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1 Zusammenfassung 

Terpene bilden mit mehr als 81.000 Verbindungen die größte Klasse der 

Naturstoffe. Nichtsdestotrotz wird ihre strukturelle Vielfalt durch die Isoprenregel 

begrenzt. Diese besagt, dass alle primären Terpensynthaseprodukte aus 

Bausteinen mit fünf Kohlenstoffatomen hervorgehen. Ihre Produkte sind somit 

kanonisch, da sie durch ein Vielfaches von fünf Kohlenstoffatomen dargestellt 

sind. In dieser kumulativen Arbeit wird die mikrobielle Produktion einer Vielzahl 

neuartiger nicht-kanonischer Terpene beschrieben und somit der chemische 

Strukturraum von Terpenoiden über die Grenzen der Isoprenregel hinaus 

erweitert. Um dies zu erreichen, wurden in verschiedenen Ansätzen die Gene 

des Mevalonatwege, einschließlich einer IPP-Isomerase gemeinsam mit 

verschiedenen Prenylpyrosphosphat-Methyltransferasen und Terpensynthasen 

in E. coli exprimiert und die Produktspektren der Biosynthesewege detailliert 

untersucht. 

Ein breites Spektrum neuer C11-Terpene wurde als Nebenprodukt der 

bakteriellen 2-Methylisoborneol- oder 2-Methylenbornansynthasen entdeckt. 

Neben elf bekannten konnten 24 neuartige C11-Terpene nachgewiesen werden, 

die bisher noch nicht als Terpensynthase-Produkte beschrieben wurden. Vier 

davon, 3,4-Dimethylcumol, 2-Methylborneol und die beiden Diastereomere von 

2-Methylcitronellol, konnten identifiziert werden. Außerdem wurde das C16-

Terpen 6-Methylfarnesol als Produkt identifiziert. 

Die Produktselektivität einer C11-Terpensynthasen, die 

2-Methylenbornansynthase aus Pseudomonas fluorescens, wurde durch einen 

semirationalen Protein-Engineering-Ansatz verändert. Aminosäuren des aktiven 

Zentrums mit Einfluss auf die Produktselektivität wurden identifiziert. 

Entsprechende Varianten des Enzyms führen zu gänzlich veränderten 

Produktspektren. So wurden neue Einblicke in die Struktur-Funktions-Beziehung 

für C11-Terpensynthasen gewonnen und bisher unzugängliche nicht-kanonische 

Terpene produziert. 

Eine IPP-Methyltranferase wurde identifiziert und charakterisiert, die den C5-

Baustein der Terpenbiosynthese in eine Vielzahl von C6- und C7-

Prenylpyrophosphate umwandelt. Die heterologe Expression in E. coli 
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gemeinsam mit anderen Genen der Terpenbiosynthese erweitert das potenzielle 

Terpensynthase-Substratspektrum außerdem um C11-, C12-, C16- und 

C17-Prenylpyrosphopshate. Darüber hinaus konnten polymethylierte C41-, C42-

und C43-Carotinoide synthetisiert werden. So wurde die Terpenbiosynthese durch 

die Modifikation ihrer Bausteine erweitert und neue ungewöhnliche Terpene 

produziert. 
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2 Einleitung 

Mit mehr als 81.000 bekannten Substanzen sind Isoprenoide die größte Gruppe 

der Naturstoffe (Buckingham 2020). Sie weisen eine enorme strukturelle 

Diversität auf, obwohl ihre Grundgerüste alle aus einer oder mehreren 

Isopreneinheiten (s. Abb. 1) bestehen. Isoprenoide werden meist Terpenoide 

genannt, zu diesen Gruppen zählen ebenfalls Steroide und Carotinoide. Steroide 

werden auch als eigene Naturstoffgruppe neben den Terpenoiden geführt, 

obwohl der Vorläufer aller Steroide das Terpenoid Squalen ist. 

 

Abb. 1: Strukturformel von Isopren, dem namensgebenden Molekül der 
Isoprenoide 

 

Terpene sind Terpenoide, die keine funktionelle Gruppe besitzen und somit reine 

Kohlenwasserstoffe sind. Mittlerweile werden die Begriffe Terpen, Terpenoid und 

Isoprenoid häufig analog verwendet, so auch in dieser Arbeit. 

Gregory und Himly isolierten 1835 unabhängig voneinander Isopren, als sie 

Kautschuk destillierten und die leichteste Fraktion mit einem Siedepunkt von 

36 °C bzw. 33 -44 °C beschrieben (Liebig 1835; Bouchardat 1838). Der 

Hauptbestandteil von Kautschuk ist cis-1,4-Polyisopren. Greville Williams 

destillierte einige Jahre später ebenfalls Kautschuk, fasste die Ergebnisse seiner 

Kollegen zusammen und kam zu dem Schluss, dass diese leichteste Fraktion 

eine reine Substanz mit fünf Kohlenstoffatomen sein muss. Er gab dieser 

Substanz den Namen Isopren (Williams 1860): 

“I have given the substance thus examined the name isoprene. 

It would have been more grateful to me to have retained one of 

the names given by the previous observer, if that course had 

been possible…” 
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Inzwischen weiß man, dass das einfachste Terpen Isopren auf der Erde 

allgegenwertig ist. Schätzungen, die auf experimentell bestimmten Daten 

beruhen, gehen von einer Emission von Isopren durch Pflanzen in Mengen von 

600 Milliarden kg Kohlenstoff pro Jahr aus. Dabei haben Gras- und 

Strauchlandschaften sowie der natürliche Regenwald mit 88 bzw. 84 

Milliarden kg Kohlenstoff pro Jahr den größten Anteil (Guenther et al. 1995). 

Neben Pflanzen emittieren auch Bakterien und Menschen Isopren (Kuzma et al. 

1995; Gelmont et al. 1981). So erhöhte sich die Isoprenkonzentration in der Luft 

eines Raumes mit Zuschauern eines Fußballspiels der Europameisterschaft 

2016, wenn diese jubelten und verringerte sich, wenn ihnen der Atem stockte 

(Stönner and Williams 2016). 

Erhöhte Konzentrationen von Isopren in der Atmosphäre führen zu einem blauen 

Dunst oder einer blauen Trübung. Dieser Schleier entsteht durch Brechung des 

Sonnenlichts an Isopren, anderen Terpenoiden und flüchtigen organischen 

Verbindungen (volatile organic compounds – VOCs) (Went 1960). Diesen blauen 

Schleier kann man besonders gut an warmen Tagen über vegetationsreichen 

Landschaften wahrnehmen, wenn sie zum Beispiel weitentfernte Hügel oder 

Berge verdecken. 

  

Abb. 2: Das Ölgemälde (links) Mona Lisa (da Vinci 1503) gemalt vor einer 
toskanischen Landschaft zeigt trotz Vergilbung den durch Isopren 

hervorgerufenen blauen Dunstschleier, ebenso wie eine Fotografie (rechts) aus 
den Blue Ridge Mountains (van der Crabben 2003). 

 

Nach diesem Phänomen sind aller Wahrscheinlichkeit nach Gebirge wie die Blue 

Mountains im australischen Bundestaat New South Wales oder die Blue Ridge 
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Mountains der Appalachen in den USA benannt (s. Abb. 2). Auch Leonardo da 

Vinci beschrieb diesen Dunst in der Toskana in seinen Notizen und arbeitete ihn 

in seine Kunstwerke wie Mona Lisa ein (s. Abb. 2) (Went 1960). 

 

2.1 Biosynthese kanonischer Terpenoide 

„Für die Erlangung einer allgemeinen Vorstellung von der 

Constitution der Terpene ist von größtem Belang zunächst jedenfalls 

die Thatsache, daß dieselben zum Theil wenigstens durch 

Polymerisation des Pentens, C5H8, entstehen und daß sich aus dem 

Penten nicht nur die gewöhnlichen Terpene, C10H16, sondern auch 

Polyterpene, C15H24 ,C20H32 u. s. f., aufbauen können. Das 

bekannteste terpenbildende Penten ist das Isopren.“ 

(Wallach 1887) 

Diese Beschreibung des Aufbaus der Terpene von 1887 durch den Chemie-

Nobelpreisträger Otto Wallach ist die erste Version der bis heute bestehenden 

Isoprenregel. Sie besagt, dass alle Terpene aus C5-Körpern entstehen und 

tatsächlich sind die Bausteine aller Terpene die durch Pyrophosphatgruppen 

aktivierten C5-Moleküle Isopentenylpyrophosphat (IPP) und 

Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP). Nach der Anzahl an C5-Einheiten aus 

denen Terpene aufgebaut sind, werden sie in Hemiterpene (C5), Monoterpene 

(C10), Sesquiterpene (C15), Diterpene (C20), Sesterterpene (C25), Triterpene (C30), 

Tetraterpene (C40) und Polyterpene (Cn*5, n>8) klassifiziert. Bei der Biosynthese 

von Terpenen wird zumeist ein DMAPP-Molekül mit einem oder mehreren IPP-

Molekülen durch Prenyltransferasen kondensiert. So entstehen die Substrate der 

Terpensynthasen Geranylpyrophosphat (GPP, C10), Farnesylpyrophosphat 

(FPP, C15) Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP, C20) und 

Geranylfarnesylpyrophophat (GFPP, C25) (s. Kap 2.1.2). Terpensynthasen 

dephosphorylieren diese Prenylpyrophosphate, so dass hochreaktive 

Carbokationen entstehen (s. Kap.2.1.3). 
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Abb. 3: Biosynthese von Terpenen inklusive der Bausteine IPP und DMAPP, 
sowie der Grundgerüste GPP, FPP und GGPP 

(Drummond und Kschowak et al. 2020)  

 

Im aktiven Zentrum der Terpensynthasen kommt es zu 

Wasserstoffumlagerungen, Zyklisierungen und anderen Umlagerungen der 

Carbokationen, bis die Reaktionsfolge durch Deprotonierung oder Addition von 

Wasser gestoppt wird (s. Kap. 2.4). Diese unterschiedlichen und vielfältigen 

Reaktionskaskaden erklären die enorme strukturelle Vielseitigkeit der Terpene. 

 

2.1.1 Biosynthesewege der allgemeinen Bausteine von Terpenoiden 

Die Bausteine aller kanonischer Terpene sind die C5-Moleküle 

Isopentenylpyrophosphat (IPP) und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP). Sie 

werden durch zwei verschiedene Biosynthesewege produziert: den 

Mevalonatweg und den Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg), der auch 1-

Desoxyxylulosephosphatweg (DOXP-Weg) genannt wird. Der Mevalonatweg 

findet hauptsächlich in höheren Eukaryoten, in Archaeen und im Cytosol von 

Pflanzen statt, der MEP-Weg in Bakterien und in den Plastiden von Pflanzen 

(Lange et al. 2000). 

 

Mevalonatweg 

Der Mevalonatweg wurde in den 1950er Jahren aufgeklärt (Chaykin et al. 1958; 

Lynen et al. 1958; Popják and Cornforth 1960; Goodwin 1964) und beginnt mit 
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einem der wichtigsten Zwischenprodukte im Stoffwechsel vieler Lebewesen: 

Acetyl-CoA. Im ersten Schritt wird ein Acetylrest von Acetyl-CoA von der Acetyl-

CoA-Acetyltransferase auf ein anderes Molekül Acetyl-CoA übertragen, so dass 

Acetoacetyl-CoA entsteht (s. Abb. 3). Dieses kondensiert mit einem weiteren 

Molekül Acetyl-CoA zu 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA), katalysiert 

durch die HMG-CoA-Synthase. HMG-CoA wird unter Umsetzung zweier 

Moleküle NADPH/H+ von der HMG-CoA-Reduktase zu Mevalonat reduziert. 

Mevalonat wird in zwei Reaktionen von der 5-Mevalonat- bzw. 

5-Phosphomevalonat-Kinase über 5-Phospho- zu 5-Pyrophosphamevalonat 

phosphoryliert, jeweils unter Umsatz eines ATPs. In dem letzten Schritt wird 

5-Pyrophosphomevalonat von der 5-Pyrophosphomevalonat-Decarboylase 

durch Abspaltung eines Kohlendioxids und unter Umsetzung eines ATPs zu IPP 

umgesetzt. IPP kann von der Isopentenylpyrophosphat-Isomerase zu DMAPP 

und zurück isomerisiert werden (Boronat and Rodríguez-Concepción 2015). 

In manchen Archaeen gibt es alternative Mevalonatwege. 5-Phosphomevalonat 

kann von einer 5-Phosphomevalonat-Decarboxylase zu Isopentenylphosphat 

decarboxyliert werden (Dellas et al. 2013). Isopentenylphosphat wird von einer 

Isopentenylphosphat-Kinase eine weitere Phosphat-Gruppe hinzugefügt, so 

dass ebenfalls IPP entsteht (Grochowski et al. 2006). 

In einer anderen propagierten Route wird Mevalonat zu 3-Phosphomevalonat 

phosphoryliert und in weiteren Schritten vermutlich über 3,5-

Biphosphamevalonat zu Isopentenylphosphat umgesetzt (Azami et al. 2014; 

Vinokur et al. 2014; Rossoni et al. 2015). Letzteres kann, wie in der 

erstgenannten alternativen Route, von einer Isopentenylphosphat-Kinase zu IPP 

phosphoryliert werden. 
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Abb. 4: Der Mevalonatweg inklusiver zweier alternativer Routen (rot und blau) 
aus Archaeen 
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Methylerythritolphosphatweg 

Bis in die 1990er Jahre war der Mevalonatweg der einzig bekannte 

Biosyntheseweg der beiden Isoprenoidbausteine IPP und DMAPP. Jedoch gab 

es schon in den 1950er Jahren Widersprüche und Anzeichen dafür, dass nicht 

alle Terpenoide über den Mevalonatweg synthetisiert werden (Rohmer 1999). 

1993 wurde dann die Existenz des alternativen Wegs, des 

Methylerythritolphosphatwegs (MEP-Weg), vollständig nachgewiesen (Rohmer 

et al. 1993). 

Dieser beginnt mit der Verknüpfung der Glycolyse-Produkte bzw. 

Zwischenprodukte Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat. Bei der von der 

Desoxyxylulose-Phosphat-Synthase katalysierten Reaktion entsteht durch 

Abspaltung von Kohlendioxid 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat. Dieses wird 

unter Umsatz von NAPH/H+ zu 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat von der 

Desoxyxylulosephosphat-Reduktoisomerase reduziert und isomerisiert. Durch 

die Cytidindiphosphat-Methylerythritol-Synthase wird 2C-Methyl-D-erythritol-4-

phosphat anschließend mit Cytidintriphosphat unter Abspaltung einer 

Pyrophosphatgruppe verknüpft. Eine Cytidyl-Methyl-Kinase phosphoryliert 

4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol unter ATP-Umsatz zu 

4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat. Die Methyl-Erythritol-

Cyclo-Diphosphat-Synthase spaltet Cytidinmonophosphat ab und cyclisiert das 

Produkt zu 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat. Dieses wird von der 

Hydroxy-Methyl-Butenyl-Diphosphat-Synthase zu (E)-4-Hydroxy-3-methylbut-2-

enyldiphosphat dehydratisiert, wobei zwei Ferrodoxine oxidiert werden. Im 

letzten Schritt werden von der Hydroxy-Methyl-Butenyl-Diphosphat-Reduktase 

unter Umsetzung von NADPH/H+ und Abspaltung von Wasser IPP und DMAPP 

in einem Verhältnis von 5:1 synthetisiert (Boronat and Rodríguez-Concepción 

2015). 

 

2.1.2 Kondensation der Bausteine zu Terpengrundgerüsten 

Zur Synthese von Terpenen mit mehr als fünf Kohlenstoffatomen wird zumeist 

ein DMAPP mit einem oder mehreren IPPs kondensiert. Isoprenylpyrophosphat-

Synthasen (Prenyltransferasen, PTasen) katalysieren diese Kondensation 



Einleitung  Biosynthese kanonischer Terpenoide 

  10 

(nukleophile Substitution). Die Produkte sind ebenfalls lineare 

Prenylpyrophosphate mit eine Kohlenstoff-Kettenlänge von Cn*5. Sie bilden die 

Grundgerüste der Terpene und sind die Substrate der Terpensynthasen (TS) 

(Tholl 2015). Für Produkte ab einer Kettenlänge von C30 werden nicht mehr 

einzelne C5-Bausteine zu Prenylpyrophosphaten addiert, sondern auch längere 

Prenylpyrophosphate, wie zum Beispiel FPP (C15) als Substrate genutzt (K. C. 

Wang and Ohnuma 2000). 

Man unterscheidet zwischen cis- und trans-PTasen, je nachdem welche 

Stereochemie die Doppelbindung(en) des Produktes aufweisen (s. Abb. 5). Die 

meisten Terpensynthasen nutzen trans-Prenylpyrophosphate als Substrate, so 

dass auch deren PTasen häufiger vorkommen und besser untersucht sind (Tholl 

2015). 

 

Abb. 5: Produkte verschiedener Prenyltransferasen: cis- und trans-PTasen 
synthetisieren verschiedene Isomere wie (E,E)-FPP und (Z,E)-FPP. Das Produkt 
einer Kopf-zu-Kopf-Kondensation ist Squalen und das einer ungewöhnlichen 

nicht-Kopf-zu-Schwanz-Kondensation ist Chrysanthemyldiphosphat 

 

In der Regel erfolgt eine Kopf-zu-Schwanz-Kondensation (1‘→4) der 

Prenylpyrophosphate (Poulter et al. 1978). Es gibt jedoch auch verschiedenste 

andere Anordnungen, so findet beispielsweise während der Squalensynthese 

eine Kopf-zu-Kopf Kondensation zweier FPPs statt (Tansey and Shechter 2000). 

Die Chrysanthemyldiphosphat-Synthase kondensiert zwei FPPs zu einem 
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cyclischen Prenylpyrophosphat (s. Abb. 6) durch eine der sogenannten nicht-

Kopf-zu-Schwanz-Kondensationen (c1‘-2-3) (Thulasiram et al. 2007). 

 

2.1.3 Umsetzung der Grundgerüste zu Terpenen 

Terpensynthasen (TS) setzen die Prenylpyrophosphat-Grundgerüste 

DMAPP (C5), GPP (C10), FPP (C15), GGPP (C20), GFPP (C25) oder deren 

Kondensationsprodukte zu Terpenen um. Aufgrund der eingeschränkten Anzahl 

an Substraten, die sich meistens lediglich in ihrer Kettenlänge unterscheiden, 

könnte man meinen, dass die Produktvielfalt dieser Enzymklasse ebenfalls 

eingeschränkt ist. Allerdings ist das Gegenteil der Fall: Terpene sind mit mehr als 

81 000 verschiedenen Strukturen die größte Klasse der Naturstoffe (Buckingham 

2020). Diese enorme strukturelle Vielfalt beruht auf dem Reaktionsmechanismus 

der TS. Bei diesem wird die Pyrophosphatgruppe abgespalten und es kommt im 

Durchschnitt bei mehr als der Hälfte der Kohlenstoffatome zu Änderungen in der 

Bindung, Hybridisierung oder Stereochemie (Christianson 2017), bevor die 

Reaktionskaskade durch Deprotonierung des Carbokations oder Addition von 

Wasser zu diesem gestoppt wird (vgl. Kap. 2.4). So entstehen lineare, 

monocyclische und polycyclische reine Kohlenwasserstoffe und Alkohole (s. Abb. 

6). 

 

Abb. 6: Strukturelle Vielfalt der Terpenoide: Die Strukturformeln der 
Monoterpene Geraniol, Limonen, Menthol und Pinen, sowie der Sesquiterpene 

Farnesol, Santalen, Patchoulol und Artemisinin 
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2.2 Biosynthese nicht-kanonischer Terpenoide 

From the "biogenetic isoprene rule", however, it would follow 

that the carbon skeleton of the biological end product is not 

necessarily identical to the carbon skeleton of the precursor. In 

other words the validity of the "empirical isoprene rule" depends 

on the mechanisms of formation of the natural compounds, and 

the failure of a terpene to obey this rule does not necessarily 

disprove its origin from isoprene units.  

(Ružička 1953) 

 

1953 führte ein weiterer Nobelpreisträger - Leopold Ružička - die „empirische 

Isoprenregel“ Otto Wallachs fort und definierte die „biogenetische Isoprenregel“. 

In dieser formulierte er, dass die Isoprenregel auch für Terpene gültig ist, dessen 

Grundgerüste nicht aus einem Vielfachen des C5-Körpers Isopren bestehen. 

Denn Studien von Reaktionsmechanismen nicht-kanonischer Isoprenoide 

zeigten, dass diese ihren Ursprung ebenfalls in Isopreneinheiten haben. (Ružička 

1953; 1963). Diese nicht-kanonischen Terpene entstehen also nach der 

biogenetischen Isoprenregel ebenfalls aus den gleichen Terpen-Grundgerüsten 

IPP (C5), GPP (C10), FPP (C15), GGPP (C20), etc.. Ein Beispiel hierfür ist das C12-

Terpen Geosmin. Es ist das Produkt einer Terpensynthase-katalysierten 

Reaktion mit FPP als Substrat, während der Aceton frei wird (Jiang et al. 2006). 

Andere nicht-kanonische Terpene sind Produkte sogenannter dekorierender 

Enzyme, wie Oxidoreduktasen, Acetyltransferasen oder Methyltransferasen 

(Dudareva et al. 2004). Man differenziert nicht-kanonische Terpene teilweise 

weiter in Homoterpene, die eine oder mehrere zusätzliche Methylgruppen 

besitzen, und Meroterpene, das sind Biomoleküle mit nur partieller 

Terpenstruktur. 

 

2.2.1 Natürliche Biosynthese 

Es gibt wenige nicht-kanonische Terpene, die auch der biogenetischen 

Isoprenregel widersprechen, da bereits die Substrate der entsprechenden  
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Abb. 7: Überblick über die Substrate und Produkte des nicht-kanonischen 
Mevalonatweges aus Insekten, ihre FPP-Derivate und Juvenilhormone. 

Zusätzliche Methylgruppen sind rot dargestellt. 
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Terpensynthasen, nicht-kanonisch sind. Diese Ausnahmen beruhen auf zwei 

unterschiedlichen Mechanismen und wurden jeweils bei der Aufklärung der 

Biosynthese des Juvenilhormons in Insekten (Schooley et al. 1973) und der 

Aufklärung der Biosynthese des 2-Methyisoborneols in Bakterien (Dickschat et 

al. 2007; Komatsu et al. 2008; C.-M. Wang and Cane 2008) aufgedeckt. 

 

In Insekten 

Die Juvenilhormone (JH) kommen in Insekten vor und repräsentieren eine 

Gruppe von linearen, teilweise methylierten Sesquiterpenen, wobei die 

methylierten Formen bisher nur aus Schmetterlingen (Lepidoptera) isoliert 

wurden. Neben der Strukturaufklärung des dreifach methylierten 

Juvenilhormons 0 (Bergot et al. 1980), des zweifach methylierten 

Juvenilhormons 1 (Röller et al. 1967; Heinz Dahm et al. 1968), des einfach 

methylierten Juvenilhormons 2 (Meyer et al. 1968) und des unmethylierten 

Juvenilhormons 3 (Bowers et al. 1965; Judy et al. 1973) erfolgte die Aufklärung 

der Biosynthese. Diese zeigte, dass der Mevalonatweg neben dem gewöhnlichen 

Eintrittsintermediat Acetyl-CoA (vgl. Abb. 4) auch Propionyl-CoA akzeptiert 

(Schooley et al. 1973). Die zusätzliche Methylgruppe des Proprionyl-CoA findet 

sich somit auch in den Produkten des Mevalonatweges IPP und DMAPP wieder, 

die somit auch als methylierte Derivate vorliegen. Diese methylierten Derivate 

werden gemeinsam mit den unmethylierten Derivaten von den 

Prenyltransferasen unterschiedlich kombiniert, so dass ein- und mehrfach-

methylierte FPP-Derivate vorliegen, die in weiteren Schritten zu den 

Juvenilhormonen umgesetzt werden (s. Abb. 7). 

Neben den Juvenilhormonen JH0 bis JH3 und ihrer Derivate, wurden auch 

weitere methylierte Sesquiterpene und Monoterpene aus Insekten isoliert (s. 

Abb. 8). Hierzu gehören die Homo-Monoterpene 3-methyl-7-methylene-1,3,8-

Nonatrien aus dem Borkenkäfer Ips typographus (Francke et al. 1995), 

Homoocimen aus der Ameise Lapidus praedator (Keegans et al. 1993), 

Fettsäureester von 4-Methylgeraniol und Bishomogeraniol aus der Ameise 

Gnamptogenys striatula (Blatrix et al. 2002), sowie die Homosesquiterpene  
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Abb. 8: Nicht-kanonische Terpene von verschiedenen Insekten: Die 
Strukturformeln der Homomonoterpene Homoocimen, 3-Methyl-7Methylen-
1,3,8-Nonatrien, Ester von Homogeraniol und Bishomogeraniol, sowie der 

Homosesquiterpene Faranal, Homo-γ-Bisabolen, 9-Methylgermacren-B, 
3-Methyl-α-Himachalen, Homo-, Bishomo-, und Trishomofarnesen mit ein bis 

drei zusätzlichen Methylgruppen (rot). 
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Homo-, Bishomo-, und Trishomofarnesen aus der Ameise Myrmica scabrinodis 

(Morgan et al. 1979), Faranal aus der Ameise Monomorium pharaonis (Ritter et 

al. 1977), Homo-γ-Bisabolen aus der Schildlaus Eurygaster integriceps (Staddon 

et al. 1994), 9-Methyl-Germacren und 3-Methyl-α-Himachalen aus 

verschiedenen Unterarten der Sandfliege Lutzomyia longipalpis (Hamilton et al. 

1996a; 1996b). 

 

In Bakterien 

Der andere Weg zur Produktion von nicht-kanonischen Terpenen findet in 

Bakterien statt. Bei diesem werden die kanonischen Terpengrundgerüste IPP, 

GPP oder FPP von C-Methyltransferasen in einer S-Adenosylmethionin (SAM) 

abhängigen Reaktion methyliert. Die entstandenen methylierten 

Prenylpyrophosphate dienen als Substrate für weitere Enzyme, meist 

Terpensynthasen, die die Reaktion zu den nicht-kanonischen Isoprenoiden 

katalysieren (s. Abb. 9). 

Der bakterielle Mechanismus zur Produktion nicht-kanonischer Terpene wurde 

bei der Aufschlüsselung des Biosyntheseweges des bizyklischen C11-Terpens 2-

Methylisoborneol (2-MIB) von drei verschiedenen Arbeitsgruppen basierend auf 

Fütterungsexperimenten mit isotopisch markierten Vorstufen (Dickschat et al. 

2007) oder auf in-vitro-Experimenten mit rekombinanten Enzymen (Komatsu et 

al. 2008; C.-M. Wang and Cane 2008) entdeckt. In einem ersten Schritt 

katalysiert die Geranylpyrophosphat-C-Methyltransferase (GPP-MTase) die 

elektrophile Methylierung an der C-2-Position von GPP. Das 2-Methyl-GPP dient 

als Substrat für die 2-MIB-Synthase, die unter Abspaltung der 

Pyrophosphatgruppe die Zyklisierung zu dem Terpenalkohol 2-MIB katalysiert 

(s. Abb. 9 Mitte). Diese Reaktion verläuft über eine Reihe von carbokationischen 

Zwischenstufen. Wie bei anderen Terpensynthasen können diese Carbokationen 

durch Addition von Wasser oder durch Deprotonierung neutralisiert werden 

(Dickschat 2016). Dies kann zu den Nebenprodukten 2-Methylgeraniol, 2-

Methylnerol, 2-Methyllinalool, 2-Methylmyrcen, 2-Methyl-α-Terpineol, 2-Methyl-

β-Fenchol, 2-Methyllimonen, 2-Methyl-2-Bornen, 1-Methylcamphen und 

2-Methylenbornan (2-MB) führen (Brock et al. 2013; Chou et al. 2011; 2017). 2-

Methylbornyl-Kation ist das letzte Carbokation im Reaktionsmechanismus, der 
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durch die 2-MIB-Synthase katalysiert wird, und ist der Vorläufer für die beiden 

Produkte 2-MIB und 2-MB. Neben 2-MIB-Synthasen gibt es auch zwei C11-TS, 

die die Reaktion zu 2-MB als Hauptprodukt katalysieren (Chou et al. 2011; 

Komatsu et al. 2008) 

2-MIB kann modrig oder nach feuchten Waldboden riechen und weist eine 

niedrigen Geruchs- und Geschmacksschwellenwert von unter 5 ng/L auf (Z. 

Wang et al. 2006; Piriou et al. 2009). Es zeigt bakterielles Wachstum an und kann 

gleichzeitig aufgrund des penetranten Geruchs zur Ungenießbarkeit von Fisch 

(Martin 1992), Trinkwasser und Wein führen (Callejón et al. 2016). Es wird aber 

auch mit dem erdigen Aroma von verschiedenen Weißschimmelkäsesorten wie 

beispielsweise Camembert in Verbindung gebracht (Karahadian et al. 1985a). 

1969 wurde 2-MIB erstmals isoliert und seine Struktur aufgeklärt (Gerber 1969; 

Medsker et al. 1969). Seitdem wurde seine Freisetzung hauptsächlich von 

Bakterien wie Actinomyceten und Cyanobakterien (Tabachek and Yurkowski 

1976), aber auch von Eukaryoten wie Pilzen  (Karahadian et al. 1985b; Fravel et 

al. 2002) und Moosen (Toyota et al. 1990) beschrieben. 
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Abb. 9: Übersicht der Biosynthese von nicht-kanonischen Terpenen in Bakterien: In einem ersten Schritt werden die kanonischen 
Vorläufermoleküle IPP (oben), GPP (Mitte) bzw. FPP (unten) von verschiedenen Isoprenyl-Pyrophosphat-Methyltransferasen 

methyliert (die entsprechenden Methylgruppen sind rot dargestellt). Im weiteren Verlauf werden die methylierten 
Prenylpyrophosphate teilweise verlängert und auf andere Moleküle übertragen (oben) oder von Terpensynthasen zu den 

Endprodukten umgewandelt (Mitte und unten) 
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Zwei IPP-MTasen wurden bei der Untersuchung der Biosynthese von 

Cytokininen in Rhodococcus fascians entdeckt. Die als MT2 bezeichnete SAM-

abhängige MTase methyliert IPP am C4-Atom, so dass 4-Methyl-DMAPP 

entsteht. Dies ist auch eines der Produkte des nicht-kanonischen 

Mevalonatweges in Insekten. Ein zweifach methyliertes Prenylpyrophosphat - 

4,5-Dimethyl-DMAPP - entsteht wahrscheinlich durch Umsetzung von IPP durch 

die gleiche MTase MT2 gemeinsam mit einer weiteren, als MT1 bezeichneten, 

MTase (s. Abb. 9). Unter Abspaltung der Phosphatgruppen werden die 

methylierten Zwischenprodukte auf Adenin übertragen, sodass die methylierten 

Cytokinine synthetisiert werden (Radhika et al. 2015). 

Eine weitere IPP-MTase wurde in Streptomyces argenteolus entdeckt. Das 

Enzym Lon23 katalysiert die Synthese von 4-Methyl-IPP. Dieses C6-

Prenylpyrophosphat wird mit hoher Positionsgenauigkeit mit C5-

Prenylpyrophosphaten zu einem GGPP-Derivat kondensiert, sodass sich die 

zusätzlichen Methylgruppen je an seinen C4- und C12-Atomen wiederfinden. In 

einem weiteren Kondensationsschritt wird das lineare C42-Molekül 20,32-

Dimethyl-Octaprenylpyrophospat synthetisiert, bevor dieses auf nichtisoprenoide 

Moleküle übertragen und durch weiter enzymatische Schritte Longestin 

hergestellt wird (Ozaki et al. 2018).  

Eine FPP-MTase, die den C15-Terpenvorläufer methyliert, fungiert gleichzeitig als 

Cyclase und synthetisiert so das ungewöhnliche Intermediat Prä-Sodiferen-FPP 

(s. Abb. 9). Dieses besitzt einen C5-Ring und wird ebenfalls SAM-abhängig 

produziert. Das entsprechende Gen aus Serratia plymuthica 4Rx13 liegt in einem 

Gencluster gemeinsam mit zwei Genen für Enzyme des MEP-Weges und einem 

Gen für eine Terpensynthase, die die nachfolgende Reaktion zu dem 

bizyklischen Sodiferen katalysiert (von Reuss et al. 2018). 

 

2.2.2 Artifizielle Biosynthese 

Neben der beschriebenen natürlichen Biosynthese wurden bereits viele in vitro 

und auch in vivo Versuche beschrieben, bei der nicht-kanonische oder andere 

nicht-natürliche Isoprenoide durch Einsatz von Substratanaloga synthetisiert 

wurden (Harms, Kirschning, et al. 2020). Häufig dienten diese zur Aufklärung von 

detaillierten Reaktionsmechanismen von Prenyltransferasen oder 
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Terpensynthasen. So wurde beispielsweise der Reaktionsmechanismus der 2-

MIB-Synthase durch Fütterungsexperimente mit [Methyl-13C]Methionin und 

anderen markierten Vorläufermolekülen aufgeklärt (Dickschat et al. 2007). Auch 

werden Substratanaloga als Inhibitoren für Terpensynthasen eingesetzt, um 3D-

Kristallstrukturen der Enzyme mit der Konformation des Substratanalogs im 

aktiven Zentrum zu erlangen. Für die Aufklärung der Kristallstruktur der 2-MIB-

Synthase aus S. coelicolor wurde 2-Fluoro-GPP als Analog für das natürliche 

Substrat 2-Methyl-GPP verwendet (Köksal et al. 2012). 

 

Mit Prenyltransferasen 

Vor allem in den 1970er, 1980er und 1990er Jahren wurden viele Arbeiten von 

Kyozo Oguras Arbeitsgruppe um Tanetoshi Koyama zur Untersuchung der 

Substratspezifitäten von Prenyltransferasen und IPP-Isomerasen durchgeführt, 

bei der auch viele nicht-kanonische Prenylpyrophosphat-Derivate synthetisiert 

wurden (Popják et al. 1969; Ogura et al. 1970; Polito et al. 1972; Tanetsohi 

Koyama et al. 1973; Nishino et al. 1973; Shinka et al. 1975; Tanetoshi Koyama 

et al. 1983; 1988; Shinichi Ohnuma et al. 1989; Nagaki et al. 2000; 2002; Shin-

ichi Ohnuma et al. 1998). 

So wurden beispielsweise 5-Methyl-IPP, (E)- und (Z)-4-Methyl-IPP, 4,4,5-

Trimethyl-IPP, 5-Ethyl-4(E)-Methyl-IPP, 5-Ethyl-4(Z)-Methyl-IPP und auch 

cyclische IPP-Derivate zusammen mit DMAPP und/oder GPP als Substrate 

(Tanetoshi Koyama et al. 1980) von einer FPP-Synthase aus einer 

Schweineleber zu den entsprechenden GPP- bzw. FPP-Derivaten und ihren 

Alkoholen umgesetzt. 

 

Mit Terpensynthasen 

Die Promiskuität von verschiedenen Terpensynthasen wurde vielfach 

nachgewiesen. Studien aus den späten 1990er Jahre zeigten erstmals, dass 

einige Sesquiterpensynthasen neben ihrem natürlichen Substrat FPP auch GPP 

akzeptieren und die Reaktionen zu Limonen und anderen Monoterpenen 

katalysieren (Crock et al. 1997; Bohlmann et al. 1998; Colby et al. 1998). Seitdem 

wurde auch für andere Terpensynthasen, wie Mono- und Diterpensynthasen, 

gezeigt, dass sie kurzkettigere kanonische Prenylpyrophosphate als Substrat 
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akzeptieren (Pazouki and Niinemets 2016). Es gibt auch Terpensynthasen, die 

eine noch größere Bandbreite an kanonischen Substraten (C10- C25) akzeptieren 

(Bian et al. 2017). 

Mit nicht-natürlichen Prenylpyrophosphat-Derivaten, die andere Atome 

(Heteroatome) enthalten oder verschobene Methylgruppen wurden nicht-

natürliche Terpensynthase-Produkte synthetisiert. So katalysieren Aristolochen-

Synthasen beispielsweise die Reaktion von 6-Fluoro-FPP und 2-Fluoro-FPP zu 

1- bzw. 2-Fluorogermacren A (Faraldos et al. 2007; Miller et al. 2007). Vier 

verschiedene FPP-Derivate mit verschobenen Methylgruppen wurden von einer 

Presilphiperfolanol-Synthase umgesetzt (Harms, Schröder, et al. 2020). 

Auch chemisch hergestellte, nicht-kanonische Prenylpyrophosphatderivate 

wurden bereits mit kanonischen Terpensynthasen getestet. Eine Trichodien-

Synthase synthetisiert aus 4-Methyl-FPP das entsprechenden Trichodien-

Derivat (Vedula et al. 2007). Eine Germacren-A-Synthase setzten neben 

verschiedenen Fluoro-FPP-Derivaten ebenfalls 14-Methyl-FPP zu 14-Methyl-

Germacren und sechs weiteren Kohlenwasserstoffen um (Cascón et al. 2012).  
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2.3 Funktionen und Anwendungen von Terpenen 

Terpene werden von allen Domänen des Lebens produziert und sind in der Natur 

allgegenwärtig. Die meisten wurden aus Pflanzen und Pilzen isoliert. Es wird 

jedoch eine steigende Anzahl von bakteriellen Terpenen bekannt (Rudolf et al. 

2021). Die strukturelle Diversität spiegelt sich auch in ihren Funktionen wieder. 

Man unterscheidet dabei zwischen primären und sekundären Metaboliten. Es 

gibt Terpene die eine grundlegende, primäre Funktion in den entsprechenden 

biologischen Zellen haben, wie photosynthetische Pigmente (Carotinoide, 

Phytolester in Chlorophyll), Elektronenüberträger in der Atmungskette 

(Prenylseitenketten von Plastochinon und Ubichinon), Elemente der 

Membranstruktur (Phytosterole), prenylierte Proteine (z. B. GTPase), Vitamine 

(z.B. Retinol und Calciol) und Wachstums- und Entwicklungshormone (z.B.: 

Gibberelline, Abscisinsäure und Cytokinine) (Tholl 2015; Tetali 2019). 

Als sekundäre Metabolite werden Terpenoide häufig als Antwort auf biotischen 

oder abiotischen Stress von Organismen produziert und ausgestoßen. Sie 

spielen eine wichtige Rolle bei intra- und interspezifischer Kommunikation. So 

wurde für verschiedene Pflanzen gezeigt, dass sie bei thermischem Stress 

vermehrt Isopren und Monoterpene produzieren, vermutlich werden diese in 

photosynthetische Membranen eingelagert, um deren Funktionalität zu 

verbessern (Behnke et al. 2007; Velikova et al. 2014). Als Bestandteil des 

Blütenduftes können verschiedene Terpene potenzielle Bestäuber anlocken 

(Byers et al. 2014), oder die Blüte vor mikrobiellen Krankheitserregern schützen 

(Junker et al. 2011; M. Huang et al. 2012). Pflanzen stoßen Terpene auch zur 

Insektenabwehr aus, so schützt sich die Tomatenpflanze gegen weiße Fliegen 

mit den Sesquiterpenen Zingiberen und Kurkumen (Bleeker et al. 2011). 

Nadelbäume produzieren verschiedene flüchtige Terpene und Terpenderivate, 

um Krankheitserreger und andere potenzielle Schädlinge abzuwehren (Zulak and 

Bohlmann 2010). Eine andere Strategie von Pflanzen ist die Anlockung von 

natürlichen Feinden von Herbivoren (Gols 2014). 

Die Biosynthese und biologische Funktion von bakteriellen Terpenen wurde erst 

in den letzten Jahren so detailliert untersucht, wie die der Pflanzen, jedoch konnte 

auch hier schon gezeigt werden, dass sie ebenfalls wichtige Funktionen bei der 

Signalübertragung und Kommunikation, der Stressantwort auf Temperatur-, pH- 
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und osmotische Schwankungen, Interaktionen mit Wirten sowie bei der Abwehr 

von Feinden einnehmen (zusammengefasst von (Boronat and Rodríguez-

Concepción 2015) und (Avalos et al. 2022)).  

 

Viele Terpenoide finden Anwendung in den unterschiedlichsten wirtschaftlichen 

Bereichen, dazu gehören unter anderem die pharmazeutische, kosmetische, die 

Kunststoff-, sowie die Aroma- und Duftstoffindustrie. In letzterer ist bisher die am 

weitesten verbreitete Anwendung. Für Isoprenoide wurden in verschiedenen in 

vivo und in vitro Studien entzündungshemmende, antioxidative, 

gerinnungshemmende, tumorhemmende, sedierende und schmerzstillende 

Wirkungen nachgewiesen (Tetali 2019). Dies macht sie vor allem für die 

kosmetische und pharmazeutische Industrie relevant. Prominente Beispiele sind 

Artemisinin, das als Antimalariawirkstoff und Taxol, das als Antitumorwirkstoff 

eingesetzt wird. Aber auch in weniger wertvollen Produkten wie 

Haushaltsreinigern (Limonen) oder als Biotreibstoff (Farnesen) finden und fanden 

Terpenoide Anwendung (George et al. 2015). Carotinoide werden als 

Lebensmittelfarbstoffe, Tierfutter-Zusatzstoff und auf Grund ihrer antioxidativen 

Eigenschaften als therapeutische Wirkstoffe eingesetzt (Sandmann 2015).  

Einige Terpene werden chemisch synthetisiert oder aus natürlichen Materialien 

extrahiert. Da ersteres für viele komplexe Strukturen nicht wirtschaftlich ist und 

letzteres auf Grund geringer Konzentrationen oder geringen Vorkommens in der 

Natur nicht möglich ist, werden viele Terpenoide biotechnologisch hergestellt 

(Schempp et al. 2018), zum Beispiel von den Firmen Amyris, Isobionics oder 

Evolova. 
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2.4 Strukturchemie der Terpensynthasen 

Trotz der Limitierung durch die Isoprenregel, der relativ einfachen nicht 

zyklischen Prenylpyrophosphate als Substrate und der wenigen Ausnahmen, gibt 

es eine enorme Anzahl an verschiedenen Terpenoiden von über 80 000 

(Buckingham 2020) mit sehr diversen Strukturen (s. Abb. 3 und Abb. 6). Diese 

enorme Diversität entsteht im ersten Schritt durch die von Terpensynthasen 

katalysierte Reaktion. Hierbei wird das Prenylpyrophosphat-Substrat zunächst 

dephosphoryliert und das entstandene Carbokation unterläuft mehrstufigen 

Veränderungen bezüglich der Bindung, Hybridisierung und Stereochemie. Es 

wird dabei häufig ein- oder mehrfach cyclisiert, man spricht dann auch von 

Terpencyclasen. Die hochreaktiven Carbokation-Intermediate werden dabei von 

unpolaren und aromatischen Aminosäureresten im aktiven Zentrum der Enzyme 

stabilisiert. Zum Schluss der komplexen und vielfältigen Reaktionskaskade wird 

das Kation entweder zu einem reinen Kohlenwasserstoff deprotoniert oder 

seltener durch Addition von Wasser zu einem Alkohol umgesetzt (Christianson 

2017). 

Je nachdem auf welche Weise das Substrat zu dem Carbokation ionisiert wird, 

unterscheidet man zwei verschiedenen Klassen von Terpensynthasen: Klasse I 

Terpensynthasen ionisieren durch Abstraktion der Pyrophosphatgruppe mittels 

eines dreikernigen Metallclusters, so dass ein reaktives Allylkation entsteht. 

Klasse II Terpensynthasen protonieren die endständige Doppelbindung des 

Substrates mit einer Asparaginsäure-Seitenkette des aktiven Zentrums zu einem 

tertiären Carbokation (Wendt and Schulz 1998). Diese Unterteilung spiegelt sich 

auch in unterschiedlichen Proteinstrukturen wieder, wie schon die ersten 

verfügbaren Röntgenkristallstrukturen von Terpensynthasen aufzeigten (Lesburg 

et al. 1997; Starks et al. 1997; Wendt et al. 1997). 

Man unterscheidet in Terpensynthasen generell die drei unterschiedlichen 

Strukturdomänen α,β und γ, die sich durch unterschiedlich angeordnete α-

Helices auszeichnen. Terpensynthasen können aus einer oder aus einer 

Kombination mehrerer dieser Domänen bestehen. Terpensynthasen der Klasse 

I haben ihr aktives Zentrum dabei innerhalb der α-Domäne und solche der 

Klasse II zwischen der β- und der γ-Domäne (Cao et al. 2010; Köksal et al. 2011). 
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Zwischen der β- und der γ-Domäne befindet sich das für diese Klasse 

charakteristische Sequenzmotiv DXDD. Die mittlere Asparaginsäure ist die 

katalytisch aktive Aminosäure, die die Doppelbindung des Substrats zu dem 

Carbokation protoniert (Cao et al. 2010; Wendt et al. 1997) 

Im Folgenden werden die Struktur und die Sequenzmotive der 

Terpensynthaseklasse I genauer beschrieben, da die für diese Arbeit wichtigen 

C11-Terpensynthasen ebenfalls dieser Klasse angehören. 

 

2.4.1 Terpensynthasen der Klasse I 

Terpensynthasen der Klasse I weisen zwar häufig keine ähnlichen Sequenzen 

auf, sie besitzen jedoch die ähnliche α-helikale Struktur und ihr aktives Zentrum 

weist eine Reihe von konservierten Sequenzmotiven auf. 

 

Aspartatreiches Motiv und NSE-Triade 

Zunächst wurden die konservierten Sequenzen und die Funktionen des 

aspartatreichen Motivs DDXX(XX)D und der NSE-Triade 

(N,D)D(L,I,V)X(S,T)XXXE aufgeschlüsselt. Sie sind beide für die Koordinierung 

der Mg2+-Cofaktoren im aktiven Zentrum maßgeblich. Das aspartatreiche Motiv 

und seine Funktion wurden aber zunächst nicht für Terpensynthasen, sondern 

für Prenyltransferasen bestimmt (Ashby and Edwards 1990; Tarshis et al. 1994). 

Die konservierte Sequenz der NSE-Triade wurde bei einer Analyse einer 

Aristolochen-Synthase dargestellt (Cane and Kang 2000) und die Funktion bei 

der Strukturaufklärung einer Trichodien-Synthase bestätigt (Rynkiewicz et al. 

2001), auch wenn sie schon früher beobachtet wurde (Starks et al. 1997). Das 

aspartatreiche Motiv ist für die Bindung bzw. Koordinierung zweier Mg2+-Kationen 

verantwortlich (Mg2+
A und MG2+

C), während die NSE-Triade ein Drittes bindet 

(Mg2+
B). Die Ionen koordinieren zum einen das Substrat über die Pyrophosphat-

Gruppe, zum anderen sind sie für die Abstraktion dieser verantwortlich, woraufhin 

das reaktive Carbokation entsteht. 

 

Effektortriade 

2014 wurde ein weiteres konserviertes Sequenzmotiv genauer beschrieben. Für 

die Effektortriade bestehend aus Pyrophosphatsensor, Linker und Effektor wurde 
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ein Mechanismus mit großer Bedeutung für die Abstraktion der 

Pyrophosphatgruppe und der damit einhergehenden Ionisierung des Substrats, 

vorgeschlagen (Baer, Rabe, Fischer, et al. 2014). Bei Substratbindung vollzieht 

das Enzym einen Induced-Fit-Mechanismus, bei dem das Enzym von seiner 

offenen (apo) Konformation, in die geschlossene (substratgebundene) 

Konformation übergeht. Im Zuge des Übergangs dreht sich der sogenannte 

Pyrophosphat-Sensor - eine Argininseitenkette - zur Pyrophosphatgruppe des 

Substrats und es können zwei Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Sensor 

und Pyrophosphatgruppe gebildet werden. Gleichzeitig orientiert sich der 

sogenannte Linker - eine polare Seitenkette (z.B. Asp, Asn, Thr oder Ser) - 

ebenfalls neu und bildet eine Wasserstoffbrückenbindung zum Pyrophosphat-

Sensor aus, so dass die Konformationsänderung stabilisiert wird und der 

benachbarte Effektor - eine kleine Seitenkette (z.B. Gly) - in das katalytisch aktive 

Zentrum ragt und auf das C3-Atom des Substrats zeigt (Baer, Rabe, Fischer, et 

al. 2014). Das Carbonylsauerstoffatom des Effektors nimmt hierbei eine 

Schlüsselrolle ein: Gemeinsam mit den Wasserstoffbrückenbindungen des 

positiv geladenen Pyrophosphatsensors zu der negativ geladenen 

Pyrophosphatgruppe des Substrats und seiner hohen Elektronendichte, die auf 

das Π-Orbital der C2-C3-Doppelbindung wirkt, löst es die Ionisierung des 

Substrates aus (Starks et al. 1997; Baer, Rabe, Citron, et al. 2014). 

 

WXXXXXRY-Motiv 

Die WXXXXXRY-Sequenz ist ebenfalls ein konserviertes Motiv am C-Terminus 

von bakteriellen Terpensynthasen. Die C-terminale Region scheint sich bei dem 

Induced-Fit-Mechanismus über die aktive Tasche des Enzyms zu legen und so 

eine Art Deckel in der substratgebundenen Konformation zu bilden (Driller et al. 

2018). Die Arginin- und Tyrosinseitenketten bilden ebenfalls 

Wasserstoffbrückenbindungen zur Pyrophosphatgruppe des Substrates und zu 

Seitenketten der NSE-Triade aus (Rabe et al. 2016). Die aromatische 

Tryptophanseitenkette mit der hohen Elektronendichte des aromatischen Ringes 

hat stabilisierende Effekte auf die hochreaktiven Carbokation-Intermediate, wie 

Mutationsstudien mit Phenylalanin und nicht-aromatischen Aminosäuren zeigen 

(Starks et al. 1997; Seemann et al. 2002; Driller et al. 2018). 
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Aromatische und aliphatische Seitenketten 

Dieser oben beschriebene stabilisierende Effekt von den aromatischen 

Seitenketten ist für fast alle Terpensynthasen bekannt und wird durch Kation-Π-

Interaktionen erklärt. Neben den polaren Seitenketten der metallbindenden 

Motive ragen hauptsächlich hydrophobe und aromatische Aminosäuren in das 

aktive Zentrum, die so eine konturgebende Tasche bilden und mit dieser den 

komplexen Reaktionsmechanismus des Carbokations leiten und zur korrekten 

Faltung der Intermediate und des Produktes führen (Lesburg et al. 1997; 

Christianson 2017). Einflussreiche aromatische und aliphatische Seitenketten 

von bakteriellen und anderen Terpensynthasen liegen hierbei jeweils drei und 

vier Positionen vor dem aspartatreichen Motiv und der NSE-Triade, sechs und 

sieben Positionen vor dem WXXXXXRY-Motiv, sowie eine, drei und vier 

Positionen vor und fünf, sechs, acht und neun Positionen nach dem 

Pyrophosphatsensor (Xu and Dickschat 2022). 
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2.5 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist die mikrobielle de novo Produktion neuartiger nicht-

kanonischer Terpene und somit die Erweiterung des chemischen Strukturraumes 

von Terpenoiden über die Grenzen der Isoprenregel hinaus. Hierfür wurden 

verschiedene Ansätze gewählt. In allen werden die Gene verschiedener 

Prenylpyrophosphat-Methyltransferasen und C11-Terpensynthasen gemeinsam 

mit den Genen des Mevalonatweges einschließlich einer IPP-Isomerase in E. coli 

heterolog exprimiert, um die nicht-kanonischen Terpenprodukte zu bilden und 

detailliert zu untersuchen. 

Dabei sollen die Produktspektren von zwei 2-MIBS-Terpensynthasen, zwei 2-

MB-Terpensynthasen und einer neuidentifizierten IPP-Methyltransferase mit 

hoch sensitiven Methoden analysiert werden. Für eine der 2-MB-Synthasen wird 

ein halbrationaler Protein-Engineering Ansatz gewählt, um den Einfluss einzelner 

Aminosäuren und die Möglichkeit der Modifizierung des Produktspektrums hin zu 

neuen Terpensynthase-Hauptprodukten aufzuzeigen.  

Die Produktion neuartiger C6-und C7-Prenylpyrophosphate mittels der IPP-

Methyltransferase und die Promiskuität von Biosynthesewegen soll genutzt 

werden, um eine Vielzahl von methylierten Carotinoiden zu synthetisieren. 
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2.6 Überblick über die Publikationen 

2.6.1 Heterologous expression of 2-methylisoborneol / 2-

methylenebornane biosynthesis genes in Escherichia coli yields 

novel C11-terpenes 

Kschowak MJ, Wortmann H, Dickschat JS, Schrader J, Buchhaupt M (2018) 

PLoS ONE 13(4): e0196082 

 

In dieser Publikation wird das diverse Produktspektrum von vier 

C11-Terpensynthasen aus verschiedenen Mikroorganismen beschrieben. Dafür 

wurden die entsprechenden Gene gemeinsam mit denen des Mevalonatweges, 

einer GPP-Synthase und einer GPP-Methyltransferase heterolog in E. coli 

exprimiert, so dass die C11-Terpene de novo produziert wurden. Die volatilen 

Produkte wurden mittels SPME-Fasern aus dem Kopfraum der Kulturen 

extrahiert und anschließend mittels GC-MS analysiert. Bei den C11-

Terpensynthasen handelte es sich um zwei 2-MIB-Synthasen aus Streptomyces 

coelicolor und Streptomyces griseus sowie zwei 2-MB-Synthasen aus 

Pseudomonas fluorescens und Micromonospora olivasterospora. 

Bei den qualitativen Analysen wurden neben den Hauptprodukten 2-MIB bzw. 

2-MB 33 weitere C11-Terpene detektiert. Die neun C11-Terpene 2-Methyl-

2-bornene, 1-Methylcamphene, 2-Methylmyrcene, 2-Methyllimonene, 2-Methyl-

β-fenchol, 2-Methyllinalool, 2-Methyl-α-terpineol, 2-Methylgeraniol und 2-

Methylnerol wurden bereits zuvor als Nebenprodukte von C11-Terpensynthasen 

beschrieben. 24 neue Nebenprodukte konnten identifiziert werden und bei vier 

von Ihnen die Struktur aufgeklärt werden: 2-Methylborneol, 3,4-Dimethylcumene 

und die beiden Diastereomere von 2-Methylcitronellol. 

Die Bildung von weniger volatilen Terpenoiden durch die Produktionsstämme 

wurde ebenfalls untersucht. Dabei wurde ein mit Polydimethylsiloxan 

beschichteter Rührfisch in der Flüssigphase der Kultur inkubiert (Stir Bar Sorptive 

Extraction, SBSE), die Analyten mit Hexan extrahiert und mit der GC-MS 

analysiert. Neben den fünf Sesquiterpenoiden Nerolidol, 2,3-Dihydrofarnesol, 

(Z,E)-Farnesol, (E,E)-Farnesol und Farnesal wurde das C16-Terpen 6-

Methylfarnesol produziert. Letzteres wurde auch von einem Kontrollstamm 
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produziert, der kein Gen einer C11-Terpensynthase exprimierte, aber nicht von 

einem Kontrollstamm ohne GPP-Methyltransferase. Vermutlich katalysiert die 

endogene FPP-Synthase die Kondensation von 2-Methyl-GPP mit IPP zu 

6-Methyl-FPP, das anschließend entweder spontan oder durch ein anderes 

endogenes Enzym zu 6-Methylfarnesol hydrolysiert wird. 

 

2.6.2 Analyzing and engineering the product selectivity of a 

2-methylenebornane synthase 

Kschowak MJ, Maier F, Wortmann H, Buchhaupt M (2020) ACS Synthetic Biology 

9, 5, 981–986 

 

Diese Publikation beschreibt ein semirationales Protein-Engineering der 2-MB-

Synthase aus Pseudomonas fluorescens, die bereits in der zuvor beschriebenen 

Arbeit untersucht wurde. Dafür wurde zunächst ein Sequenzvergleich und eine 

Homologiemodellierung der 2-MB-Synthase durchgeführt. Auf Grundlage derer 

wurden 13 Aminosäuren in Umgebung des aktiven Zentrums ausgewählt, die 

durch Alanin substituiert wurden. Diese 13 Gene und das des Wildtyps wurden 

wie in der vorrangegangenen Studie jeweils gemeinsam mit denen des 

Mevalonatweges, einer GPP-Synthase und einer GPP-Methyltransferase 

heterolog in E. coli exprimiert. Die Produktselektivität und die 2-MB-

Konzentration wurden mittels SBSE-GC-MS bestimmt. 

Alle Stämme, die eines der mutierten 2-MB-Synthase-Gene exprimieren, zeigten 

im Vergleich zu dem Stamm, der das Wildtyp-Gen exprimiert, deutlich reduzierte 

2-MB-Konzentrationen. Das zeigt die Bedeutung der ausgewählten 

Aminosäurereste in der Nähe des aktiven Zentrums für die Substratbindung oder 

-umsetzung. Das Produktspektrum der F205A-Mutante zeigte eine starke 

Änderung auf. So wurde deutlich weniger des Hauptproduktes 2-MB produziert 

und stattdessen das Nebenprodukt 2-Methyllimonen und drei C11-Terpene mit 

unbekannter Struktur freigesetzt. 

Um die Schlüsselrolle der Aminosäure F205 in der Produktbildung genauer zu 

untersuchen, wurde an dieser Stelle eine Sättigungsmutagenese durchgeführt. 

Der 2-MB-Anteil an der gesamten C11-Terpen-Produkt-Peakfläche war bei allen 

Stämmen mit Enzymvarianten im Vergleich zu dem Stamm mit dem Wildtyp-
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Enzym reduziert. Nur geringe Mengen an C11-Terpensynthase-Produkten 

wurden in Kulturen von Stämmen gefunden, bei denen F205 durch eine der 

basischen oder sauren Aminosäuren ausgetauscht wurde. Die anderen Mutanten 

zeigten verschiedene Produktselektivtäten und insgesamt konnten vier neue, 

zuvor nicht beschriebene, C11-Terpene produziert werden. 

 

2.6.3 Expanding the Isoprenoid Building Block Repertoire with an IPP 

Methyltransferase from Streptomyces monomycini 

Drummond L*, Kschowak MJ*, Breitenbach J, Wolff H, Shi YM, Schrader J, Bode 

HB, Sandmann G, Buchhaupt M (2019) ACS Synthetic Biology 8, 6, 1303-1313 

*zu gleichen Teilen beigetragen 

 

In diesem Artikel wird eine weitere Möglichkeit beschrieben, nicht-kanonische 

Terpene herzustellen; mit einer IPP-Methyltransferase aus Streptomyces 

monomycini, die IPP einfach zu (E)-4-Methyl-IPP, (Z)-4-Methyl-IPP, 4-Methyl-

DMAPP und zweifach zu 4,4-Dimethyl-IPP und 4,4-Dimethyl-DMAPP 

methylieren kann. Dies zeigten in vitro-Studien. Das enzymkodierende Gen 

befindet sich im Genom von S. monomycini vor den Genen einer putativen 

Prenyltransferase und einer Terpensynthase, deren genaue Funktionen noch 

nicht aufgeklärt wurden. Das Struktur-Homologiemodell zeigt im Vergleich zu der 

GPP-Methyltransferase aus S. coelicolor einen Tryptophanrest, der in die 

Substratbindetasche ragt und diese somit deutlich verkleinert. Das Gen wurde 

gemeinsam mit denen des Mevalonatweges in E. coli exprimiert und die volatilen 

Stoffe aus dem Kopfraum mit SPME-GC-MS analysiert. Neben den Produkten 

aus den in vitro-Studien wurde mit diesem in vivo-Ansatz außerdem 5-Methyl-

IPP produziert. Zusätzlich konnten Kondensationsprodukte aus 4-Methyl-IPP mit 

DMAPP oder IPP, sowie 4-Methyl-DMAPP mit IPP zu 4-Methyl-GPP und 4-

Methyl-FPP bzw. 8-Methyl-GPP produziert werden. 

Zur Detektion weiterer Produkte der Methyltransferase und Prenyltransferase im 

in vivo-Ansatz wurden Fütterungsexperimente mit (methyl-13C)-Methionin 

umgesetzt. So konnten durch Vergleich der Massenspektren aus GC-Analysen 

von Kulturen mit unmarkiertem Methionin alle durch die Methyltransferase 

katalysierten Übertragungen von Methylgruppen detektiert werden. Dieser 
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Vergleich zeigte nicht nur die Umsetzung zu C11- und C16-Terpenoide, sondern 

auch zu C12- und C17-Terpenoiden. 

Um zu überprüfen, ob die methylierten, nicht-kanonischen 

Prenylpyrophosphatbausteine auch von nachfolgenden Enzymen eines längeren 

Terpenoid-Biosyntheseweges umgesetzt werden und in die Produkte eingebaut 

werden, wurde das Gen der IPP-Methyltransferase in E. coli Stämmen zusätzlich 

zur heterologen de novo-Produktion von Carotinoiden exprimiert. Entlang des 

Biosyntheseweges zu Zeaxanthin – über GGPP, Phytoen, Lycopin, und β-Carotin 

– stellten Stämme zur Produktion von Phytoen und Lycopin einfach (C41), 

zweifach (C42) und dreifach methylierte Carotinoide (C43) her und Stämme zur 

Produktion von β-Carotin und Zeaxanthin einfach und zweifach methylierte 

Carotinoide. Aufgrund der Möglichkeit des Einbaus von methylierten oder nicht 

methylierten Prenylpyrophosphatbausteinen an verschiedenen Positionen der 

Produkte gibt es eine Reihe von Möglichkeiten, an welchen Positionen die 

Carotinoide methyliert sind. Dass die nicht-kanonischen Carotinoide an 

verschiedenen Positionen methyliert sind, wurde exemplarisch an Monomethyl- 

β-Carotin mittels HPLC-MS-MS Analyse gezeigt. 
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3 Zusammenfassende Diskussion 

Zwei Wege, C11-Terpene zu produzieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit 

aufgezeigt (vgl. Publikationszusammenfassungen Kap. 2.6.1 und Kap. 2.6.2). 

Der in der ersten Arbeit propagierte Reaktionsmechanismus für die 2-MIB- und 

2-MB-Synthasen zeigt, dass die Nebenprodukte aus Abbruchreaktionen der 

Carbokationreaktionskaskaden zum 2-Methybornylkation entstanden sind. Wie 

bereits eingeführt (s. Kap. 2.4.1) spielen insbesondere aromatische Seitenketten 

eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der Carbokationen im aktiven Zentrum 

der Terpensynthasen. Die Schlüsselrolle, die F205 in der 2-MB-Synthase aus 

Pseudomonas fluorescens einnimmt, wurde durch eine Sättigungsmutagenese 

untersucht. Ein Einfluss beim Übergang von der trans- zur cis-Form der 

Carbokationintermediate wird vermutet (Hyatt et al. 2007). Auch die anderen in 

der vorliegenden Arbeit untersuchten C11-Terpensynthasen weisen an dieser 

Position ein Phenylalaninrest auf (F305 in MIBSc, F302 in MIBSg, F268 in 

MBSm). Eine besondere Rolle scheinen die Aminosäuren in dieser Position bei 

C11-Terpensynthasen einzunehmen. Eine andere Studie untersuchte die 

Umsetzung von 2-Methyl-GPP zu C11-Terpenen durch Monoterpensynthasen. 

Hierbei zeigte sich, dass ein Austausch von Phenylalanin bzw. Histidin an dieser 

Position mit den Aminosäuren Histidin, Tryptophan, Isoleucin, Valin oder Leucin 

zu einer erhöhten Spezifität gegenüber 2-Methyl-GPP im Vergleich zu GPP 

führte (Ignea et al. 2018). Eine Vergleich der Aminosäuresequenzen von nicht-

kanonischen Terpensynthasen mit denen von kanonischen, insbesondere der 

metallbindenden Motive zeigte eine hohe Ähnlichkeit und keine Besonderheiten 

(Piechulla et al. 2021). 

Ebenso ist es sehr wahrscheinlich, dass der Reaktionsmechanismus der 

Prenylpyrophosphat-Methyltransferasen, die insbesondere in der dritten 

Publikation dieser Arbeit im Fokus stehen (s. Kap. 2.6.3), über Carbokationen 

führt. Dies wurde bereits für die GPP-MTase propagiert (Ariyawutthiphan et al. 

2012) und auch die in der vorliegenden Arbeit identifizierten Produkte der IPP-

MTase aus S. monomycini lassen darauf schließen. Hierbei findet ein 

elektrophiler Angriff von SAM auf die Doppelbindung des Substrates statt, sodass 

dieses ionisiert wird und ein Carbokation entsteht. Je nachdem an welcher 
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Position dieses deprotoniert, entsteht 5-Methyl-IPP, 4-Methyl-IPP oder 4-Methyl 

DMAPP als Produkt. Kürzlich wurden aufbauend auf dieser Publikation weitere 

IPP-MTasen untersucht und es konnten weitere IPP-MTase-Produkte identifiziert 

werden, insgesamt fünf C6- und sechs C7-Moleküle, sowie ein C8-Molekül bei 

einer in vivo Inkubation (Drummond et al. 2022). Die genannten Produkte der 

IPP-MTasen und der Reaktionsmechanismus über Carbokationen zeigen, dass 

analog zu den TS-katalysierten Reaktionen nicht nur Deprotonierungen als 

finaler Schritt in der MTase-Reaktion möglich sind, sondern auch 

Hydridverschiebungen stattfinden. Ebenso wurde eine Zyklisierung während der 

Methylierung von FPP (s.Abb. 9) durch eine MTase beschrieben (von Reuss et 

al. 2018). Insbesondere die Arbeit an den IPP- und DMAPP-MTasen zeigt die 

Möglichkeiten auf, die durch Einführung der Methylgruppen hinsichtlich der neu 

entstandenen Stereoisomere besteht. Die meisten untersuchten MTasen weisen 

eine hohe Substratselektivität, Selektivität der Deprotonierungsstellen und 

Stereoselektivität bzw. Enantioselektivität auf (Drummond et al. 2022). Die 

selektiv entstandenen Isomere führen auch in den Folgereaktionen spezifisch zu 

Stereoisomeren. So kondensiert beispielsweise eine Prenyltransferase (E)-4-

Methyl-IPP mit GPP zu (R)-4-Methyl-FPP kondensiert und (Z)-4-Methyl-IPP mit 

GPP zu (S)-4-Methyl-FPP (Tanetoshi Koyama et al. 1980). 

Jeweils zehn Aminosäurereste des aktiven Zentrums der Prenylpyrophosphat-

Methyltransferasen IPP-MTase aus S. monomycini, der GPP-MTase aus S. 

coelicolor und der FPP-MTase aus Serratia plymuthica sind hydrophob und 

fördern die Bindung der hydrophoben Enden der Substrate. Auch ein Tripel-

Histidin-Motiv zur Bindung der Pyrophoshatgruppe ist in allen drei 

Methyltransferasen konserviert (Lemfack et al. 2021). Die in der dritten 

Publikation dieser Arbeit aufgestellte Hypothese, dass der Tryptophanrest im 

aktiven Zentrum der IPP-MTase, dieses im Vergleich zum Glycinrest der GPP-

MTase verkleinert, wurde in der Zwischenzeit untermauert. Der Wildtyp der GPP-

MTase setzt kein DMAPP oder IPP um. Ein Austausch der kurzen Seitenkette 

des Glycins mit größeren führte zu einem Umsatz von DMAPP (Xia et al. 2023). 

Andersherum wurde für eine C6-GPP-MTase, deren Wildtyp ausschließlich GPP 

umsetzt, gezeigt, dass der Austausch eines Tryptophanrests gegen einen 

Alaninrest zur Akzeptanz von FPP als Substrat und C6-Metyhlierung führt 

(Tsutsumi et al. 2022). 
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Die Relevanz, der hier zusammengefassten und gemeinsam betrachteten 

Publikationen, zeigt sich auch in weiteren Publikationen, die sich mit 

Prenylpyrophosphat-Methyltransferasen und der Produktion nicht-kanonischer 

Terpene beschäftigt und zeitgleich oder kurze Zeit später veröffentlicht wurde. 

Ein Teil der hier mit E. coli produzierten C11-Terpene wurde de novo mit 

Saccharomyces cerevisiae mit einer GPP-MTase und verschiedenen 

Monoterpensynthasen hergestellt (Ignea et al. 2018). Die gleiche Gruppe nutzte 

die FPP-MTase der Sodorifen-Biosynthese und sechs Mutanten der FPP-MTase 

gemeinsam mit zwei Diterpensynthasen und einer Cytochrom P450, um 28 

verschiedene C16-Terpene de novo in S. cerevisiae zu synthetisieren (Ignea et 

al. 2022). Die Gene des Biosyntheseweges nicht-kanonischer Terpene aus 

Insekten wurde in E. coli heterolog exprimiert, um C16 -Terpene zu produzieren 

(Eiben et al. 2019). 

In 2019 veröffentlichten vier verschiedene Arbeitsgruppen einen neuen Weg über 

zwei Enzyme, um ausgehend von Isopentenol und Dimethylallylalkohol IPP und 

DMAPP zu synthetisieren (Lund et al. 2019; Chatzivasileiou et al. 2019; Couillaud 

et al. 2019; Clomburg et al. 2019). Für die erste Phosphorylierung nutzten die 

verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedliche Enzyme aus S. cerevisiae, 

Shigella flexneri, E. coli oder Xanthomonas translucens. Für die zweite 

Phosphorylierung nutzten alle eine Isopentenyl-Phosphat-Kinase aus einem 

Archaeon (Grochowski et al. 2006). Die Substrat-Promiskuität dieses Weges 

wurde kurze Zeit später beschrieben und bereits verschiedene 

Sesquiterpenderivate, unter anderem auch einfach und zweifach methylierte, 

synthetisiert. 

Einige Strukturen der methylierten C41-Carotenoide, dessen Produktion in der 

dritten Publikation der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, sind aufgeklärt, es 

handelt sich hierbei um 16-Methyl-Derivate von 15-cis-Phytoen, Lycopin, β-

Carotin und Zeaxanthin (Takagi et al. 2020). 

 

Über die natürliche Funktion nicht-kanonischer Isoprenoide ist relativ wenig 

bekannt. Das weitverbreitetste C11-Terpen 2-Methylisoborneol, dessen Synthase 

auch in dieser Arbeit genauer untersuch wurde, wird von vielen Streptomyceten 

zusammen mit Geosmin produziert. Beide Substanzen locken Springschwänze 



Zusammenfassende Diskussion 

  36 

an, die unter anderem Mikroorganismen als Nahrungsquelle nutzen. Sie werden 

von Streptomyceten bei der Sporulierung gebildet und die Springschwänze 

verbreiten die Sporen über Anhaftung oder ihre Ausscheidungen (Becher et al. 

2020). Die rote Feuerameise bevorzugt 2-MIB- und Geosmin-enthaltende Böden 

als Nistplätze. Es wird vermutet, dass die terpenausstoßenden Bakterien 

entomopathogene Pilze hemmen (H. Huang et al. 2020). Von einem anderen 

bakteriellen nicht-kanonischen Terpen ist die Funktion bekannt: Das 

phytopathogene Bakterium Rhodococcus fascians produziert Cytokinine, 

Phytohormone, die Pflanzenwachstum und -entwicklung regulieren. Die 

methylierten Cytokinine verbleiben im Gegensatz zu kanonischen Cytokininen 

länger in Pflanzen und sind schlechtere Substrate für eine abbauende 

Dehydrogenase. Hier erfüllen die Methylgruppen durch eine Erhöhung der 

biologische Stabilität eine spezifische Funktion, was ihren Produzenten einen 

Vorteil verschaffen könnte (Radhika et al. 2015). Serratia plymuthica setzt unter 

Einfluss von bestimmten volatilen Stoffen von Pilzen verstärkt Sodorifen frei und 

scheint eine wichtige Rolle in der Kommunikation mit Pilzen zu spielen (Schmidt 

et al. 2017). 

Über die Funktion von Insekten produzierten Homoterpenen ist etwas mehr 

bekannt. Homo-γ-Bisabolen, 9-Methylgermacren-B und 3 Methyl-α-Himachalen 

sind männliche Sex-Pheromone (Hamilton et al. 1996b; 1996a; Staddon et al. 

1994). 3-Methyl-7-Methylen-1,3,8-Nonatrien wird unter bestimmten 

Stressbedingungen vom Borkenkäfer I. typographus freigesetzt (Francke et al. 

1995). Faranal wird als true trail pheromone der Ameise Monomorium pharaonis 

bezeichnet und hat eine Lockwirkung auf Ameisen der gleichen Art (Ritter et al. 

1977). 

Die dargelegten Funktionen zeigen, dass die produzierenden Organismen einen 

Vorteil durch die Produktion und Interaktionen der nicht-kanonischen Terpene 

erlangen, der sich von den Funktionen der kanonischen Terpene teilweise 

abgrenzt. In Umgebung mit hohen Konzentrationen von durch Pflanzen 

freigesetzten, kanonischen Terpenen, könnte dieser „Dialekt“ der neuartigen 

Terpene eine spezifischere Wechselwirkung zulassen und einen evolutionären 

Vorteil bringen. Eine oder mehrere zusätzliche Methylgruppe könnten im Fall von 

Kommunikationssignalen die Bindung an für kanonische Terpene angepasste 

Rezeptoren deutlich verringern oder unmöglich machen. Andererseits wird in der 
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pharmazeutischen Forschung der magic methyl effect beschrieben, der zu einer 

vielfach erhöhte Affinität durch Einführung einer Methylgruppe im Wirkstoff führt 

(Schönherr and Cernak 2013). So wäre es denkbar für ein natürlicherweise 

kanonisches Terpen mit mehreren Funktionen, durch Einführung einer 

Methylgruppe eine Funktion abzuschalten. Auch andere Vorteile von Derivaten, 

wie ein verlangsamter Abbau oder eine veränderte Membrangängigkeit sind für 

methylierte Terpene vorstellbar und wurden wie oben beschrieben für einzelne 

Terpene bereits aufgezeigt. 

2-Methylisoborneol hat einen unangenehmen Geruch, mit dem Probleme in der 

Trinkwasseraufbereitung und der Fischzucht einhergehen (Jüttner and Watson 

2007). Für die meisten der während dieser Arbeit produzierten methylierten 

Hemi-, Mono- und Sesquiterpene wurden mittlerweile die Geruchseigenschaften 

genauer untersucht (Sommer et al. 2022). Besonders methylierte Monoterpene 

wiesen dabei intensive und angenehme Gerüche auf und hatten einen ähnlichen 

Geruchsschwellenwert, im Vergleich zu ihren nicht-methylierten Äquivalenten. 

Sie unterschieden sich jedoch teilweise hinsichtlich ihres Geruches. So wurde 

der Geruch von Methylcaren als fruchtig, süßlich und nadelwaldartig 

beschrieben, während (S)-Caren einen harzigen Geruch hat. Der Einfluss der 

Stereoisomerie und der Position der Methylierung wurde anhand der cis-trans-

Isomere Nerol und Geraniol untersucht. Geraniol hat einen blumigen, 

zitrusartigen Geruch, während sein Isomer Nerol zusätzlich einen harzigen 

Geruch besitzt. Die Nerolderivate zeigten jeweils Unterschiede auf. Der Geruch 

2-Methylnerols wurde als süßlich, blumig, frisch, zitrus- und orangenähnlich 

beschrieben. Im Gegensatz dazu wurde 4-Methylnerol als grün, fruchtig, blumig 

und zitrusartig beschrieben. 2-Methylgeraniol wies keinen Unterschied zu 

Geraniol im Geruch auf, während 8-Methylgeraniol einen harzigeren 

Geruchseindruck und 4-Methylgeraniol vor allem einen zitronenartigen 

Geruchseindruck vermittelte. Das Racemat Linalools hat einen frischen, 

blumigen, holzigen und herben Geruch. Der Geruch von (R/S)-2-Methyllinalool 

wurde ebenfalls als angenehm und insgesamt ähnlich, jedoch zusätzlich als 

zitronen- und bergamotteartig beschrieben (Sommer et al. 2022).  

Dies zeigt das Potenzial, dass die stereospezifische Einführung von 

Methylgruppen bei Terpenen für neue Aromastoffe hat. 
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Abstract

The structural diversity of terpenoids is limited by the isoprene rule which states that all primary

terpene synthase products derive frommethyl-branched building blocks with five carbon

atoms.With this study we discover a broad spectrum of novel terpenoids with eleven carbon

atoms as byproducts of bacterial 2-methylisoborneol or 2-methylenebornane synthases. Both

enzymes use 2-methyl-GPP as substrate, which is synthesized fromGPP by the action of a

methyltransferase. We used E. coli strains that heterologously produce different C11-terpene

synthases together with the GPPmethyltransferase and the mevalonate pathway enzymes.

With this de novo approach, 35 different C11-terpenes could be produced. In addition to eleven

known compounds, it was possible to detect 24 novel C11-terpenes which have not yet been

described as terpene synthase products. Four of them, 3,4-dimethylcumene, 2-methylborneol

and the two diastereomers of 2-methylcitronellol could be identified. Furthermore, we showed

that anE. coli strain expressing the GPP-methyltransferase can produce the C16-terpene 6-

methylfarnesol which indicates the condensation of 2-methyl-GPP and IPP to 6-methyl-FPP by

the E. coli FPP-synthase. Our study demonstrates the broad range of unusual terpenes acces-

sible by expression of GPP-methyltransferases and C11-terpene synthases inE. coli and pro-

vides an extendedmechanism for C11-terpene synthases.

Introduction

Terpenoids constitute the largest class of natural products with more than 70,000 compounds

that have been discovered so far [1]. The diversity of structures is reflected in its various appli-

cations as nutrients (carotenoids), drugs (artemisinin and taxol), potential biofuels (farnesane),

and flavor and fragrance compounds ((-)-menthol, sclareol) (for a comprehensive overview

see [2], in particular part 3).

However, the structural diversity is limited by the isoprene rule, which states that terpenes

have a methyl-branched carbon chain with a length of a multiple of five carbons. Already in
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1887 Otto Wallach concluded during his comprehensive work on structures of terpenoids that

terpenes are formal oligomers of isoprene [3]. In 1953 Leopold Ružička extended the isoprene

rule and described non-canonical terpenoids as the products of subsequent reactions on

canonical terpenes [4]. The cellular C5 precursors of all terpenes are isopentenyl diphosphate

(IPP) and its isomer dimethylallyl diphosphate (DMAPP). They are produced by two indepen-

dently evolved pathways: the mevalonate pathway and the later discovered 2-C-methyl-d-ery-

thritol 4-phosphate pathway. They proceed via different intermediates, but culminate in the

same end products.

In 2007 and 2008 the elucidation of the biosynthetic pathway to the non-canonical terpene

and off-flavor 2-methylisoborneol (2-MIB) in different microorganisms was reported indepen-

dently by three research groups, based on feeding experiments with isotopically labelled precur-

sors [5] or on in vitro experiments with recombinant enzymes [6,7]. In a first step the S-adenosyl-

l-methionine-dependent geranyl diphosphate C-methyltransferase (GPP-MTase) catalyzes the

electrophilic methylation at the C-2 position of geranyl diphosphate (GPP). The 2-methyl-GPP

serves as substrate for the 2-MIB synthase, which catalyzes the cyclization to the bicyclic terpene

alcohol 2-MIB (Fig 1). The crystal structures of both involved enzymes have been determined

and catalytic mechanisms of the GPP-MTase and 2-MIB synthase were proposed [8,9].

2-MIB has a muddy smell with a low odor and flavor threshold (< 5 ng/L) [10,11] and is a

contaminant of drinking water, wine [12] and fish [13]. Moreover it is related to the musty-

earthy aroma in camembert and brie [14]. Since its isolation from streptomycetes and struc-

ture elucidation in 1969 [15,16], many other bacteria were identified as producers. Mainly acti-

nomycetes and cyanobacteria [17], but also myxobacteria [5] and eukaryotes like fungi [14,18]

and liverwort [19] were reported to release 2-MIB.

Besides 2-MIB synthases, two terpene synthases (TS) are described that produce the

C11-terpene 2-methylenebornane (2-MB) as main product. Likewise, the 2-MB synthases of

Pseudomonas fluorescens andMicromonospora olivasterospora use 2-methyl-GPP as substrate

and are closely related to 2-MIB synthases [6,20].

The reaction from 2-methyl-GPP to 2-MIB or to 2-MB proceeds via a series of carbocatio-

nic intermediates. Corresponding to other terpene synthases these carbocations can be

quenched by the addition of water or by deprotonation [21]. Early quenching reactions at the

cationic intermediates of the 2-MIB cyclization cascade explain the previously identified side

products of C11-terpene synthases (C11-TS) from different bacteria, including 2-methylgera-

niol, 2-methylnerol, 2-methyllinalool, 2-methylmyrcene, 2-methyl-α-terpineol, 2-methyl-β-
fenchol, 2-methyllimonene, 2-methyl-2-bornene and 1-methylcamphene [20,22,23]. The

2-methylbornyl cation is the last carbocation in the reaction mechanism catalyzed by C11-TSs

and is the precursor for the two different main products 2-MIB or 2-MB.

In this study we heterologously expressed four different C11-TS genes, in each case to-

gether with the genes for a GPP-MTase and for the whole mevalonate pathway including an

IPP-isomerase gene, in E. coli to produce C11-terpenes. Using headspace-solid phase micro

extraction (HS-SPME) or stir bar sorptive extraction (SBSE) and subsequent gas chromato-

graphy-mass spectrometry (GC-MS) analysis we observed the production of many different

compounds and were able to identify diverse mono-, C11-, sesqui- and C16-terpenoids from

the E. coli strains containing such a non-canonical terpenoid biosynthesis pathway.

Materials andmethods

E. coli strain DH5α (New England Biolabs) was used for plasmid construction. E. coliMG1655

ΔendA ΔrecA (DE3) (hereinafter referred to as E. coliMG1655) [24] was constructed in the lab

of Kristala Prather (Addgene #37854) and used for production experiments. pJBEI-6409 was
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constructed in the lab of Taek Soon Lee (Addgene plasmid # 47048). It contains the genes of

the mevalonate pathway, of an IPP isomerase, of a GPP synthase and of a limonene synthase

[25] and was used to construct a plasmid for provision of high GPP levels.

E. coli strains were cultivated routinely at 37˚C in lysogeny broth (LB, 10 g/L yeast extract,

10 g/L NaCl, 5 g/L tryptone [26]) containing the appropriate antibiotics (ampicillin, 100 μg/

mL; chloramphenicol, 34 μg/mL; gentamicin, 20 μg/mL).

Genes encoding the 2-MB synthase from Pseudomonas fluorescens Pf0-1 (MBSp), the 2-MB

synthase fromMicromonospora olivasterospora (MBSm), the 2-MIB synthase from Streptomy-

ces griseus subsp. griseus (MIBSg), the 2-MIB synthase from Streptomyces coelicolor A3(2)

(MIBSc) and the GPP-MTase from Streptomyces coelicolor A3(2) were codon-optimized for E.

coli and synthesized by Life Technology GmbH (Darmstadt, Germany). Optimal ribosomal

binding sites (RBS, S1 Table) for those genes were designed with the RBS calculator V1.1

[27,28]. New RBSs of C11-TSs were synthesized together with the genes. The new RBS of the

GPP-MTase was integrated via Gibson assembly.

Fig 1. Biosynthesis of 2-methylisoborneol (2-MIB) and 2-methylenebornane (2-MB) GPP is methylated at the
second C-atom by a GPP-MTase. 2-methyl-GPP serves as substrate for the 2-MIB synthase and the 2-MB synthase.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196082.g001
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2-Methylisoborneol and 2-Methylborneol were synthesized from camphor as previously

described [16]. Other C11- and C16-terpene reference substances were synthesized by

Enamine Ltd (Riga, Latvia).

Plasmid construction

The gene for chloramphenicol resistance in pJBEI-6409 were exchanged with the gene for gen-

tamicin resistance via Gibson assembly [29]. The backbone was amplified with the primers

mk20 and mk23 (S1 Table), the insert was amplified with the primer pair mk24 / mk25 and

pBBR1MCS-5 [30] as template. From the new plasmid pMK-04 (Table 1) the gene encoding

the limonene synthase was deleted via Gibson assembly for construction of pMK-05. The

backbone was amplified with the primers mk7 and mk8. The oligo mk78x was used as insert.

To provide the empty vector control pMK-06, a PCR with the primers mk8 and mk26, a

restriction digest of the PCR product with BamHI and self-ligation was done.

For integration of the GPP-MTase gene into the second multiple cloning site of pETDuet-

1, it was amplified with the primers mk12 and mk13. The backbone was amplified with the

primers mk10 and mk11. The products were combined to construct plasmid pMK-03 via Gib-

son assembly.

The genes encoding MBSp, MBSm, MIBSg and MIBSc were integrated in the first multiple

cloning sites of pMK-09 and pETDuet-1 via standard restriction cloning (XbaI and NotI) to

provide the plasmids pMK-08, -12, -13, -14 and -15.

Strains

To construct the production strains (11-p, 11-m, 11-g, 11-c; Table 2) which heterologously

express the genes of the mevalonate pathway, of an IPP isomerase, of a GPP synthase, of the

Table 1. Plasmids used in this study.

Name Description (origin of replication, antibiotic marker, promoter
and genes)

Expressed proteins Reference

pETDuet-1 colE1, Ampr, PT7 - Novagen

pJBEI-
6409

p15A, Cmr, PlacUV5, Ptrc
atoB, mvaS,mvaA, ERG12, ERG8,MVD1, idi, trGPPS2, trLS

Mevalonate pathway proteins, IPP-isomerase, GPP-synthase, limonene
synthase

[25]

pMK-04 pJBEI-6409 with Gmr instead of Camr Mevalonate pathway proteins, IPP-isomerase, GPP-synthase, limonene
synthase

This
study

pMK-05 pMK-04, trLS deleted Mevalonate pathway proteins, IPP-isomerase, GPP-synthase This
study

pMK-06 pMK-04, empty vector - This
study

pMK-03 pETDuet-1, gppmtasea GPP-MTase (NP_631739.1) This
study

pMK-08 pETDuet-1,mbspa MBSp (WP_011333305.1) This
study

pMK-12 pETDuet-1,mbsp, gppmtase MBSp, GPP-MTase This
study

pMK-13 pETDuet-1,mbsma, gppmtase MBSm (BAK26793.1), GPP-MTase This
study

pMK-14 pETDuet-1,mibsga, gppmtase MIBSg (WP_012378420.1), GPP-MTase This
study

pMK-15 pETDuet-1,mibsca, gppmtase MIBSc (NP_733742.1), GPP-MTase This
study

a Optimized gene sequences can be found in S1–S5 Figs

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196082.t001
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GPP-MTase and one of four different C11-TS genes, the respective plasmids were transformed

into E. coliMG1655. Furthermore, control strains lacking a C11-TS gene (11–0), the C11-TS

gene and the GPP-MTase gene (10–0) and a negative control with empty vectors (0–0) were

constructed.

De novo terpenoid production in E. coli

Pre-cultures in reaction tubes containing 5 mL LB medium with appropriate antibiotics were

incubated overnight at 37˚C and 180 rpm. Main cultures in 15 ml 2x YT medium (16 g/L tryp-

tone, 10 g/L yeast extract, 5 g/L NaCl, pH 7,0 [32]) with 2% (v/v) glycerol and appropriate anti-

biotics in 100 ml baffled shake flasks were inoculated from pre-cultures to an OD600 value of

0.1. After cultivation at 37˚C to an OD600 value of 1, gene expression was induced with isopro-

pyl-β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, 100 μM). Induced cultures had terpenoids extracted

after 24 hours of incubation at 30˚C and 180 rpm.

HS-SPME GC-MS analysis

Volatile compounds in the headspace of each culture were analyzed by extraction with an

85 μm SPME stableflex fiber composed of polydimethylsiloxane and Carboxen (Supelco, Belle-

fonte, USA). The SPME fibers were exposed for 30 minutes and then inserted into the injec-

tion port of a GC-MS-QP2010 (Shimadzu) containing a DB-5 column (30 m x 0.25 mm x

0.25 μm, Agilent, Santa Clara, USA). Measurements were conducted as follows: helium as car-

rier gas, splitless injections at 250˚C, 1 minute sampling time and column flow of 1.1 mL/min.

The column temperature was programmed as follows: 40˚C for 1.5 minutes, 10˚C/min up to

250˚C followed by 20˚C/min up to 300˚C.

Compounds were identified via comparison of mass spectra and retention indexes (RI) to

the ones of reference substances or mass spectra of the NIST mass spectral library (v14) and

RIs published by Adams [33]. Identity was assumed if the similarity index was equal to or

higher than 90 and the RI was ± 10 compared to the published data.

To identify 2-methyl-α-terpineol ion trace analyses were done. For this purpose, the pro-

portions of the peak areas of the fragment ions atm/z = 107, 135, 150 and 93 were compared

Table 2. Strains used in this study.

Strain Genotype / harboring plasmids Reference

E. coli
MG1655

F-, λ-, ilvG- rfb-50 rph-1, ΔendA, ΔrecA [24]

E. coli DH5α F-, F80lacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1,hsdR17(r-, m+), phoA,
supE44, λ-, thi-1

[31]

0–0 E. coliMG1655 + pMK-04 + pETDuet-1 This
study

10–0 E. coliMG1655 + pMK-05 + pETDuet-1 This
study

11–0 E. coliMG1655 + pMK-05 + pMK-03 This
study

11-p E. coliMG1655 + pMK-05 + pMK-12 This
study

11-m E. coliMG1655 + pMK-05 + pMK-13 This
study

11-g E. coliMG1655 + pMK-05 + pMK-14 This
study

11-c E. coliMG1655 + pMK-05 + pMK-15 This
study

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196082.t002
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to the proportions of the signal intensities of the same fragment ions of the reference

compound.

Structural conversions of analytes during the procedure were excluded by HS-SPME

GC-MS analysis with the mono- and C11-terpenoids.

SBSE GC-MS analysis

For extraction of less volatile terpenoids, a twister (10 x 0.5 mm PDMS; Gerstel, Mühlheim an

der Ruhr, Germany) was fixated in a shake flask by an external magnet in order to cover it

completely with culture. After the production phase the twister was removed from the culture,

rinsed with ddH2O, dried with lint free wipes and transferred to the inlet of a GC-vial, which

was filled with 250 μL n-pentane. After 15 minutes of incubation in an ultrasonic bath (Merck

eurolab, Darmstadt, Germany) 5 μL of the pentane were used for GC-MS analysis. Besides the

injection mode (split ratio = 10) the same settings and equipment described for the HS-SPME

GC-MS analysis were used.

Results

C11-terpenoids

Volatiles of four different production strains (11-p, 11-m, 11-g and 11-c) heterologously

expressing the genes of the mevalonate pathway, an IPP isomerase gene, a GPP synthase gene,

the GPP-MTase gene and one of four different C11-TS genes were analyzed with HS-SPME

GC-MS.

The resulting total ion chromatograms (Fig 2) and the corresponding mass spectra (S6 Fig)

show a complex and diverse mixture of volatiles in the culture headspaces.

From mass spectral data, 35 C11-terpenes could be identified (Table 3). They show typical

fragment ions for C11-terpenes e.g. atm/z 69, 93, 107, 121 and 135 (S6 Fig). Ten of them have

a molecular ion of a C11-terpene alcohol atm/z 168 as observed for 2-MIB, suggesting the

structures of methylated monoterpene alcohols, while 22 compounds showed like 2-MB a

molecular ion atm/z 150 in the mass spectra, in agreement with the structure of a methylated

monoterpene hydrocarbon. The main products 2-MIB and 2-MB were detected in the head-

space of all four production strains. Furthermore, the previously described products 2-methyl-

2-bornene, 1-methylcamphene, 2-methylmyrcene, 2-methyllimonene, 2-methyl-β-fenchol,
2-methyllinalool, 2-methyl-α-terpineol, 2-methylgeraniol and 2-methylnerol were produced

by the different strains in strain-specific proportions. 2-Methyl-α-terpineol (RI = 1291) coe-

lutes with indole, which shows high signals in the total ion chromatograms of all investigated

E. coli strains and has a similar retention index of 1294. However, via ion trace analyses it was

possible to identify 2-methyl-α-terpineol as products of the production strains harboring the

C11-terpene synthases of P. fluorescens and S. griseus.

Four identified compounds have not been described as C11-TS products or as natural

products in general. 2-Methylborneol (exo-isomer of 2-MIB), 3,4-dimethylcumene and

both diastereomers of 2-methylcitronellol were detected. In contrast to the other identified

C11-terpenes, 3,4-dimethylcumene exhibit the molecular ion atm/z = 148 and the two diaste-

reomers of 2-methylcitronellol atm/z = 170 (Fig 3), requiring an additional oxidation step for

3,4-dimethylcumene and a reduction step for 2-methylcitronellol.

In addition to previously described C11-TS products and those four newly found com-

pounds, 20 new C11-terpenes with unknown structures were detected.

From a total of 35 identified C11-terpenes, 2-methylmyrcene, 2-methyllinalool, 2-methyl-

geraniol and two C11-terpenes with unknown structures are produced by strain 11–0 (Table 3
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and S8 Fig), which does not express a terpene synthase. This indicates that they are formed

from 2-methyl-GPP without participation of a TS.

Monoterpenoids

In the headspace of four production strains also 29 monoterpenoids have been detected. We

were able to identify hydrocarbons (cylclofenchene, 2-bornene, tricyclene, α-thujene, α- and
β-pinene, camphene, sabinene, β-myrcene, α-phellandrene, limonene, (Z)- and (E)-β-oci-
mene, γ-terpinene, alloocimene), alcohols (linalool, isopulegol, borneol, terpinen-4-ol, γ-iso-
geraniol, β-citronellol, geraniol) and aldehydes (citronellal, isoneral, isogeranial, neral,
geranial). A couple of them only occur in strains expressing one of the C11-TS (S2 Table),

showing the acceptance of GPP as substrate of the investigated C11-TS as reported previously

[7,34]. However, 16 monoterpenoids are produced as well by strains not expressing any TS,

indicating that that they are formed from GPP without participation of a TS.

Sesquiterpenoids and C16-terpenoids

The formation of less volatile terpenoids by the production and the control strains was investi-

gated using SBSE GC-MS analyses. With nerolidol, 2,3-dihydrofarnesol, (Z,E)-farnesol, (E,E)-

farnesol and farnesal, five sesquiterpenoids were identified by comparison of their mass spec-

tra to known spectral data and RIs. Furthermore, the production of 6-methylfarnesol could be

Fig 2. Total ion chromatograms of HS-SPME-GCMS analyses of four production strains expressing four different C11-TSs. The peaks of all
identified and mentioned compounds are labeled. Compound names are listed in Table 3.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196082.g002
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shown by comparison of the mass spectrum and the RI to the ones of the reference substance

(Fig 4).

Like the sesquiterpenoids, this C16-terpene was produced by the production strains and

11–0 indicating that the TS is not involved in the formation of these compounds. Though the

control strain 10–0 without the GPP-MTase and TS produced the sesquiterpenoids, it did not

produce 6-methylfarnesol, revealing the participation of the GPP-MTase in the production of

6-methyfarnesol. Presumably, the endogenous E. coli farnesyl diphosphate (FPP) synthase,

Table 3. C11-compounds detected in the headspace of four C11-terpene production strains (11-p, 11-m, 11-g, 11-c) and one control strain without TS (11–0).

Detected in culture of strain

# Compoundb 11-p 11-c 11-g 11-m 11–0 Identified bya RI

8 C11-terpene x x 958

11 2-methyl-2-bornene x x x Ref 980

12 1-methylcamphene x x x x Ref 986

15 2-methylenebornane x x x x Ref 1018

17 C11-terpene x 1032

19 C11-terpene x 1041

20 C11-terpene x 1044

22 C11-terpene x 1052

24 C11-terpene x x 1064

25 C11-terpene x 1073

26 2-methylmyrcene x x x x x Lit 1081

27 C11-terpene x 1091

28 C11-terpene x 1095

30 C11-terpene x 1099

31 C11-terpene x x x 1115

32 C11-terpene x x x x 1125

33 2-methyllimonene x x x x Ref 1128

35 C11-terpene x x 1138

36 C11-terpene x x x x x 1139

37 3,4-dimethylcumene x x x x Ref 1146

41 C11-terpene x x x 1164

45 2-methylisoborneol x x x x Ref 1186

46 2-methyl-β-fenchol x x 1189

47 C11-terpene x x 1191

48 2-methyllinalool x x x x x Ref 1193

49 C11-terpene x 1194

50 2-methylborneol x Ref 1204

51 C11-terpene alcohol x 1207

55 C11-terpene alcohol x 1234

59 C11-terpene alcohol x 1275

60 2-methyl-α-terpineol x x Ref 1293

61 2-methylcitronellol, diastereomer 1 x Ref 1306

62 2-methylnerol x Ref 1308

63 2-methylcitronellol, diastereomer 2 x x Ref 1310

64 2-methylgeraniol x x x x x Ref 1327

a Compounds were identified via comparison of mass spectra and RIs of reference compounds (Ref) or of literature data (Lit, [22]).
b Compounds with unknown structures were named regarding their highestm/z value as C11-terpene (m/z = 150) or C11-terpene alcohol (m/z = 168)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196082.t003
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encoded by ispA, catalyzes the condensation of 2-methyl-GPP with IPP to 6-methyl-FPP. This

is probably dephosphorylated or hydrolyzed to 6-methylfarnesol in the next step, either spon-

taneously or by another endogenous enzyme (Fig 5).

Fig 3. Mass spectra and structures of the four novel C11-TS products 3,4-dimethylcumene (A), 2-methylborneol (B), 2-methylcitronellol diastereomer 1 (C) and
2-methylcitronellol diastereomer 2 (D) The mass spectra obtained from the analyses of the production strains (above) are compared with those of reference
compounds (below).The mass spectra of the diastereomers of 2-methylcitronellol are almost identical.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196082.g003
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Discussion

After the elucidation of the biosynthetic pathway of 2-MIB and 2-MB [5–7] and the descrip-

tion of eleven C11-terpenes as products of specific bacterial strains or C11-TSs [20,22,23], we

could produce 35 different C11-terpenoids via a de novo approach and heterologous expres-

sion with E. coli. This enormous product variety originating from only four different C11-TSs

reveals that there is a high potential to discover even more C11-terpenes by investigating other

C11-TSs or through protein engineering.

Besides the eleven previously described C11-terpenes, 24 novel compounds could be

detected in the headspace of four different production strains. From those, the structure of four

substances could be identified. Thereby, 3,4-dimethylcumene and the two diastereomers of

2-methylcitronellol are downstream metabolites of further conversions of primary C11-terpene

synthase products that are formed by spontaneous or enzymatically catalyzed reactions.

3,4-Dimethylcumene is likely the product of a spontaneous oxidation of 2-methyl-γ-terpinene,
in analogy to the reported spontaneous oxidation of the corresponding monoterpene γ-terpi-
nene to p-cymene [35,36]. Since no reference substance is available for 2-methyl-γ-terpinene the
presence of the probable precursor of 3,4-dimethylcumene could not be proven in this study.

2-Methylcitronellol is probably produced by hydrogenation of 2-methylgeraniol. A sponta-

neous reaction is unlikely, but in Saccharomyces cerevisiae, for example, the reduction of gera-

niol to citronellol by endogenous enzymes has been described [37]. The proposed reaction

mechanisms of described and potential C11-terpenes as well as the suggested subsequent reac-

tions are shown in Fig 6.

The phenomenon of the occurrence of various monoterpenoids in E. coli strains producing

a high level of GPP has already been demonstrated [38]. Fischer et al. showed that different

Fig 4. Total ion chromatogram of SBSE-GCMS analysis of the control strain 11–0 (A) and the structure and mass spectra of 6-methylfarnseol (B) The spectra of
the 6-methylfarnesol peak of the shown chromatogram (above) is compared with that of the reference compound (below).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196082.g004
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monoterpenes like nerol, linalool and even the cyclic α-terpineol can derive from GPP or gera-

niol, when GPP is overproduced in Saccharomyces cerevisae. Furthermore, the E. coli enzyme

YjgB is known to convert geraniol to nerol, geranial and neral [39]. These findings provide an

explanation for the variety of 16 monoterpenes that occur in all strains harboring the pMK-05

plasmid, even in those that do not express any terpene synthase. Nevertheless, we could

unequivocally establish that the studied C11-TSs produce further monoterpenes from GPP.

A highly interesting additional product of E. coli strains expressing the GPP-MTase is the

C16-terpene 6-methylfarnesol. Previous studies showed that different prenyltransferases

Fig 5. Proposed biosynthesis of 6-methylfarnesol in E.coli expressing the GPP-MTase of S. coelicolor. The
elongation of 2-MGPP with IPP by an endogenous FPP synthase (FPPS) to 6-methylfarnesyldiphosphate (6-MFPP)
and its dephosphorolation by endogenous phosphatases (probably PgpB and YbjG) are assumed.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196082.g005
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accept various substrate analogs. For example, pig liver FPP synthase can convert various

methylated GPP derivatives and C6 homologs of IPP [40], while undecaprenyl diphosphate

synthase fromMicrococcus luteus accepts the C6 compound 3-ethylbut-3-enyl diphosphate

and also the C4 analog of IPP, but-3-enyl diphosphate, for the elongation of FPP [41]. There-

fore, it can be assumed that 6-methyl-FPP is derived from elongation of the GPP-MTase prod-

uct 2-methyl-GPP with IPP by the E. coli FPP synthase encoded by ispA. Dephosphorylation of

6-methyl-FPP to 6-methylfarnesol could be a spontaneous reaction or catalyzed by an endoge-

nous phosphatase, e. g. by one of the two integral membrane phosphatases PgpB and YbjG

that are known to hydrolyze FPP to farnesol [42].

Our study provides a detailed view on the product diversity accessible by conversion of

2-methyl-GPP with different C11-terpene synthases and provides a cellular synthesis route for

6-methyl-FPP.

Supporting information
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lined).

(PDF)

Fig 6. Proposed reaction mechanism of C11-terpenes catalyzed by C11-TSs based on Brock et al. [22].Methyl groups introduced by the
GPP-MTase are labeled with a black dot. Potential, but not detected products have a dark gray background. Products detected in this or other
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ABSTRACT: Many synthetic biology approaches aim at expanding the product
diversity of enzymes or whole biosynthetic pathways. However, the chemical
structure space of natural product forming routes is often restricted by the limited
cellular availability of different starting intermediates. Although the terpene
biosynthesis pathways are highly modular, their starting intermediates are almost
exclusively the C5 units IPP and DMAPP. To amplify the possibilities of terpene
biosynthesis through the modification of its building blocks, we identified and
characterized a SAM-dependent methyltransferase converting IPP into a variety of
C6 and C7 prenyl pyrophosphates. Heterologous expression in Escherichia coli not
only extended the intracellular prenyl pyrophosphate spectrum with mono- or
dimethylated IPP and DMAPP, but also enabled the biosynthesis of C11, C12, C16,
and C17 prenyl pyrophosphates. We furthermore demonstrated the general high
promiscuity of terpenoid biosynthesis pathways toward uncommon building blocks
by the E. coli-based production of polymethylated C41, C42, and C43 carotenoids.
Integration of the IPP methyltransferase in terpene synthesis pathways enables an expansion of the terpenoid structure space
beyond the borders predetermined by the isoprene rule which indicates a restricted synthesis by condensation of C5 units.

KEYWORDS: terpene biosynthesis, IPP methyltransferase, carotenoids, isoprene rule, Streptomyces monomycini

T erpenoids are the largest class of natural products, of
which more than 70 000 compounds are currently

known.1 Among them, many substances are used as
pharmaceuticals (e.g., artemisinin and taxol), flavor and
fragrance compounds (e.g., menthol, nootkatone, and ambrox)
or structural materials (e.g., polyisoprene). This immense
structural variety is the result of the modular arrangement of
terpenoid biosynthesis. Furthermore, the carbocationic reac-
tion mechanism employed by all terpene synthases can lead to
a multitude of different structures due to combinations of
hydride shifts, deprotonations, Wagner−Meerwein-rearrange-
ments, hydrations, and ring-closure reactions.
Despite the extremely high structural diversity, all terpene

backbones originate from two building blocks, isopentenyl
pyrophosphate (IPP, 1a) and dimethylallyl pyrophosphate
(DMAPP, 2a) (Figure 1). The utilization of these building
blocks is reflected in the isoprene rule established by Otto
Wallach, who proposed the C5 isoprene molecule as the basic
structural element of all terpenes,2 thereby determining their
carbon atom number to be a multiple of 5. This concept was
extended by Leopold Ruzǐcǩa, who postulated in his biogenetic
isoprene rule the biochemical synthesis of terpenoids from C5

intermediates, but also the possibility of subsequent degrada-
tion or other modifications leading to noncanonical
terpenoids.3

In accordance with the isoprene rule, the synthesis of
terpenes follows a very specific modular concept, with the
successive addition of five carbon units to a prenyl chain
(Figure 1). The structural diversity of terpenoids and thereby
the biotechnological exploitation of terpenoid biosynthesis
would be greatly expanded if modifications could be added to
the canonical building blocks. Such a strategy would take
advantage of the generally high substrate promiscuity of
prenyltransferases4 and terpene synthases,5−10 and would lead
to a biocatalytic access to novel prenyl pyrophosphate building
blocks.
Some terpene building blocks with a number of carbon

atoms different than a multiple of 5 have been described
previously. During the elucidation of the biosynthetic pathway
of the long-known noncanonical terpenoid 2-methylisoborneol
(2-MIB) in bacteria, the unusual C11 prenyl pyrophosphate 2-
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methyl-GPP was identified as the substrate of 2-MIB-forming
terpene synthases (Figure 2).11−13 The S-adenosyl-methionine
(SAM)-dependent methyl transfer to GPP is catalyzed by the
enzyme GPP methyltransferase. By analyzing the volatiles of
actinomycete cultures or of recombinant E. coli strains
coexpressing a GPP methyltransferase and one of several 2-
methyl-GPP-accepting bacterial terpene synthases, more than
30 different 2-methyl-GPP-derived C11 terpenes could be
observed.14,15 In a recent report, Ignea and colleagues
furthermore demonstrated the conversion of 2-methyl-GPP
by different plant terpene synthases, when coexpressed with a
GPP methyltransferase in bakers yeast.16

A recent publication described the identification of a
methyltransferase in Serratia plymuthica catalyzing a methyl
transfer to carbon 10 of FPP, which is followed by cyclization
to a cyclic prenyl pyrophosphate named pre-sodorifen.17 This
final product of the methyltransferase reaction could be shown
to be the substrate of a terpene synthase which forms the
unusual bicyclic C16 hydrocarbon sodorifen and some minor
byproducts.
During the elucidation of biosynthetic pathways for mono-

and dimethylated cytokinines in Rhodococcus fascians and
longestin in Streptomyces argenteolus, IPP-methyltransferases
have been identified and partially characterized.18,19 MT2 from
R. fascians was shown to synthesize 4-methyl-DMAPP, while
the incubation of IPP with MT1 yielded an uncharacterized C6
prenyl pyrophosphate, which was converted to 4,5-dimethyl-
DMAPP by MT2. An enzyme from S. argenteolus was
demonstrated to synthesize (Z)-4-methyl-IPP, which was
proposed to be introduced at two positions during the
prenyltransferase-catalyzed formation of the longestin pre-
cursor 4,12-dimethyl-GGPP.
Moreover, methylated IPP derivatives have been shown to

be incorporated in prenyl chains in different terpene
biosynthesis pathways of some insects (reviewed by Morgan,

200720). In contrast to methyl transfer by SAM-dependent
methyltransferases, a so-called homomevalonate pathway was
demonstrated to provide different C6 prenyl pyrophosphates
after introduction of propionyl-CoA instead of acetyl-CoA in
the ketothiolase-catalyzed reaction.
In the present work, we describe the detailed character-

ization and application of a newly identified methyltransferase
from Streptomyces monomycini, which catalyzes the methylation
of the C5 key intermediate of terpenoid biosynthesis, IPP,
thereby forming different C6 and C7 prenyl pyrophosphates.
Using this enzyme and engineered variants to design synthetic
metabolic pathways allows an enormous expansion of the
chemical structure space of terpenoids beyond the borderlines
defined so far by the isoprene rule. Here, we exemplarily
demonstrate the possibilities of this approach by synthesizing a
variety of methylated carotenoids in engineered E. coli cells.

■ RESULTS AND DISCUSSION

Identification and Characterization of an IPP Meth-
yltransferase from Streptomyces monomycini. We started
out looking for enzymes capable of generating new terpene
building blocks. For this purpose, the sequence of the above-
mentioned GPP methyltransferase from Streptomyces coelicolor
was used as query on a BLAST search for genes encoding
related methyltransferases. A gene in an operon of S.
monomycini attracted our attention, as the operon not only
encoded a putative terpene synthase, but also a putative
prenyltransferase (Figure 3a), which might be responsible for
further condensation of 2-methyl-GPP with another IPP unit.
On the search for the natural product of this pathway, we
analyzed compounds produced by the strain via headspace
SPME-GC−MS analysis. Although several terpenes could be
identified, feeding experiments with 13C-labeled methionine
did not reveal the synthesis of a terpenoid compound

Figure 1. Modular biosynthesis of terpenoids including the central intermediates IPP and DMAPP (C5), GPP (C10), FPP (C15), or GGPP (C20).

Figure 2. Biosynthesis of C11 compound 2-methylisoborneol
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containing an additional methyl group (Figure S1 and Note
S1). To investigate the substrate binding site of the S.
monomycini methyltransferase, a homology-based structure
model was created using the crystal structure of the GPP
methyltransferase from Streptomyces coelicolor. The compara-
tive analysis of both proteins identified a smaller active site in
the S. monomycini enzyme (Figure 3b), pointing to a C5 prenyl
pyrophosphate as physiological substrate instead of GPP.
To elucidate its catalytic function, we isolated the

methyltransferase after expression in E. coli and used it in a
series of in vitro assays. We found the MTase enzyme to accept
only IPP as substrate, for which a number of different
conversion products were identified in the form of

corresponding alcohols after incubation and subsequent
dephosphorylation with phosphatase (Table 1 and Figures
3c, 4a,b). The main product after a reaction time of 20 h is the
C6 compound (E)-4-methyl-IPP (3a), but appearance of the
minor product (Z)-4-methyl-IPP (4a) was also observed.
Furthermore, 4-methyl-DMAPP (5a) as another C6 compound
besides the two 4-methyl-IPP isomers was also formed. The
formation of 5a, together with the two main products 3a and
4a, indicates the reaction proceeds via a methyl-group transfer
from SAM followed by one of three different proton
abstraction possibilities from the carbocation intermediate
(Figure 3c). Such a two-step mechanism has been proposed for
the GPP methyltransferase reaction,21,22 for which, however,

Figure 3. Identification and characterization of an IPP methyltransferase. (a) Biosynthesis gene cluster identified in S. monomycini, encoding a
methyltransferase (MT), a prenyltransferase (PT), and a terpene synthase (TS). (b) Comparison of substrate binding pockets of prenyl
pyrophosphate methyltransferases from S. coelicolor (left image, utilizing GPP as substrate shown in gray) and S. monomycini (right image). The
W194 residue marked in light blue is responsible for a smaller pocket in the S. monomycini protein. (c) The proposed reaction pathway of the IPP
methyltransferase proceeds via proton abstraction from the initially formed methylated carbocation intermediates leading to the main product 3a
by deprotonation at carbon atom 4 (deprotonation pathway I). 5-Methyl-IPP (9a) could only be detected in in vivo experiments and might be
formed during the IPP-methyltransferase-catalyzed reaction by deprotonation at carbon atom 5 or by a reaction catalyzed by an endogenous E. coli
enzyme. Dots indicate the transferred methyl groups.
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only one product could be identified.12,23,24 Surprisingly, after
an incubation time of 40 h, compounds containing seven
carbon atoms were observed: 4,4-dimethyl-IPP (6a) and 4,4-
dimethyl-DMAPP (7a) (Table 1 and Figure 4a,b). These C7

structures must be formed by a second methylation of the
monomethylated products 3a and 4a (Figure 3c). This is
possible due to the remaining double bond between carbons 3
and 4, which enables the insertion of an additional methyl
group attached to carbon 4. Within the second methylation
reaction, again a carbocation can be formed at carbon 3, which
is then quenched through deprotonation at adjacent carbon
atoms. With deprotonation at carbon 4, compound 6a is
formed, whereas deprotonation at carbon 2 leads to release of
7a (Figure 3c). An additional peak of an unknown structure
was observed during in vitro assays, which seems to be specific
for this reaction and might correspond to a third isomer (8)
from double methylated IPP (see mass spectrum in Figure S8).
The relative enrichment of 5a after 40 h indicates that this
intermediate is not accepted as substrate for a second
methylation (Table 1 and Figure 4a,b).
The appearance of methylated IPP or DMAPP derivatives in

secondary metabolite pathways is not exclusive for S.
monomycini, but probably widespread at least in actinobacteria,
showing that this kind of molecules may play important
biological roles. Many protein sequences with identities higher
than 45% were analyzed with respect to the amino acid at the
position that is equivalent to W194 in the S. monomycini
protein (Figure S20). Different protein sequences that contain
a tryptophan at the respective position were identified, and we
propose a C5 prenyl pyrophosphate methyltransferase activity
for all of them. The enzyme sequence from Streptomyces
argenteolus (BAF98640) is contained in the operon encoding
the biosynthetic pathway of longestin and was recently shown
to possess IPP methyltransferase activity.19 It was found to
synthesize only (Z)-4-methyl-IPP, which is proposed to be
incorporated at two positions of a dimethyl-GGPP by a
prenyltransferase also encoded in the respective operon. The
two methyltransferases encoded in a cytokinin biosynthesis
operon of Rhodococcus fascians (WP_037174549 and
WP_037174547) have been shown to convert IPP into a
dimethylated DMAPP intermediate in a concerted action,
although the exact biochemical functions must be clarified.18

Moreover, the occurrence of these noncanonical prenyl

pyrophosphates is not restricted to microorganisms. 4-
Methyl-IPP, 4-methyl-DMAPP, and 5-methyl-IPP are also
intermediates in terpenoid biosynthesis pathways of certain
insects and a number of different linear and cyclic mono- and
sesquiterpenoids containing additional methyl groups have
been structurally elucidated.20 The possibility of methyltrans-
ferase participations in the respective pathways has been
excluded.25−27 Instead, the C6 prenyl pyrophosphates are
formed from propionyl-CoA and acetyl-CoA via a pathway
analogous to the mevalonate pathway involving the inter-
mediate homomevalonate.20

In Vivo Production of Noncanonical Prenyl Pyro-
phosphates by the IPP Methyltransferase. After success-
fully demonstrating the enzymatic formation of different C6

and C7 prenyl pyrophosphates in vitro, we aimed at an
implementation of this synthesis route in a cellular environ-
ment. Therefore, we expressed the S. monomycini IPP
methyltransferase in E. coli cells, which were engineered
toward high IPP and DMAPP production. The headspace of
the culture was analyzed via SPME-GC−MS. Using this setup
we were able to verify the in vivo synthesis of all C6 and C7

compounds also produced in the in vitro reaction (Figure 4c).
Moreover, we identified 5-methyl-IPP (9a) through the release
of the alcohol 5-methyl-isoprenol (9b), in whose biosynthesis
an isomerization reaction catalyzed by an endogenous E. coli
enzyme might be involved. However, this compound could
also be formed through deprotonation at carbon 5 of the
carbocation intermediate in the IPP methyltransferase, which
would result in the release of 9a (deprotonation pathway IV in
Figure 3c) even though we could not identify 9b in the in vitro
reactions.
After establishing the efficient in vivo production of the

noncanonical C6 and C7 prenyl pyrophosphates, we asked the
question, if these building blocks are also incorporated into
longer prenyl pyrophosphates via prenyltransferase-catalyzed
reactions. This would allow the generation of a multitude of
different terpenoid building blocks of different length. The
synthesis of 4-methyl-GPP (10a) and 4-methyl-FPP (11a),
which we identified by detection of the corresponding alcohol
derivatives 4-methyl-geraniol (10b) and 4-methyl-farnesol
(11b) (Figure 4d), must be the result of endogenous E. coli
FPP synthase-catalyzed28 4-methyl-IPP transfer to DMAPP
and GPP, respectively (Figure 4e). Synthesis of 8-methyl-GPP
(12a), demonstrated by the detection of 8-methyl-geraniol,
(12b, Figure 4d), furthermore indicates the incorporation of 4-
methyl-DMAPP (Figure 4e).
To identify which peaks from the chromatogram corre-

sponded to methylated products, we performed a feeding
experiment with methyl-13C labeled methionine. Using this
approach, we were able to identify each methyltransferase-
catalyzed incorporation of methyl groups by comparing mass
spectra from cultures fed with unlabeled methionine or 13C-
labeled methionine. Thus, the presence of not only C11 and
C16, but also C12 (13) and C17 (14) terpenoids (Figures S9−
S17) within the respective E. coli cultures could be
unambiguously proven. A generally high substrate promiscuity
could be demonstrated already for different prenyltransferases
by replacement of their physiological substrates by methylated
derivatives.29 We expected a high specificity of the
prenyltransferase encoded in the respective S. monomycini
operon for 4-methyl-IPP as substrate. However, coexpression
of the IPP methyltransferase and the prenyltransferase from S.
monomycini in E. coli cells did not result in higher amounts of

Table 1. Conversion of IPP (1a) into Mono- and
Dimethylated IPP Derivatives by the S. monomycini IPP
Methyltransferase in Vitro Using SAM as Cofactora

relative product amounts

prenyl pyrophosphate
dephosphorylated

form 20 h 40 h

3a (E)-4-methyl-
IPP

3b (E)-4-methyl-
isoprenol

86.6 ± 8.4 0

4a (Z)-4-methyl-
IPP

4b (Z)-4-methyl-
isoprenol

2.9 ± 1.2 0

5a 4-methyl-
DMAPP

5b 4-methyl-
prenol

10.5 ± 7.5 17.0 ± 0.5

6a 4,4-dimethyl-
IPP

6b 4,4-dimethyl-
isoprenol

0 80.0 ± 4.2

7a 4,4-dimethyl-
DMAPP

7b 4,4-dimethyl-
prenol

0 3.0 ± 1.7

aProducts were identified by comparison with reference compounds
via GC−MS (Figures S2−S7) and product amounts are given as
relative peak area ratios.
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Figure 4. (a,b) Product analysis after in vitro incubation of S. monomycini IPP methyltransferase with IPP and SAM. Volatile products of the
reaction were analyzed via SPME-GC−MS after an incubation time of 20 h (a) and 40 h (b) as described in the methods section. The
methyltransferase reaction was followed by a phosphatase treatment to dephosphorylate the prenyl pyrophosphate compounds. The
chromatograms are representative of three independent experiments. Numbered peaks correspond to identified compounds: (4b) (Z)-4-methyl-
isoprenol; (3b) (E)-4-methyl-isoprenol; (5b) 4-methyl-prenol; (7b) 4,4-dimethyl-prenol; (6b) 4,4-dimethyl-isoprenol; (8) C7 compound of
unknown structure. Products were identified by comparison of the obtained mass spectra with mass spectra and retention time of reference
compounds (Figures S2−S7). (c) In vivo synthesis of noncanonical prenyl pyrophosphates. Production of noncanonical C6 and C7 prenyl alcohols
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certain noncanonical prenyl pyrophosphates if compared to the
strain expressing only the methyltransferase (data not shown).
Interestingly, a chiral center is created during elongation

reactions with 4-methyl-IPP and its configuration depends on
the E- or Z-configuration of the C6 substrate.29,30 The
introduction of chirality into the so far nonchiral terpenoid
building block repertoire adds another level of complexity to
terpene biosynthesis pathways.
In Vivo Incorporation of Noncanonical Prenyl

Pyrophosphates Enables Biosynthesis of New-to-Na-
ture Carotenoids. Besides the chain-elongating prenyltrans-
ferases, also terpene synthases possess a high substrate
promiscuity,5−10 which would be a prerequisite for our
structure space expansion strategy via the supply of novel
building blocks. Recently, the combination of a bacterial GPP
methyltransferase and different monoterpene synthases in yeast
cells led to a variety of previously unknown C11 terpene
structures.31 To demonstrate the general tolerance of
terpenoid biosynthesis pathways toward the methyl-IPP and
methyl-DMAPP intermediates and thereby the application
possibilities of the IPP methyltransferase, we tested the
incorporation of the noncanonical prenyl pyrophosphates
into different carotenoids along the pathway to zeaxanthin
catalyzed by five different enzymes (Figure S18). The possible
methylation sites of a mono- or multimethylated carotenoid
are shown in Figure 5a. E. coli cells that were engineered to
synthesize phytoene and lycopene produced at least three
methylated carotenoids containing one (C41 derivatives), two
(C42 derivatives), or three additional methyl groups (C43

derivatives), if the IPP methyltransferase was coexpressed
(Figure 5b and Table S1). Strains expressing the whole β-
carotene or zeaxanthin pathway together with the IPP
methyltransferase showed products with one or two additional
methyl groups in each case (Figure 5b, further details in Table
S1). Due to the possibility of incorporation of different
building blocks at different positions, each peak of methylated
carotenoids may contain several mono-methyl-carotenoid
positional isomers with the methyl groups at any positions of
the molecule indicated in Figure 5a. To get further information
on the methylation pattern of, for example, the monomethyl β-
carotene (peak E-Mb1) the MS−MS fragmentation was
analyzed in detail (Figure S19). Figure 5c presents selected
MS−MS fragment ions from the monomethyl β-carotene peak
of the HPLC trace in Figure 5b. Multiple asterisks in every
fragment indicate possible positions of a single additional
methyl group. Among the methylated molecular ion 26m other
extra monomethylated fragment ions 14m and 17m from the
ionone end group were detected. Ion 25n results from
monomethyl β-carotene, but does not contain the additional
methyl group and originates from the elimination of
trimethylcyclohexene, leaving a remaining C32 ion.17 This
indicates an additional methyl group in the polyene chain of

one of the C41 compounds of the E-Mb1 peak. In contrast,
methylated ion 24m formed during the elimination of xylene
exists. In addition, also different fragment ions without any
methylation (Figure S19) exist from all regions of the β-
carotene molecule in this E-Mb1 fraction. These results
demonstrate the promiscuity of the carotenoid pathway for
slightly modified substrates. The possibility to synthesize many
different slighty modified derivatives of known functional
terpenoids can simplify the search for molecules with improved
properties, for example, in the flavor and fragrance area. Special
attention should be given to pharma-relevant compounds, as
additional methyl groups often modify binding affinity and
selectivity to the pharmacological target, side activities or half-
life time, a phenomenon described as “magic methyl
effect”.32,33

In summary, we identified and characterized a methyl-
transferase converting IPP into a variety of C6 and C7 prenyl
pyrophosphates and demonstrated its application for bio-
technological terpene production approaches. The develop-
ment of two completely different pathways leading to the same
C6 building blocks in bacteria and insects illustrates the
importance of such terpenoid structure variation. It is known
that terpenes are important compounds for chemical
interactions between organisms, but the exact physiological
function of the different noncanonical terpenes is still to be
unraveled. As the noncanonical terpenoid building blocks
formed by the S. monomycini enzyme are accepted as substrates
by the E. coli FPP synthase, implementation of the enzyme
created biosynthetic routes toward different C11, C12, C16, and
C17 prenyl pyrophosphates. Our synthetic biology approach
combining the IPP methyltransferase with carotenoid biosyn-
thesis pathways led to the generation of a variety of C41, C42,
and C43 carotenoids, which exemplifies the structural plasticity
of terpenoid biosynthesis toward the implementation of
additional methyl groups. The application of this and other
prenyl pyrophosphate methyltransferases will enable an
enormous expansion of the terpenoid structure space beyond
the borders predetermined by the isoprene rule, enabling the
formation of innumerous so far inaccessible structures.

■ MATERIALS AND METHODS

Bioinformatic Analyses. The protein sequence of the S.
coelicolor GPP methyltransferase (NP_631739.1) was used as
query for a BLAST search using the NCBI nonredundant
protein database. The operon structures of resulting methyl-
transferase sequences were screened for prenyltransferase-
encoding genes, which yielded the S. monomycini terpene
biosynthesis operon shown in Figure 1a.

Protein Model Generation. A protein model of the
prenyl pyrophosphate methyltransferase of S. monomycini was
built with SWISS-MODEL (ProMod version 3.70).34−36 The
crystal structure of the GPP-methyltransferase of S. coelicolor

Figure 4. continued

as products of E. coli cells expressing the S. monomycini IPP methyltransferase. Blue line refers to empty vector control. The alcohol derivatives of
respective prenyl pyrophosphates were detected by headspace-SPME-GC−MS analyses, and products were identified by comparison of the
obtained mass spectra with mass spectra and retention time of reference compounds (Figures S2−S7). (d) Identification of C11, and C16 isoprenoid
intermediates in E. coli cells expressing the S. monomycini IPP methyltransferase. Total ion chromatogram of in vivo SBSE-extracted medium sample
of strain E. coli MG1655 ΔendA ΔrecA (DE3) containing plasmids pLD-03 and pMK-17. Blue line refers to empty vector control. Arrows indicate
peaks corresponding to compounds 4-methyl-geraniol (10b); 8-methyl-geraniol (12b); 4-methyl-farnesol (11b). (e) Schematic presentation of
proposed biosynthetic pathways. 4-Methyl-GPP (10a), 8-methyl-GPP (12a) and 4-methyl-FPP (11a) are formed by incorporation of 4-methyl-IPP
or 4-methyl-DMAPP during prenyl transferase-catalyzed elongation of the prenyl chain. Red dots indicate the transferred methyl groups.
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(PDP ID: 3vc2.1.A) was used as template. Figures of the
crystal and model structure were created using UCSF
Chimera.37

Chemicals, Media, and Bacterial Strains. E. coli strain
DH5α (New England Biolabs) was used for plasmid
construction. E. coli MG1655 (E. coli MG1655 ΔendA ΔrecA
(DE3)),38 constructed in the lab of Kristala Prather (Addgene

#37854) was used for prenyl alcohol production experiments.
E. coli BL21(DE3) (Novagen) was used for His-tag protein
expression and carotenoid production.
E. coli strains DH5α, MG1655, and BL21 were grown in LB

medium,39 2x YT medium,40 with 2% glycerol, or TB
medium40 containing the appropriate antibiotics (ampicillin
at 100 μg/L and kanamycin at 50 μg/L), at 37 °C and 180

Figure 5. Formation of methylated carotenoids from noncanonical prenyl pyrophosphates in Escherichia coli. (a) Possible modifications of
zeaxanthin caused by incorporation of 4-methyl prenyl pyrophosphates during carotenoid biosynthesis. Red circles indicate possible sites for
methylation at earlier steps of the pathway from incorporated 4-methyl-IPP or 4-methyl-DMAPP. The wavy bond indicates a chiral center. (b)
HPLC separation of mono-, di-, and trimethylated carotenoids produced with Escherichia coli strains. Genes of the carotenoid biosynthesis
pathways were expressed sequentially to yield phytoene, lycopene, β-carotene, or zeaxanthin as controls and by coexpression of the IPP
methyltransferase gene also their methylated products. Molecular masses are indicated at the peaks; more detailed values and absorbance maxima
are given in Supplementary Table 1. (c) Molecular and fragment MS−MS ions from monomethyl β-carotenes of the E-Mb1 peak, selected from
Supplementary Figure 19. Owing to the incorporation of 4-methyl prenyl pyrophosphate, the additional methyl group occurs in different regions of
the carotenoid molecules. Alternative sites for methyl groups in the β-carotenes are marked with an asterisk.
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rpm. Solid medium was prepared by the addition of 1.5%
agar−agar (m/v). Streptomyces monomycini DSM 41801 was
obtained from DSMZ (Leibniz InstitutGerman Collection
of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig). The
strain was grown in GYM medium (glucose 4.0 g/L, yeast
extract 4.0 g/L, malt extract 10.0 g/L, pH 7.2) as liquid culture.
Agar plates were made by adding 1.2% agar−agar (m/v) to
GYM medium.
For protein purification, buffers with adapted composi-

tion24,41 were prepared. Assay buffer (pH 6.7) consisted of
PIPES 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl215 mM, and DTT 5 mM
in ultrapure water. Lysis, wash, and elution buffers had a pH of
7.4 and consisted of NaH2PO450 mM, NaCl 300 mM, DTT 5
mM with increasing concentrations of imidazol through each
step: 10 mM (lysis), 30 mM (wash), and 250 mM (elution).
Glycerol, PIPES, NaCl, Imidazol, NaH2PO4 ampicillin and

kanamycin were purchased from Carl Roth GmbH. Solid-
phase microextraction (SPME) fibers, DTT, acid phosphatase,
IPP, S-adenosyl-methionine, RNase, DNase, and protease
inhibitor were purchased from Sigma-Aldrich. Reference
compounds 5-methyl-isoprenol, 4-methyl-prenol, 4,4-dimeth-
yl-prenol, 4,4-dimethyl-isoprenol, 4-methyl-geraniol, 8-methyl-
geraniol, and 4-methyl-farnesol were synthesized by Enamine
(Riga, Latvia); 4-methyl-isoprenol with Z or E configuration
were synthesized by Akos (Steinen, Germany). All reference
compounds were more than 95% pure and had their identities
confirmed by NMR and GC−MS.
Plasmid Construction. The plasmid pJBEI-6409, con-

structed in the lab of Taek Soon Lee (Addgene plasmid no.
47048), contains genes of the mevalonate pathway, of an IPP
isomerase, of a GPP synthase, and of a limonene synthase42

and it was used to construct a plasmid for provision of high
IPP and DMAPP levels.
The constructions of plasmids were done via Gibson

assembly43 or standard restriction-cloning. Ribosomal binding
sites (RBS) were designed with the RBS calculator
v1.1.44,45pMK-17 including the gene of the IPP-methyltrans-
ferase (accession number WP_033037353) and a new RBS
with the sequence TAAGATTAAATAAGGAGGTTACCA
and a maximal translation ignition rate (TIR) of 399634 was
constructed via Gibson assembly. The insert was amplified
from the genomic DNA of S. monomycini (DSM No. 41801)
via PCR with the primers mk34 and mk36. The backbone was
amplified from pETDuet-1 via PCR with the primers mk32
and mk33.
For the construction of pLD-03 the antibiotic resistance

gene of pJBEI-6409 was exchanged to a kanamycin resistance
gene via Gibson Assembly. The insert was amplified via PCR
from pET28a(+) with the primers mk42 and mk44. The
backbone was amplified via PCR from pJBEI-6409 with the
primers mk20 and mk23. To delete the genes of the limonene-
synthase and GPP-synthase from the assembled product, a
PCR with the primers mk8 and mk31, a restriction digest with
BamHI and self-ligation was done.
For construction of pMK-24 the gene of the IPP-

methyltransferase (SEQ ID no. 1) was amplified via PCR
with the primers mk52 and mk53 and pMK-17 as template.
The PCR product and the vector pET28a(+) were digested
with NdeI and BamHI. The digested fragments were then
ligated. Successful construction of the plasmid constructs was
validated by Sanger sequencing.
Production of Alkylated Isoprenoids. E. coli strain

MG1655 was transformed with pLD-03 and pMK-17. Main

cultures with 15 mL of 2xYT medium in 100 mL of baffled
shake flasks were inoculated from LB preculture to an OD600 of
0.1. Where indicated, 13C-methyl-L-methionine or L-methio-
nine was added to the medium at 3 g/L. After cultivation for 2
h at 37 °C (OD600 of 1.0), IPTG was added to yield a final
concentration of 100 μM for induction. Induced cultures had
terpenes extracted after 24 h of incubation at 30 °C and 180
rpm with exposure of SPME fiber on the headspace for 30 min
or SBSE devices in the medium during the cultivation for 24 h.
Carotenoid production was carried out in E. coli BL21-DE3

using plasmids pACCRT-EB for phytoene, pACCRT-EBI for
lycopene, pACCAR16ΔcrtX for β-carotene, and pAC-
Car25ΔcrtX for zeaxanthin as controls46 and each one in
combination with the IPP methyl transferase gene carrying
plasmid pMK-17. Cells were grown for 48 h in LB medium at
28 °C with added antibiotics ampicillin (100 mg/mL),
kanamycin (34 mg/mL), and chloramphenicol (34 mg/mL),
according to their plasmids.
S. monomycini 15 mL main cultures were inoculated with

cells from GYM-agar plates. Liquid cultures were incubated at
28 °C and shaken at 220 rpm. The analysis of volatiles was
made between days four and six of the cultivation cycle, with
exposure of SPME fiber to culture headspace for 24 h.

Enzyme Expression and Purification. E. coli strain BL21
(DE3) was transformed with pMK-24. LB precultures were
used to inoculate 400 mL of TB medium main cultures. After
the cells were cultivated for 2 h at 37 °C (OD600 of 0.6), IPTG
was added to yield a final concentration of 100 μM for
induction. After cultivation at 18 °C, 110 rpm overnight, cells
were harvested by centrifugation for 20 min at 4000g and 4 °C
followed by resuspension in 15 mL of lysis buffer. Ultrasound
sonication was performed on ice with 20% amplitude (0.5 s
pulse, 1 s pause, 4 min pulse time), followed by digestion with
RNase (10 μg/mL) and DNase (5 μg/mL) on ice for 15 min.
After centrifugation for 20 min at 4000g and 4 °C, enzymes
were purified using His-Pur Ni-NTA Spin Columns (Thermo
Fischer Scientific) according to the manufacturer’s recom-
mendations using buffers described above. The size of the
purified protein was confirmed through SDS-PAGE (Figure
S21).

In Vitro Incubations. Purified protein at 25 μM was added
to 1 mL of assay buffer containing 60 μM of IPP and 120 μM
SAM. The enzymatic reaction was incubated at 30 °C
overnight. Then 1 mL of phosphatase solution (acid
phosphatase 7.5 mg/mL in 0.1 M sodium acetate, pH 5.0)
was added and the reaction was incubated at 30 °C for 2 h.
Following the reaction, volatiles in the headspace were
extracted with SPME fiber for 10 min.

HS-SPME-GC/MS Analysis. Volatile compounds in the
headspace of each assay and culture were analyzed by
extraction with an 85 μm SPME composed of PDMS and
Carboxen (Stableflex). The SPME fiber was exposed in the
headspace of each assay and culture and then inserted into the
injection port of a GC−MS-QP2010 (Shimadzu) containing a
DB-5 (5%-phenyl)-methylpolysiloxane column with 30 m
length and 0.25 mm thickness. Measurements were conducted
as follows: helium as carrier gas, splitless injections at 250 °C, 1
min sampling time, and column flow of 1.1 mL/min. The
column temperature was programmed as follows: 40 °C for 1.5
min, 10 °C/min until 250 °C, and then 20 °C/min until 300
°C.
Compounds were identified via comparison of mass spectra

and retention indexes (RI) to the ones of reference substances
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or mass spectra of the NIST mass spectral library (v14) and
RIs published elsewhere.47

SBSE GC-MS Analysis. The extraction of less volatile
terpenoids was made with a twister (10 × 0.5 mm PDMS;
Gerstel, Mühlheim an der Ruhr, Germany) submerged in the
culture. After cultivation, the twister was placed in a Thermal
Desorption Unit (TDU) glass liner and desorbed at 250 °C for
15 min. This glass liner mates directly with the glass inlet liner
of the cooled injection system (CIS) in which the analytes
were trapped by cooling to −100 °C. The CIS was rapidly
heated to 250 °C and analytes were transferred onto the GC
column with a split of 1:100.
Carotenoid Analysis. Carotenoids were extracted from

freeze-dried E. coli cells with methanol containing 6% KOH for
15 min at 60 °C and partitioned into 30% ether in petrol (bp
40−60 °C). Initial HPLC analysis was performed first on a 25
× 0.4 cm Nucleosil 100 C18, 3 μm column and as mobile
phase acetonitrile (ACN)/methanol/2-propanol (85:10:5, by
volume) plus variable amounts of H2O, none for the separation
of phytoene, lycopene, and β-carotene, and 7% for zeaxanthin.
A flow rate of 0.8 mL/min at 10 °C was used. Carotenoid
identification by HPLC was carried out with authentic
standards generated in E. coli by the combination of different
crt genes as previously described.48

UPLC-ESI-HRMS/MS analysis was performed with an
UltiMate 3000 system (Thermo Fisher) coupled to an Impact
II qToF mass spectrometer (Bruker) with solvent A, MeCN/
methanol (70:30, v/v) + 0.1% formic acid, and solvent B, H2O
100% + 0.1% formic acid using the following gradient: 0−2
min 85% A, 2−3 min 100% A, hold to 14 min, 14−15 min 85%
A, flow 0.8 μL/min, 40 °C column temperature. Separation
was carried out on a 2.1 mm × 50 mm ACQUITY UPLC BEH
C18, 1.7 μm column (Waters). The Impact II qTof mass
spectrometer was initially calibrated using 10 mM sodium
formate solution prior to data acquisition in positive
measurement mode from m/z 100−1200. The MS acquisition
method was split into two segments: (1) 10 mM sodium
formate solution was injected and served as an internal
calibrant for mass data acquired in the subsequent segment,
and (2) analytes of UPLC separation were detected. The
following MS settings were used for data acquisition. Source
settings: capillary voltage, 4500 V; nebulizer gas pressure
(nitrogen), 3 bar; ion source temperature, 200 °C; dry gas flow
of 8 L min−1. General scan settings: ion polarity positive; mass
range, 100−2000 m/z; spectra rate, 3 Hz (MS and MS/MS).
Tune parameters: transfer funnel, 1 RF 300 Vpp; funnel 2 RF,
300 Vpp; isCID off; hexapole RF, 60 Vpp. MS/MS settings:
mass corresponding to analyzed carotenoid analogue included;
threshold, 1000 cts (absolute); activated active exclusion after
three spectra and 0.5 min release time; active precursor
reconsidering factor, 4; smart exclusion 2 times; stepping
40%−120% normalized collisional energy.
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ABSTRACT: Terpenes constitute the largest class of natural products with
more than 70 000 compounds. Many different terpenes find applications in
the flavor and fragrance industry or can be used as fine chemicals or drugs. In
some bacteria, noncanonical terpenes with 11 carbon atoms are synthesized
via a GPP-C2-methyltransferase and the subsequent conversion of 2-methyl-
GPP by certain terpene synthases into mainly 2-methylisoborneol and 2-
methylenebornane. Many other C11-terpenes were reported as side products,
but they are synthesized only in minor amounts by the bacterial C11-terpene
biosynthesis pathway. To enable biotechnological synthesis of these largely
unexplored natural products, we changed the product selectivity of the 2-
methylenebornane synthase from Pseudomonas f luorescens by a semirational
protein engineering approach. Active site amino acids with impact on the
product selectivity were identified and variants with completely altered product spectra could be identified and characterized. The
gathered data provide new insights into the structure−function relationship for C11-terpene synthases and demonstrate the
production of formerly inaccessible noncanonical terpenes.
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T erpenes are a natural product class with a large number of
characterized structures, most of which were isolated from

plants.While the underlying biosynthetic pathways and enzymes
were initially elucidated in plants, the terpenoid-forming
proteins in bacteria have been also discovered in more recent
years.1,2 The general biosynthetic blueprint of terpenes was
found to be conserved in all organisms. This includes the two
pathways for the synthesis of the universal terpene building
blocks IPP (isopentenyl pyrophosphate) and DMAPP (dime-
thylallyl pyrophosphate), the mevalonate pathway and the
deoxy-xylulose-phosphate pathway. Elongation of the prenyl
pyrophosphate chain with IPP is catalyzed by prenyltransferases,
which convert the C5 pyrophosphates into GPP (geranyl
pyrophosphate, C10), FPP (farnesyl pyrophosphate, C15), or
GGPP (geranylgeranyl pyrophosphate, C20).
The different prenyl pyrophosphates are substrates of terpene

synthases that initiate a carbocationic reaction mechanism. The
formation of the carbocations in class I terpene synthases is
initiated by divalent metal ions and three amino acid residues
called the effector triad. The latter includes the pyrophosphate-
sensor, the linker, and the effector.3Themetal ions are bound by
an aspartate-rich motif (DDXX(XX)D) and the NSE or DTE
motif, conserved as (N,D)D(L,I,V)X(S,T)XXXE (reviewed in
ref 4). The resulting cationic intermediate can undergo hydride
shifts, cyclizations, or rearrangements until the reaction
sequence is terminated by deprotonation or addition of water
or another nucleophile. The enormous diversity of terpenoid
carbon backbones is the direct result of the large number of

possible reaction sequences, which take place inside of terpene
synthases and for which the stabilization of carbocationic
intermediates, especially by aromatic residues is crucial.5−7

Thereby the tryptophan of the conserved regionWXXXXXRY at
the C-terminus of terpene synthases also seems to be involved.8

Whereas the majority of terpene synthases accepts only IPP,
DMAPP, GPP, FPP, or GGPP as substrate, some of the enzymes
show substrate promiscuity to some extent. Furthermore,
terpene synthases with only one product exist, but most of
them were found to release a certain pattern of multiple
products, whereby also parameters such as pH value or the
concentrations of magnesium and manganese ions can have
strong influence on the product spectrum of a certain enzyme
(reviewed in ref 9).
Although terpene biosynthesis pathways often include so-

called decorating enzyme reactions which add hydroxyl, methyl,
acetyl, or glycosyl groups, the primary products released by
terpene synthases show a carbon atom number of 5, 10, 15, or 20
in nearly all cases. This restriction is the consequence of the
modular assembly from C5 building blocks. One exception to
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this standardized construction plan was found in certain insects,
where a so-called homomevalonate pathway produces C6 prenyl
pyrophosphates, which are known to be incorporated in many
different terpenes (reviewed in ref 10). Another mechanism to
introduce additional methyl groups into prenyl pyrophosphates
is realized in certain bacteria by S-adenosylmethionine-depend-
ent methyltransferases, which methylate IPP,11−13GPP,14−16 or
FPP.17 The GPP-C2-methyltransferase was identified in
bacteria, in which the resulting 2-methyl-GPP is converted to
the C11-compound 2-MIB (2-methylisoborneol) by a terpene
synthase. Related 2-methyl-GPP-accepting terpene synthases in
other bacteria were demonstrated to synthesize mainly the
corresponding hydrocarbon 2-MB (2-methylenebornane).18

Besides these two bicyclic compounds, a number of side
products were shown to be released by wild type strains or
Escherichia coli strains containing a GPP-methyltransferase and a
C11-terpene synthase5,19,20 (Figure 1). However, so far, no 2-
methyl-GPP-converting terpene synthase with a main product
other than 2-MIB or 2-MB has been described.

A recent report about biotechnological C11-terpene synthesis
aimed at the use of plant monoterpene synthases, which
normally convert GPP into C10 monoterpenes, to increase
product diversity starting from 2-methyl-GPP.21 Although their
combination of a GPP-methyltransferase and a monoterpene
synthase in yeast cells allowed the synthesis of 40 different C11-
compounds, GPP was concurrently converted into the
physiological monoterpene products of the terpene synthases.
The authors therefore identified a single amino acid exchange
which increased the preference for 2-methyl-GPP in several
monoterpene synthases. As the bacterial C11-terpene synthases
show at least 10-fold higher catalytic rates with 2-methyl-GPP
compared to those with GPP,16,18 we chose the 2-MB synthase

from P. f luorescens and attempted to modify its product
spectrum by semirational protein engineering.

■ RESULTS AND DISCUSSION

To identify the active site area of the 2-MB synthase from
Pseudomonas f luorescens, its sequence was compared to the
sequence of two other bacterial class I terpene synthases, the
Streptomyces coelicolor 2-MIB synthase and the Streptomyces
pristinaspiralis selinadiene synthase (SDS). The comparison
(Figure 2a) showed the presence of the metal-binding aspartate-

rich motif and the NSE motif, as well as the WXXXXXRY motif.
In contrast to the SDS, both C11-terpene synthases show an
aspartate at the last position of the aspartate-richmotif instead of
a glutamate. All three terpene synthases show an arginine as
pyrophosphate sensor in the first position of the effector triad. At
the linker position, the two C11-terpene synthases contain
asparagines instead of an aspartate at the respective position 181
in the selinadiene synthase. The residues at the effector position
of the C11-terpene synthases also differ from the respective
amino acid G182 of the SDS, but the proposed key atom of the
effector is the carbonyl oxygen atom of the amino acid.3 A
homology model of the 2-MB synthase (Figure 2b) based on the
crystal structure of the 2-MIB synthase of S. coelicolor was
created. It shows the same fold described as similar to a closed
active site of a class I terpene synthase, but it is assumed to be
incompletely closed due to the lack of one of the three MG2+

ions. A similar observation was found in the crystal structure of
the diterpene synthase CotB2 bound to geranylgeranylthio-
phosphate.22 Thirteen amino acids surrounding the active site
were selected for an alanine scan approach. These include the
pyrophosphate sensor (R200), the linker (N203), and the

Figure 1.C11-terpenes known to be synthesized from 2-methyl-GPP by
bacterial terpene synthases.

Figure 2. Identification of conserved sequence regions and active site
lining amino acids by a sequence comparison and a structure model of
the 2-MB synthase from P. f luorescens. (a) Comparison of the amino
acid sequences of the aspartate-rich motif, the effector triad region, the
NSE motif, and the WXXXXXRY motif of the 2-MB synthase from P.
f luorescens (MBS), the 2-MIB synthase of S. coelicolor A3 (MIBS), and
the selinadiene synthase of S. pristinaspiralis (SDS). (b) Homology-
based model of the P. f luorescens 2-MB synthase based on the crystal
structure of the 2-MIB synthase of Streptomyces coelicolorA3 as template
(PDB ID: 3V1V). The blue amino acid side chains depict the positions
targeted in the alanine scan.
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Figure 3. Identification of 2-MB synthase active site substitutions causing product composition variation. (a) Reduction or loss of 2-MB formation
capability by different active site substitutions. 2-MB concentrations were determined in cultures of E. coli strains expressing the respective 2-MB
synthase variant. The average of three replicates is shown; error bars represent standard deviations. (b) Alteration of product composition by alanine
substitution of F88, N203, F205, and T242. TICs of SBSE analysis of E. coli strains expressing the P. f luorescens 2-MB synthase or respective variants are
shown. Monoterpenes are labeled with a plus sign (+). C11-terpenes with unknown structure are numbered (see Table S1).

Figure 4.C11-terpene product compositions of E. coli strains expressing P. f luorescens 2-MB synthase variants with different amino acids at position 205,
which is occupied by phenylalanine (F) in the wild type enzyme. (a) E. coli strains containing the plasmid pMK-05 and one of the pETDuet1-MBSp-
F205X-MTAse plasmids. The control strain (w/o terpene synthase) contained pMK-05 and plasmid pMK-03, the latter containing only the GPP-
methyltransferase gene, but no terpene synthase gene. Product analysis using shake flask cultures was performed via SBSE-GC−MS and is described in
detail in the material and methods section. Experiments were performed two times and showed highly similar results with the exception of the F205C
sample. (b) Mass spectra of compounds 5, 6, 8, 10, and 13 from respective E. coli cultures supplemented with unlabeled methionine, 13C-methyl-
methionine or (methyl-d3)-methionine are shown. In the case of compound 10, the respective deuterated compound coeluted with another substance,
which did not allow further mass spectrum analysis of the deuterated compound.
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effector (S204), and one residue each of the metal-binding
motifs (D95 and N245), as well as aromatic amino acids (F88
and F205).
All strains expressing one of the 2-MB synthase mutant genes

showed clearly reduced 2-MB concentrations if compared to the
strain expressing the wild type gene (Figure 3a and Supporting
Information Figure S1). This result confirms the expected
importance of the predicted active site amino acid residues in
substrate binding or catalysis. Alanine substitution of D95 in the
aspartate-rich motif resulted in a complete loss of 2-MB
formation, which was expected due to its divalent cation
complexation role in terpene synthases.23 The almost complete
loss of product formation in the strain with the R200A exchange
is in accordance with the essential role of this highly conserved
arginine in binding of the pyrophosphate moiety.3 Hardly
detectable 2-MB concentrations were furthermore determined
in cultures of strains containing the L91A, M174A, F205A, and
P207A exchange variants.
Alanine substitutions of amino acids F88, M178, N203, S204,

C208, T242, or N245 resulted in reduced 2-MB product levels
to varying degrees (Figure 3a). In the case of alanine substitution
at positions F88, N203, and T242, clear alterations in the C11-
terpene product compositions of respective strains could be
detected. All of these cultures showed clearly reduced levels of 1-
methylcamphene, and for the strains with variants N203A and
T242A, the ratios of 2-methylmyrcene and 2-MB to 1-
methylcamphene were found to be increased (Figure 3b).
Closer inspection of the volatile product spectrum of the

strain containing the F205A variant revealed a strongly altered
C11-terpene composition (Figure 3b). Whereas production of 2-
MB and also 2-methylmyrcene was nearly eliminated, the
previously describedminor side products 2-methyllimonene and
compounds 11, 12, and 13 of bacterial C11-terpene
synthases5,19,20 were released. The relatively high retention
indices observed for the main products of the F205A variant-
containing strain point to linear or monocyclic structures.
Therefore, an earlier termination of the reaction sequence
probably takes place in the F205A enzyme variant and a
carbocation-stabilizing role of F205 was assumed. This is also
consistent with the results of studies with 2-MIB-synthase from
S. coelicolor. This enzyme also has a phenylalanine residue
(F305) at the corresponding position, for which a cation-
stabilizing role through cation−π interactions is assumed.5,24

To further investigate the product-determining role of F205
in the 2-MB synthase from P. f luorescens, we performed a site
saturation mutagenesis approach. Analysis of the volatile
products released by E. coli strains expressing each of the 19
different F205 exchange variants of the P. f luorescens 2-MB
synthase in addition to the GPP-methyltransferase and the
mevalonate pathway was performed. The product compositions
of all strains are shown in Figure 4, and the underlying
chromatograms and a data table are shown in Figure S2 and
Table S1. 2-Methylgeraniol and its isomer 2-methylnerol were
not considered in the analysis, as they are also produced without
participation of a terpene synthase, but by dephosphorylation of
2-methyl-GPP. The C11-terpenes with unknown structure were
numbered consecutively. In general, the 2-MB proportion of the
total C11-terpene product peak area is reduced in all strains with
enzyme variants in comparison to the strain expressing the wild
type enzyme. Furthermore, the product mixtures released by the
variants with equal or higher total peak areas compared to the
wild type enzyme products (F205I, F205V, F205T, F205S,
F205L, F205M, F205C, F205P) show similar compositions with

each other. In most of these samples, relatively high peak area
values are observed for 2-MB and 2-methyllimonene and for the
C11-compounds 12 and 13. Substantial production of 2-methyl-
α-terpineol in this group could be only observed with strains
expressing the F205I, F205V, and F205S variants. Relatively low
amounts of C11-terpene synthase products were found in
cultures of strains in which F205 was exchanged by one of the
basic amino acids lysine, arginine, or histidine or the acidic
amino acids aspartate and glutamate.
As aromatic amino acids often stabilize carbocationic

intermediates in terpene synthase reactions,4,25 we suspected
F205 to fulfill such function during the reaction path toward 2-
MB in the original enzyme. In a study with a hedycaryol synthase
the carbocation-stabilizing effect of a phenylalanine residue
could be confirmed by exchange with the aromatic residues
tryptophane.26 However, as also the amino acids leucine,
isoleucine, and valine at position 205 cause the release of high
amounts of 2-MB, carbocation stabilization by cation−π
interactions with F205 is unlikely. Furthermore, substitution
of F205 with the other aromatic amino acids tryptophane and
tyrosine resulted in a clear reduction of C11-terpene production.
This effect has already been described with a limonene synthase,
in which conversely the exchange of a tryptophane residue of the
active site with phenylalanine leads to significantly lower
limonene and therefore increased concentration of the
termination product linalool.27

The production of novel terpenes by the exchange of aromatic
residues in the active center has been reported with a class I
terpene synthase.28 Here we describe the appearance of four
different C11-compounds, which have not been produced by a
terpene synthases before (Figure 4a,b). The probable alcohols 5
and 8 could be only detected in strains with the F205 M variant,
whereas the probable alcohol 10 was found in strains expressing
the F205 M or the F205S variant. Compound 6, which is
presumably a hydrocarbon, was in turn not released if position
205 in the terpene synthase was occupied by methionine, but by
alanine, leucine, isoleucine, valine, threonine, serine, cysteine, or
proline. All four compounds were labeled as expected, if 13C-
methyl-methionine was fed to the cultures (Figure 4b). In the
case of (methyl-d3)-L-methionine feeding, only the mass spectra
of deuterated derivatives of compounds 5, 6, and 8 could be
evaluated. Their mass shift of +3 after labeling with (methyl-d3)-
L-methionine clearly showed, that no deprotonation took place
at the introduced methyl group in during the reaction. The
labeling data of compound 13, which makes up the highest peak
area in the F205T, F205C, F205P, and F205A variant-expressing
strains, is shown as well (Figure 4b) and demonstrates the
preservation of the methyl group also in this substance.
Altogether, structure−function relationships described pre-

viously could be confirmed and some new insights could be
drawn from the data set, although the structures of many
products have not been elucidated so far. However, the product
composition of the 2-MB synthase from P. f luorescens could be
engineered in several directions after identification of F205 as an
amino acid with high importance for product determination and
a subsequent saturation mutagenesis approach. The microbially
produced C11-terpene oils produced with these variants or
further engineered enzymes are highly valuable sources for the
identification of, for example, novel flavor and fragrance
compounds. Analysis of the available mixtures by GC-O can
lead to the isolation of so far undiscovered substances with
interesting olfactory characteristics. Moreover, direct compar-
ison of the properties of pure C11-terpene compounds with
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respective C10-counterparts can deliver important structure−
function information.

■ CONCLUSION

This first protein engineering report for a bacterial C11-terpene
synthase demonstrates the possibility of creating biosynthetic
routes to a variety of noncanonical terpene structures, which
might contain novel aroma compounds or pharmaceuticals. We
could identify target sites for modulating product selectivity of
the enzyme. Alterations of F205 were analyzed in detail and led
to a range of different C11-terpene product spectra and the
appearance of four previously unknown C11-terpenes. The
deduction of a conclusion on structure−function relationships
in this special type of terpene synthases is limited because there
are only crystal structures of one 2-MIB-synthase and because
there is a lack of complete product structure elucidation. The
presented data set provides a basis for further mechanistic
investigations. Furthermore, the engineered variants of the 2-
MB synthase provide access to microbially produced terpene
oils composed of the largely unexplored C11-terpenes, for which
no reasonable natural sources exist.

■ MATERIALS AND METHODS

Strains and Plasmids. E. coliMG1655ΔendAΔrecA (DE3)
(hereinafter referred to as E. coli)29 was constructed in the lab of
Kristala Prather (Addgene #37854) and used for production
experiments.
Construction of plasmids pMK-3, pMK-5, and pMK-12 was

described before.19 pMK-5 encodes the genes of the mevalonate
pathway, of an IPP isomerase and of a GPP synthase. It was used
for provision of high GPP levels. pMK-6 is the respective empty
control vector without the genes encoding the pathway toward
GPP. pMK-12 is a pETDuet-1 vector containing the codon-
optimized genes encoding the 2-MB synthase from P. f luorescens
Pf0-1 (MBSp; DNA sequence in Figure S3; Uniprot Q3KF72)
and theGPP-MTase from S. coelicolorA3(2) (Uniprot Q9F1Y5)
in its two multiple cloning sites. pMK-3 lacks the gene for the
MBSp. The MBSp variant genes were synthesized and cloned
into the pMK-12 plasmid by Life Technology GmbH
(Darmstadt, Germany). The DNA sequence alterations are
listed in Table S2.
Protein Model Generation. The protein homology model

of MBSp was built with Swiss-Model (ProMod3 version
1.1.0).30 The crystal structure of the 2-MIB synthase of S
coelicolorA3 (MIBS; Uniprot Q9F1Y6; PDP ID: 3v1v) was used
as template. Figures of the crystal and model structure were
created using UCSF Chimera.31

De Novo Terpenoid Production in E. coli. Production
strains harbor the pMK-5 and a pMK-12 vector with the MBSp
gene or one of its mutants. A strain with the plasmids pMK-3 and
pMK-5 vector was used for control experiments. Precultures in
reaction tubes containing 5 mL of LB medium32 with
appropriate antibiotics were incubated overnight at 37 °C and
180 rpm. Main cultures in 15 mL 2× YT medium (16 g/L
tryptone, 10 g/L yeast extract, 5 g/LNaCl, pH 7.0 with 2% (v/v)
glycerol and appropriate antibiotics in 100 mL of baffled shake
flasks were inoculated from precultures to an OD600 value of 0.1.
After cultivation at 37 °C to anOD600 value of 1, gene expression
was induced with isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG, 100 μM). Induced cultures had terpenoids extracted
after 24 h of incubation at 30 °C and 180 rpm. For isotopic
labeling experiments, unlabeled methionine, 13C-methyl-me-

thionine, or (methyl-d3)-methionine were supplemented (cfinal =
3 g/L) to the medium.

Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) GC−MS Analysis.
For extraction of terpenoids, a twister (10 × 0.5 mm PDMS;
Gerstel, Mühlheim an der Ruhr, Germany) was held in the liquid
phase in a shake flask by an external magnet. After the
production phase the twister was removed from the culture,
rinsed with ddH2O, dried with lint free wipes, and transferred to
the inlet of a GC-vial, which was filled with 250 μL of n-pentane.
After 15 min of incubation in an ultrasonic bath (Merck eurolab,
Darmstadt, Germany) 5 μL of the pentane were used for GC−
MS analysis using a GC−MS-QP2010 (Shimadzu) containing a
DB-5 column (30m× 0.25mm× 0.25 μm, Agilent, Santa Clara,
USA). Measurements were conducted as follows: helium as
carrier gas, split ratio of 10; temperature at 250 °C, and column
flow of 1.1 mL/min. The column temperature was programmed
as follows: 40 °C for 1.5 min, 10 °C/min up to 250 °C followed
by 20 °C/min up to 300 °C. Experiments for the determination
of concentrations were performed three times, the other
experiments two times, for which one representative data set is
shown in Figures 3B and 4, and Figures S1 and S2 and Table S1.
In the case of F205C, the SBSE-GC−MS analysis of one of the
samples showed no compounds at all. Therefore, the data of this
specific sample was not included. Compounds were identified
via comparison of mass spectra and retention indexes (RI) to the
ones of reference compounds or mass spectra of the NIST mass
spectral library (v14) and RIs published by Adams. Identity was
assumed if the similarity index was equal to or higher than 90 and
the RI was ±10 compared to the published data. C11-terpene
reference compounds were synthesized by Enamine Ltd. (Riga,
Latvia).
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