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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Castellaniella (ex Alcaligenes) defragrans 65Phen mineralisiert Monoterpene in der Ab-
wesenheit von molekularem Sauerstoff. Unter Nitrat-reduzierenden Bedingungen werden
diese Kohlenwasserstoffe komplett zu Kohlenstoffdioxid oxidiert.

In dieser Arbeit wurden die Enzymaktivitidten der Geraniol-Isomerase und der Linalool-
Dehydratase gereinigt und enzymatisch charakterisiert. In einem funfstufigen Reinigungs-
protokoll wurde die Linalool-Dehydratase zur Homogenitdt gereinigt. Das Protein kataly-
sierte dartiber hinaus die Isomerisierung von Geraniol zu Linalool. Auch die thermodyna-
misch nicht begiinstigten Riickreaktionen von Myrcen zu Linalool und von Linalool zu
Geraniol waren messbar. Als Name fiir das neue Enzym wird daher Linalool-Dehydratase-
Isomerase vorgeschlagen.

Die Linalool-Dehydratase-Isomerase hat ein natives Molekulargewicht von 160 kDa und
ist ein Tetramer aus einem 40 kDa-Protein. Die Enzymaktivitdten folgten zwischen 22°C
und 35°C einer Arrhenius-Kurve und waren bei 35°C in 80 mM Tris-HCI, pH 9,0, am
hochsten. Die Aktivierungsenergie betrug Ex= 68,6 kJ/mol. Die Enzymaktivitdten zeigten
eine Michaelis-Menten-Kinetik mit V.-Werten von 84 U mg' fir die Linalool-
Dehydratase bzw. 24,6 U mg™ fiir die Geraniol-Isomerase. Als K,,-Werte wurden 500 pM
fiir Geraniol und 750 pM fiir Linalool bestimmt. In Gegenwart einer reinen Myrcenphase
erfolgte die Hydratisierung von Myrcen zu Linalool mit einer Rate von 8,1 mU mg™.
Chirale Gaschromatographie-Analysen zeigten die enantiomerselektive Isomerisierung
von Geraniol iiber (S)-(+)-Linalool zu Myrcen, mit einem Enantiomeriiberschuss von
>99%. Thauera linaloolentis 47Lol hatte eine Geraniol-Isomerase-Aktivitit zu (R,S)-
Linalool, Thauera terpenica S8Eu eine Geraniol-Dehydratase-Aktivitdt zu Myrcen.

Fiir die Aktivitdt der Linalool-Isomerase-Dehydratase war die Abwesenheit von molekula-
rem Sauerstoff und die Anwesenheit von Dithiothreitol als Reduktionsmittel notwendig.
Cofaktoren wurden nicht detektiert. Die Enzymreinigung beinhaltete eine Elution mit 6 M
Harnstoff. Eine denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese zeigte eine schnelle Fal-
tung des denaturierten Proteins in den nativen Zustand, wéhrend die Entfaltung durch
Zwischenstufen verzogert wurde. Dieses besondere Verhalten konnte zur Stabilitdt gegen-
iiber den denaturienden Substraten beitragen.

Das Gen der Linalool-Dehydratase-Isomerase wurde mittels N-terminaler Proteinsequen-

zierung in einer vorhandenen Fosmidsequenz von C. defragrans identifiziert. Die Gense-
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quenz kodiert fur ein Praprotein mit 397 Aminosduren inklusive einem N-terminalen Sig-
nalpeptid fiir eine Sec-abhingige Translokation ins Periplasma. Die Linalool-Dehydra-

tase-Isomerase ist das erste Protein einer neuen Proteinfamilie.
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Teil I Darstellung der Ergebnisse im Gesamtzusammenhang

A Bisheriger Stand des Wissens

1. Isoprene und Monoterpene

1. 1 Biogenetische Isoprenregel

In der Struktur vieler Naturstoffe kann man Isopren (2-Methyl-1,3-butadien, CsHg) als
chemische Grundeinheit erkennen (Conolly und Hill, 1992; Breitmaier, 2006). Terpenoide
oder Isoprenoide sind Verbindungen, die aus Isopren-Einheiten aufgebaut sind (Wallach,
1885). Mit der ,,Biogenetischen Isoprenregel” wurde die Annahme formuliert, dass eine
Biosynthese aller Isoprenoide universell vom Isopentenylpyrophosphat (IPP) ausgeht (Ru-
zicka et al., 1953). IPP bildet die biologisch aktive Isopreneinheit (Lynen, 1958; Lynen,
1959; Bloch et al., 1959). Auch wenn es nur wenige Nachweise iiber den in vitro-Einbau
von markiertem IPP in pflanzliche Isoprenoide gibt, so ist der Weg der pflanzlichen Iso-
prenoidbiosynthese von der IPP-Isomerase iiber die Prenyltransferasen und beispielsweise
die Phytoensynthase und weiterer Enzyme der Carotinoidbiosynthese sehr gut dokumen-
tiert (Britton et al., 1998). Die biologischen Isopren-Einheiten konnen in unterschiedlicher
Anzahl linear verkniipft und die isoprenoide Grundstruktur anschliefend modifiziert wer-
den, z. B. durch Oxidation oder Wasseranlagerung. Kristallstrukturanalysen lieferten de-
taillierte Einblicke in die intramolekularen Zyklisierungsreaktionen, auf der die enorme
Diversitdt der Isoprenoid-Ringstrukturen basiert. Die beachtliche Zahl von tiber 30.000
isoprenoiden Naturstoffen unterscheidet sich hinsichtlich der Anzahl an Isopren-Einheiten
im Molekiil. Es gibt Hemi- (C5), Mono- (C10), Sesqui- (C15), Di- (C20), Tri- (C30), Tet-
ra- (C40) und Polyterpene (>C40). Thre groBe Vielfalt ist in allen drei fundamentalen Do-
minen des Lebens vertreten. In Pflanzen befinden sich isoprenoide Naturstoffe in den
dtherischen Olen, Bacteria enthalten Chinone und Archaea charakteristische Etherlipide.
Wichtige Strukturbestandteile in der bakteriellen und tierischen Zellmembran sind Hopa-

noide und Sterole.
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Abb. 1: Synthesewege der hoheren Terpene

1. 2 Synthese von Isoprenen und Monoterpenen

Aus Isopentenylpyrophosphat (IPP) wird mit Hilfe der IPP-Isomerase das allylische Di-
methylallylpyrophosphat (DMAPP) synthetisiert. Dieses ist das Startermolekiil fiir die
Bildung von Prenylketten. Hierbei wird zunédchst die Diphosphatgruppe des DMAPP ab-
gespalten. Das entstehende allylische Kation addiert an die Doppelbindung eines IPP und
nach Eliminierung eines Protons entsteht Geranylpyrophosphat (C;o, GPP, Dev, 1982).
Analog dazu kann das allylische GPP mit IPP zu Farnesylpyrophosphat (C;s, FPP) und
dieses weiter zu Geranylgeranylpyrophosphat (C,9, GGPP) verlidngert werden, wenn hohe-
re Terpene synthetisiert werden (Abb.1). IPP und die isomere Verbindung DMAPP sind
die Cs-Grundbausteine der Isoprenoid-Biosynthese in allen Organismengruppen. Uber den
Acetat-Mevalonat-Weg wird aus drei Molekiilen Acetyl-CoA die Mevalonsédure syntheti-
siert. Nach zweifacher Phosphorylierung wird unter Abspaltung von CO, und Wasser IPP
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gebildet. In allen héheren Eukaryonten, Archaea und vielen Bacteria erfolgt die IPP-
Synthese tiber den Acetat-Mevalonat-Weg (Goodwin, 1977; Bach und Lichtenthaler,
1983; Bach und Lichtenthaler, 1987; Gershenzon und Croteau, 1993). Die Entdeckung
eines Mevalonat-unabhéngigen IPP-Biosynthese-Weges zeigte, dass Monoterpene und
andere Isoprenoide auch ausgehend von Triosephosphat und Pyruvat (Lichtenthaler et al.,
1997) synthetisiert werden konnen. Durch eine Thiamin-katalysierte Decarboxylierung
von Pyruvat und die anschlieBende Addition des entstandenen Hydroxyethyl-Thiamin an
die Carbonylfunktion des Triosephosphats entsteht der Cs-Korper: 1-Desoxy-D-xylulose-
5-phosphat. Durch die katalytische Aktivitdt mehrerer Synthasen entsteht (£)-4-Hydroxy-
3-methyl-but-2-enyl-pyrophosphat, dass durch Umlagerungen im Kohlenstoffgeriist zu
IPP umgewandelt wird (Broers, 1994; Zeidler et al., 1997; Schwender et al., 1997). Der
Mevalonat-unabhingige IPP-Biosyntheseweg dient vielen Bakterien, Algen (Scenedesmus
obliquus) und den Plastiden hoherer Pflanzen zur Synthese von Isoprenoiden und somit
auch von Monoterpenen (Zimmerman et al., 1978; Boucher und Doolittle, 2000; Hunter,

2007).

1. 3 Monoterpene in der Umwelt

Monoterpene werden aufgrund ihrer groBen Variabilitdt primér in azyklische Verbindun-
gen, wie Myrcen und Ocimen, in monozyklische Monoterpene, u. a. Limonen und Phel-
landren, und in dizyklische Monoterpene, wie Pinen und Sabinen unterteilt (Abb. 2).
Letztere konnen in zweizyklische Cg-Cs-, C6-Cs- und Cs-Cs-Systeme unterschieden wer-
den. Es handelt sich bei allen Monoterpenen um ungeséttigte Kohlenwasserstoffe, die als
fliichtige organische Substanzen (volatile organic compounds [VOC]) klassifiziert wer-
den (Erman, 1985; Gershenzon und Croteau, 1991; van de Werf et al., 1999). Pflanzen
emittieren tiber eine Million Tonnen jdhrlich in die Atmosphire (Zimmerman et al.,
1978), wo Monoterpene in der Regel durch Photooxidation in kleinere Bestandteile zer-

legt werden.



