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Neue Homo- und bis-Homo-Sesquiterpene 

via nicht-kanonischer Terpensynthasen 

C17-Pyrophosphate 

via zyklisierender Methyltransferase 

+ Methyltransferase 

C16-Pyrophosphate 
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Eine neue Biosyntheseroute erweitert das bakterielle 
TerpenPortfolio 

Irreguläre Terpene in Bakterien 
BIRGIT PIECHULLA | NANCY SCHMIDT | MARIE-CHANTAL LEMFACK | STEPHAN VON REUSS 

Die Wissenschaft sucht seit Langem immer neue Terpene/Terpenoide; man 
spricht von neuen spaces of terpenoids. Diese neuen Räume werden durch neue 
Biosynthesewege via zyklisierender Methyltransferasen und nicht-
kanonischer Terpensynthasen eröffnet und sind hier als Kreise dargestellt. 

Die mit einem 
grünen Pfeil 
markierten Begriffe 
werden im Glossar 
auf Seite 188 erklärt. 

Für die Bildung irregulärer C16- und C17-Homo-
und -bis-Homo-Sesquiterpen-Verbindungen 
in Bakterien sind zwei Enzyme mit unge-
wöhnlichen katalytischen und substrat-
spezifschen Eigenschaften verantwortlich. 
Einerseits sind dies ��bifunktionelle FPP-
Methyltransferasen mit Zyklisierungs-
aktivität und andererseits Terpensynthasen, 
die nur zyklische Prenylpyrophosphate 
akzeptieren. Durch diese Biosynthesevariante 
wird die Vielfalt natürlich vorkommender 
Terpene erhöht. 

Mit ca. 80.000 Substanzen sind die Terpene die größte 
und vielfältigste Naturstoffklasse [1]. Dazu gehören 

hochkomplexe Verbindungen wie Kautschuk, Choleste-
rin, Steroidhormone, Carotinoide, Gibberelline, Humulen 
und pfanzliche Geruchsstoffe wie Caryophyllen, Menthol, 
Limonen, Geraniol, Linalool und Pinen. Die chemischen 
Strukturen dieser Verbindungen sind sehr divers, obwohl 
ihnen ein gemeinsamer Biosyntheseweg zugrunde liegt. 
Die Entdeckung dieses Biosyntheseprinzips geht auf die 
Isoprenregel von Otto Wallach [2] und Leopold Ruzicka 
[3] zurück. Diese beiden Forscher hatten erkannt, dass die 
C5-Grundbausteine Isopentenylpyrophosphat (IPP) und 
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) zu Prenylpyro-
phosphat-Intermediaten wie Geranylpyrophosphat 
(GPP, C10), Farnesylpyrophosphat (FPP, C15) und Geranyl-
geranylpyrophosphat (GGPP, C20) zusammengefügt wer-
den. Die C5-Grundbausteine werden durch den Mevalonat-
oder durch den MEP/DOXP-Weg generiert [4]. Durch 
Kopf-Schwanz-, Kopf-Mittel- und Kopf-Kopf-Reaktionen 
entstehen dann verschiedene Intermediate; jedoch trägt 
diese begrenzte Anzahl von Prenylpyrophosphat-Struktu-
ren kaum zur hohen Diversität der Terpenoide bei. Die 
Terpen-Produktvielfalt ist einerseits auf die außergewöhn-
lichen Eigenschaften der Terpensynthasen zurückzufüh-
ren, die z. B. aus einem Substrat jeweils mehrere Produkte 
herstellen können (� Multiproduktenzyme). Andererseits 
wird die Produktpalette durch nachgeschaltete Modif-
kationen durch sogenannte dekorierende Enzyme wie 
Cytochrom-P450-Oxygenasen, Dehydrogenasen, Methyl-
transferasen, Acylasen und Glucosyltransferasen, enorm 
erweitert (Abbildung 1). 

Terpensynthasen sind außergewöhnliche Enzyme, 
weil die Anzahl der Produkte oft ein Vielfaches der akzep-
tierten Substrate übersteigt und weil sie viele unterschied-
lich zyklisierte Produkte herstellen können, was die spezi-
fschere Namensgebung Terpenzyklasen rechtfertigt. Die 
Terpen-Zyklisierungsreaktionen sind eine der komplexes-
ten Reaktionen, die die Natur vorzuweisen hat. Im Durch-
schnitt verändert ca. die Hälfte der Kohlenstoffatome eines 
Substrates ihre Bindung, Hybridisierung und Stereochemie 
während der Multistep-Zyklisierungskaskaden, wobei 
unterschiedliche Carbokation-Intermediate entstehen. 
Aufgrund der initialen Carbokation-Bildung werden zwei 
Klassen von Terpensynthasen unterschieden: Klasse-I-
Terpenzyklasen nutzen ein Metallcluster (meistens drei 
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A BB.  1  KLASSISCHE UND NICHT-KANONISCHE TERPE NBIO SYNTH E SE  

Über Organismenreiche hinweg verbreitete klassische Terpenbiosynthese (oben) und die nicht-kanonische Terpenbiosynthese (unten), die 
bisher nur in Bakterien nachgewiesen wurde. Grün hervorgehoben sind die besonderen Enzyme des nicht-kanonischen Biosyntheseweges. 

Mg-Ionen), um eine Ionisierung unter Bildung eines Allyl-
kations zu initiieren, während die Klasse-II-Enzyme säure-
basierend die terminale Doppelbindung protonieren. Beide 
Enzymklassen unterscheiden sich bezüglich der Position 
der aktiven Taschen: Bei Klasse-I-Enzymen liegt die aktive 
Tasche in der Mitte eines Bündels von α-Helices (alpha-
fold), während sich die der Klasse-II-Enzyme an der Phasen-
grenze zweier α-Helix-Domänen – genannt β und γ – be-
fndet. Die typischen Substrate der Terpensynthasen sind 
IPP, GPP, NPP (NerylPP, cis-Isomer des GPP), E- und Z-FPP, 
GGPP, GFPP (Geranylfarnesylpyrophosphat), NNPP (Neryl-
nerylpyrophosphat, cis-Isomer von GGPP). Bei allen han-
delt es sich um azyklische Substrate. 

Methylierung von Prenylpyrophosphaten 
2008 entdeckten Wang und Cane [5] und Komatsu et al. 
[6], dass auch 2-Methyl-GPP, d. h. ein C11-Substrat, von 
Terpensynthasen aus Streptomyces coelicolor akzeptiert 
wird, um daraus 2-Methylisoborneol und 2-Methylenbornan 
zu bilden. Nachfolgend wurde eine SAM-abhängige 
Methyltransferase, die GPP methyliert, charakterisiert 
[7]. Erst zehn Jahre später wurde gezeigt, dass es weitere, 
auf Prenylphosphate spezialisierte Methyltransferasen 
gibt, nämlich eine FPP-Methyltransferase aus Serratia 
plymuthica [8] und eine IPP-Methyltransferase aus 

SodorifenBiosynthese bei Serratia plymuthica 
Sodorifen ist eine polymethylierte, bizyklische Verbindung 
ohne Heteroatome und wurde bisher nur in Serratia ply-
muthica-Isolaten nachgewiesen. Die Summenformel C16H26 

deutet bereits auf eine Methylierung des Substrats C15-FPP 
hin, was sich im Zuge der Aufklärung des Biosyntheseweges 
auch bestätigte (Abbildung 2). Die Methylierung erfolgt am 
C10 des FPP, so dass zusätzlich eine Zyklisierungsreaktion 
durch die FPP-Methyltransferase möglich wird [10]. Es ent-
steht ein charakteristischer C5-Ring im � Presodorifen-Pyro-
phosphat. Auf dieses Zwischenprodukt hat sich die nachfol-
gende Terpensynthase (Sodorifen-Synthase) spezialisiert, 
d.h. sie akzeptiert nur dieses zyklisierte Intermediat, jedoch 
nicht das typische azyklische Substrat FPP der üblichen Ter-
pensynthasen. Somit ist die Sodorifen-Synthase das erste Bei-
spiel eines neuen Terpensynthase-Typs, d.h. einer nicht-ka-
nonischen Terpensynthase, deren aktive Tasche zyklische 
Substrate akzeptiert. Bisher war nur die ent-Copalylpyro-
phosphat-Synthase von Arabidopsis thaliana und Bradyrhi-
zobium japonicum bekannt, die ein multizyklisches Substrat 
der frühen Biosynthese des Gibberellins nutzt. Die Reaktio-
nen der Copalylpyrophosphat-Synthase und Sodorifen-Syn-

I N KÜRZ E  

Streptomyces monomycini [9]. Gegenüber den Enzymen 
aus Streptomyces war die FPP-Methyltransferase des 
γ-Proteobakteriums Serratia außergewöhnlich, weil sie 
neben der Methylierungsreaktion ein zyklisiertes Produkt 
bildete, d. h. sie ist ein bifunktionelles Enzym [10, 11]. 
Aufgrund dieser Zyklisierungsreaktion wurde dieses 
Enzym von Rudolf und Chang [12] auch als ‚maskierte‘ 
Terpenzyklase bezeichnet. Diese FPP-Methyltransferase 
von Serratia plymuthica 4Rx13 katalysiert den ersten ent-
scheidenden Schritt der Sodorifen-Biosynthese (Abbil-
dung 2). 

– Terpene (Terpenoide) sind die größte Naturstoffgruppe. 
– Der klassische universelle Biosyntheseweg der Terpenoide basiert auf der 

Isoprenregel, d. h. Verknüpfung von C5-Einheiten liefern C10-, C15-, C20- etc. 
-Intermediate, die durch Terpensynthasen umgesetzt werden. 

– Die neue Route basiert auf vorgeschalteten Methylierungen, die zur Bildung von 
C16- und C17-(zyklischen)-Intermediaten führt, die dann durch nichtkanonische 
spezifsche Terpensynthasen zu � Homo- und � bis-Homo-Sesquiterpenen 
umgesetzt werden. 

– Durch die neue Route wird die Produktvielfalt erhöht. 
– Dieser neue Biosyntheseweg ist in β  und γ Proteobakterien und in Aktino

bakterien realisiert. 
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thase unterscheiden sich jedoch deutlich: Erstgenannte nutzt 
eine aliphatische Kette, um einen Ring zu schließen, wäh-
rend die Sodorifen-Synthase eine hoch komplizierte und ein-
malige Reaktion durchführt, indem der C5-Ring des Presodo-
rifen-Pyrophosphats zunächst geöffnet wird, damit ein neuer 
C5- und C6-Ring entstehen kann [8, 13]. 

Das Zusammenspiel der FPP-Methyltransferase mit der 
Sodorifen-Synthase aus S. plymuthica ist ein erstes Beispiel, 
das zeigt, dass eine vorgeschaltete Methyltransferase Pro-
dukte entstehen lässt, die spezialisierte nicht-kanonische 
Terpensynthasen nutzen können, um neue Naturstoffe 
(Homo-Sesquiterpene) bilden zu können. Mit diesem Bei-
spiel wurde eine neue Route, die zur Erhöhung der zykli-
schen Terpen-Vielfalt beiträgt, aufgezeigt (Abbildung 1). 

A BB.  2  SODORIFEN-BIOSYNTHESE 

Sodorifen-Gencluster mit vier Genen in Serratia plymuthica 4Rx13; TC: Terpenzyklase, MT: FPP-
Methyltransferase, DXS: Desoxyxylulose-Synthase, IDI: IPP-Isomerase (oben). Biosyntheseweg des 
Sodorifens. In Blau, Rot und Grün sind die Kohlenstoffatome der drei C5-Einheiten des FPP darge-
stellt, orange: Kohlenstoffatom der Methylierung am C10 des FPP durch die FPP-Methyltransferase 
(unten). Die TC rearrangiert das zyklische C16-Intermediat zu einem bizyklischen Produkt. Abb. aus [8]. 

A BB.  3  GENCLUSTER FÜR DIE HOMO-SESQUITERPEN-SYNTH E SE  

Inzwischen konnten Duan et al. zeigen, dass die C16-basier-
te Terpen-Biosynthese in Bakterien weit verbreitet ist: Es 
konnten 13 Substanzen mit neuen zyklischen Strukturen 
nachgewiesen werden [14]. Im weiteren Sinne kann auch 
die Bildung des gegen Trypanosomen wirksamen Homo-
Terpenoids Longestin (C61H88O17) aus Streptomyces argen-
teolus zu dieser neuen Biosynthesevariante gruppiert wer-
den, welches aus (3Z)-3-Methyl-IPP und IPP-Verlängerungs-
einheiten durch eine GGPP-Synthase gebildet wird [15]. 

ChlororaphenBiosynthese bei Pseudomonas 
chlororaphis und Variovorax boronicumulans 

Die Sequenzierung des Genoms von Serratia plymuthica 
4Rx13 zeigte, dass die beiden Gene – für die FPP-Methyl-

transferase und die Sodorifen-Syntha-
se – nebeneinander in einem gemein-
samen Gencluster vorkommen [16]. 
Das Merkmal des gemeinsamen Vor-
kommens der Gene in Operons wur-
de für eine Analyse von bekannten 
Bakteriengenomen herangezogen, 
um andere Bakterienspezies mit der 
potenziellen Fähigkeit zur Bio-
synthese von Homo-Sesquiterpenen 
zu finden. Im γ-Proteobakterium 
Pseudomonas chlororaphis O6 und 
β-Proteobakterium Variovorax boro-
nicumulans PHE5-4 wurden zu Ser-
ratia-Genen verwandte Gene gefun-
den (Abbildung 3). Die Gene aus 
P. chlororaphis und V. boronicu-
mulans wurden kloniert, in E. coli 
heterolog exprimiert, isoliert und in 
Enzymassays eingesetzt. Die entspre-
chenden Produkte der Enzymassays 
wurden einer Gaschromatografie-
Massenspektroskopie-(GCMS)-Ana-
lyse unterzogen. In den Chromato-
grammen und Massenspektren wur-
den interessanterweise ähnliche, aber 
nicht identische Produkte wie bei 
der Sodorifen-Biosynthese entdeckt. 
Weitere Analysen – insbesondere 
durch NMR-Spektroskopie (Kern-Spin-
Resonanz-Spektroskopie) – ermög-
lichten die Strukturaufklärung der 
chemischen Verbindungen und da-
mit konnte wiederum ein neuer Bio-
syntheseweg, der in P. chlororaphis 
und V. boronicumulans vorkommt, 
nachgewiesen werden. 

Das Endprodukt dieses neuen 
Weges wurde Chlororaphen genannt 
und ist der erste Nachweis für das na-
türliche Vorkommen von Brexan-Typ-
bis-Homo-Sesquiterpenen (C17H28). 

Vergleichende Anordnung der FPP-Methyltransferasen (MT) und Terpensynthasen (TPS) in 
den Genclustern von Serratia plymuthica 4Rx13, Pseudomonas chlororaphis O6 und Variovorax 
boronicumulans PHE5-4. 
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A BB.  4  BIOSYNTHESE VON CHLORORAPHEN 

Im Biosyntheseweg zum Chlororaphen, der in Pseudomonas chlororaphis O6 und Variovorax boronicumulans PHE5-4 
realisiert ist, wird FPP zunächst am C10 durch eine FPP-C-Methyltransferase methyliert und zyklisiert. Das C16-Interme-
diat (γ -Presodorifen-Pyrophosphat, γ-PSPP) wird danach nochmals methyliert zum C17-Intermediat (α-Prechlororaphen-
Pyrophosphat, α-PCPP). Dieses C17-Intermediat wird durch die Chlororaphen-Terpensynthase (ChloS) zum fnalen 
bis-Homo-Sesquiterpen Chlororaphen umgewandelt. Es ist der erste Nachweis einer natürlich vorkommenden Brexan-
Verbindung. Abb. aus [16]. 

Die Summenformel deutet schon an, dass FPP zweimal zu 
einem C17-Molekül methyliert wird (Abbildung 4). Der 
erste Schritt der Biosynthese des Chlororaphens ist fast 
identisch mit der FPP-Methyltransferase-Reaktion zum C16-
Presodorifen-Pyrophosphat der Sodorifen-Biosynthese. 
Anschließend erfolgt in P. chlororaphis und V. boronicu-
mulans eine weitere Methylierung durch eine zweite Me-
thyltransferase zum C17-Prechlororaphen. Diese zweite 
Methyltransferase katalysiert dabei eine klassische 
Methyltransferase-Reaktion, was zu einer Verlängerung 
der Seitenkette führt, aber keine weitere Zyklisierungsre-
aktion nach sich zieht. Damit unterscheiden sich beide an 
der Chlororaphen-Biosynthese beteiligten Methyltransfera-
sen funktionell; sie sind auch distinkt in ihren Aminosäu-
resequenzen und nur entfernt miteinander verwandt. 

Ausblick 
Die Terpen-Biosynthese bleibt spannend! Es kann der-

zeit nur spekuliert werden, ob es neben der vorgeschalte-
ten Methylierung noch andere vorgeschaltete Modifka-
tionsschritte der Prenylpyrophosphate gibt. Es wird auch 
interessant sein, die nicht-kanonischen Terpensynthasen 
systematisch zu untersuchen, z.B. wann sie entstanden sind 
und inwieweit sie sich von den klassischen Terpensyntha-
sen ableiten lassen, oder ob sie eine neue Linie in der Evo-
lution der Terpensynthasen darstellen, die sich auf die Ver-
wendung sehr distinkter Substrate spezialisiert haben. 

Da bisher erst eine geringe Anzahl von Bakterienspe-
zies und -isolaten untersucht wurde, kann eine große Viel-
falt an neuen Terpenverbindungen und Biosynthese-
wegvarianten vermutet werden, die im großen Reich der 
Bakterien auf der Erde (geschätzte 1012 Bakterienspezies) 
vorkommen und in Zukunft systematisch isoliert und 
identifziert werden könnten. Dies bietet mit Sicherheit 
Potenzial für die Entwicklung neuer Leitstrukturen für Me-
dikamente und Antibiotika und die Entdeckung unge-
wöhnlicher katalytischer Reaktionen. 

Zusammenfassung 
Die Sodorifen- und Chlororaphen-Biosynthese zeigen ein-
drucksvoll, dass sich in Bakterien ein weiterer Weg der Terpen-
biosynthese etabliert hat, der zu neuen, bisher unbekannten 
Naturprodukten führt. Für diese Biosynthesen sind vor allem 
die Eigenschaften zweier Enzyme, die der bifunktionellen SAM-
abhängigen FPP-Methyltransferase mit zyklisierender Enzy-
maktivität und die einer Terpensynthase mit abweichender 
Substratakzeptanz, als essentiell hervorzuheben. Es wurde 
somit eine von der C5-basierenden Isoprenregel abweichende 
Möglichkeit der Modifzierung der klassischen Prenylpyro-
phosphat-Substrate zu C16- oder C17-zyklisierten Substraten 
dokumentiert und führt damit zur Erweiterung oder Modif-
kation des 136 Jahre alten Isoprendogmas. 

Summary 
Irregular terpenes: A new biosynthetic pathway 
expands the terpene portfolio in bacteria 

The biosyntheses of sodorifen and chlororaphen demon-
strate impressively that in bacteria an additional way of 
terpene biosynthesis was established which results in the 
production of new – so far unknown – natural terpene prod-
ucts. For these biosynthetic pathways, especially the prop-
erties of two specialized enzymes are responsible. This is on 
the one hand a bifunctional SAM-dependent FPP-methyl-
transferase with cyclase activity and on the other hand a 
terpene synthase with altered substrate specifcity. Thus, it 
has been documented that – deviating from the C5 unit-de-
pending isoprene rule – there is another possibility of mod-
ifying classical prenyl pyrophosphates to C16 or C17 cyclized 
substrates. Subsequently, the 136-year-old isoprene dogma 
has to be expanded or modifed. 

Schlagworte: 
Serratia, Pseudomonas, Variovorax, Methyltransferase, 
Terpensynthase, Sodorifen, Chlororaphen, bifunktionale 
Enzyme, Multiproduktenzyme, Zyklisierung 
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G LOSSA R 

Bifunktionelle FFPMethyltranferasen: bifunktionelle 
Enzyme können zwei unterschiedliche Reaktionen kataly-
sieren, hier: Methylierung und Zyklisierung. 

bisHomoSesquiterpene: siehe Sesquiterpene. 

HomoSesquiterpene: siehe Sesquiterpene. 

Carbokation: ein positiv-geladenes und besonders reaktives 
Kohlenstoffon (C+). 

Multiproduktenzyme: können aus einem Substrat mehrere 
Produkte mit unterschiedlichen Strukturen simultan bilden. 

Prenylpyrophosphate: z. B. Isopentenylpyrophosphat (IPP, 
C5), Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP, C5), Geranylpyro-
phosphat (GPP, C10), Farnesylpyrophosphat (FPP, C15), 
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP, C20) und weitere um 
C5-Einheiten verlängerte Moleküle. 

PresodorifenPyrophosphat: das Produkt der FPP-Methyl-
transferase und damit das Substrat für die Sodorifen-Syn-
thase. 

Sesquiterpene: Verbindungen aus drei Isopreneinheiten. 
Sie werden aus Farnesylpyrophosphat (FPP) gebildet (C15). 
Homo- und bis-Homo-Sesquiterpene werden nachfolgend 
derivatisiert. Sodorifen und Chlororaphen sind entsprechende 
Beispiele. 
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