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Johannes Zeidler: Precursors and Inhibitors of Isoprene Biosynthesis in Plants

Introduction:

In this Ph.D. thesis the distribution, possible intermediates and inhibitors of the alternative
pathway of plastidic isoprenoid biosynthesis (DOXP/MEP pathway) were examined in
several higher plants. DOXP and MEP stands for the now known first two intermediates
1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate and 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate. The DOXP/MEP-
pathway is completely different from the acetate/mevalonate pathway, which until recently
was the only known pathway for the biosynthesis of the isoprenoid Cs-building blocks
isopentenyl diphosphate (IPP) and dimethylallyl diphosphate (DMAPP). Before the beginning
of this work in 1996, the *C-labelling of isoprenoids via the now known DOXP/MEP-
pathway of IPP formation had been described between 1993 and 1995 by the groups of M.
Rohmer, H. K. Lichtenthaler and D. Arigoni for isoprenoid hopanoids in several eubacteria
(ROHMER et al., 1993), for carotenoids, plastoquinone-9 and the phytol side-chain of
chlorophylls in a green alga (LICHTENTHALER ef al., 1995; SCHWENDER ef al., 1995 and 1996)
and for a diterpenoid in a higher plant (SCHWARZ, 1994).

Since the detection of the acetate/mevalonate pathway in 1958 an increasing number of
research results were in contradiction to the formation of plastidic isoprenoids via mevalonic
acid. With the discovery of the DOXP/MEP-pathway for plastidic isoprenoids in 1995 it was
assumed to operate in plastids. At the beginning of this Ph.D. work in 1996 the intermediates
and the distribution of the DOXP/MEP pathway in higher plants was not yet known. For the
further elucidation of this pathway an isoprenoid was sought, that is synthesised in plastids
and whose formation from IPP requires as few enzymatic steps as possible. The emission of
the Cs-compound isoprene from plant leaves was chosen as a model for plastidic isoprenoid
biosynthesis. The hemiterpene isoprene is probably the most abundant isoprenoid in nature
and has a significant impact on atmospheric chemistry. Since gaseous isoprene is emitted
immediately after its formation from DMAPP by the plastidic isoprene synthase, its
biosynthesis directly reflects the formation of IPP and DMAPP in plastids. While the
biosynthesis of higher isoprenoids such as carotenoids from IPP requires many further
enzymatic steps, only two enzymes are necessary for isoprene formation: IPP isomerase and
isoprene synthase.

Objective:

Before studies on possible intermediates and inhibitors of the DOXP/MEP pathway could
be performed the following question had to be clarified: Is isoprene synthesised via the
acetate/mevalonate pathway or the DOXP/MEP pathway of IPP formation?

This question was to be addressed through incorporation experiments with potential
specific precursors of the DOXP/MEP pathway and with mevalonate labelled either with the
stable isotope “H or with °C followed by a GC/MS analysis of isoprene. Potential precursors
of the DOXP/MEP pathway were to be chemically synthesised in order to obtain information
about its unknown intermediates. Labelling studies of isoprene were to be conducted with
several plants so as to test the distribution of the plastidic DOXP/MEP pathway among higher
plants. Furthermore, a plant test-system based on isoprene emission by plant leaves was to be
developed with the intention of finding new inhibitors of the DOXP/MEP pathway. The mode
of action of potential inhibitors of isoprene formation was to be narrowed down as far as
possible. Finally, other plastidic plant terpenoids were to be tested, whether being made via
the DOXP/MEP pathway or the mevalonate pathway.
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Results:

1) Two new methods for the measurement of isoprene emitted by leaves were developed:
The first one allows the enrichment of isoprene from the headspace in a droplet of decane and
a fast determination of the incorporation of *H- and "*C-labelled precursors via GC/MS. The
second method is suitable for a convenient quantification of isoprene emitted from leaves via
UV-absorbance. It therefore allows a rapid test of potential inhibitors of the DOXP/MEP
pathway.

Several putative isoprene precursors were synthesized (see below). Many potential
inhibitors of the DOXP/MEP-pathway were examined for an inhibition of isoprene emission,
growth inhibition of several algae and E. coli as well as the inhibition of carotenoid and
chlorophyll formation in greening barley sprouts.

The biosynthesis of a further volatile hemiterpene, 2-methyl-3-buten-2-ol from Pinus
ponderosa, was examined with similar labelling and inhibition experiments. Like isoprene by
deciduous trees, 2-methyl-3-buten-2-o0l is emitted by many North American pines in high
amounts in a light and temperature dependent fashion.

2) The following potential IPP-precursors were chemically synthesised: [1-*H;]-1-deoxy-D-
xylulose, its methyl glycoside, [1-?H;]-1-deoxy-D-xylitol, [1-?H;]-1-deoxy-D-lyxitol, (R)-
[1,1,4,4—2H4]—2—C—methylbutan—1,2,4—triol, [1-*H,]-3-methyl-2-buten-1-ol and its diphosphate
ester (deuterated DMAPP). Unlabelled 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate was synthesised
enzymatically with recombinant 1-deoxy-D-xylulose S5-phosphate synthase (DXS) from
Chlamydomonas reinhardltii.

[1-2H2]-3-methyl-2-buten-1-01 and its diphosphate ester (deuterated DMAPP) were not
incorporated into isoprene by leaves of Chelidonium majus L. Presumably 3-methyl-2-buten-
1-o0l could not be activated to DMAPP by kinases, whereas DMAPP itself could probably not
be taken up by cells or plastids because of its polarity. 1-deoxy-D-xylitol, 1-deoxy-D-lyxitol
and (R)-2-C-methylbutan-1,2,4-triol were also not incorporated into isoprene by Chelidonium
majus L. They are probably no precursors of the DOXP/MEP-pathway, as no evident
biochemical links can be found between them and the intermediates of the DOXP/MEP-
pathway, that are known today. [I,1-’H,]-2-C-methyl-D,L-erythritol (d-ME) was not
incorporated into isoprene from Populus nigra L., although its phosphate ester MEP is known
as an intermediate of the DOXP/MEP pathway today. d-ME can probably not be taken up
because of its polarity or it is not phosphorylated by kinases to MEP.

3) Deuterium labelled 1-deoxy-D-xylulose (d-DOX) was incorporated into isoprene from all
plants used in this work (Populus nigra, Salix viminalis, Chelidonium majus, Platanus x
acerifolia, Quercus robur, Robinia pseudoacacia and Eucalyptus globulus). Thus, DOX was
confirmed as an intermediate of the DOXP/MEP-pathway. *C-labelled mevalonic acid (*C-
MVA) was only poorly incorporated into isoprene. These experiments unequivocally showed
that isoprene is formed via the DOXP/MEP-pathway and not via the acetate/mevalonate
pathway. They also corroborated the presumed ubiquitous distribution of the DOXP/MEP-
pathway in higher plants. In addition, these results gave further evidence for the plastidic
localisation of isoprene biosynthesis as the isoprene synthase is known to be bound to
chloroplasts. With the incorporation of d-DOX into isoprene from seven plants described in
this thesis the labelling of an isoprenoid by DOX was published in a original scientific paper
for the first time (ZEIDLER ef al., 1997).
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4) The antibiotic fosmidomycin, with hitherto unknown mode of action, was shown here to
be an efficient inhibitor of the DOXP/MEP-pathway and of isoprene emission. As predicted
from theoretical considerations discussed in this thesis, fosmidomycin inhibits the second
enzyme of the DOXP/MEP-pathway, the 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase
(DXR). This was shown for plants in the group of H. K. Lichtenthaler (ZEIDLER ef al., 1998;
SCHWENDER ef al., 1999) and independently for E. coli by the group of H. Seto (KUZUYAMA
et al., 1998) and later also for other bacteria by other groups (ALTINCICEK et al., 2000;
GROLLE et al., 2000; MILLER ef al., 2000). In a joint publication with the group of H. Jomaa it
was described, that fosmidomycin also inhibits the DXR from Plasmodium falciparum and
cures mice infected with the rodent malaria parasite Plasmodium vinckei (JOMAA et al.,

1999b).

5) A first insight into the mode of action of the herbicide clomazone was produced with the
isoprene inhibition test (UV method), inhibition and rescue experiments with greening barley
seedlings and enzyme assays by C. Miiller in the Lichtenthaler group. Apparently clomazone
is activated within the plant to 5-ketoclomazone by cytochrome Pyso. 5-ketoclomazone
inhibits isoprene emission and inhibits DXS, the first enzyme of the DOXP/MEP-pathway.

6) The strong inhibition of isoprene emission by the herbicide DCMU (diuron) confirmed
the tight coupling of isoprene formation to photosynthetic ATP and NADPH formation and
CO; assimilation.

7) Aminoethoxyvinylglycine, aminooxyacetate, cycloserine and gabaculine, all of these
inhibitors of vitamin B¢ (pyridoxal phosphate = PLP) dependent enzymes, were found as
inhibitors of isoprene emission. The exact mode of action of these compounds remains
unknown. Presumably, an inhibition of PLP-dependent steps of the photorespiratory cycle can
directly reduce isoprene emission or indirectly lead to an inhibition of photosynthesis and thus
result in a decreased isoprene production. Alternatively, the late enzymic steps of the
DOXP/MEP-pathway, not known so far, might contain vitamin B¢ dependent enzymes. This
aspect needs further investigations.

8) The volatile hemiterpene 2-methyl-3-buten-2-ol (MBO) emitted by Pinus ponderosa
instead of isoprene was labelled by d-DOX but not by >C-MVA as shown by GC/MS. MBO
emission was also inhibited by fosmidomycin. Thus, another atmospherically important
volatile isoprenoid was shown to be formed via the DOXP/MEP-pathway.

9) The current knowledge (end of 2000) of the distribution and function of isoprene
emission in plants, bacteria and animals was summarised in this Ph. D. thesis. The currently
known steps of the DOXP/MEP-pathway and certain restrictions on its unknown further
steps, which are imposed by labelling studies with plants and bacteria, were presented. The
biosynthesis of different classes of isoprenoids in plants via the acetate/mevalonate pathway
or the DOXP/MEP-pathway as well as compartmentation, cross-talk, phylogeny and
distribution of the two pathways of IPP biosynthesis in plants and bacteria were discussed.

10) In an outlook proposals were made for future research into the regulation of isoprene
emission, into the further elucidation of the DOXP/MEP-pathway and into the possible
discovery of new herbicides and antibiotics.
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1 Einfiihrung

Der fliichtige Kohlenwasserstoff 2-Methyl-1,3-butadien oder Isopren (CsHg, Abbildung
1-1) wurde zum erstenmal 1860 von C.E. Williams durch die Pyrolyse von natiirlichem
Gummi dargestellt (siche WEITZ und LOSER, 1989). Lange Zeit wurde versucht, auch den
umgekehrten Prozess, die Polymerisation von Isopren zu Poly(cis-1,4-isopren) mit der
Struktur des natiirlichen Kautschuks, zu verwirklichen. Seit den ersten Erfolgen zu Beginn der
50er Jahre des 20. Jahrhunderts bis heute ist dieses Vorhaben Gegenstand intensiver
Bemiithungen der Chemischen Industrie. Isopren wurde zunidchst durch Erhitzen von
Terpentindl unter Luftausschluss gewonnen und bei der Pyrolyse verschiedener pflanzlicher
Produkte nachgewiesen, wie z.B. in gerostetem Kaffee und Tabakrauch. Das Vorkommen von
freiem Isopren in der Natur konnte lange Zeit nicht nachgewiesen werden. Dennoch wurde
frith erkannt, dass zahllose Naturstoffe sich formal als durch Polymerisation von zwei bis zu
hunderttausenden Isoprenmolekiilen entstanden denken lassen. Otto Wallach formulierte
daher die Isoprenregel, nach der Terpene wie z.B. Kampfer und Kautschuk aus
Isopreneinheiten aufgebaut sind (WALLACH, 1885). Ruzicka erweiterte dieses Konzept zur
biogenetischen Isoprenregel durch die Annahme, dass die Isoprenoide nicht nur formal aus
Isopreneinheiten bestehen, sondern durch die Verkniipfung biologischer Isopreneinheiten
gebildet werden (RUZICKA ef al., 1953). Diese biologischen Isopreneinheiten wurden bald als
Isopentenylpyrophosphat (Abbildung 1-1) identifiziert (LYNEN et al., 1958; BLOCH et al.,

1959).
O 0 0 O
O/P\O/P\O_

Isopren Isopentenylpyrophosphat (IPP)

Abbildung 1-1 Chemische Struktur von Isopren und der aktiven biologischen Isopreneinheit IPP.

Eine Ironie der Wissenschaftsgeschichte ist es, dass sehr lange iibersehen wurde, dass
Isopren nicht nur ein Artefakt beim Erhitzen von Naturstoffen, Rohstoff flir synthetischen
Kautschuks und formaler Namensgeber der Isoprenoide ist, sondern wahrscheinlich der
mengenmaissig bedeutendste, natiirlich gebildete Vertreter dieser Substanzklasse. Die von
vielen Pflanzen weltweit freigesetzten Mengen an Isopren {iberschreiten sowohl die
anthropogenen Kohlenwasserstoffemissionen als auch die Biosyntheseraten anderer
Isoprenoide, wie Mono- (Cyy), Sesqui- (C;s), Di- (Cy9) und Sesterterpene (Cys), Steroide und
Triterpene (Csp), Carotinoide (Ca49) und Polyterpene (>Cig) (siche 1.6, S. 25). Als weitere
Ironie kann man die Tatsache betrachten, dass auch der Biosyntheseweg nicht nur des
haufigsten Isoprenoids Isopren, wie in dieser Arbeit beschrieben, sondern vielleicht der
Hauptmenge aller Isoprenoide von dem als ubiquitir verbreitet angenommenen
Acetat/Mevalonat-Weg vollig verschieden ist und noch vor einigen Jahren unbekannt war.

1.1 Vorkommen und Bedeutung der Isoprenoide

Die Begriffe Terpene und Terpenoide legen einen C;o-Korper als Monomer zugrunde
(Monoterpene = C;o, Diterpene = Cyy usw.). Die Bezeichnung Isoprenoide beruht auf der
Erkenntnis, dass die eigentlichen biologischen Grundbausteine dieser Substanzklasse Cs-
Korper mit der Struktur des Isoprens sind. Isoprenoide sind ubiquitér verbreitet, wie z.B. der
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Name des Ubichinons, eines essentiellen Isoprenoids der Atmungskette, andeutet. Es sind
bisher keine Organismen bekannt, die nicht irgendwelche Isoprenoide enthielten. Selbst Viren
konnen Gene der Isoprenoidbiosynthese enthalten (ALEJO ef al, 1999). Insbesondere
enthalten alle Biomembranen Isoprenoide. Es wurde sogar spekuliert, dass Isoprenoide die
ersten priabiotischen Membranvesikel bildeten, und somit von einzigartiger Bedeutung fiir den
Ursprung zelluldren Lebens gewesen seien (OURISSON und NAKATANI, 1994). Es gibt kaum
einen zelluldren Vorgang, an dem nicht in irgendeiner Weise Isoprenoide beteiligt sind.
Isoprenoide sind in diesem Sinne flir die Biologie von mindestens ebenso universeller
Bedeutung wie Fettsiduren, Proteine und DNA.

Die wichtigsten Isoprenoide in S#ugetieren sind Cholesterol als lebenswichtiger
Membranbestandteil und Vorldufer von Steroidhormonen und Gallensduren, Dolichole fiir die
Synthese N-verkniipfter Glycoproteine, das schon erwéhnte Ubichinon sowie Cytochrom a in
der Elektronentransportkette der Zellatmung, Isopentenyladenosin in tRNA, Retinal (Vitamin
A) als prosthetische Gruppe des Photorezeptors Rhodopsin im Auge, die Vitamine E, D und
K, sowie farnesylierte und geranylgeranylierte Proteine, die in Membranen dirigiert werden
und an Regulationsvorgéngen beteiligt sind (vgl. VOET und VOET, 1995).

Der Grof3teil der iiber 30.000 bis 1998 bekannten Isoprenoide (DAVIS und CROTEAU, 2000)
wird von Pflanzen produziert. Auf Isopren selbst, das auch im menschlichen Atem vorkommt,
wird spater noch eingegangen. Pflanzen enthalten ,,reine* und ,,gemischte* Isoprenoide. Zum
Beispiel werden die Carotinoide, die nur aus Isopreneinheiten bestehen, zu den reinen
Prenyllipiden gezdhlt, wogegen beispielsweise die Chlorophylle, die neben Phytol einen
nicht-isoprenoiden Anteil enthalten, zu den gemischten Prenyllipiden zihlen (GOODWIN,
1977; LICHTENTHALER, 1993). Die Funktionen der pflanzlichen Isoprenoide liegen in der
Photosynthese (Carotinoide; Chlorophylle, a.-Tocopherol und Phyllochinon-K; mit diterpener
Seitenkette, Nonaprenyl-Seitenkette von Plastochinon-9; LICHTENTHALER und PARK, 1963;
LICHTENTHALER und CALVIN, 1964), in der Atmung (Cytochrom a, Ubichinon-9 und -10 mit
isoprenoiden Seitenketten aus 9 bzw. 10 Isopreneinheiten; LICHTENTHALER, 1980; SCHINDLER
und LICHTENTHALER, 1984), im Membranaufbau (Sterole, Triterpene; vgl. z.B. RICHTER,
1996), in der Regelung von Wachstum und Entwicklung durch Phytohormone (Abscisinsdure,
Gibberelline, Cytokinine, Brassinosteroide; vgl. z.B. RICHTER, 1996), in den Interaktionen mit
Insekten (Monoterpene, Homoterpene; vgl. PIEL et al., 1998) und in der Pathogenabwehr
(sesquiterpene Phytoalexine; vgl. z.B. RICHTER, 1996). Weitere Beispiele fiir pflanzliche
Isoprenoide sind die Farnesyl- und Geranylgeranyl-Seitenketten prenylierter Proteine
(PARMRYD ef al., 1999), Triterpensaponine, Monoterpen-Indolalkaloide und Steroidalkaloide
(vgl. z.B. RICHTER, 1996), Polyprenole und Dolichole (JANKOWSKI et al., 1994), Kautschuk
und Guttapercha (BENEDICT, 1983). Zu den verschiedenen 6kologischen Funktionen der
pflanzlichen Isoprenoide siehe auch HARBORNE und TOMAS-BARBERAN (1991) und
LANGENHEIM (1994).

Nicht nur wegen der Bedeutung der pflanzlichen Isoprenoide fiir den Menschen z.B. als
Aromastoffe (Monoterpene), Werkstoffe (Kautschuk), Medikamente (z.B. das Diterpen
Taxol) und Nahrungszusidtze (Vitamine, Carotinoide), ist die Erforschung der ersten
gemeinsamen Biosyntheseschritte, die erst vor wenigen Jahren eine neue Wendung
genommen hat, von besonderem Interesse. Da Isoprenoide in allen Organismen vitale
Funktionen erfiillen, stellt ihre Biosynthese einen erfolgversprechenden Angriffspunkt fiir die
Entwicklung neuer Herbizide und Wirkstoffe gegen pathogene Mikroorganismen dar (siehe
Kapitel 1.5, S. 24 und Kapitel 4.2.2, S. 86).
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1.2 Biosynthese von Isoprenoiden aus Isopreneinheiten

Die Kohlenstoffgeriiste der verschiedenen Isoprenoide entstehen alle aus linearen
Prenylketten, die von Prenyltransferasen gebildet werden (MCGARVEY und CROTEAU, 1995;
KELLOGG und POULTER, 1997, OGURA und KOYAMA, 1998). Dabei wird aus einem
allylischen Pyrophosphat zunichst ein Pyrophosphat-Ion unter Bildung eines allylischen
Kations eliminiert. Dieses Kation greift dann die Doppelbindung eines IPP-Molekiils an,
wobei unter Abspaltung eines Protons vom IPP eine neue C-C-Bindung und eine neue
Doppelbindung im Produkt gebildet werden. Voraussetzung fiir diese Kondensation von
Isopreneinheiten zu Prenylketten (Kopf-Schwanz-Addition) ist die Bildung des
Startermolekiils Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP, Abbildung 1-2). Dieses erste allylische
Pyrophosphat wird aus IPP mithilfe des Enzyms IPP-Isomerase (RAMOS-VALDIVIA ef al.,
1997) gebildet '. Die niichsten allylischen Pyrophosphate heissen Geranylpyrophosphat (Co,
GPP), Farnesylpyrophosphat (C,s, FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat” (C9, GGPP). FPP
und GGPP konnen von weiteren Prenyltransferasen verldngert werden, im Fall des
Kautschuks bis zu Kettenldngen von mehreren Millionen C-Atomen. Im allgemeinen sind die
Prenyltransferasen hochspezifisch fiir die Stereochemie der Doppelbindungen und die
Kettenldnge sowohl von Substraten als auch Produkten (TARSHIS et al, 1996; OHNUMA et al.,
1997). FPP-Synthasen und GGPP-Synthasen koénnen jedoch auch ausgehend von IPP und
DMAPP in mehreren Verldngerungsschritten ohne Freisetzung der Intermediate ihre Produkte
bilden (POULTER und RILLING, 1981).

/l'\/\opp # /K/\OPP —_— Isopren (Cs)

IPP DMAPP
+ PP
/j\/\/K/\ T2
OPP — > Monoterpene (C1o)
GPP
+31IPP
/K/\/K/\/K/\OPP — > Sesquiterpene (C+s)
FPP — > Triterpene, Steroide (Cso)
2x
/K/\/K/\/K/\/K/\OPP PN Diterpene (Cyo)
GGPP — Tetraterpene, Carotinoide (Cao)
2x

Abbildung 1-2 Verkniipfung der Isopreneinheiten [PP und DMAPP zu Geranylpyrophosphat
(GPP), Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und Biosynthese
der Isoprenoide aus den Prenylpyrophosphaten. Fiir weitere Beispiele von Isoprenoiden sieche Text.

! Nach neuesten Ergebnissen scheint DMAPP jedoch zumindest in E. coli und zwei Cyanobakterien parallel zu
IPP gebildet werden zu konnen, ohne dass eine IPP-Isomerase nétig ware (siehe 4.3.2, S. 106).

? Nach neuerer Nomenklatur wird Pyrophosphat durch Diphosphat ersetzt und DP statt PP in den entsprechenden
Abkiirzungen verwendet. Da die Bezeichnungen IPP, DMAPP usw. aber noch sehr verbreitet sind, wird hier aus
Griinden der Konsistenz von Pyrophosphaten gesprochen.
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Ein weiterer Typ der Verkniipfung von Prenylpyrophosphaten ist die Dimerisierung von
FPP und GGPP durch Schwanz-Schwanz- bzw. Kopf-Kopf-Addition unter zweimaliger
Abspaltung von Pyrophosphat. Aus zwei Molekiilen FPP wird so das Squalen (Cs) als
Vorstufe von Triterpenen und Steroiden gebildet. Zwei Molekiile GGPP bilden in dhnlicher
Weise das Phytoen (Cyp) als Vorstufe der Carotinoide.

Andere Arten von Prenyltransferasen sind an der Proteinprenylierung beteiligt und wieder
andere an der Prenylierung weiterer nicht-isoprenoider Molekiile. Die letzteren Enzyme sind
fir die Bildung von gemischten Prenyllipiden des Primirstoffwechsels (s.0.) und von
Meroterpenoiden verantwortlich. Meroterpenoide sind gemischte Isoprenoide des
Sekundérstoffwechsels, zu denen auBer den schon in 1.1 genannten Beispielen z.B. die
Bittersduren des Hopfens, prenylierte Isoflavone und die Cannabinoide zdhlen (u.a. zitiert in
RAMOS-VALDIVIA et al., 1997).

1.3 Subzellulare Kompartimentierung der Isoprenoidbiosynthese in
Pflanzen

Kompartimentierung der Biosynthesen von Isoprenoiden aus IPP

Grundsitzlich werden im Cytosol/ER pflanzlicher Zellen die Sesqui- und Triterpene sowie
die Sterole (Triterpenderivate) synthetisiert. In den Plastiden werden die Mono-, Di- und
Tetraterpene sowie deren Derivate gebildet. Die wichtigsten Vertreter plastidédrer Isoprenoide
sind die bereits in 1.1 (S. 15) erwdhnten Substanzen, die als Bestandteile der
Thylakoidmembranen essentielle Funktionen in der Photosynthese erfiillen: die Chlorophylle
mit diterpener Phytolseitenkette, die tetraterpenoiden Carotinoide, Plastochinon-9
(Nonaprenyl-Seitenkette), a-Tocopherol und Phyllochinon-K; mit diterpener Seitenkette. In
den Mitochondrien wird Ubichinon gebildet.

Das Vorkommen eines Stoffwechselprodukts in einem Zellkompartiment ist ein Hinweis
darauf, dass es dort gebildet werden konnte (zumindest die letzten Schritte der Biosynthese),
wenn auch kein Beweis. Die Isoprenoide der Thylakoidmembranen der Chloroplasten (die
diterpenen Phytyl-Seitenketten von Chlorophyllen, Phyllochinon-K; und a-Tocopherol, die
tetraterpenen Carotinoide und die Nonaprenyl-Seitenkette von Plastochinon-9) werden im
Plastiden gebildet (LICHTENTHALER und PARK, 1963; LICHTENTHALER, 1993). Sterole
kommen hauptsédchlich in den cytoplasmatischen Membranen Plasmalemma, Tonoplast und
Endoplasmatisches Retikulum vor, nicht jedoch in den Chloroplasten (EICHENBERGER und
MENKE, 1966; EICHENBERGER 1977). Ubichinon wird nur in den Mitochondrien gefunden
(vgl. LICHTENTHALER, 1977).

Ein Beleg fiir die Kompartimentierung von Biosynthesewegen ist die Lokalisierung der
entsprechenden Enzyme in den Kompartimenten. So kommen GPP- und GGPP-Synthasen in
Plastiden vor (DOGBO und CAMARA, 1987; KUNTZ ef al., 1992; SOLER et al., 1992) und FPP-
Synthasen im Cytosol und in Mitochondrien (GRAY, 1987, CUNILERA et al., 1996; 1997). Es
gibt auch Belege fiir die plastiddre Lokalisierung von Mono- und Diterpen-Synthasen, die
jeweils GPP bzw. GGPP umsetzen (AACH et al., 1995; BOHLMANN ef al., 1998; TURNER et
al., 1999). Sesquiterpen-Synthasen sind hingegen cytosolisch (BOHLMANN ef al., 1998).

Allerdings existieren, wie man seit kurzem weiss, auch Ausnahmen zu dieser generellen
Kompartimentierung der Enzyme. So wurde sowohl von einer plastiddren FPP-Synthase in
Weizen und Tabak (SANMIYA et al., 1999) als auch von GGPP-Synthasen auBerhalb des
Plastiden bei Arabodopsis thaliana (OKADA et al., 2000) berichtet. Dies ist verstdndlich unter
der Annahme, dass Protein-Farnesylierung und -Geranylgeranylierung sowohl innerhalb als
auch auBlerhalb des Chloroplasten stattfindet (PARMRYD ef al., 1999). Eine weitere Ausnahme
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wurde mit einer cytosolischen GPP-Synthase in Lithospermum erythrorhizon gefunden
(SOMMER et al., 1995). GPP wird in dieser Pflanze offenbar fiir die Biosynthese von Shikonin
im Cytosol verwendet (siche 4.3.2, S. 106).

Kompartimentierung der Biosynthese von IPP

Das oben beschriebene Modell der Verteilung der spdten Schritte der Biosynthesen
verschiedener Isoprenoide aus IPP in verschiedenen Zellkompartimenten wird von der
Mehrheit der Forscher akzeptiert. Einen ganz anderen Aspekt zur Kompartimentierung der
Isoprenoid-Biosynthesewege in Pflanzen beleuchteten aber frithe Markierungsexperimente
von Goodwin und Mitarbeitern, und dies hdngt mit der Bildung von IPP zusammen (siche
1.4.1): Es hatte sich gezeigt, dass plastidire Isoprenoide verschiedener Pflanzen sehr effizient
aus '*CO, markiert wurden, die cytosolischen Sterole jedoch nicht. Umgekehrt wurden
Sterole und Ubichinon von '*C-Mevalonsdure hoch markiert, B-Carotin und Chlorophyll aber
nicht (MERCER und GOODWIN, 1962; TREHARNE ef al., 1964, 1966). Ahnliches wurde spiter
immer wieder fir andere Pflanzen und viele weitere Isoprenoide gefunden (z.B.
LICHTENTHALER et al., 1982; Ubersichten in GRAY, 1987; LICHTENTHALER et al., 1997a).
Dies fiihrte zu einer langjdhrigen Diskussion unterschiedlicher Kompartimentierungsmodelle
der IPP-Biosynthese in Pflanzen. Es war z.B. lange umstritten, ob Cytosol, Plastid und
Mitochondrion jeweils eigene Biosynthesewege flir IPP besitzen (GRAY, 1987). Erst Mitte der
1990er Jahre wurde eine plausible Erkldarung fiir viele schwer verstidndliche Resultate
gefunden (siehe 1.4.2, S. 21; 4.3, S. 103).

1.4 Biosynthese der Isopreneinheiten
1.4.1 Der Acetat-Mevalonat-Weg

Die Bildung von IPP wurde Ende der 1950er Jahre in Hefe und tierischen Geweben
aufgeklart (LYNEN und HENNING, 1960; BLOCH, 1965; NES und MCKEAN, 1977; QURESHI und
PORTER, 1981). Ausgehend von drei Molekiilen Acetyl-Coenzym A (Acetyl CoA) entsteht
iiber Acetoacetyl-CoA 3-(S)-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA), welches mithilfe
von zwei Molekiillen NADPH zu 3-(R)-Mevalonsdure (MVA) reduziert wird. Mevalonsiure
wird anschlieBend zweimal ATP-abhéngig an C-5 phosphoryliert. Unter Verbrauch eines
weiteren ATP und Decarboxylierung wird die OH-Gruppe an C-3 eliminiert und es entsteht
IPP (Abbildung 1-3).

Da Mevalonsdure das erste fiir die IPP-Biosynthese spezifische Intermediat ist, wurde aus
vielen erfolgreichen Einbauexperimenten von '‘C-markierter Mevalonsdure in pflanzliche
Isoprenoide (sieche 1.3), z.B. in Kautschuk (LYNEN und HENNING, 1960), geschlossen, dass
der Acetat-Mevalonat-Weg auch in Pflanzen fuir die Bildung aller Isoprenoide verantwortlich
ist.

AuBler durch Markierungsstudien wurde der MVA-Weg in hoheren Pflanzen auch durch die
Charakterisierung seiner Gene und Enzyme zweifelsfrei nachgewiesen (vgl. BACH, 1995;
BAcCH et al., 1999):

cDNA-Klone fiir cytosolische Acetoacetyl-CoA Thiolase (AACT, EC 2.3.1.9) aus
Raphanus sativus wurden funktionell in Hefe exprimiert (VOLLACK und BACH, 1996).

Die HMG-CoA Synthase aus Arabidopsis wurde kloniert und funktionell untersucht
(MONTAMAT ef al., 1996; BACH und BENVENISTE, 1997).
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Mevalonat Kinase wurde aus Catharanthus roseus gereinigt und charakterisiert (SCHULTE
et al., 2000). Die Expression des klonierten Gens aus Arabidopsis wurde untersucht (LLUCH
et al., 2000).

Phosphomevalonat Kinase wurde aus Catharanthus roseus gereinigt und charakterisiert
(SCHULTE et al. 1999).

cDNA fiir die Mevalonatpyrophosphat Decarboxylase aus Arabidopsis wurde in Hefe
funktionell exprimiert (CORDIER et al., 1999).

CoA-SH Acetyl-CoA CoA-SH
A G U S ' §
O S-CoA 1 O S-CoA 2 ) S—CoA
Acetyl-CoA Acetoacetyl-CoA 3-(S)-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
2 NADPH
CoA-SH
2 NADP
ADP + P; 2 ADP 2 ATP
MVAPP 3 (R) Mevalonat

Abbildung 1-3 Der Acetat/Mevalonat-Weg der IPP-Biosynthese. 1 Acetoacetyl-CoA Thiolase, 2
HMG-CoA Synthase, 3 HMG-CoA Reduktase, 4 Mevalonat Kinase + Mevalonat-5-phosphat
Kinase, & Mevalonat-5-pyrophosphat Decarboxylase.

Die HMG-CoA Reduktase (HMGR) ist das bestuntersuchte Enzym des Mevalonatweges
und wurde in verschiedenen hoheren Pflanzen beschrieben. HMG-CoA Reduktase liefert in
einer irreversiblen Reaktion das erste fiir die Isoprenoidbiosynthese spezifische
Zwischenprodukt Mevalonsdure und wird als die entscheidende Regulationsstelle des Acetat-
Mevalonat-Weges in Tieren und Pflanzen betrachtet (GOLDSTEIN und BROWN, 1990; BACH et
al., 1999, NEWMAN und CHAPPELL, 1999). Sdugetiere enthalten offenbar nur ein HMGR-Gen,
hohere Pflanzen dagegen mehrere Isogene, die eine differenzierte Regulation in Abhéngigkeit
von Gewebetyp, Entwicklungszustand, Umwelteinfliissen und Bedarf an spezifischen
Isoprenoiden ermdglichen (z.B. LOGUERCIO et al., 1999; JAIN et al., 2000; Ubersicht in
STERMER et al., 1994).

HMG-CoA Reduktasen lassen sich durch Mevinolin und andere sogenannte Statine
hocheffektiv hemmen (BACH und LICHTENTHALER, 1987). Diese sind deshalb von hohem
Nutzen als Medikamente zur Senkung des Cholesterinspiegels (vgl. MANNS, 1999)° und fiir
die Untersuchung der Isoprenoidbiosynthese. Mevinolin hemmt in hoheren Pflanzen (wie
auch in Pilzen und Tieren) die Sterolbiosynthese, nicht jedoch die Biosynthesen der

? Eigentliches Ziel der Statinbehandlung ist die Verhinderung von Herzinfarkt und Schlaganfall, Folgen der
Arteriosklerose. Nach neueren Studien beruht die verminderte Sterblichkeit durch Gabe von HMG-CoA-
Reduktase-Hemmern nicht allein auf einer Senkung des Cholesterolspiegels, sondern auch auf direkten,
positiven Effekten auf erkrankte Gefésse (vgl. LAUFS et al., 1997).
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plastiddren Prenyllipide (Chlorophylle, pB-Carotin und Plastochinon-9) (BACH und
LICHTENTHALER, 1983; SCHINDLER ef al., 1985).

Obwohl der Acetat-Mevalonat-Weg schon seit 1958 bekannt ist, ist das z.B. auch fiir die
Arzneimittelentwicklung wichtige Studium seiner Verbreitung in Bakterien gerade erst am
Anfang (sieche 4.3.1, S. 104; WILDING ef al, 2000a). Die Beschleunigung der
Genomsequenzierung ldsst viele interessante Erkenntnisse liber die Phylogenie der IPP-
Biosynthese in Eubakterien, Archaea und Eukaryonten erwarten (BOCHAR et al., 1999). Dies
gilt insbesondere im Hinblick auf das Vorhandensein eines zweiten Biosyntheseweges fiir
IPP, der im néchsten Abschnitt eingefiihrt wird, und dessen Untersuchung Motivation fiir
diese Arbeit war.

1.4.2 Der alternative IPP-Biosyntheseweg

1991 wurden von Zhou und White Markierungsstudien von Ubichinon-8 in E. coli mit
verschiedenen “H- und "*C-markierten Vorstufen verdffentlicht (ZHOU und WHITE, 1991). Die
Autoren folgerten aus dem Markierungsmuster im Ubichinon-8 von Zellen, die auf uniform
mit C markierter Glucose gewachsen waren, dass aus Pyruvat stammende C,- und C;-
Einheiten die Vorldaufer von IPP seien, und nicht Acetyl-CoA. Ebenso stellten sie fest, dass
kein Einbau von '"C-Acetat messbar war und das Wachstum von E. coli nicht durch
Mevinolin hemmbar war. Dennoch wurde versucht das Markierungsmuster mit dem Acetat-
Mevalonat-Weg zu erkldren. Es gab fiir die Autoren keinen Grund, das bis dahin allgemein
akzeptierte Biosyntheseschema anzuzweifeln.

Es gab sogar schon in der Zeit der Aufkldrung des Acetat-Mevalonat-Wegs
Unstimmigkeiten bei Einbauexperimenten: Zum Beispiel wurde bei der Markierung von
Lycopin in reifenden Tomaten mit [1-'*C]- und [2-'*C]-Acetat ein Einbauverhiltnis von 1:5,5
gemessen statt 1:1,5, wie nach einem Einbau {iber Mevalonsdure zu erwarten gewesen wire
(ZABIN, 1957; genauere Erlduterung bei SCHWENDER, 1999). Diese und viele andere
schwierig mit dem Mevalonatweg in Einklang zu bringende Resultate lieBen sich erkldren,
nachdem von M. Rohmer und Mitarbeitern in Mulhouse zu Beginn der 1990er Jahre ein
alternativer, von Mevalonsdure unabhingiger IPP-Biosyntheseweg in verschiedenen
Bakterien entdeckt worden war (ROHMER ef al., 1993). In der Karlsruher Arbeitsgruppe
Lichtenthaler wurden daraufhin von J. Schwender in Zusammenarbeit mit M. Seemann und
A. Disch (Arbeitsgruppe Rohmer) die gleichen Charakteristika der IPP-Biosynthese in
Griinalgen fur alle Prenyllipide und in hoheren Pflanzen fiir die plastiddren Prenyllipide
(Chlorophylle, Carotinoide, Plastochinon) nachgewiesen (SCHWENDER, 1995; SCHWENDER ef
al., 1995, 1996; LICHTENTHALER ef al., 1995; SCHWENDER, 1999; Ubersichten in
LICHTENTHALER et al., 1997a; LICHTENTHALER, 1999).

Seit 1997 ist in einer rasanten Entwicklung von mehreren anderen Arbeitsgruppen die
mevalonatunabhédngige Biosynthese vieler verschiedener Isoprenoide in unterschiedlichen
Organismen, hauptsichlich Pflanzen, nachgewiesen worden. Fiinf der moglicherweise ca. 10
Enzyme des alternativen Biosyntheseweges sind aus Bakterien und Pflanzen kloniert und
charakterisiert worden. Ein Arzneimittel, das auf der Existenz dieses Stoffwechselweges im
Malariaerreger Plasmodium falciparum basiert, befindet sich in der Entwicklung. Der aktuelle
Stand dieser Forschungen und der Anteil der eigenen Arbeit daran wird im Diskussionsteil
beschrieben (siehe 4.3.2, S. 106). Hier soll zundchst der Wissensstand zu Beginn der
Promotionsarbeit zusammengefasst werden. Der mevalonatunabhéngige IPP-Biosyntheseweg
wird im Folgenden nach den heute bekannten ersten beiden Intermediaten 1-Deoxy-D-
xylulose-5-phosphat (DOXP) und 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP) DOXP/MEP-
Weg genannt (siehe dazu 4.3.2, S. 106).
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Die ersten Vorlaufer: Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat

Durch Einbau von an verschiedenen Positionen mit *C markierten Glucosen, Acetat,
Pyruvat und Erythrose in verschiedenen Eubakterien wurde von den Arbeitsgruppen Rohmer
und Sahm gezeigt, dass die Biosynthese von Hopanoiden (pentazyklischen triterpenoiden
Sterolsurrogaten) in  Zymomonas  mobilis, Methylobacterium  fujisawaense  und
Alicyclobacillus acidoterrestris und Ubichinon in E. coli iiber einen mevalonatunabhéngigen
Weg liuft (ROHMER er al., 1993). Dazu wurden die Positionen der *C-Markierungen in den
extrahierten Isoprenoiden mit C-NMR gemessen. Die gefundenen Markierungsmuster
schlossen Acetyl-CoA und HMG-CoA als Vorldaufer von IPP aus. Die Isopreneinheiten
mussten aus einer C,-Einheit (hochstwahrscheinlich aus der Decarboxylierung von Pyruvat)
und einer Cs-Einheit, einem Triosephosphat (Glycerinaldehyd-3-phosphat oder
Dihydroxyacetonphosphat), zusammengesetzt werden. Es lies sich weiterhin folgern, dass der
zunéchst gebildete Cs-Korper eine Umlagerung des Kohlenstoffgeriists erfahren musste, bei
der die C,-Einheit aus Pyruvat zwischen C-1 und C-2 des Triosephosphats wandert
(Abbildung 1-4). Dies konnte anhand von “C-""C-Kopplungen im "*C-NMR-Spektrum von
mit [4,5-"°C,]-Glucose markierten Isoprenoiden gezeigt werden. Die Vorliaufer der C,- und
Cs-Einheit wurden schlieBlich durch Markierungsstudien mit E. coli-Mutanten, denen jeweils
ein Enzym des Triosephosphat-Stoffwechsels fehlt, als Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat (GAP) identifiziert (ROHMER et al., 1996). Eine detaillierte Beschreibung dieser
Schlussfolgerungen findet sich bei ROHMER (1999a).

Das erste Intermediat: 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat

Aus GAP und Pyruvat entsteht in einer Transketolase-dhnlichen Acyloin-Kondensation
unter Abspaltung von CO, der erste Cs-Korper, 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (DOXP)
(Abbildung 1-4). Diese Verbindung hatte man als erstes Intermediat vermutet, weil sie als
Naturstoff in Form des freien Zuckers 1-Deoxy-D-xylulose (DOX) schon bekannt war
(HOEKSEMA und BACZYNSKYJ, 1976; SLECHTA und JOHNSON, 1976). Die enzymatische
Bildung von DOX war auch schon beschrieben worden, allerdings als eher unspezifische
Nebenreaktion verschiedener Thiamin-abhéngiger Enzympréparationen aus mehreren
Bakterien, Hefen und niederen Pilzen (YOKOTA und SASAJIMA, 1984; 1986). Weiterhin war
DOX als Vorstufe fiir Thiamin (Vitamin B;) und Pyridoxalphosphat (Vitamin Bg)* in E. coli
und Spinat-Chloroplasten bekannt (JUILLARD, 1992; ESTRAMAREIX und DAVID, 1996; HILL et
al., 1996). Den ersten Nachweis fur DOX als Vorldufer eines Isoprenoids lieferte S. Broers in
seiner Dissertation in der Arbeitsgruppe Arigoni, Ziirich, durch Einbau von [1-*H,]- und [5,5-
’H,]-DOX in die Prenyl-Seitenkette von Ubichinon in E. coli (BROERS, 1994). Diese Arbeit
wurde allerdings nicht in einer Fachzeitschrift publiziert. Der Einbau von [2,3-1°C,]- und [2,4-

* Es gibt wahrscheinlich zwei verschiedene Biosynthesewege fiir Vitamin Bs. Neuere Analysen von
Gensequenzen komplett und teilweise sequenzierter Organismen haben ergeben, dass sich diese in zwei Gruppen
einteilen lassen: Die erste Organismengruppe (verschiedene Eubakterien) enthélt Orthologe zu zwei Genen der
Pyridoxalphosphat-Biosynthese in E. coli (pdxA und pdxlJ), nicht aber Orthologe eines hochkonservierten Gens
fir einen alternativen Weg zu Vitamin By (SORI1 aus Cercospora nicotianae bzw. pyroA aus Aspergillus
nidulans). Die zweite Gruppe enthilt stattdessen SOR1/pyroA-Orthologe, nicht aber Orthologe zu pdxA und
pdxJ. Zu dieser zweiten Gruppe mit dem SOR1/pyroA-Gen gehoren sechs Pflanzen sowie verschiedene Pilze,
Eubakterien und Archaebakterien (EHRENSHAFT ef al., 1999; OSMANI et al., 1999). Wie Pflanzen DOX zur
Synthese von Vitamin B4 verwenden konnen (JULLIARD, 1992), ohne méglicherweise die entsprechende Gene
wie E. coli (pdxA, pdxJ) zu enthalten, ist bisher unbekannt (Das von pdxJ kodierte Protein katalysiert die
Bildung von Pyridoxinphosphat aus DOXP und 3-Phosphohydroxy-1-aminoaceton; CANE et al., 1999; LABER et
al., 1999). Allerdings wurde [U-">C¢]-Glucose in gleicher Weise in 4’-O-Methylpyridoxin aus Gingko biloba
eingebaut wie in Pyridoxin aus E. coli (FIEHE et al., 2000). Markierungstudien zum Ursprung des
Stickstoffatoms von Pyridoxin deuten ebenfalls auf zwei Wege hin (TANAKA et al., 2000).
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13C,]-DOX in Ubichinon aus E. coli (ROSA PUTRA e al., 1998b) und von [2,3,4,5-"°C4]-DOX
in Phytol und Carotinoide aus Zellkulturen der hoheren Pflanze Catharanthus roseus
(ARIGONI et al., 1997) sowie weitere Markierungsexperimente der Karlsruher und anderer
Arbeitsgruppen (siehe 4.3.2, S. 106) bestitigte DOX als Isoprenoid-Vorldufer. Die erste
Veroffentlichung des Einbaus von 1-Deoxy-D-xylulose ([1-*H;]-DOX) in ein Isoprenoid, das
von vielen Pflanzen gebildete Isopren, entstand aus der vorliegenden Arbeit (siehe 3.2.1, S.
55; ZEIDLER et al., 1997, SCHWENDER et al., 1997). Die Markierung des héaufigsten
pflanzlichen Isoprenoids im Photosyntheseapparat, der Phytolseitenkette von Chlorophyll in
verschiedenen Algen und einer hoheren Pflanze aus DOX, wurde ebenfalls erstmals von der
Karlsruher Arbeitsgruppe publiziert (SCHWENDER ef al., 1997).

Pyruvat
Lo

COOH 0 0
+ —> HO oder ( OH
CHO OH OH
OH oP OoP \
I:OP GAP DOXP S
oder )\AOPP
Pyruvat IPP
!:O /Y/Y
COOH o oder 0
+  — > HOA4—CH.OH HOH,C-q—OH
OH OoP OP
O
E DHAP
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Abbildung 1-4 Alternative IPP-Biosynthese aus Pyruvat und Triosephosphat. Aus dem Einbau
BC-markierter Glucosen und Acetat in Isoprenoide aus Bakterien und Griinalgen konnte die
Bildung eines intermedidren C5-Korpers aus Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) oder
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) abgeleitet werden (ROHMER et al., 1993; SCHWENDER et al.,
1995; LICHTENTHALER ef al., 1995). Durch die Entstehung eines neuen chiralen Zentrums gibt es
theoretisch vier mogliche Deoxypentosephosphate, die nach Umlagerung des Kohlenstoffskeletts
das gleiche Markierungsmuster in IPP erzeugen. Das Triosephosphat wurde schlieBlich als GAP
identifiziert (ROHMER ef al., 1996). Einbau von [1-’H,]- und [5,5-*H,]-DOX in Ubichinon aus E.
coli (BROERS, 1994) machte DOXP als ersten C5-Korper wahrscheinlich.

Der DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosynthese in Pflanzen

In der Diplomarbeit von J. Schwender in der Arbeitsgruppe Lichtenthaler wurde in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Rohmer gezeigt, dass die Griinalge Scenedesmus obliquus
ebenfalls den DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosynthese besitzt (SCHWENDER, 1995;
SCHWENDER et al., 1995, 1996). Durch Einbau verschieden markierter °C-Glucosen und *C-
Acetat mit anschlieBender Analyse der Markierungsmuster mit “C-NMR wurde das
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Pyruvat/Triosephosphat-Muster fiir Phytol (Chlorophyllseitenkette), die Prenyl-Seitenkette
von Plastochinon-9, B-Carotin, Lutein und Chondrillasterol nachgewiesen. Offensichtlich
nutzt Scenedesmus ausschlieBlich den DOXP/MEP-Weg fiir die Biosynthese aller
Isoprenoide.

1994 wurde von M. Schwarz (Arbeitsgruppe Arigoni, Zirich) mit "C-
Markierungsversuchen das in Bakterien gefundene Pyruvat/Triosephosphat-Muster in den
Diterpenen Gingkolid A und Bilobalid aus Ginkgo biloba nachgewiesen (SCHWARZ, 1994).
Die Experimente dieser Dissertation wurden allerdings erst 1999 in einem Buchbeitrag ohne
Angabe der experimentellen Details verdffentlicht (SCHWARZ und ARIGONI, 1999). Sie
zeigten aber, das zumindest in Ginkgo biloba bestimmte isoprenoide sekundére Pflanzenstoffe
nach dem mevalonatunabhingigen IPP-Biosyntheseweg gebildet werden. Die ersten
Publikationen {iber die Biosynthese von plastiddren Isoprenoiden in Griinalgen und héheren
Pflanzen nach dem DOXP/MEP-Weg, nidmlich der Carotinoide und des Phytols der
Chlorophylle des Photosyntheseapparats (in Griinalgen und hoheren Pflanzen) und der Sterole
(in Griinalgen), kamen von der Karlsruher Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit M. Rohmer
(SCHWENDER et al., 1995, 1996; LICHTENTHALER ef al., 1995, 1997a).

1.5 Hemmstoffe des DOXP/MEP-Weges der IPP-Biosynthese

Hemmstoffe sind von Bedeutung in der Grundlagenforschung, in der Landwirtschaft als
Fungizide, Insektizide und Herbizide und in der Medizin, z.B. als Antibiotika oder Mittel zur
Regulation des menschlichen Stoffwechsels. Statine wie z.B. Mevinolin sind vielgenutzte
Hilfsmittel bei der Untersuchung des Acetat/Mevalonat-Weges der IPP-Biosynthese als auch
Medikamente zur Senkung des Cholesterolspiegels (siehe 1.4.1, S. 19). Es ist deshalb
wiinschenswert, auch fiir die Enzyme des DOXP/MEP-Weges Hemmstoffe zu finden.
Insbesondere ein vermutlich essentieller Stoffwechselweg, der bei vielen Bakterien und, wie
sich im Laufe dieser Arbeit herausstellte, vermutlich allen Pflanzen vorkommt, sehr
wahrscheinlich jedoch nicht bei Tieren und Menschen, erdffnet die Pespektive zu neuen
hochwirksamen Antibiotika und Herbiziden. Solche Substanzen sind dann mit guter
Wahrscheinlichkeit ungiftig fiir den Menschen, wenn sie kein menschliches Enzym
blockieren konnen.

Ein Weg zu einem solchen Inhibitor des DOXP/MEP-Weges der IPP-Biosynthese ist die
Synthese und Untersuchung von Substrat- und Ubergangszustandsanaloga der vermuteten
Intermediate dieses Biosyntheseweges. Dieser Ansatz ist nur moglich, wenn die Enzyme und
Substrate des Stoffwechselweges bekannt sind. Diese Kenntnis ist ohnehin nétig, um den
genauen Zielort und Wirkungsmechanismus des Hemmstoffs herauszufinden. Haufig liefert
diese Methode jedoch trotz hohen Aufwands wenig befriedigende Ergebnisse, selbst wenn die
dreidimensionale Struktur des Zielenzyms vorliegt und mogliche Hemmstoffe mithilfe von
Computermodellierung in eine Bindenische eingepasst werden.

Ein weiterer Weg ist das Durchmustern von Substanzbibliotheken (z.B. aus der
kombinatorischen Chemie oder Naturstoffquellen) an geeigneten Testsytemen.
Schwierigkeiten dieser Methode liegen z.B. in Aufwand, Preis und Verfuigbarkeit der
Substanzen.

Ein dritter Weg ist die Suche nach schon bekannten Stoffen, deren genauer
Wirkungsmechanismus bisher unbekannt war, deren Wirkungsprofil jedoch (sowohl im
Hinblick auf die Symptome eines behandelten Zielorganismus als auch auf das Spektrum der
sensitiven Zielorganismen) im Licht neuer Erkenntnisse auf einen Zielort hindeutet. Fiir den
DOXP/MEP-Weg bedeutet dieser Ansatz einerseits die Suche nach Antibiotika, die die
Isoprenoidbiosynthese in Bakterien hemmen, welche den DOXP/MEP-Weg besitzen, und
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andererseits die Suche nach Herbiziden, die die Biosynthesen der plastiddren Isoprenoide
hemmen. Wie sich im Laufe der vorliegenden Arbeit herausstellte, werden ndmlich nur die
plastidaren Isoprenoide hoherer Pflanzen nach dem mevalonatunabhéngigen IPP-Weg
gebildet. Literaturrecherchen schrinkten die nach diesem Ansatz in Frage kommenden
Kandidaten im wesentlichen auf das Antibiotikum Fosmidomycin und das Herbizid
Clomazone ein. Die Uberlegungen, die zur Untersuchung dieser und einiger anderer
Hemmstoffe gefiihrt haben, werden im Diskussionsteil (siehe 4.2, S. 85) ndher erldutert.

1.6 Isoprenemission bei Pflanzen und Tieren
Charakteristika der Isoprenemission von Pflanzen

»Isopren ist ein chemischer Stoff, der in der Natur nicht vorkommt.“ Dies und &@hnliches
jedenfalls behaupten manche Biochemie-Lehrbiicher (u.a. KARLSON, 1994). Im Widerspruch
dazu wurde die pflanzliche Isoprenbildung 1957 erstmals von G. A. Sanadze beschrieben
(siche SANADZE, 1991) und unabhingig von R. A. Rasmussen entdeckt (siche SHARKEY,
1996). Schitzungen fiir die weltweit emittierten Mengen an Kohlenstoff in Form von
biogenem Isopren liegen zwischen 175 und 503 Millionen Tonnen pro Jahr und liegen damit
in der gleichen GroBenordnung wie die jéhrlichen globalen Methanemissionen von ca. 500
Millionen  Tonnen Kohlenstoff und iiber den anthropogenen Nichtmethan-
Kohlenwasserstoffemissionen von etwa 100 Millionen Tonnen pro Jahr (vgl. SHARKEY ef al.,
1991; KESSELMEIER und STAUDT, 1999)’. Vermutlich wurde die Isoprenemission deshalb
lange tibersehen, weil die Luftkonzentrationen nur im Bereich ppt - ppb liegen (vgl.
KESSELMEIER und STAUDT, 1999). Dies liegt an der hohen Reaktivitdt von Isopren mit OH-
Radikalen. Die Folgen der komplexen Atmosphidrenchemie von Isopren sind einerseits die
Bildung von bodennahem Ozon und andererseits eine mogliche positive Riickkoppelung bei
der Klimaerwédrmung, da durch den Verbrauch von OH-Radikalen die Oxidationskapazitét der
Atmosphire vermindert wird und somit weniger vom langlebigeren Treibhausgas Methan
abgebaut werden kann (MONSON ef al., 1991). Zu einer positiven Riickkoppelung konnte es
kommen, weil die Isoprenemission stark mit der Temperatur zunimmt. Die
Temperaturabhingigkeit der Isoprenemission spielt sich sowohl langfristig, als auch vor allem
kurzfristig in der GréBenordnung von Sekunden bis Minuten ab (SINGSAAS und SHARKEY,
1998; SINGSAAS und SHARKEY, 2000; SINGSAAS et al., 1999; SHARKEY et al., 1999). Bis etwa
35°C steigt die Isoprenemission exponentiell mit einem Q;o-Wert von 3-6, um oberhalb von
40-42°C wieder abzufallen (siche HARLEY ef al., 1999). Die starke Temperaturabhingigkeit
der pflanzlichen Isoprenemission ist keine Folge einer verstiarkten Verfliichtigung (Isopren hat
einen Siedepunkt von 34°C), da Isopren praktisch nicht gespeichert wird, sondern sie ldsst
sich vor allem durch die Temperaturabhéngigkeit der Isoprensynthase erkldren (siehe
KREUZWIESER ef al., 1999). Die plastiddre Isoprensynthase (WILDERMUTH und FALL, 1996;
1998) bildet Isopren aus DMAPP durch Elimination von Pyrophosphat (siche
LICHTENTHALER und ZEIDLER, 2000; Abbildung 1-5). Isopren ist also das am einfachsten
gebaute Isoprenoid und seine Biosynthese bendtigt von IPP ausgehend nur zwei weitere
Enzyme (IPP-Isomerase und Isopren-Synthase).

Ein weiteres Charakteristikum der Isoprenemission ist die starke Lichtabhéngigkeit. Diese
folgt im Gegensatz zur Temperaturabhidngigkeit in etwa derjenigen der Photosynthese mit
einer dhnlichen Sittigung bei hohen Lichtintensititen um 1000 pmol m™ s (HARLEY ef al.,
1999). In manchen tropischen Pflanzen tritt die Lichtséttigung der Isoprenemission allerdings

> Zum Vergleich: Die jahrliche Produktionskapazitit an synthetischem Isopren lag 1987 bei etwa 1,3 Millionen
Tonnen weltweit (WEITZ und LOSER, 1989). Die jahrliche Nettoprimérproduktion durch Photosynthese weltweit
wird auf ca. 163 Milliarden Tonnen Kohlenstoff geschétzt (FLINDT, 2000).
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erst bei 2500 mol m™ s ein (LERDAU und KELLER, 1997). Auch metabolisch gesehen ist die
Isoprenemission an die Photosynthese gekoppelt. So wird *CO, schnell in Isopren eingebaut,
was auf eine plastiddre Lokalisation aller Enzyme der Isoprenbildung deutet (DELWICHE und
SHARKEY, 1993). Unter bestimmten Stressbedingungen (Salz, Trockenheit, Hitze, Starklicht)
kann die Isoprenemission jedoch noch stattfinden oder sogar steigen, wenn die Photosynthese
abnimmt (SHARKEY und LORETO, 1993; LORETO und DELFINE, 2000), so dass noch andere C-
Quellen neben dem unmittelbar photosynthetisch fixierten Kohlenstoff fiir die
Isoprenemission in Betracht gezogen werden miissen.

A)

/%/\OPP — /J\Va/\OPP — %\/\OPP

.+ DMAPP H H* IPP

Abbildung 1-5 MutmaBliche intermediire Carbokationen bei der IPP-Isomerase- (A) und der
Isopren-Synthase-Reaktion (B). B): Dasselbe resonanzstabilisierte kationische Intermediat [in
Klammer] tritt vermutlich bei drei Enzymen auf: der Isopren-Synthase, der 3-Methyl-2-buten-3-ol
(MBO)-Synthase und der GPP-Synthase.

Die Isoprenemission ist unter hoheren Pflanzen, Farnen und Moosen weit verbreitet, ist
jedoch nicht bei allen Pflanzen vorhanden bzw. unter der Nachweisgrenze (HARLEY ef al.,
1999; HANSON et al., 1999; CSIKY und SEUFERT, 1999; KESSELMEIER und STAUDT, 1999).
Zum Beispiel produzieren Eichen, Pappeln, Platanen, Weiden und Schollkraut grofle Mengen
Isopren, wihrend Ahorn, Buchen, Birken und die meisten landwirtschaftlich genutzten
Pflanzen kein Isopren bilden. Warum dies so ist und was iiberhaupt der Grund fiir das
Vorkommen der Isoprenbildung ist, scheint zunichst unklar. Immerhin werden in der Regel 2
Prozent, in Extremfillen bis zu 50 Prozent und mehr, des photosynthetisch fixierten
Kohlenstoffs bei der Isoprenemission scheinbar als Abfallprodukt verschwendet (siche
SHARKEY, 1996). Es wurde vorgeschlagen, dass Isopren das Produkt einer fehlgesteuerten
IPP-Isomerase sei, da das carbokationische Intermediat dieser Enzymreaktion dem
intermedidren Carbokation bei der sdurekatalysierten, nichtenzymatischen Umwandlung von
DMAPP zu Isopren #hnlich sei (BACH, 1995). Das intermedidre Carbokation der IPP-
Isomerasereaktion enthélt die Pyrophosphatgruppe, das Carbokation, das intermedidr bei der
sdurekatalysierten Bildung von Isopren aus DMAPP auftritt, jedoch nicht, da es durch
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Abspaltung der Pyrophosphatgruppe entsteht (siche Abbildung 1-5). Solche Intermediate
ohne die Pyrophosphatgruppe treten bei den Reaktionen von Prenyltransferasen (z.B. GPP
Synthase) und Terpencyclasen auf, die von einem allylischen Pyrophosphat (z.B. DMAPP
oder GPP) Pyrophosphat unter Bildung eines resonanzstabilisierten Kations abspalten
(MCGARVEY und CROTEAU, 1995). Das Kation, das auf diese Weise z.B. bei der GPP-
Synthase aus DMAPP entsteht, konnte durch Abspaltung eines Protons in Isopren iiberfiihrt
werden, so dass ein ,,metabolisches Leck™ nicht bei der IPP-Isomerase, sondern eher bei
Prenyltransferasen und Terpencyclasen zu suchen wire, wie von Silver und Fall
vorgeschlagen wurde (SILVER und FALL, 1995). Dennoch ist eine Isopren-bildende Aktivitét
von Prenyltransferasen, Terpencyclasen oder IPP-Isomerase bisher noch nicht gefunden
worden. Partielle Aminosdure-Sequenzen von  gereinigter Isoprensynthase und
Datenbankvergleiche scheinen die Identitit von Isoprensynthase mit anderen
Prenylpyrophosphat-Enzymen auszuschlieBen, so dass von einer eigenstindigen
[soprensynthase auszugehen ist (SILVER und FALL, 1995).

Die Annahme einer physiologischen Funktion der Isoprenemission im Gegensatz zu einem
metabolischen Fehler passt aulerdem eher ins géngige Paradigma der Evolution, so dass in
der Arbeitsgruppe von T. Sharkey nach einer Funktion gesucht wurde. Sharkey und
Mitarbeiter konnten mit verschiedenen experimentellen Ansdtzen zeigen, dass Isopren in
physiologischen Konzentrationen einen Schutz des Photosyntheseapparates vor Schadigung
durch hohe Temperaturen (gemessen als Chlorophyllfluoreszenz) vermittelt (SHARKEY und
SINGSAAS, 1995; SINGSAAS ef al., 1997; HANSON et al., 1999). Dieser Effekt konnte jedoch
kiirzlich von anderen nicht nachvollzogen werden (LOGAN und MONSON, 1999). Ein
moglicher Schutz von isolierten Thylakoiden und Phosphatidylcholin-Liposomen vor
Peroxidation und Permeabilisierung bei hohen Temperaturen durch Isopren konnte ebenfalls
nicht gefunden werden (LOGAN et al., 1999). Dennoch ist die Hitzeschutzhypothese damit
nicht endgiiltig widerlegt, denn unter bestimmten Umstéinden kann es sein, dass schon bei
Kontrollen ohne Isoprenzugabe die Chlorophyllfluoreszenz beim Erwédrmen erst bei hoherer
Temperatur ansteigt (SHARKEY, 1999, personliche Mitteilung). Fiir den Nachweis des
Hitzeschutzeffekts von Isopren werden verschiedene Methoden verwendet, um die interne
Isoprenproduktion zu unterdriicken und dann den Effekt einer externen Isoprenzugabe im
Vergleich zu Kontrollbléttern ohne Isopren nachzuweisen (SINGSAAS et al., 1997). Eine neue
Moglichkeit dazu ergab sich, nachdem in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass sich die
Isoprenbildung mit dem Antibiotikum Fosmidomycin sehr effektiv hemmen ldsst (siehe 3.3.1,
S. 60; 4.2.2, S. 86). So konnte dann von Sharkey und Mitarbeitern der Wérmeschutzeffekt
von Isopren erneut mithilfe von Fosmidomycin demonstriert werden. Diese neue Methode zur
Hemmung der Isoprenemission hat den grofen Vorteil, dass sie spezifisch nur die
Isoprenemission und nicht auch die Photosynthese blockiert, im Gegensatz z.B. zu
Dunkelheit, Stickstoffatmosphire oder anderen Hemmstoffen (SHARKEY, 1999, personliche
Mitteilung).

Andere denkbare Nutzeffekte der Isoprenemission wiéren z.B. Schutz des
Photosyntheseapparates vor Photoinhibition und Photooxidation durch hohe Lichtintensitdten
und agressive Sauerstoffspezies, Verbrauch von iiberschiissigem NADPH und ATP oder eine
okologische Rolle, wie sie anderen Sekundéirstoffen zugeschrieben wird, z.B. Abwehr von
Fraf3ifeinden und Mikroorganismen. Keine dieser Funktionen konnte jedoch bisher eindeutig
fiir Isopren nachgewiesen werden. Obwohl es keinen strengen Beweis gibt, lassen daher
folgende Fakten Sharkeys Warmeschutzhypothese als die derzeit beste Antwort auf die Frage
nach dem Grund fiir die Isoprenemission erscheinen:

1) Warmeschutz ist der bisher einzige experimentell nachgewiesene und fiir die Pflanze
vorteilhafte Effekt bei physiologischen Isoprenkonzentrationen. Andere nachgewiesene
biologische Effekte von Isopren gelten bisher nur fiir unrealistisch hohe Konzentrationen



28 Einflihrung

(Induktion des Blithens anderer Pflanzen, TERRY et al., 1995) oder lassen keinen Nutzen

erkennen (Anziehung von Kollembolen (= Springschwinze, Insekten), MICHELOZZI et al.,
1997).

2) Die Wirmeschutzhypothese ist besonders plausibel angesichts der sehr schnellen
Induktion der Isoprenemission und dem Auftreten bei Pflanzen, die schnellen
Temperaturdnderungen ausgesetzt sind, wie z.B. Waldbdumen, deren Blitter abwechselnder
Beschattung und Belichtung ausgesetzt sind und die dadurch schlagartig erwidrmt werden.
Wihrend ldngerer Hitzeepisoden ldsst die Isoprenemission nach. Dann koénnen andere
Mechanismen wie Hitzeschockproteine effizienter sein, da sie nicht auf kontinuierlichem
Verbrauch neufixierten Kohlenstoffs beruhen. Im Einklang damit findet man
Isoprenemittenten kaum in Wisten sondern vermehrt in waldigen und buschigen
Okosystemen (SINGSAAS und SHARKEY, 2000).

3) Ebenfalls im FEinklang mit der Hypothese, dass Isopren Schutz gegen schnelle
Temperaturwechsel bietet, ist die taxonomische Verbreitung der Isoprenemission. So wurde
spekuliert, dass Isopren bei der Besiedelung des Landes durch Pflanzen evolvierte, da in Luft
wegen der niedrigen Wiarmekapazitit des Mediums stdrkere Temperaturschwankungen
auftreten als in Wasser. Moglicherweise ist deshalb die Isoprenemission kaum in Algen, sehr
stark in Moosen und weniger stark in Farnen und hoheren Pflanzen verbreitet. Wéhrend der
Diversifikation der Pflanzen konnte die Isoprenemission mehrfach durch andere
Mechanismen wie Hitzeschockproteine verdréangt worden sein (HANSON et al., 1999).

Nach welchem Mechanismus der Warmeschutzeffekt von Isopren funktionieren konnte, ist
noch vollig unbekannt. Erste Hinweise ergaben Untersuchungen zu  Struktur-
Wirkungsbeziehungen mit verschiedenen synthetischen Substanzen: Offenbar sind
Doppelbindungen ein gemeinsames Merkmal von niedermolekularen Kohlenwasserstoffen,
die einen Warmeschutz des Photosyntheseapparats vermitteln (SHARKEY 2000, personliche
Mitteilung).

Isoprenemission in anderen Organismen

Isoprenemission wurde bei verschiedenen Bakterien (z.B. E. coli, Bacillus subtilis)
gefunden, wobei die Biosyntheseraten jedoch wesentlich geringer sind als in Pflanzen
(KuzMA et al., 1995; SCHOLLER et al., 1997, WAGNER et al., 1999; WAGNER et al., 2000).
Das Cyanobakterium Anacystis nidulans produziert wie viele Pflanzen Ilicht- und
temperaturabhingig deutlich messbare Mengen an Isopren, wenn auch in geringeren Mengen
als Pflanzen (W. ZIMMER, 1999, personliche Mitteilung).

Es gibt wenige Berichte iiber Isoprenemissionen aus dem Meer, die vermutlich von Algen
herrithren (BROADGATE et al., 1997; Zitate in HANSON et al, 1999). Bakterielle
Kontamination oder nichtenzymatischer Abbau anderer Verbindungen konnten von den
Autoren jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die Emissionsraten von Isopren sind auf jeden
Fall wesentlich geringer als die von Pflanzen.

Eine Publikation beschreibt Isoprenproduktion durch einen Pilz, Eurotium amstelodami
(BERENGUER ef al., 1991).

Gelmont ef al. untersuchten verschiedene Sdugetiere auf Gasausdiinstungen des gesamten
Korpers und fanden Isoprenemission bei Menschen (im Atem) und sdugenden Rattenjungen,
nicht jedoch bei Méiusen, Meerschweinchen, Hiithnern, Kaninchen und Hunden. Die
Isoprenproduktion entwohnter Ratten horte nach einigen Tagen auf, konnte aber durch
erneutes Sdugen oder Verfiitterung von Sauerrahm und Hiittenkése wiederhergestellt werden
(GELMONT et al., 1981). Im Gegensatz dazu berichteten Peter ef al., ohne Besonderheiten des
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Alters oder der Erndhrung der Tiere zu erwihnen, dass sowohl Ratten als auch Mause Isopren
produzierten (PETER ef al., 1987). Im Vergleich zur Isoprenemission des Menschen von 2-4
mg pro Tag (GELMONT et al., 1981) produzierten Ratten und Miduse etwa zehnmal soviel
Isopren bezogen auf das Korpergewicht (PETER ef al., 1990). Isopren wurde ebenfalls
nachgewiesen im Blut von Ratten, Kaninchen, Ponies, Hunden, Kiihen, Schafen und
Menschen, wobei menschliches Blut mindestens 30 mal mehr Isopren enthielt (15 - 70
nmol/l) als das der Tiere (CAILLEUX et al., 1992). Neben anderen fliichtigen organischen
Substanzen wurde Isopren in Blut, Urin und Schlédfendriisensekret von ménnlichen asiatischen
Elefanten vor und wihrend des Zustands der Musth® nachgewiesen (RASMUSSEN und PERRIN,
1999).

Isopren ist neben Aceton der hiufigste Kohlenwasserstoff im menschlichen Atem und
wurde darin schon 1969 nachgewiesen (JANSSON und LARSSON, 1969; GELMONT ef al., 1981;
PHILLIPS, 1997; FENSKE und PAULSON, 1999). Isopren wird endogen gebildet, entstammt
nicht von Bakterien in der Mundhdhle und unterliegt einem Tagesrhythmus, wobei die
Produktion wihrend des Schlafs ansteigt und die grofften Mengen kurz nach dem Erwachen
gemessen wurden (DEMASTER und NAGASAWA, 1978; CAILLEUX und ALLAIN, 1989; JONES et
al., 1995; TAUCHER et al., 1997). Unter Vollnarkose sank die Isoprenkonzentration im Blut
und stieg eine Stunde nach dem Aufwachen auf gleiche oder hohere Werte als vor der
Narkose (CAILLEUX et al., 1993). Bei Dialysepatienten mit chronischem Nierenversagen
wurde ein Anstieg des Isoprengehalts im Atem wéhrend und nach der Dialyse festgestellt
(CAPODICASA et al., 1999; SMITH et al., 2000). Akuter Herzinfarkt sowie Ozonexposition
filhrten auch zu vermehrter Isoprenausscheidung im Atem (MENDIS ef al., 1995; FOSTER et
al., 1996). Leichte korperliche Anstrengung fiihrte dagegen zu einer voriibergehenden
Reduktion der Isoprenemission (FOSTER ef al., 1996). Akute und chronische Verabreichung
des HMG-CoA-Reduktase-Hemmstoffs Lovastatin oder von Cholesterol fiihrten zu einer
Verringerung der morgendlichen Isoprenemission und der Cholesterolbiosynthese (STONE et
al., 1993). Sharkey fand hingegen dhnliche Emissionsraten bei Patienten, die Lovastatin
einnahmen, wie bei Menschen, die das Medikament nicht einnahmen (SHARKEY, 1996). Eine
geringe Isoprenproduktion wurde in Gewebeschnitten von Rattenleber und -niere gefunden
(GELMONT et al., 1981). Die Isoprenbildung in einer cytosolischen Rattenleberfraktion war
abhingig von der Zugabe von Mevalonat und ATP (DENERIS ef al., 1984). Weitere Studien an
diesem System ergaben, dass vermutlich enzymatisch gebildetes DMAPP nichtenzymatisch
durch saure Katalyse in Isopren umgewandelt werden kann (DENERIS ef al., 1985). Aulerdem
wurde gezeigt, dass in vitro durch Peroxidation von Squalen Isopren enstehen kann (STEIN
und MEAD, 1988).

Fliichtige organische Verbindungen (= Geriiche) im Atem spielen mindestens seit der
Antike eine Rolle in der Diagnose von Krankheiten (PHILLIPS, 1992). In diesem
Zusammenhang ist die bisher noch nicht untersuchte Frage von Interesse, ob Isopren vom
menschlichen Korper selbst gebildet wird, oder ob Bakterien der Darmflora dies tun oder
zumindest dazu beitragen. Isopren ist jedoch wie Butadien auch eine Massenchemikalie fiir
die Herstellung synthetischer Polymere. Die Exposition des Menschen gegeniiber diesen
Stoffen ist deshalb von toxikologischem Interesse. Isopren (Methylbutadien) und Butadien
werden von Tieren metabolisiert, wobei die Carcinogene Isoprendiepoxid und
Butadienepoxid gebildet werden konnen (siehe z.B. SMALL et al., 1997). Da Isopren aber
auch endogen entsteht, ist dies bei einer toxikologischen Bewertung zu beriicksichtigen.
Insbesondere kann vom Menschen ausgeatmetes Isopren zu einer Hauptquelle der
Luftbelastung in Innenrdumen werden (BJORKQVIST et al., 1997).

6 Mehrmals im Jahr auftretendes Verhalten bei Elefantenbullen, dass mit erhdhtem Testosteronspiegel und
gesteigerter Aggressivitét einhergeht.
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1.7 Emission weiterer pflanzlicher Isoprenoide

AuBler Isopren werden von Pflanzen auch Monoterpene in groBen Mengen und in
geringerem Malle Sesquiterpene in die Atmosphdre abgegeben. Die Grofenordnung der
weltweiten Monoterpenemissionen von Pflanzen, hauptsdchlich Nadelbdumen und
Strauchern, dhnelt der der Isoprenemission und ist deshalb auch von Bedeutung fiir die
Atmosphirenchemie (LERDAU ef al., 1997, KREUZWIESER ef al., 1999; KESSELMEIER und
STAUDT, 1999; FUENTES et al., 2000). Monoterpenemissionen werden zum Teil fiir die
Aerosolbildung in der Atmosphére verantwortlich gemacht (ANDREAE und CRUTZEN, 1997;
HOFFMANN und KLOCKOW, 1998). Aerosole fithren durch Lichtstreuung zu blauem Dunst
iiber der Vegetation, der schon von Leonardo da Vinci beschrieben wurde (siche HOFFMANN
und Krockow, 1998), die Namensgebung von bewaldeten Bergen z.B. in den USA
beeinflusst hat (Blue Mountains, Smoky Mountains), und erstmals von F. Went mit
Terpenemissionen der Vegetation in Verbindung gebracht wurde (WENT, 1960). Monoterpene
werden normalerweise in speziellen Strukturen wie Driisenhaaren und Harzkanilen
gespeichert. Im Gegensatz dazu gibt es einige Eichenarten ohne gréf3ere Speicherorgane, wie
z.B. Quercus ilex L., die statt Isopren Monoterpene emittieren, wobei die Lichtabhingigkeit
jener der Isoprenemission dhnelt (STAUDT und BERTIN, 1998; CSIKY und SEUFERT, 1999).
Dass die Emission nicht aus gré3eren Reservoirs stammt, wurde durch den schnellen Einbau
von "*CO, in Monoterpene belegt (LORETO ef al., 1996a, 1996b). Bei einigen Pflanzen, z.B.
der Fichte Picea abies (SCHURMANN et al., 1993), kommen die Monoterpenemissionen
sowohl aus Reservoirs als auch aus der Neusynthese (sieche KESSELMEIER und STAUDT, 1999).
Die von Quercus ilex emittierten Monoterpene vermitteln offenbar einen dhnlichen Schutz der
Photosynthese vor Hitzeschdden wie Isopren bei anderen Pflanzen (LORETO ef al., 1998;
DELFINE et al., 2000; SINGSAAS, 2000).

Ein weiteres Isoprenoid, das ein dhnliches Emissionsverhalten zeigt wie Isopren und die
Monoterpene aus Quercus ilex, ist das Hemiterpen 2-Methyl-3-buten-2-ol (MBO). MBO wird
hauptsdchlich im Nordwesten der USA von bestimmten Kiefernarten (Pinus ponderosa
Laws., Pinus contorta Dougl. var. latifolia Engelm. und anderen) gebildet (HARLEY et al.,
1998; BAKER et al., 1999; SCHADE et al., 2000). Die MBO-Emissionen iiberschreiten dort die
Emissionsraten von Isopren und kénnten zumindest lokal eine bisher unterschitzte biogene
Quelle fiir betriachtliche Kohlenwasserstoffeintrige in die Atmosphédre sein. MBO wird wie
Isopren enzymatisch aus DMAPP gebildet (FISHER ef al., 2000). Die MBO-Synthase bildet
wie die Isoprensynthase durch Elimination von Pyrophosphat vermutlich zunichst ein
intermedidres allylisches Carbokation, welches dann unter Protonenabspaltung ein Molekiil
Wasser anlagert. Bei der Isoprensynthasereaktion wird das hypothetische Kation durch
Abspaltung eines Protons stabilisiert (siche Abbildung 1-5; Abschnitt 1.6, S. 25).

1.8 Problemstellung

Nachdem von J. SCHWENDER (1995) gezeigt worden war, dass die Griinalge Scenedesmus
obliquus samtliche Isoprenoide nicht tiber den Acetat/Mevalonat-Weg, sondern iiber den
alternativen DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosynthese bildet, der 1993 bei Bakterien entdeckt
(ROHMER ef al., 1993) und auch bei einem Diterpen in Ginkgo gefunden wurde (SCHWARZ et
al., 1994), sollten dieser alternative Biosyntheseweg und sein Vorkommen in hoheren
Pflanzen n#her untersucht werden. Mogliche chemische Intermediate sowie Hemmstoffe des
alternativen Biosyntheseweges sollten gefunden werden.
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Entwicklung eines Modellsystems der pflanzlichen alternativen IPP-Biosynthese fiir
Einbauexperimente

Zur Durchfiihrung von Markierungsexperimenten mit stabilen Isotopen (*H und °C) sollte,
in Ergénzung zu den parallelen Markierungsversuchen von J. SCHWENDER (1999) mit [1-"*C]-
Glucose, ein Modellsystem entwickelt werden, das es erlaubt, auf einfache Weise
verschiedene Pflanzen mit potentiellen Vorldaufern des DOXP/MEP-Weges zu markieren und
den Markierungsgrad isoprenoider Endprodukte mit GC-MS zu bestimmen. Dazu sollte
untersucht werden, ob sich die bei vielen Pflanzen vorkommende Isoprenemission als
Testsystem eignet und ob Isopren (CsHg) nach dem alternativen IPP-Biosyntheseweg gebildet
wird.

Synthesen méglicher Intermediate

Um Informationen iiber bisher unbekannte enzymatische Schritte des DOXP/MEP-Weges
zu erhalten, sollten fiir Markierungsexperimente mogliche Vorldufersubstanzen in
isotopenmarkierter Form hergestellt werden. Insbesondere sollte zunéchst eine Synthese flir 1-
Deoxy-D-xylulose entwickelt werden, da diese Substanz aufgrund erster Hinweise (sieche
1.4.2, S. 22) das aussichtsreichste Intermediat war.

Entwicklung eines Modellsystems der pflanzlichen alternativen IPP-Biosynthese fiir
Hemmexperimente

Da zu Beginn dieser Arbeit noch keine Enzymtests fiir den alternativen DOXP/MEP-Weg
zur Verfligung standen, sollte ein pflanzliches Testsystem entwickelt werden, das die
Untersuchung der Wirkung von Hemmstoffen auf die mevalonatunabhéngige IPP-
Biosynthese so spezifisch wie moglich erlaubt. Falls Isopren iiber den DOXP/MEP-Weg
gebildet wiirde, sollten Methoden entwickelt werden, mit denen eine Hemmung der
pflanzlichen Isoprenemission durch potentielle Inhibitoren gemessen werden kann. Die
Isoprenbiosynthese sollte ein gutes in vivo-Modell fiir den DOXP/MEP-Weg sein, da sie von
IPP ausgehend nur zwei weitere Enzyme benoétigt (IPP-Isomerase und Isopren-Synthase).
Mogliche Hemmstoffe sollten insbesondere unter Herbiziden bzw. Hemmstoffen der
Isoprenoidbiosynthese gesucht werden, deren Wirkungsmechanismus noch unbekannt war.
Falls Hemmstoffe gefunden wiirden, sollte versucht werden, den oder die Wirkorte soweit wie
moglich einzugrenzen.

Untersuchung weiterer, noch nicht untersuchter Isoprenoide

Parallel zu den von J. SCHWENDER (1999) in erster Linie untersuchten Hauptisoprenoiden
der Plastiden (Chlorophyll, Carotinoide, Plastochinon-9) und des Cytosols (Sterole) in
Griinalgen und hoheren Pflanzen sollte die Biosynthese weiterer pflanzlicher Isoprenoide
untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenanzucht

Zur Untersuchung der Isoprenemission wurden voll entwickelte Blétter der Biume
Schwarzpappel (Populus nigra L.), Korbweide (Salix viminalis L.), Stieleiche (Quercus robur
L.), Robinie (Robinia pseudoacacia L.), Platane (Platanus X acerifolia) und der krautigen
Pflanze Schollkraut (Chelidonium majus L.) im Sommer von Pflanzen genommen, die im
Freien auf dem Geldnde der Universitit Karlsruhe wuchsen. Es wurden Blitter verwendet, die
moglichst lange gleichmiBig direktem Sonnenlicht ausgesetzt waren. Das Pflanzenmaterial
wurde unter Wasser abgeschnitten oder nach dem Schneiden sofort in Wasser gestellt Es
wurde jeweils frisch eingesetzt. Eucalyptus globulus L. wurde im Gewichshaus des
Botanischen Gartens der Universitédt Karlsruhe angezogen.

Im Winter wurden Pflanzen verwendet, die im Gewéchshaus des Botanischen Gartens oder
im Pflanzenanzuchtsraum des Instituts fiir Botanik II bei 20-30°C angezogen wurden. Im
Gewichshaus wurde zusdtzlich zum natiirlichen Tageslicht von 7.00-19.30 Uhr mit
Leuchtstoffréhren bei einer Quantenstromdichte von 70 pmol m™ s? belichtet. Im
Pflanzenanzuchtsraum wurde mit Osram L 40 Leuchtstoffrohren (100 pmol m™ s) belichtet.
Die Lichtperiode betrug 16 h pro Tag. Einige Tage vor der Verwendung wurden die Pflanzen
jeweils bei ca. 30°C unter Quecksilberhochdrucklampen (Philips HLRG 400 W) oder
Natriumdampflampen (Philips SON-T AGRO 400) gestellt, um eine hohere Lichtintensitét zu

erreichen (ca. 400-500 pmol m™ s2).

Chelidonium majus L. wurde aus dem Freiland in Torfkultursubstrat (TKS II) umgepflanzt
und im Pflanzenanzuchtsraum weiterkultiviert.

Von Populus nigra L. wurden im Herbst Stecklinge bewurzelt, die noch Blatter trugen.
Dazu wurden im Gewdichshaus frisch geschnittene Zweige in Topfe mit Lavagranulat gesetzt
und, um Blattverluste zu vermeiden, in einem Vermehrungshaus bei hoher Luftfeuchtigkeit
gehalten, bis Wurzeln ausgebildet waren. AnschlieBend wurden die Stecklinge in TKS II
umgepflanzt und im Versuchsgewéchshaus und im Pflanzenanzuchtsraum weiter angezogen.

Keimlinge von Populus alba x tremula aus steriler Mikropropagation in Reagenzgldsern
auf Agar wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Rennenberg, Universitdt Freiburg, zur
Verfligung gestellt. Die Pflanzen wurden in ein Gemisch aus 50 % Perlite, 25 % Quarzsand
Koérnung 12 und 25 % TKS I umgepflanzt und im Versuchsgewéchshaus angezogen. In der
ersten Woche wurden Marmeladengléser iiber die Pflanzen gestiilpt. In der zweiten Woche
wurden die Gldser schriggestellt und anschlieBend entfernt. Die Baumchen wurden alle zwei
Wochen mit Hakaphos griin (0,6 g in 200 ml Wasser pro Pflanze) gediingt.

Platanus x acerifolia und Quercus robur L. wurden auf TKS II aus Samen angezogen, die
im Herbst auf dem Universititsgelinde gesammelt wurden. Zusitzlich wurden im Winter
1998/99 und 1999/2000 Platanenbdumchen verwendet, diec wiahrend der Sommer 1998 und
1999 stark zuriickgeschnitten im Dunkeln bei 4°C im Kiihlraum ,,iiberwintert™ hatten und
anschliefend im Pflanzenanzuchtsraum neue Blitter ausgetrieben hatten.

Nadeln der nordamerikanischen Kiefer Pinus ponderosa zur Untersuchung der Emission
von 2-Methyl-3-buten-2-ol stammten von einem Baum mit halbschattigem Standort aus dem
Freiland des Botanischen Gartens.

Gerstensamen (Hordeum vulgare L., cv. Alexis) flir Erglinungsversuche wurden 2 h in
Wasser eingeweicht und im Dunkeln auf TKS II gekeimt.
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Blatter von Pistazienstrduchern (Pistacia lentiscus 1.) zur Markierung fliichtiger
Monoterpene wurden dem Freiland des Botanischen Gartens entnommen.

Zur aseptischen Anzucht von Fichten (Picea abies L.) fur Markierungsexperimente des
etherischen Ols wurden 4g Samen (Nr. 84029, Fa. Geigle, D-72192 Nagold) 20 min in
NaOCIl-Losung gelegt (1 ml konzentrierte Losung, 12-13 % aktives Chlor, Riedel-de Haén +
30 ml autoklaviertes Wasser) und mit sterilem Wasser gewaschen, bis das Waschwasser
farblos war (6 mal). Die Samen wurden dann auf 3 autoklavierte 250 ml Erlenmeyerkolben
mit feuchter Watte verteilt. Die Kolben wurden mit Watte und Aluminiumfolie verschlossen
und in den Pflanzenanzuchtsraum gestellt und die Samen keimten im Licht-/Dunkelwechsel.

2.2 Chemikalien und Synthesen

[3-1*C]-Pyruvat wurde bezogen von Omicron Biochemical Inc., IN, USA.
D,L-[2-"*C]-Mevalonsiurelacton wurde bezogen von IC Chemikalien, D-85737 Ismaning.
D,L-[1-?H,]-2-C-Methyl-D-erythritol wurde von Prof. M. Rohmer, Strasbourg erhalten.

Von Herrn H. U. May wurden am Institut fiir Organische Chemie, Universitit Darmstadt
(Herr Prof. F. W. Lichtenthaler) folgende Deoxyxylulosederivate synthetisiert (ZEIDLER ef al.,
1997): 1-Fluor-1-deoxy-2,3-isopropyliden-B-D-xylulofuranose, das Methylglykosid von [1-
’H,]-1-Deoxy-D-xylulose (Methyl-[1-*H,]-1-Deoxy-D-xylulofuranosid) und [1-°H,]-1-Deoxy-
2,3-isopropyliden-f-D-xylulofuranose.

Fosmidomycin und FR-900098 wurden zunichst von Herrn Dr. Hassan Jomaa, Universitét
Giessen, erhalten (JOMAA et al., 1999b). Fosmidomycin war gegen Ende der Arbeit
kommerziell erhéltlich und wurde bei der Firma Molecular Probes gekauft.

Cerivastatin war ein Geschenk der Bayer AG, Wuppertal.

Clomazone wurde von Herrn Dr. C. Fedtke, Bayer AG, Wuppertal erhalten. Clomazone
wurde spiter bezogen von Riedel-de Haén. 5-Ketoclomazone wurde von der Firma TeLA
Technische Lebensmittel- und Umweltanalytik GmbH Berlin nach KONz (1981) synthetisiert.

Dimethylallylmethylendisulfonamid = (1-(3-Methyl-2-butenyl)sulfamoyl)methansulfon-
amid und Dimethylallylcarbamylsulfamid = 3-Methyl-2-butenylsulfamoylcarbamat wurden
von Herrn Prof. Th. A. Spencer, Dartmouth College, Hanover, New Hampshire, erhalten
(CASTRO et al., 1996).

Dimethylaminoethylpyrophosphat (DMAEPP) wurde von Herrn Prof. R. Croteau,
Washington State University, Pullman, Washington, erhalten.

Sonstige Chemikalien und Losungsmittel wurden von Unternehmen der Sigma-Aldrich
Gruppe, von den Firmen Merck (Darmstadt), oder Roth (Karlsruhe), bezogen.

2.2.1 Eigene Synthesen von *C und ?H-markierten Substraten

Synthesen Deuterium- und "“C-markierter Verbindungen wurden zunichst mit
unmarkierten Edukten erprobt und dann mit den entsprechenden markierten Vorstufen
durchgefiihrt. Die Produkte wurden, wenn nicht anders vermerkt, mittels 'H-NMR-
Spektroskopie identifiziert.
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[1-*HJ-1-Deoxy-D-xylulose

[1-*H,]-1-Deoxy-2,3-isopropyliden-p-D-xylulofuranose wurde nach einer modifizierten
Vorschrift von H. U. May durch saure Hydrolyse (5-10 mg/ml in 40 mM HCI, 3h bei 60 °C)
zu [1-°H,]-1-Deoxy-D-xylulose umgesetzt. AnschlieBend wurde ein kleiner Volumenanteil am
Rotavapor bei 30°C abgezogen, um entstandenes Aceton zu entfernen und vorsichtig mit 5%
NaHCOj; neutralisiert. Per DC (Chloroform/Methanol 4:1, v/v, Detektion mit 50 % H,SO4
und Erhitzen) wurde die Reinheit iiberpriift: Meist war nur Produkt sichtbar (R¢ 0,37),
begleitet von Spuren des Edukts (R¢ 0,85). Die Losungen wurden ohne weitere Aufarbeitung
direkt verwendet oder bei -20°C gelagert. 1-Fluor-1-deoxy-D-xylulose wurde nach dem
gleichen Verfahren aus 1-Fluor-1-deoxy-2,3-isopropyliden-p-D-xylulofuranose hergestellt.

[1-?H4J-1-Deoxy-D-xylitol und [1-’HJ-1-Deoxy-D-lyxitol

50 mg [1-"H;]-1-Deoxy-2,3-isopropyliden-B-D-xylulofuranose wurden in 6,8 ml 40 mM
Salzsdure entschiitzt und neutralisiert (sieche oben). Die Losung wurde eingefroren, nach
unvollstindigem Auftauen tropfenweise mit einer Aufschlimmung von 250 mg KBH4 in 7 ml
Methanol versetzt und 5 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde mit 1 M HCIO4
auf pH 3 gebracht, nach kurzem Stehen auf Eis vom entstandenen KCIO, abfiltriert und bei
Raumtemperatur im Vakuum eingeengt bis der pH-Wert etwa 1 war. Die Losung wurde mit
methanolischer K,COs-Lsg. auf pH 6 gebracht, filtriert und bei Raumtemperatur im Vakuum
eingeengt. Der Riickstand wurde mit Methanol aufgenommen und auf einer Kieselgel-DC-
Platte (20 x 20 cm, 0,5 mm Dicke) mit Chloroform/Methanol (1:1, v/v) aufgetrennt. Die
Hauptbande bei Ry 0,55 (Detektion am Rand der Platte mit 50% H,SO4 und Erhitzen) wurde
mit Methanol eluiert und im Vakuum eingeengt. Es wurden 30 mg eines Gemischs aus [1-
’H,]-1-Deoxy-D-xylitol und [1-*H,]-1-Deoxy-D-lyxitol erhalten.

[1 13 CJ-2-C-Methyl-D,L-erythrono/threono-1,4-lacton

Es wurde versucht, das oben genannte Lacton als Diastereomerengemisch (4 Isomere) aus
3,4-Dihydroxybutan-2-on und K'°CN durch Cyanhydrinsynthese in wissriger Schwefelsdure
herzustellen. 3,4-Dihydroxybutan-2-on wurde aus 1-Buten-3-on mit OsO4 und NaClO;
hergestellt (VOLK, 1989). Das Lacton konnte jedoch nicht sauber erhalten werden.

(R)-[1,1,4,4-°H,J-2-C-Methylbutan-1,2,4-triol

Eine Losung von 1,5 g (R)-Citramalsdure und 0,5 g p-Toluolsulfonsdure in 11,5 ml Ethanol
und 10 ml CHCIl; wurde bei 70 °C und Atmosphérendruck am Rotationsverdampfer azeotrop
tiberdestilliert, bis keine Wasserabscheidung im Destillat mehr zu beobachten war. Der
Destillationsriickstand wurde im Vakuum eingeengt und iiber Sdulenchromatographie an
Kieselgel durch Gradientenelution mit Hexan/Ether 1:1 - 1:2 gereinigt. Die produkthaltigen
Fraktionen (DC) wurden vereinigt und im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Es wurden 1,2
g (R)-Citramalsédurediethylester erhalten.

Eine Losung von 0,6 g des Diesters in frisch destilliertem, {iber Na-Draht getrocknetem
THF wurde tropfenweise unter Rithren bei Raumtemperatur in Argonatmosphire mit einer
Spritze durch ein Gummiseptum zu 0.5 g LiAlD,4 in 12 ml THF gegeben und {iber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde anschlieBend unter Riithren und
Eiskiihlung nacheinander mit 0,5 ml H,O, 0,5 ml 1,5 % NaOH und 0,5 ml H,O versetzt und
durch eine Glasfritte filtriert. Der Niederschlag wurde portionsweise mit 50 ml THF
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gewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und {iber Sdulenchromatographie an
Kieselgel durch Elution mit Chloroform/Methanol (3:1, v/v) gereinigt. Die produkthaltigen
Fraktionen (DC) wurden vereinigt und im Vakuum vom Lo&sungsmittel befreit und im
Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden 028 g (R)-[l,1,4,4-2H4]-2-C—Methylbutan—1,2,4-
triol erhalten.

[1-?H,]-3-Methyl-2-buten-1-ol

Eine Losung von 2 g Dimethylacrylséure und 0,5 g p-Toluolsulfonséure in 14 ml Ethanol
und 11 ml CHCI; wurde bei 70 °C und Atmosphérendruck am Rotationsverdampfer azeotrop
tiberdestilliert, bis keine Wasserabscheidung im Destillat mehr zu beobachten war. Der
Destillationsriickstand wurde im Vakuum eingeengt und mit Hexan und Wasser versetzt. Die
wissrige Phase wurde mit Hexan extrahiert. Die Hexanextrakte wurden mit 5 % NaHCO3 und
Wasser gewaschen, tiber Na,;SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Es wurden 1,6 g
Dimethylacrylséureethylester erhalten.

Eine Losung von 0,5 g Dimethylacrylsdureethylester in 7 ml trockenem THF wurde
tropfenweise unter Rithren in Argonatmosphire zu 180 mg LiAlD4 in 15 ml THF gegeben, 2h
unter Riickfluss gekocht und {iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Mischung wurde
unter Eis/NaCl-Kiihlung bis zum Verschwinden der Triibung mit 10% H,SO, versetzt und mit
Ether (6 x 25 ml) extrahiert. Die Etherphase wurde iiber Na,SO, getrocknet, im Vakuum
eingeengt und durch S#ulenchromatographie an Kieselgel mit Pentan/Ether (1:1, v/v)
gereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen (DC) wurden vereinigt und vorsichtig bei
Raumtemperatur im Argonstrom eingeengt. Es wurden 180 mg [1-’H,]-3-Methyl-2-buten-1-
ol erhalten. Dieses wurde per GC/MS durch Vergleich mit kduflichem 3-Methyl-2-buten-1-ol
identifiziert.

[1-?H,]-3-Methyl-2-buten-1-ylpyrophosphat (deuteriertes DMAPP)

Deuteriertes DMAPP wurde nach KELLER und THOMPSON (1993) synthetisiert. 23 pl [1-
?H,]-3-Methyl-2-buten-1-ol wurden in 0,5 ml Trichloracetonitril geldst und mit 0,5 ml einer
Bis-Triethylammoniumphosphat-Losung (TEAP) in Acetonitril auf 37 °C erwérmt. Nach 5
und 10 min. wurden jeweils weitere 0,5 ml TEAP-Losung zugegeben. Die TEAP-Losung
wurde hergestellt durch vorsichtiges Mischen von 0,91 ml Losung A und 1,5 ml Losung B
unter Rithren (Losung A: 25 ml konzentrierte Phosphorsdure + 94 ml Acetonitril; Losung B:
110 ml Triethylamin + 100 ml Acetonitril). Nach insgesamt 15 min. wurde die Mischung auf
eine Kieselgelsdule gegeben und mit Isopropanol/25 % NHj;/Wasser (60:25:10, v/v) eluiert.
Mit analytischer DC (Kieselgel, Isopropanol/25 % NHj;/Wasser (60:30:10, v/v),
Visualisierung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure) waren 3 Banden erkennbar, die nach KELLER
und THOMPSON (1993) das entsprechenden Mono-, Di- und Triphosphat enthalten. Die
zweitpolarste Bande cochromatographierte mit kduflichem DMAPP. Die Fraktionen der
Saulenchromatographie, die das zweitpolarste Produkt enthielten, wurden bei
Raumtemperatur im Vakuum eingeengt, mit 3,3 ml 10 mM NHsHCOs;/Methanol (1:2. v/v)
aufgenommen und bei -20 °C gelagert. Der DMAPP-Gehalt der Losung wurde mit einer
Ausbeute von 25 % nach KELLER und THOMPSON (1993) auf 15 mM geschitzt.

2.2.2 Enzymatische Synthese von 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat

Die Synthese wurde in der von mir betreuten Staatsexamensarbeit von Frau Claudia
Gemiinden entwickelt (GEMUNDEN, 2000) und dann auch von Frau Melanie Siehler
durchgefiihrt.
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1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat wurde aus Fructose-1,6-bisphosphat und Natriumpyruvat
nach einer Variation der Methode von TAYLOR ef al. (1998) synthetisiert. Den Substraten
wurde Kaninchenmuskelaldolase (Sigma), Triosephosphatisomerase (Sigma) und gereinigte,
rekombinante  1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase  (DXS) aus Chlamydomonas
reinhardtii (SCHWENDER, 1999; SCHWENDER et al., 1999) zugesetzt. Die Reinigung der DXS
mit N-terminalem Histidin-Tag {iber Zn-Affinitdtschromatographie per HPLC wurde von
Herrn Christian Miiller in seiner Doktorarbeit bei Botanik II entwickelt und betreut und ist
beschrieben in GEMUNDEN (2000) und MULLER ef al. (2000) . Die Zusammensetzung eines
Reaktionsansatzes war wie folgt (Ansatzgrofle 4 ml in Falcon-Reaktionsgeféssen):

Kaliumphosphatpufter, pH 7,6 50 mM

Thiaminpyrophosphat 1,5 mM

DTT 0,75 mM

MgCl, 5 mM

NaF 5mM

Na-EDTA 0,5 mM

Na-Pyruvat 50 mM
Nas-Fructose-1,6-diphosphat 25 mM
Kaninchenmuskelaldolase 4 Units
Triosephosphatisomerase 20 Units

DXS 2 ml auf 4 ml Gesamtvolumen

Nach ca. 24 h bei 30° C im Wasserbad wurde die Reaktionsmischung auf die
Konzentrationszone einer préparativen Merck Kieselgel 60 Chromatographieplatte
aufgetragen (2 ml pro Platte, 20 x 20 cm, 2 mm Schichtdicke) und tiber Nacht in n-
Propanol/Ethylacetat/Wasser (6:1:3, v/v/v) entwickelt. Die DOXP-Bande wurde mit
Ethylendiaminsulfatreagenz (IWAKAWA ef al., 1980) durch Fluoreszenz bei 355 nm sichtbar
gemacht, ausgekratzt, mit Wasser eluiert und iiber Nacht gefriergetrocknet. Die Ausbeute
betrug 50 mg. Das "H-NMR Spektrum in D,O entsprach Literaturdaten (TAYLOR et al., 1998)
und zeigte keine Verunreinigungen. Allerdings enthielten die DOXP-Priparate eine
anorganische Verunreinigung, vermutlich kolloidales Kieselgel vom Eluieren der Schicht mit
Wasser. Der Gehalt an DOXP wurde sowohl enzymatisch mithilfe von rekombinanter DXR
aus Arabidopsis thaliana (SCHWENDER, 1999; SCHWENDER ef al., 1999) 7 als auch durch
Integration eines 'H-NMR-Spektrums mit internem Standard (Acetonitril) bestimmt. Gehalt
enzymatisch: 25 %, NMR: 22 %. Die Hauptmenge an Verunreinigung lies sich durch Losen
des Préparats in einer kleinen Menge Wasser und anschlieBendes Abzentrifugieren abtrennen.
Um bei Versuchen mit dem so hergestellten DOXP einen Effekt der Verunreinigung
ausschlieBen zu koénnen, wurde in gleicher Weise wie beim Eluieren der DOXP-Bande reines
Kieselgel von einer DC-Platte eluiert und gefriergetrocknet (siehe 2.7.1, S. 47,
Kieselgelextrakt). Die DOXP-Losungen hatten einen neutralen pH-Wert. Mit einer DOXP-
Summenformel von CsHoO;PNa (Molmasse 235) ldsst sich die molare Ausbeute auf 23%
abschétzen.

’ Die Bestimmung der DOXP-Menge anhand des NADPH-Verbrauchs beim Umsatz mithilfe der DXR wurde
von Christian Miiller im Rahmen seiner noch laufenden Doktorarbeit am Institut fiir Botanik IT durchgefiihrt.
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2.3 Experimente zur Markierung von Isopren
2.3.1 GC/MS-Bestimmung von Isopren
Tropfenmethode

Zur einfachen gaschromatographischen Bestimmung von Isopren wurde eine statische
Headspace-Methode entwickelt, bei der Isopren im Mikromafstab in einer lipophilen
Fluissigkeit angereichert wird:

Unter Wasser abgeschnittene Blétter oder Teile davon wurden senkrecht in runde 4ml-
Glischen plaziert. Diese enthielten Losungen einer “H- oder '*C-markierten Substanz (s.
Abschnitt 2.2) oder Wasser (0,1 - 0,6 ml). Die Aufnahme der Losung erfolgte wihrend
mehrerer Stunden, meist {iber Nacht. In einigen Féllen wurden die offenen Gliser zur
Verbesserung der Aufnahme durch Transpiration im Licht bei 25°C einem leichten Luftstrom
ausgesetzt, wobei von Zeit zu Zeit verdunstetes Wasser nachgefiillt wurde. Um die
Isoprenemission einzuleiten, wurde die Glidser mit einem Schraubdeckel mit Teflon-
beschichtetem Siliconseptum verschlossen und bei héheren Temperaturen (30-40°C) fiir 30
min. bis zu einigen Stunden mit einem Diaprojektor belichtet (1500 - 2000 pmol Photonen m”
* 5. Die Temperatur wurde mit einem Wasserbad oder iiber den Abstand einer zusitzlichen
Glithlampe kontrolliert. Anschliefend wurde eine GC-Spritze durch das Septum gestochen,
die 2 pl Decan oder Amylbenzol enthielt. Das hochsiedende Losungsmittel wurde in Form
eines hingenden Tropfens aus der Spritze gedriickt und dem Luftraum fiir 15-45 min
ausgesetzt (Abbildung 2-1). Dies geschah bei Raumtemperatur ohne Beleuchtung, um eine
vorzeitige Verdunstung des Tropfens zu vermeiden. AnschlieBend wurde der Tropfen mit
Isopren in die Spritze zuriickgezogen und sofort ins GC-MS injiziert. Isopren eluiert im GC
vor dem schwererfliichtigen Losungsmittel.

8 |

|

Abbildung 2-1 Tropfenmethode zur Anreicherung von Isopren aus dem Luftraum um ein Blatt in
einem héngenden Tropfen von 2 pl Decan oder Amylbenzol fiir die anschlieende GC/MS-
Analyse.
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Die Identitit des biogenen Isoprens mit synthetischem Isopren (Fluka) wurde unter
gleichen  GC-Elutionsbedingungen  durch ~ Vergleich von  Retentionszeit  und
Fragmentierungsmuster verifiziert.

Fiir diese wie auch alle anderen Experimente wurde ein Hewlett Packard 5890 II
Gaschromatograph mit einer crosslinked methylsilicone Saule von Hewlett Packard (20 m x
0,32 mm) gekoppelt an einen Hewlett Packard 5971A Massendetektor mit einem
Sdulenvordruck von 11 psi Helium verwendet. Temperaturprogramm: 80 °C (5 min),
Autheizen auf 280 °C, 20 min bei 280 °C. Die Retentionszeit von Isopren betrdgt unter diesen
Bedingungen 1,1 min.

SPME-Methode (Solid Phase Micro Extraction)

Bei der SPME-Methode der Firma Supelco handelt es sich um eine Festphasenextraktion
im MiniaturmaBstab. Eine mit einem polymeren Adsorbens beschichtete Faser wird in das zu
untersuchende Gemisch gehalten. Letzteres kann fliissig oder gasformig sein. Uber die Art der
Beschichtung der Faser ldsst sich steuern, welche Art von Analyten bevorzugt adsorbiert
wird. Die Faser befindet sich zunidchst in einer Spritzennadel und kann nach Durchstechen
eines Septums herausgeschoben werden. Nach Exposition und Beladung der Faser mit dem
oder den Analyten wird die Faser in die Spritzennadel zuriickgezogen, die Nadel wird in den
heissen Injektor eines Gaschromatographen eingefiihrt und die Faser wieder ausgefahren. Die
an die Faser adsorbierten Substanzen desorbieren und werden auf die GC-Saule gespiilt. Die
Methode hat den Vorteil, dass keine Losungsmittel verwendet werden, die als
Kontaminationsquelle in Frage kommen. Diese Methode stand allerdings erst gegen Ende der
Arbeit zur Verfligung.

Zur Untersuchung von Isopren wurde eine Faser des Typs PDMS/DVB
(Polydimethylsiloxane/Divinylbenzene) mit 65 um  Schichtdicke gewéhlt. Die
Expositionszeiten zur Adsorption betrugen 15-30 min. Die Desorption im Injektor des GC
wurde bei 260 °C fiir 60-120 Sekunden durchgefiihrt. Detektortemperatur (MS): 310 °C,
Temperaturprogramm: 80°C (5min.), Autheizen auf 280 °C (20 °C/min.), 20 min. bei 280 °C.
Bei vielen nacheinander durchgefiihrten Messungen wurde isotherm bei 80°C gemessen.

2.3.2 Abschidtzung des Markierungsgrades von |Isopren aus dem
Massenspektrum

Da die stabilen Isotope Deuterium (*H) und °C um jeweils eine Masseneinheit schwerer
sind als die in der Natur vorwiegend vorkommenden Isotope 'H und '*C, kann ein Einbau “H-
und "C-markierter Verbindungen mit Massenspektroskopie nachgewiesen werden.
Voraussetzung fiir eine quantitative Auswertung ist allerdings, dass das untersuchte
Fragmention (z.B. das Molekiilion [M]") im Massenspektrum isoliert ist, d.h. nicht von
Nebenpeaks® umgeben ist, die sich in der Masse um eine oder wenige Einheiten
unterscheiden. Dies gilt insbesondere, wenn der Einbau nur eines “H- oder C-Atoms zu
erwarten ist. Eine Einschrankung ergibt sich hierbei durch die natiirliche Haufigkeit des
Isotops °C von ca. 1,1 %, die zum Auftauchen der Isotopomer-Peaks [M+1]", [M+2]",
[M+3]" usw. im Massenspektrum fithrt. Beim Isoprenmolekiill mit 5 C-Atomen
(Molekiilmasse 68) ergibt sich rechnerisch eine Intensitit des M+1 Fragments (69) von ca. 5,2
%, was in etwa den gemessenen Daten entspricht (Abbildung 2-2). Die Intensitit des M+2
Fragments (70) von etwa 0,1 % liegt unterhalb der Nachweisgrenze. Der natiirliche

¥ Signale im Massenspektrometer und chromatographische Banden werden heute auch im Deutschen als Peaks
bezeichnet.
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Deuterium-Gehalt von ca. 0,015 % kann vernachléssigt werden. Eine groflere Schwierigkeit
entsteht allerdings dadurch, dass im Massenspektrum von Isopren das Fragmention mit der
Masse 67 (entstanden durch Verlust eines Wasserstoffatoms im Massenspektrometer) die
hochste Intensitdt hat. Beim in dieser Arbeit verwendeten Massenspektrometer betrug das
Intensititsverhiltnis der Peaks M/M-1 etwa 0,67.

Um dennoch in etwa abschitzen zu konnen, welcher Anteil der Isoprenmolekiile aus den
angebotenen Vorldufersubstanzen gebildet wurde, wurden Massenspektren unter der
Annahme verschiedener Einbauverhéltnisse berechnet und visuell mit den gemessenen
Spektren verglichen. Die Berechnungen wurden nur fiir den Fall des Einbaus eines
Deuterium- bzw. “C-Atoms durchgefiihrt, da bei den mehrfach markierten Vorliufern
ohnehin kein nennenswerter spezifischer Einbau gemessen wurde (siehe 3.2, S. 55). Dazu
wurde die gemessene Intensitétsverteilung im Massenspektrum von unmarkiertem Isopren mit
derselben, aber um eine Einheit zu hoheren Massen verschobenen und entsprechend
gewichteten, Intensitédtsverteilung tiberlagert.

Die Intensitét I, des Fragments der Masse m fiir einen Markierungsgrad von k % wurde
wie folgt berechnet:

k k
]ber k — 1__ .[gem +_.Igem
m ( ) ( 100) m 100 m—1

(**" = berechnet fiir markiertes Isopren, ™ = gemessen an unmarkiertem Isopren)

AnschlieBend wurden die Intensititen auf eine relative Intensitdt von 100 % fir den
hochsten Massenpeak (Basispeak) normiert.

67
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Abbildung 2-2 Massenspektrum von Isopren. m/z = Verhéltnis Masse zu Ladung. Das intensivste
Signal (Basispeak) stammt von einem Fragment der Masse 67, das durch Abspaltung eines
Wasserstoffatoms aus dem Molekiilion der Masse 68 entsteht.
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Dieses Verfahren soll an folgendem Beispiel verdeutlicht werden:

Die Intensitit des Fragments der Masse 68 (Molekiilion, m = 68) soll berechnet werden fiir
den Fall, dass 10 % der Molekiile einfach mit Deuterium markiert sind (k = 10). Die Intensitit
setzt sich dann zu 90% aus der natiirlichen, an unmarkiertem Isopren gemessenen Intensitét I,
des Fragments 68 und zu 10 % aus der Intensitit des um eine Einheit leichteren Fragments 67
zusammen, da letzteres durch den Einbau eines Deuteriums zur Intensitit des Fragments 68
im Massenspektrum des markierten Isoprens beitragt.

Auf diese Weise wurden in 10 %-Schritten die Massenverteilungen berechnet und mit dem
gemessenen Spektrum verglichen (siehe Abbildung 2-3) (ZEIDLER et al., 1997). Dazu wurde
nur das Cs-Fragment (der Molekiilionencluster um die Massen 67 und 68 herum)
herangezogen, da die Cis- und Cs-Fragmente aufgrund der teilweisen Abspaltung des
schweren Isotops weniger Anreicherung aufweisen. Da fiir die Entscheidung, ob ein guter
Einbau vorliegt oder nicht, eine halbquantitative Abschédtzung ausreichend ist, wurde der
natiirlich *C-Gehalt vernachlissigt. Beim Einbau von Deuterium ist damit zu rechnen, dass
auch “H im Massenspektrometer zum Teil abgespalten wird, so dass mit dieser Methode der
tatsdchliche Markierungsgrad vermutlich eher unterschitzt wird. Aufgrund der
Schwankungen des Verhéltnisses M/M-1 um maximal = 2 % bei hdufig wiederholten
Messungen kann man davon ausgehen, dass ein Einbau von etwa > 5 % signifikant
nachweisbar ist.
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Abbildung 2-3 Berechnete Massenspektren von Isopren im Bereich des Molekiilions (Masse 68)
unter Annahme eines Markierungsgrades zwischen 0 und 100 % durch Einbau eines um eine
Masseneinheit schwereren Vorldufers. Durch Vergleich eines Massenspektrums von Isopren, das
in einem Einbauexperiment (z.B. mit [1-’H;]-DOX) gemessenen wurde, mit den hier in 10 %-
Schritten dargestellten berechneten Verteilungen, kann der Markierungsgrad abgeschétzt werden.
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Uberpriifung der MS-Methode zur Bestimmung des Markierungsgrades von Isopren durch
NMR

Um das oben beschriebene massenspektrometrische Verfahren zur Abschitzung des
Einbauverhiltnisses mit einer unabhingigen Methode zu bestitigen und um den spezifischen
Einbau des Methylglykosids von [1-°H;]-1-Deoxy-D-xylulose (d-Me-DOX) in das von
Populus nigra emittierte Isopren abzusichern (siehe 4.1.2, S. 81), wurde die Deuterium-
Markierung von Isopren zusitzlich mit 'H-NMR-Spektroskopie untersucht. Dazu wurde im
Rahmen der von mir betreuten Staatsexamensarbeit von Herrn Rainer Groner eine
Kiihlfallenapparatur entwickelt, um ausreichende Mengen Isopren zu erhalten (GRONER,
1997; SCHWENDER ef al., 1997). Da das NMR-Experiment eine entscheidende Ergénzung der
GC-MS Experimente darstellt, von mir entworfen wurde und die Entwicklung der Apparatur
unter meiner Anleitung geschah, wird das Experiment hier nochmals beschrieben:

Mithilfe einer Aquarienpumpe wurde iiber Aktivkohle gereinigte Umgebungsluft mit 1,4 1
h™' durch eine durchsichtige Kunststoffrshre gepumpt. Diese enthielt einen abgeschnittenen
Pappelzweig mit 15 Blittern, der in 30 ml einer wissrigen Losung von 30 mg des
Methylglykosids von [1-*H,]-1-Deoxy-D-xylulose stand. Die aus der Réhre austretende Luft
wurde durch zwei mit Trockeneis/Aceton gekiihlte Kiihlfallen und ein mit Mg(ClO4),
geflilltes Trockenrohr geleitet, um die groBen Mengen Transpirationswasser weitgehend zu
entfernen. In einer dritten Kiihlfalle (Trockeneis/Aceton) mit 100 mg Aktivkohle (Aktivkohle
20/40, Supelco) wurde das Isopren adsorbiert. Die Apparatur wurde 8h pro Tag bei einer
Belichtung mit 1200 pmol Photonen m™ s™ und einer Temperatur von 30°C mit Luft gespiilt.
Weitere 30 mg des Methylglykosids von [1-?H;]-1-Deoxy-D-xylulose und zusitzliches
Wasser wurden nach und nach durch einen gasdicht eingepassten Teflonschlauch zugefiihrt,
um ein Austrocknen des Zweiges zu verhindern. Nach drei Tagen wurde die Aktivkohle aus
der letzten Kiihlfalle mit 1 ml CDCl; in drei Portionen eluiert und mit '"H-NMR untersucht.

Sowohl das NMR-Spektrum als auch die GC-MS-Analyse derselben Probe zeigten einen
Einbaugrad von d-Me-DOX von etwa 35% im Isopren an (SCHWENDER et al., 1997). Im
NMR-Spektrum war die Deuteriummarkierung nur in der Methylgruppe des Isoprens
nachweisbar, wie bei einem Einbau von intaktem d-DOX zu erwarten war (siche 1.4.2).
Damit war die grundsitzliche Giiltigkeit der MS-Methode bestitigt.

2.4 Quantifizierung von Isopren mittels UV-Spektroskopie

Zur Quantifizierung von Isopren fiir Hemmversuche wurde eine Methode entwickelt, die
auf UV-Absorption beruht. Die Methode wurde auch in der von mir betreuten
Staatsexamenarbeit von Herrn R. Groner (GRONER, 1997) und in ZEIDLER und
LICHTENTHALER (1998) beschrieben:

Frisch geschnittene rechteckige Blattstiicke wurden an einer Innenseite einer Quartzkiivette
von 1 cm Kantenldnge plaziert. Diese enthielten entweder ca. 0,5 ml wiéssriger Losungen von
zu untersuchenden Substanzen oder die gleiche Menge Wasser. Sowohl fiir die Behandlung
als auch fur die Kontrolle (Wasser) wurden 2 - 6 verschiedenen Kiivetten mit je einem
Blattstiick verwendet (siche Abbildung 2-4). Anschlieend wurden die Kiivetten behandelt
wie bei der GC-MS Methode (s. Abschnitt 2.3.1). Dazu wurden die Kiivetten mit
Teflonstopfen gasdicht verschlossen. Zur Bestimmung der Isoprenmenge wurde die jeweilige
Kiivette in ein UV-Spektrometer gestellt. Das Blatt in der Kiivette stand dabei parallel zum
Strahlengang, so dass der Messstrahl ungestort vom Blatt durch die freien Kiivettenwénde
dringen konnte. AnschlieBend wurden UV-Absorptionsspektren im Bereich 200-250 nm
aufgenommen (siche Abbildung 2-5), die eine Identifizierung und Quantifizierung des
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gasformigen Isoprens in der Kiivettenluft ermoglichten. Um den stérenden Einfluss
lichtstreuender Wassertropfchen an den Kiivettenwénden und die unterschiedlichen
Eigenabsorptionen der Kiivetten zu eliminieren, wurden die Kiivetten jeweils ein zweites Mal
gemessen, nachdem der Stopfen entfernt und das Isopren nach einigen Minuten entwichen
war. Das eigentliche Isoprenspektrum wurde dann durch Differenzbildung erhalten. UV-
Spektren synthetischer Isoprenstandards sahen identisch aus.

Blattstuick

N

Messstrahl

NS
l

wassrige Lésung

Abbildung 2-4 UV-Methode zur Quantifizierung von gasformigem Isopren, das von einem
Blattstiick innerhalb einer Quarzkiivette wihrend Belichtung und Erwidrmung emittiert wurde. Der
Messstrahl im Photometer passiert die Kiivette ungestort vom Blatt im rechten Winkel zur
Richtung der Belichtung.
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Abbildung 2-5 Akkumulation von Isopren, dass wihrend einer vierstiindigen Belichtung von einem
Platanenblattstiick innerhalb einer Quarzkiivette emittiert wurde, gemessen durch UV-Absorption des
gasformigen Isoprens.
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2.5 Markierungs- und Hemmexperimente mit 2-Methyl-3-buten-2-ol
(MBO)

2.5.1 Markierung von MBO mit [1-’H]-1-Deoxy-D-xylulose und D,L-[2-"*C]-
Mevalonsdurelacton

Die nordamerikanische Kiefernart Pinus ponderosa emittiert das Hemiterpen 2-Methyl-3-
buten-2-ol anstelle von Isopren. Ein Biindel von drei zusammenhingenden Nadeln von Pinus
ponderosa wurde mit einer Rasierklinge vom Zweig abgeschnitten. Die Nadeln wurden sofort
in ein NMR-R&hrchen (19mm x Smm) tiberfiihrt, dass 100 pl Wasser enthielt, und mit einem
Silikonseptum verschlossen. Um die Messbarkeit des von den Nadeln emittierten 2-Methyl-3-
buten-2-ol mittels GC-MS zu testen, wurde anschlieBend das R6hrchen mit den Nadeln wie
unter 2.3.1, S. 38 beschrieben mit einem Diaprojektor belichtet und mittels SPME/GC-MS
beprobt. Dieselben Nadeln wurden dann mit einer Losung von 4 mg [1-?H;]-1-Deoxy-D-
xylulose in 200 pul Wasser versetzt und im offenen Rohrchen im Pflanzenanzuchtsraum
inkubiert. Nach 3, 12 und 14 Tagen wurden entsprechende SPME/GC-MS-Messungen unter
folgenden Bedingungen wiederholt: Belichtung mit Silikonseptum fiir 4-7-h bei 35 °C,
SPME-Faser: 65 um PDMS/DVB (siehe 2.3.1, S. 38), Expositionszeit 20 min. - 1 h,
Desorption 1 min. bei 260 °C, Temperaturprogramm: 30 °C 5 min., 20 ° / min. auf 250 °C, 10
min. Fiir eine maximale Empfindlichkeit wurde der Splitfluss so gering gehalten, wie ohne
Abfall des Saulenvordrucks moglich.

Ein entsprechendes Experiment wurde mit drei weiteren Nadeln in einer Losung von 3 mg
[2-"*C]-Mevalonsiurelacton in 300 pl Wasser durchgefiihrt. Nach 12 Tagen wurde wie oben
durch SPME/GC-MS der Einbaugrad bestimmt.

Die Identitit des MBO wurde durch Vergleich des Massenspektrums mit der im
Softwarepaket Chemstation von Hewlett-Packard installierten Spektrenbibliothek nbs49k
bestdtigt. Zusétzlich wurde authentisches 2-Methyl-3-buten-2-0l wie oben per Headspace-
SPME/GC-MS gemessen. Retentionszeit und Massenspektrum stimmten mit denen des aus
den Nadeln emittierten MBO {iberein.

2.5.2 Abschiatzung des Markierungsgrades von MBO aus dem
Massenspektrum

Das Massenspektrum von 2-Methyl-3-buten-2-ol enthélt im wesentlichen Peaks der Massen
71, 43 und 59, wobei die Intensitdt in dieser Reihenfolge fillt (Abbildung 2-6). Das
Molekiilion der Masse 86 ist nicht sichtbar. Das Fragmention 71 (C4H;O") entsteht
hauptsichlich durch Abspaltung einer der Methylgruppen. Fragmention 59 (C;H,0") wird
durch Abspaltung der Vinylgruppe gebildet. Der Peak der Masse 43 kommt durch zwei
ununterscheidbare Fragmente (C3H7+ bzw. C2H3O+) zustande, die aus Fragment 71 durch
Abspaltung von CO bzw. Ethylen entstehen (Abbildung 2-7, ZWINSELMAN und NIBBERING,
1981).

Die drei Fragmentionen 71, 59 und 43 sind nicht nennenswert von Nebenpeaks umgeben,
die sich um eine Masseneinheit unterscheiden. Alle C-Atome von MBO sind in ihnen
reprisentiert. Daher eignen sie sich, um den Einbau einer einfach *H- oder '*C-markierten
Verbindung nachzuweisen. Beim Einbau von [1-’H;]-1-Deoxy-D-xylulose ist mit einer
monodeuterierten Methylgruppe im MBO zu rechnen (siehe 1.4.2). Diese sollte bei 100%
Markierung das Fragmention 59 vollstindig nach m/z 60 verschieben, da es beide
Methylgruppen enthélt. Die Fragmente 71 und 43 sollten (bei Vernachldssigung von
Isotopeneffekten) von Peaks gleicher Intensitédt bei m/z 72 bzw. 44 begleitet sein, da jeweils
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entweder die markierte oder die unmarkierte Methylgruppe verloren geht. Fiir einen Einbau
von [2-°C]-Mevalonsiurelacton iiber den Acetat-Mevalonat-Weg ~gelten analoge
Uberlegungen, da die Markierung in einer der Methylgruppen zu finden sein miisste. Der
Markierungsgrad ergibt sich also aus dem Intensitédtsverhéltnis I / (Iso + Igo) bzw. aus 2 17, /
(171 + 172) Lll’ld 2 I44 / (I43 + I44).

Rel. Intensitat, %

43 7
100

80 1
60 o
40 ~ 59

20 ~

ol

40 45 50 55 60 65 70 75 mlz

Abbildung 2-6 Massenspektrum von 2-Methyl-3-buten-2-ol. aus Nadeln der Ponderosa-Kiefer.
Das Molekiilion mit der Masse 86 ist nicht sichtbar.
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m/z 59 m/z 43 m/z 43

Abbildung 2-7 Fragmentierung von Methylbutenol im Massenspektrometer. m/z: Verhiltnis von
Masse zu Ladung

2.5.3 Hemmung der MBO-Emission mit Fosmidomycin

Je drei zusammenhéngende Nadeln von Pinus ponderosa wurden wie oben beschrieben
abgeschnitten und in 19mm lange Glasr6hrchen mit 5 mm Innendurchmesser eingefiihrt. 6
Rohrchen enthielten je 300 pul Wasser und 6 weitere je 300 pl wéssrige Fosmidomycin-
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Losung. Die Rohrchen wurden offen im Pflanzenanzuchtsraum inkubiert. Nach einigen Tagen
wurden die Rohrchen mit Silikonsepten verschlossen und wie in 2.5.1 (S. 44) fiir 3-4 h bei
30°C belichtet. AnschlieBend wurde in allen Rohrchen nacheinander mit SPME/GC-MS die
MBO-Konzentration bestimmt. SPME-Faser: 65 um PDMS/DVB, Expositionszeit der Faser:
5 min., Desorption 2 min. bei 260 °C, Temperaturprogramm: 80° C 2 min., mit 20° C pro
min. auf 240° C, 2 min. halten. Es wurden drei Versuche dieser Art durchgefiihrt:

1) 5 uM Fosmidomycin, 11 Tage Inkubation
2) 50 uM Fosmidomycin, 8 Tage Inkubation
3) 500 uM Fosmidomycin, 12 Tage Inkubation

Zur Auswertung wurden die gaschromatographischen MBO-Peaks integriert. Die Integrale
wurden wegen der unterschiedlichen Lange der Nadeln auf die jeweiligen Frischgewichte
bezogen.

2.6 Experimente zur Markierung von Monoterpenen

2.6.1 Markierung des etherischen Ols aus Keimlingen von Picea abies L. mit
[1-H4]-1-Deoxy-D-xylulose

Picea abies L. (Fichte) wurde im Licht-/Dunkelwechsel aseptisch in drei Erlenmeyerkolben
auf feuchter Watte aus Samen angezogen wie unter 2.1, S. 33 beschrieben. Nach 8 Tagen
waren alle Samen ausgekeimt. Eine Losung von ca. 47 mg [1-°H,]-1-Deoxy-D-xylulose in 3
ml Wasser (siehe 2.2, S. 34) wurde sterilfiltriert und auf die drei Kolben verteilt. Nach
weiteren 17 Tagen waren die Keimlinge voll ergriint und hatten Kotelydonen und
Primirblatter entwickelt. Die Keimlinge (ca. 3,5 g Frischgewicht) wurden abgeschnitten und
kurz mit Quarzsand und Wasser gemorsert. Der Brei wurde mit Wasser und Pentan (je 25 ml)
in einen 100 ml Rundkolben {iberfiihrt und 2h einer Wasserdampfdestillation unterzogen. Die
Pentanphase wurde iiber Na,SO4 getrocknet, vorsichtig im Argonstrom bei Raumtemperatur
eingeengt und im GC/MS gemessen (70°C 2 min., 20°C/min. auf 280°C). Massenspektren
und Retentionszeiten der Terpene wurden mit einem Referenzdestillat verglichen, das wie
oben aus Keimlingen ohne d-DOX-Zusatz gewonnen wurde. Durch Vergleich der
Massenspektren mit der im Softwarepaket Chemstation von Hewlett-Packard installierten
Spektrenbibliothek nbs49k wurden die Monoterpene o-Pinen, B-Pinen, Camphen und
Limonen identifiziert.

2.6.2 Markierung fliichtiger Monoterpene aus Pistacia lentiscus L. mit [1-°Hq]-
1-Deoxy-D-xylulose

Ein Blatt von Pistacia lentiscus L. wurde in einem 4 ml Rundglas mit 5 mg [1-*H;]-1-
Deoxy-D-xylulose in 400 pul Wasser inkubiert. Zur Messung fliichtiger Terpene wurden einige
Kornchen Aktivkohle (20/40, Supelco) in einem Becherchen aus Aluminiumfolie in das Glas
eingebracht. Das Glas wurde dann verschlossen und 3h belichtet wie zur Isoprenbestimmung
(siehe 2.3.1, S. 38). Die Aktivkohle wurde anschlieBend in einem Mikroreagenzglas mit 200
ul Methylenchlorid geschiittelt. Das Losungsmittel wurde abpipettiert, kurz im Argonstrom
bei Raumtemperatur eingeengt und ins GC/MS injiziert (70°C 2 min., 20°/min. auf 280°C).
Massenspektren und Retentionszeiten der Terpene wurden mit einer Losung verglichen, die
wie oben aus Blittern ohne d-DOX-Zusatz gewonnen wurde. Dieses Verfahren wurde an 6
aufeinanderfolgenden Tagen mit demselben Blatt wiederholt. Durch Vergleich der
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Massenspektren mit der Spektrenbibliothek nbs49k wurden die Monoterpene a-Pinen, [-
Pinen, und Linalool identifiziert.

2.7 Weitere Hemmexperimente

2.71 Ergrinungsexperimente mit Gerste zum Wirkungsmechanismus von
Clomazone

Um zu untersuchen, ob oxidierte Metaboliten an der Wirkung des Herbizids Clomazone
beteiligt sind, wurden an Gerstenkeimlingen Ergriinungshemmtests mit Clomazone und dem
Metaboliten 5-Ketoclomazone gemacht. Ferner wurde versucht, die Hemmung der Ergriinung
durch Clomazone und 5-Ketoclomazone durch Zugabe von DOXP und des Cytochrom Pgso-
Hemmstoffs Aminobenzotriazol (ABT) aufzuheben (siehe Tabelle 2-1).

Etiolierte Primérblétter von 6-7 Tage alten Gerstenkeimlingen (siehe 2.1, S. 33) wurden im
Dunkeln abgeschnitten und in wissrige Losungen von Clomazone, 5-Ketoclomazone bzw. in
Kombinationen davon DOXP, Aminobenzotriazol (ABT), Phosphatpuffer pH 7 oder
wissrigem Kieselgelextrakt (K, siehe 2.2.2, S. 36) gestellt. Die Aufnahme der Losungen
durch Transpirationsforderung erfolgte im Dunkeln iiber 5 h im Luftstrom eines Ventilators.
AnschlieBend wurde 17 h lang belichtet. Aus den ergriinten Sprossen wurden dann die
Chlorophylle und Carotinoide durch Morsern mit Sand unter Aceton extrahiert und
spektrophotometrisch bestimmt (LICHTENTHALER, 1987). Etiolierte Keimlinge wurden
genauso extrahiert und deren geringe Carotinoidgehalte mit Spuren von Chlorophyll von
denen der ergriinten Keimlinge abgezogen, um die Menge der neugebildeten Pigmente zu
erhalten. Der Grad der Hemmung wurde jeweils berechnet nach [I-
(Pigmentgehaltgehandiung)/(Pigmentgehaltk ontrolic)] X 100 %.

2.7.2 Hemmtests mit Algen und E. coli

E. coli und die einzelligen Griinalgen Chlamydomonas reinhardtii, Scenedesmus obliquus
und Gloeotilopsis planctonica wurden unter sterilen Bedingungen angezogen und mit
Hemmstoffen versetzt. Die Staimme und Kulturbedingungen der Algen und E. coli wurden
von Herrn Dr. Jorg Schwender {ibernommen (SCHWENDER, 1999). Wenn nicht anders
angegeben wurden die Unterschiede im Wachstum durch Bestimmung der optischen Dichte
der Zellsuspensionen bei 560 nm bestimmt (ODsg).

Test von 1-Fluor-1-Deoxy-D-xylulose an E. coli

Der E. coli-Stamm BHB2600 (erhalten von Herrn Dr. M. Goldtschmidt-Clermont,
Universitidt Genf) mit dem Genotyp F~, SupE, SupF, met, A CH616 wurde in fliissigem LB-
Medium iiber Nacht unter Schiitteln bei 30 °C angezogen.

LB-Medium (Luria-Bertani): 1% Bacto-Pepton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, pH 7,0.

Die Kultur wurde im Verhéltnis 1:10 verdiinnt und in 3 ml-Portionen auf 6 Reagenzgléaser
verteilt. Je zwei Reagenzgliser wurden mit 333 pl Wasser, 107 oder 10° M
Fluordeoxyxylulose-Losung versetzt (Endkonzentrationen 10° und 10 M) und unter
Schiitteln bei 30 °C weiterkultiviert. Nach 30 min., 1,5h, 2,5 h, 3,67 h, 4,75 h, 5,83 hund 7,5
h wurde die optische Dichte der Zellsuspension bestimmit.
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Tabelle 2-1 Versuchsreihen zur Wirkung des Herbizids Clomazone und dessen Metaboliten 5-
Ketoclomazone auf die Ergriinung von etiolierter Gerste. Kontrolle = Wasser.

Versuch Nr.  Anzahl der Zusammensetzung der Losungen
Keimlinge je
Behandlung

1 25 Kontrolle

Clomazone 10* M
Clomazone 10° M
Clomazone 10° M

2 25 Kontrolle
Clomazone 10 M
Clomazone 10° M
Clomazone 10° M

3 21 Kontrolle
Ketoclomazone 104 M
Ketoclomazone 10> M

4 10 Kontrolle
Ketoclomazone 10° M
Ketoclomazone 10° M + DOXP 7 mM
Clomazone 10° M
Clomazone 10> M + DOXP 7 mM

5 25 Kontrolle
Ketoclomazone 10° M
Ketoclomazone 10° M + DOXP 11 mM
Clomazone 10° M
Clomazone 10° M + DOXP 11 mM
Phosphat 22 mM

6 25 Kontrolle
Ketoclomazone 10° M
Ketoclomazone 10° M + DOXP 11 mM
Clomazone 10° M
Clomazone 10° M + DOXP 11 mM
Clomazone 10° M + Phosphat 11 mM

7 13 Kontrolle
Clomazone 10° M
Clomazone 10° M + Kieselgelextrakt (20 mg / 3,5 ml)
Clomazone 10° M + ABT 0,5 mM
ABT 0,5 mM

8 13 Kontrolle
Clomazone 10° M
Clomazone 10° M + Kieselgelextrakt (20 mg / 3,5 ml)
Clomazone 10° M + ABT 0,5 mM
ABT 0,5 mM

9 25 Kontrolle
Ketolomazone 10° M
Ketoclomazone 10° M + ABT 0,5 mM
ABT 0,5 mM
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Test von Clomazone und 5-Ketoclomazone an E. coli

E. coli BHB2600 wurde in LB-Medium (s.0.) unter Schiitteln bei 37 °C bis zu einer ODsg
von 0,13 angezogen, auf ODsq 0,04 mit LB-Medium verdiinnt und in 3 ml-Portionen auf 9
Reagenzgliser verteilt. Je drei Reagenzgldser wurden mit 300 pul Wasser, 1 mM Clomazone-
Losung oder 1 mM 5-Ketoclomazone-Losung versetzt (Endkonzentrationen 0,09 mM) und
unter Schiitteln bei 37 °C weiterinkubiert. Nach 30 min, 1 h, 2 h und 2,5 h wurde die optische
Dichte bestimmt. AnschlieBend wurde iiber Nacht bei 30 °C unter Schiitteln weiterinkubiert
und die ODsg9 nochmals nach 13,3 h bestimmt.

Test von Fosmidomycin und Cerivastatin an Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii (Stamm 83.81, Sammlung fiir Algenkulturen Go6ttingen) wurde
in 50 ml Medium in 250 ml Erlenmeyerkolben bei einer Belichtung von 100 pmol Photonen
m~ s in einem Schiittelinkubator bei 22 °C autotroph angezogen.

Medium A (SURzYCKI, 1971): TRIS/HCI 20 mM, pH 7,0 , NH4Cl 8 mM, K,HPO, 0,54
mM, KH,PO4 0,46 mM, MgSO,4 1,5 mM, CaCl, 0,4 mM. Mikroelemente: FeSOy4/Titriplex II1
36 uM, H3;BO; 8uM, MnCl; 2,5 uM, ZnSO4 0,7 uM, CoSO4 0,4 uM, (NH4)¢6M07024 16 nM.

Je 3 ml Medium in Reagenzgldsern wurden mit 60 pl einer dicht gewachsenen Vorkultur
beimpft. Drei Ansétze dienten als Kontrolle, drei weitere enthielten 4 x 107 M Cerivastatin,
zwei enthielten 6,5 x 10”° M Fosmidomycin und drei 4 x 10”7 M Cerivastatin und 6,5 x 10° M
Fosmidomycin. Die Algen wurden unter Schiitteln bei 22 °C autotroph weiterkultiviert. Nach
2,4,5,6,8und 12 Tagen wurde die ODs¢) bestimmt.

Test von Clomazone und 5-Ketoclomazone an Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii wurde wie oben angezogen. Eine gerade erkennbar griine
Kultur mit jedoch noch unmessbarer ODsgp wurde in 1,8 ml-Portionen auf 20 Reagenzgléser
verteilt. Sieben Reagenzgldser wurden mit 200 pul Wasser, sechs mit 200 pl 1 mM
Clomazone-Losung und sieben mit 200 pl 1 mM 5-Ketoclomazone-Losung versetzt
(Endkonzentrationen 0,1 mM) und unter Schiitteln bei 22 °C weiterinkubiert. Nach 5 und 11
Tagen wurde die ODsg der Zellsuspensionen bestimmt.

Test von Clomazone und 5-Ketoclomazone an Gloeotilopsis planctonica

Gloeotilopsis  planctonica Lyengar et Philipose (Stamm 29.93, Sammlung fiir
Algenkulturen Géttingen) wurde in 50 ml Medium in 250 ml Erlenmeyerkolben bei einer
Belichtung von 100 pmol Photonen m™ s™' in einem Schiittelinkubator bei 22 °C autotroph
angezogen.

Medium B (verdndert nach BISHOP und SENGER, 1971): KNO; 8 mM, Na,HPO4 1 mM,
Na,HPO4 3 mM, pH 6,8, MgSOs, 1 mM, CaCl, 0,1 mM. Mikroelemente wie bei
Chlamydomonas reinhardtii.

Je 3 ml Medium in Reagenzgldsern wurden mit 50 pl einer dicht gewachsenen Vorkultur
beimpft. Je drei Ansdtze wurden mit 300 ul Wasser, I mM Clomazone-Losung oder 1 mM 5-
Ketoclomazone-Losung versetzt (Endkonzentrationen 0,09 mM). Die Algen wurden unter
Schiitteln bei 22 °C autotroph weiterkultiviert. Da Gloeotilopsis beim Wachstum keine
homogenen Zellsuspensionen bildet, sondern Zellfiden, wurde nach 4 Tagen abzentrifugiert,
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kurz mit je 3 ml Methanol geschiittelt und zentrifugiert. Die bei 438 nm gemessenen
Absorptionsmaxima der Extrakte wurden als MaB fiir die Algenmenge genommen.

Test von Clomazone und 5-Ketoclomazone an Scenedesmus obliquus

Scenedesmus obliquus Kiitzing (Stamm 276-3c, Sammlung fiir Algenkulturen Gottingen)
wurde in 50 ml Medium B (siehe oben bei Gloeotilopsis) in 250 ml Erlenmeyerkolben bei
einer Belichtung von 100 pmol Photonen m™ s in einem Schiittelinkubator bei 22 °C
autotroph angezogen. Eine gerade erkennbar griine Kultur mit jedoch noch unmessbarer
ODsep wurde in 1,8 ml-Portionen auf 9 Reagenzglédser verteilt. Drei Reagenzgldser wurden
mit 200 pl Wasser, drei mit 1| mM Clomazone-Losung und drei mit 1 mM 5-Ketoclomazone-
Losung versetzt (Endkonzentrationen 0,1 mM) und unter Schiitteln bei 22 °C weiterinkubiert.
Nach 3, 4, 5 und 10 Tagen wurde die ODs¢ der Zellsuspensionen bestimmt.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob DOXP die Hemmung des Wachstums von
Scenedesmus durch Ketoclomazone kompensieren kann.

Kompensationsexperiment 1:

Je 3 Reagenzgliser mit 3 ml Medium wurden mit 200 pl einer dicht gewachsenen
Vorkultur beimpft. Drei Reagenzgldser enthielten keine Zusétze, drei enthielten 0,6 mM
DOXP, drei enthielten 0,1 mM Ketoclomazone und drei 0,16 mM DOXP und 0,1 mM
Ketoclomazone. Die Algen wurden unter Schiitteln bei 22 °C autotroph weiterkultiviert. Nach
2 und 7 Tagen wurde die ODsg( bestimmt.

Kompensationsexperiment 2:

Je 3 Reagenzgliaser mit 2,8 ml Medium wurden mit 200 pl einer dicht gewachsenen
Vorkultur beimpft. Drei Reagenzgliser enthielten keine Zusidtze, drei enthielten 0,01 mM
Ketoclomazone und drei 4 mM DOXP und 0,01 mM Ketoclomazone. Die Algen wurden
unter Schiitteln bei 22 °C autotroph weiterkultiviert. Nach 7 Tagen wurde die ODsg
bestimmt.

Weiteres Hemmexperiment mit 0,01 mM Ketoclomazone

Reagenzgldser mit 2,8 ml Medium wurden mit 200 pl einer dicht gewachsenen Vorkultur
beimpft. Sieben Reagenzgldser enthielten keine Zusitze, sieben enthielten 0,01 mM
Ketoclomazone. Die Algen wurden unter Schiitteln bei 22 °C autotroph weiterkultiviert. Nach
7 Tagen wurde die ODsg) bestimmt.

2.7.3 Anstau von 1-Deoxy-D-xylulose in Platanenblattern durch Fosmidomycin

Je 6 Blattstanzstiicke von Platanus x acerifolia von 0,63 cm® Fliche wurden mit der
Blattunterseite nach oben in 6 Petrischalen (= 6 Ansitze) mit je 10 ml der folgenden
wissrigen Losungen gegeben und iiber Nacht ohne Belichtung 16 h schwimmend inkubiert:

Schale 1 und 2: DOX 6mM
Schale 3 und 4: Wasser
Schale 4 und 5: DOX 6 mM + Fosmidomycin 0,24 mM
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Am zweiten Tag wurden die Losungen in Schale 1 und 2 abpipettiert und nach
zweimaligem Durchschwenken mit je 5 ml Wasser durch 10 ml derfolgenden Ldsungen
ersetzt:

Schale 1: Fosmidomycin 0,24 mM

Schale 2: Wasser

Schale 3: Auffiillen auf 10 ml mit Wasser, Zugabe von Fosmidomycin 0,24 mM
Schalen 4-6: Auffiillen auf 10 ml mit Wasser

Die Petrischalen wurden dann auf einen langsam rotierenden Drehteller gestellt und 6 h
lang mit einem Diaprojektor im Luftstrom eines Ventilators von oben beleuchtet. Die
Temperatur wurde mit einem zusétzlichen Strahler auf 31°C erhoht. Wihrenddessen wurde
mehrmals Wasser zugegeben, um den Verdunstungsverlust auszugleichen. AnschlieSend
wurden die Schalen 16 h ohne Belichtung iiber Nacht inkubiert. Am dritten Tag wurden die
Losungen in Schale 5 und 6 abpipettiert und nach zweimaligem Durchschwenken mit je 5 ml
Wasser durch 10 ml der folgenden Losungen ersetzt:

Schale 5: Fosmidomycin 0,24 mM
Schale 6: Wasser
Schalen 1-4: Auffiillen auf 10 ml mit Wasser

Die 6 Ansidtze wurden anschlieBend 8h lang wie oben im Licht auf dem Drehteller inkubiert
und 15 h iiber Nacht ohne Belichtung. Am vierten Tag wurde wiederum 10 h ohne weitere
Zusitze zu den Petrischalen wie oben im Licht inkubiert.

Wihrend des Versuchs wurde zu verschiedenen Zeiten aus jeder Schale 1 Blattstanzstiick
entnommen, kurz gewaschen und abgetupft und mit 100 pl 5% Trichloressigsdure 1 min. mit
einem Dismembrator in einer auf Eis vorgekiihlten Teflonkapsel mit Edelstahlkugel
homogenisiert. Die Extrakte wurden 18 min. zentrifugiert (14.500 Upm, -1 °C) und die
Uberstinde mit 500 pl Diethylether geschiittelt, um Lipide und Trichloressigsdure zu
entfernen. Nach der Phasentrennung wurde das Gemisch bei -60 °C in einem Alkoholbad
eingefroren, der Ether dekantiert und 1 pl der wissrigen Phase auf Kieselgel-
Diinnschichtfolien mit 1-Propanol/Ethylacetat/Wasser (6:1:3, v/v/v) aufgetrennt. Die Flecken
wurden durch Besprithen mit Methanol/Eisessig/Schwefelsdure/Anisaldehyd (85:10:5:0,5
v/v/v/v) und Erhitzen mit einer HeiBluftpistole sichtbar gemacht. DOX und DOXP werden
damit dunkelblau angefarbt.

2.7.4 Raphanus-Wurzeltest mit Cerivastatin

Um die Wirksamkeit des HMG-CoA-Reduktase-Hemmstoffs Cerivastatin bei Pflanzen zu
bestdtigen, wurde der Effekt auf das Wurzelwachstum von Radieschen (Raphanus sativus L.
cv. Saxa Treib) untersucht, der von Bach zu einem Wurzeltest entwickelt worden war (BACH
und LICHTENTHALER, 1983). Radieschensamen wurden 10 min. mit einem chlorhaltigen WC-
Reiniger (Dan Klorix/Wasser 1:1, v/v) behandelt und griindlich dekantierend mit
Leitungswasser gewaschen. Je 14 Samen wurden in Glaspetrischalen auf mit Wasser oder
Losungen von Cerivastatin (10, 10° und 10° M) getrinktem Filterpapier gekeimt. Das
Filterpapier war in 70% Ethanol gewaschen und bei 110°C getrocknet worden. Die
Petrischalen wurden in mit Glasplatten abgedeckte Kunststoffwannen gestellt. Glasplatten
und Kunststoffwannen wurden vor dem Versuch mit Dan Klorix gereinigt. Die
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Kunststoffwannen wurde in den Pflanzenanzuchtsraum gestellt und die Samen keimten unter
Licht-/Dunkelwechsel. Nach 17 Tagen wurden die Wurzelldngen beurteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung von Methoden zur Messung der Isoprenemission
bei Pflanzen

Als Modellsystem der plastiddren IPP- und Isoprenoid-Biosynthese wurde aus folgenden
Griinden die Isoprenemission von Pflanzenblittern gewéhlt:

o [soprenemission ist taxonomisch in vielen verschiedenen Pflanzen und anderen
Organismen (u. a. Bakterien) verbreitet und dadurch représentativ fiir die
Isoprenoidbiosynthese.

o Isopren wird von Pflanzen schneller gebildet als andere Isoprenoide, dadurch werden
die Analysezeiten mit Vorstufen und Hemmstoffen verkiirzt.
o Aufgrund seiner Fliichtigkeit kann Isopren ohne auf verschiedene Pflanzen und

Gewebe abgestimmte aufwendige Extraktions- und Reinigungschritte auf einfachem
Weg rein erhalten und gaschromatographisch untersucht werden.

o Isopren wird im Plastiden aus DMAPP gebildet, dass durch eine Isomerase aus [PP
gebildet wird. Seine Biosynthese schlie3t sich somit sehr eng an die IPP-Bildung an.
Bei Hemmexperimenten lassen sich deshalb die z.B. bei der Carotinoidbildung
erforderlichen spdteren Schritte der Isoprenoidbiosynthese (z.B. Prenyltransferasen
oder Phytoensynthase) als mogliche Zielorte von vornherein ausschlieBen.

o Die Biosynthese von Isopren ldsst sich sehr einfach durch Belichtung und Erwédrmung
von Blittern steuern.
o Die Aufkldrung der Biosynthese von Isopren ist auch notwendig, um mechanistische

Emissionsmodelle, die den Eintrag eines einflussreichen Spurengases in die
Atmosphére simulieren, aufstellen zu kdnnen.

3.1.1 GC/MS-Methoden zur Messung des Einbaus stabiler Isotope

In dieser Arbeit sollte gepriift werden, ob das in den Chloroplasten gebildete Isopren
verschiedener Pflanzen nach dem Acetat/Mevalonat-Weg oder dem DOXP/MEP-Weg
gebildet wird. Dazu sollten Markierungsexperimente mit [1-°H,]-1-Deoxy-D-xylulose (d-
DOX), [2-"*C]-Mevalonsiurelacton (?C-MVA) und einigen weiteren, z.T. selbst
synthetisierten, moglichen Vorldufern durchgefiihrt werden. Der Einbaugrad der Deuterium-
oder C-markierten Vorstufen in Isopren sollte mittels GC/MS massenspektrometrisch
ermittelt werden. Um das von Blattern gasformig emittierte Isopren mit ausreichender
Empfindlichkeit gaschromatographisch bestimmen zu konnen, war eine Anreicherung des
Isoprens aus dem Luftraum notwendig. Da eine entsprechende Einrichtung wie z.B. ein
gekiihlter Probeneinlass am vorhandenen Gaschromatografen nicht gegeben war, wurde eine
Methode entwickelt, mit der dies schnell und mit geringem apparativen Aufwand moglich ist
und die in ZEIDLER et al. (1997) und ZEIDLER und LICHTENTHALER (1998) beschrieben wurde
(siche 2.3.1, Tropfemmethode, S. 38). Bei dieser Methode handelt es sich um eine
Abwandlung der Methode von MONSON und FALL (1989), eine statische Headspace-Methode
im Mikromaf3stab. Die Anreicherungstechnik dhnelt der noch komfortableren SPME-Methode
der Firma Supelco, die zundchst nicht eingesetzt werden konnte, spiter jedoch ebenfalls
verwendet wurde (siehe SPME-Methode, S. 39). Eine stirkere Anreicherung von Isopren kann
mit dynamischen Headspace-Methoden erreicht werden, d.h. mit Durchleiten oder Umwiélzen
von Luft iiber Aktivkohle oder andere Adsorbentien in einer Apparatur, die die emittierende
Pflanze enthélt wie dies beim NMR-Versuch mit Isopren geschah (siehe 2.3.2., S. 42).
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Um den technischen Aufwand gering zu halten, wurde jedoch auch eine statische Methode
entwickelt. Dies schien fiir GC-Messungen erfolgversprechend, da Isopren in relativ groflen
Mengen gebildet wird und die Anreicherung deshalb nicht maximal sein muss. Nachdem
Versuche mit Aktivkohle wenig befriedigende Ergebnisse lieferten (geringe
Nachweisempfindlichkeit) , wurden verschiedene Alkane als Losungsmittel zur Anreicherung
von Isopren in verschiedenen Versuchsanordnungen getestet. Um im GC gut von Isopren
getrennt zu werden, musste ein schwerfliichtiges Losungsmittel gefunden werden. Dieses
durfte jedoch nicht so hochsiedend sein, dass es nicht mehr von der GC-Séule eluiert wird.
AuBlerdem sollte das Losungsmittel keine toxischen Effekte auf die Blitter haben. Eine
geringe Fliichtigkeit war besonders entscheidend, nachdem die Methode soweit miniaturisiert
worden war, dass nur noch ein Tropfen von 2 pl verwendet wurde. Decan und Amylbenzol
erfillten diese Anforderungen. Wesentlich war auch, Decan oder Amylbenzol regelméBig
durch Erwédrmen im Vakuum von geringen Mengen fliichtiger Verunreinigungen zu befreien,
die sich sonst im Gaschromatogramm mit Isopren iiberlagert hétten. Neben schon
vorhandenen Verunreinigungen konnen sich fliichtige Kohlenwasserstoffe, z.B.
Losungsmittel aus der Laborluft, in Decan oder Amylbenzol anreichern, wenn diese léngere
Zeit im Labor stehen.

3.1.2 UV-Methode zur Quantifizierung von Isopren

Um die Isoprenemission als Testsytem fiir Hemmstoffe des DOXP/MEP-Weges der IPP-
Biosynthese zu nutzen, ist es notwendig, die von Blittern abgegebene Isoprenmenge
quantitativ vergleichen zu kénnen. Die unter 2.3.1 beschriebenen GC-MS Methoden erwiesen
sich dazu jedoch nicht als so gut geeignet, da Temperatur, Luftfeuchtigkeit und
Extraktionszeiten sehr exakt konstant gehalten werden miissen, um reproduzierbare Werte zu
erhalten. AuBBerdem ergaben sich bei Messungen von Parallelansédtzen per GC recht lange
Messzeiten, da Anreicherung und Injektion nur nacheinander durchgefiihrt werden konnen.
Deshalb wurde eine einfache Methode entwickelt, die auf dem charakteristischen UV-
Absorptionsspektrum von gasféormigem Isopren beruht (Abbildung 2-4) (siehe auch ZEIDLER
und LICHTENTHALER, 1998). Konjugierte Diene wie Isopren absorbieren UV-Strahlung
zwischen etwa 200 und 300 nm, Wellenlédngen, die mit Quarzkiivetten gut zuginglich sind.
Das Absorptionsmaximum von gasformigem Isopren liegt bei 216 nm. Bei Isopren-
produzierenden Pflanzen ist Isopren meist der dominierende Bestandteil der emittierten
Substanzen. Andere in diesem Bereich absobierende Substanzen kommen sehr selten vor.
Auch hier muss nacheinander gemessen werden, jedoch dauert eine Messung im
Spektrophotometer nur einige Sekunden. UV-Absorption als Detektionsprinzip flir Isopren
wurde beschrieben fiir die Kopplung eines Gaschromatographen mit einem UV-Detektor
(JONES et al., 1995). Die hier entwickelte Methode kombiniert den Vorteil der spezifischen
Detektion durch UV-Absorption mit technischer Vereinfachung und Beschleunigung der
Messung mehrerer Proben. Mit dieser Methode kann die Isoprenemission auch iiber Stunden
verfolgt werden (sieche Abbildung 2-5).
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3.2 Experimente zur Markierung von Isopren

Die Markierungsexperimente mit Isopren wurden zum Teil bereits verdffentlicht (ZEIDLER
et al., 1997, SCHWENDER ef al., 1997; ZEIDLER und LICHTENTHALER, 1998).

3.2.1 Markierung von Isopren mit [1-?H]-1-Deoxy-D-xylulose und b,L-[2-'*C]-
Mevalonsaurelacton

Blitter verschiedener Pflanzen wurden mit Methyl-[1-°H,]-1-Deoxy-D-xylulofuranosid (d-
Me-DOX), [1-’H;]-1-Deoxy-D-xylulose (d-DOX), [1-°H,]-1-Deoxy-2,3-isopropyliden-B-D-
xylulofuranose  (d-Iso-DOX) und D,L-[2-"°C]-Mevalonsdurelacton ~ (*C-MVA) in
Rundgldschen inkubiert und der Einbaugrad wurde per GC/MS mit der Tropfenmethode
(Decan) bestimmt (siehe 2.3, S. 38). Bei Eucalyptus wurde die SPME-Methode verwendet.
Der Markierungsgrad von Isopren in Abhdngigkeit von der Inkubationszeit und dem DOX-
Angebot ist in Tabelle 3-1 dargestellt.

Tabelle 3-1 Einbau von [I-’H,]-1-Deoxy-D-xylulose und Derivaten sowie D,L-[2-"C]-
Mevalonsiurelacton in Isopren bestimmt per GC/MS. a: NMR-Experiment (siche 2.3.2, S. 42). "
18h vor der MVA-Zugabe mit 0,1 mM Cerivastatin inkubiert, um endogene MV A Produktion zu
unterdriicken.

Substanz Angebotene Inkubations- Pflanze Markierungsgrad
Menge zeitin h in %
d-Me-DOX a 72 Populus nigra L. 35
d-Me-DOX  5,5mgin 150 pl 24 Populus nigra L. 40
d-Me-DOX 3,6 mg in 300 pl 20 Populus nigra L. 30
d-Me-DOX 4,0 mg in 200 pl 24 Salix viminalis L. 50
d-Me-DOX 6,0 mg in 200 pl 24 Chelidonium majus L. 60
d-DOX 8,0 mg in 850 pl 24 Populus nigra L. 40
d-DOX 2,0 mg in 500 pl 20 Platanus x acerifolia 80
d-DOX 2,0 mg in 500 pl 24 Quercus robur L. 40
d-DOX 2,0 mg in 500 pl 24 Robinia pseudoacacia L. 35
d-DOX 4,0 mg in 300 pl 20 Eucalyptus globulus L. 100
d-Iso-DOX 2,3 mg in 400 pl 18 Populus nigra L. <10
BC-MVA 3.3 mgin 300 ul 24 Populus nigra L. 20
PC-MVA 2,5 mg in 500 pl 27 Populus nigra L. <10
BC-MVA  2mgin 500 pl” 50 Chelidonium majus L. 10

Isopren der 7 Pflanzen Populus nigra L., Salix viminalis L., Chelidonium majus L.,
Platanus x acerifolia, Quercus robur L., Robinia pseudoacacia L. und Eucalyptus globulus L.
wurde in hohem MaB von [1-’H;]-1-Deoxy-D-xylulose bzw. dessen Methylglykosid (d-Me-
DOX) markiert (siche Abbildung 3-1; ZEIDLER et al., 1997, SCHWENDER et al., 1997;
ZEIDLER und LICHTENTHALER, 1998). d-DOX wurde allerdings nicht in die von Eucalyptus
globulus L. emittierten Monoterpene eingebaut. Durch Vergleich der Massenspektren im
Gaschromatogramm mit einer Spektrenbibliothek (siehe 2.6.1, S. 46) war aufler Isopren
hauptsichlich Cineol als fliichtige Komponente identifiziert worden. D,L-[2-"°C]-
Mevalonsdurelacton wurde deutlich schlechter in Isopren eingebaut (siehe auch 4.1.2, S. 81).
Mit HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren kann die endogene Mevalonatbildung blockiert
werden und somit eventuell ein verstdrkter Einbau exogener Mevalonsdure erreicht werden.
Der Zusatz des hochwirksamen HMG-CoA-Reduktase-Hemmers Cerivastatin flihrte bei
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Chelidonium jedoch zu keinem markanten Einbau exogener MVA. Die zuvor beschriebenen
Markierungsstudien zeigen somit, dass die Biosynthese von Isopren vorwiegend iiber den
DOXP/MEP-Weg und nicht iiber den Acetat/Mevalonat-Weg der IPP-Bildung verlautft.

Der Einfluss von Cerivastatin und Fosmidomycin auf die Markierung von Isopren durch [1-
’H,]-1-Deoxy-D-xylulose (d-DOX) und D,L-[2-"°C]-Mevalonsiurelacton (*C-MVA) wurde
noch einmal systematisch in allen Kombinationen an einem Platanenblatt per SPME-GC/MS
(siehe 2.3.1, S. 39) untersucht (Fosmidomycin hemmt die Isoprenemission, wie unter 3.3.1, S.
60 beschrieben wird). Bei diesem Versuch wurde nicht versucht, die Isoprenmenge exakt zu
quantifizieren, da dies mit der SPME-Methode schwieriger ist als mit der UV-Methode (siehe
3.1.2, S. 54). Hier sollte untersucht werden, welchen Einfluss spezifische Inhibitoren der
beiden IPP-Biosynthesewege auf den Markierungsgrad von Isopren aus d-DOX und "“C-
MVA haben. Jeweils zwei Stiicke (1 x 3,5 cm) aus demselben Blatt wurden getrennt in 4 ml
Rundgldschen mit je 850 pl der in Tabelle 3-2 angegebenen Losungen behandelt. Nach 21 h
Vorinkubation wurden mit jeweils 150 pl DOX und MVA-L&sungen die in Tabelle 3-2
angegebenen Endkonzentrationen eingestellt:
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Abbildung 3-1 Massenspektren von unmarkiertem Isopren und Deuterium-markiertem Isopren,
das von einem Blatt von Chelidonium majus nach Verabreichung des Methyl-Glykosids von [1-

*H,]-1-Deoxy-D-xylulose (d-Me-DOX) emittiert wurde. Der Markierungsgrad betrigt etwa 60%
(siche Tabelle 3-1).
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Tabelle 3-2 Einbau von d-DOX und “C-MVA in Isopren aus Platane unter Zusatz von
Fosmidomycin oder Cerivastatin bestimmt per SPME-GC/MS. Reihenfolge der Zugabe der
Losungen.

Name Behandlung Oh Nach 21h Zusatz von
D Wasser DOX 2 mg/ml
D+F Fosmidomycin 10 M DOX 2 mg/ml
D+C Cerivastatin 10 M DOX 2 mg/ml
M Wasser MVA 3 mg/ml
M+F Fosmidomycin 10 M MVA 3 mg/ml
M+C Cerivastatin 10* M MVA 3 mg/ml

Nach weiteren 24 und 23 h (Gesamtinkubationszeit 68h) wurde jeweils der
Markierungsgrad des emittierten Isoprens per SPME-GC/MS bestimmt (siche Tabelle 3-3).

Tabelle 3-3 Einbau von d-DOX und “C-MVA in Isopren aus Platane unter Zusatz von
Fosmidomycin oder Cerivastatin bestimmt per SPME-GC/MS. Ergebnisse der Versuche aus
Tabelle 3-2. * = kein Isopren nachweisbar.

Name Markierung nach 45 h in % Markierung nach 68 h in %
D 55 60

D+F 65 60

D+C 50 65

M 0 0

M+F * *

M+C 0 0

Tabelle 3-3 zeigt, dass DOX gut in Isopren aus Platane eingebaut wurde, wéahrend MVA zu
keiner signifikanten Markierung fiihrte. Fosmidomycin und Cerivastatin hatten keinen
erkennbaren Einfluss auf die Markierungsgrade. Allerdings hatte Fosmidomycin einen
Einfluss auf die gebildete Isoprenmenge (siehe 3.3.1, S. 60): Bei der Kombination von
Fosmidomycin mit MVA war kein Isopren messbar, so dass kein Markierungsgrad bestimmt
werden konnte, bei der Kombination Fosmidomycin mit DOX wurde eine geringe, aber noch
messbare Menge Isopren gebildet. Soweit sich dies mit der SPME-Methode abschitzen lie3
(siehe 3.1.2, S. 54), hatte Cerivastatin keinen Einfluss auf die Isoprenmenge. Die DOX-
Ansitze produzierten dagegen eher mehr Isopren als die MV A-Ansitze.

Dass Cerivastatin iiberhaupt bei Pflanzen wirksam ist, wurde mithilfe eines Raphanus-
Wurzelwachstumstests {iberpriift (BACH und LICHTENTHALER, 1983; siche 2.7.4, S. 51; 3.6.4,
S. 78). Das Wurzelwachstum von Radieschenkeimlingen wird von Statinen wie Lovastatin (=
Mevinolin) sehr effizient gehemmt.
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3.2.2 Markierungsexperimente mit anderen méglichen IPP-Vorlaufern

Folgende weitere Substanzen wurden mit der Tropfenmethode (Decan) auf einen Einbau in
Isopren bei Populus nigra L. und Chelidonium majus L. getestet (siehe Abbildung 3-2 und

Tabelle 3-4):

D,L-[1,1-?H,]-2-C-Methyl-D,L-erythritol (ME)
(R)-[1,1,4,4-"H,]-2-C-Methylbutan-1,2,4-triol (TRIOL)
Na [3-13C]—Pyruvat
Na [2-"*C]-Acetat

NaH'"3CO;

[1-*H,]-1-Deoxy-D-xylitol/-lyxitol (XYLIT)
[1-*H,]-3-Methyl-2-buten-1-ol (DMA)
[1-’H,]-3-Methyl-2-buten-1-ylpyrophosphat (DMAPP)

Tabelle 3-4 Einbau verschiedener, markierter Verbindungen in Isopren von Pflanzenblittern, der
per GC/MS mit der Tropfenmethode bestimmt wurde.

Substanz Angebotene Inkubations- Pflanze Markierungsgrad
Menge zeitin h in %

ME 3,5 mg in 400 pl 25 Populus nigra L. 0

ME 6,5 mg in 500 pl 24 Populus nigra L. 0

TRIOL 5,7 mg in 400 pl 17 Populus nigra L. 0
Pyruvat 1,0 mg in 1000 pl 27 Populus nigra L. 10

Acetat 5,0 mg in 200 pl 36 Populus nigra L. 10
NaH"’CO; 2,0 mg in 400 pl 30 min. Populus nigra L. Basispeak 70,
+ KH,PO, 1,0 mg M+5 (73) deutlich
XYLIT 8,0 mg in 500 pl 40 Chelidonium majus L. 0

DMA 7,5 mg in 1000 pl 48 Chelidonium majus L. 0
DMAPP 400 pl, 1 1TmM 21 Chelidonium majus L. 0

Methylerythritol, das Triol, reduzierte 1-Deoxy-D-xylulose, DMAPP und der entsprechende
Alkohol wurden nicht in Isopren eingebaut. Pyruvat und Acetat zeigten einen leichten Einbau.
Pyruvat in grofleren Mengen fithrte zu einer Braunfirbung des Blatts und einer geringeren
Isoprenemission. '*C-Hydrogencarbonat fiihrte schnell zum Auftreten vollstindig markierter
Isoprenmolekiile (Masse 73).
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Abbildung 3-2 Mit stabilen Isotopen markierte Substanzen, die als potentielle Vorstufen von
Isopren untersucht wurden.

3.3 Experimente zur Hemmung der Isoprenemission

Der Einfluss verschiedener weiterer Substanzen auf die Isoprenemission wurde mit der UV-
Methode (siehe 2.4, S. 42; ZEIDLER und LICHTENTHALER, 1998) anhand der Gasphasen-
Absorption bei 216 nm bestimmt, sowohl um die Markierungsexperimente zu ergidnzen, als
auch um neue Hemmstoffe des DOXP/MEP-Weges zu finden. Um den Einfluss
unterschiedlicher Kapazitdten der Isoprenbildung verschiedener Blétter zu eliminieren, wurde
fur jedes behandelte Blattstiick zur Kontrolle (Wasser) ein Stiick aus dem selben, méglichst
gleichmissig belichteten Blatt verwendet. Bei Platanus x acerifolia L. konnten fiir einen
Versuch alle Stiicke aus einem Blatt geschnitten werden. Die Variation der Isoprenemission
innerhalb eines Blattes wurde mit 12 Stiicken aus einem Platanenblatt bestimmt. Es ergab sich
eine Standardabweichung von 14 % (Bereich der Absorptionswerte 0,27 - 0,41 nach 1h
Belichtung bei 30 °C).
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3.3.1 Hemmung durch Fosmidomycin, FR-900098 und Statine

Statine wie Mevinolin hemmen die HMG-CoA-Reduktase des klassischen Mevalonat-
Wegs. Analog dazu hemmen das Antibiotikum Fosmidomycin und das Derivat FR-900098
(Abbildung 3-3) den DOXP/MEP-Weg auf der Stufe der DOXP-Reduktoisomerase, wie sich
im Lauf dieser Arbeit herausstellte. Am Anfang der Arbeiten zu Fosmidomycin bei Botanik 11
standen jedoch Hemmversuche mit Isopren. Die Uberlegungen, die zur Untersuchung von
Fosmidomycin als moglichem Hemmstoff der IPP-Bildung fiihrten, bevor sein
Wirkungsmechanismus bekannt war, sind in der Diskussion (siehe 4.2.2, S. 86) beschrieben.

Tabelle 3-5 zeigt, das Fosmidomycin und das Homologe FR-900098 in Konzentrationen
der GroBenordnung 5 pM zu einer deutlichen Hemmung der Isoprenemission fiithren
(ZEIDLER et al., 1998). Compactin, Mevinolin (=Lovastatin) und Cerivastatin hemmten die
Isoprenemission nicht. Cerivastatin in sehr hoher Konzentration (1 mM) fiihrte bei Platane
zwar zu einer Hemmung, jedoch zu keiner totalen, obwohl die Blitter am Rand bereits braun
verfarbt waren und somit offenbar unspezifische oder indirekte Effekte auf die Isoprenbildung
auftraten (siehe 3.2.1, S. 55).

Tabelle 3-5 Hemmung der Isoprenemission durch Fosmidomycinderivate und Statine, die durch
UV-Absorption erfasst wurde. N: Anzahl der jeweils fiir Behandlung und Kontrolle (Wasser)
verwendeten Blattstiicke. Die Werte der Hemmung in % wurden berechnet nach [1-
(A gehemmt/Akontole)] X 100%. A = Absorption bei 216 nm. * Hier wurde als Kontrolle 2,2 mM
Fosfomycin’ verwendet. ™ ¢ Parallel mit Stiicken desselben Blatts durchgefiihrte Versuche.

Substanz Konzentration Inkubations- Spezies Hemmung N
in mol I" zeitin h in %

Fosmidomycin  5x 107 ? 20 Populus nigra L. 93 2
Fosmidomycin 5x 107 14 Chelidonium majus L. 60 1
Fosmidomycin 5x10° 51 Platanus x acerifolia L. 79 2
Fosmidomycin ~ 3,2x 10°" 39 Platanus x acerifolia L. 84 2
Fosmidomycin 1,6 x 10° " 39 Platanus x acerifolia L. 55 2
FR-900098 107 ¢ 21 Platanus x acerifolia L. 77 3
FR-900098 10°¢ 21 Platanus x acerifolia L. 55 3
FR-900098 107 21 Platanus x acerifolia L. 22 3
FR-900098 5x10° 20 Platanus x acerifolia L. 53 6
Mevinolin 10 23 Populus nigra L. 4 1
Compactin 75x 107 19 Populus alba x tremula 3 1
Cerivastatin 10 76 Populus alba x tremula 5 1
Cerivastatin 107 19 Platanus x acerifolia L. 72 6

? Fosfomycin (cis-1,2-Epoxypropylphosphonsiure) ist wie Fosmidomycin ein Phosphonat-Antibiotikum, das die
bakterielle Zellwandbiosynthese hemmt. Im Gegensatz zu Fosmidomycin ist sein Wirkort lange bekannt: Es
hemmt eine Pyruvyltransferase, einen frithen Schritt der Zellwandbiosynthese (GREENWOOD et al., 1987).
Fosfomycin wurde hier als Kontrollsubstanz verwendet, die die [PP-Biosynthese nicht hemmen sollte.
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Abbildung 3-3 Strukturformeln verschiedener Substanzen, deren Einfluss auf die [soprenemission
und andere Isoprenoidbiosynthesen in dieser Arbeit untersucht wurde.
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Es wurde versucht, die Hemmung der Isoprenemission durch Fosmidomycin durch Zusatz
von DOX, MVA und DMAPP aufzuheben. Wie aus Tabelle 3-6 ersichtlich, nahm die
Hemmung der Isoprenemission von Platane durch Fosmidomycin mit der Zeit zu und konnte
durch hohe Konzentrationen an DOX, nicht jedoch mit MVA und DMAPP aufgehoben
werden.

Tabelle 3-6 Hemmung der Isoprenemission von Platanus x acerifolia L. durch 5 uM
Fosmidomycin gegeniiber Wasser in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit und dem Zusatz von
DOX, MVA oder DMAPP. Gemessen durch UV-Absorption, Hemmwerte berechnet wie in
Tabelle 3-5. Es wurden fiir alle Behandlungen je zwei Stiicke aus demselben Blatt verwendet.
Negative Hemmwerte zeigen eine hohere prozentuale Emission als in der Kontrolle an.

Zusatz Hemmung in % nach einer Inkubationszeit von
1h 4h 20h 25h 51h
Fosmidomycin (F) 15 22 25 50 79
F + DOX 32 mM -112 -91 -65 -25 -15
F +MVA 33 mM 5 22 50 41 100
F + DMAPP 11 mM 4 30 63 56 74

Weiterhin wurden 2-Methyl-3-buten-2-ol (MBO), Fosmidomycin oder beide Substanzen
gleichzeitig an Platanen-Blattstiicke verabreicht und der Effekt auf die Isoprenemission
untersucht. MBO koénnte im Gleichgewicht mit dem intermedidren Carbokation bei der
Isoprensynthasereaktion stehen und somit eventuell als alternatives Substrat fiir die
Isoprenbildung dienen (siehe 1.7, S. 30) und die Hemmung durch Fosmidomycin vermindern.
1 mM MBO allein hatte einen leicht stimulierenden Effekt auf die Isoprenbildung und fiihrte
zu einer etwas schwicheren Hemmung der Isoprenemission bei Platane durch Fosmidomycin.

Tabelle 3-7 Einfluss von 5 uM Fosmidomycin, 1 mM 2-Methyl-3-buten-2-ol (MBO) und der
Kombination auf die Isoprenemission von Platanus x acerifolia L. Gemessen durch UV-
Absorption, Hemmwerte berechnet wie in Tabelle 3-5. Es wurden fiir alle Behandlungen je drei
Blattstiicke verwendet (n = 3). ™ Parallel mit Stiicken desselben Blatts durchgefiihrte Versuche.
Negative Hemmwerte zeigen eine hohere Emission als in der Kontrolle an.

Substanzen Inkubationszeit in h Hemmung in %
Fosmidomycin 247 52
MBO 24*® -10
Fosmidomycin + MBO 24*° 19
Fosmidomycin 27" 42
MBO 27" -21
Fosmidomycin + MBO 27" 53
Fosmidomycin 24 ¢ 37
MBO 24 ¢ 10
Fosmidomycin + MBO 24 ¢ 17
Mittelwerte der drei Versuche:

Fosmidomycin 44
MBO -7

Fosmidomycin + MBO 30
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3.3.2 Hemmung durch Clomazone und Derivate

Von dem selektiven Herbizid Clomazone war bekannt, dass es die Chlorophyll- und
Carotinoidakkumulation bestimmter Pflanzen hemmt. Der genaue Wirkmechanismus war
jedoch unbekannt. Um einen mdglichen Einfluss auf den DOXP/MEP-Weg der IPP-Bildung
zu untersuchen, wurden die Effekte von Clomazone, seines Umwandlungsproduktes 5-
Ketoclomazone und verwandten Substanzen (sieche Abbildung 3-3) auf die Isoprenemission
verschiedener Pflanzen untersucht (Tabelle 3-8; siehe auch 3.6.1, S. 70). Ausfiihrliche
Uberlegungen zur Wirkungsweise von Clomazone finden sich in der Diskussion (siehe 4.2.3,
S. 91). Effekte von Clomazone und 5-Ketoclomazone auf die Isoprenemission waren erst bei
Konzentrationen ab 1 mM sichtbar. 5-Ketoclomazone wirkte tendenziell starker hemmend als
Clomazone, welches z. T. sogar stimulierend wirkte, insbesondere bei Chelidonium, welches
offenbar keine Clomazone-sensitive Pflanze ist. Bei Robinia pseudoacacia wirkte 1 mM
Clomazone allerdings deutlich hemmend. Die mit Clomazone verwandten Substanzen
Chlorpivalohydroxamsdure und Dimethylmalonsdure hatten keinen ausgeprigten Effekt auf
die Isoprenemission von Platane (siehe 4.2.3, S. 91).

Tabelle 3-8 Die Hemmung der Isoprenemission durch Clomazone, 5-Ketoclomazone und
verwandte Substanzen wurde durch UV-Absorption gemessen. N: Anzahl der jeweils fiir
Behandlung und Kontrolle (Wasser) verwendeten Blattstiicke. Die Werte der Hemmung in %
wurden berechnet wie fiir Tabelle 3-5. Negative Werte zeigen eine hohere Emission als in der
Kontrolle an. *® % Parallel mit Stiicken desselben Blatts durchgefiihrte Versuche.

Substanz Konzentration in Inkubations- ~ Spezies = Hemmung N
mol I”! zeitin h in %
Clomazone 10°* 21 1 -6 5
Clomazone 1072 20 1 18 5
Ketoclomazone 10732 20 1 62 4
Ketoclomazone 103" 22 1 20 4
Ketoclomazone 104" 22 1 -13 4
Ketoclomazone 1,4 x 107 25 1 44 6
Ketoclomazone 107 23 1 2 4
Ketoclomazone 107 21 2 64 6
Ketoclomazone 1,4x 107 24 3 65 6
Ketoclomazone 1073¢ 24 3 56 4
Clomazone 1073¢ 24 3 -3 4
Ketoclomazone 10734 24 4 19 4
Clomazone 1034 24 4 -19 4
Ketoclomazone 1073¢ 14 5 37 4
Clomazone 1073¢ 14 5 -56 4
Ketoclomazone 1031 22 6 57 4
Clomazone 1071 22 6 59 4
Chlorpivalohydroxamséure 107 19 1 3 6
Kalium-Dimethylmalonat 10” 21 1 15 6

Spezies: 1 = Platanus x acerifolia L., 2 = Eucalyptus globulus L., 3 = Quercus robur L., 4
Populus nigra L., 5 = Chelidonium majus L., 6 = Robinia pseudoacacia L.



64 Ergebnisse

3.3.3 Hemmung durch Vitamin Bg-Antagonisten

Verschiedene Substanzen, die direkt oder indirekt von Vitamin B¢ (Pyridoxalphosphat)
abhédngige Reaktionen hemmen, wurden an Platanen-Blattstiicken hinsichtlich ihrer
Hemmwirkung auf die Isoprenemission untersucht (siche Abbildung 3-3 und Tabelle 3-9). Da
Aminoethoxyvinylglycin (AVG) auch zur (unspezifischen) Hemmung der Ethylenbiosynthese
verwendet  wird, werden  hier  auch die Versuche mit CoCl, und
Aminocyclopropancarbonsdure (ACC) wiedergegeben. CoCl, ist ebenfalls ein unspezifischer
Hemmstoff der Ethylenbiosynthese und ACC eine biosynthetische Vorstufe von Ethylen.
Genauere Erldauterungen dazu finden sich unter 4.2.4, S. 97. Wie in Tabelle 3-9 erkennbar,
sind die Substanzen AVG, AOA, CoCl,, D- und L-Cycloserin sowie Gabaculine geeignet, die
Isoprenemission von Platane zu hemmen. Da mehrere Vitamin Bg-abhéngige Enzyme die
Photorespiration steuern, konnte dies anzeigen, dass eine Hemmung der Photorespiration
indirekt die Isoprenemission hemmt. Moglicherweise enthilt aber auch der DOXP/MEP-Weg
bisher unbekannte Vitamin Bs-abhéngige Enzyme.

Tabelle 3-9 Hemmung der Isoprenemission von Platanus x acerifolia L. durch verschiedene
Substanzen gemessen durch UV-Absorption. N: Anzahl der jeweils fir Behandlung und Kontrolle
(Wasser) verwendeten Blattstiicke. Die Werte der Hemmung in % wurden berechnet wie fiir
Tabelle 3-5. Negative Werte zeigen eine hohere Emission als in der Kontrolle an. > ¢ % &t
Parallel mit Stiicken desselben Blatts durchgefiihrte Versuche.

Substanz Konzentration Inkubations- Hemmung N
in mol 1! zeitinh in %

Aminoethoxyvinylglycin (AVQG) 10~ 18 96 4
Aminoethoxyvinylglycin 1072 14 37 4
CoCl, 107* 14 78 4
Aminooxyacetat (AOA) 10” 17 99 4
Aminooxyacetat 10" 23 76 4
Aminooxyacetat 10°° 23 9 4
D-Cycloserin 10°¢ 23 74 3
L-Cycloserin 10°¢ 23 97 3
L-Cycloserin 1,25x 1079 21 58 3
L-Cycloserin 1,25x 1071 21 22 3
L-Cycloserin 1,25x 109 21 17 3
Gabaculine 10°¢ 20 70 4
Gabaculine 10*¢ 20 11 4
Hydroxylamin HCI 10°f 17 21 4
Theophyllin 10°f 17 -1 4
Isoniazid 10°¢ 22 -9 4
Isoniazid 1078 22 -6 4

Tabelle 3-10 zeigt Versuche, die Hemmung der Isoprenemission von Platanenblittern durch
L-Cycloserin mit Pyridoxamin, Pyridoxin, DOX oder Pyruvat aufzuheben. Dies gelang
ebensowenig wie der Versuch, die Hemmung durch Aminethoxyvinylglycin mit
Aminocyclopropancarbonsiure aufzuheben:
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Tabelle 3-10 Einfluss von 10* M L-Cycloserin in Kombination mit I mM Pyridoxamin, Pyridoxin
HCL, DOX oder Na-Pyruvat sowie von 10° M Aminoethoxyvinylglycin (AVG) in Kombination
mit 1 mM Aminocyclopropansdure (ACC) auf die Isoprenemission von Platanus x acerifolia L.
Gemessen durch UV-Absorption, Hemmwerte berechnet wie in Tabelle 3-5. Es wurden fiir alle
Behandlungen je drei Blattstiicke verwendet. ® ™ © % ¢ Parallel mit Stiicken desselben Blatts
durchgefithrte Versuche. 1,7 x 10* M L-Cycloserin. Negative Werte zeigen eine hohere
Emission als in der Kontrolle an.

Substanzen Inkubationszeit in h Hemmung in %
L-Cycloserin 21°® 33
Pyridoxamin 21® -2
L-Cycloserin + Pyridoxamin 21 51
L-Cycloserin 20° 54
Pyridoxin 20° 4
L-Cycloserin + Pyridoxin 20° 46
L-Cycloserin 23 ¢ 40
DOX 23 ¢ -26
L-Cycloserin + DOX 23°¢ 35
L-Cycloserin 19¢ 59
Pyruvat 19¢ -6
L-Cycloserin + Pyruvat 199 63
AVG 21°¢ 43
ACC 21°¢ 10
AVG + ACC 21°¢ 46

3.3.4 Hemmung durch weitere Substanzen

Verschiedene andere Substanzen (siche Abbildungen 3-4 und 3-5) wurden hinsichtlich
einer moglichen Hemmwirkung auf die Isoprenemission untersucht. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3-11 aufgelistet. Erlauterungen zu den einzelnen Stoffen werden im Diskussionsteil
gegeben (siehe 4.2.5, S. 101).

3.4 Markierungs- und Hemmexperimente mit 2-Methyl-3-buten-2-ol
(MBO)

Die nordamerikanische Kiefernart Pinus ponderosa emittiert das Hemiterpen 2-Methyl-3-
buten-2-ol (MBO) anstelle von Isopren. Die MBO-Emission von Pinus ponderosa und
anderen nordamerikanischen Kiefern ist in dhnlicher Weise licht- und temperaturabhingig
wie die Isoprenemission von Laubbdumen und trdgt lokal erheblich zu den
Kohlenwasserstoffemissionen in die Atmosphére bei. Um neben Isopren filir ein weiteres
Hemiterpen zu untersuchen, ob es nach dem Acetat/Mevalonat-Weg oder dem DOXP/MEP-
Weg gebildet wird, wurden Markierungsexperimente mit [1-"H,]-1-Deoxy-D-xylulose (d-
DOX) und [2-"*C]-Mevalonséurelacton (°C-MVA) an Nadeln von P. ponderosa
durchgefiihrt. Das emittierte MBO wurde mittels SPME-GC/MS massenspektrometrisch auf
einen Einbau getestet. Zusdtzlich wurde untersucht, ob sich die MBO-Emission von P.
ponderosa-Nadeln durch Fosmidomycin, den Hemmstoff des DOXP/MEP-Weges hemmen
lasst (siehe 2.5, S. 44).
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Tabelle 3-11 Hemmung der Isoprenemission durch verschiedene Substanzen gemessen durch UV-
Absorption. N: Anzahl der jeweils fiir Behandlung und Kontrolle (Wasser) verwendeten
Blattstiicke. Die Werte der Hemmung in % wurden berechnet wie fiir Tabelle 3-5. Negative Werte
zeigen eine hohere Emission als in der Kontrolle an. ™ ¢ % & " parale] mit Stiicken desselben
Blatts durchgefiihrte Versuche. ¢ Behandlung und Kontrolle in 50 mM Phosphatpuffer pH 7,5.
Phosphonat 1 = D,L-2-Amino-3-phosphonopropionséure

Phosphonat 2 = 3-Aminopropylphosphonsiure

Phosphonat 3 = 3-Phosphonopropionsiure

Phosphonat 4 = D,L-2-Amino-4-phosphonobuttersdure

Substanz Konzentration Inkubations- Spezies Hemmung N
in mol I'' zeitinh in %

Phosphonothrixin 10~ 24 1 -13 5
Phosphonothrixin 107 ® 24 1 27 3
Phosphonothrixin 102 24 1 13 3
Acetylmethylphosphinat 107" 24 1 -12 3
Acetylmethylphosphinat 10*" 24 1 -61 3
Acetylmethylphosphinat 5x10* 21 2 -30 1
Phosphonat 1 1 mg/ml 21 1 43 2
Phosphonat 2 1 mg/ml ¢ 21 1 50 2
Phosphonat 3 1 mg/ml 21 1 64 2
Phosphonat 4 1 mg/ml € 21 1 29 2
Phosphonat 1 1 mg/ml ¢ 21 1 17 2
Phosphonat 2 1 mg/ml ¢ 21 1 41 2
Phosphonat 3 1 mg/ml ¢ 21 1 36 2
Phosphonat 4 1 mg/ml 21 1 22 2
Na-Salicylat 107 17 1 8 4
Dimethylallylmethylendisulfonamid 104¢ 21 1 -28 4
Dimethylallylcarbamylsulfamid 10*¢ 21 1 -11 4
Dimethylallylmethylendisulfonamid 107°f 21 1 -59 4
Dimethylallylcarbamylsulfamid 10°f 21 1 -38 4
Chloramphenicol 1078 19 1 71 3
Chloramphenicol 107# 19 1 17 3
DCMU 10°¢8 19 1 100 3
Foroxymithine 10* 44 1 9 5
3-Chlor-5-hydroxypentan-2-on 73x 107 19 1 44 5
DMAEPP 3,6x10° 24 3 -3 5
Metolachlor 107 18 1 -15 4
1-Fluor-1-Deoxy-D-xylulose 107 95 4 18 1
1-Fluor-1-Deoxy-D-xylulose 104" 45 1 15 2
1-Fluor-1-Deoxy-D-xylulose 10°" 45 1 28 2

Spezies: 1 = Platanus x acerifolia L., 2 = Chelidonium majus L., 3 = Populus nigra L., 4 =
Populus alba x tremula.

3.4.1 Markierung von MBO mit [1-’H]-1-Deoxy-D-xylulose und b,L-[2-"*C]-
Mevalonséaurelacton

Je ein Biindel von drei zusammenhingenden Nadeln (Brachyplast) von Pinus ponderosa
wurde in einem langen Glasrohrchen in eine Losung von [1-°H,]-1-Deoxy-D-xylulose (d-
DOX) bzw. [2-°C]-Mevalonsiurelacton (°C-MVA) gestellt (sieche 2.5.1, S. 44). Nach
mehreren Tagen Inkubation wurde per Headspace-GC/MS mit SPME der Einbaugrad in das
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von den Nadeln emittierte MBO bestimmt. Aufler MBO wurden nur Spuren von nicht néher
identifizierten fliichtigen Substanzen gefunden, vermutlich Monoterpene,
Massenspektren im Vergleich zu GC/MS-Analysen unmarkierter Nadeln jedoch kein Einbau
schwerer Isotope zu erkennen war. Bis zu ca. 50% des MBO wurden aus [1-*H;]-1-Deoxy-D-
xylulose gebildet (siche Abbildung 3-6) wihrend [2-"°C]-Mevalonsdurelacton nicht

signifikant eingebaut wurde.
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Abbildung 3-4 Strukturformeln verschiedener Substanzen, deren Einfluss auf die Isoprenemission

in dieser Arbeit untersucht wurde.
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Abbildung 3-5 Strukturformeln verschiedener Substanzen, deren Einfluss auf die Isoprenemission
und andere Isoprenoidbiosynthesen in dieser Arbeit untersucht wurde.

Die Abschitzung der Einbaurate von d-DOX in MBO aus GC/MS-Daten nach Abschnitt
2.5.2 fiihrte fiir die Fragmente 71/72 und 43/44 zu hoheren Werten als fiir Fragment 59/60
(Tabelle 3-12). Dies konnte an einem Isotopeneffekt bei der Abspaltung der Methylgruppe
liegen, der beim Fragment 59/60 keine Rolle spielen sollte (siche Abschnitt 2.5.2). Letztere
Werte kommen also dem tatsdchlichen Markierungsgrad vermutlich néher. Jedenfalls 14sst
sich insgesamt ein hoher, mit der Zeit steigender Markierungsgrad des MBO aus d-DOX
erkennen. Die Biosynthese von MBO aus Pinus ponderosa verlduft somit iiber den
DOXP/MEP-Weg.

Tabelle 3-12 Einbau von [1-’H, ]-1-Deoxy-D-xylulose in Methylbutenol von Pinus ponderosa.

Einbau berechnet Prozent Einbau aus [1-°H,]-1-Deoxy-D-xylulose
aus Fragment nach einer Inkubationsdauer von
3d 12d 14d
43/44 50 56 55
59/60 29 48 52
71/72 40 62 87

3.4.2 Hemmung der MBO-Emission mit Fosmidomycin

Jeweils 6 Biindel drei zusammenhingender Nadeln von Pinus ponderosa wurden in
Fosmidomycinlosungen oder Wasser inkubiert und die Menge des emittierten Methylbutenols
wurde durch SPME-GC/MS mit der von Kontroll-Nadeln verglichen (siehe 2.5.3, S. 45). Die
Experimente mit 5 uM und 50 uM Fosmidomycin fithrten noch nicht zu einer signifikanten
Hemmung nach 11 bzw. 8 Tagen Inkubationszeit. 500 uM Fosmidomycin hemmte die MBO-
Emission jedoch bei einer Messung nach 12 Tagen um 75 %. Die durchschnittlich emittierte
MBO-Menge der Nadeln in willkiirlichen Einheiten war bei der Kontrolle 1168 + 393 und bei
der Behandlung 292 + 165. Fosmidomycin hemmte somit die Emission von 2-Methyl-3-
buten-2-ol von Pinus ponderosa.
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Relative
Intensitat, %

43 unmarkiertes MBO 71
100 -

80 1
60 1
40 - 99

20 1

0 - A
40 45 50 55 60 65 70 75 miz

43 markiertes MBO 71
100 -

80 1
60 1
40 - 60

20 1

0 -
40 45 50 55 60 65 70 75 miz

Abbildung 3-6 Einbau von [1-’H,]-1-Deoxy-D-xylulose (d-DOX) in 2-Methyl-3-buten-2-ol (MBO),
dass von Nadeln von Pinus ponderosa nach 14 Tagen Vorinkubationszeit mit d-DOX emittiert wurde.
Der Markierungsgrad betrigt etwa 50% und wurde mittels SPME-GC/MS bestimmt. Zum Vergleich
ist ein Massenspektrum von unmarkiertem MBO dargestellt.

3.5 Experimente zur Markierung von Monoterpenen

3.5.1 Markierung des etherischen Ols aus Keimlingen von Picea abies L. mit
[1-*H4]-1-Deoxy-D-xylulose

Nadelbdume akkumulieren Monoterpene u.a. in ihren Nadeln. Die Biosynthese der
Monoterpene von Fichtenkeimlingen wurde durch Einbauexperimente mit d-DOX untersucht,
um festzustellen, ob der DOXP/MEP-Weg fiir ihre Bildung verantwortlich ist.
Fichtenkeimlinge (Picea abies L.) wurden aseptisch auf Watte 17 Tage lang mit markiertem
d-DOX angezogen, das als wissrige Losung {iber die Wurzeln angeboten wurde. Das
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etherische Ol wurde durch Wasserdampfdestillation gewonnen (siehe 2.6.1, S. 46). Obwohl
sich die Keimlinge entwickelten, konnte in den im GC/MS gefundenen Terpenen keine
Markierung nachgewiesen werden. Durch Vergleich der Massenspektren mit einer
Spektrenbibliothek wurden im wesentlichen die Monoterpene a-Pinen, -Pinen, Camphen
und Limonen vorldufig identifiziert. Auf eine genauere Identifizierung der Substanzen, z.B.
durch GC/MS-Analyse authentischer Standards, wurde verzichtet, da im Vergleich zu einem
etherischen Ol aus Fichtenkeimlingen, die ohne d-DOX angezogen worden waren, bei keiner
Substanz aus dem Chromatogramm des markierten Ansatzes ein Einbau in den
Massenspektren zu finden war. Offenbar waren die Monoterpene bereits vor der Keimung
vorhanden.

3.5.2 Markierung fliichtiger Monoterpene aus Pistacia lentiscus L. mit [1-H4]-
1-Deoxy-D-xylulose

Pistacia lentiscus L. und einige andere im Mittelmeerraum verbreitete Straucher emittieren
fliichtige Monoterpene, die &dhnlich wie Isopren die Atmosphdrenchemie beeinflussen
(HANSEN ef al., 1997). Um zu untersuchen, ob auch diese Substanzen nach dem DOXP/MEP-
Weg gebildet werden, wurden untersucht, ob ein Einbau von d-DOX in fliichtige
Monoterpene aus Pistacia lentiscus L. massenspektrometrisch festzustellen ist. Ein
Pistazienblatt wurde in einem Rundgldschen mit einer Losung von markiertem d-DOX
inkubiert und die unter Starklicht und Wérme in dem mit einem Septum verschlossenen Glas
emittierten Monoterpene wurden an Aktivkohle adsorbiert und nach Elution der Aktivkohle
mit Methylenchlorid im GC/MS analysiert (siche 2.6.2, S. 46). Ein Kontrollblatt in Wasser
wurde genauso behandelt. Nach bis zu 6 Tagen Inkubationszeit konnte jedoch
massenspektrometrisch im Vergleich zur Kontrolle kein Einbau von d-DOX in die
Monoterpene festgestellt werden. Die Monoterpene a-Pinen, B-Pinen, und Linalool wurden
anhand der Massenspektren im Gaschromatogramm mithilfe einer Spektrenbibliothek
vorldufig identifiziert. Auf eine genauere Identifizierung der Substanzen wurde verzichtet, da
im Vergleich zur Kontrolle ohne d-DOX bei keiner Substanz aus dem Chromatogramm des
markierten Ansatzes ein Einbau massenspektrometrisch nachweisbar war. Offenbar war die
Hauptmenge der Monoterpene bereits gebildet und wurde aus Speichern emittiert.

3.6 Weitere Hemmexperimente

3.6.1 Ergriinungsexperimente mit Gerste zum Wirkungsmechanismus von
Clomazone

Aus der Literatur lassen sich Hinweise entnehmen, dass das selektive Herbizid Clomazone
mit unbekanntem Wirkungsmechanismus einen oder mehrere gemeinsame, frithe Schritte der
Biosynthese photosynthetischer Isoprenoidpigmente (-Carotin und Chlorophyll) hemmt
(siehe 4.2.3, S. 91). Daher war es von Interesse, zu priifen, ob Clomazone den DOXP/MEP-
Weg blockiert. Weiterhin sollte untersucht werden, ob Clomazone selbst evtl. inaktiv ist und
von sensitiven Pflanzen erst zu einem oder mehreren aktiven Metaboliten verstoffwechselt
wird, die fiir die Wirkung von Clomazone verantwortlich sind. Uber diese Frage war im
Zusammenhang mit dem DOXP/MEP-Weg bisher nichts bekannt. In Ergdnzung der Versuche
zur Hemmung der Isoprenemission durch Clomazone und einen seiner Metaboliten, 5-
Ketoclomazone (siche 3.3.2, S. 63), wurde deshalb ndher untersucht, welchen Anteil der
Clomazone-Metabolit 5-Ketoclomazone an der Wirkung von Clomazone hat. 5-
Ketoclomazone entsteht in der Pflanze vermutlich iiber eine Cytochrom P4sp-abhingige
Reaktion und hat die gleiche herbizidale Wirkung wie Clomazone. Die Wirkung von
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Clomazone konnte daher durch Hemmung von Cytochrom P4so-Enzymen wiederaufthebbar
sein, wihrend die Wirkung von 5-Ketoclomazone durch Hemmung von Cytochrom Pyso-
Enzymen nicht wieder aufgehoben werden sollte. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden
Clomazone und 5-Ketoclomazone an etiolierte Gerstenkeimlinge verabreicht. Nach
Ergrinung der belichteten Gerstensprosse wurden Chlorophyll- und Carotinoidgehalte
bestimmt. Die Hemmung der Pigmentakkumulation im Vergleich zu Wasserkontrollen wurde
berechnet. In weiteren Versuchen wurden der Einfluss des Cytochrom P4so-Hemmstoffs
Aminobenzotriazol (ABT) und jener von DOXP auf die Hemmung der Pigmentbildung von
Gerste untersucht (siehe 2.7.1, S. 47).

In Tabelle 3-13 sind die Effekte von Clomazone und Ketoclomazone auf die
Pigmentbildung dargestellt. Beide Hemmstoffe hemmten dosisabhéngig die Bildung der
photosynthetischen Isoprenoidpigmente.

Tabelle 3-13 Mengen der neugebildeten Chlorophylle (at+b) und Carotinoide (xt+c, x =
Xanthophylle, ¢ = B-Carotin) aus ergriinenden Gerstenhalmen nach Behandlung mit Clomazone
(je 25 Halme) und 5-Ketoclomazone (21 Halme) in pg/g Frischgewicht. Der Grad der Hemmung
im Vergleich zu Wasserkontrollen ist in Klammern angegeben. Negative Werte bedeuten eine
verstdrkte Pigmentakkumulation gegeniiber der Kontrolle. a/b = Verhéltnis Chlorophyll a/b,
(atb)/(x+c) = Verhiltnis Chlorophylle zu Carotinoide.

Versuch  Behandlung atb X+c a/b (atb)/
Nr. (xt+c)
1 Kontrolle 175 33 3.8 2.9
Clomazone 10 M 18 (90%) 7 (79%) 9,7 0,7
Clomazone 10° M 88 (50%) 14 (42%) 5,3 2,2
Clomazone 10° M 162 (7%) 33 (0%) 4,1 2,7
2 Kontrolle 163 20 3,7 3,1
Clomazone 10* M 31 (81%) 8 (60%) 7,0 0,8
Clomazone 10° M 86 (47%) 10 (50%) 4,8 2,1
Clomazone 10° M 138 (15%) 24 (-20%) 4,0 2,5
3 Kontrolle 129 17 4,7 1,8
Ketoclomazone 10 M 10 (92%) 5 (71%) 9,5 0,3
Ketoclomazone 10° M 83 (36%) 13 (24%) 5,4 1,3

Bei Zusatz von DOXP zu mit Clomazone oder Ketoclomazone behandelten Keimlingen fiel
die Hemmung der Pigmentbildung geringer aus als ohne DOXP-Zusatz (Tabelle 3-14). Die
mit Hemmstoff + DOXP behandelten Blitter enthielten teilweise sogar mehr Carotinoide als
die Kontrolle. Bei Versuch 5 (Tabelle 3-14) wurde die Hemmung der Carotinoidakkumulation
nicht in Prozenten angegeben, da bei allen Ansdtzen auller der Phosphatkontrolle nach der
Ergriinung weniger Carotinoide als in der Wasserkontrolle vorhanden waren. Die Kontrolle
Clomazone + Phosphat in Versuch 6 (Tabelle 3-14) zeigt, dass Phosphat die Hemmung durch
Clomazone nicht wieder autheben konnte, d.h. dass das in DOXP enthaltene Phosphat nicht
fiir die Authebung der Hemmung verantwortlich war.
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Tabelle 3-14 Einfluss von DOXP auf die Hemmung der Pigmentbildung durch 10 uM Clomazone
bzw. 5-Ketoclomazone. Versuch 4: 10 Halme je Behandlung, 7 mM DOXP. Versuch 5: 25 Halme
je Behandlung, 11 mM DOXP, 22 mM Kalium-Phosphat, pH 7. Versuch 6: 25 Halme je
Behandlung, 11 mM DOXP, 11 mM Kalium-Phosphat, pH 7. Gehalte neugebildeter Chlorophylle
a+tb bzw. Carotinoide x+c sind in pug/g Frischgewicht angegeben. Der Grad der Hemmung im
Vergleich zu Wasserkontrollen ist in Klammern angegeben. Negative Werte zeigen eine
Forderung der Pigmentbildung an.

Versuch  Behandlung a+b x+c a/b (atb)/
Nr. (x+¢)
4 Kontrolle 381 23 3,5 3,9
Clomazone 142 (63%) 3 (87%) 1,8 1,8
Clomazone + DOXP 287 (25%) 33 (-43%) 2,7 2,7
Ketoclomazone 183 (52%) 15 (35%) 2,1 2,1
Ketoclomazone + DOXP 274 (28%) 25 (-9%) 2,7 2,7
5 Kontrolle 199 -6 3,3 5,2
Clomazone 136 (32%) -7 4,1 3,7
Clomazone + DOXP 158 (21%) -14 3,2 5,2
Ketoclomazone 106 (47%) -17 3,6 4,0
Ketoclomazone + DOXP 161 (19%) -9 3,4 4,6
Phosphat 179 (10%) 17 3,6 3,0
6 Kontrolle 260 26 3,5 2,9
Clomazone 165 (37%) 6 (77%) 4,6 2,4
Clomazone + DOXP 238 (8%) 27 (-4%) 3.8 2,6
Clomazone + Phosphat 177 (32%) 11 (58%) 4,6 2,4
Ketoclomazone 122 (53%) 7 (73%) 49 1,8
Ketoclomazone + DOXP 247 (5%) 26 (0%) 3,6 2,7

Der Cytochrom Pyso-Inhibitor Aminobenzotriazol (ABT) hob die Hemmung der
Chlorophyllakkumulation durch Clomazone vollstindig wieder auf (Tabelle 3-15). Bei den
Carotinoiden war der Effekt nicht sichtbar. Die Hemmung der Pigmentbildung durch
Ketoclomazone wurde durch ABT verstirkt. Kieselgelextrakt war in gleichen Mengen wie
DOXP in den Versuchen von Tabelle 3-14 zugesetzt worden, um auszuschlieBen, dass die im
DOXP enthaltenen Kieselgelverunreinigungen eine Wirkung austiben. Kieselgelextrakt (siche
2.2.2, S. 36) hob die Hemmung durch Clomazone nicht auf. Die Versuche 7, 8 und 9 (Tabelle
3-15) sind in Ubereinstimmung mit der Hypothese, dass Clomazone selbst den DOXP/MEP-
Weg und die Bildung der isoprenoiden Pigmente nicht hemmt, sondern durch Cytochrom Pys
zu einem aktiven Metaboliten umgesetzt wird. Letzterer konnte 5-Ketoclomazone sein, oder
ein Folgemetabolit, der nicht durch Cytochrom P.so gebildet wird. Der Wirkort von 5-
Ketoclomazone konnte das erste Enzym des DOXP/MEP-Weges, die 1-Deoxy-D-xylulose-5-
phosphat-Synthase sein, da DOXP die Hemmung der Pigmentbildung von Gerste durch
Clomazone und 5-Ketoclomazone teilweise wieder autheben kann (Versuche 4, 5 und 6,
Tabelle 3-14).
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Tabelle 3-15 Einfluss von ABT auf die Hemmung der Pigmentbildung durch 10 uM Clomazone
bzw. 5-Ketoclomazone. Versuch 7: Je 13 Halme, 0,5 mM ABT. Versuch &: Je 13 Halme, 0,5 mM
ABT. Versuch 9: Je 25 Halme, 0,5 mM ABT. Gehalte neugebildeter Chlorophylle a+b bzw.
Carotinoide x+c sind in pg/g Trockengewicht (Versuch 7 und 9) bzw. Frischgewicht (Versuch 8)
angegeben. Der Grad der Hemmung im Vergleich zu Wasserkontrollen ist in Klammern
angegeben. K = Kieselgelextrakt. Negative Werte zeigen eine Forderung der Pigmentbildung an.

Versuch  Behandlung a+b x+c a/b (atb)/
Nr. (x+c)
7 Kontrolle 2528 890 43 2,1
Clomazone 1966 (22%) 547 (39%) 5,0 2,2
Clomazone + K 1681 (34%) 495 (44%) 4,7 2,0
Clomazone + ABT 3024 (-20%) 592 (44%) 3,6 3,2
ABT 2355 (7%) 644 (28%) 4,1 2,4
8 Kontrolle 217 -5 3,3 5,4
Clomazone 179 (18%) -7 3,5 4,7
Clomazone + K 156 (28%) -14 3,4 5,0
Clomazone + ABT 240 (-11%) -18 3,4 3,9
ABT 234 (-8%) 4 4,8 4,8
9 Kontrolle 4638 577 3,6 3,3
Ketoclomazone 3926 (15%) 524 (9%) 4,0 2,9
Ketoclomazone + ABT 3160 (32%) 307 (47%) 4,2 2,8
ABT 4134 (11%) 353 (39%) 3,7 3,5

3.6.2 Hemmtests mit Algen und E. coli

E. coli und die einzelligen Griinalgen Chlamydomonas reinhardtii, Scenedesmus obliquus
und Gloeotilopsis planctonica wurden angezogen, mit verschiedenen Hemmstoffen versetzt
und nach einigen Tagen durch Bestimmung der optischen Dichte bei 560 nm (ODsgy) auf
Wachstumshemmung untersucht (siche 2.7.2, S.47). Hier sollten insbesondere Organismen
gefunden werden, die sich flir weitere Versuche mit Clomazone und 5-Ketoclomazone eignen.

Test von 1-Fluor-1-deoxy-D-xylulose an E. coli

1-Fluor-1-deoxy-D-xylulose angeboten bis zu 10 M zeigte keinen nenneswerten
Hemmeffekt auf das Wachstum von E. coli (Tabelle 3-16). Die optische Dichte von
behandelten Kulturen zeigte von der frithen bis zur spiten logarithmischen Phase denselben
Verlauf wie die unbehandelter Kulturen.

Tabelle 3-16 Wachstum von E. coli mit 1-Fluor-1-deoxy-D-xylulose (FDX) oder Wasser
(Kontrolle) bei 30 °C gemessen iiber die Entwicklung der optischen Dichte im Verlauf von 7,5 h.
Mittelwerte aus zwei parallelen Ansdtzen je Behandlung.

Behandlung ODsg0 nach

0,5h 1,5h 2,5h 3,67 h 4,75 h 5,83 h 7,5h
Kontrolle 0,06 0,09 0,17 0,29 0,58 1,01 1,59
FDX 10° M 0,04 0,10 0,15 0,27 0,56 1,03 1,56
FDX 10*M 0,06 0,09 0,18 0,29 0,57 1,00 1,55
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Test von Clomazone und 5-Ketoclomazone an E. coli

Clomazone oder 5-Ketoclomazone zeigten im Vergleich zu Wasserkontrollen bei einer
Konzentration von 0,09 mM von der frithen logarithmischen bis zur stationidren Phase keinen
nenneswerten Hemmeffekt auf das Wachstum von E. coli (Tabelle 3-17).

Tabelle 3-17 Wachstum von E. coli mit Clomazone, 5-Ketoclomazone oder Wasser (Kontrolle)
bei 37 °C gemessen tiber die Entwicklung der optischen Dichte im Verlauf von 13,3 h. Mittelwerte
aus drei parallelen Ansitzen je Behandlung.

Behandlung ODsg0 nach

0,5h l1h 2h 2,5h 13,3h
Kontrolle 0,13 0,28 0,58 0,83 2,20
Clomazone 0,09 mM 0,12 0,28 0,57 0,83 2,21
5-Ketoclomazone 0,09 mM 0,12 0,29 0,56 0,82 2,20

Test von Fosmidomycin und Cerivastatin an Chlamydomonas reinhardtii

Tabelle 3-18 zeigt, dass 6,5 x 10° M Fosmidomycin (F, Hemmung des DOXP/MEP-
Weges) das Wachstum von Chlamydomonas bei allen Messungen zu iiber 30 % hemmte. 4 x
107 M Cerivastatin (C, Hemmung des Mevalonatweges) allein oder in Kombination mit
Fosmidomycin hatte keine Wirkung auf das Wachstum und verstiarkte auch die Wirkung von
Fosmidomycin nicht. Dies bestdtigt, dass die Griinalge Chlamydomonas nur den
DOXP/MEP-Weg besitzt und nicht den Mevalonatweg.

Tabelle 3-18 Wachstum von Chlamydomonas reinhardtii mit 4 x 107 M Cerivastatin (C), 6,5 X
10° M Fosmidomycin (F), der Kombination beider Substanzen (C + F) oder Wasser (Kontrolle).
Mittelwerte aus zwei (C und F) bzw. drei (Kontrolle und C + F) parallelen Ansétzen.

Behandlung ODs¢o nach

2d 4d 5d 6d 8d 12d
Kontrolle 0 0,16 0,24 0,31 0,46 0,70
Cerivastatin 0 0,16 0,22 0,30 0,45 0,67
Fosmidomycin 0 0,09 0,16 0,21 0,31 0,45
C+F 0 0,08 0,16 0,21 0,31 0,46

Test von Clomazone und 5-Ketoclomazone an Chlamydomonas reinhardtii

0,1 mM Clomazone oder 5-Ketoclomazone hatten keinen nennenswerten Einfluss auf das
Wachstum von Chlamydomonas reinhardtii (Tabelle 3-19). Chlamydomonas reinhardtii st
offenbar nicht sensitiv gegeniiber dem Selektiv-Herbizid Clomazone und seinem Metaboliten
5-Ketoclomazone und somit nicht geeignet flir weitere in vivo-Versuche zur Untersuchung der
Hypothese, dass Clomazone zu der wirksamen Substanz 5-Ketoclomazone oder weiteren
Metaboliten aktiviert wird.
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Tabelle 3-19 Wachstum von Chlamydomonas reinhardtii mit Clomazone, 5-Ketoclomazone oder
Wasser (Kontrolle). Mittelwerte aus sieben (Kontrolle, Ketoclomazone) bzw. sechs (Clomazone)
parallelen Ansdtzen. Prozent der Kontrolle in Klammern.

Behandlung ODsgo nach

5d 11d
Kontrolle 0,25 0,59
Clomazone 0,1 mM 0,23 (91 %) 0,57 (97 %)
5-Ketoclomazone 0,1 mM 0,29 (115 %) 0,66 (112 %)

Test von Clomazone und 5-Ketoclomazone an Gloeotilopsis planctonica

0,09 mM Clomazone oder 5-Ketoclomazone hatten keinen nennenswerten Einfluss auf das
Wachstum von Gloeotilopsis planctonica. Die Absorptionsspektren der Methanol-Extrakte
sahen sehr dhnlich aus (Tabelle 3-20). Hier wurde nicht die optische Dichte als Mal3 fiir das
Wachstum verwendet, da Gloeotilopsis planctonica keine homogenen Zellsuspensionen
bildet. Auch Gloeotilopsis planctonica ist offensichtlich weder sensitiv gegentiber Clomazone
noch gegeniiber 5-Ketoclomazone und somit nicht flir weitere Versuche geeignet.

Tabelle 3-20 Wachstum von Gloeotilopsis planctonica mit Clomazone, 5-Ketoclomazone oder
Wasser (Kontrolle) gemessen durch Absorption des methanolischen Zellextrakts im Maximum bei
438 nm (Ay3s) nach 4 Tagen. Mittelwerte aus je drei parallelen Ansétzen. Prozent der Kontrolle in
Klammern.

Behandlung Aysg
Kontrolle 0,344
Clomazone 0,09 mM 0,337 (98 %)
5-Ketoclomazone 0,09 mM 0,331 (96 %)

Test von Clomazone und 5-Ketoclomazone an Scenedesmus obliquus

Tabelle 3-21 zeigt, dass 0, mM Clomazone keinen nennenswerten Einfluss auf das
Wachstum von Scenedesmus obliquus hatte. 0,1 mM Ketoclomazone fiihrte jedoch zu einer
drastischen Wachstumshemmung und zu einem kompletten Absterben der Zellen. Nach 10
Tagen waren die Ansétze mit Ketoclomazone farblos, wihrend Kontrollen und Clomazone-
Ansitze eine normale griine Farbe aufwiesen.

Tabelle 3-21 Wachstum von Scenedesmus obliquus mit Clomazone, 5-Ketoclomazone oder
Wasser (Kontrolle). Mittelwerte aus je drei parallelen Ansitzen.

Behandlung ODsgo nach

3d 4d 5d 10d
Kontrolle 0,14 0,37 0,51 1,22
Clomazone 0,1 mM 0,14 0,38 0,54 1,32

5-Ketoclomazone 0,1 mM 0,07 0,12 0,09 0,04
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Nachdem gezeigt war, dass Ketoclomazone das Wachstum von Scenedesmus obliquus
hemmt, wurde versucht, diese Hemmung durch Zusatz von DOXP im Sinne einer
Kompensation wieder auzuheben:

Kompensationsexperiment 1:

Tabelle 3-22 Wachstum von Scenedesmus obliguus mit 5-Ketoclomazone, DOXP, 5-
Ketoclomazone und DOXP oder Wasser (Kontrolle). Mittelwerte aus je drei parallelen Ansétzen.
Prozent der Kontrolle in Klammern.

Behandlung ODsgo nach

2d 7d
Kontrolle 0,07 0,47
5-Ketoclomazone 0,1 mM 0,00 0,00
DOXP 0,16 mM 0,06 0,83
5-Ketoclomazone 0,1 mM + DOXP 0,16 mM 0,00 0,00

Der Hemmeffekt von Ketoclomazone auf das Wachstum von Scenedesmus obliquus konnte
reproduziert werden (Tabelle 3-22). Diesmal fand sogar iiberhaupt kein Wachstum statt. Nach
7 Tagen war ein wachstumsférdernder Effekt von DOXP allein zu erkennen. DOXP konnte
die Hemmwirkung von Ketoclomazone jedoch nicht auftheben. Deshalb wurde ein weiters
Experiment durchgefiihrt mit geringerer Ketoclomazone- und héherer DOXP-Konzentration:

Kompensationsexperiment 2:

Tabelle 3-23 Wachstum von Scenedesmus obliguus mit 5-Ketoclomazone, DOXP, 5-
Ketoclomazone und DOXP oder Wasser (Kontrolle). Mittelwerte aus je drei parallelen Ansétzen.

Behandlung ODsgpnach 7d
Kontrolle 0,30
5-Ketoclomazone 0,01 mM 0,13
5-Ketoclomazone 0,01 mM + DOXP 4 mM 0,41

Tabelle 3-23 zeigt, dass Ketoclomazone auch in der Konzentration 0,01 mM noch einen
deutlichen Hemmeffekt auf ds Wachstum von Scenedesmus obliquus ausiibte. Der Zusatz von
DOXP konnte die Hemmung vollstindig wiederautheben. Allerdings hatte in einem der drei
Reagenzgldser mit Ketoclomazone normales Wachstum stattgefunden (ODs: 0,32; 0,04;
0,02). Deshalb wurde die Reproduzierbarkeit der Wachstumshemmung durch 5-
Ketoclomazone noch einmal mit einer grosseren Stichprobe wiederholt (Tabelle 3-24).

Tabelle 3-24 Wachstum von Scenedesmus obliquus mit 0,01 mM 5-Ketoclomazone oder Wasser
(Kontrolle). Mittelwerte aus je sieben parallelen Ansitzen.

Behandlung ODs¢pnach 7 d
Kontrolle 0,22
5-Ketoclomazone 0,01 mM 0,06

Der Hemmeffekt von Ketoclomazone konnte reproduziert werden. Die Griinalge
Scenedesmus obliquus ist also tolerant gegeniiber Clomazone, jedoch sensitiv gegeniiber dem
Metaboliten 5-Ketoclomazone und somit ein geeigneter Organismus fiir weitere
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Untersuchungen zum moglichen  Wirkungsmechanismus von Clomazone durch
Bioaktivierung zu 5-Ketoclomazone oder evtl. weiteren Umbauprodukten.

3.6.3 Anstau von 1-Deoxy-D-xylulose in Platanenblattern durch Fosmidomycin

Es wurde versucht, evtl. einen Anstau von DOXP in Platanenblittern nachzuweisen, die mit
Fosmidomycin behandelt waren. Dies wire zu erwarten, wenn die DOXP-Reduktoisomerase
das Zielenzym von Fosmidomycin ist und durch Fosmidomycin in vivo gehemmt wird. Dies
gelang zunéchst nicht. Vorversuche ergaben jedoch Hinweise, dass extern angebotene DOX
zu einer deutlich nachweisbaren Menge an extrahierbarem DOXP und DOX in
Fosmidomycin-behandelten Platanenbldttern flihrt. Deshalb wurde Stanzstiicken von
Platanenblédttern DOX extern angeboten in der Erwartung, dass DOX aufgenommen,
phosphoryliert und bei der anschlieBenden Belichtung und Erwdrmung der Blattstiicke in
Isopren umgesetzt wird. Bei einer gleichzeitigen Behandlung mit Fosmidomycin sollte der
dann kiinstlich erhohte Vorrat an DOXP im Blatt aufgrund einer Hemmung des Folgeenzyms
nachgewiesen werden konnen (siehe 2.7.3, S. 50).

Die Versuche wurden in 6 unterschiedlich behandelten Ansidtzen (Petrischalen 1-6)
durchgefiihrt. Am zweiten Tag des Versuchs war nach 6h Belichtung nur in den Stanzstiicken
der Petrischalen 5 und 6 DOX neben Spuren von DOXP nachweisbar. Das Gleiche wurde am
dritten Tag nach 2h Belichtung gefunden. Am vierten Tag war jedoch nach 6 und 10 h
Belichtung im Ansatz 5 DOX nachweisbar, in den Ansdtzen 1-4 und 6 jedoch nicht. Zur
Verdeutlichung wird in Tabelle 3-25 noch einmal die Reihenfolge der Behandlungen
angegeben. Der Unterschied zwischen Ansatz 5 und 6 liegt darin, dass am dritten Tag der
Inhalt von Schale 5 gegen Fosmidomycinlésung ausgetauscht wurde und jener von Schale 6
gegen Wasser. Dies bedeutet, dass unter geeigneten Bedingungen ein Anstau extern
angebotener DOX in Fosmidomycin-behandelten Platanenblédttern nachweisbar ist.
Entscheidend ist offenbar, dass geniigend lange mit Fosmidomycin behandelt wird, wie in
Petrischale 5. Moglicherweise wurde urspriinglich angestautes DOXP wiéhrend der
Aufarbeitung durch Phosphatasen zu DOX hydrolysiert. Der Anstau von DOX in
Platanenblattstiicken liesse sich so mit einer Hemmung der DOXP-Reduktoisomerase durch
Fosmidomycin in vivo erkléren.

Tabelle 3-25 Reihenfolge der Behandlungen beim Versuch zum Anstau von DOXP in
Stanzstiicken von Platanenblittern durch Fosmidomycin in Petrischalen. +F, +H,O bedeutet
Zugabe von Fosmidomycinlésung bzw. Wasser ohne Austausch der Losung vom Vortag.

Inhalt von Schale Nr.
Tag Nr. 1 2 3 4 5 6
1 DOX DOX H,0 H,O DOX, F DOX, F
2 Austausch  Austausch  +F, +H,O +H,0 +H,0 +H,0O
gegen F gegen H,O
3 +H,0 +H,0O +H,0O +H,0 Austausch  Austausch
gegen F gegen H,O
4 +H,0 +H,0 +H,0 +H,0 +H,0 +H,0
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3.6.4 Test von Cerivastatin an Raphanus-Wurzeln

Radieschen-Samen waren auf Wasser und Cerivastatin-Losungen nach dem Wurzeltest von
BACH und LICHTENTHALER (1983) angekeimt worden. Mit diesem Test ldsst sich die Wirkung
des HMG-CoA-Reduktase-Hemmers Mevinolin nachweisen. Nach 17 Tagen waren alle
Samen im Licht-/Dunkelwechsel gekeimt und hatten etwa gleich grofe, griine Kotyledonen
entwickelt. Bei 10 und 10° M Cerivastatin hatte jedoch im Gegensatz zur Kontrolle kein
Wurzelwachstum stattgefunden und auch die Hypokotyle waren kiirzer als jene der Kontrolle.
Bei 10 M Cerivastatin waren Ansitze von Wurzeln, jedoch ohne Seitenwurzeln zu erkennen.
Die Kontrollpflanzen hingegen hatten alle Wurzeln von 11-15 cm Linge mit feinen
Seitenwurzeln. Die starke Hemmung des Wurzelwachstums und insbesondere des Wachstums
der Seitenwurzeln von Radieschenkeimlingen ist typisch fiir Mevinolin. Der HMG-CoA-
Reduktase-Hemmer Cerivastatin fiihrte ebenfalls zu dieser Symptomatik, was anzeigt, dass
sein Wirkungsmechanismus in der Pflanze offenbar der gleiche ist wie jener von Mevinolin.
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4 Diskussion

Isopren als Modell der plastiddren Isoprenoidbiosynthese von Pflanzen

Isopren-emittierende Pflanzen finden sich fast {iberall. Es gibt verschiedene Griinde, diese
Tatsache in der Forschung auszunutzen. Einige davon wurden schon im Abschnitt 3.1 (S. 53)
genannt. Die Motivation dieser Arbeit war, den seit 1993 aus Bakterien (ROHMER ef al., 1993)
und Griinalgen (SCHWENDER ef al., 1995; LICHTENTHALER ef al., 1995) bekannten
DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosynthese mit seinen moglichen Intermediaten zu untersuchen.
Es stand zu vermuten, dass dieser Weg, falls er in hoheren Pflanzen verbreitet sein sollte, in
den Plastiden vorkommt. Viele dltere Befunde iiber die Biosynthese plastiddrer Isoprenoide
standen im Widerspruch zu einem plastiddren Acetat/Mevalonat-Weg und lassen sich heute
durch den plastidiren DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosynthese erkldaren. Es wurde mehrfach
berichtet, dass '*C-markierte Mevalonsiure von Pflanzen in die cytosolischen Sterole
eingebaut wird, nicht aber in plastidédre Isoprenoide wie B-Carotin, Phytol und Plastochinon-9
(sieche z.B. MERCER und GOODWIN, 1962; TREHARNE et al., 1964; LICHTENTHALER et al.,
1982; SCHULZE-SIEBERT ef al, 1987). Bei Einsatz von Mevinolin, eines spezifischen
Hemmstoffs der HMG-CoA-Reduktase des Acetat/Mevalonat-Wegs, wurde die
Sterolbiosynthese stark gehemmt, nicht jedoch die Biosynthese der plastiddren Prenyllipide
wie [B-Carotin, der Phytolseitenkette der Chlorophylle und Plastochinon-9 (BACH und
LICHTENTHALER, 1983; DOLL ef al., 1984; SCHINDLER ef al., 1985). In neueren Arbeiten tiber
Ginkgo biloba wurde eine plastiddre Lokalisierung des DOXP/MEP-Weges nahegelegt.
Ginkgo biloba bildet Sitosterol nach dem Mevalonat-Weg und diterpenoide (und damit
vermutlich in Plastiden gebildete) Ginkgolide nach dem DOXP/MEP-Weg der IPP-
Biosynthese. Dieses Ergebnis sowie der Einbau von 1-Deoxy-D-xylulose in Ubichinon aus E.
coli und in das Diterpen Ferruginolacetat aus Salvia miltiorrhiza stammten aus zwei
Doktorarbeiten der Arbeitsgruppe Arigoni an der ETH Ziirich (BROERS, 1994; SCHWARZ,
1994; siehe 1.4.2, S. 21). Diese waren vor Mitte 1995 nicht zuginglich. Erstaunlicherweise
wurden die Arbeiten tiber E. coli und Salvia nach Kenntnis des Autors bis heute nicht
publiziert und die tiber Ginkgo nur ohne Methodenteil in einem ,,Conference Report™
(SCHWARZ, 1996) und einem Buchbeitrag (SCHWARZ und ARIGONI, 1999). Die Ergebnisse mit
Salvia sind in allen diesen Arbeiten nur am Rande erwihnt. Um nun zu untersuchen, ob der
DOXP/MEP-Weg nur als Besonderheit zur Bildung einiger Sekundirstoffe in zwei Pflanzen
vorkommt, oder moglicherweise weitergehende Bedeutung hat, wurde die 1993 in
Kooperation mit der Gruppe Rohmer begonnene Arbeit der Karlsruher Gruppe zum
DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosynthese von Griinalgen auf weitere Algen und hohere
Pflanzen ausgedehnt. In diesem Rahmen wurde fiir die vorliegende Arbeit im Wesentlichen
die Isopren-Emission als Modellsystem gewihlt, um weitere Erkenntnisse tiiber den
DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosynthese in verschiedenen Pflanzen zu gewinnen. Wie oben
erwihnt, gab es Hinweise auf eine plastiddre Lokalisation des Weges, und somit bot sich
Isopren als Untersuchungsobjekt an, da es im Plastiden gebildet wird. Dafiir sprechen die
plastidére Lokalisierung der Isopren-Synthase, welche DMAPP in Isopren umsetzt, sowie die
rasche Markierung von Isopren durch photosynthetisch fixiertes *CO, (siche 1.6, S. 25). Zur
Biosynthese von Isopren sind nur zwei enzymatische Schritte nach IPP nétig, die IPP-
Isomerase und die Isopren-Synthase. Isopren wird auf Belichtung und Erwdrmung hin in
groBBen Mengen gebildet und direkt emittiert, ohne gespeichert zu werden. Die pflanzliche
Isoprenemission spiegelt also unmittelbar die plastiddre Biosynthese von IPP wider und sollte
geeignet sein, Intermediate und Hemmstoffe des DOXP/MEP-Weges durch Markierungs- und
Hemmexperimente zu identifizieren. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Markierungs- und
Hemmexperimente mit Isopren und weiteren Testsystemen werden im Folgenden diskutiert.
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4.1 Markierungsexperimente mit Isopren und anderen
Isoprenoiden

Als Erginzung zu den Einbauexperimenten von Jorg Schwender (SCHWENDER, 1999) mit
[1-"C]-Glucose und anschlieBender *C-NMR-Untersuchung sollten Markierungsexperimente
mit moglichen spezifischen *H- oder "“C-markierten Vorliufern und GC/MS-Analyse
durchgefiihrt werden. Spezifische Vorstufen des DOXP/MEP-Weges standen zunidchst nicht
zur Verfligung, so dass solche synthetisiert werden sollten (siche 1.8, S. 30). Zum einen
waren zu Beginn der Arbeit die Gene, Enzyme und Intermediate dieses Weges noch gar nicht
bekannt, zum anderen waren plausible mogliche Intermediate nicht in markierter Form
kommerziell erhéltlich.

4.1.1 Synthesen méglicher Intermediate
Synthese von DOX und DOXP

Zu Beginn der Arbeit gab es Hinweise darauf, dass 1-Deoxy-D-xylulose (DOX), bzw. deren
an C-5 phosphorylierte Form (DOXP), das erste Zwischenprodukt des
mevalonatunabhingigen IPP-Biosyntheseweges ist (siehe 1.4.2, S. 21). Es war also im
Hinblick auf spitere Einbaustudien am aussichtsreichsten, zunidchst diese Verbindung
herzustellen. Eine elegante enzymatische Einschritt-Synthese aus Pyruvat bzw. Acetoin und
Glycerinaldehyd war von YOKOTA und SASAJIMA beschrieben worden (1984; 1986) und
schien einer langeren chemischen Synthese liberlegen. Pyruvat und Glycerinaldehyd sind in
BC-markierter Form erhiltlich, so dass die Herstellung ein- oder zweifach markierter DOX
einfach moglich schien. Gemél den Angaben dieser Autoren wurde versucht 1-Deoxy-D-
xylulose mithilfe von zellfreien Extrakten aus Bacillus pumilus IFO 12089 oder Rinderherz-
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (teilweise gereinigt nach STANLEY und PERHAM, 1980) zu
gewinnen. Es gelang auch, kleine Mengen Produkt zu gewinnen, jedoch waren die Ausbeuten
gering und die Aufreinigung schwierig. Der Einsatz der sehr teuren '>C-markierten Substrate
kam damit nicht in Frage (deuterierte Verbindungen sind in der Regel preiswerter,
deuteriertes Pyruvat, Acetoin oder Glycerinaldehyd waren aber nicht erhéltlich). Vermutlich
storen andere Enzymaktivititen, wenn keine reinen Enzyme verwendet werden. Uber #hnliche
Probleme bei einer enzymatischen DOX-Synthese mit zellfreiem Gesamt-Proteinextrakt aus
einem transformierten E. coli-Stamm, der 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase (DXS)
iiberexprimiert, berichteten auch ROSA PUTRA ef al. (1998b).

SchlieBlich stand dann an C-1 einfach deuterierte DOX (synthetisiert von Herrn H. U. May,
Arbeitsgruppe F. W. Lichtenthaler, Universitdt Darmstadt; ZEIDLER et al., 1997; SCHWENDER
et al., 1997) zur Verfligung und die eigenen Optimierungsversuche zur Synthese von DOX
wurden zunéchst zuriickgestellt. Allerdings berichtete auch H. U. May iiber Schwierigkeiten
bei der Aufreinigung von DOX iiber Kieselgel. Mit anderen Chromatographie-Materialien
(ALLO3, Sephadex) wurden keine ausreichenden Trenneffekte erzielt (H. U. May, personliche
Mitteilung). Offenbar ist freie 1-Deoxy-D-xylulose auf Kieselgel instabil. Deshalb wurde die
deuterierte DOX zunichst als Methylglykosid und spiter als 2,3-Isopropyliden-Derivat aus
Darmstadt  erhalten. Das  Methylglykosid  konnte  erfolgreich  direkt  fiir
Markierungsexperimente mit Isopren eingesetzt werden (3.2.1. S. 55; s.a. ZEIDLER et al.,
1997; SCHWENDER et al., 1997). Vermutlich wird es in vivo von ubiquitdren Glykosidasen in
DOX tiberfiihrt. Das Isopropylidenderivat wurde direkt vor den (ebenfalls erfolgreichen, siehe
3.2.1, S. 55; 3.4.1, S. 66) Einbauexperimenten in Isopren und 2-Methyl-3-buten-2-ol (MBO)
jeweils durch saure Hydrolyse entschiitzt und das Reaktionsgemisch nach Neutralisieren ohne
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Aufreinigung eingesetzt (sieche 2.2.1, S. 34). Als spidter rekombinante DXS aus
Chlamydomonas reinhardtii zur Verfugung stand (SCHWENDER, 1999), wurden von Claudia
Gemiinden und Melanie Siehler unter meiner Betreuung wieder Versuche zur Synthese von
DOX aus Pyruvat und Glycerinaldehyd aufgenommen, da dieses Enzym dank eines Histidin-
Tag einfach zu reinigen und zur DOX-Synthese wesentlich besser geeignet ist, als
Enzymrohextrakte aus Bakterien oder Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex. Das Ziel war, nach
Ausbeuteoptimierung mit unmarkierten Substraten *C-DOX herzustellen als Ersatz fiir die in
Markierungsexperimenten inzwischen weitgehend aufgebrauchte *H-DOX. Auch hier gab es
jedoch Ausbeuteprobleme, vermutlich wegen der mangelnden Stabilitit von DOX auf
Kieselgel. Deshalb und auch wegen der viel besseren Umsitze mit dem natiirlichen Substrat
Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) im Vergleich zu Glycerinaldehyd wurde dann DOXP
hergestellt (siehe 2.2.2, S. 36; GEMUNDEN, 2000). Dabei wurde die von TAYLOR et al. (1998)
beschriebene Strategie beschritten, nach der D-Glycerinaldehyd-3-phosphat in situ aus
Fructose-1,6-bisphosphat mithilfe von Kaninchenmuskel-Aldolase und Triosephosphat-
Isomerase erzeugt wird. Vorteile dieser Methode sind der geringe Preis von Fructose-1,6-
bisphosphat im Vergleich zu GAP und dass enantiomerenreines D-GAP ohne stdrende
Nebenprodukte (die in kduflichem GAP immer vorhanden sind) zum Einsatz kommt. Die
Ausbeuten um 25 % waren fiir den Einsatz teurer *C-Substrate zu gering, reichten aber aus,
um unmarkiertes DOXP fiir andere Versuche herzustellen.

Weitere Synthesen

Einfach zuginglich aus [1-°H;]-1-Deoxy-D-xylulose war das Gemisch aus [1-’H;]-1-
Deoxy-D-xylitol und [1-?H;]-1-Deoxy-D-lyxitol durch Reduktion mit KBH, (siche 2.2.1, S.
34). Markierungsversuche damit fithrten jedoch zu keinem Einbau (siehe 4.1.2, S. 81).

Versuche zur Darstellung von [1-"°C]-2-C-Methyl-D,L-erythrono/threono-1,4-lacton durch
Cyanhydrinsynthese gelangen nicht. Ein Versagen dieser Strategie berichteten auch KIS et al.
(2000). Der Grund ist offenbar eine Dehydratisierung des Ausgangsmaterials 3,4-Dihydroxy-
2-butanon zu Butan-2,3-dion unter den gegebenen Reaktionsbedingungen.

Synthesen von (R)-[1,1,4,4-*H,4]-2-C-Methylbutan-1,2,4-triol, [1-*H,]-3-Methyl-2-buten-1-
ol und [1-’H,]-3-Methyl-2-buten-1-ylpyrophosphat (deuteriertes DMAPP) gelangen mit
Standardmethoden, jedoch konnte auch mit diesen Substraten kein Einbau in Isopren
gemessen werden (siehe 4.1.2, S. 81).

4.1.2 Experimente zur Markierung von Isopren
Einbauexperimente mit DOX und MVA in Isopren

Isopren der 7 Pflanzen Populus nigra L., Salix viminalis L., Chelidonium majus L.,
Platanus x acerifolia, Quercus robur L., Robinia pseudoacacia L. und Eucalyptus globulus L.
wurde in hohem Maf von [1-’H;]-1-Deoxy-D-xylulose bzw. dessen Methylglykosid (Me-
DOX) markiert (siche 3.2.1, S. 55; ZEIDLER et al., 1997, SCHWENDER et al., 1997, ZEIDLER
und LICHTENTHALER, 1998). Fiir Populus nigra L. wurde in einem groeren Experiment der
gleiche Einbaugrad von Me-DOX in Isopren mit 'H-NMR und GC/MS gefunden (siehe 2.3.2,
S. 42). Die Deuteriummarkierung war nur in der Methylgruppe von Isopren nachweisbar.
Dadurch wurde der intakte Einbau von DOX in Isopren ohne metabolische Umwege plausibel
gemacht (SCHWENDER et al., 1997). Bei Eucalyptus gefundene Monoterpene waren nicht von
DOX markiert worden. Dies liegt vermutlich daran, das die Hauptmenge der gefundenen
Monoterpene (vorwiegend Cineol) durch das Schneiden der Blattstiicke aus internen
Speichern freigesetzt wurde und wihrend der Inkubationszeit kaum Neusynthese stattfand.
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Der effiziente Einbau von DOX in Isopren ist im Einklang mit einem Vorkommen des
DOXP/MEP-Weges in den Plastiden der verwendeten Pflanzen. Die plastididre Lokalisierung
des DOXP/MEP-Weges wurde inzwischen vielfach bestitigt (siehe 4.3.2, S. 106). Deshalb
kann man auch umgekehrt sagen, dass der Nachweis des mevalonatunabhéngigen Weges fiir
die Isoprenbiosynthese im Einklang mit der plastiddre Lokalisierung der Isoprenbiosynthese
ist. Die Isoprensynthase ist im Plastiden lokalisiert (WILDERMUTH und FALL, 1996; 1998).

In Populus nigra L. und Chelidonium majus L. wurde D,L-[2-"*C]-Mevalonsiurelacton
deutlich schlechter als DOX eingebaut. Selbst ein Zusatz des hochwirksamen HMG-CoA-
Reduktase-Hemmers Cerivastatin fiihrte bei Chelidonium zu keinem markanten Einbau von
markierter Mevalonsdure, wie man aufgrund der Hemmung der internen MV A-Bildung hétte
erwarten konnen. Auch diese Ergebnisse bestitigen das heutige Kompartimentierungsmodell
der zwei [PP-Biosynthesewege, nach welchem der Mevalonatweg im Cytosol/ER und der
DOXP/MEP-Weg im Plastiden lokalisiert sind (siehe 4.3.2, S. 106). Schon frither war nur ein
sehr geringer Einbau von '“C-MVA in Isopren aus Hamamelis virginiana L. im Vergleich
zum Einbau in die Sterole gemessen worden (JONES und RASMUSSEN, 1975). In einem Fall
wurde in dieser Arbeit allerdings aus GC/MS-Daten fiir MVA ein Einbaugrad von etwa 20 %
in Isopren aus Populus nigra L. abgeschitzt. Einschrinkend ist dazu zu sagen, dass die
Schitzung des Einbaugrads zum Einen nur recht grob ist (siehe 2.3.2, S. 39). Zum Anderen
wurde in der Karlsruher Gruppe ebenfalls einmal ein geringer, nichtreproduzierbarer Einbau
von “C-MVA in Isoprenoide der Griinalge Scenedesmus obliquus, die den Mevalonatweg
nach aller bisherigen Kenntnis tiberhaupt nicht besitzt, festgestellt (Schwender, personliche
Mitteilung). Vermutlich wurde hier wie im Isoprenexperiment eine éltere Charge *C-MVA
verwendet. Diese Probe konnte metabolisch verwertbare Zersetzungsprodukte enthalten
haben. Ein geringfligiger ,,echter Einbau von MVA in Isopren kann aber nicht prinzipiell
ausgeschlossen werden. SchlieBlich wurden seit jeher geringe Einbauraten von MVA in
plastidire Isoprenoide gemessen. Ein geringer Austausch'® zwischen plastidirer und
cytosolischer Isoprenoidbiosynthese ist in vielen Fillen gefunden worden (siehe 4.3.2, S.
106), aber offenbar nicht die Regel.

Weitere Einbauexperimente in Isopren

Folgende weitere Verbindungen wurden nicht oder kaum in Isopren eingebaut: [1,1-*H,]-2-
C-Methyl-D,L-erythritol (ME), (R)-[l,1,4,4-2H4]-2-C-Methylbutan-1,2,4-tri01 (TRIOL), Na [3-
C]-Pyruvat, Na [2-"°C]-Acetat, NaH">COs,_ [1-*H,]-1-Deoxy-D-xylitol/-lyxitol (XYLIT), [1-
’H,]-3-Methyl-2-buten-1-ol ~ (DMA) und  [1-’H,]-3-Methyl-2-buten-1-ylpyrophosphat
(DMAPP) (siehe 3.2.2, S. 58). [1,1—2H2]—2—C—Methyl—D,L—erythritol wurde auch nicht in
Isoprenoide aus Griinalgen eingebaut (SCHWENDER, 1999). Dies liegt vermutlich daran, dass
der angebotene Alkohol entweder Zellmembranen nicht passiert, oder dass daraus das
eigentliche Intermediat 2-C-Methyl-D,L-erythritol-4-phosphat (MEP) nicht gebildet werden
kann. Dass MEP eine Zwischenstufe des DOXP/MEP-Weges ist, ist inzwischen flir Bakterien
und Pflanzen gut belegt (siehe 4.3.2, S. 106). So wurde z.B. freies Methylerythritol von E.
coli eingebaut und konnte das Wachstum von Mutanten wiederherstellen, denen das DXS-
oder DXR-Gen fehlt (DUVOLD et al., 1997; TAKAHASHI ef al., 1998; KUZUYAMA et al., 1999;
CHARON et al., 2000).

Den fehlenden Einbau von (R)-[1,1,4,4-"H4]-2-C-Methylbutan-1,2,4-triol (TRIOL) und [1-
’H,]-1-Deoxy-D-xylitol/-lyxitol kann man heute dadurch erkliren, dass weder diese freien

"% In der englischen Fachliteratur wird in diesem Zusammenhang oft der Begriff , crosstalk” verwendet, was im
Deutschen mit ,,Ubersprechen® iibersetzt werden kann. Dies ist eine unerwiinschte Signaliibertragung zwischen
parallellaufenden Kabeln durch gegenseitige Induktion; sie bewirkt z.B. beim Telephonieren, dass auf einer
Leitung gefiihrte Gesprédche auf der anderen mitgehort werden konnen.
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Alkohole noch ihre phosphorylierten Formen Zwischenstufen des DOXP/MEP-Weges sind
(siche 4.3.2, S. 106). Ein Phosphatester des Triols ldsst sich als Intermediat noch nicht ganz
ausschlieBen, jedoch machen Isotopenstudien anderer Autoren dies sehr unwahrscheinlich
(siehe 4.3.2, S. 106). Der nicht messbare Einbau von [1-2H2]-3-Methyl-2-buten-l-ol, der
dephosphorylierten Form von deuteriertem DMAPP, kénnte wiederum durch das Fehlen von
Kinasen erkldrt werden, die daraus DMAPP (das Substrat der Isopren-Synthase) bilden
konnen. Das Cyanobacterium Synechocystis ist jedoch in der Lage, die Alkohol-Analoga von
IPP und DMAPP fiir die Isoprenoid-Biosynthese zu nutzen (CUNNINGHAM et al., 2000).
Ahnliche Versuche mit E. coli (CUNNINGHAM et al., 2000) und Chlamydomonas reinhardtii
(Ergebnisse von Frau Dr. Anja Motel in der Karlsruher Gruppe) waren ebenfalls erfolglos, so
dass es vielleicht ein gliicklicher Zufall ist, einen Organismus zu finden, der diese Alkohole in
aktives Isopren iiberfiihren kann. [1-*H,]-3-Methyl-2-buten-1-ylpyrophosphat (deuteriertes
DMAPP) wurde ebenfalls nicht in Isopren eingebaut. Aufgrund ihrer Polaritidt kann diese
Verbindung wohl die Plastidenmembran nicht ohne weiteres tiberwinden, oder sie wird von
Phosphatasen hydrolysiert und kann dann nicht mehr zu DMAPP aktiviert werden.

Na-[3-" C]-Pyruvat und Na-[2-"*C]-Acetat wurden beide schlecht in Isopren eingebaut in
Ubereinstimmung mit lteren Experimenten (JONES und RASMUSSEN, 1975). Mit Pyruvat und
Acetat als zentralen Intermediaten des Stoffwechsels, die leicht in alle mdglichen
Zwischenstufen {iberfilhrt werden konnten, lassen sich iiber reine Messungen des
Markierungsgrades ohnehin keine tieferen Erkenntnisse iiber die IPP-Biosynthese gewinnen.
NaH"*CO; wurde iibereinstimmend mit fritheren Ergebnissen (DELWICHE und SHARKEY,
1993) schnell in Isopren eingebaut, ein weiterer Beleg fiir die plastiddre Lokalisierung und
Kopplung der Isoprenbiosynthese an die Photosynthese.

Zusammenfassung der Isopren-Markierungsexperimente

Die Markierungsexperimente mit Isopren belegen einerseits durch den spezifischen Einbau
von DOX, dass Isopren nach dem DOXP/MEP-Weg gebildet wird, andererseits zeigen sie
auch die Grenzen von in vivo-Markierungsexperimenten mit spezifischen Vorldufern zur
Aufklarung des DOXP/MEP-Weges der IPP-Biosynthese auf. Alle Intermediate des
mevalonatunabhéngigen Weges sind phosphoryliert und somit ionischer Natur. Solche
hochpolaren Verbindungen kénnen in der Regel nicht durch Biomembranen diffundieren und
sind daher fiir Markierungsexperimente mit intakten Geweben wenig geeignet. Die
entsprechenden freien Alkohole sind ebenfalls noch sehr polar (wenn auch nicht ionisch) und
konnen unter Umstédnden nur in geringer Konzentration in die Zellen und in die Plastiden
gelangen. AuBerdem miissen sie durch Kinasen phosphoryliert werden, um in den
Stoffwechselweg eingeschleust werden zu kénnen. Wenn der untersuchte Organismus keine
Kinasen enthiélt, die in der Lage sind, die unnatiirlichen Substrate zu aktivieren, kann kein
Einbau gemessen werden. Der effiziente Einbau von 1-Deoxy-D-xylulose erscheint als ein
Gliicksfall und kann nur mit dem Vorhandensein einer Kinase erkliart werden, die DOX als
Substrat akzeptiert. Das Methylglykosid von DOX wurde ebenfalls gut in Isopren eingebaut.
Diese Verbindung ist weniger polar als DOX und kann deshalb moglicherweise
Biomembranen leichter passieren. Die Methylgruppe wird in der Zelle vermutlich von
unspezifischen Glykosidasen abgespalten, wobei dann DOX entsteht.

Dass Isopren aus DOXP gebildet wird und nicht aus Mevalonsdure, wie in dieser Arbeit
erstmalig gezeigt und auch publiziert wurde (ZEIDLER ef al., 1997; SCHWENDER ef al., 1997,
ZEIDLER und LICHTENTHALER, 1998) ist in der wissenschaftlichen Literatur inzwischen
allgemein akzeptiert (siche z.B. KESSELMEIER und STAUDT, 1999). Weiterer Beleg dafiir ist,
dass die Isoprenemission durch Fosmidomycin, dem Hemmstoff der DOXP-
Reduktoisomerase, dem zweiten Enzym des DOXP/MEP-Weges, gehemmt wird, nicht aber
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durch Statine, welche die Bildung von MVA hemmen (siehe 3.3.1, S. 60; 3.2.1, S. 55; 4.2, S.
85). Es ist von groBem Interesse flir die Modellierung der Isoprenemission (z.B. fiir exaktere
regionale Ozon-Vorhersagen wihrend des Sommers) den enzymatischen Mechanismus zu
kennen, denn biochemisch basierte Modelle scheinen rein empirischen Modellen an
Genauigkeit iiberlegen zu sein. Deshalb wird heute solchen Modellierungen der DOXP/MEP-
Weg anstelle des Mevalonatwegs zugrundegelegt (NIINEMETS ef al., 1999; ZIMMER et al.,
2000).

4.1.3 Experimente zur Markierung von 2-Methyl-3-buten-2-ol (MBO)
Einbauexperimente mit DOX und MVA in MBO

Wihrend viele Laubbdume Isopren emittieren, geben Pinus ponderosa L. und andere
nordamerikanische Fichten das Hemiterpen 2-Methyl-3-buten-2-ol (MBO) in die Atmosphire
ab. [1-*H,]-1-Deoxy-D-xylulose wurde gut in MBO aus Pinus ponderosa L. eingebaut, D,L-[2-
13C]-Mevalonsiurelacton jedoch nicht (siehe 3.4.1, S. 66). Dies ist im Einklang mit einer
Bildung von MBO nach dem DOXP/MEP-Weg. Unterstiitzt wird dies weiterhin durch die
Hemmung der Methylbutenolemission durch Fosmidomycin (sieche 3.4.2, S. 68; 4.2.2, S. 86).
Neben Isopren (diese Arbeit) sowie den hemiterpenen Einheiten in den Furanocumarinen von
Apium graveolens (STANJEK et al., 1999), der Bittersdaure Humulon aus Humulus lupulus
(GOESE et al., 1999) und der Dimethylallyl-Seitenkette des Flavanons Gabrol aus Gycyrrhiza
glabra-Haarwurzelkulturen (ASADA et al., 2000) wurde mit 2-Methyl-3-buten-2-o0l in dieser
Arbeit flir ein weiteres pflanzliches Hemiterpen gezeigt, dass es auf dem
mevalonatunabhingigen Biosyntheseweg gebildet wird. Die MBO-Produktion von
nordamerikanischen Kiefern ist wie die Isoprenemission licht- und temperaturabhingig
(HARLEY ef al., 1998) und hat (zumindest lokal) moglicherweise einen dhnlichen Einfluss auf
die Atmosphdrenchemie wie Isopren (SCHADE et al, 2000). Der enzymatische
Bildungsmechanismus von MBO aus DMAPP ist vermutlich ebenfalls mit dem von Isopren
verwandt (FISHER et al., 2000). Dass MBO eine &hnliche physiologische Funktion in der
Thermoprotektion des Photosyntheseapparates erfiillt wie Isopren, wire eine weitere
Parallele, deren Nachweis jedoch noch aussteht.

4.1.4 Experimente zur Markierung von Monoterpenen

Von Pistazien- und Eukalyptusblittern emittierte Monoterpene und in Fichtenkeimlingen
akkumulierte Monoterpene wurden von [1-?H;]-1-Deoxy-D-xylulose nicht markiert (siehe 3.5,
S. 69). Vermutlich werden die Monoterpene aus Pistazie nicht in kurzer Zeit licht- und
wirmeabhingig neusynthetisiert, wie dies bei Isopren der Fall ist, sondern iiber lédngere
Zeitraume gebildet und gespeichert und nur temperaturabhingig (nicht lichtabhéngig)
emittiert (HANSEN et al., 1997). Dies scheint bei Monoterpenemissionen der haufigere Fall zu
sein (KESSELMEIER und STAUDT, 1999). Sofern DOX {iiberhaupt zum Zielort gelangen und
von Pistazie phosphoryliert werden kann, konnte die Markierung dadurch unter die
Nachweisgrenze verdiinnt werden. Bei der Messung des Einbaus von DOX in Isopren aus
Eucalyptus per SPME-GC/MS wurden auch emittierte Monoterpene (hauptséchlich Cineol)
detektiert, die im Gegensatz zu Isopren nicht markiert wurden. Fiir Eucalyptus muss man
annehmen, dass DOX zwar aufgenommen und phosphoryliert wurde (siehe 3.2.1, S. 55,
Einbau in Isopren), jedoch wenig Monoterpen-Neusynthese stattfand. In einer &hnlichen
Studie einer anderen Arbeitsgruppe wurde Cineol aus Eucalyptus ebenfalls nicht von DOX
markiert (PIEL et al, 1998). Eine weitere Arbeitsgruppe fand selbst nach fiinf Tagen
Inkubationszeit von Eukalyptus-Zweigen mit DOX einen mittels C-NMR bestimmten
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Einbau von nur 0,6 % in das aus den Blittern isolierte Cineol (RIEDER et al., 2000). Die
Autoren erkldrten den mangelnden Einbau damit, dass von vornherein eine grofle Menge des
Monoterpens in den Blittern vorlag und kaum Neusynthese stattfand. Bei den in der
vorliegenden Arbeit eingesetzten GC/MS-Analysen musste ein Markierungsgrad von
mindestens 5-10 % erreicht werden, um einen Einbau deutlich nachweisen zu konnen. Bei den
Versuchen, Monoterpene in steril angezogenen Fichtenkeimlingen mit DOX zu markieren,
wurde ebenfalls kein Einbau festgestellt. DOX konnte wahrscheinlich entweder nicht iiber die
Wurzeln aufgenommen und/oder phosphoryliert werden, oder die Bildung des etherischen Ols
aus Speicherstoffen des Samens war schon in den ersten Tagen der Keimung vor der Zugabe
von DOX weitgehend abgeschlossen, so dass dann nicht mehr geniigend Neubildung von
Monoterpenen stattfand, um einen Einbau zu messen.

Trotz dieser negativen Ergebnisse erscheint es sehr unwahrscheinlich, dass die untersuchten
Pflanzen ihre Monoterpene vorwiegend nach dem Mevalonat-Weg erzeugen. Die inzwischen
gesammelten Belege fir den DOXP-Weg in Plastiden verschiedenster Pflanzen sind zu
zahlreich (siehe 4.3.2, S. 106). Monoterpene verschiedener hoherer Pflanzen und Lebermoose
werden eindeutig mevalonatunabhéngig gebildet (EISENREICH ef al., 1997; ADAM et al., 1998;
PIEL ef al., 1998; FOWLER et al., 1999). Dennoch treten in manchen Fillen Schwierigkeiten
bei Markierungsstudien auf wie z.B. zu geringe Neusynthesen wihrend der Inkubationszeiten
oder eine effizientere Nutzung endogener Vorstufen im Vergleich zu exogen angebotenen
Substanzen. SCHWENDER (1999) berichtete z.B., dass [1-"°C]-Glucose in vom Endosperm
getrennte Gerstensprosse ineffizient eingebaut wurde und dass ein Einbau von [1-’H;]-1-
Deoxy-D-xylulose in Lycopin in reifenden Tomaten nicht messbar war, obwohl durch Einbau
von [1-°C]-Glucose und "C-NMR-Untersuchung sowie Hemmung der Lycopin-Bildung
durch Fosmidomycin der DOXP/MEP-Weg fiir Lycopin klar nachgewiesen wurde.
Verschiedene Griinalgen wie Chlamydomonas reinhardtii und Klebsormidium flaccidum
inkorporierten DOX auch vergleichsweise schlecht (SCHWENDER, 1999). Sehr geringe
Einbauraten *C- oder '*C-markierter DOX wurden ebenfalls fiir Monoterpene aus Mentha x
piperita, Pelargonium graveolens und Thymus vulgaris berichtet (SAGNER et al., 1998b)

4.2 Hemmung der Biosynthese von Isopren und anderen
Isoprenoiden

Verschiedene organische Substanzen wurden auf eine mogliche Hemmung der
Isoprenemission hin untersucht (sieche Abbildungen 3-3, 3-4 und 3-5). Einige wurden auch an
anderen Testsystemen der Isoprenoidbiosynthese untersucht. Ziel dieser Versuche war es,
Hemmstoffe des DOXP/MEP-Weges zu finden, die zur weiteren Untersuchung dieses
Stoffwechsels niitzlich sein konnten. Da der Isoprentest nicht fiir ein Hochdurchsatz-
Screening eingerichtet ist, wurden hauptsidchlich ausgewihlte Substanzen untersucht, bei
denen ein ,,Verdacht* auf Hemmung der Isoprenemission bestand. Im Folgenden werden die
Uberlegungen angegeben, die zur Untersuchung dieser Stoffe fiihrten, und die Ergebnisse
diskutiert.
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4.2.1 Statine als spezifische Hemmstoffe des Mevalonatwegs

Speziﬂsche11 Hemmstoffe der HMG-CoA-Reduktase, die Statine, werden in groflem
Umfang als Medikamente zur Prophylaxe und Therapie der Arteriosklerose eingesetzt (vgl.
z.B. MANNS, 1999). Auch in der biochemischen Grundlagenforschung sind Statine ein
Standardwerkzeug zur Untersuchung des Acetat-Mevalonat-Weges der IPP-Biosynthese und
wurden schon zu Beginn der 1980er Jahre bei Pflanzen eingesetzt (BACH und
LICHTENTHALER, 1983). Deshalb wurde in dieser Arbeit als Ergdnzung der
Markierungsstudien und der Hemmversuche mit Fosmidomycin (siche 4.2.2, S. 86) die
Wirkung verschiedener Statine auf die Isoprenemission untersucht. Mevinolin (= Lovastatin),
Compactin und Cerivastatin (Abbildung 3-3) hatten bei Pappeln (siehe 3.3.1, S. 60) und
Platanen (siehe 3.2.1, S. 55) keinen Effekt auf die Isoprenemission. Dies ist im Einklang mit
den iibrigen Experimenten und bestitigt, dass Isopren mevalonatunabhingig gebildet wird.
Cerivastatin in sehr hoher Konzentration (1 mM) flihrte bei Platane zwar zu einer Hemmung
der Isoprenemission, jedoch zu keiner totalen, obwohl die Bldtter am Rand bereits braun
verfdrbt waren und somit offenbar unspezifische oder indirekte Effekte auf die Isoprenbildung
aufgetreten waren. Cerivastatin ist der bisher wirksamste HMG-CoA-Reductase-Hemmer mit
einer bis zu 200fach hoheren Affinitdt zu diesem Enzym als andere Substanzen (HELLWIG,
1997; MANNS, 1999). Seine prinzipielle Wirksamkeit bei Pflanzen wurde durch die drastische
Hemmung des Wurzelwachstums und des Wachstums der Seitenwurzeln von Radieschen
bestitigt (siche 2.7.4, S. 51). Dieser Effekt ist typisch fiir die Wirkung von Mevinolin auf
Radieschen (BACH und LICHTENTHALER, 1983).

4.2.2 Fosmidomycin als spezifischer Hemmstoff des DOXP/MEP-Weges der
IPP-Biosynthese

Zu Fosmidomycin hinfiihrende Uberlegungen

Zu Beginn dieser Arbeit waren noch keine Hemmstoffe des DOXP/MEP-Weges bekannt.
Selbst die Kenntnis des Biosyntheseweges an sich war noch nicht sehr weit verbreitet.
Deshalb wurden von mir Literaturrecherchen durchgefiihrt, um Hinweise auf Antibiotika und
Herbizide zu erhalten, die Biosynthesen von Isoprenoiden hemmen, deren
Wirkungsmechanismus jedoch noch nicht bekannt war. Von Hemmstoffen des
mevalonatunabhéngigen Weges war einerseits zu erwarten, dass sie die Chlorophyll- und
Carotinoidakkumulation in Pflanzen oder Algen blockieren wiirden (siehe 4.2.3, S. 91), und
andererseits, dass sie die Isoprenoidbiosynthesen bestimmter Bakterien hemmen sollten, die
ebenfalls den DOXP/MEP-Weg besitzen (siehe 1.5, S. 24). Bei Bakterien, die nur den
DOXP/MEP-Weg enthalten, war eine lethale Wirkung zu erwarten, da Isoprenoide viele
essentielle Funktionen erfiillen. Deshalb fiel insbesondere eine Arbeit mit dem Titel
,Inhibition of bacterial isoprenoid synthesis by fosmidomycin, a phosphonic acid-containing
antibiotic* auf (SHIGI, 1989). Dort wurde beschrieben, dass das Antibiotikum Fosmidomycin
(FR-31564), welches von der Fujisawa Pharmaceutical Co. aus Streptomyces lavendulae
isoliert worden war (OKUHARA ef al., 1980), bei wachsenden E. coli-Zellen zur Bildung von
Sphéroplasten, kugelformig geschwollenen Zellen, flihrte, ein Zeichen fiir eine gestorte
Zellwandbiosynthese. Bakterien benétigen zur Zellwandbiosynthese das Isoprenoid
Undecaprenylpyrophosphat zum Transport von Zuckern. Weiterhin wurde berichtet, dass der

"'Dass Statine mdglicherweise nicht immer so spezifisch sind, wurde von RAO ef al. (1999) gezeigt: Die
Hemmung des Zellzyklus einer Tumor-Zelllinie durch die Lactonform von Lovastatin beruhte auf einer
Hemmung des Proteasoms. HMG-CoA-Reduktase (HMGR) wurde nicht gehemmt. Die hydrolysierte Form mit
offenem Ring hemmte dagegen die HMGR (Cerivastatin enthélt ebenfalls einen gedffneten Ring).
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Gehalt an Menachinonen und Ubichinonen in wachsenden E. coli-Zellen durch
Fosmidomycin vermindert wurde. AuBerdem wurde eine Hemmung der Carotinoid- und
Menachinon-Biosynthese in Micrococcus luteus beschrieben. Damit lag es nahe, zu vermuten,
dass Fosmidomycin die Bildung einer frithen Isoprenoidvorstufe hemmte. Shigi hielt
Farnesylpyrophosphat fiir den wahrscheinlichsten Kandidaten. Die erstaunlichste
Beobachtung von Shigi war jedoch, dass verschiedene Bakterienspezies, die in der Lage
waren, '‘C-Mevalonat aufzunehmen, resistent gegeniiber Fosmidomycin waren. Andere
Bakterien zeigten ein umgekehrtes Verhalten: Sie konnten kaum Mevalonséure inkorporieren,
waren jedoch empfindlich gegeniiber Fosmidomycin. Diese klare Korrelation zwischen der
Unfihigkeit Mevalonsdure aufzunehmen und der Fosmidomycin-Suszeptibilitdt wurde von
Shigi so interpretiert, dass die Fosmidomycin-empfindlichen Bakterien auf eine eigene
Isoprenoidbiosynthese angewiesen seien, da sie auch keine anderen Isoprenoide wie z.B.
Deoxycholsdure aufnehmen konnten. Angesichts der Existenz eines zweiten
Biosyntheseweges fiir [soprenoidvorstufen, der 1989 aber noch nicht bekannt war, ergab sich
aus den eigenen Uberlegungen jedoch eine plausiblere Vermutung fiir den
Wirkungsmechanismus von Fosmidomycin: Fosmidomycin-resistente Bakterien konnten den
Mevalonatweg besitzen, Fosmidomycin-sensitive Bakterien dagegen den DOXP/MEP-Weg,
welcher von Fosmidomycin gehemmt wird.

Unterstiitzt wurde diese Vermutung durch Patente, die Fosmidomycin eine herbizide
Wirksamkeit bescheinigten (PATTERSON, 1997; KAMURO et al., 1988). Als physiologische
Wirkung von Fosmidomycin wurde eine Hemmung der Chlorophyllproduktion angegeben,
die zu Chlorosen fiihre (KAMURO et al., 1988). Die Phytolseitenkette von Chlorophyll wird
nach dem DOXP/MEP-Weg gebildet (sieche 4.3.2, S. 106).

Eine Reihe anderer Uberlegungen machte es mdoglich, die Vermutung weiter einzugrenzen
und als Wirkort von Fosmidomycin die 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase
(DXR) anzunehmen. DXR ist das zweite Enzym des DOXP/MEP-Weges (siche 4.3.2, S.
106). Die DXR katalysiert eine Umlagerung der linearen Cs-Kette von DOXP mit einer
anschliefenden NADPH-abhidngigen Reduktion. Produkt der Reaktion ist 2-C-Methyl-D-
erythritol-4-phosphat, das erste Intermediat mit derselben verzweigten Struktur wie IPP.
Einen analogen Reaktionsmechanismus hat die Ketolsdure-Reduktoisomerase (KARI, keto/
acid reductoisomerase). KARI katalysiert einen Schritt in der Biosynthese der
verzweigtkettigen Aminosduren Valin, Leucin und Isoleucin. Fir KARI existiert ein
spezifischer, hochwirksamer Hemmstoff, das Ubergangszustands-Analogon N-Isopropyl-
Oxalylhydroxamat (IpOHA), welches aus theoretischen Uberlegungen heraus synthetisiert
wurde (AULABAUGH und SCHLOSS, 1990). Wenn man diese Uberlegungen auf den
Ubergangszustand der DXR iibertriigt, erhilt man Strukturen, die Fosmidomycin sehr dhnlich
sind (siehe Abbildung 4-1). Sinnvoll ist hier der Ersatz der Phosphatgruppe durch eine
isostere Phosphonatgruppe mit einer C-P-Bindung anstelle einer O-P-Bindung, da
Phosphonate nicht von ubiquitidren Phosphatasen gespalten werden kénnen und somit eine
lingere Lebensdauer im Zielorganismus haben als Phosphate. Substanzen mit einer C-P-
Bindungen werden héaufig als synthetische Hemmstoffe eingesetzt (ENGEL, 1977;
BLACKBURN, 1981; LABER und AMRHEIN, 1987; BAILLE ef al., 1988; CUSHMAN ef al., 1999;
CROMARTIE et al., 1999; KELLER und FLIESLER, 1999; BERGSTROM et al., 2000), kommen
aber auch natiirlich vor, wie z.B Fosmidomycin und Fosfomycin (KANIMOTO und
GREENW({S)D, 1987), Phosphinothricin (vgl. RAY, 1989) und Phosphonotrixin (NAKAMURA et
al., 1999) .

2 Eine weitere im Hinblick auf die alternative IPP-Biosynthese interessante Verbindung ist 3-Hydroxy-4-
oxobutyl-1-phosphonat, ein isosteres Analogon zu Glycerinaldehyd-3-phosphat. Das Phosphonat hemmt das
Wachstum von E. coli auf Succinat, nicht aber auf Glucose als Kohlenstoffquelle (GOLDSTEIN ef al., 1974; TANG
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Weiterere Hemmstoffe, die Strukturen analog zu IpOHA besitzen, sind
Ubergangszustandsanaloga bei der Triosephosphat-Isomerase-Reaktion ~ sowie  der
Isomerisierung von Xylose zu Xylulose und von Glucose zu Fructose (ALLEN ef al., 1995;
GAUDEMER et al., 1996). Es handelt sich hier wie bei Fosmidomycin und IpOHA um
Hydroxamsdurederivate. Man nimmt an, dass die N(OH)-C=0O Gruppierung an der
Komplexierung zweiwertiger Metallkationen im aktiven Zentrum beteiligt ist (BIOU et al.,
1997).
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Abbildung 4-1 Hemmung von 2 Reduktoisomerasen durch Strukturanaloga. 2-C-Methyl-D-
erythrose-4-phosphat, ein mutmaBliches Zwischenprodukt der Umsetzung von 1-Deoxy-D-
xylulose-5-phosphat (DOXP) zu 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat, die von DOXP-
Reduktoisomerase (DXR) katalysiert wird, ist ein Strukturanalogon zu Fosmidomycin, einem
Hemmstoff der DXR. 3-Hydroxy-3-methyl-2-oxopentanoat, ein mutmaBliches Zwischenprodukt
der Umsetzung von 2-Aceto-2-hydroxybutyrat zu 2,3-Dihydroxy-3-methylvalerat, die von
Ketolsdure-Reduktoisomerase (KARI) katalysiert wird, dhnelt in analoger Weise IpOHA, einem
Hemmstoff der KARI. 3-Hydroxy-3-methyl-2-oxopentanoat ist ein Vorldufer von Isoleucin. KARI
katalysiert auch die Reaktion von 2-Acetolactat zu 2,3-Dihydroxy-3-isovalerat fur die
Biosynthesen von Valin und Leucin. KARI ist wie DXR eine Reduktoisomerase mit C-Skelett-
Umlagerung.

Als 1998 Experimente mit Fosmidomycin durchgefiihrt werden sollten, war die Substanz
noch nicht kommerziell erhiltlich. Eine von der Firma BASF im Juli 1998 zur Verfiigung
gestellte Probe synthetischen Fosmidomycins war von so geringer Reinheit, dass damit keine
erfolgreichen Versuche durchgefiihrt werden konnten. Darauthin wurde mit Herrn Dr. Jomaa,
Universitdt Giessen, eine Kooperation begonnen, um den Wirkungsmechanismus von
Fosmidomycin aufzukldren. Zuvor hatte sich Herr Dr. Jomaa schon mit unserer Arbeitsgruppe
in Verbindung gesetzt, um zu beraten, wie der DOXP/MEP-Weg in dem Malariaerreger
Plasmodium falciparum nachgewiesen werden konnte. Dazu hatten wir ihm eine Probe
Deuterium-markierter 1-Deoxy-D-xylulose zukommen lassen. Herr Dr. Jomaa hatte in
unabhéngiger Arbeit Fosmidomycin ebenfalls als moglichen Hemmstoff des DOXP/MEP-
Weges erkannt und konnte uns die Substanz fiir Experimente zur Verfiigung stellen.

et al., 1979). Der Wirkungsmechanismus ist noch unbekannt. Eine offene Frage ist auch, ob die Enzyme des
alternativen IPP-Weges Phosphonate als Substrate akzeptieren.
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Hemmung der Isoprenemission durch Fosmidomycin

Auf dem Hintergrund obiger Uberlegungen wurden zunichst Hemmtests mit Isopren
durchgefiihrt. Zum Testen von Hemmstoffen an der Isoprenemission war eine einfache
Methode basierend auf der UV-Absorption gasformigen Isoprens entwickelt worden (ZEIDLER
und LICHTENTHALER, 1998). In Abschnitt 3.1 (S. 53) wurden bereits Griinde genannt, weshalb
Isopren ein besonders geeignetes Modell zur Untersuchung der pflanzlichen IPP-Biosynthese
ist. Insbesondere lassen sich bei Hemmexperimenten spidtere Schritte der
Isoprenoidbiosynthese nach der IPP-Isomerase, die z.B. fiir die Carotinoidbiosynthese notig
sind, als mogliche Zielorte von vornherein ausschliefen'®. Da es hier um den Nachweis einer
Hemmung des DOXP/MEP-Weges durch Fosmidomycin ging, war eine Voraussetzung zum
sinnvollen Einsatz des Isoprentests, dass Isopren auch auf dem DOXP/MEP-Weg entsteht.
Dies war zuvor durch Markierungsexperimente gezeigt worden (4.1.2, S. 81). Es zeigte sich,
dass Fosmidomycin ein effizienter Hemmstoff der Isoprenemission von Populus nigra L.,
Chelidonium majus L. und Platanus x acerifolia ist. Auch das Fosmidomycin-Derivat FR-
900098 hemmte die Isoprenemission von Platanus x acerifolia (siehe 3.3.1, S. 60; ZEIDLER et
al., 1998). Nach dem oben Gesagten schrinkten diese Ergebnisse den Wirkort von
Fosmidomycin mit groBer Wahrscheinlichkeit auf den DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosynthese
ein.

Weitere Hemmtests mit Fosmidomycin

Solange noch kein Enzymtest fiir die DXR zur Verfligung stand, wurden von der
Karlsruher Gruppe zur ndheren Untersuchung von Fosmidomycin weitere in vivo-Tests und
Hemmversuche mit DOXP-Synthase (DXS), dem ersten Enzym des DOXP/MEP-Weges,
durchgefiihrt. Von Jorg Schwender wurde gezeigt, dass die Biosynthese von Chlorophyllen
und Carotinoiden in etiolierten, ergriinenden Gerstensprossen und in sich vermehrenden
Lemna gibba-Pflanzen durch Fosmidomycin gehemmt wird, ebenso wie die Biosynthese des
Carotinoids Lycopin in reifenden Tomaten (ZEIDLER et al., 1998). Von Christian Miiller
wurde gezeigt, dass Wachstum und Pigmentakkumulation der Rotalge Cyanidium caldarium
durch Fosmidomycin gehemmt wurden. Das erste Enzym des DOXP/MEP-Weges, die DXS
aus E. coli, wurde von Fosmidomycin-Konzentrationen bis zu 1 mM nicht gehemmt (ZEIDLER
et al., 1998). Die bisher erwihnten Hemmeffekte waren im Konzentrationsbereich 5 x 10 bis
5x 10” M sichtbar. In weiteren Experimenten mit Isopren wurde gezeigt, dass die Hemmung
der Isoprenemission durch Fosmidomycin bei Platane durch hohe Konzentrationen an DOX,
nicht aber MV A, wieder aufgehoben werden kann (siehe 3.3.1, S.60; ZEIDLER et al., 1998).
Weiter wurde gezeigt, dass mit Fosmidomycin im Gegensatz zu Wasserkontrollen ein Anstau
von exogener DOX in Platanenbléttern erreicht werden kann (3.6.3, S. 77 und ZEIDLER et al.,
1998). Desweiteren wurde eine Hemmung der Methylbutenolemission von Pinus ponderosa
(siehe 3.4.2, S. 68) und eine Wachstumshemmung bei Chlamydomonas durch Fosmidomycin
gezeigt (siehe 3.6.2, S. 73). Die Hemmung der MBO-Emission war erst bei relativ hoher
Konzentration messbar. Vielleicht liegt dies an schlechter Aufnahme oder einer geringen
Empfindlichkeit des Zielenzyms 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase (DXR):

13 Einschriinkend sei hier bemerkt, dass sich beim Isoprenhemmtest mogliche Zielorte vor der IPP-Biosynthese
nicht ausschlieBen lassen. Insbesondere Photosynthesechemmstoffe wie DCMU blockieren aufgrund der engen
metabolischen Kopplung zwischen Photosynthese und Isoprenbildung und der fehlenden Bereitstellung von
photosynthetisch gebildetem ATP und NADPH auch die Isoprenemission (siche 4.2.5, S. 101). Dies kann aber
auch vorteilhaft sein, wenn mit einer schnellen Methode nach einer Hemmwirkung mit einem breiteren
Spektrum moglicher Wirkmechanismen gesucht werden soll. So wurde der Isoprenhemmtest in Patenten
kiirzlich als Herbizid-Screening-Methode erwahnt (JOMAA, 2000b; 2000c¢).
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Fiir verschiedene Organismen wurden sehr unterschiedliche in vitro-Hemmkonzentrationen
berichtet (siche ndchster Abschnitt).

Alle diese Experimente sind in Ubereinstimmung mit der Hypothese, dass Fosmidomycin
den DOXP/MEP-Weg, und insbesondere die DXR hemmt. Die Authebung der
Isoprenhemmung durch DOX wire erkldrbar, wenn sich Fosmidomycin als kompetitiver oder
gemischter Inhibitor gegeniiber DOXP verhielte und durch Inkubation mit hohen
Konzentrationen DOX auch hohe Konzentrationen an DOXP im Gewebe erreicht wiirden.
Wie im néchsten Abschnitt beschrieben, gibt es Hinweise darauf, dass Fosmidomycin die
DXR kompetitiv oder gemischt hemmt.

1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase wird von Fosmidomycin gehemmt

Die Vermutung, dass Fosmidomycin die DXR hemmt, konnte schlieBlich bestitigt werden,
nachdem von Christian Miiller im Rahmen seiner noch laufenden Doktorarbeit in der
Karlsruher Arbeitsgruppe ein Enzymtest fir DXR entwickelt worden war: Das aus
Gerstenkeimlingen isolierte Enzym wurde von Fosmidomycin mit einem ICso-Wert von 0,7
uM bei einer DOXP-Konzentration von 0,5 mM (MULLER et al., 2000) gehemmt. Nachdem
Jorg Schwender wihrend seiner Doktorarbeit die DXR aus Arabidopsis thaliana kloniert hatte
(SCHWENDER, 1999; SCHWENDER et al., 1999), konnte auch fiir diese eine Hemmung durch
Fosmidomycin gezeigt werden (SCHWENDER et al., 1999; ICsy 0,28 uM bei 0,25 mM DOXP,
Miiller et al., 2000). Wahrend der Karlsruher Experimente zu Fosmidomycin, die in der
Arbeit von ZEIDLER et al. (1998) beschrieben wurden, verdffentlichten KUZUYAMA et al.
(1998) in einer unabhéngigen Arbeit, dass Fosmidomycin rekombinante DXR aus E. coli
hemmt (ICsy 8,2 nM, K; 38 nM bei 0,3 mM DOXP). Die Hemmung des Wachstums von E.
coli durch Fosmidomycin konnte mit 2-C-Methyl-D-erythritol wieder aufgehoben werden
(KUuzuYyAMA et al., 1998). AuBlerdem wurde in einer gemeinsamen Publikation der Karlsruher
Arbeitsgruppe mit der Arbeitsgruppe von Dr. Hassan Jomaa, Universitit Giessen, die
Hemmung von rekombinanter DXR aus dem Malariaerreger Plasmodium falciparum durch
Fosmidomycin und sein Derivat FR-900098 beschrieben (ICsy ca. 40 nM bzw. 10 nM, JOMAA
et al., 1999b). Eine Hemmung der DXR wurde inzwischen ebenfalls gefunden fiir das
rekombinante Enzym aus dem Cyanobakterium Synechococcus leopoliensis (ICsy 7,5 uM,
MILLER et al., 2000), aus dem Bakterium Pseudomonas aeroginosa (ICsy 0,15 uM bei 1 mM
DOXP, ALTINCICEK et al., 2000) und dem Bakterium Zymomonas mobilis (K; 0,6 uM,
GROLLE et al.,, 2000). Fir Capsicum annuum-Chromoplasten wurde gezeigt, dass
Fosmidomycin den Einbau von '*C-DOXP in B-Carotin hemmt, aber nicht den Einbau von
*H-MEP (2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat) (FELLERMEIER ef al., 1999). Die Bildung von
MEP aus DOXP in Capsicum-Chromoplasten wurde ebenfalls von Fosmidomycin gehemmt
(FELLERMEIER et al., 1999). Der kinetische Hemmtyp von Fosmidomycin ist noch unklar. Fiir
DXR aus E. coli wurde gemischte Hemmung angegeben, die Originaldaten (Lineweaver-
Burk-Plots) wurden aber nicht verdffentlicht (KUZUYAMA et al., 1998). Das Enzym aus Z
mobilis soll kompetitiv gehemmt werden, allerdings wurden auch hier die Messdaten nicht
angegeben (GROLLE ef al., 2000).

Fosmidomycin: Hilfsmittel in der Grundlagenforschung und potentielles Medikament

Fosmidomycin und seine Derivate als spezifische Hemmstoffe des mevalonatunabhingigen
IPP-Biosyntheseweges werden in Zukunft moglicherweise eine dhnliche Rolle spielen wie die
Statine als Hemmstoffe des Mevalonatweges: Als niitzliche Werkzeuge in der
Grundlagenforschung und vielversprechende Medikamente. Das in Vergessenheit geratene
Antibiotikum und Herbizid Fosmidomycin ist seit kurzem sogar als Feinchemikalie im
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Handel. Fosmidomycin bietet eine einfache Mdoglichkeit, den DOXP/MEP-Weg fiir die
Biosynthesen verschiedener Isoprenoide in verschiedenen Organismen nachzuweisen. Auf
diese Art wurde z.B. kiirzlich gezeigt, dass die Griinalge Haematococcus pluvialis ihre
aullerhalb der Plastiden akkumulierten Sekundércarotinoide nach dem DOXP/MEP-Weg
bildet (ICsp 50 puM in vivo, HAGEN und GRUNEWALD, 2000). Eine weitere
Forschungsanwendung von Fosmidomycin liegt darin, physiologische Effekte bestimmter
Isoprenoide, die mevalonatunabhéngig gebildet werden, zu untersuchen. Z.B. gelang es T.
Sharkey kiirzlich, mithilfe von Fosmidomycin die Thermotoleranz-Hypothese der
Isoprenemission zusétzlich zu untermauern (siehe 1.6, S. 25).

Da der DOXP/MEP-Weg in Eubakterien bei weitem hédufiger vorzukommen scheint als der
Mevalonatweg (BOUCHER und DOOLITTLE, 2000), ist seine Hemmung eine verfolgenswerte
Strategie zur Bekdmpfung zahlreicher Infektionskrankheiten, insbesondere da der
DOXP/MEP-Weg auch bei sehr vielen pathogenen Bakterien vorkommt (LICHTENTHALER ef
al., 2000). Besonders interessant ist ein erster Schritt zur Entwicklung neuer Medikamente
gegen den parasitiren, eukaryontischen Malariaerreger Plasmodium falciparum. P.
falciparum ist ein Vertreter der Apikomplexa, welche einen rudimentiren Plastiden enthalten,
der vermutlich auf eine sekundire Endosymbiose mit einer Alge zuriickgeht (siche FICHERA
und Roos, 1997). Offenbar enthélt dieser Apicoplast den (zumindest fir Plasmodium)
essentiellen DOXP/MEP-Weg. Fosmidomycin und sein Derivat FR-900098 hemmten die
rekombinante DOXP-Reduktoisomerase aus P. falciparum, sie hemmten das Wachstum
verschiedener mehrfach resistenter P. falciparum-Stamme in vitro und konnten mit dem
verwandten Plasmodium vinckei infizierte M&use vollstindig heilen. Unbehandelte Tiere
starben. Fosmidomycin ist beim Menschen gut vertriglich (JOMAA et al., 1999b und Zitate).
Fosmidomycin ist das erste aussichtsreiche Beispiel dafiir, dass der DOXP/MEP-Weg
Angriffspunkte zur Entwicklung neuer Antibiotika und Herbizide bietet (siehe 1.5, S. 24).

Der Wirkungsmechanismus von Fosmidomycin als Antibiotikum beruht mdoglicherweise
nicht nur primér auf einer Hemmung des DOXP/MEP-Weges der IPP-Biosynthese, sondern
konnte das Immunsystem mit einbeziehen: Eine bestimmte Klasse von T-Zellen, die Vy9/V52
T-Lymphocyten, werden durch verschiedene niedermolekulare, phosphorylierte Antigene, die
keine Proteine sind, aktiviert (siehe KABELITZ ef al., 2000). IPP ist ein Vertreter dieser
Phosphoantigene. Offenbar sind jedoch Intermediate des DOXP/MEP-Weges der IPP-
Biosynthese wesentlich aktiver als IPP selbst (JOMAA ef al., 1999a). Ein potentieller Vorldufer
von IPP, der nach dem mevalonatunabhidngigen Weg entstehen konnte und als potentes
Phosphoantigen im nanomolaren Bereich wirkt, wurde aus Mycobacterium fortuitum isoliert
und als 3-Formyl-1-butylpyrophosphat identifiziert (BELMANT et al., 1999). Welche Funktion
die Vy9/V42 T-Lymphocyten genau ausiiben und wie diese durch Fosmidomycin beeinflusst
wird, ist noch unklar. Die Aktivierung von Vy9/V32 T-Zellen konnte jedoch eine zusétzliche
Strategie zur Identifizierung weiterer Intermediate des DOXP/MEP-Weges aus Bakterien,
Apikomplexa und Pflanzen sein. Moglicherweise werden sich auch neue
Therapiemoglichkeiten (bzw. neue Erkldrungen fiir bekannte Therapien) mit pflanzlichen
Phosphoantigen-Extrakten ergeben, z.B. aus Misteln (FISCHER et al., 1996).

4.2.3 Das Herbizid Clomazone und Derivate
Zu Clomazone hinfiihrende Uberlegungen

2-(2-Chlorbenzyl)-4,4-dimethylisoxazolidinon, auch bekannt als FMC 57020, Command,
Dimethazone oder unter dem neueren Namen Clomazone (siehe Abbildung 4-2), ist ein
selektives Herbizid, das Bleichsymptome und verringerte Chlorophyll- und Carotinoidgehalte
bei suszeptiblen Pflanzen hervorruft. Seit seiner Einfithrung vor etwa 15 Jahren ist Clomazone
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eingehend untersucht worden. Bisher konnte jedoch noch kein Wirkungsmechanismus
bestimmt werden. Clomazone beeintrachtigt die Bildung plastidédrer Isoprenoide stdrker als
die Biosynthese auflerplastiddrer Isoprenoide (SANDMANN und BOGER, 1987). Von
SANDMANN und BOGER (1986; 1987) wurde vorgeschlagen, dass Clomazone ein Enzym
zwischen IPP-Isomerase und GGPP-Synthase hemmt, jedoch konnte von anderen Autoren
kein Wirkort vor oder nach GGPP bestimmt werden (CROTEAU, 1992; LUTZOW et al., 1990;
SCOTT et al., 1994; WEIMER et al., 1992a). Vor diesem Hintergrund war Clomazone ein
vielversprechender Kandidat flir einen neuen Hemmstoff des DOXP/MEP-Weges der IPP-
Biosynthese (siehe 1.5, S. 24). Folgende von mir angestellte Uberlegungen fiihrten zu dem
weiteren potentiellen Hemmstoff 5-Ketoclomazone (siehe Abbildung 4-2): Die Ursachen von
Sensitivitdt oder Toleranz verschiedener Pflanzen gegeniiber Clomazone sind bisher
unbekannt. Aufnahme und Verlagerung innerhalb der Pflanze sind vermutlich nicht
verantwortlich dafiir. Unterschiede im Metabolismus und am Wirkort wurden kontrovers
diskutiert und konnten beide flir die Selektivitdt eine Rolle spielen (LIEBL und NORMAN,
1991; NORMAN et al., 1990a; 1990b; SCOTT et al., 1992; WEIMER et al., 1991; WEIMER ef al.,
1992b; WESTON et al., 1989). Einer der Clomazone-Metaboliten aus Sojabohnen, 5-
Ketoclomazone'* (ELNAGGAR ef al., 1992), hat die gleiche Herbizidwirkung wie Clomazone.
Dies war bekannt, da 5-Ketoclomazone schon vor Clomazone als Bleichherbizid patentiert
worden war. Nachteilig war jedoch seine Instabilitit im Boden. Chemische Modifikationen
fithrten zu Clomazone als stabilerem Derivat, welches zur kommerziellen Nutzung gelangte
(sieche CHANG et al., 1987). Da 5-Ketoclomazone ein aktiver Metabolit von Clomazone ist,
lag die Vermutung nahe, dass die Wirkung von Clomazone zum Teil, wenn nicht sogar
vollstindig, auf einer Bioaktivierung zu Ketoclomazone oder Metaboliten von
Ketoclomazone beruht. Vermutlich wird Clomazone durch Cytochrom Psso zu 5-
Hydroxyclomazone (siche Abbildung 4-2) oxidiert, welches zu 5-Ketoclomazone
weiteroxidiert wird. 5-Hydroxyclomazone und 5-Ketoclomazone haben eine &hnliche
herbizide Wirkung wie Clomazone (CHANG et al., 1987) und wurden als Clomazone-
Metaboliten in Sojabohne und verschiedenen Mikroorganismen gefunden (s.u.; ELNAGGAR et
al., 1992; LU et al., 1996; SCHOCKEN, 1997). Um die Bioaktivierungs-Hypothese zu
untersuchen, wurden sowohl Clomazone als auch 5-Ketoclomazone verschiedenen Tests
unterzogen: Von mir wurden die Hemmung der Isoprenemission verschiedener hoherer
Pflanzen, die Hemmung der Ergriinung von etiolierter Gerste mit und ohne Zusatz von 1-
Deoxy-D-xylulose-5-phosphat  (DOXP) und dem  Cytochrom  P4so-Hemmstoff
Aminobenzotriazol (ABT) sowie die Wachstumshemmung bei verschiedenen Algen und E.
coli untersucht. Parallel dazu wurden von Herrn C. Miiller im Rahmen seiner noch laufenden
Doktorarbeit bei Botanik II die ersten beiden Enzyme des DOXP/MEP-Weges, DXS und
DXR, auf eine Hemmung durch Clomazone und 5-Ketoclomazone untersucht. Die Ergebnisse
dieser Versuche werden im Folgenden diskutiert.

Hemmung der Isoprenemission

Wirkungen von Clomazone und Ketoclomazone auf die Isoprenemission verschiedener
Pflanzen waren bei Konzentrationen unter 1 mM nicht zu beobachten. In einer Konzentration
von 1 mM wirkte Clomazone tendenziell stimulierend und Ketoclomazone eher hemmend.
Eine Ausnahme war Robinia pseudoacacia, bei der sowohl Clomazone als auch
Ketoclomazone klar hemmend wirkten (siehe 3.3.2, S. 63). Die fehlende Hemmung von
Clomazone wurde zunichst als Hinweis gewertet, dass Clomazone nicht in den DOXP/MEP-
Weg der IPP-Biosynthese eingreift. Da Clomazone aber ein selektives Herbizid ist, ist es

4 Auch von Ratten sowie verschiedenen Bakterien und Pilzen wird Clomazone u.a. zu 5-Ketoclomazone
metabolisiert (LIU ef al., 1996).
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denkbar, dass die Isoprenbildung der untersuchten Pflanzen deshalb nicht gehemmt wurde, da
diese vielleicht nicht sensitiv sind. Deshalb wurden zusétzlich Blitter von intakten, jungen
Platanen und Eichen mit 0,1 mM Clomazone-Ldsungen bestrichen. Bei Platanen, nicht jedoch
Eichen, trat dabei manchmal Bleichung am Rand von noch wachsenden Blittern auf. Dieser
Effekt war allerdings nicht immer reproduzierbar. Da die Aussagekraft dieser Experimente
begrenzt ist, wurden von mir weitere Hemmtests mit Clomazone und 5-Ketoclomazone an
ergriinender Gerste sowie Sterilkulturen verschiedener Algen und E. coli durchgefiihrt.

o) Cl
‘\N
/
S 1
R
R = Hj: Clomazone
R =-OH: 5-Hydroxyclomazone
R ==0: 5-Ketoclomazone
R =-OCH;: 5-Methoxyclomazone
R =:-Cl 5-Chlorclomazone
o) Cl o) Cl
N %N
% | 2 | 3
Cl OH HOOC OH
2,2-Dimethyl-3-oxo-
3-Chloro-N-(2-chlorbenzyl)-N- 3-[(2-chlorbenzyl)-hydroxyamino]-
hydroxy-2,2-dimethylpropanamid propanséaure

Abbildung 4-2 Verschiedene Derivate des Herbizids Clomazone. Die Verbindungen (1) und (2)
besitzen die gleiche herbizidale Wirkung (CHANG et al, 1987). (2) ist ein Hydroxamsiure-
Vorldufer zur Synthese von Clomazone (CHANG et al., 1987). Verbindung (3) wird evtl.
enzymatisch von Pflanzen in vivo aus Clomazone iiber 5-Hydroxyclomazone und 5-
Ketoclomazone gebildet (ELNAGGAR et al., 1992). 5-Ketoclomazone wurde aufgrund meiner
Uberlegungen in dieser Promotionsarbeit verschiedenen in vivo-Tests unterzogen und erwies sich
als Hemmstoff des ersten Enzyms des DOXP/MEP-Weges (DXS) von Chlamydomonas
reinhardtii (MULLER et al., 2000). (3) hemmt das zweite Enzym des DOXP/MEP-Weges (DXR)
aus E. coli (JOMAA, 2000a). Die Clomazone-Metaboliten 5-Ketoclomazone und (3) konnten fiir
den Wirkungsmechanismus von Clomazone verantwortlich sein.

Hemmtests mit Gerste

Etiolierte, ergriinende Gerstenkeimlinge erwiesen sich hinsichtlich ihrer Carotinoid- und
Chlorophyllbildung als sensitiv gegeniiber Clomazone und Ketoclomazone in
Konzentrationen von 10 uM (siehe 3.6.1, S. 70). Deshalb konnten mit diesem System weitere
Versuche gemacht werden, um die Ergriinungshemmung wieder aufzuheben. Die Hemmung
durch Clomazone und 5-Ketoclomazone konnte mit DOXP teilweise aufgehoben werden.
Dies wire verstiandlich, wenn die DOXP-Synthase durch Clomazone oder einen Metaboliten
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gehemmt wiirde, oder wenn wie im Fall von Fosmidomycin eine (zumindest partiell)
kompetitive Hemmung der DOXP-Reduktoisomerase vorlige. Die Kontrollen mit
Kieselgelextrakt (siehe 2.2.2, S. 36) und anorganischem Phosphat zeigen, dass der Effekt von
DOXP auf die Hemmung weder von der Kieselgelverunreinigung kommt, noch ein
,Dingungseffekt” des in DOXP enthaltenen Phosphors ist.

Um die Hypothese, dass Clomazone einer Bioaktivierung durch Oxidation zu 5-
Ketoclomazone unterliegt, zu testen, wurde ein Hemmstoff von Cytochrom Pusg
Monooxygenasen, Aminobenzotriatol (ABT, GONNEAU et al., 1988; MCFADDEN et al., 1989),
zusammen mit Clomazone bzw. Ketoclomazone verabreicht. Wenn Clomazone selbst keine
Wirkung hat, sondern ein oxidierter Metabolit, sollte ABT den Effekt von Clomazone wieder
aufheben. Wenn 5-Ketoclomazone oder ein Metabolit von 5-Ketoclomazone, der nicht durch
Cytochrom Pyso entsteht, das wirksame Prinzip ist, sollte der Effekt von 5-Ketoclomazone
durch ABT nicht wieder aufgehoben werden, sondern moglicherweise sogar verstiarkt werden.
Die Experimente bestdtigten diese Erwartungen: ABT hob die Ergriinungshemmung durch
Clomazone komplett wieder auf und fiihrte sogar zu einer etwas intensiveren Ergriinung. Die
Hemmung der Ergriinung durch 5-Ketoclomazone wurde durch ABT nicht aufgehoben
sondern verstérkt.

Die Versuche zur Hemmung der Isoprenemission sowie die Hemmversuche mit
ergrimender Gerste lassen sich also durch eine Bioaktivierung von Clomazone zu 5-
Ketoclomazone durch Cytochrom P4so erkldren. Weitere von Cytochrom Pg4so unabhéngige
Reaktionen von 5-Ketoclomazone zu evtl. weiteren aktiven Metaboliten lassen sich nicht
ausschliefen. Die Wirkung von Clomazone als Herbizid konnte somit darin liegen, dass
mehrere seiner oxidierten Abbauprodukte Enzyme des DOXP/MEP-Weges hemmen.

Enzymtests

Clomazone und 5-Ketoclomazone wurden von C. Miiller im Rahmen seiner Dissertation
bei Botanik II, Karlsruhe, an rekombinanter DXS aus Chlamydomonas reinhardtii und E. coli
sowie an rekombinanter DXR aus Arabidopsis thaliana getestet. Eine Hemmung wurde nur
festgestellt bei Chlamydomonas-DXS (MULLER et al., 2000) und E. coli-DXS (MULLER,
Dissertation in Arbeit) mit 5-Ketoclomazone. Die ICs-Werte lagen bei ca. 100 uM. Dies
bestitigt die Hypothese der Bioaktivierung von Clomazone zu 5-Ketoclomazone und zeigt das
Enzym DXS als moglichen neuen Angriffspunkt fiir Herbizide und Antibiotika auf. Die
Konzentration von 5-Ketoclomazone, bei denen die DXS gehemmt wird, sind allerdings nicht
besonders niedrig, so dass eine spezifische Hemmung der DXS durch einen Metaboliten als
einziges Prinzip der Clomazone-Wirkung fraglich erscheint. Moglicherweise sind noch
weitere Wirkorte von Clomazone oder seinen Metaboliten in Betracht zu ziehen. Denkbar
wiére aber auch, dass Unterschiede am Enzym DXS zwischen sensiblen und toleranten
Organismen vorliegen. Chlamydomonas und E. coli sind tolerant gegeniiber 0,1 mM
Clomazone oder Ketoclomazone (s.u.).

Es ist schon lidngst bekannt, dass Clomazone die Chloroplastenentwicklung von Vigna
unguiculata L. verzdgert. Die Ultrastruktur der Plastiden in behandeltem Gewebe wies
Vesikel, eine verminderte Anzahl von Thylakoiden sowie einen geringeren Stapelungsgrad
der Thylakoide auf (DUKE et al., 1986). Die gleichen ultrastrukturellen Merkmale von
Plastiden wurden fiir die Albino-Mutante clal-1 von Arabidopsis thaliana mit defekter DXS
beschrieben (MANDEL et al., 1996). Diese Befunde unterstiitzen die Annahme, dass eine
Hemmung der DXS, des ersten Enzyms des DOXP/MEP-Weges, eine Rolle im
Wirkungsmechanismus von Clomazone spielt.
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Hemmtests mit Algen und E. coli

Um fiir weitere Untersuchungen geeignete Organismen zu finden, die sensitiv gegeniiber
Clomazone oder Ketoclomazone sind, wurden E. coli sowie die Griinalgen Chlamydomonas
reinhardltii, Gloeotilopsis planctonica und Scenedesmus obliguus untersucht (siehe 3.6.2, S.
73). Das Wachstum von E. coli, Chlamydomonas und Gloeotilopsis wurde durch beide
Hemmstoffe (0,1 mM) nicht beeintrichtigt. Scenedesmus tolerierte 0,1 mM Clomazone,
wurde aber von 0,1 mM Ketoclomazone gebleicht und vollstindig abgetétet. 0,01 mM
Ketoclomazone wirkte ebenfalls stark wachstumshemmend und bleichend. Generell scheint
Scenedesmus obliquus also ein interessanter Organismus zur weiteren Untersuchung der
Wirkungsweise von Clomazone und seinen Metaboliten zu sein. Moglicherweise enthilt die
Alge geringere Aktivititen des entsprechenden Cytochrom Pyso-Enzyms als andere
Organismen, so dass Clomazone nicht aktiviert werden kann. Interessant wire in diesem
Zusammenhang auch ein Vergleich der Enzymausstattungen von Scenedesmus obliquus und
Scenedesmus acutus: Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit untersuchten S. obliguus konnten
das Wachstum und die Pigmentbildung von Scenedesmus acutus durch 20 uM Clomazone
gehemmt werden (SANDMANN und BOGER, 1986).

Weitere Clomazone-Derivate

Beim in vivo-Metabolismus von Clomazone in verschiedenen Mikroorganismen und
Sojabohnen kann durch N-Dealkylierung die Chlorbenzylgruppe angespalten werden
(SCHOCKEN, 1997). Weiterhin wurde postuliert, dass 5-Ketoclomazone einer hydrolytischen
Offnung seines heterozyklischen Rings unterliegen kann (s.u.). Kombiniert man beide
Reaktionen mit einer Reaktion der so entstandenen Hydroxamsdure zur Carbonsdure, gelangt
man zu Dimethylmalonsdure (sieche Abbildung 3-3). Dimethylmalonsdure wurde zwar in
keinem Organismus als Metabolit von Clomazone nachgewiesen, wére aber bei der
Sojabohnen-Studie der Analyse entgangen, da '*C-Clomazone verwendet wurde, das im
Chlorbenzylrest markiert war (ELNAGGAR et al., 1992). Metaboliten ohne den radioaktiven
Chlorbenzyl-Rest wurden nicht detektiert. 1 mM K-Dimethylmalonat wirkte nicht hemmend
auf die Isoprenemission von Platane (siche 3.3.2, S. 63). Dimethylmalonsdure ist also
entweder kein aktiver Metabolit von Clomazone oder Platane ist ihr gegeniiber tolerant.

CHANG et al. (1987) berichteten, dass verschiedene Isoxazolidinone (wie z.B. Clomazone)
dhnliche herbizidale Aktivitdten wie ihre synthetischen Vorldufer, chlorierte Hydroxamsduren
(sieche Abbildung 4-2), aufweisen. Beide Substanzklassen, Hydroxamsiuren und
Isoxazolidinone, zeigen zudem parallele Substituenteneffekte am aromatischen Ring, d.h. die
Reihenfolge der herbiziden Aktivitdten flir unterschiedliche Substituenten ist bei beiden
Substanzklassen die Gleiche. Diese Tatsache allein ist schon ein Hinweis darauf, dass
eventuell nicht Clomazone selbst die aktive Substanz ist, sondern ein gemeinsamer Metabolit
von Clomazone und dem entsprechenden synthetischen Hydroxamséaure-Vorldufer. Durch N-
Dealkylierung dieses Clomazone-Vorldufers konnte Chlorpivalohydroxamséure entstehen,
welche moglicherweise zu einer herbiziden Substanz weitermetabolisiert wird. 1 mM
Chlorpivalohydroxamséure konnte allerdings die Isoprenemission von Platane nicht hemmen
(siche Abbildung 3-3; 3.3.2, S. 63). Dies ist in Ubereinstimmung mit dem Befund, dass die
herbizide Aktivitdt von Isoxazolidin-3-onen (Bsp. Clomazone), ihren Hydroxamsdure-
Vorlaufern sowie den Isoxazolidin-3,5-dionen (Bsp. 5-Ketoclomazone) sehr empfindlich vom
Substitutionsmuster des aromatischen Rings abhidngt: Die hochste Aktivitdit wurde bei
Verbindungen mit Chlor in der Position 2 (ortho) gefunden. Andere Substituenten und
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Substituenten in anderen Positionen am Aromaten fiihrten zu weniger aktiven bis inaktiven
Substanzen (CHANG et al., 1987). Offenbar ist der 2-Chlorbenzyl-Rest fiir die
Wechselwirkung mit der oder den Bindestellen optimal. Die durch N-Dealkylierung
entstechenden ~ Metaboliten ~ 2-Chlorbenzylalkohol, = 2-Chlorbenzaldehyd und  2-
Chlorbenzoesdure sind sicherlich nicht fur die Wirkung von Clomazone verantwortlich, denn
sie wurden auch beim Metabolismus anderer Herbizide beschrieben (siche ELNAGGAR et al.,
1992) und fiihrten nicht zu Bleichsymptomen bei Tomatenkeimlingen (Konzentration 0,1
mM, SCOTT et al., 1994). Auch die Substitution des heterocyclischen Rings ist entscheidend
fiir die Clomazone-Wirkung: Optimal sind zwei Methylgruppen an C4 (CHANG ef al., 1987).

Offenbar ist das gesamte Kohlenstoffgeriist von Clomazone fiir seine Wirkung notwendig,
da nur wenige Verdnderungen am Molekiil moglich sind, ohne dass die herbizide Wirkung
verlorengeht. Die ausfiihrliche Studie der Struktur-Wirkungsbeziehungen von CHANG et al.
(1987) zeigt, dass die interessanteste Stelle in Clomazone-verwandten Molekiilen die Position
5 des Heterozyklus zu sein scheint: Die wirksamsten Herbizide enthalten an dieser Stelle
keinen Substituenten (Clomazone), =O (5-Ketoclomazone), -OCHj3;, -Cl oder -OH (5-
Hydroxyclomazone) (sieche Abbildung 4-2). Wie das Beispiel der Hydroxamsdure-Vorlaufer
(s.0.) zeigt, ist zwischen C5 und O auch eine Ringdffnung moglich, ohne die herbizide
Aktivitdt zu verlieren. Die Vermutung liegt nahe, dass eventuell ein gemeinsamer Metabolit
all dieser Verbindungen vorwiegend fiir die herbizide Wirkung verantwortlich ist. Ein solcher
Metabolit konnte 2,2-Dimethyl-3-ox0-3-[(2-chlorbenzyl)-hydroxyamino]-propansdure sein
(siche Abbildung 4-2). Diese Verbindung wurde als Hydrolyseprodukt von 5-Ketoclomazone
beim Metabolismus von Clomazone in Soyabohne postuliert (ELNAGGAR et al., 1992). In
dieser Studie wurde 5-Ketoclomazone aus der Aglykon-Fraktion der Metaboliten extrahiert,
d.h. dass es vermutlich zunéchst als Glykosid-Konjugat vorlag und dann im Trennungsgang
der Aufarbeitung durch Hydrolyse mit Cellulase freigesetzt wurde. Da Ketoclomazone aber
gar keine funktionellen Gruppen besitzt, die iiblicherweise der Konjugation mit Zuckern
dienen, wurde das oben genannte Propansédure-Derivat als Zwischenstufe angenommen: Beim
Metabolimus konnte es aus Ketoclomazone durch Hydrolyse (katalysiert z.B. durch
Esterasen) entstehen und dann mit einem Zucker tiber die N-OH-Gruppe zum Glykosid
verkniipft werden. Umgekehrt konnte das Propansdurederivat bei der Aufarbeitung aus dem
Glykosid durch enzymatische Hydrolyse entstanden und dann im sauren Millieu zu
Ketoclomazone lactonisiert worden sein. Dieser Vorgang war bei einer Clomazone-
Metabolismusstudie mit Ratten beobachtet worden (siche ELNAGGAR et al., 1992). Die
Hypothese, dass das Propansdurederivat der gemeinsame wirksame Metabolit der oben
genannten Verbindungen ist, erhielt durch eine kiirzlich veroffentlichte Patentanmeldung der
Arbeitsgruppe Jomaa Unterstiitzung, in der eine Hemmung rekombinanter DXR aus E. coli
durch  2,2-Dimethyl-3-0x0-3-[(2-chlorbenzyl)-hydroxyamino]-propansiure'>  beschrieben
wurde (JOMAA, 2000a). Der 1Cso-Wert wurde mit 20 uM bei 1 mM DOXP angegeben. Auch
das Wachstum in vitro von Plasmodium falciparum wurde durch die Substanz gehemmt (I1Cs:
28 uM). 20 uM ist jedoch ebenso wie der in der Karlsruher Arbeitsgruppe bestimmte ICsy-
Wert 100 uM von Ketoclomazone bei der DXS-Hemmung (s.0.) keine ausgesprochen
niedrige Konzentration flir einen effizienten Hemmstoff, so dass eine Hemmung der DXR
nach Bioaktivierung von Clomazone als sein Wirkmechanismus noch nicht endgiiltig
befriedigt. Hierbei ist wiederum zu bedenken, dass E. coli, die von JOMAA (2000a)
verwendete Enzymquelle fiir DXR, kein Clomazone-sensitiver Organismus ist, wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde (s.0.). Auch die Sojabohne (Glycine max L.), zu der im
Vergleich zu anderen Pflanzen die bisher umfangreichste Clomazone-Metabolismusstudie
publiziert worden ist, ist tolerant gegeniiber Clomazone (ELNAGGAR et al., 1992).

' Diese Verbindung enthiilt interessanterweise wie Fosmidomycin, IPOHA und die Aldose/Ketose-Isomerase-
Hemmer eine Hydroxamat-Gruppierung (O=C-N-OH, siche 4.2.2, S. 86).
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Es bleibt die Aufgabe, den Metabolismus von Clomazone in toleranten und sensitiven
Spezies ndher zu untersuchen, sowie verschiedene Metabolite an allen verfligbaren Enzymen
des DOXP/MEP-Weges zu testen, um den Wirkungsmechanismus und die Ursachen der
Selektivitdt von Clomazone aufzukldren. Vermutlich sind Toleranz und Sensitivitét gegeniiber
Clomazone durch ein komplexes Wechselspiel von Aktivierungs- oder Giftungsreaktionen
(Hydroxylierung und Weiteroxidation an C5, Hydrolyse) und Entgiftungsreaktionen
(Hydroxylierungen, Bildung von Glykosiden, N-Dealkylierung) bedingt, das von Spezies zu
Spezies unterschiedlich arbeitet. In jedem Fall stehen nun neue Leitstrukturen fiir Inhibitoren
der DXS (2,2-Dimethyl-3-0x0-3-[(2-chlorbenzyl)-hydroxyamino]-propansdure) und der DXR
(5-Ketoclomazone) fiir die Entwicklung neuer Herbizide und Antibiotika zur Verfiigung.

4.2.4 Vitamin Bs-Antagonisten

Bei der Suche nach Strukturanaloga zu Clomazone in Chemikaliendatenbanken fielen D-
und L-Cycloserin auf (sieche Abbildung 3-3), welche wie Clomazone einen Isoxazolidinon-
Ring enthalten. L-Cycloserin wurde aus Streptomyces-Arten isoliert und wird als orales
Antibiotikum gegen Tuberkulose eingesetzt (vgl. OLSON et al., 1998). 1 mM L-Cycloserin
hemmte die Isoprenemission von Platane zu 97%, D-Cycloserin zu 74% (siehe 3.3.3, S. 64).
Die Hemmung durch L-Cycloserin war konzentrationsabhéngig und bei einer Konzentration
von 0,1 mM noch deutlich messbar. Dieser Hemmeffekt beruht sicher nicht auf einer
Clomazone-dhnlichen Wirkungsweise von L-Cycloserin. Es ist bekannt, dass D- und L-
Cycloserin Vitamin Be-abhédngige Reaktionen wie z.B. Transaminierungen hemmen (PEISACH
et al., 1998; OLSON ef al., 1998). Um zu bestitigen, ob die Hemmung Pyridoxalphosphat-
abhéngiger Reaktionen die Isoprenemission zu hemmen vermag, wurden weitere solche
Inhibitoren (siehe Abbildung 3-3) an Platanus x acerifolia L. untersucht (siehe 3.3.3, S. 64). 1
mM Hydroxylamin hatte keine besondere Wirkung auf die Isoprenemission. In Enzymtests
deaktiviert Hydroxylamin, welches unspezifisch mit Carbonylgruppen zu Oximen reagiert
(VOLLHARDT, 1988), den Cofaktor Pyridoxalphosphat und fiihrt so zu einer Hemmung
(G1vAN, 1980). In vivo wird Hydroxylamin vermutlich abgefangen, bevor es an den Wirkort
gelangen kann. Auch 1 mM Theophyllin, ein Hemmstoff von Pyridoxalkinase (UBBINK et al.,
1989), hatte keine Wirkung. Isoniazid, ein Transaminase-Hemmstoff (GORE et al., 1971),
hatte ebenfalls bei 1 mM keinen Effekt. 1 mM Gabaculine, eine weiterer Transaminase-
Hemmstoff (KEDY et al., 1994), fiihrte zu 70 % Hemmung. Der Transaminase-Hemmer
Aminooxyacetat (AOA; CORNELL et al., 1984) war dhnlich wirksam wie L-Cycloserin bis zu
einer Konzentration von 0,1 mM. Der letzte Hemmstoff dieser Art, Aminoethoxyvinylglycin
(AVG; CLAUSEN et al., 1997), war bei 0,01 mM gerade noch wirksam. DOX, Pyruvat,
Pyridoxin und Pyridoxamin konnten die Hemmung der Isoprenemission in Platane durch
Cycloserin nicht aufheben (siehe 3.3.3, S. 64). Moglicherweise konnten Pyridoxin und
Pyridoxamin nicht in die aktiven Phosphate iiberfiihrt werden, oder letztere konnten nicht bis
zum aktiven Zentrum der gechemmten Enzyme vordringen.

Wie konnten diese Stoffe die Isoprenbildung beeinflussen? Es wurde schon von
DALAKISHVILI et al. (1989) berichtet, dass D,L-Cycloserin die Isoprenemission von Populus
deltoides-Protoplasten hemmt. Bei Zugabe von Pyridoxalphosphat oder Acetyl-CoA war die
Hemmung geringer. Die Interpretation der Autoren war, dass Acetyl-CoA in Chloroplasten
zumindest teilweise durch Transaminierung gebildet wird. Mit der Kenntnis des DOXP/MEP-
Weges der IPP-Biosynthese fiir Isopren (vgl. 3.2.1, S. 55 sowie ZEIDLER et al., 1997,
SCHWENDER et al. 1997, ZEIDLER und LICHTENTHALER, 1998) und andere plastidire
Isoprenoide bietet sich jedoch eine andere Interpretation an: Enthilt vielleicht der
DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosyntheseweg einen von Vitamin Be abhingigen Schritt? Dies
wiére durchaus denkbar, da z.B. von Pyridoxaminphosphat abhidngige Dehydratisierungen
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beschrieben worden sind (LEI et al., 1995). Wahrscheinlich enthdlt der DOXP/MEP-Weg
Dehydratisierungsschritte, bei denen die in DOXP noch enthaltenen OH-Gruppen auf dem
Weg zum [IPP abgespalten werden. Eine von Pyridoxaminphosphat abhéngige
Wasserabspaltung im mevalonatunabhéngigen [PP-Biosyntheseweg war bereits von
SCHWARZ (1994) vorgeschlagen worden.

Die Hemmung eines noch unbekannten, von Vitamin B¢ abhidngigen Schrittes im
DOXP/MEP-Weg durch Cycloserin oder andere Vitamin Bg-Hemmstoffe kann offenbar
jedoch nicht die einzige Wirkung dieser Substanzen sein. DALAKISHVILI et al. (1989)
beschrieben auch eine Hemmung der Photosynthese durch Cycloserin. Es ist verstindlich,
dass die Isoprenemission nachldsst, wenn die Photosynthese blockiert ist. Ein solcher Effekt
ist bekannt von DCMU (wie unter 3.3.4, S. 65, 4.2.5, S. 101 berichtet und schon von
RASMUSSEN und JONES, 1973; JONES und RASMUSSEN, 1975 bekannt war). Es ist allerdings
nicht unmittelbar einsichtig, auf welche Weise die Photosynthese durch Hemmung eines von
Vitamin B¢ abhéngigen Schritts beeintrichtigt werden sollte. Aus Lehrbiichern kann man
keinen Hinweis auf eine direkte Verbindung zwischen Vitamin B und Photosynthese
entnehmen. FEine solche Verbindung wurde aber von BLACK (1968) vorgeschlagen:
Pyridoxalphosphat unterstiitze die Photophosphorylierung in Spinat-Chloroplasten, wobei es
als reversibles Redoxreagenz wirken solle. Eine solche Rolle von Pyridoxalphosphat in der
Photosynthese konnte jedoch bis heute nicht bestitigt werden.

Es bietet sich eine plausiblere Verkniipfung zwischen Vitamin B¢ und der Photosynthese
an, die Photorespiration (siche Abbildung 4-3). In diesen Stoffwechselweg sind von Vitamin
Bs abhidngige Schritte involviert, ndmlich Glycin-Decarboxylase, Glycin-Aminotransferase
und Serin-Aminotransferase (vgl. RICHTER, 1996). Verschiedene Hemmstoffe der
Photorespiration wie z.B. Isoniazid (sieche Abbildung 3-3) hemmten auch die Photosynthese
und die Isoprenemission bei Arundo donax L. (HEWITT et al., 1990). Im Gegensatz dazu
wirkte Isoniazid in der vorliegenden Arbeit kaum auf die Isoprenemission von Platane (siehe
3.3.3, S. 64). Ebenso wenig hemmte Isoniazid die Isoprenemission von Hamamelis virginiana
L. (JONES und RASMUSSEN, 1975). Auch Aminooxyacetat (AOA; Abbildung 3-3) ist bekannt
dafiir, dass es Photorespiration und Photosynthese hemmt (GONZALEZ-MORO et al., 1997). In
der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass AOA die Isoprenemission von Platane
hemmt (sieche 3.3.3, S. 64).

Unter physiologischen Bedingungen (wenig CO,, viel O) ist Photorespiration bei Cs-
Pflanzen aufgrund der Oxygenase-Aktivitdt der Rubisco unvermeidlich und auch notwendig,
um die Photosynthese teilweise aufrecht zu erhalten und den Pigmentapparat der
Photosynthese zu schiitzen. Eine Unterbrechung des Photorespirationszyklus kann zur
Anreicherung von toxischen Stoffwechsel-Intermediaten, z.B. Ammoniak, und zu einer
Verarmung des Calvin-Zyklus an Substraten fithren (BOGER, 1989). Deshalb muss bei einer
Hemmung der Photorespiration mit einer Hemmung der Photosynthese (und damit indirekt
einer Hemmung der Isoprenemission) gerechnet werden. Die Photorespiration wurde aus
diesem Grund auch flir einen vielversprechenden Wirkort von zukiinftigen Herbiziden
gehalten (BOGER, 1989). Rechnet man auch die Ammoniak-Assimilation durch Glutamin-
Synthetase (GS) zum Photorespirationszyklus (RICHTER, 1996), so existiert schon ein
kommerziell erfolgreiches Herbizid, welches indirekt tiber Hemmung eines Teilschrittes der
Photorespiration die Photosynthese hemmt, der GS-Hemmer Phosphinothricin, auch bekannt
als Glufosinat. Phosphinothricin war urspriinglich als Teil eines antibiotischen Peptids aus
Streptomyces viridichromogenes 1isoliert worden (RAY, 1989). Das Ammonium-Salz von
Phosphinothricin ist der aktive Bestandteil des Herbizids ,,Basta‘.

Die Isoprenemission wird bei Gabe von Vitamin-Bg-Inhibitoren wohl eher wegen der
Hemmung der Photosynthese als direkt durch Hemmung der Photorespiration blockiert. Die
direkte Verbindung zwischen Photosynthese und Isoprenemission durch metabolische
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Abbildung 4-3 Verbindung zwischen Photorespiration, reduktivem Pentosephosphatzyklus
(Calvin-Zyklus) und Isoprenemission. Involvierte Enzyme: 1 Rubisco, 2 Phosphoglycolat-
Phosphatase, 3 Glycolat-Oxidase, 4 Katalase/Peroxidase, 5 Glycin-Aminotransferase, 6
Glycin-Decarboxylase-Komplex, 7 Glutamin-Synthetase, 8 Serin-Aminotransferase, 9
Hydroxypyruvat-Reductase, 10 D-Glycerat-Kinase, 11 DOXP/MEPWeg + IPP-Isomerase +
Isopren-Synthase, 12 Glutamin-2-Oxoglutarat-Aminotransferase. Die Enzyme 5, 6 und 8
sind Vitamin Bg-abhingig. Die Hemmung eines oder mehrerer dieser enzymatischen Schritte
konnte durch einen Anstau toxischer Intermediate oder Verarmung des reduktiven
Pentosephosphatzyklus an Kohlenstoff zu einer Hemmung der Photosynthese und damit zu
einer Hemmung der Isoprenemission flihren.
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Kopplung ist bekannt, eine direkte Verbindung zwischen Photorespiration und
Isoprenemission konnte bisher jedoch nicht nachgewiesen werden (MONSON und FALL, 1989;
HEWITT et al., 1990). Dass dieser Mechanismus (Hemmung der Photorespiration fiihrt zu
Hemmung der Photosynthese und damit zur Hemmung der Isoprenemission) jedoch nicht
zwingend bei jeder Art von Hemmung der Photorespiration auftreten muss, zeigt das Beispiel
Aminoacetonitril (AAN): Dieser Photorespirations-Hemmer blockiert die Glycin-
Decarboxylase, verhindert damit die Entstehung von Ammoniak, einem Substrat der
Glutamin-Synthetase, und flihrt damit zu einem Anstau von Glutamat (SCOTT-TAGGART,
1999). AAN fiihrte bei Arundo donax L. jedoch nicht zu einer Hemmung, sondern zu einer
Steigerung der Isoprenemission (HEWITT er al, 1990). Gegensétzlich dazu verhilt sich
Aminooxyacetat (AOA). AOA hemmt verschiedene von Vitamin Bg abhingige
Transaminasen und Decarboxylasen (BOGER, 1989). Ein Derivat von AOA, Benzadox, iibt
eine herbizide Wirkung inklusive Photosynthese-Hemmung aus, indem es in vivo zu AOA
hydrolysiert wird (BOGER, 1989). In der vorliegenden Arbeit hemmte AOA auch die
Isoprenemission von Platane (s.0.).

Aminoethoxyvinylglycin (AVG; Abbildung 3-3) wird hidufig als Hemmstoff der
Ethylenbiosynthese flir physiologische Untersuchungen verwendet (WENZEL ef al., 1995).
AVG hemmt neben anderen, von Vitamin Bs abhidngigen Reaktionen die Bildung von
Aminocyclopropancarbonsdure (ACC) aus S-Adenosylmethionin. ACC ist eine direkte
biosynthetische Vorstufe von Ethylen (vgl. RICHTER, 1996) und wird eingesetzt, um
Ethyleneffekte zu induzieren bzw. um Effekte von AVG wieder aufzuheben (BABIKER ef al.,
1993). Deshalb wurde nach Literatur gesucht, die einen moglichen Zusammenhang zwischen
Ethylen- und Isoprenbildung beschreibt. Tatséchlich war spekuliert worden, dass Ethylen ein
natiirliches Signal fiir die Stimulierung der Isoprenemission sein kénnte. Eine Verstdrkung der
Isoprenemission von Populus nigra L. wurde bei Begasung mit 2 % (Vol.) Ethylen gemessen
(MEHLHORN et al., 1998). Die unphysiologisch hohe Ethylenkonzentration stellt die
Bedeutung dieses Ergebnisses jedoch in Frage. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die
Hypothese, dass Ethylen die Isoprenbildung stimuliert, untersucht, indem die Wirkung von
AVG, ACC und der Kombination beider Substanzen auf die Isoprenemission von Platane
verglichen wurde (siehe 3.3.3, S. 64). ACC allein hatte keinen Effekt und konnte die
Hemmung der Isoprenemission durch AVG nicht autheben. Dies spricht dagegen, dass
Ethylen ein Signalgeber fiir die Isoprenemission von Platane ist. I mM CoCl,, ein Hemmstoff
der Umwandlung von ACC in Ethylen durch ACC-Oxidase, hemmte zwar ebenfalls die
Isoprenemission von Platane (siehe 3.3.3, S. 64), dies kann die Ethylenhypothese jedoch nicht
stiitzen, da CoCl, ebenfalls unspezifisch wirkt (WENZEL et al., 1995).

Die Inhibition der Isoprenemission von Platane durch AVG, AOA, Gabaculine und
Cycloserin ldsst sich also durch eine Hemmung der Photorespiration und eine daraus
resultierende Hemmung der Photosynthese erkldren. Wenn der Pigmentapparat mit seinem
Elektronentransport gestort wird, konnen weniger bzw. kein ATP oder NADPH mehr gebildet
werden. AuBerdem werden dann weniger oder kein Triosephosphat und Pyruvat fiir den
DOXP/MEP-Weg mehr zur Verfligung gestellt. Eine solche Verarmung an Isoprenvorstufen
sowie ATP und Reduktionsdquivalenten konnen zu einer Hemmung der Isoprenemission
filhren. Dieser Mechanismus konnte durch simultane Messung von Photorespiration,
Photosynthese, Isoprenemission und Metabolit-Stau nachgewiesen werden. Andere indirekte
Effekte oder eine direkte Hemmung des DOXP/MEP-Weges, der IPP-Isomerase oder der
Isopren-Synthase lassen sich jedoch nicht ausschlieBen. In jedem Fall sind Experimente mit
unspezifischen Inhibitoren mit Vorsicht zu interpretieren. Dies gilt insbesondere flir den
Einsatz von AVG als Ethylenbiosynthese-Hemmstoff.
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4.2.5 Weitere Hemmstoffe

Eine Reihe weiterer Substanzen, die nicht in die bisherigen Kategorien passen, wurde
hauptséchlich an Platane auf Hemmung der Isoprenemission getestet (siche Abbildungen 3-4
und 3-5; 3.3.4, S. 65).

Phosphonothrixin, ein Naturstoff mit Phosphonatgruppe aus Saccharothrix sp. (NAKAMURA
et al, 1999), hat breite, nicht-selektive, Glyphosat-dhnliche Herbizidwirkung, die zu
Chlorosen fiihrt. Der genaue Wirkungsmechanismus ist noch nicht bekannt. Die
Isoprenemission wurde von 1 mM Phosphonothrixin in der vorliegenden Arbeit nicht
wesentlich gehemmt. Vermutlich wirkt es nicht auf Photosynthese oder IPP- und Isopren-
Biosynthese.

Acetylmethylphosphinat (AMPI) ist ein Hemmstoff des mitochondriellen Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes (PDC) mit herbizider Wirkung (BAILLIE ef al., 1988). Bei der
oxidativen Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA durch PDC reagiert Pyruvat
zundchst mit Thiaminpyrophosphat (TPP) zu einem Intermediat, welches zu Hydroxyethyl-
TPP decarboxyliert. AMPI bindet vermutlich anstelle von Pyruvat an TPP, es kann aber keine
Decarboxylierung stattfinden und der Hemmstoff bindet dann irreversibel ans Enzym
(BAILLIE et al., 1988). Auch der plastiddire PDC wird durch AMPI gehemmt (GOLZ und
LICHTENTHALER, 1994). Da Isopren, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, nicht aus
Acetyl-CoA nach dem Acetat/Mevalonat-Weg gebildet wird, sollte eine Hemmung des PDC
die Isoprenemission nicht hemmen. Die DXS-Reaktion wird jedoch wahrscheinlich von
derselben Sequenz eingeleitet wie die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat durch PDC:
Pyruvat reagiert mit TPP und decarboxyliert zu Hydroxyethyl-TPP, welches dann von der
DXS auf GAP iibertragen wird. Deshalb war es denkbar, dass AMPI neben PDC auch die
DXS hemmen konnte. Dies sollte zur Hemmung der Isoprenemission fiihren. Bei Platanus x
acerifolia und Chelidonium majus L. kam es jedoch zu einer Steigerung der Isoprenemission
durch 0,1 - 1 mM AMPI (diese Arbeit). AMPI fiihrt zu einer starken Anreicherung von
Pyruvat und Alanin in Gerste (BAILLIE ef al., 1988). Wenn AMPI die DXS nicht hemmt,
konnte das erhohte Pyruvatangebot in einem Isoprenemitter zu verstérkter Isoprenbiosynthese
fithren. Es wiére in diesem Zusammenhang von Interesse, auch 1-Aminoethylphosphinat auf
Hemmung der Isoprenemission zu untersuchen. Diese Substanz wird offenbar in vivo durch
Transaminasen in Acetylphosphinat iiberfiihrt, einen noch potenteren Hemmstoff des
mitochondriellen PDC als AMPI (LABER und AMRHEIN, 1987; BAILLIE et al., 1988). Der
Wirkung von 1-Aminoethylphosphinat kann gemal3 der Aktivierung durch Transaminasen mit
L-Cycloserin und Aminooxyacetat (s.0.) entgegengewirkt werden (LABER und AMRHEIN,
1987).

Vier verschiedene kéufliche Phosphonate wurden wegen ihrer entfernten Verwandtschaft
mit Fosmidomycin an Platane untersucht: Phosphonat 1 = D,L-2-Amino-3-
phosphonopropionsdure, Phosphonat 2 = 3-Aminopropylphosphonsdure, Phosphonat 3 = 3-
Phosphonopropionsidure und Phosphonat 4 = D,L-2-Amino-4-phosphonobuttersdure. Alle
tibten eine gewisse Hemmwirkung aus, allerdings bei Konzentrationen grosser als 6 mM. Da
somit unspezifische Effekte zu vermuten waren, wurde dies nicht weiterverfolgt.

Salicylsdure ist eine Signalsubstanz, die im Rahmen der systemisch erworbenen Resistenz
bei Pflanzen Abwehrmechanismen gegen Pathogene stimuliert (vgl. RICHTER, 1996). 1 mM
Na-Salicylat hatte keinen Einfluss auf die Isoprenbildung von Platane. Der Salicylat-
Signalweg hat demnach vermutlich mit der Isoprenemission nichts zu tun.

Dimethylallylmethylendisulfonamid und Dimethylallylcarbamylsulfamid sind DMAPP-
Analoga. Diese Verbindungen sowie entsprechende Analoga zu GPP und FPP wirkten in
Zellkulturen menschlicher Haut-Fibroblasten hemmend auf den Acetat-Einbau in Fettsduren
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und in Cholesterol sowie auf den Einbau von Thymidin in DNA (CASTRO et al., 1996). Da
diese Prenylpyrophosphat-Analoga nichtionisch sind, sollten sie membrangingig sein und
konnten evtl. die Bildung oder den weiteren Metabolismus von DMAPP, d.h. hier
insbesondere die Isoprensynthase, hemmen. Gefunden wurde jedoch eine Stimulierung der
Isoprenemission von Platane bei 1 mM und 0,1 mM. Uber den Wirkmechanismus von
Dimethylallylmethylendisulfonamid und Dimethylallylcarbamyl-sulfamid ist nichts bekannt,
insbesondere nicht, ob die polaren Gruppen tatsidchlich als Pyrophosphat-Surrogate wirken
(CASTRO et al., 1996).

Chloramphenicol hemmt die prokaryotische Translation und damit auch die plastiddre
Proteinbiosynthese. Die Isoprenemission von Platane wurde durch 1 mM Chloramphenicol
gehemmt, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde. In unabhidngigen Experimenten in der
Arbeitsgruppe Sharkey (personliche Mitteilung, 2000) hemmten Chloramphenicol und
Cycloheximid (Hemmung der eukaryontischen bzw. cytosolischen Translation) sowohl die
Isoprenemission als auch die Photosynthese. Cycloheximid hemmte die Photosynthese stérker
als die Isoprenemission. Mdglicherweise vermindert die Hemmung der cytosolischen
Proteinbiosynthese die Fahigkeit Triosephosphat zu verwerten und fiihrt so zu einer
Riickkoppelungshemmung der Photosynthese durch Cycloheximid. Wenn Calvinzyklus und
photosynthetischer Elektronentransport unbeeinflusst blieben, konnten der DOXP/MEP-Weg
und die Isoprenemission weiterlaufen.

3-[3,4-Dichlorphenyl]-1,1-dimethylharnstoff (DCMU) hemmt den photosynthetischen
Elektronentransport am Photosystem II. Es ist bekannt, dass 0,1 mM DCMU auch zu einer
Hemmung der Isoprenemission von Hamamelis virginiana L. fithrt (RASMUSSEN und JONES,
1973; JONES und RASMUSSEN, 1975). Die Wirkung von DCMU auf die Isoprenbiosynthese
wird oft zitiert, wurde jedoch nach Wissen des Autors bisher nur fiir Hamamelis virginiana L.
publiziert. Dieser Effekt konnte in der vorliegenden Arbeit fiir Platanus x acerifolia bestitigt
werden. 0,1 mM DCMU hemmte die Isoprenbildung komplett. Die Kopplung der
Isoprenemission an die Photosynthese wird damit bestétigt.

Foroxymithine ist ein aus Actinomyceten gewonnenes Peptid, welches Komplexe mit
Eisenionen bildet und als Transportmolekiil fiir Eisen dient. Foroxymithine wird als
Hemmstoff des Angiotensin-umsetzenden Enzyms (angiotensine converting enzyme)
eingesetzt (UMEZAWA et al.,, 1985). Foroxymithine enthédlt zwei (N-Formyl-N-
hydroxyamino)-propyl-Gruppierungen. Fosmidomycin, welches die Isoprenemission hemmt,
ist (N-Formyl-N-hydroxyamino)-propylphosphonat. Aufgrund dieser Ahnlichkeit wurde auch
Foroxymithine auf Hemmung der Isoprenemission getestet. Eine 0,1 millimolare Losung hatte
allerdings keinen Einfluss auf die Isoprenbildung von Platane. Vermutlich kann die Substanz
nicht aufgenommen und zum potentiellen Wirkort transportiert werden.

Dimethylaminoethylpyrophosphat (DMAEPP) ist ein potenter Hemmstoff der IPP-
Isomerase (K; < 1,4 x 10" M fiir das Enzym aus Hefe). Das positiv geladene Stickstoffatom
von DMAEPP ahmt den carbokationischen Ubergangszustand der IPP-Isomerase nach.
(MUEHLBACHER und POULTER, 1988; SCHWAB und HENDERSON, 1990). Die Isoprenemission
von Populus nigra L. wurde durch 3,6 mM DMAEPP nicht gehemmt, wie in dieser Arbeit
gezeigt wurde. Es ist anzunehmen, dass der Wirkstoff aufgrund seiner Polaritét nicht an den
Wirkort gelangen konnte. Eine andere Erkldrung wire, dass DMAPP fiir die Isoprenbildung
unabhingig von IPP gebildet wird (sieche 4.3.2, S. 106).

Metolachlor ist ein wachstumshemmendes Herbizid aus der Klasse der Chloracetamide mit
vermutlich mehreren Wirkorten (BOGER und SANDMANN, 1989). Die stdrkste bis jetzt
beschriebene Wirkung der Chloracetamide ist die Hemmung der Biosynthese sehr
langkettiger (C24) Fettsduren (SCHMALFUSS et al.,, 2000). Da auch ein Einfluss von
Metolachlor auf Carotinoid und Gibberellin-Biosynthese beschrieben wurde (WILKINSON,
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1981), sollte eine mogliche Hemmung des DOXP/MEP-Weges der IPP-Biosynthese am
Isoprenemissionstest untersucht werden. 1 mM Metolachlor hemmte die Isoprenemission von
Platane allerdings nicht. Somit hat Metolachlor vermutlich keinen direkten Hemmeffekt auf
die plastiddre IPP-Biosynthese.

1-Fluor-1-deoxy-D-xylulose wurde von Prof. F. W. Lichtenthaler, Universitit Darmstadt,
erhalten und als moglicher Hemmstoff untersucht, da fluorierte Analoga zu
Stoffwechselintermediaten hiufig inhibitorisch wirken. 1-Deoxy-D-xylulose wird, wie durch
zahlreiche Einbauexperimente belegt, in der Regel gut aufgenommen, phosphoryliert und in
den DOXP/MEP-Weg eingeschleust. Dasselbe wurde auch vom 1-Fluor-Derivat erwartet.
Zudem wurde an der Methylgruppe fluoriertes IPP (3-Fluormethy-3-butenylpyrophosphat) als
irreversibler Hemmstoff der IPP-Isomerase beschrieben (MUEHLBACHER und POULTER, 1988;
SCHWAB und HENDERSON, 1990). Falls 1-Fluor-1-deoxy-D-xylulose phosphoryliert und von
den Enzymen des DOXP/MEP-Weges akzeptiert wiirde, wire spétestens auf der Stufe der
IPP-Isomerase eine Hemmung zu erwarten. Die Isoprenemission von Platane und Populus
alba x tremula wurde jedoch nicht wesentlich von 1 mM 1-Fluor-1-deoxy-D-xylulose
gehemmt. Auch das Wachstum von E. coli wurde durch 0,1 mM nicht gehemmt. Letzteres
wurde bestitigt von BOUVET und O'HAGAN (1999). Die Autoren hatten das 1-Fluor- und das
1,1-Difluorderivat von DOX auf antibiotische Aktivitét an E. coli und Staphylococcus aureus
getestet und keine Wirkung gefunden. Als mogliche Erklarung stellten Bouvet und O‘Hagan
fest, dass 1-Fluor-1-deoxy-D-xylulose und 1,1-Difluor-1-deoxy-D-xylulose in wissriger
Losung ausschlieBlich in der Ringform vorldgen, wihrend 1-Deoxy-D-xylulose in wéssriger
Losung vorwiegend in der offenkettigen Ketoform vorliegt. Die OH-Gruppe an C5 von 1-
Fluor-1-deoxy-D-xylulose wiére damit blockiert und keiner Phosphorylierung zugénglich.

Hemmung der Isoprenemission als neue Methode zum Wirkstoffscreening?

Fiir das Screening von herbiziden Wirkstoffen werden sowohl spezifische Tests (z.B.
Enzym-Assays) als auch unspezifische Tests benotigt. Unspezifische Bioassays sollten
moglichst viele potentielle Wirkorte in verschiedenen Geweben und Entwicklungszustinden
erfassen (BOGER, 1989). Screening-Tests sollten einfach und empfindlich sein. Der in dieser
Arbeit entwickelte UV-basierte [soprenemissionstest liegt in seiner Spezifitit in der Mitte. Er
erfasst zumindest den ganzen DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosynthese, die Photosynthese, die
Photorespiration und die Proteinbiosynthese. Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
Isoprenemissions-Hemmtest kann sehr einfach in jedem Labor ohne teure Spezialgerite
durchgefiihrt werden (siehe auch FuBinote 13, S. 89). Seine Anwendbarkeit und
Empfindlichkeit wurde insbesondere am Beispiel Fosmidomycin belegt. In diesem Fall
liessen sich die Ergebnisse sogar auf die Bekdmpfung des Malariaerregers iibertragen (JOMAA
et al., 1999b). Da der DOXP/MEP-Weg nicht auf Pflanzen beschriankt ist, sind die
Isoprenemission und weitere pflanzliche Testsyteme geeignet, zum Auffinden neuer
Leitstrukturen nicht nur fiir die Entwicklung neuer Herbizide, sondern auch neuer Antibiotika
und Mittel gegen Malaria und andere Parasitenerkrankungen beizutragen (LICHTENTHALER ef
al., 2000). Wiinschenswert wire hierzu eine Weiterentwicklung des Isoprentests in Richtung
eines hoheren Durchsatzes und Automatisierung (high throughput screening), so dass er z.B.
in Mikrotiterplatten mit Isopren-emittierenden Algen oder Cyanobakterien durchgefiihrt
werden konnte.

4.3 Neuere Erkenntnisse liber die IPP-Biosynthese

In den letzten Jahren lieferten biochemische Untersuchungen viele neue Erkenntnisse iiber
die IPP-Biosynthese. In besonderem Malle wird aber auch die immer schneller zunehmende
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Kenntnis von Gensequenzen helfen, mittels Homologiesuchen und phylogenetischen
Analysen die Fragen nach Verbreitung, Ursprung und Alter der beiden IPP-Biosynthesewege
zu beantworten. Der rasche Wissenszuwachs kann hier nicht umfassend wiedergegeben
werden. Neuentwicklungen auf dem Gebiet des Mevalonat-Weges sollen anhand einiger
Beispiele aufgezeigt werden.

4.3.1 Der Acetat-Mevalonatweg
Eubakterien und Archaea

Neue Erkenntnisse iiber den Acetat-Mevalonat-Weg der IPP- und Isoprenoid-Biosynthese
haben sich in den letzten Jahren bei den Eubakterien und Archaea ergeben. In diesen
Organismen war der Acetat-Mevalonat-Weg seit seiner Entdeckung 1958 (siehe 1.4.1, S. 19)
nur wenig untersucht worden. Die evolutiondre Geschichte dieses Stoffwechselweges scheint
wesentlich komplexer zu sein als erwartet. Ein wichtiger Befund auf der Basis von
Sequenzvergleichen ist, dass es zwei zwar homologe, aber klar unterscheidbare Klassen von
HMG-CoA-Reduktasen (HMGR) gibt. Archaea und Eukaryonten enthalten meist die Klasse 1
HMGR und Eubakterien die Klasse 2 HMGR (BOCHAR et al., 1999). Die Klasse 2 HMGR
von Pseudomonas mevalonii verwendet NAD" als Cosubstrat und dient dem Katabolismus
von Mevalonat als Kohlenstoffquelle, im Gegensatz zu den Klasse 1 HMGRs, die NADPH
verwenden und zur IPP-Biosynthese dienen. Andere Klasse 2 HMGRs wie die von
Staphylococcus aureus akzeptieren sowohl NADH als auch NADPH und sind essentiell fiir
die IPP-Biosynthese. Die HMGR von Staphylococcus aureus wird von Fluvastatin mit einem
10* fach héheren K; (320 pM) gehemmt als Klasse 1 HMGRs (WILDING et al., 2000b). Wenn
die bakteriellen Klasse 2 HMGRs weniger stark von Statinen gehemmt werden, zeigt dies an,
dass es evtl. moglich ist, Inhibitoren zu finden, die spezifisch Klasse 2 HMGRs hemmen,
ohne z.B. die menschliche Klasse 1 HMGR zu beeinflussen. Klasse 2 HMGRs sind damit
ebenso wie die DOXP-Reduktoisomerase des DOXP/MEP-Weges der IPP-Biosynthese
potentielle Wirkorte flir spezifische Antibiotika.

Ein anderer interessanter Befund ist die Tatsache, dass sich die Verbreitung der Gene des
MVA-Wegs und des DOXP/MEP-Wegs nicht durch einfache vertikale Vererbung erkliren
lasst. Phylogenetische Analysen und Sequenzvergleiche zeigen, dass offenbar innerhalb und
zwischen Bakterien, Archaea und Eukaryonten haufig lateraler Gentransfer stattgefunden hat.
Dies gilt insbesondere fliir den Mevalonat-Weg (BOUCHER und DOOLITTLE, 2000).
Beispielsweise besitzt das Bakterium Vibrio cholerae, welches die Gene des DOXP/MEP-
Wegs enthilt, auch eine Klasse 1 HMGR, die ein Vorfahre von V. cholerae offenbar von
einem Archaeon erworben hat. Umgekehrt hat das Archaebakterium Archaeoglobus fulgidus
eine Klasse 2 HMGR durch lateralen Transfer von einem Eubakterium erhalten (BOUCHER
und DOOLITTLE, 2000). Archaebakterien verwenden den MVA-Weg und haben keine Gene
des DOXP/MEP-Weges. Erstaunlicherweise fehlen ihnen aber auch Orthologe zu Proteinen,
die Phosphomevalonat zu Geranylpyrophosphat umsetzen'®. Welche Enzyme diese scheinbar
fehlenden Funktionen ersetzen, werden erst zukiinftige biochemische Untersuchungen zeigen
(vgl. BOUCHER und DOOLITTLE, 2000; SMIT und MUSHEGIAN, 2000).

Bei Bakterien, in denen der MVA-Weg zusammen mit dem DOXP/MEP-Weg vorkommt,
scheint der MVA-Weg hauptsichlich zur Biosynthese von Sekundirstoffen zu dienen
(BOUCHER und DOOLITTLE, 2000). Nur eine Minderheit der Bakterien scheint ausschlieflich
den Mevalonat-Weg zu verwenden (BOUCHER und DOOLITTLE, 2000). Eine interessantes

'® Offenbar fehlen in den sequenzierten Genomen von 19 Bakterien und 5 Archaea auch Orthologe zum IPP-
Isomerase-Gen (CUNNINGHAM et al., 2000; siche auch 4.3.2, S. 106)
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Beispiel ist das fakultativ anaerobe, photosynthetische Bakterium Chloroflexus aurantiacus,
welches den MVA-Weg fiir die Biosynthese des Diterpens Verrucosanol benutzt (RIEDER et
al., 1998). Damit ist Chloroflexus einer der wenigen bisher bekannten photosynthetischen
Organismen, in denen wahrscheinlich ausschlieBlich der MVA-Weg aktiv ist. Eine weitere
Ausnahme ist der eukaryontische Einzeller Euglena gracilis (MULLER, 1997; DISCH et al.,
1998b; siehe 4.3.2, S. 106). Euglena konnte den MVA-Weg im Zuge der genetische
Umorganisierung nach dem zweiten Endosymbioseereignis, welches zum Erwerb eines von
drei Biomembranen umgebenen Plastiden gefiihrt hatte, verloren haben (vgl. LICHTENTHALER,
1999).

Pilze und Hefen

Aufgrund von Sequenzanalysen und Markierungsexperimenten nimmt man an, dass Hefen
und Pilze nur den Mevalonatweg enthalten (DISCH und ROHMER, 1998). Nicht ganz in dieses
Bild passt der Befund, dass Lovastatin (= Mevinolin) die Bildung von Gibberellinen, nicht
aber jene von Sterolen und Carotinoiden in Gibberella fujikoroi hemmt (GIORDANO et al.,
1999). Vielleicht liegt dies an der unterschiedlichen Kompartimentierung der verschiedenen
Isoprenoidbiosynthesen, oder G. Fujikoroi enthidlt zusétzlich eine Lovastatin-resistente HMG-
CoA-Reductase mit geringer Homologie zu der einzigen bisher gefundenen HMGR.
Isoprenoidbiosynthesen in verschiedenen Zellkompartimenten wurden auch fiir Carotinoide
und Sterole in dem Pilz Phycomyces blakeleeanus nachgewiesen (BEJARANO und CERDA-
OLMEDO, 1992).

Andere Eukaryonten

Homologiesuchen in Gendatenbanken und Markierungsexperimente konnten flir
nichtphotosynthetische Eukaryonten bisher nur den gut dokumentierten Mevalonat-Weg
nachweisen, so dass der DOXP/MEP-Weg dort vermutlich nicht vorhanden ist. Eine
Ausnahme ist das zu den Apikomplexa zéhlende Plasmodium falciparum (siehe 4.2.2, S. 86;
JOMAA et al., 1999b).

Bisher wurde allgemein angenommen, dass die Cholesterolbiosynthese in Sdugetieren im
Cytosol/ER ablduft. Neuerdings wurde jedoch nachgewiesen, dass auch Peroxisomen HMGR,
Mevalonat-Kinase, Phosphomevalonat-Kinase, Phosphomevalonat-Decarboxylase und FPP-
Synthase enthalten (ABOUSHADI ef al., 1999). Die Bedeutung dieses Befundes ist noch unklar.

Pflanzen

Das Vorkommen des Mevalonat-Wegs im Cytosol von Pflanzen ist gut belegt (siehe z.B.
BACH, 1995; BACH ef al., 1999) und wurde auch in neuerer Zeit im Zuge der Aufkldarung des
DOXP/MEP-Weges der IPP-Biosynthese immer wieder bestdtigt (siche die in 4.3.2, S. 106
zitierten Ubersichtsartikel). Da dieser Weg in den Plastiden vorkommt (siehe 4.3.2, S. 106),
wurde auch das mitochondrielle Kompartiment von Pflanzen einer neuen Untersuchung
unterzogen. Mitochondrien leiten sich wie Plastiden von ehemals endosymbiontischen
Bakterien ab (MARTIN, 1999). Plastiden und Cyanobakterien haben gemeinsame Vorfahren
und besitzen beide den DOXP/MEP-Weg (LICHTENTHALER, 1999). Die Vorldufer der
Mitochondrien waren vermutlich Vorfahren heutiger a-Proteobakterien (vgl. SCHINDLER und
LICHTENTHALER, 1984; GRAY ef al., 1999). Zu den letzteren gehoren z.B. Zymomonas mobilis
und Rhodobacter capsulatus, welche den DOXP/MEP-Weg besitzen (BOUCHER und
DoOLITTLE, 2000). Deshalb lige der Verdacht nahe, dass auch Mitochondrien den
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DOXP/MEP-Weg enthalten konnten. Dieser Verdacht konnte aber fiir die Biosynthese von
Ubichinon-10 in Tabak-Zellkulturen ausgerdumt werden (DISCH ef al. 1998a). Durch Einbau
verschiedener "*C-markierter Glucosen wurde in Ubereinstimmung mit dlteren Experimenten
gezeigt, dass Sterole und die Prenyl-Seitenkette des mitochondriellen Ubichinons aus
Mevalonat gebildet werden. Anders als Plastiden besitzen Mitochondrien vermutlich keine
eigene [PP-Biosynthese, sondern sind auf die Versorgung aus dem cytosolischen
Mevalonatweg angewiesen, worauf auch Fiitterungsversuche mit Mevinolin hingewiesen
hatten (DOLL et al., 1984; SCHINDLER et al., 1985).

Monoterpene werden generell in Plastiden nach dem DOXP/MEP-Weg gebildet (siche
4.3.2, S. 106). Eine Ausnahme hierzu ist der rote Farbstoff Shikonin aus Lithospermum
erythrorhizon, welcher einen von GPP abgeleiteten hemiterpenen Anteil besitzt. Shikonin
wird aus Mevalonat synthetisiert (LI ef al., 1998). Im Einklang damit enthilt Lithospermum
erythrorhizon auch eine cytosolische GPP-Synthase (siehe 1.3, S. 18; SOMMER et al., 1995).
Shikonin ist der bisher einzige Monoterpen-abgeleitete pflanzliche Naturstoff, fiir den eine
Bildung tiber den Acetat/Mevalonat-Weg nachgewiesen wurde.

4.3.2 Der DOXP/MEP-Weg der IPP-Biosynthese

Seit der ersten Beschreibung des DOXP/MEP-Weges in Bakterien (ROHMER et al., 1993)
und in Griinalgen (SCHWENDER ef al., 1995; LICHTENTHALER et al., 1995) (siehe 1.4.2, S. 21)
sind sehr viele Erkenntnisse iiber seine Verbreitung und seine enzymatischen Schritte von
verschiedenen Arbeitsgruppen erarbeitet worden. Viele Aspekte sind im Detail in mehreren
Ubersichtsartikeln beschrieben worden (LICHTENTHALER ef al., 1997a; LICHTENTHALER,
1998, 1999; KNOSS und REUTER, 1998; EISENREICH et al., 1998; KNOSS, 1999; ROHMER,
1998, 1999a, 1999b, 1999c; BOUCHER und DOOLITTLE, 2000; LICHTENTHALER et al., 2000).
Die wichtigsten Entdeckungen und einige neuere Literatur werden hier noch einmal
dargestellt.

Nomenklatur des DOXP/MEP-Weges

Es ist wiinschenswert, einen kurzen und aussagekriftigen Namen fiir den alternativen oder
mevalonatunabhingigen = IPP-Biosyntheseweg zu finden. Héufig wurde dieser
Stoffwechselweg deshalb GAP/Pyruvat-Weg genannt, oder nach dem ersten Zwischenprodukt
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Weg, DOXP-Weg, wie von Lichtenthaler vorgeschlagen
wurde (LICHTENTHALER, 1998), oder DXP-Weg. Da DOXP aber auch Vorldufer fir
Thiaminpyrophosphat (Vitamin B;) und Pyridoxalphosphat (Vitamin Bg) ist (sieche 1.4.2, S.
21), wurde auf dem ,4™ European Symposium on Plant Isoprenoids“ (Barcelona, 21.-
23.4.1999) vorgeschlagen, den Weg entweder nach seinem Entdecker Michel Rohmer zu
benennen, oder ihn nach dem ersten, vermutlich fiir die IPP-Biosynthese spezifischen
Intermediat 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (s.u.) als MEP-Weg zu bezeichnen. Eine
Mehrheit der Teilnehmer der Konferenz sprach sich fiir MEP-Weg aus. Die Ansicht, dass
MEP das erste spezifisch nur fiir die Isoprenoidbiosynthese verwendete Intermediat des
alternativen IPP-Biosyntheseweges sei, kann aber insofern angezweifelt werden, als sich in
vielen Organismen aus MEP gebildete Verbindungen anhdufen, die nicht von IPP oder
DMAPP abgeleitet und somit auch keine Isoprenoide sind. Diese Nebenprodukte sind 2-C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclopyrophosphat, welches von bestimmten Bakterien unter
oxidativem Stress produziert wird (OSTROVSKY et al., 1998; LYSAK et al., 1999), sowie 2-C-
Methyl-D-erythritol und 2-C-Methyl-D-erythrono-1,4-lacton, welche in vielen Pflanzen
gebildet werden (FELLERMEIER ef al., 1998, SAGNER et al., 1998a). 2-C-Methyl-D-erythritol-
2,4-cyclopyrophosphat ist zwar inzwischen als weiteres echtes Intermediat des DOXP/MEP-
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Weges bekannt (s.u.), 2-C-Methyl-D-erythritol und 2-C-Methyl-D-erythrono-1,4-lacton
miissen jedoch als Nebenprodukte angesehen werden. Ob die Bildung dieser Verbindungen
aus MEP dhnlich weit verbreitet ist wie die der Vitamine B; und B¢ aus DOXP, d.h. ob MEP
eine ,,echte” Verzweigungsstelle darstellt wie DOXP, wird sich zeigen.

Der Name DOXP- oder DXP-Weg ist frith geprigt worden (LICHTENTHALER, 1998) und die
Erfahrung zeigt, dass sich der Sprachgebrauch nicht nach Empfehlungen richtet, sondern eher
nach Gewohnheiten. Schon die Gewohnheit, von der IPP-Biosynthese zu sprechen, kann
jedoch in Frage gestellt werden, da zumindest flir E. coli gezeigt wurde, dass sich der Weg in
Richtung IPP und DMAPP gabelt (s.u.; RODRIGUEZ-CONCEPCION ef al., 2000). Als
Kompromiss bietet sich hier fiir die mevalonatunabhingige IPP- und DMAPP-Biosynthese
der Doppelname DOXP/MEP-Weg an, wie er in dieser Arbeit und in einigen Publikationen
schon genannt wurde. Auch fiir den Mevalonatweg der IPP-Bildung wird hiufig der
Doppelname Acetat/Mevalonat-Weg verwendet.

Intermediate, Enzyme und Gene des DOXP/MEP-Weges

Der erste Schritt des DOXP/MEP-Weges besteht in der Bildung von 1-Deoxy-D-xylulose-
5-phosphat (DOXP) aus Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) und Pyruvat. Dabei wird in einer
Transketolase-artigen Reaktion Pyruvat decarboxyliert und auf Thiaminpyrophosphat
tibertragen und der entstandene aktivierte Acetaldehyd wird mit GAP verkniipft (siche
Abbildung 4-4). Die Reaktion wird durch die DOXP-Synthase (DXS) katalysiert. DXS wurde
kloniert und charakterisiert aus der Griinalge Chlamydomonas (SCHWENDER et al., 1999) und
verschiedenen Pflanzen (LANGE ef al., 1998; BOUVIER ef al., 1998; DELLAPENNA und MOEHS,
1999; ARAKI et al., 2000; ESTEVEZ et al., 2000; Lois et al., 2000) sowie verschiedenen
Bakterien (SPRENGER et al., 1997; LOIS et al., 1998; HARKER und BRAMLEY, 1999; MILLER et
al, 1999; ALTINCICEK et al., 2000; KUZUYAMA et al., 2000c). “C-DOXP wurde in
Chromoplasten aus Capsicum anuum und Narzissenbliiten in [-Carotin eingebaut
(FELLERMEIER et al., 1999). Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Einbauexperimente
mit [1-°H;]-DOX in Isopren und 2-Methyl-3-buten-2-0l sowie die weiteren
Einbauexperimente der Karlsruher und anderer Arbeitsgruppen mit DOX bestidtigen DOXP
als das erste Intermediat des DOXP/MEP-Wegs der Isoprenoidbiosynthese. Die ersten in
einer Fachzeitschrift publizierten Berichte iiber einen Einbau von DOX in Isoprenoide
entstanden aus dieser Arbeit (ZEIDLER et al., 1997; SCHWENDER et al., 1997).

DOXP wird im néchsten Schritt von DOXP-Reduktoisomerase (DXR) in 2-C-Methyl-D-
erythritol-4-phosphat (MEP) umgewandelt. Die Reaktion besteht in einer Ketol-Umlagerung
des Kohlenstoffgeriists, gefolgt von einer NADPH-abhédngigen Reduktion. DXR wurde
kloniert und charakterisiert aus verschiedenen Pflanzen (LANGE und CROTEAU, 1999b;
SCHWENDER et al., 1999), Bakterien (TAKAHASHI et al., 1998; ALTINCICEK et al., 2000;
GROLLE et al., 2000; KUZUYAMA et al., 2000d; MILLER et al., 2000) und Plasmodium
falciparum (JOMAA et al., 1999b). Der stereochemische Verlauf des Reduktionsschrittes in
der DOXP-Reduktoisomerase-Reaktion ist flir die Bakterien E. coli (RADYKEWICZ et al.,
2000), Synechocystis sp. PCC6803 (PROTEAU et al., 1999) und die Pflanze Liriodendron
tulipifera (ARIGONI et al., 1999b) untersucht worden. In allen Féllen wurde festgestellt, dass
ein Hydrid-Ion von NADPH auf der Re-Seite des intermedidren Aldehyds tibertragen wird.
Das C3-Proton von DOXP wird zum Hg; an C1 von MEP. DXR ist somit eine Klasse B-
Dehydrogenase. Der Verlauf entspricht stereochemisch dem der Ketolsdure-
Reduktoisomerase in der Biosynthese von Valin, Leucin und Isoleucin. '*C-MEP wurde in
Chromoplasten aus Capsicum anuum und Narzissenbliiten in [-Carotin eingebaut
(FELLERMEIER ef al., 1999).
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Abbildung 4-4 Der DOXP/MEP-Weg der IPP- und DMAPP-Biosynthese in Bakterien und den
Plastiden von Pflanzen. 1 Pyruvat, 2 D-Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP), 3 1-Deoxy-D-
xylulose-5-phosphat (DOXP), 4 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP), 5 4-(Cytidin-5'-
diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol (CDP-ME), 6 4-(Cytidin-5"-diphospho)-2-C-methyl-D-
erythritol-2-phosphat (CDP-ME2P), 7 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclopyrophosphat (MECPP),
8 Isopentenylpyrophosphat (IPP), 9 Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP). Der DOXP/MEP-Weg
bildet in E. coli und moglicherweise auch in Pflanzen IPP und DMAPP auf getrennten Routen.
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Die folgenden enzymatischen Schritte sind erst seit kurzem bekannt und waren von ihrem
Verlauf her unerwartet: MEP reagiert mit CTP zu 4-(Cytidin-5"-diphospho)-2-C-methyl-D-
erythritol (CDP-ME) und anorganischem Pyrophosphat. Die CDP-ME-Synthase wurde aus E.
coli (ROHDICH et al., 1999; KUZUYAMA et al., 2000a) und Arabidopsis (ROHDICH et al.,
2000a) kloniert. [2-'*C]-CDP-ME wurde in Carotinoide in Capsicum annuum-Chromoplasten
eingebaut (ROHDICH et al., 1999).

CDP-ME wird im vierten Schritt durch CDP-ME-Kinase ATP-abhingig an der 2-OH-
Gruppe phosphoryliert. Es entsteht 4-(Cytidin-5"-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol-2-
phosphat (CDP-ME2P). CDP-ME-Kinase wurde aus E. coli (KUZUYAMA et al., 2000b;
LUTTGEN ef al., 2000) und aus Tomate (ROHDICH et al., 2000b) kloniert. Dasselbe Enzym aus
E. coli, welches von dem Gen ychB codiert wird, und das Orthologe aus Mentha x piperita,
wurden zuvor als Isopentenylmonophosphat-Kinase beschrieben (LANGE und CROTEAU,
1999a). Diese IPP-bildende Enzymaktivitit konnte von ROHDICH ef al. (2000b) und
KuUzUYAMA et al. (2000b) nicht gemessen werden. Von LANGE und CROTEAU (1999a) wurde
fiir das partiell gereinigte E. coli-Enzym eine spezifische Isopentenylmonophosphat-Kinase-
Aktivitit von ca. 1,1 pmol mg™ min™ (= ca. 1 pUnit pro mg Protein) angegeben. Bei einer aus
dem publizierten Elektropherogramm geschétzten Reinheit von 1% ,,verbessert™ sich die
spezifische Aktivitét auf ca. 0,1 mUnits pro mg. Dem stehen die von ROHDICH et al. (2000b)
fiir das Enzym aus Tomate und von KUZUYAMA et al. (2000b) fur das E. coli-Enzym
gemessenen CDP-ME-Kinase-Aktivititen von 33 bzw. 40 Units pro mg gegeniiber. Die
Isopentenylmonophosphat-Kinase-Aktivitit ist also um mindestens 5 GroBenordnungen
kleiner und kann daher kaum relevant sein. [2-'*C]-CDP-ME2P wurde in Carotinoide in
Capsicum annuum-Chromoplasten eingebaut (LUTTGEN et al., 2000).

Im flinften Schritt des DOXP/MEP-Weges wird CDP-ME2P unter Abspaltung von
Cytidinmonophosphat (CMP) zu 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclopyrophosphat (MECPP)
umgesetzt. MECPP-Synthase wurde aus E. coli kloniert (HERZ ef al., 2000; TAKAGI et al.,
2000). [2-"*C]-MECPP wurde in Carotinoide in Capsicum annuum-Chromoplasten eingebaut
und [2-"*C]-DOXP, [2-'*C]-MEP, [2-"*C]-CDP-ME und [2-'*C]-CDP-ME2P wurden in
MECPP in Capsicum annuum-Chromoplasten eingebaut (HERZ ef al., 2000). MECPP ist
damit nicht nur ein Nebenprodukt des DOXP/MEP-Wegs, dass sich bei oxidativem Stress in
bestimmten Bakterien anhduft (s.0., Abschnitt Nomenklatur), sondern auch ein echtes
Zwischenprodukt auf dem Weg zu IPP und DMAPP. Vielleicht ist die Anhdufung von
MECPP bei gleichzeitig verminderter Akkumulation von Isoprenoiden unter oxidativem
Stress in einigen Bakterien (OSTROVSKY et al., 1998) durch einen Hemmung des Folgeschritts
bedingt.

Der DOXP/MEP-Weg verbraucht also CTP (CDP-ME-Synthase) unter Bildung von CMP
(MECPP-Synthase).  Es  ist  verniinftig,  anzunehmen, dass CMP  durch
Nucleosidmonophosphat-Kinasen und Nucleosiddiphosphat-Kinasen im Sinne eines ,,salvage
pathway* iiber CDP wieder in CTP iiberfiihrt wird. Der Bedarf von 2 ATP fiir dieses CTP-
Recycling sollte in Energiebilanzen beriicksichtigt werden. Dies kann z.B. eine Rolle fiir die
mathematische Modellierung industriell genutzter Isoprenoidbiosynthesen oder der
Isoprenemission spielen (siche Abschnittsende 4.1.2, S. 81). Die Notwendigkeit von CTP-
Recycling fiir den DOXP/MEP-Weg in Plastiden konnte erkldren, weshalb
Spinatchloroplasten aus [y>°P]-ATP bevorzugt [y>°P]-CTP gegeniiber GTP und UTP bilden
(BOVET et al., 1999). Von der CDP-ME-Synthase wird anorganisches Pyrophosphat aus CTP
abgespalten. Die Isoprenoidbiosynthese nach dem DOXP/MEP-Weg produziert also mehr
Pyrophosphat, als nur aus den kettenverlingernden Prenyltransferase-Schritten zu erwarten
ist. Gerade in Isopren-produzierenden Pflanzen mit ihrem hohen Stofffluss durch den
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DOXP/MEP-Weg diirften so betriichtliche Mengen an Pyrophosphat entstehen'’. Ob
Pyrophosphat einfach nur hydrolysiert wird und damit die Reaktionen irreversibel macht oder
noch weitere Bedeutung fiir den Stoffwechsel haben konnte, ist unbekannt.

Die endsténdige Phosphatgruppe des Pyrophosphatrestes von IPP und DMAPP stammt also
nicht wie zunichst erwartet aus einer von ATP abhéngigen Phosphorylierung, sondern aus der
cher ungewdhnlichen Anlagerung von CTP'®. Diese Reaktion, die von CDP-ME-Synthase
katalysiert wird, wurde durch zwei interessante Strategien gefunden. KUZUYAMA et al
(2000b) konstruierten dazu einen E. coli-Stamm, der den Teil des Mevalonat-Wegs von
Mevalonat zu IPP besitzt. Dieser Stamm enthilt zusitzlich die Gene fiir Mevalonat-Kinase,
Phosphomevalonat-Kinase =~ und  Pyrophosphomevalonat-Decarboxylase. =~ Mevalonat-
auxotrophe Mutanten eines solchen Organismus miissen einen Defekt im DOXP/MEP-Weg
haben. Damit kénnen Gene kloniert werden, die den Defekt autheben. ROHDICH et al. (1999)
gingen einen anderen Weg. Bei der Inkubation von Protein-Extrakten aus E. coli mit
markiertem MEP wurde eine CTP-abhingige Reaktion gefunden und das Produkt
identifiziert. Anstatt nun das Enzym zu reinigen und partiell zu sequenzieren und mit dieser
Information das Gen zu klonieren, wurde in Datenbanken nach Enzymen gesucht, von denen
bekannt war, dass sie die analoge Bildung von CDP-Konjugaten katalysieren. Es wurde acs/
aus Haemophilus influenzae gefunden, das dhnlich zu einem weiteren Gen namens ygbP ist.
Das Vorkommen von Orthologen zu yghP in verschiedenen Bakterien- und Pflanzen-
Genomen korrelierte mit der Gegenwart der bis dahin bekannten Gene fiir DXS und DXR.
Mit dieser Strategie wurden schlieBlich auch die Gene fiir die weiteren Schritte, CDP-ME-
Kinase und MECPP-Synthase gefunden (s.0.). Diese Studien zeigen, welche Bedeutung
Genomsequenzierung und Bioinformatik in Verbindung mit dem biochemischen Nachweis
der Genfunktion und der Produktidentifizierung enzymatischer Reaktionen fiir die Aufklarung
von Stoffwechselwegen in der Zukunft haben werden.

Weitere Schritte des DOXP/MEP-Weges

Mit der oben beschrieben Strategie, in Datenbanken nach Genen zu suchen, die nur in
Organismen mit bekannten Genen des DOXP/MEP-Wegs auftreten, nicht aber in Organismen
mit dem Mevalonat-Weg, fand eine andere Arbeitsgruppe inzwischen zwei weitere
Kandidaten, /ytB und gcpE (CUNNINGHAM et al., 2000). Eine weitere Strategie half, die
Beteiligung von [ytB am DOXP/MEP-Weg zu belegen: E. coli-Stimme wurden so
modifiziert, dass sie farbige Carotinoide bilden konnen. Transformation solcher Stimme mit
genomischen Bibliotheken aus Bakterien und pflanzlichen cDNA-Bibliotheken fiihrte zu
Kolonien mit sichtbar verstdrkter Lycopin-Produktion. Orthologe des E. coli-Gens lytB aus
Synechocystis und der Pflanze Adonis aestivalis konnten die Carotinoid-Akkumulation
verstidrken. Dasselbe wurde fiir DXS aus Tagetes erecta und IPP-Isomerase aus Arabidopsis
gefunden'’. Die Mutation von /B in Symechocystis durch Insertion war lethal. Das
Wachstum wurde durch Zugabe der Alkohol-Analoga von IPP und DMAPP, 3-Methyl-3-
buten-1-ol und 3-Methyl-2-buten-1-o0l, zum Medium wiederhergestellt (CUNNINGHAM et al.,
2000; siehe auch 4.1.2, S. 81). Die Funktion von /ytB und gcpE wurde noch nicht
nachgewiesen. Ein anderes Gen, das mit dem hier betrachteten nicht verwandt ist, ist leider
auch mit /yrB bezeichnet worden (GARCIA et al., 1999).

'7 Zusitzlich zur CDP-ME-Synthase wird auch von der Isopren-Synthase Pyrophosphat gebildet, d.h. je
Isoprenmolekiil entstehen zwei Pyrophosphat-Ilonen.

'8 Analoge Cytidyltransferase-Reaktionen kommen z.B. in der Phospholipidbiosynthese (vgl. VOET und VOET,
1995) und der Biosynthese bestimmter Deoxy-Zucker in Bakterien vor (LI1U und THORSON, 1994).

' Mit einer verwandten Strategie von HEMMI ef al. (1998) zur Identifizierung moglicher Isoprenoidbiosynthese-
Gene wurden Mutationen in 29 Loci kartiert, die die Lycopinakkumulation in E. coli verminderten. LytB, gcpE
und dxs wurden nicht gefunden, aber das IPP-Isomerase-Gen.
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Obwohl die letzten Schritte des DOXP/MEP-Wegs noch nicht bekannt sind, kdnnen
inzwischen aufgrund von Markierungsexperimenten und genetischen Untersuchungen
entscheidende Aussagen iiber den weiteren Verlauf gemacht werden. Ein wichtiger Befund
betrifft die unabhingige Bildung von IPP und DMAPP sowie die Rolle der IPP-Isomerase:
Fiir E. coli ist eindeutig nachgewiesen worden, dass der DOXP/MEP-Weg eine Verzweigung
haben muss, die auf getrennten Wegen zu DMAPP und IPP fiihrt (RODRIGUEZ-CONCEPCION
et al., 2000; siche Abbildung 4-5). Fiir diesen Nachweis wurde ein E. coli-Stamm analog zu
dem von KUZUYAMA et al. (2000b) konstruiert, der exogenes Mevalonat zu IPP umsetzen
kann (s.0.) und der zusitzlich einen Defekt in der DXR enthélt. Das Wachstumsmedium fiir
diesen Stamm muss Mevalonsiure oder Methylerythritol (ME) enthalten®’. Als nichstes
wurde das idi-Gen fiir [IPP-Isomerase ausgeschaltet. Dieser Defekt hatte keine Auswirkungen
auf das Wachstum in Gegenwart von ME in Ubereinstimmung mit dem fritheren Befund, dass
idi kein essentielles Gen flir E. coli ist (HAHN et al., 1999). Wenn E. coli nur einen Weg zur
Biosynthese von IPP oder DMAPP hat, miisste ein unbekanntes Enzym ohne
Sequenzéhnlichkeit zu bekannten IPP-Isomerasen IPP mit DMAPP ins Gleichgewicht setzen,
oder aber es existiert eine Verzweigung nach MEP. Aufgrund von Markierungsexperimenten
mit Deuterium-markiertem ME war dies schon vorher vorgeschlagen worden (CHARON et al.,
2000). Das Deuterium an C3 von [3,5,5,5-’H4]-ME blieb in den DMAPP-abgeleiteten
Isopreneinheiten erhalten, fehlte aber in den IPP-abgeleiteten Isopreneinheiten. Auch
Einbauexperimente mit [4-’H]-DOX in Ubichinon aus E. coli (GINER et al., 1998) in
Verbindung mit der Stereochemie der von idi codierten E. coli-IPP-Isomerase und FPP-
Synthase (LEYES et al., 1999a; LEYES et al., 1999b) deuteten auf eine Verzweigung des
DOXP/MEP-Wegs hin. Deuterium aus [4-’H]-DOX blieb nur an C2 der endstindigen,
DMAPP-abgeleiteten Isopreneinheit von Ubichinon erhalten (C4 von DOX entspricht C3 von
MEP und C2 von IPP bzw. DMAPP, siche Abbildung 4-6). Da IPP-Isomerase und FPP-
Synthase dieselbe Stereochemie wie die eukaryontischer Enzyme aufweisen, konnte DMAPP
fiir die endsténdige Isopreneinheit nicht mithilfe der idi-codierten Isomerase aus IPP gebildet
worden sein. Das bedeutet, dass entweder IPP und DMAPP unabhéngig entstehen, oder das
eine unbekannte Isomerase mit anomaler Stereospezifitit in E. coli existiert. Die letztere
Moglichkeit wurde eindeutig dadurch ausgeschlossen, dass der oben beschriebene E. coli-
Stamm mit defekter DXR, defekter IPP-Isomerase und zusitzlichen Genen fiir die IPP-
Synthese aus Mevalonat nicht auf einem Medium ohne ME und mit Mevalonsdure-Zusatz
wachsen konnte (RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2000). D.h., dass aus MVA gebildetes [PP
nicht in DMAPP {iberfiihrt werden konnte. Das von idi codierte Enzym ist also die einzige
funktionsfihige IPP-Isomerase in E. coli und der DOXP/MEP-Weg muss eine Verzweigung
enthalten. Obwohl IPP-Isomerase nicht essentiell fiir E. coli ist, ist sie offenbar funktionell
und unter Umstinden vorteilhaft, wie die erhdhte Carotinoidproduktion bei Uberexpression
zeigt (CUNNINGHAM ef al., 2000 und Zitate). Eine Verzweigung des DOXP/MEP-Wegs liegt
offenbar auch beim Cyanobakterium Synechocystis vor, bei dem eine IPP-Isomerase weder
biochemisch noch im sequenzierten Genom nachgewiesen werden konnte (ERSHOV et al.,
2000, siche auch FuBnote 16, S. 104).

Etwas anders ist die Situation in dem Bakterium Zymomonas mobilis (CHARON et al., 1999)
und der Pflanze Catharanthus roseus (ARIGONI et al., 1999a). Der Verbleib der Protonen von
DOXP in diesen Organismen ist konsistent mit einer Route, die nur zu IPP fithrt oder mit
einer Gabelung, bei der hauptsédchlich der IPP-Zweig beschritten wird, so dass eine IPP-
Isomerase-Aktivitét essentiell sein muss. Auch in Mentha x piperita erzeugt der DOXP/MEP-
Weg offenbar IPP und nicht DMAPP: Bei Hemmung der IPP-Isomerase wurde eine

20 Zuvor war gezeigt worden, dass E. coli exogenes ME zur Isoprenoidbiosynthese verwenden kann und dass
eine DXS-Defektmutante quantitativen Einbau von ME in Ubichinon und Menachinon zeigt (CHARON et al.,
2000 und Zitate).
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Anhdufung von IPP beobachtet (MCCASKILL und CROTEAU, 1999). Ob also eine

Verzweigung im DOXP/MEP-Weg vorliegt hingt vermutlich vom untersuchten Organismus
ab.
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Abbildung 4-5 Mogliche Intermediate zwischen 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclopyrophosphat
(MECPP) und IPP und DMAPP. * Deuterium-Markierung aus C4 von DOX bzw. C3 von MEP.

a: Direkte reduktive Verdringung der OPPO-Gruppe durch Wasserstoff. Alle iibrigen Reaktionen
sind Isomerisierungen, Eliminierungen von Wasser oder NADPH-abhingige Reduktionen.
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Der Verbleib der iibrigen Protonen von DOX und ME in Ubichinon und Menachinon
wurde ebenfalls in E. coli mit verschiedenen Deuterium-markierten Substraten untersucht und
ermdglicht weitere einschriankende Aussagen iiber den moglichen Verlauf des DOXP/MEP-
Wegs: Alle Protonen der Methylgruppe von DOX (GINER und JAUN, 1998) bzw. ME
(CHARON et al., 2000) blieben in den entsprechenden Methylgruppen aller Isopreneinheiten
erhalten. Das Proton an C3 von DOX (GINER ef al., 1998) bzw. beide Protonen an C1 von ME
(CHARON et al., 2000) blieben an C4 aller Isopreneinheiten erhalten (C3 von DOX entspricht
C1 von MEP und C4 von IPP/DMAPP, siehe Abbildung 4-6). Die Protonen an C5 von DOX
(BROERS, 1994) bzw. C4 von ME (DUVOLD et al., 1997) blieben an C1 aller Isopreneinheiten
erhalten (C5 von DOX entspricht C4 von MEP und C1 von IPP/DMAPP). Fiir Synechocystis
wurde derselbe Schluss indirekt gezogen durch Einbau von an C6 doppelt deuterierter
Glucose (PROTEAU, 1998Db).

5

OH 5 OH
N NEN 0P 1%2\3(4\@: 4%\2/1\0pp
@) OH OH OH
DOXP MEP IPP

C-Atom-Nummer in

DOXP MEP IPP
1 5 5
2 2 3
3 1 4
4 3 2
5 4 1

Abbildung 4-6 Numerierung der C-Atome in DOXP, MEP und IPP. Die Zeilen der Tabelle
enthalten die Nummern der einander entsprechenden C-Atome.

Auch in Pflanzen ist das Schicksal aller Protonen von DOX durch Einbau Deuterium-
markierter DOX-Proben untersucht worden: Die Markierung der einfach deuterierten
Methylgruppe (C1) von DOX blieb in in allen Isopreneinheiten von Isoprenoiden
verschiedener Algen und Pflanzen erhalten (diese Arbeit; SCHWENDER et al., 1997; ZEIDLER
et al., 1997; ZEIDLER und LICHTENTHALER, 1998; SCHWENDER ef al., 2000). Durch Einbau
von [3-’H;]-Alanin wurde fiir das Monoterpen Linalylacetat aus Mentha citrata indirekt der
Erhalt aller drei Protonen in beiden Isopreneinheiten nachgewiesen (FOWLER ef al., 1999).
Das Proton an C3 von DOX blieb in Lutein und Phytol aus Catharanthus roseus in allen
Isopreneinheiten erhalten (ARIGONI ef al., 1999a). Das Proton an C4 von DOX dagegen
wurde in Lutein und Phytol aus Catharanthus roseus in keiner der Isopreneinheiten
wiedergefunden, entweder als Folge der IPP-Isomerase- und Prenyltransferase-Reaktionen
oder durch einen Schritt des DOXP/MEP-Wegs (ARIGONI et al., 1999a). Die Protonen an C5
von DOX blieben in Mono- und Sesquiterpenen verschiedener Pflanzen (PIEL et al., 1998), im
DMAPP-abgeleiteten Teil von Umbelliferon aus Apium graveolens (STANJEK et al., 1999)
und in dem Monoterpen Linalylacetat aus Mentha citrata (FOWLER et al., 1999) erhalten. Der
Nachweis fiir Mentha citrata wurde indirekt durch Einbau von [6,6-H,]-Glucose erbracht.
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Zusammenfassend l&dsst sich feststellen: Die Protonen an C1, C3 und C5 von DOX bleiben
in E.coli und Pflanzen erhalten; Das Proton von C4 bleibt in E. coli nur in der DMAPP-
abgeleiteten Isopreneinheit erhalten, geht aber im Bakterium Zymomonas mobilis®' und der
Pflanze Catharanthus roseus in den IPP- und DM APP-abgeleiteten Isopreneinheiten verloren.
Fiir E. coli ist zusitzlich bekannt, dass die beiden Protonen an C1 von MEP (= C3 von DOX
und C4 von IPP) in DMAPP und IPP erhalten bleiben. Der DOXP/MEP-Weg unterscheidet
sich offensichtlich in verschiedenen Organismen.

Die oben beschriebenen Informationen iiber den Erhalt oder Verlust der Wasserstoffatome
von DOXP auf dem Weg zu IPP und DMAPP schrinken die Moglichkeiten des weiteren
Verlaufs ein. Die OH-Gruppen von DOXP und MEP miissen auf irgend eine Weise entfernt
werden. Haufig geschieht dies durch sdure- oder basenkatalysierte Elimination von Wasser.
Beispiele hierfiir sind Enolase in der Glykolyse, Fumarase im Citratzyklus oder [3-
Hydroxyacyl-ACP-Dehydratase in der Fettsdure-Biosynthese (vgl. VOET und VOET, 1995).
Manchmal wird die OH-Gruppe zuvor phosphoryliert und somit zu einer besseren
Abgangsgruppe (WESTHEIMER, 1987). Dies geschieht z.B. bei der von ATP abhingigen
Elimination  der  tertisren = OH-Gruppe von  Mevalonatpyrophosphat  durch
Mevalonatpyrophosphat-Decarboxylase im Mevalonat-Weg oder bei der Bildung von
Chorismat aus 3-Enoylpyruvylshikimat-5-phosphat im Shikimat-Weg. Beim DOXP/MEP-
Weg konnte man sich deshalb vorstellen, dass die tertidare OH-Gruppe an C2 von MEP, die im
MECPP als Phosphatester vorliegt, durch eine intramolekulare Elimination des
Cyclopyrophosphatrests erfolgt. Die anderen beiden OH-Gruppen kénnen im néchsten Schritt
nach MECPP auf diese Weise nicht eliminiert werden: Der OH-Gruppe an C1 steht kein
Wasserstoff am benachbarten C2 zur Verfligung. Die OH-Gruppe an C3 konnte nur
zusammen mit einem der Protonen an C4 eliminiert werden, letztere bleiben jedoch im
isoprenoiden  Endprodukt  erhalten. = Die  intramolekulare = Elimination  des
Cyclopyrophosphatrests konnte auf zwei Weisen erfolgen: Zusammen mit H-3 oder H-1
(MECPP). Fiir E. coli ist die Elimination mit H1 ausgeschlossen, da beide Protonen von Cl
aus MEP in allen Isopreneinheiten erhalten bleiben. H-3 bleibt in der DMAPP-Einheit
erhalten, die Abstraktion dieses Protons kann dann nur noch zu IPP fithren. Wenn dasselbe
abgespaltene Proton nicht vom Enzym in einem Folgeschritt, z.B. einer von NADPH
abhéngigen Reduktion, wieder zuriickiibertragen wird, muss es offensichtlich noch einen
anderen Mechanismus zur Entfernung der Sauerstoffatome von MECPP in E. coli geben, bei
dem H3 erhalten bleibt. Denkbar wére ein direkter reduktiver Ersatz einer der OH-Gruppen
oder der Cyclopyrophosphat-Gruppe an C3 durch Wasserstotf, z.B. nach einem radikalischen
Mechanismus wie bei der Biosynthese von Deoxyribonucleotiden. Letzterer Mechanismus
beinhaltet zwar auch die Abstraktion eines Wasserstoffatoms von einem der COH-Gruppe
benachbarten C-Atom, jedoch wird dieser Wasserstoff vom Enzym an der selben Stelle
wieder zuriickiibertragen (vgl. VOET und VOET, 1995). In Pflanzen ist als nédchster Schritt
nach MECPP eine intramolekulare Elimination des Cyclopyrophosphats von C2 zusammen
mit dem Proton an C3 denkbar, da dieses in keiner der Isopreneinheiten erhalten bleibt. Von
den beiden Protonen an C1 von MECPP ist aus dem Einbau von [3-?H]-DOX bekannt, dass
zumindest eines erhalten bleibt, das andere konnte jedoch vom heutigen Wissensstand her
durch Elimination entfernt werden, da bisher keine Markierungsstudien mit ME in Pflanzen
bekannt sind.

Kurz vor Beendigung dieser Dissertation erschien eine Arbeit, die eine Verzweigung des
DOXP/MEP-Wegs auch in einer Pflanze nahelegt, ndmlich bei der Biosynthese des

2! Der Nachweis fiir Zymomonas wurde indirekt durch Wachstum auf [1-*H]-Glucose erbracht. Diese Studie
wurde so interpretiert, dass der Wasserstoff an C4 von DOX (entspricht H an C2 von IPP) vor der Bildung von
IPP entfernt wird und dass Wasserstoft in der pro-S-Position an C2 von IPP durch einen unbekannten NADH-
oder NADPH-abhéngigen Schritt eingefithrt wird (CHARON et al., 1999; 2000).
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Monoterpens Cineol in Eucalyptus globulus aus [2-°C, 4-*H]-DOX (RIEDER et al., 2000): °C
wurde in beide Isopreneinheiten gleich gut eingebaut und *H blieb zu 57% (im Vergleich zu
C) in der DMAPP-Einheit erhalten. In der IPP-abgeleiteten Einheit wurde “H fast komplett
ausgewaschen. Dies ist im Einklang mit der Situation in E. coli, steht aber im Gegensatz zu
den Ergebnissen mit Catharanthus, bei denen Deuterium aus [2-"°C, 4-°H]-DOX in keiner der
Isopreneinheiten von Lutein und Chlorophyll erhalten blieb (ARIGONI ef al., 1999a). Ob das
Deuteron an C4 von DOX vor der Bildung von IPP oder bei der Kettenverldngerung durch
GPP-Synthase abgespalten wird lédsst sich noch nicht entscheiden. Moglicherweise ist die
Verzweigung in allen DOXP/MEP-Weg-Organismen vorhanden und es unterscheiden sich
nur die Flussraten durch den einen oder anderen Zweig und die IPP-Isomerase. Generell ist es
sinnvoll anzunehmen, dass der griossere Fluss durch den IPP-Zweig lduft, da zur Bildung
langerer Isoprenoidketten mehr IPP als DMAPP benétigt wird (DMAPP wird nur als
Startermolekiil gebraucht). Interessant ist in dieser Hinsicht die Frage, ob in Isopren-
emittierenden Pflanzen vielleicht der DMAPP-Zweig stirker beschritten wird, da wéhrend der
Isoprenemission mehr DMAPP als IPP gebraucht wird.

In Abbildung 4-5 sind mogliche Reaktionssequenzen von MECPP zu IPP unter der
Voraussetzung einer Verzweigung des DOXP/MEP-Wegs und Beriicksichtigung der oben
diskutierten Ergebnisse dargestellt. Andere Mechanismen lassen sich jedoch noch nicht
ausschlief3en.

Ein mogliches Intermediat des DOXP/MEP-Wegs konnte 3-Formyl-1-butylpyrophosphat
sein. Diese Substanz wurde als hochwirksames y0-T-Zellen stimulierendes Phosphoantigen
aus Mycobacterium fortuitum isoliert (siehe letzter Absatz in 4.2.2, S. 86). Allerdings ist die
Bildung von 3-Formyl-1-butylpyrophosphat mit dem Verlust eines Protons an C1 von MEP
verbunden, so dass die Verbindung vielleicht ein Nebenprodukt und kein Intermediat des
DOXP/MEP-Weges ist.

Verbreitung des DOXP/MEP-Weges in Eubakterien und Archaea

Die unerwarteten Markierungsmuster von Hopanoiden, die u.a. aus den photosynthetischen
schwefelfreien Purpurbakterien Rhodopseudomonas palustris und Rhodopseudomonas
acidophila nach Einbau von [1-"*C]-Acetat und [2-"*C]-Acetat isoliert wurden (FLESCH und
ROHMER, 1988), fiihrten in der Arbeitsgruppe Rohmer letztlich zur Entdeckung des
DOXP/MEP-Wegs in verschiedenen Eubakterien (ROHMER et al., 1993). Rohmer suchte 1998
zwar zundchst nach einer anderen Erkldrung fiir die nichtklassischen Markierungsmuster, z.B.
indirekter Einbau von Acetat iiber den Glyoxylat-Zyklus unter der Annhme zweier getrennter
Acetat-Pools (FLESCH und ROHMER, 1988), jedoch ist heute klar, dass der DOXP/MEP-Weg
der IPP- und DMAPP-Biosynthese unter Eubakterien vermutlich weiter verbreitet ist als der
Mevalonat-Weg, insbesondere unter den Proteobakterien und den Gram-positiven Bakterien
mit hohem GC-Gehalt. Er wird entweder alleine gefunden, zusammen mit einigen Genen des
MVA-Weges oder zusammen mit dem kompletten MVA-Weg (BOUCHER und DOOLITTLE,
2000). Das Verteilungsmuster der zwei IPP-Biosynthesewege in Bakterien @hnelt dem der
Thermophilie oder der Fahigkeit zur Photosynthese. Nicht verwandte Bakterien koénnen
denselben Weg enthalten und verwandte Bakterien verschiedene Wege (BOUCHER und
DoOOLITTLE, 2000). Der DOXP/MEP-Weg hat vermutlich einen einzigen Ursprung nahe der
Basis der Bakterien, da ihn nur Bakterien und Plastiden besitzen und er ist vermutlich
evolutionsgeschichtlich lter als der MVA-Weg (BOUCHER und DOOLITTLE, 2000). LANGE et
al. (2000) haben vorgeschlagen, dass lateraler Gentransfer (siehe 4.3.1, S. 104) zwischen
Eubakterien nach der Entstehung der Plastiden durch Endosymbiose eines Cyanobakteriums
eine wichtige Rolle in der Evolution des DOXP/MEP-Wegs gespielt haben soll. Bei
Homologiesuchen in Sequenzdatenbanken stofft man auf viele pathogene Bakterien, die den
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DOXP/MEP-Weg enthalten, wie z.B. Haemophilus influenza, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium leprae, Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum, Helicobacter pylori,
Vibrio cholerae und Pseudomonas aeroginosa (siehe z.B. LICHTENTHALER et al., 2000).
Durch Markierungsexperimente wurde der DOXP/MEP-Weg in weiteren pathogenen
Bakterien identifiziert (ROSA PUTRA ef al., 1998a). Da der DOXP/MEP-Weg bei Saugetieren
bisher nicht gefunden wurde, konnte es sich lohnen, Antibiotika zu entwickeln, die in den
DOXP/MEP-Weg eingreifen (siche 4.2.2, S. 86). Viele neuere Einbauexperimente mit '*C-
markierter Glucose und/oder Acetat wurden der Biosynthese von Sekundér-Isoprenoiden und
Antibiotika aus verschiedenen Streptomyces-Arten (Actinomyceten, Gram-positive Bakterien
mit hohem GC-Gehalt) gewidmet. Die meisten benutzen nur den DOXP/MEP-Weg zur
Synthese primirer (z.B. Menachinon) und sekundidrer Isoprenoide. Einige haben aber auch
den MVA-Weg, verwenden ihn aber nur zur Synthese der Sekundérstoffe wihrend der spiten
Wachstumsphase (siche BOUCHER und DOOLITTLE, 2000). Der DOXP/MEP-Weg scheint in
Streptomyces-Arten der iltere zu sein, wihrend der MVA-Weg offenbar durch lateralen
Gentransfer aus Archaea erworben wurde (BOUCHER und DOOLITTLE, 2000). Im Hinblick auf
die Endosymbiontentheorie der Plastidenentstehung ist der Befund wichtig, dass, wie aus
Markierungsexperimenten und Homologierecherchen in Gendatenbanken ersichtlich, die
Cyanobakterien nur den DOXP/MEP-Weg besitzen (DISCH ef al., 1998a; PROTEAU, 1998a).
Keines der bisher untersuchten Archaebakterien besitzt den DOXP/MEP-Weg (SMIT und
MUSHEGIAN, 2000; BOUCHER und DOOLITTLE, 2000).

Existiert der DOXP/MEP-Wegq in Pilzen und Tieren?

Bisher wurde durch Markierungsstudien und Homologierecherchen in Gendatenbanken
kein Hinweis auf ein Vorkommen des DOXP/MEP-Wegs in plastidenlosen Eukaryonten
gefunden. Vollig ausschlieBen ldsst sich dies aber noch nicht. Denkbar wire z.B., dass
endosymbiontische Vorldufer von Mitochondrien den DOXP/MEP-Weg in bestimmte
Organismen eingebracht haben. Zumindest fiir Tabak ist jedoch gezeigt worden, dass die
mitochondrielle Ubichinon-Synthese vermutlich auf den Import von IPP aus dem
cytosolischen MVA-Weg angewiesen ist (siche Abschnitt Pflanzen in 4.3.1, S. 104).

Verbreitung und Kompartimentierung des DOXP/MEP-Wegs in Algen und Pflanzen

Die Vielzahl der Markierungsstudien, Genklonierungen und biochemischen Arbeiten, die
inzwischen von der Karlsruher Gruppe und anderen durchgefiihrt wurde, ldsst kaum einen
Zweifel daran, dass Pflanzen generell den DOXP/MEP-Weg fiir die Biosynthese ihrer
plastiddren Isoprenoide (Monoterpene, Diterpene, Tetraterpene) verwenden, wihrend die
cytosolischen  Isoprenoide  (Sesquiterpene, Triterpene) hauptsdchlich nach dem
Acetat/Mevalonat-Weg gebildet werden (siehe die am Anfang des Kapitels zitierten
Ubersichtsartikel, Abbildung 4-7). Die bisher aus Pflanzen klonierten Gene des DOXP/MEP-
Wegs sind alle kerncodiert und weisen mutmalBliche Plastiden-Transitsequenzen auf (siehe
die oben unter Intermediate, Enzyme und Gene des DOXP/MEP-Weges zitierten Arbeiten).
Wie in der Kooperation der Arbeitsgruppe Lichtenthaler mit der Gruppe von M. Rohmer
durch Markierungsstudien mit *C-Glucose und “H-DOX gezeigt wurde, werden die priméren
Isoprenoide der Plastiden verschiedener Algen und hdoherer Pflanzen (Carotinoide,
Phytolseitenkette der Chlorophylle, Plastochinon) nach dem DOXP/MEP-Weg gebildet
(DISCH et al., 1998b; LICHTENTHALER et al., 1997a, 1997b, 1999; SCHWENDER et al., 1995,
1996, 1997). Algen weisen dieselbe Kompartimentierung der IPP-Biosynthesewege auf wie
Pflanzen (DOXP/MEP-Weg im Plastiden, MVA-Weg im Cytosol), mit Ausnahme der
Griinalgen, die offenbar den Mevalonat-Weg verloren haben und daher auch die cytosolischen
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Sterole nach dem DOXP/MEP-Weg bilden (MULLER, 1997; SCHWENDER et al., 1997; DISCH
et al., 1998b; CVEJIC und ROHMER, 2000; HAGEN und GRUNEWALD, 2000; SCHWENDER ef al.,
2000; ZHOU und NES, 2000). Ob der DOXP/MEP-Weg bei den Griinalgen in verschiedenen
Zellkompartimenten vorkommt, ist noch nicht genau bekannt. Umgekehrt scheint die
Euglenophyte Euglena gracilis nur den MVA-Weg fiir die Biosynthese plastiddrer wie
cytosolischer Isoprenoide zu verwenden, obwohl ein geringer Beitrag des DOXP/MEP-Wegs
nicht ausgeschlossen werden kann (MULLER, 1997; DISCH et al., 1998b).

Cytosol Plastid
3 Acetyl-CoA GAP + Pyruvat
! | Dxs
HMG-CoA DOXP
Statine $ HMGR Fosmidomycin $ DXR
Mevalonat MEP

IPP, DMAPP, GPP| FPP?

DMAPP == |PP DMAPP <= IPP
Isopren,
2-Methyl-
+21PP 3-buten-2-ol
+ PP
FPP —— > | Sesquiterpene GPP 5 Monoterpene

2x
+2|PP
Triterpene Diterpene,

Sterole Phytol
Polyterpene &‘

+5IPP Carotinoide

Lo Plastochinon-9
Ubichinon-9 + -10

Mitochondrium

Abbildung 4-7 Kompartimentierung der IPP- und DM APP-Biosynthese in héheren Pflanzen. Wie
in dieser Arbeit nachgewiesen, werden die Hemiterpene Isopren und 2-Methyl-3-buten-2-ol im
Plastiden nach dem DOXP/MEP-Weg gebildet, der auch die Biosynthesen von Monoterpenen,
Diterpenen, Phytol, Carotinoiden und Plastochinon-9 speist. Der DOXP/MEP-Weg verzweigt sich
vermutlich und bildet IPP und DMAPP unabhingig voneinander (vgl. Abb 4-5). Fosmidomycin
hemmt den DOXP/MEP-Weg, wie in dieser Arbeit anhand theoretischer Voriiberlegungen und der
Hemmung der [soprenemission gezeigt wurde. Der Wirkort von Fosmidomycin ist die 1-Deoxy-D-
xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase (DXR). Im Cytosol werden Sesquiterpene und Sterole
nach dem Mevalonat-Weg synthetisiert. Der Mevalonat-Weg kann auf der Stufe der HMG-CoA-
Reduktase (HMGR) durch Statine wie Mevinolin und Cerivastatin gehemmt werden. Das
mitochondrielle Ubichinon wird aus cytosolischem IPP gebildet. Ein Austausch von noch nicht
ndher bestimmten Prenyl-Pyrophosphaten oder anderen Isoprenoidvorldufern, kann vermutlich
zwischen Plastid und Cytosol stattfinden.
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Die Bildung der Primirisoprenoide des Plastiden nach dem DOXP/MEP-Weg im
Gegensatz zur Bildung der cytosolischen Sterole nach dem MVA-Weg wurde von anderen
Arbeitsgruppen bestiitigt: *C-DOX wurde intakt und signifikant in B-Carotin, Phytol und
Lutein aus Zellkulturen von Catharanthus roseus eingebaut, wihrend Sitosterol kaum
markiert wurde (ARIGONI ef al., 1997). *C-DOX wurde in Chlorophylle und B-Carotin aus
Mentha x piperita eingebaut (SAGNER ef al., 1998b). "*C-DOXP und "*C-MEP wurden in
Chromoplasten aus Paprika und Narzissenbliiten in B-Carotin eingebaut (Fellermeier et al.,
1999). In den Lebermoosen Conocephalum conicum und Ricciocarpos natans wurde Phytol
von [1-"°C]-Glucose nach dem DOXP/MEP-Weg und Stigmasterol nach dem MVA-Weg
markiert (ADAM et al., 1998). In dem Lebermoos Heteroscyphus planus wurden Phytol aus
Chlorophyll und B-Carotin offensichtlich vorwiegend nach dem DOXP/MEP-Weg gebildet,
obwohl die Autoren ihre Markierungsergebnisse mit [2-"C]-Glycerin iiber eine
Reassimilierung von *CO, zu deuten versuchten (s.u., NABETA ef al., 1998b). Phytol wurde
in Scoparia dulcis L. von [1-°C]-Glucose nach dem DOXP/MEP-Weg und Sitosterol nach
dem MVA-Weg markiert (HAYASHI et al., 1999). B-Carotin und die wahrscheinlich durch
Abbau daraus entstandene Abscisinsdure (ABA) aus Liriodendron tulipifera wurde aus [1-
BC]-Glucose nach dem DOXP/MEP-Weg markiert (HIRAI ef al., 2000). Sesquiterpenoide
Cyclohexenon-Derivate, die wihrend der Besiedlung von Wurzeln mit Mykorrhiza-Pilzen
vermutlich dhnlich wie ABA durch oxidativen Abbau von Carotinoiden entstehen, wurden in
Gerste aus [1-°C]-Glucose und [U-""C¢]-Glucose nach dem DOXP/MEP-Weg markiert
(MAIER et al., 1998). Die Akkumulation solcher Carotinoid-Abbauprodukte bei der
Mykorrhiza wurde auch in Weizen, Mais und Reis beschrieben und ging einher mit einer
Induktion von DXS- und DXR-Transkripten (WALTER et al., 2000). Das plastidire
Plastochinon-9 wurde in heterotrophen Tabak-Zellkulturen aus verschieden '*C-markierten
Glucosen nach dem DOXP/MEP-Weg markiert, Sterole und Ubichinon-10 jedoch nach dem
MVA-Weg (DISCH et al., 1998a).

Verschiedene Hemiterpene werden aus DOXP gebildet. In dieser Arbeit wurde gezeigt,
dass das im Plastiden gebildete Isopren von verschiedenen Pflanzen effizient von DOX
markiert wird und dass dessen Bildung durch Fosmidomycin gehemmt wird (siehe 4.1.2, S.
81;4.2.2, S. 86; SCHWENDER et al., 1997; ZEIDLER et al., 1997; ZEIDLER und LICHTENTHALER
1998; ZEIDLER et al., 1998). Weitere nach dem DOXP/MEP-Weg gebildete Hemiterpene sind
2-Methyl-3-buten-2-ol aus Pinus ponderosa (diese Arbeit, siche 4.1.3, S. 84; 4.2.2, S. 86), der
Hemiterpenanteil von Umbelliferon aus Apium graveolens (STANIEK et al., 1999), die drei
hemiterpenen Seitenketten in den Bittersduren aus Hopfen (GOESE ef al., 1999) und der
Dimethylallyl-Teil des Flavanons Glabrol aud Glycyrrhiza glabra (ASADA et al., 2000). Die
Synthesekompartimente der drei letztgenannten Stoffe sind nicht genau bekannt. Alle
nachgewiesenermaflen nach dem DOXP-Weg gebildeten Hemiterpene leiten sich von
DMAPP ab. Da IPP und DMAPP auch im Cytosol gebildet werden konnen, ldsst sich nicht
ausschlieBen, dass auch Hemiterpene existieren, die vorwiegend aus Mevalonat gebildet
werden.

Durch Einbauexperimente wurde auch die Biosynthese verschiedener Monoterpene aus
hoheren Pflanzen und Lebermoosen nach dem DOXP/MEP-Weg nachgewiesen (EISENREICH
etal., 1997; THIEL et al., 1997; ADAM et al., 1998; CONTIN et al., 1998; SAGNER et al., 1998b;
PIEL ef al., 1998; FOWLER et al., 1999; FUNTA ef al., 2000). Eine Ausnahme ist Shikonin, ein
Farbstoff mit einem aus GPP abgeleiteten hemiterpenen Anteil, welcher aus MVA gebildet
wird (sieche 4.3.1, S. 104).

Sesquiterpene konnen sowohl tiber den DOXP/MEP-Weg als auch iiber den MVA-Weg
gebildet werden: Die Sesquiterpene Cubebanol aus dem Lebermoos Conocephalum conicum
und Ricciocarpin A aus dem Lebermoos Ricciocarpos natans wurden aus [1-"C]-Glucose
nach dem MVA-Weg markiert (ADAM et al, 1998). Auch die Sesquiterpene
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Methoxydihydrocadalen und B-Barbaten aus dem Lebermoos Heteroscyphus planus wurden
aus MVA gebildet (NABETA ef al, 1995; 1998a). Einige fliichtige Sesquiterpene
verschiedener Pflanzen wurden zum Teil massiv aus [5-°H,]-DOX markiert (PIEL ef al.,
1998). Fir die Sesquiterpene Bisabololoxid A, Bisabololoxid B und Chamazulen aus Kamille
wurde durch Markierung mit [1-"°C]-Glucose und [1-°C]-DOX und "“C-NMR-Analyse
nachgewiesen, dass die dritte Isopreneinheit zu etwa gleichen Teilen aus MVA und DOXP
synthetisiert wurde, die ersten beiden Isopreneinheiten stammten nur aus dem DOXP/MEP-
Weg (ADAM und ZAPP, 1998; ADAM ef al., 1999). Die Bildung von ABA und sesquiterpenen
Cyclohexenon-Derivaten in den Wurzeln einiger Pflanzen nach dem DOXP/MEP-Weg ist
vermutlich dadurch zu erklidren, dass sie durch oxidativen Abbau aus Carotinoiden entstehen

(s.0.).

Neben der Phytolseitenkette von Chlorophyll wurden auch alle in jiingster Zeit in
Markierungsstudien untersuchten sekundéren pflanzlichen Diterpene {iber den DOXP/MEP-
Weg gebildet: Taxol aus Taxus chinensis (EISENREICH et al., 1996), Marrubiin aus
Marrubium vulgare (KNOSS et al., 1997), Ginkgolid A aus Ginkgo biloba (SCHWARZ und
ARIGONI, 1999), ein Neo-epi-Verrucosan-Diterpen aus dem Lebermoos Fossombronia
alaskana (EISENREICH et al., 1999), zwei Diterpene aus Scoparia dulcis L. (HAYASHI et al.,
1999) und Steviol aus Stevia rebaudiana Bertoni (TOTTE et al., 2000).

Austausch zwischen den beiden Isoprenoid-Biosynthesewegen

Die Biosynthese der verschiedenen Klassen pflanzlicher Isoprenoide (Hemiterpene,
Monoterpene, Sesquiterpene, Diterpene, Triterpene und Tetraterpene) wird meist vorwiegend
oder ausschlieBlich aus einem der beiden IPP-Biosynthesewege gespeist. Jedoch ist diese
Trennung nicht immer so eindeutig: In dlteren Studien, erstmalig 1958-1960 im Arbeitskreis
Goodwin und von vielen anderen Arbeitsgruppen bestdtigt, wurde immer auch ein geringer
Einbau von '“C-Mevalonsiure in plastidire Isoprenoide gefunden (siche 1.3, S. 18). Die
Frage, wie spezifisch ein solcher Spureneinbau ist, d.h. ob er tatséchlich tiber IPP erfolgt oder
iber andere metabolische Umwege, kann mit den heute zur Verfligung stehenden modernen
Methoden der Markierungstechnik genauer untersucht werden. Die beste Vorgehensweise ist
eine Kombination mdglichst vieler unabhingiger Methoden: Eine Methode ist der Einbau
spezifischer, mit stabilen Isotopen (z.B. *H und °C) markierter Vorldufer mit anschlieBender
NMR-Analyse. Nachteil dieser Methode ist, dass durch unphysiologisch hohe
Konzentrationen der markierten Vorstufen der Anteil eines Stoffwechselweges
moglicherweise iiberschiitzt wird. Diesen Nachteil vermeidet der Einbau '’C-markierter
Glucose mit anschlieBender NMR-spektroskopischer Feststellung des Markierungsmusters,
aus dem unter geeigneten Umstdnden dann Riickschliisse auf die Anteile verschiedener
metabolischer Routen gezogen werden konnen. Man konnte zwar einwenden, dass die
Verflitterung von Glucose an Pflanzen, moglicherweise sogar bei geringer Belichtung, einen
unphysiologischen Zustand darstellt, jedoch ist nicht klar, ob dadurch der DOXP/MEP-Weg
oder der MVA-Weg beglinstigt wird. Die Nachteile der letzten beiden Methoden vermeiden
Tracerstudien mit geringsten Mengen radioaktiver Vorstufen. Bei radioaktivem Einbau ist es
allerdings sehr aufwindig, die Markierung genau im Molekiil zu lokalisieren, da dazu der
komplette chemische Abbau der endogenen Produkte C-Atom fiir C-Atom nétig ist.
Hemmexperimente mit spezifischen Inhibitoren des DOXP/MEP-Weges und des
Acetat/Mevalonat-Weges konnen zusdtzliche Informationen liefern. Die Lokalisierung
samtlicher an einem Stoffwechselweg beteiligter Enzyme und Transportproteine und die
Lokalisierung der Endprodukte in der Zelle ist eine langwierige Aufgabe, sie ist aber letzlich
notwendig, um ein vollstdndiges Bild zu erhalten.
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Mittels Einbau von “C-Glucose sowie “H- oder *C-markierter DOX oder MVA wurden in
einigen Pflanzen Mischmarkierungen von Isoprenoiden nachgewiesen. Wie im vorigen
Abschnitt erwdhnt, werden Sesquiterpene aus Kamille tiberwiegend aus DOXP gebildet und
die Hilfte der zuletzt angefligten IPP-Molekiile stammt aus MVA. Eine Erkldrung dafiir wire
ein Export von IPP, DMAPP, GPP und/oder FPP aus den Plastiden ins Cytosol. Denkbar wire
auch ein Import von cytosolischem IPP in den Plastiden. Weiterhin wire ein cytosolischer
DOXP/MEP-Weg denkbar oder eine plastididre Sesquiterpen-Biosynthese. Letztere ist deshalb
nicht auszuschlieen, da neuerdings auch FPP-Bildung in Plastiden von Weizen und Tabak
nachgewiesen wurde (SANMIYA ef al., 1999). Allerdings muss abgewartet werden, ob das flir
alle Pflanzen gilt.

Es gibt Hinweise fur einen Import von cytosolischem FPP in den Plastiden bei der
Biosynthese des Diterpens Heteroscyphinsdure A (NABETA et al., 1995), Phytol und 3-Carotin
(NABETA et al., 1997) in dem Lebermoos Heteroscyphus planus. Deuterium- und "C-
markierte Mevalonsdure wurden laut NMR-Analyse vorwiegend in die ersten drei
Isopreneinheiten des Di- und Tetraterpen-Vorldufers GGPP eingebaut. Das gleiche Ergebnis
wurde bei dem Hornmoos Anthoceros punctatus fiir die Bildung der Phytolseitenkette von
Chlorophyll erhalten (DAISUKE ef al., 2000). Analog dazu wurde mittels NMR-Spektroskopie
bei der Biosynthese von Ginkgolid A ein geringfiigiger Einbau von *C-MVA in den FPP-
Anteil des Diterpens gefunden (SCHWARZ und ARIGONI, 1999).

SchlieBlich wurde durch Einbau von [1-"*C]-Glucose und [1-*H;]-DOX ein Anteil des
DOXP/MEP-Wegs an der Biosynthese der Sterole aus Lemna gibba, Hordeum vulgare und
Daucus carota von 15-30% nachgewiesen (SCHWENDER, 1999). Dies ldsst auf einen
betrdchtlichen Export von IPP, GPP und/oder FPP aus den Plastiden schlie3en.

Der jeweilige Anteil des DOXP-Weges und des MVA-Weges an der Biosynthese eines
Isoprenoids héngt offensichtlich vom untersuchten Produkt, der untersuchten Pflanze und
vermutlich auch vom Entwicklungszustand und den Anzuchtbedingungen ab. Die
interessanteste Frage ist vielleicht, welche Isoprenoidvorstufen iiber die Plastidenmembranen
hinweg ausgetauscht werden. Bisher konnte noch kein Transportmechanismus fiir Isoprenoid-
Pyrophosphate identifiziert werden.
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4.4 Ausblick

Angesichts der grundlegenden Bedeutung des DOXP/MEP-Wegs im Stoffwechsel von
Pflanzen und Bakterien ist die wichtigste Aufgabe die weitere Aufkldrung seiner
Intermediate, Enzyme und Gene. Dieses Projekt wird derzeit von einer wachsenden Zahl von
Forschungsgruppen in Universititen und Firmen bearbeitet. Es ist zu erwarten, dass der
Verlauf des DOXP/MEP-Wegs in verschiedenen pflanzlichen und bakteriellen
Modellorganismen in einigen Jahren im wesentlichen bekannt sein wird.

Die Entdeckung eines bis vor wenigen Jahren noch voéllig unbekannten Biosynthesewegs
des Primirstoffwechsels der Pflanzen und Bakterien wirft naturgemif3 viele neue Fragen auf,
die flir verschiedene Organismen jeweils neu gestellt werden miissen. Z.B. stellen sich
folgende Fragen vor allem fiir Pflanzen:

J Wie wird der DOXP/MEP-Weg im Zusammenhang mit den Umweltbedingungen und
dem Entwicklungszustand reguliert?

o Welche seiner Schritte sind geschwindigkeitsbestimmend?

. An welcher Stelle tritt die Verzweigung auf und wie wird sie reguliert?

o Wie ist der DOXP/MEP-Weg mit anderen Stoffwechselwegen vernetzt?

J In welchen Zellkompartimenten sind seine Enzyme lokalisiert?

. Welchen Anteil haben MVA- und DOXP/MEP-Weg an der Biosynthese von priméren
und sekundéren isoprenoiden Pflanzenstoften?

o Welche Intermediate der Isoprenoid-Biosynthese werden auf welche Weise liber
Membranen ausgetauscht?

o Wie sind die beiden Isoprenoid-Biosynthesewege entstanden?

o In welchen Organismen sind sie allein bzw. gleichzeitig vertreten?

J Welche evolutiondren Driicke wirkten und wirken auf sie ein?

. Welche Rolle spielt der horizontaler Gentransfer innerhalb und zwischen den

Eukaryonten und Eubakterien?

. Ist der DOXP/MEP-Weg an der Synthese weiterer Isoprenoide beteiligt (Dolichole,
Polyprenole, Cytokinine, Isopentenyl-Adenosin in tRNA, Sesterterpene (Cas)?

o In welchem Zellkompartiment und von welchen Enzymen wird DOX bei
Markierungsexperimenten phosphoryliert?

o Wirkt das Herbizid Clomazone nur tiber 5-Ketoclomazone oder evtl. tiber weitere
seiner Abbauprodukte?

o Nach welchem Mechanismus hemmt Fosmidomycin die DOXP-Reduktoisomerase

(kompetitive oder gemischte Hemmung)?

o Gibt es weitere Hemmstoffe des DOXP/MEP-Wegs, die in der Forschung und als
Antibiotika und Herbizide niitzlich sein kénnten?

Aufgrund der Analyse zahlreicher Markierungsexperimente mehrerer Arbeitsgruppen mit
verschiedenen Formen von Deuterium-markierter 1-Deoxy-D-xylulose (DOX) und 2-C-
Methyl-D-erythritol (ME) in Bakterien und Pflanzen wurde in der vorliegenden Arbeit der
Schluss gezogen, dass der DOXP/MEP-Weg in seinem weiteren Verlauf wahrscheinlich einen
Reaktionsschritt enthilt, bei dem eine der urspriinglich in DOXP und MEP vorhandenen OH-
Gruppen nicht durch Elimination von Wasser oder Phosphat entfernt wird sondern mittels
direkter Reduktion durch Wasserstoff ersetzt wird (siehe 4.3.2, S. 106). Es erscheint
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besonders plausibel, dass in dem néchsten enzymatischen Schritt nach dem letzten bekannten
Intermediat 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat eine reduktive Abspaltung der
Cyclopyrophosphat-Gruppe von C2 von MEP auftritt. Dieser Schritt konnte z.B. nach einem
radikalischen Mechanismus wie in der Biosynthese von Deoxyribonucleotiden verlaufen und
gleichzeitig die Verzweigung des DOXP/MEP-Weges zu DMAPP hin einleiten (siche
Abbildung 4-5). Es wire interessant, zu priifen, ob ein solcher hypothetischer, radikalischer
Schritt im Zusammenhang mit der Anhdufung von 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat unter oxidativem Stress in bestimmten Bakterien steht. Die Hypothese des
reduktiven Ersatzes der Cyclopyrophosphat-Gruppe konnte Hinweise auf den Cofaktorbedarf
des nidchsten Enzyms geben und helfen, mechanistisch verwandte Enzyme in
Sequenzdatenbanken zu finden.

Einen entscheidenden Erkenntnisgewinn fiir das Verstindnis der Isoprenemission von
Pflanzen, Bakterien und Tieren verspricht die Klonierung der Isoprensynthase, die trotz des
Vorliegens partieller Proteinsequenzen und der Anstrengung mehrerer Arbeitsgruppen bisher
noch nicht gelang. Vielleicht konnten Sequenzvergleiche mit anderen DMAPP-verarbeitenden
Enzymen, z.B. der erst kiirzlich entdeckten 2-Methyl-3-butenol-Synthase aus Pinus sabiniana
(FISHER et al., 2000), zum Erfolg fiihren. Mit Kenntnis der Primirstruktur der Isopren-
Synthase konnte durch Homologierecherchen die Verbreitung der Fihigkeit zur
Isoprenbildung in den verschiedenen Reichen der Organismen untersucht werden. Ebenso
konnte die Frage der Bedeutung der Isoprenemission in Pflanzen zusdtzlich mit
molekulargenetischen Methoden angegangen werden, z.B. durch Ausschalten des Isopren-
Synthase-Gens und der Untersuchung des Thermotoleranz-Effekts von Isopren auf Pflanzen
und weiterer moglicher physiologischer Wirkungen. Die nédhere Charakterisierung des
DOXP/MEP-Wegs und der Isoprensynthase sind Voraussetzungen, um zu verstehen, wie die
Faktoren Licht und Wérme die Isopren-Biosynthese induzieren und regulieren.
Isoprenemittierende Pflanzen bieten u.U. eine giinstige Gelegenheit, die Verzweigung des
DOXP/MEP-Weges hin zu IPP und DMAPP und ihre Regulation zu untersuchen:
Markierungsexperimente mit an C4 deuterierter 1-Deoxy-D-xylulose konnten die Frage
klaren, ob DMAPP fiir die Isoprenbildung direkt vom DOXP/MEP-Weg erzeugt wird, oder
ob es durch IPP-Isomerase aus IPP gebildet wird. Interessant ist auch die Frage, auf welche
Weise die verschiedenen Inhibitoren Vitamin-Bg-abhingiger Reaktionen die Isoprenemission
hemmen. Die Untersuchung dieser Frage verspricht ein besseres Verstindnis des
Zusammenspiels von Photosynthese, Photorespiration, Isoprenemission und evtl. weiterer
Stoffwechselvorgidnge  von  Pflanzen.  Moglicherweise  konnte  schlieBlich  der
Isoprenemissions-Hemmtest fiir die Suche nach neuen Herbiziden und Antibiotika in
Richtung eines ,,High Throughput Screening“-Verfahrens, z.B. mit Isopren-emittierenden
Algen oder Bakterien in Mikrotiterplatten, weiterentwickelt werden.
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5 Zusammenfassung

Einfithrung

In der vorliegenden Arbeit wurden an mehreren hoheren Pflanzen die Verbreitung,
mogliche Intermediate und Hemmstoffe des alternativen Isoprenoid-Biosyntheseweges
(DOXP/MEP-Weg) fiir plastiddre Isoprenoide untersucht. DOXP und MEP steht fiir die zwei
heute bekannten Intermediate 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat und 2-C-Methyl-D-erythritol-
4-phosphat. Der DOXP/MEP-Weg unterscheidet sich grundlegend vom Acetat/Mevalonat-
Weg, dem einzigen bis vor kurzem bekannten Weg zur Biosynthese der isoprenoiden Cs-
Bausteine Isopentenylpyrophosphat (IPP) und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP). Vor
Beginn der Arbeit 1996 war die *C-Markierung von Isoprenoiden iiber den heute bekannten
DOXP/MEP-Weg zwischen 1993 und 1995 von den Gruppen M. Rohmer, H. K.
Lichtenthaler und D. Arigoni fiir isoprenoide Hopanoide in einigen Eubakterien (ROHMER et
al., 1993), fiir Carotinoide, Plastochinon-9 und die Phytolseitenkette der Chlorophylle in einer
Griinalge (LICHTENTHALER ef al., 1995; SCHWENDER ef al., 1995 and 1996) und fiir ein
Diterpen in einer hoheren Pflanze (SCHWARZ, 1994) beschrieben worden.

Seit der Beschreibung des Acetat-Mevalonatwegs 1958 stand eine steigende Anzahl von
Befunden zur Bildung plastiddrer Isoprenoide aus Mevalonsdure im Widerspruch. Mit der
Entdeckung des DOXP/MEP-Weges fiir plastidire Isoprenoide 1995 nahm man an, dass er in
den Plastiden lokalisiert ist. Zu Beginn der Arbeit 1996 waren die Intermediate und die
Verbreitung des DOXP/MEP-Weges in hoheren Pflanzen noch nicht bekannt. Fiir die weitere
Untersuchung dieses Biosyntheseweges wurde nach einem in Plastiden gebildeten Isoprenoid
gesucht, dessen Bildung aus IPP moglichst wenige weitere enzymatische Schritte bendtigt.
Als Modellsystem der plastiddren Isoprenoid-Biosynthese wurde die Isoprenemission
gewihlt, da die Cs-Verbindung Isopren wahrscheinlich das in den grof3ten Mengen gebildete
Isoprenoid in der Natur tiberhaupt ist. Da Isopren durch die plastiddre Isoprensynthase aus
DMAPP gebildet und unmittelbar gasformig emittiert wird, spiegelt die Isoprenemission
direkt die Bildung von IPP und DMAPP in den Plastiden wider. Wéhrend die Biosynthese
hoherer Isoprenoide wie z.B. Carotinoide aus IPP viele weitere enzymatische Schritte
benétigt, sind nur zwei zusétzliche Enzyme zur Isoprenbildung erforderlich: IPP-Isomerase
und Isopren-Synthase.

Problemstellung

Bevor Untersuchungen tiber mogliche Intermediate und Inhibitoren des DOXP/MEP-
Weges durchgefiihrt werden konnten, musste die folgende Frgae geklart werden: Wird
Isopren nach dem Acetat/Mevalonat-Weg oder nach dem DOXP/MEP-Weg gebildet?

Diese Frage sollte durch Einbauexperimente mit moglichen spezifischen Vorstufen des
DOXP/MEP-Weges und mit Mevalonat angegangen werden. Die Verbindungen sollten mit
den stabilen Isotopen *H oder °C markiert sein und der Einbau in Isopren sollte mittels
GC/MS bestimmt werden. Potentielle Vorldaufer des DOXP/MEP-Weges sollten chemisch
synthetisiert werden, um Informationen iiber seine unbekannten Intermediate zu erhalten.
Markierungsstudien mit Isopren sollten bei verschiedenen Pflanzen durchgefiihrt werden, um
die Verbreitung des plastidiren DOXP/MEP-Weges unter den hoheren Pflanzen zu
untersuchen.

Weiterhin sollte ein pflanzliches Testsystem auf der Basis der Isoprenemission entwickelt
werden, um neue Inhibitoren des DOXP/MEP-Weges zu finden. Der Wirkort potentieller
Inhibitoren der Isoprenemission sollte so weit wie moglich eingegrenzt werden. Schlie8lich
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sollten weitere plastiddre Isoprenoide darauthin untersucht werden, ob sie nach dem
DOXP/MEP-Weg oder dem Acetat/Mevalonat-Weg gebildet werden.

Ergebnisse

1) Zur Messung der Isoprenemission aus Bléttern wurden zwei neue Methoden entwickelt:
Die erste Methode ermdglicht die Anreicherung von Isopren aus der Gasphase in einem
Tropfen Decan und eine schnelle Bestimmung des Einbaus *H- und "*C-markierter Vorstufen
mittels GC/MS. Die zweite Methode erlaubt die schnelle und bequeme Quantifizierung des
von Bléttern abgegebenen Isoprens durch UV-Absorption im Spektrophotometer. Diese
Methode ist besonders dazu geeignet, die Wirkung potentieller Inhibitoren des DOXP/MEP-
Weges zu messen.

Es wurden einige potentielle Isopren-Vorstufen chemisch synthetisiert (s.u.). Verschiedene
potentielle Inhibitoren des DOXP/MEP-Weges wurden auf ihre Hemmung der
Isoprenemission, des Wachstums verschiedener Algen und von E. coli sowie der Ergriinung
von Gerstenkeimlingen hin untersucht.

Zusitzlich wurde die Biosynthese eines weiteren fliichtigen Hemiterpens, 2-Methyl-3-
buten-2-ol aus Pinus ponderosa, durch dhnliche Einbau- und Hemmstudien untersucht. 2-
Methyl-3-buten-2-ol wird &hnlich wie Isopren von Laubbdumen in grofen Mengen von
amerikanischen Pinus-Arten licht- und temperaturabhingig in die Atmosphére abgegeben.

2) Folgende mogliche IPP-Vorldufer wurden synthetisiert: Von Prof. F. W. Lichtenthaler
(Universitit Darmstadt) erhaltene [1-°H,]-1-Deoxy-2.3-isopropyliden-p-D-xylulofuranose
wurde durch saure Hydrolyse zu [1-"H;]-1-Deoxy-D-xylulose umgesetzt; aus letzterer wurde
durch Reduktion mit KBH, eine Mischung aus [1-2H1]-1-Deoxy-D-Xylitol und [1-*H;]-1-
Deoxy-D-lyxitol ~erhalten. [1-*H,]-1-Deoxy-2,3-isopropyliden-B-D-xylulofuranose ~wurde
auBerdem durch saure Methanolyse zum Methylglykosid von [1-*H,]-1-Deoxy-D-xylulose
umgesetzt, da letzteres wegen seiner geringeren Polaritit moglicherweise Biomembranen
besser passieren konnte. Weiterhin wurden (R)-[l,1,4,4-2H4]-2-C—Methylbutan-1,2,4-tri01, [1-
’H,]-3-Methyl-2-buten-1-ol und [1-?H,]-3-Methyl-2-buten-1-ylpyrophosphat (deuteriertes
DMAPP) synthetisiert, sowie 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat mithilfe des von J. Schwender
in der Karlsruher Arbeitsgruppe klonierten Enzyms 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase
(DXS) aus Chlamydomonas reinhardltii.

3-Methyl-2-buten-1-ol und 3-Methyl-2-buten-1-ylpyrophosphat (DMAPP) wurden bei
Chelidonium majus L. nicht in Isopren inkorporiert. Vermutlich konnte 3-Methyl-2-buten-1-
ol nicht durch entsprechende Kinasen zu DMAPP aktiviert werden. DMAPP wurde
wahrscheinlich aufgrund seiner Polaritdt nicht in die Zellen bzw. Plastiden aufgenommen. 1-
Deoxy-D-xylitol, 1-Deoxy-D-lyxitol und 2-C-Methylbutan-1,2,4-triol wurden ebenfalls nicht
in Isopren aus Chelidonium majus L. eingebaut. Diese Verbindungen sind wahrscheinlich
keine Vorldufer des DOXP/MEP-Weges, da keine offensichtliche biochemische Verbindung
zwischen Thnen und den heute bekannten Intermediaten des DOXP/MEP-Weges besteht. [1,1-
’H,]-2-C-Methyl-D,L-erythritol (d-ME) wurde nicht in Isopren aus Populus nigra L.
eingebaut, obwohl der Phosphatester MEP heute als Intermediat des DOXP/MEP-Weges
bekannt ist. d-ME kann vermutlich wegen seiner Polaritit nicht aufgenommen werden oder es
kann nicht von Kinasen zu MEP phosphoryliert werden.

3) Deuterium-markierte 1-Deoxy-D-xylulose (DOX) wurde in Isopren aus allen in dieser
Arbeit verwendeten Pflanzen (Populus nigra, Salix viminalis, Chelidonium majus, Platanus x
acerifolia, Quercus robur, Robinia pseudoacacia und Eucalyptus globulus) eingebaut. Damit
wurde DOX als Vorstufe des DOXP/MEP-Weges bestitigt. '°C-markierte Mevalonsiure (°C-
MVA) wurde hingegen nur in geringem Malle in Isopren eingebaut. Damit wurde
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nachgewiesen, dass Isopren nach dem DOXP/MEP-Weg und nicht nach dem Mevalonatweg
gebildet wird. Dieser Nachweis lieferte auch weiterere Belege sowohl fiir die vermutlich
ubiquitdre Verbreitung des DOXP/MEP-Weges in hoheren Pflanzen als auch fiir die
plastiddre Lokalisierung der Isoprenbiosynthese (Die Isopren-Synthase ist im Plastiden
lokalisiert). Mit dem in dieser Arbeit beschriebenen Einbau von d-DOX in Isopren aus
verschiedenen Pflanzen wurde erstmalig die Markierung eines Isoprenoids durch 1-Deoxy-D-
xylulose in einer wissenschaftlichen Zeitschrift publiziert (ZEIDLER et al., 1997).

4) Das aufgrund theoretischer Erwédgungen ausgewéhlte Antibiotikum Fosmidomycin
wurde als ein effizienter Hemmstoff des DOXP/MEP-Weges und der Isopren-Biosynthese
charakterisiert. Als Wirkort von Fosmidomycin wurden 1998 in der Arbeitsgruppe H. K.
Lichtenthaler bei Pflanzen (ZEIDLER et al., 1998; SCHWENDER ef al., 1999) und unabhéngig in
der Arbeitsgruppe H. Seto bei E. coli (KUZUYAMA et al., 1998) die 1-Deoxy-D-xylulose-5-
phosphat-Reduktoisomerase (DXR), das zweite Enzym des alternativen IPP-
Biosyntheseweges, identifiziert. Die Hemmung der DXR durch Fosmidomycin wurde auch
fiir andere Bakterien beschrieben (ALTINCICEK et al., 2000; GROLLE et al., 2000; MILLER et
al., 2000). In einer gemeinsamen Publikation mit der Arbeitsgruppe Jomaa, Universitét
Giessen, wurde die Hemmung der DXR aus dem Malariaerreger Plasmodium falciparum und

die Heilung einer Malariaform der Maus durch Fosmidomycin beschrieben (JOMAA ef al.,
1999b).

5) Wirkungsweise des Herbizids Clomazone: Mithilfe des Hemmtests der Isoprenemission
von Blattstiicken (UV-Methode), mit verschiedenen Untersuchungen an ergriinenden
Gerstenkeimlingen sowie mit enzymatischen Hemmtests von C. Miiller in der Karlsruher
Gruppe, konnten erste Belege flir den bisher unbekannten Wirkungsmechanismus des
Herbizids Clomazone erbracht werden, der offenbar in der Bioaktivierung zu 5-
Ketoclomazone mithilfe von Cytochrom Pgssy besteht. 5-Ketoclomazone, ein oxidierter
Metabolit von Clomazone, hemmt die DXS, das erste Enzym des DOXP/MEP-Weges und die
Isoprenemission verschiedener Pflanzen.

6) Die starke Hemmung der Isoprenemission von Platane durch das Herbizid DCMU
(Diuron) bestdtigte, dass die Isoprenemission nur dann erfolgen kann, wenn ATP und
NADPH sowie C-Skelette aus der Photosynthese zur Verfiigung gestellt werden.

7) Einige Inhibitoren Vitamin Bg-abhédngiger Reaktionen (Aminoethoxyvinylglycin,
Aminooxyacetat, Cycloserin und Gabaculine) wurden erstmals als Hemmstoffe der
Isoprenemission beschrieben. Ihr genauer Wirkungsmechanismus muss allerdings noch niher
untersucht werden. Es wird vermutet, dass eine Hemmung Vitamin B¢-abhédngiger Schritte der
Photorespiration direkt die Isoprenemission hemmt oder indirekt zu einer Hemmung der
Photosynthese fiithren kann (z.B. durch Verarmung des Calvin-Zyklus an C-Skeletten), so
dass in der Folge auch die Isoprenemission zum Erliegen kommt. Alternativ ist es denkbar,
dass bisher unbekannte Enzyme des DOXP/MEP-Weges Vitamin B¢-abhingig sind.

8) Das fliichtige Hemiterpen 2-Methyl-3-buten-2-ol, das bei Pinus ponderosa anstelle von
Isopren emittiert wird, wurde effizient von [1-’H,]-DOX markiert, nicht aber von [2-"*C]-
Mevalonsédure. Auflerdem wurde seine Emission aus Pinus ponderosa durch Fosmidomycin
gehemmt. Somit wurde fiir 2-Methyl-3-buten-2-ol, ein weiteres fiir die Atmosphirenchemie
bedeutsames Isoprenoid, die Bildung nach dem alternativen DOXP/MEP-Weg der IPP-
Biosynthese nachgewiesen.

9) Der gegenwirtige Stand (Ende 2000) der Verbreitung und Funktion der Isoprenemission
in Pflanzen, Bakterien und Tieren wurde in der Einleitung und in der Diskussion
zusammengefasst. AuBBerdem wurden im Diskussionsteil die bisher bekannten Schritte des
DOXP/MEP-Weges sowie die aus Markierungsexperimenten moglichen Schlussfolgerungen
tiber seinen weiteren Verlauf in Pflanzen und Bakterien dargestellt. Auch die unterschiedliche



126 Zusammenfassung

Herkunft verschiedener Klassen von Isoprenoiden in Pflanzen aus dem Mevalonat- oder dem
DOXP/MEP-Weg, die Kompartimentierung des Acetat/Mevalonat-Weges und des
DOXP/MEP-Weges der IPP-Biosynthese in Pflanzen sowie der Austausch von Intermediaten
der Isoprenoidbiosynthese zwischen den Zellkompartimenten in Pflanzen wurden diskutiert
sowie die Verbreitung und Phylogenie der beiden IPP-Biosynthesewege in Pflanzen und
Bakterien.

10) Am Ende des Diskussionsteils wurde als Ausblick aufgezeigt, wie kiinftig weitere
Forschung zur Regulation der Isoprenemission, zur weiteren Aufkldrung des DOXP/MEP-
Weges und zum Auffinden moglicher neuer Herbizide und Antibiotika durchgefiihrt werden
kann.
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