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Summary 

This work treats the myxobacterium Sorangium cellulosum So ce56 as a producer of volatile 

terpenes. The structures of new terpenes were revealed using NMR, x-ray diffractometry, 

polarimetry, and GC/MS. Additionally, the corresponding terpene synthases (TSs) were 

characterized. Three out of four TSs play their roles in the biosynthesis of volatile terpenes. 

Among them there is a classic Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol-/Geosminsynthase (sce1440) and 

a promiscuous 10-epi-Cubebolsynthase (sce6369), which also synthesizes (–)-δ-cadinene and the 

majority of the 17 terpenes in S. cellulosum So ce56. The third TS (sce8552) is clustered with the 

Cytochrome P450 CYP264B1 (sce8551) in the strain’s genome. The TS converts the 

sesquiterpene precursor farnesyl pyrophosphate to the enantiomer (+)-eremophilene, which is 

oxidized by CYP264B1. 

Besides its natural function, CYP264B1 hydroxylates selectively odorant eremophilane-, 

caryophyllane-, humulane-, and cedrane-type sesquiterpenes in allylic positions. Therefore, 

CYP264B1 is a valuable tool for hydrocarbon derivatization. 

(–)-δ-Cadinene and (+)-eremophilene are odorless. The hydroxylations introduced by CYP264B1 

mostly erase the sesquiterpene’s odor. Pairs of structurally close substances with different odor 

qualities could gain high importance for the characterization of human olfactory receptors. In 

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

Diese Arbeit befasst sich mit dem Myxobakterium Sorangium cellulosum So ce56 als Produzent 

volatiler Terpene. Die Strukturen der neuen Terpene wurden per NMR, Röntgenbeugung, 

Polarimetrie und GC/MS aufgeklärt und die zugehörigen Terpensynthasen (TSn) wurden 

charakterisiert. Drei der vier im Genom identifizierten TSn sind an der Biosynthese volatiler 

Terpene beteiligt: Darunter befinden sich eine klassische 

Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol-/Geosminsynthase (sce1440) und eine unselektive 

10-epi-Cubebolsynthase (sce6369), die auch (–)-δ-Cadinen und die meisten der 17 Terpene in 

S. cellulosum So ce56 synthetisiert. Die dritte TS (sce8552) liegt im bakteriellen Genom mit dem 

Cytochrom P450 CYP264B1 (sce8551) geclustert vor. Die TS setzt Farnesylpyrophosphat 

selektiv zu (+)-Eremophilen um, das von CYP264B1 oxidiert wird. 

Neben seiner natürlichen Funktion kann CYP264B1 riechende Eremophilan-, Caryophyllan-, 

Humulan- und Cedran-Sesquiterpene selektiv allylisch hydroxylieren. Damit ist CYP264B1 ein 

wertvolles Werkzeug zur Derivatisierung von Kohlenwasserstoffen. 

(–)-δ-Cadinen und (+)-Eremophilen sind geruchlos. Durch CYP264B1 eingebrachte 

Hydroxylierungen löschen den Geruch der Sesquiterpene zumeist aus. Paare von strukturell 

ähnlichen, aber unterschiedlich riechenden Substanzen könnten bei der Charakterisierung von 

humanen Geruchsrezeptoren von hoher Bedeutung werden. Zudem könnte weitere Oxitation der 

Hydroxylgruppen zu interessanten Riechstoffen führen. 
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1. Einleitung 

Terpene, die größte Gruppe von Naturstoffen, finden vielfältige Anwendungen als Pharmazeutika. 

Zu den bekanntesten Vertretern gehören die Epothilone als Anti-Krebs-Wirkstoffe und 

Artemisinin, ein wirksames Mittel gegen Malaria (Wani et al. 1971; Tu 2011). Volatile 

pflanzliche Terpene wie die Enantiomere des Limonens werden als Hauptbestandteile von 

ätherischen Ölen traditionell als Duft- und Aromastoffe verwendet (Breitmaier 2008). Die 

vorliegende Arbeit befasst sich mit der Identifizierung, Strukturaufklärung und Biosynthese von 

Terpenen des myxobakteriellen Stamms Sorangium cellulosum So ce56. Dazu werden zunächst 

Myxobakterien (Kap. 1.1) als Produzenten bioaktiver Naturstoffe (Kap. 1.1.1) vorgestellt, bevor 

der Fokus auf Terpene (Kap. 1.2) und die an ihrer Biosynthese beteiligten Enzyme der Klassen 

der Terpensynthasen (Kap. 1.3) und Cytochrome P450 (Kap. 1.4) fällt. 

 

1.1 Myxobakterien 

Myxobakterien sind gramnegative Bakterien, die weltweit in allen Klimazonen einschließlich der 

Arktis und Antarktis vorkommen. Sie ernähren sich zumeist von toter organischer Materie sowie 

Mikroorganismen und wachsen ausschließlich aerob, zumeist auf Böden, Dung, abgestorbenen 

Pflanzen und Baumrinden. Ihre Bezeichnung geht auf die Fähigkeit zurück, Schleim zu bilden, 

der Ihnen erleichtert, sich auf festem Untergrund fortzubewegen. Nach ihrer Hauptnährstoffquelle 

lassen sich Myxobakterien in zwei Hauptklassen einteilen: Die Bakteriolyten sekretieren Proteine, 

die Makromoleküle, Zellorganellen und ganze Zellen abbauen können, und lassen sich in Pepton-

basierten Medien kultivieren. Die Zellulose-abbauenden Stämme hingegen wachsen in Medien 

mit Glucose als Kohlenstoffquelle. Bei eintretendem Nährstoffmangel können sich einzelne 

Zellen zusammenfinden und Fruchtkörper bilden (Abb. 1), so dass das Überleben des Stammes 

unter Stress gesichert ist. Damit weisen Myxobakterien, obwohl selbst Einzeller, Merkmale von 

mehrzelligen Organismen auf (Peterson 1969; Reichenbach and Höfle 1993; Reichenbach 1999). 

Vorkommen in Nordamerika wurden bereits in den 90er Jahren des 18. Jahrhunderts von Thaxter 

beschrieben und in der Folge aus verschiedenen weiteren Regionen der Welt berichtet (Thaxter 

1892; Peterson 1969). 

 

Abbildung 1: Fruchtkörper von Sorangium cellulosum So ce56 aus (Gerth et al. 2003). 
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1.1.1 Myxobakterien sind Produzenten bioaktiver Naturstoffe 

Myxobakterien können Biopolymere wie Zellulose und Proteine zersetzen, besitzen einen 

komplexen Stoffwechsel und stellen zahlreiche strukturell einzigartige Sekundärmetabolite her, 

die aufgrund ihrer starken antibiotischen, zytostatischen und antiviralen Eigenschaften als 

hochwirksame Pharmazeutika von großem wissenschaftlichen Interesse sind (Reichenbach and 

Höfle 1993; Gerth et al. 2003; Wenzel and Müller 2007; Schaberle et al. 2014). Studien 

beginnend in den 1940er Jahren zeigten, dass myxobakterielle Extrakte antibiotisch gegen gram-

positive Bakterien wirken, jedoch noch ohne die Strukturen der Wirkstoffe zu kennen (Oxford 

1947; Kato 1955; Norén and Raper 1962). Die Etablierung der Kultivierung von Myxobakterien 

in Flüssigmedium in den 1970er Jahren ermöglichte Arbeiten zur Extraktion und 

Charakterisierung von myxobakteriellen Naturstoffen, so dass 1977 das erste myxobakterielle 

Antibiotikum strukturell aufgeklärt werden konnte (Connor et al. 1977; Ringel et al. 1977; 

Reichenbach and Höfle 1993). Seit 1975 wurde unter der Leitung von Hans Reichenbach in der 

Gesellschaft für Biotechnologische Forschung mbH (GBF, 2006 umbenannt in Helmholtz-

Zentrum für Infektionsforschung, HZI, Braunschweig) das Programm zur Isolierung und zum 

gezielten Screening von Myxobakterien nach biologisch aktiven Sekundärmetaboliten 

aufgenommen. Seit 2003 wird diese Forschung unter der Leitung von Rolf Müller auch an der 

Universität des Saarlandes und seit 2009 am Helmholtz-Institut für Pharmazeutische Forschung 

Saarland (HIPS) fortgeführt (Reichenbach and Höfle 1993; Reichenbach 1999; Krug and Müller 

2014; Täubner 2014). Insbesondere Molekülklassen der Polyketide, nichtribosomalen Peptide, 

gemischte Polyketide-Nichtribosomale Peptide und Terpenoide sind dabei in den Fokus der 

aktuellen Forschung gerückt (Dickschat et al. 2004; Dickschat et al. 2005; Wenzel and Müller 

2007; Wenzel and Müller 2009; Wenzel and Müller 2009; Wenzel and Müller 2009). Zahlreiche 

bioaktive Naturstoffe wurden bereits aus Myxobakterien isoliert. Darunter befinden sich die 

vielseitig antitumoral wirkenden Epothilone (Goodin et al. 2004), die die Proliferation von 

Leukämiezellen und Metastase-hemmenden Myxocheline (Miyanaga et al. 2009; Schieferdecker 

et al. 2015), die Chivosazol-Zytostatika (Diestel et al. 2009), die Actinstabilisatoren Chondramide 

(Waldmann et al. 2008), Antibiotika wie Cystobactamide, Myxopyronine, Thuggacine und 

Griselimycine (Steinmetz et al. 2007; Baumann et al. 2014; Franke et al. 2015; Kling et al. 2015; 

Sucipto et al. 2015), die antiviral (Hepatitis C) wirkenden Soraphen A und Miuraenamide (Ligon 

et al. 2002; Gerth et al. 2003; Karmann et al. 2015), und die antiparasitären Macyranone (Keller et 

al. 2015). 

Die Gene der an der Biosynthese von Polyketiden, Nichtribosomalen Peptiden und Terpenoiden 

beteiligten Enzyme liegen im bakteriellen Genom oft in Clustern nebeneinander vor und lassen 

sich durch Sequenzvergleiche mit bereits charakterisierten Genen identifizieren. Somit können 

Biosynthesewege von Naturstoffen systematisch erforscht werden. Der Arbeitsablauf schließt die 



 

3 

Identifikation der beteiligten Gene über Sequenzvergleiche, Validierung der Gene durch knock-

out Experimente, sowie homologe und heterologe Überexpression der Gene zur Herstellung der 

Polyketide und Nichtribosomalen Peptide ein. Die letzten Schritte bestehen in Bioaktivitätstests 

sowie der strukturellen Charakterisierung der gereinigten Naturstoffe (Wenzel and Müller 2007; 

Zhao et al. 2008).  

 

1.1.2 Der Stamm Sorangium cellulosum dient als 

Modellorganismus für Myxobakterien  

Myxobakterien haben sich – wie bereits erwähnt – seit den 1970er Jahren als potente Produzenten 

verschiedener bioaktiver Moleküle in der Naturstoffforschung etabliert. In Kapitel 1.1.1 sind nur 

einige der charakterisierten myxobakteriellen Naturstoffe erwähnt. Nahezu die Hälfte der 

Produzenten von Sekundärmetaboliten aus der etwa 7000 Stämme der Myxobakterien 

umfassenden Bank des HZI werden dem Genus der Soranginiae zugeordnet (Gerth et al. 2003). 

Unter den bekanntensten Sekundärmetaboliten von S. cellulosum befinden sich die Epothilone, 

welche zu den vielseitigsten und wirkungsvollsten Chemotherapeutika gegen Krebs gehören 

(Gerth et al. 1996). Verschiedene Epothilon-Derivate wurden als Wirkstoffe unter anderem gegen 

Prostata-, Lungen-, Brust-, Darm-, Bauchspeicheldrüsen-, Hirn-, und Magentumore klinisch 

getestet. Neben dem ersten von der Food and Drug Administration zugelassenen Epothilon-

Wirkstoff Ixabepilone (BMS-247550, Bristol-Myers-Squibb) befanden sich 2014 die Epothilone 

KOS1585 (Kosan Biosciences) in Phase I- sowie Patupilone (EpoB, Epo906; Novartis) und 

Sagopilone (EpoB-Derivat; Bayer) in Phase II-Studien (Forli 2014). Zur Erforschung der 

Epothilon-Biosynthese wurde im Jahr 2007 das Genom des Myxobakteriums Sorangium 

cellulosum So ce56, eines nahen Verwandten des Epothilonproduzenten S. cellulosum So ce90 

(Ogura et al. 2004; Reichenbach and Höfle 2012), sequenziert (Schneiker et al. 2007). 

S. cellulosum So ce56 dient als Modellorganismus für Myxobakterien und wurde auch in der 

vorliegenden Arbeit verwendet. 

Der Stamm besitzt nach gegenwärtigem Stand (Dezember 2016) eines der größten bekannten 

bakteriellen Genome (13,1 Mbp), das bis heute nur vom nahen Verwandten S. cellulosum 

So0157-2 (14,8 Mbp) übertroffen wird (Han et al. 2013).. Durch Kooperation mit der 

Forschungsgruppe um Rolf Müller stand der AG Bernhardt die Genomsequenzvon S. cellulosum 

So ce56 exklusiv vor ihrer Publikation zur Verfügung. Die Existenz eines Epothilon-

synthetisierenden Genclusters konnte im Genom zwar nicht festgestellt werden, jedoch wurde mit 

CYP167A1 (EpoK), ein aus der Familie der Cytochrome P450 (P450s; Kap. 1.5) stammendes 

Enzym identifiziert, das die Epoxidierung von Epothilon C/D zu Epothilon A/B katalysiert 

(Ogura et al. 2004; Kern et al. 2015). Das Forschungsinteresse an Terpenen aus S. cellulosum So 

ce56 ergab sich aus der Identifizierung eines Genclusters aus dem P450 CYP264B1 (sce8551) 
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und einer putativ als Geosminsynthase (geoA) annotierten Terpensynthase (TS; sce8552; Kap. 

1.3) (Khatri 2009). Aus diesem Grund werden im Folgenden die Substanzklasse der Terpene 

(Kap. 1.2) und ihre Biosynthese (Kap. 1.2.1) näher beschrieben. 

 

1.2 Terpene und Terpenoide 

Terpenoide bilden die größte Gruppe von Naturstoffen mit über 50000 bekannten Vertretern 

(Pateraki et al. 2015). In der Literatur werden die Begriffe „Terpen“ und „Terpenoid“ meist 

synonym verwendet, dies wird im weiteren Verlauf des Textes – wenn nicht näher beschrieben – 

beibehalten. Eine detailierte Definition beider Begriffe findet sich in Kapitel 1.2.1. Historisch 

wurden die ersten Terpene aus Baumharzen gewonnen und ihr Name wird von dem auch als 

Terpentin bezeichneten Gemisch von Baumharzen abgeleitet (Breitmaier 2008). Terpene haben 

vielfältige Funktionen. Pflanzen nutzen Terpene als Mittel zur chemischen Kommunikation. 

Insbesondere werden durch Terpene zur Reproduktion dienende bestäubende Insekten angezogen 

und Schädlinge (Pilze, Insekten) abgestoßen. Weniger flüchtige, toxische Terpene wie (–)- und 

(+)-Gossypol (Schema 1A) dienen ebenfalls als Schutz vor Schädlingen und Fraßfeinden 

(Gershenzon and Dudareva 2007; Tholl 2015) sowie vor abiotischen Stressfaktoren wie extremen 

Temperaturen, Licht, Trockenheit und Oxidation (Vickers et al. 2009). Terpen-Phytohormone wie 

Abscisinsäure (Schema 1B) funktionieren als Signalvermittler (Melan et al. 1993; Clavijo 

Mccormick et al. 2014). Menschen haben die in Pflanzenextrakten enthaltenen, angenehm 

riechenden volatilen Terpene als Duft- und Geschmacksstoffe für sich entdeckt (Kap. 1.2.2). 

Menthol aus dem namensgebenden Minzöl ist durch seinen hautkühlenden Effekt als Zusatz für 

Tabak, Mundpflegeprodukte und Kosmetika weit verbreitet (Sell 2006). Limonen, ursprünglich 

aus Schalen von Zitrusfrüchten gewonnen, wird häufig als Parfüm in Seifen, Ölen, Wasch- und 

Spülmitteln zugesetzt (Breitmaier 2006; Breitmaier 2008; Ohloff et al. 2011). Vielfältig 

derivatisierte Terpene haben häufig starke biologische Aktivitäten. Zu den bekanntesten 

Vertretern zählen der Anti-Tumor-Wirkstoff Taxol (Paclitaxel, Schema 1C) (Wani et al. 1971) 

und der Anti-Malaria-Wirkstoff Artemisinin (Schema 1D) (Tu 2011), dessen Entdeckerin Youyou 

Tu im Jahr 2015 mit dem Nobelpreis geehrt wurde (Davey 2015). Obwohl die meisten Terpene 

aus historischen Gründen aus Pflanzen isoliert wurden, kommen sie in vielfältigen Spezies 

einschließlich Insekten, Pilzen und marinen Organismen vor (Gershenzon and Dudareva 2007). 

Trotz der großen strukturellen Vielfalt werden alle Terpene über dieselben zentralen 

Stoffwechselwege synthetisiert (Kap. 1.2.1). Terpensynthasen (TSn) und Cytochrome P450 

(P450s), die zentralen Enzyme der Biosynthese, stehen im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit 

und werden in den Kapiteln 1.3 und 1.4 genauer vorgestellt. 
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Schema 1: Strukturen der bioaktiven Terpenoide (A) (-)- und (+)-Gossypol, (B) Abscisinsäure, (C) Taxol, (D) 

Artemisinin. Funktionelle Gruppen, die durch Cytochrome P450 eingebracht werden, sind rot hervorgehoben (Luo et al. 

2001; Bertea et al. 2005; Kaspera and Croteau 2006). 
 

1.2.1 Die Biosynthese von Terpenen verläuft über universelle 

Stoffwechselwege 

Wie in Kapitel 1.2 erwähnt, werden Terpene in der gesamten Vielfalt biologischer Organismen 

entweder über den Mevalonat (MVA)- (Goldstein and Brown 1990) oder den 

Methylerythritolphosphat (MEP)-Biosyntheseweg hergestellt (Rohmer 1998). Dabei findet man 

den MVA-Biosyntheseweg insbesondere in Archäen und den meisten Eukaryoten einschließlich 

Menschen, den MEP-Biosyntheseweg in Eubakterien und Plastiden von Pflanzen. Letztere 

bedienen sich beider Biosynthesewege. Im Cytosol werden Sesqui- und Triterpene (Sterole) über 

den MVA-, in Plastiden hingegen Hemi-, Mono-, und Diterpene sowie Carotenoide (Tetraterpene) 

über den MEP-Biosyntheseweg hergestellt (Oldfield and Lin 2012). 

In Abbildung 2 ist eine vereinfachte Übersicht über die MVA- und MEP-Biosynthesewege 

dargestellt. Ausgangsverbindung für den MVA-Biosyntheseweg ist Essigsäure, ein C2-Baustein, 

der durch Bindung an Coenzym A (Acetyl-CoA) aktiviert vorliegt. Über den MEP-

Biosyntheseweg werden die beiden C3-Moleküle Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) und 

Pyruvat umgesetzt. Beide Biosynthesewege führen zu den für alle Terpene gemeinsamen 

Vorläufermolekülen Isopentenylpyrophosphat (IPP) und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) 

(Schema 2). Mehrere Einheiten IPP beziehungsweise DMAPP werden zu den linearen 

Diphosphaten Geranylpyrophosphat (GPP), Farnesylpyrophosphat (FPP) und 

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) verknüpft, welche die direkten Vorläufer von Terpenen 

darstellen. Die linearen Pyrophosphate werden über Terpensynthase (TS)-katalysierte Reaktionen 
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zu linearen, mono- oder multizyklischen Kohlenwasserstoffen, den Terpenen, umgesetzt (Abb. 2) 

(Gao et al. 2012; Oldfield and Lin 2012). Oft erreichen Terpene erst durch weitere 

Funktionalisierungen ihre biologisch aktive Form, so dass von den über 50000 beschriebenen 

Substanzen 93,5% oxidiert sind. Dabei besteht der erste Derivatisierungsschritt meist in einer 

Cytochrom P450 (P450)-abhängigen regio- und stereospezifischen Oxidation. Derivatisierte 

Terpene werden genauer als Terpenoide bezeichnet (Abb. 2) (Pateraki et al. 2015). 

In heterologen Hefe- oder bakteriellen Expressionssystemen können Enzyme der Terpen-

Biosynthesewege modular mit verschiedenen TSn, P450s und anderen terpenderivatisierenden 

Enzymen kombiniert werden, um Stämme zur Produktion von ausgewählten Terpenoiden zu 

konstruieren. Die Konstruktion von MVA-Syntheseweg exprimierenden Hefe- und 

Bakterienstämmen in den 2000er Jahren durch Forscher um Jay Keasling erlaubt heute nicht nur 

die kostengünstige großtechnische Biosynthese von Artemisinin (Martin et al. 2003; Ro et al. 

2006; Paddon et al. 2013) sondern auch die Synthese weiterer Terpene für vielfältige 

Anwendungen als Treibstoffe, Parfüme, Aromen und kautschukbasierte Werkstoffe (Keasling and 

Chou 2008; Vickers and Sabri 2015). 

 

Abbildung 2: Übersicht über die Mevalonat (MVA)- und Methylerythritolphosphat (MEP)-Biosynthesewege aus 

(Schifrin et al. 2015), angepasst und übersetzt; MVA: Mevalonat; MEP: Methylerythritolphosphat; CoA: Coenzym A; 

GAP:  Glycerinaldehyd-3-phosphat; IPP: Isopentenyldisphosphat; DMAPP: Dimethylallylpyrophosphat; GPP: 

Geranylpyrophosphat ; FPP: Farnesylpyrophosphat; GGPP: Geranylgeranylpyrophosphat; TS: Terpensynthase; P450: 

Cytochrom P450. 

 

Da die mit Isopren eng verwandten IPP und DMAPP (Schema 2) zentrale strukturelle Elemente 

von Terpenen darstellen, werden Terpene auch als Isoprenoide bezeichnet. Leopold Ruzicka 

formulierte bereits im Jahr 1922 die Möglichkeit der formalen Zerlegung molekularer 

Terpenoidstrukturen in Einheiten des Isoprens (C5-Kohlenwasserstoff) (Ruzicka and Stoll 1922), 

woraus er dann ableitend 1953 die damit verbundene allgemeine Isoprenregel postulierte 

(Ruzicka 1953). 
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Schema 2: Strukturelle Verwandtschaft von Isopren zu IPP und DMAPP; die Isoprengrundstruktur innerhalb von IPP 

und DMAPP ist fett hervorgehoben 

 

Die am häufigsten verwendete Klassifikation der Terpene erfolgt nach der Anzahl der enthaltenen 

Isopreneinheiten in ihrer Struktur. So werden Terpene mit einer Isopren-Einheit (C5) als 

Hemiterpene bezeichnet, mit zwei Einheiten (C10) als Monoterpene und mit drei Einheiten (C15) 

als Sesquiterpene. Zu den größten Vertreteren gehören die Tetraterpene mit acht Isopren-

Einheiten (C40). Darüber hinaus werden weitere Stoffklassen wie Steroide und Carotinoide über 

dieselben Biosynthesewege hergestellt und sind strukturell mit den Terpenen verwandt. Steroide 

werden von Triterpenen, Carotinoide von Tri-/Tetraterpenen abgeleitet (Schema 3) (Breitmaier 

2008). 

 

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

 

1.2.2 Volatile Terpene dienen als Riechstoffe in der Parfümerie 

Wenig derivatisierte Hemi-, Mono-, Sesqui- und auch einige Diterpene sind leicht flüchtig. Diese 

volatilen Terpene sind oft wichtige Bestandteile von ätherischen Ölen und dienen in der 

Parfümerie als Riechstoffe (Breitmaier 2008). Die vorherrschende Theorie für Geruchssinn 

bezeichnet die Struktur von Molekülen als den wichtigsten Parameter für die Geruchsqualität. 

Obwohl kein allgemeingültiges Modell existiert, das die Struktur von Molekülen zu ihrem Geruch 

in Verbindung setzt (Struktur-Geruch-Beziehungen), sind Strukturklassen von Substanzen 

bekannt, die sich auch zu Geruchsklassen zusammenfassen lassen (Rossiter 1996). Zu den 

bekanntesten Beispielen dafür gehören die für ihre floralen Noten bekannten Megastigman-

Norisoprenoide (Tab. 1, Einträge 1 – 4) (Ohloff and Demole 1987) und die aus Zitrusgewächsen 

isolierten Eremophilan-Sesquiterpene (Tab. 1, Einträge 5 – 8) (Kaspera 2004). 
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Tabelle 1: Übersicht über die Strukturen und Geruchsqualität von Iononen und Eremophilan-Sesquiterpenen. 

Strukturen, deren Stereochemie nicht beschrieben ist, sind als racemische Gemische zu betrachten. 

Strukturklasse 

I.  

Struktur Geruch* Vorkommen Referenz 

Megastigman-

Norisoprenoide 

1 -Ionon 

 

Veilchen, 

warm, 

holzig, 

beerig 

Süße Duftblüte (Osmanthus 

fragrans) 

(Yamamoto et 

al. 2009; 

Burdock 2010) 

2 -Ionon 

 

Veilchen, 

fruchtiger und  

holziger als  

-Ionon 

Süße Duftblüte (Osmanthus 

fragrans) 

Damaszener Rose (Rosa 

damascena) 

(Ohloff and 

Demole 1987; 

Burdock 2010) 

3 -Damascon 

 

Fruchtig, 

blumig, 

grüner Apfel 

Tee (Camellia sinensis) (Renold et al. 

1974; Fehr and 

Galindo 1991; 

Burdock 2010) 

Eremophilane 4 (+)-Valencen 

 

Orange, 

zitrusartig, 

holzig 

Versch. Zitrusarten, 

Valencia-Orange  

(Citrus sinensis), 

Sellerie (Apium graveolens), 

Mango (Mangifera indica), 

Olive (Olea europea) 

(Hunter and 

Brogden 1965; 

Sharon-Asa et 

al. 2003; 

Burdock 2010; 

Beekwilder et 

al. 2014; 

Leonhardt and 

Berger 2015) 

5 Nootkaten 

 

Nicht 

dokumentiert 

Valencia-Orange  

(Citrus sinensis), 

Nootka-Scheinzypresse 

(Chamaecyparis 

nootkatensis), 

Vietnamesiche  

Goldzypresse (Xanthocyparis 

vietnamiensis) 

(Lund et al. 

1970; Cankar et 

al. 2013; 

Bazzali et al. 

2016) 

6 trans-Nootkatol 

 

Grapefruit, 

süßlich, 

weniger intensiv  

als (+)-Nootkaton 

Nootka-Scheinzypresse 

(Chamaecyparis 

nootkatensis) 

 

 

(Kaspera 2004; 

Leonhardt and 

Berger 2015) 

7 (+)-Nootkaton 

 

Grapefruit, 

Fruchtig, 

süß, 

zitrusartig 

Nootka-Scheinzypresse 

(Chamaecyparis 

nootkatensis), 

Grapefruit (Citrus paradise), 

Pomelo (Citrus grandis) 

 

 

(Kaspera 2004; 

Fraatz et al. 

2009; Burdock 

2010) 



 

9 

Enantiomere 

Monoterpene 

8 (-)-Campher 

 

Campher Blaufichte (Picea 

pungensglauca), 

Zwergfichte (Picea 

mariananana), 

Salbei (Salvia officinalis), 

Schwarzer abendländischer 

Lebensbaum (Thuja 

occidentalis), 

Gemeine Kiefer (Pinus 

sylvestris), 

Rainfarn (Tanacetum 

vulgare), 

Mutterkraut oder Falsche 

Kamille (Chrysanthemum 

parthenium), 

Indianischer Salbeistrauch 

(Artemisia cana), 

Balsamkraut 

(Chrysanthemum balsamita), 

Wilde Kamille (Matricaria 

parthenium), 

versch. Chrysanthemenarten 

(Chrysanthemum sinense, 

Chrysanthemum indicum) 

 

(Finefield et al. 

2012) 

9 (+)-Campher 

 

Campher Versch. Fichtenarten (Picea 

mariananana, Picea 

albertianaconica, Picea 

Sitchensis), 

Kalifornischer Beifuß 

(Artemisia californica), 

Lawsons Scheinzypresse 

(Chamaecyparis lawsoniana), 

Gemeine Kiefer (Pinus 

sylvestris), 

Salbei (Salvia officinalis), 

San Luis Purple Sage (Salvia 

leucophylla), 

versch. Chrysanthemenarten 

(Chrysanthemum sinense, 

Chrysanthemum indicum) 

Campherbaum (Cinnamomum 

camphora) 

 

(Finefield et al. 

2012) 
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Enantiomere 

Monoterpene 

10 (-)-(4S)-Limonen 

 

Terpentin, 

Zitrone 

Pfefferminze  (Mentha 

piperita), 

Grüne Minze (Mentha 

spicata) 

Poleiminze oder Flohkraut 

(Mentha pulegium), 

Schwarznessel (Perilla 

frutescens), 

Riesen- oder Küstentanne 

(Abies grandis), 

Dill (Anethum graveolens), 

Laufkäfer (Semiardistomis 

puncticollis), 

Braune Minze (Mentha 

cardiaca), 

Salbei (Salvia officinalis), 

Gemeine Kiefer (Pinus 

sylvestris), 

Pistazie (Pistacia vera), 

Echte Engelwurz (Angelica 

archangelica) 

(Finefield et al. 

2012) 

11 (+)-(4R)-Limonen 

 

Orange Valencia-Orange (Citrus 

sinensis), 

Pfefferminze  (Mentha 

piperita), 

Grüne Minze (Mentha 

spicata) 

Japanische Katzenminze 

(Schizonepeta tenuifolia), 

Satsuma (Citrus Unshiu), 

Dill (Anethum graveolens), 

Kümmel (Carum carvi), 

Laufkäfer (Ardistomis 

schaumii), 

Braune Minze (Mentha 

cardiaca), 

Salbei (Salvia officinalis), 

Gemeine Kiefer (Pinus 

sylvestris), 

Zitrone (Citrus limon), 

Pistazie (Pistacia vera), 

Echte Engelwurz (Angelica 

archangelica) 

 

(Finefield et al. 

2012) 
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Enantiomere 

Monoterpene 

12 (-)-(4R)-Carvon 

 

Minze Grüne Minze (Mentha 

spicata) 

Braune Minze (Mentha 

cardiaca), 

Frauenminze oder 

Balsamkraut (Tanacetum 

balsamita) 

(Finefield et al. 

2012) 

13 (+)-(4S)-Carvon 

 

Kümmel Dill (Anethum graveolens), 

Kümmel (Carum carvi) 

(Finefield et al. 

2012) 

* In der wissenschaftlichen Literatur existiert kein Konsens über die qualitative Beschreibung von olfaktorischen 

Reizen (Sell 2005). Geruchsbeschreibungen in der vorliegenden Arbeit sind nach bestem Wissen Literaturquellen 

entnommen worden, die sich als Referenzen auf ihrem Gebiet erwiesen haben. 

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

 

Eine im Zusammenhang mit dem Geruch einer Substanz wichtige Eigenschaft ist die absolute 

Stereochemie. Natürlich vorkommende Enantiomere können in ihrer reinen Form gleiche, 

ähnliche oder unterschiedliche Geruchseigenschaften aufweisen. Sowohl (-)-Campher als auch 

(+)-Campher besitzen beide den charakteristischen Camphergeruch (Tab. 1, Einträge 9, 10), 

während die Enantiomere von Limonen zwar beide nach Zitrusfrüchten riechen, (-(4S)-Limonen 

jedoch eher eine Zitronennote und (+)-(4R)-Limonen eine Orangennote hat (Tab. 1, Einträge 11, 

12). Die reinen Enantiomere von Carvon kommen in der Natur in unterschiedlichen Spezies vor: 

(-)-(4R)-Carvon wurde in verschiedenen Minzarten (Mentha spicata, Mentha cardiaca, 

Tanacetum balsamita), (+)-(4S)-Carvon hingegen in Dill (Anethum graveolens) und Kümmel 

(Carum carvi) gefunden. Insofern ist es auch nicht verwunderlich, dass sich ihre 

charakteristischen Duftnoten nach Minze beziehungsweise Kümmel stark unterscheiden (Tab. 1, 

Einträge 13, 14) (Finefield et al. 2012). 

Synthetisch chemische Strategien für die Suche nach neuen synthetischen Geruchskomponenen 

orientieren sich oft an den Strukturen von bekannten Geruchskomponenten (Panten et al. 2005). 

So kann das synthetische, unter dem Handelsnamen Iso E Super vertriebene Produktgemisch von 

der Struktur der Ionone abgeleitet werden (Schema 4). Iso E Super werden vielfältige 

Geruchseigenschaften zugeordnet und es bildet eine multifunktionale Basis für viele Parfüme 

(Hall and Sanders 1975). 

 

Schema 4: Die Synthese von Iso E Super aus dem Monoterpen Myrcen und 3-Methyl-3-penten-2-on verläuft durch 

eine Diels-Alder-Reaktion gefolgt von einer säurekatalysierten Zyklisierung. Das Produkt Iso E Super ist ein 

Isomerengemisch, dessen Stereozentren jeweils mit einem Stern, die verschiedenen Lagen der Doppelbindung im 

Decalinsystem gestrichelt dargestellt sind. Das Ionon-Strukturgerüst innerhalb der Iso E Super Struktur ist fett 

hervorgehoben. 
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Selektive enzymatische Oxidationsreaktionen können neuartige, durch chemische Synthesen nicht 

erreichte, Derivate von Terpenriechstoffen zugänglich machen: Der Geruch des synthetischen 

sesquiterpenähnlichen Keton-Eduktes nach schwarzer Johannisbeere wird durch eine von 

CYP2A13 eingeführte zusätzliche OH-Funktion deutlich intensiver (Schema 5) (Schilling et al. 

2010). 

 

 

Schema 5: CYP2A13-katalysierte Hydroxylierung des synthetischen sesquiterpenähnlichen schwarze Johannisbeere-

Riechstoffs, das erhaltene Produkt weist eine intensivere Johannisbeernote auf, modifiziert aus (Schilling et al. 2010). 

 

1.2.3 Auch Bakterien sind eine Quelle von terpenoiden 

Riechstoffen 

Die beiden häufigsten bakteriellen volatilen Terpene sind der Grund für den charakteristischen 

Geruch von Bakterien: Das nach feuchter Erde riechende Geosmin und das unangenehm modrig 

riechende 2-Methylisoborneol (2-MIB, Schema 6) (Dickschat et al. 2005; Dickschat et al. 2007; 

Brock et al. 2013). Beide Substanzen werden spieziesübergreifend von einer Vielfalt von 

bakteriellen Stämmen, einschließlich Myxobakterien (Trowitzsch et al. 1981), Streptomyceten 

und Cyanobakterien (Cane and Ikeda 2012; Yamada et al. 2012) synthetisiert und dienen 

möglicherweise als Signal zur Abstoßung: Menschen, denen mit Geosmin-produzierenden 

Cyanobakterien verunreinigtes Wasser angeboten wurde, lehnten es selbst bei 

Geosminkonzentrationen unterhalb der Wahrnehmungsgrenze ab (Dickschat et al. 2005). In der 

Analytik von Lebensmitteln korreliert die Detektion von Geosmin und 2-MIB mit ihrer 

Ungenießbarkeit und dient zur Feststellung von bakteriellen Verunreinigungen (Jeleń et al. 2003; 

Petersen et al. 2011). Gleichzeitig macht  der einzigartige Duft des Geosmin, der auch als 

„Petrichor“ bezeichnet wird (Bear and Thomas 1964; Gerber and Lechevalier 1965), es als 

Duftkomponente für Parfüme wie „Herrmann A Mes Cotes Me Paraissait Une Ombre“ attraktiv 

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

 

 

Schema 6: Strukturen der häufigsten volatilen bakteriellen Terpene Geosmin und 2-Methylisoborneol (2-MIB). 
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Neben den beiden häufig in hohen Konzentrationen vorkommenden Substanzen Geosmin und 2-

MIB produzieren Bakterien eine Vielfalt weiterer, oft strukturell einzigartiger volatiler Terpene 

(Dickschat 2016). Systematische Untersuchungen volatiler Extrakte von Bakterien mit Hilfe von 

Gaschromatographie mit Massenspektrometriedetektor (GC/MS)-Methoden erlauben die 

Detektion, selten jedoch die strukturelle Identifizierung, von neuen Terpenen (Schulz et al. 2004; 

Dickschat et al. 2005; Cane and Ikeda 2012; Yamada et al. 2015). Die Substanzen kommen häufig 

in geringen Konzentrationen vor und lassen sich aus dem Organismus nicht immer in 

ausreichenden Mengen für die Analytik zur Strukturaufklärung isolieren und reinigen. Auf 

Methoden und Herausforderungen der Terpensynthese und -analytik wird in Kapitel 1.2.4 genauer 

eingegangen. 

 

1.2.4 Die Analytik von Terpenen ist eine Herausforderung 

Flüchtige Riechstoffe aus dem Erdboden wurden bereits Ende des 19. Jahrhunderts von Berthelot 

und André beschrieben (Berthelot and André 1891). Intensive Untersuchungen der Biosynthesen 

bakterieller Terpene begannen in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts durch Gerber und 

Arigoni, beschränkten sich jedoch besonders auf Substanzen wie Geosmin und 

2-Methylisoborneol (Schema 6), die von ihrem Ursprungsorganismus in großen Mengen 

produziert werden (Gerber and Lechevalier 1965; Gerber 1967; Arigoni 1968; Gerber 1971; 

Gerber 1973; Arigoni 1975). Insbesondere Cane und Mitarbeiter nutzten in den 1980er Jahren neu 

etablierte analytisch-chemische Methoden der Massenspektrometrie (MS) und 

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) zur strukturellen Charakterisierung spezieller Terpene 

und zur Identifizierung der synthetisierenden Enzyme (Cane et al. 1981; Tillman and Cane 1983; 

Croteau et al. 1985; Cane and Pargellis 1987). 

Volatile Extrakte der myxobakteriellen Stämme Myxococcus xanthus, Chondromyces crocatus 

und Stigmatella aurantiaca enthalten zwar einige wenige Terpenoide, jedoch war ihre Analytik 

bisher auf Methoden der Gaschromatographie mit Massenspektrometriedetektor (GC/MS) 

beschränkt (Dickschat et al. 2004; Schulz et al. 2004; Dickschat et al. 2005). GC/MS stellt zwar 

für die Analytik komplexer Extrakte die Methode der Wahl dar, bietet jedoch insbesondere für 

unbekannte Naturstoffe keinen eindeutigen strukturellen Nachweis. Trotz dieses Umstandes 

existiert vielfältige Fachliteratur, die den Anspruch erhebt, neue Terpene strukturell einzig mit 

GC/MS-Methoden zu charakterisieren (Ghalib et al. 2011). Strukturchemisch stellt für neue 

Naturstoffe eine komplementäre Analytik mit Hilfe der Massenspektrometrie (MS; 

Molekülmasse), der Bestimmung des Drehwertes von polarisiertem Licht (Chiralität) und von 

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR; Molekülstruktur, Konstitution) den Konsens dar. Den 

limitierenden Faktor für die beiden letztgenannten Analysen bildet die Substanzmenge: 

Auswertbare Signalintensitäten werden durch die Analyse von 1-5 mg Reinsubstanz erreicht.  
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In den 1990er Jahren neu aufkommende molekularbiologische Methoden wie die 

Genomsequenzierung sowie die Klonierung und heterologe Expression von Genen führten zur 

Aufklärung der Terpenbiosynthesewege und funktionalen Untersuchungen der TSn (Kap. 1.2.3 

und 1.3) (Goldstein and Brown 1990; Rohmer 1998). Diese und weitere Methoden der 

synthetischen Biologie erlauben heute die Herstellung von Terpenen sowie der synthetisierenden 

Gene in größerem Maßstab und somit auch ausreichender Substanzmengen für 

Drehwertbestimmung und NMR (Martin et al. 2001; Martin et al. 2003; Ro et al. 2006; Chang et 

al. 2007; Harada and Misawa 2009; Paddon et al. 2013; Dickschat 2016). So lassen sich TS-

Screenings und Strukturaufklärung von neuen terpenoiden Naturstoffen, insbesondere auch 

Volatilen, effizient durchführen (Yamada et al. 2012; Rabe and Dickschat 2013; Dickschat et al. 

2014; Yamada et al. 2015; Dickschat 2016). 

Die breite Anwendung volatiler Terpene als Riechstoffe macht die olfaktorische Evaluierung 

neuer Terpene notwendig. Dazu wird in der Regel GC/Olfaktometrie (GC/O) als Analysemethode 

verwendet. Sie bietet die Möglichkeit, die Geruchsqualität einzelner Volatilen aus einem Gemisch 

zu bestimmen. Technisch wird dazu eine GC im Split-Modus genutzt: Nach der 

chromatographischen Trennung des Gemisches wird ein Teil mit einem klassischen Detektor wie 

MS analysiert. Der andere Teil wird zu einer Geruchsschnittstelle (Sniffing Port) geleitet, wo er 

von einer Person olfaktorisch erfasst und charakterisiert wird. Die Auftragung von Geruch gegen 

Zeit wird analog zum Chromatrogramm als Olfaktogramm bezeichnet. So kann durch diese 

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

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Gaschromatographie/Olfaktometrie (GC/O). Nach der 

gaschromatographischen Trennung werden die Analyten zwischen Detektor und Sniffing Port gesplittet. Die parallele 

Aufzeichnung von Chromatogramm und Olfaktogramm wurde (Bazemore et al. 1999) entnommen und modifiziert 
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1.3 Terpensynthasen 

Wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, gehören Terpensynthasen (TSn) zu den zentralen Enzymen der 

Terpenbiosynthese. Sie katalysieren den Umsatz der linearen Prenylpyrophosphate (IPP, GPP, 

GGPP) zu unverzweigten, mono- oder polyzyklischen Kohlenwasserstoffen, den Terpenen oder 

Terpenalkoholen (Abb. 2). In einem einzigen Reaktionsschritt kann eine Vielzahl an C-C-

Bindungen geknüpft und Chiralitätszentren induziert werden. TS-katalysierte Reaktionen stellen 

somit den komplexesten Schritt bei der Terpenbiosynthese dar und gehören zu den 

anspruchsvollsten biochemischen Reaktionen überhaupt (Gao et al. 2012; Oldfield and Lin 2012; 

Dickschat 2016). Individuelle TSn werden nach dem Namen ihres Produktes, unspezifische TSn 

nach dem Namen des Hauptproduktes benannt, etwa Limonensynthase oder Humulensynthase. 

(Steele et al. 1998; Hyatt et al. 2007) 

Alle TSn binden im aktiven Zentrum einen Cluster aus drei Mg2+-Kationen, an die wiederum die 

Pyrophosphatgruppe des Substrates koordiniert (Michaelis complex, Abb. 4A). Zwei der Ionen 

binden am universellen aspartatreichen Motiv DDxxD/E, während die Bindemotive des dritten 

Mg2+-Kations sich bei Typ I-TS (NSE-/DTE-Triade: (N/D)Dxx(S/T)xxxE)) und Typ II-TS 

(zweites aspartatreiches Motiv DxDD) unterscheiden (Schema 7) (Gao et al. 2012; Oldfield and 

Lin 2012; Dickschat 2016). Im Allgemeinen wird das aktive Zentrum von TSn von sauren und 

aromatischen Aminosäuren ausgekleidet, die carbokationische Prenylintermediate während der 

Reaktion stabilisieren (Christianson 2006; Christianson 2008; Schrepfer et al. 2016). 

Röntgenbeugungsaufnahmen von Kristallen verschiedener TSn haben gezeigt, dass Enzyme 

dieser Klasse trotz geringer Sequenzähnlichkeiten eine von -Helices dominierte Tertiärstruktur 

besitzen (Abb. 4B und C) (Christianson 2006; Baer et al. 2014). 

Die Kohlenwasserstoffskelette der Terpene sind, obwohl sie aus denselben Vorläufern 

synthetisiert werden, höchst unterschiedlich. Alleine für Sesquiterpene sind mindestens 82 

Kohlenwasserstoffskelette beschrieben (Joulain and König 1998). Die Vielfalt der 

Terpenstrukturen ist durch den individuellen Aufbau des aktiven Zentrums der entsprechenden TS 

bedingt. Am Beispiel der spezifischen (+)-Aristolochensynthase aus Aspergillus terreus und ihrer 

unspezifischen Variante aus Penicillium roqueforti (Sequenzidentität von ca. 60%) lassen sich die 

strukturellen Unterschiede im aktiven Zentrum identifizieren, die zu Unterschieden in der 

Produktverteilung führen. Evolutionär bedingte Mutationen einzelner Aminosäuren im aktiven 

Zentrum von TSn führen zu hoher Spezifität solch komplexer Reaktionen (Christianson 2006). 

Zudem durchlaufen TSn im Verlauf der Reaktion große Konformationsänderungen, welche für 

die Struktur des hergestellten Terpens verantwortlich sind (Christianson 2008). Insbesondere die 

Arbeit von Baer et al. hat am Beispiel der Selinadiensynthase (SDS) durch 

Röntgenbeugungsaufnahmen verschiedener Konformationen des Enzyms gezeigt, dass der 

Mechanismus über das Induced-Fit-Modell sehr gut beschrieben werden kann. Dabei wird die 
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Konformationsänderung der SDS aus der „offenen“ Apo-Form (Abb. 4A, Apo) in die 

„geschlossene“ Holo-Form des Michaelis-Komplexes (Abb. 4A, Michaelis complex) erst nach 

Bindung des Substrates FPP möglich. Danach erfolgt die SDS-katalysierte Zyklisierung von FPP 

zu Selinadien (Abb. 4A, Übergangszustand – Transition State) (Baer et al. 2014). 

 

 

Abbildung 4: A) Induced Fit-Modell zur Beschreibung der TS-katalysierten Reaktion am Beispiel der 

Selinadiensynthase (SdS) und Bändermodelldarstellung der Kristallstrukturen der SdS B) in der offenen Konformation 

und C) im Komplex mit dem Substratanalogon 2,3-Dihydrofarnesylpyrophosphat (DHFPP). DHFPP ist gelb dargestellt, 

Sauerstoffatome rot, Phosphor orange, und Mg2+ cyan. Strukturelemente, die durch die Bindung von DHFPP gebildet 

werden, sind in blau dargestellt, modifiziert aus (Baer et al. 2014) 

 

Der detaillierte Mechanismus der von TSn katalysierten Umsetzung von linearen 

Isoprenylpyrophosphaten zu Terpenen (bzw. Terpenalkoholen) wird mit dem Michaelis-Komplex 

eingeleitet. Die Initiation erfolgt durch die Ionisierung des Substrats zu einer carbokationischen 

Spezies. Die beiden eingangs erwähnten Typen von TSn haben unterschiedliche Mechanismen 

der Substrationisierung. TSn vom Typ I führen durch die Mg2+-Kationen-induzierte Abspaltung 

der Pyrophosphatgruppe zum Carbokation während Typ II-TSn das Prenylpyrophosphat durch 

Protonierung der terminalen Doppelbindung ionisieren (Schema 7) (Gao et al. 2012). Alle bisher 

bekannten Sesquiterpensynthasen gehören ausnahmslos zum Typ I (Christianson 2006). 

 

 

Schema 7: Ionisierungsreaktionen von FPP durch Typ I und Typ II-Terpensynthasen 

 

Carbokationen reagieren über eine Sequenz von C-C-Bindungsknüpfungen (Zyklisierungen), 

Hydrid-Shifts und Wagner-Meerwein-Umlagerungen zum individuellen Terpen-Skelett. 

Reaktionen, die von unspezifischen TSn katalysiert werden und so zu verschiedenen Produkten 
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führen, verlaufen über gemeinsame carbokationische Intermediate (Steele et al. 1998; 

Christianson 2006). 

Im Folgenden wird die Terpensynthese am Beispiel der (+)-Caryolanol-Synthase (Typ I; 

(+)-Caryophyllen-Nebenprodukte) aus Streptomyces griseus beschrieben (Schema 8) (Nakano 

et al. 2011). Nach Ionisierung von FPP zum allylischen Carbokation A folgt eine 

1,11-Zyklisierung zum Anti-Markovnikov-Intermediat B. Das Auftreten von Anti-Markovnikov-

Intermediaten im Verlauf von TS-katalysierten Bioreaktionen wird durch ihre Stabilisierung im 

aktiven Zentrum über saure oder aromatische Aminosäurereste möglich (Christianson 2006). 

Dessen anschließende 2,10-Zyklisierung mit Protonabspaltung führt zum bizyklischen 

Zwischenprodukt (+)--Caryophyllen. Die intramolekulare C6=C7-Doppelbindung kann jedoch 

protoniert werden. Durch einen nukleophilen Angriff von Wasser an C3 und C7-C14-

Folgezyklisierung reagiert (+)--Caryophyllen zum trizyklischen Endprodukt (+)-Caryolanol. Der 

terminale Schritt von TS-katalysierten Reaktionskaskaden besteht im Allgemeinen entweder in 

einer Protonabspatung, die zu einem Terpen (wie hier (+)--Caryophyllen) führt, oder in einem 

nukleophilen Angriff eines Wassermoleküls, der zu einem Terpen-Alkohol führt (wie hier 

(+)-Caryolanol). Bei unspezifischen TSn wie der (+)-Caryolanol-Synthase können beide Schritte 

nebeneinander auftreten. Bei der Synthese von (+)-Caryolanol werden drei C-C Bindungen 

geknüpft und vier Chiralitätszentren (C2, C3, C7, C10) induziert (Nakano et al. 2011). Die De- 

und Reprotonierung von neutralen Zwischenprodukten (wie hier (+)--Caryophyllen) im Verlauf 

der TS-katalysierten Reaktionen ist mechanistisch noch nicht im Detail verstanden. Arbeiten zur 

Strukturaufklärung verschiedener TSn weisen darauf hin, dass neben Aminosäureresten die 

abgespaltene Pyrophosphatgruppe und Wassermoleküle im aktiven Zentrum der TSn als Säure 

und Base dienen können (Christianson 2006). Inkubation von (+)--Caryophyllen in deuteriertem 

Wasser zeigte jedoch, dass die Protonierung von Doppelbindungen ausschließlich in Anwesenheit 

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

 

Schema 8: Mechanismus TS-katalysierten Reaktion am Beispiel der (+)-Caryolanol-Synthase; sowohl das Sesquiterpen 

β-Caryophyllen als auch der Terpenalkohol (+)-Caryolanol kommen nebeneinander als Produkte vor, modifiziert aus 

(Nakano et al. 2011)  
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1.4 Cytochrome P450 

Cytochrome P450 (P450s) sind in allen biologischen Reichen vorkommende Häm-

Monooxygenasen mit verschiedensten physiologischen Aufgaben. Humane P450s sind 

beispielsweise in der Leber am oxidativen Abbau von Xenobiotika beteiligt (Anzenbacher and 

Anzenbacherová 2001) und in der Nebenniere für Synthese und Metabolismus von 

Steroidhormonen verantwortlich (Schiffer et al. 2015). In Insekten sind P450s am Abbau 

toxischer Sekundärmetabolite beteiligt, bei deren Synthesen andere P450s in Pilzen und Pflanzen 

oft eine Rolle spielen (Omura 2013). Insbesondere vollführen P450s bei der Terpenbiosynthese in 

Pflanzen und Bakterien oft für die biologische Aktivität essentielle Derivatisierungen der Terpen-

Kohlenwasserstoffe (Kap.1.2.1) (Pateraki et al. 2015). 

Die roten „Pigmente“ wurden zum ersten Mal 1958 von Klingenberg und Garfinkel unabhängig 

voneinander aus Lebermikrosomen von Ratten (Klingenberg 1958) und von Schweinen isoliert 

(Garfinkel 1958). In mehreren Publikationen zwischen 1962 und 1964 wurden sie von Omura und 

Sato als Hämproteine charakterisiert (Omura and Sato 1962; Omura and Sato 1964; Omura and 

Sato 1964). In der Folge konnten weitere P450s aus mitochondrialen Nebennierenfraktionen 

(Estabrook et al. 1963; Estabrook 2003), aber auch Pflanzen (Markham et al. 1972), Pilzen 

(Ambike and Baxter 1970), und Bakterien (Tyson et al. 1972) isoliert werden.  

 

 

 

Abbildung 5: A) Schematische Darstellung des reduzierten CO-Häm-Komplex von Cytochromen P450, das zentrale 

Fe-Kation trägt im reduzierten Zustand eine formale Ladung von 2+ und ist in der äquatorialen Ebene an 

Protoporphyrin IX als vierzähnigen Liganden und axial an den Thiolat-Rest eines hochkonservierten Cysteins und 

Kohlenmonoxid gebunden; B) UV/Vis-Spektrum des reduzierten CO-gebundenen Komplexes von CYP264B1 

 

Ihre Bezeichnung erhielten sie aufgrund des Lichtabsorptionsmaximums ihres reduzierten CO-

Komplexes bei 450 nm (Soret Peak). Bis dahin lagen üblich beobachtete Absorptionsmaxima von 

Hämproteinen um 420 nm. Die Rotverschiebung ist dadurch begründet, dass das komplexierte 

Fe2+ im Cofaktor von P450s statt eines Histidins, wie andere Hämproteine, das Thiolatanion eines 
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Cysteinrestes des konservierten Hämbindemotivs FxxGx(H/R)xCxG als distalen Liganden trägt 

(Abb. 5). (Roach et al. 1999; Denisov et al. 2005) 

 

1.4.1 Cytochrome P450 katalysieren den Einbau von 

molekularem Sauerstoff in C-H-Bindungen 

Die ubiquitär vorkommenden P450s bilden mit über 21000 gezählten Vertretern (Bernhardt and 

Urlacher 2014) die größte beschriebene Gensuperfamilie und werden in einer Datenbank, die von 

Dr. David Nelson (University of Tennessee) betrieben wird, gelistet 

(http://drnelson.uthsc.edu/cytochromeP450.html). Aus diesem Grund wurde für P450s im 

Gegensatz zu allen anderen Enzymen, deren Nomenklatur der Funktion nach erfolgt, eine 

systematische Nomenklatur nach Sequenzidentitäten vorgeschlagen. Dabei steht bei der 

Bezeichnung jedes Enzyms am Anfang die Abkürzung „CYP“ für Cytochrom P450, gefolgt von 

einer arabischen Zahl, für die Familie (>40% Sequenzidentität), einem Buchstaben für die 

Subfamilie (>55% Sequenzidentität) und zuletzt wieder einer arabische Zahl, die das individuelle 

Enzym bezeichnet (Abb. 6) (Nebert et al. 1987). 

 

 

Abbildung 6: Systematische Nomenklatur von Cytochromen P450 

 

Die Anzahl der P450-Gene in verschiedenen Organismen variiert stark. So enthält das Genom des 

Darmbakteriums E. coli keine P450s, die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe besitzt zwei 

P450 Gene, der Mensch hingegen 57 (Nebert et al. 2013; Omura 2013). Obwohl Theorien einigen 

P450s direkte Rollen in der Evolution und der Komplexität des Stoffwechsels zuordnen (Nelson 

2011; Nelson 2013; Omura 2013), besitzen evolutionär später entwickelte Arten jedoch nicht 

automatisch eine größere Anzahl von P450s. Pflanzen wie Arabidopsis thaliana und Oryza sativa 

(Reis) enthalten 246 bzw. 356 P450 Gene (Nelson et al. 2004), jedoch auch der Pilz Aspergillus 

oryzae enthält 153 (Nelson 2011). Neben hochspezifischen P450s, die oft an Biosynthesen von 

Naturstoffen beteiligt sind, gibt es auch Vertreter dieser Enzymklasse, die sehr breite 

Substratspektren haben. Ein eindrucksvolles Beispiel dafür ist das humane Xenobiotika-

abbauende CYP3A4 (Anzenbacher and Anzenbacherová 2001). 

Mechanistisch vollführen P450s die Aktivierung von molekularem Sauerstoff und übertragen ein 

Sauerstoffatom auf ihr Substrat, (Schema 9, rot) während das andere Atom zu Wasser reduziert 

wird (Schema 9, blau). Die häufigste von P450s katalysierte Reaktion ist dabei die 

Hydroxylierung von chemisch inerten C-H-Bindungen des Substrats. Jedoch sind auch weitere 
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Reaktionen wie Epoxidierungen, Heteroatom-Oxidierungen, Heteroatomabspaltungen, 

Oxidatonen von Acetylenen, Aromaten, Olefinen und viele weitere beschrieben (Guengerich 

2001; Guengerich 2007; Isin and Guengerich 2007; Bernhardt and Urlacher 2014). Damit das 

P450 katalytisch aktiv werden kann, muss es zunächst reduziert werden. Die dazu notwendigen 

Elektronen werden von den universellen Reduktionsäquivalenten NADH und/oder NADPH 

bereitgestellt, weswegen man P450s auch als externe Monooxygenasen bezeichnet. Dabei kommt 

es nicht zu direkten Interaktionen zwischen NAD(P)H und P450s, sondern die Elektronen werden 

durch ein System verschiedener Redoxpartner übertragen. Redoxsysteme sind verschiedene 

Kombinationen aus FAD, FMN, oder Fe-S-Cluster enthaltenden Proteinen und stellen eine 

weitere Möglichkeit zur Klassifizierung von P450s dar. Die häufigsten bakteriellen Redoxsysteme 

(Klasse I) bestehen aus den beiden löslichen Elektronentransferproteinen Ferredoxinreduktase 

(FdR, FAD-Protein) und Ferredoxin (Fdx, FeS-Protein). Zur Aktivierung des P450 werden 

Elektronen vom NAD(P)H zunächst auf FdR und dann über das als „Shuttle“ agierende Fdx auf 

das P450 übertragen. Erst das reduzierte P450 aktiviert molekularen Sauerstoff und kann seine 

Funktion als Katalysator entfalten. Ein Sauerstoffatom wird mit Hilfe des P450 in die C-H-

Bindung des Substrats (R-H) eingebaut, während das andere Atom zu Wasser reduziert wird 

(Schema 9) (Hannemann et al. 2007). 

 

 

Schema 9: Cytochrom P450-katalysierte Oxidation von organischen Verbindungen. Dargestellt ist der Elektronenfluss 

im Klasse I Redoxsystem von den universellen Reduktionsäquivalenten NADH bzw. NADPH über die löslichen 

Elektronentransferpartner Ferredoxinreduktase (FdR) und Ferredoxin (Fdx) auf das Cytochrom P450 (P450). Das 

reduzierte P450 katalysiert den Einbau eines Atoms von molekularem Sauerstoff (rot) in die C-H-Bindung des Substrats 

(R-H), während das andere Atom zu Wasser reduziert wird (blau), modifiziert aus (Hannemann et al. 2007). 

 

1.4.2 Cytochrome P450 spielen eine wichtige Rolle in der 

Terpenbiosynthese 

Wie in den Kapiteln 1.2 und 1.2.1 beschrieben, bilden Terpene trotz ihrer Biosynthese über 

gemeinsame Prenylpyrophosphat-Intermediate die größte Gruppe von Naturstoffen. Die 

Diversität der Strukturen ist einerseits durch die unterschiedlichen Geometrien der 

Kohlenwasserstoffgerüste, andererseits durch die vielfältigen Funktionalisierungen bedingt. 

Funktionalisierungen – oder Dekorierungen – der Terpene werden durch selektive, oft von P450s 
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katalysierte, Oxidationen von C-H-Bindungen zu Alkoholen eingeleitet. Die Hydroxylierungen 

ebnen den Weg für weitere Derivatisierungen zu Aldehyden, Ketonen, organischen Säuren, Estern 

und Konjugationen. Somit nehmen P450s in der Synthese von biologisch aktiven Terpenen 

Schlüsselrollen ein und ihre Identifizierung und Charakterisierung ist nicht nur für die 

Grundlagenforschung interessant. Cytochrome P450 sind unter anderem an der Synthese von 

bioaktiven Naturstoffen wie Gossypol ((+)-Cadinene-8-hydroxylase, CYP706B1) (Luo et al. 

2001), Artemisinin (Amorpha-4,11-diene Oxidase, CYP71A1) (Bertea et al. 2005; Ro et al. 2006), 

Taxol (mindestens sieben verschiedene P450s) (Kaspera and Croteau 2006) und am Katabolismus 

von Abscisinsäure (Abscisinsäure-8‘-hydroxylasen, CYP707A-Familie) beteiligt (Schema 1) 

(Finkelstein 2013). Die großtechnische Produktion der genannten Naturstoffe mit Hilfe von 

Methoden der synthetischen Biologie ist industriell interessant. Aus diesem Grund ist die 

Charakterisierung der beteiligten P450s essentiell für ihre Anwedung für Biosynthesen. 

Gene für Terpensynthese und -funktionalisierung liegen sowohl in Pflanzen (Boutanaev et al. 

2015), als auch in Pilzen (Lin et al. 2014), und Bakterien (Moody et al. 2012) oft gemeinsam in 

Clustern vor. Bei der Suche nach neuen terpenoiden Naturstoffen ist der Ansatz auf Genebene 

hilfreich. TSn und P450s lassen sich in sequenzierten Genomen mit Hilfe bioinformatischer 

Methoden über ihre charakteristischen Motive identifizieren (Khatri et al. 2010; Cane and Ikeda 

2012; Yamada et al. 2012; Rabe and Dickschat 2013; Dickschat et al. 2014). Die heterologe 

Expression von TSn und P450s gehört heute zu den etablierten Methoden und hilft dabei, 

einerseits die Funktion der entsprechenden Gene in isolierten Systemen zu untersuchen und 

andererseits auch Screenings von TSn und P450s in Ganzzellsystemen auf eine bestimmte 

Funktion hin durchzuführen (Harada et al. 2011; Rabe and Dickschat 2013). 

 

1.4.3 Die Cytochrome P450 aus Sorangium cellulosum So ce56 

oxidieren eine Vielzahl unterschiedlicher Substrate 

Der Stamm S. cellulosum So ce56enthält mit 13.1 Mbp nicht nur eines der größten sequenzierten 

bakteriellen Genome (Schneiker et al. 2007), sondern mit 21 P450-Genen auch den größten Satz 

an putativen Hydroxylasen im Reich der Myxobakterien (Khatri et al. 2011). Yogan Khatri 

konnte in seiner Dissertation alle 21 P450-Gene exprimieren und einen Elektronentransfer mit 

funktionellen Redoxpartnern nachweisen (Khatri 2009). Dabei stellte sich durch Arbeiten von 

Kerstin Ewen das bovine Elektronentransfersystem aus Adrenodoxin (Adx) und 

Adrenodoxinreduktase (AdR) für einige der P450s als das effizienteste im Vergleich zu allen 

Kombinationen der endogenen Elektronentransferpartner heraus (Ewen 2010). Die Effizienz 

konnte weiterhin durch das Ersetzen der AdR durch eine Flavodoxinreduktase (Fdr) aus E. coli 

erhöht werden (Ringle et al. 2013). 
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Obwohl über die physiologische Funktion der P450-Gene nur spekuliert werden kann, haben 

Mitarbeiter des Institus für Biochemie der Universität des Saarlandes in breiten 

Substratscreening-Ansätzen verschiedene Substratklassen von Naturstoffen und synthetischen 

Pharmazeutika mit P450s aus S. cellulosum So ce56 oxidieren können. Darunter fallen Fettsäuren 

(Khatri et al. 2010), Steroide (Ringle 2013; Khatri et al. 2016), trizyklische Psychopharmaka 

(Litzenburger et al. 2014), aber auch kleine, flüchtige Riechstoffe aus den Klassen der 

Norisoprenoide (Ly et al. 2012; Litzenburger and Bernhardt 2016) und Terpenoide (Khatri 2009; 

Ly et al. 2012). Dabei fielen insbesondere CYP264B1 als Sesquiterpenoxidase und die CYP267-

Familie durch hohe Substratvielfalt und durch Oxidationsprodukte, die denen humaner P450s 

entsprechen, auf (Tab. 2). So konnte die von Ringle beschriebene „kleine Schatzkiste des 

Sorangium cellulosum So ce56 zur biotechnologischen Anwendung von Cytochromen 

P450“ bereits teilweise erschlossen werden (Ringle 2013). Aktuelle Arbeiten beschäftigen sich 

weiterhin mit dieser Fragestellung. 
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Tabelle 2: Übersicht über die S. cellulosum So ce56 P450s und ihre Substrate. Substrate sind Substanzen, deren Umsatz 

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

 
Cytochrom  

P450 

Substratklasse Substrat Referenz 

CYP109C1 
 Nicht bekannt  

CYP109C2 
 Nicht bekannt  

CYP109D1 
Fettsäuren Caprinsäure  

Tridekansäure  

Oleanolsäure 

13-Methylmyristinsäure  

15-Methylpalmitinsäure 

Myristinsäure  

Palmitinsäure  

Laurinsäure  

(Khatri 2009) 

 

 

 

 

(Khatri et al. 2010) 

Monoterpene Geraniol 

Nerol 

(-)-R-Limonen  

(Khatri 2009) 

Norisoprenoide α-Ionon 

β-Ionon  

(Khatri et al. 2010) 

N-Heterozyklus Indol (Ringle 2013) 

CYP110H1 
 Nicht bekannt  

CYP110J1 
 Nicht bekannt  

CYP117B1 
 Nicht bekannt  

CYP124E1 
 Nicht bekannt  

CYP259A1 
 Nicht bekannt  

CYP260A1 
Norisoprenoide α-Ionon (Ringle 2013) 

Sesquiterpene (+)-Nootkaton 

Isolongifolen-9-on 

(Ewen et al. 2009) 

(Ringle 2013) 

C18-Steroide Östron 

3-Methoxyöstron 

β-Estradiol 

(Ringle 2013) 

C19-Steroide Androstendion 

19-Norandrostendion 

11-Ketoandrostendion 

Dehydroepiandrosteron  

Testosteron 

7-Methoxytestosteron 

17α-Methyltestosteron 

19-Nortestosteron 

Testosteron Acetat  

(Ringle 2013) 

C21-Steroide Progesteron 

11-Deoxycorticosteron 

Corticosteron 

Cortison 

Cortisol 

11-Deoxycortisol 

17α-Hydroxyprogesteron 

(Khatri 2009) 

 

(Ringle 2013) 

Phenothiazine Chlorpromazin 

Promethazin 

(Litzenburger et al. 2014) 
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CYP260B1 
Norisoprenoide α-Ionon 

Isomethyl-α-Ionon 

n-Methyl-α-Ionon 

β-Ionon 

4-Hydroxy-β-Ionon 

β-Damascon 

δ-Damascon 

(Ringle 2013) 

(Litzenburger and Bernhardt 2016) 

 

Sesquiterpene (+)-Nootkaton 

Isolongifolen-9-on 

(Ringle 2013) 

C19-Steroide Androstendion  

19-Norandrostendion  

Testosteron 

7-Methoxytestosteron 

17α-Methyltestosteron 

19-Nortestosteron 

Testosteron Acetat 

(Ringle 2013) 

C21-Steroide Cortison 

Corticosteron 

11-Deoxycorticosteron 

Progesteron 

17α-Hydroxyprogesteron 

(Ringle 2013) 

CYP261A1 
 Nicht bekannt  

CYP261B1 
 Nicht bekannt  

CYP262A1 
 Nicht bekannt  

CYP262B1 
 Nicht bekannt  

CYP263A1 
 Nicht bekannt  

CYP264A1 
Norisoprenoide α-Ionon 

β-Ionon  

 

(Ly et al. 2012) 

O-Heterozyklen 4-Methyl-3-Phenyl-Cumarin  

Flavanon 

 

(Ringle 2013) 

Dibenzazepine Amitriptylin 

Clomipramin 

Imipramin 

Iminodibenzyl 

 

(Litzenburger et al. 2014) 

Phenothiazine Chlorpromazin 

Phenothiazin 

 

(Litzenburger et al. 2014) 

CYP264B1 
Sesquiterpene (+)-Nootkaton 

(+)-Valencen 

Isolongifolen-9-on 

Cloven 

α-Humulen 

α-Longipinen 

 

(Ly et al. 2012) 

 

CYP265A1 
 Nicht bekannt 
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CYP266A1  Nicht bekannt  

CYP267A1 
Phenothiazine Promethazin 

Thioridazin 

Chloropromazin 

(Litzenburger et al. 2014) 

(Kern et al. 2016) 

Morphinan 

 

Phenylpropanoid 

 

Dextromethorphan 

Haloperidol 

Ibuprofen 

Tamoxifen 

Terfenadin 

(Kern et al. 2016) 

CYP267B1 
Norisoprenoide α-Ionon 

Allyl-α-Ionon 

Isomethyl-α-Ionon 

n-Methyl-α-Ionon 

7,8-Dihydro-α-Ionon 

β-Ionon 

Allyl-β-Ionon 

7,8-Dihydro-β-Ionon 

α-Iron 

α-Damascon 

β-Damascon 

δ-Damascon 

(Litzenburger and Bernhardt 2016) 

Dibenzazepine Amitriptylin 

Clomipramin 

Imipramin 

Iminodibenzyl 

(Litzenburger et al. 2014) 

Phenothiazine Chlorpromazin 

Phenothiazin 

Promethazin 

(Litzenburger et al. 2014) 

4-Aminochinolin 

Phenylacetat 

Phenylpropanoid 

Tetrazolderivat 

Benzylisochinolinalkaloid 

Thienobenzodiazepin 

Indolderivat 

Imidazolinderivat 

Alkaloid 

Glinide 

Amodiaquin 

Diclofenac 

Ibuprofen 

Losartan 

(3S,5R)-Noscapin 

Olanzapin 

Omeprazol 

Oxymetazolin 

Papaverin 

Repaglinide 

Retonavir 

Tamoxifen 

Terfenadin 

(Kern et al. 2016) 
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2. Vorarbeiten und Zielsetzung 

Volatile Terpene pflanzlichen Ursprungs finden häufig als Riechstoffe in der Parfümerie 

Verwendung, jedoch haben sich auch Bakterien als interessante Quelle für volatile Terpene 

erwiesen. Zu Beginn dieser Arbeit lagen verschiedene Hinweise auf die Rolle des 

Myxobakteriums Sorangium cellulosum So ce56 als Produzent volatiler Sesquiterpene vor. Das 

sequenzierte Genom von S. cellulosum So ce56 enthält Informationen über drei Typ I-

Terpensynthasen (TSn) (sce1440, sce6369, sce8552) und eine Typ II-TS (sce4636) (Schneiker et 

al. 2007; Yamada et al. 2012). Insbesondere die TS sce8552 fiel durch die unmittelbare Lage 

neben dem Cytochrom P450 CYP264B1 (sce8551) auf (Khatri et al. 2011). Vorarbeiten zur 

heterologen Expression und zum Substratumsatz von CYP264B1 zeigten, dass Sesquiterpene und 

Ionone durch dieses Enzym umgesetzt werden können (Ewen et al. 2009; Khatri 2009; Ly et al. 

2012). 

Ein Ziel dieser Arbeit war die Erschließung der Biosynthese neuer volatiler Sesquiterpene durch 

S. cellulosum So ce56. Alle putativ an der Biosynthese von terpenoiden Naturstoffen beteiligten 

Enzyme wurden funktional untersucht. Vollkommen neue Terpenstrukturen waren als Produkte 

der TSn (sce1440, sce4636, sce6369 und sce8552) zu erwarten. Die Strategie schloss die 

heterologe Expression von TS-Genen, in vitro Experimente mit gereinigten TSn und CYP264B1 

sowie die Herstellung von Milligramm-Mengen der natürlichen Sesquiterpene mit Hilfe von 

E. coli-basierten Ganzzellsystemen mit ein. Neben der Charakterisierung neuer Terpenstrukturen 

stand die Frage nach der natürlichen Funktion des Genclusters aus der TS sce8552 und 

CYP264B1 (sce8551) im Fokus. Dazu wurde das native Produkt der TS sce8552 identifiziert und 

von CYP264B1 umgesetzt. Die in vivo Aktivität der TSn und von CYP264B1 in S. cellulosum 

So ce56 wurde durch einen Vergleich der gereinigten Terpene mit volatilen Extrakten des 

Myxobakteriums verifiziert. Zur Beantwortung der Frage nach der Präsenz weiterer natürlicher 

Terpenene in S. cellulosum So ce56 wurden Umsätze des TS sce8552-Produktes mit einem 

ausgewählten Satz weiterer Cytochrome P450 des Bakteriums getestet. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Erschließung des biosynthetischen Potenzials der 

insgesamt 21 Cytochrome P450 aus S. cellulosum So ce56. Beispielhaft dafür wurde die 

Bandbreite der von CYP264B1 oxidierbaren Sesquitepenstrukturen evaluiert. Neben dem nativen 

Substrat von CYP264B1 (sce8551), dem Produkt der TS sce8552, wurden Strukturklassen der 

Eremophilane, Humulane, Caryophyllane und Cedrane durch CYP264B1 oxidiert. Die 

Oxidationsprodukte wurden identifiziert und damit die Selektivität des Enzyms für bestimmte 

Oxidationspositionen innerhalb der Kohlenwasserstoffskelette untersucht. Für die Umsätze wurde 

ein E. coli Ganzzellsystem genutzt. Mit Hilfe des Strukturmodells von CYP264B1 (Ly et al. 

2012) und der Molekülstrukturen von Substraten und Produkten konnten über Docking-
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Experimente Aussagen über die Struktur-Funktions-Beziehungen bei der Oxidation der 

verschiedenen Sesquiterpenklassen durch CYP264B1 getroffen werden. 

Um die zentrale Frage nach der Relevanz der Substanzen als Riechstoffe zu beantworten, wurden 

sowohl die hier erhaltenen natürlichen Sesquiterpene aus S. cellulosum So ce56 als auch die durch 

CYP264B1 oxidierten Sesquiterpene in Kooperation mit der Firma Givaudan olfaktorisch 

evaluiert Analog zu üblichen Strategien bei der Suche von neuen Riechstoffen, die 

Derivatisierungen von bekannten Riechstoffmolekülen vorsehen, sind durch chemische Synthesen 

unzugängliche oxidierte Sesquiterpene höchstinteressante Kandidaten für neue Duftkomponenten. 

 

Die durchgeführte Arbeit führte zu drei Erstautor-Publikationen, die unter Kapitel 3 vollständig 

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

3.1 „Characterization of the Gene Cluster CYP264B1-geoA 

from Sorangium cellulosum So ce56: Biosynthesis of 

(+)-Eremophilene and Its Hydroxylation” 

 

A. Schifrin, T. T. B. Ly, N. Günnewich, J. Zapp, V. Thiel, S. Schulz, F. Hannemann, Y. Khatri, 

R. Bernhardt 

im Original erschienen in ChemBioChem, 2015, 16, 337-344. 

 

In dieser Publikation werden die funktionellen Untersuchungen des Genclusters bestehend aus der 

Terpensynthase (TS) sce8552 (geoA) und dem Cytochrom P450 CYP264B1 (sce8551) 

beschrieben. Dabei produziert die TS sce8552 als erstes beschriebenes Enzym das Sesquiterpen 

(+)-Eremophilen, dessen Struktur mit Methoden der Massenspektroskopie (MS), 

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) und Röntgenbeugung analysiert wurde. (+)-Eremophilen 

wird von CYP264B1 oxidiert und dient damit als sein natürliches Substrat. In diesem Teil der 

Arbeit wurde die heterologe Expression und Reinigung von Terpensynthasen aus S. cellulosum 

So ce56 am Beispiel von sce8552 etabliert. Weiterhin wurden E. coli basierte in vivo 

Ganzzellkatalysatoren und Reaktionbedingungen für die Biotransformation von 

Farnesylpyrophosphat (FPP) zu Sesquiterpenen entwickelt. Diese Arbeiten dienten als Grundlage 

für die funktionelle Analyse aller TSn aus S. cellulosum So ce56. 
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3.2 „New Sesquiterpene Oxidations with CYP260A1 and 

CYP264B1 from Sorangium cellulosum So ce56” 

 

A. Schifrin, M. Litzenburger, M. Ringle, R. Bernhardt, 

im Original erschienen in ChemBioChem, 2015, 16, 337-344. 

 

Die in diesem Artikel zusammengefassten Arbeiten beschäftigen sich mit der möglichen 

Anwendung der (+)-Eremophilenoxidase CYP264B1 zur selektiven Hydroxylierung von 

Sesquiterpenen verschiedener Strukturklassen. Das Enzym erwies sich als selektive allylische 

Hydroxylase von Eremophilanen, Humulanen, Caryophyllanen und Cedranen. Zum Vergleich 

wurde ihm CYP260A1, ein weiteres Cytochrom P450 (P450) aus S. cellulosum So ce56, 

gegenüber gestellt. CYP260A1 setzt oxidierte Sesquiterpene zwar effizienter, jedoch weniger 

selektiv um als CYP264B1. Die Arbeit zeigt das Potential von neuen bakteriellen P450s zur 

selektiven Funktionalisierung volatiler Kohlenwasserstoffe auf. 
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3.3 „A single terpene synthase is responsible for a wide 

variety of sesquiterpenes in Sorangium cellulosum So ce56” 

 

A. Schifrin, Y. Khatri, P. Kirsch, V. Thiel, S. Schulz, R. Bernhardt 

im Original erschienen in Org Biomol Chem., 2016, 14, 3385-3393 

 

Diese Publikation fasst die Arbeiten der funktionellen Untersuchungen aller Terpensynthasen 

(TSn) aus S. cellulosum So ce56 zusammen. Neben der bereits beschriebenen 

(+)-Eremophilensynthase (sce8552) besitzt der Stamm zwei weitere Typ I-TSn (sce1440 und 

sce6369). Sce1440 ist eine Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol-/Geosminsynthase und sce6369 eine 

10-epi-Cubebolsynthase, die neben dem Hauptprodukt jedoch eine Vielzahl weiterer Cadalan- 

und Cubebansesquiterpene produziert. Durch Vergleiche der von den TSn hergestellten 

Sesquiterpene mit dem Extrakt der Volatile von S. cellulosum So ce56 konnte nahezu allen 

Terpenen das synthetisierende Enzym zugeordnet werden. Die überwiegende Mehrheit von 

mindestens zwölf der 17 Sesquiterpene in S. cellulosum So ce56 wird von sce6369 synthetisiert. 
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4. Weitere Ergebnisse 

Neben den bereits publizierten und unter Kapitel 3 reproduzierten Daten wurden weitere 

Experimente durchgeführt, die eine Grundlage für aufbauende Forschungen und daraus 

resultierende Publikationen sind. Insbesondere wurden weitere Oxidationen von Sesquiterpenen 

durch CYP264B1 (Kap. 4.1) sowie Docking-Studien (Kap. 4.4) durchgeführt, um weitere 

Aussagen über Struktur-Funktions-Beziehungen bei CYP264B1-katalysierten Reaktionen treffen 

zu können. Alle neuen Sesquiterpene sowie oxidierten Sesquiterpenoide wurden olfaktorisch 

evaluiert, um den Einfluss der Stereochemie von Enantiomeren sowie selektiven 

Hydroxylierungen auf Geruch von Sesquiterpenen zu untersuchen (Kap. 4.2). Darüber hinaus 

wurden weitere P450s aus S. cellulosum So ce56 identifiziert, die das natürliche CYP264B1-

Substrat (+)-Eremophilen ebenfalls umsetzen können (Kap 4.3). Diese Analysedaten können in 

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

 

4.1 Umsätze von Sesquiterpenen mit CYP264B1 

Die unter Kapitel 3.2 (Publikation „Novel Sesquiterpene Oxidations with CYP260A1 and 

CYP264B1 from Sorangium cellulosum So ce56”) dargestellten Ergebnisse enthalten die Umsätze 

der Sesquiterpenklassen der Eremophilane ((+)-Valencen, (+)-Nootkaton)), Humulane (α-

Humulen, Zerumbon), Caryophyllane (β-Caryophyllen) und Cedrane (α-Cedren). Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit konnten zusätzlich die Eremophilane (+)-Nootkaten und trans-Nootkatol mit 

CYP264B1 umgesetzt werden. Die Hauptprodukte wurden gereinigt und mit Hilfe von NMR und 

GC/MS als 13-Hydroxynootkaten und 13-Hydroxynootkatol identifiziert. Ungeachtet der Anzahl 

der Doppelbindungen im Decalin-Bicyclus (zwei Doppelbindungen bei Nootkaten, eine bei allen 

anderen) sowie der Oxidationsstufe des C-2-Atoms (CH2 bei (+)-Valencen, CH bei Nootkaten, 

C-OH bei trans-Nootkatol; C=O bei (+)-Nootkaton) wurden alle Eremophilane vorwiegend an 

Position C-13 hydroxyliert (Schema 10). 

 

13-Hydroxynootkaten: 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 0.86 (d, J = 6.8 Hz, 3H ;H-15), 0.90 (s, 

3H ;H-14), 1.21 (m, 1H ;H-6a), 1.52 (m, 1H; H-4), 1.75 (m, 1H; H-6b), 1.94-2.02 (m, 2H ;H-3), 

2.33 (t, J = 7.5, 2H; H-8), 2.49, (m, 1H; H-7), 4.16 (s, 2H; H-13), 4.93 (s, 1H; H-12a), 5.07 (s, 1H; 

H-12b), 5.40 (m, 1H; H-9), 5.58 (m, 1H; H-2), 5.94 ppm (d, J = 8.2 Hz, 1H; H-1); 13C-NMR 

(125 MHz, CDCl3): d = 14.7 (C-15), 17.3 (C-14), 32.2 (C-3), 33.3 (C-7), 33.4 (C-8), 36.4 (C-5), 

38.8 (C-4), 40.6 (C-6), 65.2 (C-13), 108.1 (C-12), 122.3 (C-9), 125.9 (C-2), 128.6 (C-1) 141.9 

(C-10), 153.9 ppm (C-11). 
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13-Hydroxynootkatol: 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): d = 0.86 (d, J = 6.9 Hz, 3H ;H-15), 0.97 (s, 

3H ;H-14), 1.21 (m, 1H ;H-8a), 1.30 – 1.53 (m, 3H; H-3a, H-4, H-6a), 1.73 – 1.90 (m, 4H; H-3b, 

H-6b, H-8b, H-9a), 2.10 (m,1H ;H-9b), 2.31 (m, 2H; H-7, OH), 4.09 (s, 2H; H-13), 4.20-4.24 (m, 

1H; H-2), 4.84 (s, 1H; H-12a), 5.00 (s, 1H; H-12b), 5.32 ppm (d, J = 1.7 Hz, 1H; H-1) ;13C-NMR 

(125 MHz, CDCl3): d = 15.5 (C-14), 18.3 (C-15), 32.5 (C-8), 33.5 (C-9), 36.7 (C-7), 37.3 (C-3), 

38.4 (C-5), 39.3 (C-4), 45.2 (C-6), 65.3 (C-13), 68.1 (C-2), 108.4 (C-12), 124.6 (C-1), 145.8 

(C-10), 153.7 ppm (C-11). 

 

NMR Spektren von 13-Hydroxynootkaten und 13-Hydroxynootkatol sind im Anhang unter 

Abbildungen 56 – 67 zu finden. 

 

 

Schema 10: Hydroxylierungen der Eremophilan-Sesquiterpene durch CYP264B1.  

 

4.2 Olfaktorische Analysen neuer Sesquiterpene  

Volatile Terpene pflanzlichen Ursprungs finden als Gemische in ätherischen Ölen oder in 

Reinstform als Riechstoffe in der Parfümerie Verwendung (Breitmaier 2008). Bis auf Geosmin 

(https://etatlibredorange.com/shop/hermann-a-mes-cotes (2016)(2016)) haben bakterielle Terpene 

in diesem Industriezweig noch keine Anwendung gefunden. Um ihre Eignung als Riechstoffe zu 

testen, wurden die neuen bakteriellen Sesquiterpenenantiomere (+)-Eremophilen und (–)-δ-

Cadinen sowie die oxidierten Sesquiterpene 13-Hydroxyvalencen, 13-Hydroxynootkaten, 13-

Hydroxynootkatol, 5-Hydroxyhumulen, 5-Hydroxycaryophyllen, 5-Hydroxyzerumbon, zwei 

Isomere von 6,7-Dihydro-2,3-epoxy-5-hydroxyzerumbon und 5-Hydroxy-3(4)-cedren durch ein 

Team von drei Sensorikexperten unter der Leitung von Dr. Felix Flachsmann (Givaudan SA) per 
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GC/Olfaktometrie (GC/O) analysiert. Die Ergebnisse der olfaktorischen Studien der getesteten 

Terpene sind in Tabelle 3 dargestellt. 

Für die Parfümerie interessante neue Duftnoten zeigen eine hohe Geruchsintensität bei einer 

effektiven Konzentration von maximal 10 ng/L Luft. Die verwendete Methode der GC/O stellt die 

Verdampfung der getesteten Substanzen sicher und hilft durch die chromatographische Trennung 

auch aus einem Gemisch die Gerüche reiner Substanzen zu erfassen. Alle getesteten Substanzen 

wurden im Sniffing Port auf effektive Konzentrationen von 500 ng/L Luft eingestellt und waren 

damit um den Faktor 50 über dem maximalen Grenzwert für Riechstoffanwendungen 

interessanter Substanzen. Alle untersuchten Sesquiterpene wurden – mit Ausnahme von 13-

Hydroxynootkatol (Balsam, Styrax, Weihrauch, Ghee, Tab. 3, Zeile 5) und 5-Hydroxyzerumbon 

(Teer, fruchtig, fettig, Tab. 3, Zeile 8) – als geruchlos getestet. Keines der getesteten Moleküle 

weist Geruchsqualitäten auf, die als interessant für Anwendungen in der Parfümerie befunden 

wurden. 

 

Tabelle 3: Übersicht über die sensorischen Analysen von Sesquiterpenen aus S. cellulosum So ce56, mit Cytochromen 

P450 oxidierten Sesquiterpenen und ihre Geruchsqualitäten. 

* Obwohl der Autor viele der beschriebenen Moleküle selbst sensorisch getestet hat, sind Geruchsbeschreibungen in 

der vorliegenden Arbeit ausschließlich Sensorikexperten überlassen. 

 

 Sesquiterpene aus S. cellulosum So ce56 Geruch* 

1 (+)-Eremophilen  geruchlos 

2 (-)--Cadinen geruchlos 

 Oxidationsprodukte von CYP264B1  

3 13-Hydroxyvalencen geruchlos 

4 13-Hydroxynootkaten geruchlos 

5 13-Hydroxynootkatol Balsam, Styrax, Weihrauch, Ghee  

6 5-Hydroxyhumulen geruchlos 

7 5-Hydroxycaryophyllen geruchlos 

8 5-Hydroxyzerumbon Teer, fruchtig, fettig 

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

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

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

Sorangium cellulosum So ce56 

In Kapitel 3.1 (Publikation „Characterization of the Gene Cluster CYP264B1-geoA from 

Sorangium cellulosum So ce56: Biosynthesis of (+)-Eremophilene and Its Hydroxylation”) wurde 

die postulierte Funktion von CYP264B1 als (+)-Eremophilenhydroxylase mit Hilfe von in vitro 

Experimenten und in E. coli Ganzzellsystemen bestätigt. Im Extrakt von S. cellulosum So ce56 

wurden jedoch keine Derivatisierungsprodukte von (+)-Eremophilen nachgewiesen. Zur Kontrolle, 

ob CYP264B1 als einziges P450 aus S. cellulosum So ce56 (+)-Eremophilen oxidieren kann, 

wurden mit allen P450s, die in ausreichenden Konzentrationen exprimiert und gereinigt werden 

konnten (neun von insgesamt 21), in vitro Umsätze von (+)-Eremophilen durchgeführt und mit 

GC/MS analysiert. In der nachfolgenden Übersicht sind für jedes Enzym die verschiedenen 

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

 

Tabelle 4: Übersicht der in vitro Umsätze von (+)-Eremophilen durch Cytochrome P450 aus S. cellulosum So ce56; 

ÜHP: Überhydroxylierungsprodukte, Produkte mit zwei oder mehr sauerstoffhaltigen funktionellen Gruppen;  

k. A.: keine Aussage über die genaue Masse des Produktes möglich 

 
 Cytochrom 

P450 

Anzahl 

Produkte 

Produkt (Masse [Da]/ 

Massenänderung im Vergleich zu (+)-Eremophilen [Da]) 

Abbildungen der Gaschromatogramme  

im Anhang 

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

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

3 CYP109D1 2 1 (220/+16); 2 (ÜHP / ÜHP) Abb. 4 

4 CYP260A1 6 3 (k. A / k. A); 4 (ÜHP/ÜHP); 5 (ÜHP/ÜHP); 6 (ÜHP/ÜHP); 

7 (ÜHP/ÜHP); 8 (ÜHP/ÜHP) 

Abb. 5 

5 CYP260B1 17 9 (220/+16); 10 (ÜHP/ÜHP); 11 (ÜHP/ÜHP); 12 (ÜHP/ÜHP); 

13 (ÜHP/ÜHP); 14 (ÜHP/ÜHP); 15 (ÜHP/ÜHP); 16 

(ÜHP/ÜHP); 17 (ÜHP/ÜHP); 18 (ÜHP/ÜHP); 19 

(ÜHP/ÜHP); 20 (ÜHP/ÜHP); 21 (ÜHP/ÜHP); 22 

(ÜHP/ÜHP); 23 (ÜHP/ÜHP); 24 (ÜHP/ÜHP); 25 (ÜHP/ÜHP) 

Abb. 6 

6 CYP264A1 4 26 (220/+16); 27 (220/+16); 28 (ÜHP/ÜHP); 29 (ÜHP/ÜHP) Abb. 7 

7 CYP264B1 3 1 (220/+16); 30 (ÜHP/ÜHP); 31 (ÜHP/ÜHP) Abb. 8 

8 CYP267A1 14 26 (220/+16); 5 (ÜHP/ÜHP); 32 (ÜHP/ÜHP); 6 (ÜHP/ÜHP); 

7 (ÜHP/ÜHP); 33 (ÜHP/ÜHP); 8 (ÜHP/ÜHP); 34 

(ÜHP/ÜHP); 35 (ÜHP/ÜHP); 36 (ÜHP/ÜHP); 37 

(ÜHP/ÜHP); 38 (ÜHP/ÜHP); 39 (ÜHP/ÜHP); 40 (ÜHP/ÜHP) 

Abb. 9 

9 CYP267B1 8 26 (220/+16); 1 (220/+16); 41 (ÜHP/ÜHP); 7 (ÜHP/ÜHP); 42 

(ÜHP/ÜHP); 43 (ÜHP/ÜHP); 44 (ÜHP/ÜHP); 45 (ÜHP/ÜHP) 

Abb. 10 

 

Jedes der neun eingesetzten P450s kann (+)-Eremophilen umsetzen. Insgesamt lieferten die 

(+)-Eremophilenumsätze eine Vielfalt von 45 Produkten. Darunter befinden sich nur vier 

Substanzen mit einer Masse von 220 Da, die einfach hydroxylierten oder epoxidierten 

(+)-Eremophilenderivaten entsprechen (Tab. 4; 1, 9, 26 und 27). Alle weiteren sind 

Überhydroxylierungsprodukte (ÜHP) mit mindestens zwei eingeführten funktionellen Gruppen. 

Neben CYP264B1 können die drei Enzyme der CYP109-Familie und CYP267B1 
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(+)-Eremophilen zum einfach oxidierten Produkt 1 (Tab. 4, Zeilen 1, 2, 3, 7 und 9) umsetzen. 

Darüber hinaus lassen sich für den Umsatz mit CYP264B1 bei verschiedenen 

Reaktionsbedingungen Unterschiede im Produktspektrum von (+)-Eremophilen beobachten. 

Während beim in vitro Umsatz neben dem einfach hydroxylierten/epoxidiereten Hauptprodukt 

(Kap. 3.1 Abb. 4D; P1 und Tab. 4; 1) zwei ÜHPs zu beobachten sind (Anhang Abb. 8 und Tab. 4, 

30 und 31), sind es beim E. coli Ganzzellumsatz fünf ÜHPs (Kap. 3.1 Abb. 4D; 

multihydroxylated products P2 – P6). Vergleichbare Unterschiede zwischen Produktspektren von 

in vitro und in vivo Umsätzen mit P450s sind bereits beobachtet worden. Sie sind unter anderem 

in verschiedenen Aktivitäten des Enzyms, bedingt durch intrazelluläre Inhibitoren und 

Aktivatoren, unterschiedlichen Reaktionszeiten sowie Substratverfügbarkeiten begründet (Girhard 

et al. 2009; Ringle et al. 2013). 

 

4.4 Docking: Computergestützte Modellierung von 

CYP264B1-Sesquiterpen-Komplexen 

Auf Basis der Kristallstruktur von CYP107A1 wurde von Dr. Michael Hutter ein 

dreidimensionales Modell von CYP264B1 erstellt (Ly et al. 2012). Zur Untersuchung der Protein-

Ligand-Wechselwirkungen im aktiven Zentrum von CYP264B1 bei der Oxidation von 

Sesquiterpenen wurden Docking-Studien durchgeführt. Dabei wurden mit Methoden der 

Energieminimierung die wahrscheinlichsten Konformationen der CYP264B1-Sesquiterpen-

Komplexe berechnet. Eine Übersicht über die Konformationen der Komplexe ist in Tabelle 5 für 

die Substrate (+)-Eremophilen; (+)-Valencen; (+)-Nootkaton; α-Humulen; Zerumbon; 

β-Caryophyllen; α-Cedren (Kap. 3.2) sowie Nootkaten und trans-Nootkatol (Kap 4.1) angegeben. 

Die C-Atome, die in der Nähe des zentralen Eisens im Häm-Cofaktor liegen, gelten als die 

wahrscheinlichsten Oxidationspositionen. Die C-Atome in einer Entfernung von bis zu 4,5 Å 

(etwa drei C-O-Bindungslängen) zum Eisen-Atom sind in Tabelle 5 (Spalten 2 und 3) nach 

Entfernung geordnet. Experimentell wurden von CYP264B1 bisher ausschließlich 

sp3-hybridiesierte C-Atome in Allylposition hydroxyliert (Kap. 3.2 und 4.1). Solche Positionen 

sind daher in Tabelle 5 fett, sp2-hybridisierte C-Atome aus Doppelbindungen unterstrichen 

gekennzeichnet. 

Unter allen Substraten waren die Eremophilane (+)-Nootkaton und trans-Nootkatol die einzigen, 

für die jeweils zwei mögliche Bindungskonformationen errechnet wurden. In allen 

Konformationen liegen die Substrate axial über dem Häm. In jeweils einer Konformation für 

(+)-Nootkaton (Konformation B, Anhang Abb. 74) und trans-Nootkatol (Konformation A, 

Anhang Abb. 71) zeigt die Isopropyliden-Gruppe zum Häm. Das experiementell hydroxylierte 

C-13 befindet sich in der Nähe des Häm-Eisens und somit in einer für Hydroxylierung 

wahrscheinlichen Position (Tab. 5, Zeile 5B) (Ly et al. 2012). 
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(+)-Eremophilen und (+)-Valencen liegen in ihrer einzigen errechneten Konformation ebenfalls 

axial über dem Häm (Anhang Abb. 68 und 69). Dabei liegt – ähnlich wie bei (+)-Nootkaton in 

Konformation A (Anhang Abb. 73) und trans-Nootkatol in Konformation B (Anhang Abb. 72) – 

der erste Ring des Transdecalingerüstes nah am Häm. Die zum Häm nächsten Positionen sind C-3 

und C-2, beides jedoch keine allylischen sp3-hybridisierten Kohlenstoffatome (Tab. 5, Zeilen 1, 2, 

4 und 5). Die errechnete Position von Nootkaten im aktiven Zentrum ist mit keinem anderen 

Sesquiterpen vergleichbar (Anhang Abb. 70). Die zum Häm-Eisen nächsten Atome C-1, C-9 und 

C-10 sind alle sp2-hybridisiert (Tab. 5, Zeile 3).  

Neben Eremophilanen werden Humulane und die verwandten Caryophyllane sowie Cedrane von 

CYP264B1 umgesetzt (Kap. 3.2, Schema 2). Die Hydroxylierung der Humulane α-Humulen und 

Zerumbon sowie des Caryophyllans β-Caryophyllen findet selektiv an C-5 statt (Kap. 3.2, 

Schema 2). Docking-Studien zeigen, dass α-Humulen und β-Caryophyllen in ähnlichen 

Konformationen im aktiven Zentrum liegen. Dabei zeigt die Doppelbindung zwischen C-6 und 

C-7 zum Häm. Das zum zentralen Eisen nächste Atom ist C-5 (Tab. 5, Zeilen 6 und 7). In der 

errechneten Konformation von Zerumbon liegt C-15 (2,729Å) mit großem Abstand am nächsten 

zum Häm-Eisen. Daneben liegen C-5, C-6, C-7 und C-8 in Entfernungen, bei denen Oxidationen 

möglich wären. Dabei sind C-15 und C-5 allylische Positionen. Zwischen C-6 und C-7 liegt eine 

Doppelbindung und an C-8 ein Carbonylgruppe (Tab. 5, Zeile 8). α-Cedren aus der Cedran-

Strukturklasse wird experimentell vorwiegend an C-15 hydroxyliert (Kap. 3.2, Schema 2). In der 

errechneten Docking-Konformation liegt die C-15-Methylgruppe am nächsten zum Häm-Eisen, 

gefolgt von C-3 und C-4 und C-2, von denen jedoch nur das letzte ein allylisches sp3-C-Atom ist 

(Tab. 5, Zeile 9).  
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Tabelle 5: Übersicht über die Dockingstudien von Sesquiterpenen im aktiven Zentrum von CYP264B1, allylische 

sp3-hybridisierte C-Atome sind fett, sp2-hybridisierte C-Atome sind unterstrichen dargestellt. 

 
 Substrat Konformationen/ 

Bindungsenergie 

[kJ/mol] 

Nächste C-Atome des 

Substrats zum Häm-Fe 

von CYP264B1 

Entfernung des C-Atoms des 

Substrats zum Häm-Fe von 

CYP264B1 [Å] 

Oxidiertes C-Atom des 

Hauproduktes der in vivo 

Studien (Kap 3.2 und 4.1)/ 

Funktionelle Gruppe 

1 (+)-Eremophilen -6,45 C-3 

C-2 

C-1  

C-4 

2,681 

3,156 

4,069 

4,116 

Unbekannt 

2 (+)-Valencen -6,35 C-3 

C-2 

C-1 

2,911 

3,265 

4,106 

C-13 / Allylalkohol 

3 Nootkaten -6,15 C-9 

C-1 

C-10 

3,234 

3,661 

3

,

8

9

3 

C-13 / Allylalkohol 

4 trans-Nootkatol A: -6,16 C-13 

C-11 

3,086 

4,188 

C-13 / Allylalkohol 

B: -6,05 C-3 

C-2 

3,197 

3,326 

5 (+)-Nootkaton A: -6,24 

II.  

C-2 

C-3 

C-4 

2,906 

2,914 

4,382 

C-13 / Allylalkohol 

B: -6,14 C-13 

C-11 

2,935 

4,110 

6 β-Caryophyllen -6,15 C-5 

C-6 

C-7 

3,379 

3,327 

4,153 

C-5 / Allylalkohol 

7 -Humulen -6,0 C-5 

C-6 

3,542 

4,029 

C-5 / Allylalkohol 

8 Zerumbon -6,3 C-15 

C-7 

C-6 

C-5 

C-8 

2,729 

3,374 

3,713 

4,003 

4,298 

C-5 / Allylalkohol 

9 α-Cedren -6,9 C-15 

C-3 

C-4 

III. C

-

2 

2,821 

3,271 

3,642 

4,210 

C-15 / Allylalkohol 
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5. Diskussion 

Neben Pflanzen, die traditionell die Quelle für die meisten Terpene darstellen, haben sich 

Bakterien vor verhältnismäßig kurzer Zeit als interessante Organismen für die Biosynthese von 

Terpenen erwiesen (Cane and Ikeda 2012; Dickschat 2016). Im Zentrum dieser Arbeit steht die 

Untersuchung des Myxobakteriums S. cellulosum So ce56 als Terpenproduzent. Einerseits 

wurden neue volatile Terpene in dem Myxobakterium beschrieben. Andererseits wurden 

kommerziell erhältliche Sesquiterpene pflanzlichen Ursprungs durch CYP264B1 selektiv oxidiert. 

Die etablierten Methoden sind höchst vielversprechend bei der Suche nach neuen Riechstoffen 

und die oxidierten Terpene interessant für Untersuchungen von humanen Riechrezeptoren. 

 

5.1 Sorangium cellulosum So ce56 synthetisiert selektiv und 

unselektiv neue einzigartige Sesquiterpene 

Die vier im Genom enthaltenen Terpensynthasen (TSn) (sce1440, sce4636, sce6369 und sce8552) 

wurden auf ihre Funktion hin untersucht sowie ihre zugehörigen Terpenprodukte strukturell 

charakterisiert (Kap. 3.1 und 3.3).  

Studien der isolierten Typ I-TSn zeigten, dass das Substrat Farnesyldiphophat (FPP) von sce1440 

spezifisch zum Geosmin-Vorläufermolekül Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol (Kap. 3.3 Tab. 1; 26) 

und von sce8552 zu (+)-Eremophilen (Kap. 3.1 Abb. 4A) umgesetzt wird. Die dritte TS sce6369 

bildet aus FPP eine große Vielfalt verschiedener Cubebane und der strukturell eng verwandten 

Cadinane. Obwohl sich Anzahl und Strukturen der entsprechenden von sce6369 synthetisierten 

Terpene bei verschiedenen Bedingungen unterscheiden (Kap. 3.3 Schema 2), bleiben die 

Hauptprodukte der TS immer 10-epi-Cubebol und (–)--Cadinen (Kap. 3.3 Abb. 1B und Tab. 1; 

17 und 19). 

Die Zusammensetzung des Volatilenextraktes von S. cellulosum So ce56 mit einem Satz von 17 

Sesquiterpenen bestätigt diese Ergebnisse. Darunter zeigen (+)-Eremophilen, (-)-Cadinen, 10-

epi-Cubebol und Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol die höchsten Vorkommen (Kap. 3.3 Abb. 1A 

und Tab. 1; 11, 17, 19 und 26). Unter den bisher untersuchten Myxobakterien (M. xanthus, C. 

crocatus, S. aurantiaca) besitzt S. cellulosum So ce56 den komplexesten Satz an volatilen 

Terpenen (Dickschat et al. 2004; Schulz et al. 2004; Dickschat et al. 2005), vergleichbar mit 

Streptomyceten (Citron et al. 2012). 

Geosmin-/Germacra-1(10)E,5E-dien-11-olsynthasen wie sce1440 kommen in einer Vielzahl von 

bakteriellen Genera, einschließlich Actinomyceten, Streptomyceten und Cyanobakterien, vor 

(Yamada et al. 2012). Das zugehörige Gen ist über alle bakteriellen Stämme hochkonserviert und 

etwa doppelt so lang wie andere TS-Gene (Cane and Watt 2003). Die Biosynthese von Geosmin 

über die Zwischenstufe Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol (Kap. 3.3 Tab. 1; 26) wurde bereits 



 

65 

mehrfach untersucht (Schema 11) (Spiteller et al. 2002; Cane and Watt 2003; Dickschat et al. 

2005; Cane et al. 2006; Jiang et al. 2006; Jiang et al. 2007).  

 

 

Schema 11: Biosynthese von Geosmin über das Zwischenprodukt Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol (26), modifiziert aus 

(Cane and Watt 2003); FPP: Farnesylpyrophosphat 

 

Dass das heterolog exprimierte Enzym kein Geosmin synthetisiert, liegt möglicherweise an der 

fehlenden Aktivität der C-terminalen Domäne, die für die Reaktion von 26 zu Geosmin 

verantwortlich ist. Studien mit der Geosminsynthase aus Streptomyces coelicolor zeigten, dass 26 

nicht akkumuliert, sondern direkt zu Geosmin umgesetzt wird (Cane and Watt 2003). Der 

Nachweis von 26 neben Geosmin im volatilen Extrakt von S. cellulosum So ce56 suggeriert eine 

geringere Geosminsynthaseaktivität von sce1440. Auf Basis von Sequenzvergleichen mit 

funktionalen Geosmin-/Germacra-1(10)E,5E-dien-11-olsynthasen lässt sich kein Hinweis für die 

gänzlich fehlende Aktivität des zweiten Schrittes der Geosminsynthese im E. coli-Ganzzellsystem 

finden. Intrazelluläre Parameter wie pH und Art der Ionen haben aber Einfluss auf die Aktivität 

von TSn (Steele et al. 1998; Cane et al. 2006). 

Die Biosynthese des (+)-Enantiomers von Eremophilen und die zugehörige TS sce8552 aus 

S. cellulosum So ce56 wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal beschrieben (Kap. 3.1). Dickschat 

schlug einen Mechanismus der sce8552-katalysierten Reaktion von FPP zu (+)-Eremophilen auf 

Basis der für TSn geltenden Prinzipien (Kap. 1.3) vor (Dickschat 2016). Dabei cyclisiert FPP über 

ein Germacradienylkation (Schema 12, A) nach Protonenabspaltung zu Germacren A 

(Schema 12, B). Reprotonierung und intramolekularer 1,6-Ringschluss führen zu einem 

trans-Decalinintermediat (Schema 12, C). Letzteres lagert sich über aufeinander folgende 

1,2-Hydrid- und 1,2-Methylshifts zu (+)-Eremophilen um (Schema 12). 

 

 

Schema 12: Mechanismus der sce8552-katalysierten Biosynthese von (+)-Eremophilen, modifiziert aus (Dickschat 

2016); FPP: Farnesylpyrophosphat, 1,10: 1,10-Cyclisierung; 1,2-H: 1,2-Hydridumlagerung nach Wagner-Meerwein;  

1,2-Me: 1,2-Methylumlagerung nach Wagner-Meerwein. 
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Das bereits seit den 1960er Jahren bekannte (–)-Eremophilen entstammt verschiedenen Pestwurz 

(Petasites)-Spezies (Hochmannova and Herout 1964; Křepinský et al. 1968; Piers and Keziere 

1968; Piers and Keziere 1969). So bildet das Paar ein weiteres Beispiel für die 

Enantiokomplementarität von Terpenen aus verschiedenen Organismen. In Kapitel 1.2.2 wurde 

das Carvon-Enantiomerenpaar vorgestellt, dessen Vertreter alternativ in verschiedenen Minzarten 

((–)-(4R)-Carvon) oder in Kümmel und Dill ((+)-(4S)-Carvon) zu finden sind (Tab. 1 

Zeilen 12 und 13). Die Enantiomere von Eremophilen zeigen, dass enantiokomplementäre 

Terpenbiosynthesen in Pflanzen und Bakterien möglich sind. Ob eine zu sce8552 

enantiokomplementäre TS in Petasites-Spezies vorhanden ist, wäre eine interessante 

Fragestellung für zukünftige Untersuchungen. 

Der Gencluster aus TS (sce8552) und CYP264B1 (sce8551) ist funktional und das P450 setzt 

(+)-Eremophilen zum monohydroxylierten/epoxidierten Hauptprodukt um (Anhang Abb. 8, 1 bzw. 

Kap. 3.1 Abb. 4D, P1). In vitro entstehen bei der Reaktion zwei (Anhang Abb. 8), bei der 

Reaktion im E. coli Ganzzellsystem fünf (Kap. 3.1 Abb. 4D) weitere Produkte. In vitro können 

insgesamt mindestens neun P450s aus S. cellulosum So ce56 den Kohlenwasserstoff zu 

mindestens 45 verschiedenen Produkten umsetzen. Darunter befinden sich 41 

Überhydroxylierungsprodukte, also (+)-Eremophilenderivate mit mehr als einer O-haltigen 

funktionellen Gruppe (Tab. 4). Die Vertreter der CYP109-Familie (CYP109C1, CYP109C2 und 

CYP109D1) und CYP267B1 produzieren aus (+)-Eremophilen dasselbe Hauptprodukt 1 (bzw. 

P1) wie CYP264B1. Die Umsätze sind dabei noch selektiver und im Fall von CYP109D1 auch 

effizienter (Anhang Abb. 2 – 4 und 8).  

Die 10-epi-Cubebol-Synthase Sce6369 ist nicht spezifisch. Sie stellt mindestens zwölf der 17 

Sesquiterpene in S. cellulosum So ce56 her und trägt damit maßgeblich zur Substanzvielfalt im 

volatilen Extrakt des Bakteriums bei (Kap. 3.3 Abb. 1A und Tab. 1). Im E. coli-Ganzzellsystem 

sind es sogar 21 Terpene und vier Terpene im S. avermitilis SUKA22-Ganzzellsystem (Kap. 3.3 

Tab. 1 und Schema 2). Im Allgemeinen sind Strukturen von Terpenen von der Form des aktiven 

Zentrums der entsprechenden TS abhängig (Aaron et al. 2010). Unspezifische Terpensynthasen 

haben aktive Zentren, deren Form für die Reaktionsintermediate verschiedene Folgeverläufe und 

Produkte zulassen (Steele et al. 1998; Lopez-Gallego et al. 2010). Alle Produkte der TS sce6369 

gehören zum Cubeban- oder strukturell eng verwandten Cadinan (Cadalan)-Strukturtyp (Kap. 3.3 

Schema 1B). Das lässt den Rückschluss zu, dass sie über dieselben Intermediate hergestellt 

werden. Die unterschiedlichen Terpene entstehen aus den Carbokation-Intermediaten durch 

Abspaltungen verschiedener Protonen und nukleophile Angriffe von Wasser (Kap. 3.3 Schema 2). 

Die Unterschiede der Produktmuster in den verschiedenen Expressionssystemen sind durch die 

unterschiedlichen Aktivitäten von TSn erklärbar. Wie bereits im Zusammenhang mit der 

Geosmin-/ Germacra-1(10)E,5E-dien-11-olsynthase erwähnt, haben Reaktionsparameter wie pH 

und Art der Ionen im Cytosol Einfluss auf die TS-Aktivität (Steele et al. 1998; Cane et al. 2006). 

Dabei wirken sich die Ladungen von cytosolischen Protonen und Ionen auf die intramolekularen 
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Wechselwirkungen von Enzymen aus. Aber auch intermolekulare Wechselwirkungen 

beeinflussen die Tertiärstruktur und somit auch die des aktiven Zentrums von TSn (Aaron et al. 

2010). 

Das E.coli-System ist den nativen Bedingungen im Myxobakterium ähnlicher als das 

S. avermitilis-System: Die Hauptprodukte von sce6369 10-epi-Cubebol (Kap. 3.3 Tab. 1, 19) und 

(–)--Cadinen (Kap. 3.3 Tab. 1, 17) sowie mindestens neun Nebenprodukte werden sowohl in 

S  cellulosum So ce56 als auch im E.coli-System gebildet, im S. avermitilis-System jedoch nicht 

(Kap. 3.3 Tab. 1 und Schema 2).  

Die physiologischen Funktionen der analysierten Terpene sind bisher ungeklärt. Ihre Volatilität 

und ihre Löslichkeit sowohl in wässrigen als auch hydrophoben Medien machen sie zu 

aussichtsreichen Mediatoren für die chemische Kommunikation von S. cellulosum So ce56. Eine 

Quorum Sensing-Rolle bei der Fruchtkörperbildung der Myxobakterien wäre denkbar. Die 

Identifizierung und Synthese der Terpene macht experimentelle Untersuchungen ihres Einflusses 

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

 

5.2 Docking-Studien und Produktstrukturen liefern Einblick 

in den Mechanismus der Sesquiterpenoxidationen durch 

CYP264B1 

Über die Charakterisierung der TSn hinaus wurden aus dem großen Satz der 21 endogenen P450s 

die Terpenoxidasen bestimmt sowie insbesondere das Potential der natürlichen 

Terpenhydroxylase CYP264B1 für selektive Funktionalisierung verschiedener 

Terpenkohlenwasserstoffe evaluiert. Die Ergebnisse der in vivo Umsätze von Sesquiterpenen mit 

CYP264B1 (Kap. 3.2) und Dockingstudien der Terpene ins Homologiemodell von CYP264B1 

(Kap. 4.1) wurden gegenüber gestellt. Aus den Ergebnissen konnten Aussagen über die Struktur-

Funktions-Beziehungen bei der Oxidation der Terpene durch CYP264B1 getroffen werden. 

Aus der Eremophilan-Strukturklasse werden neben dem natürlichen CYP264B1-Substrat 

(+)-Eremophilen die vier weiteren Vertreter (+)-Valencen, Nootkaten, Nootkatol und 

(+)-Nootkaton umgesetzt. Die primäre Oxidationsposition für (+)-Eremophilen konnte bisher 

nicht identifiziert werden, für alle anderen Eremophilane ist sie C-13 (Kap. 3.2 und 4.1). Die 

Humulane α-Humulen und Zerumbon sowie Caryophyllen werden selektiv an der Position C-5 

hydroxyliert. α-Cedren aus der Cedran-Strukturklasse wird an verschiedenen Positionen, primär 

jedoch an der C-15-Methylposition hydroxyliert (Kap. 3.2).  

Beim tieferen Einblick in den enzymatischen Mechanismus der CYP264B1-katalysierten 

Reaktionen halfen Docking-Studien der Enzym-Substrat-Komplexe. Dazu sind in Tabelle 5 die 

Ergebnisse der Docking-Simulationen und der in vivo Umsätze der verschiedenen Sesquiterpene 

mit CYP264B1 gegenüber gestellt. Bei der Bindung der Substrate im aktiven Zentrum von 
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CYP264B1 spielen vor allem hydrophobe Wechselwirkungen mit den Aminosäuren Ile80, 

Leu231, Ala235, Thr239, Val282 und Thr285 eine Rolle (Anhang Abb. 68 – 78). 

Wechselwirkungen des Substrats mit dem Enzym über H-Brücken konnten nur für (+)-Nootkaton 

festgestellt werden (Ly et al. 2012). Für trans-Nootkatol (Konformation A), (+)-Nootkaton 

(Konformation B), β-Caryophyllen, α-Humulen und α-Cedren stimmen die experimentell 

ermittelten allylischen Hydroxylierungspositionen der Hauprodukte mit dem jeweils zum Häm 

nächsten C-Atom des Substrates im Komplex überein (Tab. 5, Zeilen 4 – 7 und 9). Die 

Konformation des Zerumbons in der Docking-Simulation ist derlei, dass sich die Positionen C-15, 

C-6, C-7, C-5 und C-8 in der Nähe des Häm-Eisens befinden (Tab. 5, Zeile 8 und Anhang 

Abb. 77). Obwohl C-5 weiter vom Häm-Eisen entfernt liegt als C-15, C-6 und C-7, stellt 

5-Hydroxyzerumbon das Hauprodukt der in vivo Hydroxylierung dar. Diese Ergebnisse zeigen, 

dass die absolute Distanz eines C-Atoms zum Häm-Eisen nicht das einzige Kriterium für die 

CYP264B1-katalysierte Hydroxylierung darstellt. Darüber hinaus spielt unter anderem der 

allylische Charakter des C-Atoms eine Rolle. Neben 5-Hydroxyzerumbon, dem Hauptprodukt der 

Zerumbon-Oxidation (96%), wurde ein Nebenprodukt (4%) ermittelt, das an C-15 hydroxyliert 

sein könnte (Kap. 3.2, Schema 2). Daneben liegt die experimentell bevorzugt hydroxylierte C-13 

Position der Eremophilane (+)-Valencen und Nootkaten in den Docking-Studien nicht in der Nähe 

des Häms. Während bei (+)-Valencen die allylische C-2-Position für eine Hydroxylierung günstig 

zu liegen scheint, sind alle C-Atome von Nootkaten, die in der Nähe des Häm-Eisens liegen, in 

Doppelbindungen und damit sp2-hybridisiert (Tab. 5, Zeilen 2 und 3 und Anhang Abb. 69). 

Obwohl die in den Docking-Studien errechneten Konformationen nicht für alle Sesquiterpene zu 

den experimentell ermittelten Hauptprodukten führen, könnten sie möglicherweise 

Oxidationspositionen für einige der zahlreichen Nebenprodukte erklären (Kap. 3.2 Schema 2). 

Die Strukturen der Nebenprodukte der CYP264B1-katalysierten Hydroxylierungen sollen in 

weiterführenden Studien experimentell ermittelt werden. 

 

5.3  Neue Sesquiterpene aus Sorangium cellulosum und durch 

CYP264B1 oxidierte Terpenderivate sind zumeist geruchlos 

Vor dem Gesichtspunkt, dass volatile Sesquiterpene als Riechstoffe verwendet werden und 

Komponenten in der Parfümerie verbreiteter ätherischer Öle darstellen, lag die Vermutung nahe, 

dass die neuen Terpene aus S. cellulosum So ce56 interessante Duftnoten darstellen könnten. Wie 

in Kapitel 1.2.2 dargestellt, gibt es in der Natur vorkommende enantiomere Terpene, die 

unterschiedliche olfaktorische Eigenschaften aufweisen (Tab. 1 Zeilen 8 – 13). Darüber hinaus 

können Terpene und terpenähnliche Volatile ihre olfaktorischen Eigenschaften durch selektive 

Funktionalisierungen verändern (Tab. 1 Zeilen 4 – 7 und Schema 4). Die neuen Sesquiterpene 

(+)-Eremophilen und (–)--Cadinen sowie die oxidierten Derivate von (+)-Valencen, Nootkaten, 

trans-Nootkatol, -Humulen, -Caryophyllen, Zerumbon und -Cedren wurden per GC/O 
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sensorisch getestet und mit den Gerüchen ihrer Enantiomere beziehungsweise ihrer Substrate 

verglichen (Tab. 6). Die sensorischen Studien sollten insbesondere zwei Fragen beantworten:  

1.) Besitzen die vormals unbeschriebenen Enantiomere (+)-Eremophilen und (–)--Cadinen 

interessante und sich von ihren Isomeren unterscheidende Geruchsnoten? 

2.) Wirken sich enzymatische Oxidationen von Sesquiterpenen auf ihre Geruchsqualität 

und/oder -intensität aus? 

Ob die Enantiomere von Eremophilen unterschiedliche Geruchseindrücke hervorrufen, lässt sich 

nicht eindeutig feststellen. (+)-Eremophilen konnte in ausreichender Reinheit und Menge 

synthetisiert werden, um sensorische Studien durchzuführen. Es rief bei den Testpersonen keinen 

Sinneseindruck hervor. Über den Geruch von (–)-Eremophilen konnten weder in den ersten 

Studien seiner Strukturidentifikation (Hochmannova and Herout 1964; Křepinský et al. 1968; 

Piers and Keziere 1968; Piers and Keziere 1969) noch weiteren Literaturquellen oder in der 

proprietären Datenbank von Givaudan Informationen gefunden werden (Tab. 6 Zeile 1). 

δ-Cadinen fällt in die Klasse der Terpene, deren Enantiomere sich in ihren Geruchsqualitäten 

unterscheiden. Das von S. cellulosum So ce56 aber auch verschiedenen Pflanzen synthetisierte 

(-)-Isomer ist geruchlos, während das bisher ausschließlich aus Pflanzenextrakten bekannte 

(+)-Isomer als holzig, teerig und nach Gewürzen wie Kümmel und Thymian riechend beschrieben 

wird (Tab. 6 Zeile 2) (Arctander 1969; Finefield et al. 2012). 

Alle als Substrate verwendeten Sesquiterpene sind in ätherischen Ölen enthalten, von denen die 

meisten charakteristische Geruchsnoten tragen (Tab. 6 Spalten 5 und 6, Zeilen 3 - 11). Die 

Eremophilane (+)-Valencen und trans-Nootkatol sind Zitrusaromen mit Noten von Orange und 

Grapefruit (Tab. 6 Zeilen 3 und 5). Das erstmals aus Hopfen gewonnene, aber in vielen 

verschiedenen Pflanzen enthaltene, -Humulen riecht holzig, erdig und staubig (Tab. 6 Zeile 6) 

und das damit strukturell eng verwandte β-Caryophyllen holzig, würzig und nach Nelke (Tab. 6 

Zeile 7). Cedren ist ein charakteristisches Sesquiterpen aus Zedernholz. Es riecht aromatisch 

warm, trocken, nach Campher und Zedernholz (Tab. 6 Zeile 11). Darüber hinaus wird es als 

Ausgangsprodukt für Synthesen von weiteren Molekülen holziger Noten verwendet (Panten et al. 

2005). Nootkaten und Zerumbon sind die einzigen beiden Substrate, deren olfaktorische 

Qualitäten nicht beschrieben sind (Tab. 6 Zeilen 4 und 8), obwohl beide Substanzen 

charakteristische Geruchsnoten besitzen. Nootkaten weist strukturell eine hohe Ähnlichkeit mit 

den Zitrus-Riechstoffen (+)-Valencen, trans-Nootkatol und (+)-Nootkaton auf (Schema 10). 

Zerumbon ist ein Oxidationsprodukt von -Humulen. Weitere Humulenepoxide und ihre 

Hydrolyseprodukte sind in Hopfen vorkommende Geruchsträger. Ihre Noten sind als zitrusartig, 

tropisch fruchtig, holzig, würzig und blumig beschrieben worden (Yang et al. 1993). 

Tetrahydrozerumbon hingegen riecht balsamartig (Kitayama et al. 2010). Die durchgeführten 

enzymatischen allylischen Hydroxylierungen führten bei (+)-Valencen, Humulen, β-

Caryophyllen und -Cedren zum kompletten Verlust der Geruchsqualität (Tab. 6 Zeilen 3, 6, 7 



 

70 

und 11). Auch das 13-Hydroxyderivat von Nootkaten ist geruchlos (Tab. 6 Zeile 4). Das an C-5 

allylisch hydroxylierte Derivat von Zerumbon riecht fruchtig, fettig und nach Teer (Tab. 6 Zeile 

8), die mehrfach oxidierten 6,7-Dihydro-2,3-epoxy-5-hydroxyzerumbone sind hingegen ebenfalls 

geruchlos (Tab. 6 Zeilen 9 und 10). Die Hydroxylierung von trans-Nootkatol an C-13 ändert den 

Geruch von süßlichen Noten von Grapefruit zu Noten von Balsam, Styrax, Weihrauch und Ghee 

(Tab. 6 Zeile 5). 
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Tabelle 6: Übersicht über die sensorischen Analysen von Sesquiterpenen aus S. cellulosum So ce56, mit Cytochromen 

P450 oxidierten Sesquiterpenen und ihre Geruchsqualitäten. 

 
 Substanz Geruch* Enantiomer Geruch* Vorkommen Referenz 

1 (+)-Eremophilen  geruchlos (–)-Eremophilen  Nicht dokumentiert Versch. 

Pestwurzarten 

(Petasites 

officinalis,  

Petasites 

kablikianus,  

Petasites albus) 

 

(Hochmannova 

and Herout 

1964; 

Křepinský et 

al. 1968) 

2 (–)--Cadinen geruchlos (+)--Cadinen mild, trocken holzig, 

leicht teerig, 

Ähnlichkeit mit 

Gewürzen wie  

Kümmel und 

Thymian 

Westindische 

Zedrele (Cedrela 

odorata), 

Stech-

Wacholder 

(Juniperus 

oxycedrus), 

Queensland-

Araukarie 

(Araucaria 

bidwillii), 

Kümmel (Carum 

carvi),  

Baumwollstrauc

h (Gossypium 

arboreum), 

Hochland 

Baumwolle 

(Gossypium 

hirsutum) 

 

(Arctander 

1969; Barrero 

et al. 1991; 

Joulain and 

König 1998; 

Finefield et al. 

2012) 

   Substrat    

3 13-Hydroxy-

valencen 

geruchlos (+)-Valencen Orange, 

zitrusartig, 

holzig, 

ölig 

Versch. 

Zitrusarten, 

Valencia-Orange 

(Citrus sinensis), 

Sellerie (Apium 

graveolens), 

Mango 

(Mangifera 

indica), 

Olive (Olea 

europea) 

 

 

(Hunter and 

Brogden 1965; 

Sharon-Asa et 

al. 2003; 

Kaspera 2004; 

Burdock 2010; 

Leonhardt and 

Berger 2015) 
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4 13-Hydroxy-

nootkaten 

geruchlos 

 

Nootkaten Nicht dokumentiert  Valencia-Orange 

(Citrus sinensis), 

Nootka-

Scheinzypresse 

(Chamaecyparis 

nootkatensis), 

Vietnamesiche 

Goldzypresse 

(Xanthocyparis 

vietnamiensis) 

(Kelsey et al. 

2005; 

Khasawneh et 

al. 2011; 

Bazzali et al. 

2016) 

5 13-Hydroxy-

nootkatol 

Balsam, 

Styrax, 

Weihrauch, 

Ghee  

 

trans-Nootkatol Grapefruit, 

süßlich, 

weniger intensiv  

als (+)-Nootkaton 

Nootka-

Scheinzypresse 

(Chamaecyparis 

nootkatensis) 

 

(Kelsey et al. 

2005; 

Khasawneh et 

al. 2011; 

Leonhardt and 

Berger 2015) 

6 5-Hydroxy-

humulen 

geruchlos -Humulen Mild Holzig, leicht 

erdig, staubig 

Echter Hopfen 

(Humulus 

lupulus) 

Tabak 

(Nicotiana 

tabacum), 

Salbei (Salvia 

officinalis), 

Grüne Minze 

(Mentha 

spicata), 

versch. 

Ingwerarten 

(Zingiberacae) 

Hanf (Cannabis 

sativa) 

(De Moraes et 

al. 2001; Wang 

et al. 2008; 

Chauhan et al. 

2011; Suthisut 

et al. 2011; 

Bouajaj et al. 

2013; Rice and 

Koziel 2015) 

7 5-Hydroxy- 

caryophyllen 

geruchlos -Caryophyllen 

 

Nelke, 

Würzig, 

Holzig 

Nelke (Syzygium 

aromaticum), 

Hanf (Cannabis 

sativa), 

Echter Hopfen 

(Humulus 

lupulus), 

Schwarzer 

Pfeffer (Piper 

nigrum), 

Aschantipfeffer 

(Piper 

guineense) 

 

(Arctander 

1969; 

Ghelardini et 

al. 2001; 

Jirovetz et al. 

2002; Gertsch 

et al. 2008; 

Ormeño et al. 

2008; Wang et 

al. 2008; 

Burdock 2010) 
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8 5-Hydroxy-

zerumbon 

Teer, 

fruchtig, 

fettig 

 

Zerumbon 

 

Nicht dokumentiert versch. 

Ingwerarten 

(Zingiber 

aromaticum,  

Zingiber 

zerumbet) 

 

(Usia et al. 

2004; Usia et 

al. 2005) 

9 6,7-Dihydro-2,3-

epoxy-5-

hydroxyzerumbon 

geruchlos 

 

10 6,7-Dihydro-2,3-

epoxy-5-

hydroxyzerumbon 

geruchlos 

 

11 5-Hydroxy-3(4)-

cedren 

geruchlos -Cedren Warm, holzig, 

Campher-artig, 

trocken, erinnert an 

Zedernholz 

Virginischer 

Wacholder oder 

Virginische 

Zeder (Juniperus 

virginiana) 

Ostafrikanischer 

Wacholder 

(Juniperus 

procera) 

Tabak 

(Nicotiana 

tabacum) 

(Walter 1841; 

Walter 1843; 

Stork and 

Clarke 1955; 

Stork and 

Clarke 1961; 

Akeng'a and 

Chhabra 1997; 

Faraldos et al. 

2010) 

* In der wissenschaftlichen Literatur existiert kein Konsens über die qualitative Beschreibung von olfaktorischen 

Reizen (Sell 2005). Geruchsbeschreibungen in der vorliegenden Arbeit sind nach bestem Wissen Literaturquellen 

entnommen worden, die sich als Referenzen auf ihrem Gebiet erwiesen haben. 

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

 

Ein eindeutiges Muster in Bezug auf die Änderung von Geruchsqualitäten durch enzymatische 

Oxidation der Sesquiterpene lässt sich nicht erkennen. Die in der vorliegenden Arbeit 

durchgeführten allylischen Hydroxylierungen von Sesquiterpenen ändern den sensorischen 

Eindruck des Moleküls dergestalt, dass sie die Geruchsqualität zumeist auslöschen. Ein 

Geruchseindruck ist auf eine Gesamtheit von aktivierten Geruchsrezeptoren zurückzuführen. Eine 

Substanz kann entweder einen spezifischen Rezeptor oder einen Satz verschiedener Rezeptoren 

aktivieren (Buck and Axel 1991; Chatelain et al. 2014). Die Begründung der Veränderung des 

Geruchs liegt in der veränderten Struktur der Terpene und ihrer veränderten Affinität für 

Riechrezeptoren. Ist der Geruch durch die Hydroxylierung verändert, so wird eine andere 

Kombination aus Rezeptoren aktiviert. Durch die von CYP264B1 eingebrachten funktionellen 

Gruppen werden die Substanzen scheinbar derart verändert, dass sie nicht mehr an humane 

Rezeptoren binden können, um diese zu aktivieren. Auf diese Weise kann kein Geruchseindruck 

vermittelt werden. Die unterschiedliche Affinität für olfaktorische Rezeptoren kann bereits von 

geringen strukturellen Unterschieden der Riechstoffe abhängen. Aliphatische Säuren und 

Alkohole verschiedener Kettenlängen (Abb. 7 vgl. Hexansäure mit Heptansäure; Heptanol mit 

Octanol) als auch Säuren und Alkohole gleicher Kettenlänge (Abb. 7 vgl. Hexansäure mit 

Hexanol; Heptansäure mit Heptanol) haben verschiedene Aktivierungsprofile und damit 
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verbundene Geruchseigenschaften (Malnic et al. 1999). Aktuell wurden von den putativ 400 

aktiven humanen Rezeptoren etwas über 100 charakterisiert (Chatelain et al. 2014). Analoge 

Aktivitätsuntersuchungen mit den humanen Riechrezeptoren und den in dieser Arbeit 

verwendeten Sesquiterpenen würden die Frage beantworten, welche Rezeptoren durch eine 

bestimmte Substanz angeregt werden können.  

 

 
 

Abbildung 7: Aktivierungsprofile von 14 Riechrezeptoren gemessen mit Ca2+-Imaging-Verfahren. Testriechstoffe 

(odorants) sind in Zeilen, Riechrezeptoren S1 – S86 (ORs, olfactory receptors) sind in Spalten dargestellt. Große Kreise 

entsprechen einer starken Aktivierung durch den entsprechenden Riechstoff (100 µM), kleine Kreise entsprechen einer 

schwachen Aktivierung mit maximal halber Signalstärke. Aktivierung, die bereits bei Riechstoffkonzentrationen von 1 

bzw. 10 µM festgestellt wurde, ist mit einer entsprechenden Zahl innerhalb des Kreises versehen; a: nicht getestet; b: 

mit 10 µM, aber nicht mit 100 µM getestet; c: weder mit 10 µM noch mit 1 µM getestet; d: nicht mit 1 µM getestet; aus 

(Malnic et al. 1999). 
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6. Schlussfolgerungen und Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Biosynthese von Sesquiterpenen und ihre 

synthetisierenden Enzyme des Myxobakteriums Sorangium cellulosum So ce56 untersucht. Im 

volatilen Extrakt von S. cellulosum So ce56 konnten 17 Terpene mit Hilfe von GC/MS-Analysen 

identifiziert und ihren entsprechenden Terpensynthasen (TSn) zugeordnet werden. Neue 

Terpenstrukturen wurden zudem mit NMR-, Röntgenbeugungs- und polarimetrischen Methoden 

aufgeklärt. Darunter befinden sich die zum ersten Mal beschriebenen Enantiomere (+)-

Eremophilen und (–)-δ-Cadinen (Kap. 3.1 und 3.3). Dabei erwiesen sich die vier TSn als 

vollkommen unterschiedlich. Die einzige Typ II-TS sce4636 kann den universellen 

Sesquiterpenvorläufer Farnesylpyrophosphat (FPP) nicht umsetzen. sce1440 ist eine klassische 

Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol-/Geosminsynthase, deren Analoga in einer Vielzahl von 

Prokaryoten, einschließlich Streptomyceten und Cyanobakterien, vorkommen (Kap. 3.3). Die 10-

epi-Cubebolsynthase sce6369 ist höchst unselektiv und produziert neben dem Hauptprodukt 

mindestens zwölf weitere Sesquiterpene in S. cellulosum So ce56, darunter auch (-)-δ-Cadinen. 

Damit ist sie für den größten Anteil der Terpene im volatilen Extrakt des Myxobakteriums 

verantwortlich (Kap. 3.3 Tab. 1). Die hochspezifische (+)-Eremophilensynthase sce8552 liegt in 

einem Cluster mit dem Cytochrom P450 CYP264B1 (sce8551) vor. Der Gencluster setzt FPP 

selektiv zu (+)-Eremophilen um und oxidiert das Sesquiterpen zu weiteren Derivaten, deren 

Strukturen bisher nicht bestimmt werden konnten (Kap. 3.1). In vivo und in vitro Umsätze von 

(+)-Eremophilen mit CYP264B1 haben gezeigt, dass die Reaktion unselektiv sechs (Kap 3.1 Abb. 

3D) beziehungsweise drei (Anhang Abb. 8) Produkte liefert. In beiden Fällen hat das 

Hauptprodukt 1 (in Kap. 3.1 P1) eine Masse von 220 Da, also einen Unterschied von +16 Da zum 

Substrat (+)-Eremophilen (Kap 2.1 Abb. 3E). Dieser Massenunterschied lässt den Schluss zu, dass 

1 entweder ein hydroxyliertes oder epoxidiertes Derivat von (+)-Eremophilen darstellt.  

Versuche der Reinigung von 1 (in Kap. 3.1 P1) für weitere Analysen waren bisher nicht 

erfolgreich. Das Produkt zerfällt oder derivatisiert während des Reinigungsprozesseses sowohl in 

wässrigen Lösungsmitteln über einer apolaren Phase als auch in organischen Lösungsmitteln über 

einer polaren Phase. Alternative Ansätze zur Analyse von 1 könnten über Umsätze mit 

CYP109D1 stattfinden. Die in vitro Reaktion liefert bei einem höheren Umsatz dasselbe 

Hauptprodukt 1 wie die Reaktion mit CYP264B1. Ein einziges Nebenprodukt (2) tritt auf, was die 

Reinigung und Strukturanalyse von 1 erheblich erleichern sollte (Anhang Abb. 4 und 8). Die 

Synthese von 1 könnte auf kostengünstige, zeit- und ressourcenschonende Art über E. coli 

Ganzzellumsätze mit CYP109D1 stattfinden (Ringle 2013). Hierzu müsste gezeigt werden, dass 

der Umsatz zum Produkt 1 im E. coli Ganzzellsystem mit CYP109D1 mit der in vitro Reaktion 

bezüglich Selektivität und Ausbeute vergleichbar ist. Sollte das – wie für CYP264B1 – nicht der 

Fall sein, könnte der Rohextrakt eines vergrößerten in vitro Ansatzes für eine NMR 

Charakterisierung des Produktes 1 ausreichen (Ly et al. 2012). 
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Ein weiterer Ansatz, um die Herausforderung der Reinigung von 1 (in Kap. 3.1 P1) zu umgehen, 

wäre der Umsatz von einem 13C-isotopenmarkierten (+)-Eremophilen. Aufgrund des hohen 

Anteils von 13C bei Substrat und Produkt entstehen selbst durch eine komplexe Matrix von 

Ganzzellumsätzen keine nennenswerten Störsignale bei NMR-Analysen. Dickschat und 

Mitarbeiter haben 13C-isotopenmarkiertes FPP dazu genutzt, Mechanismen von TSn und 

Strukturen der Sesquiterpene per NMR zu untersuchen (Rabe et al. 2015). Auf analoge Art und 

Weise könnten die Positionen und Arten der durch P450s eingeführten funktionellen Gurppen 

identifiziert werden. Für NMR-Analysen sollten jedoch die Umsätze möglichst selektiv und 

quantitativ sein, da sonst die Zuordnung der Signale zu den entsprechenden 

13C-isotopenmarkierten Produkten zu komplex wird. Solche Umsätze von (+)-Eremophilen lassen 

sich am wahrscheinlichsten mit CYP109D1 erzielen. Indizien für Oxidationspositionen könnten 

sich jedoch auch ohne präparative Trennung im Fragmentmuster von Massenspektren 

isotopenmarkierter Substanzen feststellen lassen (Rabe et al. 2015).  

Im volatilen Extrakt von S. cellulosum So ce56 ist (+)-Eremophilen zwar unter den Substanzen 

mit dem höchsten Vorkommen, es wurden aber weder das Hauptoxidationsprodukt 1 noch andere 

oxidierte Derivate von (+)-Eremophilen (2 - 45) darin gefunden. Daher ist es möglich, dass 

weitere Derivatisierungen – ähnlich dem Sorangiadenosin (Ahn et al. 2008) – stattgefunden haben 

und wahrscheinlich, dass sich die (+)-Eremophilenderivate innerhalb der Zellen befinden. Zur 

Identifizierung dieser Terpene aus einem komplexen Zellextrakt und ihrer Strukturanalyse sind 

LC/MS-basierte Metabolomics-Ansätze die Methode der Wahl (Krug and Müller 2014). Die 

bereits identifizierten Massen und Fragmentspektren von (+)-Eremophilen und seinen 

Oxidationsprodukten aus den in vitro (Tab. 4 und Anhang Abb. 11 – 55) und in vivo Umsätzen 

(Kap 3.1) stellen dabei authentische Referenzstandards dar. 

 

Als Folge seiner natürlichen Funktion als (+)-Eremophilenhydroxylase, lag die Vermutung nahe, 

CYP264B1 sei in der Lage, auch weitere Sesquiterpene zu oxidieren. Um das Substratspektrum 

von CYP264B1 zu testen, wurden Eremophilane, Humulane, Caryophyllane und Cedrane 

umgesetzt. Das Enzym erwies sich als selektive allylische Hydroxylase für alle vier 

Strukturklassen der Sesquiterpene. Strukturanalysen der Hauptprodukte zeigten, dass die 

Eremophilane (+)-Valencen, Nootkaten, trans-Nootkatol und (+)-Nootkaton primär an der 

allylischen Position C-13 hydroxyliert werden (Kap. 3.2 Schema 2 und Kap. 4.1 Schema 10). 

Dies lässt vermuten, dass die verschiedenen Eremophilane trotz der Unterschiede ihrer 

funktionellen Gruppen (Anzahl der Doppelbindungen im Decalin-Bicyclus und Oxidationsstufe 

des C-2-Atoms) ähnliche Bindungskonformationen im aktiven Zentrum von CYP264B1 

einnehmen. Dies gilt ebenfalls für Caryophyllane und Humulane. Sowohl eine zusätzliche 

intramolekulare C-C-Bindung (β-Caryophyllen im Vergleich zu α-Humulen) als auch eine 

Ketogruppe an C-8 (Zerumbon im Vergleich zu α-Humulen) haben keinen Einfluss auf die 

primäre Hydroxylierungsposition C-5 (Kap. 3.2 Schema 2). 
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Um die möglichen Bindungskonformationnen der Sesquiterpene im aktiven Zentrum von 

CYP264B1 zu beleuchten, wurden Dockingstudien durchgeführt (Kap. 4.4). Unter Einbeziehung 

der These, dass nur allylische Positionen oxidierbar sind, konnten für die Umsätze von 

trans-Nootkatol, (+)-Nootkaton, β-Caryophyllen, α-Humulen, Zerumbon und α-Cedren gute 

Übereinstimmungen zwischen den Produktstrukturen und den C-Atomen der Sesquiterpene in der 

Nähe des Häm-Eisens beobachtet werden (Tab. 5, Zeilen 4 – 9). Basierend darauf und auf den 

strukturellen Analysen der hydroxylierten Eremophilane sind bei der Oxidation von 

(+)-Eremophilen ebenfalls ein an C-13 hydroxyliertes Derivat als Hauptprodukt zu erwarten. 

Docking von (+)-Eremophilen ins Homologiemodell von CYP264B1 suggeriert jedoch eine 

Konformation, bei der die Atome C-3, C-2 , C-1 und C-4 in einer Entfernung zum Häm-Eisen 

liegen, die eine Oxidation möglich macht (Tab. 5 Zeile 1, Anhang Abb. 68). Von den vier 

Positionen ist C-2 die einzige allylische und damit auch wahrscheinlichste Oxidationsposition in 

dieser Bindungskonformation. Zudem können die Dockingstudien für die nichtoxidierten 

Eremophilane (+)-Valencen und Nootkaten keine Erklärung der C-13-Hydroxylierung liefern, da 

in der jeweils einzigen Konformation  C-13 zu weit vom Häm-Eisen entfernt ist (Tab. 5, Zeilen 2 

und 3). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass weder die auf der Basis eines Homologiemodells 

errechnete Struktur von CYP264B1 (Ly et al. 2012) noch das Docking der Enzym-Substrat-

Komplexe eine umfassende Erklärung der Oxidationsprodukte von allen umgesetzten 

Sesquiterpenen liefern können. Somit ist Docking auf Basis der vorliegenden Daten zur 

Vorhersage einer wahrscheinlichen Oxidationsposition für (+)-Eremophilen (Tab. 5, Zeile 1) nicht 

geeignet. Ob die errechneten Strukturen von CYP264B1 sowie der Enzym-Substrat-Komplexe 

mit der Tertiärstruktur des Enzyms übereinstimmen, würde durch Kristallisation und 

Röntgenstrukturanalysen deutlich. Ähnliche Studien wurden im AK Bernhardt bereits mit 

CYP106A2 aus B. megaterium (Janocha et al. 2016) sowie der Terpenoxidase CYP260A1 aus 

S. cellulosum So ce56 (Khatri et al. 2016) erfolgreich durchgeführt. 

 

Da volatile Terpene häufig als Riechstoffe verwendet werden, sind neue Vertreter dieser 

Substanzklasse immer Kandidaten für sensorische Analysen. Die neuen bakteriellen Enantiomere 

(+)-Eremophilen und (–)-δ-Cadinen erwiesen sich als geruchlos. Alle durch CYP264B1 

eingeführten Hydroxylierungen verändern den Geruch der Sesquiterpene. Bis auf 

13-Hydroxynootkatol und 5-Hydroxyzerumbon sind alle der Produkte geruchlos (Tab. 6) und 

damit derart verändert, dass sie humane Geruchsrezeptoren nicht mehr aktivieren. Aktuell sind die 

humanen Geruchsrezeptoren noch kaum charakterisiert. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, 

dass kleinste strukturelle Veränderungen von Riechstoffen (Kettenlänge von Aliphaten, 

Oxidationsstufe zwischen Alkohol und organischer Säure) über die Affinität zu Rezeptoren und 

damit auch über die Geruchsqualität entscheiden (Malnic et al. 1999). Der Geruch neuer Stoffe 

kann nicht vorhergesagt und muss für jede Substanz neu evaluiert werden (Rossiter 1996). In 
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diesem Zusammenhang sind die hydroxylierten Sesquiterpene trotz fehlenden Geruchs für zwei 

Arten von Anwendungen interessant: 

Einerseits können die eingeführen Hydoxylgruppen chemisch oder enzymatisch zu Aldehyden, 

Ketonen und organischen Säuren weiteroxidiert werden. Die neuen Derivate könnten selbst 

interessante Riechstoffe darstellen und müssten sensorisch getestet werden. Systematische 

Derivatisierungen von bekannten Riechstoffen sind ein üblicher und erfolgversprechender Ansatz 

bei der Suche nach neuen Riechstoffen (Panten et al. 2005). Andererseits könnten die 

hydroxylierten Sesquiterpene gemeinsam mit ihren Substraten bei der Charakterisierung weiterer 

Geruchsrezeptoren behilflich sein (Chatelain et al. 2014). Dabei würden die riechenden 

Sesquiterpene Rezeptoren aktivieren und die olfaktorisch inaktiven hydroxylierten Sesquiterpene 

könnten als Negativkontrollen aus derselben Strukturfamilie dienen. 

 

Diese Arbeit stellt S. cellulosum So ce56 als Produzenten der neuen volatilen Terpene 

(+)-Eremophilen, (-)--Cadinen und 10-epi-Cubebol heraus. Damit zeigt sie auf, welche Vielfalt 

an Terpenstrukturen von Bakterien produziert wird. Neue bakterielle Terpene werden in naher 

Zukunft durch Naturstoffforscher beschrieben werden. Die Möglichkeit, volatile Terpene mit 

Cytochromen P450 wie CYP264B1 selektiv zu derivatiseren, eröffnet Zugang zu größeren 

Familien von Riechstoffmolekülen und der potentiellen Entdeckung neuer Duftnoten. Zudem 

werden solche Familien von Riechstoffen essentiell bei der Charakterisierung von 

Geruchsrezeptoren werden. 
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8. Anhang 

Der Anhang enthält 

- Supporting Information zu „Characterization of the Gene Cluster CYP264B1-geoA from 

Sorangium cellulosum So ce56: Biosynthesis of (+)-Eremophilene and Its Hydroxylation“ 

- Supporting Information zu „New Sesquiterpene Oxidations with CYP260A1 and 

CYP264B1 from Sorangium cellulosum Soce56“ 

- Supplementary Material zu „A single terpene synthase is responsible for a wide variety of 

sesquiterpenes in Sorangium cellulosum Soce56“ 

- Experimentelle Durchführung 

- Abb. 1 – 10: Gaschromatogramme der Umsätze von (+)-Eremophilen mit Cytochromen 

P450 aus S. cellulosum So ce56  

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

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

- Abb. 68 – 78: Docking: Computergestützte Modellierung von CYP264B1-Sesquiterpen-

Komplexen 

und ist vollständig auf dem dieser Arbeit beigelegten Datenträger enthalten. 
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