Vorstufen IPP und DMAPP zwischen Cytosol und Plastiden, mit
Hilfe der Verbindungen Lutein und Sitosterol, untersucht. Der Austausch einzelner Metabo-
lite zwischen den Zellkompartimenten konnte bereits in anderen Organismen nachgewiesen
werden (Schwarz, 1994; Nabeta et al., 1995b, 1995¢c, 1997, 1998; Adam und Zapp, 1998; Piel
et al., 1998; Rohmer, 1999a). Die Hohe dieses, als Crosstalk bezeichneten, Austauschs ist
vom Organismus und von der Ausgangskonzentration der Vorldufer abhingig. Die Art des
Metabolitenaustauschs zwischen den Zellkompartimenten und die Regulierung des Prozesses

ist unbekannt.
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Abbildung 61. Kopplungsmuster von Sitosterol (A) und Phytol (B) aus dem Einbauver-
such in Catharanthus roseus mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:24 mit
unmarkierter D-Glucose. Die Balken kennzeichnen Fragmente aus der
[U-"3C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorporiert wurden. Die
Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50).
Die kursiven Zahlen geben die absolute Anreicherung der [°C,]Isotopologe nach
Gleichung C an (S. 47).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden Terpene aus Catharanthus roseus hinsichtlich ihres
Crosstalks, bei dem Einbauversuch mit [U-">C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:24 mit unmar-

kierter D-Glucose, untersucht.

Messergebnisse

In dem, mit methanolischer KOH verseiften, Lipid-Extrakt von Catharanthus roseus (50 g,
Frischgewicht) konnten 3-Carotin, Lutein, Phytol, Geranylgeraniol und Sitosterol identifiziert
werden. Die Menge an B-Carotin, Lutein und Geranylgeraniol waren fiir die NMR spektros-
kopische Messung zu gering. Das Markierungsmuster von Sitosterol aus dem Einbauversuch
in Catharanthus roseus mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:24 mit unmarkierter D-Glu-
cose, ist in Tabelle 33 und Abbildung 61 (A) zusammengefasst. Das Markierungsmuster von

Phytol ist in Tabelle 32 und Abbildung 61 (B) zusammengefasst.

Im NMR Spektrum von Sitosterol sind ausschlieBlich ["Cs]Isotopologe sichtbar. Die
Konzentration der [*Cy]Isotopologe liegt zwischen 2,3 mol% und 2,6 mol% (Tabelle 33 und
Abbildung 61, A). In Abhingigkeit von der Empfindlichkeit, sind im Spektrum keine Fern-
kopplungen > 0,1 % zu beobachten (Abbildung 62). Die Anreicherung der [°C]Isotopologe
liegt zwischen 2,4 % und 3,1 %.

Im NMR Spektrum von Phytol weisen die Positionen C-1, C-2, C-5, C-9 und C-13 Fern-
kopplungen auf. Die Abbildung 63 zeigt die Zusammensetzung der Satellitenmuster exempla-
risch an Position C-1 des Phytols mit Hilfe einer Simulation. Das [1,2-"*C,]Isotopolog bildet,
mit einer Kopplungskonstante von 47,5 Hz, ein Dublett (A). Die Kopplung zwischen den
Positionen C-1, C-2 und C-4 ([1,2,4-"°C;]Isotopolog) wird im Spektrum als Doppeldublett
sichtbar (B). Wenn man die Satelliten der [1,2-"°C,] und [1,2,4-">Cs]Isotopologe entsprechend
des, im Spektrum fiir das C-1 Atom bestimmten, Verhéltnisses von 1,3 : 1,0 kombiniert,
erhdlt man die unter (C) simulierten Satellitensignale. Die Differenz (E) von den simulierten
Satelliten (C) und dem original Signal (D) der Position C-1 von Phytol bestitigt durch

Eliminierung aller Signale, die oben ausgefiihrte Zusammensetzung der Satelliten.

Gemdll der Biosynthese baut sich Phytol aus drei IPP und einem DMAPP Molekiilen
zusammen. Die IPP/DMAPP Molekiile im Phytol weisen [3,5-"C,]Isotopologe mit einer
Konzentration von 2,2 mol% auf. Daneben kommen [1,2-"C,]Isotopologe mit einer

Konzentration von 1,3 mol% und [1,2,4—13C3]Isot0p010ge mit einer Konzentration von

1,0 mol% vor (Tabelle 32 und Abbildung 61, B). Die [1,2-"°C,] und [1,2,4-"*Cs]Isotopologe
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liegen in einem charakteristischen Verhéltnis vor. Das Verhéltnis im DMAPP Molekiil liegt
bei 1,1 : 1,0. Die Verhéltnisse in den IPP Molekiilen unterscheiden sich mit 1,3 : 1,0 (3. IPP),
1,5 : 1,0 (2. IPP) und 1,4 : 1,0 (1. IPP) nur minimal (Tabelle 34). Die Anreicherung der
[°C,]Isotopologe in Position C-4 liegt zwischen 2,1 % und 2,6 % (Abbildung 61, B).

Tabelle 32. Kopplungen (% C"C) und Hiufigkeiten (% "*Cabs) von Phytol aus dem
Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-">C¢]D-Glucose.

Position Verscillfgk;ung Kopplungskonstante® Haufigkeit Kopplung
3 [ppm] Jee [Hz] % “Cas % C°C

1 59,4 47,5 (2) 4,5 31,2
47,6 (2), 4,9 (4) 24,2

2 123,1 47,5 (1) 4,2 30,1
47,5 (1),2,6 (4) 21,7

3 140,3 41,6 (20) n.d. 50,6
4 39,4 7,3 (1/2) 3.8 15,2
5 25,1 33,6 (6) 3,6 32,5
33,5 (6), 2,8 (8) 19,7

6 36,7 34,9 (5) 3,7 54,8
7 32,7 35,3 (19) 4,0 53,1
8 37,4 3,2 (5/6) 4,3 23,9
9 24,5 34,7 (10) 43 31,4
34,8 (10), 2,9 (12) 22,9

10 37,4 34,7 (9) 3,5 59,0
11 32,8 35,3 (18) 4,0 51,1
12 37,3 3,1 (9/10) 4,1 18,3
13 24,8 34,9 (14) 4,3 30,6
34,8 (14), 2,8 (16) 26,6

14 39,7 34,7 (13) 3,9 54,8
15 28,0 35,1 (17) 43 49,3
16 22,6 2,9 (13) 4,8 14,4
17 22,7 35,1 (15) 43 52,0
18 19,7 35,3 (11) 3,8 48,9
19 19,7 35,5 (7) 3,8 49,1
20 16,2 41,6 (3) 4,2 55,4

¥ Kopplungspartner in Klammern
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Tabelle 33. Kopplungen (% "*C"*C) und Haufigkeiten (% "*Caps) von Sitosterol aus dem
Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-">C¢]D-Glucose.

Position Ver;:?l?ir;lt;ung Kopplungskonstante®*  chem. Shift Hiufigkeit Kopplung
3 [ppm] Jee [HZ] [ppb] % “Cas % CPC

1 37,2 3,8
2 31,6 36,5 (3) 9,5 4,1 61,0
3 71,8 36,5 (2) 6,4 4,1 59,5
4 42,2 n.d.
5 140,7 71,8 (6) 29,0 3,6 59.8
6 121,7 71,7 (5) 29,2 4,0 60,1
7 31,8 n.d.
8 31,8 n.d.
9 50,0 35,1 (11) 8,4 4,1 59,8
10 36,4 35,2 (19) 11,4 3,7 59,7
11 21,0 35,1 (9) 7,5 4,2 59.8
12 39,7 35,2 (13) 15,6 3,9 60,2
13 423 n.d. (12) n.d. n.d. n.d.
14 56,7 n.d.
15 243 3,5
16 28,2 33,3 (17) 6,8 n.d. 60,5
17 55,9 n.d. (16) n.d. n.d. n.d.
18 11,8 3,5
19 19,4 35,2 (10) 7,9 4,1 60,0
20 36,1 n.d. (21) n.d. n.d. n.d.
21 18,7 34,5 (20) 7,7 n.d. 61,5
22 33,8 n.d.
23 25,9 35,1 (24) 8,8 4,3 61,2
24 45,7 35,1 (23) 9,3 n.d. 60,0
25 29,0 35,3 (26) 8,4 4,1 60,3

26 (pro-S) 19,8 42

27 (pro-R) 19,0 n.d. (25) n.d. n.d. n.d.
28 23,0 42
29 11,9 4,0

* Kopplungspartner in Klammern
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Abbildung 62. Die NMR Signale der Positionen C-5, C-6, C-23 und C-24 von Sitosterol
aus dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-"C¢]D-Glucose, im
Verhéltnis 1:24 mit unmarkierter D-Glucose.

Abbildung 63. >*C-NMR Signal der Position C-1 von Phytol. (A) simuliertes Signal des
[1,2—13C2]Isot0p010gs; (B) simuliertes Signal des [1,2,4—13C3]Isot0pologs;
(C) Signale von (A) und (B) im Verhiltnis 1,3 : 1,0; (D) gemessenes Signal der
Position C-1 von Phytol aus dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit
[U-"*C4]D-Glucose; (E) Differenz der Signale von (D) und (C).
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Tabelle 34. Konzentrationen (mol%) der [1,2-"°C5] und [1,2,4-°C;]Isotopologe, sowie
ihr Verhéltnis, aus den IPP/DMAPP Vorlaufern von Phytol aus dem Einbauver-
such in Catharanthus roseus mit [U-">C¢]D-Glucose und aus den hypothetischen
Daten des Deoxyxylulosephosphatwegs (1-DOXP, Tabelle 35).

Isotopologe Verhiltnis
[1,2-C5] [1,2,4-C5]
DMAPP 1,2 1,1 1,1:1,0
1. IPP 1,3 0,9 1,4:1,0
2. 1PP 1,2 0,8 1,5:1,0
3.1PP 1,3 1,0 1,3:1,0
1-DOXP 0,8 1,9 1,0:2,4

Retrobiosynthese

Mit den NMR spektroskopischen Daten der Aminosduren (S. 89), aus dem Einbauversuch in
Catharanthus roseus mit [U-"C¢]D-Glucose, wurden die Markierungsmuster der zentralen
Stoffwechselmetabolite bestimmt (Acetyl-CoA, a-Ketogluterat, Oxalacetat, 3-Phosphoenol-
pyruvat, u.a.; Tabelle 14 und Abbildung 28). Unter Verwendung der Zentralmetabolite ist es
moglich die hypothetischen Markierungsmuster von IPP und DMAPP, den Zwischenpro-
dukten der Terpenbiosynthese, liber die beiden bekannten Biosynthesewege zu rekonstruieren
(Abbildung 3 und Abbildung 4). Die hypothetischen Daten von IPP und DMAPP aus den
beiden Biosynthesen, Mevalonatweg (B) und Deoxyxylulosephosphatweg (C), sind in Tabelle
35 und Abbildung 64 zusammengefasst.

Der Mevalonatweg synthetisiert aus drei Acetyl-CoA Molekiilen (rekonstruiert aus den
Aminosduren Glutamat, Arginin, Prolin und Leucin, Tabelle 14) die Vorstufen IPP und
DMAPP (Abbildung 64, B). Bei der hypothetischen Rekonstruktion von IPP und DMAPP mit
dem retrobiosynthetisch abgeleiteten Acetyl-CoA entstehen [1,2-"°C,] und [3,5-"°C,]Iso-
topologe mit einer Konzentration von 2,2 mol%, sowie ein ["*C,]Isotopolog in Position C-4
mit einer Anreicherung von 2,7 %.

Beim Deoxyxylulosephosphatweg reagiert der ,aktivierte Acetaldehyd“ Hydroxyethyl-
thiamin-diphosphat (rekonstruiert aus den aromatischen Aminosduren, Tabelle 14) mit
Glycerinaldehyd-3-phosphat (rekonstruiert aus Histidin, Tabelle 14) zu IPP und DMAPP
(Abbildung 64, C). Es bilden sich, in Analogie zum Mevalonatweg, [1,2-"C,] und [3,5-"°C;]
Isotopologe, wobei die Konzentration des [1,2-">C,]Isotopologs (rot) mit 0,8 mol% deutlich

niedriger, ist als das [3,5-"°C]Isotopolog (blau) mit 2,3 mol%. Daneben entsteht in den
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IPP/DMAPP Molekiilen, iiber das [1,2,3-"C;]Isotopolog aus dem Glycerinaldehyd-3-
phosphat, ein [1,2,4-"°C;]Isotopolog (griin) mit einer Konzentration von 1,9 mol%. Die
[1,2-*C,] und [1,2,4-13C3]Isotopologe liegen in einem charakteristischen Verhiltnis von
1,0 : 2,4 vor. Die Position C-4 weist ein [°C,]Isotopolog mit einer Anreicherung von 1,0 %

auf.

Tabelle 35. Hypothetische Kopplungen (% *C'*C) und Héufigkeiten (% "*Caps) von IPP
und DMAPP, rekonstruiert iber den Mevalonat- und Deoxyxylulosephosphatweg,
mit den Daten der zentralen Stoffwechselmetabolite (Tabelle 14), aus dem
Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-">C¢]D-Glucose.

Vorhersagen Position koppelt mit ~ Haufigkeit = Kopplung
% 13C,, o, BCBC

Mevalonat IPP/DMAPP 1 (2) 3,9 56,1

2 (1) 3,8 57,6

3 (5) 3.9 56,1

4 3,8

5 3) 3,8 57,6

1-DOXP IPP/DMAPP 1 (2) 4,4 61,7

2 (1) 4,5 18,9

(1/4) 42,1

3 (5) 3,9 59,3

4 4,0 437

5 3) 4,0 57,7

Gemidll der Biosynthese baut sich Sitosterol aus vier IPP und zwei DMAPP Molekiilen
zusammen (Abbildung 51). Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von [PP
und DMAPP aus den experimentellen Daten von Sitosterol sind in Tabelle 36 und Abbildung
64 (A) zusammengefasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Sitosterol
weist ausschlieBlich [1,2-"*C,] und [3,5—13C2]Isotopologe, sowie [13C1]Isotopologe in hoheren
Konzentrationen in der Position C-4 auf (Tabelle 36 und Abbildung 64 A). Das Markierungs-
muster der IPP/DMAPP Molekiile weist auf den Mevalonatweg. Die Konzentration der
[1,2-°C,] und [3,5-"C;]Isotopologe liegt im IPP bei 2,3 mol% und im DMAPP bei
2,5 mol%.

Damit ist die Konzentration der [1,2-°C,] und [3,5-13C2]Isotopologe in den [PP/DMAPP
Molekiilen aus dem Sitosterol nur geringfiigig hoher, wie in den hypothetisch bestimmten
IPP/DMAPP Molekiilen iiber den Mevalonatweg mit 2,2 mol% (Tabelle 35 und Abbildung
64, B). Die Anreicherungen der ["*C;]Isotopologe in Position C-4 der IPP/DMAPP Molekiile
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aus Sitosterol (2,6 % und 3,1 %) sind mit den hypothetisch bestimmten Daten {iber den
Mevalonatweg (2,7 %) vergleichbar.
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Abbildung 64. Vergleich der Kopplungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus dem
Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis
1:24 mit D-Glucose. Die hypothetisch bestimmten Markierungsmuster der
IPP/DMAPP Molekiile liber den Mevalonatweg (B) und den Deoxyxylulose-
phosphatweg (C). Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von
IPP und DMAPP aus Sitosterol (A) und Phytol (D).

Tabelle 36. Aus Sitosterol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemittelte
Kopplungen (% "*C'"C) und Hiufigkeiten (% "“Cays) von IPP und DMAPP aus
dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% ZCas As® % °CPC As
Sitosterol IPP 1 (2) 4,0 0,1 {3} 60,2 0,3 {4}
2 (1) 3,9 0,3 {2} 59,8 {2}
3 (5) 3,7 {1} 59,7 {1}
4 3,7 0,2 {2}
5 3) 3,8 0,3 {2} 60,8 0,8 {2}
DMAPP 1 (2) 4,2 0,1 {2} 61,1 0,1 {2}
2 (1) 4,1 {1} 60,0 0,3 {2}
3 (5) 4,1 {1} 60,3 {1}
4 4,2 {1}
5 (3) n.d. n.d.

Phytol setzt sich, gemidll der Biosynthese, aus einem DMAPP und drei IPP Molekiilen
zusammen. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus
den experimentellen Daten von Phytol sind in Tabelle 37 und Abbildung 64 (D) zusammen-
gefasst.

Die IPP und DMAPP Molekiile aus Phytol weisen [1,2-°C,], [1,2,4-"*C5] und [3,5-"°C,]Iso-
topologe, sowie [°C;]Isotopologe in hiheren Konzentrationen in Position C-4 auf (Tabelle 37
und Abbildung 64, D). Das Markierungsmuster der [IPP/DMAPP Molekiile weist auf den
Deoxyxylulosephosphatweg. Die Konzentration des [3,5-"°Cs]Isotopologs liegt bei 2,1 mol%.
Sie stimmt gut mit der hypothetisch bestimmten Konzentration der [3,5-">C5]Isotopologe in
den IPP/DMAPP Molekiilen iliber den Deoxyxylulosephosphatweg mit 2,3 mol% iiberein
(Tabelle 35 und Abbildung 64, C).

2 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Tabelle 37. Aus Phytol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemittelte
Kopplungen (% "“C"C) und Hiufigkeiten (% "Caps) von IPP und DMAPP aus
dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% 13Cabs A826 % 13C13C ASs
Phytol IPP 1 (2) 4,1 0,4 {3} 54,0 1,3 {3}
2 (1) 3.8 0,3 {3y 31,7 0,6 {3}
(1/4) 223 1,9 {3}
3 (5) 4,4 0,5 {3y 51,6 1,1 {3}
4 4,1 0,2 {3}
5 3) 3.9 0,2 {3y 51,1 3,0 {3}
DMAPP 1 (2) 4,3 {1} 56,2 {1}
2 (1) 3,9 {1} 30,6 {1}
(1/4) 229 {1}
3 (5) 4,3 {1} 493 {1}
4 4,8 {1} {1}
5 3) 4,3 {1} 52,0 {1}

Die in den IPP und DMAPP Molekiilen bestimmten Verhiltnisse der [1,2-°C,] und
[1,2,4-"°Cs]Isotopologe entsprechen mit 4 : 1,0 (IPP) bzw. 1,1 : 1,0 (DMAPP) nicht dem
Verhiltnis aus dem Deoxyxylulosephosphatweg mit 1,0 : 2,4 (Tabelle 38). Die IPP/DMAPP
Molekiile aus Phytol enthalten einen hoheren Anteil an [1,2-"C,]Isotopologen. Wenn in
Catharanthus roseus, neben den Isoprenoidvorstufen aus dem Deoxyxylulosephosphatweg,
auch Vorstufen aus dem Mevalonatweg bei der Biosynthese von Phytol eingesetzt werden,
kann dies das andere Verhiltnis der [1,2-"°C,] und [1,2,4-">Cs]Isotopologe erkliren. Der, als
Crosstalk bezeichnete Austausch von Vorstufen der Terpenbiosynthese, zwischen den
Kompartimenten der Zelle, wurde bereits bei anderen Anzuchten in Zellkulturen von
Catharanthus roseus, in Sitosterol und Lutein, beobachtet (Tabelle 3; Arigoni et al, 1997;
Schubhr et al., 2003).

Das [1,2,4-"°Cs]Isotopolog stammt ausschlieBlich aus dem Deoxyxylulosephosphatweg. Uber
das bekannte Verhéltnis der [1,2—13C2] und [1,2,4—13C3]Isot0p010ge von 1,0 : 2.4, aus den
hypothetisch bestimmten Daten der IPP/DMAPP Molekiile, kann auf den Anteil an
[1,2-"*C;]Isotopologen im Phytol, die iiber dem Deoxyxylulosephosphatweg gebildet wurden,
geschlossen werden. Der Anteil der [1,2,4-">Cs]Isotopologe in den IPP/DMAPP Molekiilen
liegt bei den hypothetischen Daten des Deoxyxylulosephosphatwegs bei 70 %. Die Konzen-

%6 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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tration der [1,2-">C]Isotopologe, die iiber den Deoxyxylulosephosphatweg synthetisiert
wurden, entsprechen damit 30 % des Gesamtsignals (Tabelle 39). Dementsprechend wurden
nur 0,5 mol% (DMAPP) bzw. 0,4 mol% (IPP) der [1,2-">C,]Isotopologe in den IPP/DMAPP
Molekiilen aus Phytol liber den Deoxyxylulosephosphatweg synthetisiert (Tabelle 39). Die
Differenz von 0,7 mol% (DMAPP) bzw. 0,9 mol% (IPP) [1,2-"*C,]Isotopologe, aus den
IPP/DMAPP Molekiilen von Phytol, stammt nicht aus dem Deoxyxylulosephosphatweg, son-
dern aus dem Mevalonatweg (Tabelle 40). Die Konzentrationen der [1,2—13C2]Isotopologe, die
tiber den Mevalonatweg synthetisiert wurden, im Verhiltnis zum Gesamtsignal, spiegeln die
Hohe des Austausches (Crosstalk) zwischen den Kompartimenten (Plastiden und Cytosol)
wieder. Der Crosstalk im Phytol liegt bei 30 % im DMAPP bzw. bei 41 % im IPP (Tabelle
40). Auffallig hierbei ist, dass sich der Crosstalk zwischen den DMAPP und IPP Molekiilen
unterscheidet. Eine mogliche Erkliarung liegt, wie in der Literatur beschrieben, bei den disku-
tierten Metaboliten die am Crosstalk zwischen den Kompartimenten beteiligt sind (Schwarz,
1994; Schwarz und Arigoni, 1999). Wenn ausschliefSlich IPP und Farnesyldiphosphat (FPP)
am Crosstalk beteiligt sind, ergibt sich eine mogliche statistische Verteilung der Molekiile, die
aus dem Cytosol fiir die Biosynthese von Phytol in die Plastiden importiert werden. Der, im
Phytol aus dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit [U-"C¢]D-Glucose, beobachtete
Crosstalk kann durch den Import von FPP, das in der Biosynthese ausschlieBlich an DMAPP
gebunden wird, sowie den Import von IPP, das sich mit der gleichen Wahrscheinlichkeit {iber

das ganze Phytolmolekiil verteilt, erkldrt werden (Abbildung 65).

Tabelle 38. Konzentrationen (mol%) der [1,2-°C5] und [1,2,4—13C3]Is0t0p010ge, sowie
ihre Verhiltnisse, aus den IPP/DMAPP Molekiilen von Phytol aus dem Einbau-
versuch in Catharanthus roseus mit [U-">C¢]D-Glucose und aus den hypotheti-
schen Daten des Deoxyxylulosephosphatwegs (1-DOXP, Tabelle 35).

Isotopologe Verhiltnis
[1.2-°C]  [124-7Cy]
DMAPP 1,2 1,1 1,1:1,0
IPP 1,3 0,9 1,4:1,0
1-DOXP 0,8 1,9 1,0:24
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Tabelle 39. Bestimmung der Konzentrationen (mol%) der [1,2-"°C,]Isotopologe in den
IPP/DMAPP Molekiilen von Phytol aus dem Einbauversuch in Catharanthus
roseus mit [U-">C¢]D-Glucose, die iiber den Deoxyxylulosephosphatweg syntheti-
siert wurden.

Isotopologe
[1,2-°C,] [1,2,4-C5]
70 %
1-DOXP 0,8 1,9
DMAPP 0,5 1,1
IPP 0,4 0,9

Tabelle 40. Bestimmung der Konzentrationen (mol%) der [1,2-"°C,]Isotopologe in den
IPP/DMAPP Molekiilen von Phytol aus dem Einbauversuch in Catharanthus
roseus mit [U-">C¢]D-Glucose, die iiber den Mevalonatweg synthetisiert wurden,
sowie der Anteil dieser Konzentrationen am Gesamtsignal.

[1,2-"C,] Isotopologe Differenz Anteil am
im Phytol aus 1-DOXP*’ Gesamtsignal
DMAPP 1,2 0,5 0,7 30 %
IPP 1,3 0,4 0,9 41 %

Schwarz und Arigoni vertreten, anhand der Markierungsergebnisse bei Ginkgo biloba, die
Meinung, dass FPP nach dem Import mit IPP aus dem Deoxyxylulosephosphatweg weiterrea-
giert (Schwarz und Arigoni, 1999). Die vorliegenden Daten weisen auf eine Reaktion von
FPP mit DMAPP hin.

Das Markierungsmuster kann auch durch den ausschlieflichen Import von IPP/DMAPP
Molekiilen erkldrt werden. Voraussetzung wire das Gleichgewicht der Isomerisierung, das
auf der Seite des IPP Molekiils liegt.

Crosstalk wurde bereits in friiheren Einbauversuchen mit den Zellkulturen von Catharanthus
roseus beobachtet. Lutein aus dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit (R,S)
[2-'*C;]Mevalonolacton weist einen Crosstalk von 16 % auf (Schuhr ef al., 2003; Tabelle 3).
Der Crosstalk von Phytol aus dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit
[U-"*C4]D-Glucose, im Verhiltnis 1:24 mit unmarkierter D-Glucose, ist mit 30 % (DMAPP)
bzw. 41 % (IPP) deutlich hoher.

Moglicherweise kann der unterschiedlich hohe Einbau auf die Verstoffwechslung der beiden

Ausgangsmetabolite zurlickgefiihrt werden. D-Glucose hat, im Gegensatz zu Mevalonolacton,

%7 siehe Tabelle 39
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einen direkten Zugang zu allen Stoffwechselprozessen. Der direkte Zugang zum Stoffwechsel
kann eine stirkere Verteilung bewirken. Die Wahrscheinlichkeit, dass markierte [IPP/DMAPP
Molekiile entstehen nimmt zu. Somit kann auch der damit verbundene Crosstalk steigen. Der
Crosstalk kann jedoch auch vom Syntheseort (z.B. Blatt) und von den isolierten Terpenen
abhédngig sein. Es ist moglich, dass verschiedene Terpene einen unterschiedlich hohen

Crosstalk innerhalb eines Einbauversuchs aufweisen.

Plastid

30 % 40 % 40 % 40 % aus dem Mevalonatweg

70 % 60 % 60 % 60 % aus dem Deoxyxylulosephosphatweg

Abbildung 65. Hypothetischer Einbau der Terpenbiosynthesevorldufer IPP und

Farnesyldiphosphat (FPP), die fiir die Phytolbiosynthese aus dem Cytosol in die

Plastiden importiert wurden. Hypothese zur Bestitigung des beobachteten

Crosstalks im Phytol (40) aus dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit
[U-"*C6]D-Glucose, im Verhltnis 1:24 mit unmarkierter D-Glucose.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann nicht gekldrt werden, ob der hohe Crosstalk bei

Phytol eine Besonderheit der Pflanze Catharanthus roseus ist, oder ob es sich um eine

Besonderheit der Phytolbiosynthese handelt. Weitere Einbauversuch mit D-Glucose und

Mevalonolacton in Catharanthus roseus konnen helfen die offenen Fragen zu klédren. In den

jeweiligen Einbauversuchen miissten dafiir mehrere Terpene isoliert werden, die iiber den

Deoxyxylulosephosphatweg synthetisiert werden.

Im Sitosterol konnte kein Crosstalk beobachtet werden (< 5 %). Das Ergebnis stimmt gut mit
den beobachteten 0,4 % Einbau von [1-">C;]1-Deoxy-D-xylulose in Sitosterol von Catha-

ranthus roseus iiberein (Arigoni et al., 1997, Tabelle 4).
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3.4.4 Einbauexperimente in Nicotiana tabacum (Wildtyp und Mutanten)

Der Einbau von markiertem CO, iiber die Photosynthese in einer ganzen, wachsenden Pflanze
entspricht den natiirlichen Mechanismen. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses
Fiitterungskonzept an ganzen Pflanzen von Nicotiana tabacum angewand. Die erwachsenen
Pflanzen wurden mit einem definierten Volumen an *CO, begast, nach 10 Tagen geerntet
und fiir die Isolierung einzelner Inhaltstoffe genutzt.

Die Literatur beschreibt Einbauversuche in Bright Yellow-2 Zellkulturen (Hemmerlin et al.,
2003) und in ganzen Pflanzen von Nicotiana tabacum und Nicotiana glauca mit der Docht-
Methode (Leete, 1977). Der Eintrag von isotopmarkierten Verbindungen in Zellkom-
partimente einer ganzen, wachsenden Pflanze sollte prinzipiell iiber die Wurzeln moglich
sein. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Fiitterungskonzept an ganzen Pflanzen von
Nicotiana tabacum var. havanna piperita mit einer Mischung aus markierter D-Glucose und
Saccharose getestet. Die Zucker wurden dem festen Agar, in welchem die Pflanzen steril
wuchsen, zugesetzt. Nach einer Wachstumsperiode von 3 - 4 Wochen wurden die Pflanzen
geerntet und fiir die Isolierung einzelner Inhaltstoffe genutzt.

Der Wildtyp wurde in getrennten Anzuchten mit [U-""C¢]D-Glucose, mit [1-">C,]D-Glucose
und mit CO, angezogen. Daneben wurden Anzuchten mit einer RPO Mutante und zwei

NDH Mutanten (NDH 53-25, NDH 54-31V) mit [U-""C¢]D-Glucose durchgefiihrt.

3.4.4.1 Einbauexperiment mit [U-"C4|D-Glucose in Nicotiana tabacum (Wildtyp)
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Markierungsmuster der Terpene und des Alkaloids
Nicotin in Nicotiana tabacum, aus dem Einbauversuch mit [U-]3 Cs]D-Glucose, im Verhaltnis

1:49 mit unmarkierter Saccharose, untersucht.

Aus dem methanolischen Extrakt der frischen Pflanzenproben (ohne Wurzeln, 100 g) wurde
Nicotin isoliert und NMR spektroskopisch vermessen. Aus dem, mit methanolischer KOH
verseiften, Lipid-Extrakt wurden die Terpene B-Carotin, Lutein, Phytol, Geranylgeraniol und
Sitosterol isoliert und iiber HPLC identifiziert. Die Menge an (-Carotin und Lutein erwies
sich fiir eine NMR spektroskopische Messung fiir zu gering. Bei den NMR spektroskopischen
Messungen konnte neben Sitosterol, Phytol und Geranylgeraniol noch Stigmasterol und

cis-Abienol identifiziert werden.
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3.4.4.1.1 Retrobiosynthese der Terpene

Mit den NMR spektroskopischen Daten der Aminoséduren (S.110), aus dem Einbauversuch in
Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose,
wurden die Markierungsmuster der zentralen Stoffwechselmetabolite bestimmt (Acetyl-CoA,
a-Ketogluterat, Oxalacetat, 3-Phosphoenolpyruvat, u.a.; Tabelle 20 und Abbildung 36). Unter
Verwendung der Zentralmetabolite ist es moglich die hypothetischen Markierungsmuster von
IPP und DMAPP, den Zwischenprodukten der Terpenbiosynthese, iiber die beiden bekannten
Biosynthesewege zu rekonstruieren (Abbildung 3 und Abbildung 4).

Da im vorliegenden Organismus verschiedene Markierungshdhen in den von Cytosol und
Plastiden beeinflussten Pools der zentralen Stoffwechselmetabolite existieren, wird bei der
Retrobiosynthese von IPP und DMAPP der jeweilig typische Ort der Terpenbiosynthesen
beachtet, d.h. Mevalonatweg im Cytosol und Deoxyxylulosephosphatweg in den Plastiden.
Die Retrobiosynthese erfolgt beim Mevalonatweg mit den Daten von Acetyl-CoA (Pool II,
rekonstruiert aus Arginin) und beim Deoxyxylulosephosphatweg mit den Daten von
3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus den aromatischen Aminoséduren, Tabelle 20). Die
hypothetischen Daten von IPP und DMAPP aus den beiden Biosynthesen, Mevalonatweg (C)
und Deoxyxylulosephosphatweg (D), sind in Tabelle 41 und Abbildung 66 zusammengefasst.

Tabelle 41. Hypothetische Kopplungen (% “C'"*C) und Haufigkeiten (% *Caps) von IPP
und DMAPP, rekonstruiert iiber den Mevalonat- und Deoxyxylulosephosphatweg,
mit den Daten der zentralen Stoffwechselmetabolite (Tabelle 20) aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C4¢]D-Glucose.

Vorhersagen Position koppelt mit  Haufigkeit = Kopplung
% 13C,, o 130130
Mevalonat IPP/DMAPP 1 (2) 3,4 27,1
2 (1) 3,6 27,8
3 (5) 34 27,1
4 3,6
5 3) 3,6 27,8
1-DOXP IPP/DMAPP 1 (2) 3,3 18,4
2 (1) 3,5 7,0
(1/4) 11,7
3 (5) 3,5 18,7
4 4,0
5 3 3,3 18,4
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Abbildung 66. Vergleich der Kopplungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-">C¢]D-Glucose, im Verhltnis 1:49
mit unmarkierter Saccharose. Die hypothetisch bestimmten Markierungsmuster
der IPP/DMAPP Molekiile iiber den Mevalonatweg (C) und den Deoxyxylulose-
phosphatweg (D). Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von
IPP und DMAPP aus Sitosterol (A), Stigmasterol (B), Phytol (E, 3.IPP, 1. IPP
und DMAPP) und cis-Abienol (F, 1./2. IPP, 3.IPP und DMAPP).

189



Sekundirstoffwechsel — Nicotiana tabacum (Wildtyp, [U-"C¢]D-Glucose)

Der Mevalonatweg synthetisiert aus drei Acetyl-CoA Molekiilen (Pool II, rekonstruiert aus
Arginin, Tabelle 20) die Vorstufen IPP und DMAPP (Abbildung 66, C). Bei der hypotheti-
schen Rekonstruktion von IPP und DMAPP mit dem retrobiosynthetisch abgeleiteten Acetyl-
CoA entstehen [1,2-"°C,] und [3,5-"°C,]Isotopologe mit einer Konzentration von 0,96 mol%,
sowie [*C,]Isotopologe in den Positionen C-1, C-2, C-3 und C-5 mit einer Anreicherung von
jeweils 1,4 %. Die Position C-4 weist ein [°C,]Isotopolog mit einer Anreicherung von 2,5 %

auf.

Beim Deoxyxylulosephosphatweg reagiert der ,aktivierte Acetaldehyd* Hydroxyethyl-
thiamin-diphosphat mit Glycerinaldehyd-3-phosphat zu IPP und DMAPP (Abbildung 66, D).
Die Markierungsmuster von Hydroxyethylthiamin-diphosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat wurden aus den Seitenketten der aromatischen Aminosduren rekonstruiert (Tabelle
20). Es bilden sich, in Analogie zum Mevalonatweg, [1,2-"°C,] und [3,5-"*C,]Isotopologe,
wobei die Konzentration des [1,2—13C2]Isotopologs (rot) mit 0,24 mol% niedriger ist als das
[3,5- C;]Isotopolog (blau) mit 0,65 mol%. Daneben entsteht {iber das [1,2,3-7 Cs]Isotopolog
aus dem Glycerinaldehyd-3-phosphat ein [1,2,4-"°Cs]Isotopolog (griin) in den IPP/DMAPP
Molekiilen mit einer Konzentration von 0,41 mol%. Die [1,2-"C,] und [1,2,4-"C;]Iso-
topologe liegen in einem charakteristischen Verhéltnis von 1,0 : 1,7 vor. Die Position C-4
weist ein [*C;]Isotopolog mit einer Anreicherung von 2,4 % auf. Die restlichen Positionen

der IPP/DMAPP Molekiile zeigen [°C,JIsotopologe mit einer Anreicherung von je 1,7 %.

3.4.4.1.2 Sitosterol und Stigmasterol

Messergebnisse

Die Sterolfraktion setzt sich, nach der HPLC-Reinigung, aus zwei Sterolen zusammen. Im
NMR Spektrum iiberlagern sich die Signale der Ringsysteme. Uber die charakteristischen
Verschiebungen der Seitenkettenatome (C-22 und C-23) konnten Sitosterol und Stigmasterol
identifiziert werden. Die beiden Sterole liegen in einem Verhiltnis von 1 : 2 (Sitosterol :

Stigmasterol) in der Probe vor.

Das Markierungsmuster von Sitosterol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U-"*C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose, ist in Tabelle 42 und
Abbildung 67 (A) zusammengefasst. Das Markierungsmuster von Stigmasterol ist in Tabelle

43 und Abbildung 67 (B) zusammengefasst.

190



Sekundirstoffwechsel — Nicotiana tabacum (Wildtyp, [U-"C¢]D-Glucose)

Im NMR Spektrum der Sterole sind ausschlieBlich [*C,]Isotopologe sichtbar. In Abhingig-
keit von der Empfindlichkeit, sind im Spektrum keine Fernkopplungen > 0,1 % zu beobach-

ten.

Abbildung 67. Kopplungsmuster von Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C4]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49
mit unmarkierter Saccharose. Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus der
[U-13 Cs]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die
Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50).
Die kursiven Zahlen geben die Anreicherung der [13C1]Isot0p010ge nach
Gleichung C an (S. 47).

Die Konzentration der [°C,]Isotopologe aus den iiberlagerten Signalen des Ringsystems der
beiden Sterole liegt bei 0,5 mol% (Abbildung 68, oben). In den Seitenketten liegt die
Konzentration der [°C,]Isotopologe im Sitosterol bei 0,4 mol% (Tabelle 42 und Abbildung
68, A, unten) und im Stigmasterol bei 0,5 mol% im IPP und bei 0,6 mol% im DMAPP
(Tabelle 43 und Abbildung 68, B, unten). Die Anreicherung der ["°C,]Isotopologe im Ring-
system der beiden Sterole liegt bei 2%. Die, im NMR Spektrum nicht tiberlagerten, Positionen
C-28 und C-29 haben im Sitosterol mit 1,3 % und 0,8 % eine geringere Anreicherung der

[°C,]Isotopologe, wie in Stigmasterol mit 1,9 % und 3,4 %. Die hohere Anreicherung der

['*C,]Isotopologe der Positionen C-28 und C-29 im Stigmasterol spiegelt sich auch in den
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nicht iiberlagerten Signalen der Seitenkette wieder (Positionen C-15, C-16, C-18, sowie C-20
bis C-27). Es kann davon ausgegangen werden, dass Sitosterol eine Anreicherung von 2 %
und Stigmasterol von 3 % hat (Abbildung 67, A und B). Die iiberlagerten Signale liefern ein
Gemisch der beiden Anreicherungen, in Abhingigkeit des Konzentrationsverhédltnisses der

beiden Sterole (Sitosterol : Stigmasterol 1 : 2).

Tabelle 42. Kopplungen (% Beb C) und Haufigkeiten (% 13 Cabs) von Sitosterol aus den
Einbauversuchen in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose oder mit
[1-"*C,]D-Glucose.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante28 [1-C,]D-Glucose  [U-"C¢]D-Glucose
8 [ppm] Jec [Hz] % " Cabs % “Cas % CPC

1 37,2 3,8 3,4
2 31,7 36,3 (3) 3,7 3,7 12,6
3 71,8 36,5 (2) 3,3 3,5 14,3
4 423 n.d. n.d.
5 140,7 71,8 (6) 4,2 3,7 13,1
6 121,7 71,8 (5) 3,4 3,5 14,2
7 31,9 n.d. n.d.
8 31,9 n.d. n.d.
9 50,2 35,4 (11) 3,7 3.4 13,9
10 36,5 n.d. (19) 2,9 n.d. n.d.
11 21,1 n.d. (9) n.d. n.d. n.d.
12 39,8 n.d. (13) n.d. n.d. n.d.
13 42,2 n.d. (12) n.d. n.d. n.d.
14 56,8 3,4 n.d.
15 24,4 3,9 3,0
16 28,2 n.d. (17) 3,5 n.d. n.d.
17 56,0 n.d. (16) n.d. n.d. n.d.
18 11,9 4,7 2,6
19 19,4 35,2 (10) 4,5 3,7 13,2
20 36,1 n.d. (21) 3,6 n.d. n.d.
21 19,0 n.d. (20) n.d. n.d. n.d.
22 33,9 3,7 3,0
23 26,1 35,5 (24) n.d. n.d. 14,1
24 45,8 35,3 (23) 4,1 2,7 13,3
25 29,2 n.d. (27) n.d. n.d. n.d.

26 (pro-S) 19,8 4,0 2,7

27 (pro-R) n.d. n.d. (25) n.d. n.d. n.d.
28 23,1 n.d. 2,4
29 12,0 4,6 1,9

* Kopplungspartner in Klammern
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Tabelle 43. Kopplungen (% *C"C) und Haufigkeiten (% Cap) von Stigmasterol aus
den Einbauversuchen in Nicotiana tabacum mit [U-"Cs]D-Glucose oder mit
[1-"*C,]D-Glucose.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante29 [1-C,]D-Glucose  [U-"C¢]D-Glucose
S [ppm] JCC [HZ] % 13Cabs % 13Cabs % 13C13C

1 37,2 3,8 3,4
2 31,7 36,3 (3) 3,7 3,7 12,6
3 71,8 36,5 (2) 3,3 3,5 14,3
4 42,3 n.d. n.d.
5 140,7 71,8 (6) 4,2 3,7 13,1
6 121,7 71,8 (5) 34 3,5 14,2
7 31,9 n.d. n.d.
8 31,9 n.d. n.d.
9 50,2 35,4 (11) 3,7 3,4 13,9
10 36,5 n.d. (19) 2,9 n.d. n.d.
11 21,1 n.d. (9) n.d. n.d. n.d.
12 39,8 n.d. (13) n.d. n.d. n.d.
13 42,2 n.d. (12) n.d. n.d. n.d.
14 56,9 3,4 n.d.
15 243 3,9 4,1
16 28,9 33,9 (17) n.d. 3,7 14,7
17 56,0 n.d. (16) n.d. n.d. n.d.
18 12,0 3.8 3,9
19 19,4 35,2 (10) 4,5 3,7 13,2
20 40,5 34,4 (21) 2,4 4,1 12,9
21 n.d. n.d. (20) n.d. n.d. n.d.
22 138,3 3,8 4,1
23 129,3 43,6 (24) 3,0 4,2 13,3
24 51,2 43,5 (23) 3,0 n.d. 15,2
25 31,9 n.d. (27) n.d. n.d. n.d.

26 (pro-S) 18,8 n.d. 2,9

27 (pro-R) 21,2 32,5 (25) 4,7 3,9 14,4
28 25,4 4,3 3,0
29 12,2 4,2 4,5

¥ Kopplungspartner in Klammern
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Retrobiosynthese

Gemdl der Biosynthese bauen sich Sterole aus vier IPP und zwei DMAPP Molekiilen
zusammen (Abbildung 51). Wie bereits ausgefiihrt, konnen nur die Daten der Seitenkette fiir
die Bestimmung der Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile von Sitosterol bzw.
Stigmasterol herangezogen werden (Abbildung 68). Die sich iiberlagernden Signale der
beiden Sterole werden bei den weiteren Auswertungen nicht herangezogen.

Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus den
experimentellen Daten von Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) sind in Tabelle 44 und

Abbildung 66 zusammengefasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Sitosterol
(A) und Stigmasterol (B) weist ausschlieBlich [1,2-">C,] und [3,5-"°C;]Isotopologe, sowie
[°C,]Isotopologe in hoheren Konzentrationen auf (Tabelle 44 und Abbildung 66). Das
Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiille weist auf den Mevalonatweg. Die
Konzentration der [1,2-°C,] und [3,5-"°C,]Isotopologe liegt im IPP von Sitosterol bei
0,4 mol%, sowie im IPP von Stigmasterol bei 0,5 mol% und im DMAPP bei 0,6 mol%.

Damit ist die Konzentration der [1,2-°C,] und [3,5-13C2]Isotopologe in den IPP/DMAPP
Molekiilen des Stigmasterols nur etwas halb so hoch, im Vergleich zu den hypothetischen
Daten iiber den Mevalonatweg mit 1,0 % (Tabelle 41 und Abbildung 66, C). Der Konzentra-
tionsanteil in dem IPP Molekiil von Sitosterol ist noch niedriger. Im Gegensatz dazu ist die
Anreicherung der ["C,]Isotopologe mit 2 % in Sitosterol und mit 3 % in Stigmasterol
deutlich hoher, als die 1,4 % bzw. 2,5 % der hypothetisch bestimmten [IPP/DMAPP Molekiile

aus dem Mevalonatweg.

Die hohere Konzentration der ["*C;]Isotopologe in den Sterolen wird durch den Einbau von
[13C1]Markierungen verursacht. Je stirker die Verstoffwechslung der [U-"*C4]D-Glucose
voranschreitet, desto mehr [°C,]Bruchstiicke entstehen. Wenn es bei den Biosynthesen der
Aminosdure und der Sterole einen zeitlichen Unterschied gibt, erkldrt sich die erhdhte
Konzentration an [°C,]Isotopologen durch die spitere Bildung der Sterole. Eine weitere
Quelle fiir ['*C,]Markierungen ist das >CO,. Bei den Biosynthesen, zum Beispiel zu Beginn
des Pentosephosphatwegs, wird 'CO, abgespalten. Das '*CO, diffundiert durch die

Zellwinde und kann anschlieBend iiber die Photosynthese refixiert werden.
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Abbildung 68. Das Markierungsmuster der IPP (griin) und DMAPP (rot) Molekiile von
Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum
mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose, getrennt
nach iiberlagerten Signalen aus dem Ringsystem (oben) und Signalen aus der
Seitenkette (unten).

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Sitosterol
(A) und Stigmasterol (B) weist ausschlielich [1,2-"C,] und [3,5—13C2]Isotopologe, sowie
[13C1]Isotopologe in hoheren Konzentrationen auf (Tabelle 44 und Abbildung 66). Das
Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiille weist auf den Mevalonatweg. Die
Konzentration der [1,2-"°C,] und [3,5-13C2]Isotopologe liegt im IPP von Sitosterol bei
0,4 mol%, sowie im IPP von Stigmasterol bei 0,5 mol% und im DMAPP bei 0,6 mol%.

Damit ist die Konzentration der [1,2-"°C,] und [3,5—13C2]Isotopologe in den IPP/DMAPP
Molekiilen des Stigmasterols nur etwas halb so hoch, im Vergleich zu den hypothetischen

Daten iiber den Mevalonatweg mit 1,0 % (Tabelle 41 und Abbildung 66, C). Der Konzentra-

tionsanteil in dem IPP Molekiil von Sitosterol ist noch niedriger. Im Gegensatz dazu ist die
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Anreicherung der ["C,]Isotopologe mit 2 % in Sitosterol und mit 3 % in Stigmasterol
deutlich hoher, als die 1,4 % bzw. 2,5 % der hypothetisch bestimmten [PP/DMAPP Molekiile

aus dem Mevalonatweg.

Tabelle 44. Aus Sitosterol und Stigmasterol retrobiosynthetisch abgeleitete und stati-
stisch gemittelte Kopplungen (% *C"*C) und Haufigkeiten (% "*Caps) von IPP und
DMAPP aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position koppelt mit Hiufigkeit Kopplung
% 13Cabs A830 % 13C13C As

Sitosterol DMAPP 1 (2) n.d. 14,1 {1}
(Seitenkette) 2 (1) 2,7 {1} 13,3 {1}

3 (5) n.d. n.d.

4 2,7 {1}

5 3) n.d. n.d.
Stigmasterol IPP 1 2) 3,7 {1}y 14,7 {1}
(Seitenkette) 2 (1) n.d. n.d.

3 (5) 4,1 {1} n.d.

4 4,1 {1}

5 3) n.d. 12,9 {1}

DMAPP 1 (2) 4,2 {1} 13,3 {1}

2 (1) n.d. 15,2 {1}

3 (%) n.d. n.d.

4 2,9 {1}

5 3) 3,9 {1} 144 {1}
Ringsystem IPP 1 2) 3,5 {1} 14,2 {1}

2 (1) 3,6 0,2 {2} 13,5 04 {2}

3 (%) n.d. n.d.

4 34 {1}

5 3) 3,7 {1} 13,2 {1}

DMAPP 1 (2) 3,7 0,1 {1} 12,6 0,8 {1}

2 (1) 3,5 0,1 {1} 143 0,5 {1}

3 (%) n.d. n.d.

4 n.d.

5 (3) n.d. n.d.

30 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Die hohere Konzentration der [°C;]Isotopologe in den Sterolen wird durch den Einbau von
[13C1]Markierungen verursacht. Je stirker die Verstoffwechslung der [U-"*C6]D-Glucose
voranschreitet, desto mehr [°C;]Bruchstiicke entstehen. Wenn es bei den Biosynthesen der
Aminosdure und der Sterole einen zeitlichen Unterschied gibt, erklirt sich die erhohte
Konzentration an [“C;]Isotopologen durch die spitere Bildung der Sterole. Eine weitere
Quelle fiir ['*C ]Markierungen ist das >CO,. Bei den Biosynthesen, zum Beispiel zu Beginn
des Pentosephosphatwegs, wird “CO, abgespalten. Das '*CO, diffundiert durch die

Zellwénde und kann anschlieBend iiber die Photosynthese refixiert werden.

3.4.4.1.3 Phytol
Messergebnisse
Das Markierungsmuster von Phytol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U-"*C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose, ist in Tabelle 46 und

Abbildung 69 zusammengefasst.
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Abbildung 69. Kopplungsmuster von Phytol aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [U-""C]D-Glucose, im Verhltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.
Die farbigen Balken kennzeichnen Fragmente aus der [U-">C4]D-Glucose, die
unter Erhalt der Konnektivitit inkorporiert wurden. Die Zahlen geben die jewei-
lige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen
geben die absolute Anreicherung der [°C,]Isotopologe nach Gleichung C an
(S. 47).
Im NMR Spektrum von Phytol sind neben ["°Cs]Isotopologen Fernkopplungen an den

Positionen C-1, C-13 und C-9 sichtbar (Abbildung 70).

Gemidll der Biosynthese baut sich Phytol aus drei IPP und einem DMAPP Molekiil
zusammen. Im nachfolgenden Text werden die IPP Molekiile, zum besseren Verstindnis,
entsprechend der Biosynthese von Phytol, nach der Reihenfolge, wie sie in Phytol eingefiihrt
werden, von 1 bis 3 durchnummeriert (d.h. Position C-1 liegt im 3. IPP; Abbildung 71, A).

Die IPP/DMAPP Molekiile im Phytol weisen [3,5-"°C]Isotopologe mit einer Konzentration

von 0,2 mol%, sowie [1,2—13C2] und [1,2,4—13C3]Isotopologe deren Konzentrationen und
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Verhiltnisse sich unterscheiden. Die Anreicherung der [C;]Isotopologe liegt bei 1 %
(Abbildung 69).

Beim Runden der Konzentrationen der [1,2-"°C,] und [1,2,4-"°C3]Isotopologe auf zwei Stellen
hinter dem Komma, wird deutlich, dass die Verhéltnisse der Isotopologe in den IPP/DMAPP
Molekiilen nicht vergleichbar sind (Tabelle 45 und Abbildung 71, A). Das Verhéltnis der
[1,2—13C2] und [1,2,4—13C3]Is0t0p010ge liegt im DMAPP bei 1,2 : 1,0. Von den IPP Molekiilen
konnen nur die Verhiltnisse des 1. und 3. IPP Molekiils bestimmt werden. Im 1. IPP liegt das
Verhiltnis bei 1,6 : 1,0 und im 3. IPP bei 1,1 : 1,0. Alle drei IPP/DMAPP Molekiile weisen
einen héheren Anteil an [1,2-"°Cs]Isotopologen auf. Die Verhiltnisse von DMAPP und dem
3. IPP sind vergleichbar. Auffillig ist der hohe Anteil von [1,2-">C]Isotopologen im 1. IPP.
Der Satellit des [1,2—13C2]Isotopologs im 1. IPP (C-9) ist im Verhiltnis zu den Satelliten des
[1,2,4-"°C;s]Isotopologs deutlich hoher, als im 3. IPP (C-1) und im DMAPP (C-13; Abbildung
70).

ﬂ\jﬂ Q

59.5 59.3 25.1 24.9 24.7 24.5 ppm

Abbildung 70. NMR Signale der Positionen C-1 (3. IPP), C-9 (1. IPP) und C-13
(DMAPP) von Phytol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U-"*C6]D-Glucose, im Verhltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose. Die Sterne
markieren die Signale der Position C-17 im cis-Abienol.
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Tabelle 45. Konzentrationen (mol%) der [1,2-"°C5] und [1,2,4-°C;]Isotopologe, sowie
thre Verhéltnisse, aus den IPP/DMAPP Molekiilen von Phytol aus dem Einbau-
versuch in Nicotiana tabacum mit [U-"Cs]D-Glucose und aus den hypothetischen
Daten des Deoxyxylulosephosphatwegs (1-DOXP, Tabelle 41).

Isotopologe Verhiltnis
[1,2-C5] [1,2,4-C5]
DMAPP 0,12 0,10 1,2: 1,0
1. IPP 0,14 0,09 1,6:1,0
3.1PP 0,11 0,10 1,1.1,0
1-DOXP 0,24 0,41 1,0: 1,7

Tabelle 46. Kopplungen (% C"C) und Hiufigkeiten (% "*Cabs) von Phytol aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-">C4¢]D-Glucose.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante®®  Hiufigkeit Kopplungen
8 [ppm] Jee [Hz] % PCaps % "CPC
1 59,4 47,4 (2) 2,3 5,0
2,3 (2/4) 4,5
2 122,9 47,7 (1, 1/4) 2,1 9,3
3 140,3 41,6 (20) n.d. 11,3
4 39,8 2,1
5 25,1 n.d. (6) n.d. n.d.
6 36,6 34,9 (5) 2,3 9,8
7 32,6 35,3 (19) 2,3 10,1
8 37,3 2,0
9 24,4 33,9 (10) 1,9 6,7
1,5 (10/12) 4,0
10 37,4 33,6 (9) 2,1 11,6
11 32,7 35,3 (18) 2,3 11,1
12 37,2 1,8
13 24,8 34,6 (14) 2,1 6,2
1,4 (14/16) 4,6
14 39,3 34,8 (13) 2,0 10,0
15 27,9 35,1 (17) 1,8 11,8
16 22,6 1,8
17 22,7 35,2 (15) 2,0 8,5
18 19,7 35,3 (11) 2,2 9,9
19 19,7 35,3(7) 2,0 9,6
20 16,1 41,8 (3) 1,9 10,1

3! Kopplungspartner in Klammern
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Retrobiosynthese

Phytol setzt sich, wie in Abbildung 71 (A) dargestellt aus einem DMAPP (rot) und drei [PP
(griin) Molekiilen zusammen. Da sich die Verhiltnisse der [1,2-"°C,] und [1,2,4-1*C;]Iso-
topologe in dem 1. und 3. IPP Molekiil deutlich unterscheiden, werden die Daten der IPP
Molekiile getrennt ausgewertet. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von
IPP und DMAPP aus den experimentellen Daten von Phytol sind in Tabelle 47 und
Abbildung 66 (E) zusammengefasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Phytol weist
[1,2-°C,], [1,2,4-"C3] und [3,5—13C2]Isotopologe, sowie [13C1]Isotopologe mit hoheren
Konzentrationen auf (Abbildung 66, E; Abbildung 71, A). Das Markierungsmuster der
IPP/DMAPP Molekiile weist auf den Deoxyxylulosephosphatweg. Die Konzentration des
[1,2,4-C;]Isotopologs liegt bei 0,1 mol%, und entspricht damit nur einem Viertel der
Markierungshohe der hypothetisch bestimmten IPP/DMAPP Molekiile iiber den Deoxy-
xylulosephosphatweg (0,4 mol%, Tabelle 41 und Abbildung 66, D). Die Anreicherung der
[°C,]Isotopologe ist im Phytol mit 1 % ca. halb so hoch, wie in den hypothetisch bestimmten
Daten mit 1,7 % bzw. 2.4 %.

Die héhere Konzentration der [°C,]Isotopologe im Phytol wird durch den Einbau von
[13C1]Markierungen verursacht. Je stirker die Verstoffwechslung der [U-"*C4]D-Glucose
voranschreitet, desto mehr [°C,]Bruchstiicke entstehen. Wenn es bei den Biosynthesen der
Aminosdure und des Phytols einen zeitlichen Unterschied gibt, erkldrt sich die erhdhte
Konzentration an [*C;]Isotopologen durch die spitere Bildung des Phytols.

Eine weitere Quelle fiir [13C1]Markierungen ist das CO,. Bei den Biosynthesen, zum
Beispiel zu Beginn des Pentosephosphatwegs, wird ?CO, abgespalten. Das *CO, diffundiert

durch die Zellwinde und kann anschlieBend iiber die Photosynthese refixiert werden.

Abbildung 71. Das Markierungsmuster der IPP (griin) und DMAPP (rot) Molekiile von
Phytol (A) und cis-Abienol (B) aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U-*C6]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose, sowie die
Vorhersage fiir das IPP/DMAPP Molekiil (blau) aus den zentralen Stoffwechsel-
metaboliten iiber den Deoxyxylulosephosphatweg (1-DOXP).
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Tabelle 47. Aus Phytol retrobiosynthetisch abgeleitete Kopplungen (% *C'*C) und
Haufigkeiten (% 13Cabs) von IPP und DMAPP aus dem Einbauversuch in
Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position koppelt mit  Haufigkeit = Kopplung
% Cpe o, 130130
Phytol 1. IPP 1 (2) 1,9 6,7
(2/4) 4,0
2 (1) 2,1 11,6
3 (5) 2,3 11,1
4 1,8
5 3) 2,0 9,9
2. IPP 1 (2,2/4) n.d. n.d.
2 (1) 2,3 9,8
3 (5) 2,3 10,1
4 2,0
5 3) 2,2 9,6
3. 1IPP 1 (2) 2,3 5,0
(2/4) 4,5
2 (1) 2,1 9,3
3 (5) n.d. 11,3
4 2,1
5 3) 1,9 10,1
DMAPP 1 (2) 2,1 6,2
(2/4) 4,6
2 (1) 2,0 10,0
3 (5) 1,8 11,8
4 1,8
5 3) 2,0 8,5

Tabelle 48. Bestimmung der Konzentrationen (mol%) der [1,2-">C;]Isotopologe in den
IPP/DMAPP Molekiilen von Phytol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum
mit [U-"C¢]D-Glucose, die iiber den Deoxyxylulosephosphatweg synthetisiert

wurden.
Isotopologe
[12-"C;]  [1,24-Cy]
63 %
1-DOXP 0,23 0,41
DMAPP 0,06 0,10
1. IPP 0,05 0,09
3.1PP 0,06 0,10
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Tabelle 49. Bestimmung der Konzentrationen (mol%) der [1,2-13C2]Isot0pologe in den
IPP/DMAPP Molekiilen von Phytol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum
mit [U-"C¢]D-Glucose, die iiber den Mevalonatweg synthetisiert wurden, sowie
der Anteil dieser Konzentrationen am Gesamtsignal.

[1,2-"C,] Isotopologe Differenz Anteil am
aus Phytol  aus 1-DOXP* Gesamtsignal
DMAPP 0,12 0,06 0,06 27 %
1. IPP 0,14 0,05 0,09 39 %
3. 1PP 0,11 0,06 0,05 24 %

Das Verhiltnis der [1,2-"°C,] und [1,2,4-13C3]Isotopologe unterscheidet sich innerhalb der
IPP/DMAPP Molekiile mit 1,2 : 1,0 (DMAPP), 1,2 : 1,0 (3. IPP) bzw. 1,6 : 1,0 (1. IPP,
Tabelle 45). Im Vergleich zum Verhiltnis von 1,0 : 1,7, aus den hypothetischen Daten des
Deoxyxylulosephosphatwegs, ist der Anteil an [1,2-">C,]Isotopolog im Phytol héher. Wenn
im Nicotiana tabacum, bei der Biosynthese vom Phytol, neben den IPP/DMAPP Molekiilen
aus dem Deoxyxylulosephosphatweg, auch Vorstufen der Terpenbiosynthese aus dem
Mevalonatweg beteiligt sind, lassen sich die experimentell bestimmten Verhiltnisse der
[1,2-"°C,] und [1,2,4-"°C;]Isotopologe erkliren. Der als Crosstalk bezeichnete Austausch von
Vorstufen der Terpenbiosynthese zwischen den Kompartimenten der Zelle wurde bereits in
anderen Organismen nachgewiesen (Tabelle 3 und Tabelle 4).

Da das [1,2,4-"°Cs]Isotopolog ausschlieBlich iiber den Deoxyxylulosephosphatweg gebildet
wird, kann iiber das bekannte Verhiltnis der [1,2-"°C,] und [1,2,4-13C3]Isot0pologe die
Konzentration an [1,2-"°C,]Isotopolog, das iiber den Mevalonatweg gebildet wurde, bestimmt
werden. Der Anteil der [1,2,4-"°Cs]Isotopologe in den IPP/DMAPP Molekiilen liegt bei den
hypothetischen Daten des Deoxyxylulosephosphatwegs bei 63 %. Die Konzentration (mol%)
des [1,2-"*C,]Isotopologs, das iiber den Deoxyxylulosephosphatweg synthetisiert wurde,
entspricht demnach 37 % des Gesamtsignals (Tabelle 48). Das heil}t, dass nur 0,06 mol%
(DMAPP), 0,05 mol% (1. IPP) und 0,06 mol% (3. IPP) des [1,2-"*C,]Isotopologs iiber den
Deoxyxylulosephosphatweg synthetisiert wurden. Die Differenz von 0,06 mol% (DMAPP),
0,09 mol% (1. IPP), sowie 0,05 mol% (3. IPP) der im Phytol bestimmten Konzentration der
[1,2-"*C;]Isotopologe stammt aus dem Mevalonatweg (Tabelle 49). Der Anteil, der iiber den
Mevalonatweg synthetisierten IPP/DMAPP Molekiile, spiegelt die Hohe des Crosstalks

zwischen den Kompartimenten (Plastiden und Cytosol) wieder.

32 siehe Tabelle 48
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Der Crosstalk liegt in den vorliegenden IPP/DMAPP Molekiilen bei 27 % (DMAPP), 39 %
(1. IPP) und 24 % (3. IPP) (Tabelle 49). Die IPP/DMAPP Molekiile aus Phytol haben einen
unterschiedlich hohen Crosstalk. Eine mogliche Erkldrung fiir diese Unterschiede im Cross-
talk liegt, wie in der Literatur beschrieben, bei den diskutierten Metaboliten die am Crosstalk
zwischen den Kompartimenten beteiligt sind (Schwarz, 1994; Schwarz und Arigoni, 1999).
Wenn ausschlieBlich IPP und Farnesyldiphosphat (FPP) am Crosstalk beteiligt sind, ergibt
sich eine mogliche statistische Verteilung der Molekiile, die aus dem Cytosol fiir die Biosyn-
these von Phytol in die Plastiden importiert werden. Der im Phytol, aus dem Einbauversuch in
Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, beobachtete Crosstalk kann durch den Import von
FPP und IPP erkldart werden (Abbildung 72). Die importieren FPP Molekiile wiirden zu
gleichen Teilen mit DMAPP oder IPP reagieren. Die importierten IPP Molekiile verteilen sich
gleichmafig iiber das ganze Molekdil.

Plastid

37
)WKA/\\/\/\\/\OH

I I I I

25 % 40 % 40 % 25 % aus dem Mevalonatweg

75 % 60 % 60 % 75 % aus dem Deoxyxylulosephosphatweg

Abbildung 72. Hypothetischer Einbau der Terpenbiosynthesevorldufer IPP und

Farnesyldiphosphat (FPP), die fiir die Phytolbiosynthese aus dem Cytosol in die

Plastiden eingefiihrt wurden. Hypothese zur Bestitigung des beobachteten

Crosstalks im Phytol (40) aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U-"*C6]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.

Schwarz und Arigoni vertreten, anhand der Markierungsergebnisse bei Ginkgo biloba, die

Meinung, dass FPP nach dem Import mit IPP aus dem Deoxyxylulosephosphatweg

weiterreagiert (Schwarz und Arigoni, 1999). Die vorliegenden Daten weisen auf eine

Reaktion von FPP mit DMAPP und IPP hin.
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Das Markierungsmuster kann auch durch den ausschlieflichen Import von IPP/DMAPP
Molekiilen erkldrt werden. Das in den Plastiden vorhandene Gleichgewicht der Isome-
risierung der [IPP/DMAPP Molekiile aus dem Cytosol ldge zur Seite des IPP verschoben vor.
Wobei mit diesem Gedankenmodell nicht geklart werden kann, warum der Crosstalk im

1. und 2. IPP Molekiil hoher ist, als im 3. IPP Molekiil.

3.4.4.1.4 Geranylgeraniol

Messergebnisse

Das Markierungsmuster von Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum
mit [U-"*C¢]D-Glucose, im Verhltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose, ist in Tabelle 50 und

Abbildung 73 (A) zusammengefasst.

Im NMR Spektrum von Geranylgeraniol sind keine Satelliten sichtbar (Abbildung 84). Die
vorliegende Verbindung weist keine Kopplungsblocke auf. Es wurden keine mehrfach
PC-markierten Vorstufen in Geranylgeraniol eingebaut. Auf der anderen Seite belegt die

Anreicherung der [°C,]Isotopologe mit 0,6 % den Einbau von [°C,]Fragmenten.

Tabelle 50. Haufigkeiten (% 13Cabs) von Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in
Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose oder mit [1->C,]D-Glucose.

chem.

Position Verschiebung [1-Ci]D-Glucose [U-">C¢]D-Glucose
8 [ppm] % 13 Caps % "Cabs
1 59,4 3,3 1,5
2 124,4 3,1 n.d.
3 139,9 3,3 1,1
4 39,7 3,1 1,7
5 26,8 n.d. 1,9
6 124,2 3,0 1,7
7 135,4 3,0 1,0
8 39,7 2,9 n.d.
9 26,7 3,0 1,6
10 123,7 3,3 1,9
11 135,0 2,9 1,2
12 39,6 2,8 1,8
13 26,3 2,9 1,6
14 123,3 n.d. 1,7
15 131,2 3,1 n.d.
16 17,7 n.d. n.d.
17 17,7 n.d. n.d.
18 16,3 3,7 1,1
19 16,0 3,6 1,0
20 16,0 3,6 1,0
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Abbildung 73. Kopplungsmuster von Geranylgeraniol aus den Einbauversuchen in
Nicotiana tabacum mit (A) [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit
unmarkierter Saccharose, und mit (B) [1-°C,]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit
unmarkierter D-Glucose. Die kursiven Zahlen geben die absolute Anreicherung
der ["°C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).

Retrobiosynthese
GemilB der Biosynthese baut sich Geranylgeraniol aus einem DMAPP und drei IPP Molekii-
len zusammen. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP

aus den experimentellen Daten von Geranylgeraniol sind in Tabelle 51 und Abbildung 74

zusammengefasst.

OH

0,6

()
N 05 O®® oe®

Abbildung 74. Das Markierungsmuster der IPP (griin) und DMAPP (rot) Molekiile von
Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U-"*C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.
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Abbildung 75. Metabolitenfluss im Calvin-Zyklus aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [U-"C4]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Sacharose.
Hypotheticher Einbau von >CO; iiber den Calvin-Zyklus.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus

Geranylgeraniol weist keine Kopplungsbldcke auf, jedoch ['*C]JIsotopologe in den Positionen

C-1, C-2 und C-4 (Abbildung 74). Die Verteilung der Anreicherungen in den IPP/DMAPP
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Molekiilen weist auf ein Glycerinaldehyd-3-phosphat mit ["*C,]Isotopologen in allen drei
Positionen. Die fehlenden Kopplungsblocke im Geranylgeraniol schlieBen einen Einbau von
dem, aus den Aminosiuren retrobiosynthetisch bestimmten, Glycerinaldehyd-3-phosphat aus.
Es muss davon ausgegangen werden, dass bei der Biosynthese des Geranylgeraniol weit-
gehend Stoffwechselmetabolite aus der Photosynthese eingebaut wurden.

Der Ursprung der Markierung in der Verbindung ist voraussichtlich *CO,, das iiber die
Photosynthese gebunden wird. Bei den Biosynthesen wird *CO, frei und diffundiert iiber die
Zellwinde in die Spaltffnungen. Bei der ersten Fixierung von *CO, im Calvin-Zyklus bildet
sich ein [1-"°C,]Glycerinaldehyd-3-phosphat (Abbildung 75, 16). Wenn das [1-"°C,]Glycerin-
aldehyd-3-phosphat an der Regenerationsphase zur Riickgewinnung von Ribulose-1,5-
bisphosphat (23) beteiligt ist, wird die Markierung in Position C-1, C-2 und C-3 von
Ribulose-1,5-bisphosphat (23) eingefiihrt. Aus den Ribulose-1,5-bisphosphaten (23), mit
[°C,]Isotopologen an den Positionen C-1, C-2 und C-3, bilden sich im weiteren Verlauf des
Calvin-Zyklus Glycerinaldehyd-3-phosphate (16) mit erhéhten Anreicherungen der
[C 1]Isotopologe an allen drei Positionen (Abbildung 75).

Da Geranylgeraniol ein Bestandteil des Photosyntheseapparats ist, erscheint es wahrschein-
lich, dass bei der Terpenbiosynthese innerhalb der Chloroplasten mit markiertem Glycerin-

aldehyd-3-phosphat aus dem Calvin-Zyklus gearbeitet wird.

Tabelle 51. Aus Geranylgeraniol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemit-
telte Haufigkeiten (% 13Cabs) von [PP und DMAPP aus dem Einbauversuch in
Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Haufigkeit
% 13Cabs AS33

Geranylgeraniol IPP 1 1,7 0,2 {3}

2 1,8 0,1 {2}

3 1,1 0,1 {3}

4 1,8 0,1 {2}

5 1,0 0,1 {3}

DMAPP 1 1,6 {1}

2 1,7 {1}

3 n.d. {1}

4 n.d. {1}

5 n.d. {1}

33 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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3.4.4.1.5 Cis-Abienol

Messergebnisse

Das Markierungsmuster von cis-Abienol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U-"*C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose, ist in Tabelle 52 und

Abbildung 76 (A) zusammengefasst.

Tabelle 52. Kopplungen (% "C"*C) und Hiufigkeiten (% "“Cabs) von cis-Abienol aus
den Einbauversuchen in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose oder mit
[1-"*C,]D-Glucose.

Position Ver;:illfirél‘t;ung Kopplungskonstante® IS:&?E?? " [1-°C]D-Glucose [U-">C¢]D-Glucose
§ [ppm] Jec [Hz] [ppb] % " Cabs % PCans % C"C

1 40,0 4,8 3,3
2 18,5 33,3(3) 8.3 6,7 3,5 11,0
1,7 (3/18) 8,7
3 41,7 33,3 (2, 2/18) 6,6 3.4 3,1 18,0
4 33,2 n.d. (19) 11,0 3,1 n.d. n.d.
5 56,0 34,5 (6) 9,7 3,9 3,1 19,8
6 20,2 34,6 (5) 7,0 n.d. 4,0 12,0
1,2 (1/5) 7,7

7 43,8 n.d. n.d.
8 74,3 38,9 (17) 10,5 52 2,2 16,6
9 62,0 36,2 (11) 13,6 4,5 3,6 18,4
0 38,9 n.d. (20) 11,9 4,6 1,9 n.d.
11 23,0 36,2 (9) 7,5 n.d. 3,9 10,5
1,0 (7/9) 7,1

12 133,8 4,7 2,9
13 130,8 43,9 (16) 5,7 4,7 1,9 16,6
14 133,5 69,0 (15, 15/12) 24,7 3,5 34 17,8
15 113.,8 68,9 (14) 28,6 7,7 3.8 8,2
3,6 (12/14) 9,6
16 19,9 43,9 (13) 6,6 6,8 3,0 16,4
17 24.4 38,9 (8) 8,7 n.d. 3,6 16,3

18 33,4 4,5 2,9
19 21,5 35,2 (4) 8,0 8,3 n.d. 16,6
20 15,4 35,5 (10) 8.3 6,2 3,0 16,7

¥ Kopplungspartner in Klammern
Die Isotopenshifts wurden aus dem *C-NMR Spetrum des Einbauversuchs mit [U-">C]D-Glucose bestimmt.
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Abbildung 76. Kopplungsmuster von cis-Abienol aus den Einbauversuchen in Nicotia-
na tabacum mit (A) [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter
Saccharose, und mit (B) [1-"°C,]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter
D-Glucose. Die farbigen Balken kennzeichnen Fragmente aus der [U-"C4]D-Glu-
cose, die unter Erhalt der Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die Zahlen geben
die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven
Zahlen geben die absolute Anreicherung der [°C,]Isotopologe nach Gleichung C
an (S. 47).

Im NMR Spektrum von cis-Abienol sind neben ["*C,]Isotopologen Fernkopplungen an den

Positionen C-2, C-6, C-11 und C-15 sichtbar (Abbildung 77).

Gemadl der Biosynthese baut sich cis-Abienol aus drei IPP und einem DMAPP Molekiil
zusammen. Im nachfolgenden Text werden die IPP Molekiile zum besseren Verstdndnis,
entsprechend der Biosynthese von cis-Abienol, nach ihrer Reihenfolge, wie sie in cis-Abienol
eingefithrt werden, von 1 bis 3 durchnummeriert (d.h. Position C-15 liegt im 3. IPP,
Abbildung 71, B).

Die IPP/DMAPP Molekiile im cis-Abienol weisen [3,5-">C,]Isotopologe mit einer Konzen-
tration von 0,5 mol% bzw. 0,4 mol%, sowie [1,2-13C2]Is0topologe mit einer Konzentration

210



Sekundirstoffwechsel — Nicotiana tabacum (Wildtyp, [U-"C¢]D-Glucose)

von 0,4 mol% und [1,2,4-13C3]Isotopologe mit einer Konzentration von 0,3 mol% auf. Die
Anreicherung der [*C,]Isotopologe liegt bei 1,3 - 2,2 % (Abbildung 76, A).

Die Verhiltnisse der [1,2-13C2] und [1,2,4-13C3]Isotopologe in den DMAPP (1,3 : 1,0), 1. IPP
(1,5 : 1,0) und 2. IPP (1,4 : 1,0) Molekiilen sind vergleichbar (Tabelle 53). Das 3. IPP
unterscheidet sich von ihnen mit einem Verhiltnis von 1,0 : 1,2. Das 3. IPP hat einen
geringeren Anteil an [1,2-°C,]Isotopologen, als die anderen IPP/DMAPP Molekiile von
cis-Abienol. Die unterschiedlichen Verhiltnisse der [1,2-"*C,] und [1,2,4—13C3]Isotopologe
sind im NMR Spektrum sichtbar (Abbildung 77). Vorallem beim DMAPP (C-2) fillt die
deutlich groBere Fliche der Satelliten fiir das [2,3-"*C;]Isotopolog auf. Im Gegensatz dazu
sind die entsprechenden Satelliten des [14,15-">C,]Isotopologs im 3. IPP (C-15) deutlich
niedriger (Abbildung 77).

6 2

s - S -

. S

6 2 15

TTIT I T IO T[RRI T T T [ AT T[T AT [T [T [ TT T[T AT [TT T T[ AT T ITTT]
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20.3 20.2 20.1 186 185 184 114.0 113.8 113.6 ppm

Abbildung 77. NMR Signale der Positionen C-2 (DMAPP), C-6 (1. IPP) und C-15
(3. IPP) von cis-Abienol aus den Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U-"*C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.
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Tabelle 53. Konzentrationen (mol%) der [1,2-"°C5] und [1,2,4-C;]Isotopologe, sowie
ihre Verhiltnisse, aus den IPP/DMAPP Molekiilen von cis-Abienol aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"Ce]D-Glucose und aus den hypotheti-
schen Daten des Deoxyxylulosephosphatwegs (1-DOXP, Tabelle 41).

Isotopologe Verhiltnis
[1,2-C;] [1,2,4-C5]
DMAPP 0,36 0,27 1,3:1,0
1. IPP 0,43 0,28 1,5:1,0
2. IPP 0,40 0,28 1,4:1,0
3.1PP 0,30 0,35 1,0:1,2
1-DOXP 0,24 0,41 1,0:1,7

Retrobiosynthese

Cis-Abienol setzt sich, wie in Abbildung 71 (B) dargestellt aus einem DMAPP (rot) und drei
IPP (griin) Molekiilen zusammen. Da sich die Verhéltnisse der [1,2-C,] und [1,2,4-C3]
Isotopologe in den IPP Molekiilen unterscheiden, werden die Daten von 1./2. IPP und 3. IPP
getrennt ausgewertet. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und
DMAPP aus den experimentellen Daten von cis-Abienol sind in Tabelle 54 und Abbildung 66

(F) zusammengefasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus cis-Abienol
weist [1,2-C,], [1,2,4-C5] und [3,5-"°C,]Isotopologe, sowie [13C1]Isotopologe mit hoheren
Konzentrationen auf (Abbildung 66, F; Abbildung 71, B). Das Markierungsmuster der
IPP/DMAPP Molekiile weist auf den Deoxyxylulosephosphatweg. Die Konzentration der
[1,2,4—13C3]Isotopologe unterscheiden sich 0,27 mol% im DMAPP, 0,29 mol% im 1./2. IPP
und 0,35 mol% im 3. IPP. Im Vergleich zu den 0,41 mol%, die {iber den Deoxyxylulosephos-
phatweg aus den Aminoséuren bestimmt wurden (Tabelle 41 und Abbildung 66, D), liegen im
cis-Abienol nur 66 %, 71 % bzw. 85 % der Konzentration der [1,2,4-13 Cs]lIsotopologe vor.
Die Anreicherung der ["°C,]Isotopologe aus dem cis-Abienol (2 %) ist mit den hypothetischen
Daten (1,7 % bzw. 2,4%) vergleichbar, obwohl sie der Intensitit der Kopplungsblocke
angepasst, niedriger sein miisste.

Die héhere Konzentration der [°C,]Isotopologe im cis-Abienol wird durch den Einbau von
[ C]Markierungen verursacht. Je stirker die Verstoffwechslung der [U-"*C¢]D-Glucose

voranschreitet, desto mehr [°C;]Bruchstiicke entstehen. Wenn es bei den Biosynthesen der
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Aminosdure und des cis-Abienols einen zeitlichen Unterschied gibt, erklért sich die erhohte
Konzentration an [*C;]Isotopologen durch die spitere Bildung des cis-Abienols.

Eine weitere Quelle fiir [13C1]Markierungen ist das CO,. Bei den Biosynthesen, zum
Beispiel zu Beginn des Pentosephosphatwegs, wird ?CO, abgespalten. Das *CO, diffundiert

durch die Zellwinde und kann anschlieBend iiber die Photosynthese refixiert werden.

Tabelle 54. Aus cis-Abienol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemittelte
Kopplungen (% "“C"C) und Hiufigkeiten (% “Caps) von IPP und DMAPP aus
dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-">C4]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% 13Cabs A836 % 13C13C As
cis-Abienol 1./2. IPP 1 (2) 4,0 0,1 {2} 11,3 0,8 {2}
(2/4) 7,4 0,3 {2}
2 (1) 3.4 0,3 {2} 19,8 {1}
3 (5) 2,1 0,2 {2} 16,6 {1}
4 3,3 {1}

5 3) 3,3 0,3 {2} 16,5 0,2 {2}
3. IPP 1 2) 3,8 {1} 8,2 {1}

(2/4) 9,6
2 (1) 3.4 {1y 17,8 {1}
3 (5) 1,9 {1} 16,6 {1}

4 2.9 {1}

5 3) 3,0 {1} 16,4 {1}
DMAPP 1 (2) 3,5 {1} 11,0 {1}

(2/4) 8,7
2 (1) 3,1 {1} 18,0 {1}
3 (5) n.d. {1} n.d. {1}
4 2.9 {1} {1}
5 (3) n.d. {1} 16,6 {1}

Das Verhiltnis der, iiber den Deoxyxylulosephosphatweg hypothetisch bestimmten, [1,2-"C;]
und [1,2,4—13C3]Isotopologe fallt mit 1,0 : 1,7 anders aus, als beim cis-Abienol mit 1,3 : 1,0
(DMAPP), 1,5 : 1,0 (1. IPP) 1,4 : 1,0 (2. IPP) bzw. 1,0 : 1,2 (3. IPP) (Tabelle 53). Der Anteil
an [1,2-°C,]Isotopologen ist in allen vier, aus dem cis-Abienol retrobiosynthetisch bestimm-
ten, IPP/DMAPP Molekiilen hoher. Wenn bei der Biosynthese des cis-Abienols neben
IPP/DMAPP Molekiilen aus dem Deoxyxylulosephosphatweg, auch Vorstufen der Terpen-

biosynthese aus dem Mevalonatweg beteiligt sind, lassen sich die experimentell bestimmten

36 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.

213



Sekundirstoffwechsel — Nicotiana tabacum (Wildtyp, [U-"C¢]D-Glucose)

Verhiltnisse der [1,2-"°C,] und [1,2,4-13C3]Isotopologe erklaren. Der als Crosstalk bezeich-
nete Austausch von Vorstufen der Terpenbiosynthese zwischen den Kompartimenten der

Zelle wurde bereits in anderen Organismen nachgewiesen (Tabelle 3 und Tabelle 4).

Plastid

OH

oe®

1 I I I

30 % 35 % 35 % 15 % aus dem Mevalonatweg
70 % 65 % 70 % 85% aus dem Deoxyxylulosephosphatweg

Abbildung 78. Hypothetischer Einbau der Terpenbiosynthesevorldufer IPP und
Farnesyldiphosphat (FPP), die fiir die cis-Abienolbiosynthese aus dem Cytosol in
die Plastiden importiert wurden. Hypothese zur Bestitigung des beobachteten
Crosstalks im cis-Abienol (8) aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U—13C6]D—Glucose, im Verhéltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose. Der Einbau
ist mit der Vorstufe Geranylgeranyldiphosphat (5) dargestellt.

Da das [1,2,4-"°Cs]Isotopolog ausschlieBlich iiber den Deoxyxylulosephosphatweg gebildet
wird, kann iiber das bekannte Verhiltnis der [1,2-"°C,] und [1,2,4-13C3]Isotopologe die
Konzentration an [1,2-">C,]Isotopolog, das iiber den Mevalonatweg gebildet wurde, bestimmt
werden. Der Anteil der [1,2,4-"°C3]Isotopologe in den IPP/DMAPP Molekiilen liegt bei den
hypothetischen Daten des Deoxyxylulosephosphatwegs bei 63 %. Die Konzentration (mol%)
des [1,2-"C,]Isotopologs, das iiber den Deoxyxylulosephosphatweg synthetisiert wurde,
entspricht demnach 37 % des Gesamtsignals (Tabelle 55). Das heif}t, dass nur 0,16 mol%
(DMAPP, 1. IPP und 2. IPP), sowie 0,21 mol% (3. IPP) des [1,2-" C;]Isotopologs iiber den

Deoxyxylulosephosphatweg synthetisiert wurden. Die Differenz von 0,20 mol% (DMAPP),
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0,27 mol% (1. IPP), 0,24 mol% (2. IPP), sowie 0,09 mol% (3. IPP), der im cis-Abienol
bestimmten Konzentrationen der [1,2-"°C,]Isotopologe stammen aus dem Mevalonatweg
(Tabelle 56). Der Anteil, der tiber den Mevalonatweg synthetisierten IPP/DMAPP Molekiile,
spiegelt die Hohe des Crosstalks zwischen den Kompartimenten (Plastiden und Cytosol)
wieder.

Der Crosstalk liegt in den vorliegenden IPP/DMAPP Molekiilen bei 32 % (DMAPP), 38 %
(1. IPP), 35 % (2. IPP) und 14 % (3. IPP) (Tabelle 56). Die IPP/DMAPP Molekiile aus
cis-Abienol haben einen unterschiedlich hohen Crosstalk. Eine mogliche Erklarung fiir diese
Unterschiede im Crosstalk liegt, wie in der Literatur beschrieben, bei den diskutierten Meta-
boliten die am Crosstalk zwischen den Kompartimenten beteiligt sind (Schwarz, 1994;
Schwarz und Arigoni, 1999). Wenn ausschlieflich IPP und Farnesyldiphosphat (FPP) am
Crosstalk beteiligt sind, ergibt sich eine mdgliche statistische Verteilung der Molekiile, die
aus dem Cytosol fiir die Biosynthese von cis-Abienol in die Plastiden importiert werden. Der
im cis-Abienol, aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose,
beobachtete Crosstalk kann durch den Import von FPP und IPP erkldrt werden (Abbildung
78). Die importieren FPP Molekiile wiirden sowohl mit DMAPP, wie mit IPP reagieren. Die
Reaktion des FPP mit IPP wire jedoch bevorzugt. Die importierten IPP Molekiile verteilen
sich gleichméBig tiber das ganze Molekiil.

Das Markierungsmuster kann auch durch den ausschlieBlichen Import von IPP/DMAPP
Molekiilen erklart werden. Das in den Plastiden vorhandene Gleichgewicht der
Isomerisierung der IPP/DMAPP Molekiile aus dem Cytosol ldge zur Seite des IPP verschoben
vor. Wobei mit diesem Gedankenmodell nicht geklart werden kann, warum der Crosstalk im

1. und 2. IPP Molekiil hoher ist, als im 3. IPP Molekiil.

Tabelle 55. Bestimmung der Konzentrationen (mol%) der [1,2-"°C,]Isotopologe in den
IPP/DMAPP Molekiilen von cis-Abienol aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, die iiber den Deoxyxylulosephosphatweg
synthetisiert wurden.

Isotopologe
[12-°C]  [1,24-°C3]
63 %
1-DOXP 0,24 0,41
DMAPP 0,16 0,27
1. IPP 0,16 0,28
2. 1PP 0,16 0,28
3.1PP 0,21 0,35
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Tabelle 56. Bestimmung der Konzentrationen (mol%) der [1,2-13C2]Isotopologe in den
IPP/DMAPP Molekiilen von cis-Abienol aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [U-"C4]D-Glucose, die iiber den Mevalonatweg synthetisiert
wurden, sowie der Anteil dieser Konzentrationen am Gesamtsignal.

[1,2-"C,] Isotopologe Differenz Anteil am
aus cis-Abienol aus 1-DOXP?’ Gesamtsignal
DMAPP 0,36 0,16 0,20 32 %
1. IPP 0,43 0,16 0,27 38 %
2. 1PP 0,40 0,16 0,24 35%
3.1PP 0,30 0,21 0,09 14 %

3.4.4.1.6 Nicotin
Das Markierungsmuster von Nicotin aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U-"*C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose, ist in Tabelle 57 und

Abbildung 79 zusammengefasst.

Abbildung 79. Kopplungsmuster von Nicotin aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.
Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus der [U-"*C6]D-Glucose, die unter
Erhalt der Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige
Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben
die absolute Anreicherung der [°C;]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).

Pyrrolidin-Einheit

Im NMR Spektrum von Nicotin sind [6,7-"°C,] und [8,9-"°C,]Isotopologe in der Pyrrolidin-
Einheit sichtbar (Abbildung 79, Abbildung 81 und Abbildung 80). Im Spektrum sind bei den
Signalen der Positionen C-6 bis C-9 keine Fernkopplungen sichtbar (Abbildung 80).

Gemadl der Literatur erfolgt die Biosynthese der Pyrrolidin-Einheit aus Glutamat bzw. aus

Arginin (Abbildung 53; Tiburcio und Galston, 1986; Wagner, 1987). Die Intensititen der

37 siehe Tabelle 55
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Kopplungsblécke im Nicotin sollten sich, durch das symmetrische Putrescin, aus der Summe
der [2,3-*C,] und [4,5—13C2]Isotopologe des Glutamats bzw. des Arginins zusammensetzten.
Bei einer Retrobiosynthese der Pyrrolidin-Einheit aus Arginin bilden sich [6,7-°C,] und
[8,9-°C,]Isotopologe mit einer Konzentration von 0,7 mol% (Abbildung 83, B).
Experimentell wurden 0,9 mol% bestimmt (Abbildung 83, A). Im Nicotin liegt neben héheren
[*C,]Isotopologen eine niedrigere Anreicherung von 0,6 %, im Verhiltnis zum Arginin, vor.
Die Anreicherungen aus dem Arginin liegen bei 1,7 %.

Der hohe Anteil an [°C,]JIsotopologen in der Aminosiure bedeutet eine stirkere Verstoff-
wechslung der D-Glucose. Es muss davon ausgegangen werden, dass die [U-">C4]D-Glucose
sehr friih und nur mit geringer Umsetzung im Stoffwechsel in das Nicotin eingebaut wird.
Das erklirt auch die, im Verhiltnis zum Arginin, héheren [C,]Isotopologe neben den

niedrigeren [C, ]Isotopologen im Nicotin.

Tabelle 57. Kopplungen (% “C'C) und Hiufigkeiten (% "*Cabs) von Nicotin aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante®® Haufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jee [Hz] % PCas % CPC
1 148,7 57,3 (2) 2,3 16,5
2 138,4 57,4 (1) 2,4 20,1
3 1354 54,7/2,4 (4, 4/5) 2,7 51,8
4 123,8 54,7 (3) 2,5 15,6
55,0 (3/5) 37,2
5 147,9 55,2/2,9 (3/4) 2,2 39,3
6 68,8 35,1 (7) 2,5 33,7
7 22,2 34,4 (6) 2,6 35,5
8 34,7 35,1 (9) 2,6 34,2
9 56,8 34,3 (8) 2,7 33,1
10 40,1 2,6

¥ Kopplungspartner in Klammern
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Abbildung 80. NMR Spektrum von Nicotin aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [U-""C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.
Die Sterne markieren Verunreinigungen im Spektrum.
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Abbildung 81. Zweidimensionales NMR Spektrum der Pyrrolidin- Einheit im Nicotin
aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"Cs]D-Glucose, im
Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.

Pyridin-Einheit
Im NMR Spektrum sind [1,2-C,], [3,4-"C,] und [3,4,5—13C3]Isot0p010ge in der Pyridin-
Einheit des Nicotins sichtbar (Abbildung 79, Abbildung 82 und Abbildung 80). In der

Literatur werden drei verschiedene Biosynthesewege fiir den Vorldufer der Pyridin-Einheit,

der Nicotinsdure, beschrieben (S. 155).
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Abbildung 82. Zweidimensionales NMR Spektrum der Pyridin-Einheit im Nicotin aus
dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-">C¢]D-Glucose, im Verhiltnis
1:49 mit unmarkierter Saccharose.
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Abbildung 83. Vergleich der (A) experimentellen Kopplungsmuster von Nicotin aus
dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis
1:49 mit unmarkierter Saccharose, mit den (B) bis (E) hypothetischen
Kopplungsmustern, rekonstruiert aus den zentralen Stoffwechselmetaboliten
(Tabelle 20 und Abbildung 36). Biosynthese der Pyrrolidin- Einheit iiber (B)
Arginin. Biosynthese der Pyridin-Einheit aus Aspartat und (C) Glycerinaldehyd-
3-phosphat bzw. 3-Phosphoenolpyruvat, sowie aus (D) Tryptophan (rekonstruiert
aus Tyrosin, Tabelle 20), und aus Aspartat, Formiat und (E) Acetyl-CoA
(rekonstruiert aus Arginin (oben) und Leucin (unten) , Tabelle 20).
Die Biosynthese der Nicotinsdure in hoheren Pflanzen geht, geméf der Literatur, von Aspartat
und Glycerinaldehyd-3-phosphat aus (Abbildung 55, oben; Wagner, 1987; Luckner, 1990;
Review: Forster und Moat, 1980).
Die [3.,4-"°C,] und [3.4,5-"°C,]Isotopologe im Nicotin stammen aus dem Glycerinaldehyd-3-
phosphat. Das aus Histidin retrobiosynthetisch bestimmte Glycerinaldehyd-3-phosphat hat
mit 1,0 : 5,0 ein anderes Verhiéltnis (Tabelle 20 und Abbildung 83, C), als die Isotopologe im
Nicotin mit 1,0 : 2,5 (Abbildung 83, A). Bei der Bestimmung der zentralen Stoffwechsel-
metabolite aus den Aminosduren wurden unterschiedlich beeinflusste Pools festgestellt
(Tabelle 20 und Abbildung 36). Glycerinaldehyd-3-phosphat (rekonstruiert aus Histidin,
Tabelle 20) und 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus Tyrosin, Phenylalanin, Leucin und
Isoleucin, Tabelle 20) sind {iber den Stoffwechsel miteinander verkniipft. Das Verhéltnis der
[*C,] und ["Cs]Isotopologe im 3-Phosphoenolpyruvat unterscheidt sich mit 1,0 : 2,0, von
dem Verhiltnis in Glycerinaldehyd-3-phosphat mit 1,0 : 5,0 (Abbildung 83, C). Hier liegen
zwei voneinander getrennte Pools vor, aus denen jeweils 3-Phosphoenolpyruvat und/oder
Glycerinaldehyd-3-phosphat im Stoffwechsel weiterreagieren kann. Das Verhéltnis der Iso-
topologe aus dem 3-Phosphoenolpyruvat ist besser mit dem Ergebnis aus dem Nicotin
vergleichbar. Auch wenn die Verhiltnisse der beiden Isotopologe in 3-Phosphoenolpyruvat
und Nicotin gut iibereinstimmen, ist die Konzentration der [3,4-°C,] und [3.4,5-°C,]
Isotopologe im Nicotin mit 0,4 mol% und 1,0 mol% doppelt so groB, wie im
3-Phosphoenolpyruvat mit 0,2 mol% und 0,4 mol% (Abbildung 83, A und C).
Bei der Biosynthese von Nicotinsiure in hheren Pflanzen bildet sich ein [1,2-"°C,]Isotopolog
im Nicotin, aus den Positionen C-2 und C-3 von Aspartat. In der vorliegenden Isolierung
konnte Aspartat nicht NMR spektroskopisch vermessen werden. Das aus den Aminosduren
rekonstruierte Oxalacetat ist, bei den hier benétigten Positionen, nicht aussagekriftig (Tabelle

19). Bei der Bildung von Oxalacetat kann davon ausgegangen werden, dass ein Kopplungs-

block zwischen den Positionen C-2 und C-3, aus den [1,2,3-13C3] und [2,3,4-13C3]
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Isotopologen, iiber die anaplerotische Reaktion gebildet wird. Das [2,3,4-"C;]Isotopolog des
Oxalacetats ist im a-Ketoglutarat sichtbar (Tabelle 20 und Abbildung 36). Eine
Rekonstruktion des moglichen [1,2-°C,]Isotopologs im Nicotin, aus dem a-Ketoglutarat,
ergibt eine Konzentration des [1,2-" C;]Isotopologs in Hohe von 0,2 mol%. Das [1,2-C;]
Isotopolog im Nicotin ist mit 0,4 mol% doppelt so hoch.

Das Ergebnis fiir das [1,2-"C,]Isotopolog entspricht dem Ergebnis fiir die [3,4-°C,] und
[3,4,5-"°C;,]Isotopologe der Pyridin-Einheit im Nicotin.

Bei der Biosynthese der Nicotinsdure in Sdugetieren wird, geméf der Literatur (Cleaves und
Miller, 2001; Wagner, 1987; Review: Forster und Moat, 198), Tryptophan als Ausgangs-
verbindung diskutiert (Abbildung 55, unten).

In dem vorliegenden Einbauversuch wurde die Markierung des aromatischen Rings von
Tyrosin fiir die Darstellung herangezogen (Tabelle 19). Das [4,5-"°C;]Isotopolog des Tyrosins
kommt im Nicotin auf den Positionen C-1 und C-2 zu liegen. Das gebildete [1,2-"°C,]
Isotopolog im Nicotin ist mit einer Konzentration von 0,6 mol% deutlich héher als die
[3,4-°C,] und [3,4,5-"°C;] Isotopologe mit einer Konzentration von 0,1 mol% bzw. 0,2 mol%
(Abbildung 83, D). Da die drei Isotopologe aus einer Verbindung, dem Tryptophan, stammen,
kommt es wihrend der Biosynthese zu keiner Verschiebung der Verhéltnisse. Das iiber den
aromatischen Ring der Aminoséure eingefiihrte Verhéltnis der Isotopologe stimmt nicht mit
den experimentellen Daten aus Nicotin iiberein.

Somit erscheint die Synthese der Pyridin-Einheit von Nicotin im vorliegenden Einbauversuch

tiber die aromatische Aminosédure Tryptophan unwahrscheinlich.

Die Biosynthese von Nicotinsdure in anaeroben Bakterien geht, geméR der Literatur (Gaertner
und Shetty, 1977; Wagner, 1987; Review: Forster und Moat, 1980), von Aspartat, Formiat
und Acetyl-CoA aus (Abbildung 55, links).

Die Biosynthese der Nicotinsdure iiber Aspartat, Formiat und Acetyl-CoA liefert [1,2-"°C;]
und [3,4—13C2]Isot0p010ge. Bei der hier untersuchten Biosynthese konnte ein [3,4,5-°C3]
Isotopolog nur iiber statistische Kopplungen zwischen Acetyl-CoA und Formiat, das in
Position C-5 der Pyridin-Einheit eingefiihrt wird, entstehen. Das [3,4,5-">Cs]Isotopolog, in
den experimentellen Daten von Nicotin, ist doppelt so hoch wie das [3,4-">C,]Isotopolog. Das
aus dem Acetyl-CoA gebildete [3,4-"C,]Isotopolog liegt in einer Konzentration von
1,0 mol% (Acetyl-CoA rekonstruiert aus Arginin) bzw. 0,6 mol% (Acetyl-CoA rekonstruiert

aus Leucin) vor. Unter den vorliegenden Bedingungen existiert keine statistische Kopplung,
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die ein Intensititsverhiltnis, wie zwischen den [3,4-"°C,] und [3,4,5-13C3]Isotopologen im
Nicotin, ermdglichen konnten.
Somit erscheint die Synthese der Pyridin- Einheit von Nicotin in dem vorliegenden Einbau-

versuch iiber Aspartat, Formiat und Acetyl-CoA unwahrscheinlich.

3.4.4.1.7 Diskussion

Es gibt innerhalb der untersuchten Verbindungen ein Gefille bei den Isotopologkonzentratio-
nen. Nicotin hat doppelt so hohe Kopplungsblocke, wie die Aminosduren bzw. die zentralen
Stoffwechselmetabolite (Tabelle 58). Die Intensitit der Kopplungsblocke im Phytol
entsprechen nur 30 %, in den Sterolen nur 60 % und im cis-Abienol nur 70 % der
Isotopologkonzentrationen in den zentralen Stoffwechselmetaboliten (Tabelle 59).
Geranylgeraniol weist keine Kopplungsblocke auf. Die Unterschiede in den Konzentrationen
der Isotopologe werden schon mit der Satellitenhéhe im NMR Spektrum deutlich (Abbildung
84).

Die Anreicherungen der ["°C,]Isotopologe laufen entgegengesetzt. Die Terpene haben eine
héhere Anreicherung der [°C,]Isotopologe, als die zentralen Stoffwechselmetabolite (Tabelle
59). Die zentralen Stoffwechselmetabolite haben eine hohere Anreicherung der [C;]Iso-

topologe, wie das Nicotin (Tabelle 58).

Tabelle 58. Vergleich der Kopplungsblocke (mol%) und Haufigkeiten (%) in Nicotin,
Rekonstruktion aus den zentralen Stoffwechselmetaboliten und experimentelle

Daten.
Isotopologe Anteil an den
Nicotin (rekon.) 1,5 0,2 0,2 1,0 0,7
Nicotin 2,5 0,4 0,4 1,0 0,9 130 —200 %

Im vorliegenden Einbauversuch in Nicotiana tabacum wurden ganze Pflanzen aus Blattzellen
herangezogen. Beim Wachstum der Pflanze wurden, neben dem Spross, zu Beginn vor allem
die Wurzeln ausgebildet. Die Nicotinbiosynthese erfolgt in den Wurzeln. Das gebildete
Nicotin wird anschlieBend in alle Bereiche der Pflanze verteilt. Die Ergebnisse der getrennten
Aufarbeitung von Wurzel, Spross und Blatt einer Probe bestétigten das (Tabelle 60). Es treten
keine nennenswerte Unterschiede im Markierungsmuster oder Hohe in den verschieden

Bereichen der Pflanzen auf.

223



Sekundirstoffwechsel — Nicotiana tabacum (Wildtyp, [U-"C¢]D-Glucose)

Die friihe Ausbildung der Wurzeln und die wichtige Stellung des Nicotins als Fral3schutz
legen die Vermutung nahe, dass zu Beginn der Vegetationsperiode vor allem die Nicotin-
biosynthese durchgefiihrt wird. Eine andere Erkldrung fiir den hohen Einbau ins Nicotin
konnte auch der Syntheseort sein. Der Stoffwechsel in der Wurzel, Aufnahmeorgan der
[U-"*C4]D-Glucose, setzt vielleicht bevorzugt markierte Verbindungen um. Die niedrigen
Anreicherungen der ["°C;]Isotopologe im Nicotin koénnten mit einer friihen Umsetzung der
[U-"*C6]D-Glucose zusammenhéngen.

In den Aminosduren und Terpenen wurden, neben niedrigeren Kopplungsblocken, hohere
Anreicherungen der ["°C,]Isotopologe festgestellt. Die hohen Anreicherungen der ["*C,]Iso-
topologe lassen sich auf eine starke Verstoffwechslung der [U-">C¢]D-Glucose zuriickfiihren.
Eine weitere Quelle an [°C,]Markierungen ist der photosynthetische Einbau von *CO, iiber
die Photosynthese.

St
24
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RN R R R R TrrTT T T T
ppm 123.75

T RN R NN R R RN RN
123.60 51.30 51.20 51.10
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3 14
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Abbildung 84. NMR Signale eines gemeinsamen Spektrums von Geranylgeraniol (GG),
Stigmasterol (St), cis-Abienol (A) und Phytol (P) aus dem Einbauversuch in
Nicotiana tabacum mit [U-"Cg]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter
Saccharose.
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Tabelle 59. Vergleich der Kopplungsblocke (mol%) und Héaufigkeiten (%) in den
IPP/DMAPP Molekiilen aus den hypothetisch bestimmten Biosynthesewegen und
aus den experimentellen Daten der Terpene im Einbauversuch von Nicotiana
tabacum mit [U-">C¢]D-Glucose.

Isotopologe Anteil an den
rekonstruierten
[PC1] | 3:5-"Ca) [12-°Ca) [124-C3] 1o otogen
Mevalonatweg 3,5 0,96 0,96
1-DOXP 3,5 0,65 0,24 0,41
Stigmasterol DMAPP 4,1 0,56 0,56 60 %
IPP 4,0 0,54 0,53
Phytol DMAPP | 2,0 0,19 0,12 0,10 25%
1. IPP 2,0 0,24 0,14 0,09
3. IPP 2,1 0,19 0,11 0,10
cis-Abienol DMAPP | 3,0 n.d. 0,36 0,27 70 %
1.2.1IPP| 33 0,45 0,43 0,29
3. IPP 3,1 0,41 0,30 0,35 85 %

Tabelle 60. Vergleich der Markierungsmuster von Nicotin aus verschiedenen Teilen
(Blatt, Stiel und Wurzel) der Pflanze isoliert.

Position Ver;:(}:llfirélt;ung Egggﬁﬁig Blatt Stiel Wurzel
5 [ppm] Jec [Hz] % 3Cy % BC1C % Cry % CBC % PCry % CC
1 148,7 57,6 (2) 1,2 16,9 1,4 15,1 1,5 12,5
2 138,4 57,1 (1) 1,0 22,2 1,3 15,6 n.d. n.d.
3 1354 54,6/1,9 (5,4/5) 1,3 52,7 n.d. n.d. 1,7 49,6
4 123.8 54,5 (3) 1,4 18,5 1,6 17,2 2,1 19,1
55,3 (3/5) 38,7 39,7 33,5
5 147,9 55,4/2,8 (3,3/4) 1,3 423 1,3 42,7 2,0 49,4
6 68,8 35,1(7) 1,2 34,1 1,3 27,3 1,7 24,1
7 22,2 34,4 (6) 1,3 34,0 1,4 32,0 1,9 24,9
8 34,7 34,9 (9) 1,3 33,3 1,4 32,8 1,8 27,7
9 56,8 34,5 (8) 1,3 33,4 1,4 27,3 2,1 30,0
10 40,1 1,2 1,3 2,1

Der Zufluss von Verbindungen iiber die CO,-Fixierung konnte die fehlenden [13C2] und
[*C;]Isotopologe im Geranylgeraniol erkliren. Die ["°C,]JIsotopologe im Geranylgeraniol

stammen dann aus fixierten °CO,, das wihrend der Biosynthese frei wurde.

3% Kopplungspartner in Klammern
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Geranylgeranyldiphosphat ist gemil3 der Literatur (Herbert, 1981; Mann, 1980) Vorstufe fiir
alle Diterpene. Die isolierten Diterpene, Phytol und cis-Abienol, enthalten [“C,] und
[*Cs]Isotopologe aus der [U-"C¢]D-Glucose. Wenn das Geranylgeranyldiphosphat mit [*C5]
und ["Cs]Isotopologen hauptsichlich zu Phytol, cis-Abienol und anderen Diterpenen weiter-
reagiert, wire es moglich, dass zum Zeitpunkt der Analyse kein markiertes Geranylgeranyl-
diphosphat vorhanden ist. Daneben miisste ein Geranylgeranyldiphosphat Pool existieren, der
mit der Photosynthese verbunden ist, aus dem das isolierte Geranylgeraniol stammt. Dieses
unmarkierte Geranylgeranyldiphosphat flieft zum Teil in die Phytolbiosynthese, jedoch kaum
in die cis-Abienolbiosynthese. Die vorhandene Markierung im Phytol wird durch den
Nachfluss dieses Geranylgeranyldiphosphats verdiinnt. D.h. die Biosynthese von Phytol und
cis-Abienol ist riumlich voneinander getrennt und greift auf unterschiedliche Geranylgeranyl-
diphosphat Pools zu. Moglicherweise wird bei der Synthese von markiertem Phytol und
cis-Abienol kein Geranylgeraniol freigesetzt, sondern das Diphosphat wird komplett

umgesetzt.

Der beobachtete Crosstalk in Phytol und cis-Abienol unterscheidet sich stark zwischen den
IPP/DMAPP Molekiilen. Im Phytol ist der Crosstalk des 1. IPP Molekiils mit 39 % erhoht
gegeniiber dem 3. IPP (24 %) und dem DMAPP Molekiil (27 %). Beim cis-Abienol hat das
3. IPP Molekiil (14 %) einen deutlich niedrigeren Crosstalk als die restlichen IPP/DMAPP
Molekiile (1. IPP: 38 %, 2. IPP: 35 % und DMAPP: 32 %).

Auffallend ist, dass trotz der unterschiedlich hohen Anreicherung im Phytol und cis-Abienol,
beide Verbindungen, mit Ausnahme der jeweils 3. IPP Molekiile, einen vergleichbaren
Crosstalk von 35 % aufweisen. Bei der unter den Terpenen ausgefiihrten Annahme, dass Far-
nesyldiphosphat und IPP aus dem Cytosol importiert werden, fillt auf, dass in beiden Verbin-
dungen (Phytol und cis-Abienol) die gleichen Mengen an IPP Molekiilen (40 %) am Crosstalk
beteiligt sind. Die Menge an eingefiihrtem Farnesyldiphosphat variiert (30 % und 25 %). In
cis-Abienol wird 5 % weniger Farnesyldiphosphat aus dem Cytosol eingebaut.

Bis jetzt ging man davon aus, dass der Crosstalk in ganzen Pflanzen unter physiologischen
Bedingungen sehr gering ist (< 1 %; Review: Eisenreich et al., 2001). Die bis jetzt beobach-
teten Crosstalks in Pflanzenzellkulturen wurden iiber die nicht physiologischen Bedingungen
erklart (Arigoni et al., 1997; Eisenreich et al, 2001). In einer ganzen Pflanze konnen
physiologische Bedingungen vorausgesetzt werden. Im vorliegenden Einbauversuch wurde
eindeutig ein hoherer Crosstalk, als in der Literatur postuliert, beobachtet. Im Riickblick ist es

nicht verwunderlich, dass die Entdeckung des alternativen Terpenbiosynthesewegs (Deoxy-
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xylulosephosphatweg) so lange gedauert hat. Schlielich war immer ein gewisser Einbau von

Mevalonat und Acetat in den pflanzlichen Terpenen vorhanden.

Die ganze Pflanze als abgeschlossenes System ist komplexer als eine Pflanzenzellkultur. In
der ganzen Pflanze liegen verschiedene spezialisierte Zelltypen nebeneinander. Die Band-
breite der moglichen Interaktionen ist sehr hoch. Es konnte nicht gekléart werden, wie viele der
gefundenen Besonderheiten im Einbauversuch von der eingesetzten Pflanze Nicotiana
tabacum abhéngig sind bzw. wie viele auf den Einsatz einer ganzen Pflanze als Versuchs-
objekt zuriickzufiihren sind.

Die hier vorliegenden Daten stammen aus Spross und Blatt der ganzen Pflanze. Die unter-
schiedlichen Eigenschaften der Pflanzenteile wurden bei der Aufarbeitung nicht beachtet. Im
stark spezialisierten System der ganzen Pflanze werden einzelne Verbindungen nicht in allen
Zelltypen gebildet. Wie im Fall des Nicotins konnen solche, an speziellen Orten (Wurzel)
synthetisierte Verbindungen, in die ganze Pflanze verteilt werden (Tabelle 60). Oder es
besteht die Moglichkeit, dass Verbindungen in allen Teilen der Pflanze, rdumlich voneinander
getrennt, gebildet werden. Dann wiren unterschiedliche Markierungsmuster moglich. Im
vorliegenden Einbauversuch ist nicht geklart worden, ob sich Unterschiede in den

Markierungsmustern der Metabolite in Wurzeln, Spross oder Blittern nachweisen lassen.

Einige der aufgeworfenen Fragen konnten mit weiteren Einbauversuchen geklart werden.

Eine kontinuierliche Fiitterung von [U-">C4]D-Glucose iiber die ganze Wachstumsperiode
konnte kldren, wie hoch der Druck der Stoffwechselintermediate aus der CO,-Fixierung in
Anwesenheit von externen Glucosegaben ist. Hierbei empfiehlt sich ein System, in dem
innerhalb der Wachstumsperiode regelméflige Probenahmen mdglich sind. Einbauversuche
iiber die Zeit konnte Einblicke in die Syntheseaktivitdten der Pflanze geben.

Im Einbauversuch mit *CO, wire es moglich den Verlauf der iiber die CO,-Fixierung
markierten Stoffwechselprodukte zu beobachten. Der Nachweis der Biosynthese von Geranyl-
geraniol {iber Metabolite der Photosynthese wéren moglich. Das Markierungsexperiment mit
13COz wirde ein realistisches Bild der Prozesse in der Pflanze liefern.

Zur Uberpriifung, ob die Nicotinbiosynthese, gegeniiber den anderen betrachteten Synthesen
bevorzugt wird, wiirde sich der Vergleich eines Einbauexperiments bei Nicotiana tabacum

mit fertig ausgebildetem Spross und Bléttern anbieten.
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3.4.42 Einbauexperiment mit [1-°C,|D-Glucose in Nicotiana tabacum (Wildtyp)
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Markierungsmuster der Terpene und des Alkaloids
Nicotin in Nicotiana tabacum, aus dem Einbauversuch mit [1-">C,]D-Glucose, im Verhiltnis

1:1 mit unmarkierter D-Glucose, untersucht.

Aus dem methanolischen Extrakt der frischen Pflanzenproben (ohne Wurzeln; 70 g) wurde
Nicotin isoliert und NMR spektroskopisch vermessen. Aus dem, mit methanolischer KOH
verseiften, Lipid-Extrakt wurden die Terpene Sitosterol, Stigmasterol, Phytol, Geranyl-

geraniol und cis-Abienol isoliert, gereinigt und NMR spektroskopisch gemessen.

3.4.4.2.1 Retrobiosynthese der Terpene

Mit den NMR spektroskopischen Daten der Aminoséuren (S. 119), aus dem Einbauversuch in
Nicotiana tabacum mit [1-C,]D-Glucose, im Verhéltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose,
wurden die Markierungsmuster der zentralen Stoffwechselmetabolite bestimmt (Acetyl-CoA,
a-Ketogluterat, Oxalacetat, 3-Phosphoenolpyruvat, u.a.; Tabelle 21 und Abbildung 39). Unter
Verwendung der Zentralmetabolite ist es mdglich die hypothetischen Markierungsmuster von
IPP und DMAPP, den Zwischenprodukten der Terpenbiosynthese, iiber die beiden bekannten
Biosynthesewege zu rekonstruieren (Abbildung 3 und Abbildung 4).

Da im vorliegenden Organismus verschiedene Markierungshdhen in den von Cytosol und
Plastiden beeinflussten Pools der zentralen Stoffwechselmetabolite existieren, wird bei der
Retrobiosynthese von IPP und DMAPP der jeweilig typische Ort der Terpenbiosynthesen
beachtet, d.h. Mevalonatweg im Cytosol und Deoxyxylulosephosphatweg in den Plastiden.
Die Retrobiosynthese erfolgt beim Mevalonatweg mit den Daten von Acetyl-CoA (Pool II,
rekonstruiert aus Arginin, Tabelle 21) und beim Deoxyxylulosephosphatweg mit den Daten
von 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus den aromatischen Aminosduren, sowie Iso-
leucin, Leucin, Valin und Alanin, Tabelle 21). Die hypothetischen Daten von IPP und
DMAPP aus den beiden Biosynthesen, Mevalonatweg (B) und Deoxyxylulosephosphatweg
(C), sind in Tabelle 61 und Abbildung 85 zusammengefasst.

Der Mevalonatweg synthetisiert aus drei Acetyl-CoA Molekiilen (Pool II, rekonstruiert aus
Arginin, Tabelle 21) die Vorstufen IPP und DMAPP (Abbildung 85, B). Bei der hypotheti-
schen Rekonstruktion von IPP und DMAPP mit dem retrobiosynthetisch abgeleiteten Acetyl-

CoA entstehen [°C;]Isotopologe in den Positionen C-2, C-4 und C-5 mit einer Anreicherung
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von 6,1 %. Die Anreicherung der ["*C,]Isotopologe in den Positionen C-1 und C-3 ist mit

1,7 % deutlich niedriger.

Tabelle 61. Hypothetische Haufigkeiten (% *Caps) von IPP und DMAPP, rekonstruiert
iiber den Mevalonat- und Deoxyxylulosephosphatweg, mit den Daten der zentra-
len Stoffwechselmetabolite (Tabelle 21) aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [1-"°C,]D-Glucose.

Vorhersagen Position Héufigkeit
% 13Cabs
1 2,8
2 7,2
3 2,8
4
5

Mevalonat IPP/DMAPP

7,2

7,2
1-DOXP IPP/DMAPP 1 3.8
2 2,1
3 2,1
4 2,8
5 3,8

Beim Deoxyxylulosephosphatweg reagiert der ,aktivierte Acetaldehyd Hydroxyethyl-
thiamin-diphosphat mit Glycerinaldehyd-3-phosphat zu IPP und DMAPP (Abbildung 85, C).
Die Markierungsmuster von Hydroxyethylthiamin-diphosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat wurden aus den Seitenketten der aromatischen Aminosduren, sowie aus Isoleucin,
Leucin, Valin und Alanin rekonstruiert (Tabelle 21). Es bilden sich [13C1]Isot0pologe mit
einer Anreicherung von 2,7 % an den Positionen C-1 und C-5, von 1,7 % an Position C-4 und

von 1,0 % an den Positionen C-2 und C-3.
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Abbildung 85. Vergleich der Kopplungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-">C,]D-Glucose, im Verhéltnis 1:1
mit unmarkierter D-Glucose. Die hypothetisch bestimmten Markierungsmuster
der IPP/DMAPP Molekiile iiber den Mevalonatweg (B) und den Deoxyxylulose-
phosphatweg (C). Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von
IPP und DMAPP aus Sterol (A), Phytol (D), Geranylgeraniol (E) und cis-Abienol

(F).

Qs

Abbildung 86. Kopplungsmuster von Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-">C,]D-Glucose, im Verhéltnis 1:1
mit unmarkierter D-Glucose. Die kursiven Zahlen geben die Anreicherung der
['*C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).

3.4.4.2.2 Sitosterol und Stigmasterol

Messergebnisse

Die Sterolfraktion setzt sich aus zwei Sterolen zusammen. Im NMR Spektrum {iberlagern sich
die Signale der Ringsysteme. Uber die charakteristischen Verschiebungen der Seitenketten-

atome (C-22 und C-23) konnten Sitosterol und Stigmasterol identifiziert werden.

Das Markierungsmuster von Sitosterol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit

[1-3Ci]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose, ist in Tabelle 42 und
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Abbildung 86 (A) zusammengefasst. Das Markierungsmuster von Stigmasterol ist in Tabelle

43 und Abbildung 86 (B) zusammengefasst.

Im NMR Spektrum der Sterole sind keine Satelliten sichtbar. In Abhéngigkeit von der
Empfindlichkeit sind im Spektrum keine Kopplungen > 1 % zu beobachten.

Die Anreicherung der [°C;]Isotopologe liegt in beiden Sterolen zwischen 2 % und 4 %. Die
im NMR Spektrum nicht tiberlagerten Positionen C-28 und C-29 liegen in Sitosterol und
Stigmasterol mit einer Anreicherung von je 3 % vor. Gemal der nicht iiberlagerten Positionen
C-28 und C-29 kann davon ausgegangen werden, dass in den iiberlagerten Signalen des Ring-

systems beider Sterole eine vergleichbare Anreicherung der [*C;]Isotopologe vorliegt.

)\/\ 2’.6
A
oe®E P oe®

@36
36
o
1,9
)\/\ /K/\ )\/\ NP
oee ¢ g 0B® oe® o 0®®
29 3,0 1,9

Abbildung 87. Das Markierungsmuster der IPP (griin) und DMAPP (rot) Molekiile von
Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum
mit [1-"°C,]D-Glucose, im Verhaltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose, getrennt
nach tUberlagerten Signalen aus dem Ringsystem (oben) und Signalen aus der
Seitenkette (unten).
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Retrobiosynthese

Gemdll der Biosynthese bauen sich Sterole aus vier IPP und zwei DMAPP Molekiilen
zusammen (Abbildung 51). Die nicht iiberlagerten Daten der Sterole sind fiir eine
Auswertung zu liickenhaft (Abbildung 87, A und B, unten). Die liberlagerten Signale der
Ringsysteme liefern ein Gemisch der Anreicherungen beider Sterole (Abbildung 87, oben).
Da, wie bereits ausgefiihrt, davon ausgegangen werden kann, dass die Anreicherungen der
[*C/]Isotopologe beider Sterole eine vergleichbare Hohe aufweisen, werden fiir die Auswer-
tung die iiberlagerten Signale der Ringsysteme mit herangezogen.

Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus den expe-
rimentellen Daten der beiden Sterole, Sitosterol und Stigmasterol, sind in Tabelle 62 und

Abbildung 85 (A) zusammengefasst.

Tabelle 62. Aus den beiden Sterolen, Sitosterol und Stigmasterol, retrobiosynthetisch
abgeleitete und statistisch gemittelte Haufigkeiten (% 13Cabs) von IPP und
DMAPP aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-">C,]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Haufigkeit
% 13Cabs AS40
Sterole IPP 1 3,5 0,1 {2}
2 4,0 0,3 {2}
3 3,1 0,5 {4}
4 3,8 0,1 {4}
5 4.5 {1}
DMAPP 1 3,4 0,4 {2}
2 3,5 0,5 {3}
3 n.d.
4 4,0 {1}
5 4,7 {1}

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus beiden
Sterolen weist eine Anreicherungen der [°C,]Isotopologe in den Positionen C-2, C-4 und C-5
von 3 % auf (IPP, Abbildung 85, A und Abbildung 87, oben). Die Anreicherungen der
[°C,]Isotopologe an den Positionen C-1 und C-3 liegen bei 2 %. Das Markierungsmuster der
IPP/DMAPP Molekiile weist auf den Mevalonatweg. Die Anreicherungen der
['*C/]Isotopologe unterscheiden sich nur geringfiigig zwischen den einzelnen Positionen (3 %

bzw. 2 %). Es gibt nicht, wie in den hypothetisch bestimmten Daten {iber den Mevalonatweg

40 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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(6 % bzw. 2 %), einen deutlichen Unterschied zwischen markierten und unmarkierten
Positionen.

Die ["°C,]Isotopologe in den Sterolen haben an den Positionen C-2, C-4 und C-5 nur die
Halfte der Anreicherung, im Vergleich zu den hypothetischen IPP/DMAPP Daten iiber den
Mevalonatweg (Tabelle 61 und Abbildung 85, B). Die Positionen C-1 und C-3 sind im

Verhiltnis dazu deutlich hoher markiert.

Die erhéhte Konzentration des [°C,]Isotopologs an Position C-3 lsst sich nicht iiber den
Crosstalk erkldren. Die Anreicherung der Position C-1 kdnnte auf Crosstalk aus dem Deoxy-
xylulosephosphatweg zuriick gefithrt werden, hiezu passt auch die leicht erhdhte Konzentra-
tion an Position C-5. Im Einbauversuch mit [U-">C4]D-Glucose wurde in den Sterolen kein
Crosstalk festgestellt. Es muss davon ausgegangen werden, dass die ungewohnlich hohen
Konzentrationen in den Positionen C-1 und C-3 unabhingig von Crosstalk entstehen.

Im Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"Cs]D-Glucose wurden 60 % der
Markierung aus dem rekonstruierten Mevalonatweg in den Sterolen gefunden. Die restlichen
Markierungen stammten aus [°C;]Markierungen, die iiber die starke Verstoffwechslung
gebildet wurden bzw. iiber die Refixierung von *CO,. Da in der vorliegenden Anzucht mit
[1-°C,]D-Glucose die gleichen Mechanismen zugrunde gelegt werden konnen, ist die
Herkunft der hohen Anreicherung an den Positionen C-1 und C-3, im Verhiltnis zu den
Anreicherungen der Positionen C-2, C-4 und C-5, auf ['°C,]Markierungen zuriick zu fiihren,

die nicht direkt aus der [1-"°C;]D-Glucose stammen.

3.4.4.2.3 Phytol
Messergebnisse
Das Markierungsmuster von Phytol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[1-3Ci]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose, ist in Tabelle 63 und

Abbildung 88 zusammengefasst.

Im NMR Spektrum von Phytol sind [*C,]Isotopologe sichtbar. GemiB Verteilung und Hohe
(0,1 mol% bis 0,2 mol%) handelt es sich um statistische Kopplungen (Abbildung 88, oben).

Das Phytol weist in allen Positionen ["*C,]Isotopologe mit einer Anreicherung zwischen
1,6 % und 3,0 % auf. Gemdl der Biosynthese baut sich Phytol aus drei IPP und einem

DMAPP Molekiil zusammen. Die [13C1]Isotopologe mit einer Anreicherung zwischen 2,2 %
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und 3,0 % verteilen sich auf die Positionen C-1 und C-5 der IPP/DMAPP Molekiile. Die

Anreicherung der restlichen Positionen liegt zwischen 1,6 % und 2,0 %.
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Abbildung 88. Kopplungsmuster von Phytol aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [1-°C,]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose.
Die Balken kennzeichnen die iiber statistische Kopplung gebildeten Blocke im
Einbauversuch mit [1-°C;]D-Glucose. Die Zahlen geben die jeweilige
Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben
die absolute Anreicherung der [*C;]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
Retrobiosynthese
Phytol wird biosynthetisch aus drei [IPP Molekiilen und einem DMAPP Molekiil synthetisiert.
Die beobachteten [°C]Isotopologe werden bei der Auswertung der IPP/DMAPP Molekiile
vernachléssigt, da es sich um statistische Kopplungen handelt. Die retrobiosynthetisch

bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus den experimentellen Daten von

Phytol sind in Tabelle 64 und Abbildung 85 (D) zusammengefasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Phytol weist
in allen Positionen Anreicherungen auf. Auffillig ist die erhdhte Anreicherung der
[°C,]Isotopologe an den Positionen C-1 und C-5 mit 2,7 % (IPP) und 2,4 % (DMAPP;
Abbildung 85, D). Das Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile weist auf den Deoxy-
xylulosephosphatweg. Die Anreicherungen der ["°C,]Isotopologe in den Positionen C-1 und
C-5 liegen in vergleichbaren Konzentrationen, wie die hypothetischen Daten iiber den

Deoxyxylulosephosphatweg, vor. Die Anreicherung der [°C;]Isotopologe in den Positionen
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C-2 und C-3 liegt bei 2,1 % und ist damit hoher als die hypothetisch bestimmten Anreiche-
rungen in den IPP/DMAPP Molekiilen iiber den Deoxyxylulosephosphatweg.

Tabelle 63. Kopplungen (% "C"*C) und Hiufigkeiten (% "“Caps) von Phytol aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-">C,]D-Glucose.

Position Ver;:(}:llfir:l;ung Kopplungskonstante41 Haufigkeit Kopplungen
3 [ppm] Jee [Hz] % PCas % CPC
1 59,4 47,6 (2) 4,1 4,3
2 122,9 47,6 (1) 3,3 49
3 140.4 41,8 (4, 20) 3,3 7,1
4 39,3 34,7 (3,5) 3,0 6,0
5 25,1 34,7 (4, 6) 3,8 5,6
6 36,6 349 (5,7) 3,2 6,9
7 32,6 34,7 (6, 8, 19) 3,2 8,3
8 37,3 34,8(7,9) 2,9 7,3
9 24,4 34,9 (8, 10) 3,6 5,0
10 37,4 34,8 (9, 11) 3,0 6,9
11 32,7 34,7 (10, 12, 18) 3,2 7,7
12 37,2 349 (11, 13) 2,9 5,9
13 24,8 34,9 (12, 14) 3,5 49
14 39,8 33,8 (13, 15) 3,1 2,9
15 27,9 35,1 (14, 16, 17) 3,2 9,0
16 22,6 35,3 (15) 2,8 3,7
17 22,7 35,2 (15) 3,5 4.6
18 19,7 37,0 (11) 3,9 2,4
19 19,7 35,1 (7) 3,5 2,9
20 16,2 41,6 (3) 4.2 3,4

Die erhdhten Konzentrationen der ['°C;]Isotopologe an den Positionen C-2 und C-3 lassen
sich nicht iiber den Crosstalk erkldren. Durch den Crosstalk miisste es zu einer Erhdhung der
Konzentrationen an den ["°C,]Isotopologen der Positionen C-2, C-4 und C-5 kommen. Aus
den vorliegenden Daten muss geschlossen werden, dass ein Teil der Anreicherungen der
[13C1]Isotopologe iiber die Verstoffwechslung der [1-"°C,]D-Glucose entstanden sind. Die
Markierung von [1-"°C,]D-Glucose wird zB. im oxidativen Pentosephosphat-Zyklus
abgespalten. Das gebildete *CO, diffundiert in die Spaltéffnungen, wo eine Fixierung tiber
die Photosynthese moglich ist.

Der Anteil an [°C;]Isotopologen aus dem fixierten *CO, ist im Phytol auf Grund des

iiblichen Biosyntheseorts (Blatt) stark erhoht, im Verhéltnis zu den Aminosduren. Da im

! Kopplungspartner in Klammern
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vorliegenden Datensatz keine von *CO, unabhingigen Markierungen existieren, kann der

Crosstalk im vorliegenden Einbauversuch nicht bestimmt werden.

Tabelle 64. Aus Phytol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemittelte Haufig-
keiten (% 13Cabs) von IPP und DMAPP aus dem Einbauversuch in Nicotiana taba-
cum mit [1-"*C,]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Hiufigkeit
% 13Cabs AS42

Phytol IPP 1 3,8 0,2 {3}

2 32 0,1 {3}

3 3,2 0,1 {3}

4 2,9 0,1 {3}

5 3,9 0,3 {3}

DMAPP 1 3,5 (1

2 3,1 {1}

3 3,2 {1}

4 2,8 {1}

5 3,5 {1}

3.4.4.2.4 Geranylgeraniol

Messergebnisse

Das Markierungsmuster von Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum
mit [1-"°C,]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose, ist in Tabelle 50 und

Abbildung 73 (B) zusammengefasst.

Im NMR Spektrum von Geranylgeraniol sind keine Satelliten sichtbar. In Abhédngigkeit von
der Empfindlichkeit sind im Spektrum keine Kopplungen > 1 % zu beobachten.

Das Geranylgeraniol weist in allen Positionen [°C,]Isotopologe mit Anreicherungen von 2,0
% und 2,5 % auf. Die héheren Anreicherungen der [°C,]JIsotopologe beschrinken sich auf

einen Teil der Methylgruppen.

Retrobiosynthese
Gemil der Biosynthese baut sich Geranylgeraniol aus einem DMAPP und drei IPP
Molekiilen auf. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP

2 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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aus den experimentellen Daten von Geranylgeraniol sind in Tabelle 65 und Abbildung 85 (E)

zusammengefasst.

Tabelle 65. Aus Geranylgeraniol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch
gemittelte Haufigkeiten (% 13Cabs) von IPP und DMAPP aus dem Einbauversuch
in Nicotiana tabacum mit [1-">C,]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Haufigkeit
% 13Cabs AS43

Geranylgeraniol IPP | 3,2 0,2 {2}

2 3,1 0,1 {3}

3 3,1 0,2 {3}

4 2,9 0,1 {3}

5 3,6 0,1 {3}

DMAPP 1 2,9 {1}

2 n.d. {1}

3 3,1 {1}

4 n.d. {1}

5 n.d. {1}

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Geranyl-
geraniol weist in allen Positionen Anreicherungen auf. Die Anreicherung der [“C;]Iso-
topologe in der Position C-5 ist mit 2,5 % hoher, als die restlichen Positionen mit 2,0 %. Die
Anreicherungen der [°C,]Isotopologe in den IPP/DMAPP Molekiilen von Geranylgeraniol
weisen auf keinen der beiden Terpenbiosynthesewege. Eine, auf den Deoxyxylulose-
phosphatweg deutende, hohere Anreicherung der ["*C,]Isotopologe an den Positionen C-2
und C-5 ist nicht zu beobachten. Auch in den Positionen C-2, C-4 und C-5 sind keine hoheren
Anreicherungen der [°C;]Isotopologe, die auf den Mevalonatweg deuten wiirden, zu beo-

bachten.

Im Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose wurde die Biosynthese des
Geranylgeraniol, ausgehend von Verbindungen der Photosynthese diskutiert. Die ["*C;]Iso-
topologe im Geranylgeraniol stammen voraussichtlich aus refixiertem *CO,, dass bei der
biosynthetischen Umsetzung von [1-">C;]D-Glucose (z.B. im oxidativen Pentosephosphat-
Zyklus) gebildet wird.

Die gleichmiBige Anreicherung der Positionen im Geranylgeraniol, erkldrt auch die hohe

[13C1]Isotopologkonzentration in Position C-3 der IPP/DMAPP Molekiile von Phytol. Wie im

# As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Einbauversuch mit [U-">C4]D-Glucose festgestellt wurde, wird ein Teil des Phytols aus
Geranylgeraniol gebildet, das keinen direkten Kontakt zur markierten D-Glucose besitzt. Der
Anteil an, dem hier beobachteten, Geranylgeraniol im Phytol sorgt fiir die hohen Anreiche-
rungen, neben der typischen Verteilung der ['*C;]Isotopologe, wie sie in dem rekonstruierten

Deoxyxylulosephosphat- und Mevalonatweg auftreten.

3.4.4.2.5 Cis-Abienol

Messergebnisse

Das Markierungsmuster von cis-Abienol aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[1-3C,]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose, ist in Tabelle 52 und

Abbildung 76 (B) zusammengefasst.

Im NMR Spektrum von cis-Abienol sind keine Satelliten sichtbar. In Abhédngigkeit von der
Empfindlichkeit sind im Spektrum keine Kopplungen > 1 % zu beobachten.

Cis-Abienol weist in allen Positionen [°C;]Isotopologe auf. In den Positionen C-2, C-11,
C-15, C-16, C-19 und C-20 liegt die Anreicherung der [°C;]Isotopologe zwischen 5 % und

7 %. Die restlichen Positionen weisen eine Anreicherung zwischen 2 % und 4 % auf.

Retrobiosynthese

Cis-Abienol wird biosynthetisch aus drei IPP Molekiilen und einem DMAPP Molekiil
synthetisiert. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP
aus den experimentellen Daten von cis-Abienol sind in Tabelle 66 und Abbildung 85 (F)

zusammengefasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus cis-Abienol
weist in allen Positionen Anreicherungen auf. Die Anreicherung der [*C,]Isotopologe in den
Positionen C-1 und C-5 sind mit 5 % und 6 % deutlich héher als in den restlichen Positionen
(Abbildung 85, F). Das Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile weist auf den Deoxy-
xylulosephosphatweg. Die Anreicherungen der ["°C,]Isotopologe in den Positionen C-1 und
C-5 sind doppelt so hoch konzentriert, wie die hypothetischen Daten iiber den Deoxy-
xylulosephosphatweg. Diese erhohten Konzentrationen sind auch in den restlichen Positionen
zu beobachten, wobei im IPP mit 3 % bzw. 4 % die Position C-2 und C-3 etwas hoher

markiert sind.
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Im Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose wurden 70 % (DMAPP,
1./2. IPP) bzw. 85 % (3.IPP) der Markierung des rekonstruierten Deoxyxylulosephosphatwegs
im cis-Abienol gefunden. Die restlichen Markierungen stammten aus dem Mevalonatweg
(Crosstalk: 30 % DMAPP, 35 % 1./2. IPP und 15 % 3. IPP) und nur zu einem geringen Anteil
aus [°C;]Markierungen, die iiber die starke Verstoffwechslung bzw. iiber die Refixierung von
13COz entstanden sind. Dieser Unterschied in der Zusammensetzung wird in den Anreiche-
rungen der Positionen C-2 und C-3 in den IPP/DMAPP Molekiilen von cis-Abienol deutlich.

Wenn die Zusammensetzung der Markierung im cis-Abienol, mit Hilfe der Daten aus dem
Einbauversuch mit [U-]3 Cs]D-Glucose, analysiert wird, tritt immer wieder das Problem auf,
dass die Anreicherungen, die aus dem refixiertem *CO, stammen, die Berechnungen storen.
Im vorliegenden Datensatz existieren keine Markierungen, die vom Einbau des "“CO,,
unabhingig sind. Ungeklért bleibt auch, warum der im Einbauversuch mit [U-">C4]D-Glucose
beobachtete Crosstalk, sich in den IPP/DMAPP Molekiilen von cis-Abienol, aus dem
vorliegenden Einbauversuch, nicht widerspiegelt. FEine genaue Auswertung des
Markierungsmusters der IPP/DMAPP Molekiile von cis-Abienol, aus dem Einbauversuch in

Nicotiana tabacum mit [1-">C,]D-Glucose, ist schwierig.

Tabelle 66. Aus cis-Abienol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemittelte
Haufigkeiten (% 13Cabs) von IPP und DMAPP aus dem Einbauversuch in
Nicotiana tabacum mit [1-°C,]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Haufigkeit
% 13Cabs AS44
cis-Abienol IPP 1 7,5 0,3 {2}
2 4,0 0,4 {3}
3 4.8 0,3 {3}
4 4.8 0,1 {2}
5 6,5 0,3 {2}
DMAPP 1 6,7 {1}
2 3,4 {1}
3 3,1 {1}
4 4.5 {1}
5 n.d.

# As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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3.4.4.2.6 Nicotin
Das Markierungsmuster von Nicotin aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[1-"°C,]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose, ist in Tabelle 67 und

Abbildung 89 zusammengefasst.

Tabelle 67. Kopplungen (% *C'"C) und Haufigkeiten (% *Caps) von Nicotin aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-">C,]D-Glucose.

Position Verscflfirth‘t;ung Kopplungskonstante™ Haufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jec [Hz] % PCas % PCPC
1 149,5 57,0 (2) 9,0 11,2
2 138,6 51,3/53,5/63,7(1,3,6) 9,3 30,4
3 134,9 56,1 (2) 11,9 9,2
53,5 (4) 2.4
4 123,6 54,5 (3) 1,8 18,8
5 148,6 2,6
6 68,9 49,8 (2) 6,0 9,8
35,1 (7) 8,3
7 22,5 33,3/31,8 (6, 8) 10,0 16,3
8 35,1 32,0/33,7(7,9) 9,6 16,3
9 57,0 34,5 (8) 6,2 9,5
10 40,4 12,5

Abbildung 89. Kopplungsmuster von Nicotin aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [1-°C,]D-Glucose, im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose.
Die Balken kennzeichnen statistische Kopplungen. Die Zahlen geben die
jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven
Zahlen geben die absolute Anreicherung der [°C,]Isotopologe nach Gleichung C
an (S. 47).

* Kopplungspartner in Klammern

241



Sekundiirstoffwechsel — Nicotiana tabacum (Wildtyp, [1-"C;]1D-Glucose)

10
3
8 7
N
9
6
5,
2 4
m’ ' A
/‘"“u"‘#‘"‘j\ ‘?gi ML
8
10 {
15 S o4 4 9

|

2 B

/i 1/} /L I/ /L /L
L i

I/
L

L/ o 14 [
'_I_l_l_//—l_l_//j_l_/[_ﬁ_l_ﬂ'lj_l_r//'l_l_l_l_#l LN I I | |||/1|| T T 1
150 140135125 70 55 35 ppm 20

Abbildung 90. Vergleich der eindimensionalen NMR Spektren von Nicotin (A) aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-">C,]D-Glucose, im Verhéltnis 1:1
mit unmarkierter D-Glucose, und aus (B) unmarkiertem Nicotiana tabacum.
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Im NMR Spektrum von Nicotin sind [°C,]Isotopologe sichtbar. Der Vergleich von unmar-
kierten (B) und markierten (A) Nicotin zeigt hohe Anreicherungen in einzelnen Positionen
(Abbildung 90). Besonders hoch sind die Anreicherungen der ["*C,]Isotopologe in Position
C-10 mit 11 %, in Position C-3 mit 9 %, sowie in den Positionen C-1, C-7 und C-8 mit je
7 %. Die [°C]Isotopologe der Positionen C-6 und C-8 haben eine Anreicherung von 4 % und
die Position C-5 eine Anreicherung von 5 %. Die Position C-4 weist keine ["°C;]Isotopologe
auf (Abbildung 89).

Die ["*C,]Isotopologe im Nicotin zeigen die typische Verteilung von statistischen Kopplun-
gen. Die Hohe von statistischen Kopplungen ist von der Anreicherung der ["°C,]Isotopologe
abhingig. Die hohen [“Cs]Isotopologe von 1 mol% liegen alle zwischen C-Atomen mit
Anreicherungen der ["°C;]Isotopologe von 7 % bzw. 9 %. An den Positionen mit einer
Anreicherung der [°C,]Isotopologe mit 4 % bzw. 5 % sind die ["*C,]Isotopologe nur in
Konzentrationen von 0,6 mol% enthalten (Abbildung 89). Die hohen Anreicherungen im

Nicotin sind fiir die hohen statistischen Kopplungsblocke verantwortlich.

Die beobachteten [*C,]Isotopologe werden bei der Auswertung der Biosynthese von Nicotin

vernachléssigt, da es sich um statistische Kopplungen handelt.

Pyrrolidin-Einheit

Gemal der Literatur erfolgt die Biosynthese der Pyrrolidin-Einheit aus Glutamat bzw. aus
Arginin (Abbildung 53; Tiburcio und Galston, 1986; Wagner, 1987). Die Konzentration der
['*C,]Isotopologe im Nicotin setzen sich, durch das symmetrische Putrescin, aus der Summe
der Positionen C-2/C-5, sowie C-3/C-4 des Glutamats bzw. des Arginins zusammen.

Bei einer Retrobiosynthese der Pyrrolidin-Einheit aus Glutamat bilden sich ['°C,]Isotopologe
mit einer Anreicherung von 6 % in den Positionen C-6 und C-9 und von 3 % in den Positio-
nen C-7 und C-8 (Abbildung 91, B). In der Pyrrolidin-Einheit vom Nicotin liegen die
experimentell bestimmten Anreicherungen der ["°C,]Isotopologe bei 9 % fiir die Positionen
C-6 und C-9 und bei 5 % fiir die Positionen C-7 und C-8. Das Verhiltnis der Anreicherungen
liegt im Nicotin bei 1,9 : 1,0 und in der Rekonstruktion aus den Aminosduren bei 2,3 : 1,0.
Trotz einem vergleichbaren Markierungsverhéltnis liegt die Anreicherung im Nicotin 1 2 mal

hoher als in den Aminoséuren.
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Pyridin-Einheit
In der Literatur werden drei verschiedene Biosynthesewege fiir den Vorldufer der Pyridin-

Einheit, der Nicotinsdure, beschrieben (S. 155).

Die Biosynthese der Nicotinsdure in hoéheren Pflanzen geht, geméf der Literatur (Wagner,
1987; Luckner, 1990; Review: Forster und Moat, 1980), von Aspartat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat aus (Abbildung 55, oben).

Die Positionen C-3, C-4 und C-5 in der Pyridin-Einheit stammen aus Glycerinaldehyd-3-
phosphat. Im Nicotin haben die Positionen Anreicherungen von 10,8 % (C-3), 0,7 % (C-4)
und 1,5 % (C-5). Die aus dem Glycerinaldehyd-3-phosphat rekonstruierte Markierung im
Nicotin weist Anreicherungen der [°C;]Isotopologe von 3,7 % (C-3), 0,5 % (C-4) und 2,3 %
(C-5) auf (Abbildung 91, C). Im Gegensatz zum Nicotin hat das Glycerinaldehyd-3-phosphat
keine so extreme Anreicherung einer Position.

Bei der Bestimmung der zentralen Stoffwechselmetabolite aus den Aminosduren wurden un-
terschiedlich beeinflusste Pools festgestellt (Tabelle 21 und Abbildung 39). Glycerinaldehyd-
3-phosphat (rekonstruiert aus Histidin, Tabelle 21) und 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert
aus Tyrosin, Phenylalanin, Leucin, Isoleucin, Alanin und Valin, Tabelle 21) sind {iber den
Stoffwechsel miteinander verkniipft. Bei der Anzucht mit [U-"C6]D-Glucose wurde das
retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von 3-Phosphoenolpyruvat als Vorstufe fiir
die Pyridin-Einheit gew#hlt. Die Verhiltnisse der Anreicherungen der [°C;]Isotopologe im
3-Phosphoenolpyruvat aus dem vorliegenden Einbauversuch sind nicht mit den experimen-
tellen Daten aus dem Nicotin vergleichbar. Das 3-Phosphoenolpyruvat weist, genauso wie das
Glycerinaldehyd-3-phosphat, keine mit dem Nicotin vergleichbare extreme Anreicherung
einer Position auf. Anhand der vorliegenden Daten kann die Herkunft der Markierung am C-3

von Nicotin nicht geklirt werden.

Abbildung 91. Vergleich der (A) experimentellen Anreicherungen der [°C;]Isotopologe
von Nicotin aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-°C,]D-Glucose,
im Verhiltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose, mit den (B) bis (E) hypothetischen
Anreicherungen der [°C;]Isotopologe, aus den zentralen Stoffwechselmetaboliten
(Tabelle 21 und Abbildung 39). Biosynthese der Pyrrolidin-Einheit {iber (B)
Glutamat. Biosynthese der Pyridin-Einheit aus Aspartat und (C) Glycerinaldehyd-
3-phosphat bzw. 3-Phosphoenolpyruvat, sowie aus (D) Tryptophan (rekonstruiert
aus Tyrosin, Tabelle 21), und aus Aspartat, Formiat und (E) Acetyl-CoA (rekon-
struiert aus Arginin, Glutamat, Prolin (oben) und Leucin (unten), Tabelle 21).
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Die Positionen C-1 und C-2 in der Pyridin-Einheit stammen aus Aspartat. Die Anreicherung
der entsprechenden Positionen liegt im Aspartat bei 4 % und 3 %. Im Nicotin liegt die

Anreicherung der [°C]Isotopologe mit 7 % und 6 % doppelt so hoch.

Bei der Biosynthese der Nicotinsdure in Sdugetieren wird, geméf der Literatur (Cleaves und
Miller, 2001; Wagner, 1987; Review: Forster und Moat, 198), Tryptophan als Ausgangsver-
bindung diskutiert (Abbildung 55, unten).

In dem vorliegenden Einbauversuch wurde die Markierung des aromatischen Rings von Tyro-
sin fiir die Darstellung herangezogen (Tabelle 19). Bei der Biosynthese des Nicotins iiber das
Tryptophan werden die [°*C;]Isotopologe mit einer Anreicherung von 2,6 % auf die Positio-
nen C-1 und C-3, von 1,9 % auf die Position C-5 und von 1,1 % auf die Positionen C-2 und
C-3 iibertragen (Abbildung 91, D). Die dabei gebildeten Verhéltnisse der Anreicherungen in
der Pyridin-Einheit entsprechen nicht den experimentellen Ergebnissen im Nicotin. Der
Anteil der Anreicherung des ["°C,]Isotopologs an Position C-5 ist zu hoch. Die Anreiche-
rungen der Positionen C-1 und C-2 sind nicht, wie im Nicotin, gleich hoch.

Die Biosynthese der Pyridin-Einheit von Nicotin in dem vorliegenden Einbauversuch iiber die

aromatische Aminoséure Tryptophan ist unwahrscheinlich.

Die Biosynthese von Nicotinsdure in anaeroben Bakterien geht, geméf der Literatur (Gaertner
und Shetty, 1977; Wagner, 1987; Review: Forster und Moat, 1980), von Aspartat, Formiat
und Acetyl-CoA aus (Abbildung 55, links).

Das Acetyl-CoA wird bei dieser Biosynthese mit Position C-1 und C-2 in die Pyridin-Einheit
auf Position C-3 und C-4 eingebaut. Beide Acetyl-CoA Pools haben an Position C-2 eine
hohere Anreicherung als in Position C-1 (Abbildung 91, E). Dies steht im Widerspruch zu der
Anreicherung von 11 % in Position C-3 vom Nicotin, im Verhéltnis zu 0,4 % in Position C-4.
Somit erscheint die Synthese der Pyridin-Einheit von Nicotin in dem vorliegenden Einbauver-

such iiber Aspartat, Formiat und Acetyl-CoA unwahrscheinlich.

3.4.4.2.7 Diskussion

In der vorliegenden Anzucht in Nicotiana tabacum wurde [1-"*C,]D-Glucose und unmarkierte
D-Glucose im Verhéltnis 1:1 eingesetzt. Wegen der hohen Konzentration an markierten Aus-
gangsmetaboliten wurden hohe Anreicherungen der einzelnen Positionen erwartet. Dies trifft
beim Nicotin zu. Auffillig ist Position C-3, die mit 10,8 % eine der hochsten Anreicherungen
im Nicotin trdgt. Der Ursprung der Markierung ist 3-Phosphoenolpyruvat (Position C-3). Aus

dem gleichen zentralen Stoffwechselmetabolit stammen auch die Anreicherungen der
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['*C,]Isotopologe in Position C-4 von Nicotin mit 0,7 % und C-5 mit 1,5 %. Bei der
Umsetzung von [1-"C]D-Glucose bilden sich durch die Glykolyse [3-"°C;]Glycerinaldehyd-
3-phosphat und [3-">C,]3-Phosphoenolpyruvat. Die hohe Anreicherung des [°C;]Isotopologs
in Position C-3 von Nicotin, neben den deutlich niedrigeren Anreicherungen der Positionen

C-4 und C-5, deuten auf einen frithen Einbau der Markierung.
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Abbildung 92. NMR Spektren der, mit methanolischer KOH verseiften, Lipid-Fraktion
von Nicotiana tabacum: (A) Aus dem Einbauversuch mit [1-">C,]D-Glucose, im
Verhéltnis 1:1 mit unmarkierter D-Glucose, und (B) aus einer unmarkierten
Anzucht.
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Die Aminosduren weisen deutliche Unterschiede zwischen markierten und unmarkierten
Positionen auf (Abbildung 38). Die Unterschiede liegen zwischen 3 % und 2 % (Tyrosin)
bzw. zwischen 6 % und 2 % (Glutamat, Arginin und Prolin). Bei den Terpenen ist kein grof3er
Unterschied zwischen den Positionen sichtbar. Einzige Ausnahme ist cis-Abienol, dessen
Anreicherung der [°C,]Isotopologe bei 6 % und 2 % bzw. 3 % liegt. Im cis-Abienol ist damit
die Anreicherung der markierten Positionen C-1 und C-5 in den IPP/DMAPP Molekiilen
doppelt so hoch wie bei den unmarkierten Positionen. Im Vergleich der NMR Spektren der
markierten (A) und unmarkierten (B), mit methanolischer KOH verseiften, Lipid-Fraktion
werden die Unterschiede zwischen den markierten und unmarkierten Positionen sichtbar
(Abbildung 92). Die Positionen C-12, C-13, C-14 und C-15 des unmarkierten cis-Abienol, im
vorliegenden Ausschnitt des Spektrums, haben weitgehend gleich hohe Signale. Im Spektrum
des Einbauversuchs mit [1-"°C;]D-Glucose ist Position C-15, mit einer Anreicherung von
7,7 %, deutlich hoher als die anderen Signale der Verbindung (Abbildung 92, A). Die
Positionen C-12 und C-14 haben eine Anreicherung von 4,7 %. Die Signale dieser Positionen
sind hoher, als das von Position C-13, mit einer Anreicherung von 3,5 %.

Die Anreicherung der [°C,]JIsotopologe im Phytol liegen bei 3 % und 2 %, im Geranyl-
geraniol iiber das ganze Molekill gleichmdBig verteilt 2 %. Die GroBenverhiltnisse der
Signale von Phytol und Geranylgeraniol entsprechen weitgehend dem unmarkierten Spektrum
(Abbildung 92). Die hier gezeigten Signale von Phytol spiegeln die Positionen C-2 und C-3
der IPP/DMAPP Molekiile wieder. Diese Positionen sind, gemilB der retrobiosynthetischen

Bestimmung des Deoxyxylulosephosphatwegs unmarkiert. Thre Anreicherung liegt bei 2 %.

Die Signalhohen bei den, in Abbildung 92 (A) dargestellten, Positionen aus den Sterolen
unterscheiden sind nicht so deutlich wie beim cis-Abienol. Die markierten Positionen C-5 und
C-22, mit einer Anreicherung von 3 %, unterscheiden sich kaum von den unmarkierten Posi-
tionen C-6 und C-23, mit einer Anreicherung von 2 %.

Bereits in der Anzucht mit [U-13C6]D-Glucose konnten unterschiedliche Mengen an
inkorporiertem markiertem Material in Nicotin, Aminosduren und Terpenen nachgewiesen
werden. Auch hier hat Nicotin die hochste Anreicherung. Es kann eine Abnahme der
Anreicherungen der ["°C,]Isotopologe von den Aminosduren zu den Terpenen beobachtet
werden. Der Einbauversuch mit [1-"°C,]D-Glucose liefert vergleichbare Ergebnisse.

Trotz der geringeren Einbauraten in den Terpenen sind die potenziell unmarkierten C-Atome
hoher markiert als in den Aminosduren und im Nicotin. Bei der Umsetzung von

[1-C,]D-Glucose im Stoffwechsel kommt es bei einigen Stoffwechselreaktionen (Glykolyse

248



Sekundiirstoffwechsel — Nicotiana tabacum (Wildtyp, [1-"C;]1D-Glucose)

und oxidativer Pentosephosphatweg) zum Verlust des markierten C-Atoms durch Abspaltung
als 13C02. Das in der Pflanze iiber Stoffwechselwege freigesetzte CO, diffundiert in die
Spaltoffnung, um dort liber den Calvin-Zyklus wieder in den Stoffwechsel zuriickgefiihrt zu
werden. Diese Prozesse konnten bereits in Einbauversuchen in Tabak BY-2 Zellkultur (var.
Bright Yellow) mit [1-">C;]D-Glucose nachgewiesen werden (Disch er al., 1998b). Der
gleiche Mechanismus wurde auch in Arbeiten an E. coli, Alicyclobacillus acidoterrestris,
S. obliguus und in Chloroplasten hoherer Pflanzen beobachtet (Rohmer et al., 1993b;
Schwender et al., 1996; Lichtenthaler ef al., 1997b; Disch et al., 1998b).

Bei dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit 50 % [1-">C,]D-Glucose durchgefiihrt
wurde, ist ein hoher Anteil an refixierter Markierung {iber die Photosynthese wahrscheinlich.
Im Gegensatz dazu wurde bei dem Einbauversuch mit [U-"C4]D-Glucose nur mit 2 %
markierter D-Glucose gearbeitet.

Der ereute Einbau von abgespaltetem '“CO, kann die gleichmiBige Anreicherung der
['*C,]Isotopologe im Geranylgeraniol von 2 % erkliren, ohne im Widerspruch zu den Daten
der Anzucht mit [U-">C¢]D-Glucose zu liegen. Das in der Anzucht mit [U-"*C6]D-Glucose
isolierte Geranylgeraniol weist nur Anreicherungen in den Positionen C-1, C-2 und C-3 der
IPP/DMAPP Molekiile auf. Die Positionen stammen aus dem Glycerinaldehyd-3-phosphat.
FlieBt, wie im vorliegenden Einbauversuch mit [1-13C1]D-Glucose, verstarkt 13C02 uber die
Photosynthese in das System, ist es wahrscheinlich, dass sich die Markierungen weiter im

Stoffwechsel verbreiten.

In der Anzucht mit [U-""C¢]D-Glucose ist cis-Abienol deutlich hher markiert als Phytol oder
Geranylgeraniol. Eine vergleichbare Verteilung ist auch bei der Anzucht mit [1-"°C,]D-Glu-
cose zu beobachten.

Die Anreicherungen der markierten Positionen sind im cis-Abienol doppelt so hoch, wie im
Phytol. Sowohl Phytol, wie auch Geranylgeraniol weisen eine Nivellierung ihrer Markierun-
gen tlber die flinf Positionen des IPP/DMAPP Molekiils auf. Im Phytol weichen die markier-
ten Positionen nur geringfiigig nach oben ab. Geranylgeraniol hat nur in den Positionen C-5
der IPP/DMAPP Molekiile eine leicht hohere Anreicherung. Die gleichméBige Verteilung der
Anreicherungen wird auf den Einbau von *CO, zuriickgefiihrt.

Geranylgeraniol ist, gemdf der Literatur, Vorstufe aller Diterpene, d.h. Vorstufe von Phytol
und cis-Abienol. Der Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-°C;]D-Glucose legt die

Vermutung nahe, dass cis-Abienol und Phytol nicht aus dem gleichen Geranylgeraniol Pool
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gebildet werden und das isolierte Geranylgeraniol nicht alle Pools aus Nicotiana tabacum
widerspiegelt.

Der Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit [1-*C,]D-Glucose bestitigt die Hypothese aus
dem Einbauversuch mit [U-"C¢]D-Glucose, dass verschiedene rdumlich und zeitlich ge-
trennte Geranylgeraniol Pools in der Pflanze vorliegen, bzw. die Geranylgeraniol Pools die an

der Bildung von Phytol und cis-Abienol beteiligt sind nicht freigesetzt werden.

Eine weitere Besonderheit der Anzucht mit [1-"C;]D-Glucose, ist die vergleichbar hohe
Anreicherung in den Positionen C-28 und C-29 der beiden identifizierten Sterole. Wobei, wie
in der Anzucht mit [U-"C¢]D-Glucose, die Anreicherungen der [13C1]Isotopologe der
Positionen C-28 und C-29 von Stigmasterol doppelt so hoch sind, wie im Sitosterol. Die hohe

Anreicherung ldsst sich iiber einen verstirkten Einbau von markiertem CO, erkldren.

Unter den vorliegenden Bedingungen kann bei den Terpenen kein Crosstalk bestimmt
werden. Die Anreicherungen der einzelnen Positionen liegen so nahe beieinander, dass es
schon schwierig ist die Biosynthesen eindeutig zuzuordnen. Der auslosende Grund hierfiir

kann die Riickfiihrung von *CO, iiber die Photosynthese sein.

Die Untersuchungen zum Biosyntheseweg der Pyridin-Einheit von Nicotin im Einbauversuch
mit [1-°C,]D-Glucose bestdtigen die Ergebnisse des Einbauversuchs mit [U-"*C6]D-Glucose.

Die Biosynthesen iiber Tryptophan, bzw. Aspartat, Formiat und Acetyl-CoA erscheinen un-
wahrscheinlich. Die Markierungen lassen sich mit der Biosynthese iiber Aspartat und

Glycerinaldehyd-3-phosphat in Einklang bringen.

Es bieten sich weitere Markierungsversuche mit einfach markierter D-Glucose an. Wobei der
Einsatz von [2-"°C;]D-Glucose gegeniiber [1-'>C,]D-Glucose den Vorzug zu geben ist. Die
Riickfithrung von 13C02 kann beim Einsatz von [2—13C 1]D-Glucose stark reduziert werden.

Einbauversuche mit markiertem *CO, koénnen Aufschluss hinsichtlich, der hier aufgestellten
Vermutung der Verkniipfung zwischen den Terpenen Geranylgeraniol, Phytol und
cis-Abienol, geben. Wenn, die Theorie aus den beiden Anzuchten mit [U-"*C¢]D-Glucose und
[1-°C;]D-Glucose stimmen, miisste vor allem Geranylgeraniol markiert werden. Ein
Einbauversuch mit *CO, kann auch getrennte Geranylgeraniol Pools bei der Biosynthese von

Phytol und cis-Abienol bestitigen.
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3.4.43 Einbauexperiment mit *CO, in Nicotiana tabacum (Wildtyp)
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Markierungsmuster des Alkaloids Nicotin in Nicotiana

tabacum, aus dem Einbauversuch mit 80 ml BC0, untersucht.

Aus dem methanolischen Extrakt der frischen Pflanzenproben (ohne Wurzeln, 85 g) wurde

Nicotin isoliert und NMR spektroskopisch vermessen.

3.4.4.3.1 Nicotin
Das Markierungsmuster von Nicotin aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit 13COz

ist in Tabelle 68 und Abbildung 93 zusammengefasst.

/

\

CHj,

Abbildung 93. Kopplungsmuster von Nicotin aus dem Einbauversuch in Nicotiana

tabacum mit °CO,. Die Balken kennzeichnen die Kopplungsblocke. Die Zahlen
geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50).

Pyrrolidin-Einheit

Im NMR Spektrum von Nicotin sind [6,7-°C5] und [8,9-"*C,]Isotopologe in der Pyrrolidin-

Einheit sichtbar (Abbildung 94). Im Spektrum sind bei den Signalen der Positionen C-6 bis

C-9 keine Fernkopplungen sichtbar.

Gemal der Literatur und der Ergebnisse in den Einbauversuchen mit [U-"C¢]D-Glucose und

[1-°C]D-Glucose erfolgt die Biosynthese der Pyrrolidin-Einheit aus Glutamat bzw. aus

Arginin (Abbildung 53; Tiburcio und Galston, 1986; Wagner, 1987).

Pyridin-Einheit
Im NMR Spektrum sind [1,2-°C,], [3,4-"°C,] und [3,4,5-13C3]Isot0p010ge in der Pyridin-
Einheit des Nicotins sichtbar (Abbildung 94).
Gemal} der Literatur und der Ergebnisse in den Einbauversuchen mit [U-"C¢]D-Glucose und
[1-°C]D-Glucose erfolgt die Biosynthese der Pyridin-Einheit aus Aspartat und Glycerin-
aldehyd-3-phosphat (Abbildung 55, oben; Wagner, 1987; Luckner, 1990; Review: Forster und
Moat, 1980).
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Tabelle 68. Kopplungen (% *C"C) und Haufigkeiten (% *Caps) von Nicotin aus dem
Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit ° CO..

Position Versccl:llfircl:‘t.)ung Kopplungskonstante*® Haufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jec [Hz] % “Cans % PCPC
1 149,5 56,8 (2) 1,2 10,0
2 138,8 56,8 (1) 1,2 13,8
3 135,0 54,6 /2,4 (4, 4/5) 1,3 16,8
4 123,7 54,7 (3) 1,3 10,5
54,8 (3/5) 10,8
5 148,6 54,8 /2,4 (3/4) 1,5 14,7
6 69,0 35,1(7) 1,2 9,8
7 22,7 34,3 (6) 1,2 12,4
8 35,2 34,3 (9) 1,2 10,8
9 57,1 34,4 (8) 1,3 10,7
10 40,4 1,3

Diskussion

Im Einbauversuch von Nicotiana tabacum mit CO, entstehen mehrfach '*C-markierte
Vorstufen in den einzelnen Biosynthesebausteinen. Es wurden keine mehrfachmarkierten
Isotopologe gefunden, die gleichzeitig Atome aus verschiedenen Bausteinen umfassen. Die
Pyrrolidin-Einheit ensteht aus den gemischten Signalen von Acetyl-CoA (10, blau) und
Oxalacetat (38, rot). Die Markierungen in der Pyridin-Einheit bilden sich aus
Glycerinaldehyd-3-phosphat (16, griin) und Aspartat (Abbildung 95, 53, rot). Dies belegt,
dass bei der Biosynthese von Nicotin maximal ein markierter Biosynthesebaustein pro
Molekiil eingebaut wurde. Die Isotopologverteilung zeigt daher die Schnitte fiir die
retrobiosynthetische Zerlegung des Molekiils.

Aus dem "CO, wurden universell *C-markierte Zucker gebildet. Durch das Recycling im
Zuckerstoffwechsel entstehen aus den universell *C-markierten und unmarkierten Metaboli-
ten spezifische Isotopologmuster. Das Modellexperiment in Nicotiana tabacum mit CO,
zeigt, dass das System fiir die Autkldrung von Biosynthesewegen und Stofffliissen im Primér-
stoffwechsel geeignet ist. Durch die Kombination mehrerer Intermediate sollte es moglich
sein einen einzigartigen Einblick in das Stoffwechselnetzwerk einer Pflanze unter physiolo-

gischen Bedingungen zu erfassen und zu beschreiben.

* Kopplungspartner in Klammern
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Abbildung 94. NMR Spektrum von Nicotin aus dem Einbauversuch in Nicotiana
tabacum mit [U-"*C4]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.
Die Sterne markieren Verunreinigungen im Spektrum.
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Abbildung 95. Biosynthesebausteine in der Synthese von Nicotin (43).
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3.4.4.4 Einbauexperiment mit [U-""C4|D-Glucose in Nicotiana tabacum RPO
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Markierungsmuster der Terpene und des Alkaloids
Nicotin in der RPO Mutante von Nicotiana tabacum, aus dem Einbauversuch mit

[U-"3C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose, untersucht.

Abbildung 96. Kopplungsmuster von Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) aus dem
Einbauversuch in die RPO Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"Cg¢]D-Glu-
cose, im Verhédltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose. Die blauen Balken
kennzeichnen Fragmente aus der [U-C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der
Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration
(mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben die absolute
Anreicherung der [*C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).

Messergebnisse

Im Lipid-Extrakt der frischen Pflanzenproben (83 g) konnten Sterole isoliert und NMR
spektroskopisch vermessen werden. Uber die charakteristischen Verschiebungen der Seiten-
kettenatome (C-22 und C-23) konnten Sitosterol und Stigmasterol identifiziert werden. Die
beiden Sterole liegen in einem Verhiltnis von 1 : 2 (Sitosterol : Stigmasterol) in der Probe

Vor.
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Die Anwesenheit weiterer Terpene, wie sie bereits im Wildtyp von Nicotiana tabacum
bestimmt wurden (S. 186; B-Carotin, Lutein, Phytol, Geranylgeraniol und cis-Abienol),
konnten in der RPO Mutante von Nicotiana tabacum iiber HPLC (Detektion: Dioden-Array)
nicht festgestellt werden. Auch Nicotin konnte nicht in ausreichenden Mengen fiir eine NMR

spektroskopische Untersuchung gewonnen werden.

Tabelle 69. Kopplungen (% *C"C) und Haufigkeiten (% "*Caps) von Sitosterol aus dem
Einbauversuch in die RPO Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glu-

cose.
Position Ver;:?l?ir;lt;ung Kopplungskonstante*” Haufigkeit Kopplung
5 [ppm] Jec [Hz] % “Cars % CPC
1 37,2 2,3
2 31,6 36,6 (3) 2,8 43,8
3 71,7 36,5(2) 2,6 44,0
4 42,2 n.d.
5 140,7 71,5 (6) 2,8 46,0
6 121,7 71,8 (5) 2,4 45,6
7 31,9 n.d.
8 31,9 n.d.
9 50,1 35,2 (11) 2,8 42,5
10 36,5 35,1 (19) 2,5 n.d.
11 21,0 n.d. (9) n.d. n.d.
12 39,7 35,5 (13) n.d. 43,7
13 42,2 n.d. (12) n.d. n.d.
14 56,8 n.d.
15 243 2,2
16 28,2 33,8 (17) 3,0 45,6
17 56,0 n.d. (16) n.d. n.d.
18 11,8 2,4
19 19,4 35,2 (10) 2,8 45,5
20 36,1 34,6 (21) 3,2 47,5
21 18,9 37,7 (20) 2,9 48,9
22 33,9 4,2
23 26,0 35,1 (24) 2,6 48,9
24 45,8 34,9 (23) 2,8 46,4
25 29,1 n.d. (27) n.d. n.d.
26 (pro-S) 19,8 3,9
27 (pro-R) 20,5 n.d. (25) n.d. n.d.
28 23,0 3.8
29 11,9 3,0

7 Kopplungspartner in Klammern
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Tabelle 70. Kopplungen (% C"C) und Haufigkeiten (% Caps) von Stigmasterol aus
dem Einbauversuch in die RPO Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-"*C4]D-Glucose.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante® Hiufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jec [Hz] % PCas % C"C

1 37,2 2,3
2 31,6 36,6 (3) 2,8 43,8
3 71,7 36,5 (2) 2,6 44,0
4 42,2 n.d.
5 140,7 71,5 (6) 2,8 46,0
6 121,7 71,8 (5) 2,4 45,6
7 31,9 n.d.
8 31,9 n.d.
9 50,1 35,2 (11) 2,8 42,5
10 36,5 35,1 (19) 2,5 n.d.
11 21,0 n.d. (9) n.d. n.d.
12 39,7 35,5 (13) n.d. 43,7
13 42,2 n.d. (12) n.d. n.d.
14 56,8 n.d.
15 243 2,2
16 28,9 33,6 (17) 2,9 n.d.
17 56,0 n.d. (16) n.d. n.d.
18 12,0 2,2
19 19,4 35,2 (10) 2,8 45,5
20 40,5 34,2 (21) 2,5 44,3
21 20,2 n.d. (20) n.d. n.d.
22 138,3 2,1
23 129,2 43,7 (24) 23 44.4
24 51,2 43,6 (23) 2,0 41,0
25 31,9 34,5 (27) n.d. n.d.

26 (pro-S) 18,7 2,5

27 (pro-R) 21,2 35,6 (25) n.d. n.d.
28 25,4 2,1
29 12,2 29

Das Markierungsmuster von Sitosterol aus dem Einbauversuch in die RPO Mutante von
Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose,
ist in Tabelle 69 und Abbildung 96 (A) zusammengefasst. Das Markierungsmuster von
Stigmasterol ist in Tabelle 70 und Abbildung 96 (B) zusammengefasst.

* Kopplungspartner in Klammern
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Im NMR Spektrum der Sterole sind ausschlieBlich ['*C,]Isotopologe sichtbar. Im Spektrum
sind, in Abhéngigkeit von der Empfindlichkeit, keine Fernkopplungen > 0,1 % zu beobachten.
Die Konzentration der [°C,]Isotopologe aus den iiberlagerten Signalen des Ringsystems der
beiden Sterole liegt bei 1,2 mol% (Abbildung 97, oben). In den Seitenketten liegt die
Konzentration der [13 C;]Isotopologe im Sitosterol bei 1,5 mol% im IPP, sowie bei 1,3 mol%
im DMAPP (Tabelle 69 und Abbildung 97, A, unten) und im Stigmasterol bei 1,1 mol%
(Tabelle 70 und Abbildung 97, B, unten). Die Anreicherung der [°C,]JIsotopologe aus dem
Ringsystem liegt bei 1,2 %, aus dem Sitosterol bei 3,0 % und aus dem Stigmasterol bei 1,3 %.
Die deutlich héheren Anreicherungen der [°C;]Isotopologe in Sitosterol spiegeln sich auch in
der Position C-28 wieder (Tabelle 72 und Abbildung 97).

Die Anreicherung der Position C-28 liegt im Sitosterol bei 2,7 % und im Stigmasterol bei
1,0 %. Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass Sitosterol eine Anreicherung von
3 % und Stigmasterol von 1 % hat (Abbildung 96, A und B). Die iiberlagerten Signale des
Ringsystems liefern ein Gemisch der beiden Anreicherungen, in Abhingigkeit des Konzentra-

tionsverhéltnisses der beiden Sterole (Sitosterol : Stigmasterol 1 : 2).

Retrobiosynthese

Mit den NMR spektroskopischen Daten der Aminosduren (S. 125) aus dem Einbauversuch in
die RPO Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-">C¢]D-Glucose, im Verhéltnis 1:49 mit
unmarkierter Saccharose, wurden die Markierungsmuster der zentralen Stoffwechselmetabo-
lite bestimmt (Acetyl-CoA, a-Ketogluterat, Oxalacetat, 3-Phosphoenolpyruvat, u.a.; Tabelle
23 und Abbildung 42). Unter Verwendung der Zentralmetabolite ist es moglich die hypothe-
tischen Markierungsmuster von IPP und DMAPP, den Zwischenprodukten der Terpenbio-
synthese, iiber die beiden bekannten Biosynthesewege zu rekonstruieren (Abbildung 3 und
Abbildung 4).

Da im vorliegenden Organismus verschiedene Markierungshdhen in den von Cytosol und
Plastiden beeinflussten Pools der zentralen Stoffwechselverbindungen existieren, wird bei der
Retrobiosynthese von IPP und DMAPP der jeweilig typische Ort der Terpenbiosynthesen
beachtet, d.h. Mevalonatweg im Cytosol und Deoxyxylulosephosphatweg in den Plastiden.
Die Retrobiosynthese erfolgt beim Deoxyxylulosephosphatweg mit den Daten von 3-Phos-
phoenolpyruvat (rekonstruiert aus den aromatischen Aminosduren, sowie Alanin, Valin,
Leucin und Isoleucin, Tabelle 23). Die hypothetischen Daten von IPP und DMAPP aus den
beiden Biosynthesen, Mevalonatweg (C) und Deoxyxylulosephosphatweg (D), sind in

Tabelle 71 und Abbildung 98 zusammengefasst.
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Abbildung 97. Das Markierungsmuster der IPP (griin) und DMAPP (rot) Molekiile von
Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) aus dem Einbauversuch in die RPO Mutante
von Nicotiana tabacum mit [U-"Cg]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmar-
kierter Saccharose, getrennt nach iiberlagerten Signalen aus dem Ringsystem
(oben) und Signalen aus der Seitenkette (unten).

Der Mevalonatweg synthetisiert aus drei Acetyl-CoA Molekiilen (rekonstruiert aus Glutamat,
Arginin, Prolin und Leucin, Tabelle 23) die Vorstufen IPP und DMAPP (Abbildung 98, C).
Bei der hypothetischen Rekonstruktion von IPP und DMAPP mit dem retrobiosynthetisch
bestimmt Acetyl-CoA entstehen [1,2-"°C,] und [3,5—13C2]Isotopologe mit einer Konzentration

von 1,7 mol%, sowie [*C,]Isotopologe in Position C-4 mit einer Anreicherung von 2,3 % und

in den restlichen Positionen mit einer Anreicherung von 0,5 %.

Beim Deoxyxylulosephosphatweg reagiert der ,aktivierte Acetaldehyd“ Hydroxyethyl-
thiamin-diphosphat mit Glycerinaldehyd-3-phosphat zu IPP und DMAPP (Abbildung 98, D).
Die Markierungsmuster von Hydroxyethylthiamin-diphosphat und Glycerinaldehyd-3-

phosphat wurden aus den Seitenketten der aromatischen Aminosduren, sowie aus Alanin,
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Valin, Leucin und Isoleucin rekonstruiert (Tabelle 23). Es bilden sich, in Analogie zum

Mevalonatweg, [1,2-"*C,] und [3,5—13C2]Isot0p010ge, wobei die Konzentration des [1,2-"C,]

Isotopologs (rot) mit 0,5 mol% niedriger ist als das [3,5-">C,]Isotopolog (blau) mit 1,7 mol%.

Daneben

entsteht iiber das [1,2,3-"°Cs]Isotopolog aus dem Glycerinaldehyd-3-phosphat ein

[1,2,4-"*C;5]Isotopolog (griin) in den IPP/DMAPP Molekiilen mit einer Konzentration von

1,3 mol%. Die [1,2-°C,] und [1,2,4—13C3]Isotopologe liegen in einem charakteristischen

Verhiltnis von 1,0 : 2,8 vor. Die Position C-4 weist ein [°C,]Isotopolog mit einer

Anreicherung von 1,9 % auf.
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Abbildung 98. Vergleich der Kopplungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus dem
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Einbauversuch in die RPO Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glu-
cose, im Verhéltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose. Die hypothetisch be-
stimmten Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile iiber den Mevalonatweg
(C) und den Deoxyxylulosephosphatweg (D). Die retrobiosynthetisch bestimmten
Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Sitosterol (A) und Stigmasterol (B).
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Tabelle 71. Hypothetische Kopplungen (% *C'*C) und Héufigkeiten (% "*Caps) von IPP
und DMAPP, rekonstruiert iber den Mevalonat- und Deoxyxylulosephosphatweg,
mit den Daten der zentralen Stoffwechselmetabolite (Tabelle 23) aus dem Einbau-
versuch in die RPO Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-">C¢]D-Glucose.

Vorhersagen Position koppelt mit ~ Haufigkeit = Kopplung
% 13Cy, o, BCBC
Mevalonat [PP/DMAPP 1 (2) 33 53,5
2 (1) 3,4 51,3
3 (5) 3,3 53,5
4 3.4
5 3) 3,3 51,3
1-DOXP IPP/DMAPP 1 ) 32 43,9
2 (1) 3,1 13,3
(1/4) 38,6
3 (5) 3,1 51,9
4 3,0
5 3) 3,0 58,6

Gemidll der Biosynthese bauen sich Sterole aus vier IPP und zwei DMAPP Molekiilen
zusammen (Abbildung 51). Wie bereits ausgefiihrt, konnen nur die Daten der Seitenkette fiir
die Bestimmung der Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile von Sitosterol bzw.
Stigmasterol herangezogen werden (Abbildung 97). Die sich iiberlagernden Signale der
beiden Sterole werden fiir die weiteren Auswertungen nicht herangezogen.

Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus den
experimentellen Daten von Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) sind in Tabelle 72 und
Abbildung 98 zusammengefasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Sitosterol
(A) und Stigmasterol (B) weist ausschlieBlich [1,2-">C,] und [3,5-"°C;]Isotopologe, sowie
[13C1]Isotopologe in hoheren Konzentrationen in der Position C-4 auf (Tabelle 72 und
Abbildung 98). Das Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile weist auf den Mevalo-
natweg. Die Konzentrationen der [1,2-°C,] und [3,5-"*C,]Isotopologe liegen im Stigmasterol
bei 1,0 mol%, sowie im IPP von Sitosterol bei 1,4 mol% und im DMAPP bei 1,3 mol%.

Im Vergleich dazu liegen die Konzentration der [’Cs]Isotopologe, aus den hypothetisch
bestimmten IPP/DMAPP Molekiilen iiber den Mevalonatweg, mit 1,7 mol% nur geringfligig
hoher (Tabelle 71 und Abbildung 98, C). Im Gegensatz dazu ist die Anreicherung der
['*C,]Isotopologe in Position C-4 mit 3 % in Sitosterol hoher und mit 1 % in Stigmasterol

niedriger, als die 2 % aus den hypothetisch bestimmten Daten iiber den Mevalonatweg.
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Tabelle 72. Aus Sitosterol und Stigmasterol retrobiosynthetisch abgeleitete und statis-
tisch gemittelte Kopplungen (% "*C"°C) und Héufigkeiten (% "*Cabs) von IPP und
DMAPP aus dem Einbauversuch in die RPO Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-"*C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% Cabs  As® % CPC As
Sitosterol IPP 1 (2) 3,0 {1} 45,6 {1}
(Seitenkette) 2 (1) n.d. {1} n.d. {1}
3 (5) 3,2 {1} 47,5 {1}
4 4,2 {2}
5 (3) 2,9 {1} 489 {1}
DMAPP 1 (2) 2,6 {1} 489 {1}
2 (1) 2,8 {1} 464 {1}
3 (5) n.d. n.d.
4 3,9 {1}
5 3) n.d. n.d.
Stigmasterol IPP 1 (2) 2,9 {1} n.d.
(Seitenkette) 2 (1) n.d. n.d.
3 (5) 2,5 {1} 443 {1}
4 2,1 {1}
5 3) n.d. n.d.
DMAPP 1 (2) 2,3 {1} 444 {1}
2 (1) 2,0 {1} 41,0 {1}
3 (5) n.d. n.d.
4 2,5 {1}
5 3) n.d. n.d.
Ringsystem IPP | 2) 2,4 {1} 44,1 1,6 {2}
2 (1) 2,8 0,0 {2} 443 1,8 {2}
3 (5) 2,5 {1} n.d.
4 2,3 0,1 {2}
5 (3) 2,8 {1} 455 {1}
DMAPP 1 (2) 2,8 {1} 43,8 {1}
2 (1) 2,6 {1} 44,0 {1}
3 (5) n.d.
4 n.d. n.d.
5 (3) n.d. n.d.

¥ As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Die hohere Konzentration der [°C;]Isotopologe in den Sterolen wird durch den Einbau von
[13C1]Markierungen verursacht. Je stirker die Verstoffwechslung der [U-"*C6]D-Glucose
voranschreitet, desto mehr [°C;]Bruchstiicke entstehen. Wenn es bei den Biosynthesen der
Aminosdure und der Sterole einen zeitlichen Unterschied gibt, erklirt sich die erhohte
Konzentration an [°C,]Isotopologen durch die spétere Bildung der Sterole.

Die weitere Quelle fiir [°C,]Markierungen, die bei dem Einbauversuch im Wildtyp von
Nicotiana tabacum diskutiert wurde, ist das 13C02. In der vorliegende Mutante ist der Photo-
syntheseapparat nicht aktiv, wie bereits die weilen Blétter andeuten. Somit muss die Photo-

synthese als Quelle fiir [*C;]Markierungen ausgeschlossen werden.

Diskussion

Aus der RPO Mutante von Nicotiana tabacum wurden nur Sitosterol und Stigmasterol in
ausreichender Menge fiir die NMR spektroskopische Untersuchung isoliert (Abbildung 99,
A). Die im Wildtyp gefundenen Terpene [B-Carotin, Lutein, Phytol, Geranylgeraniol und
cis-Abienol konnten nicht nachgewiesen werden. Das NMR Spektrum des Lipid-Extrakts der
RPO Mutante von Nicotiana tabacum weist keine Signale von Phytol, Geranylgeraniol und
cis-Abienol auf (Abbildung 99, A).

Die vorliegende Mutante hat ein Defizit an 7poB. Die eliminierte RNA Polymerase fiihrt zu
einer reduzierten Transkription der Polypeptide fiir den Photosyntheseapparat. Wobei die
rRNAs und mRNAs, ohne funktionellen Bezug zur Photosynthese, in vergleichbaren Mengen
wie im Wildtyp enthalten sind (Santis-Maciassek et al., 1999).

Bei den Untersuchen der RPO Mutante von Nicotiana tabacum in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Koop wurden wichtige Inhaltsstoffe, wie Lipide, Protochlorophyllide und Carotino-
ide, nur zu 1 — 2 %, im Verhéltnis zum Wildtyp gefunden (Santis-Maciassek et al., 1999). Die
Biosynthese der Terpene, die mit dem Photosynthese-Apparat verkniipft sind, ist in der RPO
Mutante von Nicotiana tabacum stark eingeschrinkt. Eine gestorte Photosynthese kann auch
eine gestorte Chloroplastenentwicklung bedeuten. Die RPO Mutante ist weil3. Da der Deoxy-
xylulosephosphatweg in den Plastiden stattfindet besteht hier eine Verkniipfung. Es muss
davon ausgegangen werden, dass die geringen Konzentrationen von f-Carotin, Lutein, Phytol
und Geranylgeraniol auf fehlende bzw. gestorte Chloroplasten zuriickzufiihren ist.

Es handelt sich hierbei ausschlieBlich um Terpene, die {iber den Deoxyxylulosephosphatweg
gebildet werden. Im Einbauversuch konnten aromatische Aminosduren mit Markierung nach-

gewiesen werden. Gemidf3 der Literatur erfolgt die Biosynthese der aromatischen Amino-
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sduren in den Chloroplasten. Moglicherweise werden nicht alle Enzyme des Deoxyxylulose-

phosphatwegs in der Mutante gebildet, oder sind in ausreichenden Mengen vorhanden.
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Abbildung 99. NMR Spektren der, mit methanolischer KOH verseiften, Lipid-Fraktion
aus den Einbauversuchen mit [U-">C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmar-
kierter Saccharose, (A) in der RPO Mutante von Nicotiana tabacum und (B) im

Wildtyp von Nicotiana tabacum.
Die ["*C,]Isotopologe von Sitosterol und Stigmasterol haben nur 80 %, bzw. 60 % der Hohe,
im Vergleich zu den rekonstruierten IPP/DMAPP Molekiilen iiber den Mevalonatweg
(Abbildung 98). Die Anreicherung der sekundiren Metabolite ist im Verhéltnis zu den prima-

ren Metaboliten, bei der RPO Mutante von Nicotiana tabacum héher als im Wildtyp beo-
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bachtet (50 % bei den Sterolen). Da neben den Sterolen keine weiteren Terpene in nennens-
werten Mengen gebildet wurden, war ein hoherer Einbau in den Sterolen zu erwarten, da die

[U-"*C¢]D-Glucose verstirkt in diese Metabolite flieft.

Die RPO Mutante bildet im verwendeten Nahrmedium keine Wurzeln aus. Die eingesetzten
Pflanzen bestehen hauptséchlich aus einem Kallus und wenigen Bléttern. Versuche, die RPO
Mutante, wie den Wildtyp, auf BS Medium anzuziehen, scheiterten (Klaus et al., 2003).

Die Nicotinbiosynthese findet in den Wurzeln statt. In der RPO Mutante konnte kein Nicotin
in ausreichender Menge fiir eine NMR spektroskopische Untersuchung isoliert werden. Eine

Uberpriifung der Nicotinbiosynthese in der RPO Mutante war nicht mdglich.

Es sind 1 — 2 % der im Wildtyp vorhandenen Carotinoide in der RPO Mutante nachgewiesen
worden (Santis-Maciassek et al, 1999). Wenn groflere Probenmengen aufgearbeitet werden,
ist es vielleicht moglich NMR spektroskopisch auswertbare Mengen an Terpenen des Deoxy-
xylulosephosphatwegs zu erhalten. Vorallem cis-Abienol wiirde sich anbieten, da bereits im
Wildtyp wenig B-Carotin und Lutein vorhanden ist. Phytol und Geranylgeraniol wird tiber die
Beeintriachtigung des Photosyntheseapperats, wie die farblosen Blétter schon andeuten, wahr-
scheinlich in noch schlechterer Ausbeute vorhanden sein. Es ist jedoch moglich, dass fiir die
ausreichende Synthese von cis-Abienol eine gute Blattausbildung bzw. eine damit verbundene
Bildung von Trichomen notwendig ist. Das hieBe auch hier, wie bei der Uberpriifung der
Nicotinbiosynthese, miisste in erster Linie die Ndhrmediumzusammensetzung hinsichtlich der
Spross- bzw. Wurzelentwicklung gedndert werden.

Einbauversuche mit Mevalonat und Deoxyxylulose, sowie mit Intermediaten des Deoxy-
xylulosephosphatwegs konnten Aufschluss iiber das Ausmall der Beeintrichtigung des
Deoxyxylulosephosphatwegs geben, evtl. in Kombination mit einem 3-Hydroxy-3-

methylglutaryl-CoA Reduktase Inhibitor um den Mevalonatweg vollstindig auszuschalten.
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3.4.4.5 Einbauexperiment mit [U-"C4|D-Glucose in Nicotiana tabacum NDH 53-25
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Markierungsmuster der Terpene und des Alkaloids
Nicotin in der NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum, aus dem Einbauversuch mit

[U-"3C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose, untersucht.

Aus dem methanolischen Extrakt der frischen Pflanzenproben (ohne Wurzel, 67g) wurde
Nicotin isoliert und NMR spektroskopisch vermessen. Aus dem, mit methanolischer KOH
verseiften, Lipid-Extrakt wurden die Terpene Sitosterol, Stigmasterol, Phytol, Geranyl-

geraniol und cis-Abienol isoliert, gereinigt und NMR spektroskopisch vermessen.

3.4.4.5.1 Retrobiosynthese der Terpene

Mit den NMR spektroskopischen Daten der Aminosduren (S.135), aus dem Einbauversuch in
die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4
mit unmarkierter Saccharose, wurden die Markierungsmuster der zentralen Stoffwechsel-
metabolite bestimmt (Acetyl-CoA, o-Ketogluterat, Oxalacetat, 3-Phosphoenolpyruvat, u.a.;
Tabelle 25 und Abbildung 46). Unter Verwendung der Zentralmetabolite ist es mdglich die
hypothetischen Markierungsmuster von IPP und DMAPP, den Zwischenprodukten der
Terpenbiosynthese, {iber die beiden bekannten Biosynthesewege zu rekonstruieren

(Abbildung 3 und Abbildung 4).

Abbildung 100. Vergleich der Kopplungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus dem
Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die
hypothetisch bestimmten Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile iiber den
Mevalonatweg (B) und den Deoxyxylulosephosphatweg (C). Die retrobio-
synthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Sterol (A),
Phytol (D), Geranylgeraniol (E) und cis-Abienol (F).
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Tabelle 73. Hypothetische Haufigkeiten (% 13Cabs) von IPP und DMAPP, rekonstruiert
iber den Mevalonat- und Deoxyxylulosephosphatweg, mit den Daten der
zentralen Stoffwechselmetabolite (Tabelle 25) aus dem Einbauversuch in die
NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"Cg¢]D-Glucose.

Vorhersagen Position koppelt mit ~ Haufigkeit = Kopplung
% 13C,, o, BCBC
Mevalonat IPP/DMAPP 1 (2) 2,2 314
2 (1) 2,2 31,3
3 (5) 2,2 31,4
4 2,2
5 3) 2,2 31,4
1-DOXP IPP/DMAPP 1 2,1
2 2,1
3 2,1
4 2,3
5 2,1

Da im vorliegenden Organismus verschiedene Markierungshdhen in den von Cytosol und
Plastiden beeinflussten Pools der zentralen Stoffwechselverbindungen existieren, wird bei der
Retrobiosynthese von IPP und DMAPP der jeweilig typische Ort der Terpenbiosynthesen
beachtet, d.h. Mevalonatweg im Cytosol und Deoxyxylulosephosphatweg in den Plastiden.
Die Retrobiosynthese erfolgt beim Mevalonatweg mit den Daten von Acetyl-CoA (Pool II,
rekonstruiert aus Glutamat) und beim Deoxyxylulosephosphatweg mit den Daten von
3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus den aromatischen Aminosduren, sowie Alanin,
Leucin und Lysin, Tabelle 25). Die hypothetischen Daten von IPP und DMAPP aus den
beiden Biosynthesen, Mevalonatweg (B) und Deoxyxylulosephosphatweg (C), sind in Tabelle
73 und Abbildung 100 zusammengefasst.

Der Mevalonatweg synthetisiert aus drei Acetyl-CoA Molekiilen (Pool II, rekonstruiert aus
Glutamat, Tabelle 25) die Vorstufen IPP und DMAPP (Abbildung 100, B). Bei der hypotheti-
schen Rekonstruktion von IPP und DMAPP mit dem retrobiosynthetisch abgeleiteten
Acetyl-CoA entstehen [1,2-°C,] und [3,5-13C2]Isot0p010ge mit einer Konzentration von

0,7 mol%, sowie ein ['°C,]Isotopolog an der Position C-4 mit einer Anreicherung von 1,1 %.

Beim Deoxyxylulosephosphatweg reagiert der ,aktivierte Acetaldehyd* Hydroxyethyl-
thiamin-diphosphat mit Glycerinaldehyd-3-phosphat zu IPP und DMAPP (Abbildung 100, B).
Die Markierungsmuster von Hydroxyethylthiamin-diphosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat wurden aus den Seitenketten der aromatischen Aminosiuren, sowie aus Alanin,
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Leucin und Lysin rekonstruiert (Tabelle 25). Die Ausgangsverbindungen der Biosynthese
weisen keine Kopplungen auf. Die iiber den Deoxyxylulosephosphatweg gebildeten
IPP/DMAPP Molekiile weisen eine gleichmiBige Anreicherung der [°C;]Isotopologe in allen

Positionen von 1,0 % auf.

3.4.4.5.2 Sitosterol und Stigmasterol

Messergebnisse

Die isolierte Sterol-Fraktion aus der NDH 35-25 Mutante von Nicotiana tabacum enthélt,
vergleichbar mit dem Wildtyp, ein Gemisch aus Sitosterol und Stigmasterol. Im NMR
Spektrum iiberlagern sich die Signale der Ringsysteme. Uber die charakteristischen
Verschiebungen der Seitenkettenatome (C-22 und C-23) konnten Sitosterol und Stigmasterol

nebeneinander identifiziert werden.

0,8

o
HO 10 n.d. Y

Abbildung 101. Kopplungsmuster von Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) aus dem
Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-13C6]D-Glucose, im Verhéltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die blauen
Balken kennzeichnen Fragmente aus der [U-"*C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der
Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration
(mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben die absolute
Anreicherung der [*C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
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Das Markierungsmuster von Sitosterol aus dem Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante
von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccha-

rose, ist in Tabelle 74 und Abbildung 101 (A) zusammengefasst. Das Markierungsmuster von

Stigmasterol ist in Tabelle 75 und Abbildung 101 (B) zusammengefasst.

Tabelle 74. Kopplungen (% *C"*C) und Haufigkeiten (% "*Caps) von Sitosterol aus dem

Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit

[U—13C6]D—Gluc0se.

Position Veril}fir:l;ung Kopplungskonstante® Hiufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jec [Hz] % "Cas % C"C

1 37,2 2,8
2 31,6 36,6 (3) n.d. 11,3
3 71,8 36,5 (2) 2,3 10,4
4 423 n.d.
5 140,7 71,5 (6) 2,5 n.d.
6 121,7 71,8 (5) 2,5 11,6
7 31,9 n.d.
8 31,9 n.d.
9 50,0 35,2 (11) 2,5 n.d.
10 36,5 35,1 (19) 2,9 n.d.
11 21,1 n.d. (9) 2,8 n.d.
12 39,6 35,5 (13) n.d. n.d.
13 42,1 n.d. (12) 2,7 10,8
14 56,8 2,5
15 243 2,7
16 28,2 33,6 (17) n.d. n.d.
17 55,8 n.d. (16) 2,5 10,6
18 11,8 2,5
19 19,4 35,2 (10) 2,7 11,2
20 36,1 n.d. (21) 2,0 n.d.
21 18,9 n.d. (20) n.d. n.d.
22 33,8 2,2
23 26,0 n.d. (24) n.d. n.d.
24 45,7 43,6 (23) 1,7 n.d.
25 29,2 n.d. (27) 1,6 n.d.

26 (pro-S) 19,8 n.d.

27 (pro-R) n.d. n.d. (25) n.d. n.d.
28 23,1 2,5
29 11,9 1,9

>0 Kopplungspartner in Klammern
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Tabelle 75. Kopplungen (% C"C) und Haufigkeiten (% *Caps) von Stigmasterol aus
dem Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-"*C4]D-Glucose.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante’ Hiufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jec [H7] % PCars % C"C

1 37,2 2,8
2 31,6 36,3 n.d. 11,3
3 71,8 36,4 2,3 10,4
4 423 n.d.
5 140,7 63,5 2,5 n.d.
6 121,7 78,5 2,5 11,6
7 31,9 n.d.
8 31,9 n.d.
9 50,0 34,9 2,5 n.d.
10 36,5 n.d. 2,9 n.d.
11 21,1 n.d. 2,8 n.d.
12 39,6 n.d. n.d. n.d.
13 42,1 34,2 2,7 10,8
14 56,8 2,5
15 243 2,7
16 28,9 n.d. 2,9 n.d.
17 55,8 34,4 2,5 10,6
18 12,0 2,7
19 19,4 34,6 2,7 11,2
20 40,5 34,4 2,1 n.d.
21 n.d. n.d. n.d. n.d.
22 138,3 2,7
23 129,2 44,0 2,6 12,7
24 51,2 43,6 2,2 n.d.
25 31,8 34,8 n.d. n.d.

26 (pro-S) 18,7 2,7

27 (pro-R) 21,2 n.d. 2,5 n.d.
28 25,4 2,6
29 12,3 3,2

Im NMR Spektrum der Sterole sind ausschlieBlich [*C,]Kopplungen sichtbar.

Die Konzentration der [°C,]Isotopologe aus den iiberlagerten Signalen des Ringsystems der
beiden Sterole liegt im IPP bei 0,3 mol% und im DMAPP bei 0,2 mol% (Abbildung 102,
oben). In den Seitenketten liegt die Konzentration der ['°Cs]Isotopologe im DMAPP von
Stigmasterol bei 0,3 mol% (Tabelle 75 und Abbildung 102, B, unten). Die Konzentration der

[*C,]Isotopologe von Sitosterol konnte, aus dem vorliegenden NMR Spektrum, nicht
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bestimmt werden (Tabelle 74). Die Anreicherung der ["°C,]Isotopologe im Ringsystem der
beiden Sterole liegt in Position C-4, der retrobiosyntethisch bestimmten IPP/DMAPP
Molekiile, bei 2 % und in den restlichen Positionen bei 1 % (Abbildung 102, oben). Die im
NMR Spektrum nicht iiberlagerte Position C-29 hat im Sitosterol eine Anreicherung von
0,8 % und im Stigmasterol von 2,1 %. Die hhere Anreicherung in den [°*C;]Isotopologen der
Position C-29 im Stigmasterol spiegelt sich auch in den nicht iiberlagerten Signalen der
Seitenkette in Position C-22 wieder. Die Anreicherung des [°C;]Isotopologs in Position C-22
liegt im Sitosterol bei 1,1 % und im Stigmasterol bei 1,6 % (Abbildung 101). Die Position
C-22 in den Sterolen entspricht der Position C-4 in den retrobiosynthetisch bestimmten
IPP/DMAPP Molekiilen. Die Anreicherung der Position C-4 in den IPP/DMAPP Molekiilen,
aus dem Ringsystem der Sterole, liegt bei 1,7 %. Es kann davon ausgegangen werden, dass
Sitosterol eine Anreicherung von 1 % und Stigmasterol von 2 % hat. Die iiberlagerten Signale
liefern ein Gemisch der beiden Anreicherungen, in Abhingigkeit des Konzentrations-

verhaltnisses der beiden Sterole.

Retrobiosynthese

Gemidll der Biosynthese bauen sich Sterole aus vier IPP und zwei DMAPP Molekiilen
zusammen (Abbildung 51). Wie bereits ausgefiihrt, konnen nur die Daten der Seitenkette fiir
eine getrennte Bestimmung der Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile von Sitosterol
bzw. Stigmasterol herangezogen werden (Abbildung 102). Die sich iiberlagernden Signale der
beiden Sterole stellen ein Gemisch der Daten, in Abhidngigkeit des Konzentrations-
verhéltnisses von Sitosterol und Stigmasterol, dar. Die Daten aus den Seitenketten sind
liickenhaft. Fiir die Bestimmung des Terpenbiosynthesewegs ist es notwendig die
tiberlagerten Signale des Ringsystems beider Sterole zu nutzen.

Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus den
experimentellen Daten von Sitosterol und Stigmasterol sind in Tabelle 76 und Abbildung 100
(A) zusammengefasst.

!

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus der Summe
der beiden Sterole weist ausschlieBlich [1,2-C,] und [3,5—13C2]Isot0p010ge, sowie
[13C1]Isotopologe in hoheren Konzentrationen auf (Abbildung 100, A). Das Markierungsmus-
ter der IPP/DMAPP Molekiile weist auf den Mevalonatweg. Die Konzentration der [1,2-C;]
und [3,5-"C,]Isotopologe liegt im IPP bei 0,3 mol% und im DMAPP bei 0,2 mol%.

> Kopplungspartner in Klammern
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Damit ist nur ein Drittel der Isotopologenkonzentration in den Sterolen enthalten, im
Vergleich zu den hypothetisch bestimmten Daten iiber den Mevalonatweg (Tabelle 76 und
Abbildung 100, B). Die Anreicherung der ['*C,]Isotopologe in Position C-4 der [IPP/DMAPP
Molekiile liegt bei 1,7 % bzw. 1,3 % in den restlichen Positionen der Sterole. Sie ist hoher als
die 1,1 % in Position C-4 der hypothetisch bestimmten [PP/DMAPP Molekiile aus dem
Mevalonatweg. Die Anreicherung der [°C,]Isotopologe in den IPP/DMAPP Molekiilen liegt

zwischen 1,1 % und 1,6 %.

7 N\
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Abbildung 102. Das Markierungsmuster der IPP (griin) und DMAPP (rot) Molekiile
von Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) aus dem Einbauversuch in die NDH
53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-""C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4
mit unmarkierter Saccharose, getrennt nach {iberlagerten Signalen aus dem
Ringsystem (oben) und Signalen aus der Seitenkette (unten).
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Tabelle 76. Aus Sitosterol und Stigmasterol retrobiosynthetisch abgeleitete und statis-
tisch gemittelte Kopplungen (% "*C"°C) und Héufigkeiten (% "*Cabs) von IPP und
DMAPP aus dem Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana

tabacum mit [U-"C4]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% Cabs  As™ % CPC As
Sitosterol IPP 1 (2) n.d. n.d.
(Seitenkette) 2 (1) n.d. n.d.
3 (5) 2,0 {1} n.d
4 2,2 {1}
5 3) n.d. n.d.
DMAPP 1 (2) n.d. n.d.
2 (1) 1,7 {1} n.d
3 (5) 1,6 {1} n.d.
4 n.d.
5 3) n.d. n.d.
Stigmasterol IPP 1 (2) 2,5 {1} n.d.
2 (1) n.d. n.d.
3 (5) 2,1 {1} n.d.
4 2,7 {1}
5 3) n.d. n.d.
DMAPP 1 (2) 2,6 {1} 12,7 {1}
2 (1) 2,2 {1} nd.
3 (5) n.d. n.d.
4 2,7 {1}
5 (3) 2,5 {1} n.d.
Ringsystem IPP | 2) 2,7 0,2 {2} 11,6 {1}
2 (1) 2,6 0,1 {4} 10,7 0,1 {2}
3 (5) 2,7 0,2 {2} n.d.
4 2,8 0,1 {2}
5 (3) 2,7 {1} 11,2 {1}
DMAPP 1 (2) n.d. {1y 11,3 {1}
2 (1) 2,3 {1} 104 {1}
3 (5) n.d. n.d.
4 n.d.
5 (3) n.d. n.d.

32 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte

in die statistische Bestimmung an.

274



Sekundiarstoffwechsel — Nicotiana tabacum NDH 53-25

Die hohere Konzentration der [°C;]Isotopologe in den Sterolen wird durch den Einbau von
[13C1]Markierungen verursacht. Je stirker die Verstoffwechslung der [U-"*C6]D-Glucose
voranschreitet, desto mehr [°C;]Bruchstiicke entstehen. Wenn es bei den Biosynthesen der
Aminosduren und der Sterole einen zeitlichen Unterschied gibt, erkldrt sich die erhohte
Konzentration an [“C;]Isotopologen durch die spitere Bildung der Sterole. Eine weitere
Quelle fiir ['*C ]Markierungen ist das >CO,. Bei den Biosynthesen, zum Beispiel zu Beginn
des Pentosephosphatwegs, wird “CO, abgespalten. Das '*CO, diffundiert durch die

Zellwénde und kann anschlieBend iiber die Photosynthese refixiert werden.

3.4.45.3 Phytol
Messergebnisse

Das Markierungsmuster von Phytol aus dem Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von
Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose,

ist in Tabelle 77 und Abbildung 103 zusammengefasst.

Im NMR Spektrum von Phytol sind keine Satelliten sichtbar. In Abhédngigkeit von der
Empfindlichkeit, sind im Spektrum keine Kopplungen > 0,1 % zu beobachten. Es wurden
keine mehrfach *C-markierten Vorstufen in Phytol eingebaut. Auf der anderen Seite belegt
die Anreicherung der ["°C,]Isotopologe mit 1,0 % den Einbau von [°C,]Fragmenten. Die
verschiedenen Positionen im Phytol weisen nur geringfiigige Unterschiede bei der Anreiche-

rung der [°C,]Isotopologe auf.

® 00 ® ;0 ® ., 0 0.7 @
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Abbildung 103. Kopplungsmuster von Phytol aus dem Einbauversuch in die NDH
53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhéltnis 1:4
mit unmarkierter Saccharose. Die kursiven Zahlen geben die absolute
BC-Anreicherung der [°C,JIsotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
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Tabelle 77. Haufigkeiten (% 13Cabs) von Phytol aus dem Einbauversuch in die NDH
53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

.. chem. . .
Position Verschicbung Héufigkeit
O [ppm] % Cabs
1 59,4 2,2
2 123,0 1,9
3 140,4 1,8
4 39,9 1,8
5 25,1 1,6
6 36,6 1,9
7 32,7 2,0
8 37,3 2,0
9 24,5 2,2
10 37,4 2,2
11 32,8 2,2
12 37,3 2,1
13 24,8 2,0
14 39,3 2.3
15 28.0 2,1
16 22,6 2,1
17 22,7 2.4
18 19,7 2,2
19 19,7 2,2
20 16,2 1,7

Retrobiosynthese

Gemadl der Biosynthese baut sich Phytol aus drei IPP und einem DMAPP Molekiil zusam-
men. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus den
experimentellen Daten von Phytol sind in Tabelle 78 und Abbildung 100 (D) zusammenge-

fasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus Phytol
weist keine Kopplungsbldcke auf, jedoch [°C,JIsotopologe mit einer Anreicherung von 1,0 %
in allen Positionen (Tabelle 78 und Abbildung 100, D). Das Markierungsmuster der
IPP/DMAPP Molekiile weist auf den Deoxyxylulosephosphatweg. Die Synthese iiber den
Mevalonatweg kann ausgeschlossen werden, da im Spektrum keine [*C;]Isotopologe sichtbar
sind.

Die gleichméBige Anreicherung der ["*C;]Isotopologe von 1,0 % in allen Positionen der
IPP/DMAPP Molekiile, sowie die Hohe der Anreicherung ist mit den rekonstruierten Daten

des Deoxyxylulosephosphatwegs vergleichbar (Tabelle 73 und Abbildung 100, C).
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Tabelle 78. Aus Phytol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemittelte Haufig-
keiten (% 13 Caps) von IPP und DMAPP aus dem Einbauversuch in die NDH 53-25
Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Haufigkeit
% 13Cabs ASs3

Phytol IPP 1 2,0 0,3 {3}

2 2,0 0,1 {3}

3 2,0 0,2 {3}

4 2,0 0,1 {3}

5 2,0 0,2 {3}

DMAPP 1 2,0 {1}

2 2,3 {1}

3 2,1 {1}

4 2,1 {1}

5 2,4 {1}

3.4.4.54 Geranylgeraniol

Messergebnisse

Das Markierungsmuster von Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in die NDH 53-25
Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-">C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter

Saccharose, ist in Tabelle 79 und Abbildung 104 zusammengefasst.

Im NMR Spektrum von Geranylgeraniol sind keine Satelliten sichtbar. In Abhdngigkeit von
der Empfindlichkeit, sind im Spektrum keine Kopplungen > 0,1 % zu beobachten. Es wurden
keine mehrfach *C-markierten Vorstufen in Phytol eingebaut. Auf der anderen Seite belegt

die Anreicherung der [*C,]Isotopologe mit 0,6 bis 1,0 % den Einbau von [*C,]Fragmenten.

® 05 @ ® ., 0 n.d ® n.d o
0,8 0.7 08 0,6 0,6 0.9

Abbildung 104. Kopplungsmuster von Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in die
NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhlt-
nis 1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die kursiven Zahlen geben die absolute
Anreicherung der [*C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).

33 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Tabelle 79. Haufigkeiten (% 13Cabs) von Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in die
NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"Cg¢]D-Glucose.

.. chem. .. .
Position Verschiebung Haufigkeit
S [ppm] % 13Cabs
1 59,4 n.d.
2 1243 2,0
3 139,9 1,3
4 39,7 n.d.
5 26,7 2,0
6 124,1 1,7
7 135,4 1,3
8 39,7 n.d.
9 26,6 n.d.
10 123.4 1,7
11 135,0 2,1
12 39,5 1,9
13 26,3 1,6
14 123,2 1,8
15 131,3 2,0
16 17,7 1,9
17 17,7 1,9
18 16,3 1,8
19 16,0 2,1
20 16,0 2,1

Retrobiosynthese

Gemdll der Biosynthese baut sich Geranylgeraniol aus einem DMAPP und drei IPP
Molekiilen zusammen. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und
DMAPP aus den experimentellen Daten von Geranylgeraniol sind in Tabelle 80 und

Abbildung 100 (E) zusammengefasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus
Geranylgeraniol weist keine Kopplungsblocke auf, jedoch [“C;JIsotopologe in allen
Positionen (Tabelle 80 und Abbildung 100, E). Das Markierungsmuster der IPP/DMAPP
Molekiile weist auf den Deoxyxylulosephosphatweg. Die Synthese {iber den Mevalonatweg
kann ausgeschlossen werden, da im Spektrum keine ["*C]Isotopologe sichtbar sind
(Abbildung 100, B).

Die Anreicherung der ['°C,]Isotopologe in den IPP/DMAPP Molekiilen ist nicht gleichméBig
verteilt. Vorallem die Positionen C-1 und C-2 im DMAPP, sowie die Positionen C-2 und C-3

im IPP fallen niedriger aus. Mit den vorliegenden Daten kann der Grund fiir diese
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Abweichungen nicht bestimmt werden. Wenn, eine mit dem Wildtyp vergleichbare Fixierung
von 13C02 in der NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum angenommen wird, dann
miissten die Positionen C-1, C-2 und C-4 hohere bzw. abweichende Konzentrationen

aufweisen. Dies widerspricht den experimentellen Daten des vorliegenden Einbauversuchs.

Tabelle 80. Aus Geranylgeraniol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemit-
telte Haufigkeiten (% 13 Cabs) von IPP und DMAPP aus dem Einbauversuch in die
NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Haufigkeit
% 13Cabs ASS4

Geranylgeraniol IPP 1 2,0 {1}

2 1,8 0,1 {3}

3 1,7 0,4 {3}

4 1,9 {1}

5 2,0 0,1 {3}

DMAPP 1 1,6 {1}

2 1,8 {1}

3 2,0 {1}

4 1,9 {1}

5 1,9 {1}

3.4.45.5 Cis-Abienol

Messergebnisse

Das Markierungsmuster von cis-Abienol aus dem Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante
von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccha-

rose, ist in Tabelle 81 und Abbildung 105 zusammengefasst.

Im NMR Spektrum von cis-Abienol sind keine Satelliten sichtbar. In Abhingigkeit von der
Empfindlichkeit, sind im Spektrum keine Kopplungen > 0,1 % zu beobachten. Es wurden
keine mehrfach *C-markierten Vorstufen in cis-Abienol eingebaut. Auf der anderen Seite
belegt die Anreicherung der [“Ci]Isotopologe mit 0,6 bis 1,4% den Einbau von

[13 C,]Fragmenten.

> As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Tabelle 81. Haufigkeiten (% 13Cabs) von cis-Abienol aus dem Einbauversuch in die
NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"Cg¢]D-Glucose.

Position Verscéllfi?‘t.)ung Haufigkeit
O [ppm] % "Caps
1 40,0 2,4
2 18,6 2,0
3 41,8 1,8
4 33,3 1,5
5 55,9 1,3
6 20,2 n.d.
7 43,9 2,5
8 74,3 n.d.
9 62,1 1,9
10 38,8 n.d.
11 23,1 2,3
12 133,8 1,8
13 130,9 n.d.
14 133,5 1,9
15 113,8 2,2
16 19,9 2,0
17 24,4 1,7
18 33,5 1,9
19 21,5 2,3
20 15,4 1,7

L
.8 1,2

(o]

Abbildung 105. Kopplungsmuster von cis-Abienol aus dem Einbauversuch in die NDH
53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhaltnis 1:4
mit unmarkierter Saccharose. Die kursiven Zahlen geben die absolute Anreiche-
rung der [°C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
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Retrobiosynthese

Gemadl der Biosynthese baut sich cis-Abienol aus einem DMAPP und drei IPP Molekiilen
zusammen. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus
den experimentellen Daten von cis-Abienol sind in Tabelle 73 und Abbildung 100 (F)

zusammengefasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus
cis-Abienol weist keine Kopplungsblocke auf, jedoch [C;]Isotopologe in allen Positionen
(Tabelle 73 und Abbildung 100, F). Das Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile weist
auf den Deoxyxylulosephosphatweg. Die Synthese iliber den Mevalonatweg kann ausge-
schlossen werden, da im Spektrum keine [*C,]Isotopologe sichtbar sind.

Die Anreicherung der Positionen in den IPP/DMAPP Molekiilen ist nicht gleichmiBig
verteilt, vorallem Position C-5 fdllt niedriger aus als die restlichen Positionen. Mit den
vorliegenden Daten kann der Grund fiir diese Abweichungen nicht bestimmt werden. Keines
der vorliegenden Modelle fiir die Markierung von cis-Abienol, die aus dem Einbauversuch im
Wildtyp von Nicotiana tabacum gewonnen wurden, ist auf die vorliegende Markierung

anwendbar.

Tabelle 82. Aus cis-Abienol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemittelte
Haufigkeiten (% 13Cabs) von IPP und DMAPP aus dem Einbauversuch in die NDH
53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Haufigkeit
% 13Cabs ASSS

cis-Abienol IPP 1 2,2 0,3 {2}

2 2,0 {1}

3 2,2 0,3 {3}

4 1,7 0,2 {2}

5 1,8 0,1 {2}

DMAPP 1 n.d. {1}

2 1,9 {1}

3 2,2 {1}

4 2,0 {1}

5 1,7 {1}

> As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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3.4.4.5.6 Nicotin
Das Markierungsmuster von Nicotin aus dem Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von
Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose,

ist in Tabelle 83 und Abbildung 106 zusammengefasst.

Abbildung 106. Kopplungsmuster von Nicotin aus dem Einbauversuch in die NDH
53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4
mit unmarkierter Saccharose. Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus der
[U-"*C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorporiert wurden. Die
Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an (S. 50).
Die kursiven Zahlen geben die absolute Anreicherung der ["*C;]Isotopologe nach
Gleichung C an (S. 47).

Tabelle 83. Kopplungen (% "*C"C) und Hiufigkeiten (% "*Caps) von Nicotin aus dem
Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U—13C6]D—Gluc0se.

Position Veril}fir:l;ung Kopplungskonstante®® Hiufigkeit Kopplung
8 [ppm] Joc [H7] % "Cas % "C°C
1 148,7 57,2 (2) 4,3 20,3
2 138,1 57,2 (1) 4,7 21,4
3 135,6 54,6 /2,4 (5, 4/5) 4,3 55,3
4 124,0 54,3 (3) 4,0 14,6
55,0 (3/5) 41,4
5 148,0 55,0/2,8 (3, 3/4) 4,1 43,5
6 68,9 34,7 (7) 4,7 40,3
7 22,1 34,3 (6) 4.4 40,4
8 34,4 35,3 (9) 4,5 41,2
9 56,8 34,2 (8) 4,6 40,1
10 40,1 4,2

*6 Kopplungspartner in Klammern
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Abbildung 107. Eindimensionales NMR Spektrum der Positionen C-1, C-4 und C-6 von
Nicotin aus dem Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante Nicotiana tabacum
mit [U-"*C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose.

Pyrrolidin-Einheit

Im NMR Spektrum von Nicotin sind [6,7-"°C,] und [8,9-"C,]Isotopologe in der Pyrrolidin-
Einheit sichtbar (Abbildung 107, B). Es sind im Spektrum bei den Signalen der Positionen
C-6 bis C-9 keine Fernkopplungen sichtbar.

Gemadl der Literatur erfolgt die Biosynthese der Pyrrolidin-Einheit aus Glutamat bzw. aus
Arginin (Abbildung 53; Tiburcio und Galston, 1986; Wagner, 1987). Die Inetensitdt der
Kopplungsblocke im Nicotin sollte sich, durch das symmetrische Putrescin, aus der Summe
der [2,3-"°C,] und [4,5-" C;]Isotopologe des Glutamats bzw. des Arginins zusammensetzten.
Die Ergebnisse des Einbauversuchs im Wildtyp bestitigten die Vorgaben der Literatur fiir
Nicotiana tabacum.

Bei einer Retrobiosynthese der Pyrrolidin-Einheit aus Glutamat bilden sich [6,7-"°C,] und
[8,9-13C2]Isot0pologe mit einer Konzentration von 0,4 mol% (Abbildung 108, B). Bei den
experimentellen Daten im Nicotin liegt die Konzentration der ['*Cs]Isotopologe bei 1,8 mol%
(Abbildung 108, A). Damit ist die Konzentration der gefundenen [“C,]Isotopologe im

Nicotin um das fiinffache hoher, als die aus der Aminosdure Glutamat rekonstruierten. Im
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Nicotin liegt, im Vergleich zu einer fiinffach hoheren Konzentrationen der ['*Cs]Isotopologe,
nur die doppelte Anreicherung der ["°C,]Isotopologe mit 1,7 % vor. Die Anreicherungen aus
dem Glutamat liegen bei 0,7 %.

Der hohe Anteil an ["°C,]Isotopologen in der Aminosiure bedeutet eine stirkere Verstoff-
wechslung der D-Glucose. Es muss davon ausgegangen werden, dass die [U-">C4]D-Glucose
sehr frith und nur mit geringer Umsetzung im Stoffwechsel in das Nicotin eingebaut wird.
Dies erklirt auch die fiinffach hoheren Konzentration an ["*C,]Isotopologen, neben den

zweifach hoheren Anreicherungen der [°C;]Isotopologe im Nicotin.

Pyridin-Einheit

Im NMR Spektrum sind [1,2-°C,], [3,4-"°C,] und [3,4,5-13C3]Isot0p010ge in der Pyridin-
Einheit des Nicotins sichtbar (Abbildung 107, B). In der Literatur werden drei verschiedene
Biosynthesewege fiir den Vorldufer der Pyridin-Einheit, der Nicotinsdure, beschrieben
(S. 155). Die Biosynthese der Nicotinsdure in hoheren Pflanzen geht, gemif der Literatur
(Wagner, 1987; Luckner, 1990; Review: Forster und Moat, 1980), von Aspartat und Glycerin-
aldehyd-3-phosphat aus (Abbildung 55, oben). Die Ergebnisse des Einbauversuchs im
Wildtyp von Nicotiana tabacum bestitigten die Vorgaben der Literatur fiir die eingesetzte
Pflanze.

In der NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum ergibt sich bei der retrobiosynthetischen
Bestimmung der Markierungsmuster der Pyridin-Einheit {iber Glycerinaldehyd-3-phosphat
und Aspartat, mit den vorliegenden Aminoséuredaten, nur ein [1,2-"*C,]Isotopolog mit 0.2
mol%. Das Glycerinaldehyd-3-phosphat, als Ausgangsverbindung der Positionen C-3, C-4
und C-5 in der Pyridin-Einheit des Nicotins, weist keine Kopplungsblocke auf (Tabelle 25,
Abbildung 46 und Abbildung 108, C).

Bei der Bestimmung der zentralen Stoffwechselmetabolite aus den Aminosduren wurden
unterschiedlich beeinflusste Pools festgestellt. Glycerinaldehyd-3-phosphat (rekonstruiert aus
Histidin, Tabelle 25) und 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus Tyrosin, Phenylalanin,
Leucin Lysin und Alanin, Tabelle 25) sind iiber den Stoffwechsel miteinander verkniipft.
Auch das 3-Phosphoenolpyruvat besitzt keine Kopplungsblocke.

Die Biosynthese des Nicotins iiber Glycerinaldehyd-3-phosphat bzw. 3-Phosphoenolpyruvat
ist im Wildtyp von Nicotiana tabacum in den Einbauversuchen mit [U-">C¢]D-Glucose und
mit [1-°C;]D-Glucose bewiesen worden. Im Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von
Nicotiana tabacum mit [U-">C¢]D-Glucose erschienen [°C,] und [13C3]Isot0p010ge im

Nicotin, obwohl die retrobiosynthetisch bestimmten Ausgangsverbindungen, Glycerin-
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aldehyd-3-phosphat und 3-Phosphoenolpyruvat, keine Kopplungsblocke aufweisen. Unter
diesen  Bedingungen muss von getrennten  Glycerinaldehyd-3-phosphat  bzw.
3-Phosphoenolpyruvat Pools ausgegangen werden. Die Rekonstruktion der zentralen
Stoffwechselmetabolite erfolgte iiber die Aminosdure. Die Pools von Glycerinaldehyd-3-
phosphat bzw. 3-Phosphoenolpyruvat miissten dementsprechend entweder zeitlich oder

rdumlich voneinander getrennt in der Pflanze vorliegen.

3.4.4.5.7 Diskussion

Die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum hat einen Defekt im NDH-Komplex. Die
Funktion des NDH-Komplexes im Plastidenmetabolismus ist weitgehend unbekannt. Die
sekunddren Auswirkungen der Mutation konnen festgestellt werden.

Die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum hat weniger Chlorophyll als der Wildtyp,
besitzt jedoch beide Photosysteme. Der Abbau der Stérke ist gehemmt.

Der Einfluss der Mutation auf die Terpen- und Nicotinbiosynthese wurde im Rahmen dieser
Arbeit untersucht. Es konnten, wie im Wildtyp von Nicotiana tabacum, Sitosterol, Stigma-
sterol, Phytol, Geranylgeraniol und cis-Abienol isoliert und NMR spektroskopisch vermessen
werden. Im verseiften Lipid-Extrakt ist deutlich mehr Phytol als im Wildtyp von Nicotiana
tabacum enthalten (Abbildung 109). Die Konzentration an Geranylgeraniol ist geringer.
Sterole und cis-Abienol liegen im Verhéltnis zu den anderen Verbindungen in vergleichbaren

Konzentrationsverhiltnissen, wie im Wildtyp vor.

In den Sterolen der NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum bilden sich
[*Ca]Isotopologe. Die Biosynthese erfolgt iiber den Mevalonatweg. Wie im Wildtyp ist in
den Sterolen nur die Hilfte der ['°C,]Isotopologkonzentration, im Vergleich zu den hypotheti-
schen IPP/DMAPP Molekiilen aus dem Mevalonatweg, enthalten.

Im Phytol der NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum konnten keine Kopplungen
nachgewiesen werden. Dasselbe trifft auch auf Geranylgeraniol und cis-Abienol zu. Alle
Positionen der Terpene weisen eine gleichmiBige Anreicherung der [*C;]Isotopologe von
1 % auf. Die retrobiosynthetische Bildung der IPP/DMAPP Molekiile iiber den
Deoxyxylulosephosphatweg, aus den zentralen Stoffwechselmetaboliten, bestétigt, dass keine
Kopplungsblocke eingebaut werden. Die aromatischen Aminosduren, aus denen die zentralen
Stoffwechselmetabolite  fiir die  Rekonstruktion des Deoxyxylulosephosphatwegs

retrobiosynthetisch bestimmt werden, weisen keine Kopplungsblocke auf.
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Abbildung 108. Vergleich der (A) experimentellen Kopplungsmuster von Nicotin aus
dem Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-"*C4]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose, mit den (B)
und (C) hypothetischen Kopplungsmustern, rekonstruiert aus den zentralen
Stoffwechselmetaboliten (Tabelle 25 und Abbildung 46). Biosynthese der
Pyrrolidin-Einheit iiber (B) Glutamat. Biosynthese der Nicotinsdure aus Aspartat
und (C) Glycerinaldehyd-3-phosphat bzw. 3-Phosphoenolpyruvat.



Sekundiarstoffwechsel — Nicotiana tabacum NDH 53-25

P
2
P ws
3 2 St
st/s 23 G
] 2G g
610
A 14 A
G 12 14 15
G
G 7 11
3 15A
AL § n
o et il e l‘Av b LAW},‘W‘ o e R
P
2
P St/S
3 St GG 6
St 26 G
St/S 23 106
3 14 .
G A A )
G
711 121 PR 15
15a
J X13
w«« atd }Nw i AA h e I‘y Wb e et s
P
2
G
2
¢ G
6 10¢
14
G
G
P G
p 711 15
St/S
St/S (3; 6
S St St
22 1214 | A » "
1‘3 15
C kst i A A \ fhomsa o s wme
I il il il il
T T L] T 1 T T T T T i T
ppm 140 138 134 130 124 122 114

Abbildung 109. NMR Spektren der verseiften Lipid-Extrakte aus (A) dem unmarkierten
Wildtyp, (B) der NDH 54-31V Mutante und (C) der NDH 53-25 Mutante von
Nicotiana tabacum aus den Einbauversuchen mit [U-">C4¢]D-Glucose, im
Verhéltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose.
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In der NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum koénnen keine ndheren Erkenntnisse
hinsichtlich unterschiedlicher Pools fiir Geranylgeraniol, Phytol und cis-Abienol gewonnen
werden. Der Vergleich mit dem Wildtyp macht deutlich, dass es durch die Mutation zu
Verianderungen bei den Biosynthesen kommt, die mit den aromatischen Aminosduren und
dem Deoxyxylulosephosphatweg verkniipft sind. Beide Synthesen finden in den
Chloroplasten bzw. Plastiden statt. Der fehlende Einbau von Kopplungsblocken aus der
[U-"C4]D-Glucose, der so im Wildtyp nicht zu beobachten ist, deutet auf eine Bildung der
aromatischen Aminoséduren, Geranylgeraniol, Phytol und cis-Abienol iiber die CO, Fixierung.
Es ist unklar, warum es nicht zu einer verstirkten Fixierung von BCO, kommt, wie es im
Wildtyp beobachtet wurde. Der Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von Nicotiana
tabacum erfolgte mit [U-"*C6]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose. Es
ist im Einbauversuch der Mutante somit mehr markierte D-Glucose vorhanden, wie im
Vergleich dazu im Einbauversuch des Wildtyps (1:49). Das wiirde bedeuten, dass die Biosyn-
thesen, die an der Freisetzung von “CO, beteiligt sind, nicht oder nur in geringem Maf
durchgefiihrt werden. Der Beweis fiir diese Annahme konnte in einem Einbauversuch mit

[1-"°C,]D-Glucose gefiihrt werden.

Da keine Kopplungen in Phytol, Geranylgeraniol und cis-Abienol festgestellt wurden, muss
von einem geringen (> 5 %) bzw. nicht vorhandenen Crosstalk in der vorliegenden Mutante
ausgegangen werden.

Im Verhiltnis zu den hypothetisch bestimmten IPP/DMAPP Molekiilen iiber den Mevalonat-
weg, haben die IPP/DMAPP Molekiile aus dem Sterol nur die Hilfte der [°C;]Isotopologen-
konzentration. Die Anreicherung der [°C,]Isotopologe an Position C-4 mit 2 % und den rest-
lichen Positionen bei 1 % konnten ein Gemisch der beiden Terpenbiosynthesen wider-

spiegeln. Es kann sich jedoch auch um einen Verdiinnungseffekt handeln.

Die NDH 53-25 Mutante zeigt im Einbauversuch mit [U-">C4]D-Glucose ein, mit dem Wild-
typ von Nicotiana tabacum, vergleichbares Markierungsmuster im Nicotin. Dem gegeniiber
stehen deutlich niedrigere Einbauraten in den Aminosduren und aromatische Aminosiduren
ohne Kopplungsblocke.

Auffallend sind die hohen Einbauraten und Markierungsmuster im Nicotin der NDH 53-25
Mutante von Nicotiana tabacum, obwohl die aromatischen Aminosduren keine Kopplungs-
blocke aufweisen. Die Positionen C-3, C-4 und C-5 in der Pyridin-Einheit stammen aus

Glycerinaldehyd-3-phosphat. Der Biosyntheseweg entspricht den Literaturdaten bzw. den
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Ergebnissen aus den Einbauversuchen im Wildtyp von Nicotiana tabacum. Das
Markierungsmuster von Glycerinaldehyd-3-phosphat wird aus den Markierungsmustern der
aromatischen Aminoséuren rekonstruiert. Eine mogliche Erklarung fiir ein markiertes Nicotin,
im Gegensatz zu unmarkierten aromatischen Aminosauren, liegt in der Kompartimentierung.
Die Biosynthese von Nicotin findet in den Wurzeln statt, die der aromatischen Aminoséure in

den Chloroplasten.

Weitere Einbauversuche mit ?CO, kénnten beweisen, dass der Deoxyxylulosephosphatweg
in der Mutante durchgefiihrt wird und eng mit der Photosynthese verkniipft ist. Einbauver-
suche mit [1-°C,]D-Glucose kénnten Einblick in die Hypothese geben, dass wenig *CO,

wihrend der Biosynthesen frei wird.
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3.4.4.6 Einbauexperiment mit [U-""C4|D-Glucose in Nicotiana tabacum NDH 54-31V
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Markierungsmuster der Terpene und des Alkaloids
Nicotin in der NDH 54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum, aus dem Einbauversuch mit

[U-"3C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose, untersucht.

Aus dem methanolischen Extrakt der frischen Pflanzenproben (ohne Wurzel, 55 g) wurde
Nicotin isoliert und NMR spektroskopisch vermessen. Aus dem, mit methanolischer KOH
verseiften, Lipid-Extrakt wurden die Terpene Sitosterol, Stigmasterol, Phytol, Geranylgera-

niol und cis-Abienol isoliert, gereinigt und NMR spektroskopisch vermessen.

3.4.4.6.1 Retrobiosynthese der Terpene

Die NMR spektroskopischen Daten der Aminoséduren (S.143), aus dem Einbauversuch in die
NDH 54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhéltnis 1:4 mit
unmarkierter Saccharose, wurden die Markierungsmuster der zentralen Stoffwechsel-
metabolite bestimmt (Acetyl-CoA, o-Ketogluterat, Oxalacetat, 3-Phosphoenolpyruvat, u.a.;
Tabelle 26 und Abbildung 48). Unter Verwendung der Zentralmetabolite ist es mdglich die
hypothetischen Markierungsmuster von IPP und DMAPP, den Zwischenprodukten der
Terpenbiosynthese, {iber die beiden bekannten Biosynthesewege zu rekonstruieren
(Abbildung 3 und Abbildung 4).

Da im vorliegenden Organismus verschiedene Markierungshdhen in den von Cytosol und
Plastiden beeinflussten Pools der zentralen Stoffwechselverbindungen existieren, wird bei der
Retrobiosynthese von IPP und DMAPP der jeweilig typische Ort der Terpenbiosynthesen
beachtet, d.h. Mevalonatweg im Cytosol und Deoxyxylulosephosphatweg in den Plastiden.
Die Retrobiosynthese erfolgt beim Mevalonatweg mit den Daten von Acetyl-CoA (Pool II,
rekonstruiert aus Glutamat) und beim Deoxyxylulosephosphatweg mit den Daten von
3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus den aromatischen Aminosduren, sowie Alanin,
Valin, Leucin und Lysin, Tabelle 26). Die hypothetischen Daten von IPP und DMAPP aus
den beiden Biosynthesen, Mevalonatweg (B) und Deoxyxylulosephosphatweg (C) sind in
Tabelle 84 und Abbildung 110 zusammengefasst.

Der Mevalonatweg bildet aus drei Acetyl-CoA Molekiilen (Pool II, rekonstruiert aus
Glutamat, Tabelle 26) die Vorstufen IPP und DMAPP (Abbildung 110, B). Bei der
hypothetischen Rekonstruktion von IPP und DMAPP mit dem retrobiosynthetisch
abgeleiteten Acetyl-CoA entstehen [1,2-°C,] und [3.,5-"°C,]Isotopologe mit einer
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Konzentration von 0,7 mol%, sowie ein [C;]Isotopolog an der Position C-4 mit einer

Anreicherung von 1,0 %.

Beim Deoxyxylulosephosphatweg reagiert der ,aktivierte Acetaldehyd* Hydroxyethyl-
thiamin-diphosphat mit Glycerinaldehyd-3-phosphat zu IPP und DMAPP (Abbildung 110,
C). Die Markierungsmuster von Hydroxyethylthiamin-diphosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat wurden aus den Seitenketten der aromatischen Aminosiuren, sowie aus Alanin,
Valin, Leucin und Lysin rekonstruiert (Tabelle 26). Die Ausgangsverbindungen der Bio-
synthese weisen keine Kopplungen auf. Die iiber den Deoxyxylulosephosphatweg gebildeten
IPP/DMAPP Molekiile weisen eine gleichméBige Anreicherung der ['*C,]Isotopologe in allen

Positionen von 0,8 % auf.

Tabelle 84. Hypothetische Kopplungen (% *C'"*C) und Haufigkeiten (% "*Caps) von IPP
und DMAPP, rekonstruiert iiber den Mevalonat- und Deoxyxylulosephosphatweg,
mit den Daten der zentralen Stoffwechselmetabolite (Tabelle 26) aus dem Einbau-
versuch in die NDH 54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C4]D-Glu-

cose.
Vorhersagen Position koppelt mit ~ Haufigkeit Kopplung
% Cpe 0, 13030

Mevalonat IPP/DMAPP 1 (2) 2,1 31,2

2 (1) 2,1 31,2

3 (5) 2,1 31,2

4 2,1

5 3) 2,1 31,2
1-DOXP IPP/DMAPP 1 1,8

2 1,9

3 1,9

4 1,8

5 1,8
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Abbildung 110. Vergleich der Kopplungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus dem
Einbauversuch in die NDH 54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die hypo-
thetisch bestimmten Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile iiber den
Mevalonatweg (B) und den Deoxyxylulosephosphatweg (C). Die retrobio-
synthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Stigma-
sterol (A), Phytol (D), Geranylgeraniol (E) und cis-Abienol (F).

3.4.4.6.2 Sitosterol und Stigmasterol

Messergebnisse

Die isolierte Sterol-Fraktion aus der NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum enthilt,
vergleichbar mit dem Wildtyp, ein Gemisch aus Sitosterol und Stigmasterol. Im NMR
Spektrum {iberlagern sich die Signale der Ringsysteme. Uber die charakteristischen
Verschiebungen der Seitenkettenatome (C-22 und C-23) konnten Sitosterol und Stigmasterol

nebeneinander identifiziert werden.

Abbildung 111. Kopplungsmuster von Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) aus dem
Einbauversuch in die NDH 54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-*C6]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die blauen
Balken kennzeichnen Fragmente aus der [U-"*C6]D-Glucose, die unter Erhalt der
Konnektivitdt inkorporiert wurden. Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration
(mol%) nach Gleichung E an (S. 50). Die kursiven Zahlen geben die absolute
Anreicherung der [°C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
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Das Markierungsmuster von Sitosterol aus dem Einbauversuch in die NDH 54-31V Mutante
von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccha-
rose, ist in Tabelle 85 und Abbildung 111 (A) zusammengefasst. Das Markierungsmuster von

Stigmasterol ist in Tabelle 86 und Abbildung 111 (B) zusammengefasst.

Tabelle 85. Kopplungen (% "*C"*C) und Haufigkeiten (% *Caps) von Sitosterol aus dem
Einbauversuch in die NDH 54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U—13C6]D—Gluc0se.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante®” Haufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jec [HZ] % "Cas % C"C

1 37,2 1,8
2 31,6 36,6 (3) n.d. n.d.
3 71,8 36,5 (2) 1,8 9,7
4 42,3 n.d.
5 140,7 71,5 (6) 1,6 9,7
6 121,7 71,8 (5) 1,5 7,7
7 31,9 n.d.
8 31,9 n.d.
9 50,0 35,2 (11) 1,9 9,3
10 36,5 35,1 (19) 1,8 n.d.
11 21,1 n.d. (9) n.d. n.d.
12 39,6 35,5 (13) n.d. n.d.
13 42,1 n.d. (12) n.d. n.d.
14 56,8 1,7
15 243 1,8
16 28,2 33,6 (17) 1,5 n.d.
17 55,8 n.d. (16) n.d. n.d.
18 11,8 1,6
19 19,4 35,2 (10) 1,7 9,1
20 36,1 n.d. (21) n.d. n.d.
21 18,9 n.d. (20) n.d. n.d.
22 33,8 1,3
23 26,0 n.d. (24) n.d. n.d.
24 45,7 43,6 (23) n.d. 8,2
25 29,2 n.d. (27) n.d. n.d.

26 (pro-S) 19,8 n.d.

27 (pro-R) n.d. n.d. (25) n.d. n.d.
28 23,1 1,2
29 11,9 n.d.

> Kopplungspartner in Klammern
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Tabelle 86. Kopplungen (% *C"C) und Haufigkeiten (% Caps) von Stigmasterol aus
dem Einbauversuch in die NDH 54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-"*C4]D-Glucose.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante58 Haufigkeit Kopplung
§ [ppm] Jee [Hz] % PCas % CPC

1 37,2 1,8
2 31,6 36,3 n.d. n.d.
3 71,8 36,4 1,8 9,7
4 423 n.d.
5 140,7 63,5 1,6 9,7
6 121,7 78,5 1,5 7,7
7 31,9 n.d.
8 31,9 n.d.
9 50,0 34,9 1,9 9,3
10 36,5 n.d. 1,8 n.d.
11 21,1 n.d. n.d. n.d.
12 39,6 n.d. n.d. n.d.
13 42,1 34,2 n.d. n.d.
14 56,8 1,7
15 243 1,8
16 28,9 n.d. 1,8 n.d.
17 55,8 34,4 n.d. n.d.
18 12,0 1,7
19 19,4 34,6 1,7 9,1
20 40,5 34,4 1,5 8,1
21 n.d. n.d. n.d. n.d.
22 138,3 1,8
23 129,2 44,0 1,8 7,9
24 51,2 43,6 n.d. 7,0
25 31,8 34,8 1,8 7,8

26 (pro-S) 18,7 1,4

27 (pro-R) 21,2 n.d. n.d. n.d.
28 25,4 1,4
29 12,3 1,9

Im NMR Spektrum der Sterole sind ausschlieBlich [*C,]Isotopologe sichtbar.

Die Konzentration der [°C,]Isotopologe aus den iiberlagerten Signalen des Ringsystems der
beiden Sterole liegt im IPP bei 0,15 mol% und im DMAPP bei 0,17 mol% (Abbildung 112,
oben). In den Seitenketten von Stigmasterol liegt die Konzentration der [*C,]Isotopologe im
IPP bei 0,12 mol% und im DMAPP bei 0,14 mol% (Tabelle 86 und Abbildung 112, B, unten).

Die Konzentration der [°C,]Isotopologe von Sitosterol konnte aus dem vorliegenden NMR

*¥ Kopplungspartner in Klammern
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Spektrum nicht bestimmt werden (Tabelle 85). Die Anreicherung der ["°C,]Isotopologe im
Ringsystem der beiden Sterole liegt in der Position C-4 bei 0,7 %, der retrobiosyntethisch
bestimmten IPP/DMAPP Molekiile, und in den Positionen C-2, C-3 und C-5 bei 0,6 % (IPP,
Abbildung 112, oben). Die Anreicherung der ["°C,]Isotopologe in den nicht iiberlagerten
Signalen des Stigmasterols liegt in den retrobiosynthetisch bestimmten IPP/DMAPP
Molekiilen der Position C-4 bei 0,7 % und in den Positionen C-1 und C-3 bei 0,6 %
(Abbildung 112, B, unten).

0,5
)\/\O®® )\%\O(@@
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%
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®
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/l\/\ )\/\ )\/\ O’MJ\/O:\
0P® N"Noee 0P® N 0pe

Abbildung 112. Das Markierungsmuster der IPP (griin) und DMAPP (rot) Molekiile
von Sitosterol (A) und Stigmasterol (B) aus dem Einbauversuch in die NDH
54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-">C¢]D-Glucose, im Verhltnis
1:4 mit unmarkierter Saccharose, getrennt nach iiberlagerten Signalen aus dem
Ringsystem (oben) und Signalen aus der Seitenkette (unten).

Der Datensatz flir die Anreicherungen und Konzentrationen in den Positionen der Seitenkette
von Sitosterol fehlt vollstindig. Die iiberlagerten Signale liefern ein Gemisch der Anreiche-
rungen, in Abhédngigkeit des Konzentrationsverhéltnisses der beiden Sterole. Die beim
Stigmasterol bestimmten Konzentrationen und Anreicherungen der C-Atome in der
Seitenkette unterscheiden sich von den Daten aus den iiberlagerten Signalen. Die

Konzentration der [“C,]Isotopologe ist niedriger. Das Sitosterol scheint eine hdhere
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Konzentration in den [°C,]Isotopologe aufzuweisen als Stigmasterol. Das Ergebnis entspricht
damit nicht den Daten aus dem Einbauversuch im Wildtyp von Nicotiana tabacum. Im
Wildtyp hat Stigmasterol hohere Anreicherungen und Konzentrationen als Sitosterol.
Anscheinend handelt es sich hierbei um eine Besonderheit der NDH 54-31V Mutante von

Nicotiana tabacum.

Retrobiosynthese

Gemil der Biosynthese bauen sich Sterole aus vier IPP und zwei DMAPP Molekiilen
zusammen (Abbildung 51). Wie bereits ausgefiihrt, konnen nur die Daten der Seitenkette fiir
eine getrennte Bestimmung der Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile von Sitosterol
bzw. Stigmasterol herangezogen werden. Die sich {iberlagernden Signale der beiden Sterole
stellen ein Gemisch der Daten, in Abhingigkeit des Konzentrationsverhiltnisses von
Sitosterol und Stigmasterol, dar. Es sind keine Daten aus der Seitenkette des Sitosterols
vorhanden und die Daten von Stigmasterol sind liickenhaft (Abbildung 112). Fiir die
Bestimmung des Terpenbiosynthesewegs empfiehlt es sich nur die Daten von Stigmasterol zu
nutzen.

Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus den
experimentellen Daten von Stigmasterol sind in Tabelle 87 und Abbildung 110 (A)

zusammengefasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus Stigmasterol
weist ausschlieBlich [1,2-"*C,] und [3,5-" C,]Isotopologe, sowie [°C,]Isotopologe in hoheren
Konzentrationen auf (Abbildung 110, A). Das Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile
weist auf den Mevalonatweg. Die Konzentration der [1,2-°C,] und [3,5-" C;]Isotopologe
liegt bei 0,12 mol% im IPP und bei 0,14 mol% im DMAPP.

Damit ist im Stigmasterol nur ein Fiinftel der Isotopologenkonzentration enthalten, im
Vergleich zu den hypothetisch bestimmten Daten iiber den Mevalonatweg (Tabelle 84 und
Abbildung 110, B). Im Gegensatz dazu ist die Anreicherung der ['°C,]Isotopologe in Position
C-4 der IPP/DMAPP Molekiile aus Stigmasterol mit 0,7 % nur halb so hoch wie die Isotopo-

logkonzentration aus den hypothetisch bestimmten Daten des Mevalonatwegs.
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Tabelle 87. Aus Sitosterol und Stigmasterol retrobiosynthetisch abgeleitete und statis-
tisch gemittelte Kopplungen (% "*C"°C) und Héufigkeiten (% "*Cabs) von IPP und
DMAPP aus dem Einbauversuch in die NDH 54-31V Mutante von Nicotiana
tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position  koppelt mit Haufigkeit Kopplung
% Cabs  As™ % CPC As
Sitosterol IPP 1 (2) 1,5 {1} n.d.
(Seitenkette) 2 (1) n.d. n.d.
3 (5) n.d.
4 1,3 {1} n.d.
5 3) n.d. n.d.
DMAPP 1 (2) n.d. n.d.
2 (1) n.d. 8,2 {1}
3 (5) n.d. n.d.
4 n.d.
5 3) n.d. n.d.
Stigmasterol IPP 1 (2) 1,8 {1} n.d.
(Seitenkette) 2 (1) n.d. n.d.
3 (5) 1,5 {1} 8,1 {1}
4 1,8 {1}
5 3) n.d. n.d.
DMAPP 1 (2) 1,8 {1y 79 {1}
2 (1) n.d. 7,0 {1}
3 (5) 1,8 {1y 7.8 {1}
4 1,4 {1}
5 3) n.d. n.d.
Ringsystem IPP 1 (2) 1,5 {1 9,7 {1}
2 (1) 1,8 0,2 {2} 85 0,8 {2}
3 (5) 1,8 0,1 {2} n.d.
4 1,8 {1}
5 (3) 1,8 0,1 {2} 9,1 {1}
DMAPP 1 (2) n.d. n.d.
2 (1) 1,8 {1y 9.7 {1}
3 (5) n.d. n.d.
4 n.d.
5 (3) n.d. n.d.

%% As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Die hohere Konzentration der [°C;]Isotopologe in den Sterolen wird durch den Einbau von
[13C1]Markierungen verursacht. Je stirker die Verstoffwechslung der [U-"*C6]D-Glucose
voranschreitet, desto mehr [°C;]Bruchstiicke entstehen. Wenn es bei den Biosynthesen der
Aminosdure und der Sterole einen zeitlichen Unterschied gibt, erklirt sich die erhohte
Konzentration an [“C;]Isotopologen durch die spitere Bildung der Sterole. Eine weitere
Quelle fiir ['*C ]Markierungen ist das >CO,. Bei den Biosynthesen, zum Beispiel zu Beginn
des Pentosephosphatwegs, wird “CO, abgespalten. Das '*CO, diffundiert durch die

Zellwénde und kann anschlieBend iiber die Photosynthese refixiert werden.

3.4.4.6.3 Phytol
Messergebnisse

Das Markierungsmuster von Phytol aus dem Einbauversuch in die NDH 54-3IV Mutante von
Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose,

ist in Abbildung 90 und Abbildung 113 zusammengefasst.

Im NMR Spektrum von Phytol sind keine Satelliten sichtbar. In Abhédngigkeit von der
Empfindlichkeit, sind im Spektrum keine Kopplungen > 0,1 % zu beobachten. Es wurden
keine mehrfach *C-markierte Vorstufen in Phytol eingebaut. Auf der anderen Seite belegt die
Anreicherung der [°C,]Isotopologe mit 0,5 % den Einbau von ['°C,]Fragmenten. Die ver-
schiedenen Positionen im Phytol weisen nur geringfiigige Unterschiede bei der Anreicherung

der ['*C,]Isotopologe auf.

Abbildung 113. Kopplungsmuster von Phytol aus dem Einbauversuch in die NDH
54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"Cg]D-Glucose, im Verhiltnis
1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die kursiven Zahlen geben die absolute
BC-Anreicherung der [°C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).
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Tabelle 88. Haufigkeiten (% 13Cabs) von Phytol aus dem Einbauversuch in die NDH
54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-">C¢]D-Glucose.

Position Ver;:illfirél‘t;ung Haufigkeit
O [ppm] % "*Cabs
1 59,4 1,5
2 123,0 1,4
3 140.,4 n.d.
4 39,9 1,6
5 25,1 1,6
6 36,6 1,7
7 32,7 1,6
8 37,3 1,6
9 24,5 n.d.
10 37,4 1,5
11 32,8 1,6
12 37,3 1,6
13 24,8 1,6
14 39,3 1,5
15 28,0 1,3
16 22,6 1,5
17 22,7 1,5
18 19,7 1,7
19 19,7 1,7
20 16,2 n.d.

Retrobiosynthese

Gemadl der Biosynthese baut sich Phytol aus drei IPP und einem DMAPP Molekiil zusam-
men. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus den
experimentellen Daten von Phytol sind in Tabelle 89 und Abbildung 110 (D) zusammenge-

fasst.

Das retrobiosynthetisch bestimmte Markierungsmuster der IPP/DMAPP Molekiile aus Phytol
weist keine Kopplungsbldcke auf, jedoch [°C,JIsotopologe mit einer Anreicherung von 0,5 %
in allen Positionen (Tabelle 89 und Abbildung 110, D). Das Markierungsmuster der
IPP/DMAPP Molekiile weist auf den Deoxyxylulosephosphatweg. Die Synthese iiber den
Mevalonatweg kann ausgeschlossen werden, da im Spektrum keine [*C;]Isotopologe sichtbar
sind.

Die gleichméBige Anreicherung der ["*C;]Isotopologe von 0,5 % in allen Positionen der
IPP/DMAPP Molekiile ist mit den rekonstruierten Daten des Deoxyxylulosephosphatwegs
vergleichbar (Tabelle 84 und Abbildung 110, C).
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Tabelle 89. Aus Phytol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemittelte Haufig-
keiten (% 13Cabs) von [PP und DMAPP aus dem Einbauversuch in die NDH
54-31V Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"*C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Haufigkeit
% 1:J'(jabs AS6O

Phytol IPP 1 1,6 0,1 {2}

2 1,5 0,1 {3}

3 1,6 0,0 {2}

4 1,6 0,0 {3}

5 1,7 0,0 {2}

DMAPP 1 1,6 {1}

2 1,5 {1}

3 1,3 {1}

4 1,5 {1}

5 1,5 {1}

3.4.4.6.4 Geranylgeraniol
Die Markierungsmuster von Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in die NDH 54-3IV
Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"Cs]D-Glucose sind in Tabelle 90 und Abbildung

114 zusammengefasst.

Im NMR Spektrum von Geranylgeraniol sind keine Satelliten sichtbar. In Abhéngigkeit von
der Empfindlichkeit, sind im Spektrum keine Kopplungen > 0,1 % zu beobachten. Es wurden
keine mehrfach *C-markierten Vorstufen in Phytol eingebaut. Auf der anderen Seite belegt

die Anreicherung der ["°C;]Isotopologe mit 0,4 bis 0,9 % den Einbau von ['°C,]Fragmenten.

08
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Abbildung 114. Kopplungsmuster von Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in die
NDH 54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im
Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die kursiven Zahlen geben die
absolute Anreicherung der ['°C,]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).

% As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Tabelle 90. Haufigkeiten (% 13Cabs) von Geranylgeraniol aus dem Einbauversuch in die
NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

.. chem. N .
Position Verschiebung Haufigkeit
0 [ppm] %o 13Cabs
1 59,4 n.d.
2 1243 1,9
3 139,9 1,5
4 39,7 n.d.
5 26,7 1,4
6 124,1 1,7
7 135,4 1,5
8 39,7 n.d.
9 26,6 n.d.
10 123,4 1,6
11 135,0 n.d.
12 39,5 1,8
13 26,3 1,6
14 123,2 1,8
15 131,3 1,4
16 17,7 1,9
17 17,7 1,9
18 16,3 1,3
19 16,0 n.d.
20 16,0 n.d.

Retrobiosynthese

Gemdll der Biosynthese baut sich Geranylgeraniol aus einem DMAPP und drei IPP
Molekiilen zusammen. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und
DMAPP aus den experimentellen Daten von Geranylgeraniol sind in Tabelle 91 und

Abbildung 110 (E) zusammengefasst.

Die retrobiosynthetisch bestimmten Muster der IPP/DMAPP Molekiile aus Geranylgeraniol
weisen keine Kopplungsblcke auf, jedoch [*C;]Isotopologe in allen Positionen (Tabelle 91
und Abbildung 110, E). Das Markierungsmuster der IPP’/DMAPP Molekiile weist auf den
Deoxyxylulosephosphatweg. Die Synthese iiber den Mevalonatweg kann ausgeschlossen
werden, da im Spektrum keine [*C]Isotopologe sichtbar sind (Abbildung 110, B).

Die Anreicherung der [°C,]Isotopologe der Positionen in den IPP/DMAPP Molekiilen ist
nicht gleichmdfig verteilt. Vorallem die Positionen C-1 und C-3 sind niedriger. Mit den
vorliegenden Daten kann der Grund fiir diese Abweichungen nicht bestimmt werden. Wenn
eine, mit dem Wildtyp vergleichbare Fixierung von *CO, in der NDH 53-25 Mutante von
Nicotiana tabacum angenommen wird, dann miissten die Positionen C-1, C-2 und C-4 hohere
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bzw. abweichende Konzentrationen aufweisen. Dies widerspricht den experimentellen Daten

des vorliegenden Einbauversuchs.

Tabelle 91. Aus Geranylgeraniol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemit-
telte Haufigkeiten (% 13Cabs) von IPP und DMAPP aus dem Einbauversuch in die
NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Haufigkeit
% 13Cabs AS61

Geranylgeraniol IPP 1 1,4 {1}

2 1,7 0,1 {3}

3 1,5 0,0 {2}

4 1,8 {1}

5 1,3 {1}

DMAPP 1 1,6 {1}

2 1,8 {1}

3 1,4 {1}

4 1,9 {1}

5 1,9 {1}

3.4.4.6.5 Cis-Abienol

Messergebnisse

Das Markierungsmuster von cis-Abienol aus dem Einbauversuch in die NDH 54-31V Mutante
von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccha-

rose, ist in Tabelle 92 und Abbildung 115 zusammengefasst.

Abbildung 115. Kopplungsmuster von cis-Abienol aus dem Einbauversuch in die NDH
54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose, im Verhiltnis
1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die kursiven Zahlen geben die absolute Anrei-
cherung der ["*C;]Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).

6! As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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Im NMR Spektrum von cis-Abienol sind keine Satelliten sichtbar. In Abhédngigkeit von der
Empfindlichkeit, sind im Spektrum keine Kopplungen > 0,1 % zu beobachten. Es wurden
keine mehrfach *C-markierten Vorstufen in cis-Abienol eingebaut. Auf der anderen Seite

belegt die Anreicherung der [°C,]Isotopologe mit 0,7 % den Einbau von [*C,]Fragmenten.

Tabelle 92. Héufigkeiten (% 13Cabs) von cis-Abienol aus dem Einbauversuch in die
NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

- chem. N .
Position Verschicbung Haufigkeit
O [ppm] % Cabs
1 40,0 1,7
2 18,6 1,7
3 41,8 1,4
4 33,3 n.d.
5 55,9 1,9
6 20,2 n.d.
7 43,9 1,5
8 74,3 n.d.
9 62,1 1,7
10 38,8 n.d.
11 23,1 1,7
12 133,8 1,5
13 130,9 1,4
14 133,5 1,6
15 113,8 1,8
16 19,9 1,4
17 24,4 n.d.
18 33,5 1,8
19 21,5 1,8
20 15,4 1,7

Retrobiosynthese

Gemil der Biosynthese baut sich cis-Abienol aus einem DMAPP und drei IPP Molekiilen
zusammen. Die retrobiosynthetisch bestimmten Markierungsmuster von IPP und DMAPP aus
den experimentellen Daten von cis-Abienol sind in Tabelle 93 und Abbildung 110 (F)

zusammengefasst.

Die retrobiosynthetisch bestimmte Markierung der IPP/DMAPP Molekiile aus cis-Abienol
weist keine Kopplungsblocke auf, jedoch [°C;]Isotopologe in den Positionen C-1, C-2, C-4
und C-5 (Tabelle 93 und Abbildung 110, F). Das Markierungsmuster der IPP/DMAPP
Molekiile weist auf den Deoxyxylulosephosphatweg. Auffillig ist, dass die retrobio-

synthetisch iiber dem Deoxyxylulosephosphatweg bestimmte Anreicherung der [C;]Iso-
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topologe mit 1,0 % doppelt so hoch ist, wie im cis-Abienol. Die Synthese iiber den
Mevalonatweg kann ausgeschlossen werden, da im Spektrum keine ['*C,]Isotopologe sichtbar
sind (Abbildung 110, B).

Die Anreicherung der Positionen in den IPP/DMAPP Molekiilen ist nicht gleichmiBig
verteilt, vorallem Position C-3 fallt niedriger aus als die restlichen Positionen. Mit den vorlie-
genden Daten kann der Grund fiir diese Abweichungen nicht bestimmt werden. Keine der
vorliegenden Modelle fiir die Markierung von cis-Abienol, die aus dem Einbauversuch im
Wildtyp von Nicotiana tabacum gewonnen wurden, sind auf die vorliegende Markierung

anwendbar.

Tabelle 93. Aus cis-Abienol retrobiosynthetisch abgeleitete und statistisch gemittelte
Haufigkeiten (% 13Cabs) von IPP und DMAPP aus dem Einbauversuch in die NDH
54-31V Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"C¢]D-Glucose.

Abgeleitet aus Position Haufigkeit
% 13Cabs AS62

cis-Abienol IPP 1 1,7 0,0 {2}

2 1,7 0,2 {3}

3 1,4 {1}

4 1,7 0,2 {2}

5 1,8 0,1 {2}

DMAPP 1 1,8 {1}

2 1,6 {1}

3 1,4 {1}

4 1,5 {1}

5 1,4 {1}

62 As: Standartabweichung; die Zahlen in den geschweiften Klammern geben die Anzahl der eingegangen Werte
in die statistische Bestimmung an.
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3.4.4.6.6 Nicotin
Das Markierungsmuster von Nicotin aus dem Einbauversuch in die NDH 54-3IV Mutante von
Nicotiana tabacum mit [U-"C4]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose,

ist in Tabelle 94 und Abbildung 116 zusammengefasst.
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Abbildung 116. Kopplungsmuster von Nicotin aus dem Einbauversuch in die NDH
54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit [U-"Cg]D-Glucose, im Verhiltnis
1:4 mit unmarkierter Saccharose. Die blauen Balken kennzeichnen Fragmente aus
der [U-"C¢]D-Glucose, die unter Erhalt der Konnektivitit inkorporiert wurden.
Die Zahlen geben die jeweilige Konzentration (mol%) nach Gleichung E an
(S. 50). Die kursiven Zahlen geben die absolute Anreicherung der [Ci]
Isotopologe nach Gleichung C an (S. 47).

Tabelle 94. Kopplungen (% *C'"C) und Haufigkeiten (% *Caps) von Nicotin aus dem
Einbauversuch in die NDH 54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-"*C4]D-Glucose.

chem.

Position Verschiebung Kopplungskonstante63 Haufigkeit Kopplung
8 [ppm] Jee [Hz] % PCas % CRC
1 148,7 57,2 (2) 5,9 27,6
2 138,1 57,2 (1) 5,3 27,2
3 135,6 54,6 /2,4 (5, 4/5) 5,8 57,8
4 124,0 54,3 (3) 6,0 14,6
55,0 (3/5) 44,6
5 148,0 55,0/2,8 (3, 3/4) 5,5 44,5
6 68,9 34,7 (7) 6,0 39,7
7 22,1 34,3 (6) 5,5 38,5
8 34,4 35,3 (9) 7,0 42,0
9 56,8 34,2 (8) 6,2 39,8
10 40,1 5,3

5 Kopplungspartner in Klammern
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Pyrrolidin-Einheit

Im NMR Spektrum von Nicotin sind [6,7-°C5] und [8,9-"*C,]Isotopologe in der Pyrrolidin-
Einheit sichtbar (Abbildung 107, C). Es sind im Spektrum bei den Signalen der Positionen
C-6 bis C-9 keine Fernkopplungen sichtbar.

Gemail} der Literatur erfolgt die Biosynthese der Pyrrolidin-Einheit aus Glutamat bzw. aus
Arginin (Abbildung 53; Tiburcio und Galston, 1986; Wagner, 1987). Die Intensitit der
Kopplungsblocke im Nicotin sollte sich, durch das symmetrische Putrescin, aus der Summe
der [2,3-"°C,] und [4,5-" C;]Isotopologe des Glutamats bzw. des Arginins zusammensetzten.
Die Ergebnisse des Einbauversuchs im Wildtyp bestitigten die Vorgaben der Literatur fiir
Nicotiana tabacum.

Bei einer Retrobiosynthese der Pyrrolidin-Einheit aus Glutamat bilden sich [6,7-"°C,] und
[8,9-1°C,]Isotopologe mit einer Konzentration von 0,5 mol% (Abbildung 117, B). Bei den
experimentellen Daten im Nicotin liegt die Konzentration der [*Cs]Isotopologe bei 2,5 mol%
(Abbildung 117, A). Damit ist die Konzentration der gefundenen [“C,]Isotopologe im
Nicotin um das flinffache hoher, als die aus der Aminosdure Glutamat rekonstruierten. Im
Nicotin liegt, im Vergleich zu einer fiinffach hoheren Konzentrationen der [°C,]Isotopologe,
nur die dreifache Anreicherung der ["°C,]Isotopologe mit 2,6 % in den Positionen C-6 und
C-9 vor. Die Anreicherungen aus dem Glutamat liegen bei 0,8 %.

Der hohe Anteil an ["°C,]Isotopologen in der Aminosiure bedeutet eine stirkere Verstoff-
wechslung der D-Glucose. Es muss davon ausgegangen werden, dass die [U-">C4]D-Glucose
sehr frith und nur mit geringer Umsetzung im Stoffwechsel in das Nicotin eingebaut wird.
Dies erklart auch die fiinffach héheren Konzentration an [*C,]Isotopologen, neben der drei-

fach hoheren Anreicherung der ['°C,]Isotopologe im Nicotin.

Pyridin-Einheit

Im NMR Spektrum sind [1,2-C,], [3,4-C,] und [3,4,5—13C3]Isot0p010ge in der Pyridin-
Einheit des Nicotins sichtbar (Abbildung 107, C). In der Literatur werden drei verschiedene
Biosynthesewege fiir den Vorldufer der Pyridin-Einheit, der Nicotinsdure, beschrieben
(S. 155). Die Biosynthese der Nicotinsdure in hoheren Pflanzen geht, gemé der Literatur
(Wagner, 1987; Luckner, 1990; Review: Forster und Moat, 1980), von Aspartat und
Glycerinaldehyd-3-phosphat aus (Abbildung 55, oben). Die Ergebnisse des Einbauversuchs
im Wildtyp bestitigten die Vorgaben der Literatur fiir Nicotiana tabacum.
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Abbildung 117. Vergleich der (A) experimentellen Kopplungsmuster von Nicotin aus
dem Einbauversuch in die NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum mit
[U-"*C4]D-Glucose, im Verhiltnis 1:4 mit unmarkierter Saccharose, mit den (B)
und (C) hypothetischen Kopplungsmustern, rekonstruiert aus den zentralen
Stoffwechselmetaboliten (Tabelle 26 und Abbildung 48). Biosynthese der
Pyrrolidin-Einheit aus (B) Glutamat. Biosynthese der Nicotinsdure aus Aspartat
und (C) 3-Phosphoenolpyruvat.

Glycerinaldehyd-3-phosphat und 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus Tyrosin,
Phenylalanin, Leucin Lysin, Alanin und Valin, Tabelle 26) sind iiber den Stoffwechsel
miteinander verkniipft. In der NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum ergeben sich bei
der retrobiosynthetischen Bestimmung der Markierungsmuster der Pyridin-Einheit {iber
3-Phosphoenolpyruvat und Aspartat, mit den vorliegenden Aminosiuredaten, keine [3,4-"°C,]
und [3,4,5-"Cs]Isotopologe. Das 3-Phosphoenolpyruvat, stellvertretend fiir Glycerinaldehyd-
3-phosphat, das Ausgangsverbindung der Positionen C-3, C-4 und C-5 in der Pyridin-Einheit

des Nicotins ist, weist keine Kopplungsblocke auf (Abbildung 117, C).
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Die Biosynthese des Nicotins iiber Glycerinaldehyd-3-phosphat bzw. 3-Phosphoenolpyruvat
ist im Wildtyp von Nicotiana tabacum im Einbauversuch mit [U-">C¢]D-Glucose und mit
[1-"°C,]D-Glucose bewiesen worden. Im Einbauversuch in die NDH 53-25 Mutante von
Nicotiana tabacum mit [U-">C¢]D-Glucose erschienen [C,] und [13C3]Is0t0p010ge im
Nicotin, obwohl die retrobiosynthetisch bestimmte Ausgangsverbindung, 3-Phosphoenol-
pyruvat, keine Kopplungsblocke aufweist. Unter diesen Bedingungen muss von getrennten
3-Phosphoenolpyruvat Pools ausgegangen werden. Die Rekonstruktion der zentralen Stoff-
wechselmetabolite erfolgte iliber die Aminosdure. Die Pools von 3-Phosphoenolpyruvat
miissten dementsprechend entweder zeitlich oder rdumlich von einander getrennt in der

Pflanze vorliegen.

3.4.4.6.7 Diskussion

Die NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum hat einen Defekt im NDH-Komplex. Die
Funktion des NDH-Komplexes im Plastidenmetabolismus ist weitgehend unbekannt. Ein Teil
der sekundédren Auswirkungen der Mutation konnen festgestellt werden.

Die NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum dhnelt dem Wildtyp stérker, als die NDH
53-25 Mutante von Nicotiana tabacum. Die Pflanze wirkt gesiinder und wéchst besser. Es
wird angenommen, dass die NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum das Defizit am
NDH-Komplex iiber verstirkte Gen-Kopien aus den Chloroplasten kompensieren kann (Kofer

et al., 1998). Der Stirkeabbau ist nicht gehemmt.

Der Einfluss der Mutation auf die Terpen- und Nicotinbiosynthese wurde im Rahmen dieser
Arbeit untersucht. Es konnten, wie im Wildtyp von Nicotiana tabacum, Sitosterol, Stigma-
sterol, Phytol, Geranylgeraniol und cis-Abienol isoliert und NMR spektroskopisch vermessen
werden. Die Zusammensetzung der Terpene im verseiften Lipid-Extrakt entspricht in den
Konzentrationen der NDH 53-25 Mutante von Nicotiana tabacum. Es scheint deutlich mehr
Phytol als im Wildtyp von Nicotiana tabacum enthalten zu sein (Abbildung 109). Die
Konzentration an Geranylgeraniol ist geringer. Sterole und cis-Abienol liegen im Verhéiltnis
zu den anderen Verbindungen in vergleichbaren Konzentrationsverhiltnissen, wie im Wildtyp

vor.

In den Sterolen der NDH 54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum bilden sich
[*C,]Isotopologe. Die Biosynthese erfolgt iiber den Mevalonatweg. Es liegt eine vergleich-
bare Anreicherung in beiden Sterolen vor. Eine Unterscheidung der Anreicherungen in den

Positionen, wie in der NDH 53-25 Mutante und im Wildtyp von Nicotiana tabacum, kann
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nicht getroffen werden. Wobei bei der Lage der vorliegenden Daten nicht ausgeschlossen
werden kann, dass dies durch die liickenhaften Daten der Secitenkette des Sitosterols
vorgetiuscht wird. Die Konzentration der [’C,]Isotopologe betrigt nur ein Viertel der
Konzentration der hypothetisch bestimmten Daten der IPP/DMAPP Molekiile aus dem
Mevalonatweg. Die Konzentration ist damit auch deutlich niedriger, wie im Vergleich dazu
im Wildtyp, wo die Sterole die Hilfte der retrobiosynthetisch bestimmten Daten aus dem

Mevalonatweg aufweisen.

Wie in der NDH 53-25 Mutante konnten auch in der 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum
keine Kopplungen in den Terpenen Phytol, Geranylgeraniol und cis-Abienol nachgewiesen
werden. Alle Positionen der Terpene weisen eine gleichméfige Anreicherung der
[°C,]Isotopologe von 0,5 % auf. Die retrobiosynthetische Bildung der IPP/DMAPP Molekiile
iiber den Deoxyxylulosephosphatweg, aus den zentralen Stoffwechselmetaboliten, bestétigt,
dass keine Kopplungsblocke eingebaut werden. Die aromatischen Aminosduren, aus denen
die zentralen Stoffwechselmetabolite flir die Rekonstruktion des Deoxyxylulosephosphatwegs

retrobiosynthetisch bestimmt werden, weisen keine Kopplungsblocke auf.

Da keine Kopplungen in Phytol, Geranylgeraniol und cis-Abienol festgestellt wurden, muss
von einem geringen (> 5 %) bzw. nicht vorhanden Crosstalk in der vorliegenden Mutante

ausgegangen werden.

Die NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum zeigt im Einbauversuch mit
[U-"*C4]D-Glucose ein mit dem Wildtyp vergleichbares Markierungsmuster im Nicotin. Dem
gegeniiber stehen deutlich niedrigere Einbauraten in den Aminosduren und aromatische
Aminoséduren ohne Kopplungsblocke.

Auffallend sind die hohen Einbauraten und Markierungsmuster im Nicotin der NDH 54-31V
Mutante von Nicotiana tabacum, obwohl die aromatischen Aminosduren keine Kopplungs-
blocke aufweisen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem Einbauversuch im
Wildtyp, stammten die Positionen C-3, C-4 und C-5 in der Pyridin-Einheit aus
Glycerinaldehyd-3-phosphat. Das Markierungsmuster von Glycerinaldehyd-3-phosphat wird
aus den Markierungsmustern der aromatischen Aminosduren rekonstruiert. Eine mdgliche
Erkldrung flir ein markiertes Nicotin, im Gegensatz zu unmarkierten aromatischen
Aminoséuren, liegt in der Kompartimentierung. Die Biosynthese von Nicotin findet in den

Waurzeln statt, die der aromatischen Aminoséduren in den Chloroplasten.
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Das Ergebnis der NDH 54-31V Mutante entspricht dem Ergebnis der NDH 53-25 Mutante
von Nicotiana tabacum. Beide Mutanten synthetisieren Nicotin mit [*C,] und [“C;]lso-
topologen in hohen Konzentrationen. Die auslosenden Mechanismen scheinen in beiden
Mutanten die gleichen zu sein. Weitere Einbauversuche konnten helfen diese Mechanismen
zu verstehen. Interessant wire die Frage, ob sich der Schwerpunkt der Markierung bei einer

Hemmung der Nicotinbiosynthese verschieben wiirde.

In den beiden untersuchten NDH Mutanten von Nicotiana tabacum sind die Anreicherungen
und Markierungsmuster der Aminosduren weitgehend vergleichbar. Die Sterole der NDH
54-3IV Mutante von Nicotiana tabacum weisen nur ein Viertel der [°C,]Isotopologanreiche-
rungen auf, im Verhiltnis zu den hypothetischen Daten aus dem Mevalonatweg. Die NDH
53-25 Mutante von Nicotiana tabacum weist die Hilfte der ['°C,]Isotopologkonzentration in
den Sterolen auf. Die Anreicherungen der [13C1]Isotopologe und Konzentration der [°C,] und
[*C;]Isotopologe im Nicotin der NDH 54-31V Mutante von Nicotiana tabacum sind héher,
als in der NDH 53-25 Mutante.

Die Unterschiede zwischen den NDH Mutanten von Nicotiana tabacum sind minimal. Wenn
es einen deutlichen Unterschied in der Genetik der beiden Pflanzen gibt, so macht er sich auf

der Ebene der hier beobachteten priméiren und sekundiren Metabolite nicht bemerkbar.
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3.4.5 Diskussion

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Einbauversuche mit einfach und mehrfach
markierten Tracern geben einen Einblick in die komplexen Systeme der Biosynthesenwege in
Mikroorganismen, Pflanzenzellkulturen und ganzen Pflanzen. Die Unterschiede in den drei
Systemen werden gut in den retrobiosynthetisch bestimmten 3-Phosphoenolpyruvat und
Glycerinaldehyd-3-phosphat Molekiilen deutlich. 3-Phosphoenolpyruvat und Glycerin-
aldehyd-3-phosphat eignen sich fiir eine Darstellung, da sie im Stoffwechsel iiber Glykolyse

und Glunoneogenese direkt ineinander liberfiihrbar sind.

Im Chloroflexus aurantiacus haben die retrobiosynthetisch gewonnen 3-Phosphoenolpyruvat
(A) und Glycerinaldehyd-3-phosphat (B) Molekiile aus den Aminoséuren die gleichen Anrei-
cherungen der [°C;], [*C,] und [C;]Isotopologe (Abbildung 118). Es kommt nicht zur
Bildung verschiedener Pools. Das Eubakterium besitzt nur einen ,,Syntheseraum®, in dem

alles zusammenflieft.

HOOC OHC
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Abbildung 118. Die Markierungsmuster von 3-Phosphoenolpyruvat und Glycerin-
aldehyd-3-phosphat aus dem Einbauversuch in Chloroflexus aurantiacus mit 2,0 g
[1,2-°C,]Glycin: (A) 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus Tyrosin, Alanin,
Valin, Isoleucin und Leucin) und (B) Glycerinaldehyd-3-phosphat (rekonstruiert
aus Histidin, Cytidin, Guanosin und Uridin).

Im Catharanthus roseus haben die, aus den Aminosduren retrobiosynthetisch bestimmten,
3-Phosphoenolpyruvat (A) und Glycerinaldehyd-3-phosphat (B) Molekiile unterschiedliche
Anreicherungen der [°C ], [*C2] und [*C;]Isotopologe (Abbildung 119). Die Konzentration
der [°C,] und [“C;]Isotopologe im 3-Phosphoenolpyruvat ist niedriger als im Glycerin-
aldehyd-3-phosphat. Die Verhiltnisse der [2,3-"°C,] und [1,2,3-"*Cs]Isotopologe sind jedoch
in beiden Molekiilen gleich hoch. Das aus Phytol (ohne Crosstalk) rekonstruierte
3-Phosphoenolpyruvat weist noch geringere Konzentrationen auf (Abbildung 119, C). Es

treten verschiedene Pools auf, die sich unterschiedlich stark vermischt, in den priméren und
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sekundidren Verbindungen prasentieren. In der Pflanzenzellkultur von Catharanthus roseus
liegt nur eine Zellart vor. Dadurch wird die mdgliche Zahl der Pools eingeschrankt, wie der

Einbauversuch in den ganzen Pflanzen zeigt.

A B C
1,1 1,1
HOOC® OHC® HOOC
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Abbildung 119. Die Markierungsmuster von 3-Phosphoenolpyruvat und Glycerin-
aldehyd-3-phosphat aus dem Einbauversuch in Catharanthus roseus mit
[U-C¢]D-Glucose, im Verhiltnis 1:24 mit unmarkierter D-Glucose: (A)
3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus Phenylalanin, Tyrosin, Alanin, Valin,
Isoleucin, Leucin und Lysin), (B) Glycerinaldehyd-3-phosphat (rekonstruiert aus
Histidin) und (C) 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus Phytol, ohne
Crosstalk).

In dem Einbauversuch in Nicofiana tabacum mit [U-"Cs]D-Glucose kénnen verschiedene
3-Phosphoenolpyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat Pools unterschieden werden. Die
retrobiosynthetisch bestimmten 3-Phosphoenolpyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat
Molekiile aus den Aminosduren, Phytol, Geranylgeraniol, cis-Abienol und Nicotin zeigen
deutliche Unterschiede in den Markierungsmustern und Isotopologkonzentrationen
(Abbildung 120). Griinde fiir diese verschiedenen Pools sind die Kompartimentierung
(zeitlich und rdumlich) und die unterschiedlichen C-Quellen ([U-">C¢]D-Glucose, D-Glucose,
CO, und CO,) auf die die Pflanze wihrend des Wachstums zuriickgreift.

Die Kompartimentierung in Nicotiana tabacum beschrankt sich nicht nur auf Cytosol und
Plastiden. Auch verschiedene Zelltypen in der Pflanze bilden ihre eigenen Kompartimente. So
bilden nur die Wurzelzellen das Nicotin. Cis-Abienol wird ausschlieflich in den Trichomen,
Haarzellen der Blattoberfliche, gebildet. Um nur zwei Beispiele zu nennen. Die verschie-
denen Biosyntheseorte und -zeiten spiegeln sich in den Markierungsmustern und den Kon-
zentration der Isotopologe wider.

Das aus Nicotin biosynthetisch bestimmte Glycerinaldehyd-3-phosphat weist die hdchsten
['*C5] und [*C;3]Isotopologanreicherungen auf (Abbildung 120, A). Der Syntheseort (Wurzel)

befindet sich rdumlich am néchsten zu dem mehrfach markierten Tracer. Bei der Synthesezeit

kann von einer frithen Bildung ausgegangen werden, um den wachsenden Spross zu schiitzen.
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Die, aus den Aminoséduren retrobiosynthetisch bestimmten 3-Phosphoenolpyruvat (B) und

Glycerinaldehyd-3-phosphat (C) Molekiile haben niedrigere Isotopologkonzentrationen

(Abbildung 120). Die Aminosdurebiosynthese findet zeitlich iiber die ganze Wachstums-

periode und rdumlich iiber die ganze Pflanze verteilt statt.
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Abbildung 120. Die Markierungsmuster von 3-Phosphoenolpyruvat und Glycerin-
aldehyd-3-phosphat aus dem Einbauversuch in Nicotiana tabacum mit
[U-"Ce]D-Glucose, im Verhiltnis 1:49 mit unmarkierter Saccharose: (A)
3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus Nicotin), (B) 3-Phosphoenolpyruvat
(rekonstruiert aus Phenylalanin, Tyrosin, Isoleucin und Leucin), (C) Glycerin-
aldehyd-3-phosphat (rekonstruiert aus Histidin), (D) 3-Phosphoenolpyruvat
(rekonstruiert aus cis-Abienol, ohne Crosstalk; oben: 1./2. IPP und DMAPP;
unten: 3. IPP), (E) 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus Phytol, ohne
Crosstalk) und (F) 3-Phosphoenolpyruvat (rekonstruiert aus Geranylgeraniol,
ohne Crosstalk).
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Die retrobiosynthetisch bestimmten 3-Phosphoenolpyruvat Molekiile aus den Terpenen des
Deoxyxylulosephosphatwegs unterschieden sich deutlich untereinander, obwohl sie alle auf
Geranylgeranyldiphosphat als Ausgangsverbindung der Biosynthese zuriick zufiihren sind.
Das aus Geranylgeraniol rekonstruierte 3-Phosphoenolpyruvat weist keine Kopplungen auf
(Abbildung 120, F). Es wird von einer Biosynthese aus Metaboliten der Photosynthese
ausgegangen. Das aus Phytol rekonstruierte 3-Phosphoenolpyruvat hat deutlich niedrigere
Konzentrationen an [“C,] und [13C3]Isot0p010gen als cis-Abienol (Abbildung 120, E). Es
wird von einer Synthese des Phytols aus Vorstufen mit und ohne Kopplungsblocken
ausgegangen. Die 3-Phosphoenolpyruvat Molekiile aus cis-Abienol weisen die hochsten
Anreicherungen von den Terpenen des Deoxyxylulosephosphatwegs auf (Abbildung 120, D).
3-Phosphoenolpyruvat aus dem 3. IPP Molekiil zeigt vergleichbare Anreicherungen wie das
rekonstruierte 3-Phosphoenolpyruvat aus den Aminoséduren.

Streng genommen darf man die retrobiosynthetisch bestimmten 3-Phosphoenolpyruvat und
Glycerinaldehyd-3-phosphat Molekiile nicht als Pools bezeichnen. Jedes rekonstruierte Mole-
kiil fiir sich spiegelt ein Gemisch der Pools wider. Die Informationen geben einen ganz neuen
Einblick auf die Biosynthesewege innerhalb von Nicotiana tabacum. Die hier gewonnenen
Ergebnisse sind nicht direkt auf andere Pflanzen iibertragbar. Die Komplexizitit der Natur ist
unglaublich groB3. Es gibt keinen Grund warum es ausgerechnet hierbei nach dem gleichen

Schema ablaufen sollte.

Die Methode der markierten Tracer ist eine gute Methode fiir die Aufkldrung von Biosyn-
thesewegen und -fliissen in Mikroorganismen, Pflanzenzellkulturen und ganzen Pflanzen. Je
komplexer die Systeme werden, desto mehr Informationen kommen zusammen und es sind
mehrere Einbauversuche notwendig um alle Informationen aufeinander abzustimmen.
Vorallem Einbauversuche mit *CO, ermédglicht die Beobachtung von Biosynthesen unter
physiologischen Bedingungen. Hier eréffnen sich ungeahnte Mdoglichkeiten. In Zukunft wird
es nicht mehr notwenig sein, Zellkulturen oder sterile Anzuchten von ganzen Pflanzen zu

erstellen, um einen ersten Eindruck der Biosynthesewege und -fliisse zu bekommen.
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3.5 Stereochemie von Reduktasen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, mit Hilfe von selektiv deuteriertem NADPH am C-4 des
Pyridin-Rings, die Stereochemie von NADPH abhéngigen Reduktasen bestimmt.

3.5.1 Stereospezifische Deuterierung von NADPH

H (o) D o
X NH, X NH,
| KCN in D,0 (pH 11.3) |
Z - =

1° &

R R

60 61

[1-°H,] D-Glucose D-Glucose

Glucose- Glucose-
Dehydrogenase Dehydrogenase

Gluconolacton Gluconolacton

A-Seite
63

Abbildung 121. Syntheseweg von stereospezifisch markiertem NADPH: (4S) [4-°H,]
NADPH (62) oder (4R) [4-°H,]NADPH (63). Schematische Darstellung nach
Podschun (Podschun, 1992).

Die Deuterierung von NADPH erfolgte nach einer variierten Vorschrift von Podschun
(Podschun, 1992). Versuche zur Stabilitit, zum Reinheitsgrad und zur Ausbeute fiihrten zu
einer Optimierung der Synthesevorschrift.

Hierfiir wurde NADP (60) mit Glucosedehydrogenase umgesetzt. Die D-Glucosedehydro-
genase gehort zu den Klasse B Dehydrogenasen (Purich, 1982). Sie fiihrt den Wasserstoff von
Position C-1 der D-Glucose definiert an Position C-4 auf der B-Seite des Pyridin-Rings von
NADP. Je nachdem, ob deuteriertes [4-*H;][NADP (61) oder deuterierte [1-H,]D-Glucose
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eingesetzt wurde entstehen die Stereoisomere (4S) bzw. (4R) [4-’H,;]NADPH (Abbildung
121, 62 bzw. 63).

Der erreichte Deuterierungsgrad von (4S) und (4R) [4-"H,]NADPH wurde NMR spektrosko-
pisch bestimmt. Er lag fiir das S-Isomer bei < 92 % und fiir das R-Isomer bei > 95 %. Durch
die Deuterierung entféllt die Kopplung des benachbarten Wasserstoffatoms. Die Aufspaltung
der Signale entfillt und ein Singulett entsteht (Abbildung 122, A und B).

o

(ppm) 284 2.84 2.80 276

C

Abbildung 122. NMR Spektrum von (A) (4R) und (B) (4S) [4-*H,;]NADPH und (C)
unmarkiertem NADPH.
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Die deuterierten Vorstufen, [1-*H;]D-Glucose bzw. [4-H;]NADP", wurden fiir die Synthese
kommerziell erworben oder hergestellt. Fiir die Deuterierung von NADP" (60) wurde auf ein
nasschemisches Verfahren zuriickgegriffen (You, 1984). Bei pH 11 wurde das Proton am C-4
durch ein Cyanid-Anion verdringt. AnschlieBend nahm ein Deuterium, bei Anderung des
pH-Wertes, die Stelle des Cyanids ein (Abbildung 123). Die Ausbeute an [4-’H;]NADP (61)

wurde durch den extremen pH zu Beginn der Reaktion stark reduziert.
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Abbildung 123. Synthese von [4-’H;] NADP" (60, Cyanid-Reaktion), schematische
Darstellung nach You (You, 1984).
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3.5.2 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat Reduktoisomerase
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Stereochemie der 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat
Reduktoisomerase (DXR, spiter IspC-Protein) aus E. coli, mit Hilfe selektiv deuteriertem

NADPH, bestimmt.
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Abbildung 124. Umsetzung von 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (17) mit der
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat Reduktoisomerase von E. coli.

Die DXR ist ein Enzym des alternativen Terpenbiosynthesewegs, dem Deoxyxylulose-
phosphatweg (Abbildung 4). Die DXR wurde 1998 in der Arbeitsgruppe von Seto aus E. coli
isoliert und gereinigt (Takahashi et al., 1998; Kuzuyama et al., 1998b; Schwender et al.,
1999; Lange und Croteau, 1999; Jomaa et al., 1999). Sie katalysiert die Konvertierung von
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (DXP, 17) zu 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP, 18;
Abbildung 124). 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat wird von der hier vorliegenden DXR als
Substrat akzeptiert.
Fiir die Enzymreaktion bendtigt die DXR zweiwertige Kationen, wobei Mn>™ und Mg*"
maximale Aktivitit zeigen. Als Protonendonator akzeptiert sie ausschlieBlich NADPH, mit
einem Ky von 25 uM. Die Proteinkristallstruktur deutet darauf hin, dass NADPH mit seinem
Phosphat-Rest in der katalytischen Tasche bindet (Yajima et al., 2002; Reuter et al., 2002).
Die Bindung des Phosphat Restes ist eine Grundvoraussetzung fiir die Umsetzung von DXP
(Yajima et al., 2002). Das pH Optimum liegt zwischen pH 7,8 und 8,5. Ky und vma liegen
bei 171 uM und 18 pmol min"' mg™ (Wungsintaweekul, 2001).

Das Interesse fiir die DXR ist grof3. Da in Sdugetieren und somit auch im Menschen, bei der
Terpenbiosynthese nur der Mevalonatweg beschritten wird, sind die Enzyme des Deoxy-

xylulosephosphatwegs ein gutes Ziel fiir Herbizide, Antibiotika und Antiparasitika (Lichten-
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thaler, 1999). Die DXR steht in diesem Zusammenhang im Vordergrund, da bereits wirksame
Inhibitoren gefunden wurden. Fosmidomycin (64) und sein Derivat FR - 900098 (65)
inhibieren die DXR kompetitiv und nicht kompetitiv (Abbildung 125). Der Grund fiir die
inhibierende Wirkung scheint auf der strukturellen Analogie zum MEP (18) zu liegen
(Abbildung 125; Shigi, 1989; Kuzuyama, 1998a; Zeidler et al., 1998; Jomaa et al., 1999;
Schwender et al., 1999; Grolle et al., 2000; Altincicek et al., 2000; Takagi et al., 2000). Die
wachstumshemmende Wirkung von Fosmidomycin und seines Derivats FR - 900098 auf
Plasmodium falciparum wurde erfolgreiche im Tierversuch getestet (Jomaa et al., 1999). Die

ersten Anwendungen am Menschen sind vielversprechend (Borrmann et al., 2004).

OH OH

S s
| |

18 64 65

Abbildung 125. 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (18), Fosmidomycin (64,
3-(N-formyl-N-hydroxyamino) propylphophat und FR - 900098 (65, 3-(N-acetyl-
N-hydroxyamino)pyroylphosphat)

Erste Hinweise auf die sterische Orientierung der DXR lieferte der Einbauversuch mit [3-2H;]
1-Deoxy-D-xylulose in Liriodendrum tulpifera (Arigoni et al., 1999). Die Markierung von
[3-’H,] 1-Deoxy-D-xylulose wurde stereospezifisch in die Hg Position am C-1 von
2-C-Methyl-D-erythritol eingebaut (Arigoni et al., 1999). Es wurde der, in Abbildung 126 (A)
dargestellte, sterische Verlauf fiir die Reaktion angenommen. Es bestehen hohe Ahnlichkeiten
zwischen dem sterischen Reaktionsverlauf der Umwandlung in 2-C-Methyl-D-erythritol und
der Biosynthese von Valin und Isoleucin (Abbildung 126 (B); Hill et al., 1979). Es wurde
vermutet, dass die Reaktion engen sterischen Grenzen unterliegt, die bewirken, dass die
Umlagerung und der Protoneneintrag ins Molekiil nur von definierten Seiten moglich ist.

Die Kristallstruktur der DXR mit NADPH bestétigt die rdumlichen Einschriankungen fiir den
Protonendonator. Die S Seite von NADPH befindet sich in der katalytischen Tasche. Die
B Seite des Molekiils ragt aus dem Protein heraus und steht somit nicht fiir die Reaktion zur

Verfiigung (Kuzuyama et al., 2000).

Messergebnisse
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Stereochemie der DXR aus E. coli auf der enzymatischen

Ebene in vitro untersucht. Die Verfiigbarkeit des Enzyms macht es moglich die Stereochemie
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des Protonentransfers, nicht nur in Hinsicht des Substrates zu untersuchen, sondern auch in

Hinsicht auf das Hydrierungsreagenz.
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Abbildung 126. Darstellung der postulierten Stereochemie bei der Konvertierung von
[3-’H;] 1-Deoxy-D-xylulose zu 2-C-Methylerythritol (A; Arigoni et al., 1999).
Stereochemie bei der Reduktasereaktion in den Biosynthesen von Valin
(R = Methyl-) und Isoleucin (R = Ethyl-) (B).

1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat wurde in Anwesenheit der DXR mit (4S) und (4R)
[4-"H,I[NADPH umgesetzt. Das gebildete MEP wurde mit 'H- und “H-NMR Spektroskopie
analysiert.

Es kommt zu keinem Deuteriumeinbau bei der Umsetzung mit (4R) [4-"H,]NADPH
(Abbildung 127, C). Die beiden Protonen an Position C-1 von MEP ergeben im NMR
Spektrum die gleichen Signale wie bei dem unmarkierten Vergleich (Abbildung 127, A).

Die Spektren dokumentieren den Einbau von Deuterium in MEP bei der Umsetzung mit (4S)

[4-°H;]NADPH. Im NMR Spektrum wird der Deuterium Einbau, durch den Wegfall der
Kopplungen zwischen den Protonen, sichtbar (Abbildung 127, B).

Die DXR verhilt sich wie eine B-Reduktase. Das pro-S Proton aus NADPH wird bei der
Enzymreaktion von DXR in das Substrat eingefiihrt (Abbildung 128).

Das in vitro Experiment bestétigt die Ergebnisse der Kristallstrukturanalyse der DXR mit
NADPH (Kuzuyama et al, 2000). Auch die Ergebnisse des Einbauversuchs mit
[3-’H,]1-Deoxy-D-xylulose in Liriodendrum tulpifera wurden bestitigt (Arigoni ef al., 1999).
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Bei Arbeiten an der homologen DXR aus Synechocystis wurde die gleiche Stereochemie

festgestellt (Proteau et al., 1999).
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Abbildung 127. "H-NMR Spektren (D,0) der Protonen an Position C-1 von MEP: (A)
die unmarkierte Referenz, (B) aus dem Experiment mit (4S) [4-*H,]NADPH und

(C) aus dem Experiment mit (4R) [4-"H;]NADPH.
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3.5.3 Sepiapterinreduktase
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Stereochemie der murinen Sepiapterinreduktase (SR, aus

E. coli exprimiert) mit Hilfe selektiv deuteriertem NADPH bestimmt.

Die SR ist ein Enzym der Tetrahydrobiopterin Biosynthese (Abbildung 129). Tetrahydro-
biopterin (66) ist ein unkonjugiertes Pterin und dient in verschiedenen Stoffwechselwegen als
Cofaktor bei Hydroxylierungen. Tetrahydrobiopterin ist an der Bildung verschiedener
Neurotransmitter (Dopamin, Norephinephrin, Ephinephrin), sowie der Serotonin- und
Melatoninbildung beteiligt (Kaufman, 1959; Nagatsu et al., 1964; Friedman et al., 1972).
Defekte bei der von Eukaryonten durchgefiihrten Biosynthese fiihren zu mehreren
Krankheitsbildern. DOPA-behandelbare Dystonie (Niederwieser et al., 1984) und atypische
Phenylketonurie sind neurologische Erkrankungen, die durch den Mangel von
Tetrahydrobiopterin und der damit verbundenen Storung der Neurotransmitterbiosynthese
ausgelost werden (Nichol et al., 1985; Blau et al., 1996).

Die SR katalysiert im Rahmen der Tetrahydrobiopterin Biosynthese die Reduktion der beiden
Keto-Gruppen von 6-Pyruvoyl-Tetrahydrobiopterin (Abbildung 129; Smith, 1987). SR wurde
1982 das erstemal vollstindig aus Rattenerythrozyten isoliert, gereinigt und charakterisiert
(Sueoka und Katoh, 1982). Die erste beschriebene Reaktion des Enzyms, die ihm auch den
Namen gab, war die Reduktion von Sepiapterin (67) zu Dihydrobiopterin (68) (Abbildung
130; Nagai, 1968). Die Reaktion ist fiir den Nachweis der Aktivitidt der SR von Bedeutung.
Im Enzymtest erfolgt anschlieBend die Oxidation des Dihydrobiopterins (68) zu Biopterin
(69), das mittels Fluoreszensspektroskopie detektiert werden kann (Ferré und Naylor, 1987).

Die murine SR akzeptiert, im Gegensatz zu SR aus anderen Spezies, ausschlieBlich NADPH
als Protonendonator (Herrmann, 1999). In den Kristallstrukturen der murinen SR bindet die
Ribose von NADPH an Lys 175. Die Lage von NADPH zum Substrat in der katalytischen
Tasche deutet auf einen Protoneneinbau von der B-Seite des Coenzyms (Herrmann, 1999).

Das pH Optimum des Enzyms liegt bei pH 4,5.

323



324

Stereochemie von Reduktasen - Sepiapterinreduktase

o
N
HN
90,

E@@®o

H,N

(o)

HO OH

GTP Cyclohydrolase 1

ile)
I

|
PN o
H,N N

Iz

6-Pyruvoyl Tertahydropterin Synthase

ZT

Iz

Sepiapterinredukase

(o)

HN
66 |
N
H,N N

Abbildung 129. Biosynthese von Tetrahydrobiopterin (66).



Stereochemie von Reduktasen - Sepiapterinreduktase

0 H OH
N N
HN A SR HN R
| 68
™ OH 7 § ™ OH
H,N N H

NADPH

Iz

67 1. J,/KJ

2. Ascorbinsaure

OH H OH
N
NZ AN
| 69
\ — OH
H,N N N

Abbildung 130. Enzymatische Umsetzung von L-Sepiapterin (66) mit NADPH zu
Dihydrobiopterin (68) und anschlieBender Oxidation zu Biopterin (69).
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Abbildung 131. Biopterin (69)

Messergebnisse
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Stereochemie der murinen SR (exprimiert aus E. coli) auf

enzymatischer Ebene in vitro untersucht.

Sepiapterin wurde in Anwesenheit von muriner SR mit (4S) und (4R) [4-"H,]NADPH
umgesetzt. Das gebildete Dihydrobiopterin wurde mit KJ/J, zu Biopterin oxidiert. Das
gereinigte Biopterin (69) wurde mit 'H NMR Spektroskopie analysiert (Abbildung 131).

Es kommt zu keinem Deuteriumeinbau bei der Umsetzung mit (4R) [4-°H,]NADPH. Die
Protonen an den Positionen C-1°, C-2" und C-3" von Biopterin (69) nach der Umsetzung
ergeben die gleiche Signalaufspaltung und Integralhdhe, wie bei dem unmarkierten Vergleich

(Tabelle 95 und Abbildung 132, C).
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Bei der Umsetzung mit (4S) [4-’H,J]NADPH kommt es zum Deuteriumeinbau (Abbildung
132, B). Im NMR Spektrum wird der Deuteriumeinbau, durch die Verdnderung der
Signalintensititen an den Positionen C-1" und C-2” sichtbar, sowie an den unterschiedlich
hohen Signalen in den Dubletts von Position C-1" und C-3" (Tabelle 96 und Abbildung 132,
B).

Gemadll der NMR Signale liegen in der Probe drei verschiedene Verbindungen vor. Das Bi-
opterin in der NMR Probe liegt unmarkiert (a), an Position C-2" (b) oder an Position C-1" (¢)
markiert vor (Abbildung 134, A). Das NMR Signal an Position C-1" setzt sich aus einem
Dublett iiber die Verbindung (a) und einem Singulett iiber die Verbindung (b) zusammen
(Abbildung 134, B). Die Nachbarschaft mit dem Deuterium bewirkt einen Shift des
Singuletts. Das Singulett liegt im NMR Signal iiber dem rechten Teil des Dubletts (Abbildung
134, C). Das Signal von Position C-3" enthilt ein Dublett iiber die Verbindungen (a) und (c).
Daneben ergibt sich aus der Verbindung (b) ein Singulett mit Shift (Abbildung 134, C).
Gemidll den Integralen der Signale von C-1" und C-2" liegen beide Positionen teilweise
deuteriert vor (Tabelle 95). Durch die Keto-Enol-Tautomerie im Sepiapterin (67) kann das
Deuterium sowohl in Position C-1", wie in Position C-2" eingebaut werden (Abbildung 133).
Das Integral der Position C-1" ist, durch die Wasserunterdriickung, keine realistische
Wiedergabe der Deuteriumsmenge im Gesamtmolekiil. Die Positionen C-2" liegt zu 48 %
deuteriert vor. Eine exakte Berechnung der drei Verbindungen (a), (b) und (c) ist mit den

vorliegenden Daten nicht moglich.

Die SR verhilt sich wie eine B-Reduktase. Das pro-S Proton aus NADPH wird bei der En-
zymreaktion von SR in das Substrat eingefiihrt (Abbildung 133). Das Experiment bestdtigt die
Ergebnisse der Kristallstrukturanalyse der SR mit NADPH (Herrmann, 1999).

Tabelle 95. Integrale der 'H-NMR Spektren (D,0) der Protonen an den Positionen C-1,
C-2" und C-3" von Biopterin. (A) die unmarkierte Referenz, (B) aus dem Experi-
ment mit (4S) [4-°H;]NADPH und (C) aus dem Experiment mit (4R)
[4-’H,]NADPH.

chem. Kopplungs-

Position Verschiebung  konstante Integrale
S [ppm] Jec [Hz] A B C
1 4,9 5,0 (d) 1,0133 0,4342 1,0000
2’ 42 5,1/6,5 (m) 0,9922 0,5096 1,0205
3 1,2 6,5 (d) 2,9787 3,0000 2,9689
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Abbildung 132. 'H-NMR Spektren (D,0) der Protonen an den Positionen C-1°, C-2°
und C-3" von Biopterin. (A) Die unmarkierte Referenz, (B) aus dem Experiment
mit (4S) [4-H,;]NADPH und (C) aus dem Experiment mit (4R) [4-°H;]NADPH.
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Abbildung 133. Enzymatische Umsetzung von Sepiapterin (67) zu Biopterin (69) mit
(4S) [4-"H,]]NADPH.

Tabelle 96. Integrale der '"H-NMR Spektren (D,0) der Protonen an den Positionen C-1’
und C-3" von Biopterin. (A) die unmarkierte Referenz und (B) aus dem
Experiment mit (4S) [4-*H,]NADPH.

Position A B
rechts links rechts links
1’ 0,4952 0,5181 0,1070 0,3281
3’ 1,4882 1,4905 0,8065 2,1938
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Abbildung 134. Mogliche Markierungsmuster des Biopterins nach dem Einbau von (4S)
[4-"H,]]NADPH: (a) unmarkiert, (b) Position C-2" deuteriert und (¢) Position
C-37 deuteriert. Schematische Darstellung der Signalzusammensetzung im NMR
Spektrum fiir die Positionen C-1" und C-3".

3.5.4 Diskussion
Die selektive Deuterierung von NADH bzw. NADPH in Kombination mit NMR spektrosko-

pischen Methoden ist eine gute und zuverldssige Methode zur Bestimmung der Stereochemie

von NADH bzw. NADPH abhingigen Reduktasen.
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4 Zusammenfassung

Die Biosynthesewege der isoprenoiden Verbindungen Phytol, Geranylgeraniol, cis-Abienol,
Sitosterol und Stigmasterol, sowie des Alkaloids Nicotin wurden in in vivo Markierungs-
experimenten in Chloroflexus aurantiacus, Catharanthus roseus und Nicotiana tabacum
(Wildtyp, RPO Mutante, NDH 53-25 Mutante und NDH 54-31V Mutante) mit C-markierten
Vorstufen [1,2-°C,]Glycin, [U-">Cg]D-Glucose, [1-°C;]D-Glucose und CO, untersucht.
Dabei wurden Haufigkeiten von einfach und mehrfach *C-markierten Isotopologen durch
NMR Spektroskopie bestimmt. Die Markierungsmuster von zentralen Stoffwechselinter-
mediaten (z.B. Acetyl-CoA, Triosphosphat und Ribosephosphat) wurden aus den Daten von
Aminosduren und Ribonukleoside retrobiosynthetisch bestimmt. Die Muster dienen zur
Vorhersage von hypothetischen Isotopologzusammensetzungen in den Isoprenoiden und im
Nicotin. Durch Vergleich mit den spektroskopisch bestimmten Mustern wurden Biosynthese-

wege quantitativ rekonstruiert.

Geranylgeraniol und Phytol werden im Eubakterium Chloroflexus aurantiacus ausschlie8lich
tiber den Mevalonatweg synthetisiert. Sitosterol wird in Catharanthus roseus iiber den
Mevalonatweg gebildet. Phytol wird zu 60 % iiber den Deoxyxylulosephosphatweg und zu
40 % iiber den Mevalonatweg gebildet. Dies bestitigt, dass Pflanzen gleichzeitig beide
Terpenbiosynthesewege benutzen (Mevalonatweg im Cytosol und Deoxyxylulose-
phosphatweg in den Plastiden) und mindestens ein Produkt aus dem Mevalonatweg
(vermutlich Farnesyldiphosphat und/oder IPP) iiber die Kompartimentgrenzen transportieren

(,,Crosstalk®).

In ganzen Pflanzen von Nicotiana tabacum wurden die priméren und sekundéren Metabolite
in zwei Einbauversuchen mit [U-">C¢]D-Glucose und [1-"°C;]D-Glucose iiber das Wurzel-
system markiert. Das Alkaloid Nicotin ist deutlich hoher markiert als die anderen isolierten
primdren und sekunddren Metabolite. Eine Erkldrung hierfiir ist die Nicotinbiosynthese im
Aufnahmeorgan (Wurzel) und/oder die bevorzugte Biosynthese von Nicotin zu Beginn der
Wachstumsperiode. Die Markierungsmuster von Nicotin entsprechen den in der Literatur
beschriebenen Biosynthesewegen der Pyrollidin-Einheit iiber Arginin, bzw. Glutamat und der
Pyrrol-Einheit iiber Aspartat und Glycerinaldehyd-3-phosphat. Das Nicotin aus den NDH

Mutanten weist mit dem Wildtyp vergleichbare Markierungsmuster auf.

330



Zusammenfassung

Sitosterol und Stigmasterol in Nicotiana tabacum (Wildtyp und Mutanten) werden haupt-
sdchlich iiber den Mevalonatweg gebildet. Die Biosynthese von Phytol und cis-Abienol im
Wildtyp erfolgt zu 70 % tiber den Deoxyxylulosephosphatweg. Beide Terpene weisen einen
vergleichbar hohen Crosstalk wie Phytol in Catharanthus roseus auf. In Geranylgeraniol
wurden im Einbauversuch mit [U-">C¢]D-Glucose keine mehrfach markierten Isotopologe
beobachtet. Phytol, Geranylgeraniol und cis-Abienol der NDH Mutanten weisen ebenfals
keine mehrfach markierten Isotopologe auf. Es bestehen keine engen metabolitschen
Beziehungen zu den mehrfach markierten Vorstufen. Es wird von einer Biosynthese iiber
Metabolite aus der Photosynthese ausgegangen.

Das Markierungsmuster von Lysin in Catharanthus roseus und Nicotiana tabacum konnte
keinem der bekannten Biosynthesewege zugeordnet werden. Die aromatischen Aminosduren

der NDH Mutanten weisen keine mehrfach markierten Isotopologe auf.

Im Einbauversuch mit 13C02 in Nicotiana tabacum wurden im Nicotin nicht-stochastische
Isotopologmuster gefunden, die Kopplungsblocke ausschlieBlich in den Biosynthesevorstufen
zeigten. Einbauversuche mit °CO, scheinen damit ein geeignetes System fiir die Aufklirung

von Biosynthesewegen in Pflanzen unter physiologischen Bedingungen zu sein.

Die Stereochemie der 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat Reduktoisomerase und der Sepia-
pterinreduktase wurde mit Hilfe von stereospezifisch deuteriertem NADPH bestimmt. Beide

Enzyme verhalten sich wie B-Reduktasen.
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