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Prinzipien des Sekundarstoffwechsels

© Einleitung

Pflanzen und Mikroorganismen produzieren eine zu-
ndchst unliberschaubar anmutende Vielfalt von Natur-
stoffen, deren Bedeutung fiir die Produzenten selbst
nicht offensichtlich ist, da diese Verbindungen fir ei-
nen funktionierenden Zellstoffwechsel sowie Zell-
wachstum und -teilung nicht notwendig sind. Man
fasst diese Metaboliten, zu denen auch die Mehrzahl
der pharmazeutisch genutzten Pflanzenstoffe zahlt, als
sekunddre Naturstoffe zusammen und stellt sie den
ubiquitar vorkommenden Produkten des Primarstoff-
wechsels, wie z. B. Aminosauren, Zuckern, Nukleotiden,
Vitaminen und Fettsduren, gegeniiber.

Wahrend die Biosynthesewege des Primarstoff-
wechsels, die zu den Bausteinen der Proteine, Nuclein-
sauren, Kohlenhydrate und Fette fiihren, in fast allen
Organismen vorhanden und in sehr dhnlicher Weise
ausgebildet sind, bleiben bestimmte Wege des Sekun-
darstoffwechsels haufig auf wenige Taxa beschrankt.

Alle Sekundadrstoffe lassen sich aus Bausteinen des
Primarstoffwechsels herleiten. Die Grundgeriste eini-
ger Aminosauren findet man in den Alkaloiden wieder,
Essigsaure wird Gber Mevalonsdure bzw. Malonsaure
zur Synthese von Terpenoiden bzw. Polyketiden ver-
wendet. Man kann die Bildung sehr vieler Sekundar-
stoffe auf drei biosynthetische Prinzipien, namlich die
Isopren-, die Acetat- und die Aminosdureregel zuriick
fuhren. Mit der biosynthetischen Sichtweise ldsst sich
die Vielfalt der Produkte des Sekundarstoffwechsels
besser ordnen und verstehen als durch die rein struk-
turchemische Betrachtung.

Die exakte Zuordnung eines bestimmten Sekun-
darstoffes zu einer bestimmten Stoffgruppe erfordert
unter Umstanden die genaue Kenntnis des Biosynthe-
seweges. Solche Biosynthesewege, die Ausschnitte ei-
nes kompliziert verflochtenen metabolischen Netz-
werks darstellen, kdnnen mit Hilfe von chemischen
und spektroskopischen Verfahren unter Verwendung
radioaktiver oder schwerer Isotope aufgeklart werden.
AuBerdem werden biochemische, genetische und mo-
lekulargenetische Methoden genutzt.

1.1 Ana-, Kata- und Amphibolismus

Unter Stoffwechsel oder Metabolismus versteht man die
Gesamtheit der in einem lebenden Organismus ablaufen-
den chemischen Reaktionen. Man unterscheidet drei
Stoffwechselbereiche: den Anabolismus, den Katabolis-
mus und den Amphibolismus.

Anabolismus. Der Anabolismus (Assimilation) umfasst
die pauschal endergonen Prozesse, die fiir den Aufbau
energiereicher Substanzen aus den energiedrmeren ver-
antwortlich sind; der Katabolismus (Dissimilation) um-
fasst die pauschal exergonen Prozesse, d. h. die Abbaupro-
zesse des Stoffwechsels. Der Anabolismus ist der divergie-
rende Stoffwechselzweig; letztlich entsteht aus CO,, H,O
und NH; die gesamte Vielfalt der Biomolekiile.

Katabolimus. Der Katabolismus ist der konvergierende
Stoftwechselzweig: Die vielfaltigen Biomolekiile werden in
einfache Stoffe, letztlich bis zu CO,, H,O und NHj zerlegt.
Zwar sind auf bestimmte Strecken hin Anabolismus und
Katabolismus durch reversible Reaktionen miteinander
verkniipft, doch verlaufen die abbauenden und die ihnen
jeweils korrespondierenden aufbauenden Stoftwechsel-
prozesse in der Zelle raumlich voneinander getrennt ab;
auch die durchlaufenen Reaktionsketten sind in der Regel
nicht identisch.

Amphibolismus. Unter Amphibolismus (griech.: amphi
[auf beiden Seiten, doppelt]) versteht man Phasen des
Ineinanderumsetzens (Interkonversion) von Stoffwech-
selprodukten als Kreuzungsbereich zwischen abbauenden
und aufbauenden Reaktionsketten und/oder Reaktions-
zyklen. Das typische Beispiel eines amphibolen Stoffwech-
selweges ist bei griinen Pflanzen und anderen aeroben
Organismen der Citratzyklus (Tricarbonsdurezyklus): So
ist z. B. Acetyl-SCoA (Acetylcoenzym A) ein gemeinsa-
mes Zwischenprodukt des Abbaus von Fetten, Kohlen-
hydraten und von Aminosduren. Acetyl-SCoA kann ent-
weder - in Verbindung mit der Atmungskette — weiter zur
Energiegewinnung abgebaut oder aber als Substrat fiir die
Synthese zahlreicher Substanzen (€ Tabelle 1.1) herange-
zogen werden. Wenn Acetyl-SCoA oder andere Zwischen-
stufen des Citratstoffwechsels (z. B. Pyruvat, Succinyl-
SCoA) fiir die Verwendung als biosynthetische Vorstufen
entnommen werden, wilrde der Zyklus an Zwischenstufen
verarmen und kdme schlieflich zum Erliegen, wenn nicht
durch so genannte anaplerotische (griech.: anaplerein



1.2 Primar- und Sekundarstoffwechsel

B Tabelle 1.1
Wichtige Stoffwechselwege des Grundstoffwechsels

Kohlenhydrate Photosynthese, Calvin-Zyklus, C4-Saure-

Zyklus, Gluconeogenese

Hydrolytische Spaltung der Kohlenhydrate,
Glykolyse, Pentosephosphatzyklus

Fette Lipidsynthese: Fettsaure-Synthase-Komplex, Hydrolytische Spaltung der Fette, 3-Oxidation
Acylglyceride, Phospholipide, Glykolipide, der Fettsduren
Carotinoide, Sterole

Proteine Biosynthese der Aminosduren und Proteine Hydrolytische Spaltung der Proteine, Abbau und

(Translation) Umbau der Aminosduren (Decarboxylierung,

Desaminierung, Transaminierung)

Acetylcoenzym A Kohlenhydrate, Fettsduren, Aminosauren, Citratzyklus, Atmungskette, Glyoxylatzyklus

Ketogenese, Terpene, Steroide

Nucleinsduren Biosynthese von Purin- und Pyrimidin-
nukleotiden, von RNA, Replikation von DNA,

Bildung von Flavinen und Pteridinen aus GTP

DNA- und RNA-Spaltung

[auffiillen]) Prozesse diese Zwischenprodukte ersetzt wiir-
den. Lipidmobilisierung und Einschleusen von Acetyl-
SCoA sei als Beispiel einer anaplerotischen Reaktion ge-
nannt.

1.2 Primar- und Sekundarstoffwechsel

Primarstoffwechsel. Der Primérstoffwechsel dient in ers-
ter Linie der Erhaltung des Lebens und der Vermehrung.
Im Primérstofftwechsel (syn.: Grundstoffwechsel) von

Pflanzen, Tier und Mensch sowie von prokaryotischen

Mikroorganismen zeigt sich grofe Ubereinstimmung. Die

Einheit lebender Materie zeigt sich vor allem im Fol-

genden:

1. Der genetische Code ist fiir alle Organismen der-
selbe: Die Zuordnung der jeweiligen Nukleotidtrip-
lets zu bestimmten Aminosduren ist fiir alle Organis-
men, vom Bakteriophagen bis zum Menschen, die
gleiche. Der genetische Code ist aber ,degeneriert®,
d. h. fir identische Aminosduren codieren unter-
schiedliche Nukleotidtriplets. Tatsachlich nutzen die
unterschiedlichen Organismen bestimmte Kodons
bevorzugt (,,codon usage®). Dies ist bei der Uberset-
zung von Proteinsequenzen in Nucleinsduresequen-
zen (z. B. zur Herstellung von Oligonukleotid-Pri-
mern im Rahmen molekularbiologischer Ansitze
zum Verstandnis des Sekundirstoffwechsels) zu be-
ricksichtigen.

Alle Zellen bentitzen zur Energiespeicherung und zum
Energietransfer Phosphate, besonders ATP.

Alle Zellen synthetisieren und speichern &hnliche
Stofte — Fette, Kohlenhydrate und Proteine —, wobei sie
ahnliche Stoffwechselwege beniitzen. Die Stoffe wer-
den katabolisch in den meisten Zellen auf ahnliche
Weise abgebaut.

Die Stoffwechselreaktionen werden durch bestimmte
Proteine, die Enzyme, katalysiert. Proteine dhnlicher
Funktion zeigen organismenunabhéngig hiufig dhn-
liche dreidimensionale Strukturen sowie dhnliche
Aminosduresequenzen. Dies ist die Grundlage vieler
molekularbiologischer Ansitze zur Aufklarung von
Biosynthesewegen (@ Kap. 1.4).

Es existiert eine beschrinkte Zahl ubiquitar (iiberall
vorkommender) niedermolekularer Verbindungen,
von denen lebenswichtige Stoffwechselprozesse ab-
héangen. Dazu zihlen bestimmte Kofaktoren von En-
zymsystemen (Thiamin, Nicotinsdureamid, Flavine,
Hémine, Pyridoxal, Panthotenséure).

Kernaussage

Der Primarstoffwechsel umfasst alle Stoffe und Pro-
zesse, die flir Wachstum und Entwicklung des Indivi-
duums unentbehrlich sind. Gekennzeichnet ist der
Primarstoffwechsel dadurch, dass er universell und
einheitlich ist und sich auch unter evolutionaren Ein-
fliissen wenig verandert hat.
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Sekundarstoffwechsel. Dem Grund- oder Primarstoff-
wechsel stellt man den Sekundérstoffwechsel (spezieller
Stoffwechsel) gegeniiber, bei dem nicht die Gemeinsam-
keiten, sondern gerade die Unterschiede im Stoffwechsel
der verschiedenen Organismentypen vergleichend ge-
geniiber gestellt werden. Der Sekundérstoffwechsel ist
sehr variabel ausgeprégt. Viele Gene des Sekundérstoft-
wechsels haben sich méglicherweise durch Genduplizie-
rungen und anschlielende Mutation oder Neuorganisa-
tion aus Genen des Primérstoffwechsels entwickelt. Be-
sonders einsichtig ist dieses Prinzip bei der Erklarung
der strukturellen und mechanistischen Ahnlichkeit der
mikrobiellen Polyketidsynthasen mit der Fettsduresyn-
thase. Bei Mikroorganismen liegen Biosynthesegene
héufig als so genannte Gencluster vor, d. h. die einzelnen
Enzyme einer bestimmten Biosynthese werden von Ge-
nen codiert, die in enger Nachbarschaft zueinander lie-
gen und teilweise gemeinsame regulatorische Elemente
besitzen.

Stoftwechselwege darf man sich nicht als zweidimen-
sionale Strecken vorstellen, die von A iiber B nach C und
schliefllich zum Produkt P fithren, sondern eher als mul-
tidimensionale metabolische Netze (,,metabolic grid®).
Zwischenprodukte eines Stoffwechselweges konnen da-
her vielfiltig genutzt und verbaut werden. Andrerseits
konnen Bausteine aus anderen Stoffwechselnetzen einge-
speist werden. Dies ist zu berticksichtigen, wenn Stoft-
wechselwege mit Hilfe molekularbiologischer Techniken
modifiziert werden sollen (,metabolic engineering®

© Kap. 1.4).

! Kernaussage
Der Sekundarstoffwechsel umfasst alle Stoffe und
Prozesse, deren Funktionen allenfalls die Wechsel-
beziehungen des Individuums mit seiner Umwelt
betreffen konnen. Der Sekundarstoffwechsel ist ent-
behrlich fir Wachstum und Entwicklung des isoliert
betrachteten Individuums, jedoch unentbehrlich
fiir die Existenz und den Fortbestand der Art in ihrer
Umwelt.

Produkte des Sekundirstoffwechsels. Produkte des
Sekundarstoffwechsels nennt man sekundére Naturstoffe.
Der Zusatz ,sekundar® impliziert, dass diese Produkte
aus bekannten und ubiquitédren Metaboliten des Primér-
stoffwechsels gebildet werden. Obwohl eine didaktische
Trennung zwischen Primidr- und Sekundérstoffwechsel

tiblich ist, sollte man eingestehen, dass eine allzu strikte

Trennung der Betrachtung von priméren und vermeint-

lich sekundiren Stoftwechselprodukten biologisch und

physiologisch wenig sinnvoll ist. Phytosterole sind Pro-
dukte des Primérstoffwechsels, wihrend nur geringfii-
gig modifizierte Derivate der Phytosterole als Steroid-
saponine den Sekunddrstoffen zugeordnet werden. Die

Ansicht, ob es sich bei einer bestimmten Substanz um

einen Primar- oder Sekundirstoft handelt, kann sich mit

der Zeit auch dndern. So wurde die Shikimisaure ur-
spriinglich als ein sekundérer Naturstoft (isoliert aus

Shikimi (jap.), dem Giftigen Sternanis Illicium religiosum

SIEBOLD & Zucc.) angesprochen, bevor sich heraus-

stellte, dass sie ein wichtiges Zwischenprodukt in der

Biosynthese der aromatischen Aminosduren darstellt.

Ester der Salicylsdure und Jasmonsdure, urspriinglich

als Komponenten #therischer Ole beschrieben, wurden

mittlerweile als wichtige Signalmolekiile in Pflanzen er-
kannt.

Sekundére Naturstoffe sind durch die folgenden Merk-
male gekennzeichnet:

1. Siesind nicht allgemein verbreitet, sondern kommen
jeweils in nur einigen Organismengruppen vor. Die
Palette an sekundéren Naturstoffen ist von Spezies
zu Spezies verschieden. Einige sind innerhalb der
Angiospermen auch nahezu ubiquitdr anzutreffen,
wie einige Phenolcarbonsiduren oder Purinalalka-
loide.

2. Sekundadrstoffe besitzen haufig eine grofie Variabilitit
ihrer Struktur. So treten sie in der Regel in Form einer
ganzen Palette nahe verwandter Strukturen auf. Dabei
miissen strukturdhnliche Verbindungen oder Verbin-
dungen mit gleichartigen Bauprinzipien nicht identi-
sche biologische Eigenschaften besitzen; manche ha-
ben moglicherweise gar keinen Nutzen. Dies ist ein
Grund dafiir, weshalb der Sekundérstoffwechsel gele-
gentlich auch als ,,Spielwiese der Evolution® betrachtet
wird.

3. Sekundidre Pflanzenstoffe werden vielfach nur wéh-
rend ganz bestimmter Entwicklungsstadien der Pflan-
ze gebildet. Folglich dndert sich der Gehalt an be-
stimmten Sekundarstoffen im Verlauf der Individual-
entwicklung (ontogenetische Variabilitit). Beispiels-
weise enthalten die Blitter junger Pfefferminzpflanzen
ein menthonreiches, aber mentholarmes étherisches
Ol; gegen Blithbeginn dreht sich das Verhiltnis Men-
thon zu Menthol um. Oder: Die jungen Friichte der
Tomatenpflanze sind alkaloidreich; in dem Mafle wie
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die Frucht zur Reife gelangt, werden die Alkaloide ab-
gebaut, bis die reifen Tomaten nur noch Spuren an
Tomatin enthalten.

Auch in anderen Fillen ist das Auftreten von
Pflanzeninhaltsstoffen kein permanentes Merkmal.
Bestimmte sekunddre Pflanzenstoffe wie die sog.
Phytoalexine (griech.: phyton [Pflanze]; alexein
[schiitzen]) werden nur synthetisiert, wenn die Pflan-
ze mit einem mikrobiellen Schéddling in Kontakt
kommt. Wiederum andere Pflanzenarten nehmen,
wenn im Boden vorhanden, von Bodenpilzen produ-
zierte Produkte auf, wandeln sie chemisch ab und
speichern sie in ihren Bldttern (Beispiel: die Tricho-
thecene der Baccharis-Arten). Mit der Erforschung
der biochemischen Anpassung von Pflanzen an die
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Umwelt befasst sich die okologische Biochemie
(Schlee 1992; Harborne 2002).

Bei hoheren Pflanzen werden sekundére Pflanzenstof-
fe nach ihrer Bildung in der Regel an ganz bestimmten
Stellen abgelagert und gespeichert: lipidlosliche Pro-
dukte in besonderen Driisenhaaren, Olzellen, Olriu-
men oder Chromoplasten, wasserlosliche Sekundér-
stoffe (Glykoside, Alkaloidsalze) in Vakuolen oft spe-
zialisierter Zellen (z. B. den Latexvesikeln milchsaft-
fiihrender Pflanzen).

Syntheseort und Speicherort der sekundédren Natur-
stoffe sind hdufig nicht identisch.

Die Fahigkeit, bestimmte Sekunddrmetabolite zu bil-
den, kann durch Mutation gewonnen werden oder
verloren gehen (chemische Variabilitat).
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Biosynthetische Beziehungen zwischen Priméar- und Sekundarstoffwechsel. Wege der Bildung sekundérer Pflanzenstoffe.
Beide Naturstoffklassen leiten sich von identischen Prakursoren ab (mod. nach Schlee 1992). 7 Aminosaureweg; 2 Shikimi-
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B Tabelle 1.2

Stofflicher Zusammenhang zwischen Grund- und Sekundarstoffwechsel (nach Luckner 1984, leicht verandert)

Zucker (insbesondere D-Erythrose, D-Ribose,
D-Glucose

Metabolite von Glykolyse und Citratzyklus

Anormale Zucker (Amino- und Desoxyzucker, methylierte Zucker, Zucker
mit verzweigter C-Kette), Oxidationsprodukte (Uronsduren, Aldonsduren,
Ascorbinsaure), Reduktionsprodukte (Zuckeralkohole, Cyclitole, Streptidin)

Pyridoxylderivate, Milchsdure, Glycerol, Cs-Teil im Chorismat

(besonders Fructose-6-phosphat, Glycerin-
aldehyd-3-phosphat, Phosphoenolpyruvat)

Acetylcoenzym A

Ungewdhnliche Fettsduren, Eicosanoide, Fettsdurederivate (n-Alkane,

Acetylenderivate), Polyketide, Anthranoide, Tetracycline, Griseofulvin,

Phenolcarbonséuren aus Pilzen und Flechten, Pyridinderivate

Isopentenyl-diphosphat

Monoterpene, Sesquiterpene, Diterpene, tetra- und pentacyclische

Triterpene, Steroide, Carotinoide und Xanthophylle

Shikimat

Naphthochinone, Anthranoide (Alizarintyp), Phenazine, Chinolin- und

Chinazolinalkaloide

Aliphatische Aminosduren

Amine, methylierte Aminosauren, Hydroxamsauren, cyanogene

Glykoside, Glucosinolate, Betaine, Alkaloide (insbesondere Tropan- und
Pyrrolizidinalkaloide), Konjugate mit Glycin, Glutamin, Ornithin, S-Alkyl-
cysteinderivate, Lauchdle, Diketopiperazine, Peptide (z. B. Penicilline)

L-Phenylalanin, L-Tyrosin

L-DOPA und Indolalkaloide, Phenylalkylamine, Isochinolinalkaloide,

Melanine, Betalaine, Zimtsauren, Cumarine, Lignane, Stilbene, Flavonoide,
Hydrochinonderivate

L-Tryptophan

Anthranilsaure, Chinolin-, Acridin- und Benzodiazepinalkaloide, Nikotin-

sdurederivate, Ergolinalkaloide, Carbolinalkaloide, Cinchonaalkaloide

Purine

Methylierte Purine, Purinantibiotika, Pteridine, Benzopteridine,

Pyrrolopyrimidine

1.3 Zusammenhang zwischen
Primar- und Sekundarstoffwechsel

Die Bausteine fiir die biogenetischen Stoffwechselpro-
zesse sind einfache Metabolite des amphibolen Stoff-
wechsels (@ Kap. 1.1). Sie stammen v. a. aus der Glyko-
lyse, dem Citrat- und dem Pentosephosphatzyklus. Es
handelt sich um Carbonsduren (Acetat, Pyruvat, 2-Oxo-
glutarat) und um verschiedene Zucker (Triosen, Ery-
throsephosphat). Die Untersuchung der Biogenesewege
sowohl von essentiellen Zellbestandteilen als auch von
sekunddren Pflanzenstoffen fithrt auf Intermedidrmeta-
bolite als gemeinsame Bauelemente (€ Abb. 1.1). @ Ta-
belle 1.2 zeigt Beispiele fiir Metabolite, die sowohl am
Aufbau primirer als auch sekundirer Pflanzenstoffe be-
teiligt sind.

Herkunft weiterer Synthesebausteine. C;-Bausteine, de-
ren Bedeutung besonders hervorgehoben werden soll,
stellen sowohl im Primar- als auch im Sekundarstoffwech-
sel haufige und wichtige Elemente fiir Biosynthesen dar.
Sie kommen in allen denkbaren Oxidationsstufen vor, als
Methyl-, Hydroxymethyl-, Formyl- und Carboxylgruppen
(© Abb. 1.2). Im Mittelpunkt der C;-Kohlenstoffiibertra-
gung stehen Enzyme mit Folsdure als Coenzym. Trager der
C;-Kohlenstoffgruppen sind die N-Atome in Position N-5
bzw. N-10 des Pteridylrestes. Durch Dehydrogenase-Reak-
tionen kénnen die C;-Reste in die unterschiedlichen Oxi-
dationsstufen tGbergehen und als Methyl-, Formyl- oder
Carboxylgruppe auf andere Molekdile Ubertragen werden
v
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(© Abb. 1.3). Die Methylgruppe wird in der Regel nicht
direkt von der Methylfolsdure auf ein anderes Substrat
Ubertragen, vielmehrist S-Adenosylmethionin dazwischen
geschaltet. S-Adenosylmethionin fungiert als der unmit-
telbare Methyldonator. Methyl kann dabei auf O-, N-, S-
und C-Atome Ubertragen werden. Eine weit verbreitete
derartige Methylierungsreaktion ist die Erweiterung der
Seitenkette von Cholesterol bzw. Cycloartenol zu den fiir
hohere Pflanzen typischen ethylsubstituierten Phytostero-
len (€ Abb. 1.4).

Stickstoff kann durch Prozesse tGibertragen werden, die
der Transaminierung von Aminosauren dhneln; hierbei
dient Pyridoxalphosphat als Coenzym. AuBerdem ist die
Knupfung eines priméren oder sekunddren Amins an eine
Aldehydfunktion mdoglich.

Auch Reduktionsaquivalente (z. B. NADPH+H*), ATP
und Zuckernukleotide (z. B. UDP-Glucose) werden aus
dem Primarstoffwechsel beigesteuert und machen die
Biosynthese von Sekunddrmetaboliten erst méglich.

0 Abb. 1.2 0
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Sekundire Naturstoffe. Sekundére Naturstoffe werden
nach biosynthetischen Gesichtspunkten geordnet. Die
Gesamtzahl der bisher allein aus hoheren Pflanzen isolier-
ten Sekunddrmetabolite umfasst etwa 60.000 definierte
chemische Strukturen. Da nur eine begrenzte Zahl von
Molekiilbausteinen zur Synthese verwendet wird, lassen
sich diese vielen Sekundarprodukte zu wenigen Stoff-
gruppen zusammen fassen. € Abbildung 1.5 bringt eine
Ubersicht iiber die aus pharmazeutischer Sicht wichtigen
Gruppen von Sekundarstoffen.

Das Ordnen einer Mannigfaltigkeit im Hinblick auf
Ahnlichkeiten und Unterschiede ist fiir die wissen-
schaftliche Vorgehensweise generell kennzeichnend. In
den Strukturformeln der Naturstoffe sind die Ergeb-
nisse phytochemischer Untersuchungen kompakt zu-
sammengefasst. Das Ordnen dieser Formeln nach struk-
turellen Ahnlichkeiten unter Beriicksichtigung biogene-
tischer Aspekte fithrt zu einem ,,Stammbaum® der Se-
kundérstofte. Zu den éltesten Ordnungsprinzipen zdhlen
die Acetatregel und die Isoprenregel. Auch die Herkunft
der oft komplex aufgebauten Alkaloide konnte schon

(0]
/)
H—C/
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OH 2
Ameisensaure Kohlendioxid

Im Primar- und Sekundarstoffwechsel auftretende C,-Bausteine, geordnet nach ihrem Oxidationswert
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Ubersicht iiber den Teil des C;-Stoffwechsels, der auf der Ebene der THF-Derivate abliuft. Die Hydroxymethylgruppe des
Serins ist die Hauptquelle fiir C,-Bausteine; sie wird als Formaldehydaquivalent auf THF unter Bildung von 5,10-Methylen-
THF iibertragen. Dieses auch als ,aktivierter Formaldehyd” bezeichnete Stoffwechselprodukt kann unter dem Einfluss
von Dehydrogenasen sowohl dehydriert als auch hydriert werden

frith auf eine , Aminosdureregel zuriick gefithrt wer-
den.

! Kernaussage
Die Produkte des Sekundarstoffwechsels nennt man
sekundare Naturstoffe. Der chemische Aufbau der
meisten sekundaren Naturstoffe folgt bestimmten
biogenetischen Regeln: Der Acetatregel, der Isopren-
regel oder der Aminosdureregel.

Polyketide. Fiir alle Polyketide gilt die Acetatregel. Die
Acetatregel, 1907 von J. N. Collie konzipiert, besagt, dass
Naturstoffe mit alternierenden (metastindigen) Sauer-
stofffunktionen eine zusammengehérige Gruppe von Na-
turstoffen bildet, die dadurch ausgezeichnet sind, dass
man sie sich formal als aus mehreren Acetatbausteinen
aufgebaut denken kann (@ Abb. 1.6). In Analogie zu der
Leichtigkeit, mit der sich bei organischen Synthesen aus

offenkettigen Di- oder Triketoverbindungen (Acetessiges-
ter, Diacetylaceton u. a.) Aromaten vom Typus der Orsel-
linsdure oder hydroxylierter Naphthalinderivate bilden,
sollten solche Reaktionen, so die Vorstellung, auch in le-
benden Zellen einfach realisierbar sein. Zu den Naturstof-
fen, die man sich aus C,-Bruchstiicken entstanden denken
kann, gehoren nicht nur einfache Resorcin- und Phloro-
glucinderivate, sondern auch Aflatoxine, Anthranoide,
Griseofulvin, Makrolide, Tetracycline, Xanthone u. a. Man
bezeichnet sie als Acetogenine oder als Polyketide und un-
terteilt sie nach der Zahl (n) von C,-Bausteinen im Mole-
kil als Triketide (n = 3), Tetraketide (n = 4), Pentaketide
(n=5) usw. Die Variationsmaglichkeit ist aber nicht allein
durch die Kettenldnge (bis n >20) gegeben: Hinzu kom-
men unterschiedliche Kettenfaltungen vor der Kondensa-
tion zu zyklischen Verbindungen, Variationen bei den
Reduktionsschritten, Methylierungen, Substitution durch
Isopentenylgruppen, Glykosylierung und Umlagerungen.
Auflerdem konnen unterschiedliche ,,Startercarbonsau-
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Beispiel fiir eine Methylierung eines pflanzlichen Sekundarprodukts: die Bildung von C,4-Sterolen (Typus Sitosterol)

aus C,7-Sterolen (Typus Cholesterol). Die Methylgruppe wird als Methylkation (=, aktives Methyl”) von S-Adenosylme-

thionin als Methyldonator iibernommen. Die S-Methylgruppe des Donatormolekiils stammt ihrerseits aus 5-Methyl-

THF (@ Abb. 1.3)

ren” in Form ihrer SCoA-Ester zur Bildung der vielgestal-
tigen Polyketide genutzt werden (@ Abb. 1.7). So bekom-
men strukturell so unterschiedliche Verbindungen wie die
Flavonoide, Stilbene, Acridonalkaloide, Hopfenbitterstof-
fe und Xanthone einen gemeinsamen biogenetischen
Nenner. Es ist sogar moglich, durch ortsgerichtete Muta-
genese (,site-directed mutagenesis, @ Kap. 1.4) eine
Acridon-Synthase (Endprodukt: Acridon-Alkaloide)
durch Austausch von nur 3 Aminosauren so zu manipu-
lieren, dass sie funktionell zur Chalkonsynthase (Endpro-
dukt: Flavonoide) wird (Lukacin et al. 2001).

Terpenoide. Fiir alle Terpenoide gilt die Isoprenregel.
Auch die Isoprenregel basiert auf Beobachtungen aus der
organischen Chemie. Als Erstem fiel P.E.M. Berthelot

(1860) auf, dass die meisten der damals bekannten Ter-
pene periodisch aus verzweigten Cs-Einheiten aufgebaut
sind. O. Wallach (1885) vertiefte diese Beobachtungen
und klassifizierte die Terpene auf der Basis von Cs-Einhei-
ten. Als ,,biogenetische Isoprenregel“ formulierte sie Ru-
zicka (1953) wie folgt: Bestimmte azyklische Terpene kon-
nen nach ionischen oder radikalischen Mechanismen
kondensieren, sodass alle natiirlich vorkommenden
Mono-, Sesqui- und Diterpene sowie im Falle von Squalen
als azyklische Vorldufer auch die Triterpene und Steroide
abgeleitet werden konnen (Naheres dazu vgl. @ Kap. 23.1).
Baustein aller natiirlich vorkommenden Terpene ist Iso-
pentenyldiphosphat (IPP) als ,aktives Isopren‘, das im
Gleichgewicht mit dem isomeren Dimethylallyldiphos-
phat (DMAPP) steht. Die Kondensationsreaktionen der
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8 Abb. 1.5 Hemiterpen-Bausteine
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netische Herkunft
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Terpene verlaufen somit unter Beteiligung von Phosphat,
anders als die klassischen Kondensationsreaktionen (z. B.
Aldol-Addition oder Claisen-Kondensation).

Terpenoid-Biosynthese. Es gibt zwei Wege der Terpeno-
id-Biosynthese. Bis vor wenigen Jahren nahm man an,
dass in hoheren Pflanzen die zwei Schliisselverbindungen
IPP und DMAPP grundsitzlich iiber Mevalonsaure durch
die Kondensation von drei Molekiilen Acetyl-SCoA und
anschlieflender Decarboxylierung gebildet werden. Heute
weifd man, dass es einen alternativen Biosyntheseweg der
Isopren-Bausteine gibt, der — ausgehend von Glucose -
tiber die Zwischenstufen 1-Desoxy-p-Xylulose (DOX)
und 2-Methylerythritolphosphat (MEP) fithrt (Lich-
tenthaler et al. 1997). Dieser MEP-Weg (syn.: GAP-Pyru-
vat-Weg, DOX-Weg) wird in Plastiden beschritten. Uber
ihn werden sowohl Hemiterpen-Bausteine angeliefert
als auch Monoterpene, Diterpene und Tetraterpene syn-
thetisiert (€ Abb. 1.5). Neben Markierungsexperimenten
mit 3C-markierten Vorstufen (€ Kap. 1.4) war es die
Beobachtung, dass Statine die Bildung von Monoterpenen

8 Abb. 1.6 OH
CH, ‘
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HO O 0]
Alternariol (Pilzprodukt)
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COOH
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HO OH HO CH, HO CH,
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C,s-Anthron (in hdheren Pflanzen)

Beispiel fiir den formalen Ausbau von Pflanzenstoffen - hier Anthranoiden - nach der Acetatregel
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8 Abb. 1.7
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Biogenetischer Zusammenhang der verschiedenen Polyketide mit Strukturbeispielen. Am oberen Rand sind die jeweiligen

»Startersaulen” dargestellt
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0O Abb. 1.8 DMAPP
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Mevalonat-Weg (MEV-Weg) und 2-Methylerythritolphosphat-Weg (MEP-Weg) der IPP- und DMAPP-Biosynthese. Nur der
MEV-Weg kann durch den HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor Mevastatin gehemmt werden

nicht beeinflussten, die die Existenz eines alternativen
Terpenoid-Wegs nahe legten. Statine sind Hemmstofte der
HMG-CoA-Reduktase, einem zentralen Enzym des Me-
valonat-Wegs, das die Bildung der Mevalonséure aus 3-
Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA katalysiert (€ Abb. 1.8).

Alkaloide. Fiir die meisten Alkaloide gilt die Aminosédure-
regel. Sie geht auf den Hinweis von E. Winterstein und
G. Trier im Jahre 1910 zuriick, der besagt, dass alle (ech-
ten) Alkaloide ihrer Struktur nach Derivate von Amino-
sduren sein miissten. Die Aminogruppe der Aminoséure
liefert demnach den heterozyklisch gebundenen Stickstoft
eines Alkaloids. Alkaloidogene Aminosduren im engeren
Sinn sind: Ornithin, Arginin, Lysin, Phenylalanin, Tyrosin
und Tryptophan. Durch initiale Decarboxylierung zum
entsprechenden biogenen Amin werden die Aminosauren
in die Alkaloid-Biosynthese eingespeist. Diese biogeneti-
sche Klammer hilt die ansonsten sehr heterogene und
strukturell vielfiltige Gruppe sekundérer Pflanzenstoffe
zusammen. Allerdings folgen nicht alle Alkaloide dieser
Biosyntheseregel (z. B. Acridon-, Steroid-, Imidazol-, Pu-
rin-Alkaloide).

Beziiglich der Biosynthese von Aminosduren haben
sich besondere Regulationsmechanismen herausgebildet,
die es ermoglichen, zwischen der Belieferung der Protein-
biosynthese und einer Alkaloidbiosynthese zu diskrimi-

nieren. Hierzu zwei Beispiele: Acridon-Alkaloide (Sekun-
dérstoft) und Tryptophan (Primiérstoff) haben bis zur
Anthranilsdure gemeinsame biogenetische Vorstufen. Die
Bildung von Acridon-Alkaloiden kann bei einigen Pflan-
zen durch exogene Reize induziert werden. Dazu wird ein
Anthranilat-Synthase-Gen aktiviert, das fiir die Trypto-
phan-Biosynthese nicht notwendig ist. Ahnliches gilt fiir
die Bildung von Alkaloiden, die sich von Tyrosin bzw. Phe-
nylalanin ableiten lassen: Hierfiir sind zusétzliche Choris-
mat-Mutase-Gene! mit eigenstindiger Regulation ihrer
Expression notwendig. Alle drei aromatischen Aminoséu-
ren (Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin) werden in den
Plastiden gebildet. Daher sind auch die beteiligten Enzy-
me in den Plastiden zu finden. Es gibt aber auch eine cyto-
solische Chorismat-Mutase, was fiir die Biosynthese von
Phenylalanin und Tyrosin bzw. deren Derivate ein von den
Plastiden unabhingiges Reaktionskompartiment schafft.

Phenylpropanoide und Phenole. Phenylpropanoide und
viele Phenole entstehen tiber den Shikimisdureweg. Pflan-
zen konnen auf allen der bisher skizzierten Biosynthese-

! Die Chorisminsaure - von altgriech.: chérisma [getrennt] - ist das In-
termediat des Shikimisdureweges, an dem sich die Wege zu den aromati-
schen Aminosauren Tyrosin und Phenylalanin einerseits und Tryptophan
andrerseits trennen.
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@ Abb. 1.9
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Erythrose-4-phosphat

Prephensaure, eine hydroaromatische Saure, stellt den
Knotenpunkt im Stoffwechsel aller jener Naturstoffe dar,
die einen aromatischen Ring im Molekiil enthalten, ausge-
nommen jene Aromaten, die Polyketide oder Terpenoide
darstellen. Prephensdure ist aus 10 Kohlenstoffatomen
aufgebaut: Als Bauelement fungieren 2 Molekiile Brenz-
traubensaure und 1 Molekiil eines C4-Zuckers, der Erythrose

wege phenolische Substanzen bilden. Die wenigen pheno-
lischen Terpenoide (z. B. Thymol, Carvacrol) sind leicht an
ihrer Isoprenstruktur zu erkennen, phenolische Polyketi-
de an der meta-stindigen Anordnung von Hydroxyl-
gruppen. Die phenolischen Alkaloide (z. B. Morphin,
Cephaelin) leiten sich in der Regel vom Tyrosin ab. Nicht
unmittelbar an ihrer Strukturformel ablesbar ist die ge-
meinsame Herkunft der aromatischen und phenolischen
Zimtsduren, der Gallussdure, der Phenolcarbonsduren
(z. B. Salicylsdure) und einfachen Phenole (z. B. Arbutin).
Sie entstehen alle iiber den Shikimisdureweg, leiten sich
also wie die aromatischen Aminosduren aus Zuckern ab
(© Abb. 1.9). AuBBer der Gallussiure werden vermutlich
alle Stoffe dieser Gruppe aus Phenylalanin oder - sehr
viel seltener - aus Tyrosin gebildet. Ein wichtiges Enzym
des Sekundirstoftwechsels, die Phenylalanin-Ammoniak-
Lyase, katalysiert die oxidative Desaminierung des Phe-

@ Abb.1.10
Prephensaure Cl:e_ C,
C1
COOH
NH
R; :
RQ
I
COOH
X
CsC;
R‘I
R2
11
R, |R, I 11
H H Phenylalanin Zimtsaure
OH | H Tyrosin Cumarséure
OH [ OH DOPA Kaffeeséure

Herkunft der C4-C3-Bausteine. Prephensdure verliert im
Verlauf ihrer Umwandlung zu den aromatischen Amino-
sauren ein C;-Element in Form von CO,. Aus den aromati-
schen Aminosauren entstehen die Zimtsauren, die ein-
fachsten Vertreter der Phenylpropanoide. Stereochemie
nicht beriicksichtigt

nylalanins zur Zimtséure. Das resultierende C¢-C;-Bau-
element (@ Abb. 1.10) ist charakteristisch fur die Gruppe
der Phenylpropanoide, zu denen die Zimtsduren selbst, die
Cumarine und auch die Lignane zéhlen. Sie stellen eine
auf8erordentlich umfangreiche Gruppe von pflanzlichen
Naturstoffen dar. Durch oxidativen Abbau der Seitenkette
der Zimtséduren entstehen die Phenolcarbonsduren und
einfachen Phenole.

Sekundédre Pflanzenstoffen mit gemischtem Bautyp.
Verschiedene Bauelemente konnen zu sekundiren Pflan-
zenstoffen mit gemischtem Bautyp zusammengefiigt wer-
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Weitere Beispiele zur vergleichenden Betrachtung von Sekundarstoffen. Obere Halfte: Das Cyclopeptin mit dem Benzo-
diazepingeriist lasst den Aufbau aus Anthranilsdure und Phenylalanin erkennen. Fiir Mikroorganismen ist dieser bio-
genetische Aufbau durch In-vivo-Experimente gesichert, nicht aber fiir hhere Pflanzen. In einigen héheren Pflanzen
wurden die Benzodiazepine Diazepam und Lorazepam in geringen Mengen gefunden (ng-Bereich). Untere Hiilfte:
Novobiocin baut sich wie folgt auf: | = 6-Desoxy-gulose, Il = Phenylalanin (Tyrosin), lll = C¢-C;-Baustein, IV = C5-Baustein,
V = Carbaminat (CO, + NHs). Ferner sind im Molekiil 3 C;-Bausteine (Methyl) enthalten (durch * gekennzeichnet)

<« Vergleichende Betrachtung von Strukturformeln sekundérer Pflanzenstoffe. Drei Bausteine fiihren zu jeweils unterschied-
lichen Molekiilstrukturen. Das C,-Element des Bergamottins entsteht nicht aus Acetat, sondern durch oxidative Eliminie-
rung eines C4-Korpers aus einem Cs-Baustein. Der Molekiilvergleich bedarf der Verifizierung durch Biogenesestudien
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den. Eine verhaltnismaf3ig kleine Zahl von Bauelementen
fithrt durch unterschiedliche Verkniipfung dieser Bau-
steine zu einer groflen Vielfalt von Naturstoffen. An Bau-
steinen wurden bisher vorgestellt: C;-, C,-, Cs- und Cs-
C;-Korper sowie die Aminoséduren. Konstitutionsformeln
von Naturstoffen enthalten somit Informationen iiber
die sie aufbauenden einfachen Bausteine. Die € Abbil-
dungen 1.11 und 1.12 zeigen, dass es moglich ist, kompli-
zierte Naturstoffstrukturen gedanklich in Bauelemente zu
zerlegen. Dieses ,,Lesen” von Strukturformeln, zusammen
mit dem Durchmustern von Formeln nach Ahnlichkeiten
und Unterschieden, dient dem didaktischen Ziel, in der
Vielzahl von Strukturen ein ordnendes Prinzip zu erken-
nen. Wo immer es angezeigt erscheint, wird im vorliegen-
den Werk von diesem didaktischen Prinzip des Molekiil-
vergleichs Gebrauch gemacht.

! Kernaussage
Die sekundaren Naturstoffe lassen sich nach bioge-
netischen Gesichtspunkten in Polyketide, Terpenoide,
Alkaloide, Phenylpropanoide und Naturstoffe mit
gemischtem Bautyp gliedern. Auch in komplexen
Strukturen sind die biogenetischen Bauelemente
erkennbar.

1.4 Aufkldrung
von Biosynthesewegen

Bei der Aufklarung von Biosynthesewegen geht es um fol-

gende Problembkreise:

e das Zwischenprodukt des Primarstoffwechsels zu
identifizieren, aus dem das Sekundarprodukt gebildet
wird,

® die Zwischenprodukte (Prikursoren) zu identifizieren,
die zwischen Primir- und Sekundérprodukt liegen,
d. h. die vollstindige Reaktionskette (Biosynthesese-
quenz) zu entschliisseln,

e die an den Umsetzungen beteiligten enzymatischen
Reaktionen und Reaktionsmechanismen zu beschrei-
ben.

Die zur Aufklarung von Bildungswegen herangezogenen
Methoden sind:

® Tracertechniken,

® enzymatische Methoden,

® genetische und molekulargenetische Methoden.

1.4.1 Tracer- oder Isotopentechnik

Tracer (engl.: to trace [einer Spur folgen]) sind Substan-
zen, die mit einer gegebenen Substanz gemischt werden,
mit dem Ziel, die Verteilung oder Lokalisation einer be-
stimmten Substanz qualitativ zu ermitteln. Den Vorgang
selbst bezeichnet man auch als Markieren. Chemische
Tracer haben gleiche oder zumindest fast gleiche chemi-
sche Eigenschaften wie die markierte Substanz, mit der sie
homogen mischbar sind. Markieren lassen sich Substan-
zen entweder durch stabile Isotope oder durch Radioiso-
tope. Besondere Bedeutung haben in der Biosynthesefor-
schung die stabilen Isotope *H (Deuterium), °N, 130, 13C
sowie die radioaktiven Isotope (Radionuklide) C, *H
(Tritium) und 32P. Durch stabile Isotope markierte Sub-
stanzen konnen am besten massenspektrometrisch, aber
auch NMR-spektrometrisch gemessen werden. Radioak-
tiv markierte Stoffe werden vorzugsweise mittels Autora-
diographie, Szintillationsmessung und Radiochromato-
graphie geortet bzw. gemessen.

Einfache Tracerexperimente. Einfache Tracerexperimen-
te belegen die Verwendung eines bestimmten Bauele-
ments. Zur Aufklirung der Biosynthese miissen die mar-
kierten Prakursoren in den Stoftkreislauf der Pflanze ein-
geschleust werden, wozu verschiedene Techniken entwi-
ckelt wurden. Bei Mikroorganismen ist dieses Einschleu-
sen einfach, indem man die Prakursoren dem Nahrmedi-
um zusetzt. Bei hoheren Pflanzen kommen die folgenden
Applikationsmoglichkeiten in Betracht: Injizieren in hoh-
le Stingel, Einstellen der Pflanze mit der Wurzel in eine
Nahrlosung samt Prakursor, Sprithen auf das Blatt und
Aufsaugen tiber Dochte, die in bestimmte Organe einge-
stochen werden. Vermieden werden muss, dass durch zu
intensives ,,Zufiittern“ markierter Substanzen der norma-
le Ablauf des Stoftwechsels gestort wird. Haufig werden
Untersuchungen an pflanzlichen Zellkulturen durchge-
fuhrt; dhnlich wie bei Mikroorganismen kénnen hier die
Prakursoren dem Néhrmedium zugesetzt werden.

Zur Aufklarung der Biosynthese miissen sodann die
gewiinschten Endprodukte isoliert werden, und es muss
vor allen Dingen durch geeignete Methoden festgestellt
werden, welche Atome des Sekundarprodukts die Markie-
rung tragen. Die qualitative Feststellung, dass das Endpro-
dukt markiert ist, bedeutet fiir sich allein keine Gewéhr
dafiir, dass die markierte Substanz Teil des unmittelbaren
Biosynthesewegs ist. Die ,,zugefiitterte” Substanz konnte
auch, in den allgemeinen Stoffwechsel eingeschleust, erst
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8 Abb. 1.13
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Am C-2 radioaktiv markiertes Tyrosin liefert nach kontrolliertem chemischen Abbau sowohl markiertes CO, als auch
markierten Formaldehyd. Daraus ldsst sich schlieen, dass 2 Molekiile Tyrosin am Aufbau des Papaverins beteiligt sind.
Dariiber hinaus liefert der Abbau die Information, dass die C-2 Atome des Tyrosins in die Positionen C-1 und C-3 des

Papaverins eingebaut werden

in Form von Abbauprodukten in das fragliche Endpro-
dukt eingebaut werden. Man war frither darauf angewie-
sen, das Endprodukt chemisch abzubauen und die Isoto-
penzusammensetzung der fiir die jeweilige Fragestellung
wichtigen Molekiilteile oder Atome zu ermitteln. Ein Bei-
spiel fiir diese Art des Vorgehens bringt @ Abb. 1.13.

Pulse-Chase-Experimente. Pulse-Chase-Experimente
geben Auskunft tiber Zwischenprodukte der Biosynthese.
Die Markierung einer einzelnen Vorstufe und die Analyse
des Endprodukts geben keine Aufschliisse tiber die durch-
laufenen Zwischenstufen, d. h. iiber die Biosynthesese-
quenz. Mittels Autoradiographie und Analysen in zeitli-
chem Abstand lassen sich Zwischenstufen der Biosynthese
festlegen. Das Vorbild fiir ein derartiges Vorgehen ist die
Erforschung der CO,-Fixierung im reduktiven Pentose-
phosphatzyklus (Calvin-Zyklus). Suspensionen von Griin-
algen (Chlorella spec.) wurden mit *CO, versorgt. In un-

terschiedlichen Zeitabstinden wurden Algenproben ex-
trahiert; der Extrakt wurde papierchromatographisch
aufgetrennt, wobei die Substanzzonen autoradiographisch
geortet wurden. Es zeigte sich, dass das fritheste fassbare
Produkt der CO,-Fixierung das 3-Phosphoglycerat ist.
Nach 1 s Einbauzeit entfallen iiber 70% der Radioaktivitit
auf diese Verbindung, die sich rasch auf immer mehr Ver-
bindungen tibertragt. Bereits nach weiteren 30 s sind mehr
als 20 Substanzen markiert, darunter mehrere Zucker.
Nach diesem Modell sind zahlreiche Sequenzen von Se-
kundarstoff-Biosynthesen aufgeklart worden, beispiels-
weise in Mentha X piperita die zeitliche Sequenz: *CO, —
Piperiton — Menthon — Menthol.

Schwere Isotope. Die Forschung bedient sich heute aller-
dings vorzugsweise der Markierung durch stabile Isotope.
Der Einbau schwerer Isotopen wird iiber Massenspekt-
rometrie nachgewiesen. Stabile Isotope stehen in stark



20

Prinzipien des Sekundarstoffwechsels

0 Abb. 1.14
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100-MHz-"3C-Spektrum von a-Pinen in CDCl; (ohne sp2-Alken-Signale). Im Erscheinungsbild fallt auf, dass die Signale -
anders als bei Protonenspektren — aufgrund der Breitbandentkopplung der Protonen nicht aufgespalten sind. 3C-13C-
Kopplungen werden nicht sichtbar, da die Wahrscheinlichkeit, dass gerade zwei '*C-Kerne benachbart sind, die dann
miteinander koppeln, sehr gering ist. Erst nach kiinstlicher Anreicherung von '*C-Isotopen und Einbau in Verbindungen

werden Kopplungen sichtbar

angereicherter Form, nahe 100%, zur Verfiigung. Be-
stimmt werden koénnen massenspektrometrisch die Iso-
topenverhiltnisse 2H/'H, 1*C/!2C und '80/'¢0. Als Isoto-
penverhiltnis wird immer das Verhiltnis von Nebeniso-
top zu Hauptisotop berechnet. Der Einbau einer 180-
markierten Vorstufe zeigt sich im erhohten M+2-Peak im
Massenspektrum des Sekundérprodukts an. Das Frag-
mentierungsmuster lasst dariiber hinaus Schliisse auf die
Lokalisation des markierten Sauerstoffs zu. Auf diese Art
wurde z. B. nachgewiesen, dass die Epoxidierung von
Hyoscyamin zu Scopolamin nicht tiber 6,7-Dehydrohyos-
cyamin laufen kann, weil namlich der Sauerstoff der Zwi-

schenstufe 6-Hydroxyhyoscyamin im Epoxid erhalten
bleibt.

13C-Kernresonanz-Spektroskopie. Mit Hilfe der 3C-
Kernresonanz-Spektroskopie (1*C-NMR) lokalisiert man
Synthesebausteine. Durch die Entwicklung der Hochfeld-
NMR-Gerite wurde die '3C-Tracertechnik zu einem
sehr leistungsfihigen Verfahren der Biosynthesefor-
schung ausgebaut. Ein 3C-NMR-Spektrum ist im Ver-
gleich zu einem 'H-NMR-Spektrum einfach gebaut, weil
3C-13C-Kopplungen aufgrund der geringen Wahrschein-
lichkeit benachbarter 13C-Isotope nicht beobachtet wer-
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@ Abb. 1.15
[1,2-C,] Acetat (im '3C-NMR 2 Dubletts)

\ Biosyntheseexperiment

Sekundédrprodukt isolieren

13C-NMR-Spektrum aufnehmen

|
i i

Signalverstarkung von
Singuletts: bedeutet Einbau
nach Spaltung der C-C-Bindung

Dubletts:
bedeutet Einbau von
intaktem Acetat

Schema zur Auswertung von '3C-NMR-Spektren nach
Inkorporation von doppelt '*C-markiertem Acetat

den (@ Abb. 1.14). Ob ein *C-markierter Prikursor in ein
Sekundérprodukt eingebaut wurde und an welcher Stelle,
gibt sich in einfacher Weise durch eine Verstarkung der
betreffenden Signale zu erkennen. Noch wesentlich leis-
tungsfihiger wird die 1*C-NMR-Technik, wenn doppelt
markierte Priakursoren eingesetzt werden, beispielsweise
[1,2-13C,]-Acetat. In dieser Verbindung liegen die '*C-
Isotope benachbart, was sich an der Aufspaltung der Sig-
nale in Dubletts zu erkennen gibt. Bei der Verfiitterung des
doppelt markierten Acetats wird das markierte mit dem
pflanzeneigenen Acetat vermischt. Die Menge an markier-
tem Acetat ist gering im Vergleich zum Acetat, das der
pflanzliche Stoffwechsel genuin beisteuert, mit dem Er-
gebnis, dass das markierte Acetat statistisch verteilt in den
Sekundirstoffmolekiilen auftritt. Das wiederum gibt sich
im 13C-NMR-Spektrum daran zu erkennen, dass die bei-
den Dubletts des markierten Acetats im Sekundérprodukt

8 Abb. 1.16

“CH,~COO Na* —=

H,C

erkennbar sind. Wird eine Bindung einmal gesprengt, ver-
schwindet das Dublett und wird durch ein verstirktes (er-
hohtes) Singulettsignal ersetzt (€ Abb. 1.15). Beim Ein-
bau von doppelt markiertem Acetat in Mevalonat erschei-
nen simtliche Signale fiir die 6 C-Atome als Dubletts.
Beim Fortschreiten der Biosynthese zum Farnesol zeigen
sich im 3C-NMR-Spektrum 3 Singuletts, die vom C-2 des
Mevalonats stammen (€ Abb. 1.16).

1.4.2 Enzymatische Methoden

Biosyntheseenzyme. Eine weitere Moglichkeit der Erfor-
schung von Biosynthesewegen ist die Nutzung zellfreier
Extrakte, speziell der Isolierung von Enzymen und der Er-
mittlung ihrer kinetischen Eigenschaften durch Umset-
zung mit Intermediaten der Biogenese.

Um Reaktionen in vitro nachvollziehen zu konnen,
besteht der schwierigste Schritt darin, die betreffenden
Enzyme des Sekundirstoffwechsels anzureichern und
- wenn moglich - sie bis zur Homogenitit zu reinigen.
Aus Organen ausdifferenzierter Pflanzen lassen sich
die entsprechenden Enzyme hiufig nicht gewinnen, weil
sie zum einen in sehr niedriger Konzentration vorliegen
und zum anderen beim Extrahieren durch Tannine und
andere Phenole inaktiviert werden konnen. Durch ge-
eignete Behandlung, z. B. mit unléslichem Polyvinyl-
polypyrrolidon kann man diese storenden Substanzen
aber auch binden und dadurch die Enzymaktivitat er-
halten. Besonders gut zur Isolierung von Enzymen sind
pflanzliche Zell- oder Gewebekulturen geeignet (@ fol-
gende Infobox). Allerdings produzieren Zellkulturen bei
weitem nicht alle jene sekundiren Pflanzenstoffe, die
in der Ganzpflanze vorkommen und dementsprechend

~~ CH

3

CH, “OPP

3

In-vivo-Markierung von Mevalonsiure und Farnesyldiphosphat durch Zufuhr von [1,2-13C,] Acetat. In der Mevalonsaure
erscheinen im 3C-NMR-Spektrum 3 Dubletts entsprechend einer '3C-'3*C-Kopplung zwischen den C-Atomen 1 und 2, 3
und 3’ sowie 4 und 5. Die '*C-NMR-Signale der mit dem Punkt versehenen C-Atome geben sich als verstirkte Singuletts zu

erkennen
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In-vitro-Kultur von Zellen hoherer Pflanzen. Pflanzliche
Zellsuspensionskulturen werden vorrangig aus Kalluskultu-
ren angelegt (lat.: ,callus” [Schwiele, Schwarte]). Bringt man
aus Organteilen herausgeschnittenes Gewebe, sog. Explan-
tate, unter sterilen Bedingungen auf einen geeigneten
Néahrboden, so bildet sich an den Schnittstellen ein Wund-
gewebe: Durch Proliferation bildet sich aus meristemati-
schen oder meristematisch gewordenen Bereichen eine
amorphe Masse wenig differenzierter, stark wuchernder
Zellen, eben der Kallus. Als Explantate eignen sind Gewebe-
stlicke mit Meristemen wie Knospen, Wurzelspitzen, Kno-
tenbereiche des Sprosses oder keimende Samen. Stark
proliferierendes Kallusgewebe wird nur dann gebildet, wenn
dem Ndhrmedium Phytohormone (besonders Auxine und
Cytokinine) zugefligt werden. Zellteilungs- und wachstums-
fordernd sind aulerdem komplexe organische Zusatze wie
Kokosnussmilch (fliissiges Endosperm), Hefeextrakt oder
Caseinhydrolysat. Das Kallusgewebe ldsst sich durch Sub-
kultivierung auf frischen Nahrmedien beliebig lange weiter
erhalten. Uberfiihrt man Kallus in flissiges Nahrmedium,
|6st sich die Masse unter Schitteln zu kleinen Zellaggrega-
ten auf. Man spricht jetzt von einer Suspensionskultur. Diese
ist nicht nur eine geeignete Quelle fiir Enzyme, man kann
auch sehr einfach Tracerexperimente durchfiihren, weil die
gefiitterten Substanzen sehr effizient in die Zellen aufge-
nommen werden kénnen. Ahnlich wie Mikroorganismen
lassen sich Zellsuspensionskulturen auch in groBvolumigen
Bioreaktoren vermehren. Man versucht dabei, pflanzliche
Zellkulturen in Analogie zur Produktion von Antibiotika
technisch zur Sekundarstoffproduktion einzusetzen. Aller-

werden auch nicht alle Enzyme in diesen Zellen oder
Geweben zu finden sein. Manche Enzyme bendtigen
zudem ,,Helferproteine®, wie es z. B. fiir den initialen
Schritt der Lignanbildung nachgewiesen werden konnte.
Fugt man das Helferprotein dem gereinigten Enzym zu,
erfiillt dies seine biosynthetische Aufgabe auch in vitro
korrekt.

Trotz dieser Einschrankungen ist es aber gelungen,
zahlreiche Biosyntheseschritte im Reagenzglas ablaufen zu
lassen sowie die betreffenden Enzyme anzureichern und
zu charakterisieren. Als Beispiel zeigt @ Abb. 1.17 einen
wichtigen Teilschritt der Berberin-Biosynthese, ndmlich
die oxidative Verdnderung einer N-Methylgruppe, wobei
letztlich das tetrazyklische Ringsystem der Protoberberi-
nalkaloide entsteht.

dings ist dies bisher nur in wenigen Fallen tiberzeugend
gelungen.
Jede Zelle einer Suspensionskultur tragt die gesamte
genetische Information zur Biosynthese der der Spezies ei-
gentiimlichen Sekundarprodukte. Es muss jedoch fir jeden
Einzelfall experimentell gepriift werden, ob unter den Be-
dingungen der Zellkultur die betreffenden Stoffe gebildet
und akkumuliert werden. Mit dem Verlust der morphologi-
schen Differenzierung ist ndmlich nicht selten der Verlust
der chemischen Spezialisierung korreliert. Hinsichtlich der
Biosynthesefahigkeit lassen sich bei Zellkulturen drei Kate-
gorien unterscheiden (Dougall 1981):
® Die Biosynthese lauft in der Zellkultur in gleicher Weise
wie in der Ganzpflanze ab. Dies trifft fiir viele Phenylpro-
pane und einige Alkaloide (z. B. Berberin) zu. Nur in sol-
chen Féllen kann die gesamte Biosynthese in der Zellkul-
tur aufgeklart werden.

® Der Sekundarstoff wird in Zellkulturen nicht gebildet. Bei-
spiel daftir sind Zellkulturen von Catharanthus roseus, die
nicht imstande sind, die therapeutisch wichtigen Alkaloi-
de Vinblastin und Vincristin zu biosynthetisieren.

® Zwar lauft in der Zellkultur nicht die gesamte Biosynthe-
sesequenzab, doch kénnen Teilreaktionen nachvollzogen
werden. Beispielsweise wird in Zellkulturen von Papaver
somniferum kein Morphin biosynthetisiert, doch gelingt
es, die Morphinvorstufe (-)-Codeinon in (-)-Codein zu
transformieren. Zellkulturen von Digitalis lanata sind in
der Lage, Digitoxin und seine Derivate in Position C-12f3
selektiv zu hydroxylieren. So kann aus -Methyldigitoxin
der Arzneistoff Methyldigoxin hergestellt werden.

Enzymkomplexe. Enzyme konnen in Komplexen zu-
sammengefasst sein und Zwischenprodukte kénnen von
Enzym zu Enzym ,weitergereicht” werden. Bisher ldsst
sich nicht jeder Einzelschritt einer Biosynthese fiir sich
isoliert im Reagenzglas nachstellen. Einige Enzyme sind
so fest an Membranen oder andere Zellstrukturen ge-
bunden, dass sie einerseits schlecht von diesen Strukturen
abgetrennt werden konnen und andererseits diese Struk-
turen sogar fiir ihre Aktivitat brauchen. Mit den Metho-
den der Molekulargenetik (@ weiter unten) gelingt es
aber mittlerweile auch, Enzyme, z. B. Cytochrom-abhan-
gige Monooxygenasen, zu sequenzieren und ihre Funkti-
onalitit und Spezifitdt zu priifen, obwohl man sie mit den
klassischen Methoden der Proteinreinigung nicht isolie-
ren kann.
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O Abb. 1.17
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Beispiel einer enzymatischen Umwandlung durch zellfreie Extrakte. Die Bildung der,Berberinbriicke” erfolgt oxidativ,

wobei pro Mol eingesetztem (S-)-Reticulin 1 Mol O, verbraucht wird. Das diese Reaktion katalysierende Enzym wurde aus

Zellkulturen von Berberis beaniana SCHNEID. angereichert, es kommt aber auch in ausdifferenzierten Berberis-Pflanzen
vor. Es hat ein Molekulargewicht von ca. 50 kDa und ein Temperaturoptimum bei 45 °C (Zenk 1985)

In vivo wird das naszierende Produkt unter Umstin-
den wie in einer Kette von Enzym zu Enzym weiter ge-
reicht (,metabolite channeling®). Diese Situation ist in
vitro schwierig nachzuahmen, fiir die Enzymreaktion aber
moglicherweise entscheidend. Die Schwierigkeit, einzelne
Enzyme zu isolieren, erklért sich also teilweise durch ihre
raumliche Anordnung in der Zelle und ihre Abhingigkeit
von der Anwesenheit anderer Strukturen (€ Abb. 1.18).
Von einigen Enzymen weify man, dass sie zu ganzen
Aggregaten (,, Multienzymkomplexen®) zusammen gefasst
sind, die funktionelle Einheiten darstellen und nach dem
Auftrennen anders funktionieren als in der lebenden Zelle
oder vollig inaktiv sind. Daneben gibt es noch Enzyme, die
aus nur einem Protein bestehen, das aber zwei oder meh-
rere katalytische Zentren aufweist. Man bezeichnet sie als
multifunktionelle Proteine.

Beispiele fiir Reaktionssequenzen, die an Enzymkom-
plexen ablaufen, sind:

die B-Oxidation der Fettsduren (€@ Abb. 1.19),

die Aromatenbiosynthese,

die Tryptophanbiosynthese,

die Flavanon- und die Stilbenbiosynthese (Luckner
1990; Stafford 1981).

Das raumliche Zusammenriicken (Aggregieren) funktio-
nell zusammengehoériger Enzyme zu Multienzymkomple-
xen bewirkt die Bildung eines Mikrokompartiments, d. h.
eines gegeniiber dem iibrigen Zellraum abgeschlossenen
Reaktionsraumes, was ein sehr effizientes Umsetzen der
Metabolite sowie den ungestorten Reaktionsfluss in eine
einzige Richtung gewihrleistet. Die Reaktionskette lduft
nach dem ,,Flielbandprinzip“ ab, d. h. ohne Ablosung der
umgesetzten Substrate nach jedem Teilschritt. Der Proto-
typ eines derartigen Reaktionsverlaufs ist der Ablauf der
Fettsdurebiosynthese am Multienzymkomplex der Fett-
sduresynthase, einem Mikrokompartiment, das ,,mit Ace-
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@ Abb. 1.18
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Typen raumlicher Anordnung von Enzymen in der Zelle (aus Herder Lexikon der Biochemie und Molekularbiologie, Spek-
trum Akademischer Verlag, Heidelberg Berlin New York, 1995). Kennzeichnend fiir Multienzymkomplexe, die aggregiert
(2) oder an Membranen gebunden (3) vorliegen kénnen, ist es, dass die Zwischenprodukte einer Reaktionskette nicht frei
zuganglich sind, d. h,, sie sind nicht nachweisbar. Auch kdnnen von auB3en zugefiihrte Zwischenprodukte nicht als Subst-
rat fiir die Enzyme dienen. Wenn in einer Biosynthesekette die Zwischenprodukte nie in das Losungsmittel freigesetzt,
sondern von Enzym zu Enzym weitergeschleust werden, spricht man von einem,FlieBbandprinzip” oder von einer ,kana-
lisierten Weitergabe (engl.: channeling). Ein ,channeling”, das an der Membran des endoplasmatischen Reticulums ab-
lauft, ist der direkte Ubergang von Phenylalanin in p-Cumarsaure (s. Abb. 1.20)

tyl-SCoA, Malonyl-SCoA und NADP-H gefiittert wird
und Stearoyl-SCoA ausspuckt (Kindl 1994). Dieses
»FlieBbandprinzip® bietet den Vorteil, dass die Zwischen-
stufen einer Reaktionskette nicht in einer bestimmten
Mindestkonzentration vorliegen miissen, um durch Diffu-
sion die Enzym-Substrat-Bindung in zeitlich vertretbarer
Abfolge zu sichern. Ein einzelnes Substratmolekiil pro
Teilenzym reicht aus, um die Reaktionsfolge in Gang zu
halten, was fiir die Zelle hochst 6konomisch ist: Bei kleins-
ten stationdren Konzentrationen lassen sich grofle Stoff-
umsitze erzielen (€ Abb. 1.20).

Spezifische Hemmung von Enzymen. Mit geeigneten,
geniigend spezifischen Inhibitoren lassen sich einzelne
Biosyntheseschritte gezielt auf der Ebene der Enzyme in-
hibieren. Die selektive Hemmung des Mevalonat-Wegs
der Terpenoidbildung durch Statine wurde weiter oben
bereits dargestellt (€ Kap. 1.3). Selektive Inhibitoren der
Ornithin-Decarboxylase einerseits und der Arginin-De-
carboxylase andrerseits wurden eingesetzt, um den
Hauptweg der Tropanalkaloid-Biosynthese zu finden.
Dieser scheint zumindest in Datura stramonium nicht
iber die direkte Decarboxlierung von Ornithin zu Put-
rescin zu fithren, sondern tiber Arginin und Agmatin

(© Abb. 1.21).
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8 Abb. 1.19
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Schema zur Verdeutlichung des Begriffes ,multifunktionelles Protein” am Beispiel der Enzyme der B-Oxidation von Fett-
sduren (aus Kindl 1994). Ein einziges Protein hat mehr als nur 1 katalytisches Zentrum. Hinweis: Von einem multifunktio-
nellen Protein zu unterscheiden ist ein Multienzymkomplex, der aus mehreren assoziierten Enzymen (einem Enzymag-

gregat) besteht

0 Abb. 1.20
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Trotz hoher Umsétze von L-Phenylalanin zu p-Cumarsaure kommt Zimtsdure nur in sehr geringen Konzentrationen in

der Zelle vor. Das Zwischenprodukt Zimtsaure wird an einem Enzymkomplex sofort weitergereicht, um hydroxyliert

zu werden, Beispiel fiir einen Vorgang, der nach dem ,FlieBbandprinzip” ablauft (,channeling”). PAL Phenylalanin-

ammoniumlyase. Die Zimtsdurehydroxylyase arbeitet in einem Komplex mit PAL zusammen, stellt aber bereits selbst
einen Enzymkomplex mit der NADPH-Cyt-P450-Oxidoreduktase dar (Kindl 1994)

1.4.3 Genetische und molekulargenetische
Methoden

Zu den genetischen und molekulargenetischen Methoden
gehoren alle Techniken, bei denen das Erbmaterial mehr
oder weniger gezielt verindert wird. Dazu zihlen die klas-
sischen Kreuzungsexperimente und die ungerichtete Mu-
tagenese unter Einsatz von Strahlung oder mutagenen

Substanzen, aber auch die modernen Ansitze der gerich-
teten, punktgenauen In-vitro-Mutagenese und dem hori-
zontalen, also tiber Artgrenzen hinweg erfolgenden Gen-
transfer.

Kreuzungsexperimente. In Kreuzungsexperimenten
wird das biosynthetische Potential der Kreuzungspartner
kombiniert. Durch Kreuzungsexperimente und Akku-
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8 Abb. 1.21
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Durch die spezifische Inhibierung der Ornithindecarboxylase (DFMO, a-Difluormetyhlornithin) einerseits bzw. der Argi-
nindecarboxylase (DFMA, a-Difluormethylarginin) andrerseits konnte gezeigt werden, dass der bevorzugte Weg der Tro-
panalkaloid-Biosynthese in Datura stramonium L. Giber Arginin und Agmatin lduft (Robins et al. 1991)

mulatanalyse lassen sich in einigen Féllen Riickschliisse
auf Biosyntheseschritte ziehen. Mittels dieser Methode
wurde beispielsweise gefunden, dass in Papaver-Arten
Codein nicht durch Methylierung aus Morphin entsteht,
sondern dass der letzte Biosyntheseschritt in einer Ent-
methylierung besteht (€ Abb. 1.22). Von Papaver brac-
teatum LINDL. ist eine Form bekannt, die viel Thebain
und praktisch kein Codein und Morphin enthalt, wah-
rend Papaver somniferum sowohl Morphin als auch
Codein fithrt. Beide Arten wurden gekreuzt mit dem Er-
gebnis, dass im Bastard neben wenig Thebain erhebliche
Mengen an Morphin gefunden wurden. Dieses Versuchs-
ergebnis wurde wie folgt interpretiert: Die genetische

0 Abb. 1.22
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Konstitution der thebainreichen Mutante von P. bractea-
tum erlaubt zwar die Synthese von Thebain, doch fehlen
die Gene zum Aufbau der demethylierenden Enzyme;
P. somniferum verfigt tber diese Gene und steuert sie
dem Bastard bei.

Idiotrophe Mutanten. Idiotrophe Mutanten lassen Bio-
synthesewege und Zwischenstufen erkennen. Genetische
Methoden der Aufkldrung von Biosynthesewegen sind
v. a. fiir Sekundérstoffe in Mikroorganismen angewendet
worden. Zu diesen Methoden zéhlt die Identifikation von
Biosynthesesequenzen durch idiotrophe Mutanten. Idio-
trophe Mutanten beziehen sich auf den Sekundirstoft-

HO.

CH CH
ks ‘ s
HO

Morphin

Als Ergebnis einer induzierten Mutation akkumuliert eine Mutante von Papaver bracteatum {iber 95% der Gesamt-
alkaloide in Form von Thebain. Der Biosyntheseweg bis zum Thebain ist noch moglich, die Gene bzw. Enzyme fiir die
weitere Umwandlung aber sind blockiert. Durch Einkreuzen von P. somniferum erhalten die Hybride die Fahigkeit,
Thebain zu entmethylieren, erkennbar daran, dass nunmehr wenig Thebain akkumuliert wird
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O Abb. 1.23
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Genetische Blockierung in einer auxotrophen Mutante
durch Ausfall des Enzyms E,. Riickschliisse auf die Konsti-
tution der Zwischenstufen B und C ergeben sich a) aus der
Anhaufung des Zwischenproduktes B und b) durch Nor-
malisierung nach kiinstlicher Zufuhr (Supplementierung)
der Substanz C zur Nahrlésung. Die Methode geht von der
Voraussetzung aus, dass jedes Gen G, bis G, fiir einen
spezifischen Reaktionsschritt verantwortlich ist

wechsel und bilden eine Art Pendant zu den auxotrophen
Mutanten des Primérstoftwechsels, mit dem Unterschied,
dass Letztere durch so genannte Komplementierungsex-
perimente (€ unten) sehr viel einfacher identifiziert und
isoliert werden konnen als die idiotrophen Mutanten, de-
ren Uberlebensfihigkeit ja durch die Mutation nicht be-
eintrachtigt ist. Auxotrophe Mutanten (oder Defektmu-
tanten) haben durch Mutation die Fahigkeit zur Synthese
eines oder mehrerer primarer Stoffwechselprodukte verlo-
ren (@ Abb. 1.23). Um auxotrophe Mutanten am Leben zu
erhalten, muss dem Ndhrmedium der fehlende Stoft zuge-
setzt werden, daher die Bezeichnung ,auxotroph® von
griech.: auxe [Zuwachs, Vergrolerung] und trophein [er-
nahren], das iibliche Nahrmedium muss um einen weite-
ren Stoff erginzt werden. Idiotrophe Mutanten (griech.:
idios [eigen, selbst]) sind hinsichtlich der Erndhrungsan-
spriiche unverandert (selbst), ihr Wachstum ist uneinge-
schrénkt, sie haben aber durch Mutation die Fahigkeit zur
Biosynthese eines oder mehrerer Sekundirstoffe verloren.
Wiirde man von auflen den Stoff zusetzen, der hinter ei-
nem blockierten Biosyntheseschritt liegt, so wiirde natiir-
lich, ganz in Analogie zu den auxotrophen Mutanten, die

0 Abb. 1.24
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Analyse eines Biosyntheseweges bei Mikroorganismen
durch idiotrophe Blockmutanten. Komplementierung
einer friihen Blockmutante X durch Metabolit B als Pro-
dukt einer Blockmutante Y mit spaterer Unterbrechung im
Syntheseweg (nach Grafe 1992). Durch Einbeziehung
weiterer Mutanten lasst sich die ganze Biosynthesese-
quenz ermitteln

Biosynthese weiterlaufen. In der Regel sind diese Zwi-
schenprodukte nicht bekannt: Zur Komplementierung
zieht man sekretierte Produkte von idiotrophen Stimmen
heran, deren Biosynthese an einer spateren Stelle blockiert
ist (@ Abb. 1.24). Dieses Prinzip wird als Kosynthese be-
zeichnet (McCormick et al. 1960). Bei der Identifizierung
der verschiedenen Zwischenprodukte, die jeweils vor dem
blockierten Enzym (fehlendes oder funktionsuntiichtiges
Enzym) liegen, ldsst sich die Reihenfolge der einzelnen
Biosyntheseschritte nach und nach aufrollen - eine gele-
gentlich sehr mithsame Aufgabe, wenn z. B. iiber 80 ver-
schiedene Blockmutanten induziert und isoliert werden
miissen (Grafe 1992).

Idiotrophe Blockmutanten wurden bisher charakteri-
siert als vermehrungsfihige Mutanten, bei denen der Bio-
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syntheseweg eines Sekundarproduktes an einer oder an
mehreren Stellen infolge fehlender Enzymaktivitt unter-
brochen ist.
Daneben gibt es zwei weitere Blockadetypen:
1. Die Synthese essentieller Kofaktoren, die zur Biosyn-
these gebraucht werden, kann blockiert sein.
2. Eskonnen regulatorische Gene ausfallen, die im Nor-
malfall den Gesamtbiosyntheseweg einschalten.

Kombinatorische Biosynthese. Kombinatorische Bio-
synthese erlaubt gezielte Veranderungen von Biosynthese-
wegen. Die Kosynthese im definierten Sinne (€ oben) ist
zu unterscheiden von der kombinatorischen Biosynthese
(Hybridbiosynthese). Diese basiert auf der Anwendung
molekulargenetischer Methoden zur Ubertragung von
Genen (,,Klonierung®), die fiir bestimmte Biosynthese-
schritte notwendig sind und aus einem Spenderorganis-
mus in einen Empfinger mit Hilfe geeigneter Vektoren
(z. B. bakterielle Plasmide, Viren) tibertragen und dort ex-
primiert werden. Es kdnnen auch mehrere Gene tibertra-
gen werden. Ziel der genetischen Transformation ist in
diesem Falle nicht die Herstellung eines rekombinanten

8 Abb. 1.25
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Proteins, sondern die Integration des durch Genexpres-
sion gebildeten Proteins in den anabolen oder amphibolen
Stoftwechsel. In Mikroorganismen, wo die Biosynthesege-
ne fiir bestimmte Stoffe (z. B. Polyketide) hiufig ,,geclus-
tert“ vorkommen (@ Kap. 1.2),ist die genetische Manipu-
lation des Biosyntheseweges relativ einfach. Zusitzlich
konnen Biosynthesegene modular organisiert sein. Das
bedeutet, dass bestimmte Gene oder Gengruppen als
funktionelle Blocks zusammen gefasst sind. So gelingt es
mittlerweile, Gene und Genfragmente ganz unterschiedli-
cher Organismen zu kombinieren (€ Abb. 1.25). Neben
der Moglichkeit, zusitzliche Gene oder ganze Biosynthe-
semodule einzufiigen, ergibt sich so die Moglichkeit, be-
stimmte Gene durch ortsgerichtete Mutagenese (,,site-di-
rected mutagenesis“) so zu verdndern, dass Enzyme mit
verdnderten katalytischen Eigenschaften entstehen. Dazu
nutzt man unterschiedliche Techniken (z. B. Polymerase-
Kettenreaktion) mit deren Hilfe in vitro in klonierter DNA
definierte Mutationen erzeugt werden kénnen. Durch
Ubertragung fremder Gene in antibiotikaproduzierende
Mikroorganismenstdimme ist es in einigen Féllen gelun-
gen, neue Produktvarianten zu erhalten (Grife 1992).

Pregnenolon

\ (o}
—
CYP11A1 o

3B-Hydroxysteroid-t

Dehydrogenase o

\

(o)

Progesteron

Kombinatorische Biosynthese und,metabolic engineering” bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Folgende Gene wur-
den in die Hefe libertragen: A7-Reduktase (aus dem Genom der Ackerschmalwand), CYP11A1 (aus dem Genom des Rin-
des) und 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (aus dem menschlichen Genom). Zur Umgehung von Ergosterol wurde
auBerdem das hefeeigene Gen A22-Desaturase inaktiviert. Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-33-ol ist namlich auch ein Sub-

strat der A7-Reduktase (Duport et al. 1998)
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! Kernaussage
Fur die erfolgreiche Ordnung der sekundaren Natur-
stoffe nach biogenetischen Prinzipien ist es notwen-
dig, die Biosynthesewege, auf denen die verschiede-
nen Stoffe bzw. Stoffgruppen gebildet werden, aufzu-
kldren. Mit Hilfe von Isotopen lassen sich synthetisier-
te Stoffe markieren; die Markierung kann durch
Strahlungsmessung (radioaktive Isotopen), Massen-
spektrometrie oder Kernresonanzspektroskopie
(schwere stabile Isotopen) nachgewiesen und lokali-
siert werden. An der Biosynthese beteiligte Enzyme

und Gene werden mit Hilfe biochemischer und mole-
kulargenetischer Methoden isoliert und charakteri-
siert. Durch gerichtete oder ungerichtete Mutagenese
lassen sich bestimmte Biosynthesegene ausschalten
oder verandern. Durch Kreuzungsexperimente und
Gentransfer kdnnen Biosynthesewege erganzt oder
komplementiert werden.

Pflanzliche Zellsuspensionskulturen sind fir
Biosynthesestudien besonders gut geeignet, weil sie
in groBen Mengen dhnlich wie Mikroorganismen
gezilichtet werden kdnnen.

v

Schliisselbegriffe

1-Desoxy-D-Xylulose (DOX)

13C-Kernresonanz-Spektroskopie
('3C-NMR)

2-Methylerythritolphosphat (MEP)

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

Acetatregel

Acetylcoenzym A

Alkaloide

Aminosdureregel

Amphibolismus

Anabolismus

ATP

Auxotrophe Mutanten

C;-Bausteine

C,-Bausteine

Cs-Bausteine

Chorisminsdure

Citrat-Zyklus

Codon usage

Dimethylallyldiphosphat (DMAPP)

Enzyminhibitoren

Enzyme

Enzymkomplexe

Enzymreinigung

Evolution

Gen-Cluster
Genduplizierung
Genetischer Code
Glykolyse

Idiotrophe Mutanten
Isopentenyldiphosphat (IPP)
Isoprenregel

Katabolismus
Kombinatorische Biosynthese
Lysin

Massenspektrometrie
Metabolic engineering
Metabolisches Netz
Metabolite channelling
Mutagenese

Mutationen

Naturstoffe
Ontogenetische Variabilitat
Ornithin

Ortsgerichtete Mutagenese
Pentosephosphat-Zyklus

Pflanzliche Zellsuspensionskultur
Phenylalanin
Phenylpropane
Phytoalexine
Polyketide
Primdrstoffwechsel
Pulse-Chase-Experiment
Pyridoxalphosphat
Radioaktive Isotopen
S-Adenosylmethionin
Schwere Isotopen
Sekundare Naturstoffe
Sekundarstoffe
Sekundarstoffwechsel
Shikimisaureweg
Terpenoide
Tracertechnik
Transaminierung
Tryptophan

Tyrosin
Zuckernukleotide
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