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Neue Klasse von Methyltransferasen
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Microorganisms release small volatile metabolites with unique struc-
tures, e. g. the polymethylated homosesquiterpene sodorifen from
Serratia plymuthica. Two unusual enzymes with novel features are
involved in its biosynthesis, a C-methyltransferase with cyclization
activity and a terpene synthase that accepts a non-canonical mono-
cyclic C,, substrate. The novel class of methyltransferases represents
an alternative route that enlarges terpene diversity.
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B Mikroorganismen produzieren Naturstoffe
(Sekundarmetabolite), die beispielsweise als
Antibiotika eingesetzt werden. Neben diesen
meist hochmolekularen Substanzen bilden
Bakterien und Pilze aber auch eine Vielzahl
von kleinen Metaboliten, die sehr hdufig
fliichtig sind und Duftstoffe reprasentieren.
Einige dieser Metabolite sind seit langem
bekannt und werden als Aromen und Konser-
vierungsstoffe in der Lebensmittelproduk-
tion eingesetzt, wie die Produkte der Milch-
sduregdrung (Sauerkraut, Wurst, Kdse) und
der Ethanolgidrung (Wein, Bier). Auch der
erdige Geruch des Geosmins aus Streptomy-
ceten ist markant und wird haufig mit
,Wald“ assoziiert, obwohl dieser auch fiir
verunreinigtes Wasser charakteristisch ist.
In den vergangenen 15 Jahren erlangten
diese microbial volatile organic compounds
(mVOCs) neue Aufmerksamkeit, da durch
mVOCs ausgeloste biologische und ¢kologi-
sche Effekte in Mikrobiomen und Holobion-
ten beobachtet wurden. Bisher sind etwa
2.000 mVOCs bekannt, von denen bislang fiir
rund 100 Verbindungen biologische Funk-
tionen beschrieben wurden [1]. Diese reichen
von Wachstumsforderungen, Anderungen
der Physiologie bis zu Abwehrmechanismen
in Pflanzen und Pilzen. mVOCs verbessern
in Vertebraten und Invertebraten die Immun-
antworten und induzieren die Eiablage.
Zudem wurde sowohl eine Inhibition des
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Lymphozytenwachstums und der Cytokin-
produktion beobachtet als auch eine Reduk-
tion der Beweglichkeit der Nematoden und
eine nematizide Wirkung. mVOCs beeinflus-
sen auch die Etablierung von Mikrobiomen:
Sie hemmen beispielsweise die Biofilmbil-
dung, stimulieren oder hemmen das Wachs-
tum sowie die Sporenbildung und -keimung
bei Pilzen. Bisher wurden vor allem phanoty-
pische Verdnderungen untersucht, wiahrend
iiber die molekularen Mechanismen wenig
bekannt ist.

Die mVOCs von Bakterien und Pilzen sind
in der mVOC-Datenbank [2] zusammenge-
fasst. Darunter befinden sich Verbindungen
mit einfachen Strukturen, wie Butandiol,
Oktanol, Indol, Essigsdure und dhnliche,
allerdings auch solche mit sehr komplexen,
teilweise bisher unbekannten Strukturen,
deren Biosynthesen nicht immer leicht abzu-
leiten sind, wie beispielsweise das Sodorifen
(Abb. 1).

Serratia plymuthica 4Rx13 produziert
Sodorifen

Serratia-Spezies gehoren zu den Enterobac-
teriaceae und kommen ubiquitar vor. Sie
sind anders als Streptomyceten nicht fiir die
Biosynthese von auBergewohnlichen Sekun-
darmetaboliten bekannt. Jedoch riickte Serra-
tia plymuthica 4Rx13, urspriinglich aus der
Rhizosphére von Raps in der Umgebung von

Rostock isoliert, in das Zentrum der For-
schung von neuen mVOCs. Es handelt sich
um einen auBergewohnlichen Naturstoff
(C,4H,4, Sodorifen), detektierbar im head-
space (Luftraum) {iber der Bakterienkultur.
Die Strukturaufklarung ergab einen bizyk-
lischen Kohlenwasserstoff, in dem jedes
Geriistatom mit einer Methylgruppe ver-
kniipft ist [3]. Anders als erwartet, markiert
isotopenmarkiertes Methionin nur eine
Methylgruppe, was den Schluss zulieB, dass
die anderen Methylgruppen durch intramo-
lekulare Umlagerung entstehen miissten. Die
Aufklarung der Biosynthese von Sodorifen
ergab, dass dieser Naturstoff ein Homoses-
quiterpen ist, das von zwei Enzymen mit
neuen Eigenschaften gebildet wird [4].

Der Terpenstoffwechsel von Bakterien ist
im Vergleich zu Pflanzen wenig untersucht.
Obwohl mehr als 10° Bakterienspezies und
tiber 30.000 Genome beschrieben wurden,
sind derzeit weniger als 100 bakterielle
Terpensynthasen, meistens Sesquiterpen-
synthasen, bekannt. Etwa 90 Prozent der
bisher isolierten Terpensynthasen stammen
aus Streptomyceten. Die Terpensynthase aus
Serratia plymuthica ist somit ein Unikat.
Generell sind Terpensynthasen schwer in
den Bakteriengenomen zu lokalisieren; bis-
her konnten nur rund 250 Gene in verschie-
denen Genomuntersuchungen aufgespiirt
werden.

In der Tat unterscheiden sich die bisher
gefundenen bakteriellen Terpensynthase-
Gene deutlich von den pflanzlichen Konter-
fei-Genen. Statt 550 Aminoséuren sind sie
nur etwa 350 Aminosduren lang, sie sind
nicht wie die Enzyme der Pflanzen aus
alpha-, beta- und gamma-Domédnen aufge-
baut, sondern nur aus alpha-, alpha-alpha-
oder beta-gamma-Domanen. Wahrend die
pflanzlichen Terpensynthasen mehrere kon-
servierte Sequenzmotive enthalten, ist in den
bakteriellen Genen nur das aspartatreiche
Motiv, das fiir die Bindung der Metallionen
beziehungsweise des Substrats verantwort-
lich ist, konserviert. Obwohl offensichtlich
der Aufbau der Terpensynthase aus Serratia
einfacher als die in Pflanzen ist, ist dieses
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A Abb. 1: Methylierungen von Prenyl-Pyrophosphaten. A, GPP-Methyltransferase methyliert
Geranylpyrophosphat (GPP) an Position 2; es entsteht 2-Methyl-GPP, was wiederum das Substrat
fiir die Methyl-Isoborneol-Synthase (MIBS) ist. B, FPP wird zunachst an Position 10 methyliert und
nachfolgend zu Pre-Sodorifen-Pyrophosphat zyklisiert; beide Reaktionsschritte werden durch die
neue Klasse der Prenyl-Pyrophosphat-C-Methyltransferasen katalysiert. Pre-Sodorifen-Pyrophos-
phat ist ein neues Substrat fiir Terpensynthasen, hier speziell fiir die Sodorifen-Terpensynthase

(SODS).

Enzym dennoch in der Lage, die ungewohn-
lich komplexe Produktstruktur des Sodori-
fens zu generieren. Wie dies moglich ist,
wurde deutlich, nachdem das Sodorifen-
Cluster im S. plymuthica-Genom entschliis-
selt wurde [4].

Neue Methyltransferase-Aktivitat
identifiziert

Das Sodorifen-Cluster von S. plymuthica
4Rx13 enthdlt vier Gene, die fiir eine Iso-
merase, eine Desoxy-Xylulose-Phosphat-
Synthase, eine Methyltransferase und eine
Terpensynthase codieren. Wahrend die bei-
den erstgenannten Enzyme fiir die Bereitstel-
lung des Isopentenylpyrophosphats verant-
wortlich sind, produzieren die Methyltrans-
ferase und die Terpensynthase Sodorifen.
Dies untermauerten u. a. Untersuchungen
mit Knockout-Mutanten und in vitro-Doppel-
Enzymassays mit heterolog tiberexprimier-
ten Enzymen. Die S-Adenosyl-Methionin
abhdngige Farnesylpyrophosphat(FPP)-
Methyltransferase methyliert die Position 10
des FPP und bildet in einem bisher einzig-
artigen Mechanismus ein monozyklisches
Produkt, das Pre-Sodorifen Pyrophosphat
(Abb. 1). Dieses zyklische Intermediat ist
nun das Substrat fiir die nachfolgende Sodo-
rifen-Terpensynthase (SODS). Bisher waren
nur die aliphatischen Prenylpyrophosphate
GPP, FPP, NPP, GGPP und entsprechende
Stereoisomere als Substrate fiir Terpensyn-
thasen bekannt. Die Sodorifen-Synthase von

S. plymuthica ist somit die erste Terpensyn-
thase, die ein zyklisches (nicht-kanonisches)
Substrat verwendet, dieses intramolekular
umlagert, um das bizyklische Produkt Sodo-
rifen zu bilden. Die SODS akzeptiert wieder-
um kein azyklisches FPP.

Die Biosynthese der ungewohnlichen
Struktur des Sodorifens beruht auf dem Ein-
satz von Enzymen mit ungewohnlichen
Fahigkeiten und Aktivitaten unter Nutzung
jeweils ungewohnlicher Substrate (Abb. 1).
Insbesondere die FPP-Methyltransferase
ist dabei hervorzuheben, denn sie reprasen-
tiert eine neue Klasse von ,zyklisierenden
C-Methyltransferasen. Untermauert wird
diese Hypothese dadurch, dass bisher keine
zufriedenstellenden Methyltransferase-Tem-
plates fiir die in silico-Analyse gefunden wur-
den und Sequenzidentitaten mit ,ahnlichen
Enzymen nur bei 17-18 Prozent liegen.

Die kanonische Terpenbiosynthese basiert
auf der sukzessiven Verldngerung mit
C5—Einheiten, welche die charakteristischen
Terpenklassen, Monoterpene (C, ), Sesqui-
terpene (C,;), Diterpene (C,)) usw. ergeben.
Die kanonischen Substrate GPP, FPP, GGPP
usw. liefern azyklische Produkte oder wer-
den durch spezifische Terpensynthasen
zyklisiert. Produktdiversitat wird durch
Multiprodukt-Terpensynthasen sowie durch
nachgeschaltete dekorierende Enzyme (Cyto-
chrom P450, Dehydrogenasen, Methyltrans-
ferasen usw.) erreicht. Wahrend das pflanz-
liche Homoterpen TMTT vom C,(E,E)-Gera-

nyllinalool abstammt [5], wird C, .-Sodorifen
von S. plymuthica durch Methylierung des
kanonischen C,; FPP generiert. Die S. p.-
FPPMT ist die erste Methyltransferase, die
gleichzeitig methyliert und zyklisiert [4]. Im
Gegensatz dazu sind einige C-methylierende
GPPMTs aus Streptomyceten bekannt [6, 7, 8].
Diese Enzyme methylieren GPP an Position 2;
es entsteht 2-Methyl-GPP, das die Isoborneol-
Synthase zu 2-Methyl-Isoborneol umsetzt.
Diese methylierten Substrate werden von
promiskuitiven Terpensynthasen genutzt,
um neuartige C11-Homoterpenoide zu bilden
[9, 10, 11]. IPP kann auch methyliert werden,
um die Produktdiversitat zu erhdhen [12]
und in Lepidoptera fiihrt die Fusion von Pro-
pionyl-CoA mit Acetyl-CoA zur Bildung von
C,sTerpenen [13].

Es wird deutlich, dass die neue Klasse der
pPPMTs in Bakterien eine alternative Route
eroffnet, um das Substratangebot fiir die Bio-
synthese von Terpenen zu erweitern, und
damit zur Terpendiversitat beitragt. Bisher
wurden diese methylierten pPP-Substrate
nur in Bakterien gefunden. Diese Prdasenz in
Bakterien wirft jedoch die Frage beziiglich
des Ursprungs dieses Weges und der
Co-Evolution der Gene auf. Es bleibt span-
nend fiir die Zukunft!
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