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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Der Abbau von Citronellol und verwandten azyklischen Terpenoiden ist aufgrund einer

Methylgruppe in p-Position schwierig und nicht weit verbreitet. Die Organismen

P. aeruginosa und P. citronellolis umgehen die Blockierung der p-Oxidation durch

Carboxylierung dieser Methylgruppe auf Stufe des CoenzymA-Esters 19 (Abb. 1.1, Schritt 1).

Durch Wasseranlagerung an die Doppelbindung (21, Abb. 1.1, Schritt 2) wird die
Voraussetzung flr die Abspaltung der Acetat-Funktionalitat geschaffen (Abb. 1.1, Schritt 3),

wobei die resultierende Verbindung 23 folgend weiter Uber p-Oxidation abgebaut werden

kann.

In Rohextrakten von Citronellséure (Cs)-gewachsenen P. aeruginosa PAOL Zellen
wurde eine spezifische Geranyl-CoA Carboxylase (GCase) Aktivitdt von
11 £ 6 mU/mg und eine spezifische Methylcrotonyl-CoA Carboxylase (MCase)
Aktivitdt von 47 + 11 mU/mg bestimmt. Rohextrakte von lIsovalerianséaure (Iso)-
gewachsenen Zellen enthielten 54 + 22 mU/mg MCase Aktivitat.

Eine Ober Avidin-Chromatographie gereinigte Préparation an Biotin-Carboxylasen
wies MCase Aktivitat in Hohe von 4600 + 966 mU/mg (Iso-Zellen) bzw. von
1900 + 1200 mU/mg (Cs-Zellen) auf. GCase Aktivitdt konnte nicht nachgewiesen
werden, obwohl die entsprechenden Untereinheiten mittels SDS-PAGE und Western-

Blot gezeigt wurden.

Die a- und B- Untereinheiten der MCase und GCase wurden rekombinant in E. coli
synthetisiert und partiell gereinigt. Eine Bestimmung der Aktivitat beider
Carboxylasen mit den selbsthergestellten CoA-Substraten konnte aber nur mit
Methylcrotonyl-CoA fur die MCase erfolgen (2700 + 126 mU/mg). Mit der
rekombinanten GCase und Geranyl-CoA 19 bzw. Methylcrotonyl-CoA 29 konnte
dagegen keine Aktivitat bestimmt werden.

Neben den Carboxylasen wurden auch AtuD (Citronellyl-CoA Dehydrogenase), AtuE
(Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase, IHG-CoA Hydratase) und AtuA (potentielle
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase, HHG-CoA Lyase) rekombinant

exprimiert und als His-Tag Fusionsproteine aus E. coli Rohextrakten gereinigt.

13
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5. Fur AtuD konnte Citronellyl-CoA Dehydrogenase Aktivitdt sowohl Uber einen

optischen Enzymassay (464 + 9,9 mU/mg) als auch uber den Nachweis des
Reaktionsproduktes mittels HPLC-(ESI)-MS gezeigt werden. Eine Isolierung des so
bereitgestellten cis-Geranyl-CoAs 19a, als Produkt der Dehydrogenase, aus dem
Reaktionsansatz war jedoch nicht mdglich. Auch eine Kopplung des Assays mit dem
Carboxylase Assay und somit ein moglicher direkter Umsatz des gebildeten cis-

GCoAs 19a tber die Geranyl-CoA Carboxylase war nicht erfolgreich.

. Die gereinigten rekombinanten Proteine AtuE (IHG-CoA Hydratase) und AtuA

(mdgliche HHG-CoA Lyase) wurden in erste Kristallisationsversuche eingesetzt. Flr
AtuE konnte kiirzlich die Struktur mit 2,3 A Auflésung geldst werden (personliche
Mitteilung Dr. Papageorgiou, Turku Center of Biotechnology, Finnland). Fir AtuA
liegen zurzeit noch keine brauchbaren Kristalle vor.

Der geplanten biochemischen Analyse beider Enzyme stand die Nichtverfligbarkeit
der entsprechenden Substrate Isohexenyl-glutaconyl-CoA (IHG-CoA, 20) und
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA (HHG-CoA, 21) entgegen. Der Versuch das
Substrat der Hydratase enzymatisch Uber die Reaktion der vorangestellten Geranyl-
CoA Carboxylase zu generieren scheiterte.

Im Verlauf der chemischen Arbeiten gelang es allerdings eine Vorstufe des AtuE-
Substrates 94 darzustellen. Der notwendige CoA-Ester 20 wurde entsprechend den
Substraten der Carboxylasen synthetisiert. Eine Aktivitit von nativem und
rekombinantem AtuE als IHG-CoA Hydratase konnte unter den hier gewahlten
Bedingungen allerdings noch nicht gezeigt werden.

Eine Funktion von AtuA als vermutliche HHG-CoA Lyase konnte in dieser Arbeit

aufgrund des fehlenden Substrates 21 nicht untersucht werden.

. Die 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA Lyase LiuE (HMG-CoA Lyase) wurde als

rekombinantes His-Tag Fusionsprotein aus E. coli gereinigt und steht fur

biochemische Analysen zur Verfugung.

. Eine Trennung des cis/trans Isomerengemisches der Geranylsédure 8 war erst nach

Uberfiihrung dieser in die jeweiligen Methylester 115a bzw. 115b mdglich. Beide
Methylester konnen nun als Referenzen fiir folgende Metabolit-Analysen dienen. Eine
Verseifungsreaktion lieferte die isomerenreinen Sduren (8a, 8b) und nach der CoA-
Ester Synthese auch cis- und trans-Geranyl-CoA (19a, 19b).



1. Zusammenfassung

9. Unter Verwendung des Geranylsduremethylesters 115 konnte erstmals eine Vorstufe
des Hydratase-Substrates 125 in hoher Ausbeute dargestellt werden. Eine Trennung
der beiden Doppelbindungsisomere (125a, 125b) gelang tber semi-praparative HPLC.
Diese Methylester stehen nun ebenfalls als Referenzverbindungen zur Verfiigung.
Durch Verseifung konnte die racemische Dicarbonséure 94 und nach Synthese des
CoA-Esters erstmalig auch das racemische Hydratase-Substrat 20 erhalten werden.
Eine mdgliche stereospezifische Hydroxylierung durch das Enzym Isohexenyl-
glutaconyl-CoA Hydratase (AtuE) konnte nicht untersucht werden, da die hier
dargestellten Isomere der Vorstufe (125a, 125b) nicht in die CoA-Ester Synthese

eingesetzt werden konnten.

10. Versuche eine Vorstufe des Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates darzustellen, waren
nicht erfolgreich, jedoch konnten Daten erhalten werden, welche auf eine Instabilitét
der Verbindung 104 als eine Vorstufe des HHG-CoAs 21 hindeuten. Dies kdnnte
bedeuten, dass auch das Substrat 21 der Lyase selbst nicht stabil ist und somit in vivo
nur als kurzlebiges Intermediat vorliegt. Das 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA
(HHG-CoA, 21) ist fur weitere Untersuchungen somit bislang nicht verfiigbar. Im
Gegensatz dazu gelang es erstmalig eine Vorstufe des Lyase-Produktes darzustellen.
Dieser Methylester 133 steht nun ebenfalls als Referenzverbindung fir anschlie}ende

Untersuchungen zur Verfligung.
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1. Zusammenfassung

Biologische Abbau "lower atu pathway"] chemische Synthese der bendtigten
Verbindungen
nach Ergebnisse
Seubert & Fass dieser
(1964b) Arbeit
/k/\/i )\/\/5\ - X X
S-CoA 0”0
cis-Geranyl-CoA Geranylsaure Geranylsauremethylester
19a 8 115
cis: 8a cis: 115a
trans: 8b trans: 115b
‘ 1 \ A CO, # CO,-Addition

o) o)
o OH Mg:o-
X X D S X X
07 >S-CoA 07 “OH 0> o~

Isohexenyl-glutaconyl-CoA

20 94 125
cis: 125a
trans: 125b
\2 %B 4#7 1,4-Addition
O
o .
OH OHO
2 2
07 >S-CoA o~ o~
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA
21 126
3
O o]
O
S + A
Ao )
O~ "S-CoA 0~ O
7-Methyl-3-ox0-6- Acetat
octenoyl-CoA
23 22 133
Abb.1.1: Darstellung der Reaktionsabfolge des ,lower atu pathways“ und der Ergebnisse der
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chemischen Synthesen

(1: Geranyl-CoA Carboxylase (AtuC/AtuF); 2: Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase (AtuE);
3: 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase (potentielles atuA Genprodukt); A: Erhalt
der Geranyl-CoA Carboxylase Aktivitat in dieser Arbeit unter Verwendung von Rohextrakten aus
P. aeruginosa und P. citronellolis (Cs- und Iso-Zellen); B: keine Hydratase-Aktivitat unter
Verwendung von Wildtypenzym (Rohextrakte) und rekombinanten, gereinigtem AtuE aus E. coli)



Abstract

Abstract

The degradation of citronellol and related acyclic terpenoid molecules is difficult due to a

methyl group in B-position and not widely spread. P. aeruginosa and P. citronellolis

circumvent the blocking of the B-oxidation by modifying this methyl group. During the

“lower atu pathway” the methyl group of the coenzyme A ester 19 is first carboxylated
(Fig. 1.1, step 1). By hydration of the double bound (21, Fig. 1.1, step 2) the conditions for the

cleavage of the acetate functionality are established (Fig. 1.1, step 3). The resulting compound

23 can then be further degraded by p-oxidation.

1.

2.

3.

In crude extracts of sodium citronellate (Cs)-grown P. aeruginosa PAOL cells a
specific geranyl-CoA carboxylase (GCase) activity of 11 + 6 mU/mg and a specific
methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCase) activity of 47 £ 11 mU/mg was detected.
Crude extracts of isovaleric acid (Iso)-grown cells showed MCase activity of
54 + 22 mU/mg.

A by avidin-chromatography purified preparation of biotin-carboxylases showed
MCase activity in an amount of 4600 + 966 mU/mg (Iso cells) and of
1900 + 1200 mU/mg (Cs cells). GCase activity could not be detected, even though the
corresponding subunits were shown by SDS-PAGE and Western-Blot.

The o and B subunits of the MCase and GCase were synthesized recombinantly in
E. coli and partially purified. A determination of the activity of both carboxylases with
the self-made CoA-substrates could be done only with methylcrotonyl-CoA for the
MCase (2700 mU/mg £ 126 mU/mg). In contrast with the recombinant GCase and
geranyl-CoA 19 or methylcrotonyl-CoA 29 no activity could be determined.

In addition to the carboxylases AtuD (citronellyl-CoA dehydrogenase), AtuE
(isohexenyl-glutaconyl-CoA hydratase, IHG-CoA hydratase) and AtuA (potential 3-
Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:acetate  lyase, HHG-CoA lyase) were
recombinantly expressed as his-tag fusion proteins and purified from E. coli crude

extracts.
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5.

6.

7.

8.

For AtuD the citronellyl-CoA dehydrogenase activity could be shown by an optical
enzyme assay (464 + 9,9 mU/mg) and also by detecting the reaction product by
HPLC-(ESI)-MS. An isolation of the so provided cis-geranyl-CoA 19a, as the product
of the dehydrogenase, from the reaction mixture was not possible. Also a coupling of
the assay with the carboxylase assay, and thus a possible direct turnover of the
resulting cis-GCoA 19a by the geranyl-CoA carboxylase was not successful.

The purified recombinant proteins Atuk (isohexenyl-glutaconyl-CoA hydratase) and
AtuA (putative 3-hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:acetate lyase) were used in
crystallization experiments. Recently, for AtuE the structure was resolved at 2.3 A
(personal communication, Dr. Papageorgiou, Turku center of biotechnology, finland).
For AtuA are currently still no usable crystals available.

The planned biochemical analysis of both enzymes was finally opposed by the non-
availability of the appropriate substrates isohexenyl-glutaconyl-CoA (IHG-CoA, 20)
and 3-hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA (HHG-CoA, 21). The attempt to generate
the substrate of the hydratase enzymatically by the reaction of the preceding geranyl-
CoA carboxylase failed.

In the course of the chemical works a precursor of the AtuE substrate 94 was
successfully obtained. The necessary CoA ester 20 was synthesised according to the
substrates of the carboxylases. However, an activity of native and recombinant AtuE
as IHG-CoA hydratase could not be shown yet under the chosen conditions.

The function of AtuA presumed HHG-CoA lyase could not be studied in this work
due to the lack of substrate 21.

The 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA lyase LIUuE (HMG-CoA lyase) was purified as
recombinant his-tag fusion protein from E. coli crude extract. Further biochemical

analyses are now possible.

A separation of the cis/trans isomers of geranic acid 8 was possible only after the
conversion of these into the respective methyl ester 115a and 115a. Both methyl esters
can now serve as references for the following metabolite analysis. Saponification
resulted in the isomerically pure acids (8a, 8b) and after the CoA ester synthesis the

cis and trans geranyl-CoA (19a, 19b) were available.



Abstract

9. Using the geranic acid methyl ester 115 a precursor of the hydratase substrate 125
could be shown in high yield for the first time. A separation of the two double bond
isomers (125a, 125b) was carried out by semi-preparative HPLC. These methyl esters
are now available as reference compounds. Through saponification the racemic
dicarboxylic acid 94 and after the synthesis of the CoA ester the racemic hydratase
substrate 20 were obtained for the first time. A possible stereospecific hydroxylation
by the enzyme isohexenyl-glutaconyl-CoA hydratase (AtuE) couldn’t be investigated,
because the shown isomers of the precursor (125a, 125b) couldn’t be used in the CoA

ester synthesis.

10. Attempts to synthesise a precursor of the hydratase product/lyase substrate were made
but not successful. Data that indicate an instability of the compound 104 as a precursor
of the HHG-CoA 21 were obtained. This could imply that the substrat 21 of the lyase
itself is not stable in vivo and thus is present only as a short-lived intermediate.
Therefore the 3-hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA (HHG-CoA, 21) is currently not
available for further investigations. In contrast a precursor of the lyase product 133
was synthesised for the first time. This methyl ester 133 is now also available as a

reference compound for subsequent investigations.
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2. Einleitung

2. Einleitung

2.1. Die Biotechnologie - Zusammenspiel der Wissenschaften

Die Biotechnologie ist eine interdisziplindre Wissenschaft. Sie untersucht die Mdéglichkeiten,
Enzyme, Zellen, aber auch ganze Organismen fir technische Anwendungen und
Problemstellungen zu nutzen bzw. nutzbar zu machen. Dabei werden Erkenntnisse aus vielen
Bereichen verwendet (Abb. 2.1). Neben dem Wissenschaftsgebiet der Biologie mit der
Mikrobiologie, Molekularbiologie und Genetik, sind auch die Biochemie, Chemie,

Bioinformatik und die Ingenieurswissenschaften von grof3er Bedeutung.

Biochemie

Biologie

Verfahrenstechnik

Abb.2.1:  Wissenschaftsgebiete, deren Erkenntnisse fir die Biotechnologie eine wesentliche Rolle
spielen (schematische Darstellung, BVT: Bio- und CVT: Chemieverfahrenstechnik)

Der Begriff Biotechnologie ist dabei sehr weit gefasst. Je nach Anwendungsgebiet
unterscheidet man verschiedene Zweige (Abb. 2.2). Diese Unterteilung ist jedoch aufgrund
von Uberschneidungen nicht immer eindeutig. Die rote und griine Biotechnologie sind tber
ihre Anwendungsbereiche Medizin und Pharmazie bzw. Landwirtschaft und Ernéhrung relativ
deutlich definiert. Dagegen ist der Begriff blaue Biotechnologie nicht (ber ein eigenes
Anwendungsgebiet, sondern durch die Gemeinsamkeit in der Verwendung mariner
Organismen gekennzeichnet.

Fir das tagliche Leben eines Jeden gewinnt die Biotechnologie immer mehr an Bedeutung,
auch wenn dies nicht immer wahrnehmbar ist. In vielen Haushaltsprodukten,
Nahrungsmitteln, Medikamenten und Chemikalien steckt Biotechnologie. Hierzu zédhlen viele

Lebensmittel, wie Brot, Kase, Wein und Bier, welche schon seit Jahrhunderten mit Hilfe von
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2. Einleitung

Mikroorganismen hergestellt werden. Die Methoden der weil3en Biotechnologie sind aber
zudem auch ein fester Bestandteil bei der Herstellung hochwertiger Chemikalien,
Arzneimittel, Vitamine, Wasch- und Reinigungsmittel sowie bei der Veredelung von

Textilien, Leder und Papier (Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF), 2008).

Biotechnologie

/S /N O\
- h& graue weifle

Medizin Landwirtschaft Umwelttechnik industrielle
Produktion
- Diagnostik - transgene - Nachweis - Produktions-
- Therapie Pflanzen und Abbau prozesse
- Impfstoffe - Emahrung von - Naturstoff-
Schadstoffen nutzung
blaue

Nutzung mariner Organismen
-Nahrung
- Kosmetik
- Medikamente
- neue Materialien

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Anwendungsgebiete der Biotechnologie, unter Nicht-
bertcksichtigung von Uberschneidungen nach Braun et al., 2006

Laut offizieller Definition der Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und
Entwicklung (OECD, www.oecd.org) versteht man unter dem Begriff weiRe oder industrielle
Biotechnologie: The application of science and technology to living organisms, as well as
parts, products and models thereof, to alter living or non-living materials for the production
of knowledge, goods and services. (Statistical Definition of Biotechnology, 2005)

Wahrend bei den ersten Anwendungen 6000 v. Chr. die beteiligten Mikroorganismen noch
vollig unbekannt waren, werden in der modernen Biotechnologie gezielt die Methoden der
Molekularbiologie genutzt. Im Zentrum der Forschungsarbeiten, beispielsweise bei der
BASF, stehen neue enzymkatalysierte Produkte und Prozesse, die Entwicklung neuer
biobasierter Produkte und die starkere Nutzung nachwachsender Rohstoffe beispielsweise fur

die Herstellung von Polymeren (www.basf.com).
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Die weile Biotechnologie l&sst sich in zwei Technologiefelder, die Fermentation und die
Biokatalyse unterteilen. Bei der Fermentation werden ganze, lebende Mikroorganismen und
ihre Stoffwechselleistungen genutzt. So setzen z.B. Pilze oder Mikroorganismen die
zugefiihrten Rohstoffe in das gewiinschte Produkt um. Milchsdure, Vitamine, Enzyme und
andere wichtige Produkte lassen sich so in grolRen Mengen industriell produzieren (Tab. 2.1).
Bei der Biokatalyse dagegen wird ein einzelnes Enzym eingesetzt, um einen bestimmten
Reaktionsschritt zu katalysieren (einige Produkte in Tab. 2.2). Auch wenn an dieser Stelle oft
die Verwendung von ganzen Zellen moglich ist (Ganzzellkatalyse), so muss dass nétige
Enzym doch meist zunédchst aus dem Mikroorganismus isoliert und fur die entsprechende
Anwendung optimiert werden. Eine wesentliche Rolle in der industriellen Biotechnologie

spielen also die Enzyme und ihre Leistungen.

Tab.2.1: Durch fermentative Prozesse gewonnene Produkte der weilien Biotechnologie nach
DECHEMA, 2004
Weltjahres-
Produkt produktion Hauptanwendung
(t/a)
Aminosauren L-Glutamat 1.500.000 Geschmacksverstérker
L-Lysin 700.000 Futtermittelzusatz
L-Threonin 30.000 Futtermittelzusatz
L-Phenylalanin 10.000 Aspartam, Medizin
L-Tryptophan 1.200 Futtermittel, Erndahrung
L-Arginin 1.000 Medizin, Kosmetik
L-Cystein 500 Lebensmittel, Pharma
Sauren Zitronensaure 1.000.000 Medizin, Lebensmittel,
Metall, Waschmittel
Essigsaure 190.000 Lebensmittel
Milchsédure 150.000 Lebensmittel, Leder, Textil
Gluconséure 100.000 Lebensmittel, Textil, Metall,
Bau
Losungsmittel Bioethanol 18.500.000 Losungsmittel,
Grundchemikalie,
Energietrager
Antibiotika Penicilline 45.000 Medizin, Futtermittelzusatz
Cephalosporine 30.000 Medizin, Futtermittelzusatz
Tetracycline 5.000 Medizin
Biopolymere Polylactid 140.000 Verpackung
Xanthan 40.000 Erd6lforderung, Lebensmittel
Dextran (-derivate) 2.600 Blutersatzstoff
Vitamine Vitamin C 80.000 Pharma, Lebensmittel,
(Ascorbinsaure) Futtermittel
L-Sorbose (Vitamin C  50.000 Pharma, Lebensmittel
Vorstufe)
Riboflavin (B,) 30.000 Wirkstoff, Futterzusatz
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2. Einleitung

Tab.2.2: Durch Biokatalyse und Biotransformation gewonnene Produkte der weifen Biotechnologie
nach DECHEMA, 2004

Weltjahres-
Produkt produktion  Hauptanwendung
t/a
Aminosauren L-Asparaginsaure (13.300 Aspartam Herstellung
L-Alanin 500 Infusionslésung
L-Methionin 400 Infusionslésung
Lebensmittel Glukose 20.000.000 Flussigzucker,
Fermentationsmedium
Isomalt 70.000 Zuckeraustauschstoff
Fructooligosaccharide  10.500 Préabiotikum
Aspartam 10.000 SlRstoff
Zwischenprodukte  (S)-2- 2.000 Herbizidsynthese
und Chiralika Chlorpropionsaure
Ethyl (S)-4-Chlor-3- >150 Cholesterinsenker, wie z.B.
hydroxybutyrat Atorvastatin
Wirkstoff Ephedrin 1500 Pseudoephedrin, chirales
(-vorstufen) Auxiliar
Progesteron 200 Wirkstoff
Spezialprodukte Cyclodextrine 5.000 Haushalt, Lebensmittel,

Stabilisatoren

2.2. Werkzeuge der Biotechnologie — Die Enzyme

Ein GroBteil aller groBtechnischen Prozesse in der chemischen Industrie wird mittels
Katalysatoren gesteuert. Viele spezifische Katalysatoren fir die jeweiligen Zwecke wurden
von Chemikern entwickelt. Traditionell handelt es sich um Metalle, hauptsachlich
Edelmetalle wie z.B. Platin, Palladium, Rhodium, und metallorganische Verbindungen.
Wahrend Edelmetalle teuer sind und ihre Verfiigbarkeit begrenzt ist, sind metallorganische
Verbindungen als Katalysatoren zum Teil meist durch einen relativ aufwendigen
Herstellungsprozess gekennzeichnet. Neben dem daraus resultierenden hohen Preis, sind
diese Verbindungen oft toxisch und empfindlich gegen Luft und Wasser. Da neben
gewiinschten Produkten auch Nebenprodukte als Abfall produziert werden, sind diese haufig
aufwendig zu entsorgen. Somit arbeiten nicht alle Katalysatoren effizient, wirtschaftlich und
umweltfreundlich. Wieder andere kénnen ihre Wirkung erst bei hohen Temperaturen oder in
Losungsmitteln, welche oft giftig sind, erzielen. Letztendlich bedeutet dies alles einen
Mehraufwand an Energie und Rohstoffen und fiihrt zu Belastungen der Umwelt (Braun et al.,
2006).
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2. Einleitung

Enzyme dagegen werden in den lebenden Zellen aller Lebewesen, ob Mensch, Tier, Pflanze
oder Mikroorganismus gebildet. Enzyme sind vorrangig Proteine. Sie sind essentiell fur den
Stoffwechsel aller lebenden Organismen, da der GroRteil der biochemischen Reaktionen, von
der Verdauung Uber den Energiestoffwechsel der Zellen, die Bewegung oder die
Informationstibertragung bis hin zum Vervielféltigen der Erbinformation, von Enzymen
gesteuert wird. Neben der groRBen Vielzahl natirlicher Enzyme ist somit auch das breite
Spektrum ihrer Fahigkeiten sehr beeindruckend. Es handelt sich um Katalysatoren in
biologischen Systemen. Als Proteine bestehen die Enzyme aus Aminosaureketten. Sie kénnen
einerseits metallfrei sein, andererseits organische Cofaktoren oder ,,essentielle Metalle* wie
z.B. Zink enthalten. Hauptmerkmale sind ihre katalytische Aktivitdt und ihre Spezifitat,
welche auf ihrer dreidimensionalen Struktur beruht. Eine weitere Eigenschaft stellt ihre
Regulierbarkeit dar. Diese ist eine erforderliche VVorraussetzung fir die Steuerung der vielen
energie-verbrauchenden Stoffumwandlungsprozesse innerhalb einer Zelle.

Bei der Katalyse der verschiedensten chemischen Reaktionen erreichen Enzyme eine hohe
Effektivitat. Diese geht aus der Féhigkeit hervor, ein breites Spektrum an Molekilen binden
zu konnen. Durch die Nutzung aller Arten von intermolekularen Kraften (Van-der-Waals
Krafte, lonen- und Dipolkrafte, Wasserstoffbriicken) werden die Substrate in die optimale
Orientierung zueinander gebracht und somit die Vorraussetzungen fir das Kniipfen sowie
Aufbrechen von chemischen Bindungen geschaffen. Reaktionen werden im Prinzip durch die
Stabilisierung des entsprechenden Ubergangszustandes (energiereichste chemische Spezies
im Reaktionsmechanismus) katalysiert. Diese Stabilisierung erfolgt sehr selektiv, wodurch
das Enzym, welches innerhalb der Zelle in einem Gemisch sehr &hnlicher Verbindungen

vorliegt, bestimmt, welche von verschieden méglichen Reaktionen ablauft (Stryer, 1996).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Metallkatalysatoren im Gegensatz zu Enzymen
in der Lage sind, verschiedenste Edukte umzusetzen und folglich die unterschiedlichsten
Reaktionen zu Kkatalysieren. Aufgrund der geringen Spezifitdt entstehen jedoch mehr
Nebenprodukte in den chemischen Reaktionen. Enzyme dagegen setzten konkrete Edukte
sehr spezifisch und unter milden Reaktionsbedingungen um. Sie arbeiten dabei haufig chemo-
und stereoselektiv. Nebenprodukte treten bei enzymatischen Reaktionen im Vergleich zu den
Reaktionen in der Metallkatalyse nicht oder in weitaus geringerem MaRe auf.
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2.3. Enzyme — Bedeutung in der Wissenschaft

In der Molekularbiologie werden Enzyme bzw. die von ihnen katalysierten Stoffwechselwege
naher untersucht. Um ihre Funktion zu prufen, werden meist die entsprechenden Gene aus
dem Wildtyp-Organismus isoliert und uber ein Expressionssystem in einen meist besser
handhabbaren Laborstamm eingebracht. Dadurch ist normalerweise die Produktion von
grolReren Mengen an Protein fir eine Vielzahl von weiteren Untersuchungen maoglich. So ist
man in der Lage, neue Proteine/Enzyme mit noch unbekannter Funktion zu charakterisieren.
Auch noch ungeklarte Stoffwechselwege oder Teilabschnitte von diesen kodnnen néher
untersucht werden. Eine andere Mdoglichkeit besteht darin, Enzyme durch eine gerichtete
Evolution im Reagenzglas durch Mutation und Selektion so zu veréndern, dass sie veranderte
Enzymaktivitaten hervorbringen (Schneider et al., 2008; Schneider et al., 2010). Noch
anwendungsorientierter wird es, wenn Enzyme aus verschiedenen Organismen dafur genutzt
werden, einen ganzen Stoffwechselweg in einem Organismus zu verdndern bzw. neu zu
etablieren, sodass entweder neue Substrate und Rohstoffe von diesem gentechnisch
veranderten Organismus umgesetzt werden konnen oder damit neue Synthesen in diesem
mdoglich werden (Albermann et al., 2008; Albermann et al., 2010; Albermann, 2011).
Facherlbergreifend wird diese anwendungsorientierte Forschung auch von Wissenschaftlern
anderer Fachrichtungen betrieben (Reetz, 2010; Groger et al., 2006a, Groger et al., 2006b,

Holzwarth et al., Manuskript in VVorbereitung).

Auf dem Gebiet der industriellen Anwendung bieten Enzyme gegeniiber chemischen
Reaktionen und Verfahren eine Reihe von Vorteilen. Sie beschleunigen als Biokatalysatoren
kaum wahrnehmbare chemische Reaktionen um ein Viel-millionenfaches. Sie sind an das
Milieu lebender Zellen angepasst und reagieren somit in wassrigen LdOsungen, bei
Normaldruck und bei Raumtemperatur bzw. ca. 37 °C. Enzymatische Verfahren benétigen im
Unterschied zu klassischen Prozessen in der Chemie weder organische Lésungsmittel, noch
den Zwang extremer Hitze oder Driicke. Im Allgemeinen sind sie weniger energieintensiv.
Weiterhin arbeiten sie unter weitgehender Vermeidung von Neben- und Abfallprodukten und
es kommen, dartiber hinaus deutlich weniger zum Teil giftige stéchiometrische Reagenzien
zum Einsatz. Ferner arbeiten Enzyme effektiv und prézise. Diese Eigenschaften machen sie
fur viele technische Anwendungen interessant. Neben einer Vielzahl von Enzymen, welche in
der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden, steigt auch der Bedarf in vielen weiteren

Industriezweigen, um Alternativen fir zum Teil umweltbelastende chemische Prozesse sowie
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Wirkstoffe zu finden. So sind z.B. Enzyme (Amylasen, Lipasen, Proteasen) in fast allen
Markenwaschmitteln enthalten und spalten hier hartnackige Stéarke-, Fett-, oder Eiweil3flecken
bei niedrigen Waschtemperaturen, wodurch erhebliche Energieeinsparungen ermoglicht
werden. Weiter finden Enzyme in der Medizin Anwendung, z.B. in der Therapie und
medizinischen Diagnostik, sowie bei der Herstellung von medizinischen Wirkstoffen. In der
Papier- und Zellstoffindustrie ersetzen Enzyme das aggressive sowie umweltschédliche Chlor
als Bleichmittel und in der Lederverarbeitung helfen sie beim Beizen, Entwollen und

Enthaaren von Hauten und Fellen ( www.transgen.de).

Die wachsende Bedeutung der Biotechnologie gilt auch immer mehr fur die chemische
Industrie. Schon jetzt werden in zunehmenden MaRe Grundchemikalien mit Hilfe
biotechnologischer Verfahren hergestellt. Bei diesen sogenannten Grundchemikalien handelt
es sich in der chemischen Industrie um alle Produkte, von denen j&hrlich mehr als 10.000
Tonnen (t/a) produziert werden. Viele dieser biotechnologisch hergestellten Chemikalien
werden in der Lebensmittel-, Genussmittel- und Futtermittelindustrie verwendet. Glutamin-
séure, Zitronensdure oder Vitamin C seien an dieser Stelle als sehr erfolgreiche Beispiele
genannt. Dagegen zeigt das Beispiel des Aromastoffes Vanillin, dass sich die Umstellung von
etablierten chemischen Verfahren auf biotechnologische Produktionsprozesse erst bei einem
gunstigen Kosten-Nutzen Verhaltnis rechnet (BMBF, 2008).

Die grofiten Wachstumsraten prognostizieren Experten bei den Produkten der Feinchemie.
Darunter werden Substanzen mit einem hohen Funktionalisierungsgrad verstanden, welche in
Volumina von weltweit weniger als 10.000 Tonnen pro Jahr produziert werden. Diese
Verbindungen verftigen gewohnlich ber mehrere Reaktionszentren, wodurch auch oftmals
die Darstellung von Enantiomeren maoglich ist. Klassische Synthesewege beinhalten daher
mehrere Reaktionsschritte und erfordern h&ufig den Einsatz einer aufwendigen
Schutzgruppen-Chemie, teure und zum Teil giftige Edelmetall/Schwermetallkatalysatoren
sowie drastische Reaktionsbedingungen (Braun et al., 2006). Die Biokatalyse erlaubt an
dieser Stelle die Synthese komplexer Verbindungen unter wesentlich milderen Bedingungen.
Zu den wichtigen Feinchemikalien gehdren Antibiotika und ihre Zwischenprodukte. Ihre
chemische Struktur ist meist komplex. Da es keine chemischen Synthesealternativen gibt,
werden sie Uberwiegend Uber biotechnologische Verfahren hergestellt (Braun et al., 2006).
Experten gehen davon aus, dass bis zum Jahr 2015, bei der Produktion von bis zu 60 % aller
Feinchemikalien mindestens ein biokatalytischer Schritt beteiligt sein wird (Riese &
Bachmann, 2004; Festel, 2006).
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Eine weitere Herausforderung an die Chemie ist die Nachfrage an Katalysatoren, welche
enantioselektive Stoffumwandlungen ermdglichen, denn viele der heutigen Medikamente und
sonstigen Wirkstoffe sind chiral. So nutzt z.B. die BASF bereits Biokatalysatoren unter
anderem zur Herstellung von chiralen Zwischenprodukten, welche wiederum flr die

Produktion von Medikamenten und Pflanzenschutzmitteln bendétigt werden (www.basf.de).

Ob eine Verbindung als Racemat oder als eines der Enantiomere vorliegt, kann insofern
wichtig sein, als dass Enantiomere zwar die gleichen physikalischen (Ausnahme: optische
Aktivitdt) und chemischen (Ausnahme: ihr Reaktionsvermdgen in stereoselektiven
Reaktionen), aber oft unterschiedliche physiologische Eigenschaften aufweisen. Zum Beispiel
riecht D-(+)-Carvon nach Kummel, L-(-)-Carvon dagegen nach Minze; D-(-)-Leucin
schmeckt stR, L-(+)-Leucin jedoch bitter (http://de.wikipedia.org/wiki/Racemat). Wichtig ist
eine Unterscheidung der Eigenschaften in der Pharmakologie. Wie wichtig es sein kann, dass
wirklich nur ein Enantiomer als Produkt vorliegt, zeigt das tragische Beispiel des
Pharmazeutikums Thalidomid, welches Mitte der 50er Jahre als Wirkstoff im Medikament
Contergan auf den Markt gekommen war. Dabei handelte es sich um das Racemat, also einer
Mischung aus beiden Enantiomeren (1a, 1b). Frauen brachten nach einer Einnahme von
Contergan wéhrend der Schwangerschaft vermehrt Neugeborene mit starken Missbildungen
zur Welt (Roth, 2005; http://de.wikipedia.org/wiki/Thalidomid). Aufgrund tierexperimenteller
Untersuchungen wird vermutet, dass das R-Enantiomer des Thalidomids 1a die gewinschte
positive Wirkung als Schlaf- und Beruhigungsmittel besitzt, die spiegelbildliche S-Form 1b
dagegen teratogen wirkt (Abb. 2.3). Flr die praktische Anwendung ist dieser Befund jedoch
ohne Bedeutung, da sich beide Formen nach Einnahme innerhalb weniger Minuten im

Organismus wieder in eine Mischung aus (S)- und (R)-Enantiomer umwandeln (Roth, 2005).

o) ! o)
o N ! NI 0
HN ; NH
0 O : 0o O

(R)-Thalidomid | (S)-Thalidomid
1a 1b

Abb. 2.3: Darstellung von (R)- und (S)-Thalidomid als Bespiel fiir Enantiomere
(http://de.wikipedia.org/wiki/Thalidomid)

Schon lange haben die verschiedensten Enzyme den Weg in die technische Anwendung

gefunden und werden dort erfolgreich eingesetzt. In den Enzymen und ihrer Vielseitigkeit
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liegt das groRe Potential der Biokatalyse und damit der Biotechnologie. VVon in der Natur
vorkommenden geschétzten tber 10.000 Enzymen sind heute lediglich ca. 3.000 bekannt.
Industriell genutzt werden nur ca. 120. Als wichtigste natlrliche Enzymquelle sind von ca.
uber 4,5 Millionen Arten von Mikroorganismen erst ca. 100.000 bekannt (Braun et al., 2006).
Da Mikroorganismen in allen Lebensraumen der Natur, im Wasser, in der Luft und im Boden
zu finden sind, ist eine systematische Suche nach neuen Organismen von Interesse. Neben
dem Hauptaugenmerk auf sogenannten extremophilen Bakterien, also Bakterien, welche sich
durch Anpassung an extreme Umweltbedingungen besondere Lebensrdume erschlossen
haben, sollten auch Organismen mit besonderen Stoffwechselleistungen eine Rolle spielen.

Zu diesen gehdren z.B. Pseudomonas citronellolis und Pseudomonas aeruginosa. Diese
Organismen sind neben wenigen anderen in der Lage, azyklische Terpenoide wie Citronellol
und Geraniol als alleinige Energie- und Kohlenstoffquelle zu verwerten (Cantwell et al.,
1978; Schaeffer et al., 1979). Wahrend die Synthese von Terpenen sehr gut untersucht ist, war

der Abbau dieser Substanzen lange Zeit unklar.

2.4. Vorkommen von Terpenen

Lange schon ist bekannt, dass Nadelhdlzer und Zitrusfriichte, aber auch Eukalyptus,
Lavendel, Nelken, Pfefferminzarten, Rosen und viele andere Pflanzen bzw. deren Teile
(Wurzeln, Rhizome, Stangel, Blatter, Bliten, Friichte, Samen) charakteristische, meist
angenehme Difte verbreiten, wiirzig schmecken oder bestimmte pharmakologische
Wirkungen entfalten. Diese Eigenschaften werden Uberwiegend durch Terpene bewirkt. Sie
sind in der Natur weit verbreitet, vor allem in Pflanzen als Bestandteile der atherischen Ole

(Nuhn, 2006), aber auch im Reich der Insekten als sogenannte Pheromone.

Terpene bilden eine stark heterogene Gruppe von naturlich vorkommenden chemischen
Verbindungen. Der Baustein dieser Verbindungen ist der Kohlenwasserstoff Isopren
CH,=C(CH3)-CH=CH, (Isoprenregel; Wallach, 1887; Ruzicka,. 1963). Neben einer grolien
Variation an Kohlenstoffgeriisten zeichnen sie sich durch eine geringe Anzahl an
funktionellen Gruppen aus (Breitmaier, 1999). Viele Terpene sind reine Kohlenwasserstoffe,
jedoch kommen auch entsprechende Alkohol-, Glycosid-, Ether-, Aldehyd-, Keton-,
Carbonsdure- und Esterverbindungen (Terpenoide) in der Natur vor. Unterteilt werden sie in
verschiedene Klassen je nach Anzahl der Isopreneinheiten. Monoterpene bestehen aus zwel,

Sesquiterpene aus drei, Diterpene aus vier, Triterpene aus sechs und Tetraterpene aus acht
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Isopreneinheiten. Beispiele fur Monoterpene sind: Citronellol 2, Geraniol 3a und Nerol 3b,
aber auch Citral (4a und 4b), Campher 5, Menthol 6 und Limonen 7 (Abb. 2.4). Dabei handelt
es sich bei Citronellol 2, Geraniol 3a und Nerol 3b um wichtige azyklische Terpenalkohole,
wohingegen die Geranylsdaure 8 eine wichtige azyklische Terpencarbonséure darstellt.
Menthol 6 und Limonen 7 sind Vertreter der monozyklischen Terpene, Campher 5 einer der
bizyklischen Terpene. Beispiele fur Sesquiterpene sind die ebenfalls in der Abbildung 2.4

gezeigten Verbindungen Nerolidol 9 und Farnesol 10.

0
NV0H (N NN (N " 0H
A | oM ’ Yo |

Citronellol Geraniol Nerol Geranial Neral Geranylséure

)\/\)\/\)Q Nerolldol

Campfer \ S Farnesol
10

Menthol Limonen
6 7
Abb. 2.4: Graphische Darstellung einiger Mono- und Sesquiterpene

Phytol 11 und Vitamin A; 12 stellen zwei Beispiele fir Diterpene dar und sind in der
Abbildung 2.5 dargestellt.

WMOH

Phytol 11

Cenana.

Vitamin A, (Retinol) 12

Abb. 2.5: Graphische Darstellung von Phytol 11 und Vitamin A; 12

Als ein Beispiel flr ein Triterpen sei Squalen 13 genannt und bei Carotin (Provitamin A;) 14
handelt es sich um ein Tetraterpen. Als ein Vertreter der Polyisoprene sei an dieser Stelle

Naturkautschuk 15 (Abb. 2.6, Kull, 1993, www.wikipedia.org) angefiihrt.
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A A A AN AN SN

Squalen 13

Carotin (Provitamin A;) 14

Naturkautschuk cis-Polyisopren 15

Abb. 2.6: Graphische Darstellung weiterer im Text genannter Terpene

2.5. Bedeutung der Terpene

Nur liickenhaft ist die biologische Funktion der Terpene bekannt. Viele Pflanzen bilden
fliichtige Terpene, um Insekten zur Bestdubung anzulocken, andere dagegen um Fral3feinde
zu vertreiben. Weniger fllichtige, jedoch toxische Terpene schitzen die Pflanzen ebenfalls vor
FralRfeinden. Terpene spielen nicht zuletzt als Signalstoffe und Wachstumsregulatoren der
Pflanzen (Phytohormone) eine Rolle. Viele Insekten verwerten, die mit der pflanzlichen
Nahrung aufgenommenen Terpene zu Entwicklungshormonen und Pheromone. Diese Lock-
und Signalstoffe dienen der Kommunikation der Insekten mit ihren Artgenossen.

Daraus lassen sich Verwendungsmdoglichkeiten als umweltfreundliche Insektizide ableiten,
indem Schadinsekten mit ihren arttypischen Pheromonen in die Falle gelockt werden. Die als
itherische Ole bekannten Extrakte aus Pflanzen dagegen werden als Rohstoffe in der
Parfumerie, zur Geschmacks- und Duftveredelung von Speisen und Getranken, sowie zur
Herstellung pflanzlicher Arzneimittel (Phytopharmaka) verwendet.

In der Medizin koénnten Terpene aufgrund ihrer Anti-Tumor Wirkung auf Sdugerzellen
(Burke et al., 1997; Burke et al., 2002) oder der unterstitzenden Wirkung fir
Chemotherapeutika (Carnesecchi et al., 2002a; Carnesecchi et al., 2002b; Carnesecchi et al.,
2004; Duncan et al., 2004) eine Rolle spielen. Des Weiteren zeigen einige Terpenoide
antimikrobielle, antifungizide, antivirale, antihyperglycemische, antiinflammatorische und
antiparasitdre Wirkungen (Hammer et al., 1999; Paduch et al., 2007; Bakkali et al., 2008;
Forster-Fromme & Jendrossek, 2010b). Ferner kdnnen sie Vorstufen und building blocks fur
Synthesen komplexer chiraler Verbindungen in der chemischen und pharmazeutischen
Industrie darstellen. Hierfir sind jedoch lediglich wenige Terpenoide in groRen Mengen und
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zu einem angemessenen Preis erhaltlich. Dadurch gewinnt die Charakterisierung von
geeigneten Biokatalysatoren, welche spezifisch fiir Terpenoid-Verbindungen sind und die
Entwicklung von Umwandlungsprozessen von Terpenoiden zu kommerziell interessanten

Derivaten immer mehr an Bedeutung (Forster-Fromme & Jendrossek, 2010b).

2.6. Abbau von Terpenen

Wahrend die Synthese von Terpenen Uber den Mevalonat-Weg (MVA) bzw. (ber den
Mevalonat-unabhéngigen Weg (Deoxyxylulose-5-phosphate (DXP)- bzw. 2C-methyl-D-
erythritol-4-phosphat (MEP)-Weg (Phillips et al., 2008)) sehr gut untersucht ist (Spurgeon &
Porter, 1981; Rohmer et al., 1993; Lange et al., 2000; Rohdich et al., 2003; Chang &
Keasling, 2006), war der Abbau dieser Substanzen fur die Wissenschaft lange nicht von

Interesse.

Der Abbau von Citronellol und Geraniol, als zwei Modellverbindungen fiir azyklische
Terpenoide, wurde erstmals Anfang der 60iger Jahre durch Seubert und Mitarbeiter
untersucht (Seubert, 1960; Seubert et al., 1963; Seubert & Remberger, 1963; Seubert & Fass,
1964a; Seubert & Fass, 1964b). Seubert isolierte Pseudomonas citronellolis Uber dessen
Fahigkeit, Citronellol und verwandte Substanzen als alleinige Energie- und Kohlenstoffquelle
nutzen zu kénnen (Seubert, 1960). Nach der Isolierung verschiedenster Zwischenprodukte
und der Aufreinigung von Enzymen konnte flr diesen Mikroorganismus ein Abbauweg
vorgeschlagen werden (Seubert & Fass, 1964b). Aufgrund des Vorhandenseins einer
Methylgruppe in B-Position, durch die eine p-Oxidation blockiert wird, ist der Abbau von
linearen Terpenen schwierig und nicht weit verbreitet. Ein Abbau konnte lediglich in
Pseudomonas citronellolis, Pseudomonas mendocina und Pseudomonas aeruginosa
(Cantwell et al., 1978; Schaeffer et al., 1979; Fall et al., 1979; Tozoni et al., 2010),
Pseudomonas delhiensis (Prakash et al., 2007) und einige Stdmme von Pseudomonas
fluorescens (z.B. Stamm Pf-5, Forster-Fromme et al., 2006) beobachtet werden.

Wahrend der ersten Schritte des Abbaus von Citronellol 2 und Geraniol 3a werden die
Alkohole zu den entsprechenden Aldehyden (Citronellal 16 und Geranial 4a) und weiter zu
den Sauren (Citronellsaure 17 und Geranylséure 8) oxidiert (Seubert & Remberger, 1963,
Abb. 2.7). Durch die hohe Ahnlichkeit, welche Citronellol 2 und Geraniol 3a zeigen, wurde
zundchst angenommen, dass die Oxidation der Alkohole zu den Aldehyden und weiter zu den
Sduren durch jeweils dieselben Enzyme Kkatalysiert wird (Cantwell et al., 1978). Durch
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Hoschle und Jendrossek (2005) konnte jedoch ein molybddnabhangiges Wachstum von
P. aeruginosa auf Geraniol 3a gezeigt werden, wohingegen dies bei P. citronellolis und
P. mendocina nicht beobachtet werden konnte. Somit kann geschlussfolgert werden, dass die
Verwertung von Geraniol 3a in diesen drei Organismen unterschiedlich ist. Da an dieser
Stelle keine Molybdanabhangigkeit bei der Oxidation von Citronellol 2 in P. aeruginosa
festgestellt werden konnte, wird durch die Arbeitsgruppe weiterhin angenommen, dass
offensichtlich auch unterschiedliche Enzyme an den Oxidationsreaktionen von Citronellol 2
und Geraniol 3a beteiligt sind (Hoschle & Jendrossek, 2005). Nach der Oxidation zu den
Sdauren (17, 8) erfolgt eine Aktivierung dieser zu den entsprechenden CoA-Estern,
Citronellyl-CoA 18 und Geranyl-CoA 19. Durch eine Dehydrogenase erfolgt die
Umwandlung von Citronellyl-CoA 18 zu cis-Geranyl-CoA 19a auf dessen Stufe sich der

Abbau von Citronellol und Geraniol vereinigt (Abb. 2.7).
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Citronellol Geraniol
2 3a

Geraniol Dehydrogenase

\ Citronellol Dehydrogenase
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Citronellal Geranial
16 4a

\ Citronellal Dehydrogenase Geranial Dehydrogenase
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Citronellat Geranylat
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\ Citronellyl-CoA Synthetase l Geranyl-CoA Synthetase

/l\/\/uj\

A X

S-CoA  Citronellyl-CoA N
Citronellyl-CoA Dehydrogenase

18 AtuD/PA1535

O~ "S-CoA

cis-Geranyl-CoA
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Abb.2.7:  ,upper atu pathway“: Einleitende Oxidations- und Aktivierungs-Reaktionen beim Abbau
linearer Terpenoide im Atu-Stoffwechselweg nach Seubert & Fass (1964b; Forster-Fromme
& Jendrossek, 2010b)
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Ein Schlisselenzym des Abbauweges ist die Geranyl-CoA Carboxylase (Seubert et al., 1963,

GCase). Dieses Enzym katalysiert den sich nun anschlieBenden Schritt, die Carboxylierung

der B-Methylgruppe zu einer Acetatfunktion (Seubert & Remberger, 1963). Das durch diese

Reaktion gebildete Isohexenyl-glutaconyl-CoA 20 wird durch die Isohexenyl-glutaconyl-CoA

Hydratase (Seubert & Fass, 1964a) zu 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA 21 hydratisiert.
Mit Hilfe der 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase (Seubert & Fass, 1964a)
wird die durch die Geranyl-CoA-Carboxylase gebildete Acetatfunktion als freies Acetat 22

abgespalten und es entsteht 7-Methyl-3-oxo0-6-octenoyl-CoA 23 (Seubert & Remberger,

1963). Die Reaktionen dieses Reaktionsabschnittes (,,lower atu pathway*) sind in der

Abbildung 2.8 schematisch dargestellt.

M
X S-CoA

Citronellyl-CoA

£

18 Citronellyl-CoA 0~ "S-CoA Geranyl-CoA 19b
Dehydrogenase cis-Geranyl-CoA Isomerase

AtuD/PA1535 19a

CO2 Geranyl-CoA Carboxylase
AtuC/AtuF

o

/
/ o

0O~ 'S-CoA

Isohexenyl-glutaconyl-CoA
20

H0 Isohexenyi-glutacony!-CoA Hydratase
AtuE ?

o_
H

/
0 =0

O~ "S-CoA
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA
21

AtuA ? | 3-Hydroxy-3-isohexenyi-glutary!-CoA:Acetat
LiuE ? Lyase

O

P

;

O~ "S-CoA
Acetat 7-Methyl-3-oxo-6-octenoyl-CoA
22 23

M
X " 5.CoA

trans-Geranyl-CoA

Abb. 2.8: Llower atu pathway“: Zentrale Reaktionen des Atu-Stoffwechselweges und daran beteiligte

Enzyme nach Seubert & Fass (1964b; Forster-Fromme & Jendrossek, 2010b)
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Die Kohlenstoffkette des 7-Methyl-3-oxo-6-octenoyl-CoAs 23 kann durch p-Oxidation weiter
verkirzt werden. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist unklar, ob an diesen Schritten spezifische
Enzyme des Terpenabbauweges oder die allgemeinen Enzyme des Fettstoffwechsels beteiligt
sind. Mittels B-Oxidation wird das 7-Methyl-3-0x0-6-octenoyl-CoA 23 um eine Isopren-
einheit verkirzt und es entsteht 3-Metylcrotonyl-CoA 29, welches in den Leucinabbauweg

eingeschleust und uber diesen weiter verwertet wird (Abb. 2.9).
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Abb. 2.9: Schematische Darstellung der Reaktionen an der Schnittstelle zwischen Atu- und Liu-Weg
Beide Wege vereinigen sich auf Stufe des 3-Methylcrotonyl-CoAs. (nach Seubert & Fass,
1964b; Forster-Fromme & Jendrossek, 2010b)

Die vom 3-Methylcrotonyl-CoA 29 weiterfihrenden Reaktionen sind in der Abb. 2.10
graphisch dargestellt. Analog zu den Reaktionen des Atu-Weges (acyclic terpene utilisation,
Abb. 2.7 und 2.8) erfolgt auch im Liu-Weg (leucine/isovalerate utilisation) beim weiteren
Abbau vom 3-Metylcrotonyl-CoA 29 zunéchst die Carboxylierung der [-stdndigen
Methylgruppe. Die Reaktion wird an dieser Stelle durch die 3-Methylcrotonyl-CoA
Carboxylase (MCase) katalysiert. Dieses Enzym aus P. citronellolis besitzt eine hohe
Spezifitat zu ihrem Substrat 3-Methylcrotonyl-CoA 29 und ist nicht in der Lage, das Geranyl-
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CoA 19 als Substrat umzusetzen (Seubert & Fass, 1964b; Hector & Fall, 1976; Fall & Hector,
1977; Fall, 1981). Die Doppelbindung des gebildeten 3-Methylglutaconyl-CoAs 30 wird
durch die Methylglutaconyl-CoA Hydratase hydratisiert und 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-
CoA 31 erhalten, welches dann durch die Hydroxy-methyl-glutaryl-CoA Lyase zu Acetyl-
CoA 24 und Acetoacetat 32 gespalten wird. Diese Produkte kdnnen anschlielend in den

Stoffwechsel der Organismen weiter umgesetzt werden.
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Abb. 2.10:  Abbau des 3-Methylcrotonyl-CoAs im weiteren Verlauf des Liu-Weges (leucine/isovalerate
utilisation) nach Seubert & Fass (1964b; Forster-Fromme & Jendrossek, 2010b)

Die Gene flr den Abbau von Citronellol und Geraniol in P. citronellolis und P. aeruginosa
waren lange Zeit unbekannt. In vorausgegangenen Untersuchungen gelang die Identifizierung
von zwei Gencluster, welche am Abbau von Citronellol beteiligt sind. Dabei handelt es sich
um das atu (acyclic terpene utilisation) und das liu (leucine/isovalerate utilisation) Gencluster
(Diaz-Perez et al., 2004; Hoschle et al., 2005; Aguilar et al., 2006; Forster-Fromme et al.,
2006). Durch verschiedenste Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass atuC und atuF die

o- und B-Untereinheiten der Geranyl-CoA Carboxylase und liuB und liuC die a- und
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B-Untereinheiten der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase darstellen (Hdschle et al., 2005).
Weiterhin konnten durch Datenbankvergleiche den entsprechenden Genen des Atu-Weges
hypothetische Funktionen zugeordnet werden (Forster-Fromme et al., 2006; Tab. 2.3). Es
zeigte sich, dass AtuB und/oder AtuG die Citronellol-Dehydrogenase und/oder Citronellal-
Dehydrogenase codieren kénnen und dass AtuH die Citronellyl-CoA Synthetase darstellen
muisste. Durch Forster-Fromme et al. (2008) konnte das Proteins AtuD bereits néher
charakterisiert werden, wobei die Oxidation vom Citronellyl-CoA zum Geranyl-CoA durch
dieses Protein experimentell bestatigt werden konnte. Da atuC/atuF die beiden Untereinheiten
der GCase codieren bzw. AtuE hohe Ahnlichkeiten zu einer Enolyl-CoA Hydratase aufweist
und somit die Isohexenylglutaconyl-CoA Hydratase darstellen misste, bleibt lediglich die

Funktion des atuA”s unbekannt.

Tab. 2.3: Angenommene Funktionen der Gene des Atu-Weges (Férster-Fromme et al., 2006)

PA Gen-Name Protein putative Funktion entsprechend putative Funktion im
Nr. der Datensuche Terpenstoffwechsel
2886 atuA AtuA  hypothetisches Protein unbekannt
2887 atuB AtuB  short- chain Dehydrogenase Citronellol/Citronellal
Dehydrogenase
2888 atuC AtuC  Biotin-abhangige Carboxylase, Geranyl-CoA Carboxylase,
B-UE B-UE
(Hoschle et al., 2005)
2889 atuD AtuD  Acyl-CoA Dehydrogenase Citronellyl-CoA Dehydrogenase
(Forster-Fromme et al., 2008)
2890 atuk AtuE  Enolyl-CoA Hydratase/lsomerase  Isohexenyl-glutaconyl-CoA
Hydratase
2891 atuF AtuF  Biotin-abhangige Carboxylase, Geranyl-CoA-Carboxylase,
a-UE o-UE (biotinhaltig)
(Hoschle et al., 2005)
2892 atuG AtuG  short-chain Dehydrogenase Citronellol/Citronellal
Dehydrogenase
2893 atuH AtuH  very long-chain Acyl-CoA Citronellyl-CoA- Synthetase
Synthase
2885 atur AtuR  regulatorisches Protein Repressor des atu-Genclusters
(Forster-Fromme & Jendrossek,
2010a)

Das Protein AtuA (unbekanntes hypothetisches Protein) wurde spezifisch nur in Kulturen
exprimiert, welche Citronellol bzw. Citronellat als C-Quelle enthielten (Forster-Fromme et
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al., 2006; Forster-Fromme & Jendrossek, 2006). Durch Datenbankvergleiche konnte fiir
dieses Protein keine signifikante Ahnlichkeit zu Proteinen bekannter Funktion festgestellt
werden, sodass die Funktion unbekannt bleibt. Mit Hilfe einer Insertionsmutante (ins:atuA)
konnte jedoch eine essentielle Funktion des AtuA Proteins im Atu-Weg festgestellt werden,
da diese Mutante nicht mehr in der Lage war, Terpene zu verwerten. Polare Effekte konnten
hier durch Verwendung eines pKnockout-G Plasmids ausgeschlossen werden, sodass der
Phénotyp durch Insertion ins atuA Gen bedingt ist. Durch Rekonstitutionsanalysen mit atuA
in trans konnte der Wildtypphanotyp wieder hergestellt werden (Forster-Fromme &
Jendrossek, 2006). Nachdem den Genen des Atu-Weges aufgrund der Sequenzédhnlichkeiten
zu anderen Proteinen eine hypothetische Funktion zugeordnet werden konnte, bleibt lediglich
die Funktion des AtuA Proteins unbekannt. Eine mogliche Funktion, die auf diesem Wege
noch durch kein Protein besetzt werden konnte, ist die der 3-Hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-
CoA:Acetat Lyase.

37



2. Einleitung

2.7. Ziele dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die weiterfiihrende Untersuchung des durch Seubert & Fass
(1964b) postulierten Abbauweges von azyklischen Terpenoiden in P. citronellolis. In
vorangegangenen Arbeiten von Hoschle und Forster-Fromme konnten vor allem die Gene des
Abbauweges in P. aeruginosa und P. citronellolis identifiziert werden (Forster-Fromme et al.,
2006; Forster-Fromme & Jendrossek, 2006). Weiterhin war es mdglich, die biochemischen
Funktionen von einigen Genprodukten des Genclusters aus Tab. 2.3 naher zu charakterisieren.
Dabei handelte es sich um AtuC/AtuF als die beiden Untereinheiten der Geranyl-CoA
Carboxylase (Hoschle et al., 2005, Forster-Fromme et al., 2006), AtuD als Citronellyl-CoA
Dehydrogenase (Forster-Fromme et al., 2008) und AtuR als Repressor des atu-Genclusters
(Forster-Fromme & Jendrossek, 2010a). Die Untersuchung von AtuC/AtuF in friiheren
Arbeiten beschrankte sich dabei auf die Klarung der Funktion als Carboxylase des Atu-Weges
und somit auf den Nachweis der Expression der jeweiligen Gene bzw. die Synthese der
Proteine in entsprechend induzierten Zellen (Western-Blot Analyse) und auf eine
Aktivitatsbestimmung von Rohextrakten mit Geranyl- und Methylcrotonyl-CoA. Die
Enzymabfolge des ,lower atu pathways*“ ausgehend von der Geranyl-CoA Carboxylase
(GCase) liber die Hydratase und letzendlich die Funktion der Lyase (Abb. 2.11) wurden noch
nicht naher untersucht. Somit ist in dieser Arbeit der Schwerpunkt auf diesen letzteren Teil

des Atu-Weges gelegt.

Neben einer Charakterisierung der GCase, deren Aktivitdt schon in P. aeruginosa
Rohextrakten in der Arbeit von Forster-Fromme et al. (2006) gezeigt werden konnte, sollte
auch die durch Sequenzvergleiche postulierte Funktion von AtuE als Isohexenyl-glutaconyl-
CoA Hydratase bestatigt werden. Weiterhin sollte versucht werden, die angenommene Rolle
des AtuA Proteins als mdgliche 3-Hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase in
diesem Stoffwechsel zu kléren. Da von der Arbeitsgruppe Campos Garcia (Aguilar et al.,
2006; Chavez-Aviles et al., 2009; Chavez-Aviles et al., 2010) angenommen wird, dass die
Lyase des Liu-Weges LiuE auch die Funktion im Atu-Weg Ubernimmt, sollte diese
Vermutung belegt bzw. wenn mdoglich Unterschiede in beiden Enzymen bzw. ihren
Reaktionen gefunden werden.

Da die Substrate der Hydratase und der Lyase bzw. die entsprechenden Sduren als Vorstufe
fur die CoA-Synthese kommerziell nicht erhdltich sind, sollten die entsprechend bendétigten

CoA-Ester somit Uber die Reaktion der GCase bereitgestellt werden. Erst bei erfolgreicher
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Reaktion dieses Enzyms, sollte es mdglich sein, auch die nachfolgende Hydratase zu
untersuchen. Das gleiche Problem ergab sich bei der Untersuchung der Lyase. Hierfur wirden

letztendlich eine aktive Carboxylase und Hydratase erforderlich sein.

biologische Fragestellung . chemische Fragestellung
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Abb. 2.11: Darstellung der Reaktionsabfolge von der Geranyl-CoA Carboxylase bis zur Lyase
Reaktion

39



2. Einleitung

Da wie zuvor erwdhnt die Substrate der Enzyme, welche der Geranyl-CoA Carboxylase
nachfolgen (Hydratase, Lyase), nicht kduflich zu erwerben sind, sollten diese zunéchst uber
die natlrliche Enzymabfolge in P. aeruginosa / P. citronellolis bereitgestellt werden. Dies
setzt jedoch eine aktive Carboxylase und folgend auch eine aktive Hydratase voraus.

Um aber auch direkte Untersuchungen unabhéngig von der Carboxylase durchfiihren zu
konnen, wurde ein Teil der vorliegenden Arbeit am Institut fir Organische Chemie der
Universitat Stuttgart im Arbeitskreis von Prof. Dr. Plietker durchgefuhrt. Aus Sicht der
Chemie ergaben sich dabei ebenfalls verschiedene Fragestellungen (Abb. 2.11).

Schon bei den Untersuchungen von Seubert et al. (1963) wurde festgestellt, dass die Geranyl-
CoA Carboxylase aus P. citronellolis das cis und nicht das trans Isomer des Geranyl-CoAs
als Substrat akzeptiert. Da die Geranylsdure als Edukt der CoA-Ester Synthese jedoch als
Isomerengemisch vorliegt, wird auch der entsprechende Ester als Gemisch erhalten. Somit
sollte hier zundchst eine Trennung der Doppelbindungsisomere erreicht werden, um dann
folgend auch die entsprechenden CoA-Ester isomerenrein bereitzustellen.

Des Weiteren sollten die Vorstufen der Substrate fur Hydratase (Isohexenyl-glutaconyl-CoA,
20) und Lyase (3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA, 21) dargestellt werden. Dabei wirden
bei der Vorstufe des Hydratase-Substrates wieder zwei Doppelbindungsisomere zur
Verfugung stehen. Um zu uberprifen, ob beide Isomere oder lediglich eines der beiden als
Substrat von der Hydratase akzeptiert wird, missten auch diese im weiteren Verlauf getrennt
dargestellt werden. Bei dem entsprechend hydroxylierten Produkt sind dagegen zwei
Enantiomere mdoglich. Hieraus ergibt sich somit die Frage, ob das Enzym die Hydroxy-
funktion stereospezifisch einfugt. Ferner miften die resultierenden Enantiomere getrennt
werden, wodurch somit eine Differenzierung der zwei Saurefunktionen erforderlich wére, um
eine Unterscheidung in Hinblick auf die spatere Position des CoenzymAs zu ermdglichen.
Stlinden die beiden Enantiomere des CoA-Esters 21 getrennt zur Verfligung, so kdnnte nicht
nur die Rolle der Proteine AtuA und LiuE in diesem Schritt naher untersucht werden, sondern
es wdare auch denkbar eine mdgliche Enantiodifferenzierung durch das Protein mit der

3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase Aktivitat aufzuzeigen.
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3. Material und Methoden

3.1. Organismen und Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Organismenstamme sind in Tabelle 3.1 aufgefihrt.

Die eingesetzten Plasmide sind in Tabelle 3.2 beschrieben.

Tab. 3.1:

Ubersicht tiber verwendete Organismen

Stamm

Genotyp

Herkunft/ Referenz

Escherichia coli IM109

Escherichia coli Rosetta2

recAl, endAl, gyrA96, thi, , hsdR17,
SupE44, relAl, L', A(lac-proAB), [F’,
traD36, proAB, lacl® lacZ4M15]

F ompT hsdSg(rs” mg’) gal dem (DE3)

Yanisch-Perron et al,.
1985

Novagene, Darmstadt

(DE3) lacl Cam' p15a ori, tRNAgenes: proL, Novy et al., 2001
pLysS RARE leuW, metT, argW, thrT, glyT, tyrU, thrU

Stamm Phanotyp Herkunft/ Referenz
Pseudomonas aeruginosa  G*, C', Gs", Cs" ATCC 15692

PAO1

Pseudomonas citronellolis

G, C", Gs, Cs*

Seubert, 1960

Legende: G*: Geraniol, C*: Citronellol, Gs*: Geranylsaure, Cs*: Citronellséure

Tab. 3.2:  Ubersicht Giber verwendeten Plasmide
Plasmid Merkmale Referenz
pJoe4036.1 Amp', rhaP, pT7, lacPOZ’, rrnB, bla J. Altenbuchner

pJoe4036.1::atuD
pJoe4036.1::atuCF
(pJoe4036.1::GCase)
pJoed036.1::atuCDEF
pJoe4036.1::atuE

pJoed036.1::atuA

pJoe4036.1::1iuBCD
(pJoe4036.1::MCase)

atuD aus P. aeruginosa in pJoe4036.1 mit
C-terminalen His-Tag

atuC und atuF aus P. aeruginosa in Joe4036.1
mit C-terminalen His-Tag

atuCDEF aus P. aeruginosa in pJoe4036.1
mit C-terminalen His-Tag

atuE aus P. aeruginosa in pJoe4036.1 mit
C-terminalen His-Tag

atuA aus P. aeruginosa in pJoe4036.1 mit
C-terminalen His-Tag

liuBCD aus P. aeruginosa in pJoe4036.1 mit
C-terminalen His-Tag

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Fortsetzung Tabelle 3.2

Plasmid Merkmale Referenz

pJoe4036.1::liuE liuE aus P. aeruginosa in pJoe4036.1 mit diese Arbeit
C-terminalen His-Tag

pET28a pT7, Kan', ori pBR322, ori f1, lacl, T7 Tag, Novagene,
N-term. 6 x His, C-term. 6 x His Darmstadt

pET28a::atuD atuD aus P. aeruginosa in pET28a mit diese Arbeit,
N-terminalen His-Tag Forster-Fromme

et al., 2008

pET28a::liuA

pCOLA Duet -1

pCOLA:Duet -1::atuC

pCOLA:Duet -1::atuCF

pCOLA:Duet -1::atuF

liuA aus P. aeruginosa
N-terminalen His-Tag

in pet28a mit

Kan', ColA ori, lacl, pT7, mcs1 N-term. His-
Tag, pT7, mes2, C-term. Strep-Tag

atuC aus P. aeruginosa in pCOLA:Duet -1,
N-terminale His-Tag am atuC in der mcsl

atuC und atuF aus P. aeruginosa in
pCOLA:Duet -1, N-terminale His-Tag am
atuC in der mcsl, atuF ohne Tag in der mcs2

atuF aus P. aeruginosa in pCOLA:Duet -1,
atuF ohne Tag in der mcs2

Forster-Fromme &
Jendrossek, 2008

Novagene,
Darmstadt

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

mcs: multi cloning site

3.2. Kultivierung von Bakterien

Alle Gerdte und hitzestabile Ldsungen wurden vor dem Einsatz, wenn nicht anders

angegeben, bei 121 °C fir 20 min autoklaviert, hitzelabile Lésungen sterilfiltriert.

3.2.1. Vollmedium fir E. coli

Fir die Kultivierung von E. coli wurde das LB-(Luria-Bertani) Medium nach Sambrook et al.,

(1989) verwendet. Zur Selektion rekombinanter E. coli-Stimme wurden je nach Bedarf

Antibiotika unter sterilen Bedingungen zugegeben (Kap.3.2.3.).
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LB- Medium: Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g
NaCl 10 g
H,O dest. ad 1000 ml
LB- Agar: LB- Medium
Agar 15%

3.2.2. Mineralmedium nach Schlegel et al. (1961)

Fur die Kultivierung von P. aeruginosa und P. citronellolis wurde das Mineralmedium nach
Schlegel et al. (1961) verwendet.

Na;HPO, x 2H,0 447 ¢
KH,PO, 150 g
NH,CI 1,00 g
MgSO. x 7 H,0 020 g
CaCl, x 2 H,0 0,02 g
Fe(lIT)NH4- Citrat 1,20 mg
1SL.6 10000 x 0,10 ml
H,0 dest. ad 1000 ml
pH 7,0

Spurenelementlésung SL6 (10000 x) nach Pfennig (1974):

ZnSO4 x 7 H,O 10 g
MnCl;, x 4 H,0 03 g
Hs;BO,4 3,0 g
CoCl, x 6 H,0 20 g
CuCl; x 2 H,0 01 g
NiCl, x 6 H,O 02 g
Na;MoO, x 2 H,0 03 g
H,0 dest. ad 1000 mi

Von Magnesiumsulfat, Calciumchlorid und Eisenammoniumcitrat wurden 1000x
konzentrierte Stammldsungen hergestellt. Die Zugabe der gewiinschten C-Quelle und der

Calciumchlorid-Stammldsung erfolgte steril nach dem Autoklavieren.
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Zur Herstellung von Mineralmedium-Nahragarplatten wurden Salz- und Agarlésung getrennt
autoklaviert. Der Anteil an zugesetztem Agar betrug 1,5 % (w/v). Die beiden Lésungen
wurden nach dem Autoklavieren vereinigt und in die entsprechenden Petrischalen gegossen.
Fur die Anzucht von P. aeruginosa und P. citronellolis auf Nahragarplatten wurden

verschiedene C-Quellen verwendet. Die Konzentrationen dieser sind folgend aufgefuhrt:

Na-Succinat (Wasser-frei) 0,4 %

Na-Acetat 0,3 %
Glucose 05 %
Na-Citronellat 01 %
Na-Geranylat 0,1 %
N-Isovalerat 01 %

Kamen Geraniol oder Citronellol als C-Quelle in Betracht, so wurden vor Ausstrich der
Bakterien je 20 pl des jeweiligen Alkohols an den Rand der Agarplatte gleichmalRig verteilt
mit der Pipette eingespritzt. Die Platten wurden dann mit Parafilm luftdicht verschlossen und

bei der entsprechenden Temperatur inkubiert.

3.2.3. Medienzusétze

Substanzen, die den Medien bzw. dem Agar nach dem Autoklavieren zugesetzt wurden, sind
der Tabelle 3.3 zu entnehmen. Die Zugabe erfolgte nach Abkihlung der Medien auf

mindestens 60 °C. Die Stammldsungen wurden jeweils steril filtriert, aliquotiert und bei

-20 °C gelagert.

Tab. 3.3: Medienzusatze

Medienzusatz Stammldsung Arbeitskonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in dest. Wasser 100 pg/ml

Chlorampenicol 25 mg/ml in 70 % Ethanol 25 pg/mi

Kanamycin 20 mg/ml H,0O dest. 20 pg/ml

Tetracyclin 12,5 mg/ml in 50 % Ethanol 12,5 pg/mi

X-Gal 2 % in DMF 1 ml/ 500 ml Medium; 0,004 %
IPTG 1 M in dest. Wasser 100 ul/ 500 ml Medium; 0,2 mM
Rhamnose 20 % in dest. Wasser 0,2%

Riboflavin 0,1 mg/ml in dest. Wasser 1 pg/ml

Biotin 0,1 mg/ml in dest. Wasser 1 pg/mi
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3.2.4. Anzucht von E. coli-Stammen

Fur die Anzucht von E. coli-Stdmmen (Tab. 3.1) wurde das LB-Medium in Kulturréhrchen
bzw. Erlenmeyerkolben mit einer Einzelkolonie beimpft und aerob tiber Nacht bei 30 °C auf
einem Rundschattler (Infors HT AG, Schweiz) inkubiert. Bei E. coli-Stdammen mit
eingebrachten Plasmiden (Tab. 3.2) erfolgte die Anzucht wie zuvor beschrieben, jedoch unter
Zusatz der fur die Anzucht bzw. fiir die Selektion ndtigen Antibiotika. Die Kultivierung der
Pseudomonas-Stdmme erfolgte in Mineralmedium in Klettkolben bei 30 °C auf einem
Inkubationsschdittler (Typ Al 16, Infors HT AG, Schweiz).

3.2.5. Messung des Bakterienwachstums

Das Wachstum einer Bakterienkultur wurde durch Messung der optischen Dichte (OD)
photometrisch bei 600 nm gegen unbeimpftes Nahrmedium bestimmt. Die Messung erfolgte
in Plastikklvetten (Sarstedt AG & Co, Numbrecht) mit einer Schichtdicke von 1 cm am Cary
100 Bio UV-Visible Spektrophotometer (Varian Deutschland GmbH, Darmstadt) bis zu einer
OD von 0,5. Wurde dieser Messwert (berschritten, so erfolgte eine Verdinnung des
Messansatzes mit Nahrmedium. Wurden Kulturen in Klettkolben angezogen, so erfolgte die
Tribungsmessung am Klettphotometer (Klett-Summerson Photoelectric Colorimeter, Model
800-3, Klett MFG. Co., Inc. NY, USA) bei einer Lampenintensitat von 85 %.

3.2.6. Zellernte

Eine Zellernte im kleinen Malistab (bis 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie) erfolgte in der
Tischzentrifuge (Typ 5417C, Rotor 45-30-11 Eppendorf AG, Hamburg) bei 14000 rpm.
Bakterienkulturen bis zu 100 ml wurden durch Zentrifugation bei 5100 rpm (Sigma
Zentrifuge Typ 4K15, Rotor 402/D, SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Osterode) geerntet. Fur
groRere Ansitze kam dagegen die Avanti J-25 Zentrifuge und der JA-10 Rotor (beides

Beckman Coulter GmbH, Krefeld) zum Einsatz.
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3.2.7. Stammbhaltung

Die langfristige Lagerung von E. coli-Stammen erfolgte als Glycerinkultur. Zur Herstellung
dieser wurde eine Kultur in LB-Medium (ber Nacht bei 30 oder 37 °C unter Schutteln
angezogen. 0,9 ml dieser Ubernachtkultur wurden entnommen, mit 0,9 ml sterilem 87 %igem
Glycerin versetzt und bei -80 °C in Stammbhaltungsréhrchen eingefroren. Eine kurzfristige

Lagerung bis zu 4 Wochen war auf N&hragarplatten bei 4 °C mdglich.

P. aeruginosa und P. citronellolis wurden mittels gefriergetrockneter Filterplattchen
konserviert und aufbewahrt. Zellmaterial aus einer Ubernachtkultur wurde hierfir auf eine
Succinat-Agarplatte ausplattiert und Uber Nacht bei 30 °C inkubiert. Das gewachsene
Zellmaterial wurde am né&chsten Tag mit 1 ml einer 10 % (w/v) Magermilchpulver und
5% (w/v) meso-Inosit-Losung in bidestillierten Wasser abgeschwemmt. Die Suspension
konnte folgend mit ca. 15 sterilen und trockenen Filterplattchen (Antibiotika-Testplattchen
von Schleicher und Schuell) aufgenommen werden. Nach einer sterilen Lagerung dieser bei
-20 °C fir 2-3 Stunden wurden die Filterplattchen dann fur 24 Stunden im Lyophilisator
(Christ ALPHA 1-5, Osterode) gefriergetrocknet. Im Anschluss wurden die Filterplattchen in
Stammhaltungsrohrchen mit Kieselgel und Glaswolle tberfuhrt und bei -80 °C gelagert. Die
Reaktivierung eines so gelagerten Stammes erfolgte durch Zugabe von 1-2 Filterplattchen zu
10 ml entsprechenden Mediums und folgend einer Inkubation bei 30 °C auf einem

Rotationsschiittler Giber Nacht.

3.3. Isolierung von Nukleinsduren

3.3.1. Isolierung von chromosomaler DNA aus P. aeruginosa

Die lIsolierung von chromosomaler DNA aus P. aeruginosa erfolgte aus 10 ml einer
Ubernachtkultur. Diese wurde fir 15 min bei 5100 rpm und 4 °C zentrifugiert, das
Zellmaterial dann in 6 ml Phosphatpuffer (10 mM Di-Natriumhydrogenphosphat-Puffer,
pH 6,8) resuspendiert und anschlielend erneut fur 15 min zentrifugiert. Das erhaltene Pellet
wurde folgend in 0,85 ml eiskalter Saccharose-Tris-Losung (25 % Saccharose; 10 mM
Tris/HCI, pH 8,0) resuspendiert. Dann erfolgte die Zugabe von 100 pl Lysozymldsung
(10 mg/ml) und eine 15-min(tige Inkubation bei 37 °C. Nach dieser Inkubationszeit wurden

dem Ansatz 1,25 ml einer eiskalten Saccharose-Tris-L6sung, 100 pl Proteinase K-Lésung
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(2,5 mg/ml) und 1,25 ml SDS-L6sung (1,5 % SDS in TE-Puffer) zugesetzt. Es schloss sich
eine erneute Inkubation bei 37 °C fur 3 Stunden an. Folgend wurde dem Gemisch 0,94 ml
einer 5 M Natriumperchlorat Losung zugegeben und vorsichtig gemischt. Es folgte die
Zugabe von 2,5 ml eines Phenol:Chloroform Gemisches (1:1) und wiederholt vorsichtiges
Mischen. Dann wurde erneut fir 30 min zentrifugiert und der wassrige Uberstand vorsichtig
abgenommen. Die Phenol/Chloroform Extraktion der wassrigen Phase wurde so lange
wiederholt, bis alles Protein fest an der Interphase ,,gebunden war. Die wéssrige Phase
wurde dann abgenommen, mit 50 pl RNase-Losung (5 mg/ml) versetzt und 30 min bei 37 °C
inkubiert. Daran schloss sich eine DNA-Fallung an. Hierfir erfolgte die Zugabe von 0,7 Vol.
Isopropanol zum Ansatz und ein kurzes, vorsichtige Mischen. Der Ansatz wurde 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und dann 30 min zentrifugiert. Es folgte das Waschen des Pellets
mit 70 %igem Ethanol und eine Zentrifugation fur 5 min. Die DNA wurde folgend getrocknet
und konnte dann in dest. Wasser bzw. TE-Puffer (10 mM Tris/ HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA)

geldst werden.

3.3.2. Isolierung von Plasmid-DNA (Sambrook et al., 1989)

Die Isolierung der verwendeten Plasmide beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse in
Gegenwart von SDS. Die Methode kam fur die Analyse von Transformanten zur Anwendung,
wobei die Anwesenheit der entsprechenden Plasmide und die einklonierten Fragmente zu
uberprifen waren.

Es wurden 3-6 ml einer entsprechenden Ubernachtkultur etappenweise bei 14000 rpm fiir
1 min zentrifugiert (Tischzentrifuge 5417C, Rotor 45-30-11 Eppendorf AG, Hamburg). Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 250 pl Losung 1 (25 mM Tris/HCI, pH 8,0;
50 mM Glukose; 10 mM EDTA) volistandig resuspendiert und folgend 5 pl RNase-Ldsung
(5 mg/ml) zugesetzt. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 250 pl frisch
hergestellter Losung 2 (0,2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS) und das vorsichtige Invertieren des
ReaktionsgeféalRes. Nach einer 5-min(tigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden 350 pl
eiskalte Losung 3 (3 M K-Acetat; 2 M Essigsaure, pH 5,5) zugesetzt, der Ansatz vorsichtig
gemischt und fur 3-5 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fur 10 min bei
14000 rpm. Im Anschluss daran wurden 500 pl des Uberstandes in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal’ uberfihrt und mit 500 ul eines Phenol:Chloroform Gemisches (1:1) versehen.
Der Ansatz wurde auf dem Vortexgerat (Vortex-Shaker Typ REAX 2000, Heidolph
Instruments GmbH & Co0.KG, Schwabach) gemischt und folgend fir 2 min zentrifugiert

47



3. Material und Methoden

(12000 rpm), erneut 500 pl des Uberstandes entnommen und in ein neues Reaktionsgefil
uberfuhrt. Durch Zugabe von 2,5 Volumenanteilen 96 %igem Ethanol, Mischen und einer
Inkubation fir zwei Minuten bei Raumtemperatur (RT) wurde die doppelstréngige DNA
prazipitiert. Daran schloss sich eine Zentrifugation bei 12000 rpm fur 5 min an. Der
Uberstand wurde vollstandig entfernt, das Pellet mit 1 ml 70 %igen Ethanol gewaschen und
nach dem erneuten Entfernen des Uberstandes getrocknet, bevor es in 50 pl TE-Puffer
(10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA) oder dest. Wasser aufgenommen und bei -20 °C

gelagert wurde.
3.3.3. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli mittels Spin-Praparation

Wurden z.B. fur Sequenzierung, PCR oder Transformation sehr saubere Mengen an Plasmid-
DNA aus E. coli benétigt, so erfolgte die Isolierung mit dem Roche High Pure Plasmid
Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) bzw. mit dem NucleoSpin® Plasmid
Prap Kit von Macherey-Nagel (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren).

Fur die Isolierung der DNA wurden 3-6 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie des
entsprechenden Klons angeimpft und tber Nacht bei 30 °C unter Schitteln inkubiert. Die
Zellkultur wurde etappenweise in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal? tberfiihrt und in der
Tischzentrifuge (14000 rpm, 1 min) abzentrifugiert. Die Isolierung des Plasmids aus dem so

erhaltenen Zellmaterial wurde dann entsprechend den Herstellerangaben durchgefihrt.
3.4. Standardmethoden fur das Arbeiten mit Nukleinsduren

Die verwendeten Medien, Losungen und Gerdte wurden bei 121 °C fir 20 min autoklaviert.
Nicht autoklavierbare Geréte wurden mit 70 %igem (v/v) Ethanol behandelt oder abgeflammit,

hitzelabile Losungen sterilfiltriert.
3.4.1. Fallung von Nukleinsduren

Die Fallung von Nukleinsduren diente zu ihrer weiteren Reinigung und Aufkonzentrierung.
Fur die Ethanolfallung wurden der zu fallenden Loésung 0,1 Vol. einer 3 M Na-Acetat-Ldsung
(pH 5,2) und 2,5 bis 3 VVol. 96 %iges Ethanol zugesetzt. Nach einer Inkubation bei -80 °C fir
1 h oder bei -20 °C ber Nacht wurde die Probe zentrifugiert (14000 rpm, 20 min). Das

erhaltene Pellet wurde mit 1 ml 70 %igen eiskaltem Ethanol gewaschen, erneut fir 5 min
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zentrifugiert (14000 rpm) und nach dem Trocknen in sterilem dest. Wasser aufgenommen.
Bei der Isopropanolféllung wurden der Losung anstelle des Ethanols 0,7 Vol. Isopropanol
zugesetzt. An dieser Stelle war keine Inkubation erforderlich. Ansonsten wurde wie oben

beschrieben verfahren.

3.4.2. Standard Agarose-Gelelektrophorese

Die analytische und praparative Auftrennung von DNA Fragmenten erfolgte in 0,8-1,5 %igen
Agarosegelen in TBE-Puffer (50 mM Tris, 50mM Borsédure, 2,5 mM EDTA). Die Agarose
(UltraPure "Agarose, Invitrogen GmbH, Darmstadt) wurde in 1x TBE-Puffer in der
Mikrowelle durch Kochen vollstandig geldst und nach kurzer Abkihlung in die horizontale
Gelkammer gegossen. Die Kammer wurde nach dem volligen Erstarren des Gels mit
1x TBE-Puffer gefullt. Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit 1x Ladepuffer
(0,25 % (w/v) Xylencyanol, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 50 % (v/v) Glycerin, 0,25 mM
(w/v) EDTA, pH 8) versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 140 V. AnschlieBend wurde das
Gel 15-20 min im Ethidiumbromidbad (10 pg/ml in Wasser) inkubiert, mit Wasser gespult
und mit Hilfe eines Video-Dokumentationssystems ausgewertet und fotografiert.

3.4.3. DNA-Grolenbestimmung

Zur Bestimmung der Grof3e der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurde zusétzlich in jedem
Agarosegel ein DNA-GrolRenstandard aufgetragen. In dieser Arbeit wurden kommerziell
erhaltliche DNA-Marker der Firma MBI Fermentas (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

verwendet.

FragmentgroRen in bp:
Gene Ruler” DNA Ladder Mix

10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100

Gene Ruler 50 bp DNA Ladder
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 150, 100, 50
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3.4.4. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fur Klonierungsexperimente wurden DNA-Fragmente nach Auftrennung in Agarosegelen mit
Hilfe des Perfectprep® Gel Cleanup Kits (Eppendorf AG, Hamburg) oder des NucleoSpin®
Extract Il Kit von Macherey-Nagel (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren) isoliert. Die
Durchfuhrung erfolgte nach den Angaben der Hersteller.

Die DNA wurde zundchst in einem 1 %igem Agarosegel (Kap.3.4.2.) aufgetrennt,
anschlieBend mit Hilfe eines der oben genannten Systeme aus dem Gel eluiert, aufgereinigt

und in 30 pl dest. Wasser aufgenommen.

3.4.5. Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA erfolgte fur 2-3 h (analytischer Verdau von Plasmid-DNA) bzw. tber
Nacht (Verdau von Vektoren, PCR-Fragmenten) mit 1-2 U Restriktionsendonuklease. Der
Verdau wurde bei der flr das eingesetzte Enzym spezifischen Temperatur und mit dem
entsprechend angegebenen Puffer (siehe Herstellerangaben) durchgefuhrt. Nach erfolgter
Reaktion wurden die Restriktionsendonukleasen, sofern moglich mittels Hitzedenaturierung
(20 min, 65 °C) inaktiviert. War dies nicht méglich, so erfolgte eine Reinigung der Ansétze
uber Gelelution (Kap.3.4.4.).

Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen MBI Fermentas (Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot) und New England Biolabs (NEB GmbH, Frankfurt/Main) bezogen.

An vereinzelter Stelle wurde in Klonierungsexperimenten eine BamHI-Schnittstelle am Ende
eines Genfragmentes mittels PCR eingeflhrt, obwohl auch in der amplifizierten DNA-
Gensequenz selbst diese Erkennungssequenz zu finden war. Damit ergab sich das Problem,
das lediglich DNA Fragmente, bei welchen spezifisch nur die duRRere Erkennungssequenz
durch das Enzym geschnitten wurde, weiter verwendet werden konnten. Um diese
gewiinschten Restriktionsprodukte zu erhalten, wurde ein partieller BamHI Verdau
notwendig. Hierfur wurde zunéchst ein Reaktionsmix aus 16 pl H,O dest, 2 pl BamHI (NEB),
2 Ul Puffer 3 (NEB) und 0,2 pl BSA angesetzt. Zu jeweils 15 pl bereits mit Ndel verdauter
und aufgereinigter DNA wurden nun unterschiedliche Mengen und somit Konzentrationen an
BamHI Mix zugegeben (5 pl-0,25 ul Mix). Die Ansatze wurden bei 37 °C fir 30 min

inkubiert und im Anschluss sofort auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen und aufgetrennt.
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Die gewunschte Bande entsprechender Grolie wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten und
(iber den Perfectprep® Gel Cleanup Kit (Eppendorf AG, Hamburg, Kap.3.4.4.) aufgereinigt.

3.4.6. Dephosphorylierung von DNA

Zur Vermeidung der Selbstligation linearisierter Vektor-DNA erfolgte nach Abschluss der
DNA-Spaltung eine Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase (Antarctic Phospathase,
NEB GmbH, Frankfurt/Main). Dazu wurde dem Restriktionsansatz 1 U Enzym zugegeben
und anschlieend 2 h bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Inaktivierung des Enzyms

durch eine 5-minutige Inkubation bei 65 °C.

3.4.7. Ligation

Ligationen von Vektorplasmiden mit DNA-Fragmenten erfolgten im 20 ul Ansatz mit 1 U
T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas, St. Leon-Roth oder NEB GmbH, Frankfurt/Main). Die
Ligationsreaktion erfolgte bei Raumtemperatur fir 2 h bzw. bei 16 °C Uber Nacht. Alternativ
kam an vereinzelter Stelle der Rapid DNA Ligation Kit der Firma Roche (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) zum Einsatz. Hier wurde entsprechend den Herstellerangaben verfahren.

3.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Der Einsatz thermostabiler DNA-Polymerasen in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
ermdoglicht die Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten, die z.B. fur Klonierungen
eingesetzt werden kénnen. AuRerdem kann die PCR genutzt werden, um DNA-Fragmente
und/oder rekombinante Plasmide nachzuweisen. Mit Hilfe von spezifischen Oligonukleotiden
und der DNA-Polymerase konnen spezifische DNA-Abschnitte exponentiell amplifiziert
werden (Innis et al., 1990). Der Erfolg der PCR-Reaktionen wurde im Anschluss im

Agarosegel (Kap.3.4.2.) Gberprift.

Die PCR-Reaktion wurde in einem Volumen von 50 ul mit der Pwo-Polymerase (Genaxxon,
BioScience GmbH, UIlm) in einem geschlossenen PCR-Gerédt (TGradient Thermoycler,
Biometra GmbH, Gottingen) durchgefiihrt. Die Oligonukleotidprimer (Tab. 3.4) wurden von

den Firmen Eurofins MWG GmbH (Martinsried) bzw. Operon (Operon molecules for life,
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Koln; aktuell jetzt Eurofins MWG Operon, Ebersberg) synthetisiert und bezogen. Durch den

geschlossenen Thermocycler war ein Uberschichten des Ansatzes mit Minerall unndtig.

3.5.1. PCR mit Pwo-bzw Pfu- DNA Polymerase

Aufgrund der proof-reading Funktion der Pwo- bzw der Pfu-Polymerase wurden diese beiden

Enzyme zur Herstellung von PCR-Fragmenten, die zur Klonierung in Expressionsvektoren

dienen sollten, verwendet.

Ansatz: “upper”-Primer (20 uM) 2,5
“lower”-Primer (20 uM) 2,5
Template DNA 2,0
10x Puffer 50
dNTP’s (10 mM) 1,0
DMSO 3,0
H.O dest. ad 50
+0,5
Programm:  Denaturierung 95°C
Denaturierung 95°C
Anlagerung 40 bis 60 °C”
,,Extension 72 °C
72°C
4°C

“Temperatur richtete sich nach dem verwendeten Primerpaar

ul Pwo- DNA Polymerase

2 min
30sec «—

30 sec

1-3 min”

7 min

*Lénge des Extensions-Schrittes richtet sich nach FragmentgréRe und verwendeter Polymerase

3.5.2. PCR mit PrimeSTAR " HS DNA Polymerase (Lonza Cologne GmbH, KdIn)

30 Zyklen

Die PrimeStar HS DNA Polymerase stellt eine synthetische Polymerase dar, welche auf

Effizienz und Spezifitdt optimiert wurde. Aufgrund dieser Eigenschaften und ihrer

proofreading-Funktion war es mdglich, sehr lange und schwierig zu amplifizierende

Genfragmente zu vervielfaltigen.
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Ansatz:

Programm:

“upper”’-Primer (20 uM) 2,5
“lower”-Primer (20 pM) 2,5
Template DNA 2,0
5x Puffer 10,0
dNTP’s (2,5 mM) 4,0
DMSO 3,0
DNA Polymerase (2,5U/ ul) 0,5
H0 dest. ad 50
Denaturierung 98 °C
Denaturierung 98 °C
Anlagerung 55 oder 60 °C
,,Extension 72 °C

72 °C

4°C

*Lange des Extensions-Schrittes richtet sich nach FragmentgréRe

3.5.3. PCR mit Tag-DNA Polymerase

2 min
10sec +—
5oder 15sec  |30Zyklen

1-3 min”

7 min

Zur Analyse von rekombinanten DNA-Konstrukten wurde die Tag-DNA Polymerase von

Genaxxon (Genaxxon BioScience GmbH, Ulm) verwendet, da an dieser Stelle keine

proofreading-Funktion erforderlich war. Die Synthesegeschwindigkeit wird vom Hersteller

mit ca. 2 kb pro Minute veranschlagt.

Ansatz:

“upper”-Primer (20 uM) 2,5
“lower”-Primer (20 uM) 2,5
Template DNA 2,0
10x Puffer S 2,5
10x Puffer E 2,5
dNTP’s (10 mM) 1,0
DMSO 3,0
H20 dest. ad 50
+0,2

pl Tag- DNA-Polymerase
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Programm:  Denaturierung 95°C 2 min
Denaturierung 95°C 30sec +«—
Anlagerung 40 bis 60 °C” 30 sec 30Zyklen
,,Extension* 72 °C 1-3 min®
72°C 5 min
4°C

“Temperatur richtete sich nach dem verwendeten Primerpaar

*Lange des Extensions-Schrittes richtet sich nach FragmentgréRe und verwendeter Polymerase

3.5.4. Oligonukleotidprimer

Alle hier aufgefuhrten und verwendeten Primersequenzen (Tab. 3.4) wurden mit Hilfe des
Programms Primer Select von DNA-Star ausgewahlt. Diesem Programm wurden auch die
notigen Schmelztemperaturen entnommen. Die erforderlichen Gensequenzen des Stammes
P. aeruginosa PAOI zum Ableiten der Primersequenzen wurden von der Datenbank
www.pseudomonas.com erhalten. Die optimalen Anlagerungstemperaturen wurden so
gewahlt, dass sie ca. 5 °C unter der ermittelten Schmelztemperatur Ty, der eingesetzten Primer
lag. Bei Problemen, d.h. dem Fehlen eines PCR Produktes, erfolgte das Uberpriifen der
Temperatur durch eine PCR-Reaktion mit einem eingestellten Temperaturgradienten. Die
Temperatur wurde dann gegebenenfalls angepasst.

In Tabelle 3.4 sind die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimer aufgelistet. Sie
wurden durch die Firma Eurofins MWG GmbH (Martinsried) bzw. Operon (Operon
molecules for life, Koln; aktuell jetzt Eurofins MWG Operon, Ebersberg) synthetisiert und
bezogen.

Tab.3.4: Zur Klonierung und Sequenzierung verwendete Oligonukleotide. Die eingefiigten
Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen.

Primer Charakterisierung Sequenz in 5"-3" Richtung

pJOEf Primer fir die Kontrolle von GAG AAG GTC GCG AAT TCA
Klonierungsprodukten GGC

pJOEr Sequenzierprimer aus dem TCT GTT TTATCA GAC CGC

Plasmid pJoe heraus in das Gen ~ TTCTGC

t7 Sequenzierprimer aus dem TAATAC GAC TCACTATAG
Plasmid pJoe heraus in das Gen GG
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Fortsetzung Tabelle 3.4

Primer Charakterisierung Sequenz in 5°-3" Richtung

atuE-upper Amplifizierung des atuE-Genes GGA ATT CCATAT GAG CCT
aus P. aeruginosa GCCGCATTG CGA GAC

atuE-lower Amplifizierung des atuE-Genes CGG GAT CCC TGG GCC CAG
aus P. aeruginosa ACCGGCTTG

PA 2889 Start Amplifizierung des atuD-Genes ~ GGA ATT CCATAT GATCTT

atuD-lowerHis

atuA-upper

atuA-lower

atuA-Lsl

atuC_ExpGCase_upper

atuC_ExpGCase_lower

atuF_ExpGCase_upper

atuF_ExpGCase_lower

GCase_Lsl

GCase_Ls2

GCase_Ls3

GCase_Ls4

aus P. aeruginosa

Amplifizierung des atuD-Genes
aus P. aeruginosa

Amplifizierung des atuA-Genes
aus P. aeruginosa

Amplifizierung des atuA-Genes
aus P. aeruginosa

Sequenzierprimer fiir das
Konstrukt pJoe4036.1::atuA”

Amplifizierung des atuC-Genes
aus P. aeruginosa flr die
Herstellung des Konstruktes
pJoe4036.1::atuCF

Amplifizierung des atuC-Genes
aus P. aeruginosa fir die
Herstellung des Konstruktes
pJoe4036.1::atuCF

Amplifizierung des atuF-Genes
aus P. aeruginosa flr die
Herstellung des Konstruktes
pJoe4036.1::atuCF

Amplifizierung des atuF-Genes
aus P. aeruginosa fir die
Herstellung des Konstruktes
pJoe4036.1::atuCF

Sequenzierprimer fir die
Konstrukte pJoe4036.1::atuCF
und pJoe4036.1::atuCDEF

Sequenzierprimer fiir das
Konstrukt pJoe4036.1::atuCF

Sequenzierprimer fiir das
Konstrukt pJoe4036.1::atuCDEF

Sequenzierprimer fir das
Konstrukt pJoe4036.1::atuCDEF

CAC CCA GGA ACACGA GG

CGG GAT CCGCCTTTCTTC
TTG CCC GGC AG

GGA ATT CCA TAT GCA AAA
GAC CGT ACG CATCGG CTGC

CGG GAT CCTCTG CCCTGC
GTT TCC AGC GC

GGC CTG GGA CGA CTACGA
C

GGA ATT CCATAT GCC CGC
GAT CCAGTC GGAACTC

GCT CTA GAT CGC CGG CTC
GCCTGTTTC

GCT CTA GAG CCA CGA CCG
CGA AACAGG G

CGG GAT CCG GCG TCG GCT
TCC ACCTCG AC

ACC TGG CGG AAA ACG ACG

GCC ACG ACC GCG AAA CAG

GGG GTC GCG AGG TTC TGA

TCC AGG AAG AACGGC TGT T
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Fortsetzung Tabelle 3.4

Primer Charakterisierung Sequenz in 5°-3" Richtung

GCase_Ls5 Sequenzierprimer fir das ACC AGC CTCGGC ATTCTCC
Konstrukt pJoe4036.1::atuCDEF

GCase_Gsl1 Sequenzierprimer fir die GGC GAG GAACCG CTGGTT

GCase_Gsl1_2b

GCase_Gs3

ExpMCase_upper

ExpMCase_lower

MCase_Lsl

MCase Ls2

MCase_Gsl1

MCase_Gs2

His_atuC-upper

atuC_Hindlll_low

atuF_Ndel_upper

atuF_Fsel_lower

Konstrukte pJoe4036.1:: atuCF
und pJoe4036.1::atuCDEF

Sequenzierprimer fur das
Konstrukt pJoe4036.1::atuCDEF

Sequenzierprimer fiir das
Konstrukt pJoe4036.1::atuCDEF

Amplifizierung der Gene liuBCD
aus P. aeruginosa fir die
Herstellung des Konstruktes
pJoe4036.1:: liuBCD

Amplifizierung der Gene liuBCD
aus P. aeruginosa fir die
Herstellung des Konstruktes
pJoe4036.1:: liuBCD

Sequenzierprimer fiir das
Konstrukt pJoe4036.1::1iuBCD

Sequenzierprimer fiir das
Konstrukt pJoe4036.1::1iuBCD

Sequenzierprimer fiir das
Konstrukt pJoe4036.1::1iuBCD

Sequenzierprimer fiir das
Konstrukt pJoe4036.1::1iuBCD

Amplifizierung des atuC Gens aus
P. aeruginosa fiir die Herstellung
des Konstruktes

pCOLA Duet "-1::atuC

Amplifizierung des atuC Gens aus
P. aeruginosa fir die Herstellung
des Konstruktes

pCOLA Duet™-1::atuC

Amplifizierung des atuF Gens aus
P. aeruginosa fir die Herstellung
des Konstruktes

pCOLA Duet "-1::atuF

Amplifizierung des atuF Gens aus
P. aeruginosa fir die Herstellung
des Konstruktes

pCOLA Duet"-1::atuF

GCG CCG GCC TGG TAG AG
GGG CTT CCT CGATGA CCT

TC

GGA ATT CCA TAT GGC CAT
CCT GCA CAC CCA GAT CAA
TC

CGG GAT CCGGCCTGG TTC
TCGTCC AGCTCC

GTC AGC GCC GAG GAACTT G

GCC CTC AACGCCCCCA

GGCTTCCTCGCG GGT TTC

CCACCTTCATGCCCT TGC

GGA ATT CACCCG CGATCC
AGT CGG A

CCC AAG CTT TCA GAA CCT
CGC GAC CCC

GGA ATT CCA TAT GCC CAG
CTT CAA CAA GAT CCT CC

GGC CGG CCT CAG GCG TCG
GCTTCCA
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Fortsetzung Tabelle 3.4

Primer Charakterisierung Sequenz in 5°-3" Richtung

ACYC DuetUP1 Sequenzierprimer mcs1 vom GGATCT CGACGCTCTCCCT
pCOLA Duet -1

DuetDOWN1 Sequenzierprimer mcs1 vom GAT TAT GCG GCC GTG TAC
pCOLA Duet -1 AA

DuetUp2 Sequenzierprimer mcs2 vom TTG TAC ACG GCC GCATAA
pCOLA Duet -1 TC

T7 Terminator Sequenzierprimer mcs2 vom GCT AGT TAT TGC TCAGCG G
pCOLA Duet -1

liuE-upper Amplifizierung des liuE Gens aus GGA ATT CCA TAT GAA CCT

P. aeruginosa zur Herstellung des GCC GAA GAA GGT CCG
Konstruktes pJoe4036.1::liuE

liuE-BamHI-lower Amplifizierung des liuE Gens aus CGG GAT CCG GCC TTG GCC
P. aeruginosa zur Herstellung des AGC AAC GC
Konstruktes pJoe4036.1::liuE

mcs: multi cloning site
3.5.5. Kolonie-PCR

Fur die Untersuchung von scheinbar positiven Klonen mittels PCR wurde eine Kolonie-PCR
durchgefihrt. Hierfir wurde Zellmaterial direkt von der Nahragarplatte abgenommen und in
50 pl dest. Wasser resuspendiert. Die Ansatze wurden fiir mindestens 30 min bei -20 °C
gelagert. Als template DNA wurde Material der aufgetauten Zellsuspension verwendet. Der

Ansatz der PCR entsprach ansonsten dem oben aufgefiihrten Ansatz (Kap.3.5.3.).
3.5.6. Reinigung von DNA-Fragmenten aus PCR-Reaktionen

PCR-Produkte, die fir Klonierungszwecke weiter verwendet werden sollten, wurden zur
Abtrennung von Primern und Nukleotiden mit dem High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) aufgereinigt. Dabei wurde nach den Angaben des
Herstellers verfahren. Fir eine Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde alternativ auch der

Perfectprep® Gel Cleanup Kit (Eppendorf AG, Hamburg) verwendet (Kap.3.4.4.).
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3.6. Herstellung und Selektion rekombinanter E. coli-Klone

3.6.1. Herstellung von lagerungsfahigen kompetenten Zellen

Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 100 ml selektives LB-Medium 1 %ig mit einer
uber Nacht gewachsenen Kultur beimpft und bei 30 °C unter Schditteln bis zu einer ODggo VOn
ca. 0,4 inkubiert. Die Zellen wurden fur 10 min auf Eis gekihlt und anschlieBend 10 min bei
3000 rpm und 4 °C in sterilen 50 ml Reaktionsgefalien (Sarstedt AG & Co, Nimbrecht)
zentrifugiert. Es folgte das Resuspendieren des Zellpellets in 15 ml steriler, eiskalter 100 mM
CaCl,-Losung. Nach einer Inkubation der Zellen auf Eis fir mindestens 1 h wurde erneut
zentrifugiert (10 min, 3000 rpm, 4 °C) und das erhaltene Pellet in 2 ml steriler, eiskalter
CaCl,-Lésung (100 mM) mit 15 % Glycerin resuspendiert. Der Ansatz wurde fur mindestens
2 h auf Eis inkubiert, folgend & 200 ul aliquotiert und in flussigen Stickstoff eingefroren. Die

kompetenten Zellen wurden bis zu ihrer Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.6.2. Herstellung von kompetenten Zellen nach Chung et al. (1989)

Fur die schnelle Herstellung von frischen kompetenten Zellen zur sofortigen Verwendung
wurden 20 ml LB-Medium 1 %ig mit Material einer Vorkultur oder von einer frischen
Agarplatte angeimpft. Die Kultur wurde fiir 1-2 Stunden bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert,
bis eine leichte Triibung (ODggo 0,3-0,4) zu beobachten war. Es folgte die Ernte der Zellen
durch Zentrifugation in der Sigma Zentrifuge fur 10 min bei 4500 rpm und 4 °C in einem
sterilen 50 ml Reaktionsgefal (Sarstedt AG & Co, Nimbrecht). Das Zellpellet wurde in 1 ml
sterilem, kaltem TSS Medium (89 ml LB-Medium; 10 g PEG 6000; 4,72 ml DMSO; 2,5 ml
2 M MgCly; sterilfiltriert (0,2 pm); Lagerung bei 4 °C) resuspendiert, 2 min auf hochster
Stufe intensiv gevortext (Vortex-Shaker Typ REAX 2000, Heidolph Instruments GmbH &
Co.KG, Schwabach), fiir mindestens 1 min auf Eis inkubiert und anschlielend aliquotiert (&

200 pl). Die Zellen standen nun fir die Transformation zur Verfligung.

3.6.3. Transformation

Fur die CaCl,-vermittelte Transformation wurden zunéchst 200 pl der kompetenten Zellen
von E. coli auf Eis aufgetaut. Die aufgetauten bzw. frisch hergestellten Zellen wurden folgend

mit 5-10 pl Ligationsansatz bzw. 1-3 pl isoliertem Plasmid versetzt, vorsichtig durchmischt
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und fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer Hitzebehandlung fiir 90 s bei 42 °C und einer
weiteren zweimindtigen Inkubation auf Eis folgte die Zugabe von 800 pl LB-Medium (bei
Zellen der Préparation Kap.3.6.1.) bzw. TSS-Medium (RT, bei Zellen der Praparation
Kap.3.6.2.). Der Transformationsansatz wurde dann unter leichtem Schditteln fir 60 min bei
37 °C in einem Inkubationsschuttler inkubiert. Auf selektive Né&hragarplatten wurden
anschlieBend je 100 und 200 pl des Ansatzes ausplattiert und die Platten Gber Nacht bei
37 °C inkubiert.

3.6.4. Selektion rekombinanter E. coli-Klone

Rekombinante E. coli-Klone wurden zum einen mit Hilfe der Antibiotikaresistenz und zum
anderen iiber die a-Komplementation der B-Galactosidase selektiert (Sambrook et al., 1989).
Aliquots der transformierten E. coli Kulturen wurden auf Selektionsagarplatten mit X-Gal
(0,004 %), IPTG (2 mM) und dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und nach ihrer
Blau/Weil3-Féarbung unterschieden. War ein Blau/Weil3-screening nicht mdglich, so erfolgte

die Selektion lediglich tber die entsprechende Antibiotikaresistenz.

3.7. Methoden der DNA-Analyse

3.7.1. Sequenzierung

Das zu sequenzierende Konstrukt wurde mit Hilfe des Roche High Pure Plasmid Isolation Kit
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) bzw. mit dem NucleoSpin® Plasmid Prap Kit von
Macherey-Nagel (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren) isoliert. Die Sequenzierung
selbst erfolgte durch die Firmen MWG Biotech (aktuell jetzt Eurofins MWG Operon,
Ebersberg) und GATC (GATC Biotech AG, Konstanz).

3.7.2. Auswertung der Sequenzdaten

Die Sequenzdaten wurden mit dem Programm SeqMan von DNA-STAR erfasst und
kontrolliert. Sequenzhomologien zu in Datenbanken aufgefiihrten Nukleinsdure- und
Proteinsequenzen wurden mit dem Algorithmus BLAST (basic local alignment search tool;
Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997) lber das National Center for Biotechnological

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ermittelt. Die Berechnung der theoretischen
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Molekulargewichte und der isoelektrischen Punkte von Proteinen erfolgte mit dem Programm
Compute p/Mw des ,,Expasy Molecular Biology Servers®. Multiple Alignments von
Proteinen erfolgten mit dem Programm CLUSTAL W (Thompson et al., 1994; Thompson et
al., 1997) uber das European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
index.html). Die Bestimmung physikalischer Daten der bearbeiteten Proteine anhand der
Aminoséuresequenz erfolgte mit Hilfe von Programmen des Instituts fir Bioinformatik, Genf
(http://www.expasy.ch).

3.8. Proteinchemische Methoden

3.8.1. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976), modifiziert

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte Gber die Methode nach Bradford (1976).
Fur das Erstellen einer Kalibriergeraden wurden von einer BSA-Stammldsung (1 mg/ml)
Verdinnungen mit 20, 40, 60 und 80 pg/ml Protein (0 pg/ml: nur dest. Wasser) hergestellt.
Jeweils 100 ul der Verdunnungen wurden folgend mit 900 pl Bradford-Reagenz versetzt und
nach 10 min Inkubationszeit die Absorption bei 595 nm gemessen.

Von den zu messenden Proteinproben wurden ebenfalls entsprechende Verdiinnungen
hergestellt und davon 100 pl mit 900 pl Bradford-Reagenz versetzt. Als Leerwert diente ein
Ansatz, dem 100 pl dest. Wasser anstelle der Probe zugesetzt wurde. Nach 10 min Inkubation
bei Raumtemperatur konnten die Proben gemessen und die Proteinkonzentration anhand der

Kalibriergerade bestimmt werden.

Bradford-Reagenz: Coomassie Brillant Blue G250 100 mg

Ethanol (96 %) 50 ml
Phosphorséure (85 %) 100 ml
H,O dest. ad 1000 ml

Lésung tber Nacht ruhen lassen, dann durch einen Faltenfilter filtrieren

und dunkel lagern.

3.8.2. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE nach Laemmli (1970) werden die Proteine zur Analyse durch Kochen
und Reduktion der Disulfid-Briickenbindungen durch das im SDS-Probenpuffer enthaltene
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3. Material und Methoden

Mercaptoethanol denaturiert und im Polyacrylamidgel ausschlieBlich nach ihrer GroRe
aufgetrennt.
Als Acrylamidlésung wurde eine gebrauchsfertige Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung (Roth,
Karlsruhe) mit folgender Zusammensetzung verwendet:

Rotiphorese® Gel 30:37,5 % (w/v) Acrylamid: 1 % (w/v) Bisacrylamid.
Die Auftrennung der Proteine erfolgte in 12 %igen SDS-Polyacrylamidgelen in einer
vertikalen Minigel-Elektrophoreseeinheit (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen).

3.8.2.1. Herstellung von Polyacrylamidgelen

Fur das Trenngel wurden die Lésungen nach dem unten beschriebenen Schema gemischt,
gleichmé&Rig zwischen die Gelelektrophoreseplatten gegossen und mit Isopropanol
uberschichtet. Nach Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt, die Trenngeloberflache
mittels Filterpapier getrocknet, die Sammelgellésung auf das Trenngel geschichtet und der
Kamm luftblasenfrei eingesetzt. Falls erforderlich, konnte das fertige Gel in Laufpuffer bei

4 °C gelagert werden.

Ansatz flr ein 12 %iges Trenngel: H,O 1,70 ml
Gel 30 2,00 ml
Trenngelpuffer 1,25 ml
10 % (w/v) SDS 50,00 pl
10 % (w/v) APS 25,00 pl
TEMED 2,50 pl
Ansatz flr ein 4 %iges Sammelgel: H,O 1,525 ml
Gel 30 0,325 ml
Trenngelpuffer 0, 625 ml
10 % (w/v) SDS 25,00 pl
10 % (w/v) APS 12,50 pl
TEMED 2,50 pl
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris HCI (4x) pH 8,8
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris HCI (4x) pH 6,8
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3.8.2.2. Probenvorbereitung und Auftrag

Die Proteinproben wurden mit 3x Probenpuffer versetzt, 10 min bei 95 °C denaturiert und
anschlieBend abgekihlt. Eine Aufbewahrung der Proben (ber einen langeren Zeitraum war
bei -20 °C in Elektrophoresepuffer moglich. Nach Spilen der Probentaschen mit
Elektrophoresepuffer wurden 1-100 pg Protein (Probenvolumen 5-20 pl) auf das
Polyacrylamidgel aufgetragen. Als GréRenstandard diente unter anderem der Proteinmarker

Precision Plus Protein” unstained Standard von Biorad (Bio-Rad Laboratories GmbH,

Mdinchen).
3x Probepuffer: 15,0 ml 20 % SDS
15,0 ml 87 % Glycerin
1,5 ml 2- Mercaptoethanol
75,0 mg Bromphenolblau
ad 50 ml H,0O dest.
Elektrophoresepuffer: 12,1 gTris
7,5 g Glycin;
1,0 gSDS

ad 1000 ml H,O dest

ProteingroRenstandards (kDa):

Precision Plus Protein” unstained Standard: 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20,
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) 15, 10 kD

Precision Plus Protein " prestained Standards: 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20,
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) 15,10 kD

Page Ruler Prestained Protein ladder: 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25,
(Fermentas GmbH, St. Leon-Roth) 15, 10 kDa

3.8.2.3. Elektrophoresebedingungen

Die PAGE erfolgte in 1x Elektrophoresepuffer. Nachdem die Proben 15 min bei 10 mA pro
Gel in das Sammelgel hineingelaufen waren, erfolgte die Auftrennung der Proteine bei 25 mA
pro Gel. Wenn die Bromphenolblau-Bande den unteren Gelrand erreicht hatte, wurde das Gel

vorsichtig aus der Kammer genommen und die Proteine mit Coomassie Brillant Blue gefarbt.
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3.8.2.4. Farbung von Polyacrylamidgelen

Durch Anfarbung der Polyacrylamidgele mit Coomassie-Ldsung konnten die aufgetrennten
Proteine sichtbar gemacht werden. Nach mindestens 30-mintiger Inkubation unter leichtem
Schitteln bei RT wurde die Farbeldsung durch die Entfarbelésung ausgetauscht. Unter
mehrmaligem Wechsel der Entfarbelésung wurde das Gel bis zur vollstandigen Entfarbung

des Hintergrundes inkubiert.

Coomassie-Farbeldsung: 40 % lIsopropanol
10 % Essigsédure
0,1 % (w/v) Coomassie R250
Die Losung Uber Nacht ruhen lassen wund dann durch

einen Faltenfilter filtrieren.

Entfarbeldsung: 20 % Essigsdure
3.8.2.5. Trocknen von Polyacrylamidgelen

Polyacrylamidgele wurden vorsichtig auf angefeuchtetes Filterpapier (Hybond Blotting
Papier, Amersham Bioscience/GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen oder Blotting Papier
von VWR International GmbH, Darmstadt) gelegt und unter Vakuum und Hitzeeinfluss
getrocknet. Dies erfolgte fiir 2 Stunden bei 80 °C und ca. 130 mbar im Slab Dryer, Model 483

von Biorad (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen).

3.8.2.6. Grolkenbestimmung von Proteinbanden im SDS-Gel mittels R-Wert

R¢=S,/S; S, = Wanderungsstrecke der Proteinbande,

St = Gesamtlange des Gels (bis Lauffront)
Um eine lineare Beziehung zwischen der Wanderungsstrecke von Proteine und ihrem
Molekulargewicht zu erhalten, wurden die R-Werte der Banden des ProteingrélRenstandards
berechnet und gegen die Logarithmen ihres entsprechenden Molekulargewichts aufgetragen
(Abb. 3.1). Nach dem Erstellen einer Naherungsgeraden und dem Erhalt der entsprechenden

Gleichung konnte dann das Molekulargewicht von Proteinbanden berechnet werden.
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Gréfenbestimmung mittels Rf-Wert
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Abb. 3.1: Beispiel einer Geradenermittlung zur Bestimmung des Molekulargewichts von
Proteinbanden im SDS-Gel

3.8.3. Umpuffern von Proteinlésungen

Fur das Umpuffern von Proteinldsungen kamen PD10 Entsalzungssaulen (Desalting column,
Amersham Biosciences/GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen) zum Einsatz. Diese sind mit
dem Makromolekiilmaterial Sephadex (Sephadex G-25 Medium) gefiillt, welches einen
Molekularsiebeffekt besitzt. Die Entsalzung erfolgt dadurch, dass groRere Molekile wie
Proteine im Ausschlussvolumen des Sdulenmaterials eluieren, wahrend die Kkleineren
Molekiile wie Salze in den Poren des Gelfiltrationsmaterials diffundieren konnen und spéater
eluieren.

Die jeweilige Saule wurde mit 25 ml dest. Wasser gespiilt und mit 25 ml des gewahlten
Elutionspuffers aquilibriert. Folgend wurde die Saule mit 2,5 ml Probe beladen und diese mit
3,5 ml Elutionspuffer eluiert. Es folgte eine Bestimmung der Proteinkonzentration bzw. ein
Aufkonzentrieren der Probe. Zur Lagerung wurde die S&ule zun&chst mit 25 ml dest. Wasser
und folgend mit 20 %igem Ethanol gespilt. Die Séule wurde auf 20 % Ethanol bis zur

erneuten Verwendung im Kihlschrank gelagert.

3.8.4. Konzentrierung von Proteinldsungen

Zur Aufkonzentrierung von Proteinlosungen fanden die Vivaspin Zentrifugationseinheiten
(Vivaspin 2) von Vivaspin Vivascience (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Go6ttingen)
Anwendung. Diese Vivaspin Zentrifugalkonzentratoren sind Ultrafiltrationseinheiten zur
Konzentrierung biologischer Proben und standen mit den Membran-Ausschlussgrenzen von
10 und 30 kDa zur Verfligung.

Die entsprechende Proteinprobe wurde in den Konzentrator gegeben, und bei 3000 rpm und
4 °C (Sigma Zentrifuge Typ 4K15 Rotor 402/D, SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Osterode)
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zentrifugiert. In regelmaligen Abstanden erfolgten eine Kontrolle des Fullstandes und
gegebenenfalls ein Aufflllen der Proteinlosung. Wurde die gewiinschte Konzentrierung
erreicht, so konnte das Konzentrat direkt aus dem Vivaspinréhrchen herauspipettiert oder
durch  Umkehrung der vertikalen Orientierung des Sdulchens und anschlieende

Zentrifugation (3000 rpm, 2 min, 4 °C) in das concentrate recovery cap erhalten werden.

Fiir das Einengen und damit Aufkonzentrieren von groReren Volumina wurden die Amicon®-
Zellen (Millipore GmbH, Schwalbach) und Flachmembranen aus regenerierter Zellulose
(YM10-Membran) entsprechenden Durchmessers (Millipore GmbH, Schwalbach) verwendet.
Bei einem Uberdruck von 2 bar (Stickstoff) wurde die Proteinprobe auf das gewiinschte
Volumen eingeengt. Die verwendete Membran (10 oder 30 kDa) wurde mit Wasser und
folgend mit 20 %igem Ethanol gespult. Bis zur erneuten Verwendung wurde sie in Ethanol im

Kuhlschrank gelagert.

3.8.5. Transfer von Proteinen auf Membranen — Western-Blot

Die Ubertragung von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf eine PVDF-Membran
(PVDF Western Blotting Membranes von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) erfolgte mit
einer Mini Trans-Blot Cell bzw. der Trans-Blot Cell der Firma Bio-Rad (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen)

Nach Beendigung der elektrophoretischen Trennung wurde das SDS-Gel 15 bis 30 min im
Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 15 % Methanol) inkubiert. Die auf GelgroRe
zurechtgeschnittene Membran wurde wéhrenddessen nacheinander 3 s in Methanol, 1-5 min
in Wasser und 10-30 min in Transferpuffer geschwenkt. Anschlielend folgte der Aufbau der
Apparatur nach folgender Schichtung von der Anode (+ Pol, weilier Deckel der Apparatur)
aus: Transferpuffer-getranktes Kunstfasertuch, Transferpuffer-getrdnktes Whatman-Papier
(Hybond Blotting Papier, Amersham Bioscience/GE Healthcare Europe GmbH, Minchen),
PVDF-Membran, Polyacrylamidgel, getranktes Whatman-Papier und das mit Transferpuffer
getrankte Kunstfasertuch. Der Transfer erfolgte bei 4 °C in der grof3en Apparatur bei 70 V fur
2 Stunden und in der kleinen Apparatur bei 100 V fur 1 Stunde.
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3.8.5.1. Nachweis der Biotin-haltigen Untereinheit von Proteinen

Der Nachweis der Expression von Biotin-haltigen Enzymen erfolgte unter Verwendung des
Streptavidin-AP-Konjugates von Roche (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). Das
Streptavidin aus Streptomyces avidinii ist Uber einen heterobifunktionalen Linker an die
alkalische Phosphatase (AP) aus Kalberdarm gekoppelt, Gber welche der Nachweis der
entsprechenden Proteine ermdglicht wird.

Nach dem Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Western Blot
Membran (Kap.3.8.5.) wurde diese 2x 10 min in TBS Puffer gewaschen und dann fir 60 min
in 50 ml Blocking-Puffer inkubiert. Daran schloss sich die 60-mindtige Inkubation der
Membran mit dem in frischer Blocking-Losung verdunntem Streptavidin-AP-Konjugat von
Roche an. Es folgte das Waschen der Membran in TTBS (4x 15 min), und wiederholt in TBS
(1x 15 min). Die Detektion der ber das Streptavidin gebundenen Proteine erfolgte Gber den
Nachweis der alkalischen Phosphatase. Hierfir wurde die Membran im Detektionspuffer mit
NBT und BCIP im Dunkeln inkubiert. Nachdem die Banden die gewunschte Intensitét
erreicht hatten, folgte das Stoppen der Reaktion durch intensives Spulen der Membran mit

Wasser. Die Membran wurde anschlieRend getrocknet und im Dunkeln gelagert.

TBS Puffer: 100 mM Tris HCI, pH 7,5
150 mM NaCl,
gelagert bei 4 °C

Blocking-Puffer: 0,1 % Tween20 in TBS Puffer
5 9% Magermilchpulver

Antikorper-Losung: Blocking-Puffer (frisch)
1:1000 verdiinntes Streptavidin- AP-Konjugat

TTBS: 0,1 % Tween20 in TBS Puffer
gelagert bei 4 °C

Detektionspuffer: 100 mM Tris HCI, pH 9,0
100 mM NaCl
5 mM MgCl,
gelagert bei 4 °C

Detektionsldsung 20 ml Detektionspuffer
40 ul NBT
33 ul BCIP
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NBT: p-Nitrotetrazoliumblauchlorid
100 mg/ml in 70 % DMF

BCIP: 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-p-toluidinsalz
50 mg/ml in DMF

3.8.5.2. Nachweis von His-Tag Fusionsproteinen

Der Nachweis der Expression von His-Tag Fusionsproteinen erfolgte mittels His-Tag
Antikorper der Firma Gene Tex Inc. (Irvine, CA, USA)

Die Membran wurde nach der Ubertagung der Proteine 2x 10 min in TBS Puffer gewaschen
und dann 60 min oder Uber Nacht in Blocking-Puffer schiittelnd inkubiert. Es folgte eine
60-mindtige Inkubation der Membran mit dem priméaren Antikdrper 6x His-Tag von Gene
Tex Inc. Der Antikorper wurde an dieser Stelle 1:350 in frischer Blocking-Ldsung verdinnt.
Im Anschluss daran wurde die Membran 4x fur 15 min in TTBS gewaschen. Daran schloss
sich die Inkubation der Membran mit dem sekundéren Antikorper (60 min, Anti-Maus 1:100
verdunnt, Sigma, Taufkirchen) an. Es folgte das Waschen der Membran in TTBS (4x
15 min), und anschlieBend in TBS (1x 15 min). Die Detektion der alkalischen Phosphatase
erfolgte wie bereits im Abschnitt 3.8.5.1. beschrieben mittels NBT und BCIP im Dunkeln in

Detektionspuffer.
primare Antikorper-Losung: Blocking- Puffer (frisch)
1:350 verdunnter 6x His-Tag Antikdrper
sekundare Antikdrper-Losung: 1:100 verdunnt in TTBS

3.9. Induktion der Proteinsynthese und Gewinnung von Wildtypproteinen

3.9.1. Anzucht von Pseudomonas

Fir die Anzucht von P. aeruginosa und P. citronellolis wurden Schikane-Klettkolben
verwendet. Die Kultivierung der Vorkulturen erfolgte tber Nacht in 50 ml Mineralmedium
nach Schlegel et al. (1961) mit 0,5 % Glukose unter Schitteln bei 30 °C. Hauptkulturen
(150 ml Medium) wurden mit Material der Vorkultur angeimpft, sodass ca. 25-30
Kletteinheiten erhalten wurden. Die Zellen wurden unter Schitteln bei 30 °C angezogen und

gegen Ende der exponentiellen Wachstumsphase geerntet (Sigma Zentrifuge Typ4K15 (Rotor
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402/D), 25 min, 5100 rpm, 4 °C). Die Inkubationszeit der Hauptkultur war abhangig von der
verwendeten C-Quelle und der daraus resultierenden Wachstumsgeschwindigkeit. Sollten die
Zellen auf Glukose angezogen werden, so erfolgte das Animpfen der Kulturen in der Frih, ein
Wachsen ber den Tag und die Ernte der Zellen am Abend des gleichen Tages. Die
verwendete Glukosekonzentration lag in diesem Fall bei 0,5 %. Wurden die Zellen jedoch zur
Induktion des Atu- und/oder Liu-Stoffwechselweges mit Citronellsdure (Na-Citronellat,
10 %ige LoOsung, mit NaOH titriert auf ca. pH 7), Geranylsdure (Na-Geranylat, 10 %ige
Losung, mit NaOH titriert auf ca. pH 7) bzw. Isovaleriansaure (Na-lsovaleriat, 4 %ige
Losung, mit NaOH titriert auf ca. pH 7) als C-Quelle angezogen, so war das Animpfen der
Kultur am Abend erforderlich. Die entsprechenden Ubernacht-Vorkulturen (0,5 % Glukose)
wurden bis zu ihrer Verwendung auf Eis gelagert. Um ein Anwachsen der Zellen zu
gewadbhrleisten, erfolgte die Zugabe von zusétzlich 0,075 % Glukose neben der verwendeten
titrierten Saure (Konzentration im Medium 0,15 %) als C-Quelle zum Medium. Die Zellen

wurden an dieser Stelle Gber Nacht inkubiert und im Verlauf des folgenden Tages geerntet.

3.9.2. Zellaufschluss von Pseudomonas

Fur den Aufschluss der Zellen wurden diese in 1 ml/g 0,1 M HEPES-Puffer pH 7,5 auf Eis
resuspendiert. Weiterhin erfolgte die Zugabe von 100 pl DNase (1 mg/ml), 50 ul RNase
(10 mg/ml) und 100 pl 10 mM MgCl,. Nach einer Inkubation von ca. 30 min auf Eis wurde
die Zellsuspension 3x mit Hilfe der kleinen vorgekiihlten Zelle der French-Presse (French®
Pressure cell press, American Instrument Industrie Company, Urbana, Illinois) bei
800 Ib/in® (psi) aufgeschlossen. Fiir den Aufschluss von P. aeruginosa (S2-Organismus) stand
ein geschlossenes Auffanggefall zur Verfugung, wodurch das Entweichen von Aerosolen
verhindert wurde. Fir das Abtrennen von Zelltrimmern und Membranbestandteilen wurde die
Zellsuspension bei 35000 rpm in der Beckman Zentrifuge (Beckman Optima LE-80K
Ultrazentrifuge, Rotor TFT65.13, Beckman Coulter GmbH, Krefeld) bei 4 °C fir 1 Stunde

zentrifugiert. Der Uberstand wurde als 18slicher Rohextrakt fiir weitere Analysen verwendet.

3.9.3. Aufreinigung von Biotin-haltigen Proteinen

Biotin-haltige Proteine aus den l6slichen Zellextrakten (Rohextrakt) der Stamme
P. aeruginosa und P. citronellolis wurden (iber das Saulenmaterial ImmunoPure®

Immobilized Monomeric Avidin Gel (PIERCE, Rockford, USA) aufgereinigt. Eine kleine
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Séule wurde mit einem S&ulenvolumen von 0,5 ml immobilized monomeric Avidin gepackt
und mit Na-Phosphatpuffer (PBS-Puffer, 5 Saulenvolumen [SV]) dquilibriert. Es folgte das
Beladen der Saule mit 1 ml Rohextrakt, das Waschen mit PBS-Puffer (10 SV, 5x 1 ml) und
die Elution gebundener Proteine (5 SV Elutionspuffer). Die Saule konnte durch das Waschen
mit Regenerationspuffer (5 SV) regeneriert werden. Gelagert wurde die Sdule im Kihlschrank
auf PBS-Puffer mit 0,01 % Natriumazid (3-5 SV). Die erhaltenen Proben konnten im
Anschluss mittels SDS-PAGE (Kap.3.8.2.) bzw. gegebenenfalls mittels Western-Blot
(Kap.3.8.5.) analysiert werden.

PBS-Puffer: 0,10 M Natriumphosphat
0,15 M NaCl, pH 7,0

Elutionspuffer: 0,1 M PBS-Puffer, pH 7,0
2 mM D-Biotin

Regenerationspuffer: 0,1 M Glycin HCI, pH 2,8

3.10. Heterologe Expression und rekombinante Synthese von Proteinen

3.10.1. His-Tag Fusionsproteine

Die Synthese und Reinigung rekombinanter Proteine mit einem C-terminalen His-Tag
erfolgte unter Verwendung des Vektors pJoe4036.1 in Verbindung mit dem Stamm E. coli
JM109 und mit einem N-terminalen His-Tag unter Verwendung der Vektoren pET28a bzw.
pCOLA Duet -1 in Verbindung mit dem Stamm E.coli Rosetta 2 (DE3) pLysS RARE.

3.10.2. Durchfiihrung einer Testexpression

Klone, die das gewiinschte Plasmid enthielten, wurden in LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum bei 30 °C Uber Nacht kultiviert. Die Hauptkultur (30 ml) wurde
mit Material aus einer VVorkultur 1 %ig angeimpft und bei 30 °C auf einem Rotationsschiittler
inkubiert. Das Wachstum der Kultur wurde photometrisch bei 600 nm verfolgt. Die Induktion
der Expression in den Kulturen der pET28a- bzw. pCOLA Duet -1-Konstrukte erfolgte bei
einer ODggp von 0,5 bis 0,8 mit 1 mM IPTG-L6sung, die der pJoe4036.1-Konstrukte bei einer
ODgo von 0,3 bis 0,5 mit 0,2 % Rhamnose. Die Kultivierung erfolgte im Anschluss daran fiir

6 h. Jede Stunde wurde eine Probe von 1,1 ml enthommen. 100 ul wurden fir die OD-
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Bestimmung verwendet, die ubrigen 1 ml Zellen durch Zentrifugation (Tischzentrifuge
5417C, Rotor 45-30-11 Eppendorf AG, Hamburg) fir 3 min geerntet und bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Kontrolle der Expression erfolgte mittels SDS-PAGE
(Kap.3.8.2.). Hierfir wurde dem Zellpellet aus 1 ml Kultur ein Volumen an ODgy x 0,1
Puffer (50 mM Tris HCI, pH 8,0) zugesetzt. 10 pl des resuspendierten Pellets wurden mit 5 pl
3x SDS-Loading-Puffer versetzt, fur 10 min bei 95 °C denaturiert und auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Konnte eine Expression des Gens und damit eine Synthese des
entsprechenden Fusionsproteins festgestellt werden, so wurde eine Vorkultur fir die

eigentliche Uberexpression angesetzt.
3.10.3. Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Fur die Gewinnung von rekombinantem Protein im grofRen Malstab wurde eine Hauptkultur
von 400 ml LB-Medium mit Material einer Ubernachtkultur (ca. ODgg = 0,1) angeimpft und
bis zu einer ODggo von 0,5-0,8 (pET28a- bzw. pCOLA Duet -1-Konstrukte) bzw. 0,3-0,5
(pJoe4036.1-Konstrukte) bei 30 °C inkubiert. Bei Erreichen dieser optischen Dichten folgte
die Induktion der Expression mit 1 mM IPTG (pET28a- bzw. pCOLA Duet -1-Konstrukte)
bzw. mit 0,2 % Rhamnose (pJoe4036.1-Konstrukte). Bei der Expression der Dehydrogenase-
bzw. der Carboxylase-Gene erfolgte zu diesem Zeitpunkt zusatzlich die Zugabe von
Riboflavin (1 pg/ml) bzw. von Biotin (1 pg/ml). Die Kulturen wurden flr weitere
5-6 Stunden bei 30 °C unter Schutteln inkubiert, im Anschluss auf Eis gekiihlt, folgend durch
Zentrifugation (30 min, 8000 rpm, 4 °C, Avanti J-25 Zentrifuge und JA-10 Rotor (beides
Beckman Coulter GmbH, Krefeld) geerntet und das Zellmaterial bei -20 °C gelagert.

3.10.4. Zellaufschluss und Gewinnung des Rohextraktes

Das Zellmaterial wurde zundchst auf Eis aufgetaut und folgend in 1 ml/g 0,1 M HEPES
Puffer pH 7,5 resuspendiert. Bei einem Aufschluss mittels French-Presse erfolgte weiterhin
die Zugabe von DNasel (100 pl/g), RNaseA (50 pl/g) und MgCl, (100 ul/g). Bei einem

Aufschluss mittels Ultraschall war dies nicht erforderlich.

DNasel 1 mg/ml
RNaseA 10 mg/mi
MgCl, 10 mM

70



3. Material und Methoden

Der Zellaufschluss mittels French-Presse wurde wie im Abschnitt 3.9.2. fir Pseudomonaden
beschrieben, so auch fur die verwendeten E.coli Stimme durchgefihrt. Je nach Volumen der
Zellsuspension wurde hier die kleine (3,3ml; 800 Ib/in® (psi)) oder die groRe Zelle (36 ml;
1100 Ib/in? (psi)) verwendet.

Weiterhin war der Aufschluss tber Ultraschall moglich. Hierflir wurde die auf Eis gekihlte
Zellsuspension 4x 20 s und mit je 15 s Pause (Cycle 50 %, Power: MS 73/D) mit dem Gerét
Sonoplus HD200 (Leistung: 200 W, Frequenz 20 kHz) und der Spitze MS 73/D der Firma
Bandelin (Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin) beschallt.

Nach erfolgtem Zellaufschluss wurde die Zellsuspension eine Stunde in der Beckman
Ultrazentrifuge Optima LE-80K bei 35000 rpm unter Verwendung des Rotors TFT65.13 bei
4 °C zentrifugiert. Die nach der Zentrifugation erhaltenen Rohextrakte (I6slichen Bestand-
teile) wurden auf Eis im Kihlraum gelagert und konnten im Folgenden weiter aufgereinigt

werden.
3.10.5. Proteinreinigung tber Nickel-NTA Agarose

Die rekombinanten Proteine, welche mit einem C- bzw. N-terminalen His-Tag versehen
wurden, konnten mittels Affinitdtschromatographie ber Ni-NTA Agarose aufgereinigt
werden. Im kleinen Malstab wurden hierfur Gravi-Flow-Saulchen (Qiagen GmbH, Hilden)
mit einem Saulenvolumen von 1 ml verwendet. Im grofRen Malstab kam es zur Verwendung
der FPLC-Anlage (Amersham Biosciences/GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen) und

entsprechender Fertigsaulen (5 ml).
3.10.5.1. Aufreinigung tber Gravi-Flow-Saulchen

Die Aufreinigung im kleinen MaRstab erfolgte (ber Gravi-Flow-Sdulchen mit einem
Saulenvolumen (SV) von 1 ml Ni-NTA Agarose (beides Qiagen GmbH, Hilden).

Um ein Uberladen des Saulenmaterials zu verhindern, wurden die entsprechenden Saulen mit
50 mg Rohextrakt mindestens jedoch mit 1 ml zur Reinigung der Fusionsproteine beladen.

Bei einem groéReren Volumen an Rohextrakt waren mehr Séulendurchgange erforderlich.

Die S&ule wurde zundchst mit 5 SV dest. Wasser gespllt und folgend mittels 5 SV
Lysispuffer (10 mM Imidazol) &quilibriert. Es folgte das Beladen der Sdule mit Rohextrakt.
AnschlieBend wurde die Séule mit 4 SV Lysispuffer und folgend mit 4 SV Waschpuffer
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gewaschen, wodurch nicht an die S&ule gebundene Proteine von dieser entfernt wurden. Die
Elution von Protein erfolgte ber einen Gradienten mit steigender Imidazol-Konzentration.
Dabei kamen Elutionspuffer mit 50, 100, 150, 200, 250 und 500 mM Imidazol zur
Anwendung, wobei jeweils 4 SV auf die Sdule gegeben wurden. Imidazol konkurriert mit den
sechs Histidin-Resten des Tags um die Bindung an das Ni-NTA Material und fiihrt somit zum
Ablosen des Fusionsproteins. Die aufgefangenen Fraktionen von Wasch- und
Elutionsschritten wurden auf Eis gelagert und mittels SDS-PAGE (Kap.3.8.2.) analysiert. Zur
Lagerung der Saule wurde diese mit 8 SV dest. Wasser und 5 SV 20 % Ethanol gespllt. Die
Séule wurde auf 20 % Ethanol stehend im Kiihlschrank aufbewahrt.

Lysispuffer: 50 mM NaH,PO,
300 mM NacCl
10 mM Imidazol, pH 8

Waschpuffer: 50 mM NaH;PO4
300 mM NacCl
20 mM Imidazol, pH 8
Elutionspuffer 1: 50 mM NaH;PO4
300 mM NacCl

50 mM Imidazol, pH 8

Elutionspuffer 2: Elutionspuffer 1
mit 100 mM Imidazol, pH 8

Elutionspuffer 3: Elutionspuffer 1
mit 150 mM Imidazol, pH 8

Elutionspuffer 4: Elutionspuffer 1
mit 200 mM Imidazol, pH 8

Elutionspuffer 5: Elutionspuffer 1
mit 250 mM Imidazol, pH 8

Elutionspuffer 6: Elutionspuffer 1
mit 500 mM Imidazol, pH 8

Fur jedes Protein stand in der Regel eine S&ule zur Verfigung. War dies nicht der Fall bzw.
wurde sehr viel Protein aufgereinigt (Farbédnderung des Materials von hellblau zu bréunlich
grau), so wurde es erforderlich, die entsprechenden S&ulen zu regenerieren. Hierflir wurde die

Séaule nach dem folgenden Protokoll behandelt.
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Spulen der Sdule mit: 5 Séulenvolumen H,0 dest
3 SV 2 %ige SDS-L6sung
1 SV 25 % Ethanol
1 SV 50 % Ethanol
1 SV 75 % Ethanol
5 SV 100 % Ethanol
1 SV 75 % Ethanol
1 SV 50 % Ethanol
1 SV 25 % Ethanol
1 SV H,0 dest
5SV 100 mM EDTA pH 8,0
spilen mit H,O dest
2 SV 100 mM NiSO4
2 SV Wasser

Die so frisch generierte Sdule stand einer weiteren Aufreinigung direkt zur Verfligung oder
wurde bis zur erneuten Verwendung im Kuhlschrank auf 20 %igem Ethanol gelagert.

3.10.5.2. Aufreinigung tber FPLC (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)

Die Affinitatschromatographie und die sich anschlieBende Umpufferung wurde bei
Raumtemperatur mit Hilfe der FPLC-Anlage AKTA Purifier der Firma Amersham
Biosciences/GE Healthcare Europe GmbH (Munchen) durchgefihrt.

1. Saulenmaterial: Ni Sepharose 6 Fast Flow
- Sdule: HisTrap FF5ml, 1.6 x 2.5 cm
- Flussrate: 0,5 ml/min bis 5 ml/ min
- Fraktionen: Waschfraktion & 5 ml; Elutionsfraktionen a 2 mi
- Eluent: A: 20 mM NaH,PO4
500 mM NacCl

20 mM Imidazol, pH 7,4

B: 20 mM NaH2PO4
500 mM NacCl
500 mM Imidazol, pH 7,4
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- Programm: 1. Proben Auftrag (1-0.5 ml/min)
2. Waschen mit Eluent A (3 ml/min, 5 SV)
3. Elution (2 ml/min)
linearer Gradient bis 50 % Eluent B, 10 SV;
100 % Eluent B, 5 SV
FraktiongroRe: 2 ml
4. Waschen mit Eluent A, 5 ml/min, 2 SV

2. Saulenmaterial: Sephadex” G-25 Fine
- Sdule: HiPrep 26/10 Desalting, 2.6 x 10 cm (GE Healthcare)
- Flussrate: 2—-8 ml/min
- Fraktionen: 2ml
- Eluent: A: 50 mM Tris HCI, pH 8,5
- Programm: 1. Proben Auftrag (2 ml/min)

2. Waschen mit Eluent A, 8 ml/min, 1,3 SV

FraktiongroRe: 2 ml

3.11. Synthese von CoenzymA-Estern

Die Synthese von CoenzymA-Estern erfolgte nach der Gemischten-Anhydrid Methode
beschrieben durch Guan et al. (1999; Forster-Fromme et al., 2006). Im Folgenden ist sie am

Beispiel der Darstellung des Geranyl-CoA Esters beschrieben.

In einem Becherglas wurde zundchst die Geranylsdure (135 ul, 770 umol, 168,24 g/mol,
d 0,96 g/ml) in Tetrahydrofuran (THF, 5,1 ml) gel6st und durch Zugabe der equimolaren
Menge an Triethylamin (107 pl, 770 umol, 101,19 g/mol, d 0,73 g/ml) neutralisiert. Es folgte
die Zugabe von Ethylchlorformiat (73 pl, 770 umol, 108,52 g/mol, d 1,14g/ml) und das
Stehenlassen des Ansatzes fir 30 min bei Raumtemperatur (RT). Der Reaktionsansatz wurde
im Anschluss durch Glaswolle filtriert. Parallel erfolgte das Losen des CoenzymAs (23,8 mg,
29 pmol, 821,34 g/mol) in einem 12 ml Wasser:THF Gemisch (3:2). Durch Zugabe von
festem Natriumhydrogencarbonat wurde ein pH-Wert von ca. 8,0 eingestellt. Das
Geranylsaure-Anhydrid enthaltende Filtrat konnte nun vorsichtig zur CoA-Losung getropft
werden. Der Ansatz wurde folgend fir 25 min bei RT gerthrt. Es folgte das Zutropfen von

4 ml Wasser und das Einstellen des pH-Wertes auf ca. 3,0 unter Verwendung von 2 N HCI.
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Die Reaktionslosung wurde anschlieBend zur Entfernung von noch freiem Anhydrid mit
Diethylether (3x, ca. 20 ml) extrahiert. Reste von THF in der wassrigen Phase wurden am
Rotationsverdampfer abgezogen, der Ruckstand fir 1 Stunde bei -80 °C eingefroren und
folgend durch Lyophilisation (Christ ALPHA I-5, Osterode) iber 24 Stunden getrocknet.

Die erfolgreiche Synthese wurde durch die Messung der vorhergesagten Massen mittels
HPLC-(ESI)-MS Analyse bestatigt. Erhaltenes CoA Ester wurde bei -20 °C gelagert.

Das CoenzymA-Salz wurde von Calbiochem uber die Firma VWR (VWR International
GmbH, Darmstadt) bezogen.

3.12. Analytische Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

Die HPLC-Untersuchungen wurden an einem computergesteuerten System der Firma Agilent
(Agilent1100, Agilent Technologies Deutschland GmbH, Béblingen) durchgefihrt.
Software: ChemStation for LC 3D systems. Rev. B.0103SR1 (204)
Saule: Lichrospher 100, RP-18, encapped, 5 pm, 250x4,0 mm
Saulentemperatur: 30 °C oder 25 °C
Die HPLC Analyse kam bei verschiedenen Fragestellungen zum Einsatz. Daher wurden
verschiedene Laufmittel und Programme verwendet. Die einzelnen Details werden folgend

aufgefiihrt.
3.12.1. Trennung von CoA-Estern
a) Programm: CoAEster.M

In Anlehnung an die Arbeit von Chattopadhyay (2007, King et al., 1988) wurde das folgende

Programm zur Trennung von verschiedenen CoA-Estern verwendet.

Laufmittel A: 0,2 M Na-Phosphatpuffer, pH 5
Laufmittel B: 80 % 0,25 M Na-Phosphatpuffer, pH 5
20 % Acetonitril

Flussrate: 0,7 ml/min

Injektionsvolumen: 5 pl bzw. 15 pl
Detektion: 254 nm
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Programm:
Zeit [min] Laufmittel A Laufmittel B

0 97 % 3%
2,5 97 % 3%

40 10 % 90 %

43 10 % 90 %

48 97 % 3%

60 97 % 3%

Das Programm wurde gegebenenfalls modifiziert. Details werden an entsprechender Stelle

angegeben.

b) Programm: CoAEster2.M
Das Programm nach Forster-Fromme et al. (2006) wurde vergleichend zu den Lauf-
bedingungen der HPLC-(ESI)-MS Analyse verwendet.

Laufmittel A: 98 % 10 mM Ammoniumformiat
2 % Methanol

Laufmittel B: Acetonitril

Flussrate: 0,2 ml/min, 0,7 ml/min

Injektionsvolumen: 5-15 pl

Detektion: 254 nm
Programm:
Zeit [min] Laufmittel A Laufmittel B
0 97 % 3%
3 97 % 3%
20 0% 100 %
24 0% 100 %
30 97 % 3%
45 97 % 3%

c¢) Programm: CoAEster3.M
Ein letztes Programm, das verwendet wurde um CoA-Ester zu untersuchen, wurde nach
Holtzapple & Schmidt-Dannert (2007) modifiziert.

Laufmittel A: 20 mM Ammoniumacetat, pH 5,4
Laufmittel B: Acetonitril:Methanol 85:15
Flussrate: 1 ml/min
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Injektionsvolumen: 15 pl

Detektion: 254 nm
Programm:
Zeit [min] Laufmittel A Laufmittel B
0 97 % 3%
2 97 % 3%
22 50 % 50 %
25 50 % 50 %
27 97 % 3%
30 97 % 3%

3.12.2. Trennung von Nukleotiden

Durch die Reaktion der Carboxylase-Enzyme wird nicht nur die Carboxylierung der
entsprechenden Substrate, sondern auch ein Verbrauch und damit eine Konzentrations-
anderung an ATP bewirkt. Um diese Anderung fiir einen moglichen Nachweis der Reaktion
zu nutzen, war es erforderlich die Trennung der Nukleotide AMP, ADP und ATP zu
untersuchen. Dies erfolgte mittels der im Folgenden angefiihrten Bedingungen (modifiziert
nach Handrick et al., 2004)

Programm: Nucleotid.Assayl.M
Saule: Cg-Gromsil 100, 5 um, 125x4 mm

Laufmittel A: 80 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6: Methanol 77:23
+/- 5 mM Tertbutylammoniumhydrogenphosphat (TBAHS)

Flussrate: 0,7 ml/min

Injektionsvolumen: 10 pl

Detektion: 260 nm
Programm:
Zeit [min] Laufmittel A Laufmittel B
0 min 100% 0%
10 min 100 % 0%

Da das CoA-Ester Substrat des Carboxylase Assays relativ teuer ist, sollte zunéchst erst
einmal die Analytik Uber eine einfachere Reaktion getestet werden. Hierfir bot sich die
Hexokinase-Reaktion, in welcher eine Hexose mit ATP zu Hexose-6-phosphat und ADP

umgesetzt wird, an (Kap.3.14.4.).
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3.13. HPLC-(ESI)-MS Analyse von CoA Verbindungen

Um die Synthese der verschiedenen selbsthergestellten CoA-Ester zu kontrollieren, wurden
diese Uber eine Kopplung von HPLC und Massenspektroskopie (MS) untersucht. Es handelte
sich dabei um eine Elektronen-Spray-lonisations MS, bei welcher die Probenmolekile in
einem elektrischen Feld ionisieren. Im ESI*-Modus lagert sich dabei ein zusitzliches Proton
an die Verbindung an, im ESI"-Modus l6st sich ein Proton ab. Die Messungen wurden dank
der freundlichen Unterstlitzung von Herrn Dr. Armbruster am Institut fur Lebensmittelchemie
der Universitat Hohenheim durchgefihrt.

Die LC-(ESI)-MS wurde hier mittels einer HPLC an einem HP1100 HPLC-System von
Agilent (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Boblingen) bestehend aus einem HP1100
Autosampler, einer HP1100 Gradient Pumpe, einem HP1100 Séaulen Thermoregulator und
einem HP1100 Diode array detector (DAD) Modul, gekoppelt mit einem Micromass VG Il
quadrupole Massenspektrometer ausgestattet mit einem Elektrospray (ESI) Interface
durchgefiihrt.

Chromatograpische Bedingungen:
Sdule: Hypersil gold C18 1,9 um (Thermo electron) 50x2,1 mm
Saulentemperatur: 25 °C
Flussrate: 0,2 ml/min
Injektionsvolumen: 5 pl
Elutionsgemisch: (A) 10 mmol Ammoniumformiat: Methanol 98 + 2 (v/v),
(B) Acetonitril; Gradient: % B (t [min]) 3 (0-3) — 100 (20-24)

MS Parameter:
Esi®
Ausgangs-Temperatur 120 °C
Kapillare 3.0 kV
HV linse 0,5 kV

Innenringspannung 50 V

Fur die Datenerfassung wurde die MasLynx 3.2 Software verwendet. Die Analyse der Proben
war auf zwei Wegen moglich. Zum einen konnten fir Peaks im DAD-Chromatogramm
zeitlich passende Peaks im Massenspektrogramm gesucht werden. Hier musste beachtet
werden, dass die ESI-MS Analyse um einige Sekunden zeitversetzt zum DAD erfolgte. Daher
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wurde bei den Masse-Peaks mit etwas langeren Retentionszeiten gerechnet. Mit Hilfe des
Computerprogramms konnten die Massen der entsprechenden Peaks eingesehen werden. Ein

anderer Weg war die gezielte Suche nach entsprechenden Massen in den analysierten Proben.

3.14. Messung von Enzymaktivitaten

3.14.1. Messung der Citronellyl-CoA Dehydrogenase

Die Aktivitat der Citronellyl-CoA Dehydrogenase (CCoA-DH) wurde uber die Reduktion von
2,6-Dichlorphenol-indophenol (DCPIP) bei einer Wellenldange von 600 nm und 30 °C, wie bei
Engel (1981) beschrieben, jedoch etwas modifiziert gemessen (Forster-Fromme et al., 2008;
Forster-Fromme & Jendrossek, 2008).

Der Ansatz enthielt in einem Reaktionsvolumen von 1 ml: 100 mM Natriumphosphat Puffer,
pH 7,0; 15 pl 10 mM DCPIP; 10 pl 10 mM Phenazinmethosulfat (PMS); 10 pl 1 mM
Flavinadenindinukleotid (FAD) und 5-10 pl Enzymlésung (ca. 15-60 pg). Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 10 pl 5 mM Citronellyl-CoA (CCoA) gestartet. Fir die Berechnung
der Enzymaktivitdt wurde der Extinktionskoeffizient fir DCPIP mit € = 22 mM™cm™

(Armstrong, 1964) verwendet.

3.14.2. Messung der Geranyl-CoA- und der Methylcrotonyl-CoA Carboxlase

Die Aktivitaten der beiden Carboxylasen des Abbauweges linearer Terpenoide (Geranyl-
CoA- [GCase] und Methylcrotonyl-CoA Carboxylase [MCase]) wurden optisch durch die

Abnahme der NADH+H" Konzentration bei 340 nm (30 °C) in einem gekoppelten Assay,
beschrieben durch Fall (1976), bestimmt.

Die Enzymmessung der Geranyl-CoA Carboxylase beruht auf folgenden Reaktionen:

GCase
Geranyl-CoA + ATP + HCO5" Isohexenyl-glutaconyl-CoA + ADP
Pyruvat
ADP + Phosphoenolpyruvat Pyruvat + ATP
Kinase
Lactat
Pyruvat + NADH + H* — > Lactat + NAD"
Dehydrogenase
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Fur die Messung der MCase wurde anstelle des Geranyl-CoAs (GCoA) Methylcrotonyl-CoA
(MCoA) als Substrat eingesetzt. In diesem Falle stand sowohl selbsthergestelltes, als auch
kommerziell erhaltliches Substrat zur Verflgung, wodurch Uber diese Reaktion das
selbsthergestellte Substrat kontrolliert und bei vergleichbaren Aktivitaten beider Substrate

somit auf den Erfolg der Synthese (Kap.3.11) geschlossen werden konnte.

Die Messungen erfolgten im 1 ml Ansatz in Plastikkilvetten (Sarstedt AG & Co, Numbrecht)
mit einer Schichtdicke von 1 cm und setzten sich wie folgt zusammen: 0,1 M Tris HCI
pH 8,0; 10 mM MgCl,; 0,5 mM ATP; 10 mM KHCOgs; 0,2 mM Phosphoenolpyruvat;
0,3 mg/ml NADH; 0,5 mg/ml BSA; 0,08 mg/ml Pyruvatkinase; 0,025 mg/ml Lactat-
Dehydrogenase und 5-100 pug Enzymldésung. Die Messung wurde durch die Zugabe von
1 mM Methylcrotonyl-CoA (MCoA) bzw. Geranyl-CoA (GCoA) gestartet und am Cary 100
Bio UV-Visible Spektrophotometer (Varian Deutschland GmbH, Darmstadt) verfolgt. Der fir
die Berechnungen der Enzymaktivititen herangezogene Extinktionskoeffizient fir NADH+H"
betrug € = 6,22 cm™ mM™ (Horecker. & Kornberg, 1948; Trentham, 1968).

3.14.3. Messung der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase

Die Anlagerung von Wasser an die Doppelbindung von o, B-ungeséattigten Thioestern flhrt
zum Verschwinden der charakteristischen Absorptionsbande (Maximum im Bereich 263-
266 nm), welche diese Verbindungen aufweisen (Seubert & Fass, 1964a). Somit ermdglicht
diese Eigenschaft des Isohexenyl-glutaconyl-CoAs eine einfache optische Aktivitats-
bestimmung der Hydratase.

Fur die Messung der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase Aktivitat wurde der Assay nach
Seubert & Fass (1964a) etwas modifiziert. Zur Berechnung des Substanzumsatzes kam bei
den Autoren der Extinktionskoeffizient fir Dimethylacryl-CoA von & = 5,2 x 10° mM™*cm™

zur Anwendung.

3.14.3.1. Kopplung von GCase und Hydratase

Zundachst wurde der Ansatz des Geranyl-CoA Carboxylase Assays zusammenpipettiert und
mit GCoA, wie bereits im Abschnitt 3.14.2. beschrieben, gestartet. Nach einer Inkubation des
Ansatzes fur 15 min erfolgte die Zugabe der Hydratase, welche das durch die GCase

theoretisch gebildete Isohexenyl-glutaconyl-CoA (IHG-CoA) weiter umsetzen sollte. Die
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Messung wurde in einer Quarzkiivette bei einer Wellenlange von 285 nm (30 °C) verfolgt, da
aufgrund der hohen Lichtabsorption der Reaktionsansdtze durch das zugesetzte ATP im
Bereich von 260 nm die Messung im Absorptionsmaximum des Isohexenyl-glutaconyl-CoA
(267 nm) nicht moéglich ist (Seubert & Fass, 1964a).

3.14.3.2. Messung der Hydratase

Isohexenyl-glutaconyl-CoA (IHG-CoA) stand aufgrund der chemischen Arbeiten am Institut
fir Organische Chemie der Universitat Stuttgart zur Verfugung. Somit konnte dies als
Substrat direkt in den Hydratase-Assay eingesetzt werden.

Der 0,5 ml Ansatz enthielt in einer Quarzkivette zunachst 0,1 M Tris HCI pH 8,0;
10 mM MgCly; 0,5 mM ATP; 10 mM KHCOg; 0,5 mg/ml BSA und 0,1 mM IHG-CoA als
Substrat. Die Reaktion wurde durch Zugabe der Hydratase (ca. 15-80 ug) gestartet und bei

285 nm und einer Temperatur von 30 °C verfolgt.

3.14.3.3. Messung der Hydratase analog zu Feil (2006, modifiziert)

In der Arbeit von Feil (2006) wurde die Aktivitat der (E)-Phenylitaconyl-CoA Hydratase
bestimmt. Dabei enthielt der Testansatz neben dem Protein lediglich das Substrat in 50 mM
Kaliumphosphat-Puffer, pH 6,2.

In weiteren Versuchen mit der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase wurden somit 50 mM
Kaliumphosphat Puffer und Tris HCI Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten (7; 7,5 und 8,0)
getestet. Das Substrat Isohexenyl-glutaconyl-CoA wurde in Puffer geldst (0,1 mM) und die
Reaktion durch Zugabe der Hydratase gestartet. Die Reaktion wurde an dieser Stelle bei einer

Wellenlange von 267 nm (30 °C) verfolgt.

3.14.4 Messung der Hexokinase Reaktion

Fir den Nachweis der Konzentrationsdnderung von ATP und ADP mittels HPLC Analytik
wurde aufgrund der relativ teuren CoA-Ester Substrate der Carboxylase Reaktionen zunéchst
eine einfachere Reaktion zur Etablierung der Methode nétig. Hierfiir bot sich die Reaktion der
Hexokinase an, welche mit Hilfe eines Enzym Assays der Fima Boehringer (Boehringer
Ingelheim Pharma GmbH & Co.KG, Ingelheim am Rhein, Enzymkit) untersucht werden

konnte. In diesem wird die Reaktion der Hexokinase, welche Glukose und ATP zu Glukose-
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6-phosphat und ADP umsetzt mit einer Dehydrogenase Reaktion gekoppelt. Da in dieser
Reaktion das Glukose-6-phosphat mit NADP zu Gluconat-6-phosphat und NADPH+H"
reagiert, kann aufgrund der Abnahme der NADP Konzentration die Reaktion am Photometer
bei 340 nm verfolgt werden. Die Messung der Aktivitat erfolgt gewdhnlich mit 0,22 M
Glukose in 0,1 M Triethanolamin-Puffer pH 7,6 bei 25 °C. Des Weiteren im Reaktionsansatz
enthalten sind 6,5 mM MgCl,, 2,7 mM ATP, 0,83 mM NADP, 1,7 U Glukose-6-phosphat
Dehydrogenase und Hexokinase. Fir die Rektion in dieser Arbeit wurde der Reaktionspuffer
der Carboxylase Reaktion (0,1 M Tris HCI, pH 8,0) als Puffer getestet. Die Reaktion wurde

durch Zugabe von 0,22 mM Glukose gestartet und bei 340 nm am Photometer verfolgt.

3.14.5. Berechnung der spezifischen Enzym-Aktivitat

Die Berechnung der Aktivitat erfolgte nach folgenden Gleichungen:

Ay, = AE xV
Atxvxexd
Aspz — AVOI
Cc
Avoi:  Volumenaktivitat [MM/min] = [umol/min x ml]
= [U/ml]

Aspz: spezifische Aktivitat [U/mg]
V: Gesamtvolumen des Ansatzes [mi]
o) VVolumen der eingesetzten Proteinlosung  [ml]
d: Schichtdicke der Kiivette [cm]
€ molarer Extinktionskoeffizient [I/cm x mM]
c: Proteinkonzentration [mg/ml]

Die Enzymeinheit (U) wird definiert als die Aktivitat, die den Umsatz von 1 umol Substrat
bzw. die Bildung von 1 pmol Produkt in einer Minute katalysiert. Die spezifische Aktivitat
wird in Einheiten pro Milligramm Protein angegeben. 1 Unit entspricht somit der Reaktion

von 1 umol CoA-Ester pro Minute.
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3.15. Chemikalien

Fur die Versuche wurden die benétigten Chemikalien, falls nicht gesondert vermerkt, von den
Firmen AppliChem GmbH (Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz), Gerbu (Gailberg), Merck
(Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma
(Taufkirchen) bezogen.

3.16. Chemische Methoden
3.16.1 Analytik

Die NMR-Spektren wurden an den Geraten Avance DPX 250 [250.13 MHz (*H) und
62.77 MHz (**C)], Avance 300 [300.13 MHz (*H) und 75.47 MHz (*3C)], Avance 500
[500.13 MHz (*H) und 125.77 MHz (**C)] der Firma Bruker (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen) aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen der Signale sind in ppm angegeben
und beziehen sich entweder auf Tetramethylsilan als externen Standard (6 = 0 ppm) oder auf
das verwendete Ldsungsmittel, das jeweils in Klammern angegeben ist. Die Angaben

beziiglich der Signale bedeuten:

s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quartett), m (Multiplett)

Fur die Aufnahme der Infrarot-Spekten (IR) wurde ein Spektrometer vom Typ Bruker IFS 66
sowie ein Vector 22 FT-IR Spektrometer (beide Bruker Daltonik GmbH, Bremen) verwendet.
Die Proben wurden entweder als Kaliumbromid-Pressling oder als Flussigkeitsfilm zwischen
Natriumchlorid-Platten vermessen. Die Messwerte sind in reziproken Wellenlangen (cm™)

angegeben. Die Angaben zur Bandenintensitat bedeuten:

br = breit, s = stark, m = mittelstark, w = schwach

Fur die GC/MS Analytik wurden ein Trace 2000 GC mit Best PTV-Injektor mit Autosampler
AS 2000 (Séule 30 m x 0,25 mm ID, Film: DB 5 MS (0,25 pum)) und ein Einfach-
Quadrupolmassenspektrometer Finnigan Trace MS fur die Massenspektrometrie-Kopplung
(Thermo Finnigan, Egelsbach) oder ein Gaschromatograph der Firma Hewlett Packard 5890
Series Il (Tragergas: He, Saule:HP-5MS, 30 m x 0,25 mm ID, Phasendicke 0,25 um),

gekoppelt an einen massenselektiven Detektor der Firma Finnigan Mat (Modell MAT 95)
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verwendet. Des Weiteren stand ein Gaschromatograph der Firma Agilent 6890 (Tragergas:
He) an einen massenselektiven Detektor gekoppelt zur Verfligung. Die hochaufgeldsten
Massenspektren wurden an einem Spektrometer des Typs micro-TOF-Q (ESI) der Firma
Bruker (Bruker Daltonik GmbH, Bremen), einem TSQ 7000 mit ESI 2-Quelle (Fa. Finnigan
Mat) oder mit einem Spektrometer der Firma Joel vom Typ JMS-SX-102A aufgenommen.

Die Kapillargaschromatographie wurde an einem Focus GC der Firma Thermo Finnigan
(Tréagergas: Hy, Saule: DB1, 25 m Lénge, 0,2 um Phasendicke) durchgefiihrt. Zu vermessende
Reinproben wurden mit Diethylether verdiinnt. Reaktionsgemische wurden zuvor Uber eine
kurze Kieselgelsdule (Laufmittel: Diethylether oder Ethylacetat) gereinigt. Die
gaschromatographische Bestimmung des Reaktionsansatzes erfolgte durch Integration der

entsprechenden Signale.

3.16.2 Chromatographie

Saulenchromatographische Trennungen wurden mit Kieselgel 60 (70-230 mesh) der Firma
Merck (Darmstadt) durchgefihrt. Fir die analytische Dunnschichtchromatographie standen
DC-Alufolien (Kieselgel 60, Fys4) der Firma Merck (Darmstadt) zur Verfugung. Die

Chromatogramme wurden mit folgenden Reagenzien entwickelt:

a) Cer(1V)-sulfat-Reagenz: 25 g Molybdénsaure (MoO3 x H,0)
10 g Cer(1V)sulfat (Ce(SO4)>)
60 ml konz. Schwefelséure
940 ml demineralisiertes Wasser

Die Chemikalien ergeben ein Reagenz, das bei Entwicklung mit dem HeiBluftfon blaue
Flecken auf dem Chromatogramm entstehen l&sst.

b) Kaliumpermanganat-Reagenz: 2 %-ige Kaliumpermanganat (KMNQO,)-L6sung
in 0,2 M Schwefelséure

Nach dem Eintauchen der DC-Folie in die Reagenzldsung und anschliefendem Wéssern

erscheinen die Substanzen als braune Flecken.
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¢) Anisaldehyd-Reagenz: 0,5 ml Anisaldehyd
10  ml Essigséure 85%
5 mlH;SO, 98%
ad 100  ml Methanol

Das Reagenz bewirkt die Bildung von Flecken auf dem Chromatogramm nach Entwicklung
mit dem Heil3luftfon.

Fur die Trennungen Uber semi-praparative Hochleistungsflussigkeits-Chromatographie
(HPLC) stand eine Pumpe K-501 und ein RI-Detektor K-2400 der Firma Knauer (Knauer
Wissenschaftliche Geratebau Dr. Ing. Herbert Knauer GmbH, Berlin) zur Verfiigung. Die
verwendeten S&ulen waren vom Typ Nucleosil 100-10 (20 mm x 250 mm) und Eurospher

100-55 (8 mm x 250 mm).

3.16.3 Reagenzien und Ldsungen

Die verwendeten Chemikalien wurden bei den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Fluka
(Buchs, Schweiz), Acros (Thermo Fisher Scientific, Geel, Belgium) und Alfa Aesar (Alfa
Aesar GmbH & Co KG A Johnson Matthey Company, Karlsruhe) bezogen und ohne weitere
Reinigung eingesetzt.

Samtliche Losungsmittel, mit Ausnahme von Diethylether, wurden vor Gebrauch destilliert.
Tetrahydrofuran, sowie Methyl-tert-butylether wurden Gber Natrium mit Benzophenon als
Indikator von Wasserspuren befreit (Destillation). Toluol, Dichlormethan und Diethylether
wurden Uber Calciumhydrid getrocknet, Methanol Uber Magnesium. Ethanol wurde Uber
Natrium absolutiert.

Die Losungsmittel fir die Sdulenchromatographie wurden ebenfalls durch Destillation

gereinigt. Alle Laufmittelzusammensetzungen stellen Volumenverhaltnisse dar.
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4. Ergebnisse

4.1. Isolierung der Wildtyp-Carboxylasen aus P. aeruginosa und P. citronellolis

Die Verwertung von linearen Terpenoiden in P. aeruginosa und P. citronellolis erfolgt tber
einen induzierbaren Abbauweg. Wahrend eines Wachstums der Organismen auf Substraten
ohne Bezug zu Terpenen wie z.B. Glukose oder Fettsauren, aber auch auf Substraten des Liu
(leucine/isovalerate utilisation) Weges wie z.B. Leucin oder Isovalerianséaure erfolgt keine
Expression der Gene des Atu (acyclic terpene utilisation) Weges. Proteine des Atu
Abbauweges konnen lediglich in Zellen nachgewiesen werden, welche auf azyklischen
Monoterpenen, wie z.B. Citronellol, Geraniol bzw. deren korrespondierenden Terpen-
aldehyden Citronellal und Geranial oder auch den entsprechenden Sauren Citronellsaure und
Geranylsaure als C- und Energiequelle angezogen wurden (Férster-Fromme & Jendrossek,
2006). Der Nachweis der Expression der so induzierten Gene erfolgt Gber die Carboxylasen
des Atu- und Liu-Weges (Geranyl-CoA Carboxylase [GCase], Metylcrotonyl-CoA
Carboxylase [MCase]), welche aufgrund einer Biotin-haltigen Untereinheit relativ einfach

nachgewiesen werden kénnen (Hoschle et al., 2005).

Fur die Gewinnung der Wildtyp-Carboxylasen aus P. aeruginosa bzw. P. citronellolis fur
weiterfihrende Untersuchungen wurden die Stdmme in Mineralmedium mit Isovalerianséure
bzw. Citronellsaure als C-Quelle angezogen (Kap.3.9.1.). Als Kontrolle erfolgte die Anzucht
der Stdimme in Mineralmedium mit Glukose als C-Quelle. Die Kulturen wurden in der
exponentiellen Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet und im folgenden Verlauf der
Arbeiten mittels French-Presse (Kap.3.9.2.) aufgeschlossen. Die Aufreinigung der Biotin-
haltigen Carboxylasen aus den l6slichen Zellextrakten erfolgte Uber Affinitats-
chromatographie mit Hilfe des Saulenmaterials ImmunoPure® Immobilized Monomeric
Avidin Gel (PIERCE, Rockford, USA) wie im Abschnitt 3.9.3. beschrieben. Die Ergebnisse
der Aufreinigung, welche mittels SDS-PAGE (Kap.3.8.2.) kontrolliert wurde, sind in der
Abbildung 4.1 dargestellt. Dabei war ersichtlich, dass eine partielle Aufreinigung der Biotin-

haltigen Proteine tiber das gewahlte Sdulenmaterial méglich war.
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Abb.4.1:  Aufreinigung der verschiedenen Rohextrakte von P. aeruginosa Uber monomeres Avidin

Gel

Jeweils 10 pl der Proben wurden (ber ein 12 %iges SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie
geféarbt. Gezeigt sind die Ergebnisse der [A] Reinigung des Rohextraktes gewonnen aus Zellen
gewachsen auf Glukose, [B] Reinigung des Rohextraktes gewonnen aus Zellen gewachsen auf
Isovaleriansdure und in [C] Reinigung des Rohextraktes gewonnen aus Zellen gewachsen auf
Citronellsdure als C- und Energiequelle. M: Marker; RE: Rohextrakt; W: Waschfraktion; E:
Elutionsfraktion

Verglich man die einzelnen Protein-haltigen Fraktionen miteinander (Abb. 4.2) so konnten
die Unterschiede zwischen den einzelnen Anzuchtsbedingungen deutlich festgestellt werden.
Im Vergleich zu Zellen, die auf Glukose im Medium angezogen wurden (Abb. 4.2, Spur 1, 2
Banden), waren bei Verwendung von Isovalerianséure als C-Quelle zwei zusatzliche Banden
im Gel zu erkennen (Abb. 4.2, Spur 2). Bei Wachstum auf Citronellsaure als C-Quelle
konnten zusatzlich 3 Banden im Vergleich zu auf Glukose gewachsenen Zellen festgestellt
werden (Abb. 4.2, Spur 3). In friiheren Arbeiten (Hoschle et al., 2005) wurde gezeigt, dass es
sich bei der hier mit ,,4-5* markierten Bande um eine Doppelbande handelte, welche sich
jedoch unter den gegebenen Bedingungen nicht gut sichtbar auftrennen l&sst. Ferner konnte in
der Arbeit von Hoschle et al. (2005) eine Zuordnung der Proteine zu den entsprechenden
Banden im SDS-Gel erfolgen. Diese Zuordnung ist in der Abb. 4.2 angegeben. Infolgedessen
konnte gezeigt werden, dass in Glukose gewachsenen Zellen nur ein Biotin-haltiges Protein,
dessen kodierende Sequenzen konstitutiv exprimiert wurden, nachweisbar ist. Dieses Protein
(putative Acetyl-CoA Carboxylase) ist dabei jedoch nicht an der Carboxylierung von Methyl-

verzweigten Substanzen beteiligt (Hoschle et al., 2005). In mit Isovaleriansdure gewachsenen
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4. Ergebnisse

Zellen konnte ein weiteres Protein, welches sich aus den beiden Untereinheiten LiuD und
LiuB zusammensetzt, identifiziert werden. Diese beiden Untereinheiten bilden die
Methylcrotonyl-CoA Carboxylase (Hoschle et al.,, 2005), deren Beteiligung am
Leucin/Isovaleriansédure Abbau und deren spezifische Induktion durch Wachstum auf diesen
Substanzen bereits gezeigt werden konnte (Hector & Fall, 1976a; Hector & Fall, 1976b; Fall
& Hector, 1977). In mit Citronellsdure gewachsenen Zellen war im Vergleich dazu ein
weiteres Biotin-haltiges Protein zu beobachten, welches sich aus den beiden Untereinheiten
AtuF und AtuC zusammensetzt. Die so gebildete Geranyl-CoA Carboxylase wird lediglich in
Zellen induziert, welche auf azyklischen Monoterpenen als C- und Energiequelle angezogen
wurden (Forster-Fromme & Jendrossek, 2006). Bereits bekannte Ergebnisse konnten somit an

dieser Stelle erfolgreich reproduziert werden.

kDa 1 M 2 M 3
100 —
— LiuD, 74kDa
75— - — 5 <~ AwF, 71kDa
3 — PA5434,63kDa
— 4~5\\< LiuB, 58kDa
50— - — 64 \AwmC, 58kDa
PA5436, 48 kDa
37

Abb.4.2:  Vergleichende Darstellung der aufgereinigten Proteinfraktionen von unterschiedlich
angezogenen P. aeruginosa Zellen. Die Zuordnung der Poteinbanden erfolgte dabei
aufgrund der Ergebnisse in Hoschle et al. ( 2005).
1: aufgereinigter Rohextrakt von auf Glukose gewachsenen Zellen, M: Marker, 2: aufgereinigter
Rohextrakt von auf Isovaleriansdure gewachsenen Zellen und 3: aufgereinigter Rohextrakt von
auf Citronellsdure gewachsenen Zellen

4.2. Versuche zur Bestimmung der Enzymaktivitat von Wildtyp-Carboxylasen

Das Schlusselenzym des Citronellolstoffwechsels, die Geranyl-CoA Carboxylase, wurde
schon von Seubert und Mitarbeitern aus P. citronellolis aufgereinigt und naher charakterisiert
(Seubert et al., 1963). In diesen Arbeiten wurde festgestellt, dass das Enzym durch das
Wachstum mit Citronellol als C-Quelle im Medium induziert wird und nur das cis-Geranyl-
CoA als Substrat akzeptiert (Seubert et al., 1963). Durch Hdéschle et al. (2005) konnte in der
Vergangenheit gezeigt werden, dass auch die Geranyl-CoA Carboxlase aus P. aeruginosa ein
durch das Wachstum auf Isoprenoiden als C-Quelle induzierbares Enzym darstellt. Des
Weiteren konnten durch Verwendung von Rohextrakten von P. aeruginosa PAO1 Zellen
Carboxylase-Aktvitaten bestimmt werden (Forster-Fromme et al., 2006). Diese lagen bei
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Zellen, welche mit Citronellsdure gewachsen waren bei 15 mU/mg mit GCoA bzw. beli
33 mU/mg bei MCoA als Substrat. Wurden dagegen Zellen getestet, welche mit
Isovaleriansdure als C-Quelle gewachsen waren, so konnte eine Aktivitat von 45 mU/mg mit
MCoA als Substrat, jedoch keine Akivitiat mit GCoA als Substrat erhalten werden (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Spezifische GCase und MCase Aktivitaten von I6slichen Zellextrakten?
(*Forster-Fromme et al., 2006; 2Forster-Fromme, 2008)

Stamm und C-Quelle Spezifische Aktivitat (mU/mg)
GCase MCase

'P. aeruginosa PAO1, <3 <3

Glukose

'p. aeruginosa PAO1, 15 33

Citronellsdure

p. aeruginosa PAO1, <3 45

Isovaleriansaure

°P. citronellolis, <2 nb

Glukose

2p. citronellolis, 28 nb

Citronellsaure

2p_ citronellolis, <2 nb
Isovaleriansaure

®Aufgrund der vorliegenden NADH Oxidase Aktivitaten in den Stammen kann eine signifikante Carboxylase
Aktivitat nur Gber 3 mU/mg bestimmt werden.
Legende: nb: Aktivitét nicht bestimmt

In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls Bestimmungen zu den Aktivitdten der drei
verschiedenen Zellextrakte durchgefuhrt. Hierfur wurden die P. aeruginosa PAO1 Zellen in
Mineralmedium mit Glukose, Citronellsdure oder Isovaleriansdure als C-Quelle angezogen.
Bei den verwendeten CoA-Estern Geranyl-CoA (GCoA) und Methylcrotonyl-CoA (MCoA)
handelte es sich um Verbindungen, welche nach der Methode des gemischten Anhydrids
(Guan et al., 1999; Forster-Fromme et al., 2006, Kap.3.11.) aus Geranylsaure bzw. 3-Methyl-
Crotonsdure als Ausgangsverbindungen selbst synthetisiert wurden. Lediglich vom MCoA
stand auch eine kommerziell erh&ltliche Verbindung zur Verfiigung. Durch eine erfolgreiche
Reaktion mit diesem konnte somit das selbsthergestellte Substrat kontrolliert und bei
Vergleich beider Substrate auf den Erfolg der Synthese geschlossen werden. Ein weiterer
Vergleich von gekauftem und selbstsynthetisiertem MCoA war mittels HPLC-Analyse
moglich (Kap.4.7.1.). Ferner wurden die Verbindungen ber HPLC-(ESI)-MS Analyse
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4. Ergebnisse

(Kap.3.13.) untersucht. Mittels dieser Methode konnten die selbstsynthetisierten
Verbindungen ber ihre Masse bestétigt werden (Tab. 4.2.).

Tab. 4.2: Bestatigung der CoA-Ester Substrate Uber ihre Masse (HPLC-(ESI)-MS Analyse)

Substanz MS (ES’) m/z (%)
CoenzymA 766 (16), 686 (7), 631 (3), 419 (4), 413 (4), 383 (100), 357 (5),
(CoA) 315 (6), 255 (3), 245 (4)

Methylcrotonyl- 848 (61), 768 (9), 713 (5), 453 (5), 424 (100), 408 (3), 383 (36),
CoA (MCoA) 356 (5), 315 (15), 282 (4), 243 (5)

Citronellyl-CoA 918 (49), 838 (8), 489 (4), 459 (100), 391 (6), 383 (10), 306 (3),
(CCoA) 295 (4), 231 (4)

Geranyl-CoA 916 (21), 836 (5), 686 (4), 488 (3), 458 (100), 421 (5), 395 (9),
(GCoA) 383 (92), 315 (14), 289 (4)

In den vorliegenden Messungen konnten fiir Zellen, welche mit Glukose als C-Quelle
angezogen wurden, jeweils Aktivitdten von 7 mU/mg mit GCoA und MCoA als Substrate
erzielt werden. Da in mit Glukose gewachsenen Zellen weder der Citronellolstoffwechsel
noch der Leucin Abbauweg aktiv ist, konnten diese Aktivitaten als Hintergrundreaktion
angesehen werden. Mit Extrakten, bei denen durch Wachstum auf Citronellséure der Atu- und
der Liu-Weg induziert wurden, konnten Aktivitaten sowohl mit GCoA als auch mit MCoA
beobachtet werden. Die GCase Aktivitat dieser Extrakte lag bei 11 mU/mg und die MCase
Aktivitdt bei 47 mU/mg. Vergleichend dazu lag die ,,GCase Aktivitdt” von Isovaleriansiure-
Zellen bei 6 mU/mg und somit im Hintergrundbereich. Die MCase Aktivitét dieser Zellen lag
bei deutlichen 54 mU/mg. Die erhaltenen Daten (Tab. 4.3) waren somit vergleichbar mit den
Ergebnissen, welche schon zuvor in der Arbeitsgruppe Jendrossek erhalten werden konnten
(Tab. 4.1).
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Tab. 4.3: Spezifische GCase und MCase Aktivitdten von ldslichen Zellextrakten

Stamm und C-Quelle Spezifische Aktivitat (mU/mg)
GCase MCase
P. aeruginosa PAOL, 7+4! 7+4°
Glukose
P. aeruginosa PAOL, 11 +6° 47 +11°
Citronellsdure
P. aeruginosa PAOL, 6+2° 54 + 22°
Isovaleriansaure
Legende: ' 11 unabhdngige Messungen, % 6 unabhingige Messungen, °: 21 unabhangige Messungen,

*: 9 unabhangige Messungen, °: 5 unabhangige Messungen und °: 4 unabhangige Messungen

Im weiteren Verlauf wurden die l6slichen Extrakte, gewonnen aus Zellen, welche mit

unterschiedlichen C-Quellen angezogen wurden, tber Avidin-Gel als Sdulenmaterial partiell

aufgereinigt (vgl. Abb. 4.1). Die erhaltenen Proteinfraktionen wurden aufgrund storender
Effekte des Elutionspuffers in 100 mM Tris HCI pH 8,0 umgepuffert. Da Uber diese

Aufreinigung auch nur sehr wenig Protein erhalten werden konnte, erfolgte zusétzlich ein

Aufkonzentrieren entsprechender Losungen mittels Vivaspin Zentrifugationskonzentrations-

einheiten. Somit war es moglich partiell aufgereinigtes Protein fir die weiteren

Untersuchungen zu erhalten.

kDa M 1 2 3

1007 LD, 74kD

iuD, a
75 — ..  AwF,  71kDa
<— PA5434, 63kDa
LiuB, 58 kDa
50 — ~ AtwC, 58kDa
PA5436, 48kDa

37—

Abb. 4.3: Proteinhaltige Fraktionen aus P. aeruginosa nach Aufreinigung Uber Avidin-Gel,

Umpufferung und anschlieBender Aufkonzentrierung

Jeweils 10 pl der Proben wurden ber ein 12 %iges SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie
gefarbt. M: Marker, 1: Protein aufgereinigt aus Rohextrakt von mit Glukose angezogenen Zellen
(0,34 mg/ml), 2: Protein aufgereinigt aus Rohextrakt von mit Isovaleriansdure angezogenen
Zellen (0,29 mg/ml) und 3: Protein aufgereinigt aus Rohextrakt von mit Citronellsaure

angezogenen Zellen (0,24 mg/ml)

Wurden so aufgereinigte Proteine folgend in den Carboxylase Assay eingesetzt, so konnten

fir mit Glukose angezogenen Zellen und daraus resultierendes aufgereinigtes Protein keine

Aktivitdten mit MCoA als auch mit GCoA bestimmt werden. Aus Isovaleriansidure Extrakten
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(Iso Rohextrakt) erhaltenes Protein zeigte im Assay keine Aktivitdt mit GCoA. Mit MCoA
dagegen konnten Aktivitdten von 5800 mU/mg mit gekauftem MCoA und 4600 mU/mg mit
selbstsynthetisierten MCoA erhalten werden. Bei der Verwendung von Protein, welches aus
Citronellsaure Zellen (Cs Zellen) gewonnen wurde, wurden Aktivitdten von 2600 mU/mg mit
gekauftem MCoA und 1900 mU/mg mit selbstsynthetisierten MCoA erreicht. Wurde GCoA
als Substrat in den Assay eingesetzt, so konnte keine signifikante Absorptionsanderung
beobachtet werden. Vereinzelt konnte jedoch eine ,,Aktivitit“ von um die 3,5 mU/mg
berechnet werden. Da dieser Wert allerdings unter dem bestimmten Wert fiir Rohextrakt von
P. aeruginosa PAO1 Glukose Zellen lag (7 mU/mg) und auch keine deutliche Anderung der
Absorption zu beobachten war (Abb. 4.4), ist hier von keiner signifikanten Aktivitat zu

sprechen.

Tab. 4.4: Spezifische GCase und MCase Aktivitaten von aufgereinigten Zellextrakten

Isolierte  Proteinfraktionen Spezifische Aktivitat (mU/mg)
aus P. aeruginosa PAO1 GCase MCase
Rohextrakt

GCOAsynth. MCOAsynth. |VlCOAgek.
Protein Glu nn’ nn* nn*
(Glukose Zellen)
Protein Cs 35+8° 1900 + 12007 2600 + 855
(Citronellsaure Zellen)
Protein Iso nn' 4600 + 966" 5800 + 550°

(Isovaleriansdure Zellen)

Legende: nn: Aktivitét nicht nachweisbar; *: 4 unabhangige Messungen, % 10 unabhangige Messungen,
%. > 10 unabhangige Messungen, *: 2 unabhangige Messungen

An dieser Stelle konnten sowohl mit gekauftem als auch mit selbstsynthetisiertem MCoA
Aktivitdten mit Proteinen aus Citronellsdure (Cs) und Isovaleriansdure (Iso) Zellen bestimmt
werden. Dabei lagen die Aktivitdten mit gekauften MCoA als Substrat um das 1,3-fache
hoher als bei Einsatz von selbsthergestellem CoA-Ester. Da nach der Synthese die CoA-Ester
nicht weiter aufgereinigt wurden, liegt die Vermutung nahe, dass die etwas geringeren
Aktivitdten der Proben mit diesem Substrat auf noch enthaltenen Verunreinigungen
zurtickzufuhren sind. Ein Fehler bei der chemischen Synthese konnte aufgrund dieser
Ergebnisse jedoch ausgeschlossen werden. Eine GCase Aktivitdt war dennoch nicht zu
beobachten.

In den folgenden Abbildungen sind zum besseren Verstandnis charakteristische Carboxylase

Assays graphisch dargestellt. In der Abb. 4.4 ist der Verlauf des Geranyl-CoA Carboxylase
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Assays gezeigt. Bei Einsatz von 10 pl Protein aus Cs Zellen (Konz. 0,09 mg/ml) und 20 pl
GCoA (Konzentration im Ansatz: 1 mM) wird deutlich, das hier keine sinifikante Aktivitat
beobachtet werden konnte. Ein vergleichbarer Verlauf wurde auch fiir die Proteinfraktionen,
welche aus Glukose Zellen aufgereinigt wurden, erhalten (Daten nicht gezeigt). Wurde der
Ansatz mit 10 pl Protein (Konz. der Proteinlésung 0,08 mg/ml) aufgereinigt aus Rohextrakt
von Isovalerianséure Zellen und MCoA (Konz. im Ansatz: 1 mM) angesetzt, so wurde der
Verlauf, wie er in den Abb. 4.5 und 4.6 dargestellt ist, erhalten. Bei Verwendung von
gekauftem MCoA konnte im Vergleich zum selbstsynthetisiertem MCo0A eine lineare
Reaktion (ber einen langeren Zeitraum (20 min) beobachtet werden (Abb. 4.5). Vergleichend
dazu beginnt in der Abb. 4.6 der entsprechende Reaktionsverlauf bei Einsatz von

selbstsynthetisiertem MCoA ab ca. 10 min leicht abzuflachen.
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Abb. 4.4: Messung der GCase Aktivitat von Protein aufgereinigt aus Citronellsaure Zellen des
Stammes P. aeruginosa PAO1
Dargestellt ist ein Enzymassay mit 10 ul aufgereinigter Proteinlésung (0,09 mg/ml) im Ansatz.
Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 pl GCoA als Substart, wobei eine Anderung
der Absorption im Vergleich zur Reaktion ohne GCoA (Hintergrund) hier jedoch nicht zu
beobachten ist.
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Abb. 4.5: Messung der MCase Aktivitdt von Protein aufgereinigt aus Isovaleriansédure Zellen des
Stammes P. aeruginosa PAO1
Dargestellt ist ein Enzymassay mit 10 pl aufgereinigter Proteinlésung (0,08 mg/ml) im Ansatz.
Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 pl MCoA (Sigma). Aus der zu
beobachtenden Absorptionsénderung konnte eine Aktivitat von 5400 mU/mg berechnet werden.
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Abb. 4.6 Messung der MCase Aktivitdt von Protein aufgereinigt aus Isovaleriansédure Zellen des
Stammes P. aeruginosa PAO1
Dargestellt ist ein Enzymassay mit 10 ul aufgereinigter Proteinlésung (0,08 mg/ml) im Ansatz.
Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 ul MCoA (synthetisiert). Aus der hier zu
beobachtenden Absorptionsanderung konnte eine Aktivitat von 5900 mU/mg berechnet werden.

Obwohl beide Verbindungen, das Methylcrotonyl-CoA ebenso wie das Geranyl-CoA, Uber
die gleiche Methode synthetisiert und die Assays unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt
wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die fehlende Aktivitdt und damit die
scheinbare Inaktivitat des Enzyms aus P. aeruginosa mit Geranyl-CoA als Substrat durch eine
zu geringe Konzentration des Enzyms, ein ,,falsches* Substrat oder durch das Fehlen einer
wichtigen Komponente, welche bei der Aufreinigung verloren gegangen ist, bedingt sein
konnte.

Dem moglichen Einfluss einer zu geringen Proteinkonzentration konnte durch
Aufkonzentrierung der entsprechenden Proteinlésungen begegnet werden. Ungeachtet dessen
waren bei Einsatz dieser Proteinproben (bis zu 100 pg im Ansatz) jedoch ebenfalls keine
GCase Aktivitaten festzustellen. Eine Absorptionsédnderung konnte auch bei diesen Ansatzen
nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Auch das mdgliche Fehlen von zusétzlichen
Faktoren, die fir das Enzym und seine Funktion zwar essentiell sind, wahrend der
Aufreinigung des Rohextraktes aber durch Abwaschen von der Sdule mdoglicherweise
verloren gehen, wurde untersucht. In der Annahme also, das solche Faktoren im Rohextrakt
zu finden sind, wurde aufgereinigte Geranyl-CoA Carboxylase (Protein Cs Zellen) mit
Rohextrakt von P. aeruginosa (RE Cs) gemischt auf Eis inkubiert oder direkt im Assay
eingesetzt. Weiterhin erfolgte die nacheinander folgende Zugabe von Rohextrakt und
Proteinlosung. In all diesen Fallen konnte keine verstarkte Abnahme der Absorption bedingt
durch die eingesetzte Proteinlésung festgestellt werden. Die Aktivitaten, welche erhalten
werden konnten, entsprachen bei diesen Reaktionen den Aktivitaten, wie sie mit Rohextrakt
von Cs Zellen allein erhalten wurden. Gleiche Experimente wurden mit Rohextrakt von mit
Glukose gewachsenen Zellen durchgefiihrt (RE Glu). Eine Aktivitéat der aufgereinigten GCase

konnte auch in diesen Versuchen nicht festgestellt werden. Somit war es nicht mdglich die
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Aktivitat der aufgereinigten Geranyl-CoA Carboxylase mit Hilfe von moglichen Faktoren im
Rohextrakt von P. aeruginosa wieder herzustellen (Tab. 4.5). Aufgrund dieser Ergebnisse und
der Tatsache, dass die Uber die gleiche Methode aufgereinigte Methylcrotonyl-CoA
Carboxylase aus P. aeruginosa aktiv ist, ist es unwahrscheinlich, dass die nicht vorhandene

Aktivitat der GCase auf das Fehlen von zusatzlichen Faktoren zuriickzufiihren ist.

Tab. 4.5:  Versuche zur Wiederherstellung der Aktivitat der aufgereinigten Geranyl-CoA Carboxylase
(Protein Cs Zellen) aus P. aeruginosa

Ansatz + Geranyl-CoA Aktivitat Beobachtung im Verlauf des
in Carboxylase Assays
muU/mg

1. Messung der Rohextrakte einzeln mit anschlieBender Zugabe der Proteinlésung
Rohextrakt 6,0 + Protein Cs Zellen keine Zunahme der
Glukose Zellen (RE Glu) Absorptionsabnahme
Rohextrakt 14,8 + Protein Cs Zellen keine Zunahme der
Citronellsaure Zellen (RE Cs) Absorptionsabnahme

2. Messung der Mischungen aus Rohextrakte und Proteinldsung

RE Glu + Protein Cs Zellen 3,8
(RE Cs + Protein Cs Zellen)g;s 16,8
(RE Cs + Protein Cs Zellen) 8,2

3. Messung von Rohextrakt P. citronellolis und aufgereinigtem Protein aus P. aeruginosa

Rohextrakt 325 muU/ml
Citronellsaure Zellen (RE Pc Cs)
RE Pc Cs + Protein Cs Zellen 237 mU/ml

Um zu untersuchen, ob gegebenenfalls im Geranyl-CoA Substrat sich auf die Enzymaktivitat
auswirkende und somit stérendende Komponenten vorhanden sind, wurden Reaktionen
angesetzt, bei denen zunéchst die Zugabe von GCoA als Substrat und folgend die Gabe von
MCoA, mit welchem bereits Aktivitaten erhalten werden konnten, zum Ansatz erfolgte. Bei
diesen Untersuchungen konnten, wie bereits zuvor keine Aktivitdten von aufgereinigtem
Protein aus mit Citronellsdure gewachsenen Zellen mit GCoA beobachtet werden. Bei der
sich anschlieBenden Zugabe von MCoA war es jedoch mdglich Aktivitdten bis zu
1500 mU/mg zu erhalten (Abb. 4.7). Diese Aktivitaten lagen im Bereich der bereits
erhaltenen Aktivitaten, wodurch ein negativer Einfluss vom GCoA und méglichen zusatzlich

enthaltenen Komponenten zumindest fir die MCase Aktivitat zundchst ausgeschlossen wurde.
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4. Ergebnisse

In einer anderen Reaktion wurde nach der Zugabe von MCoA, wodurch eine entsprechende
Absorptionsdnderung beobachtet werden konnte, weiteres GCoA der Reaktion zugesetzt.
Nach dieser Zugabe wurde der Verlauf der Reaktion jedoch in diesem Falle so beeinflusst,
dass eine Verringerung der Absorptionsdnderung und damit ein Abflachen der Reaktion zu
beobachten war. Um auszuschliel3en, dass es sich bei diesen Ergebnissen um Auswirkungen
bedingt durch Verwendung unterschiedlicher Chargen an Protein bzw. Substrat handelte,

wurden beide Reaktionen entsprechend mit gleichen Proben wiederholt.

GCoA MCoA
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Abb. 4.7: Messung der Aktivitat von Protein aufgereinigt aus Citronellsdure Zellen des Stammes
P. aeruginosa PAO1
Dargestellt ist ein Enzymassay mit 20 ul aufgereinigter Proteinlésung (0,03 mg/ml) im Ansatz.
Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 pl GCoA (1 mM). Nachdem keine Reaktion
mit diesem Substrat festgetellt werden konnte, wurden der Reaktion 20 pl MCoA (1 mM)
zugesetzt. Aus der resultierenden Absorptionsanderung konnte eine Aktivitdt von 1500 mU/mg
berechnet werden.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen festgehalten. Auch in der Abb.
4.8 ist deutlich zu erkennen, dass eine Aktivitat mit GCoA (0,4 mM) mit aufgereinigten
Protein aus Citronellsédure Zellen nicht erhalten werden konnte. Nach der zusatzlichen Zugabe
von MCoA (0,4 mM) war eine Absorptionsédnderung zu beobachten. An dieser Stelle konnte
eine Aktivitdt von 450 mU/mg bestimmt werden. Wurden der Reaktion weitere 0,4 mM
GCoA zugesetzt, so flachte die MCase-Reaktion ab und es konnte lediglich eine Aktivitat von

150 mU/mg berechnet werden.
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Abb. 4.8:
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Messung einer Aktivitat von Protein aufgereinigt aus Citronellsdure Zellen des Stammes
P. aeruginosa PAO1 mit den Substraten GCoA und MCoA

Dargestellt ist ein Enzymassay mit 15 pl aufgereinigter Proteinlgsung (0,2 mg/ml) im Ansatz.
Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,4 mM GCoA, wobei keine Reaktion mit
diesem Substrat festgetellt werden konnte. Nach Zugabe von 0,4 mM MCoA konnte aus der
entsprechenden Absorptionsédnderung eine Aktivitat von 450 mU/mg berechnet werden. Wurden
dem Ansatz weitere 0,4 mM GCoA zugesetzt, so resultierte daraus eine abflachende MCase
Reaktion und damit eine Aktivitat von nur noch 150 mU/mg.

Wurde im Vergleich dazu die Reaktion zunachst mit der Zugabe von MCoA (0,4 mM) als

Substrat gestartet, so konnte nun durch die erhaltene Absorptionsédnderung eine Aktivitat von

1500 mU/mg berechnet werden. Die Zugabe von GCoA resultierte in einem Abflachen der

Reaktion und einer verringerten Aktivitat. Diese betrug vergleichend zur Ausgangsaktivitat
nur noch lediglich 300 mU/mg (Abb. 4.9).

Abb. 4.9:
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Messung einer Aktivitdt von Protein aufgereinigt aus Citronellsdure Zellen des Stammes
P. aeruginosa PAO1 mit den Substraten MCoA und GCoA

Dargestellt ist ein Enzymassay mit 15 pl aufgereinigter Proteinldsung (0,2 mg/ml) im Ansatz.
Durch Zugabe von 0,4 mM MCoA zum Reaktionsansatz konnte eine Reaktion beobachtet und
eine Aktivitadt von 1500 mU/mg berechnet werden. Die Zugabe von 0,4 mM GCoA zu dieser
Reaktion bedingte einen reduzierte Absorptionsanderung und damit eine verringerte MCase
Aktivitat von 300 mU/mg.

Durch diese Ergebnisse konnte nun nicht mehr ausgeschlossen werden, dass die Reaktion mit

Methylcrotonyl-CoA durch die Anwesenheit von Geranyl-CoA, bzw. in der Probe enthaltene
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Substanzen in ihrem Reaktionsverlauf negativ beeinflusst wird. Die Synthese beider CoA-
Ester erfolgte tber die gleiche Methode. Es bleibt somit zu kléaren, ob die Beeinflussung der
Reaktion durch zusatzlich in der Probe enthaltene Substanzen oder durch das GCoA selbst
hervorgerufen wird. Weiterhin stellt sich die Frage, ob das eingesetzte GCoA diesen Einfluss
auch auf die Reaktion der GCase besitzt und somit eine detektierbare Absorptiondnderung

verhindert.

Die synthetisierten Substrate Methylcrotonyl-CoA und Geranyl-CoA konnten bereits durch
die HPLC-(ESI)-MS Analyse uber ihre Masse bestétigt werden. Ein unerwinschtes und damit
falsches Produkt der Synthese, als Ursache fir die fehlende GCase Aktivitat konnte daher
ausgeschlossen werden. Fur die Darstellung von Geranyl-CoA lag allerdings ein
Isomerengemisch der Geranylsdure (Sigma) vor, da isomerenreine Substanzen zum
gegenwartigen Zeitpunkt nicht erhéltlich sind. Nach der Synthese des CoA-Esters wird
folglich ein Gemisch aus cis und trans-Geranyl-CoA erhalten. Da das trans Isomer in der
groleren Menge im Gemisch anfallt, aber vermutlich lediglich das cis Isomer als Substrat
umgesetzt wird (Seubert et al., 1963), kdnnte dies eine Erklarung fur das Fehlen der GCase
Aktivitat darstellen. Um dies ndher zu untersuchen, wurden Versuche unternommen, eine
Kopplung der vorgeschalteten AtuD Reaktion mit dem Carboxylase Assay zu erreichen. Da
AtuD Citronellyl-CoA zu cis-Geranyl-CoA umsetzt, misste somit das entsprechend richtige
Substrat fir die Geranyl-CoA Carboxylase zur Verfugung stehen.

Versuche mit Hilfe von AtuD, der Citronellyl-CoA Dehydrogenase (Forster-Fromme et al.,
2008), direkt cis-GCoA aus Citronellyl-CoA (CCoA) herzustellen und dieses im Assay
einzusetzen, wurden durchgefuhrt. Hierflr wurde versucht die Enzymassays fir AtuD und
GCase zusammenzuftigen. Da beide Assays in verschiedenen Puffersystemen durchgefiihrt
werden, wurde zunéchst getestet, ob der AtuD Assay auch im Tris HCI pH 8 Reaktionspuffer
(anstatt Natriumphosphatpuffer pH 7) durchfuhrbar ist. Da dies der Fall war (Daten nicht
gezeigt), konnte mit dem Versuch der Kopplung beider Assays begonnen werden. Nach einer
Vorinkubation von Rohextrakt E. coli JM109::PA2889 (Stammsammlung Nummer 3311,
AtuD ohne Tag) mit CCoA im entsprechenden Assay Mix wurde die Reaktion der GCase
durch Zugabe der Assaykomponenten gestartet. Dieser Versuch war allerdings nicht
aussagekraftig, da auch ohne Zugabe der Geranyl-CoA Carboxylase eine Abnahme der
Absorption, lediglich durch Zugabe des Carboxylase Reaktionsmixes erfolgte (Abb. 4.10).
Ein Abfall der Absorption und damit ein NADH+H" Umsatz konnte sowohl bei Anwesenheit
der GCase Assay Enzyme (Abb. 4.10 [A]) als auch bei deren Abwesenheit (Abb. 4.10 [B])
beobachtet werden. Da im so ,,gekoppelten* Assay sowohl NADH+H" als auch DCPIP,, und
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PMS gemeinsam im Ansatz vorliegen, kommt es zur Reduktion von DCPIP,, wobei NAD"
und DCPIP,¢4 generiert werden. Durch die so bewirkte Konzentrationsabnahme an NADH+H"
lieRe sich die Absorptionsabnahme ohne Zugabe der Carboxylase erkléren, allerdings war die
Beobachtung der Absorptionsabnahme unabhéngig davon, ob PMS und DCPIP,y im Assay
vorlagen oder nicht (Daten nicht gezeigt). Daher la(t sich vermuten, dass weitere Faktoren
eine Rolle spielen. Eine mogliche Erklarung konnten weitere Dehydrogenasen darstellen,
welche durch die Verwendung des E. coli Rohextraktes als Quelle des AtuDs ebenfalls im
Ansatz enthalten sein muften.

Eine Aussage Uber die Maoglichkeit der Verknlpfung beider Enzymreaktionen und zur

Aktivitat der GCase aus P. aeruginosa konnte an dieser Stelle somit nicht gemacht werden.
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Abb. 4.10:  Darstellung des Versuchs eines gekoppelten Dehydrogenase-Carboxylase-Assays
In [A] erfolgte nach Vorinkubation des AtuD-Assays die Zugabe der Carboxylase-Komponenten,
mit Reaktionsmix, PK/LDH und GCase Enzym. In [B] ist der gleiche Ansatz jedoch ohne
Zugabe des GCase Enzyms dargestellt. (PK: Pyruvat-Kinase, LDH: Lactat-Dehydrogenase)

Die Versuche zur Kopplung beider Enzymreaktionen wurden im weiteren Verlauf dieser
Arbeit auch mit rekombinanten und aufgereinigtem Enzymen aus E. coli wiederholt. Diese
Arbeiten werden im Abschnitt 4.4.3. besprochen.

Um auszuschlieBen, dass die fehlende GCase Aktivitdt auf die Verwendung des
Isomerengemisches als Substrat zurtickzufuhren ist, ist eine Trennung beider Isomere
erforderlich. Diese erfolgte zu einem spateren Zeitpunkt der Arbeit (Kap.4.8.5.). Die
Ergebnisse der entsprechenden Untersuchungen sind im Abschnitt 4.4.4. dargestellt.

Ahnliche Untersuchungen, wie zuvor fiir P. aeruginosa beschrieben, wurden auch mit
P. citronellolis durchgefiihrt (Tab. 4.6). Dazu erfolgte die Anzucht dieses Stammes mit den
drei verschieden C-Quelle Glukose, Citronellsdure und Isovaleriansdure. Entsprechende
Rohextrakte sowie die daraus partiell aufgereinigten Proteinlésungen wurden als

Enzymquelle in den Carboxylase Assay eingesetzt. Wahrend mit Rohextrakt aus Glukose
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Zellen weder Aktivitaten mit GCoA noch mit MCoA festgestellt werden konnten, war es bei
der Verwendung der Rohextrakte aus Citronellsdure und Isovalerianséure Zellen moglich aus
den resultieren Absorptionsédnderungen Aktivitaten mit MCoA als Substrat zu berechnen. Die
Aktivitét lag fur Citronellséure Zellen (RE Cs) bei 51 mU/mg und fir Isovaleriansdure Zellen
(RE Iso) bei 40 mU/mg. Eine GCase Aktivitat der beiden Rohextrakte konnte vergleichend
dazu nicht festgestellt werden. Nach einer partiellen Aufreinigung der Rohextrakte tber
Saulenchromatographie mittels Avidin-Gel konnten im Assay keine zufriedenstellenden
Ergebnisse erhalten werden. Bei der Verwendung der Proteinlésungen aus Glukose und
Citronellsaure Zellen war es nicht moglich Aktivitaten fir GCoA oder auch MCoA zu
dokumentieren. Lediglich eine MCase Aktivitdt der Proteinlosung aufgereinigt aus
Isovaleriansaure Zellen (Protein Iso) konnte bestimmt werden. Diese lag jedoch mit
41 mU/mg sehr deutlich unter der erhaltenen Aktivitdt mit entsprechenden Protein aus

P. aeruginosa (4600 mU/mg).

Da es an diesem Punkt der Arbeit nicht moglich war eine GCase Aktivitdt mit Hilfe von
aufgereinigtem Wildtypenzym zu erhalten, sollten im folgenden Verlauf die codierenden
Sequenzen des Enzyms in E. coli kloniert und das auf diesem Wege rekombinant

synthetisierte Enzym aufgereinigt werden.

Tab. 4.6: Versuche zur Aktivitatsbestimmung von Rohextrakt und aufgereinigten Proteinfraktionen
aus P. citronellolis

Spezifische Aktivitat (mU/mg)

GCase MCase
1. Messung der Rohextrakte
Rohextrakt Glukose Zellen nn nn
(RE Glu)
Rohextrakt nn 51+24
Citronellsaure Zellen(RE Cs)
Rohextrakt nn 40 + 13
Isovaleriansaure Zellen(RE 1s0)
2. Messung der Proteinlésung
Protein Glu Zellen nn nn
Protein Cs Zellen nn nn
Protein Iso Zellen nn 41 + 26

Legende: nn: Aktivitat nicht nachweisbar
Die Ergebnisse stammen jeweils aus mindestens 2 unabhangigen Messungen.
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4.3. Heterologe Expression der Carboxylasen aus P. aeruginosa in E. coli

Bei der Verwendung des Avidin-Gels in der Affinitatschromatographie zur Aufreinigung der
Wildtyp-Carboxylasen uber die jeweilige Biotin-haltige Untereinheit konnte nur sehr wenig
und auch nur partiell aufgereinigtes Protein erhalten werden. Des Weiteren war es fir die so
erhaltene Geranyl-CoA Carboxylase (GCase) nicht moglich eine Aktivitdt mit dem
eingesetzten Substrat Geranyl-CoA (GCoA) zu bestimmen. Fir die weitere Untersuchung des
Abbauweges von der Geranyl-CoA Carboxylase uber die Hydratase bis zur Lyase war die
Geranyl-CoA Carboxylase als Schliisselenzym essentiell. Da auf dem Wege der Isolierung
aus dem Wildtyp aber kein aktives Enzym zur Verfigung stand, mussten andere Wege zur

Gewinnung von Enzym gefunden werden.

4.3.1. Klonierung der codierenden Sequenzen der Carboxylase-Untereinheiten unter
Verwendung des Vektorsystems pJoe4036.1

Da durch den Einsatz des Expressionsvektors pJoe4036.1 bei diversen Proteinen gute
Ergebnisse hinsichtlich der Expression und Synthese an rekombinantem Protein erzielt

werden konnten, sollte dieses System auch an dieser Stelle zur Anwendung kommen.

Die beiden Gene atuC und atuF, welche die beiden Untereinheiten der Geranyl-CoA
Carboxylase codieren, sollten aufgrund ihrer Position zueinander im Gencluster (Abb. 4.11)
zunachst separat amplifiziert und im weiteren Verlauf Gber eine gemeinsame Schnittstelle
(hier: Xbal) ligiert werden (Abb. 4.12).

PA2885 PA2886 PA2887 PA2888 PA2889 PA2890 PA2891 PA2892  PA2893

atuR atuA atuB atuC atuD atuE atuF atuG atulH

PCR1 PCR2

Abb. 4.11:  Schematische Darstellung des atu-Genclusters in P. aeruginosa PAO1
Dargestellt sind die relativen Positionen der Gene des atu-Clusters in diesem Stamm. Pfeile fiir
die PCR 1 und 2 stellen die zu amplifizierenden Genfragmente zur Klonierung der Geranyl-CoA
Carboxylase dar.

Fur die Klonierung des atuC-atuF Konstruktes in den Vektor pJoe4036.1 wurde der Primer
,»atuC_ExpGCase upper” mit einer Ndel- und der Primer ,,atuF ExpGCase lower* mit einer
BamHI Schnittstelle versehen. Fir die spétere Ligation der resultierenden atuC und atuF

Fragmente zum atuC-atuFyis Konstrukt wurde den Primern ,,atuC ExpGCase lower® und
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»atuF_ExpGCase upper eine zusitzliche Xbal Schnittstelle angehéngt. Diese beiden Primer
wurden dabei so gewahlt, dass ein Teil der intergenischen Region bestehen blieb (Abb. 4.12,
blaue Sequenzbereiche). Eine putative Ribosomenbindestelle upstream vom atuF, welche
theoretisch bis zu 20 bp vor dem eigentlichen Startcodon ATG zu finden ist (AGGA, griin
unterlegt), wurde somit mit berticksichtigt und uber die PCR-Reaktion mit amplifiziert.

Ndel atuC, 1617 bp

ATGCCCGCGATCCAGTCGGAACTCGACGTCAACGGCGAGGACTTCGCCCGCAACCGCGAG| InIergerl.I3ereic}1atu(?-atul)

—//— CGGCCGCTGAAGGGCAACAGCTTCG GGGTCGCGAGGTTCTGA | CTGAAACAGGCGAGCCGGCGACAGCCCCTCTCCC |

Xbal

Xval  Intergen. Bereich atuE-atuF atul", 1986 bp

GGGCCCAGTGAGCCACGACCGCGAAACAGGGCAACAGCCTCCEGGAJ}CCGAACGAC IATGCCCAGCTTCAACAAGATCCTCGTCG
[ =]

AACTGGGCTACCGCAGCGTCGCCGTGT —//—- GCGAGCAGGTGCGCAACCGGCAGGTGCTGGTCGAGGTGGAAGCCGACGCCTGA

Banﬂif\

Konstrukt atuC-atuF nach Restriktion und Ligation
uber die gemeinsame Xbal Schnittstelle

Ndel
GGAATTCCATATGCCCGCGATCCAGTCGGAACTCGACGTCAACGGCGAGGACTTCGCCCGCAACCGCGAG —//— CGGCCGCTGRAGG

GCAACAGCTTCGGGGTCGCGAGGTTCTGACTGAAACAGGCGAGCCGGCGATCTAGAGCCACGACCGCGAAACAGGGCAACAGCCTCC
@;CCGAACGACATGCCCAGCTTCAACAAGATCCTCGTCGAACTGGGCTACCGCAGCGTCGCCGTGT —//— GCGAGCAGGTGCGCARA

CCGGCAGGTGCTGGTCGAGGTGGAAGCCGACGCCGGATCCCG
BamHI

Abb. 4.12:  Schematische Darstellung der Klonierung von atuC und atuF und daran beteiligte
Schnittstellen
Die Sequenzen von atuC und atuF sind verkirzt in schwarz, die amplifizierten Intergenischen
Bereiche zwischen atuC und atuD bzw. atuE und atuF in blau sowie Start- bzw. Stopcodon der
Gene in rot dargestellt. Im oberen Bereich der Abbildung sind weiterhin schematisch die Primer
und die Region ihrer Bindung festgehalten (n&here Erlduterungen im Text). Die verwendeten
Schnittstellen sind im oberen Teil als Bestandteil der Primer genannt, im unteren Teil griin und
unterstrichen markiert. Griin unterlegt ist die putative Ribosomenbindestelle (RBS) upstream von
atuF. Fir die Klonierung in den Vektor pJoe4036.1 ist der Verdau mit den Enzymen Ndel und
BamHI noch erforderlich.
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Abb. 4.13:  Vektorkarte des Konstruktes pJoe4036.1::atuCFy;
Néhere Erlauterungen zur Klonierung sind im Text nachzulesen.

Da nicht sichergestellt werden konnte, dass die erfolgreiche Klonierung auch aktives
rekombinantes Enzym hervorbringen wirde, war aufgrund einer mdglichen fehlenden
Aktivitat eine Kontrolle nétig. Mit der MCase konnten sowohl aus dem Rohextrakt von
P. aeruginosa als auch mit dem tber Avidin-Gel aufgereinigten Proteingemisch Aktivitaten
mit MCoA als Substrat bestimmt werden. Aufgrund besagter Aktivitaten sollte es mdglich
sein, die heterologe Expression und die Synthese des gewilinschten Proteins in E. coli bzw.
dessen Aktivitat iber den Enzymassay mit MCoA als Substrat zu kontrollieren.

Die beiden Gene liuB und liuD, welche die Untereinheiten der Methylcrotonyl-CoA
Carboxylase codieren, werden wie in Abb. 4.14 ersichtlich lediglich durch das Gen liuC
getrennt. Es bestand somit die Mdglichkeit, wie bei den Untereinheiten der GCase beide Gene
separat oder gemeinsam mit dem liuC Gen zu amplifizieren. Da sich bei der genaueren
Betrachtung herausstellte, dass sich liuC und liuD in der Sequenz des Stop- bzw. Startcodons
uberlappen, sollten die Gene der Einfachheit halber zun&chst gemeinsam amplifiziert werden
(Abb. 4.15).

PA2011 PA2012 PA2013 PA2014 PA2015 PA2016

liuE  liuD lLiuC liuB liuA LiuR
PCR liuBCD

Abb. 4.14:  Schematische Darstellung des liu-Genclusters in P. aeruginosa PAO1
Dargestellt sind die relativen Positionen der Gene des liu Clusters in diesem Stamm. Der Pfeil
stellt das durch PCR zu amplifizierende Genfragment liuB-liuC-liuD dar (liuBCD).
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Fur die Amplifizierung des Konstruktes liuB-liuC-liuD (liuBCD) aus P. aeruginosa wurden
die Primer ExpMCase_upper und ExpMCase_lower entsprechend abgeleitet und flr die
Klonierung eine Ndel Schnittstelle upstream vom liuB (Primer: ExpMCase_upper) bzw. einer
BamHI Schnittstelle downstream vom liuD (Primer: ExpMCase_lower) integriert. Da eine
weitere Erkennungssequenz fur das Enzym BamHI in der liuB Sequenz (Position 1037 bp)
zufinden war, musste darauf geachtet werden, das richtige Fragment nach dem Verdau zu
isolieren. Nach Ligation mit dem Vektor pJoe4036.1 stand das Konstrukt mit einem C-

terminalem His-Tag fusioniert (liuBCDyis) zur Verfugung (Abb. 4.16).

Ndel

ATGGCCATCCTGCACACCCAGATCAATCCACGCTCCGCCGAGTTCGCGGCCAACGCCGCGACCATGCTGGAACA liuB. 1608 b
14/}
GGTCAACGCCCTGCGCAC —//— GCCCTGGCGCTTTCCGCCGCCCTCAACGCCCCCATCGAGCCGACCGCCTT ’ p

CGGCGTGTTCCGCATGTGA | CGAGTAGACCAGC |ATGAGCGAATTCCAGACCATCCAGCTTGAGATCGACCCGC

liuC, 7980
GCGGCGTAGCCACCCTGTGGCTGGACCGGGCGGAAAAGAACAACGCCTTCAATGCCGTCG —//— GAAGGCCA ? P

GGAAGGCCTGCGCGCCTTCCTGGAGAAACGCACGCCCGCCTGGAGAAACGACGE | AT GA| AcccGGACTACC

GCAGCATCCAGCGCCTCCTGGTCGCCAACCGCGGCGAGATCGCCTGCCGGGT GATGCGCAGCGCGCGCGCCCTC
GGCATCGGCA —//— AGTGAAGGCGCTGTATTGCAGCGAGGGCGAACTGGTCGAGGAAGGCACGCCGCTGGT hul)=1968]ﬂ3

GGAGCTGGACGAGAACCAGGCCTGA

BamHI

Abb. 4.15:  Schematische Darstellung der genetischen Situation im Bereich liuB bis liuD
Die Sequenzen der Gene liuB, liuC und liuD sind verkdrzt in schwarz, die Intergenische Region
zwischen liuB und liuC in blau, sowie Start- bzw. Stopcodon der Gene in rot dargestellt. In der
Abbildung sind weiterhin schematisch die Primer, ihre Schnittstellen und die Region ihrer
Bindung festgehalten (ndhere Erlauterungen im Text). Fir die Klonierung in den Vektor
pJoe4036.1 ist der Verdau mit den Enzymen Ndel und BamHI noch erforderlich.

ploed036.1:liuBCDy;

9005 bps

Abb. 4.16:  Vektorkarte des Konstruktes pJoe4036.1::liuBCDy;s
Né&here Erlauterungen zur Klonierung sind im Text nachzulesen.
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Die Genfragmente wurden aus P. aeruginosa mit Hilfe der PrimeSTAR 'HS DNA
Polymerase der Firma TaKaRa (Lonza) amplifiziert. Die Fragmente (Abb. 4.17) der
entsprechenden Grol3e (atuC: 1656 bp; atuF: 2044 bp; liuBCD: 4401 bp) wurden aus dem Gel
ausgeschnitten und aufgereinigt. Nach Verdau mit den Enzymen Xbal und BamHI im Falle
des Fragmentes atuF, Xbal und Ndel im Falle der Fragmentes atuC bzw. Ndel und BamHI im
Falle des Fragmentes liuBCD schloss sich erneut eine Aufreinigung an. Bei dem Fragment
[iuBCD konnte dabei nicht das richtige Produkt erhalten werden. Aufgrund einer zweiten
BamHI- Schnittstelle im Fragment war ein partieller Verdau mit diesem Enzym nétig. Nach
diesem konnte die Bande mit der richtiger GroRe im Gel festgestellt und isoliert werden

(Daten nicht gezeigt).

bp M 1 2 3

liuBCD

atuF’
atuC

Abb. 4.17:  Amplifizierung der GCase- Untereinheiten atuF und atuC bzw. des MCase-Fragmentes mit
liuBCD mit Hilfe der PrimeSTAR"HS DNA Polymerase der Firma TaKaRa
[A]: Proben der PCR Reaktion; [B]: Proben nach der Aufreinigung der PCR Reaktion
M: Marker Gene Ruler” DNA Ladder Mix, 1: PCR atuF; 2: PCR atuC, 3: PCR liuBCD. Es
wurde jeweils 1pl der Proben aufgetragen.

Nach Ligation von atuF mit atuC und folgend mit dem entsprechend verdauten Vektor
pJoe4036.1 bzw. des Fragmentes liuBCD mit dem Vektor pJoe4036.1 erfolgte im Anschluss
eine Transformation in den Stamm E. coli JM109. Diverse auf AlX-Platten (Amp, IPTG,
X-Gal) gewachsene weille Kandidaten, die scheinbar ein Plasmid-Konstrukt aufgenommen
hatten, wurden (ber Kolonie-PCR getestet. Positive Kandidaten mit dem richtigen
Konstrukten konnten jedoch zuné&chst nicht erhalten werden. Erst nach einigen Durchgéngen
verschiedener Ligations- und Transformationsansdtze konnten fiir das liuBCD Konstrukt
Klone erhalten werden, welche ein positives Signal in der Kolonie-PCR bewirkten (Abb.
4.18). Auch im sich anschlielenden Testverdau und der vollstandigen Sequenzierung dieser
Konstrukte konnte das Ergebnis bestétigt werden. Somit standen zwei positive E. coli Klone
mit dem rekombinanten liuBCD Konstrukt fur weitere Untersuchungen zur Verfligung.

Fir das Konstrukt der GCase konnten unter diesen Bedingungen keine positiven Ergebnisse

erzielt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.18: Testen von E. coli IM109 pJoe4036.1::1iuBCD Transformanten mittels Kolonie-PCR unter
Verwendung der Primer ExpMCase_upper und ExpMCase_lower
M: Marker Gene Ruler DNA Ladder Mix, 1-10: Klone 1/1-1/10, 11: positive Kontrolle
chromosomale DNA von P. aeruginosa, 12: negative Kontrolle Wasser. Auf ein 1 %iges
Agarosegel wurden jeweils 5ul der Proben aufgetragen. Das Fragment liuBCD kann lediglich in
den Klonen Nr. 1/1, 1/2, 1/4, 1/5, 1/7 und 1/10 identifiziert werden.

Da im Falle des atuCF Konstruktes zunachst der Verdau der Einzelfragmente (atuC, atuF)
mit Ndel/Xbal bzw. Xbal/BamHI erfolgte und im Anschluss erst eine Ligation Uber die
gemeinsame Schnittstelle in Angriff genommen wurde, bestand hier die Mdglichkeit der
Bildung groRerer Ligationsfragmente, die nicht dem gewiinschten Produkt entsprachen. Um
die Bildung unbrauchbarer Fragmente zu vermeiden, wurden die amplifizierten Sequenzen
von atuC und atuF in einem neuen Ansatz zunachst mit Xbal geschnitten und folgend Uber
diese gemeinsame Schnittstelle miteinander ligiert. Nach der Ligation erst erfolgte dann der
Verdau mit den Enzymen Ndel und BamHI und die anschliefende Ligation in den Vektor
pJoe4036.1. Nach einigen Versuchen, in denen unterschiedliche Zusammensetzungen bei den
einzelnen Ligations- und Verdauansatzen ausgetestet werden mussten, konnten auch fur
dieses Konstrukt nach Transformation in den Stamm E. coli JM109 positive Kandidaten auf
AlX-Néahragarplatten festgestellt werden. Diese wurden im Folgenden tber Testverdau und
Kolonie-PCR (Abb. 4.19) kontrolliert. Mittels Kolonie-PCR konnte lange Zeit kein Signal fiir
das Fragment atuCF erhalten werden. Daher wurde zun&chst unter Verwendung der
Klonierungsprimer versucht, die Genfragmente der Konstrukte einzeln in den Klonen
nachzuweisen (Abb. 4.19 [A], [B]). Nachdem hier nun Signale erhalten werden konnten,
wurden die entsprechenden Klone auch auf das gemeinsame Vorhandensein der
Genfragmente hin untersucht (Abb. 4.19 [C]). Die zwei hier als positiv identifizierten Klone

(Nr. 2, 5) konnten auch Uber eine vollstdndige Sequenzierung bestétigt werden.
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Abb. 4.19: Testen von E. coli IM109 pJoe4036.1::atuCF Transformanten mittels Kolonie-PCR unter
Verwendung der Primer [A] atuC_ExpGCase_upper und atuC_ExpGCase_lower, [B]
atuF_ExpGCase_upper und atuF_ExpGCase_lower bzw. [C] atuC_ExpGCase_upper und
atuF_ExpGCase_lower
M: Marker Gene Ruler” DNA Ladder Mix, 1-12: Klone 1-12, 13: positive Kontrolle
chromosomale DNA von P. aeruginosa, 14: negative Kontrolle Wasser. Auf ein 1 %iges
Agarosegel wurden jeweils 5ul der Proben aufgetragen. Lediglich Klon Nr. 2 und 5 enthalten
sowohl atuC als auch atuF.

4.3.2. Expression und Synthese von rekombinantem Enzym in E. coli

Die so erhaltenen positiven Klone E. coli JM109 pJoe4036.1::liuBCDyjs Nr. 2 und 4
(Vektorkarte Abb. 4.16) und E. coli IM109 pJoe4036.1::atuCF Nr. 2 und 5 (Vektorkarte Abb.
4.13) wurden zunéchst einer Testexpression unterzogen, um die Expressionsbedingungen flr
diese Konstrukte zu untersuchen. Die Anzucht der Kulturen erfolgte bei 30 und 37 °C in LB-
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Medium. Bei einer ODggo von 0,3-0,4 wurde die Expression mit 0,2 % Rhamnose induziert.
Jede Stunde wurde zur Kontrolle der Expression eine Probe entnommen. Als Beispiel sind
hier die Ergebnisse der Klone E. coli JM109 pJoe4036.1::1iuBCD Nr.2 und E. coli JM109
pJoe4036.1::atuCF Nr.5 im Vergleich zum E. coli Stamm mit dem leeren Vektor
dokumentiert (Abb. 4.20). Da der Temperaturunterschied keinen sichtbaren Einfluss auf die
Expression zeigte (Daten nicht gezeigt), wurden folgende Anzuchten der Stamme bei 30 °C
durchgefuhrt. In den Abbildungen der Testexpressionen (hier 30 °C, Abb. 4.20) konnte eine
Synthese von rekombinanten Protein in den gentechnisch verénderten E. coli Stdmmen
beobachtet werden. Dies war im Stamm E. coli JM109 pJoe4036.1 nicht der Fall. Eine
verstarkte Expression war bei beiden Konstrukten bereits ca. 3 Stunden nach der Induktion zu
erkennen, wobei diese 6 Stunden nach Induktion am stérksten war. Im Stamm E. coli JIM109
pJoe4036.1::1iuBCD (Abb. 4.20 [B]) ist die Synthese an rekombinanten Protein dabei deutlich
starker ausgepragt als bei den GCase Untereinheiten im Stamm E. coli JM109
pJoe4036.1::atuCF (Abb. 4.20 [C]). Nichtsdestotrotz, in beiden Fallen konnte lediglich die
Zunahme der Synthese von einem Protein und damit jeweils nur einer Untereinheit der
Carboxylasen festgestellt werden. Sowohl bei der GCase als auch bei der MCase handelte es
sich dabei um die kleinere der beiden Untereinheiten, also AtuC und LiuB. Bei den Biotin-
haltigen Untereinheiten AtuF und LiuD, welche bei diesen Konstrukten auch gleichzeitig den
His-Tag tragen, konnte keine zunehmende Proteinsynthese im SDS-Gel festgestellt werden.
Die Position von LiuC mit einer theoretischen GroRe von ca. 29 kDa konnte lediglich Uber
eine GroRenbestimmung mittel R-Wert abgeschatzt werden (Kap.3.8.2.6.). Uber diese
Abschéatzung ist jedoch lediglich eine leichte Zunahme bei Banden mit einer GréRe von 36,1
und 25,5 kDa zu beobachten. Das LiuC des Konstruktes pJoe4036.1::liuBCD konnte somit im
SDS-Gel nicht identifiziert werden.

Um auch die Bildung der Untereinheiten AtuF (GCase) und LiuD (MCase) in den Proben zu
kontrollieren, war eine Western-Blot Analyse erforderlich. Die Identifizierung dieser
Untereinheiten erfolgte Uber das Biotin, welches mittels Steptavidin-Antikdrper-Konjugat
nachgewiesen werden konnte. Das Ergebnis der Western-Blot Analyse ist in der Abbildung
4.21 dokumentiert. Im entsprechenden SDS-Gel (Abb. 4.21 [A]) konnten wie bereits zuvor
beschrieben die beiden Untereinheiten LiuB und AtuC anhand ihrer Grolie identifiziert
werden. Auch bei diesem Ansatz war die Bandenintensitat und somit das produzierte LiuB
Protein der MCase deutlich starker als die Untereinheit AtuC der GCase. Im parallel dazu
durchgefuhrten Western-Blot mit sich anschlieRendem Nachweis der Biotin-haltigen
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Untereinheiten, konnten auch LiuD und AtuF anhand ihrer GroRe identifiziert werden (Abb.

4.21 [B]).
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Nachweis der rekombinanten Proteinuntereinheiten der Methylcrotonyl-CoA und der
Geranyl-CoA Carboxylase in einer Testexpression mittels SDS-PAGE (12 %) und
Coomassie-Farbung

Expression [A] des leeren Expressionsvektors pJoe4036.1, [B] des Konstruktes
pJoed036.1::1iuBCD (MCase) und [C] des Konstruktes pJoe4036.1::atuCF (GCase) im Stamm E.
coli IM109. Aufgetragen wurden jeweils 10 pl Probe. vl: Proben vor Induktion, 1-3: Proben nach
1-3 h, M: Marker, 4-23: Proben nach 4-23 h

kDa M 1 2 3 kDa M 1 2 3
100— 100—|
75— 75— . x T
— —] ——
30 30 LiuD AtuF
20— - 20
- R = B

Identifizierung der einzelnen Untereinheiten von Methylcrotonyl-CoA und Geranyl-CoA
Carboxylase mittels SDS-PAGE und Coomassie Farbung [A] bzw. Western-Blot Analyse
[B]

M:Marker, 1: E. coli pJoe4036.1 Rohextrakt, 2: E. coli IM109 pJoe4036.1::1iuBCD Klon2 und 3:
E. coli JM109 pJoe4036.1::atuCF Klon5. Es wurden jeweils 30pug Rohextrakt aufgetragen.
Identifizierte Proteine sind mittels Pfeil markiert und benannt.

Es wurde gezeigt, dass jeweils beide Untereinheiten sowohl der MCase (LiuB und LiuD) als
auch der GCase (AtuC und AtuF) in E. coli gebildet werden konnten. Dabei ist das zu
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beobachtende Level der MCase Untereinheiten deutlich groRer als das Level der
Untereinheiten der GCase. Eine verstarkte Expression von liuC als Bestandteil des liuBCD-
Konstruktes konnte nicht eindeutig gezeigt werden. Fir einen Nachweis des Proteins wéren

an dieser Stelle spezifische Antikorper erforderlich gewesen.

Da jeweils beide Untereinheiten der Enzyme Methylcrotonyl-CoA und Geranyl-CoA
Carboxylase identifiziert werden konnten, sollte im weiteren Verlauf dieser Arbeit die
Aufreinigung der Proteine in Angriff genommen werden. Hierfir erfolgte zunéchst eine
grolRere Anzucht der Stdimme unter den in den Testexpressionen erhaltenen Parametern. Die
Zellen wurden somit bei 30 °C angezogen und nach der Induktion weitere 6 Stunden bis zur
Zellernte inkubiert. Nach Aufschluss der geernteten Zellen wurde zundchst die Aufreinigung
uber die Biotin-haltige Untereinheit der Carboxylasen mittels Avidin-Gel Saulchen getestet
(Abb. 4.22). Lediglich im Falle der MCase war an dieser Stelle eine partielle Aufreinigung
moglich. Die Menge an so gewonnenem Protein war jedoch sehr gering (Abb. 4.22 [A]). Fur
die GCase Untereinheiten konnten lediglich Spuren an Protein in den Elutionsfraktionen
festgestellt werden (Abb. 4.22 [B]). Im Vergleich zum MCase Rohextrakt, bei welchem beide
Untereinheiten von der Saule eluiert wurden (Abb. 4.22 [A]: E2-E4), war es bei Verwendung
von GCase Rohextrakt nicht moglich beide Proteinuntereinheiten in ausreichenden Mengen
zu erhalten (Abb. 4.22. [B]). Hier konnte die grélRere Untereinheit in Spuren gewonnen

werden, wohingegen die Menge der kleineren Untereinheit verschwindend gering war.

kDa RE DF W1 W6 M El E2 E3 E4 E5 kDa RE DF W1Wé M El1 E2 E3 E4 ES

LiuD
75— 75—
30— 0 50 X
25—
20—
A B

Abb. 4.22:  Reinigung von rekombinanten Proteinen Uber monomeres Avidin. Zur Aufreinigung der
[A] MCase wurde Rohextrakt von E. coli IM109 pJoe4036.1::1iuBCD Klon2 und [B] fir die
GCase Rohextrakt von E. coli IM109 pJoe4036.1::atuCF Klon5 verwendet.
Jeweils 10 pl Probe wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. RE: Rohextrakt, DF: Durchfluss, W1-6: Waschfraktionen,
M: Marker, E1-E5: Elutionsfraktionen

Weiterhin erfolgte die Reinigung der Rohextrakte (l6slichen Bestandteile) tber Ni-NTA
Agarose Sdulchen. Die Ergebnisse dieser Aufreinigung sind in den folgenden Abbildungen
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dargestellt. In der Abbildung 4.23 ist zu erkennen, dass eine Elution der Proteinuntereinheiten
der MCase von der Sdule mit 50 mM Imidazol im Puffer begann. Die groRte Menge an
Protein war jedoch in der Fraktion mit 100 mM Imidazol im Puffer enthalten (Spur: E3-4). In
den Waschfraktionen W3/4 konnte im unteren Bereich des Gels eine weitere starke
Proteinbande festgestellt werden. Nach Abschétzung des Molekulargewichts auf ca. 28,9 kDa
konnte es sich in diesem Fall um das LiuC handeln.

kDa RE DF W1 W2 M W3 W4 E1 E2 E3 kDa E4 E5 E6 E7 M E8 E9 E10 El1 E12

100— 100 — .
75— - 75— i II:’mg
- S s - <«— Liu
37— 37—
25— AV 25— -
20— LiuC ? 20—

Abb. 4.23 Reinigung von rekombinanten Protein aus dem Rohextrakt von E. coli JM109
pJoed036.1::liuBCD Klon2 tber Ni-NTA Agarose
Jeweils 10 pl Probe der einzelnen Fraktionen wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. RE: Rohextrakt, DF: Durchfluss,
W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), M: Marker, 3-4: Waschfraktionen (20 mM Imidazol),
E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4: Elutionsfraktionen mit 100 mM Imidazol,
E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, E7-8: Elutionsfraktionen mit 200 mM Imidazol,
E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol, E11-12: Elutionsfraktionen mit 500 mM
Imidazol

Bei der Reinigung von E. coli IM109 pJoe4036.1::atuCF Klon5 Rohextrakt war die Menge an
eluierten Proteinen deutlich geringer. Die Elution der GCase-Untereinheiten erfolgte auch hier
mit einer Imidazolkonzentration von 100 mM im Elutionspuffer (Abb. 4.24, Spur: E3-4). Im
Vergleich zur versuchten Aufreinigung uber das Avidin-Gel S&ulenmaterial war in diesem
Falle die Aufreinigung von beiden Untereinheiten AtuC und AtuF der Carboxylase mdglich.
Die Coelution von AtuC uber das His-Tag tragende AtuF konnte deutlich in der Fraktion E3
beobachtet werden. Wie schon zuvor bei der Reinigung von Rohextrakt des Konstruktes
pJoe4036.1::1iuBCD konnte auch hier in der Waschfraktion W3/4 eine deutliche Proteinbande
identifiziert werden. Eine Abschétzung des Molekulargewichts mit Hilfe der R-Werte ergab
28,2 kDa.

Da keine spezifischen Antikorper gegen das Protein LiuC zur Verfligung standen und auch

bei der Aufreinigung des Konstruktes pJoe4036.1::atuCF eine Proteinbande ahnlicher GroRe
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im SDS-Gel zu beobachten war, kann zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, dass

es sich auch um ein unspezifisches Protein handeln konnte.

kDa RE DF W1 W2 M W3 W4 E1 E2 E3 kDa E4 E5 E6 E7 M E8 E9 E10 E11 E12
100— 100

75— e | 75 « AtuF =

50 | 50 T AmC

37 37—

——
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20— ? ca. 28,2 kDa 20—

Abb. 4.24:

Reinigung von rekombinanten Protein aus dem Rohextrakt von E. coli JM109
pJoe4036.1::atuCF Klon5 Uber Ni-NTA Agarose

Jeweils 10 pl Probe der einzelnen Fraktionen wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und durch Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht. RE: Rohextrakt, DF: Durchfluss,
W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), M: Marker, W3-4: Waschfraktionen (20 mM
Imidazol), E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4: Elutionsfraktionen mit 100 mM
Imidazol, E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, E7-8: Elutionsfraktionen mit 200 mM
Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol, E11-12: Elutionsfraktionen mit

500 mM Imidazol

Um einen stérenden Einfluss des Imidazols in folgenden Untersuchungen auszuschliefen,

wurden die entsprechenden Elutionsfraktionen vereinigt und in 0,1 M HEPES pH 7,5

umgepuffert. Eine Lagerung der Proteinlésungen erfolgte auf Eis bei 4 °C oder aliquotiert bei

-20 °C. Letztendlich war es unter Verwendung der Konstrukte pJoe4036.1:liuBCD und

pJoe4036.1::atuCF im Stamm E. coli JIM109 mdglich, rekombinantes Protein zu generieren.

Pro g Feuchtgewicht konnten dabei ca. 16 mg an MCase Protein und ca. 2 mg an GCase-

Protein zu erhalten.

Abb. 4.25:
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Aufgereinigte, umgepufferte und aufkonzentrierte Untereinheiten der GCase und MCase
M: Marker, 1: Proben aufgereinigt aus Rohextrakt E. coli JIM109 pJoe4036.1::atuCFy;s Klon5
(2,9 ug), 2: Proben aufgereinigt aus Rohextrakt E. coli JM109 pJoe4036.1::liuBCDy;s Klon2

(12,5 pg)
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Die Synthese von rekombinanten MCase und GCase Protein in E. coli konnte gezeigt werden.
Jeweils beide Untereinheiten der MCase LiuB und LiuD konnten in E. coli Rohextrakten
mittels SDS-PAGE bzw. Western-Blot Analyse identifiziert werden. Das gleiche Ergebnis
konnte fur die Untereinheiten der GCase AtuC und AtuF erzielt werden, auch wenn hier das
Level an Protein geringer war, als im Vergleich zur MCase. Eine Aufreinigung Uber
monomeres Avidin-Gel war wenig erfolgreich, da im Falle der MCase Untereinheiten zwar
beide Proteine erhalten werden konnten, die Mengen jedoch gering waren. Vergleichbar dazu
konnte AtuF lediglich in Spuren von der Saule isoliert werden. Die Konzentration an AtuC
war demgegentber noch geringer. Durch die Verwendung von Ni-NTA Agarose konnte die
Aufreinigung verbessert werden. In beiden Féllen waren jeweils beide Untereinheiten in den
Elutionsfraktionen festzustellen. Eine gemeinsame Aufreinigung durch Coelution war Uber
den C-terminalen His-Tag an der jeweiligen Biotin-haltigen Untereinheit der Carboxylasen
(LiuD bzw. AtuF) mdglich. LiuC, welches durch das Konstrukt pJoe4036.1::1iuBCD ebenfalls
dargestellt wurde, konnte vermutlich in der Waschfraktion identifiziert werden. Aufgrund des
Vorhandenseins einer Proteinbande vergleichbarer Grolie bei der GCase-Aufreinigung konnte
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass es sich auch um ein unspezifisches Protein im

Rohextrakt von E. coli handel konnte.

4.3.3. Klonierung der GCase Untereinheiten vergleichbar zum MCase-Konstrukt

Da in durchgefiihrten Enzym Assays (Kap.4.4.) fir die rekombinante MCase nicht aber fir
die GCase Aktivitdten erhalten werden konnten, sollte eine Klonierung der GCase
codierenden Gene, vergleichbar zur Klonierung der entsprechenden Gene der MCase,
durchgefuhrt werden (Abb. 4.27). Hiermit sollten strukturelle Hindernisse wie z.B. fehlende
regulierende DNA Sequenzen, welche sich moglicherweise auf die Expression der beiden
Gene atuC und atuF ausgewirkt haben kdnnten, ausgeschlossen werden.

Die MCase wurde als ganzes Fragment liuBCD aus P. aeruginosa amplifiziert, somit sollte
nun auch das Fragment atuC-atuF mit den dazwischen liegenden Genen atuD und atukE als

ganzes atuCDEF Fragment amplifiziert werden (Abb. 4.26).
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PA2885 PA2886 PA2887 PA2888 PA2889 PA2890 PA2891 PA2892  PA2893

DD YD D

atuR atuAd atuB atuC atuD atuE atuF atuG atuH

PCR atuCDEF

Abb. 4.26:  Schematische Darstellung des atu-Genclusters in P. aeruginosa PAO1
Dargestellt sind die relativen Positionen der Gene des atu Clusters in diesem Stamm. Der Pfeil
verdeutlicht die Klonierungstrategie der GCase als ganzes atuCDEF Fragment.

BamH|

pJoed036.1::atuCDEF
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Abb. 4.27:  Vektorkarte des Konstruktes pJoe4036.1::atuCDEF;
Nach Amplifizierung des Fragmentes atuCDEF mit den Primern atuC_ExpGCase_upper und
atuF_ExpGCase_lower, wird nach Verdau und Ligation mit dem Vektor pJoe4036.1 Uber die
Schnittstellen Ndel und BamHI das Konstrukt pJoe4036.1::atuCDEF erhalten. Nach Synthese
von rekombinantem Protein tragt das AtuF den C-terminalen His-Tag.

Fiir die Amplifizierung der Gensequenz atuCDEF mit der PrimeSTAR "HS DNA Polymerase
(TakKaRa) wurden die bereits vorhandenen Primer atuC_ExpGCase _upper (Einfiigen einer
Ndel Schnittstelle upstream vom atuC) und atuF_ExpGCase_lower (Einfugen einer BamHlI
Schnittstelle downstream vom atuF) verwendet. Das Fragment mit einer theoretischen GroRe
von 5755 bp konnte erfolgreich amplifiziert werden (Abb. 4.28). Da das Genfragment jedoch
eine zweite BamHI Schnittstelle bei 1690 bp aufwies, wurde spater ein partieller Verdau

erforderlich.
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Abb. 4.28: Amplifizierung der Gene der GCase Untereinheiten aus P. aeruginosa als atuCDEF
Fragment

[A]: Probe der PCR Reaktion, [B]: Probe nach der Aufreinigung der PCR Reaktion

M: Marker Gene Ruler” DNA Ladder Mix, 1: PCR atuCDEF. Es wurde jeweils 1pl der Proben
aufgetragen.

Nach Aufreinigung des PCR Fragmentes schlossen sich der Ndel und der partielle BamHI
Verdau an. Hier traten jedoch Probleme auf. Zum einen gestaltete sich der partielle Verdau als
schwierig, zum anderen wurden entsprechende Produkte zum Teil nach der Aufreinigung
verloren. Schliel’lich erhaltene, aufgereinigte Fragmente wurden folgend mit dem
entsprechend verdauten Vektor pJoe4036.1 ligiert und anschlieBend in den Stamm
E. coli JM109 transformiert. Nach einigen Versuchen konnten Klone auf AlX-Platten auf das
Vorhandensein des richtigen Konstruktes untersucht werden. Dies erfolgte zundchst tber
Kolonie-PCR und Testverdau (Daten nicht gezeigt). Schlieflich wurden drei Kandidaten
erhalten, welche in diesen Untersuchungen Signale der entsprechenden GroRe zeigten und
auch tber die folgende Sequenzierung des gesamten Fragmentes atuCDEF aus dem Vektor
pJoe4036.1 heraus bestétigt werden konnten.

4.3.4. Expression des atuCDEF Konstruktes und Reinigung des rekombinanten Proteins

Parallel zur Uberpriifung der Konstrukte mittels Sequenzierung erfolgte die Untersuchung der
Expression dieser Carboxylase-Konstrukte. Wurden die entsprechenden Rohextrakte zur
Uberpriifung der Expression und damit zur Kontrolle der Proteinzusammensetzung auf ein
12 %iges SDS-Gel aufgetragen und aufgetrennt, so konnte im mit Coomassie gefarbten Gel
(Abb. 4.29) jedoch, wie bei den Konstrukten zuvor, lediglich eine Proteinbande festgestellt
werden, die im Vergleich zum Kontrollstamm (E. coli JM109 pJoe4036.1) eine verstarkte

Intensitat aufwies. Durch Abgleich mit dem Grolienstandard wurde diese Proteinbande als die
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AtuC Untereinheit der Carboxylase identifiziert. Die Proteine AtuD (43 KDa), AtuE (28 kDa)
sowie AtuF (72 kDa), als Trager des His-Tags konnte in diesem Falle nicht identifiziert

werden.

kDa M

100—
75— AtuC,
50— ca.
37— — — 58kDa

25—
20—

Abb. 4.29: SDS-PAGE von E. coli Rohextrakten (40ug), 6 Stunden nach Induktion
Mit Coommassie gefarbtes 12 %iges SDS-Gel.
M: Marker, 1: E. coli JM109 pJoe4036.1, 2: E. coli JM109 pJoe4036.1::atuCDEF Klonl, 3:
E. coli IM109 pJoe4036.1::atuCDEF Klon2, 4: E. coli IM109 pJoe4036.1::atuCDEF Klon3

Im Folgenden sollte die Moglichkeit der Aufreinigung beider Untereinheiten der Geranyl-
CoA Carboxylase tber das Ni-NTA Agarose Material untersucht werden. Als Beispiel ist in
der Abbildung 4.30 das Ergebnis fir E. coli JM109 pJoe4036.1::atuCDEF Klonl
dokumentiert. Die Aufreinigung und somit der Erhalt beider Untereinheiten konnte hier nicht
erreicht werden. An dieser Stelle eluierte lediglich eine Proteinbande von der Saule (E3/4).
Wie bei den anderen Carboxylase-Konstrukten erfolgte die Elution des Proteins mit einer
Imidazolkonzentration von 100 mM. Die Erhéhung der Imidazolkonzentration im Puffer
bedingte keine erhéhte Proteinmenge im Eluat. Entsprechend der GréRRe handelte es sich bei
dem erhaltenen Protein um das AtuF, welches in diesem Konstrukt direkt mit dem His-Tag
fusioniert vorlag. Das Protein AtuC konnte in diesem Falle nicht gemeinsam mit dem AtuF,
wie vergleichbar bei dem atuCF-Konstrukt bzw. beim liuBCD-Konstrukt und dessen
Aufreinigung, gewonnen werden. Auch war es nach der Aufreinigung des Rohextraktes nicht
mdoglich die Proteine AtuD und AtuE zu erhalten. Zwar trat in den Waschfraktionen und in
den Elutionsfraktionen E2/3 eine Proteinbande mit ca. 28 kDa deutlich in Erscheinung (Abb.
4.30), jedoch war diese Bande auch bei der Aufreinigung der Konstrukte pJoe4036.1::liuBCD
(Abb. 4.23) und pJoe4036.1::atuCF (Abb. 4.24) zu finden, sodass angenommen werden muss,

dass es sich hier um ein unspezifisches Protein handelte.
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kDa RE W1W2 W3 W4 M El E2 E3 E4 kDa E5 E6 E7 E8 M E9 E10 Ell E12

100 —
757 - 100—
75—
50— - \
AwfF| 07
37 37_
25 re 25—
20—% 20—
k2
Abb. 4.30: Reinigung des Rohextraktes E. coli JM109 pJoe4036.1::atuCDEF Klonl tber Ni-NTA
Agarose

Jeweils 10 pl Probe der einzelnen Fraktionen wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. RE: Rohextrakt, W1-2:
Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4: Waschfraktionen (20 mM Imidazol), M: Marker,
E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4: Elutionsfraktionen mit 100 mM Imidazol,
E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, 7-8: Elutionsfraktionen mit 200 mM Imidazol,
E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol, E11-12: Elutionsfraktionen mit 500 mM
Imidazol

Um sicher zu stellen, dass das AtuC nicht aufgrund einer wesentlich geringeren
Konzentration im SDS-Gel nicht beobachtet werden konnte, wurden die Protein-haltigen
Fraktionen umgepuffert und mittels Vivaspin Zentrifugationskonzentrationseinheiten
aufkonzentriert. Das in der Abbildung 4.31 dokumentierte Ergebnis zeigte deutlich das AtuF
Protein mit einer GroRe von ca. 72 kDa. Mdgliche Banden, welche dem AtuC entsprechen

kdnnten, waren dagegen nur in Spuren zu erkennen.

kDa M 1 2 3

100 —

T emmm— - . “ | «— AtF, ca. 72kDa
50| «— AtuC?

37—

25—
20—

Abb. 4.31: Aufkonzentrierung der proteinhaltigen Fraktionen (E3-E4) Uber Zentrifugationsréhrchen
der Firma Vivaspin Vivascience zur Kontrolle der GCase-Untereinheiten
M: Marker, 1. E. coli JM109 pJoe4036.1::atuCDEF Klonl, 2: E. coli JM109
pJoed036.1::atuCDEF Klon2, 3: E. coli JM109 pJoe4036.1::atuCDEF Klon3. Von jeder Probe
wurden 10 pl auf ein 12 %iges SDS-Gel aufgetragen, aufgetrennt und durch Coomassie-Féarbung
sichtbar gemacht.

Auch wenn bei der Kontrolle der Expression der Konstrukte im SDS-Polyacrylamidgel (Abb.
4.29) das Protein AtuC im Rohextrakt in deutlichen Mengen identifiziert werden konnte, so

sollte doch ein moglicher Einfluss der Expressionsbedingungen auf das Ergebnis nach der
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Aufreinigung ausgeschlossen werden. Daher wurden die Kulturen bei 30 und 37 °C
angezogen und die Expression der Gene atuCDEF zu unterschiedlichen Wachstumszeiten
(bei einer ODggyo von ca. 0,4; 0,6; 0,8 und 1) induziert. Fir einen spateren Vergleich wurden
die Stdamme E. coli JM109 pJoe4036.1 und E. coli JM109 pJoe4036.1::1iuBCD parallel
kultiviert. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den folgenden Abbildungen
zusammengefasst (Abb. 4.32). Die Expression und damit die Synthese von rekombinantem
AtuC war bei 37 °C (Abb. 4.32 [C]) starker als bei 30 °C (Abb. 4.32 [A]). Auch hier konnte
eine verstarkte Zunahme an Protein lediglich fur eine Untereinheit der Geranyl-CoA
Carboxylase (AtuC) im Coomassie-gefarbten SDS-Gel festgestellt werden. In der parallel
dazu durchgefiihrten Western-Blot Analyse der Proben konnte die Biotin-haltige Untereinheit
AtuF identifiziert werden. Im Gegensatz zum AtuC war die Menge des nachgewiesenen AtuF
Proteins bei beiden Temperaturen vergleichbar (Abb. 4.32 [B], [D]). Bei der Induktions-
ODgo von 0,4 bzw. 0,6 wurden die besten Ergebnisse fiir das Protein AtuC erhalten (Abb.
4.32 [A], [C]: Spur 3 bzw. 4). Nur geringfligige Unterschiede bei der Synthese an
rekombinantem Protein waren in diesem Falle festzustellen. Flr das Protein AtuF wurde im
Western-Blot deutlich, dass eine Induktions-ODgyy von 0,8 bzw. 1 etwas starkeres
Proteinsignale bedingte (Abb. 4.32 [B], [C]: Spur 5 und 6).

kDa M 1 2 3 4 5 6 kDa M 1 2 3 4 5 6

100 — 100 —
75— 75— T —— —
50 50 f A g
LiuD AtuF
37

37—

kDa M 1 2 3 4 5 6 kDa M 1 2 3 4 5 6

100 — 100 —
75— 75 — [ Rp——
50— 5o ! NS g
LiuD AtuF
37 37—
D

Abb. 4.32: SDS-PAGE [A, C] und Western-Blot Analyse [B, D] von E. coli Rohextrakten, nach
Wachstum bei 30 °C [A, B] bzw. 37 °C [C, D] und 6 Stunden nach Induktion
Gezeigt sind die mit Coomassie gefarbten SDS-Gele [A, C] und der Nachweis der Biotin-
haltigen Proteine im Western Blot [B, D]. Aufgetragen wurden jeweils 50 pg Protein der
Rohextrakte.
M: Marker, 1: E. coli JM109 pJoe4036.1, 2: E. coli IM109 pJoe4036.1::MCase (liuBCD), 3-6:
E. coli IM109 pJoe4036.1::atuCDEF mit ansteigender Induktions-ODgy von 0,4, 0,6, 0,8 und 1.
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Die Rohextrakte des Expressionsversuches wurden folgend ebenfalls einer Aufreinigung tber
Ni-NTA Agarose unterzogen. Leider konnte die zuvor nicht erfolgreiche Aufreinigung (Abb.
4.30) auch durch verdnderte Expressionsbedingungen, aber auch durch Regeneration des
Saulenmaterials nicht verbessert werden (Daten nicht gezeigt). Eine Coelution des AtuC

Proteins Uber das AtuFy;s Protein war auch in diesen Fallen nicht moglich.

4.3.5. Klonierung der codierenden Sequenzen der Geranyl-CoA Carboxylase unter
Verwendung des Vektorsystems pCOLA Duet -1

Parallel zu den Versuchen der Generierung der Carboxylase Untereinheiten AtuC und AtuF
Uber das Konstrukt pJoe4036.1 wurde eine weitere Klonierungsstrategie ins Auge gefasst.
Hierfir kam ein neuer Vektor, der pCOLA Duet -1 von Novagen zum Einsatz. Als
Besonderheit besitzt dieser Vektor zwei Expressionseinheiten (Abb. 4.33), welche jeweils von
einem T7lacPromotor kontrolliert werden. Des Weiteren verfligen beide Einheiten tber eine
separate Ribosomenbindestelle (RBS). Mit Hilfe dieses Vektors sollte somit eine
Coexpression von zwei Genen, welche in die zwei vorliegenden multi cloning sites (mcs)
kloniert werden konnen, mdoglich sein. Fir eine spatere Aufreinigung Uber Affinitats-
chromatographie stehen sowohl ein N-terminaler His-Tag als auch ein C-terminaler Strep-Tag
zur Verfiigung (Novagen, Zverev & Khmel, 1985).

Um ein mogliches Storen eines Tags am C-terminalen Ende der Biotin-haltigen Untereinheit
des AtuF Proteins auszuschlieBen und da das Material Ni-NTA Agarose bereits zur
Verfligung stand, wurde hier zunéchst der N-terminale His-Tag am AtuC flr das gewiinschte
Konstrukt ausgewahlt. Fir spétere Untersuchungen ware auch der C-terminale Strep-Tag

moglich.

1 ggpgaaligigapcgeataacaaticcectgtagaaataattttgtitaactttaataag

P

) Sequenzausschnitt
835 Expressionseinheit 1

61 gapatataccatgggcagcagccatcacc: scacagecaggatec

121 cteggegegectgeaggtegaca gcggccgeataatgettaagtcgaacagaaag

lac operator, rbs, His-Tag, BamH1, KcoR1, Hind]

181 taatcgtatigtacacggcecgcataatcgaaatiaatacgactcactataggopaatiot
Sequenzausschnitt

241 gagcggataacaattccccatcttagtatattagttaagtataagaaggagatatacata Expressionseinheit 2

301 tgpcagatcteaattggatatcppecpggecacgegategetgacgteggtacectegagt

T7 promotor-2, [ac cperator, rbs, Ndel, HooRl, Fsel

Abb. 4.33:  Schematische Darstellung der hier wichtigen Strukturen des pCOLA Duet" -1 Vektors
Gezeigt sind die Ausschnitte aus den zwei bendétigten Expressionseinheiten mit wichtigen farbig
markierten Strukturen. rbs: Ribosomenbindestelle; BamHI, EcoRI, Hindlll, Ndel und Fsel:
entsprechende Restriktionsschnittstellen der Enzyme
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Die einzelnen Genfragmente wurden mit den Primern His_atuC-upper und atuC_HindIll_low
bzw. atuF_Ndel_upper und atuF_Fsel_lower aus der genomischer DNA von P. aeruginosa
amplifiziert. Nach Verdau mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Hindlll wurde atuC
in die mcsl, d.h. in die erste Expressionseinheit des Vektors pCOLA Duet' -1 kloniert (Abb.
4.34). Erhaltene Klone nach der Transformation in den Stamm E. coli JM109 wurden tber
Testverdau und Kolonie-PCR Uberpriift. Durch die sich anschlieBende Sequenzierung konnte
bei drei Klonen auch die Sequenz als richtig bestatigt werden. Das Plasmid pCOLA::atuC
Klon1/11 wurde infolgedessen weiter verwendet und mit den Enzymen Ndel und Fsel
geschnitten. Das Konstrukt wurde im Anschluss mit dem verdauten atuF Fragment ligiert,
wobei dieses Gen Uber die gewdhlten Schnittstellen Ndel und Fsel in die mcsll der zweiten
Expressionseinheit kloniert wurde (Abb. 4.35; 4.36). Dieses Konstrukt (Abb. 4.36) wurde
wiederum in den Stamm E. coli JM109 transformiert und erhaltene Klone wie bereits
beschrieben Uberpruft. Vier Klone konnten durch Testverdau und Kolonie-PCR als positiv
bestatigt werden. Und auch die Sequenz der Konstrukte erwies sich in allen vier Féllen als

richtig.

pCOLADuet-1::atuC

5300 bps

2000
3000

Abb. 4.34:  Vektorkarte des Konstruktes pCOLA Duet " -1::;atuC
Nach Amplifizierung des Fragmentes atuC mit den Primern His_atuC-upper und
atuC_Hindlll_low, wird nach Verdau und Ligation mit der multi cloning site (mcs)I des Vektor
pCOLA Duet-1" iiber die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen EcoRI und Hindlll das
Konstrukt erhalten. Das Gen atuC ist dabei mit den codierenden Sequenzen des N-terminalen
His-Tags fusioniert.

120



4. Ergebnisse

N atuC, 1617 bp

A
ATGCCCGCGATCCAGTCGGAACTCGACGTCAACGGCGAGGACTTCGCCCGCAACCGCGAG

—//— CGGCCGCTGAAGGGCAACAGCTTCG GGGTCGCGAGGTTCTGA. .. Sequenz Intergen. Bereich atuC-atub

Ndel e
‘ atul’, 1986 bp HindTl

ATGCCCAGCTTCAACAAGATCCTCGTCGAACTGGGCTACCGCAGCGTCGCCGTGT

—//— GCGAGCAGGTGCGCAACCGGCAGGTGCTGGTCGAGGTGGAAGCCGACGCCTGA

Fsel

—] L

Verdau und Ligation in den Vektor iiber die angezeigten Schnittstellen

1 ggggaatlglgagcggataacaatlcccctgtagaaataattttgtttaactttaataag
61 gagatataccatgggcagcagccal.caccalcalcaccacagecaggatecegaal.le - - A—Sequenz atuC -
aagol Lgeggeccgecataatgettaagtcgaacagaaag ...

Ausschnitt Expressionseineit 1: /ac operator, rbs, H g, BamH], FecoR

. taatcgtattgtacacggccgcataatcgaaattaatacgactcactataggggaatigt

gagcggataacaattccccatcttagtatattagttaagtataagaaggagatatacatatg - - Sequenz atulF
ggoecggecacgegatcgetgacgteggtaccctegagt

Ausschnitt Expressionseineit 2: promotor-2, /ac operator, rbs, Ndel,

Abb. 4.35:  Schematische Darstellung der durchgefihrten Klonierung von atuC und atuF in den
Vektor pCOLA Duet" -1

Dargestellt sind die beiden verkiirzten Gensequenzen mit den ausgewahlten Primerpaaren (obere

Abschnitt) und ihre Position in den jeweiligen Expressionseinheiten des Vektors pCOLADuet-1"
nach erfolgter Ligation (untere Abschnitt).

Acll
BstAP|

BamH|
EcoRl

f Balll
Sacl
w ]
.
pCOLADuet-1::

misatuCatulF’ Joed nan

== Aflll

7272 bps ~

i 5000
on -

Abb. 4.36: Vektorkarte des Konstruktes pCOLA Duet™-1::atuC::atuF

Verwendung des pCOLA Duet -1::yatuC-Konstruktes und Klonierung des Fragmendes atuF
uber die Schnittstellen Ndel und Fsel in die multi cloning site (mcs)Il des Vektors.
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Neben den Konstrukten pCOLA::atuC Klon 1/11 und pCOLA::atuCF Klon 1/10 wurde auch,
als eine mogliche Kontrolle, das Konstrukt pCOLA::atuF (Abb. 4.37) hergestellt. Dies
erfolgte in analoger Weise, wie bereits zuvor fur die anderen Konstrukte beschrieben. Das

atuF lag in diesem Konstrukt ohne fusionierte Tag-Segenzen vor.

pCOLADuet-1::atuF

_ A0 5682 bps

2000
~

3000

Abb. 437:  Vektorkarte des Konstruktes pCOLA Duet-1" ::atuF
Nach Amplifizierung des Fragmentes atuF mit den Primern atuF_Ndel upper und
atuF_Fsel_lower wird nach Verdau und Ligation mit der multi cloning site (mcs)Il des Vektor
pCOLA Duet-1" (ber die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen Ndel und Fsel das
Konstrukt erhalten. Das Gen atuF ist nicht mit codierenden Sequenzen eines Tags fusioniert.

4.3.6. Expression der pCOLA-Konstrukte und Aufreinigung der synthetisierten Proteine

Nachdem alle drei moglichen Konstrukte vorlagen, wurden diese aus dem Stamm E. coli
JM109 isoliert und in den Stamm E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS RARE, in welchem die
Expression untersucht werden sollte, eingebracht. Die Anzucht der Stamme erfolgte in
LB-Medium bei 30 °C. Die Induktion der Expression wurde bei einer ODgy von 0,5-0,8
durch Zugabe von 1 mM IPTG-L06sung gestartet. Nach Zugabe von IPTG und einer weiteren
Inkubation von 6 Stunden wurden die Zellen geerntet und die nach Aufschluss der Zellen
erhaltenen 16slichen Extrakte weiter untersucht.

Die Expression der Gene und damit die Synthese an rekombinantem Protein wurde durch
Auftrennung der Rohextrakte auf SDS-Gelen untersucht. Durch die mit Coomassie
angefarbten Gele (Abb. 4.38 [A] bzw. Abb. 4.39 [A]) konnten verschiedene verstarkte
Proteinbanden im Vergleich zu den Rohextrakten der Kontrollstéamme (Abb. 4.38 [A]/ 4.39
[A], Spur 1: E.coli IM109 pJoe4036.1; Spur 5: E.coli Rosetta 2 (DE3) pLysS RARE pCOLA
Duet -1) identifiziert werden. Wurden das leere Konstrukt pJoe4036.1 (Spur 1) und die
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entsprechenden Carboxylase Konstrukte (MCase: Spur 2 und GCase: Spur 3/4) verglichen, so
konnte in diesen Proben die kleinere der beiden Untereinheiten als verstarkte Bande im Gel
festgestellt werden (LiuB bzw. AtuC). Im Vergleich dazu wurden bei den pCOLA
Konstrukten verschiedene verstarkte Banden beobachtet. Im Falle des pCOLA::atuC
Konstruktes (Spur 6) wurde das AtuC und im Falle der Konstrukte pCOLA::atuF (Spur 7)
und pCOLA:atuCF (Spur 8) das Protein AtuF und somit die groflere der beiden
Untereinheiten identifiziert. Eine Bande, welche der GroRe nach dem AtuC entsprechen
konnte, war in den beiden letzteren Konstrukten ebenfalls zu beobachten, wobei diese aber
eine schwachere Intensitét zeigte, als im pCOLA::atuC Konstrukt (Spur 6). Zusétzlich trat bei
pCOLA::atuF (Spur 7) noch eine weitere kleinere Bande deutlich in Erscheinung. Warum
eine Bande der GroRe nach AtuC auch im Konstrukt ohne atuC (pCOLA::atuF, Spur 7)
auftrat, bleibt unklar.

Bei der Untersuchung mittels Western-Blot und Streptavidin Antikérper Konjugat (Abb. 4.38
[B]) konnten in den Rohextrakten der Kulturen mit dem leeren Konstrukt pCOLA (Spur 5)
und mit dem Konstrukt pCOLA::atuC (Spur 6) wie erwartet keine Signale beobachtet werden,
da ein Biotin Nachweis ohne vorhandene Biotin-haltige Untereinheit nicht mdglich sein
sollte. In den Rohextrakten der Stdmme mit den Konstrukten pCOLA::atuF (Spur 7) und
pCOLA::atuCF (Spur 8) konnten jedoch neben einem starken Signal des AtuF Proteins auch
diverse andere Banden, welche jedoch nicht in der Kontrolle (leere Vektor, Spur 5) in
Erscheinung traten, detektiert werden. Im Falle der pJoe4036.1 Konstrukte konnte das schon
bekannte Bild erhalten werden. Mittels Streptavidin Antikdrper Konjugat wurden im Falle der
MCase (liuBCD) LiuD (Spur 2) und im Falle der GCase das AtuF (Spur 3/4) nachgewiesen.

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

100 100 -
737 - S -
50— g z - s ‘ 50— !/ ™A
u 1 < . LiuD AtuF - 3
374 LiuB AiC s AwmC AWE
-

! 1 25—
257 ! 2 - - 20
20— - -

Abb. 4.38: SDS PAGE von E. coli Rohextrakten (30 °C) nach Coomassie-Farbung [A] und Western-
Blot Analyse zum Nachweis Biotin-haltiger Proteine mit Streptavidin Antikérper Konjugat
[B].
Aufgetragen wurden jeweils 40 ug Protein der Rohextrakte.
M: Marker, 1: E. coli JIM109 pJoe4036.1, 2: E. coli IM109 pJoe4036.1::MCase (liuBCD), 3:
E. coli JIM109 pJoe4036.1::GCase (atuCF), 4: E. coli IM109 pJoe4036.1::atuCDEF, 5: E. coli
Rosetta pCOLA, 6: E. coli Rosetta pCOLA::atuC, 7: E. coli Rosetta pCOLA::atuF, 8: E. coli
Rosetta pCOLA::atuCF, 9: Rohextrakt P. aeruginosa PAO1 Cs Zellen
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Wurden die gleichen Proben in einer Western-Blot Analyse mit His-Tag Antikorpern
eingesetzt (Abb. 4.39 [B]), so zeigten sich wie erwartet keine Signale in den Proben mit den
leeren Vektoren (pJoe4036.1: Spur 1; pCOLA: Spur 5) und dem Konstrukt pCOLA::atuF
(Spur 7), also Proben welchen keinen His-Tag aufwiesen. In der Probe pJoe4036.1::liuBCD
konnte LiuD uber den C-terminalen His-Tag detektiert werden (Spur 2). Ebenfalls tber den
entsprechenden C-terminalen Tag war es moglich, das AtuF Protein der Konstrukte
pJoe4036.1::atuCF und pJoe4036.1::atuCDEF in den jeweiligen Proben als Signal eindeutig
zu identifizieren (Spur 3/4). Bei den Proben der Konstrukte pCOLA::atuC (Spur 6) und
pCOLA:atuCF (Spur 8), welche am vorliegenden AtuC einen N-terminalen His-Tag
aufwiesen, konnten wiederum neben dem AtuC auch andere Signale festgestellt werden,
welche nicht in der Kontrolle (Spur 5) und auch nicht in der Probe pCOLA::atuF (Spur 7)
detektiert wurden. Warum im Falle der pCOLA Konstrukte immer auch deutliche Signale von
unspezifischen Banden erhalten wurden, welche sich jedoch nicht in der Kontrolle (Spur 5)
zeigten, bleibt unklar. Sicher ausgeschlossen werden kann jedoch, dass es sich um eine

unspezifische Reaktion des sekundaren Antikorpers handelte (Daten nicht gezeigt).

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Abb. 4.39: SDS PAGE von E. coli Rohextrakten (30 °C) nach Coomassie-Farbung [A] und Western-
Blot Analyse zum Nachweis His-getagter Proteine mit Hilfe von His-Tag-Antikdrper [B]
Aufgetragen wurden jeweils 40 pg Protein der Rohextrakte.
M: Marker, 1: E. coli JIM109 pJoe4036.1, 2: E. coli JIM109 pJoe4036.1::MCase (liuBCD), 3:
E. coli JIM109 pJoe4036.1::GCase (atuCF), 4: E. coli IM109 pJoe4036.1::atuCDEF, 5: E. coli
Rosetta pCOLA, 6: E. coli Rosetta pCOLA::atuC, 7: E. coli Rosetta pCOLA::atuF, 8: E. coli
Rosetta pCOLA::atuCF, 9: Rohextrakt P. aeruginosa PAO1 Cs Zellen

Um die Aufreinigung der einzelnen pCOLA-Konstrukte vergleichen zu kdnnen, wurden
folgend gleiche Mengen an Protein der Rohextrakte (50 mg) auf Ni-NTA Agarose Material
(hier: GraviFlow Sdulchen) aufgetragen und nach dem gleichen Protokoll mit einem
steigenden Imidazolgradienten im Elutionspuffer aufgereinigt (Abb. 4.40-4.42). Wie erwartet,
war keine Aufreinigung aus Rohextrakt des Konstruktes pCOLA::atuF mdglich. Aufgrund
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eines hier fehlenden Tags am Protein fur die Affinitdtschromatographie handelte es sich bei

den hier erhaltenen schwachen Signalen um unspezifische Proteinbanden (Abb. 4.40).
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Abb. 4.40:

Reinigung des Rohextraktes E. coli Rosetta pCOLA::atuF Gber Ni-NTA Agarose

Jeweils 10 ul Probe der einzelnen Fraktionen wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und durch Coomassie-Férbung sichtbar gemacht.

M: Marker, RE: Rohextrakt, DF: Durchfluss, W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4:
Waschfraktionen (20 mM Imidazol), E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4:
Elutionsfraktionen mit 100 mM Imidazol, E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, 7-8:
Elutionsfraktionen mit 200 mM Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol,
E11-12: Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol

Aus Rohextrakt des Kontruktes pCOLA::atuCF konnten die beiden Untereinheiten der

Geranyl-CoA Carboxylase nicht isoliert werden (Abb. 4.41). Eine Bande der Grolie nach

AtuC entsprechend, welches den N-terminalen Tag tragt, konnte nicht identifiziert werden.

Jedoch traten zwei deutliche Banden etwas Uber der 25 kDa Markerbande und zwei schwache

Banden etwas unterhalb der 75 kDa Markerbande auf. Eine Untersuchung dieser

Proteinbanden erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht.
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Abb. 4.41:

Reinigung des Rohextraktes E. coli Rosetta pCOLA::atuCF Uber Ni-NTA Agarose

Jeweils 10 ul Probe der einzelnen Fraktionen wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.

RE: Rohextrakt, W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4: Waschfraktionen (20 mM
Imidazol), M: Marker, E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4: Elutionsfraktionen
mit 100 mM Imidazol, E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, 7-8: Elutionsfraktionen
mit 200 mM Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol, E11-12:
Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol
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4. Ergebnisse

Bei der versuchten Aufreinigung von Rohextrakt E. coli Rosetta pCOLA::atuC konnten im
Vergleich zu den zuvor untersuchten Konstrukten gleich fiinf deutliche Banden und einige
Signale schwéchere Intensitat in den Eluaten gefunden werden (Abb. 4.42). Eine der Banden
im Bereich der 50 und 75 kDa Markerbanden konnte dabei die Untereinheit AtuC der
Carboxylase darstellen. Die Reinigung war jedoch aufgrund der Anzahl der erhaltenen
Signale nicht erfolgreich. Da eine weitere Untersuchung der einzelnen Signale an dieser Stelle
nicht erfolgte, kann nicht geklart werden, ob es sich bei den diversen Signalen um
Zersetzungsprodukte, aufgrund der Probenvorbereitung, oder generell um unspezifische

Proteine handelt.

kDa RE W1 W2 W3W4 M El E2 E3 E4 kDa E5 E6 E7 E8 M E9 E10 El1 E12
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Abb. 4.42:  Reinigung des Rohextraktes E. coli Rosetta pCOLA::atuC Uiber Ni-NTA Agarose

Jeweils 10 pl Probe der einzelnen Fraktionen wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.

RE: Rohextrakt (40 pg), W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4: Waschfraktionen
(20 mM Imidazol), M: Marker, E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4:
Elutionsfraktionen mit 100 mM Imidazol, E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, 7-8:
Elutionsfraktionen mit 200 mM Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol,
E11-12: Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol

In einem weiteren Versuch wurden Rohextrakte der E. coli Stimme mit den Konstrukten
pCOLA::atuC und pCOLA::atuF gemischt und tiber Nacht auf Eis inkubiert. Ein mogliches
Zusammenfinden der Untereinheiten in diesem Mix und folgend eine mdgliche gemeinsame
Aufreinigung vergleichbar mit dem Konstrukt pJoe4036.1::atuCF konnte allerdings nach den
entsprechenden Reinigungsschritten nicht festgestellt werden (Abb. 4.43). Das Bild der
,Reinigung®“ entsprach hier anndhernd dem Bild der ,,Aufreinigung* des Rohextraktes von
E. coli pCOLA::atuC.
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Abb. 4.43: Reinigung der gemischten und auf Eis inkubierten Rohextrakte E. coli Rosetta
pPCOLA::atuC und E. coli Rosetta pCOLA::atuF Uber Ni-NTA Agarose
Jeweils 10 ul Probe der einzelnen Fraktionen wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und durch Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht.
RE: Rohextrakt (40 pg), DF: Durchfluss, W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4:
Waschfraktionen (20 mM Imidazol), M: Marker, E1-E2: Elutionsfraktionen (50 mM Imidazol),
E3-4: Elutionsfraktionen (100 mM Imidazol), E5-6: Elutionsfraktionen (150 mM Imidazol), 7-8:
Elutionsfraktionen mit 200 mM Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol,
E11-12: Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol

Durch die Verwendung des Vektorsystems pCOLA Duet -1 und den hier gewahlten
Bedingungen war zwar eine Synthese der rekombinanten Proteinuntereinheiten der
Geranyl-CoA Carboxylase aus P. aeruginosa in E. coli moglich, jedoch war eine gemeinsame
Aufreinigung dieser tber den am AtuC angefligten N-terminalen His Tag Uber Ni-NTA

Agarose nicht erfolgreich.

4.4. Versuche zur Bestimmung von Enzymaktivitaten der rekombinanten Carboxylasen

Die rekombinanten Enzyme Methylcrotonyl-CoA und Geranyl-CoA Carboxylase, welche
durch E. coli synthetisiert und folgend tber Ni-NTA Agarose aufgereinigt werden konnten,
wurden zur Bestimmung der Enzymaktivitdten in den bereits beschrieben Carboxylase Assay
eingesetzt. Bei diesen rekombinanten Proteinen handelte es sich zum einen um die aus dem
Konstrukt pJoe4036.1::liuBCD gewonnenen Untereinheiten LiuB und LiuC der
Methylcrotonyl-CoA Carboxylase und um die aus den Konstrukten pJoe4036.1::atuCF und
pJoe4036.1::atuCDEF gewonnenen Untereinheiten der Geranyl-CoA Carboxylase AtuC und
AtuF.
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4.4.1. Untersuchung der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase Aktivitat

Bei der Verwendung von partiell aufgereinigten P. aeruginosa Rohextrakten konnte bereits
eine Aktivitat der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase festgestellt werden. Ein Beispiel fr den
typischen Verlauf der Reaktionen wurde im Kap.4.2. in den Abb. 4.5 und 4.6 dargestellt. Hier
konnte bei Einsatz von partiell aufgereinigtem Rohextrakt von Zellen, die auf Isovalerian-
séure als Kohlenstoff- und Energie-Quelle angezogen wurden, eine spezifische Aktivitit von
5900 mU/mg mit selbstsynthetisierten Methylcrotonyl-CoA (MCoA) bzw. 5400 mU/mg mit
kauflichem MCoA (Sigma) berechnet werden. Mit den aufgereinigten, rekombinanten
Enzymen aus E. coli wurden folgend ebenfalls Versuche unternommen, Enzymaktivitaten zu

bestimmen.

Bei der Untersuchung der rekombinanten MCase (pJoe4036.1::liuBCD) im Carboxylase
Assay konnte eine maximale Aktivitat von 5320 mU/mg festgestellt werden. Im Mittel lag
diese Aktivitat im Bereich von 2700 + 1260 mU/mg (n = 16). Somit konnten sowohl mit
aufgereinigtem Enzym aus dem Wildtypstamm P. aeruginosa (Abb. 4.6, 5900 mU/mg), als
auch mit rekombinantem Enzym (Abb. 4.44, 5320 mU/mg) vergleichbare Aktivitaten mit
Methylcrotonyl-CoA bestimmt werden. Die Unterschiede im Reaktionsverlauf, welche sich in
den entsprechenden Abbildungen zeigten, sind dabei auf die Menge des eingesetzten Enzyms
zurlickzufuhren. Wéhrend bei der Reaktion mit Wildtypenzym (0,8 pg Protein, aufgereinigt
aus 1so Zellen) die Anderung der Absorption iiber einen ldngeren linearen Verlauf beobachtet
werden kann (AE = -0,1759/4,74 min), ist die Reaktion mit rekombinantem Enzym (8,2 pg
Enzym) wesentlich schneller und steiler in ihrem Verlauf (Abb. 4.44). Die Anderung der
Absorption im linearen Bereich erfolgte in diesem Falle innerhalo von 1,19 min
(AE =-0,0489/1,19 min).
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Abb. 4.44: Enzymassay zur Bestimmung der MCase-Aktivitdt mit rekombinantem in E. coli
synthetisiertem und Uber Ni-NTA aufgereinigtem Enzym
Bei Verwendung von 20ul aufgereinigter MCase (0,41mg/ml) und selbstsynthetisiertem MCoA
konnte eine Enzymaktivitat von 5320 mU/mg bestimmt werden

128



4. Ergebnisse

Mit einer Substratkonzentration von 1 mM bzw. 0,5 mM im Ansatz wurde im Sattigungs-
bereich des Enzyms gearbeitet. Daher konnte bei Variation der Menge an Substrat, also
Methylcrotonyl-CoA, auch keine verénderte Reaktion festgestellt werden. Letztentlich konnte
das Abflachen des Reaktionsverlaufes auf die Phosphoenolpyruvat (PEP)-Konzentration
zuruckgefihrt werden. Die Konzentration von 0,2 mM stellte sich in diesem Falle als
limitierend heraus. Um die Vergleichbarkeit der einzelnen Assasys jedoch aufrechtzuerhalten,
wurde diese Konzentration beibehalten. Nichtsdestotrotz mussten die einzelnen Chargen an
selbst hergestellten CoA-Estern vor ihrem Einsatz in einem Assay ohne Enzym getestet
werden, da es unter Umstanden auch zu Eigenreaktionen, welche nicht durch das zu testende
Enzym bedingt waren, kam (Daten nicht gezeigt). Diese Chargen konnte flir weitere

Messungen nicht eingesetzt werden.

Die Lagerung der Enzymldsung auf Eis fur weitere drei Tage reduzierte die spezifische
Aktivitat deutlich auf 720 mU/mg (Daten nicht gezeigt).

Ein moglicher Beitrag von Reduktionsmitteln wie DTT und Glutathion zur Stabilisierung des
Enzyms wurde daraufhin getestet. Die Ergebnisse sind in der Abb. 4.45 graphisch dargestellt.
Dabei ist aus den Daten ersichtlich, dass schon mit der Zugabe von DTT zum Assay eine
etwas hohere Aktivitdat (560 mU/mg) im Vergleich zum Ansatz ohne DTT Zugabe
(400 mU/mg) erhalten wurde. Die Zugabe von Glutathion dagegen hatte eine nur etwas
geringere MCase Aktivitat zur Folge (300 mU/mg). Wurden die Proben folgend weiter auf
Eis bzw. bei -20 °C gelagert so konnte bei der Probe ohne Zusatz nur noch eine sehr geringe
Aktivitdt von 58 mU/mg (auf Eis gelagerte Probe) bzw. keine Aktivitat der bei -20 °C
gelagerten Probe festgestellt werden. Der Zusatz von DTT zur Proteinlésung bewirkte bei
Lagerung auf Eis eine Steigerung der Aktivitat auf 1100 mU/mg. Die Aktivitat der bei -20 °C
gelagerten Probe war vergleichbar mit der Messung drei Tage zuvor (640 mU/mg). Der
Einfluss von Glutathion auf das Protein war weniger gravierend. Die Aktivitat der auf Eis
gelagerten Probe lag bei 200 mU/mg und war somit nur geringfuigig vermindert gegenuber
der zuvor gemachten Messung mit frischem Enzym. Bei Messung der Aktivitat der Probe,
welche bei -20 °C gelagert wurde, konnte dagegen eine geringfugige Zunahme (500 mU/mg)
beobachtet werden. Erfolgte die Kontrolle der Enzymaktivititen erneut nach 20 Tagen, so
konnten sowohl flr das Enzym ohne Zusétze als auch fir die Enzyme mit Zusétzen, welche
auf Eis gelagert wurden, keine Aktivitdten mehr festgestellt werden. Fir die bei -20 °C
gelagerten Proben dagegen konnte in beiden Féllen eine Steigerung der Aktivitat im Falle der
DTT-Probe auf 1800 mU/mg und im Falle der Glutathion-Probe auf 900 mU/mg bestimmt
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werden. In beiden Féllen konnte im Vergleich zur ersten Messung mit frischem Enzym eine
ca. 3-fache Steigerung der Aktivitat verzeichnet werden. Bei noch langerer Lagerung uber

drei Monate hinweg bei -20 °C konnte keine Enzymaktivitat mehr festgestellt werden.

Einfluss von DTT und Glutathion auf die Aktivitat der
rekombinanten MCase

2490

1990
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I
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-20°C Eis ‘ -20°C -20°C

Aktivitatin mU/mg

Tagl Tag5s Tag 20 Tag 275

H MCase ohne Zusatz B MCase + DTT McCase + Glutathion

Abb. 4.45:  Bestimmung des Einflusses von Reduktionsmitteln wie DTT bzw. Glutathion auf die
Stabilitat (Aktivitat) der MCase Proteinlésung bei weiterer Lagerung auf Eis im Kihlraum
bzw. bei -20 °C

Durch Zugabe von DTT und Glutathion konnte die Stabilitat der Proteinlosung Gber langere
Zeit erhalten werden. Um die Vergleichbarkeit der einzelnen Messungen jedoch zu erhalten,
ist es erforderlich alle Proben in der gleichen Art und Weise zu behandeln. In der
vorliegenden Arbeit wurde somit auf die Zugabe von DTT bzw. Glutathion verzichtet, und
die Proteine zeitnah nach ihrer Aufreinigung auf Aktivitdt hin getestet, um die
Vergleichbarkeit mit den friiheren Messungen zu gewaéhrleisten. Fir das Fortfiihren der
Arbeiten bleibt zu Uberlegen, gegebenenfalls schon bei der Aufreinigung der entsprechenden

Proteine die Zugabe von DTT bzw. Glutathion in Betracht zu ziehen.

4.4.2. Untersuchung der Geranyl-CoA Carboxylase Aktivitat

Im Gegensatz zur MCase Aktivitdt von aufgereinigten P. aeruginosa Rohextrakten
(Isovaleriansaure und Citronellsaure Zellen) konnte in der Vergangenheit keine Aktivitat mit
Geranyl-CoA bestimmt werden. Im Folgenden sollten nun auch die rekombinanten Enzyme

auf ihre Aktivitat mit Geranyl-CoA hin untersucht werden.
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4.4.2.1. Untersuchung der pJoe4036.1::atuCF Konstrukte

Bei der Verwendung von rekombinanten Protein aus E. coli, welches Uber das Konstrukt
pJoe4036.1::atuCF synthetisiert und Uber Ni-NTA Agarose aufgereinigt wurde, waren
ebenfalls keine signifikanten Aktivitdten im Carboxylase Assay mit diesem Substrat zu
bestimmen (Daten nicht gezeigt).

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass in E. coli mdglicherweise nicht ausreichend
Biotin fir den Einbau in das Carboxylase-Enzym zur Verfiigung stand, erfolgte bei folgenden
Zellanzuchten immer die Zugabe von zusétzlichem Biotin (1 pg/ml). Mit entsprechend
aufgereinigten Proteinen konnte jedoch weiterhin im Falle der Geranyl-CoA Carboxylase
keine Aktivitat erhalten werden. Auch die direkte Zugabe von Biotin in den Ansatz des
Enzymassays brachte keine Verbesserung und damit keine Aktivitat. Der Verlauf der
Reaktion konnte nicht verdndert werden und lediglich das charakteristische Bild war
festzustellen (Abb. 4.46 [A]).

Da bei den Untersuchungen der Geranyl-CoA Carboxylase bei Seubert et al. (1963)
Glutathion der Enzymreaktion zugesetzt wurde, sollte dies auch bei dem hier vorliegenden
Enzym gestestet werden. Die Zugabe von 10 pl einer 0,2 mM Glutathion Stammldsung zum
Reaktionsmix zeigte jedoch keinen Einfluss auf den Reaktionsverlauf. Eine Aktivitit konnte
auch in diesen Féllen nicht festgestellt werden (Abb. 4.46 [B]).
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Abb. 4.46: Enzymassay zur Bestimmung der GCase-Aktivitdt mit rekombinantem in E. coli
synthetisiertem und Uber Ni-NTA Agarose aufgereinigtem Enzym
Verwendung von 20 pl aufgereinigter GCase (0,19 mg/ml) und selbstsynthetisiertem GCoA
(0,5 mM). In [A] war der Hintergrund stérker als die eigentliche Reaktion, welche mit der
Zugabe von GCoA gestartet wurde. Hier konnte somit keine Aktivitat bestimmt werden. In [B]
enthélt der Ansatz zusatzlich 2 uM Glutathion. Eine Aktivitdt kann nach Zugabe von GCoA
(0,5 mM) auch hier nicht festgestellt werden.
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Chemische Reaktionen verlaufen meist als Gleichgewichtsreaktionen. Solch ein sich
einstellendes Gleichgewicht zwischen Edukten und Produkten einer Reaktion kann durch
Veranderung der Reaktionsbedingungen in eine bestimmte Richtung verschoben werden. Das
Abziehen eines Produktes einer Reaktion z.B. kann somit das Gleichgewicht in Richtung der
Produkte verlagern. In der Annahme die Reaktion der Geranyl-CoA Carboxylase mit GCoA
sei eine nur sehr langsam und schwach ablaufende Reaktion, welche somit nicht unmittelbar
zu verfolgen sein kdnnte, wurde die Mdglichkeit getestet, die Reaktion durch Zugabe der sich
im Reaktionsverlauf anschlieBRenden Enzyme in die Richtung des Isohexenyl-glutaconyl-
CoAs zu ziehen. Abgesehen von dieser Vermutung besteht aber auch die Mdglichkeit, dass
die drei Enzyme Geranyl-CoA Carboxylase, Isohexenylglutaconyl-CoA Hydratase (AtuE)
und die 3-Hydroxy-3-isohexenylglutaryl-CoA:Acetat Lyase (moglicherweise AtuA) einen
gemeinsamen Komplex bilden und gegebenenfalls dadurch sich selbst bzw. die gebildeten
Zwischenprodukte der Reaktionen stabilisieren. Um diese Mdglichkeit zu Gberprifen wurde
dem Geranyl-CoA Carboxylase Assay das GCase Protein bzw. eine Mischung aller drei
Proteine, welche rekombinant von E. coli gebildet und aus diesen gewonnenen Extrakten
aufgereinigt wurden (Kap.4.5.3. bzw. 4.5.5.), zugesetzt. Aktivitaten waren jedoch auch bei
diesen Versuchen nicht festzustellen (Abb. 4.47). Ein Einfluss der nachfolgenden Enzyme auf
die Aktivitat der Carboxylase konnte mit diesen Messungen nicht gezeigt werden. Durch die
rekombinante Synthese der Proteine ist es mdglich, das eine andere zum Wildtyp
verschiedene Faltung bzw. ein anderer Zusammenbau der einzelnen Untereinheiten im Falle
der GCase in E. coli erfolgte. Aufgrund der Verwendung von diesen Proteinen konnte ein
Einfluss somit aber auch nicht ausgeschlossen werden. Auch der Zusatz von Pseudomonas
Rohextrakt und damit von Wildtypenzymen konnte die Reaktion nicht in die gewinschte
Richtung, den Verbrauch von Geranyl-CoA, ziehen (Daten nicht gezeigt). Eine nicht

funktionsttichtige rekombinante GCase konnte also nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.47.. Untersuchung des Einflusses von AtuE und AtuA auf die Reaktion der Geranyl-CoA
Carboxylase Reaktion
Mit Hilfe der Enzymassays dargestellt in [A], dem Ansatz mit 30 pl GCase (0,19 mg/ml) und in
[B], dem Ansatz mit dem GCase/AtuE/AtuA Gemisch (jeweis 5 pg) konnten keine GCase
Aktivitaten bestimmt werden.

4.4.2.2. Untersuchung der pJoe4036.1::atuCDEF Konstrukte

In zuriickliegenden Arbeiten wurde versucht, die Gene der beiden Carboxylasen, Geranyl-
CoA und Methylcrotonyl-CoA Carboxylase in E. coli zu klonieren. Bei der GCase wurden
hierflir zunachst die fir die beiden Untereinheiten codierenden Gene atuC und atuF separat
amplifiziert und Uber eine gemeinsame Schnittstelle ligiert (pJoe4036.1::atuCF). Bei der
MCase wurde im Gegensatz dazu zusétzlich zu den beiden Untereinheiten codierenden
Sequenzen liuB und liuD auch das durch diese eingeschlossene liuC Gen als ganzes Fragment
(liuB-liuC-liuD) amplifiziert (pJoe4036.1::1iuBCD). Es konnten auch nach erfolgreicher
Synthese und Aufreinigung der jeweiligen Untereinheiten fur die Geranyl-CoA Carboxylase
allerdings keine Aktivitaten bestimmt werden. Fir die Methylcrotonyl-CoA Carboxylase
dagegen konnte eine maximale Aktivitat von 5300 mU/mg berechnet werden. Somit war es
sowohl flr die aus P. aeruginosa aufgereinigte (5900 mU/mg), als auch fiir die rekombinante
MCase aus E. coli moglich, Aktivitdten zu bestimmen. Dies war fir die GCase in beiden
Fallen nicht moglich.

Da die Klonierung der MCase (liuB/liuD) als ganzes Konstrukt von liuBCD erfolgreich war
und das so gewonnene Protein in den sich anschlieBenden Untersuchungen Aktivitat zeigte,
wurde nun auch die GCase als zusammenhéngendes Konstrukt atuCDEF amplifiziert und in
E. coli kloniert (Kap.4.3.3.). Bei der Synthese der beiden Untereinheiten, oder besser der
Aufreinigung dieser aus E. coli Rohextrakt traten jedoch Probleme auf, darin bestehend, dass

das AtuC Protein, welches im Falle der GCase noch deutlich Gber das AtuF (C-terminale
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His-Tag) mit aufgereinigt werden konnte, hier nur in Spuren im Vergleich zum AtuF erhalten
wurde (Kap.4.3.4.). Entsprechende Versuche (Optimierung der Expressionsbedingungen,
Regeneration des Saulenmaterials) auch hier beide Untereinheiten zu erhalten schlugen fehl.
Mit den so gewonnen Proben konnten daher auch keine Aktivitaten bei Einsatz von Geranyl-

CoA bzw. Methylcrotonyl-CoA gewonnen werden (Daten nicht gezeigt).

4.4.3. Untersuchung der Carboxylasen mit Hilfe der rekombinanten Acyl-CoA
Dehydrogenasen

In einem zuvor behandelten Abschnitt (Kap.4.2.) wurde bereits eine mdgliche Verknipfung
von Acyl-CoA Dehydrogenase und Carboxylase Assay besprochen. In jenem Abschnitt
wurden Versuche mit Wildtypenzymen aus P. aeruginosa unternommen. Durch die
Verwendung von E. coli Rohextrakt (pJoe4036.1::PA2889) als Quelle der Citronellyl-CoA
Dehydrogenase (AtuD) konnten dort jedoch keine Aussagen hinsichtlich der Méglichkeit der
Kopplung, sowie der Aktivitat der GCase in diesen Versuchen gemacht werden, da eine
Absorptionsanderung auch ohne Zugabe der Carboxylase erfolgte. Da an dieser Stelle nun
rekombinante Proteine zur Verfligung standen, sollten die frilher gemachten Untersuchungen
auch mit diesen wiederholt werden. Bei einer aktiven Citronellyl-CoA Dehydrogenase (AtuD)
wird aus Citronellyl-CoA cis-Geranyl-CoA das Substrat der Geranyl-CoA Carboxylase
bereitgestellt. Die Aktivitat der rekombinanten Citronellyl-CoA Dehydrogenase ist in einem

spateren Abschnitt dieser Arbeit (Kap.4.5.2.) gezeigt.

Mit Hilfe der aufgereinigten, rekombinanten Proteine AtuD (pJoe4036.1::atuD, pet28a::atuD)
und GCase (pJoe4036.1::atuCF) wurden die Versuche zur Kopplung des Dehydrogenase und
Carboxylase Assays wiederholt. Jedoch war auch hier keine Bestimmung der GCase Aktivitat
maoglich, da NADH+H" mit DCPIP, und PMS als Elektronen-Vermittler unter Reduktion
von DCPIP,, reagiert. Durch die Bildung von NAD" und DCPIPq wird die Konzentrations-
abnahme von NADH+H" als Absorbtionsabnahme auch bei Abwesenheit der Carboxylase im
Assay sichtbar (Daten nicht gezeigt).

In folgenden Experimenten wurde daher eine Reaktion ohne PMS und DCPIP getestet, wobei
es jedoch unter Verwendung der rekombinanten GCase nicht mdglich war, Aktivitaten zu
beobachten (Daten nicht gezeigt). Die Citronellyl-CoA Dehydrogenase, aber auch die
Isovaleryl-CoA Dehydrogenase des Liu-Weges sind Vertreter der Familie der Acyl-CoA
Dehydrogenasen. Diese Flavoproteine, katalysieren die a,p-Dehydrogenisierung von

Fettsdure-Acyl-CoA Konjugaten, wobei ein Wasserstoffatom als Proton an eine als Base
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wirkende Aminosdure im aktiven Zentrum des Enzyms und das zweite Wasserstoffatom als
Hydrid an das FAD, die prosthetische Gruppe des Enzyms, angelagert wird (Chattopadhyay,
2007; Ghisla & Thorpe, 2004). Da bei einer Reaktion ohne PMS und DCPIP keine Oxidation
des Enzymgebundenen FADHSs zu FAD erfolgen kann, wére es fir das Enzym nicht méglich,
ein weiteres Citronellyl-CoA Molekiil zu Geranyl-CoA zu oxidieren.

Um auszuschlieen, dass die fehlende Aktivitdt auf zu wenig ,nutzbares“ FAD
zurlickzufiihren war, wurde dem ,,gekoppelten Ansatz* zusitzliches FAD (10 bzw.100 puM)
hinzugefugt. Aktivitdten konnten allerdings auch bei diesen Versuchen nicht bestimmt
werden. Ob der Zusatz von FAD in diesen Reaktionen eine ausreichende Verfligbarkeit des
Cofaktors flr das rekombinante Protein AtuD darstellte, konnte nicht festgestellt werden, da
eine Aktivitat der rekombinant von E. coli synthetisierten GCase sich im Assay nicht zeigte
(Abb. 4.48).
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Abb. 4.48: Darstellung der gekoppelten AtuD/GCase Reaktion ohne PMS und DCPIP
Nach der Inkubation der Substanzen des Dehydrogenase-Assays (Bildung des cis-GCoAs), wurde
der GCase Reaktionsmix, welcher zusétzlich FAD (10 uM) enthielt, zugegeben. An dieser Stelle
konnte keine GCase Aktivitat festgestellt werden.

Um auszuschlieRen, dass das Fehlen der GCase Aktivitat (rekombinante Proteine) im Assay
ohne PMS und DCPIP auf ein generelles Enzym-bedingtes Problem der GCase zurlick-
zufihren ist, sollte auch die Kopplung der Isovaleryl-CoA Dehydrogenase und der
Methylcrotonyl-CoA Carboxylase, fur welche schon zuvor Aktivitaten im Carboxylase Assay
allein erhalten werden konnte, getestet werden.

Die entsprechenden Ansétze, welche ohne PMS und DCPIP dafiir aber mit zusatzlich FAD
durchgefuhrt wurden, brachten allerdings auch in diesem Falle keine Aktivitat der MCase
hervor, obwohl das aktive rekombinante Enzym (Daten nicht gezeigt) das durch die
Isovaleryl-CoA Dehydrogenase Reaktion bereitgestellte MCoA hétte umsetzten missen. Bei
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den Versuchen hier konnte lediglich ein schwacher Abfall der Absorption bei Zugabe des
MCase Reaktionsmixes beobachtet werden (Abb. 4.49 [A]). Dieser Abfall war jedoch nicht
auf eine MCase Aktivitat zurickzufiihren, sondern wurde bereits durch die Zugabe des
Reaktionsmixes (PEP, ATP, NADH, BSA, KHCO3; und MgCl,) hervorgerufen (Abb. 4.49

[B]).
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Abb. 4.49: Darstellung der gekoppelten LiuA/MCase Reaktion
In [A] wurde der MCase Reaktionsmix, welcher alle Komponenten des Carboxylase Assays
enthdlt als Mischung zum vorher inkubierten Dehydrogenase Assay zugegeben. Vergleichend
dazu in [B]: die Zugabe der Komponenten des Mixes einzeln zum Anzatz, Mix: PEP, ATP,
NADH, BSA, KHCO; und MgCl,; PK: Pyruvat Kinase; LDH: Lactat Dehydrogenase; MCase:
Methylcrotonyl-CoA Carboxylase und MCoA: Methylcrotonyl-CoA.

Aufgrund des unbeabsichtigten Ubertragens von Wasserstoffatomen im durchgefiinrten Assay
(CCoA Dehydrogenase/GCase), einer damit bedingten Absorptionsabnahme ohne Zugabe an
Carboxylaseenzym und einer nicht erhalten Aktivitat im Assay der Isovaleryl-CoA (ICoA)
Dehydrogenase/Methylcrotonyl-CoA Carboxylase ohne PMS und DCPIP muss davon
ausgegangen werden, das eine Kopplung von Dehydrogenase und Carboxylase Assay auf

diese Weise nicht moglich ist.

4.4.4. VVersuche zur Bestimmung von Enzymaktivitaten unter Verwendung von cis- und
trans-Geranyl-CoA als Substrate

Da die Versuche zur Kopplung der Enzymreaktionen von Acyl-CoA Dehydrogenase und
Carboxylase in beiden Fallen, Citronellyl-CoA DH/GCase und Isovaleryl-CoA DH/MCase,
keine Aktivitdten hervorbrachten und somit hdchst wahrscheinlich (ber den hier
beschriebenen Weg diese nicht moglich ist, konnte bis auf weiteres ein moglicher Einfluss des
Isomerengemisches, als welches das Substrat Geranyl-CoA bis zum jetzigen Zeitpunkt vorlag,

nicht ausgeschlossen werden. In einem anderen Teil dieser Arbeit (Kap.4.8.5) war es
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schliellich moglich die beiden Isomere der Geranylséure auf Stufe des Methylesters Uber
semi-praparative HPLC zu trennen. Somit lagen schlie3lich nach Verseifung der Ester die cis-
und die trans-Geranylsaure vor, welche dann als Ausgangsverbindungen flr die Synthese von
cis- und trans-Geranyl-CoA verwendet wurden. Mit den so synthetisierten Substraten konnten
die entsprechenden Enzymreaktionen erneut durchgefuhrt werden. Hierfir wurden zundchst
Rohextrakte von P. aeruginosa, welche auf verschiedenen C-Quellen angezogen wurden
untersucht. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 4.50 graphisch dargestellt. In der Abbildung
451 erfolgte weiterhin die vergleichende Betrachtung der Ergebnisse mit friher

durchgefihrten Untersuchungen.

Carboxylase Aktivitat von P. aeruginosa Rohextrakten
mit verschiedenen Substraten

Aktivitatin mU/mg
[
(%3]

5 ﬁT| 7
0_

RE Glu RE Iso RE Cs
M cis-GCoA M trans-GCoA MCoA

Abb. 4.50: Vergleich der Aktivitdten mit den nun zur Verflgung stehenden Substraten cis- und trans-
GCoA sowie MCoA, welche mit den unterschiedlichen Rohextrakten von P. aeruginosa
erhalten wurden
RE Glu: Rohextrakt gewonnen von Zellen, welche mit Glukose als C-Quelle angezogen wurden;
RE Iso: Rohextrakt gewonnen von Zellen, welche mit Isovaleriansdure als C-Quelle angezogen
wurden; RE Cs: Rohextrakt gewonnen von Zellen, welche mit Citronellsdure als C-Quelle
angezogen wurden

Vergleicht man die Aktivitaten, welchen mit Rohextrakt von mit Glukose gewachsenen
Zellen erhalten wurden, so wurde ersichtlich, dass relativ &hnliche Werte bei der Verwendung
der Substrate cis- und trans GCoA, aber auch mit MCoA zu beobachten waren (Abb. 4.50).
Diese lagen nur geringfugig unter den Werten, welche zu Beginn der Arbeit mit der
Isomerenmischung von GCoA (Mischung) und MCoA (alte Charge) erhalten wurden (Abb.
4.51 bzw. Kap. 4.2., Tab. 4.3). Da bei Wachstum von P. aeruginosa mit Glukose als alleinige
C- und Energiequelle weder das atu- noch das liu-Gencluster und damit der Abbau von
azyklischen Monoterpenen bzw. der Abbau von Leucin und Isovaleriansdure induziert
werden, war hier nicht von signifikanten Aktivitdten (As;; < 7 mU/mg) zu sprechen.
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Vergleicht man dazu die erhalten Daten von Rohextrakt von mit Isovaleriansdure
gewachsenen Zellen, so wurde deutlich dass die Aktivitdten, welche mit Isomerenreinen
Substraten bzw. der Mischung an GCoA erhalten wurden, denen der entsprechenden Glukose
Aktivitaten entsprachen (Bereich 3-6 mU/mg, Abb. 4.51). Eine signifikante Aktivitat von
diesem Rohextrakt mit cis-oder trans-GCoA konnte an dieser Stelle somit nicht festgestellt
werden. Nichtsdestotrotz war die Bestimmung einer Methylcrotonyl-CoA Carboxylase
Aktivitdt moglich. Diese lag bei 20 £ 9,6 mU/mg (Abb. 4.50) und war damit deutlich geringer
als die in friheren Messungen erhaltene Aktivitat von 54 £ 22 mU/mg (Abb. 4.51, Tab. 4.3).
Konnten zuvor mit Rohextrakt aus P. aeruginosa Zellen, welche mit Citronellséure als
alleinige C- und Energiequelle angezogen wurden, MCase Aktivitdten von ca. 47 *
11 mU/mg erhalten werden, so fiel die Aktivitét bei diesen Messungen mit ca. 12 = 3 mU/mg
deutlich geringer aus. Die erhaltene GCase Aktivitat mit cis-GCoA (ca. 11 £ 9 mU/mg)
entsprach im Vergleich dazu der Aktivitat, welche schon zuvor mit der Mischung aus cis- und
trans-GCoA erhalten werden konnte (11 + 6 mU/mg, Abb. 4.51). Die berechnete Aktivitat mit

trans-GCoA war dagegen mit 5 £ 5 mU/mg etwas geringer.

Carboxylase Aktivitat von P. aeruginosa Rohextrakten
mit verschiedenen Substraten
90
T
= 70
E
=
E 50
£
£ 30
=
=
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RE Glu RE Iso RE Cs
H cis-GCoA mtrans-GCoA m GCoA (Mischung) m MCoA m MCoA (alte Charge)

Abb. 451: Vergleich der Aktivitdten von Messungen mit den nun zur Verfligung stehenden Substraten
cis- und trans-GCoA sowie denen, welche zu Beginn der Arbeit beschrieben wurden
(Abschnitt 4.2.)
RE Glu: Rohextrakt gewonnen von Zellen, welche mit Glukose als C-Quelle angezogen wurden;
RE Iso: Rohextrakt gewonnen von Zellen, welche mit Isovaleriansdure als C-Quelle angezogen
wurden; RE Cs: Rohextrakt gewonnen von Zellen, welche mit Citronellsdure als C-Quelle
angezogen wurden

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass auch nach getrenntem Einsatz von cis- und

trans-GCoA als Substrate in den Carboxylase Assay signifikante Aktivitaten, berechnet aus
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den entsprechenden Absorptionsédnderungen, lediglich mit MCoA erhalten werden konnten.
Weder mit cis- noch mit trans-Geranyl-CoA konnten deutliche Absorptionsdnderungen

beobachtet und damit deutliche Aktivitaten bestimmt werden.

Folgend wurden auch Messungen zur Carboxylase Aktivitdit mit den rekombinanten
Proteinen, welche Uber verschiedene Konstrukte in E. coli synthetisiert wurden, durchgefuhrt.
Eine MCase Aktivitdt von rekombinantem Protein konnte zum WVergleich mit 928 +
261 mU/mg bestimmt werden. Wurden ,,aufgereinigte® Proteine, die liber die Geranyl-CoA
Carboxylase  Konstrukte pJoe4036.1::atuCF, pJoe4036.1::atuCDEF und pCOLA-
Duetl::atuCF in E. coli synthetisiert wurden, in die Messungen eingesetzt, so konnten im
Vergleich dazu nur geringfugige Aktivitaten berechnet werden (Abb. 4.52). Im Vergleich zu
der MCase Aktivitat der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase lagen diese Aktivitaten hier im
Bereich von unter 100 mU/mg (Tab. 4.7).

Carboxylase Aktivitat von rekombinanten Proteinen mit
verschiedenen Substraten
1350
1150
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T T —Y——x—,—*ﬁ_—ﬁ
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ploe::liuBCD ploe::atuCk ploe::atuCDEF  pCOLA::atuCF
M cis-GCoA Mtrans-GCoA MCoA

Abb. 4.52: Vergleich der Aktivitdten mit den nun zur Verfiigung stehenden Substraten cis- und trans-
GCoA sowie MCoA, welche mit den verschiedenen rekombinanten Proteinen aus E. coli
erhalten wurden (MCase: pJoe::liuBCD; GCase: pJoe::atuCF, pJoe::atuCDEF und
pCOLA::atuCF)

Dabei konnten mit cis-GCoA als Substrat Aktivitdten im Bereich von 18-26 mU/mg
berechnet werden (Tab. 4.7). Von Seubert et al. (1963) wurde postuliert, dass die Geranyl-
CoA Carboxylase das cis-Geranyl-CoA als Substrat umsetzt. Nichtsdestotrotz konnten fiir die
Konstrukte pJoe4036.1::atuCF und pCOLA:atuCF mit 43 + 2,8 mU/mg bzw. 70 +

52,3 mU/mg hohere Aktivitaten mit trans-Geranyl-CoA bestimmt werden.
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Wie auch immer, auch wenn mit den CoA-Estern jetzt sowohl cis-, als auch trans-GCoA fur
Messungen von Enzymaktivitaten zur Verfligung standen, so waren doch aufgrund der sehr
geringen Absorptionsanderungen lediglich minimale Aktivitdten zu berechnen und damit
Aussagen schwierig und nicht eindeutig. Als signifikante Aktivitat kann letztendlich lediglich
die MCase Aktivitat des Konstruktes pJoe4036.1::liuBCD mit dem Substrat MCoA angesehen
werden. An dieser Stelle missen die Untersuchungen auch mit neu gewonnen Chargen an
Protein wiederholt werden, um die hier erhaltenen Ergebnisse zu kontrollieren und besser

interpretieren zu kénnen.

Tab. 4.7: Spezifische GCase und MCase Aktivitaten von aufgereinigten rekombinantem Protein

Substrat Spezifische Aktivitat von Protein gereinigt aus E. coli mit den
folgenden Konstrukten in mU/mg:

pJoe::liuBCD pJoe::atuCF pJoe::atuCDEF pCOLA::atuCF

cis-GCoA nn' 18,7 + 16,3 22,7+11,8* 25,7 +13,7*
trans-GCoA nn' 43 + 2,82 7+1211 70 £52,3°
MCoA 928 + 2614 23,5 + 33,22 nn? 5+ 4,22

Legende: nn: Aktivitat nicht nachweisbar; *: 3 unabhangige Messungen, *: 2 unabhangige Messungen,
%: 4 unabhangige Messungen, *: 5 unabhangige Messungen

Seit den Arbeiten von Seubert et al. (1963) ist bekannt, das lediglich das cis-Geranyl-CoA als
Substrat von der Geranyl-CoA Carboxylase umgesetzt wird. Zu Beginn der vorliegenden
Arbeit wurde daher vermutet, dass die fehlende GCase Aktivitidt auf die mdoglicherweise
gegenseitige Beeinflussung der beiden Isomere des GCoA Substrates zurlickzufuhren war. Da
im spéteren Verlauf diese beiden Isomere getrennt zur Verfugung standen, konnte auch diese
Vermutung nadher untersucht werden. Bei den durchgefiihrten Versuchen mit Rohextrakt von
P. aeruginosa Cs Zellen, bei welchem zunéchst das eine und folgend das andere Isomer dem
Ansatz zugesetzt wurde, konnten jedoch keine handfesten Ergebnisse erhalten werden. Durch
Wiederholung von verschiedenen Ansédtzen kam es zu gegensatzlichen Ergebnissen. Zum
einen konnte eine ,,Beeinflussung® durch Abflachen der Reaktion nach Zugabe von trans-
GCoA festgestellt werden, zum anderen war dies beim gleichen Ansatz wiederum nicht der
Fall (Abb. 4.53). Die gleichen Resultate wurden auch bei der Reaktion von trans-GCoA mit
sich anschliellender Zugabe von cis-GCoA erhalten (Abb. 4.54). Eine Hemmung von cis-
GCoA durch trans-GCoA und Umgekehrt eine Hemmung von trans-GCoA durch cis-GCoA
konnte somit nicht eindeutig festgestellt werden. Diese kann dessen ungeachtet aufgrund der

vorliegenden sehr geringen GCase Aktivitaten im Vergleich zur MCase Aktivitat, sowohl von
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Wildtypenzym als auch von der rekombinanten MCase, allerdings auch nicht ausgeschlossen

werden. Um eindeutige Aussagen treffen zu kdnnen, sind auch signifikante Absorptions-

anderungen und damit zu berechnende Aktivitéten der einzelnen GCase Konstrukte und damit

von rekombinanter GCase erforderlich.
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Abb. 4.53: Einfluss von trans-GCoA auf die Reaktion von Rohextrakt von P. aeruginosa PAO1 Cs
Zellen mit cis-GCoA als Substrat
In [A] bewirkt die Zugabe von trans-GCoA zum Ansatz ein Abflachen der Reaktion, bei welcher
zuvor eine Aktivitat von 17,8 mU/mg berechnet werden konnte. In [B] einem identischen Ansatz
konnte nach Zugabe von trans-GCoA eine erhdhte Aktivitat berechnet werden. Diese lag zuvor
mit cis-GCoA bei 14,6 mU/mg und nach Zugabe von zuséatzlichem trans-GCoA bei 20,8 mU/mg.
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Abb. 4.54: Einfluss von cis-GCoA auf die Reaktion von Rohextrakt von P. aeruginosa PAO1 Cs Zellen

mit trans-GCoA als Substrat
In [A] bewirkt die Zugabe von cis-GCoA zum Ansatz eine Erhéhung der berechneten Aktivitét

von 10 mU/mg auf 23 mU/mg. In [B] konnte durch Zugabe von cis-GCoA zu einem identischen
Ansatz eine minimale Reduktion der Aktivitat von 13 auf 11 mU/mg berechnet werden.

4.5. Klonierung und Expression von Genen des Atu-Weges - Synthese und Reinigung
weiterer rekombinanter Proteine in E. coli

Zur weiteren Untersuchung der Reaktionsabfolge des ,,lower atu pathways“ von der Geranyl-

CoA Carboxylase uber die Hydratase bis zur Lyase wurden die Gene, welche vermutlich fur
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die Genprodukte mit entsprechender Aktivitat kodieren, so in den Vektor pJoe4036.1 kloniert,
dass die aufzureinigenden Proteine mit einem C-terminalen Tag aus sechs aufeinander-
folgenden Histidinresten fusioniert vorlagen. Die Induktion der Uberexpression erfolgte im
Falle des verwendeten pJoe4036.1 Vektors Uber einen Rhamnosepromotor (Stumpp et al.,
2000). Durch die spezifische Bindung des His-Tags an das Material Ni-NTA Agarose konnte
hier eine Aufreinigung des Proteins tiber eine Einschrittchromatographie erfolgen.

4.5.1. Klonierung und Expression von atuD und Reinigung des Proteins AtuD

In vorangegangenen Untersuchungen konnte durch Forster-Fromme et al. (2008,
Chattopadhyay, 2007) gezeigt werden, das AtuD die Funktion der Citronellyl-CoA
Dehydrogenase innehat und somit die Umsetzung von Citronellyl-CoA zu cis-Geranyl-CoA
katalysiert. Da flr weitere Experimente das aufgereinigte Enzym erforderlich war, sollte das
Gen aus P. aeruginosa in E. coli JM109 kloniert und das Protein heterolog in diesem Stamm

synthetisiert werden. Dies erfolgte auf zwei unterschiedlichen Wegen.

Zunéchst wurde das Gen aus P. aeruginosa unter Verwendung der spezifischen Primer
(PA 2889 Start, atuD-lowerHis) und der Pfu-Polymerase der Firma Genaxxon neu
amplifiziert. Das erhaltene PCR-Produkt (1161 bp) wurde aufgereinigt und mit den Enzymen
Ndel und BamHI, deren Schnittstellen durch die Primer eingefuhrt wurden, verdaut. Nach
Ligation des Fragmentes in den Vektor pJoe4036.1 (Abb. 4.55) erfolgte die Transformation in
den Stamm E. coli JIM109.

Bpu10l
Accll

pJoed036.1::atuDyy;,
4000 5783 bps ™8

2000
~

3000

Abb. 4.55: Vektorkarte des Konstruktes pJoe4036.1::atuDyy;s
Néhere Erlauterungen zur Klonierung sind im Text nachzulesen.
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Weille Klone auf den verwendeten AIX-Selektionsplatten wurden weiter untersucht und Gber
Testverdau, Kolonie-PCR und Sequenzierung Uberprift. Durch Sequenzierung mit den
Primern pJOEr und T7 konnte lediglich ein Klon mit der richtigen Sequenz identifiziert
werden. Dieser wurde folgend zur Identifizierung der Inkubationsbedingungen einer
Testexpression unterzogen. Die Anzucht erfolgte in LB-Medium bei 30 und 37 °C in
Anwesenheit von Riboflavin. Nach dem Erreichen einer ODggo Von 0,3-0,5 wurde mit 0,2 %
Rhamnose induziert und jede Stunde eine Probe entnommen, welche folgend mittels SDS-
PAGE analysiert wurden. Dabei zeigte sich, dass die getesteten Temperaturen keinen
signifikanten Unterschied in den Expressionsraten bewirkten (Daten nicht gezeigt), sodass im
Folgenden die Synthese des Proteins aus P. aeruginosa in E. coli bei 30 °C erfolgte. In der
Abbildung 4.56 ist das Ergebnis der Testexpression bei 30 °C dokumentiert. Es ist zu
erkennen, dass im Vergleich zum leeren Vektor (E. coli IM109 pJoe4036.1) mit Hilfe des
Konstrukts pJoe4036.1::atuD im Stamm E. coli JM109 rekombinantes AtuD Protein (ca.
43 kDa) synthetisiert wurde. Eine Zunahme der Expressionsrate und somit eine Zunahme an
AtuD Protein war bis nach 5 bis 6 Stunden nach Induktion zu beobachten. Somit sollte die

Inkubationsdauer fir folgende Experimente 6 Stunden nicht Gberschreiten.
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Abb. 4.56: Nachweis des AtuD-Fusionsproteins in der Testexpression mittels SDS-PAGE (12 %) und
Coomassie-Farbung
[A] Expression des leeren Expressionsvektors pJoe4036.1 und [B] des Konstruktes
pJoed036.1::atuD in E. coli IM109. Aufgetragen wurden jeweils 10 pl Probe.
vl: Proben vor Induktion, 1-3: Proben nach 1-3 Stunden, M: Marker, 4-8: Proben nach 4-8
Stunden

Nach Feststellung der Inkubationsbedingungen erfolgte die Expression des Konstruktes
pJoe4036.1::atuD in E. coli IM109 und folgend eine Aufreinigung uber das Sdulenmaterial
Ni-NTA Agarose. Um eine mogliche Limitation an FAD als Cofactor auszuschliel3en, wurden
der Kultur wahrend des Wachstums zur besseren Verfligbarkeit 1 pg/ml Riboflavin zugesetzt

(personliche Mitteilung K. Forster-Fromme). Das Ergebnis der Aufreinigung ist in der
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Abbildung 4.57 festgehalten. An dieser Stelle war zu beobachten, dass eine Elution des
Proteins von der S&ule mit 100 mM Imidazol im Puffer begann und mit steigender
Konzentration weiter zunahm (150 mM Imidazol), um dann mit 200 mM Imidazol im Puffer
wieder abzunehmen. Die Fraktionen, in denen Protein nachgewiesen werden konnte, wurden
vereinigt, umgepuffert und auf Eis bzw. bei -20 °C gelagert. Pro g Feuchtgewicht konnten

dabei ca. 13 mg rekombinantes Protein aus E. coli gereinigt werden.

kDa RE W1W2 W3 W4 M El E2 E3 E4 kDa ES5 E6 E7 E8 M E9 E10 E11 E12
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Abb. 4.57: Reinigung des rekombinanten Proteins AtuD Uber Ni-NTA Agarose

Jeweils 10 ul Probe wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch
Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht.

RE: Rohextrakt, W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4: Waschfraktionen (20 mM
Imidazol), M: Marker, E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4: Elutionsfraktionen
mit 100 mM Imidazol, E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, E7-8: Elutionsfraktionen
mit 200 mM Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol, E11-12:
Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol

Parallel erfolgte in Zusammenarbeit mit K. Forster-Fromme die Klonierung des atuD Gens in
den Vektor pET28a. Hierfur wurde das bereits vorhandene Konstrukt aus der laborinternen
Stammsammlung (Nr.3312, ohne His-Tag) aus E. coli isoliert, und das Genfragment mit Hilfe
der Schnittstellen Ndel und HindlIl aus dem Vektor pJoe4036.1 herausgeschnitten. Uber
besagte Schnittstellen wurde das Fragment folgend in den Expressionsvektor pET28a ligiert,
wodurch eine Fusion mit den N-terminalen His-Tag codierenden Sequenzen erreicht wurde.

Auch dieses Konstrukt wurde in den Stamm E. coli JM109 transformiert und mittels
Testverdau und Kolonie-PCR Uberprift. Positive Konstrukte wurden aus dem Stamm isoliert
und in den Expressionsstamm E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS RARE transformiert. In der sich
anschlieBenden Testexpression (Abb. 4.58) konnte eine verstarkende Expression Uber die Zeit
nach Induktion mit 1 mM IPTG anhand der zunehmenden Bandenintensitat festgestellt
werden. Als Kontrolle wurde der Stamm mit dem leeren pET28a Vektor mitgefiihrt. Die

maximale Proteinmenge konnte hier 4-5 Stunden nach Induktion erhalten werden.
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Abb. 4.58: Nachweis des AtuD-Fusionsproteins in der Testexpression mittels SDS-PAGE (12 %) und

Coomassie-Farbung

[A] Expression des leeren Expressionsvektors pET28a und [B] des Konstruktes pET28a::atuD in
E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS RARE. Aufgetragen wurden jeweils 10 pl Probe.

vl: Proben vor Induktion, 1-3: Proben nach 1-3 h, M: Marker, 4-22: Proben nach 4-22 h

Das Konstrukt wurde in einem grofReren Expressionsansatz eingesetzt und das resultierende

Protein Uber den N-terminalen His-Tag Uber Ni-NTA Agarose aufgereinigt. Das Ergebnis ist

in der Abbildung 4.59 dokumentiert. Das Protein konnte an dieser Stelle mit Hilfe von

100 bzw. 150 mM Imidazol im Puffer von der Saule eluiert werden. Eine weitere Erhéhung

der Imidazolkonzentration zeigte keinen Effekt. Das Protein wurde umgepuffert und wie

bereits beschrieben gelagert. Unter Verwendung des pet28a::atuD Konstruktes war es

mdoglich, 4 mg AtuD Protein pro g Feuchtgewicht aus dem Stamm E. coli Rosetta2 (DE3)

pLysS RARE zu isolieren.

kDa
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Abb. 4.59:
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Reinigung des rekombinanten Proteins AtuD Uber Ni-NTA Agarose nach Expression des
Konstruktes pET28a::atuD in E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS RARE

Jeweils 10 pl Probe wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.

RE: Rohextrakt, W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4: Waschfraktionen (20 mM
Imidazol), M: Marker, E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4: Elutionsfraktionen
mit 100 mM Imidazol, E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, E7-8: Elutionsfraktionen
mit 200 mM Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol, E11-12:
Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol
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Fur die Synthese und Aufreinigung des Proteins LiuA kam ein bereits vorhandenes Konstrukt
zum Einsatz (Forster-Fromme & Jendrossek, 2008). In diesem Falle mufte lediglich das
Konstrukt pET28a::liuA aus dem Stamm E. coli JM109 isoliert und in den Expressionsstamm
E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS RARE transformiert werden. Nach Anzucht des Stammes in
Anwesenheit von Riboflavin, Zellaufschluss und Aufreinigung des rekombinanten Proteins
(Abb. 4.60) konnten pro g Feuchtgewicht ca. 45 mg Protein erhalten werden.

kDa RE W1 W2 W3 W4 M El1 E2 E3 E4 kDa E5 E6 E7 E8 M E9 E10E11EI12

100
75—
50
- gy ;W 7
LiuA,
. ca.
gg_ 43 kD4

Abb. 4.60: Reinigung des rekombinanten Proteins LiuA Uber Ni-NTA Agarose nach Expression des
Konstruktes pET28a::liuA in E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS RARE
Jeweils 10 pl Probe wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.
RE: Rohextrakt, W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4: Waschfraktionen (20 mM
Imidazol), M: Marker, E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4: Elutionsfraktionen
mit 100 mM Imidazol, E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, E7-8: Elutionsfraktionen
mit 200 mM Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol, E11-12:
Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol

4.5.2. Versuche zur Bestimmung von Enzymaktivitaten der Acyl-CoA Dehydrogenasen

In Messungen, auf welche im weiteren Verlauf dieser Arbeit ndher eingegangen wird, konnte
lediglich die Reaktion des AtuD Proteins mittels HPLC-(ESI)-MS Analyse bestétigt werden
(Kap.4.7.2.). In diesen wurden eine Abnahme von Citronellyl-CoA und eine Zunahme von
Geranyl-CoA im Ansatz bestimmt. Fir den Versuch eine Kopplung von Dehydrogenase und
Carboxylase Assay zu erreichen (Kap.4.2. bzw. Kap.4.4.3.), und damit gegebenenfalls
ausreichend cis-Geranyl-CoA fur die Geranyl-CoA Carboxylase als Substrat zur Verfligung
zu stellen, war es zunéchst erforderlich die rekombinanten Dehydrogenasen AtuD bzw. im
Falle der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase LiuA zu tberprifen.

Die Klonierung der entsprechenden Gene aus dem Wildtypstamm P. aeruginosa bzw. die
folgende Synthese und Reinigung der rekombinanten Enzyme ist im Abschnitt 4.5.1. naher

dargestellt.
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Fur die Untersuchung der Enzymaktivitaten der Acyl-CoA Dehydrogenasen war es weiter
erforderlich die entsprechenden CoA-Ester herzustellen. Citronellyl-CoA (CCoA) und
Isovaleryl-CoA (ICoA) wurden nach der Methode des gemischten Anhydrids aus den
entsprechenden Sauren und CoenzymA synthetisiert (Guan et al., 1999; Forster-Fromme et
al., 2006).

Der Assay zum Verfolgen der Aktivitaten der beiden Acyl-CoA Dehydrogenasen wurde in
vorangegangenen Arbeiten etabliert (Kap. 3.14.1., Chattopadhyay, 2007; Forster-Fromme et
al., 2008; Forster-Fromme & Jendrossek, 2008). Bei der Umsetzung von Citronellyl-CoA zu
Geranyl-CoA (bzw. Isovaleryl-CoA zu Methylcrotonyl-CoA) ubernimmt das Enzym AtuD
(bzw. LiuA) zwei Wasserstoffatome, die bei der Regeneration der prosthetischen Gruppe
FAD an den Mediator PMS weitergegeben werden. Das so reduzierte PMS wird durch diese
Weitergabe der Wasserstoffatome an den Elektronenakzeptor DCPIPo im Ansatz oxidiert.
DCPIP ist blau und absorbiert bei einer Wellenldnge von 600 nm. Durch die Aufnahme der
Wasserstoffatome vom PMS wird das DCPIPoy zu DCPIP,¢q reduziert und somit farblos. Die
Absorptionsabnahme kann auf diese Weise photometrisch verfolgt werden (Chattopadhyay,
2007). Die bei der Uberpriifung der Dehydrogenasen erhaltenen Ergebnisse sind in dem
folgenden Diagramm graphisch dargestellt (Abb. 4.61). Bei den Messungen mit LiuA und
somit die Umsetzung von Isovaleryl-CoA zu Methylcrotonyl-CoA wurde den Ansdtzen im
Gegensatz zu den anderen Proben 10 uM FAD zugesetzt (aufgrund der personlichen
Mitteilung von K. Forster-Fromme). Der Rohextrakt der Kulturen des leeren pET-Vektors
zeigte weder mit CCoA noch mit ICoA eine Aktivitat. Fur LiuA konnte eine spezifische
Aktivitdt mit ICoA bestimmt werden, welche bei aufgereinigtem Protein bei 1170 £+ 78,9
mU/mg und bei Rohextrakt bei 576 = 9,9 mU/mg lag. Eine Aktivitat des Proteins mit CCoA
konnte lediglich mit 30 £ 9,3 mU/mg berechnet werden. Eine spezifische Aktivitat fir AtuD
wurde mit CCoA bestimmt. Diese lag mit aufgereinigtem Protein mit 222 + 7,8 mU/mg etwas
hoher, als bei Verwendung des entsprechenden Rohextraktes (153 + 1,7 mU/mg). Durch
Zugabe von 10 puM FAD zum Ansatz mit aufgereinigtem AtuD Protein konnte ca. eine
Verdopplung der Aktivitét erreicht werden (464 £ 9,9 mU/mg). Eine Aktivitat von AtuD mit
ICOA als Substrat konnte nicht festgestellt werden. Der Einsatz von Rohextrakt des leeren
pJoe4036.1 Vektors zeigte keine Aktivitdt mit CCoA. Vergleichend dazu konnte mit dem
entsprechenden AtuD Rohextrakt eine Aktivitat von 137 + 40,9 mU/mg bzw. mit dem
aufgereinigtem Protein eine Aktivitat von 387 + 29,8 mU/mg erhalten werden.
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Uberprifung der Aktivititen der Acyl-CoA

Dehydrogenasen
1400
g 1200 T
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RE RE LiuA | Protein |RE AtuD | Protein | RE pJoe |RE AtuD | Protein
pet28a AtuD AtuD
Konstrukt pET28a Konstrukt pJoed4036.1

HCCoA MICoA CCoA + FAD

Abb. 4.61: Bestimmung der spezifischen Aktivitaten der Proteine AtuD und LiuA mit Citronellyl-CoA
(CCoA) und Isovaleryl-CoA (ICoA) als Substrat
RE pet28a: Rohextrakt E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS RARE pet28a, RE LiuA: Rohextrakt E. coli
Rosetta2 (DE3) pLysS RARE pet28a:liuA, Protein LiuA: Protein aufgereinigt aus
entsprechendem Rohextrakt, RE AtuD: Rohextrakt E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS RARE
pet28a::atuD, Protein AtuD: Protein aufgereinigt aus entsprechenden Rohextrakt, RE pJoe:
Rohextrakt E. coli JIM109 pJoe4036.1, RE AtuD: Rohextrakt E. coli JIM109 pJoe4036.1::atuD,
Protein AtuD: aufgereinigtes Protein aus entsprechendem Rohestrakt

Bei Versuchen von K. Forster-Fromme mit dem Protein LiuA wurde deutlich, aufgrund einer
fehlenden bzw. ,schlechten* Aktivitit vergleichend zum Rohextrakt, dass nicht genug
Cofactor in E. coli gebildet wurde. Durch Zugabe von zusétzlichem FAD zum Ansatz konnte
eine entsprechende Aktivitat des Enzyms bestimmt werden (personliche Mitteilung). In den
Versuchen hier zeigte sich, dass die Zugabe von FAD zum Reaktionsansatz auch mit AtuD
einen Effekt bewirkte. Diese Tatsache sollte bei weiterfiihnrenden Untersuchen der Acyl-CoA
Dehydrogenasen beriicksichtigt werden. Eine nahere Charakterisierung der beiden Enzyme
Citronellyl-CoA und Isovaleryl-CoA Dehydrogenase wurden im Verlauf der vorliegenden
Arbeit nicht durchgefiihrt. An diesem Punkt war das Beobachten der spezifischen Aktivitaten
vom LiuA mit Isovaleryl-CoA (ICoA) und AtuD mit Citronellyl-CoA (CCoA) ausreichend.

Die Charakterisierung der Proteine erfolgte durch Forster-Fromme et al. (2008) bzw. Forster-
Fromme & Jendrossek (2008). In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, das aufgereinigtes
AtuD Citronellyl-CoA Dehydrogenase Aktivitat besitzt (Vma 850 mU mg™) und eine hohe
Affinitdt zum Citronellyl-CoA (K, 1.6 pM) aufweist. Inaktiv dagegen war AtuD mit
Octanoyl-CoA, 5-Methylhex-4-enoyl-CoA und Isovaleryl-CoA (Forster-Fromme et al.,
2008). Fur aufgereinigtes LiuA Protein konnte eine Acyl-CoA Aktivitat mit Isovaleryl-CoA
(Vmax 1600 mU mg™, Ki, 2,3 pM) gezeigt werden. Wahrend andere Acyl-CoA Substrate, wie
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Isobutyryl-CoA, 3-Hydroxybutyryl-CoA, Octanoyl-CoA, Citronellyl-CoA oder 5-Methyl-
hex-4-enoyl-CoA nicht umgesetzt wurden, konnte auch ein Umsatz von Butyryl-CoA
festgestellt werden. Diese Aktivitat entsprach aber lediglich 41 % vergleichend mit der

Aktivitat, welche mit Isovaleryl-CoA erhalten wurde (Forster-Fromme & Jendrossek, 2008).

4.5.3. Klonierung und Expression von atuk und Reinigung des Proteins AtuE

Das atuE Gen wurde aus der genomischen DNA von P. aeruginosa mit den in Tabelle 3.4
angegebenen spezifischen Primern, in deren Sequenzen zusatzlich Schnittstellen fir die
Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI fur die spatere Klonierung eingefuigt wurden,
amplifiziert. Nach Aufreinigung schloss sich eine Restriktion der PCR-Produkte und des
Vektors pJoe4036.1 mit Ndel und BamHI an. Die so erhaltenen Fragmente wurden mit dem
verdauten Vektor ligiert und in den Stamm E. coli JM109 transformiert (Abb. 4.62). Die
Kontrolle von zunéchst positiven Kandidaten auf AIX-Selektionsplatten erfolgte (ber
Testverdau und Kolonie-PCR. Die resultierenden Plasmide wurden anschlielend sequenziert,

um den korrekten Einbau des Gens in den Vektor zu bestatigen.

ploed036.1::atuFy;

5417 bps

2000

Abb. 4.62: Vektorkarte des Konstruktes pJoe4036.1::atuEy;
Nach Amplifizierung des Fragmentes atuE mit den Primern atuE_upper und atuE_lower, wird
nach Verdau und Ligation mit dem Vektor pJoe4036.1 uber die Schnittstellen Ndel und BamHI
das Konstrukt pJoe4036.1::atuE erhalten. Nach Synthese von rekombinantem Protein tragt das
AtuE den C-terminalen His-Tag.

Folgend wurden zwei positive Kandidaten zundchst mittels einer Testexpression untersucht.
In dem mit Coomassie angefarbten SDS-Polyacrylamidgel des Stammes E. coli JM109
pJoe4036.1::atuE/Klon 2 (Abb. 4.63 [B]) war deutlich eine Zunahme der Proteinmenge Uber

149
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die Zeit nach Induktion mit 0,2 % Rhamnose im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Induktion
zu erkennen. In der Kontrolle, dem Stamm E. coli JM109 pJoe4036.1, ist vergleichend zum
rekombinanten E. coli Stamm keine Zunahme der Proteinbandenintensitét in diesem Grof3en-
bereich zu beobachten (Abb. 4.63 [A]). Die gebildete Proteinmenge an Atuk (ca 27 kDa) war
ca. 5-6 Stunden nach der Induktion am groRten. Infolgedessen sollte die Inkubationszeit bei
einer Uberexpression in diesem Zeitrahmen liegen, um maglicht viel rekombinantes Protein

zu erhalten.
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100 —| s e g = = B BN 100 — '

75— — ——— S ST i p=g -8 ¥R & R B

50 . = S — = == g 50 | g o ' o | e A

37_—--:! isa.. SN .-
=SS5 SEEEE M Loss mmEmmE

gg_ _-.—-—-_.—.—_- 55 --’.----;d—AtuE,
] — ca.

20 28kDa

= M = - = = = = /A B

Abb. 4.63: Nachweis des AtuE-Fusionsproteins in der Testexpression mittels SDS-PAGE (12 %) und
Coomassie-Farbung
[A] Expression des leeren Expressionsvektors pJoe4036.1 und [B] des Konstruktes
pJoe4036.1::atuk in E. coli IM109. Aufgetragen wurden jeweils 10 ul Probe.
vl: Proben vor Induktion, 1-3: Proben nach 1-3 Stunden, M: Molekulargewichtsmarker, 4-22:
Proben nach 4-22 Stunden

Im Anschluss an die Testexpression erfolgte die Uberexpression von atuE. Diese
Uberexpression, sowie der Zellaufschluss und die Reinigung des Proteins (ber Ni-NTA
Agarose wurde, wie im Abschnitt 3.10. beschrieben, durchgefihrt, wobei die Reinigung
sowohl tber Gravi-Flow S&ulchen (Qiagen GmbH, Hilden) als auch unter Verwendung der
FPLC-Anlage AKTA Purifier (Amersham Biosciences/GE Healthcare Europe GmbH,
Minchen) erfolgte. Die Ergebnisse der Aufreinigung tber ein Gravi-Flow Sdulchen sind in
der Abbildung 4.64 dargestellt. Deutlich zu erkennen war, dass eine Elution des Proteins von
der S&ule schon mit 50 mM Imidazol im Puffer moglich war. Mit 100 mM Imidazol im Puffer
war die Menge an eluiertem Protein maximal und nahm dann mit 150 mM Imidazol im Puffer
wieder ab. Um einen storenden Einfluss des Imidazols auszuschliefen wurden die
entsprechenden Elutionsfraktionen vereinigt und umgepuffert. Die Lagerung erfolgte auf Eis
im Kdhlraum bzw. aliquotiert bei -20 °C. Pro g Feuchtgewicht konnten dabei ca.7 mg an

rekombinantem Protein isoliert werden.
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Abb. 4.64: Reinigung des rekombinanten Proteins AtuE tber Ni-NTA Agarose

Jeweils 10 ul Probe wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch
Coomassie-Férbung sichtbar gemacht.

RE: Rohextrakt, DF: Durchfluss, W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4:
Waschfraktionen (20 mM Imidazol), M: Marker, E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol,
E3-4: Elutionsfraktionen mit 100 mM Imidazol, E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol,
E7-8: Elutionsfraktionen mit 200 mM Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol,
E11-12: Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol

4.5.4. Versuche zur Bestimmung der Enzymaktivitaten der Isohexenyl-glutaconyl-CoA
Hydratase

o, B-ungesattigte Thioester weisen eine charakteristische Absorptionsbande mit einem
Maximum im Bereich von 263-266 nm auf. Durch Anlagerung von Wasser an die Doppel-
bindung kommt es zum Verschwinden dieser charakteristischen Absorptionsbande und ein
Verfolgen der Reaktion der Hydratase mit dem Isohexenyl-glutaconyl-CoA als Substrat wird
ermoglicht (Seubert & Fass, 1964a). Auf diese Weise sollte eine optische Aktivitéts-
bestimmung der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase durchgeftihrt werden.

4.5.4.1. Untersuchung der Hydratase Gber Kopplung der Reaktion mit der GCase Reaktion

Fur die Messung der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase Aktivitdt wurde zunéchst der
Assay nach Seubert & Fass (1964a) etwas modifiziert. Bei den Autoren wurde als erstes der
Carboxylase Assay vorinkubiert, um das Substrat der Hydratase zu generieren, und die
Reaktion folgend durch Zugabe des Enzyms gestartet.

In der vorliegenden Arbeit wurde dementsprechend auch der Ansatz des Geranyl-CoA
Carboxylase Assays zusammenpipettiert und mit GCoA, wie im Abschnitt 3.14.3.1.
beschrieben, gestartet. Das Hydratase Enzym, welches das durch die GCase theoretisch
gebildete Isohexenyl-glutaconyl-CoA weiter umsetzen sollte, wurde dem Ansatz nach einer

Inkubation von 15 min bei RT zugegeben und die Reaktion bei 285 nm verfolgt.
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Bei Einsatz von P. aeruginosa Rohextrakt (Cs Zellen) als Quelle der GCase Aktivitat und
rekombinantem AtuE Protein, aufgereinigt aus dem entsprechenden E. coli Rohextrakt,
konnten allerdings keine Aktivitdten der Hydratase festgestellt werden (Abb. 4.65).

5_
Zugabe Zugabe von
von AtuE zusiitzlich GCoA
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Abb. 4.65: Messung der Hydratase Aktivitat Gber einen Assay modifiziert nach Seubert & Fass, 1964a
Rohextrakt von P. aeruginosa Cs Zellen wurde zuvor mit GCoA und den tbrigen Komponenten
des Carboxylase-Assays fur 15 min inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von AtuE bzw.
zusétzlichem GCoA. Eine Aktivitdt konnte hier nicht festgestellt werden.

Da jedoch unklar blieb, ob die Aktivitdt der GCase fur die Umsetzung des Geranyl-CoA
Substrates zum Substrat der Hydratase dem Isohexenyl-glutaconyl-CoA in diesem
Zeitrahmen ausreichend war, wurden auch Reaktionen Uber Nacht angesetzt. In diesen
Ansdtzen erfolgte die Zugabe und das Mischen aller Komponenten ohne vorherige
Inkubation. In diesem Fall konnte ein Abfall der Absorption nach ca. 500 min beobachtet
werden. Folgend wurden die Messungen wiederholt, wobei auch Reaktionen ohne Hydratase
Enzym angesetzt wurde.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in der Abbildung 4.66 dargestellt. Wieder konnte eine
Abnahme der Absorption im Ansatz mit allen Komponenten beobachtet werden (Abb. 4.66
[B]). Da dieser Abfall der Absorption aber auch in Ansatzen ohne Hydratase Enzym erhalten
wurde (Abb. 4.66 [A]), ist der Nachweis einer Enzymaktivitdt der Hydratase unter diesen
Bedingungen unwahrscheinlich. Da nicht gewdhrleistet werden konnte, dass durch die
Reaktion des P. aeruginosa Rohextraktes auch ausreichend Isohexenyl-glutaconyl-CoA als
Substrat zur Verfugung stand, kann eine Aktivitat der Hydratase mit Isohexenyl-glutaconyl-

CoA an dieser Stelle allerdings nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.66:

4.5.4.2. Untersuchung der Hydratase mit Hilfe des synthetisierten Substrates
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Messung der Hydratase Aktivitat Uber einen Assay modifiziert nach Seubert & Fass. 1964a
In [A] ist die Reaktion ohne die Hydratase AtuE im Ansatz und in [B] die Reaktion mit Zugabe

von 17 pg AtuE zum Ansatz dargestellt.

Alle Komponenten des Assays wurden

zusammengegeben, gemischt und die Reaktion am Photometer (iber Nacht bei einer Wellenlange
von 285 nm verfolgt. Der Abfall der Extinktion resultierte bei diesen Versuchen jedoch nicht
durch eine Aktivitat derHydratase.

Isohexenyl-glutaconyl-CoA

Die Ausgangsverbindung fur die Synthese des Isohexenyl-glutaconyl-CoAs (IHG-CoA) stand
zum Ende der praktischen Arbeiten aufgrund der chemischen Arbeiten am Institut far
Organische Chemie der Universitat Stuttgart zur Verfigung. Somit konnte das bendétigte
Substrat der Hydratase synthetisiert und direkt in die entsprechenden Reaktionen eingesetzt
werden. Diese Reaktionen wurden, wie im Abschnitt 3.14.3.2. beschrieben, durchgefuhrt und
ein moglicher Umsatz am Photometer bei einer Wellenldnge von 285 nm verfolgt. Eine
Absorptionsabnahme bedingt durch die Aktivitat der Hydratase mit dem Substrat IHG-CoA
konnte jedoch bei diesen Reaktionen nicht festgestellt werden (Abb. 4.67).

Abb. 4.67:

=285nm
n

Abs bei

Zugabe Zugabe  Zugabe von
von [HG- vonIHG-  zusitzlich
CoA lCoA l AtuE
1 T T
0 2 4 6 8
Time (min)

10

Direkte Messung der Hydratase Aktivitdt mit Isohexenyl-glutaconyl-CoA (IHG-CoA) als
Substrat (modifziert nach Seubert & Fass, 1964a)
Rekombinantes Enzym, welches aus E. coli aufgereinigt wurde, wurde in den Assay vergleichend
zu Seubert & Fass (1964a) eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von IHG-CoA gestartet.
Eine Aktivitat konnte hier jedoch nicht festgestellt werden.
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Auch der Einsatz von P. aeruginosa Rohextrakt (Cs Zellen) als Quelle der Wildtyp-Hydratase
brachte nicht das gewtiinschte Ergebnis (Abb. 4.68). Somit konnte weder mit Wildtyp-Enzym
noch mit rekombinanten und aufgereinigtem AtuE Protein aus E. coli an dieser Stelle eine

Hydratase Aktivitat gezeigt werden.
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Abb. 4.68: Direkte Messung der Hydratase Aktivitat (Wildtypenzym) mit Isohexenyl-glutaconyl-CoA
(IHG-CoA) als Substrat (modifiziert nach Seubert & Fass, 1964a)
Wildtypenzym aus Rohextrakt von P. aeruginosa (Cs Zellen), wurde in den Assay vergleichend
zu Seubert & Fass (1964a) eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von IHG-CoA gestartet.
Auch durch Zugabe von zusatzlichem Substrat und Rohextrakt konnte keine Aktivitdt erhalten
werden.

4.5.4.3. Untersuchung der Hydratase analog zu Feil (2006, modifiziert)

In der Arbeit von Feil (2006) wurde die Aktivitat einer (E)-Phenylitaconyl-CoA Hydratase
bestimmt. Der Testansatz enthielt neben dem Protein lediglich das Substrat in 50 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 6,2. In den letzten Versuchen, die an dieser Stelle aus zeitlichen
Grunden noch mdoglich waren, wurden nun verschiedene Puffer fur die Messung einer
Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase Aktivitdt getestet. Hierfur standen 50 mM
Kaliumphosphatpuffer und Tris HCI Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten (7; 7,5 und 8,0)
zur Verflgung. Isohexenyl-glutaconyl-CoA wurde in Puffer gelost (0,1 mM) und die
Reaktion durch die Zugabe der Hydratase gestartet. Dabei stellte sich heraus, dass bei der hier
untersuchten Hydratase Kaliumphosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,5 und 8 fur das
Verfolgen der Reaktion nicht geeignet war (Daten nicht gezeigt). Bei Verwendung dieser
Puffer kam es zum Ausfallen von Komponenten und somit zum Stéren des Assays. Wurde
Kaliumphosphatpuffer pH 7 in die Reaktion eingesetzt, so fielen zwar keine Komponenten
des Ansatzes aus, es konnte jedoch auch keine Abnahme der Absorption in diesen Fallen
beobachtet werden. Auch bei der Verwendung von Tris HCI Puffer mit den pH-Werten 7
bzw. 7,5 und 8 konnten keine Hydratase Aktivitaten mit Hilfe dieses Assays bestimmt werden

(Daten nicht gezeigt).
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Da fiir das Variieren von Komponenten bzw. das Optimieren der Enzym-Assays keine Zeit
mehr zur Verfugung stand, kann hier eine Aktivitdit des Wildtypenzyms bzw. des
rekombinanten Proteins AtuE nicht ausgeschlossen werden. Weitere Untersuchungen sind im

Rahmen nachfolgender Arbeiten somit unentbehrlich.

4.5.5. Klonierung und Expression von atuA und Reinigung des Proteins AtuA

Die Synthese des Proteins AtuA wurde in vorangegangenen Arbeiten nur in Kulturen
festgestellt, welche Citronellol bzw. Citronellat als C-Quelle enthielten (FOrster-Fromme et
al., 2006). Mit Hilfe einer Insertionsmutante (ins:atuA) konnte weiterhin festgestellt werden,
dass das Protein essentiell fir diesen Abbauweg ist. Wahrend fir die anderen Genprodukte
des Clusters tiber Datenbankrecherche Ahnlichkeiten zu anderen Proteinen bestimmt wurden,
und somit mogliche Funktionen im Stoffwechselweg postuliert werden konnten, war dies fur
AtuA nicht der Fall. Hier konnten keine Ahnlichkeiten zu Proteinen bekannter Funktion
festgestellt werden, sodass unklar war, welche Funktion es im Atu-Stoffwechsel inne hat.
Vergleicht man die Gene des atu-Clusters mit den moglichen Enzymfunktionen, die flr den
Ablauf des postulierten Terpenabbaus (Seubert & Fass, 1964b) erforderlich sind, so konnte
lediglich die Funktion der 3-Hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase (HHG-CoA
Lyase) nicht durch ein Gen besetzt werden. Fir mdgliche nahere Untersuchungen zur
Funktion des Proteins AtuA war somit eine Gewinnung von gréfReren Mengen an sauberem
Protein erforderlich.

Um dies zu ermoglichen, erfolgte zunédchst die Amplifizierung des atuA Gens aus
P. aeruginosa mit spezifisch abgeleiteten Primern (atuA-upper, atuA-lower). Fir die
Klonierung wurden in deren Sequenzen zusétzlich Schnittstellen fir die Enzyme Ndel bzw.
BamHI eingefligt. Unter Verwendung des FastStart High Fidelity PCR Systems der Firma
Roche konnte ein Produkt in der PCR-Reaktion erhalten werden (1803 bp), welches
aufgereinigt und wie der isolierte und aufgereinigte Vektor pJoe4036.1 mit Ndel und BamHlI
verdaut wurde (Daten nicht gezeigt). Nach anschlieBender Ligation und Transformation des
Konstruktes in den Stamm E. coli JM109 erfolgte die Kontrolle von positiven Kandidaten
(Daten nicht gezeigt). Zwei positive Klone wurden sequenziert. Hierbei stellte sich in der
ersten Sequenzierrunde heraus, dass Klonl Mutationen im hinteren Teil und Klon2
Mutationen im vorderen Teil der Sequenz aufwiesen. Daher wurde eine weitere Schnittstelle
in der atuA-Sequenz gesucht und gefunden (Fsel), tUber welche eine Ligation der beiden

richtigen Sequenzteile erfolgen konnte. Die Konstrukte aus Klonl und 2 wurden isoliert und
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zundchst mit den Enzymen Ndel und BamHI und folgend mit Fsel geschnitten. Die
entsprechenden Fragmente (Klonl: 1261bp; Klon2: 542bp) wurden aus einem 1 %igen
Agarose Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Im anschlieRenden Schritt wurden zunéchst
beide Fragmente miteinander und folgend mit dem Vektor pJoe4036.1 ligiert. Die
Transformation erfolgte wiederum in den Stamm E. coli JM109. WeiRe Kolonien auf AlX-
Platten wurden gepickt und weiter tiber Kolonie-PCR und Testverdau untersucht. Bei der sich
anschlieBenden Sequenzierung positiver Klone musste jedoch festgestellt werden, dass im
mittleren Teil der Gensequenz, welche zuvor aufgrund der Genlange nicht sequenziert wurde
(interner Primer atuA_Ls1 notig) weitere Mutationen auftraten, welche Auswirkungen auf die

Proteinsequenz zeigten. Diese atuA Klone konnten somit nicht weiter verwendet werden.

Parallel zu diesen Versuchen wurde weiterhin versucht das atuA Genfragment aus der
Wilttyp-Sequenz zu isolieren. Zur erneuten Amplifizierung des Gens wurden verschieden
Polymerasen (Pfu- bzw. Pwo-Polymerase von Genaxxon, Phusion Hot Start Polymerase von
NEB, Pwo-Polymerase von PeQLab) getestet. Es konnte jedoch bei Verwendung dieser kein
Produkt erhalten werden. Auch veranderte Reaktionsbedingungen wie Temperatur und
unterschiedliche Konzentrationen an Mg lonen im Ansatz zeigten keinen Erfolg (Daten
nicht gezeigt). Erst bei der Verwendung einer neuen Polymerase (PrimeSTAR HS DNA
Polymerase) der Firma TaKaRa (liber Lonza), konnte wieder ein Produkt der richtigen Grofe
(1803bp) amplifiziert werden. Das Fragment wurde folgend aufgereinigt und mit den
Enzymen Ndel und BamHI verdaut, in den Vektor pJoe4036.1 kloniert (Abb. 4.69) und
anschlieBend in den E. coli Stamm JM109 transformiert. Erhaltene Klone wurden wiederum
uber Testverdau, Kolonie-PCR und Sequenzierung getestet. Die tberlappende Sequenzierung
mit allen drei Primern zeigte, dass zwei der untersuchten Klone keine Mutation in der
Sequenz aufwiesen. Ein dritter Klon zeigte dagegen eine Einzelmutation, welche jedoch

keinen Effekt auf die Proteinsequenz hatte (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.69: Vektorkarte des Konstruktes pJoe4036.1::atuAy;s
Nahere Erlauterungen zur Klonierung sind im Text nachzulesen.

Die drei positiven Kandidaten wurden dann einer Testexpression unterzogen. Die Anzucht der
Kulturen erfolgte bei 30 °C in LB-Medium. Bei einer ODggo von 0,3-0,4 wurde die Expression
mit 0,2 % Rhamnose induziert. Jede Stunde wurden zur Kontrolle der Expression Proben
entnommen. Das Ergebnis der stiindlichen Probenahme ist in der Abbildung 4.70 an Hand des
Beispiels fur E. coli IM109 pJoe4036.1::atuA KlonN1 dargestellt. Im Vergleich zum E. coli
Stamm mit dem leeren pJoe4036.1 Vektor war deutlich eine Zunahme des Levels an Protein
AtuA (ca 65 kDa) in E. coli IM109 pJoe4036.1::atuA KlonN1 zu erkennen.
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Abb. 4.70: Nachweis des AtuA-Fusionsproteins des Stammes E. coli JIM109 pJoe4036.1::atuAN1 in der
Testexpression mittels SDS-PAGE (12 %) und Coomassie-Farbung
[A] Expression des leeren Expressionsvektors pJoe4036.1 und [B] des Konstruktes
pJoed036.1::atuA in E. coli IM109. Aufgetragen wurden jeweils 10 ul Probe.
vl: Proben vor Induktion, 1-4: Proben nach 1-4 h, M: Marker, 5-23: Proben nach 5-23 h
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Nach der Synthese von rekombinantem AtuA im Stamm E. coli JM109 war die Aufreinigung
uber Affinitatschromatographie moglich. Neben einem Gravi-Flow S&ulchen (Qiagen GmbH,
Hilden) kam fir dieses Protein auch die FPLC-Anlage AKTA Purifier (Amersham
Biosciences/GE Healthcare Europe GmbH, Minchen) zur Anwendung. Fir die
Dokumentation ist in der Abbildung 4.71 das Ergebnis der Aufreinigung im kleinen Mafl3stab
uber das Gravi-Flow Sdulchen dargestellt. Die Elution des Proteins von der S&ule war mit
100 mM Imidazol im Puffer mdglich. Mit 50 bzw.150 mM Imidazol im Puffer war die Menge
an eluiertem Protein deutlich geringer. Hier muss festgehalten werden, dass neben dem
gewiinschten Protein auch Spuren von anderen Proteinen mit von der Sdule eluierten (Spur
E1-3). Die Proteinhaltigen Fraktionen wurden umgepuffert und auf Eis bzw. bei -20 °C
gelagert. Das rekombinante Protein konnte mit ca. 6 mg pro g Feuchtgewicht aus E. coli

gereinigt werden.
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Abb. 4.71: Reinigung des rekombinanten Proteins AtuA Uber Ni-NTA Agarose

Jeweils 10 pl Probe wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch
Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht.

RE: Rohextrakt, W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4: Waschfraktionen (20 mM
Imidazol), M: Marker, E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4: Elutionsfraktionen
mit 100 mM Imidazol, E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, E7-8: Elutionsfraktionen
mit 200 mM Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol, E11-12:
Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol

4.5.6. Versuche zur Bestimmung einer moglichen Lyase Aktivitét

Da im Verlauf der vorliegenden Arbeit keine aktive Geranyl-CoA Carboxylase bereitgestellt
werden konnte, war es nicht moglich iiber die Enzymabfolge des ,,lower atu pathways* das
Substrat fur die 3-Hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase zu generieren. Auch
eine Umsetzung von Isohexenyl-glutaconyl-CoA (ber die Hydratase-Reaktion zum
gewiinschten Edukt der Lyase war im Verlauf dieser Arbeit noch nicht moglich. Da aufgrund

der fehlenden Zeit auch die Darstellung der entsprechenden Vorstufe in der Organischen
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Chemie nicht weiter verfolgt werden konnte, waren Versuche zur Klarung der Funktion des

AtuA Proteins als mogliche Lyase des Atu-Weges nicht moglich.

4.5.7. Klonierung und Expession von liuE und Aufreinigung des Proteins LiuE

Zum Zeitpunkt, da das Substrat der Lyase des Atu-Weges (3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-
CoA) zur Verfiigung stehen wirde, wére eine Kontrolle der Lyase-Reaktion nétig. Als diese
wirde die Reaktion der Lyase des Liu-Weges, die 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Lyase
dienen, da hier das Substrat 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA kommerziell erhéltlich ist.
Auch in Hinblick der vergleichenden Betrachtung als zwei unterschiedliche Enzyme, aber
auch bei der Annahme die Enzymfunktionen wirden von ein und demselben Enzym
ausgefuhrt, wére das aufgereinigte Protein LiuE als 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Lyase
erforderlich.

Somit wurde auch das Gen liuE aus P. aeruginosa mittels PCR amplifiziert und aufgereinigt.
Das Fragment mit einer GrofRe von 903 bp wurde folgend mit den Enzymen Ndel und BamHI
verdaut und mit dem Vektor pJoe4036.1 ligiert. Das Konstrukt welches somit am
C-terminalen Ende des Genfragmentes einen His-Tag codiert (Abb. 4.72), wurde folgend in
den Stamm E. coli JM109 transformiert. Erhaltene Klone wurden dann mittels Kolonie-PCR,
Testverdau und Sequenzierung Uberpruft. Alle drei in der Sequenzierung tberpriften Klone

konnten dabei als positiv identifiziert werden.

ploed036.1::liuk

""" 5575 bps

2000

Abb. 4.72: Vektorkarte des Konstruktes pJoe4036.1:: liuEy;s
Nach Amplifizierung des Fragmentes liuE mit den Primern liuE_upper und liuE_BamHI_lower,
wird nach Verdau und Ligation mit dem Vektor pJoe4036.1 (ber die Schnittstellen Ndel und
BamHI das Konstrukt pJoe4036.1::liuE erhalten. Nach Synthese von rekombinantem Protein tragt
das LiuE den C-terminalen His-Tag.
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In einer Testexpression, deren Ergebnis in der Abbildung 4.73 dargestellt ist, wurde das
Expressionslevel des Konstruktes uberpruft. Die Inkubationsdauer nach der Induktion wurde
fir kommende Expressionen auf 5-6 Stunden festgelegt, da eine langere Inkubationszeit, wie

in der Abbildung 4.73 ersichtlich, keine Zunahme der Proteinmenge mehr zur Folge hatte.
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Abb. 4.73: Nachweis des LiuE-Fusionsproteins in der Testexpression mittels SDS-PAGE (12 %) und
Coomassie-Farbung

[A] Expression des leeren Expressionsvektors pJoe4036.1 und [B] des Konstruktes
pJoe4036.1::liuE in E. coli IM109. Aufgetragen wurden jeweils 10 pl Probe.
vl: Proben vor Induktion, 1-3: Proben nach 1-3 h, M: Marker, 4-23: Proben nach 4-23 h

Zur Synthese von Protein wurde der Stamm E. coli JM109 pJoe4036.1::liuE in einem
groleren Mal3stab angezogen. Eine Aufreinigung des Proteins aus dem erhaltenen Rohextrakt
uber Ni-NTA Agarose erfolgte iber ein Gravi-Flow Saulchen (Abb. 4.74), wobei zusatzlich
zum gewiinschten auch weitere Proteine von der S&ule eluiert wurden. Dies war vor allem in
den ersten Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol im Puffer (Abb. 4.74, Spur E1/2) der Fall.
In den folgenden Elutionsfraktionen nahm der Anteil an unspezifischem Protein weiter ab und
ab der Elutionsfraktion E5 war im Vergleich zur gewunschten Proteinbande des LiuE Proteins
die Konzentration der Nebenbanden vernachlassigbar gering (Abb. 4.74, Spur E5-E10).
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Abb. 4.74:  Reinigung des rekombinanten Proteins LiuE tber Ni-NTA Agarose

Jeweils 10 pl Probe wurden in einem 12 %igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.

RE: Rohextrakt, W1-2: Waschfraktionen (10 mM Imidazol), W3-4: Waschfraktionen (20 mM
Imidazol), M: Marker, E1-E2: Elutionsfraktionen mit 50 mM Imidazol, E3-4: Elutionsfraktionen
mit 100 mM Imidazol, E5-6: Elutionsfraktionen mit 150 mM Imidazol, E7-8: Elutionsfraktionen
mit 200 mM Imidazol, E9-10: Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol, E11-12:
Elutionsfraktionen mit 500 mM Imidazol

4.6. Kristallisation der Hydratase AtuE und der mdglichen Lyase AtuA

Wahrend fiir LiuE bereits die Aktivitat der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Lyase gezeigt
werden konnte (Chavez-Aviles et al., 2009), wird von der Arbeitsgruppe Jendrossek fir das
AtuA die Funktion der 3-Hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase angenommen.
Von der Arbeitgruppe um Campos-Garcia wurde dagegen vermutet, dass das LiuE als Lyase
des Liu-Weges auch die Funktionen im Atu-Weg ausiben konnte (Aguilar et al., 2006;
Chavez-Aviles et al., 2009; Chavez-Aviles et al., 2010). In der Veroffentlichung von 2010
konnte die Arbeitsgruppe nun eine bifunktionale Rolle des LiuE Proteins zeigen (Chavez-
Aviles et al., 2010). Nichtsdestotrotz konnte eine Aktivitat von AtuA als 3-Hydroxy-3-iso-
hexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase noch nicht ausgeschlossen werden.

Um beide Proteine hinsichtlich ihrer Struktur weiter untersuchen zu kdnnen, wurden
Kristallisationsversuche mit AtuA mit Hilfe der Cooperationsgruppe an der Uni Freiburg
(Prof. Einsle) durchgefiinrt. Des Weiteren sollte auch die Struktur des Proteins AtuE
aufgeklart werden. Kristallisationsversuche fir dieses Protein erfolgten im Labor von Dr.
Papageorgiou (Universitat von Turku, Finnland).

Fur die Versuche der Kristallisation der beiden Proteine AtuA und AtuE waren zundchst
groRe Mengen an Protein erforderlich. Diese wurden Ulber die rekombinanten Proteine aus
E. coli wie bereits beschrieben (Kap.4.5.5. und 4.5.7.) gewonnen. Die Aufreinigung uber
Ni-NTA Agarose in diesem MaBstab erfolgte unter Verwendung der FPLC-Anlage AKTA
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Purifier (Amersham Biosciences/GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen). Nach Poolen und
Umpuffern der Proben erfolgte das Aufkonzentrieren der Proteinldsungen uber eine
Amicon®-Zelle (Millipore GmbH, Schwalbach) und Flachmembranen aus regenerierter
Zellulose (YM10-Membran) entsprechenden Durchmessers (Millipore GmbH, Schwalbach).
Pro g Feuchtgewicht Zellen konnten dabei ca 5,7 mg AtuA Protein aus E. coli gereinigt
werden. Die Menge an AtuE Protein lag bei ca. 4,5 mg pro g Feuchtgewicht Zellen. Die
Proteinlosungen wurden folgend aliquotiert und an die entsprechenden Cooperationsgruppen
verschickt. Fir AtuE konnte kirzlich die Struktur mit einer Auflosung von 2,3 A geldst
werden, wobei diese der Struktur von Enoyl-CoA Hydratasen entspricht (personliche
Mitteilung Dr. Papageorgiou). Fir das Protein AtuA konnten dagegen bis zum jetzigen
Zeitpunkt noch keine stabilen Kristalle erhalten werden, so dass entsprechende Ergebnisse

noch ausstehen.

4.7. Untersuchungen der Enzymreaktionen mittels HPLC

Des Weiteren wurden im Verlauf dieser Arbeit Versuche mittels HPLC Analyse

unternommen.

4.7.1. Trennung verschiedener CoA-Estern mittels HPLC

Zunéchst sollte ein Programm gefunden werden, welches eine Trennung der zur Verfugung
stehenden CoA-Ester zu ihrer moglichen Unterscheidung in zu untersuchenden
Reaktionsansdtzen ermdglichte. In einer spéateren Analyse sollte es dann mdglich sein,
entsprechende Peaks, welche aus dem Chromatogramm verschwinden bzw. neu auftreten, zu
erkennen und zuzuordnen.

Anfangs wurden die Produkte der CoA-Synthese mit Hilfe das Programms von King et al.
(1988, Hoschle, 2006; Chattopadhyay, 2007) Uberprift. Dabei wurde das Programm
entsprechend den Angaben im Abschnitt 3.12.1. etwas modifiziert.

Mit dem Puffersystem 0,2 M Na-Phosphatpuffer und 0,25 M Na-Phosphatpuffer mit
Acetonitril war es in diesem Falle moglich, die Proben CoenzymA, Acetyl-CoA,
Methylcrotonyl-CoA und Isovaleryl-CoA gut zu trennen (Abb. 4.75). Dagegegen konnte eine
gute und damit deutliche Trennung der Proben Citronellyl-CoA (CCoA) und Geranyl-CoA
(GCoA) nicht erreicht werden (Tab. 4.8, Abb. 4.76). Fur reines CoenzymA (CoA) konnte bei
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den Messungen jeweils lediglich ein Peak mit einer Retentionszeit im Bereich von 20-
21,5 min festgestellt werden. Auch fiur die anderen als Referenz genutzten Proben, welche
kommerziell erhaltlich sind (Acetyl-CoA, Methylcrotonyl-CoA und Isovaleryl-CoA) konnten
Chromatogramme mit nur sehr geringem Hintergrund erhalten werden. Bei Acetyl-CoA traten
im Vergleich zum CoenzymA zwei Peaks im Chromatogramm in Erscheinung. Diese lagen
im Bereich von 26 und 29 min. Fir gekauftes Methylcrotonyl-CoA konnte ein Peak bei ca.
43 min und fir Isovaleryl-CoA ein Peak bei ca. 46 min beobachtet werden. Wurden
selbstsynthetisierte CoA-Ester mittels dieser Analytik untersucht, so konnten hier im
Vergleich zu den gekauften Proben einige zusétzliche Peaks im Chromatogramm festgestellt
werden (Abb. 4.77, Abb. 4.78). Diese Signale stellen sehr wahrscheinlich Verunreinigungen
dar, und lassen sich durch die Tatsache erklaren, dass die CoA-Ester nach ihrer Synthese nicht
weiter aufgereinigt wurden. Nichtsdestotrotz konnten die Signale der Hauptpeaks den CoA-
Estern zugeordnet werden. Von den gesamten zu untersuchenden Proben wurden 5 mM
Stammldsungen hergestellt und mittels HPLC analysiert. Der Gehalt der selbsthergestellten
Proben wurde dabei mit 100 % angenommen. In den Abbildungen 4.77 und 4.78 in welchen
gekauftes und selbsthergestelltes Metyhlcrotonyl-CoA bzw. Isovaleryl-CoA verglichen
wurden, konnte deutlich der wesentlich geringere Gehalt der entsprechenden selbst
synthetisierten Proben festgestellt werden. Der Anteil dieser Ester wurde daraufhin auf ca.
20 % geschatzt.

Fur selbsthergestelltes Methylcrotonyl-CoA konnte ein Hauptpeak bei 43 min, wie auch
schon bei gekauftem MCoA beobachtet werden. Ein zusétzlicher Peak lag bei 21,6 min (Abb.
4.77). Da das Signal von reinem CoA bei dieser Retentionszeit auftrat, konnte somit
angenommen werden, dass in der Probe auch nicht umgesetztes CoA zu finden war. Fur
Isovaleryl-CoA, welches selbst hergestellt wurde, konnten Signale im Bereich von 21 und
46 min erhalten werden (Abb. 4.78). Eine Unterscheidung von CCoA und GCoA war
aufgrund der nahe beieinander liegenden Retentionszeiten nicht gut moglich (Abb. 4.76). Die
entsprechenden Retentionszeiten lagen fir Geranyl-CoA bei 25,8 fir Citronellyl-CoA bei

25,9 min. Die erhaltenen Retentionszeiten sind in der Tabelle 4.8 zusammengefasst.
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Abb. 4.75: HPLC-LA&ufe der einzelnen zur Verflgung stehenden, gekauften CoA-Ester Proben
Mit Hilfe des Na-Phosphatpuffer Systems ist eine gute Trennung der einzelnen Proben maglich.
Dabei liegen die Retentionszeiten fir CoA (Coenzym) bei 21,4 min; fir ACoA (Acetyl-CoA) bei
25,9 min; fir MCoA (Metylcrotonyl-CoA) bei 43,1 min und fir ICoA (lsovaleryl-CoA) bei
45,9 min.

DTS S5 TS R 100 IO ATER 07 BN AR STDATER VU T TS S oty
D201 5. S5 76 Re—son 100 INADNEVDATEN ONBATEN A GTOATEN VoMT3 04 070 510
DD B, Sama 16 R385, 100 (NADINENDAT N GRCAT EN AR ST\OATEN VOM 04 07%5%-07 000028 51
= &
400 o — g
as0 ]
CCoA g GCoA
250 4 /
CCoA
80
= .. o
g . blau: GCoA,,
%0 S rot: CCoA,,
n " grin: ICoAgy,
o
. £
g & 2 % % % =

Abb. 4.76: HPLC-L&ufe der CoA-Ester Proben Geranyl-CoA (GCoA), Citronellyl-CoA (CCoA) und
Isovaleryl-CoA (ICoA)
Im Falle der Proben GCoA und CCoA ist mit Hilfe des Na-Phosphatpuffer Systems keine
Trennung moglich. Die Retentionszeiten fir GCoA bzw. CCoA liegen mit 25,8 min bzw.
25,9 min zu dicht beieinander, um eine mdgliche Identifizierung in entsprechenden
Reaktionsansétzen Uber diese Analyse zu ermdglich..

164



4. Ergebnisse

DAD1 B, Sig=264.16 Ref=360.100 (NADINE\DATEN DNDATEN APR 07\DATEN VONI 204 07\2-04-070000 16 O}
DAD1 B, Sig=254.16 Ref=350, 100 (NADINE\DATEN D7\DATEN APR 07\DATEN VO 2.04.0712-04-07000017.0)

4330F

1800 blau: MCOASIGMA

rot: MCoA syn MCOASIGMA

a0 ] v

MCoAgy,

5
'
Ly |
3

T T T T T T T T
15 20 25 20 35 40 45 50

[= 31137

Abb. 4.77:  Vergleichende Betrachtung der HPLC Daten fur gekauftes (blau) und selbst synthetisierten
(rot) Methylcrotonyl-CoA
Mit Hilfe dieser Analyse wird deutlich, dass in der selbsthergestellten Probe Verunreinigungen
enthalten sind (zuséatzliche Peaks) und das der Gehalt an MCoA wesentlich geringer ist.

ADT B, Sig=254.16 R=/=350, 100 (NADINE\DATEN DMDATEN APR 07\DATEN VO 204 073-04-07000038 5
DAD1 B, Sig=254,16 Ref=380,100 (NADINE\DATEN 07\DATEN APR 07\DATEN VOM 2.04.0712-04-07000028.0)
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Abb. 4.78:  Vergleichende Betrachtung der HPLC Daten fiir gekauftes (blau) und selbst synthetisierten
(rot) Isovaleryl-CoA
An Hand der Daten kann in der selbsthergestellten Probe eine Verunreinigung festgestellt
werden, welche in der gekauften Probe nicht zu beobachten ist. Weiterhin muss festgehalten
werden, dass der Gehalt an CoA-Ester in der selbst hergestellten Probe geringer ausfallt.
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Tab. 4.8: Gegenlberstellung der Ergebnisse zur Trennung verschiedener CoA-Ester mit Hilfe von
unterschiedlichen Puffersystemen

Na-Phosphat ~ Ammoniumformiat/Methanol Ammoniumacetat
Puffersystem®  und Acetonitril? und
Acetonitril/Methanol®
Retentionszeiten in min

CoenzymA 21,4 16,3; 23,0; 24,1;24,5und 25,0 |(7,4und 7,9

(CoA)

Acetyl-CoA 25,9 und 29,3 24,0; 24,3; 24,5; 24,6 und 25,3 |nb

(ACOASigma)

Methylcrotonyl- 43,0 9,1; 24,2; 24,6; 24,8 und 25,5|nb

CoA (MCOASigma) bis 25,6

Methylcrotonyl- 43,0 und 21,6 23,1; 24,2; 25,4 und 25,8 8,4; 10,7 und 12,6
CoA (MCoAsyn)

Citronellyl-CoA |25,9 10,8; 23,6 bis 23,9; 24,5; 25,0;(8,2; 10,5 und 19,8
(CCoA) 25,4 und 25,9 bis 26,8

Geranyl-CoA 25,8 23,8;24,1; 24,6; 25,3und 26,0 |7,6; 8,2; 8,6; 10,5;
(GCoA) 18,8; 19,0 und 19,5
Isovaleryl-CoA 46,1 und 25,9 nb nb

(ICoA)

Isovaleryl-CoA 459 24.0; 24,7; 25,0 und 25,5 bhis|nb

(ICOASigma) 25,7

Legende: nb: nicht bestimmt; *: Chattopadhyay, 2007; King et al., 1988; % Forster-Fromme et al., 2006;
%: Holtzapple & Schmidt-Dannert, 2007

Weiterhin wurden verschiedene Losungsmittel fur die CoA-Ester getestet, um eine mogliche
Verbesserung des Laufverhaltens und der Auftrennung in der HPLC zu ermdglichen. Hierfur
kamen neben destilliertem Wasser nun auch Methanol, Aceton und Acetonitril zum Einsatz.
Da jedoch nicht alle Proben in den Lsungsmitteln Methanol, Aceton bzw. Acetonitril I6sbar
waren, und mit den entsprechenden Messungen der Uberstande keine Ergebnisse erzielt
werden konnten (Daten nicht gezeigt), wurde zum Zwecke der Vergleichbarkeit der Proben
und ihrer Chromatogramme entschieden, diese im Verlauf der vorliegenden Arbeit in dest.

Wasser geldst in der HPLC Analytik zu verwenden.

Ebenso wurde im Rahmen dieser Analytik auch ein weiteres Puffersystem und dessen
Wirkung untersucht. Da neben der HPLC Analytik auch eine Untersuchung der Proben
mittels HPLC-(ESI)-MS erfolgte, sollten in diesem Zusammenhang damit auBerdem
vergleichbare Laufbedingungen gefunden werden, um einen besseren Vergleich beider
Analysemethoden zu ermdglichen. Die Analytik von Proben mittels HPLC-(ESI)-MS in
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Hohenheim erfolgte mit dem Puffersystem Ammoniumformiat/Methanol und Acetonitril. Um
die erhaltenen Chromatogramme auch mit denen am Institut fur Mikrobiologie der Universitat
Stuttgart erhaltenen vergleichen zu kdénnen, sollte dieses Puffersystem auch unter den
vorliegenden Bedingungen getestet werden (Kap.3.12.1.). Leider konnte jedoch nicht fur alle
Proben eine geeignete Auftrennung erreicht werden. Kleinere zusétzliche Peaks traten in den
Chromatogrammen in Erscheinung, bzw. kam es zum ,,Verschmieren“ von Peaks iiber einen
grolReren Zeitbereich wie z.B. bei Citronellyl-CoA, Isovaleryl-CoA und Methylcrotonyl-CoA
(siehe einzelne Retentionszeiten in Tabelle 4.8). Dieses Puffersystem war somit nicht fir eine

Untersuchung geeignet, bei der unterschiedliche CoA-Ester nachgewiesen werden sollten.

Um eine bessere Trennung von Citronellyl-CoA und Geranyl-CoA zu ermdglichen, wurde
somit auf das Phosphatpuffersystem zuriickgegriffen, mit welchem bei den tbrigen Proben
bereits gute Ergebnisse erzielt werden konnten. Im Folgenden sollte daher nun versucht
werden, Uber die Verdnderung der Laufbedingungen eine bessere Trennung zu erreichen.
Hierfur wurde zunachst der angelegte Gradient im HPLC-Programm variiert. Wahrend dieser
bei den ersten Untersuchungen bei 40 min lag, wurde folgend die Anderung der
Pufferkonzentrationen tber einen steileren (ca. 20 min) bzw. Uber einen flacheren Gradienten
(60 bzw. 120 min) eingestellt. Die Ergebnisse dieser Versuche wurden in der Tabelle 4.9
festgehalten. Wie dort ersichtlich ist, war eine bessere Trennung der beiden Proben
Citronellyl-CoA und Geranyl-CoA durch Veranderung dieses Parameters nicht moglich. Es
konnte lediglich eine Verschiebung der einzelnen Retentionszeiten beobachtet werden. Bei
einem angelegten Gradienten Uber 20 min war es moglich GCoA und CCoA bereits nach
17,7 min zu detektieren. Zum Vergleich dazu nahmen die Retentionszeiten der beiden Proben
mit einem flacher angelegten Gradienten weiter zu. So lagen diese bei einem angelegten
Gradienten tber 40 min bei 25,8 (GCoA) bzw. 25,9 min (CCoA) und bei einem Gradienten
uber 60 min bei 36,8 (GCoA) und 36,9 min (CCoA). Auch durch eine Veranderung der
Flussraten oder eines Laufes unter isocratischen Bedingungen, konnte das gewinschte Ziel
eine deutlichere Trennung von GCoA und CCoA zu erhalten, nicht erreicht werden (Daten

nicht gezeigt).
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Tab.4.9: Versuch der Trennung der Verbindungen Geranyl-CoA und Citronellyl-CoA (ber
Veranderung des angelegten Gradienten
Aufgefihrt sind jeweils die Retentionszeiten der Hauptpeaks der einzelnen HPLC-Léaufe.
Verwendet wurde das Phosphatpuffersystem und das Programm CoAEster.M welches entsprechen
variiert wurde.

Gradient Geranyl-CoA Citronellyl-CoA
(Retentionszeit des Hauptpeaks)  (Retentionszeit des Hauptpeaks)
tber 20 min 17,71 min 17,75 min
uber 40 min 25,89 min 25, 94 min
uber 60 min 36,85 min 36,94 min
uber 120 min 60,23 min 60,34 min

Durch die hier getesteten Parameter konnten Citronellyl-CoA und Geranyl-CoA mittels
HPLC nicht getrennt werden. Der Unterschied in lediglich einer Doppelbindung in der
Struktur, war somit anscheinend nicht ausreichend, flr einen signifikanten Unterschied im
Laufverhalten dieser beider Substanzen. Dadurch wurde eine Unterscheidung der beiden
Verbindungen in moglichen Reaktionsansédtzen schwierig. Ferner war es aufgrund dieser
Tatsache auf diesem Wege nicht mdglich, cis-Geranyl-CoA, welches aus der Reaktion der

Citronellyl-CoA Dehydrogenase aus Citronellyl-CoA gebildet wird, zu isolieren.

4.7.2. Verfolgen von Enzymreaktionen tber HPLC und HPLC-(ESI)-MS Analyse

Das Verfolgen von Carboxylase-Reaktionen iber eine zu beobachtende Absorptionsanderung
im Photometer war nicht in allen Féllen erfolgreich. In der Annahme, dass dies vielleicht
durch zu geringe Umsétzen des Enzyms bedingt war, wurden des weiteren Versuche
unternommen diese Enzymumsétze mittels HPLC-Analyse zu untersuchen. Diese
Untersuchungen wurden zundchst mit dem Phosphatpuffersystem durchgefiihrt. Um jedoch
gleiche Bedingungen zu den ebenfalls durchgefihrten HPLC-(ESI)-MS Messungen
(Kap.3.13.) zu gewahrleisten, wurden spater auch Untersuchungen mit dem Puffersystem
Ammoniumacetat und Acetonitril/Methanol (Holtzapple & Schmidt-Dannert, 2007)
durchgefuhrt (Kap.3.12.1.) und in diesem Abschnitt besprochen.

Fur die Analyse der Enzymreaktionen mittels HPLC wurden die entsprechenden Reaktionen
wie im Abschnitt 3.14. beschrieben angesetzt. Die Ansdtze wurden fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert, Proben jeweils nach 1, 5, 15 und 30 min in die entsprechenden
HPLC-Vials uberfuhrt und mittels HPLC analysiert.
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4.7.2.1. Reaktionen mit Citronellyl-CoA (Citronellyl-CoA Dehydrogenase)

Um die Umsetzung von Citronellyl-CoA (CCoA) zu untersuchen, wurden neben Rohextrakt
von P. aeruginosa PAO1 Cs Zellen auch E. coli IM109 pJoe4036.1::atuD sowie als Kontrolle
E. coli IM109 pJoe4036.1 in die entsprechenden Reaktionen eingesetzt.

Bei der Messung der Hintergrundreaktion, welche im Ansatz CCoA aber nicht die
Citronellyl-CoA Dehydrogenase enthielt, konnten die charakteristischen Peaks des
Citronellyl-CoAs identifiziert werden (Tab. 4.8). Nach Zugabe von Rohextrakt von E. coli
JM109 pJoe4036.1::atuD konnte nun im Bereich von 20 min der Peak festgestellt werden,
dessen Flache im Vergleich zum 20 min Peak der Hintergrundreaktion (CCoA) stark reduziert
war. Die auch in der Hintergrundreaktion auftretenden Peaks bei 8,3 und 10,7 min zeigten
dagegen eine deutliche Zunahme. Ein neuer Peak trat lediglich bei 7,7 min in Erscheinung
(Abb. 4.79). Das Ergebnis anderte sich mit zunehmender Inkubationszeit nur minimal. Bei
dem Lauf eines wiederholten Ansatzes konnten dazu zum Vergleich nach einer Minute
Inkubationszeit ein im Bereich von 20 min liegender zweier Peak bzw. nach 30 min ein dreier
Peak festgestellt werden, deren Flachen im Vergleich zum 20 min Peak der

Hintergrundreaktion deutlich reduziert waren (Daten nicht gezeigt).

DAD1 B, Sig=254.16 Ref=360,100 (NADINEDATEN 07'DATEN MAI 07\DATEN VOM 22 05.07122-05-07000008 D)
DAD1 B, Sig=254.16 Ref=360.100 (NADINEDATEN 07\DATEN MAI 07\DATEN VOM 22 05.07'22-05-07000009 D)
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Abb. 4.79: Darstellung der Enzymumsetzung von CCoA mit AtuD (Rohextrakt von E. coli
Joe4036.1::atuD)

In [blau] die Messung des Ansatzes ohne Enzym und in [rot] die entsprechende Messung des
Ansatzes nach Zugabe von Rohextrakt von E. coli pJoe4036.1::atuD nach 1 min Inkubationszeit.
Zu erkennen ist eine Abnahme des Peaks bei 19,9 min und ein neu auftretender Peak bei 7,6 min.

Wurde die Reaktion mit zusétzlich PMS im Ansatz durchgefuhrt, so wurde in der
Hintergrundreaktion ein zusétzlicher Peak (26,1 min) vergleichend zur Reaktion ohne PMS

festgestellt (Abb. 4.80). Nach Inkubation des Ansatzes mit E. coli Rohextrakt traten bei dieser
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Reaktion an Stelle des 19,9 min Peaks (CCoA, Flache 780 mAU*s) zwei Peaks mit einer
ahnlichen GroRe auf (19,2 min 770 mAU*s und 19,5 min 714 mAU*s). Vergleicht man die
Retentionszeiten der einzelnen CoA-Ester (Tab. 4.8) so konnte es sich hier um neu
entstandene GCoA Peaks handeln. Dagegen sprechen wirde jedoch die vergleichbare
Peakflache beider Peaks zum Ausgangspeak in der Reaktion ohne Enzym. Ein neuer Peak bei
7,6 min trat bei diesem Reaktionsansatz nicht auf. Auch nach einer Inkubation von 30 min
zeigte sich keine Veranderung. Die Peaks im Bereich von 19 min zeigten lediglich eine

geringfiigige Anderung auf 681 und 706 mAU™*s.

DAD1 B, Sig=254,16 Ref=360, 100 (NADINEDATEN 07T\DATEN MAI 07\DATEN VOM 22 05.07122-05-07000011.D)

DAD1B. Sig=254.16 Ref=360.100 (NADINEDATEN 07\DATEN MAI 07\DATEN VOM 22 05 07'22-05-07000012.D)
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Abb. 4.80: Darstellung der Enzymreaktion von CCoA mit AtuD (Rohextrakt von E. coli
pJoed036.1::atuD) mit zusatzlich PMS als Elektronenakzeptor im Ansatz (vgl. Enzym-
Assay)
In [blau] die Messung des Ansatzes ohne Enzym und in [rot] die entsprechende Messung des
Ansatzes nach Zugabe von Rohextrakt von E. coli pJoe4036.1::atuD nach 1 min Inkubationszeit.
Zu erkennen ist ein zusatzlicher neuer Peak bei 26 min, welche sehr wahrscheinlich dem PMS
entspricht. Weiterhin resultieren durch die Zugabe von Rohextrakt zwei Peaks im Bereich von
19,2 bzw. 19,5 min. Vor Zugabe von Enzym lag der Ausgangspeak bei 19,9 min (CCoA).

Waurde folgend Wildtyp-Rohextrakt (P. aeruginosa PAO1 Cs Zellen) eingesetzt, so konnte im
Vergleich zur Hintergrundreaktion eine starke Abnahme der Peakflache des Peaks bei ca.
20 min beobachtet werden (Abb. 4.81). Diese lag ohne Inkubation mit Rohextrakt bei
587 mAU*s und reduzierte sich nach Zugabe von Rohextrakt auf 203 (1 min) bzw. auf
114 mAU*s (30 min). Auch bei diesem Ansatz konnte ein neuer Peak bei 7,7 min beobachtet

werden, dessen Flache jedoch mit zunehmender Inkubation nicht weiter zunahm.
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DAD1 B, Sig=254.16 Ref=360,100 (NADINEDATEN 07'DATEN MAI 07\DATEN VOM 22 05.07122-05-07000014.D)
DAD1 B, Sig=254.16 Ref=360.100 (NADINEDATEN 07\DATEN MAI 07\DATEN VOM 22 05.07122-05-07000015.D)
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Abb. 4.81: Darstellung der Enzymreaktion von P. aeruginosa PAO1 Cs Zellen mit CCoA als Substrat
In [blau] die Messung des Ansatzes ohne Enzym und in [rot] die entsprechende Messung des
Ansatzes nach Zugabe von Rohextrakt und 1 min Inkubationszeit. Zu erkennen ist eine deutliche
Abnahme des Peaks im Bereich von 20 min. Weiterhin tritt ein neuer Peak bei 7,7 min in
Erscheinung.

Erfolgte zum gleichen Reaktionsansatz wiederum die Zugabe von zusétzlich PMS, so konnte
der entsprechende Peak bei 26,2 min festgestellt werden. An der Stelle des Peaks, welcher
dem Citronellyl-CoA entsprach (19,9 min), zeigte sich nach Zugabe von Pseudomonas
Rohextrakt ein dreier Peak (19,2 min 122 mAU%*s, 19,5 min 68 mAU*s und 20 min
13 mAU*s) (Abb. 4.82). Ein deutlicher Peak mit einer Retentionszeit von 7,7 min konnte hier
nicht festgestellt werden. Ein entsprechender Peak lag im Bereich des Hintergrundes und
zeigte lediglich eine Flache von 17 mAU*s. Im Vergleich dazu wies der Peak in der Reaktion
ohne PMS eine Flache von 346 mAU*s auf. In dieser Reaktion trat dagegen ein neuer Peak
mit einer Retentionszeit von 16 min im Chromatogramm auf. Weiterhin konnte bei beiden
Reaktionen mit Wildtyp-Rohextrakt eine deutliche Zunahme des Peaks bei 8,2 min, wie schon

in den vorangegangenen Reaktionen festgestellt werden.
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Sig=254,16 Ref=360,100 (NADINEIDATEN 07\DATEN MAI 07DATEN VOM 22 05 0722-05-07000017 D)
DAD1B, Sig=254,16 Ref=360,100 (NADINEDATEN 07\DATEN MAI 07'DAT EN VOM 22 05 07122-05-07000018 D)
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Abb. 4.82: Darstellung der Enzymreaktion von P. aeruginosa PAOL Cs Zellen mit CCoA als Substrat
mit zusatzlich PMS im Ansatz (vgl. zur Enzymassay)
In [blau] die Messung des Ansatzes ohne Enzym und in [rot] die entsprechende Messung des
Ansatzes nach Zugabe von Rohextrakt und 1 min Inkubationszeit. Zu erkennen ist eine deutliche
Abnahme des Peaks im Bereich von 20 min, wobei die Zugabe von Wildtyp-Rohextrakt auch
hier wieder einen Doppelpeak im Bereich von 19,5 min bedingt. Weiterhin tritt ein neuer Peak
bei einer Retentionszeit von 16 min auf.

Als mogliche Kontrolle wurden weiter auch Reaktionen mit Rohextrakt von E. coli, welcher
lediglich den leeren Vektor pJoe4036.1 enthielt durchgefiihrt. Ohne AtuD wurde keine
Umsetzung von CCoA erwartet, allerdings zeigten sich auch hier die starke Abnahme des
Peaks im Bereich von 20 min und der neu auftretende Peak bei 7,7 min (Daten nicht gezeigt).
Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass im E. coli Rohextrakt gegebenenfalls eine
unspezifische Dehydrogenase eine Umsetzung vom CCoA bewirkte, wurde der Rohextrakt
folgend durch Abkochen inaktiviert und in die entsprechende Reaktion eingesetzt. In diesem
Falle konnte nun keine Reaktion beobachtet werden. Es wurde weder eine Abnahme des
charakteristischen CCoA Peaks (20 min) noch ein deutlich neu auftretender Peak beobachtet

(Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, das sowohl bei Einsatz von Wildtypenzym aus
P. aeruginosa PAOl (Rohextrakt Cs Zellen) als auch rekombinantem AtuD (E. coli
Rohextrakt) der CCoA Peak bei ca. 20 min schon nach 1 min Inkubationszeit stark
abgenommen hatte. Des Weiteren konnte ein neuer Peak bei 7,7 min beobachtet werden.
Waurde das Experiment mit Rohextrakt von E. coli JM109 pJoe4036.1 durchgefiihrt, so wurde
das gleiche Ergebnis erhalten, wodurch die Vermutung nahe liegt, das im Rohextrakt auch

andere in diesem enthaltene Dehydrogenasen eine Rolle spielen kénnten.
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Bei der Untersuchung der Proben Uber HPLC-(ESI)-MS Messungen, konnte im
Reaktionsansatz mit E. coli Rohextrakt mit pJoe4036.1::atuD lediglich die Masse des GCoA-
Esters identifiziert werden (m/z = 916). Die Masse von CCoA (m/z = 918), welche in der
Hintergrundreaktion ohne Enzym identifiziert werden konnte, war an dieser Stelle im Ansatz
nicht mehr nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). Somit kann davon ausgegangen werden, dass
der Umsatz von Citronellyl-CoA zu Geranyl-CoA erfolgreich war. Bei der Reaktion mit
Rohextrakt von P. aeruginosa PAO1 war keine Aussage moglich, da die Substanzen eine zu
geringe Konzentration aufwiesen. Der neu aufgetretenen Peaks bei 7,7 min bzw. 16 min
konnte bei diesen Untersuchungen (in Hohenheim) nicht identifiziert werden, sodass unklar

ist, welche Verbindungen sich hinter diesen verbergen konnten.

4.7.2.2. Reaktionen mit Geranyl-CoA (Geranyl-CoA Carboxylase)

Fur die Untersuchung der GCase Reaktion standen Rohextrakt von P. aeruginosa PAO1 (Glu
und Cs Zellen) und aus diesem uber monomeres Avidin aufgereinigte und aufkonzentrierte
Proteinlésung zur Verfugung. Um zu Uberpriifen, ob die koppelnden Enzyme des Carboxylase
Assays Pyruvatkinase und Lactatdehydrogenase einen Einfluss auf die Laufbedingungen der
Reaktionsansatze besallen, wurden Reaktionen mit und ohne Zugabe dieser Enzyme tberprift
(Daten nicht gezeigt). Da jedoch bei diesen Laufen keine Unterschiede festgestellt werden
konnten, wurden im folgenden Verlauf die vollstdndigen Reaktionsansatze untersucht.

In der Hintergrundreaktion, welche im Ansatz GCoA aber kein Carboxylase Enzym enthielt,
konnten charakteristische Peaks fir das Geranyl-CoA identifiziert werden (Tab. 4.8; Abb.
4.83). Diese zu beobachtende Dreier-Peak-Konstellation zeigte Retentionszeiten im Bereich
von 19 min (18,9; 19,1 und 19,5 min). In der Reaktion 1 min nach Zugabe von Rohextrakt
von P. aeruginosa (Cs Zellen), konnte eine deutliche Abnahme (137-168 mAU*s auf 17-
61 mAU*s) dieser Peaks und gleichzeitig das Erscheinen eines neuen Peaks bei 15,9 min
festgestellt werden (Abb. 4.83). Die Reaktion nach 30 min zeigte nur noch geringflgige

Veranderungen in den Peakflachen.
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DAD1 B, Sig=254,16 Ref=360,100 (NADINEDATEN 07\DATEN MAI 07\DATEN VOM 22 05 07122-05-07000020 D)
DAD1 B, Sig=254, 16 Ref=360,100 (NADINEDATEN 07\DATEN MAI 07\DATEN VOM 22 05.07122-05-07000021 D)
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Abb. 4.83: Darstellung der Enzymumsetzung von GCoA durch Einsatz von P. aeruginosa Rohextrakt
(Cs Zellen) als Quelle des eingesetzten Enzyms
In [blau] die Messung des Ansatzes ohne Enzym und in [rot] die entsprechende Messung des
Ansatzes nach Zugabe von Rohextrakt von P. aeruginosa nach 1 min Inkubationszeit. Zu
erkennen ist eine Abnahme des GCoA Peaks im Bereich von 19 min und ein neu auftretender
Peak bei 16 min.

Bei Zugabe von abgekochtem Rohextrakt zum Reaktionsansatz konnte im Vergleich dazu
keine Reaktion festgestellt werden. Die Peaks im Bereich von 19 min zeigten keine
Veranderung in der Peakflache (Daten nicht gezeigt). Untersuchungen erfolgten auch mit
Rohextrakt von Zellen, welche lediglich mit Glukose angezogen wurden. Da bei diesen Zellen
weder der Atu- noch der Liu-Weg induziert werden, wurde hier keine Reaktion und somit
kein Umsatz von GCoA erwartet. Es zeigte sich jedoch, dass es auch in diesen Ansatzen zu
eine Abnahme der Peaks im Bereich von 19 min kam (100-124 mAU*s auf 22 mAU*s) (Abb.
4.84). Ferner trat auch hier ein neuer wenn auch wesentlich kleinerer Peak bei 16 min in
Erscheinung (58 mAU*s anstatt 161 mAU*s bei Verwendung von Cs Zellen Rohextrakt). Bei
einer parallel durchgefiihrten Reaktion konnte dagegen eine Abnahme der Peaks im 19 min
Bereich festgestellt werden, nicht aber ein neuer Peak im Bereich von 16 min. Weiterhin
konnten bei der Analyse des Substrates GCoA in einigen Ldufen auch Peaks in diesem
Bereich gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Aber selbst wenn es sich bei diesem 16 min
Peak um ein Artefakt des GCoA Substrates handeln sollte, so kann die Abnahme der 19 min
Peaks durch Rohextrakt von Glu Zellen nicht erklart werden.
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Abb. 4.84:

DADT B, Sg=254. 16 Ret=360. 100 (NADINEDAT EN 07DATEN A 07DATEN VOM 2405 0724 05-07000015.0)
DAD1 B, Sg=254. 16 Ref=360. 100 (NADINEDATEN 07\DATEN A 07\DATEN VOM 24.05 0724-05-07000016.0)
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Darstellung der Enzymreaktion von P. aeruginosa Rohextrakt (Glu Zellen) als Enzymquelle
mit GCoA als Substrat

In [blau] die Messung des Ansatzes ohne Enzym und in [rot] die entsprechende Messung des
Ansatzes nach Zugabe von Rohextrakt von P. aeruginosa nach 1 min Inkubationszeit. Zu
erkennen ist ein Verschwinden der GCoA Peaks im Bereich von 19 min und ein neu auftretender
Peak bei 16 min.

Wurde aus Pseudomonas Rohextrakt (Cs Zellen) aufgereinigte und aufkonzentrierte

Proteinlésung hinsichtlich der Carboxylase Umsetzung untersucht, so konnte bei Einsatz

dieser Enzymquelle keine Verénderung in den entsprechenden Chomatogrammen festgestellt
werden (Abb. 4.85). Eine Abnahme der 19 min Peaks und damit eine Reaktion der

Carboxylase war bei diesen Reaktionen nicht zu beobachten. Entsprechend waren auch die

Ergebnisse, bei welchen die eingesetzten Enzym-Lésungen zuvor abgekocht wurden. Auch

bei Verwendung dieser Proben konnten keine Verdnderungen in den Chromatogrammen

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Abb. 4.85:

DAD1 B, Sig=254,16 Ref=360,100 (NADINEDATEN 07\DATEN MAI 07\DATEN VOM 22 05 07122-05-07000026 D)
DAD1 B, Sig=254, 16 Ref=360,100 (NADINEDATEN 07\DATEN MAI 07\DATEN VOM 22 05.07122-05-07000027 D)
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Darstellung der Enzymreaktion mit GCoA unter Verwendung von aus P. aeruginosa
Rohextrakt (Cs Zellen) aufgereinigter und aufkonzentrierter Proteinlésung

In [blau] die Messung des Ansatzes ohne Enzym und in [rot] die entsprechende Messung des
Ansatzes nach Zugabe von Protein nach 1 min Inkubationszeit. Mit aufgereinigtem Enzym
konnte an dieser Stelle keine Reaktion festgestellt werden.
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In der Untersuchung der Proben tber HPLC-(ESI)-MS konnte im Ansatz ohne Enzym GCoA
(m/z = 916) festgestellt werden. Bei der Untersuchung der Proben nach Zugabe von
Enzymlosung konnte bei beiden Reaktionen keine Aussage gemacht werden, da es nicht
mdoglich war CoA-Ester in diesen Proben zu identifizieren. Bei einem erneuten Versuch des
Ansatzes mit Rohextrakt von P. aeruginosa PAOL (Cs Zellen) konnte GCoA als Substrat in
der Reaktion identifiziert werden. Dagegen war es sowohl in dieser, als auch in den anderen
Reaktionsansatzen, nicht moglich die Masse von Isohexenyl-glutaconyl-CoA, dem
carboxyliertem Produkt der Reaktion, festzustellen, sodass eine Reaktion an dieser Stelle

nicht nachweisbar war.

4.7.2.3. Reaktionen mit Methylcrotonyl-CoA (Methylcrotonyl-CoA Carboxylase)

Um die Umsetzung von Methylcrotonyl-CoA zu untersuchen, wurde Rohextrakt von
P. aeruginosa PAO1 (Iso Zellen) und aus diesem aufgereinigte und aufkonzentrierte
Enzymlosung verwendet. In der getesteten Hintergrundreaktion, welche zwar das Substrat
aber keine Enzymldsung enthielt, konnte der charakteristische Peak des MCoAs bei einer
Retentionszeit von 12,7 min identifiziert werden. Nach einer Zugabe von P. aeruginosa
Rohextrakt, welcher aus mit Isovaleriansaure gewachsenen Zellen gewonnen wurde, konnte
eine Abnahme der Peakflache des Peaks bei 12,7 min festgestellt werden (von 484 auf
225 mAU*s). Ein signifikanter, neuer Peak dagegen trat in dieser Reaktion nicht auf.
Lediglich eine Zunahme eines Peaks bei 4,9 min von 158 auf 722 mAU*s war festzustellen
(Abb. 4.86).

DAD1E, 5g=254, 16 Ref=360, 100 (NADINEDATEN 07'DATEN VA 07'DATEN VOM 24.05.0724-05-07000010.0)
DAD1 B, Sig=254,16 Ref=360,100 (NADINEDATEN 07\DATEN MA 07\DATEN VOM 24 05.07\24-05-07000011.0)
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Abb. 4.86: Darstellung der Enzymreaktion von Rohextrakt von P. aeruginosa (Iso Zellen) als
Enzymquelle mit MCoA als Substrat
In [blau] die Messung des Ansatzes ohne Enzym und in [rot] die entsprechende Messung des
Ansatzes nach Zugabe von Rohextrakt von P. aeruginosa nach 1 min Inkubationszeit. Zu
erkennen ist eine deutliche Abnahme des MCoA Peaks bei 12,7 min.
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Bei den entsprechenden Reaktionen mit abgekochtem Rohextrakt konnten Kkeine
Verénderungen im Chromatogramm im Vergleich zur Hintergrundreaktion und damit keine
Reaktion festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Bei Einsatz von aus Rohextrakt Uber
Avidin-Gel partiell aufgereinigter Enzymldsung (Iso Zellen) als Carboxylasequelle zeigte sich
dagegen eine Abnahme des MCoA Peaks bei 12,7 min (Abb. 4.87). Ein neuer Peak konnte in
diesem Chromatogramm allerdings nicht festgestellt werden. In weiteren Reaktionen wurde
nun auch Rohextrakt von mit Glukose angezogenen Zellen von P. aeruginosa (Glu Zellen) als
Kontrolle getestet. Nach Zugabe zum Ansatz konnte aber auch hier wider erwarten eine
Abnahme des MCoA Signals beobachtet werden. Des Weiteren wurde die Zunahme des
4,8 min Peaks festgestellt (Daten nicht gezeigt).

DAD1 B, Sig=264,16 Re=380,100 (NADINEDATEM 07'DATEN MAI 07\DATEM VOM 24.05.0724-05-07000013.D)
DAD1 B, Sig=254,16 Ref=360,100 (NADINEDATEN 07\DATEN MAl 07'\DATEN VOM 24.05.07'24-05-07000014.0)
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Abb. 4.87: Darstellung der Enzymreaktion von aus Rohextrakt von P. aeruginosa (Iso Zellen)
aufgereinigter und aufkonzentrierter Proteinlosung mit MCoA als Substrat
In [blau] die Messung des Ansatzes ohne Enzym und in [rot] die entsprechende Messung des
Ansatzes nach Zugabe von aufgereinigtem P. aeruginosa Protein nach 1 min Inkubationszeit. Zu
erkennen ist eine Abnahme des MCoA Peaks bei 12,7 min.

In der Probe mit MCoA, welche jedoch noch keine Enzymldsung enthielt, konnte das
eingesetzte Substrat Uber HPLC-(ESI)-MS Analyse (ber die Masse identifiziert werden
(m/z = 848). Bei Zugabe von Rohextrakt von P. aeruginosa PAO1 wurde nur wenig MCoA
gefunden. Die Masse von 3-Methyl-glutaconyl-CoA war im Ansatz noch geringer und lag an
der Nachweisgrenze (personliche Mitteilung Dr. Armbruster). Wurde der Reaktionsansatz mit
aufgereinigter MCase aus P. aeruginosa untersucht, so war keine eindeutige Aussage
mdoglich, da das Signal zum einen sehr gering war und zum anderen im Hintergrundrauschen
unterging. Daher konnte nicht ausgeschlossen werden, dass das carboxylierte Produkt der

Reaktion in dieser Probe enthalten war (personliche Mitteilung Dr. Armbruster).
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Bei Reaktionen, die zunéchst durch eine Abnahme des entsprechenden Substratpeaks positiv
erschienen, konnten folgend nach Messung der Kontrollreaktionen nicht mehr eindeutig
zugeordnet werden. Zwar erfolgte keine Abnahme der Substrate bei Einsatz von abgekochten
und damit inaktiven Enzymldsungen, jedoch konnte eine solche Abnahme bei Zugabe von
Glukose-Rohextrakten von P. aeruginosa bzw. E. coli Rohextrakten ohne rekombinantes
Protein beobachtet werden. Aufgrund dieser Beobachtung, dass somit auch Rohextrakte allein
ohne die entsprechenden Enzyme einen Einfluss auf die zugegebenen Substrate zu haben
scheinen, war an dieser Stelle Uber die Analyse mittels HPLC keine Aussage uber die
Enzymumsetzungen mdoglich.

Letztendlich konnte nur die Reaktion der Citronellyl-CoA Dehydrogenase AtuD mit
Citronellyl-CoA als Substrat tber die Massenanalyse bestatigt werden. Eine Reaktion der
Geranyl-CoA Carboxylase mit GCoA war an dieser Stelle nicht nachweisbar und die der
Methylcrotonyl-CoA Carboxylase mit MCoA liel sich aufgrund der Nahe zur
Nachweisgrenze lediglich vermuten.

Versuche die L&ufe im Labor in Stuttgart bzw. Hohenheim vergleichbar zu gestalten,
schlugen fehl. Das Puffersystem, welches in Hohenheim verwendet wurde (97 %
Ammoniumformiat und 3 % Acetonitril), war zur Auftrennung der Proben in Stuttgart nicht
geeignet. Aber auch die Verwendung der gleichen Sdule in beiden Laboren zeigte
Unterschiede in den entsprechenden Chromatogrammen, sodass diese nicht miteinander
verglichen werden konnten. Mit dem eigentlich fur beide Methoden geeigneten Puffersystem
Ammoniumacetat und Acetonitril/Methanol (Holtzapple & Schmidt-Dannert, 2007) konnten
zwar an der HPLC in der Mikrobiologie nicht aber an der HPLC-(ESI)-MS Anlage in
Hohenheim gute Ergebnisse erziehlt werden. Somit war es im Verlauf der Arbeiten nicht
maoglich in der HPLC neu auftretenden Peaks, welche zuvor besprochen wurden, eine Masse

uber das HPLC-(ESI)-MS und folglich eine mdgliche Verbindung zuzuordnen.

4.7.3. Nachweis der Carboxylase Reaktion tiber den Nachweis der Nukleotide

Die Umsetzung von Geranyl-CoA bzw. Methylcrotonyl-CoA durch die Geranyl-CoA bzw.
die Methylcrotonyl-CoA Carboxylase fuhrt zur Bildung von ADP. Dieses ADP wird in der
der Reaktion angekoppelten Enzymabfolge mit Phosphoenolpyruvat tber die Pyruvat Kinase
zu Pyruvat und ATP umgesetzt. Durch die sich anschliefende Reaktion der Lactat
Dehydrogenase, welche Pyruvat mit Hilfe von NADH+H" zu Lactat und NAD" umsetzt,

wurde versucht die Reaktion der Carboxylasen durch eine Absorptionsanderung, bedingt
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durch eine Konzentrationsabnahme des NADH+H", photometrisch bei 340 nm zu verfolgen.
Da dies nicht in allen Fallen moglich war, und auch das Verfolgen der Substrate mittels
HPLC nicht die gewiinschten Ergebnisse brachte, lag die Frage nahe, ob eine mdgliche
Reaktion durch Verfolgen der ATP bzw. ADP Konzentrationsanderung im Ansatz moglich
ware.

Um dieser Frage nachzugehen, wurde die Methode nach Handrick et al. (2004) etwas
modifiziert und fur die Analyse herangezogen (Kap.3.12.2.). Zunéchst sollte untersucht
werden, ob eine Trennung der einzelnen Nukleotide und damit eine Unterscheidung dieser
moglich ist. Die Untersuchung wurde mittels 80 mM Kaliumphosphat Puffer mit Methanol
(77:23) als Laufmittel und einer Cg-Gromsil 100 high performence HPLC Sé&ule (5 pm, 125 x
4 mm) in Angriff genommen. Es wurde versucht ATP, ADP und AMP eindeutig sichtbar im
Chromatogramm zu trennen. Dies war durch die gewahlten Bedingungen mdglich. Zur
Identifizierung der Einzelpeaks wurden Mischungen der drei Nukleotide getestet, wobei es
durch Erhéhung der Konzentration jeweils eines Nukleotides moglich war, den Einzelpeaks in
der Mischung das entsprechende Nukleotid zuzuordnen. Wie in der Abbildung 4.88 deutlich
zu beobachten ist, konnte der Peak im Bereich von 4,1 min auf diese Weise dem ATP
zugeordnet werden. Die steigende Konzentration an ADP zeigte sowohl auf den Peak im
Bereich von 2,3 min als auch auf den Peak im Bereich von 3,1 min einen Einfluss. Der
Einfluss auf den Peak im Bereich von 3,1 min war dabei deutlich starker ausgeprégt und
wurde folgend dem ADP zugeordnet. Da weiterhin die Erhéhung der Konzentration an AMP
im Ansatz lediglich einen Zunahme des Signals im Bereich von 2,3 min zeigte, wurde somit
dieses Signal durch das AMP bedingt. Auf diese Weise war es folglich moglich die einzelnen

Signale in der Mischung den eingesetzten Substraten zuzuordnen.

Wurden die Standards in Reaktionspuffer (0,1 M Tris HCI pH 8,0) gelést und vor der
Messung mit BSA, KHCO3; und MgCl,, als Bestandteile des Reaktionsmixes im Carboxylase
Assay, gemischt und vermessen, so dnderten sich die entsprechenden Retentionszeiten fiir das
ATP. Wahrend das AMP das Signal bei 2,3 min und das ADP das Signal bei 2,6 min
bedingte, konnten fiir das ATP unter diesen Bedingungen zwei Peaks bei 2,8 und 3,6 min

beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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DAD1 E, Sig=260.16 Ref=360,100 (NADINEDATEN APRIL 08\DATEN 020408\2APRIL000014 D)
DAD1 E, Sig=260,16 Ref=360,100 (NADINEDATEN APRIL 08\IDATEN 0204 08\2APRIL000015 D)
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Abb. 4.88: Darstellung der Ergebnisse zur Trennung und ldentifizierung der Nukleotide
[blau]: Mischung der Nukleotide ATP, ADP und AMP (0,5mM), [rot]: Konzentrationserhéhung
jeweils eines Nukleotids auf 1,0 mM bzw. bei [grin]: auf 1,5 mM

Auch der Einfluss von KOH und HCI, mit welchen spéater ggf. die Enzymreaktion gestoppt
werden sollte, wurde getestet. Bei Zugabe von KOH kam es im Bereich des ADP Signals zur

Ausbildung eines Doppelpeaks. Des Weiteren hatte der Einsatz von unterschiedlichen
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Konzentrationen an KOH auch einen deutlichen Einfluss auf die einzelnen Signalstarken der
Nukleodidstandards (Daten nicht gezeigt), wodurch dieses nicht geeignet war, um spétere
Enzymreaktionen zu stoppen. Bei der Verwendung von HCI war der Einfluss auf die
Signalstarke nur gering. Hier kam es zu Verschiebungen der Retentionszeiten der einzelnen
Signale abh&ngig von der eingesetzten HCI-Konzentration im Ansatz. Bei einer
Konzentration von 35 mM, was einen pH im Ansatz von 3-2,5 (pH Teststreifen) bedingte,
waren die Verschiebungen akzeptabel, sodass diese Konzentration genutzt werden konnte
(Daten nicht gezeigt). Aufgrund eines Fehlers betrug die Konzentration an HCI spéter jedoch
0,35 M im Ansatz. Da aber auch in diesem Bereich eine Messung der Standards mdglich war,

wurde diese Konzentration im Verlauf der Arbeit beibehalten.

Da das CoA Substrat relativ teuer ist, sollte zunachst erst einmal die Analytik tber eine
einfachere Reaktion getestet werden. Hierflir bot sich die Hexokinase-Reaktion
(Kap.3.14.4.), in welcher eine Hexose mit ATP zu Hexose-6-phosphat und ADP umgesetzt
wird, an. Diese Reaktion sollte nun genutzt werden, um zu tberprifen, ob ein Umsatz von
ATP zu ADP mittels HPLC untersucht werden kann. Um zu kontrollieren, ob diese Reaktion
auch im Carboxylase-Reaktionspuffer (0,1 M Tris HCI pH 8,0) moglich ist, wurde die
Reaktion zunachst mit der Glukose-6-phosphat Dehydrogenase, welche Glukose-6-phosphat
mit NADP zu Gluconat-6-phosphat und NADPH+H" umsetzt, gekoppelt. Die Reaktion
konnte am Photometer bei 340 nm verfolgt werden. Das Enzym zeigte auch in diesem Puffer

Aktivitat (Abb. 4.89), sodass im Folgenden die HPLC Analyse mdglich war.

Zugabe
4 von Glukose

l ~

Abs bei i=340nm

Abb. 4.89: Darstellung der Hexokinase Reaktion (Kap.4.14.4.) mit 0,1 M Tris HCI pH 8,0 als
Reaktionspuffer
Eine Hexokinase-Aktivitat konnte auch unter diesen veranderten Bedingungen im Enzymassays
am Photometer durch Zunahme der Absorption verfolgt werden.
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Fir die Untersuchung der Reaktion mittels HPLC wurde der Ansatz zundchst ohne das
Substrat, die Glukose untersucht. Hier konnte lediglich das ATP identifiziert werden
(2,8 min). Nach Zugabe von Glukose kam es schon innerhalb von wenigen Sekunden zur
Umsetzung, was durch die Abnahme bzw. das Verschwinden des ATP Peaks verfolgt werden
konnte. Weiterhin trat ein neuer Peak bei 2,5 min auf, welcher dem ADP zugeordnet werden
konnte (Abb. 4.90).

DAD1 E, Sig=260, 16 Ref=360, 100 (NADINEDATEN APRIL 08\DATEN 030408\03APRIL000004 D)
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Abb. 3.90:  Darstellung der Hexokinase-Reaktion mittels HPLC Analytik
Schon nach 5 s ist das ATP (2,8 min) verbraucht und ein neuer Peak bei 2,5 min (ADP) im
Chromatogramm zu beobachten. RP: Reaktionspuffer

Das Abstoppen der Reaktion mit 35 mM HCI im Ansatz brachte eine geringe Verschiebung in
den Retentionszeiten und eine Verbreiterung der Peaks mit sich. Auch konnte flr das ATP ein
vorgelagerter kleiner Peak in der Probe des Reaktionsansatzes identifiziert werden, welcher in
der Mischung der Nukleotide in Reaktionspuffer und 35 mM HCI noch nicht auftrat. Die zu

beobachteten Retentionszeiten der einzelnen Versuche sind in der Tabelle 4.10 festgehalten.
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Nichtsdestotrotz konnte auch hier eine Abnahme des ATP Signals und eine Zunahme des
ADP Signals beobachtet werden. Die Reaktion verlief in diesem Versuch jedoch deutlich
langsamer. Erst in der Probe nach 5 min konnte kein ATP mehr im Reaktionsansatz
festgestellt werden, sodass die Reaktion innerhalb von 1-5 min vollstandig ablief. Das ADP
Signal trat bereits in der Probe der Reaktion nach 5 s in Erscheinung und nahm Uber die Zeit

weiter zu.

Tab. 4.10: Zusammenfassung der Retentionszeiten [min] der einzelnen Signale unter verschiedenen
Bedingungen bzw. in den verschiedenen Reaktionen

AMP ADP ATP

Mischung der Nukleotide in 2,4 2,6 2,8 und 3,6
Reaktionspuffer

Reaktionsansatz der Hexokinase- - - 2,8
Reaktion ohne Glukose

Reaktionsansatz der Hexokinase- - 25 -
Reaktion mit Glukose

Mischung der Nukleotide in 2,4 3 4,1
Reaktionspuffer mit 35 mM HCI

Reaktionsansatz der Hexokinase- - - 3,5
Reaktion ohne Glukose mit 35 mM
HCI

Reaktionsansatz der Hexokinase- - 2,7 3,5
Reaktion mit Glukose mit 35 mM
HCI

Da es zwischenzeitlich zu Problemen bei der Trennleistung mit der verwendeten Cg-Gromsil
100 high performence HPLC Sdule (5 pm, 125x4 mm) kam, wurde folgend auf die
Lichrospher 100 RP8 endc (5 um 125x4 mm) zurlickgegriffen. Auch mit dieser war es
maoglich die Standardverbindungen AMP, ADP und ATP zu trennen. Die Retentionszeiten
lagen mit dieser Saule fiir AMP bei 3,0, fiir ADP bei 4,1 und fiir das ATP bei 6,2 min.

Bei der Untersuchung der MCase Reaktion, fur welche schon eine Aktivitdt mittels
photometrischer Messung bestimmt werden konnte, wurden Proben des Ansatzes ohne
Substrat und folgend nach Substratzugabe und verschiedenen Inkubationszeiten analysiert.
Bei der Analyse dieser Proben konnte zunéchst eine geringftigige Abnahme des ATP Signals
beobachtet werden. Auch eine geringe Zunahme des ADP Signals war zu erkennen (Abb.

4.91). Diese Verdnderungen waren jedoch so gering, dass es sich dabei auch um
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Schwankungen bedingt durch die Messung der einzelnen L&ufen handeln konnte, denn auch
nach mehrmaligen Durchlauf der Proben konnten entsprechende Schwankungen beobachtet
werden. Flr diesen Punkt wirde auch die Tatsache sprechen, dass die einzelnen Proben,
welche nach Substratzugabe entnommen wurden (nach 20 s, 1, 3, 5 und 10 min), nicht
kontinuierlich mit der Zeit nur abnahmen (ATP Signal) bzw. im Falle des ADPs nur
zunahmen. Diese Ergebnisse mussten auch bei der Verwendung der Cg-Gromsil 100 HPLC
Saule dokumentiert werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Beobachtung muss

geschlossen werden, dass eine Analyse der Carboxylase Reaktion auch (ber diese HPLC

Analytik nicht moglich war.
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Abb. 4.91:
Lichrospher 100 RP8

In [A] ist dabei das gesamte Chromatogramm der Reaktion gezeigt, wéahrend in [B] der ADP
Peak heraus vergroRert dargestellt ist. Der Lauf der Reaktionsmischung ohne das Substrat MCoA
ist in blau und die Laufe nach Zugabe des Substrates und verschiedenen Inkubationszeiten in
weiteren Farben abgebildet (20 s: rot; 1 min: grin; 3 min; lila; 5 min: hellgrin und 10min:

dunkles lila).
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4. Ergebnisse

4.7.4. Umsatzberechnung der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase Reaktion

Da bei der Analyse der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase Reaktion tber HPLC keine
eindeutigen Ergebnisse, aufgrund der geringen Konzentrationen eines moéglichen Produktes
der Reaktion, erhalten werden konnten, stellte sich die Frage, ob der Umsatz des Enzyms
ausreichend fur das Verfolgen tiber diese Methoden war.

Wurde die Reaktion der MCase am Photometer mit Hilfe des Enzym-Assays verfolgt, so
konnte eine maximale Aktividt von 5900 mU/mg aus der Absorptionsanderung berechnet
werden. Im Gegensatz zur GCase Reaktion war diese Anderung der Absorption auch deutlich
am Photometer erkennbar. Die so erhaltene maximale Aktivitdt wurde folgend zur

Berechnung des Umsatzes der Reaktion Uber das Lambert-Beersche Gesetz verwendet.

E=cxdxeg

E = Extinktion
¢ = Konzentration der absorbierenden Substanz in der Flissigkeit [mM]
d = Schichtdicke des durchstrahlten Korpers [cm]

¢ = Extinktionskoeffizient [I/cm x mM]

Wird die Carboxylase Reaktion und die mit dieser im Assay gekoppelten Reaktionen
betrachtet, so kann pro MCoA Verbrauch der Umsatz von einem NADH+H" festgestellt
werden. In der Reaktion selbst, mit welcher die oben genannte Aktivitat erhalten werden
konnte, wurden 20 pl einer 50 mM MCoA-Stammldsung als Substrat eingesetzt. In der
Annahme, dass das synthetisierte Substrat eine Reinheit von 100 % besitzt, lag die
Konzentration im Ansatz somit bei 1 mM. Die zu beobachtende Extinktionsanderung konnte
im Bereich von 3,6 min mit 0,0378 ermittelt werden. Die Schichtdicke der Kivette betrug
1 cm und der fir die Berechnungen herangezogene molare Extinktionskoeffizient fiir
NADH+H" 6,22 cm™ mM™ (Horecker. & Kornberg, 1948; Trentham, 1968). Mit Hilfe der
Gleichung konnte mit diesen Daten eine Konzentrationsanderung von 0,006 mM berechnet
werden. In der Annahme einer 100 %igen Reinheit des Substrates resultierte ein Umsatz von
0,6 % fur diese Reaktion. Da angenommen werden muss, dass die Reinheit der synthetisierten
Substrate deutlich geringer ausfallt, muss an dieser Stelle auch mit einem geringeren Umsatz
gerechnet werden. Nichtsdestotrotz ein Umsatz und damit eine Konzentrationsanderung des

Substrates in diesem GroRenbereich ist sehr gering und sehr wahrscheinlich nicht als eine
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Anderung im Chromatogamm der entsprechenden HPLC Laufe zu verfolgen. Es ist eher
wahrscheinlich, dass diese geringe Anderung in den generellen Schwankungen, denen die
einzelnen HPLC Laufe unterliegen, verloren geht. Die mdéglichen Umsétze einer GCase
Reaktion, welche schon im Photometer nicht zu verfolgen war, ist daher auch sicherlich unter

diesen Bedingungen mittels HPLC nicht festzustellen.
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4.8. Darstellung wichtiger Intermediaten zur Betrachtung des ,,lower atu pathways*

Isohexenyl-glutaconyl-CoA 20, das Produkt der Geranyl-CoA Carboxylase Reaktion im Atu-
Weg, wird durch die putative Hydratase Atuk (Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase) zum
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA 21 umgesetzt. Diese Verbindung wiederum wird im
Stoffwechsel von P. aeruginosa zu 7-Metyl-3-0xo0-6-octenoyl-CoA 23 und Acetat 22
gespalten (Schema 4.1). Im Vergleich zur Methylcrotonyl-CoA Carboxylase des Liu-Weges
zeigte die Geranyl-CoA Carboxylase, sowohl aufgereinigt aus P. aeruginosa, als auch als
rekombinantes Enzym aus E. coli keine Aktivitat. Aufgrund der lediglich geringen
Aktivitdten in Wildtyp-Rohextrakten bzw. der fehlenden Aktivitdten von aufgereinigtem
Geranyl-CoA Carboxylase Enzym war es nicht moglich die Reaktionsfolge von der Geranyl-
CoA Carboxylase abwarts Uber die Hydratase bis zur Lyase darzustellen. Somit konnten auch
die bendtigten Substrate der Hydratase und der Lyase auf diesem Weg nicht bereitgestellt
werden. Um eine Hydratasereaktion des AtuE Proteins, aber auch die Spaltung des 3-
Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA Substrates 21 durch das Protein AtuA als mogliche 3-
Hydroxy-3-iso-hexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase untersuchen zu kdnnen, und so die von
der Arbeitsgruppe postulierten Funktionen zu bestatigen, war es erforderlich die
Verbindungen 20 und 21 auf andere Weise bereitzustellen.

OH

OH
0 0 AtUE ? oy, 9
NN NS S,COA ; S S/COA
H,O OH
Isohexenyl-glutaconyl-CoA 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA
20 21
OH
_CoO A — =
X s ° x SCoA ¥ o
OH
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA 7-Methyl-3-oxo0-6-octenoyl-CoA Acetat
21 23 22

Schema 4.1: Reaktionen der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase (AtuE?) und der 3-Hydroxy-3-iso-
hexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase (AtuA?) im ,,lower atu pathway“ von P. aeruginosa

Die Synthese von CoenzymA-Estern wurde in der vorliegenden Arbeit durch die durch Guan
et al. (1999; Forster-Fromme et al., 2006) beschriebene Methode Uber das gemischte
Anhydrid durchgefiihrt, wobei die entsprechenden S&uren in ein Anhydrid Gberfiihrt und mit

einer CoA-L0Osung weiter umgesetzt wurden (Kap.3.11.).
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Bei naherer Betrachtung der chemischen Struktur der bendétigten Ausgangsverbindung 33a fur
die Synthese des 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoAs 21 wird deutlich, dass zwei

Enantiomere des resultierenden CoA-Esters mdglich sind (21a und 21b, Schema 4.2.).

O OH O 0]
Coenzym A

HO OH CoAS

33a 21a 21b

Schema 4.2:  Schematische Darstellung der zwei Enantiomere, des 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-
CoAs 21, welche nach der CoA-Ester Synthese mit 33a als Edukt resultieren

Enzyme wirken in der Regel sehr spezifisch. Dabei bezieht sich dies auf den Typ der
katalysierten Reaktion (Wirkungsspezifitat) aber auch auf die Verbindungen, welche von den
Enzymen umgesetzt werden (Substratspezifitat) (Koolman & Réhm, 1994). Die Spezifitat der
Enzyme resultiert dabei aus ihrer raumlichen Struktur und somit aus der Anordnung der
einzelnen Aminosauren, aus denen sie aufgebaut sind.

Viele Enzyme setzen nur ein bestimmtes Enantiomer einer racemischen Mischung um. Schon
Pasteur (1822-1885), welcher grundlegende Untersuchungen sowohl auf dem Gebiet der
optischen Aktivitdt, als auch zur Haltbarkeit von Lebensmitteln (,,Pasteurisieren®)
durchfiihrte, beobachtete, dass die Enzyme des Schimmelpilzes Penicillium glaucum die
natirliche (+)-Weinsédure abbauten, jedoch die unnatirliche (-)-Weinsdaure unverandert liel3en
(Buddrus, 2003).

In Hinblick auf weiterflihrende Untersuchungen hinsichtlich der Enzymaktivitaten ergab sich
daraus ein neuer und interessanter Aspekt. Im von Seubert et al. (1964b) postuliertem
Abbauweg wird durch das Enzym Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase (AtuE) ein chirales
Zentrum aufgebaut (Schema 4.1: *). Hieraus ergibt sich die Frage, ob die Einfiihrung der
Hydroxyfunktion in die Struktur durch das Enzym stereospezifisch erfolgt. Des Weiteren
stehen dem nachfolgendem Enzym der Reaktionsfolge, in diesem Falle die 3-Hydroxy-3-iso-
hexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase die zwei oben beschriebenen Enantiomere (21a, 21b) als
Substrate zur Verfligung (Schema 4.2). Eine mogliche Enantiodifferenzierung durch dieses
Enzym muss somit geklart werden. Fir die weitere biologische Untersuchung der beiden
Enzyme AtuE und AtuA wurde es daher erforderlich, sowohl die Vorstufe fiir das Hydratase-
Substrat 125 doppelbindungsisomerenrein, als auch die daraus resultierenden hydroxylierten
Isoformen 126a und 126b als Vorstufe des Lyase-Substrates 21 enantiomerenrein zugéanglich

zu machen. In dann sich anschliefenden Untersuchungen sollten die Aktivitaten der

188
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Hydratase bzw. der Lyase mit diesen Substraten Uberprift werden. Dabei stellt auf
biologischer Ebene die Frage, ob das Protein AtuA die Reaktion der Lyase katalysieren kann,
oder ob diese Funktion, wie von der Arbeitsgruppe Campos-Garcia (Aguilar et al., 2006;
Chavez-Aviles et al., 2009; Chavez-Aviles et al., 2010) angenommen, durch die Lyase des
Liu-Weges LIuE ubernommen wird, eine zentrale Rolle. Weiterhin bleibt an dieser Stelle zu
klaren, ob beide Enantiomere durch das Protein umgesetzt werden kdnnen. Ist dies nicht

mdoglich, so muss geklart werden, welche der beiden Formen verwertet wird.

Um die beiden Enantiomere 21a und 21b in reiner Form zu erhalten, sollten Oxazoline,
welche enantiomerenrein aus Aminosauren zugénglich sind, als Schutzgruppe fir die
Saurefunktion des bendtigten Substrates verwendet werden (Schema 4.3.). Hierdurch
resultieren aus den Enantiomeren, Diastereomere, welche sich mittels Chromatographie
trennen lassen. Des Weiteren stellen Oxazoline im Bezug auf Carbonséureester orthogonal
geschiitzte Carbonsaurederivate dar. Bei Einsatz eines Alkylesters und eines Oxazolins als
Seitenkette ist somit eine selektive Spaltung des Oxazolins durch Hydrolyse méglich, sodass
die ,,Freilegung“ der Carboxylfunktion selektiv erfolgen kann. Hiermit sollte es nach
vorheriger Trennung der Diastereomere mdoglich sein, selektiv eine Saurefunktion
freizusetzen (Schema 4.3: 1 oder I1), wodurch die Verbindung 33b oder 35a erhalten werden
wirden. Die freie Saurefunktion kénnte dann zum CoA-Ester umgesetzt werden. Somit wére

eine Diskriminierung der beiden Enantiomere auf diesem Wege moglich.

OH O
R1
\R?
o w@
2 o 1
33b R Synthese
CoA-Ester
Z OH N

34
34a: R'/R?=CHj

35a R/R?=CHj,4

Schema 4.3:  Darstellung der Enantiodifferenzierung tiber eine Diskriminierung der Seitenketten unter
Verwendung einer selektiv zu spaltenden Esterfunktion und einer Oxazolin-Schutzgruppe

Um einen chemischen Zugang zu der gewtinschten Struktur zu erhalten, sind verschiedene
Strategien vorstellbar. Dabei sollte das Chiralitatszentrum stereoselektiv aufgebaut werden
(Weg A & B). Ausgehend von der benétigten Struktur sind die verschiedenen Wege im
Schema 4.4 dargestellt.
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O OH O
R™. _R?
o) o)
33
Z 33a: R/R2=H

R1= 2
Malonsaurediethylester- 33b: R1‘Ezt’ R™=H | Aceton-dicarbonsiure-
33c: R'/R*=Et

route ] ) diethylesterroute
126a: R'=Me, R?=H

[A] 126b: R'=H, R?=Me [C]

Reformatsky-Reaktion 1,2-Addition
Acetonid-geschiitzte \
M B-Ketosaureroute
% O O O
° [B]
40

R LI &
O @)

Entschitzung
44
Alkylierung 44a: R=Et
+
0]
N Br
HO
45

39
Decarboxylierung
Verseifung
oo
o 0 Mo
R R
"0 o’ 42
| Alkylierung
38
38a: R=Et B >
38b: R=H W o~ 0
Alkylierung 37 MO
4

O O
R R
oAy
36
36a: R=Et

36b: R=Me
+

\K\/Br

37

Schema 4.4:  Darstellung des Syntheseplans
(R: Rest, Et: Ethyl, Me: Methyl)
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In einer ersten Route (Weg A, Malonséurediethylesterroute) sollte dabei vom Malonsdure-
diethylester 36a als Edukt ausgegangen werden. Dieser sollte zuerst mit Isoprenylbromid 37
allyliert, anschlielfend verseift und folgend zur Monocarbonsaure 39 decarboxyliert werden.
Nachfolgend sollte dann die S&urefunktion der Carbonsdure mit 2-Methyloxazolin zum
Oxazolin-geschiitzten-p-Ketosaurederivat 40 umgesetzt werden. Uber eine Reformatsky-
Reaktion an die p-Ketofunktion im sich anschlieBenden Schritt sollte dann die Generierung
des Stereozentrums erfolgen. Hierdurch wiirde eine Verbindung 34a mit den zueinander
orthogonalen Schutzgruppen Ester und Oxazolin resultieren. Nach Trennung der erhaltenen
Diasteromere kann durch selektives Verseifen der Esterfunktion (Schema 4.3: 11, Verbindung
35a resultierend) oder Offnen der Oxazolin-Ringstruktur (Schema 4.3: 1, Verbindung 33b
resultierend) und nachfolgende Umsetzung der freien Saurefunktion mit CoenzymA an dieser
Stelle die Darstellung des jeweiligen Enantiomers erfolgen. Die entsprechende zweite
Séaurefunktion misste dann im Anschluss an die CoA-Ester Synthese entschitzt werden, um
die Verbindung 21a bzw. 21b zu erhalten.

In einer zweiten moglichen Route (Weg B, Acetonid-geschitzte 3-Ketosaureroute) sollte die
Acetonid-geschutzte p-Ketosdure 41 als Edukt verwendet werden. Diese sollte im ersten
Schritt mit Isoprenylbromid 37 allyliert werden. Zum Aufbau des Stereozentrums sollte an
dieser Stelle wiederum eine Oxazolin-Spezies verwendet werden. Die Einfuhrung dieser
sollte durch eine 1,4-Addition an die Verbindung 42 erfolgen, wodurch das Stereozentrum in
hoher Selektivitat erhalten werden kénnte. Durch das selektive Freilegen der Sdaurefunktion
und die nachfolgende Generierung des CoA-Esters wiirde auch in diesem Fall jeweils das
gewlinschte Enantiomer der benétigten Verbindung als CoA-Ester zur Verfligung stehen.
Uber eine alternative Route (Weg C, Aceton-dicarbonsiure-diethylesterroute) konnte im
Unterschied zu den ersten beiden Synthesewegen eine direkte Darstellung einer Vorstufe 33c
des Hydratase-Produktes/Lyases-Substrates unter Verwendung von Aceton-dicarbonséure-
diethylester 44a erfolgen. Das Alkylbromid 45 sollte dabei in eine metallorganische Spezies
uberfihrt und an die Ketofunktion des Esters addiert werden. Diese Synthese bietet den
Vorteil, dass das gewinschte Produkt 33c in nur einer Stufe zuganglich ware. Allerdings
fande hier keine Kontrolle des Stereozentrums statt und das Produkt wirde als Enantiomeren-

mischung erhalten.
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4.8.1. Malonsaurediethylesterroute (Weg A)

Uber die Malonsaurediethylesterroute sollten Vorstufen dargestellt werden, die fiir die weitere
Synthese der bendtigten CoA-Ester 20 und 21 herangezogen werden koénnten. Um vom
Malonséuredietylester aus diese Vorstufen zu generieren, wurde zunadchst die Synthese von
Isoprenylbromid 37 erforderlich. Diese Verbindung 37 wurde durch eine nukleophile
Substitution von 2-Methylbut-3-en-2-ol 46 mit Bromwasserstoff dargestellt (Briickner et al.,
2008; Vani et al., 2001), wobei eine mit der Literatur vergleichbare Ausbeute von 67 %

erreicht werden konnte.

0°C Br
46 37
67 %

Schema 4.5:  Darstellung von Isoprenylbromid 37

Malonsaurediethylester 36a wurde als Edukt zunachst mit Natriumethanolat deprotoniert und
folgend mit Isoprenylbromid 37 allyliert (Cocker et al., 1984). In der Literatur konnte dabei
das gewiinschte Produkt 38a mit einer Ausbeute von 58 % dargestellt werden. Durch eine
Verléangerung der Reaktionszeit von 6 Stunden auf Gber Nacht bei Raumtemperatur konnte

das Produkt 38a nun in einer Ausbeute von 85 % erhalten werden.

(@] (@]
1.) NaOEt, RT
PN S I

2.)0°C > RT, i.N.

Br
W/\/ | 85 %
37

3.) Riickfluss, 30 min

36a

Schema 4.6:  Allylierung des Malonsaurediethylesters 36a mit Natriumethanolat und Isoprenylbromid
37 zur Darstellung von 38a

Die so durch Substitution generierte Verbindung 38a wurde im Anschluss zunédchst mit

Natriumhydroxid verseift. In der Reaktion nach Cocker et al. (1984), welche in der Literatur

eine Ausbeute von 53 % lieferte, zeigte sich unter den angegebenen Bedingungen an dieser

Stelle kein zufriedenstellender Umsatz. Durch Erhéhung der Menge an Natriumhydroxid im

Ansatz um das 5-fache, konnte schlieBBlich die freie Sdure 38b in einer Ausbeute von 74 %

erhalten werden. In der sich anschlieBenden Decarboxylierung der Dicarbonsdure 38b unter
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Einfluss von Pyridin und Erhitzen zum Rickfluss wurde die entsprechende Monocarbonsaure
39 in einer Ausbeute von 92 % dargestellt.

NaOH, H,0 _Pyridin, H,0 _

RT u. N. Ruckfluss 2h HO

39
74 % 92 %

Schema 4.7:  Verseifung von 38a zur freien Dicarbonsaure 38b und anschlieende Decarboxylierung zu
39

Die so dargestellte freie Monocarbonsdure 39 diente als Ausgangspunkt flr die weitere
Synthese. Zum Aufbau der B-Ketofunktion sollte eine Umsetzung mit Oxazolin, wie bei
Holzwarth (2008) beschrieben, erfolgen. Hierflir wurde 2,2,4-Trimethyl-2-oxazolin 47
zunachst mit n-Butyllithium deprotoniert und dann mit der Sdure 39 weiter umgesetzt, um die
Verbindung 40 zu erhalten. Diese konnte mit einer Ausbeute von 24 % dargestellt werden.

o
HO N, THF, n-Buli N O
- Ly I AN
o} -78 °C~>RT, ii.N. e} =
|
39 47

40
24 %

Schema 4.8: Reaktion der Monocarbonsaure 39 mit 2,2,4-Trimethyl-2-oxazolin 47 zu 40

Um eine bessere Ausbeute zu erreichen, sollte im folgenden Verlauf zundchst eine weitere
Stufe zwischengeschaltet und die S&ure vor der Umsetzung mit Oxazolin verestert werden,
um eine bessere Abgangsgruppe zu erhalten. Hierbei sollte eine S&dure-katalysierte
Veresterung durchgefiihrt werden. Bei einer solchen Veresterung erfolgt im ersten Schritt die
Protonierung der Carbonsdure 48, wodurch sich ein Mesomerie-stabilisiertes Kation 49
ausbildet. Dieses kann im sich anschlieBenden Schritt von einem freien Elektronenpaar des
Alkohols 50 nukleophil angegriffen werden. Schliel3lich spaltet sich Wasser aus dem

Oxoniumion 51 ab und nach Deprotonierung wird der Ester 52 erhalten (Hauptmann, 1991).
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D H
e )Ol\ /T\H @C’H -H,0 0
HO” “R'™ ~ HOZR' ™ HO ORI T HZO/(L\R1 " RZ\O)J\R1
& R2 @ H R2”
48 49 - 0oH 52
R~
50 51a 51b

Schema 4.9:  Schematische Darstellung einer Sdure-katalysierten Veresterung
(R, R? = H, aliphatischer oder aromatischer Rest). Nahere Erlauterungen siehe Text.

An dieser Stelle wurde eine Sdure-katalysierte Veresterung nach Itoi et al. (1986) mit Ethanol
durchgefuhrt. Leider konnte jedoch kein Produkt erhalten werden. Auch das Erhitzen des
Ansatzes unter Rickfluss fir 18 Stunden fiihrte nicht zum Erhalt des gewiinschten Produktes
53.

L\)\ Ethanol, H,SO i
ano’, M4 W\
HO Z -0 =

39 RT 53

Schema 4.10:  Saure-katalysierte Veresterung nach Itoi et al., 1986

Somit wurde nach einer Alternative gesucht. Bei einer Steglich-Veresterung wird die S&ure
mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) als Katalysator
zum entsprechenden Aktivester umgesetzt, welcher schnell mit Ethanol zu dem entsprechende
Ethylester reagiert. Im Einzelnen wird die Carbonsdure 48 dabei zundchst mit DCC 54 unter
Bildung eines O-Acylisoharnstoffs 55 umgesetzt (Schema 4.11). Dessen Reaktivitat ist dabei
vergleichbar mit dem entsprechenden Anhydrid der Sdure. Der O-Acylisoharnstoff 55 reagiert
dann mit dem Katalysator DMAP 56, der dem Alkohol 50 gegenuber das starkere Nukleophil
darstellt. Es bildet sich ein reaktives Amid (,,Aktivester”, 57), welches schnell mit dem
Alkohol 50 zu einem stabileren Ester 52 reagiert (http://www.organische-chemie.ch/
OC/Namen/steglich-veresterung.htm, Otera, 2003).
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56
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Schema 4.11:  Mechanismus der Steglich Veresterung
(R, R? = H, aliphatischer oder aromatischer Rest) Nahere Erlauterungen siehe Text.

Bei der an dieser Stelle durchgefiihrten Steglich-Veresterung mit Ethanol konnte nach
Aufreinigung des Rohproduktes tiber Chromatographie an Kieselgel der entsprechende Ester

53 in einer Ausbeute von 93 % erhalten werden.

)OJ\/\)\ DCC/DMAP /?w\
HO 7 o 7

Ethanol, DCM
39 0°C - RT, G.N. 53
93 %
Schema 4.12:  Darstellung des Ethylesters 53 aus der Monocarbonsdure 39 Uber eine Steglich-

Veresterung

Der erhaltene Ethylester 53 wurde nun weiter mit 2,2,4-Trimethyl-2-oxazolin 47 umgesetzt.
Hierfiir erfolgte zunéchst die Deprotonierung mit n-Butyllithium Lésung. Ein nun moglicher
nukleophiler Angriff des gebildeten Carbanions erfolgte an dem Carbonyl-Kohlenstoff des
Esters. Nach waéssriger Aufarbeitung und Aufreinigung des Rohproduktes mittels semi-
praparativer HPLC wurde das Produkt 40 isoliert. Dabei konnte dieses im Gegensatz zur
Reaktion mit der entsprechenden S&ure 39 als Edukt in einer Ausbeute von 70 % erhalten

werden.

o)
e N THF, n-BuLi N O
P L) NP PP
| o -78°C ~RT,iN. O

40
70 %
Schema 4.13:  Synthese des alkylierten Oxazolins 40, ausgehend von 53 als Ausgangsverbindung
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Fur den Aufbau des gewunschten Chiralitatszentrums sollte zundchst entsprechend des
Syntheseplans (Schema 4.4) eine Reformatsky-Reaktion durchgefiihrt werden. Durch eine
solche Reaktion, welche eine metallorganische Reaktion mit Zink &hnlich der Grignard-
Reaktion darstellt, ist die Synthese von B-Hydroxycarbonsaureestern aus Halogenessigsaure-
estern moglich. Hierbei reagiert Zink mit a-Halogenestern 59 zu den entsprechenden Zink-
Organyl, und folgend mit der zugesetzten Carbonylkomponente 58 (http://www.organische-
chemie.ch/OC/Namen/Reformatsky.htm, Laue & Plagens, 2004). Durch die nukleophile
Addition des Reformatsky-Reagenzes an die Carbonylkomponente wird ein Alkoholat 60

gebildet, welches nach wassriger Aufarbeitung den 3-Hydroxyester 61 liefert (Schema 4.14).

0 0 S0 B2 o vo OH O
3 n _MO. o1 _R®
R1)J\R2 + Br\)kO/R - R1MO/R3 R MO
59

2
58 R® g0 R" 61

Schema 4.14:  Reformatsky-Reaktion
(RY, R?, R®= H, aliphatischer oder aromatischer Rest) Nahere Erlauterungen siehe Text.

Zur Darstellung der hier benétigten Organometallverbindung wurden zunéchst Methylenjodid
und Samarium erst bei 0 °C und folgend bei RT gerthrt. Dann erfolgte die Zugabe der Base
1,3-Dimethyl-3,4,5,6-tetra-hydro-2(1H)-pyrimidinone (DMPU) zur Reaktionsmischung. Im
Anschluss wurden die Reaktionspartner Bromessigsaureethylester 62 und die B-Keto-
verbindung 40 dem Ansatz zugesetzt (Nagano et al., 2008). Das gewinschte Produkt 34a
konnte nach Aufarbeitung und Aufreinigung Uber Kieselgel aber leider nicht festgestellt

werden.

N o o Sm, CHal,, DMPU N OH
L P P G | P
e} = + br o/\ e

THF o

O
40 62 W 34a

Schema 4.15:  Reformatsky-Reaktion nach Nagano et al. (2008) zur Darstellung von 34a unter
Verwendung von 40 und 62

Eine Alternative zum Aufbau des gewdinschten chiralen Zentrums tber die Reformatsky-
Reaktion stellt die 1,2-Addition von deprotoniertem Ethylacetat an die Carbonylgruppe dar.
Ethylacetat 63 wurde fur diese Reaktion mit n-Butyllithium deprotoniert, bevor der Reaktion
das alkylierte Oxazolin 40 zugesetzt wurde. Das gewiinschte Produkt 34a konnte so jedoch

nicht dargestellt werden.
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j\{\l o o THF, n-BulLi ?L{\j OH
, n-BuLi

-78 °C~RT, u.N. o
(0]

)

40 63 34a

Schema 4.16:  1,2-Addition von deprotoniertem Ethylacetat an das alkylierte Oxazolin 40 zur
Darstellung von 34a

Nachdem die Darstellung der gewiinschten Struktur unter den hier gewahlten Bedingungen
weder ber eine Reformatsky-Reaktion noch tber eine 1,2-Addition mit Ethylacetat moglich
war, musste die geplante Syntheseroute (Schema 4.4) umgestellt werden. Nun sollte zunéchst
uber eine HWE-Reaktion (Horner-Wadsworth-Emmons Reaktion) die Ketofunktion der
Verbindung 40 in eine Alken-Seitenkette tberfiihrt werden. Die Hydroxygruppe konnte im
Anschluss daran in die resultierende Verbindung 64 mittels einer 1,4-Addition von
Benzylalkohol und nachfolgender Entschutzung eingefuhrt und somit die Verbindung 34a
erhalten werden. Wahrend diese Verbindung 34a als Vorstufe fir die Synthese des
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA Esters 21 dient, kénnte die Verbindung 64 fur die

Synthese des Isohexenyl-glutaconyl-CoA Esters 20 herangezogen werden.

T X
—————»
0 Z 0 =
OH (0]
34a 65
1 ,4-AdM

T
\<J\N | (0) HWE-Reaktion ?!\N (0]
\ _ ) W

64 40

Schema 4.17:  Modifizierung der Syntheseroute.
Entgegen der zundchst im Schema 4.4 vorgeschlagenen Route Uber eine Reformatsky-
Reaktion soll nun die Darstellung der gewinschten Verbindung 34a ausgehend vom
alkylierten Oxazolin 40 (iber eine HWE-Reaktion erfolgen.

Bei der Horner-Wadsworth-Emmons Reaktion handelt es sich um eine Reaktion von
Aldehyden oder Ketonen mit stabilen Phosphoryliden zu Olefinen, welche mit einer hohen
(E)-Selektivitat ablauft (http://www.organische-chemie.ch/OC/Namen/Wittig-Horner.htm,
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Brickner 2004). In der Reaktion greift das Ylid 66a als Nukleophil die Carbonylkomponente
58 an (Schema 4.18), wobei die hohe Affinitdt zwischen dem Sauerstoff und dem Phosphor

folgend zu einer Desoxigenierung und dadurch zur Freisetzung der gewtinschten Verbindung

70 fahrt.

_Li* Li* Li*
Lﬁ O _BuH (g O g O) g O
- _ NS -~ K - - =
EtO“IQ o/\ T Bl EtO‘\/ C‘)ko/\ EtO“/ }&O/\ EtO“l \H\O/\
EtO H H Et0 H EtO 1 EtO 1
66 66a
Li* Li* Li*
i o fe} 9 Q [ -9
P A~ 1t _>EtO'"'P PN > P PN
EtOv/ %O 1 )J\ 5 EtO/- (@) EtO ¢! (@
Et0 4 RV, R o Et0 ©
RY "R? R "R?
66a 58 67 68

Li* Q
¢ + /f‘\o/\
Etgtg Yo R~ R
69 70

Schema 4.18:  Angenommener Mechanismus der Horner-Wadsworth-Emmons Reaktion
(R, R? =H, aliphatischer oder aromatischer Rest) Nahere Erlauterungen siehe Text.

In dieser Arbeit wurde eine Vorschrift von Trost et al. (1987) verwendet, in der zunéchst das
Ylid aus Diethyl-ethoxy-carbonylmethanphosphat 66 mit Natriumhydrid bei 0 °C generiert
wird. Erst mit dem so hergestellten Ylid konnte die Reaktion mit dem alkylierten Oxazolin 40
erfolgen. Auf diesem Wege war es zwar moglich das gewiinschte Produkt 64 der Reaktion
darzustellen, jedoch lag die Ausbeute bei lediglich 4 %. Auch der Versuch eine Erhdhung der
Ausbeute durch Umkehr der Zugabe-Reihenfolge zu erreichen, blieb ohne Erfolg.

(0] J
N 0] O O N (0)
W + lg DMF, NaH > \ | =

0°C - RT, 0.N.

40 66 64
4%

Schema 4.19:  Einsatz des alkylierte Oxazolins 40 in einer Horner-Wadsworth-Emmons Reaktion zur
Darstellung von 64 nach Trost et al. (1987)
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Die hier eingesetzten weiterfuhrenden Reaktionen ausgehend vom alkylierten Oxazolin 40
lieferten im Falle der Reformatsky-Reaktion bzw. der 1,2-Addition mit deprotoniertem
Ethylacetat 63 kein Produkt 34a. Im Falle der HWE-Reaktion konnte zwar das Produkt 64
dargestellt werden, diese Reaktion lieferte aber lediglich eine sehr schlechte Ausbeute. Da
diese Ergebnisse auch nicht durch Modifikationen der entsprechenden Ansétze verbessert
werden konnten und daher der Aufbau des chiralen Zentrums auf diesem Wege nicht moglich
war, musste diese Route unter Verwendung des Malonsédurediethylesters 36a und des

Oxazolin-Bausteines verworfen werden.
4.8.2. Acetonid-geschutzte p-Ketosaureroute (Weg B)

Eine weitere Route, die in dieser Arbeit verfolgt wurde, verwendete die Verbindung 41 als
Edukt. Bei dieser Verbindung liegt die 3-Ketofunktion mit einer Acetonid-Schutzgruppe vor,

was eine hohere Stabilitat dieser Funktion gewahrleistet.

Die Acetonid-geschitzte B-Ketosaure 41 wurde zunachst Uber die Reaktion von Diketen 71
mit Aceton 72 unter Zugabe von katalytischen Mengen an p-Toluensulfonsaure und Erhitzen
des Ansatzes unter Ruckfluss erhalten (Carrol & Bader, 1953). Wahrend in der Literatur eine
Ausbeute von 91 % erreicht werden konnte, liel sich das gewinschte Produkt 41 nach
Destillation hier lediglich in einer Ausbeute von 27 % darstellen. Da das Diketen als Edukt
der Reaktion im Folgenden nicht mehr zur Verfiigung stand, wurde im spéteren Verlauf der
Arbeit auf eine kommerziell erhaltliche Variante der Verbindung 41 zuruckgegriffen.

O
% . )OJ\ p-Toluensulfonsaure O><O
Ruckfluss, 3 h
MO
71 72 41

27 %
Schema 4.20:  Darstellung der Acetonid-geschiitzte B-Ketosaure 41 nach Carrol & Bader (1953)

Durch allylische Substitution mit Isoprenylbromid 37 sollte die alkylierte geschitzte
B-Ketosdure 42 hergestellt werden. Hierfiir erfolgte zunéchst die Herstellung einer Lithium-
di-iso-propylamin (LDA)-L6sung aus Diisopropylamin mit Hilfe von n-Butyllithium bei 0 °C.
Mit dieser wurde dann bei -78 °C die Acetonid-geschitzte -Ketosdure 41 deprotoniert, bevor
die Substitution mit Isoprenylbromid 37 erfolgte. Nach Aufarbeitung der Reaktion und

Reinigung mittels Saulenchromatographie konnte das Produkt 42 in einer Ausbeute von
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lediglich 2 % erhalten werden. Um die Ausbeute zu erhéhen, sollte eine Vorschrift von
Graalfs et al. (1999) verwendet werden. Nach dieser wurden zundachst DMPU und
Diisopropylamin in THF gemischt, bevor das n-Butyllithium bei einer Temperatur von
-78 °C dem Ansatz zugesetzt wurde. Zu der so hergestellten LDA-L6sung wurde die
Acetonid-geschutzte B-Ketosdaure 41 gel6st in THF langsam zugetropft (-78 °C). Nach 30 min
erfolgte die Zugabe von Isoprenylbromid 37 und 14 stiindiges Ruhren bei RT. Nach
Aufreinigung mittels Saulenchromatographie an Kieselgel wurde das Produkt 42 in einer

Literatur-vergleichbaren Ausbeute von 18 % erhalten.

1. THF, LDA, DMPU

o 2./\)\ o

0" o B oo
NS NS
Mo -78°C ~ RT, iiN. 0

|
41 42
18 %

Schema 4.21:  Alkylierung der Acetonid-geschiitzten B-Ketosaure 41 nach eine Vorschrift von Graalfs
et al. (1999) zur Generierung von 42

Um das Chiralitatszentrum aufzubauen, sollte im néchsten Reaktionsschritt versucht werden,
eine zweite Saurefunktion geschitzt als Oxazolinstruktur Uber eine 1,4-Addition mit Hilfe
eines Cuprates 73 einzufiigen (43, Schema 4.22). Ausgehend von dieser Verbindung 43
konnte durch Entschiitzen der Acetonid-Struktur die Verbindung 35a dargestellt werden.
Durch das Offnen der Oxazolin-Struktur wiirde die entsprechende Dicarbonsaure als Vorstufe
des bendtigten Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates 33a zur Verfiigung stehen. Allerdings
waére durch das selektives Entschiutzen der Acetonid- (1) bzw. der Oxazolin-Struktur (11) und
die anschliefende Veresterung der freien Sdurefunktion mit CoenzymA auch hier eine
Unterscheidung der beiden Enantiomere auf dieser Stufe moglich. Die entsprechende noch
geschiitzt vorliegende S&aurefunktion muisste im Anschluss an die CoA-Ester Synthese

freigesetzt werden.
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Synthese CoA-Ester
mit nachfolgender
Entschitzung

Schema 4.22:  Denkbare Darstellung der Verbindungen 35a und 74 als mogliche Vorstufen des
Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA 21

Um die Anwendbarkeit einer Cuprat-Addition auf derartige Acetonid-geschitzte Substrate zu
uberprifen, wurde die Verbindung 41 als Testsubstrat verwendet.

Nach der Vorschrift von Organ et al. (1994) wurde zur Herstellung des Gilman-Cuprates
(Lithiumdibutylcuprat(l), 75) Kupferjodid (Cul) in trockenem Diethylether suspendiert und
fir 10 min geriihrt. Nach Kuhlung auf 0 °C erfolgte die Zugabe von n-Butyllithium. Die so
hergestellte Cuprat-Ldsung wurde auf -78 °C gekihlt und folgend die Acetonid-geschitzte
B-Ketosaure 41 geldst in Diethylether vorsichtig zugetropft. Nach zweistiindigem Rihren bei
-20 °C erfolgte die Zugabe einer 1:1 Ammoniak/Ammoniumchlorid geséttigten Lésung und
das Ruhren des Ansatzes bis zum Erhalt einer dunkelblauen Farbe. Nach Aufarbeitung der
Reaktion und Aufreinigung des Rohproduktes Uber S&ulenchromatographie konnte das

gewunschte Produkt 76 aber nicht erhalten werden.

. 1.)-78 °C = -20 °C, 2 h
o><o L 2.) 1:1 NH4/NH,CI o><o
o Et, o
a1 75 76

Schema 4.23:  Darstellung der Cuprat-Addition von 75 an 41 nach Organ et al. (1994), um
Verbindunge 76 zu erhalten

Da diese Cuprat-Addition nicht erfolgreich verlief, sollte die 1,4-Addition mit anderen
Nukleophilen im Hinblick auf die Einfuhrung einer zweiten S&aurefunktion durchgefuhrt

werden.
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Hierfir wurde Cyanessigsdure 78 ausgewahlt, da diese nach der 1,4-Addition durch
Decarboxylierung in das entsprechende Nitril 80 Uberfiihrt und daraus ein Oxazolin 81 als
chirales Auxilliar aufgebaut werden kann (Schema 4.24). Durch selektives Entschiitzen ware

wie bereits zuvor beschrieben eine Differenzierung der beiden Saurefunktionen maglich.

oo
R/E;Ogo
NG R0 RMO R 0 82
77 NC NC /\N)
-9 © © T OH OH
NC\)J\OH 79 80 81
R0
78 2
)
83

Schema 4.24:  EinfUhrung einer zweiten Saurefunktion durch 1,4-Addition von Cyanessigsaure 78 an
Verbindung 77 (R=CHj, aliphatischer oder aromatischer Rest)

Fur die Durchfuhrung dieser Reaktion wurde zunachst eine LDA-L8sung vorgelegt und die
Cyanessigsaure 78 gelost in THF vorsichtig bei -78 °C zugesetzt. Die Sdure wurde so fur
30 min deprotoniert, bevor die Zugabe der Acetonid-geschiitzten p-Ketosdure 41 erfolgte.
Nach 16-stiindigem Riihren bei RT folgte die Aufarbeitung des Reaktionsansatzes, wobei das

gewiinschte Produkt 84 jedoch nicht erhalten werden konnte.

O>(O Q THF, LDA O>(O
M ¥ NC\)k
NS OH ° M4
0] -78 °C - RT, u.N. O_O
NC
0]
41 78 84

Schema 4.25:  1,4-Addition von Cyanessigsaure 78 an Verbindung 41

Da die Reaktion mit Cyanessigsaure 78 nicht erfolgreich war, wurde in einer analogen
Reaktion nun Cyanessigsauremethylester 85 an Stelle der Sdure eingesetzt. Dies wirde
bedeuten, dass nach erfolgreicher Reaktion die Esterfunktion zunéchst verseift werden
musste, bevor die entsprechende Decarboxylierung der Carboxylfunktion erfolgen konnte.
Leider war jedoch auch diese Reaktion nicht erfolgreich. Nach Aufreinigung des Roh-
produktes Uber semi-praparative HPLC konnte auch hier das gewiinschte Produkt 86 nicht

erhalten werden.
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o>(o . NC\)O]\ THF, LDA o><o
Mo 07 78°c~RT, 4N, 0
NC N
o)
41 85 86

Schema 4.26:  1,4-Addition von Cyanessigsauremethylester 85 an die Verbindung 41

Eine denkbare Erklarung fir dieses Ergebnis ware die weitere Umsetzung der Verbindung 86
(gewiinschtes Produkt) nach erfolgreicher 1,4-Addition zu einem Lacton 87. Der a-Kohlen-
stoff der Carbonylgruppe weist eine hohe Aziditat auf, wodurch eine Deprotonierung an
dieser Stelle moglich ist (86a). Aufgrund der Keto-Enol-Tautomerie und einer sich
anschlieBenden Umesterung konnte folgend unter Abspaltung des Alkohols 88 das Lacton
(Verbindung 87) erhalten werden (Schema 4.27).

O>(O on o>(o O>(O o>(o N
Mo + NC 5 o7 T o '//Oe_’ A THOT'®
3
\_/ NG O\ NG ( )O\_’\ NG (0]
o) o) o)
M 85a 86a 86b 87 88

Schema 4.27:  Mdogliche ablaufende Reaktion nach 1,4 Addition von Cyanessigsauremethylester 85 an
Verbindung 41 und damit weitere Umsetzung des Produktes 86 zu 87 und 88

Um diese mogliche Reaktion nach Deprotonierung des Ring-Kohlenstoffs zu umgehen, wurde
die Versuchsdurchfuhrung modifiziert. Die Acetonid-geschiitzte p-Ketosdure 41 wurde in
THF vorgelegt und auf eine Temperatur von -78 °C gekuhlt. Der mittels LDA-L&sung
hergestellte deprotonierte Cyanessigsduremethylester 85a wurde folgend vorsichtig zu dieser
Losung zugetropft. Nachdem die Reaktion fur 16 Stunden geriihrt wurde, erfolgte die
Aufreinigung ber HPLC. Leider fiihrte aber auch diese modifizierte Reaktionsdurchfiihrung

nicht zum benétigten Produkt 86.

Da die vorangegangenen Reaktionen nicht zum gewiinschten Ergebnis fiihrten, sollte in einem
letzten Versuch Malonséuredimethylester 36b mit Natriumhydrid bei 0 °C deprotoniert und
zu einer LOsung der Acetonid-geschutzte f-Ketoséure 41 in THF getropft werden, um das
Produkt 89 darzustellen. Allerdings war auch hier die Substitution an die Acetonid-geschitzte
B-Ketosdure 41 leider nicht erfolgreich, sodass auch dieser Reaktionsweg verworfen werden

musste.
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> O O >
(@) (0] THF, NaH O (@]
M RN M ~ -
XX O O~ 0°C~RT,uN. o
o 0
0 ©
41 36b 89
Schema 4.28:  1,4-Addition von Malonséuredimethylester 36b an die Acetonid-geschiitzte B-Ketosaure

41

Da eine 1,4-Addition an die als Testsubstrat verwendete Acetonid-geschiitzte 3-Ketosaure 41
schon nicht erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, wurde vermutet, dass auch eine
erfolgreiche Addition an die alkylierte Acetonid-geschiitzte 3-Ketosdure 42 unwahrscheinlich
ist. Infolgedessen sollte die Schutzgruppe im Folgenden entfernt werden, um die
entsprechende freie B-Ketoverbindung 91 zu erhalten. Diese sollte zum einen zur Darstellung
der Vorstufe 92 der Referenzverbindung des Lyase-Produktes 23 dienen, zum anderen sollte
versucht werden, von dieser Struktur ausgehend auch die anderen Vorstufen (94, 33a) fiir die
benotigten Strukturen (20, 21) aufzubauen (Schema 4.29).
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2 S o
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Schema 4.29:  Schematische Darstellung des weiterfiihrenden Syntheseplans
Da die Versuche eine 1,4-Addition an die Acetonid-geschiitzte 3-Ketosaure 41 durchzufiihren
scheiterten, sollte im folgenden Verlauf die Schutzgruppe entfernt und die freie
B-Ketoverbindung 91 dargestellt werden. Von dieser ausgehend sollte die weitere Synthese
der bendtigten Verbindungen erfolgen (92, 94, 33a).

Die Entschiitzung erfolgte zundchst mit Benzylalkohol 90 in einer Mikrowellenreaktion
(MW). Die Edukte wurden hierfir unter Stickstoffatmosphare in einem Mikrowellenvial
gemischt und in der Mikrowelle auf 115 °C fir 1 h erhitzt. Nach Optimierung der Reaktion
konnte das Produkt 91 nach Aufreinigung tber S&dulenchromatographie an Kieselgel in einer

Ausbeute von 75 % erhalten werden.
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OH

M
)\/\jﬁ ’ £ ) O/\©
115°C,1h
N NN o

42 90 91
75 %

Schema 4.30:  Darstellung der Mikrowellenreaktion mit Benzylalkohol 90 zur Entschiitzung von 42
und Darstellung der freien p-Ketosdure als 91

Die so freigelegte Ketofunktion sollte Uber eine HWE-Reaktion zunéchst in eine Alken-
Seitenkette umgewandelt werden (Schema 4.29). Auf dieser Stufe kodnnte somit nach
selektiver Entschltzung der Esterfunktionen die Vorstufe fir das Hydratase-Substrat 94
erhalten werden. Um dagegen die entsprechende Vorstufe des Hydratase-Produktes/Lyase-
Substrates 33a bereitzustellen, ware die Einfihrung einer Hydroxyfunktion erforderlich. Dies
konnte Gber eine 1,4-Addition von Allylalkohol (2-Propen-1ol) und eine sich anschlieRende

Verseifung erreicht werden (Schema 4.29).

In Vorversuchen wurde Acetessigsauremethylester 96 als Modellsubstrat anstelle der
Verbindung 91 eingesetzt. Mit Hilfe dieser Verbindung sollte die Anwendbarkeit der HWE-
Reaktion getestet werden. Eine entsprechende Reaktion nach Yamagiwa et al. (1996) mit
Diethyl-ethoxy-carbonyl-methanphosphat in Toluol war an dieser Stelle jedoch nicht
erfolgreich und das Produkt 97 konnte nicht erhalten werden. Auch Uber die Vorschrift von
Trost et al. (1978), bei der eine Reaktion des Acetessigsauremethylesters 96 mit Diethyl-
ethoxy-carbonyl-methanphosphat und Natriumhydrid in DMF erfolgen sollte, gelang es nicht
das Produkt 97 der HWE-Reaktion darzustellen.

Erst bei der Verwendung einer Arbeitsvorschrift von Machleidt et al. (1963) bei der die
benétigte Ylid-Losung aus Triphenylphosphin (PPhs) und Bromessigsdureethylester 62
generiert, das resultierende Phosphonat mit Natriummethanolat (NaOMe) deprotoniert und
nach Zugabe von Acetessigsauremethylester 96 fur 16 Stunden erwarmt wurde (90 °C),

konnte das gewinschte Produkt 97 in einer Ausbeute von 12 % erhalten werden.

1.) DMF, PPhg, 20 °C, G.N.

2.) NaOMe, RT, 20 min o/\
O O
3.
Q ) MO/ 96 U
BFQJ\O/\ o~
90 °C, G.N.
62 97
12 %

Schema 4.31: HWE-Reaktion nach Machleidt et al. (1963) zur Darstellung von 97 aus 62 und 96
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Im weiteren Verlauf wurde der -Ketobenzylester 91 in einer HWE-Reaktion nach Machleidt
et al. (1963) eingesetzt. Allerdings konnte bei analoger Reaktionsfuhrung das entsprechende

Produkt 93 nicht erhalten werden.

N
o@ DMF, 90 °C, ii.N.
91

Schema 4.32: HWE-Reaktion an die B-Ketoposition des Benzylesters 91 nach Machleidt et al. (1963)
zur Synthese von 93

Um die gewinschte Verbindung (Vorstufe Hydratase-Produkt/Lyase-Substrat 33a) dennoch
darstellen zu koénnen, sollte nun eine Reformatsky-Reaktion durchgefuhrt werden. Mit der
Modellverbindung Acetessigsauremethylester 96 wurde die Mdglichkeit dieser Reaktion nach
einer Vorschrift von Schmidt (2008, Le Mignot et al., 1998) zundchst getestet. Zink, Tri-n-
butylphosphin (PBuz) und Bromessigsaureethylester 62 wurden in absolutem Dioxan
gemischt und der Ansatz nach Zugabe des Methylesters 96 unter Ruckfluss fur 16 Stunden
erhitzt. Nach Aufreinigung des Rohproduktes tber Sdulenchromatographie an Kieselgel und
semi-préparativer HPLC konnte das Produkt 98 in einer Ausbeute von 48 % erhalten werden.
Zusétzlich wurde eine weitere Verbindung 99 isoliert. Die Ausbeute des durch eine

Umesterung erhaltenen Nebenproduktes betrug 9 %.

o

o™
o) 0O O o I 0 o) o) o)
loxan, 4n, u
Br\)ko/\ + MO/ - . 3 O/ + O/\
OH OH

Ruckfluss, G.N.

62 96 98 99
48 % 9%

Schema 4.33:  Reformatsky-Reaktion nach Schmidt (2008) mit Acetessigsduremethylester 96 als
Modellsubstrat, wobei neben dem Produkt der Reaktion 98 auch das Nebenprodukt 99
isoliert werden konnte.

Da die Testreaktion erfolgreich verlief, konnte die Reaktion im Anschluss mit dem
eigentlichen Edukt, dem Benzylester 91, durchgefihrt werden. Leider war es aber auch in
diesem Fall trotz analoger Reaktionsdurchfiihrung nicht moglich, das gewtinschte Produkt

100 darzustellen.
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o™
(@) (@] (0] DI 71 PB (@) (@)
ioxan, Zn, PBuj
Bl’\)ko/\ + o . . o
Rickfluss, G.N. OH
| |
62 91 100

Schema 4.34:  Reformatsky-Reaktion nach Schmidt (2008) mit dem eigentlichen Edukt 91

Die Entschitzung der Acetonid-geschutzten [-Ketosdure 42 erfolgte zundchst mit
Benzylalkohol 90, wodurch das Produkt in guten Ausbeuten erhalten werden konnte. Die
nachfolgenden Reaktionen mit dem vorliegenden Benzylester 91 verliefen jedoch nicht
erfolgreich und somit konnten die bendtigten Produkte auf diese Weise nicht dargestellt
werden. Um auszuschliel3en, dass eventuell der Benzylrest die Reaktionen storte, sollte eine

andere Esterfunktion im Folgenden verwendet werden.

Die Reaktion in der Mikrowelle mit der alkylierten Acetonid-geschiutzten B-Ketoséure 42
wurde daher nun unter Verwendung von tert-Butanol 101 durchgefiihrt. Nach Aufreinigung
des Reaktionsansatzes konnte der entsprechende tert-Butylester 102 als Produkt erhalten
werden. Wahrend jedoch bei der Verwendung des Benzylalkohols 90 eine Ausbeute von 75 %
erreicht werden konnte, lag diese hier bei lediglich 12 %.

Da es sich bei dem eingesetzten Edukt um eine sehr stabile Verbindung handelte, sollte diese
durch Zugabe von Lewis S&uren aktiviert werden, um eine bessere Reaktion mit dem tert-
Butanol 101 zu ermdglichen. Somit wurde zum einen die Zugabe von Lithiumchlorid und
zum anderen die Zugabe von Zinkchlorid zum Reaktionsansatz getestet (10 Mol %).
Nachdem aber eine Optimierung und damit eine signifikant hohere Ausbeute der Reaktion
weder durch Zugabe von Lithium- noch von Zinkchlorid bewirkt werden konnte, sollte dies
durch Erhéhung der Reaktionszeit von 15 auf 60 Minuten erreicht werden. Durch diese

Modifizierung wurde allerdings lediglich eine leicht erh6hte Ausbeute von 19 % erhalten.
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e;><;$ ' //Li?H o //L\v/”\\/ji\/:ﬁ\ /l<:
S 90 °C, 15 min A o
(0]
42 101 102

ohne Additiv 12 %

LiCl 10 %
ZnCl, 15 %
90°C,1h ohne Additiv 19 %

Schema 4.35:  Darstellung der Reaktion mit tert-Butanol 101 und alkylierter Acetonid-geschutzter
B-Ketosaure 42 zur Synthese der tert-Butylesters 102

Um einen direkten Zugang zum entsprechenden tert-Butylester 102 zu erhalten, wurde nach
einer Vorschrift von Yang et al. (2002) tert-Butylacetoacetat 103 als Edukt eingesetzt. In
dieser Reaktion wurde das Edukt 103 zunéchst durch Zugabe von Natriumhydrid und
n-Butyllithium deprotoniert, sodass im Anschluss eine Substitution an Isoprenylbromid 37
erfolgen konnte. Das Produkt 102 wurde nach Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie
an Kieselgel in einer Ausbeute von 70 % erhalten. Im Vergleich zur Entschitzung von
Verbindung 42 in der Mikrowellenreaktion konnte die Ausbeute damit deutlich erhoht
werden. Ferner konnte fiir den folgenden Verlauf der Arbeit ein direkter Zugang zu 102
erhalten werden, wobei die Synthese und die Alkylierung der Acetonid-geschitzten

B-Ketosaure 41, sowie die Offnung der Struktur hier eingespart werden konnten.

M J< 1.) THF, NaH, n-BuLi Q9 J<
o) o)
2 /\J\
Br =

103 37 102
0°C~ RT, 0.N 70 %

Schema 4.36:  Darstellung des bendtigten tert-Butylesters 102 nach Yang et al., 2002

Die Einfuhrung des zweiten Esters sollte mit einer Reformatsky-Reaktion erfolgen. Nach
einer Reaktionsvorschrift von Adams & Van Duuren (1953) wurde Zink in Benzol
suspendiert, anschlieBend Bromessigsdureethylester 62 und tert-Butylester 102 vorsichtig
zugetropft und die Reaktionsmischung fiir 16 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Nach
Aufarbeitung der Reaktion und Reinigung des erhaltenen Rohproduktes tber Kieselgel konnte

das Produkt 104 jedoch nicht erhalten werden.
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o
(o) (o) J< (0] Benzol, Zn (@) O J<
0 * Brwo/\ Riickfluss, G.N. 0
OH
| |
102 62 104

Schema 4.37:  Reformatsky-Reaktion nach Adams & Van Duuren, 1953
Zur Darstellung von 104 wurden tert-Butylesters 102 und Bromessigsaureethylester 62 als
Edukte eingesetzt.

Um auszuschlieBen, dass das verwendete Zinkpulver bereits passiviert vorlag, sollte im
Folgenden der durch Adams & Van Duuren (1953) beschriebene Versuch mit gereinigtem
Zinkpulver reproduziert werden. Hierzu wurde das Zink mit HCI und folgend mit dest.
Wasser, Aceton und Diethylether gewaschen (Newman & Evans Jr., 1955; Nakamura, 2002).
Das so aktivierte Zink wurde dann in die Reaktion mit Bromessigsaureethylester 62 und
Acetessigsaureethylester 105 eingesetzt (Adams & Van Duuren, 1953). Die Reaktions-
mischung wurde fir 2 Stunden unter Rickfluss erhitzt. Ein Umsatz konnte jedoch nicht

festgestellt werden.

o
o o 0 Benzol, Zn* Om
Mo/\ * Br\)\o/\ Riickfluss, ii.N. o
OH
105 62 99

Schema 4.38:  Reformatsky-Reaktion an Acetessigsaureethylester 105 durch Bromessigsaureethylester
62 nach Adams & Van Duuren, 1953

Da eine Aktivierung von elementarem Zinkpulver Gber das Waschen mit HCI nicht das
gewunschte Ergebnis brachte, sollte das Zink aus Zinkchlorid mit Lithium im Ultraschallbad
frisch reduziert werden (Rieke Zink, Nakamura, 2002).

In der Literatur war eine Reformatzky-Reaktion mit so aktiviertem Zink unter Verwendung
von Benzaldehyd 106 als Edukt bekannt (Schema 4.39) (Boudjouk et al., 1986; Nakamura,
2002).
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( > ':O
H
2001 THF, Li 106
nCl, ——————— zp* 0
? " Ultraschall " o -~

Br I~ OH O

62 107
Ether

Schema 4.39:  Reformatzky-Reaktion nach Boudjouk et al., 1986

Unter analogen Reaktionsbedingungen sollten nun der tert-Butylester 102 und
Bromessigsédureethylester 62 umgesetzt werden. Hierzu wurde das Zinkchlorid zun&chst
getrocknet und in THF geldst. Nach Reduktion des Zinkchlorids mit Hilfe von elementarem
Lithium unter Ultraschall wurde die feine graue Suspension auf 0 °C gekuhlt. Dann folgte die
Zugabe des Bromessigsdureethylesters 62 und des tert-Butylesters 102. Der Ansatz wurde
folgend flr 18 Stunden bei RT geriihrt. Nach Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie an
Kieselgel konnte das Produkt 104 in Spuren erhalten werden. Da die Menge fur eine weitere
Aufreinigung mittels semi-praparativer HPLC zu gering war, wurde die Probe lediglich
mittels 'H-NMR und GC-MS analysiert. In der GC-MS Analyse konnten dabei
Produktfragmente gefunden werden und die NMR Analyse lieR das gewinschte Produkt
vermuten. Leider war der Ansatz sowohl im vergleichbaren als auch im gréfReren Malistab
nicht reproduzierbar und das entsprechende Produkt konnte durch diese Reaktionen nicht
wieder dargestellt werden. Trotz der zuvor erhaltenen positiven Ergebnisse war es somit
durch das Fehlen der volistandigen Analytik im weiteren Verlauf nicht mdglich, die

gewiinschte Verbindung und damit den Erfolg der Reaktion zu bestétigen.

ZnC|2

THF, Li
Ultraschall PN
1h 0

O O )< o] -~ o) o]
B )<
o + I‘\)J\O/\ 0

Et,O OH
0°C ~ RT, u.N.

102 62 104
ll6 %ll

Schema 4.40:  Darstellung der Reformatsky-Reaktion mit tert-Butylester 102 und Bromessigsaure-
ethylester 62 als Edukte unter Verwendung von Rieke Zink (Zn*)

Um die Ausbeute zu erhéhen und somit eine vollstdndige Analytik zu ermdglichen, sollte die
Reaktion des Weiteren mit frisch getrocknetem Zinkchlorid und mit Lithium-Naphthalid
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wiederholt werden. Hierfir erfolgte die Reaktion wie zuvor beschrieben, lediglich mit dem
Unterschied, dass das Zinkchlorid mit Lithium-Naphthalid reduziert wurde. Das so aktivierte
Zink wurde in die Reaktion eingesetzt. Nach Aufarbeitung der Reaktion und Aufreinigung
konnte das gewilnschte Produkt 104 aber nicht erhalten werden. Um die Reaktions-
bedingungen zu Uberprifen, wurde nun eine Test-Reaktion mit Acetessigsduremethylester 96
als Edukt durchgefiihrt. Allerdings konnte auch hier nach Aufarbeitung der Reaktion das
Produkt 98 nicht erhalten werden. Weder Variationen der Reaktionszeit noch Veranderungen

in der Aufarbeitung zeigten Erfolg.

ZnCl,

THF, Li
Ultraschall o

1h
o o 0 e 0 0
)]\/U\O/ + Br\)ko/\ o~

Et,O OH
0°C~ RT, G.N.
96 62 98

Schema 4.41:  Darstellung der Reformatzky-Reaktion mit Rieke Zink und Acetessigsauremethylester
96 als Modelverbindung

Um auszuschlieBen, dass das gebildete Produkt 104 nicht stabil ist, sollte im Anschluss
versucht werden, die neu gebildete Hydroxy-Funktion direkt mit Trimethylsilylchlorid (TMS-
Cl) zu schutzen. Die Reaktion wurde also wie bereits zuvor beschrieben durchgefiihrt,
lediglich mit dem Unterschied, dass nach Zugabe der Edukte 102 und 62 TMS-Chlorid dem
Ansatz zugesetzt und dieser Uber Nacht geriihrt wurde. Nach Aufarbeitung der Reaktion und
Aufreinigung des Rohproduktes Uber Saulenchromatographische Trennung an Kieselgel

konnte das gewtinschte Produkt 108 aber leider nicht erhalten werden.

ZnCl,

THF, Li

Ultraschall N
h 0

O (0] Zn*
OJ< + Bl’\)ko/\

TMS-CI
0°C ~ RT, G.N.

102 62 108

Schema 4.42:  Versuch der Stabilisierung des Produktes der Reformatsky-Reaktion als TMS-Ether
108
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Im Verlauf der Arbeit wurden weitere Versuche unternommen, eine Addition von
Bromessigsédureethylester 62 an die B-Ketoposition des tert-Butylester 102 durchzufiihren
(Tab. 4.11).

Tab.4.11: Zusammenfassung der Daten der durchgefihrten Reaktionen zur Addition von
Bromessigsaureetylester 62 an die p-Ketoposition des tert-Butylesters 102

o
O O ) o) 0
J< + Br I~ J<
(0] (0] ()
OH
| |
102 62 104
Metall Loésungsmittel Temperatur Zeit  Additiv  Umsatz Literatur
1. ZnCl, THF 0°C-RT 0. N. - - Boudjouk et
Li Et,0 al., 1986
2 Zn THF RT U. N BiCl; - Wada et al.,
1997
3 Indium THF/H,0 30°C 0. N. - - Kumar et al..
2002
4., Zn THF Rickfluss N lod - Hou, 2003
5 Zn Benzol Ruckfluss N Cu - Nieuwland
& Daly 1931
6 Zn Dioxan Ruckfluss u. N. PBu; < Schmidt,
2008
Legende: - > kein Zusatz eines Additivs bzw. kein Umsatz,

»+<: das Produkt der Reaktion konnte nicht dargestellt werden, jedoch war es mdglich eine
Verbindung zu isolieren (N&here Erléuterungen siehe Text).

Eine Mdoglichkeit fur eine solche Addition wurde von Wada et al. (1997) unter Zusatz von
Bismutchlorid in einer Reformatsky-Reaktion beschrieben. Entsprechend dieser Vorschrift
wurde fur die Reaktion (Tabelle 4.11, 2.) Zink und Bismut-trichlorid in absolutem THF
suspendiert und mit Bromessigsaureethylester 62 und tert-Butylester 102 versetzt. Der Ansatz
wurde dann fur 16 Stunden bei RT geriihrt. Leider konnte jedoch in diesem Fall kein Umsatz
des tert-Butylesters 102 zum entsprechenden Produkt 104 festgestellt werden.

Einen weiteren Ansatz zur 1,2-Addition an den B-Ketoester stellte die stéchiometrische
Verwendung von elementarem Indium nach Kumar et al. (2002) dar (Tab. 4.11, 3.). Hierfur
wurden die Edukte tert-Butylester 102 und Bromessigséureethylester 62 in einem
THF:Wasser-Gemisch gelost, bevor die Zugabe des Indiums zum Ansatz erfolgte. Die
Reaktionsmischung wurde bei 30 °C (ber Nacht geriihrt. Nach Aufarbeitung der Reaktion
und Aufreinigung der Probe mittels S&dulenchromatographie konnte jedoch das gewiinschte
Produkt 104 nicht festgestellt werden.
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In einem anderen Versuch erfolgte die Reaktion von Bromessigsaureethylester 62 mit dem
tert-Butylester 102 in Gegenwart von Zink und lod in absolutem THF (Tab. 4.11, 4.). Fur
diese Reaktion wurden zundchst Zink und Jod fur 20 min bei RT gerthrt. Nach Zugabe von
absolutem THF und Bromessigsaureethylester 62 zur Reaktionsldsung wurde diese kurz
aufgekocht, bevor die Zugabe des tert-Butylesters 102 erfolgte (Hou, 2003). Der Ansatz
wurde folgend fur 18 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Leider war aber auch diese Reaktion

nicht erfolgreich.

Da auch diese Reaktion kein Produkt lieferte, sollte mit Hilfe einer Synthesevorschrift nach
Nieuwland & Daly (1931) nun die Zielverbindung dargestellt werden (Tab. 4.11, 5.). Hierbei
wurde durch die Zugabe von Kupfer zum Reaktionsansatz eine zusatzliche Aktivierung und
damit ein begunstigter Ablauf der angegebenen Reaktion beschrieben. Entsprechend dieser
Vorschrift wurde daher der tert-Butylester 102 mit Bromessigsaureethylester 62 sowie Zink
und Kupfer in Benzol gemischt und fir 18 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Nach
Aufarbeitung der Reaktion und Reinigung des Rohproduktes mittels Saulenchromatographie

an Kieselgel konnte das gesuchte Produkt 104 folgend aber nicht identifiziert werden.

Im weiteren Verlauf sollte eine bereits erfolgreich im Arbeitskreis eingesetzte Variante zur
Durchfiihrung einer Reformatsky-Reaktion unter Zusatz von Tributylphosphin getestet
werden (Schmidt, 2008). Hierfur wurde zunéchst eine Zink-Suspension in absolutem Dioxan
hergestellt, zu welcher folgend Tri-n-butylphosphin (PBus) und Bromessigsaureethylester 62
zugetropft wurden. Nach Zugabe des tert-Butylesters 102 erfolgte das Erhitzen des Ansatzes
unter Ruckfluss fur 18 Stunden (Tab. 4.11, 6.). Nach Aufreinigung mittels Sdulen-
chromatographie an Kieselgel konnte das gewiinschte Produkt 104 allerdings nicht isoliert
werden. Stattdessen wurde der Ethylester 110 als einziges Produkt erhalten (23 % Ausbeute).
Dies l&sst sich durch eine stattfindende Retro-Reformatsky-Reaktion erklaren (Schema 4.43).
Bei dieser erfolgte zunéchst die Knlpfung der C-C Bindung an der Ketoposition. Das
gebildete Intermediat 109 ist jedoch nicht stabil und es kommt zum Abspalten des verkiirzten
tert-Butylesters 111.
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o

| 110

+
O
\)k0)<
111

Schema 4.43:  Darstellung der Retro-Reformatsky-Reaktion
Durch Addition von Bromessigsaureethylester 62 an die Ketoposition des Eduktes 102 wird
das Intermediat 109 gebildet. Dieses ist jedoch nicht stabil und es kommt zur Spaltung der C-
C Bindung. Dabei sind zwei mdgliche Spaltungsreaktionen denkbar. Zum einen ist die
Spaltung der neu gebildeten Bindung mdglich (11), wobei die Edukte 102 und 62 erhalten
werden. Bei der Retro-Reformatsky-Reaktion kommt es jedoch zur Spaltung einer C-C
Bindung in der Edukt-Struktur (1), sodass die Produkte 110 und 111 isoliert werden kdnnen.

Zusammenfassend muss fir das Kapitel 4.8.2. festgehalten werden, dass diese erhaltenen
Daten auf eine Instabilitat der Zielverbindung 104 hindeuten. Aufgrund der Instabilitdt kommt
es zum Ablauf weiterer Reaktionen bzw. intramolekularer Umlagerungen, sodass in der
Reaktion stabile Produkte erhalten werden, welche jedoch nicht der gewinschten
Zielverbindung entsprechen.

Fur die Enzymreaktionen, welche im biologischen Teil untersucht werden, koénnte dies
bedeuten, dass somit auch die natiirliche Verbindung das Produkt der Hydratase und somit

das Substrat der Lyase 21 nicht stabil ist und daher nur als kurzlebiges Intermediat vorliegt.

Um das Intermediat 109 als greifbare Verbindung zu erhalten, wurde in einem neuen Ansatz
versucht, dieses durch Zugabe von TMS-Chlorid als TMS-Ether 108 zu stabilisieren. Leider

verlief jedoch auch dieser Versuch erfolglos.

102 109 108

Schema 4.44:  Versuch der Stabilisierung des Intermediats 109 der Reformatsky-Reaktion durch
Zugabe von TMS-CI zum Reaktionsansatz
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Um die unerwiinschte Spaltungsreaktion zu vermeiden, sollte versucht werden 2-Methyl-
oxazolin 47 an die B-Ketofunktion des tert-Butylester 102 zu addieren. Hierfur wurde das
Oxazolin 47 zunéchst mit n-Butyllithium deprotoniert, bevor die Zugabe des Esters 102
erfolgte (Meyers et al., 1974). Nach Aufreinigung des Rohproduktes uber Sé&ulen-
chromatographie an Kieselgel konnten geringe Mengen der gewinschten Verbindung 112

festgestellt werden. Die Reaktion lieferte das Produkt 112 mit einer Ausbeute von 15 %.

71 J< N THF, n-BuLi i J<
, n-BuLi
o ¥ _</jL - o
0 -78 °C~RT, .N. _N
| | 0\7<

102 47 112
15 %
Schema 4.45:  Addition von Oxazolin 47 an die B-Ketofunktion des tert-Butylester 102 nach Meyers et
al., 1974

Auf eine Optimierung der Reaktion wurde an dieser Stelle allerdings verzichtet, da mit der
Geranylsaureroute (Weg D) ein weiterer vielversprechender Syntheseplan fir die Synthese
der Vorstufen fiir die Verbindungen 20 (Hydratase-Substrat) und 21 (Hydratase-Produkt/
Lyase-Substrat) zur Verfugung stand. In den entsprechend parallel durchgefiihrten Versuchen
konnten bereits gute Ergebnisse erzielt werden (Kap.4.8.4.), sodass die Arbeiten am hier

untersuchten Syntheseweg (Abb. 4.29) nicht weiter verfolgt wurden.

4.8.3. Aceton-dicarbonsaure-diethylesterroute (Weg C)

Eine direkte Synthese der racemischen Vorstufe des Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates
sollte vom Aceton-dicarbonsdure-diethylester 44a ausgehen. Da dieses Edukt kommerziell
erhaltlich ist, wére das gewtiinschte Produkt 33c in lediglich einer Stufe zugénglich.

Fur diese Reaktion wurde zuerst Lithium-Naphthalid hergestellt und mit Homoisoprenyl-
bromid 45 zur entsprechenden Lithium-Verbindung umgesetzt. Diese metallorganische
Verbindung sollte in einer 1,2-Addition an die zentrale Ketofunktion des Aceton-
dicarbonséure-diethylesters 44a addiert werden. Bei dem Produkt 33c missten lediglich die
Esterbindungen verseift werden und die Dicarbonsdure 33a als Vorstufe fir das nétige
Substrat wiirde zur Verfiigung stehen.

In der vorliegenden Arbeit konnte aber bereits die 1,2-Addition nicht erfolgreich durchgefihrt

werden, sodass das gewtinschte Produkt auf diese Weise nicht dargestellt werden konnte.
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1.) THF, Li-Naphtalid

)\/\/Br

45
W RT, Ultraschall, 30 min Q OH O
/\o O/\ /\O O/\
2.)-78°C,5h
=
44a 33c

Schema 4.46:  Versuch der direkten Synthese der Vorstufe des Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates
33c ausgehend vom Aceton-dicarbonsaure-diethylester 44a

4.8.4. Geranylséaureroute (Weg D) - Syntheseplan in Anlehnung des in der Natur
ablaufenden Weges

In der Natur ist der Abbau linearer Terpenoide und Terpenséuren durch eine p-Methylgruppe
erschwert, da diese den Abbau Uber die B-Oxidation verhindert. Die in dieser Arbeit
betrachteten Organismen P. aeruginosa und P. citronellolis umgehen die Blockierung der
-Oxidation durch Verénderung dieser Methylgruppe. Auf Stufe des CoenzymA-Esters 19
wird die Methylgruppe in B-Position zundchst carboxyliert (20). Durch Einfiihrung einer
Hydroxyl-Gruppe in 1,4 Position zur Thioesterfunktion (21) werden dann die Voraus-
setzungen fur die Abspaltung der Acetat-Funktionalitdt geschaffen. Nach Abspaltung des
Acetats 22 steht folgend eine Verbindung 23 zur Verfugung, welches nun weiter Uber die

B-Oxidation umgesetzt werden kann (Schema 4.47).

SCoA

19 23

Schema 4.47:  Umgehen der Blockierung der B-Oxidation in P. aeruginosa und P. citronellolis durch

Carboxylierung der stérenden B-Methylgruppe (Kreismarkierung), Einfihrung einer
Hydroxyl-Gruppe und Abspaltung von Acetat 22 (schematische Darstellung)

Da eine direkte Synthese der Vorstufe des Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates 33 nicht
erfolgreich war, sollte eine Syntheseroute, in Anlehnung an den in der Natur verwendeten

Weg, von der Geranylséure 8 ausgehen (Schema 4.48).
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0
RN 0O Addition R? o Substitution o
NN R —— :w
R! R
on” o x NN X NN
33 114 113

/ Veresterung

W
X "“0H

8

Schema 4.48:  Synthese der bendtigten Vorstufen 114 und 33 ausgehend von der Geranylsdure 8.

In einem ersten Schritt war es erforderlich die S&ure (cis/trans-Gemisch) zum Methylester
115 zu verestern. Da im Verlauf der Arbeit schon gute Ausbeuten mit Hilfe der Steglich-
Veresterung erhalten werden konnten, sollte diese auch im Falle der Geranylsdure 8 getestet
werden. Nach Veresterung der Sdaure 8 mit Methanol konnte der entsprechende Methylester

115 mit einer Ausbeute von 98 % erhalten werden.

(0] (0]
NN N N N O/

OH  Methanol, DCM
0°C -~ RT, ii.N.
8 115

98 %
Schema 4.49:  Veresterung der Geranylsaure 8 unter Steglich-Bedingungen.

Bei Saito et al. (2000) gelang eine neue regio- und stereoselektive Substitution an der
Methylgruppe von «,p-ungeséttigten Carbonyl-Verbindungen unter Verwendung von
Aluminium-Tris-2,6-diphenylphenoxide (ATPH). Aufgrund der ausladenden Struktur dieses
Schlisselreagenzes (Abb. 4.92) wird der Zugang zum entsprechend gebunden Edukt lediglich

aus einer bestimmten Richtung ermdglicht (sterische Interaktion).

Abb. 4.92: Molekulare Struktur von ATPH aus Saito et al., 2000
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Mit Hilfe dieser Arbeitsvorschrift sollte in der vorliegenden Arbeit nun die Derivatisierung
der B-Methylgruppe des Geranylsduremethylesters 115 erreicht werden. Um eine spatere
selektive Spaltung von nur einer Esterfunktion und somit eine Unterscheidung der
Enantiomere auf Stufe der Verbindung 33 zu ermdglichen, sollte der Versuch unternommen
werden, eine zweite Esterfunktion in Form eines Allylester an dieser Stelle einzuftigen.
Hierfur wurde zunéchst die ATPH-L6sung aus 2,6 Diphenylphenol und Trimethylaluminium
hergestellt, zu welcher dann bei einer Temperatur von -78 °C die Edukte Geranylséure-
methylester 115 und Allylchlorformiat (Alloc-chlorid) 116 zugesetzt wurden. Die Zugabe der
Lithium-2,2,6,6-tetramethylpiperid-Losung (LTMP), welche aus 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin
und n-Buthyllithium generiert wurde (-78 °C, 30 min), erfolgte im Anschluss. Das Produkt
117 konnte nach Aufarbeitung der Reaktion und Reinigung Uber Kieselgel allerdings lediglich
mit einer Ausbeute von 15 % erhalten werden (Schema 4.50).

1.) ATPH, Tol.,
2.)
i P O/\/
)\/\)\)Oj\ e > i
3.)LTMP in THF
115 -78 °C, 30 min 117
15 %

Schema 4.50:  Funktionalisierung der B-Methylgruppe des Geranylsduremethylesters 115 in
Anlehnung an Saito et al., 2000

Trotz erneuter Aufreinigung sémtlicher Edukte wurde keine Erhéhung der Ausbeute erreicht.
Auch der Einsatz anderer Basen wie LIHMDS und LDA zur Deprotonierung der
Methylgruppe fiihrten leider nicht zum Erfolg. In einem nédchsten Schritt sollte daher der
Erfolg der Deprotonierung in einem Deuterierungsexperiment geprift werden (Schema 4.51).
Hierzu wurde auf den Zusatz der ATPH-L6sung und somit auf einen regioselektiven Verlauf
verzichtet. Fir dieses Experiment wurde der Geranylsduremethylester 115 mit LTMP bzw.

LiIHMDS deprotoniert und anschliefend mit Deuteriumoxid (D,O) deuteriert.

7 3 o 1.) LTMP bzw. LIHMDS 7 3 o
5 1 in THF, -78 °C, 30 min 5 1
AN 2 O/ S O/
7 s 4 2 2.)D,0 7 e e Dz,
115 118

Schema 4.51:  Darstellung des Deuterierungsexperimentes mit Geranylsauremethylester 115 zur
Kontrolle der Deprotonierung der B-Methylgruppe
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Bei diesem Experiment zeigte sich (Abb. 4.93), dass das Signal der fur den Methylester 115
typischen Methylgruppe 3 bei der Deprotonierung mit LTMP anndhernd vollstandig
verschwunden war. Im Gegensatz dazu war bei der Deprotonierung mit LIHMDS das zu 3
gehérende Signal noch deutlich intensiver. Diese Beobachtungen spiegelten sich auch in den
Intensitaten der Signale fir 2° und 3 des Produktes wider. Diese waren bei der
Deprotonierung mit LTMP deutlich starker ausgepragt. Hieraus lief? sich schlussfolgern, dass
die Deprotonierung mit LIHMDS zum gréRten Teil und mit LTMP nahezu vollstéandig ablief.

Damit stellte dieser Teilschritt fiir den Reaktionsablauf kein Problem dar.

1 /3
Edukt 7
P\
4+5
J\Z 6
T T T T T T T 1
55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
o o S
LTMP als Base: 1 .
7\
4+5
2 6 ;3 2
[ T T T T T T T T 1
55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
; ERE e | W Bk
3 7
LiHMDS als Base: 1 - N
J\«2 x

4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 ppm

g o

Abb. 4.93: NMR Experiment zur Deprotonierung des Geranylsduremethylesters 115
Bezeichnungen der Signale sind in der entsprechenden Reaktionsgleichung (Schema 4.51) zu
finden.

3.00

Daher sollte im Folgenden die Addition von Allylchlorformiat 116 an Geranylsdure-
methylester 115 mit LTMP als Base wiederholt werden, wobei die Reaktion zunéachst fur 2
Stunden deprotoniert und folgend unter thermodynamischen Bedingungen mit einem
Uberschuss an Allylchlorformiat 116 kinetisch abgefangen werden sollte. Eine Verbesserung
der Ausbeute konnte jedoch auch bei diesem Versuch nicht erreicht werden. Die Reaktion

lieferte das Produkt 117 in einer Ausbeute von 11 %. Da mit Allylchlorformiat bisher keine
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besseren Ausbeuten erzielt werden konnten, wurden im weiteren Verlauf andere

Carbonylverbindungen getestet.

In einem ersten Versuch sollte Benzaldehyd 106 an Stelle des Allylchlorformiats 116 in die
Reaktion eingesetzt werden, wobei ansonsten wie bereits beschrieben, nach der Vorschrift
von Saito et al. (2000) verfahren wurde. Das gewinschte Produkt 119 konnte nach
Aufarbeitung der Reaktion, Reinigung mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel und einer

anschlieBenden HPLC mit einer Ausbeute von 21 % dargestellt werden.

1.) ATPH, Tol.,

)
2) : 0
H
)\/\)\)?\ i g i
™ N O/ NN N O/

3.) LTMP, THF,
115 -78 °C - RT, U.N. 119

21 %

Schema 4.52:  Funktionalisierung der B-Methylgruppe des Geranylsduremethylesters 115 in
Anlehnung an Saito et al. (2000) unter Einsatz von Benzaldehyd 106

Als eine weitere Alternative zu Allylchlorformiat 116 wurde Benzylisocyanat 120 unter
denselben Reaktionsbedingungen getestet. Allerdings konnte das gewinschte Produkt 121 in
dieser Reaktion nach Aufarbeitung und Aufreinigung nicht isoliert werden.

) ATPH, Tol.,

1.
2') = =
O
)\/\)\)?\ 120 NS ° NS i
o~ o~
3.) LTMP, THF
15 78 °C, 30 min 121

Schema 4.53:  Funktionalisierung der B-Methylgruppe des Geranylsdauremethylesters 115 in
Anlehnung an Saito et al. (2000) unter Verwendung von Benzylisocyanat 120

In sich anschlieBenden Reaktionen wurden anstelle des Allylchlorformiats 116 zum einen
gasformiges Formaldehyd und zum anderen das Polymer Paraformaldehyd selbst in der
Reaktion eingesetzt. Fur ersteres wurde die Reaktion wie bereits beschrieben angesetzt, wobei
der gasformige Formaldehyd aus Paraformaldehyd durch thermische Zersetzung hergestellt
und in die Reaktionsmischung eingeleitet wurde. Nach Aufarbeitung und Reinigung des
Ansatzes lber Sdulenchromatographie an Kieselgel konnte das entsprechende Produkt 122 in

einer Ausbeute von 6 % isoliert werden.
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OH
1.) ATPH, Tol.,
O 2.) Formaldehyd (g) o
NS N o/ N N O/
3.)LTMP, THF,
115 78 °C - RT, ii.N. 122
6 %

Schema 4.54:  Funktionalisierung der B-Methylgruppe des Geranylsauremethylesters 115 in
Anlehnung an Saito et al. (2000) mit Hilfe von gasférmigem Formaldehyd

Wurde anstatt des Formaldehyds das Polymer Paraformaldehyd in der Reaktion eingesetzt, so
konnte im Gegensatz dazu nach Aufreinigung das Produkt 122 mit einer Ausbeute von 26 %

erhalten werden.

OH
0 1.) ATPH, Tol., o
2.) Paraformaldehyd
N A o/ A A O/
3.) LTMP, THF,
15 -78 °C - RT, UG.N. 122
26 %

Schema 4.55:  Funktionalisierung der B-Methylgruppe des Geranylsauremethylesters 115 unter
Zuhilfenahme von Paraformaldehyd nach der Arbeitsvorschrift von Saito et al., 2000

Eine weitere Moglichkeit zur Einfihrung der zweiten S&urefunktion an die p-Methylgruppe
des Geranylsauremethylesters 115 stellte der Einsatz von Di-tert-butyldicarbonat 123 dar.
Unter Verwendung dieser Verbindung, sollte die Einfuhrung der tert-Butyloxycarbonyl-
Gruppe (Boc-Gruppe), eine der h&ufigsten eingesetzten Schutzgruppen in der organischen
Chemie, erfolgen. Leider konnte das gewunschte Produkt 124 nach Aufreinigung nur in
Spuren festgestellt, aufgrund einer zu geringen Ausbeute jedoch nicht isoliert werden. Diese

Reaktion musste zu diesem Zeitpunkt somit verworfen werden.

1.) ATPH, Tol.,
)

2. (@] O J<
SO ke 0
(@) (@) (@)
oL % PP
NN NS v NN N e
o 3.) LTMP, THF, 0
-78 °C - RT, G.N.

115 124

Schema 4.56:  Einfulhrung einer Saurefunktion an der B-Methylgruppe des Geranylsauremethylesters
115 durch Einsatz von Di-tert-butyldicarbonat 123 in der Reaktion nach Saito et al.,
2000

Auch wenn durch einige der oben aufgefuhrten Reaktionen erfolgreich das jeweilige Produkt
dargestellt werden konnte, so stellte doch die direkte Addition von CO; an die Methylgruppe

den elegantesten Zugang dar. Diese Reaktion bot den Vorteil, dass eine Synthesestufe
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eingespart werden konnte, da keine weitere Entschiitzung oder Oxidation notig wurde. Fur die
Reaktion erfolgte zunachst das Trocknen des CO, Gases, bevor dieses im Abschluss in die
Reaktionsmischung geleitet wurde. Nach Aufarbeitung des Ansatzes konnte das gewiinschte

Produkt 125 der Reaktion ohne weitere Reinigung in einer Ausbeute von 93 % erhalten

werden.
o)
o 1.) ATPH, Tol.,
w 2)) LTMP'in THF HO 0
™ N v N N e
0" 3.)C0,(g), -78 °C, 30 min @)
-78 °C - RT, Gi.N.

115 125

93 %

Schema 4.57:  Carboxylierung der B-Methylgruppe des Geranylsauremethylesters 115 in einer
Reaktion nach Saito et al., 2000

Somit war es nun moglich eine Vorstufe des bendtigten Hydratase-Substrates 20 in einer sehr
guten Ausbeute von 93 % darzustellen.

An diese Reaktion anschlielend sollte nun die Darstellung der entsprechenden Vorstufe des
Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates (21) Uber eine 1,4-Addition von Hydroxid-lonen
durchgefuhrt werden. Hierfur wurde die Verbindung 125 in absolutem DMSO gel6st und mit
Lithiumhydroxid bei RT behandelt. Nach sich anschliefender Aufarbeitung konnte das

gewiinschte Produkt 126 aber leider nicht erhalten werden.

HO Q DMSO, LiOH HO 9

N N - N ~
(0) U.N. (@)
RT, G.N OH

125 126

Schema 4.58:  Darstellung der Verbindung 126 als eine Vorstufe des Hydratase-Produktes/Lyase-
Substrates 21 Uber eine 1,4-Addition von Lithiumhydroxid an die Verbindung 125

Aus Zeitgrinden war es an dieser Stelle nicht mehr mdglich, weitere Versuche zur
Darstellung der Vorstufe des Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates 126 durchzufuhren. Die
hier ertrterte Syntheseroute konnte lediglich bis zum Erhalt der Vorstufe des Hydratase-
Substrates (Verbindung 123) verfolgt werden. Weitergehende Untersuchungen missen im

Rahmen einer anderen Arbeit erfolgen.
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4.8.5. Darstellung von Vorstufen der Intermediate des ,,lower atu pathways*

4.8.5.1. Trennung von cis- und trans-Geranylsaure und Darstellung der Vorstufe des
Geranyl-CoA Carboxylase Substrates

Die Geranylséure 8, welche kommerziell nur als cis/trans-lsomerengemisch erhéltlich ist,
wurde in dieser Arbeit zur Herstellung von Geranyl-CoA 19 als Substrat eingesetzt. Dadurch
resultierte auch, dass das so bereitgestellte Substrat als Isomerengemisch vorlag. In den
Arbeiten von Seubert wurde fir die aus P. citronellolis aufgereinigte Geranyl-CoA
Carboxylase festgestellt, dass diese lediglich das cis-Geranyl-CoA als Substrat akzeptiert
(Seubert et al., 1963). Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass das trans-Isomer einen
Einfluss auf das Enzym, welches das cis-lsomer als Substrat verwendet, aufweist, sollten auch
isomerenreine Substrate der Geranyl-CoA Carboxylase angeboten werden. Um diese
weiterfihrenden Untersuchungen zur Aktivitat der Carboxylase zu ermdglichen, war eine
Trennung der lIsomere erforderlich. Allerdings konnte die freie S&ure 8 weder Uber
Saulenchromatographie noch Uber Destillation getrennt werden. Um die Trennung zu
ermdglichen, sollte die Séure daher zundchst zum Methylester 115 umgesetzt werden.

Die Darstellung des Geranylsduremethylesters 115 konnte Uber eine Veresterung unter
Steglich-Bedingungen erfolgreich erreicht werden, wobei dieser in einer Ausbeute von 98 %
erhalten wurden. Eine sich anschlieBende Trennung der Doppelbindungsisomere uber
Destillation war zwar nicht erfolgreich, jedoch konnte dies spéter Uber semi-praparative
HPLC erfolgen. Nach Trennung der gewinschten Produkte mittels HPLC wurde der cis-
Geranylsauremethylester 115a mit einer Ausbeute von 26 % und der trans-Methylester 115b

mit einer Ausbeute von 67 % dargestellt.

o) o)
DCC/DMAP M

Methanol, DCM
0 °C - RT, U.N.
8 115

115a cis lsomer 26 %
115b trans Isomer 67 %

Schema 4.59:  Veresterung der Geranylsdure 8 unter Steglich-Bedingungen

Die so erhaltenen Geranylsduremethylester 115a und 115b konnten einer Verseifung
unterzogen werden, um die isomerenreinen Geranylsauren 8a und 8b zu erhalten. Fur eine
solche Reaktion wurde die Arbeitsvorschrift nach Cantwell et al. (1978) leicht modifiziert

und der entsprechende Ester in einer 2 N Natriumhydroxid-Ldsung gel6st. Nach Erhitzen des
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Reaktionsansatzes fiir 2 Stunden unter Rickfluss wurde die Reaktion aufgearbeitet. Sowohl
die cis- als auch die trans-Geranylsdure konnte auf diesem Wege erfolgreich dargestellt
werden. Die Sduren standen nach den jeweiligen Reaktionen mit einer Ausbeute von 93 %

(cis, 8a) bzw. 95 % (trans, 8b) fir die sich anschlieRende CoA-Ester Synthese zur Verfiligung.

M Na©H, H,0 i
2 L2 w

Ruickfluss, 2 h

115a 8a
cis 93 %
“~ NaOH, H,O .
o Ruckfluss, 2 h o
C|) (@) HO™ ~O
115b 8b

trans 95 %

Schema 4.60:  Verseifung der Geranylsauremethylester 115a und 115b nach Cantwell et al., 1978
(modifiziert)

Da die Synthese der CoA-Ester tber die Methode des gemischten Anhydrids (Guan et al.,
1999; Forster-Fromme et al., 2006) keine guten Ausbeuten liefert, sollte versucht werden eine
direkte Umesterung des Geranylsaureesters 115 mit CoenzymA durchzufiihren. Deshalb sollte
die Darstellung eines Aktivesters erfolgen. Hierfur wurde Geranylsaure 8 unter analogen
Bedingungen der bereits durchgefiihrten Steglich-Veresterung mit p-Chlorphenol 127
verestert. Nach Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie konnte das Produkt
Geranylsaure-p-chlorphenylester 128 als Isomerengemisch mit einer Ausbeute von 80 %
erhalten werden. An dieser Stelle gelang es jedoch nicht die Doppelbindungsisomere mittels
semi-praparativer HPLC zu trennen, sodass auf eine direkte Umesterung mit CoenzymA
verzichtet wurde. Eine Darstellung der entsprechenden isomerenreinen CoA-Ester der

Geranylsaure war in diesem Falle somit nicht moglich.

cl
PPN 2T
DCC/DMAP, DCM M
AN AN J\OH S X J\O
HOOCI
8 128

127 80 %
0°C - RT, G.N.

Schema 4.61:  Veresterung der Geranylsaure 8 mit p-Chlorphenol 127 unter Steglich-Bedingungen
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Da auch eine direkte Veresterung der Geranylsdure 8 mit CoenzymA vorstellbar war, sollte
dies mit einem CoA-Analogon 129 in einer Steglich-Veresterung getestet werden. An dieser
Stelle konnte allerdings kein Umsatz beobachtet werden. Eine CoA-Ester Synthese Uber das

gemischte Anhydrid konnte also im Verlauf der vorliegenden Arbeit nicht umgangen werden.

Y
®) N DCC/DMAP, DCM
8 o 0 0°C - RT, G.N. /{/O o
oIy A |
H H
O><°

129 130

Schema 4.62:  Veresterung der Geranylsdure 8 mit einem CoA-Analogon 129 unter Steglich-
Bedingungen

4.8.5.2. Darstellung der Vorstufe des Hydratase-Substrates

Die Darstellung der Vorstufe 117 des Hydratase-Substrates erfolgte zunachst nach Saito et al.
(2000) unter Verwendung von Allylchlorformiat 116 und Geranylsduremethylester 115
(Kap.4.8.4.). Um eine mogliche Erhdhung der Ausbeute zu erreichen, aber auch um einen
entsprechenden Aktivester fur weiterfuhrende Reaktionen zur Verfligung zu stellen, sollte
auch der Geranylsaure-p-chlorphenylester 128 als Edukt in diese Reaktion eingesetzt werden.
Mit dem so dargestellten Aktivester 131 kdnnte dann eine direkte Veresterung mit CoenzymA
getestet werden. Das gewinschte Produkt 131 konnte Uber diese Reaktion, welche unter
analogen Reaktionsbedingungen, wie zuvor schon fiir den Geranylsauremethylester 115

beschrieben, durchgefiihrt wurde, jedoch nicht erhalten werden.

1.) ATPH, Tol.,
2))

cl C')ko/\/ cl
)\/\/k)cL /©/ e w /©/
N N o NN NS o

3.)LTMP in THF

128 -78 °C, 30 min 131

Schema 4.63:  Reaktion nach Saito et al. (2000) unter Verwendung des Geranylsaure-p-chlorphenol-
esters 128 und Allylchlorformiat 116
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Wie bereits im Abschnitt 4.8.4 beschrieben, stellte die Reaktion mit Kohlenstoffdioxid den
elegantesten Zugang zur Vorstufe des Hydratase-Substrates dar. Unter Verwendung der
Vorschrift von Saito et al. (2000) konnte das Produkt 125 in einer Ausbeute von 93 %
erhalten werden.

Fur spatere Untersuchungen der Hydratase ist auch die Frage von Bedeutung, ob das Enzym
beide Isomere (cis und trans) als Substrat verwenden kann, oder lediglich eines der beiden
akzeptiert. Im folgenden Verlauf sollte daher auch bei der Vorstufe des Enzymsubstrates 125
eine Trennung der Doppelbindungsisomere erfolgen. Dies konnte an dieser Stelle mittels
semi-préparativer HPLC erreicht werden, wobei das cis- und das trans-Isomer mit einer

Ausbeute von 26 bzw. 69 % getrennt dargestellt werden konnten.

) ATPH, Tol., HO o}

(0) 1. '
)\/\)\HJJ\ _ 2)LTMPinTHF “ A
0" 3. C0,,-78°C, 30 min, o
-78°C - RT, i.N. 125 93 %

115
125a cis 26 %

125b trans 69 %

Schema 4.64: Darstellung der bendtigten Vorstufe des Hydratase-Substrates 125 durch
Carboxylierung der B-Methylgruppe des Geranylsauremethylesters 115 in einer
Reaktion nach Saito et al., 2000

Eine Umsetzung dieser zu den entsprechenden CoA-Estern wére somit moglich gewesen. Zur
Darstellung des Hydratase-Substrates 20 ware aber folgend auch die Verseifung der
Esterfunktion erforderlich. Da die Thioesterbindung aber bei der Verseifung der Methylester-
funktion nicht stabil ist (Gan-Schreier et al., 2005), wurde auf diese Umsetzung verzichtet.
Eine Losung des Problems l&age in der Verwendung eines Geranylsaureesters mit einer
leichter abspaltbaren Esterfunktion wie z.B. dem entsprechenden Benzyl- oder tert-Butylester.
Im Rahmen dieser Arbeit war es allerdings nicht mehr mdglich diese darzustellen und in die

Carboxylierungsreaktion nach Saito et al. (2000) einzusetzen.

Da eine Entschutzung des Methylesters nach Anbringen des CoA-Restes nicht mehr moglich
ist, ohne den Thioester zu spalten, sollte nun der Methylester 125 zun&chst verseift werden.
Dies wurde nach einer leicht abgednderten Vorschrift von Cantwell et al. (1978) unter
basischen Bedingungen erreicht. Nach Aufarbeitung der Reaktion konnte das Produkt 94 als

Isomerenmischung in einer Ausbeute von 91 % dargestellt werden.

227



4. Ergebnisse

OH OH
o) 0 o) 0
NaOH, H,0 L
S NS v NS N
o Riickfluss, 2 h OH
125 94
91 %

Schema 4.65:  Verseifung von 125 nach Cantwell et al. (1978, modifiziert) und Darstellung der freien
Séure 94 fur die CoA-Ester Synthese

Nach dem Erhalt der freien Dicarbonsaure 94 sollte getestet werden, ob durch die Steglich-
Veresterung, aufgrund der verschiedenen elektronischen Eigenschaften der beiden
Sauregruppen, selektiv nur eine Carboxylgruppe der Dicarbonsaure 94 verestert wird. Waére es
mdoglich, eine der beiden Saurefunktionen selektiv zu verestern, so kénnte im spéateren Verlauf
der Arbeit direkt selektiv der CoA-Ester angekniipft werden. Alternativ waéren aber auch eine
direkte Reaktion zu einem Aktivester oder zu den bereits zuvor angesprochenen Benzyl- bzw.
tert-Butylestern denkbar. Der Aktivester konnte dabei in einer Umesterung mit CoenzymA
getestet werden. Mit den Benzyl- bzw. tert-Butylester stiinden dagegen Schutzgruppen zur
Verfugung, welche nach einer erfolgreichen Reaktion mit CoenzymA (iber die Methode des
gemischten Anhydrids (Guan et al., 1999; Forster-Fromme et al., 2006) ohne Veranderung

der Thioesterbindung unter milden Reaktionsbedingungen abgespalten werden kénnten.

Bei einer Veresterung der freien Dicarbonséure 94 nach Steglich kénnen theoretisch die drei
im Schema 4.66 dargestellten Produkte 125a, 125b und 125c erhalten werden. In der
durchgefuhrten Reaktion zeigte sich allerdings, dass eine Mischung aus den zwei einfach
veresterten Isomeren (125a, 125b) generiert wurde. Das doppelt veresterte Produkt 125c
konnte dagegen nicht eindeutig identifiziert werden. Auf diesem Wege war somit leider keine
Differenzierung der beiden Sdaurefunktionen maglich.

OH OH )
@) O DCC/DMAP, DCM ) o) . o] o]
X N~"“oH 0°C~RT,iN. X NN N NoH
94 125a ~o 125b
+
o) o)
NN N O//

125¢
Schema 4.66:  Versuch zur selektiven Veresterung der Verbindung 94
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Da nicht mehr genug Zeit fir die praktischen Versuche zur Verfligung stand, musste das
erhaltene Isomerengemisch der freien Dicarbonsdure 94 fir die CoA-Synthese genutzt
werden. Die Séure 94 wurde zur Synthese des entsprechenden CoA-Esters 20 Uber die
Methode des gemischten Anhydrids (Guan et al. 1999; Fdrster-Fromme et al., 2006,
Kap.3.11) verwendet. Der so dargestellte CoA-Ester 20 (Isomerengemisch), stellte das

Hydratase-Substrat dar und wurde in den entsprechenden Enzym-Assays eingesetzt.

OH OH
Triethylamin,
o] (0] Ethylchlorformiat (0] O O
\ LN x sl AL
o O
94

OH  THF, 30 min, RT
132

Ethylcarbo&j CoenzymA, H,O:THF 3:2,

25 min, RT

OH

O O
N X J\S/CoA

20

Schema 4.67:  Darstellung des Isohexenyl-glutaconyl-CoAs 20 nach Guan et al. (1999) unter
Verwendung der Dicarbonsaure 94

Um die Verbindung 94 auch als isomerenreine Vorstufe des Hydratase-Substrates darstellen
zu konnen, misste in nachfolgenden Arbeiten, wie bereits zuvor beschrieben von einem
anderen Geranylsaureester anstelle des Methylesters 115 ausgegangen werden. Nach
Trennung der Doppelbindungsisomere und nach Anknupfung des CoenzymAs an die freie
Carboxylgruppe konnte dann die Verseifung der Esterfunktion erfolgen. Hierflr missten also
Esterfunktionen ausgewahlt werden, welche unter milden Reaktionsbedingungen gespalten

werden konnen, sodass die Thioesterbindung selbst somit nicht beeinflusst wird.

4.8.5.3. Darstellung der Vorstufe des Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates

Fur die Darstellung von méglichen Vorstufen des Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates
wurden verschiedene Wege in der vorliegenden Arbeit verfolgt. Nichtsdestotrotz war es
letztendlich nicht mdglich, diese Uber die Malonsdurediethylesterroute (Kap.4.8.1), die
Acetonid-geschiitzte p-Ketosaureroute (Kap.4.8.2.) oder die Aceton-dicarbonséure-diethyl-

esterroute (Kap.4.8.3.) darzustellen. Wéhrend die Versuche zu diesen Synthesewegen
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scheiterten, konnte in der Geranylsdureroute (Kap.4.8.4.) schlieBlich eine Vorstufe des
Hydratase-Substrates 125 dargestellt werden. Allerdings war der Versuch die Vorstufen des
Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates 126 durch 1,4-Addition von Hydroxid-lonen an die
Verbindung 125 zu erhalten, nicht erfolgreich (Kap.4.8.4.). Weiterfiihrende Versuche zur
Darstellung der bendtigten Verbindung waren aus Zeitgriinden wahrend dieser Arbeit nicht

mehr moglich und missen somit im Rahmen nachfolgender Arbeiten erfolgen.
4.8.5.4. Darstellung der Vorstufe des Lyase-Produktes

Die Darstellung der Vorstufe des Lyase-Produktes als mdgliche Referenzverbindung war
ausgehend von unterschiedlichen Ausgangsverbindungen theoretisch auf verschiedenen
Wegen moglich. In den ersten beiden Syntheserouten (Malonsaurediethylesterroute und
Acetonid-geschutzte B-Ketosdaureroute) konnten bereits maogliche Intermediate erhalten

werden, von denen die weitere Synthese ausgehend erfolgen konnte.

In der Malonsdurediethylesterroute (Kap.4.8.1.) handelte es sich dabei um das alkylierten
Oxazolin 40. Um die gewinschte Verbindung bereitstellen zu kénnen, war die Entschiitzung
der Oxazolin-Spezies erforderlich. Hierzu sollte das Oxazolin-Derivat 40 mit HCI zur Séure
92 entschutzt werden. Nach Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel konnte
jedoch kein Produkt 92 erhalten werden. Daher sollte im folgenden Schritt das alkylierte
Oxazolin 40 mit Methanol unter Zusatz von Acetylchlorid zum Ester 133 getffnet und im
Anschluss daran die Esterfunktion zum Erhalt der bend6tigten Verbindung 92 verseift werden.
Allerdings konnte in der durchgeflihrten Reaktion auch der Ester 133 als Produkt der

Entschitzungsreaktion nicht erhalten werden.

HCI, Riickfluss 60 min M
HO Z

Methanol, Acetylchlorid

o o
Rickfluss, .. o w

Schema 4.68:  Darstellung von Vorstufen des Lyase-Produktes ausgehend vom alkyliertem Oxazolin
40, welches in der Malonsaurediethylesterroute dargestellt wurde.

j\ﬂ\)?\/\)\
0O =
40

Da die Entschiitzung der Oxazolin-Verbindung 40 auf beiden Wegen scheiterte, konnte eine

Vorstufe des Lyase-Produktes so nicht dargestellt werden.
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Allerdings stand aus der Acetonid-geschiitzten (-Ketoséureroute (Kap.4.8.2.) der tert-
Butylester 102 als Zwischenverbindung zur Verfligung. Um die p-Ketosdure 92 zu erhalten,
wurde eine Vorschrift von Mehta et al. (1992) zur Entschutzung mit Trifluoressigsaure (TFA)
und Triethylsilan herangezogen. Die freie p-Ketosdure 92 konnte an dieser Stelle aber leider

nicht erhalten werden.

o o
W J< DCM, TFA, Trietylsilan w
OH

RT, G.N.
92

Schema 4.69:  Entschitzung des tert-Butylesters 102 nach Mehta et al. (1992) zur Darstellung von 92

Da die vorangegangene Reaktion nicht erfolgreich war, wurde die Verseifung von 102 nach
Cantwell et al. (1978) leicht modifiziert unter basischen Bedingungen mit Natriumhydroxid
und Erhitzen unter Rickfluss durchgefiihrt. Nach Aufarbeitung der Reaktion musste jedoch

festgestellt werden, dass das gewinschte Produkt 92 nicht erhalten werden konnte.

W k Na®H. H0 w
OH

Ruckfluss, 2 h
92

Schema 4.70:  Verseifung des tert-Butylesters 102 nach Cantwell et al. (1978, modifiziert) zur
Darstellung der freien Saure 92

Ein Grund flr das Scheitern aller Versuche eine Entschiitzung des tert-Butylesters 102 zu
erreichen, konnte darin liegen, dass [3-Ketosauren leicht decarboxylieren. Um dieses Problem
zu umgehen, sollte eine direkte Umesterung mit Benzylmercaptan zum entsprechenden
Aktivester 136 getestet werden. Sollte dies gelingen, so ware es denkbar CoenzymA (CoA-
SH) anstatt Benzylmercaptan einzusetzen und direkt 7-Methyl-3-o0x0-6-octenoyl-CoA 23 zu
erhalten. Ebenso konnte der erhaltene Aktivester 136 verwendet werden, um das 7-Methyl-3-

0Xx0-6-octenoyl-CoA 23 durch eine direkte Umesterung mit CoenzymA darzustellen.

Fur diese Reaktion sollte versucht werden, die p-Ketoester-Funktion durch Zusatz von
Metallsalzen zu aktivieren. Die Verwendung von Kobalt (Cervello et al., 1987a) bzw. von
Kupfer (Cervello et al., 1987b) zur Stabilisierung der Carbonylfunktion und die sofortige
Umsetzung mit Benzylmercaptan fir die Darstellung eines Aktivesters waren an dieser Stelle

jedoch nicht erfolgreich.
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Y
w J< THF, Co?*, NaH 0...0
X N0
Benzylmercaptan
RT, G.N.

Benzylmercaptan
RT, U.N.
XOY_\/\/\(

w J< THF. Cu™
RIS & ¥

Schema 4.71:  Modifizierung der tert-Butylesterfunktion 102 durch Umesterung mit Benzylmercaptan
unter Verwendung von [A] Cobaldacetat und [B] Kupferacetat zur Stabilisierung der
Carbonylfunktion (Cervello et al., 1987a, b)

Im Folgenden sollte eine ,,one-pot“-Entschutzung mit direkt anschlieBender Veresterung mit
Benzylmercaptan erfolgen. Hierzu wurde der tert-Butylester 102 unter milden Bedingungen
mit Triethylsilan 137 und Trifluormethansulfonséure 138 entschutzt. Durch Zugabe von
Benzylmercaptan 141, als Testsubstrat bezogen auf CoenzymA, sollte dann das so entschiitzte
Intermediat 140 direkt zum Thioester 136 weiterreagieren. Allerdings war es auch auf diesem

Wege nicht moglich, den Thioester 136 zuganglich zu machen.
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DCM, -78 °C, 1 h

(@]
(e} (0] I
/\)< Fe_S.
@ +
WO FT& OH

|
140 SiEt, 138

)

141

-78 °C~ RT, G.N.

Schema 4.72:  Umsetzung des tert-Butylesters 102 mit Trifluormethansulfonsdure 138 und Triethyl-
silan 137 und die sich anschlieBende Umesterung mit Benzylmercaptan 141

Einen anderen Ansatz stellte der Versuch dar, einen Aktivester mit Thiophenol herzustellen,
welcher die direkte Synthese des entsprechenden CoA-Esters ermdglichen wirde. Hierfir
wurde zunéchst nach der Vorschrift von Yaggi & Douglas (1977) verfahren. Zur Darstellung
der bendtigten Vorstufe 143 wurden Diketen 71 und Thiophenol 142 in absolutem DCM unter
Zugabe von Triethylamin Uber Nacht gerihrt. Nach Aufarbeitung der Reaktion und
Aufreinigung mittels S&ulenchromatographie an Kieselgel konnte der Aktivester 143 mit

einer Ausbeute von 68 % erhalten werden.

\/\/ DCM, Triethylamin o O @
+
© o) @SH RT, i.N. MS
71 142 143
68 %

Schema 4.73:  Darstellung eines Aktivesters 143 aus Diketen 71 und Thiophenol 142 in absolutem
DCM unter Zugabe von Triethylamin

Die Alkylierung des so dargestellten Thioesters 143 erfolgte anschliefend in Anlehnung an

die Vorschrift von Yang et al. (2002). Das Thiophenolderivat 143 wurde mit Hilfe von
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Natriumhydrid und n-Butyllithium deprotoniert und an Isoprenylbromid 37 substituiert. Nach
Aufarbeitung der Reaktion und Aufreinigung des Rohproduktes Uber S&dulenchromatographie

konnte das gewtinschte Produkt 144 mit einer Ausbeute von 33 % dargestellt werden.

o ©
M /@ 1.) THF, NaH, n-BuLi /@
s S
2) /\J\
=
143 Br | 144

37
0°C~ RT, i.N

33 %
Schema 4.74:  Alkylierung des Aktivesters 143 mit Isoprenylbromid 37

Zur anschlieBenden Umesterung mit dem CoA-Analogon 129 sollte das alkylierte Thio-
phenolderivat 144 mit Methyljodid bzw. mit Trimethyl-oxonium-tetrafluorborat ((Me3O)BF,)

aktiviert werden. Hierfur wurden die beiden jeweiligen Komponenten in absolutem THF

geldst und bei RT fir 3 Stunden geruhrt, bevor die Zugabe des CoA-Analogons 129 erfolgte.

Das gewinschte Produkt 146 konnte allerdings in beiden Reaktionen nicht festgestellt

werden.

)\/M @
X s
144
THF, Mel, THF, (Me;O)BF,
RT, 3 h / \\ RT, 3 h

RO
H
S

T® O
Me |
| 145
(@] (@]
HS
\/\HMHM
129 0)<3
(e
S
(@] (@]
= HN
P
(@]
146

Schema 4.75:  Versuch der Aktivierung der Thioesterbindung des Aktivesters 144 fir die sich
anschlieBende Umesterung mit einem CoenzymA-Analogon 129

234



4. Ergebnisse

Wie die Reaktionen zeigten, war es in dieser Arbeit letztendlich nicht mdglich eine Synthese
der freien S&ure 92, als Vorstufe fur das Lyase-Produkt, bzw. des Lyase-Produktes 23 selbst

erfolgreich durchzufihren.

Aufgrund friherer Arbeiten stehen der Arbeitsgruppe neben den Wildtypstdmmen
P. aeruginosa und P. citronellolis auch diverse Mutantenstamme zur Verfligung. Fur eine
mdogliche Metabolit-Analyse dieser Stamme waren GC-Referenzen der jeweiligen
Intermediate des Stoffwechselweges erforderlich. Somit sollte auch der Methylester 133 der
Vorstufe des Lyase Produktes als GC-Referenz dargestellt werden.

Nach der Vorschrift von Yang et al. (2002) wurde dementsprechend Acetessigsaure-
methylester 96 als Edukt mit Natriumhydrid und n-Butyllithium deprotoniert. Es folgte die
Substitution an Isoprenylbromid 37. Nach Aufarbeitung der Reaktion wurde das Rohprodukt
mittels S&ulenchromatographie an Kieselgel aufgereinigt und das Methylester-Produkt 133

mit einer Ausbeute von 30 % erhalten.

M 1.) THF, NaH, n-BulLi
o~ o~
9% Br Z

37 30 %
0°C~ RT, 0.N

Schema 4.76:  Darstellung des Methylesters 133 als Vorstufe des Lyase Produktes 23 und als
Referenzverbindung in Anlehnung an Yang et al., 2002

4.8.6. Zusammenfassung

Im Verlauf der chemischen Arbeiten, sollten Wege gefunden werden, die jeweiligen direkten
Vorstufen der Intermediate des ,lower atu pathways“ darzustellen (Abb. 4.94). Im
Stoffwechsel von P. aeruginosa und P. citronellolis wird dabei auf Stufe der Hydratase ein
chirales Zentrum (Abb. 4.94, Schritt 2) aufgebaut. Fir das weitergehende Verstandnis
gegenuber diesem Stoffwechselweg lag unter Beriicksichtigung dieser Tatsache auch bei den
Versuchen der Synthese der Fokus auf dem selektiven Aufbau des Chiralitdtszentrums. Ein
weiterer Punkt, welche daraus resultierte, war die Klarung einer mdglichen Enantio-
differenzierung durch das im Stoffwechsel nachfolgende Enzym (3-Hydroxy-3-iso-hexenyl-
glutaryl-CoA:Acetat Lyase, Abb. 4.94 Schritt 3). Neben der Synthese einer Vorstufe des

Hydratase-Substrates wurde in der vorliegenden Arbeit die Trennung der resultierenden

235



4. Ergebnisse

Doppelbindungsisomere angestrebt, um diese auch einzeln als CoA-Substrat dem Hydratase-
Enzym anbieten zu kénnen. Weiterhin war es fur noch ausstehende Versuche nétig, neben der
Synthese auch eine Unterscheidung der aus dieser Reaktion resultierenden hydroxylierten
Enantiomere zu ermdglichen, um zu untersuchen, welche Form als CoA-Substrat von der

Lyase akzeptiert wird (Hydratase-Produkt/Lyase-Substrat).

In der vorliegenden Arbeit war es zunéchst nicht mdglich, das Isomerengemisch der
Geranylséure 8 zu trennen. Erst nachdem man diese in den Methylester 115 tberfuhrt hatte,
konnte eine Trennung in das cis- und trans-Isomer (115a bzw. 115b) mittels semi-
praparativer HPLC erfolgen. Wahrend die beiden Methylester nun als GC-Referenz fur
spatere Metabolit-Analysen der Bakterienstdimme zur Verfligung standen, konnten nach einer
Verseifungsreaktion modifiziert nach Cantwell et al. (1978) auch die entsprechenden
isomerenreinen Sauren 8a und 8b erhalten und in der CoA-Ester Synthese tber das gemischte

Anhydrid (Guan et al., 1999; Forster-Fromme et al., 2006) eingesetzt werden.

Waéhrend die Darstellung der benétigten Verbindungen Uber verschiedene Syntheserouten
anfangs scheiterte, konnte der Geranylsduremethylester 115 in einer Reaktion nach Saito et al.
(2000) zur Vorstufe des Hydratase-Substrates 125 in einer Ausbeute von 93 % umgesetzt
werden. Im Anschluss daran wurden beide Doppelbindungsisomere 125a und 125b (ber
semi-praparative HPLC getrennt. Die durch Verseifung resultierende racemische
Dicarbonsaure 94 konnte folgend aber nicht selektiv Uber eine Steglich-Reaktion verestert
werden. Um die entsprechenden Isomere des CoA-Esters darzustellen, musste in zukinftigen
Arbeiten von anderen Geranylsdureestern wie z.B. Benzyl- oder. tert-Butylestern
ausgegangen werden. Bei diesen ware nach einer Reaktion mit dem CoenzymA auch eine
Spaltung der Esterfunktion unter milden Reaktionsbedingungen ohne Spaltung des CoA-
Thioesters denkbar. In der vorliegenden Arbeit konnte fur die CoA-Ester Synthese somit
lediglich das nach Verseifung erhaltene Isomerengemisch 94 verwendet werden, sodass eine
mdogliche stereospezifische Hydroxylierung durch das Enzym Isohexenyl-glutaconyl-CoA
Hydratase nicht untersucht werden konnte. Nichtsdestotrotz auch hier standen die
dargestellten Methylester (125a, 125b) als Referenz fiir nachfolgende Untersuchungen zur

Verfligung.

Ausgehend von 125 wurde versucht, die sich anschlielende Hydroxylierung im biologischen
System (Abb. 4.94, Schritt 2) tber eine 1,4-Addition mit Hydroxid-lonen durchzufthren. Die
Darstellung der Vorstufe des Hydratase-Produktes/Lyase-Substrates 126 verlief allerdings
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nicht erfolgreich. Im Rahmen dieser Arbeit waren weitergehende Versuche an dieser Stelle
aus Zeitgrinden nicht moglich, sodass diese in nachfolgenden Arbeiten erfolgen mussen.

Im Verlauf der Versuche der ersten beiden Syntheserouten (Weg A: Malonsdurediethyl-
esterroute, Weg B: Acetonid-geschutzte 3-Ketosaureroute) wurden Zwischenverbindungen
erhalten, welche zur Darstellung der Vorstufe des Lyase Produktes dienen konnten. Dabei
handelte es sich zum einen um das alkylierte Oxazolin 40 und zum anderen um den tert-
Butylester 102, wobei letzterer spéter auch ber einen direkten Zugang bereitgestellt werden
konnte. Doch obwohl diese Verbindungen in guten Ausbeuten dargestellt werden konnten,
war weder die Entschiitzung der Oxazolin-Struktur 40 noch die Entschiitzung der tert-
Butylfunktion von 102 in dieser Arbeit moglich. Auch der Versuch die Verseifung des tert-
Butylesters 102 mit der Veresterung mit Benzylmercaptan 140 direkt zu verknupfen
scheiterte. Zum einen fungierte das Benzylmercaptan an dieser Stelle als Modellverbindung
fir das CoenzymA, wodurch eine direkte Veresterung der Vorstufe kinftig auch mit diesem
nicht moglich war. Zum anderen sollte Uber die Reaktion mit Benzylmercaptan auch ein
Aktivester 136 generiert werden, um diesen im Anschluss mit CoenzymA direkt umzuestern.
Da dieser allerdings nicht bereitgestellt werden konnte, war auch die direkte Umesterung hier
nicht moglich. Uber die Vorschrift von Yang et al. (2002) konnte jedoch der entsprechende
Methylester 133 aus Acetessigsauremethylester 96 und Isoprenylbromid 37 dargestellt
werden und steht somit als Referenz flr spatere Metabolit-Analysen ebenfalls zur Verfligung.
Des Weiteren wurden in diese Arbeit Experimente zur Optimierung der CoA-Ester Synthese
unternommen. Dabei war eine direkte Reaktion der Geranylséure 8 mit einem CoA-Analogon
129 (iber eine Steglich Veresterung nicht moglich. Ebenfalls wurde versucht, Vorstufen von
Intermediaten des Stoffwechsels in Aktivester zu dberfihren und diese mit
Modellverbindungen umzuestern. Leider fiihrten aber auch diese Versuche nicht zum
gewiinschten Ergebnis. Ein Umgehen der CoA-Ester Synthese (iber das gemischte Anhydrid
durch eine direkte Veresterung bzw. tber eine Umesterung eines Aktivesters mit CoenzymA

war an diesem Punkt nicht moéglich.
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"lower atu pathway" Verbindungen

Biologische Abbau I | chemische Synthese der benétigten

S-CoA
cis-Geranyl-CoA Geranylsaure Geranylsauremethylester

19a 8 115

cis: 8a cis: 115a

trans: 8b trans: 115b

C02 1 C02 CO,-Addition
)\/\/gis CoA )\/\/SioH )\/\/ﬁ
Isohexenyl-glutaconyl-CoA

20 94 125

cis: 125a

trans: 125b

H,O ’ﬁ 2 ){ 1,4-Addition
(0] 0]
A A
07 >S-CoA o >o”
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA
21 126
3
O (0]
(0]
NS + N
P )
O~ "S-CoA o~ O
7-Methyl-3-oxo-6- Acetat
octenoyl-CoA

23 22 133

Abb. 4.94: Darstellung der Reaktionsabfolge des ,,Jower atu pathways*“ und dem gegeniiber gestellt die
Ergebnisse der chemischen Syntheseversuche
(1: Geranyl-CoA Carboxylase (AtuC/AtuF); 2: Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase (AtuE);
3: 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase (AtuA?))
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4.9. Experimentelle Teil
4.9.1. Darstellung der Verbindungen der Malonséurediethylesterroute

Synthese von 1-Brom-3-methyl-but-2-en 37 (Vani et al., 2001; Brtckner et al., 2008)

I,

37

r

In einem Reaktionsgefd wurde 2-Methylbut-3-en-2-0ol (86 g, 1 mol, 86,13 g/mol,
d 0,820 g/ml) vorgelegt und auf 0 °C gekihlt. Unter kréftigem Ruhren erfolgte das langsame
Zutropfen einer wassrige HBr-Losung (48 %ig, 400 ml, 3,5 mol, 3,5 eq.) in der Weise, dass
die Innentemperatur nicht ber 0-5 °C anstieg. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 45 min bei
0 °C geriihrt. Die erhaltene 6lige Phase wurde abgetrennt und die wassrige Phase mit
n-Pentan (2x 350 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dann mit
eiskalter, verdiinnter Natriumhydrogencarbonat-Lésung (5 %, 100 ml) gewaschen und uber
Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Eine Aufreinigung des Ruckstandes erfolgte im Anschluss Uber fraktionierte
Destillation unter vermindertem Druck (Sdp. bei 90 mbar 65-67 °C). Das Produkt wurde so

als klare, farblose Flissigkeit in einer Ausbeute von 67 % (100,16 g, 672 mmol) erhalten.

Rt 0,21 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.59-5.47 (m, 1H), 4.02 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 1.78 (s,
3H), 1.73 (s, 3H).

B3C-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 140.18, 120.78, 29.77, 25.80, 17.55.

IR (Film): v(cm™) = 2974 (m), 2933 (m), 2915 (m), 2858 (w), 1663 (m), 1448 (m), 1377 (m),
1226 (w), 1200 (s), 1104 (w), 1015 (m), 979 (w), 892 (w), 838 (s), 762 (m), 578 (m), 528 (W),
519 ().

GCIMS (El): m/z (%) = 148 (4), 133 (1), 119 (1), 107 (1), 81 (4), 69 (100), 67 (8), 65 (3),
61 (1), 53 (20).
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Synthese von 2-(3-Methylbut-2-en-1-yl)-malonséurediethylester 38a (Cocker et al., 1984)

38a

Unter Stickstoffatmosphédre wurden in einem ReaktionsgefaB 15 ml Ethanol vorgelegt,
Natrium (0,7 g, 30,4 mmol, 22,99 g/mol) unter Rihren geldst, Malonsaurediethylester (4,8 g,
30 mmol, 160,17 g/mol) dem Ansatz zugesetzt und 2 Stunden bei RT geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf 0 °C gekihlt und Isoprenylbromid 37 (1-Brom-3-methyl-but-2-
en, 4,4 g, 29,5 mmol, 149,03 g/mol) geldst in Ethanol (5 ml) dem Ansatz schnell zugetropft.
Nach 6 Stunden Ruhren bei RT wurde das Reaktionsgemisch fur 30 min unter Rickfluss
erhitzt. Der Ansatz kihlte auf RT ab und die Rektion wurde durch Zugabe von
Ammoniumchlorid-Ldsung hydrolisiert. Nach Phasentrennung wurde die wéassrige Phase mit
Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tiber Natriumsulfat getrocknet.
Es folgte die Filtration und das Einengen des Rohproduktes am Rotationsverdampfer. Nach
Aufreinigung tber Saulenchromatographie an Kieselgel (20:1 PE/EA) konnten 5,83 g des

Produktes als farblose, 6lige Flissigkeit (25,54 mmol, 85 %) isoliert werden.

Rt 0,49 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) = 5.12-5.02 (m, 1H), 4.19 (g, J = 7.1 Hz, 4H), 3.33 (t,
J=7.6 Hz, 1H), 2.59 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.63 (s, 3H), 1.26 (t, J = 7.2 Hz, 6H).
B3C-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 169.29, 134.83, 119.73, 61.28, 52.26, 27.57, 25.76,
17.77, 14.09.

IR (Film): v (cm™) = 2981 (w), 2936 (w), 1732 (s), 1447 (w), 1369 (m), 1332 (w), 1268 (m),
1239 (m), 1213 (m), 1148 (s), 1113 (w), 1097 (w), 1040 (m), 889 (w), 861 (w), 780 (W),
586 (W).

GCIMS (El): m/z (%) = 228 (16), 183 (5), 160 (50), 154 (28), 139 (51), 115 (42), 109 (38),
95 (10), 81 (100), 69 (53), 55 (15).
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Synthese von 2-(3-Methylbut-2-en-1-yl)-malonséure 38b (Cocker et al., 1984, modifiziert)

0O O
HO OH

38b

In einem Reaktionsgefal® wurden 1,25 ml Wasser vorgelegt und darin 2 g NaOH gel6st. Da
das Losen an dieser Stelle nicht vollstandig erfolgte, wurde zusétzliches Wasser dem Ansatz
zugegeben, bis sich das gesamte Hydroxid geltst hatte. Nach Abkihlen der Reaktionslésung
wurde 38a (1 g, 4,4 mmol, 228,29 g/mol) sowie eine Spatelspitze Tetrabutylammonium-
chlorid, fur einen besseren Phaseniibergang, zugesetzt. Die so erhaltene weille Lésung wurde
uber Nacht kréftig gerthrt (16 Stunden). Nach Verdinnen des Ansatzes mit Wasser wurde
dieser auf 0-5 °C gekuhlt, mit konz. HCI-Lésung auf pH 2 angesduert und mit Ethylacetat
(dest.) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden ber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und am Rotationsverdampfer weiter eingeengt. Die freie Dicarbonsdure 38b als
Produkt der Reaktion konnte als weiRer Feststoff in einer Ausbeute von 74 % (558 mg,

3,2 mmol) erhalten werden.

Schmelzpunkt: 70 °C

Rt 0,08 (1:2 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 11.71 (s, 2H), 5.16-5.04 (m, 1H), 3.45 (t, J = 7.4 Hz,
1H), 2.65 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.70 (s, 3H), 1.64 (s, 3H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 174.96, 135.99, 118.76, 51.84, 27.50, 25.77, 17.78.
IR (fest): v (cm™) = 2971 (w), 2918 (w), 2567 (w), 2188 (w), 1962 (w), 1697 (s), 1416 (m),
1384 (w), 1254 (m), 1210 (m), 1156 (m), 1111 (w), 1063 (w), 1034 (w), 918 (m), 823 (w),
771 (w), 744 (w), 680 (m), 583 (w), 537 (w), 519 (w).

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 172 (63), 154 (8), 136 (13), 126 (79), 121 (1), 117 (5), 111 (100),
104 (11), 95 (7), 86 (15), 81 (98), 73 (7), 69 (88), 59 (19), 41 (61).
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Synthese von 5-Methyl-hex-4-en-sdure 39 (Cocker et al., 1984)

0]

HO

39

Die freie Dicarbonséure 38b (0,73 g, 5,7 mmol, 172,18 g/mol) wurde in Pyridin (1,6 ml) und
Wasser (0,1 ml) fir 2 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Die braunlich tribe Reaktions-
mischung wurde spéter zum Abtrennen des Pyridins am Rotationsverdampfer eingeengt, in
Dichlormethan aufgenommen und erneut eingeengt. Diese Prozedur wurde drei weitere Male
wiederholt. Noch enthaltende, restliche Spuren an Pyridin konnten durch Waschen des
Rickstandes mit 2 N HCI-Losung entfernt werden, sodass eine farblose Flissigkeit als
Produkt der Reaktion erhalten wurde. Die Ausbeute nach der Decarboxylierung betrug 92 %
(674 mg, 5,3 mmol).

Rt 0,08 (1:2 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5): & (ppm) = 11.47 (b, 1H), 5.15-5.01 (m, 1H), 2.45-2.25 (m, 4H),
1.69 (s, 3H), 1.62 (s, 3H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 180.11, 133.42, 122.04, 34.29, 25.67, 23.31, 17.65.
IR (Film): v (cm™) = 2970 (w), 2918 (m), 1707 (s), 1412 (m), 1378 (w), 1281 (m), 1223 (w),
935 (W), 827 (W), 548 (w).

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 128 (51), 111 (5), 95 (4), 82 (19), 69 (100), 59 (29), 56 (15),
41 (53).

Synthese von 5-Methyl-hex-4-en-sdaureethylester 53

/\Oi/\)\
53
Unter Schutzgasatmosphére wurde in einem Reaktionsgefal die Monocarbonsaure 39 (1,28 g,
10 mmol, 128,17 g/mol) in absolutem Dichlormethan (10 ml) gel6st und auf eine Temperatur
von 0 °C gekuhlt. Dann erfolgte die Zugabe von Ethanol (875 ul, 15 mmol, 1,5 eq,
46,07 g/mol, d 0,79 g/ml) und 4-Dimethylaminopyridin (DMAP, 244,34 mg, 2 mmol, 0,2 eq,
122,17 g/mol). Dicyclohexylcarbodiimid (DCC, 2,48 g, 12 mmol, 1,2 eq, 206,33 g/mol)
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wurde dem Ansatz nach 5 min portionsweise bei 0 °C zugegeben. Die Reaktionsmischung
kam rihrend (ber Nacht auf Raumtemperatur und wurde folgend Uber Celite/Kieselgel
filtriert (DCM). Das so erhaltene Rohprodukt konnte im  Anschluss (ber
Saulenchromatographie (10:1 PE/Et,0) gereinigt werden. Die Veresterung nach Steglich
lieferte das gewunschte Produkt als farblose Flissigkeit in einer Ausbeute von 93 % (1,45 g,

9,3 mmol).

R¢ 0,59 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.15-5.04 (m, 1H), 4.13 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 2.36-
2.26 (m, 4H), 1.68 (s, 3H), 1.62 (s, 3H), 1.25 (t, J = 7.2 Hz, 3H).

B¥C-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 173.49, 132.99, 122.48, 60.23, 34.55, 25.69, 23.68,
17.67, 14.26.

IR (Film): v (cm™) = 2979 (w), 2931 (w), 2858 (w), 2120 (m), 1737 (5), 1449 (w), 1374 (w),
1344 (w), 1252 (w), 1185 (w), 1150 (w), 1047 (w).

GCI/MS (El): m/z (%) = 156 (42), 127 (5), 111 (19), 101 (8), 95 (5), 88 (17), 82 (100), 73 (6),
69 (85), 60 (21), 55 (34).

Synthese von 1-(4,4-Dimethyl-4,5-dihydro-oxazol-2-yl)-6-methyl-hept-5-en-2-on 40
(Kuklev & Smith, 2006; Holzwarth, 2008)

T
o =
40

Die Synthese des alkylierten Oxazolins 40 erfolgte zundchst unter Verwendung der
Monocarbonséure 39 (0,512 g, 4 mmol, 128,17 g/mol). Da die Reaktion unter Einsatz der
Sdure als Edukt das Produkt jedoch lediglich in einer Ausbeute von 24 % (0,21 g, 0,94 mmol)
lieferte, wurde im Folgenden der entsprechende Séureethylester 53 als Edukt in die Reaktion
eingesetzt.

Unter Stickstoffatmosphére wurde 2,4,4-Trimethyl-2-oxazolin (0,77 ml, 6 mmol, 3 eq,
113,16 g/mol, d 0,887 g/ml) in Tetrahydrofuran (17 ml, dest.) geldst und auf -78 °C gekuhit.
Es wurde n-Butyllithium Lésung (4,13 ml, 6,6 mmol, 1,1 eq, 1,6 M in Hexan) der Mischung
vorsichtig zugetropft und das Oxazolin tber einen Zeitraum von 30 min deprotoniert. Der in
THF (7 ml) geléste Ethylester 53 (0,339 g, 2 mmol, 156,22 g/mol) wurde dem
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Reaktionsansatz dann tiber eine Zeitspanne von 20 min vorsichtig zugetropft. Der Ansatz kam
rihrend Ober Nacht auf Raumtemperatur. Die gelbe, klare Losung wurde durch Zugabe von
demineralisiertem Wasser (ca. 10 ml) hydrolisiert. Nach Phasentrennung wurde die wassrige
Phase mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit gesattigter
Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Produkt ein z&hfllssiges,
gelbes Ol wurde Uber semi-praparativer HPLC (2:1 PE/EA) aufgereinigt und in einer
Ausbeute von 70 % (313 mg, 1,4 mmol) erhalten.

Rt 0,39 (2:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 9.57 (b, 1H), 5.18-5.06 (m, 1H), 4.88 (s, 1H), 4.08
(s, 2H), 2.32-2.21 (m, 4H), 1.68 (s, 3H), 1.62 (s, 3H), 1.39 (s, 6H).

B3C-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 196.96, 168.44, 131.88, 123.87, 78.72, 76.22, 58.33,
41.89, 27.07, 25.71, 24.71, 17.67.

IR (Film): v (cm™) = 3267 (w), 2974 (w), 2912 (w), 1623 (s), 1541 (s), 1488 (m), 1376 (m),
1310 (m), 1242 (w), 1205 (m), 1168 (m), 1120 (w), 1014 (s), 953 (m), 823 (w), 697 (m),
618 (m).

HRMS (ESI-HR): berechnet fur C13H,1NO,, M + nH: 224,1645, gefunden: 224,1635.

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 223 (38), 208 (5), 194 (1), 180 (1), 168 (1), 155 (30), 140 (58),
128 (2), 113 (100), 98 (12), 86 (5), 69 (16), 55 (8), 41 (11).

Synthese von (E/Z)-Ethyl-3-((4,4-dimethyl-4,5-dihydro-oxazol-2-yl)-methyl)-7-methyl-octa-

2,6-dienoat 64 (Trost et al., 1978)
T
N 0]
?Lj\/ﬁk/\/k
0
64

Unter Stickstoffatmosphdre wurde Natriumhydrid (0,23 g, 5,8 mmol, 23,99 g/mol, 60 % in
Mineral6l) in Dimethylformamid (DMF, 3 ml) gelst und auf 0 °C gekihlt. Dann erfolgten
die Zugabe von Diethyl-ethoxy-carbonylmethanphosphat (1,592 g, 7,1 mmol, 224,19 g/mol)
und das Ruhren der Reaktionsmischung fur 30 min. Im Anschluss wurde dann das alkylierte
Oxazolin 40 (0,223 g, 1 mmol, 223,31 g/mol) der Reaktion zugegeben und fir weitere 30 min

bei 0 °C und folgend Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Zur Aufarbeitung der Reaktion
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wurde der Ansatz auf 0 °C gekuhlt und mit demineralisiertem Wasser (10 ml) verdiinnt. Nach
Phasentrennung erfolgte dann die Extraktion der wéssrigen Phase mit Diethylether (4x
10 ml). Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung
(10 ml) gewaschen, ber Natriumsulfat getrocknet und im Anschluss filtriert. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Aufreinigung der Probe mittels
Saulenchromatographie (1:1 PE/EA) konnte das Produkt als gelbes Ol in einer Ausbeute von
4 % (11,74 mg, 0,04 mmol) erhalten werden.

Rt 0,73 (1:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) = 5.91 (s, 1H), 5.14-5.05 (m, 1H), 4.14 (q, J = 7.2 Hz,
2H), 3.96-3.89 (m, 2H), 2.28-2.10 (m, 4H), 1.68 (s, 3H), 1.63-1.54 (m, 5H), 1.28 (s, 6H),
1.26-1.18 (m, 3H).

BC-NMR (125 MHz, CDCls): & (ppm) = 170.82, 161.22, 147.40, 132.54, 123.04, 115.79,
78.54, 66.60, 60.61, 38.82, 37.93, 29.71, 28.36, 26.03, 25.66, 17.70.

IR (Film): v (cm™) = 2970 (m), 2930 (m), 1734 (s), 1716 (s), 1665 (m), 1643 (m), 1601 (w),
1539 (w), 1461 (m), 1366 (m), 1305 (m), 1248 (m), 1157 (s), 1097 (m), 1032 (m), 997 (m),
865 (w), 820 (w), 743 (w), 619 (w) , 552 (w).

HRMS (ESI-HR): berechnet fur C17H,;NO3, M + nH: 294,2064, gefunden: 294,2063.

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 293 (100), 264 (18), 248 (52), 238 (12), 220 (88), 206 (52),
196 (40), 180 (16), 164 (10), 153 (28), 138 (15), 123 (19), 113 (35), 100 (59), 86 (20),
69 (47)58 (40), 41 (32).

4.9.2. Darstellung der Verbindungen der Acetonid-geschitzte 3-Ketosaureroute

Synthese von 2,2,6-Trimethyl-4H-1,3-dioxin-4-on 41 (Carrol & Bader, 1953)

™o

MO
41
Fur die Synthese wurden Aceton (dest., 3 ml), Diketen (y-Methylenebutyrolacton, 3 ml,
39 mmol, 84,08 g/mol, d 1,09 g/ml) und p-Toluensulfonsaure (katalyt., 15 mg, 0,08 mmol,

190,22 g/mol) in einem Reaktionskolben unter Stickstoffatmosphare zusammengegeben und

unter Ruckfluss fur 3 Stunden erhitzt. Nach Abkuhlen des Ansatzes erfolgte die Reinigung
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der Reaktion durch Destillation unter Vakuum (60-70 °C, HV-Pumpenwagen 1,14x
102 mbar), wodurch das gewiinschte Produkt als gelbliches Ol in einer Ausbeute von 27 %
(1,49 g, 10,5 mmol) dargestellt werden konnte. Da das Diketen als Edukt zu einem spéteren
Zeitpunkt nicht mehr zur Verfligung stand, wurde 41 auch als kommerzielle Variante

verwendet.

Rt 0,25 (5:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.25-5.23 (m, 1H), 1.99 (s, 3H), 1.69 (s, 6H).

IR (Film): v (cm™) = 3494 (br), 2978 (w), 2359 (W), 1735 (s), 1721 (s), 1638 (m), 1438 (w),
1392 (s), 1357 (s), 1273 (s), 1254 (m), 1205 (m), 1120 (w), 1031 (m), 1007 (m), 960 (w),
901 (w), 858 (W), 806 (w).

Synthese von 2,2-Dimethyl-6-(4-methylpent-3-en-1-yl)-4H-1,3-dioxin-4-on 42

42
Die Synthese der Verbindung 42 erfolgte im Verlauf der Arbeit auf zwei unterschiedlichen

Wegen. Diese werden im Folgenden einzeln vorgestellt.

Unter Stickstoffatmosphare wurde Diisopropylamin (1,05 ml, 7,5 mmol, 1,5 eq, 101 g/mol,
d 0,72 g/ml) in absolutem THF (10 ml) gel6st und auf 0 °C gekdhlt, bevor das vorsichtige
Zutropfen einer n-Butyllithium Loésung (5,16 ml, 8,25 mmol, 1,1 eq, 1,6 M in Hexan)
erfolgte. Der Ansatz wurde fir 30 min bei 0 °C geriihrt. Das Edukt 41 (0,71 g, 5 mmol,
142 g/mol) wurde in THF (10 ml) geldst und langsam bei -78 °C zur Reaktionsmischung
zugetropft. Es wurde 30 min bei dieser Temperatur geriihrt. Der orangefarbenen, klaren
Losung wurde dann bei -78 °C Isoprenylbromid 37 (0,645 ml, 5,5 mmol, 149 g/mol,
d 1,27 g/ml) geldst in THF (5 ml) zugetropft und der Reaktionsansatz im Anschluss fur
weitere 16 Stunden gerlhrt, wobei dieser auf Raumtemperatur kam. Die Hydrolyse der
Reaktionsmischung erfolgte durch die Zugabe geséttigter Ammoniumchlorid-Lésung. Nach
Phasentrennung wurde die wéssrige Phase mit Diethylether extrahiert, die organischen Phasen
vereinigt, mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber Natriumsulfat
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getrocknet. Nach Filtration konnte das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt
werden. Die Aufreinigung erfolgte durch séulenchromatographische Trennung an Kieselgel
(15:1 PE/EA) und semi-praparativer HPLC (10:1 PE/EA). Das gewuiinschte Produkt konnte an

dieser Stelle mit einer Ausbeute von 2 % (21,03 mg, 0,1 mmol) isoliert werden.

Eine weitere Mdglichkeit das gewinschte Produkt 42 darzustellen bestand in der Verwendung
der Arbeitsvorschrift von Graalfs et al. (1999). Hierfur erfolgte zundchst das Losen von
DMPU (3 ml) und Diisopropylamin (0,485 ml, 3,46 mmol, 101 g/mol, d 0,72 g/ml) in THF
(20 ml) unter Stickstoffatmosphére. Die Reaktionsmischung wurde auf -78 °C gekuhlt und die
n-Butyllithium Loésung (1,88 ml, 3 mmol, 1,6 M in Hexan) vorsichtig zugetropft. Nach
20 min rihrend bei dieser Temperatur kam der Ansatz auf Raumtemperatur und wurde fir
weitere 10 min gerlhrt. Die so hergestellte LDA-L6sung wurde erneut auf -78 °C gekuhlt und
das Edukt 41 (0,298 g, 2,1 mmol, 142 g/mol) geldst in 2 ml THF tropfenweise zugegeben.
Nachdem die gelbe Loésung fir weitere 30 min geriihrt wurde, erfolgte die Zugabe von
Isoprenylbromid 37 (0,70 ml, 6 mmol, 148 g/mol, d 1,27 g/ml) bei einer Temperatur von
-78 °C. Der Ldsung wurde erlaubt, langsam auf RT zu kommen. Nach 16 stiindigem Rihren
wurde die Reaktion durch Zugabe von 30 ml geséattigter Ammoniumchlorid-Losung
hydrolisiert und die wassrige Phase mit Diethylether (3x 30 ml) extrahiert. Die gesammelten
organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen, (ber
Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt. Eine Aufreinigung
der Probe erfolgte Uber Séulenchromatographie an Kieselgel (15:1 PE/EA) und lieferte das
Produkt als gelbes Ol mit einer der Literatur entsprechenden Ausbeute von 18 % (79,48 mg,
0,38 mmol).

Rt 0,21 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCl5): & (ppm) = 5.23 (s, 1H), 5.10-5.01 (m, 1H), 2.28-2.20 (m, 4H),
1.69 (s, 3H), 1.68 (s, 6H), 1.62 (s, 3H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 171.60, 161.37, 133.55, 121.80, 106.28, 93.37, 33.75,
25.63, 25.01, 24.31, 17.76.

IR (Film): v (cm™) = 2975 (w), 2929 (w), 2840 (w), 1726 (s), 1632 (m), 1443 (w), 1390 (s),
1375 (s), 1310 (w), 1270 (s), 1252 (m), 1203 (s), 1118 (w), 1041 (w), 1012 (m), 901 (m),
805 (m), 617 (w).

HRMS (ESI-HR): berechnet fir C1,H1803: 210,1256, gefunden: 210,1259.
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MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 210 (5), 152 (100), 137 (28), 124 (6), 111 (17), 97 (12), 91 (2),
84 (55), 69 (33), 59 (11), 41 (17).

Synthese von 7-Methyl-3-0x0-oct-6-enyl-sdurebenzylester 91
O O
)\/\)J\)J\O/\Q

91
In einem Mikrowellenvial wurden Benzylalkohol (dest., 1 ml, 10 mmol, 108,4 g/mol,
d 1,05 g/ml) und Verbindung 42 (1,4 g, 5 mmol, 210 g/mol, 75 %) unter Stickstoffbegasung
gemischt. Nach 1 Stunde bei 200 W und 115 °C in der Mikrowelle wurde die Reaktions-
mischung tber Saulenchromatographie an Kieselgel (10:1 PE/EA) aufgereinigt. Das Produkt
konnte mit einer Ausbeute von 75 % als gelbe, 6lige Flussigkeit (0,979 g, 3,8 mmol) erhalten

werden.

Rt 0,38 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.38-7.23 (m, 5H), 5.45-5.36 (m, 1H), 4.50 (s, 2H),
4.00 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 1.76 (s, 3H), 1.66 (s, 3H), 1.65-1.49 (m, 4H).

BC-NMR (125 MHz, CDCl3): & (ppm) = 192.56, 167.06, 133.31, 130.16, 129.69, 128.59,
128.47, 127.04, 76.33, 66.40, 65.40, 29.75, 26.50, 24.50.

IR (Film): v(cm™) = 2970 (w), 2915 (w), 2857 (w), 2363 (W), 1793 (w), 1736 (W), 1604 (W),
1496 (w), 1452 (m), 1377 (m), 1362 (w), 1203 (w), 1105 (m), 1068 (s), 1028 (m), 941 (w),
831 (w), 734 (s), 696 (s), 614 (W).

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 176 (9) [M-CgH11], 161 (10), 142 (1), 132 (9), 120 (1), 107 (8),
98 (1), 91 (100), 85 (22), 77 (6), 70 (13), 65 (8), 57 (15), 41 (15).
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Synthese von (E/Z)-1-Ethyl 5-methyl 3-methyl-pent-2-endioat 97 (Machleidt et al., 1963)

o

O/

97
Zur Darstellung der bendtigten Ylid-Losung wurde Triphenylphosphin (1,31 g, 5 mmol,

262,28 g/mol) unter Stickstoffatmosphére in absolutem DMF (5 ml) geldst. Unter Rihren
erfolgte dann die vorsichtige Zugabe des Bromessigsaureethylesters (0,55 ml, 5 mmol,
167,01 g/mol, d 1,51 g/ml). Nach achtstiindigem Stehenlassen der Reaktionslosung bei RT
wurde die so erhaltene Ylidlosung mit Natriummethanolat (297 mg, 5,5 mmol, 1,1 eq,
54,02 g/mol) versetzt und fur 20 min bei RT gerlihrt. Nach anschlieBender Zugabe von
destilliertem Acetessigsauremethylester (0,54 ml, 5 mmol, 1 eq, 116,1 g/mol, d 1,08 g/ml)
erfolgte das Erwarmen des Ansatzes fir 9 Stunden auf 90 °C. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von demineralisiertem Wasser (20 ml) und etwas Petrolether (2 ml) beendet. Der
entstandene Feststoff (Triphenylphosphinoxid) wurde abfiltriert und mit PE gewaschen. Nach
Phasentrennung des Durchflusses wurde die wassrige Phase mit PE extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen mit demineralisiertem Wasser gewaschen und Gber Natriumsulfat
getrocknet. Die Probe wurde mittels Vakuum eingeengt und tber Saulenchromatographie an
Kieselgel (10:1 PE/EA) und semi-praparativer HPLC (10:1 PE/EA) gereinigt. Die Reaktion
lieferte 110 mg eines gelblichen Ols als Produkt (0,6 mmol, 12 %).

Die Verbindung liegt als Mischung der E/Z Isomere vor.

Rt 0,50 (5:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.88-5.83 (m, 0,5H), 5.80-5.76 (m, 0,5H), 4.17 (q,
J=7.1Hz, 2H), 3.74 (s, 1H), 3.70 (s, 1.5H), 3.69 (s, 1.5H), 3.14 (s, 1H), 2.24 (d, J = 1.5 Hz,
1.5H), 1.98 (d, J = 1.5 Hz, 1.5H), 1.27 (t, J = 7.2 Hz, 1.5H), 1.26 (t, J = 7.2 Hz, 1.5H).
BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 170.25, 169.87, 166.56, 166.49, 151.41, 151.22,
119.09, 118.75, 61.07, 60.82, 51.06, 51.03, 45.97, 38.51, 25.70, 18.90, 14.21, 14.1.

IR (Film): v (cm™) = 2984 (w), 2952 (w), 1716 (s), 1654 (m), 1436 (W), 1367 (w), 1321 (m),
1257 (m), 1223 (m), 1143 (s), 1097 (w), 1037 (m), 949 (w), 917 (w), 858 (w).

GCIMS (EI): m/z (%) = 154 (43) [M-OCHjs], 140 (87), 126 (35), 112 (100), 108 (19), 98 (88),
82 (31), 71 (12), 67 (11), 59 (27), 53 (40).
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Synthese von 1-Ethyl-5-methyl 3-hydroxy-3-methyl-pentandioat 98 (Le Mignot et al., 1998;
Schmidt, 2008)
o™

o O

O/

OH

98
Zink (0,64, 10 mmol, 63,9 g/mol) wurde in absolutem Dioxan (10 ml) unter

Stickstoffatmosphére suspendiert. Tri-n-butylphosphin (2,5 ml, 10 mmol, 202,32 g/mol,
d 0,81 g/ml) und Bromessigsaureethylester (1,11, 10 mmol, 167,01 g/mol, d 1,51 g/ml)
wurden dem Ansatz zugegeben. Acetessigsauremethylester (0,54 ml, 5 mmol, 116,1 g/mol,
d 1,08 g/ml) geldst in absolutem Dioxan (10 ml) wurde zugesetzt und die Reaktionsmischung
uber Nacht unter Rickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen des Reaktionsansatzes wurde das Zink
abfiltriert und das Filtrat unter Vakuum eingeengt. Die Reinigung des Rickstandes erfolgte
mittels S&ulenchromatographie an Kieselgel (7:1 PE/EA) und semi-praparativer HPLC (10:1
PE/EA), wobei ein gelbliches Ol erhalten wurde. Das Produkt der Reaktion konnte so in einer
Ausbeute von 48 % (0,49 g, 2,4 mmol) dargestellt werden. Als Nebenreaktion konnte eine
Umesterung beobachtet werden, welche das entsprechende Nebenprodukt 99 mit einer
Ausbeute von 9 % (0,1 g, 0,5 mmol) lieferte.

Hauptprodukt: 1-Ethyl-5-methyl 3-hydroxy-3-methyl-pentandioat 98
o

~
OH ©

98
Die Verbindung liegt als Mischung aus Keto- und Enol-Form vor.

Rt 0,50 (5:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.88-5.84 (m, 0,5H), 5.80-5.76 (m, 0,5H), 4.17 (q,
J=7.1Hz, 2H), 3.74 (s, 1H), 3.70 (s, 1.5H), 3.69 (s, 1.5H), 3.14 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 2.24 (d,
J=1.3Hz, 1.5H), 1.98 (d, J = 1.4 Hz, 1.5H), 1.27 (t, J = 7.2 Hz, 3H).

BC-NMR (63 MHz, CDClg): & (ppm) = 170.00, 169.61, 166.30, 166.24, 151.15, 150.96,
118.83, 118.49, 60.81, 60.56, 50.80, 50.78, 45.71, 38.25, 25.45, 18.65, 13.91, 13.88.

IR (Film): v (cm™) = 2985 (w), 2953 (W), 1715 (s), 1654 (m), 1436 (w), 1366 (w), 1321 (m),
1257 (m), 1223 (m), 1143 (s), 1097 (w), 1037 (m), 948 (w), 917 (w), 859 (w).
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GCIMS (EI): m/z (%) = 154 (41) [M-OCH3-H,0], 140 (86), 126 (35), 112 (100), 108 (19),
98 (91), 86 (1), 82 (31), 71 (13), 67 (10), 59 (30), 53 (47).

Nebenprodukt: Diethyl-3-hydroxy-3-methyl-pentandioat 99

o

Oﬁvﬁl
N
OH ©

99
Die Verbindung liegt als Mischung aus Keto- und Enol-Form vor.

Rt 0,56 (5:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.87-5.83 (m, 0,5H), 5.79-5.75 (m, 0,5H), 4.22-4.09
(m, 4H), 3.74 (s, 1H), 3.13 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 2.23 (d, J = 1.3 Hz, 1.5H), 1.97 (d, J = 1.4 Hz,
1.5H), 1.32-1.21 (m, 6H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 170.05, 169.68, 165.90, 165.82, 150.73, 150.50,
119.30, 118.97, 60.79, 60.53, 59.55, 59.53, 45.72, 38.24, 25.43, 18.60, 14.00, 13.97, 13.90,
13.88.

IR (Film): v (cm™) = 2982 (w), 2939 (w), 1735 (m), 1712 (s), 1653 (m), 1446 (w), 1416 (w),
1368 (w), 1353 (w), 1320 (w), 1257 (m), 1221 (m), 1141 (s), 1096 (m), 1052 (m), 1037 (m),
929 (w), 859 (w), 832 (w).

GC/MS (El): m/z (%) = 154 (80) [M-H,0], 127 (59), 109 (10), 98 (100), 82 (29), 71 (11), 66
(1), 60 (1), 53 (21).

Synthese von 7-Methyl-3-0xo-oct-6-en-sdure-tert-butylester 102

I K

102
Die Darstellung des tert-Butylesters 102 erfolgte zundchst Uber eine Mikrowellenreaktion.
Hierfr wurden die Verbindung 42 (0,105 g, 0,5 mmol, 210,27 g/mol) und tert-Butanol
(0,095 ml, 1 mmol, 74,12 g/mol, d 0,78 g/ml), sowie ggf. die entsprechende Lewis-Sdure
(LiCl, ZnCl,, 0,1 mmol) unter Stickstoffatmosphére in einem Mikrowellenvial gemischt.

Nach 15 min bei 200 W und 90 °C in der Mikrowelle wurde der Reaktionsansatz Uber
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Saulenchromatographie an Kieselgel (10:1 PE/EA) aufgereinigt. Das Produkt konnte in einer
Ausbeute von 12 % (14 mg, 0,06 mmol) als gelbliche Flussigkeit erhalten werden. Der
Versuch, durch Erhohung der Reaktionszeit auf 60 min in der Mikrowelle eine deutlich
bessere Ausbeute zu erreichen, schlug fehl. Diese Reaktion unter veranderten Bedingungen

lieferte eine Ausbeute von 19 % (21 mg, 0,09 mmol).

Eine andere Moglichkeit stellte die Verwendung der Arbeitsvorschrift von Yang et al. (2002)
dar. Nach dieser Vorschrift erfolgte zundchst die Herstellung einer Suspension aus
Natriumhydrid (0,66 g, 16,5 mmol, 23,99 g/mol, 1,1 eq, 60 % in Mineral6l) in absolutem
THF (100 ml), zu welcher im Anschluss unter Stickstoffatmosphére tert-Butylacetoacetat
(2,5 ml, 15 mmol, 158,2 g/mol, 1,0 eq, d 0,968 g/ml) langsam bei einer Temperatur von 0 °C
zugetropft wurde. Nach 15 min erfolgte die Zugabe von n-Butyllithium (10,3 ml, 16,5 mmol,
1,1 eq, 1,6 M in Hexan). Isoprenylbromid 37 (2,24 g, 15 mmol, 149,04 g/mol, d 1,27 g/ml)
wurde tropfenweise 1 Stunde spéter bei der gleichen Temperatur zugesetzt. Die Reaktion
wurde bei Raumtemperatur tber Nacht gerlhrt. Nach Entfernen des Lésungsmittels wurde der
Rickstand in demineralisiertem Wasser gelost und mit Diethylether extrahiert. Die
organischen Extrakte wurden mit Wasser gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt der Reaktion eine gelblich,
Olige Flussigkeit wurde ber Sédulenchromatographie an Kieselgel (10:1 PE/EA) aufgereinigt

und in einer Ausbeute von 70 % (2,38 g, 10,5 mmol) erhalten.

Rt 0,46 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.12-4.99 (m, 1H), 3.34 (s, 2H), 2.55 (t, J = 7.4 Hz,
2H), 2.33-2.22 (m, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.62 (s, 3H), 1.47 (s, 9H).

B3C-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 203.04, 166.45, 132.93, 122.36, 81.82, 50.69, 42.90,
27.94, 25.62, 22.20, 17.61.

IR (Film): v (cm™) = 2977 (w), 2930 (w), 1735 (m), 1713 (s), 1643 (w), 1454 (w), 1409 (w),
1394 (w), 1368 (m), 1315 (m), 1250 (m), 1145 (s), 1078 (m), 1036 (w), 985 (w), 949 (w),
840 (m), 751 (w), 587 (w).

HRMS (ESI-HR): berechnet fiir C13H2,03, 266,1569, gefunden: 226,1578.

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 226 (4), 184 (1), 171 (12), 170 (100), 155 (4), 153 (36), 152 (25),
137 (2), 127 (7), 115 (13), 110 (44), 102 (15), 93 (30), 82 (13), 70 (3), 69 (51), 57 (63),
43 (8), 41 (20), 29 (5).
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Aktivierung von Zinkpulver (Newman & Evans Jr., 1955; Nakamura, 2002)

HCI

Zn Zn"

Fur eine Reformatsky-Reaktion wurde zundachst die Aktivierung des Zinks erforderlich. Zink
(10 g) wurde daher 3-mal mit 2 N HCI (12 ml) suspendiert und intensiv geriihrt. Des Weiteren
erfolgte das Waschen des so behandelten Zinks mit demineralisiertem Wasser (3x 12 ml),
Aceton (2x 8 ml) und Diethylether (2x 8 ml). Das jeweilige Lésungsmittel wurde durch
Dekantieren wieder entfernt. Das aktivierte Zink wurde unter Vakuum tber Nacht getrocknet.
Weiterhin wurde Zink im Verlauf der Arbeit zum Rieke Zink aktiviert und in die

entsprechende Reaktion eingesetzt (Boudjouk et al., 1986; Nakamura, 2002).

Synthese von 1-tert-Butyl-5-ethyl 3-hydroxy-3-(4-methyl-pent-3-en-1-yl)-pentandioat 104,
unter Aktivierung von Zink zum Rieke Zink (Boudjouk et al., 1986; Nakamura, 2002)

o

O OJ<
(0)

OH

104
Unter Stickstoffatmosphéare wurde Zinkchlorid (1,64 g, 12 mmol, 136,3 g/mol) zundchst in

einem ReaktionsgefaR getrocknet (100 °C, Vakuum, Pumpenwagen, 5,19 x 10 mbar) und
dann in absolutem THF (10 ml) geldst. Im Anschluss daran erfolgte die Zugabe von Lithium
(0,556 g, 24 mmol, 6,95 g/mol, 30 % in Mineraldl). Die Reaktionsmischung wurde unter
Stickstoffatmosphare fir 1 Stunde mit Ultraschall behandelt (Aktivierung des Zinks zum
Rieke Zink). Das Ldsungsmittel wurde im Anschluss unter Vakuum entfernt, die feine graue
Suspension mit Diethylether (10 ml) verdunnt und der Ansatz auf 0 °C gekuhlt, bevor die
Zugabe von 10 % Bromessigsaureethylester (0,11 ml von >1,1 ml, 10 mmol, 167,01 g/mol,
d 1,51 g/ml) erfolgte. Die restlichen 90 % Bromessigsédureethylester (0,99 ml) wurden mit
dem tert-Butylester 102 (1,81 g, 8 mmol, 226,31 g/mol) gemischt und gemeinsam der
Reaktionsmischung zugesetzt. Dem Reaktionsansatz wurde erlaubt auf RT zu kommen und
weiter Uber Nacht gerthrt. Der Reaktionsmischung wurde zur Aufarbeitung kalte gesattigte
Ammoniumchlorid-Ldsung und etwas Diethylether zugesetzt. Nach Phasentrennung erfolgte

zunéchst die Extraktion der wassrigen Phase mit Diethylether, bevor die organischen Phasen
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vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet wurden. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum
entfernt und das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie an Kieselgel (40:1 PE/EA)
gereinigt. Das noch verunreinigte Produkt konnte mit einer Ausbeute von 6 % (18 mg,
0,06 mmol) erhalten werden. Aufgrund der zu geringen Menge war es jedoch nicht méglich
eine weitere Reinigung Uber semi-praparativer HPLC durchzufiihren, sodass die Probe
lediglich mittels *H-NMR und GC-MS analysiert werden konnte. Produktfragmente konnten
dabei in der GC-MS Analyse gefunden werden und auch die NMR Analyse lieR das
gewiinschte Produkt in der Probe vermuten. Durch das Fehlen der restlichen Analytik war es
aber trotz dieser Ergebnisse nicht moglich, das gewiinschte Produkt eindeutig zu bestatigen.
Aufgrund der sehr geringen Ausbeute, war es in dieser Arbeit nicht sinnvoll, diese Reaktion

weiter zu verfolgen.

Rt 0,34 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)
GC/MS (EI): m/z (%) = 256 (10) [M-tBu], 238 (10), 220 (6), 210 (11), 193 (23), 182 (6), 164
(21), 151 (10), 142 (12), 128 (9), 121 (3), 111 (33), 95 (13), 82 (18), 69 (72), 57 (100).

Synthese von 1-tert-Butyl-5-ethyl 3-hydroxy-3-(4-methyl-pent-3-en-1-yl)-pentandioat 104
(Schmidt, 2008)

104
Zink (0,128 g, 2 mmol, 2 eq, 63,9 g/mol) wurde in absolutem Dioxan (2 ml) unter
Stickstoffatmosphdre suspendiert. Tri-n-butylphosphin (0,5 ml, 2 mmol, 2 eq, 202,32 g/mol,
d 0,81 g/ml) und Bromessigsaureethylester (0,222 ml, 2 mmol, 2 eq., 167,01 g/mol,
d 1,51 g/ml) wurden dann dem Ansatz zugegeben. Der tert-Butylester 102 (0,226 g, 1 mmol,
1 eq, 226,13 g/mol) geldst in absolutem Dioxan (2 ml) wurde zugesetzt und die Reaktions-
mischung flr 18 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Nach Abkihlen des Reaktionsansatzes
wurde das Zink abfiltriert, gewaschen und das Filtrat unter Vakuum eingeengt. Die Reinigung
des Ruckstandes erfolgte mittels Saulenchromatographie an Kieselgel (10:1 PE/EA), wobei

eine gelblich, 6lige Flussigkeit erhalten wurde. Statt des gewiinschten Produktes 104 konnten
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allerdings lediglich Signale erhalten werden, welche fur die Verbindung des Ethylesters 110
(23 %, 46 mg, 0,23 mmol) und somit fir den Ablauf einer Retro-Reformatsky-Reaktion

sprachen.

7-methyl-3-oxo-oct-6-en-séureethylester 110

110

R¢ 0,37 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.13-4.99 (m, 1H), 4.19 (g, J = 7.2 Hz, 2H), 3.43 (s,
2H), 2.57 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.33-2.00 (m, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.62 (s, 3H), 1.28 (t, J =7.2 Hz,
3H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 202.63, 167.23, 133.12, 122.27, 61.35, 49.41, 43.05,
25.67, 22.24, 17.66, 14.12.

IR (Film): v (cm™) = 2978 (w), 2917 (W), 1743 (s), 1716 (s), 1647 (w), 1603 (w), 1446 (W),
1410 (m), 1368 (m), 1312 (m), 1235 (m), 1178 (m), 1097 (m), 1079 (m), 1039 (m), 938 (w),
840 (w), 740 (w), 652 (w), 583 (w).

GC/MS (El): m/z (%) = 126 (15) [M-COEt], 111 (48), 108 (94), 97 (2), 93 (31), 83 (21),
77 (10), 69 (83), 65 (11), 62 (2), 58 (4), 55 (100), 51 (14).

Synthese von tert-Butyl-3-((4,4-dimethyl-4,5-dihydro-oxazol-2-yl)-methyl)-3-hydroxy-7-
methyl-oct-6-enoat 112 (Meyers et al., 1974)

OH O J<
O
N

112
2,4,4-Trimethyl-2-oxazolin (513 ul, 4 mmol, 113,16 g/mol, d 0,887 g/ml) wurde unter

Stickstoffatmosphére in absolutem THF (5 ml) gel6st und die Mischung auf -78 °C gekaihlt.
Es folgte die Zugabe von n-Butyllithium Lésung (3,13 ml, 5 mmol, 1,6 M in Hexan) und das
Rihren des Ansatzes bei -78 °C fur 30 min. Anschliefend wurde der tert-Butylester 102
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(1,13 g, 5 mmol, 226,31 g/mol) der Reaktionsmischung zugesetzt. Die Reaktion kam langsam
auf RT und wurde weitere 16 Stunden geriihrt. Zur Aufarbeitung wurde das Reaktions-
gemisch in Eiswasser gegeben und mit 2 N HCI neutralisiert. Dann wurde das
Reaktionsgemisch mit Diethylether (1x) extrahiert. Die wassrige Phase wurde mit 2,5 N
Natriumhydroxid-LOsung neutralisiert und nochmals mit Diethylether (3x) extrahiert. Die
gereinigten Ether-Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Das Rohprodukt wurde Uber Saulenchromatographie an Kieselgel aufgereinigt
(10:1 PE/EA) und 246 mg Produkt als gelbliches OI (0,72 mmol, 15 %) erhalten.

Rt 0,35 (5:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.12 (b, 1H), 4.89 (b, 1H), 3.91 (d, J = 1.9 Hz, 2H),
2.67-2.46 (m, 4H), 2.17-2.06 (m, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.61 (s, 3H), 1.46 (s, 9H), 1.27 (d,
J =15 Hz, 6H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 171.13, 163.89, 131.73, 124.06, 80.96, 78.58, 71.68,
67.08, 44.17, 39.60, 36.94, 28.38, 28.32, 28.08, 25.69, 22.19, 17.66.

IR (Film): v (cm™) = 3378 (br), 2970 (m), 2928 (m), 2361 (w), 1723 (m), 1660 (m),
1439 (m), 1390 (m), 1366 (s), 1250 (m), 1148 (s), 1078 (m), 988 (m), 955 (m), 917 (w),
884 (w), 840 (w), 778 (w), 609 (w) 575 (w).

HRMS (ESI-HR): berechnet fiir C19H33NO4, M + nNa: 362,2302, gefunden: 362,2304.

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 339 (25), 324 (1), 296 (1), 283 (3), 267 (6), 266 (36), 256 (5),
240 (2), 225 (14), 224 (100), 202 (4), 201 (31), 200 (70), 182 (5), 171 (6), 157 (15), 156 (48),
140 (9), 115 (2), 114 (16), 113 (54), 98 (7), 82 (2), 69 (7), 57 (9), 55 (3).

4.9.3. Darstellung der Verbindungen der Geranylsaureroute

Synthese von 3,7-Dimethyl-2,6-octadiensédure-methylester (Geranylsduremethylester) 115

)\/\/k)(1
™ N O/

115
Die Darstellung des Geranylsduremethylesters 115 erfolgte (ber die Veresterung unter

Steglich-Bedingungen. Geranylsaure 8 (5,26 ml, 30 mmol, 1 eq, 168,24 g/mol, d 0,96 g/ml)
wurde flr diese Reaktion unter Stickstoffatmosphare in absolutem DCM (60 ml) gel6st. Nach
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Kihlen des Ansatzes auf 0 °C erfolgte die Zugabe von Methanol (1,83 ml, 45 mmol, 1,5 eq,
32,04 g/mol, d 0,79 g/ml) und DMAP (36,7 mg, 0,3 mmol, 122,17 g/mol). Nach 5 min wurde
DCC (6,81 g, 33 mmol, 206,33 g/mol) Portionsweise dem Reaktionsansatz zugesetzt. Die
Reaktion kam auf RT und wurde fiir weitere 16 Stunden gertihrt. Das Reaktionsgemisch
wurde Uber eine Flash-Saule mit Kieselgel und Celite filtriert (DCM), am Rotations-
verdampfer aufkonzentriert und im Anschluss Uber semi-praparativer HPLC (40:1 PE/Et,0)
gereinigt. Der Methylester 115 wurde in einer Ausbeute von 98 % (5,36 g, 29,4 mmol)
erhalten. Die Trennung der Doppelbindungsisomere erfolgte tber HPLC, wobei das cis-
Isomer 115a in einer Ausbeute von 26 % (1,42 g, 7,8 mmol) und das trans-lsomer 115b in

einer Ausbeute von 67 % (3,66 g, 20 mmol) dargestellt werden konnte.

cis-Geranylsauremethylester 115a

R 0,57 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (500 MHz, CDCl5): & (ppm) = 5.66 (s, 1H), 5.18-5.13 (m, 1H), 3.68 (s, 3H), 2.64 (t,
J=7.9Hz, 2H), 2.21-2.11 (m, 2H), 1.89 (s, 3H), 1.68 (s, 3H), 1.62 (s, 3H).

BC-NMR (125 MHz, CDCls): & (ppm) = 166.76, 160.57, 132.21, 123.66, 115.79, 50.78,
33.49, 26.80, 25.68, 25.36, 17.63.

IR (Film): v (cm™) = 2969 (w), 2917 (w), 2858 (w), 1966 (w), 1718 (s), 1647 (m), 1435 (m),
1376 (m), 1322 (w), 1276 (w), 1241 (m), 1212 (m), 1190 (m), 1155 (s), 1106 (w), 1063 (m),
1022 (m), 919 (m), 852 (m), 822 (w), 735 (W), 590 ().

GCIMS (El): m/z (%) = 182 (4), 167 (1), 151 (6), 139 (8), 123 (22), 114 (50), 107 (8), 99 (5),
91 (7), 83 (33), 77 (6), 69 (100), 59 (6), 53 (14).

trans-Geranylsauremethylester 115b

Rt 0,56 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.67 (s, 1H), 5.10-5.04 (m, 1H), 3.69 (s, 3H),
2.18-2.13 (m, 7H), 1.69 (s, 3H), 1.61 (s, 3H).

BC-NMR (125 MHz, CDCls): & (ppm) = 167.30, 160.20, 132.55, 122.96, 115.18, 50.81,
40.94, 26.04, 25.68, 18.83, 17.70.

IR (Film): v (cm™) = 2917 (w), 2857 (w), 2370 (w), 1966 (w), 1718 (s), 1649 (m), 1424 (m),
1382 (w), 1357 (w), 1325 (w), 1279 (w), 1220 (s), 1143 (s), 1108 (w), 1060 (w), 1028 (w),
984 (W), 921 (w), 864 (W), 819 (w), 732 (w), 589 (W), 526 (W).
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GCIMS (EI): m/z (%) = 182 (2), 167 (1), 151 (8), 139 (7), 123 (20), 114 (36), 107 (6), 99 (4),
91 (4), 83 (21), 77 (4), 69 (100), 59 (5), 53 (14).

Synthese von 3,7-Dimethyl-2,6-octadiensdaure-4-chlorphenylester (Geranylséureparachlor-
phenylester) 128

JOUSSen

128
Fur die Darstellung des Geranylsaureparachlorphenylesters 128 wurde unter Stickstoff-

atmosphare Geranylséure 8 (2,05 ml, 11,67 mmol, 168,24 g/mol, d 0,96 g/ml) in absolutem
DCM (10 ml) gel6st und auf eine Temperatur von 0 °C gekiihlt, bevor die Zugabe von DMAP
(79 mg, 0,65 mmol, 122,17 g/mol) erfolgte. Das Parachlorphenol (1,29 g, 10 mmol,
128,56 g/mol) wurde dem Ansatz anschlieend Portionsweise zugesetzt. Nach 5 min unter
Rihren erfolgte dann die Zugabe von DCC (2,06 g, 10 mmol, 206,33 g/mol). Die
Reaktionsmischung kam auf RT und wurde fiir weitere 16 Stunden geriihrt. Der Niederschlag
wurde mittels Saulenfiltration (Kieselgel/Celite, DCM) entfernt, das Eluent am Rotation-
verdampfer eingeengt und das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie (60:1 PE/EA)
aufgereinigt. Das Produkt als farblose, 6lige Flissigkeit konnte mit einer Ausbeute von 80 %
(2,6 g, 9,3 mmol) erhalten werden. Fur die Analytik war es spater moglich die beiden Isomere
mittels semi-praparativer HPLC (100:1 PE/Et,0) zu trennen, wobei die Ausbeuten in diesem

Falle jedoch nicht bestimmt wurden.

cis-Geranylsaureparachlorphenylester 128a

Rt 0,68 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (500 MHz, CDCl5): & (ppm) = 7.36-7.30 (m, 2H), 7.08-7.01 (m, 2H), 5.87 (s, 1H),
5.17-5.10 (m, 1H), 2.71-2.64 (m, 2H), 2.23-2.14 (m, 2H), 1.99 (s, 3H), 1.67 (s, 3H), 1.61 (s,
3H).

BC-NMR (125 MHz, CDCly): & (ppm) = 164.41, 164.13, 149.22, 132.42, 130.79, 129.34,
123.39, 123.18, 114.94, 33.80, 26.73, 25.73, 25.69, 17.65.
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IR (Film): v (cm™) = 2970 (w), 2915 (w), 2858 (w), 1735 (m), 1641 (m), 1591 (w), 1486 (s),
1440 (w), 1404 (w), 1376 (w), 1321 (w), 1292 (w), 1201 (s), 1162 (m), 1119 (s), 1085 (s),
1051 (m), 1013 (m), 982 (w), 951 (m), 931 (m), 844 (m), 761 (w), 692 (w), 662 (w), 584 (w),
528 (w), 506 (m).

HRMS (ESI-HR): berechnet fur C14H19CIO2, M + nNa: 301,0966, gefunden: 301,0963.

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 278 (1), 263 (1), 236 (1), 221 (1), 208 (1), 192 (1), 183 (1),
167 (1), 151 (100), 123 (10), 109 (11), 95 (3), 82 (8), 69 (37), 59 (3), 41 (11).

trans-Geranylsdureparachlorphenylester 128b

Rt 0,66 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 7.36-7.30 (m, 2H), 7.09-7.02 (m, 2H), 5.88 (s, 1H),
5.13-5.08 (M, 1H), 2.28-2.23 (M, 4H), 2.22 (s, 3H), 1.71 (s, 3H), 1.63 (s, 3H).

BC-NMR (125 MHz, CDCls): & (ppm) = 164.71, 164.05, 149.23, 132.82, 130.81, 129.35,
123.19, 122.75, 114.33, 41.21, 26.03, 25.69, 19.23, 17.74.

IR (Film): v (cm™) = 2969 (W), 2916 (w), 2857 (w), 1736 (m), 1642 (m), 1591 (w), 1486 (s),
1440 (w), 1404 (w), 1384 (w), 1357 (w), 1324 (w), 1199 (s), 1161 (m), 1116 (s), 1083 (s),
1050 (m), 1013 (m), 986 (m), 954 (m), 932 (m), 854 (m), 833 (m), 749 (w), 692 (w), 665 (w),
577 (w), 490 (w).

HRMS (ESI-HR): berechnet fiir C1H19CIO,: 278,1074, gefunden: 278,1076 und 280,1050.
MS (El, 70 eV): m/z (%) = 278 (5), 167 (1), 151 (100), 123 (10), 107 (2), 82 (8), 69 (93),
53 (2), 41 (14).

Synthese von 3,7-Dimethyl-2,6-octadiensaure (Geranylsdure) 8

)\/\/Uj\
X N oH

8
Fur die Darstellung der beiden Doppelbindungsisomere der Geranylsaure 8a und 8b wurden
die durch semi-préparativer HPLC getrennten cis- und trans-Geranylsduremethylester (115a
bzw. 115b) unter basischen Bedingungen verseift (modifiziert nach Cantwell et al., 1978).
Der jeweilige Methylester (182 mg, 1 mmol, 182,26 g/mol) wurde in 5 ml 2 N NaOH-L6sung
gelést und folgend fiir 2 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Zur Aufarbeitung der Anséatze
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erfolgte das Verdinnen mit demineralisiertem Wasser und das Extrakhieren mit Diethylether
(2x). Die wassrige Phase wurde im Anschluf mit 2 N HCI-Lésung angesauert und mit
Ethylacetat (3x) extrahiert. Die resultierenden organischen Phasen wurden vereinigt, Uber
Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die jeweilige Reaktion
lieferte als Produkt 156,5 mg (93 %, 0,93 mmol, 8a) der cis- bzw. 159,8 mg (95 %,

0,95 mmol, 8b) der trans-Geranylsdure als gelbe, 6lige Fllssigkeit.

cis-Geranylséure 8a

R¢ 0,24 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 10.92 (b, 1H), 5.68 (s, 1H), 5.14 (t, J =7.3 Hz, 1H),
2.66-2.59 (M, 2H), 2.19-2.11 (m, 2H), 1.93 (s, 3H), 1.69 (s, 3H), 1.62 (s, 3H).

BC-NMR (125 MHz, CDCl3): & (ppm) = 171.96, 163.70, 132.44, 123.52, 115.76, 33.75,
26.87, 25.76, 25.70, 17.56.

IR (Film): v (cm™) = 2971 (w), 2917 (w), 1687 (s), 1636 (s), 1441 (m), 1413 (m), 1377 (W),
1289 (m), 1257 (s), 1224 (m), 1181 (m), 1106 (w), 1081 (w), 1058 (w), 1014 (w), 984 (w),
931 (w), 857 (m), 824 (w).

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 168 (24), 153 (2), 135 (1), 123 (15), 111 (6), 100 (34), 91 (2),
82 (10), 69 (100), 60 (2), 53 (3), 41 (19).

trans-Geranylséure 8b

Rt 0,23 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 10.73 (b, 1H), 5.69 (s, 1H), 5.15-5.00 (m, 1H),
2.38-2.02 (m, 4H), 2.17 (s, 3H), 1.69 (s, 3H), 1.61 (s, 3H).

BC-NMR (125 MHz, CDCls): & (ppm) = 172.47, 163.06, 132.67, 122.82, 115.28, 41.24,
26.02, 25.66, 19.16, 17.69.

IR (Film): v (cm™) = 2969 (w), 2917 (w), 1687 (s), 1637 (s), 1420 (m), 1376 (w), 1293 (m),
1247 (s), 1171 (m), 1108 (w), 1056 (w), 932 (w), 894 (w), 868 (m), 821 (w).

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 168 (20), 153 (2), 140 (1), 123 (21), 108 (4), 100 (29), 91 (2),
82 (6), 69 (100), 53 (3), 41 (16).
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Synthese von (E/Z)-5-Allyl-1-methyl-3-(4-methyl-pent-3-en-1-yl)-pent-2-endioat 117 (Saito
et al., 2000)

17
Fur die Darstellung der ATPH-LOsung, wurde 2,6-Diphenylphenol (1,22 g, 4,95 mmol,
246,31 g/mol) in absolutem Toluol (5 ml) unter Stickstoffatmosphére geldst. Bei RT erfolgte
dann die Zugabe von Trimethylaluminium (MezAl, 0,83 ml, 1,65 mmol, 2 M in Toluol). Die
Reaktionsmischung wurde bei RT fur 30 min gerihrt, wobei eine Gas- (CH4) und Warme-
entwicklung festgestellt werden konnte. In einem zweiten Reaktionsgefa? wurde fir die
Synthese der bendtigten LTMP-Losung destilliertes 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin (194 ul,
1,1 mmol, 141,25 g/mol, d 0,83 g/ml) in absolutem THF (5 ml) unter Stickstoffatmosphére
gelést und die Mischung auf -78 °C gekihlt. Erst dann erfolgte die Zugabe von
n-Butyllithium (0,72 ml, 1,1 mmol, 1,6 M in Hexan) und das Rihren des Ansatzes fiir 30 min
bei dieser Temperatur. Die ATPH-L6sung wurde nach entsprechender Reaktionszeit auf
-78 °C gekdihlt, bevor dem Ansatz der Geranylsauremethylester 115 (182 mg, 1 mmol,
182,26 g/mol) und anschlieBend das Allylchlorformiat (53 pl, 0,5 mmol, 120,53 g/mol,
d 1,13 g/ml) vorsichtig zugesetzt wurde. Nach 5 min erfolgte dann das Zutropfen der LTMP-
Losung bei -78 °C lber einen Zeitraum von 2-3 min und das Rihren der Reaktionsmischung
fir 30 min. Der Ansatz wurde durch Zugabe von gesattigter Ammoniumchlorid-L6sung
hydrolisiert, Uber Celite filtriert (Et,O) und das Filtrat mit Diethylether extrahiert (3x). Die
gesammelten organischen Phasen wurden vereinigt und tber Natriumsulfat getrocknet, das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Produkt wurde nach Sdulenchromatographie an
Kieselgel (20:1 PE/EA) in einer Ausbeute von 15 % (20 mg, 0,08 mmol) erhalten.

Rt 0,37 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 6.01-5.86 (m, 1H), 5.89 (s, 1H), 5.37-5.20 (m, 2H),
5.13-5.03 (m, 1H), 4.63-4.58 (m, 2H), 3.73 (s, 2H), 3.69 (s, 3H), 2.31-2.23 (m, 2H), 2.22-2.12
(m, 2H), 1.69 (s, 3H), 1.61 (s, 3H).

BC-NMR (125 MHz, CDCls): & (ppm) = 169.77, 164.84, 153.85, 131.86, 131.31, 121.59,
117.21, 117.12, 63.66, 50.97, 38.10, 36.26, 24.71, 24.65, 16.71.
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IR (Film): v (cm™) = 3383 (br), 2973 (m), 2919 (m), 2364 (W), 1729 (s), 1649 (w), 1447 (m),
1377 (m), 1247 (s), 1165 (m), 1140 (s), 1100 (s), 1055 (s), 1003 (s), 930 (m), 889 (w),
801 (w), 703 (w), 669 (w), 656 (w), 649 (w), 642 (w).

HRMS (ESI-HR): berechnet fir C1sH2,04, M+ nNa: 289,1410, gefunden: 289,1381.

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 289 (100) [CisH2204, M+ nNa], 219 (15), 207 (2), 191 (2),
177 (4), 167 (1), 149 (4), 135 (1), 125 (1), 109 (6).

Synthese von (E/Z)-Methyl-3-(2-hydroxy-2-phenylethyl)-7-methyl-octa-2,6-dienoat 119

HO O

119
Zur Darstellung der Verbindung wurde die bereits zuvor beschrieben Reaktion nach Saito et

al. (2000) mit Benzaldehyd anstelle des Allylchlorformiats angesetzt.

Ansatz:
a)  ATPH-LO6sung: 2,6-Diphenylphenol (1,22 g, 4,95 mmol, 3 eq, 246,31 g/mol)
in absolutem Toluol (5 ml)
MesAl (0,83 ml, 1,65 mmol, 1 eq, 2 M in Toluol)

b) LTMP-Lésung:  2,2,6,6-Tetramethylpiperidin (dest., 194 ul, 1,1 mmol,
141,25 g/mol, d 0,83 g/ml) in absolutem THF (5 ml)
n-Butyllithium (0,72 ml, 1,1 mmol, 1,6 M in Hexan)

Reaktionszeit: a) 30 min, RT
b) 45 min, -78 °C

Nach der entsprechenden Reaktionszeit erfolgte das Kuhlen der ATPH-L6sung (Ansatz a) auf
-78 °C und die Zugabe des Geranylsduremethylesters 115 (182 mg, 1 mmol, 182,26 g/mol)
sowie des Benzaldehyds (51 pl, 0,5 mmol, 106,12 g/mol, d 1,05 g/ml). Nach weiteren 5 min
wurde die LTMP-LOsung (Ansatz b) vorsichtig zur gekihlten ATPH-L6sung (Ansatz a)
zugegeben und der Reaktionsansatz flr weitere 30 min bei -78 °C und folgend Uber Nacht

gertihrt. Die Aufarbeitung der Reaktion erfolgte wie bereits zuvor beschrieben (siehe vgl.
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Verbindung 117, S. 262). Die Reinigung des Rohproduktes iber Sdulenchromatographie an
Kieselgel (10:1 PE/EA) und semi-praparativer HPLC (8:1 PE/EA) lieferte 30,7 mg einer
gelblichen Flissigkeit als Produkt der Reaktion (0,11 mmol, 21 %).

Rt 0,18 (8:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.40-7.25 (m, 5H), 5.77 (s, 1H), 5.20-5.11 (m, 1H),
4.91-4.84 (dd, J = 7.7 Hz, 5.5 Hz, 1H), 3.69 (s, 3H), 2.91-2.79 (dt, J = 12.1 Hz, 7.9 Hz, 1H),
2.61-2.44 (m, 3H), 2.28-2.09 (m, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.62 (s, 3H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 166.47, 159.86, 143.74, 132.51, 128.63, 127.88,
125.71, 123.50, 118.12, 72.31, 50.98, 48.32, 32.22, 27.13, 25.70, 17.69.

IR (Film): v(cm™) = 3450 (br), 2916 (w), 1716 (m), 1695 (m), 1641 (m), 1494 (w), 1450 (m),
1434 (m), 1376 (m), 1291 (w), 1236 (m), 1209 (m), 1158 (s), 1082 (w), 1051 (m), 1026 (m),
913 (W), 860 (W), 832 (W), 756 (m), 699 (s), 549 (W).

GCIMS (El): m/z (%) = 288 (1), 270 (2), 227 (5), 211 (9), 203 (5), 195 (6), 181 (12),
167 (16), 151 (8), 143 (33), 135 (6), 122 (17), 107 (80), 99 (3), 91 (21), 79 (97), 69 (100),
53 (20).

Synthese von (E/Z)-Methyl-3-(2-hydroxyethyl)-7-methyl-octa-2,6-dienoat 122

OH

122
Zur Darstellung dieser Verbindung wurde die bereits zuvor beschrieben Reaktion nach Saito

et al. (2000) mit Formaldehyd bzw. Paraformaldehyd anstelle des Allylchlorformiats
angesetzt. Der gasformige Formaldehyd wurde dabei durch thermische Zersetzung aus
Paraformaldehyd bereitgestellt und in die Reaktion an entsprechender Stelle eingeleitet.

Ansatz:
a)  ATPH-L6sung: 2,6-Diphenylphenol (1,22 g, 4,95 mmol, 3 eq, 246,31 g/mol)
in absolutem Toluol (5 ml)
MesAl (0,83 ml, 1,65 mmol, 1 eq, 2 M in Toluol)
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b) LTMP-L6sung: 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin (dest., 194 ul, 1,1 mmol,
141,25 g/mol, d 0,83 g/ml) in absolutem THF (5 ml)
n-Butyllithium (0,72 ml, 1,1 mmol, 1,6 M in Hexan)

Reaktionszeit: a) 30 min, RT
b) 45 min, -78 °C

Nach der angegebenen Reaktionszeit erfolgte das Kuhlen der ATPH-L6sung (Ansatz a) auf
-78 °C und folgend die Zugabe von Geranylsauremethylester 115 (182 mg, 1 mmol,
182,26 g/mol) und Paraformaldehyd (Spatelspitze) bzw. Formaldehyd. Nach weiteren 5 min
wurde die LTPH-L6sung (Ansatz b) langsam zur ATPH-LG6sung (Ansatz a) zugegeben und
der Ansatz fir weitere 30 min bei -78 °C und folgend bei RT fur 16 Stunden gerihrt.

Zur Aufarbeitung der Reaktion erfolgte die Zugabe von gesattigter Ammoniumchlorid-
Losung. Weiterhin wurde nun gekiihlte 2 N Schwefelsdaure der Reaktionsmischung vorsichtig
zugetropft, bis sich der gebildete Niederschlag fast 16ste. Nach Phasentrennung erfolgte dann
die Extraktion der wassrigen Phase mit Diethylether, das Trocknen der vereinigten
organischen Phasen iber Natriumsulfat und das Einengen der Probe am Rotationsverdampfer.
Nach Sadulenchromatographie an Kieselgel (5:1 PE/EA) konnte bei Einsatz von
Paraformaldehyd das Produkt in einer Ausbeute von 26 % (55,2 mg, 0,26 mmol) als
gelbliches Ol erhalten werden. Die Reaktion unter Verwendung von Formaldehyd als Edukt,
welches durch Erhitzen des Paraformaldeyds hergestellt und in die Reaktion eingeleitet
wurde, lieferte lediglich 12,7 mg an Produkt (6 %, 0,06 mmol).

Die Verbindung liegt als Mischung der E/Z Isomere vor.

Rt 0,47 (3:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.84-5.79 (m, 0.5H), 5.72 (s, 0.5H), 5.20-5.11 (m,
0.5H), 5.11-5.00 (m, 0.5H), 4.37 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 3.85-3.74 (m, 2H), 3.71 (s, 1.5H), 3.69
(s, 1.5 H), 2.84 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 2.64 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 2.33-2.10 (m, 4H), 1.69 (s, 3H),
1.62 (s, 3H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 168.30, 166.48, 160.80, 160.16, 133.34, 132.79,
132.45, 123.47, 122.75, 122.19, 117.29, 117.12, 61.48, 60.41, 51.33, 50.94, 41.39, 38.42,
35.57, 32.19, 28.00, 27.14, 25.67, 25.02.
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IR (Film): v(cm™) = 3418 (br), 2917 (w), 1715 (s), 1641 (m), 1435 (m), 1376 (m), 1268 (m),
1211 (m), 1159 (s), 1106 (w), 1082 (m), 1044 (s), 923 (w), 864 (m), 733 (w), 669 (w),
577 (w), 557 (w).

GC/MS (EI): m/z (%) = 212 (1), 194 (1), 180 (8), 169 (2), 152 (9), 144 (7), 135 (7), 126 (37),
119 (7), 112 (17), 107 (11), 96 (6), 91 (13), 79 (11), 69 (100), 59 (9), 53 (17).

HRMS (ESI-HR): berechnet fur C1,H2003, M + nNa: 235,1305, gefunden: 235,1304.

Synthese von (E/Z)-5-tert-Butyl-1-methyl-(4-methyl-pent-3-en-1-yl)-pent-2-endioat 124

124
Die Darstellung der Verbindung erfolgte nach einer Vorschrift von Saito et al. (2000).

Ansatz:
a)  ATPH-L6sung: 2,6-Diphenylphenol (1,22 g, 4,95 mmol, 3 eq, 246,31 g/mol)
in absolutem Toluol (5 ml)
MesAl (0,83 ml, 1,65 mmol, 1 eq, 2 M in Toluol)

b) LTMP-L3sung: 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin (dest., 194 ul, 1,1 mmol,
141,25 g/mol, d 0,83 g/ml) in absolutem THF (5 ml)
n-Butyllithium (0,72 ml, 1,1 mmol, 1,6 M in Hexan)

Reaktionszeit: a) 30 min, RT
b) 45 min, -78 °C

Nach der oben aufgefuhrten Reaktionszeit wurde die ATPH-LOsung (Ansatz a) auf eine
Temperatur von -78 °C gekiihlt, bevor die Zugabe von Geranylsduremethylester 115 (182 mg,
1 mmol, 182,26 g/mol) und Di-tert-butyl-di-carbonat (Boc Anhydrid, 109 mg, 0,5 mmol,
218,25 g/mol) erfolgte. Nach weiteren 5 min unter Rihren wurde die LTMP-L6sung (Ansatz
b) langsam zur ATPH-L6sung (Ansatz a) zugegeben und die Reaktionsmischung bei -78 °C
fir 90 min bzw. bei RT Uber Nacht gerihrt.
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Nach Aufarbeitung der Reaktion, wie zuvor beschrieben (siehe Verbindung 122, S. 265),
wurde zur Reinigung eine S&ulenchromatographie an Kieselgel (40:1 PE/EA) durchgefihrt.
Das Produkt konnte lediglich in Spuren identifiziert werden. Eine weitere Reinigung Uber
semi-préparativer HPLC und damit die Isolierung und vollstandige Charakterisierung war
jedoch an dieser Stelle aufgrund der zu geringen Menge (8,2 mg, Ausbeute unter 5 %) nicht

moglich.

R¢ 0,44 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

Synthese von (E/Z)-3-(2-Methoxy-2-oxoethyliden)-7-methyl-oct-6-en-séure 125

0]

HO (e}
N A e

125
Die Darstellung dieser Verbindung erfolgte nach der Vorschrift von Saito et al. (2000) mit

Kohlenstoffdioxid, unter Veranderung der Versuchsdurchfuhrung.

Ansatz:
a)  ATPH-LO6sung: 2,6-Diphenylphenol (1,22 g, 4,95 mmol, 3 eq, 246,31 g/mol)
in absolutem Toluol (5 ml)
MesAl (0,83 ml, 1,65 mmol, 1 eq, 2 M in Toluol)

b) LTMP-L3sung: 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin (dest., 194 ul, 1,1 mmol,
141,25 g/mol, d 0,83 g/ml) in absolutem THF (5 ml)
n-Butyllithium (0,72 ml, 1,1 mmol, 1,6 M in Hexan)

Reaktionszeit: a) 30 min, RT
b) 35 min, -78 °C

Nachdem die Reaktionszeit erreicht wurde, erfolgte das Kihlen der ATPH-Ldsung (Ansatz a)
auf eine Temperatur von -78 °C und die Zugabe des Geranylsauremethylesters 115 (182 mg,
1 mmol, 182,26 g/mol). Der Ansatz wurde fur 5 min geriihrt und folgend auch die LTMP-
Losung (Ansatz b) langsam zugesetzt. Erst dann erfolgte das Einleiten des zuvor
getrockneten, gasformigen Kohlenstoffdioxids (15-30 min) in die Reaktionslosung. Die
Reaktion wurde fur weitere 30 min bei -78 °C und bei RT Uber Nacht gerthrt. Fur die
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Aufarbeitung der Reaktion wurde dem Ansatz gesattigte Ammoniumchlorid-Losung
zugesetzt. Weiterhin erfolgte die vorsichtige Zugabe von gekihlter 2 N Schwefelsdure zum
Ansduern der Reaktion. Nach Phasentrennung erfolgte die Extraktion der wassrigen Phase mit
Ethylacetat (3x). Die vereinigten organischen Phasen wurden im Anschluss daran eingeengt
und zweimal mit gesattigter Natriumcarbonat-Losung ausgeschittelt. Die Sé&ure-lon
enthaltene wassrige Phase wurde dann zweimal mit Diethylether gewaschen, folgend durch
Zugabe von 2 N HCI angeséduert und wiederum mit Ethylacetat extrahiert (3x). Die so
erhaltenen organischen Phasen wurden vereinigt, getrocknet und unter Vakuum eingeengt.
Das Produkt konnte so ohne weitere Aufreinigung mit einer Ausbeute von 93 % (0,21 g,
0,93 mmol) erhalten werden. Die Trennung der Doppelbindungsisomere erfolgte tber semi-
praparativer HPLC (5:1 PE/EA). Dabei konnte eine Ausbeute von 69 % (156 mg, 0,69 mmol,
125a) bzw. 26 % (59 mg, 0,26 mmol, 125b) erreicht werden.

cis-3-(2-Methoxy-2-oxoethyliden)-7-methyl-oct-6-en-saure 125a

Rt 0,29 (2:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 9.53 (b, 1H), 5.88 (s, 1H), 5.11-5.02 (m, 1H), 3.73
(s, 3H), 3.66 (s, 2H), 2.33-2.24 (m, 2H), 2.23-2.11 (m, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.60 (s, 3H).
BC-NMR (125 MHz, CDCl3): & (ppm) = 174.35, 167.76, 155.08, 132.99, 122.47, 118.11,
51.54, 39.26, 38.59, 25.65, 25.62, 17.73.

IR (Film): v(cm™) = 2951 (w), 2916 (w), 1710 (s), 1650 (m), 1435 (m), 1414 (m), 1375 (m),
1320 (m), 1245 (m), 1193 (s), 1161 (s), 1132 (s), 1107 (m), 1046 (m), 1025 (m), 919 (w),
861 (M), 826 (w), 732 (W), 693 (W), 597 ().

HRMS (ESI-HR): berechnet fur C1,H1804, M + nNa: 249,1097, gefunden: 249,1099.

MS (ESI): m/z (%) = 249 (100) [C12H1804, M + nNa], 227 (8), 209 (2), 195 (10), 181 (2),
167 (17), 149 (3), 135 (3), 121 (4), 107 (7).

trans-3-(2-Methoxy-2-oxoethyliden)-7-methyl-oct-6-en-séure 125b

Rt 0,19 (2:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 9.98 (b, 1H), 5.80 (s, 1H), 5.18-5.08 (m, 1H), 3.70
(s, 3H), 3.18 (s, 2H), 2.77-2.63 (m, 2H), 2.28-2.08 (M, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.61 (s, 3H).
BC-NMR (125 MHz, CDCly): & (ppm) = 176.04, 166.24, 154.57, 132.75, 123.16, 119.62,
51.14, 43.47, 32.17, 26.74, 25.65, 17.63.
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IR (Film): v (cm™) = 2917 (w), 2371 (w), 1971 (w), 1715 (s), 1647 (m), 1554 (w), 1435 (m),
1376 (m), 1238 (m), 1208 (s), 1157 (s), 1043 (m), 1022 (m), 854 (m), 826 (m), 771 (w),
738 (w), 593 (w).

HRMS (ESI-HR): berechnet fiir C1,H1504, M + nNa: 249,1097, gefunden: 249,1096.

MS (ESI): m/z (%) = 249 (100) [C12H1304, M + nNa], 225 (2), 209 (2), 195 (4), 186 (2),
167 (13), 147 (2), 121 (3), 107 (6).

Synthese von (E/Z)-3-(4-Methyl-pent-3-en-1-yl)-pent-2-en-disaure 94

OH

OH

94
Fur die Darstellung der freien Séure 94 wurde die Verbindung 125 unter basischen

Bedingungen nach einer etwas modifizierten Vorschrift von Cantwell et al. (1978) verseift.
Hierflr wurde die Verbindung 125 (0,226 g, 1 mmol, 226,27 g/mol) in 5 ml 2 N NaOH-
Losung gelost und unter Rickfluss fur 2 Stunden erhitzt. Zur Aufarbeitung des
Reaktionsansatzes wurde dieser zundchst mit demineralisiertem Wasser verdunnt, bevor eine
Diethyletherextraktion (2x) erfolgte. Die wassrige Phase wurde mit 2 N HCI angesauert und
mit Ethylacetat (3x) extrahiert. Die so erhaltenen organischen Phasen wurden vereinigt, Gber
Natriumsulfat getrocknet und unter Vakuum eingeengt. Nach dieser Aufarbeitung konnte das
Produkt der Reaktion als Isomerenmischung in einer Ausbeute von 91 % (193 mg,
0,91 mmol) dargestellt werden.

Die Verbindung liegt als Mischung der E/Z Isomere vor.

Schmelzpunkt: 72°C

Rt 0,08 und 0,10 (1:2 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (250 MHz, CDCl5): & (ppm) = 9.71 (b, 2H), 5.83 (s, 0.5H), 5.77 (s, 0.5H), 5.12-4.93
(m, 1H), 3.63 (s, 1H), 3.15 (s, 1H), 2.66 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 2.31-2.02 (m, 3H), 1.62 (s, 3H),
1.54 (s, 3H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 174.94, 174.87, 170.76, 170.05, 156.43, 155.84,
132.17, 131.99, 121.90, 121.28, 118.35, 117.36, 42.57, 38.74, 36.93, 31.44, 25.72, 24.63
(2C), 24.58, 16.72, 16.54.
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IR (fest): v (cm™) = 2965 (w), 2917 (w), 1975 (W), 1686 (s), 1640 (s), 1412 (m), 1314 (m),
1280 (m), 1260 (m), 1224 (s), 1180 (m), 1129 (w), 1102 (w), 1020 (w), 929 (m), 874 (m),
863 (m), 802 (m), 741 (w), 722 (w), 699 (w), 671 (w), 599 (w), 528 (w).

HRMS (ESI-HR): berechnet fur C11H1604: 212,1049, gefunden: 212,1057.

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 212 (5), 194 (6), 176 (1), 166 (10), 144 (6), 126 (19), 107 (5),
91 (2), 79 (2), 69 (100), 53 (3), 41 (24).

Synthese von 7-Methyl-3-0x0-oct-6-en-sduremethylester 133 (Yang et al., 2002)

)\/\M
NN O/

133
Zu einer Suspension aus Natriumhydrid (1,32 g, 33 mmol, 1,1 eq, 23,99 g/mol, 60 % in
Mineralol) in absolutem THF (50 ml) wurde langsam unter Stickstoffatmosphére
Acetessigsauremethylester (3,23 g, 30 mmol, 1 eq, 116,12 g/mol, d 1,08 g/ml) bei einer
Temperatur von 0 °C zugetropft (Gasentwicklung). Nach 15 min unter Rihren bei 0 °C
erfolgte dann die Zugabe von n-Butyllithium (20,6 ml, 33 mmol, 1,1 eq, 1,6 M in Hexan) zur
Reaktionsmischung. Isoprenylbromid 37 (3,5 ml, 30 mmol, 149,04 g/mol, d 1,27 g/ml) wurde
tropfenweise 1 Stunde spéter bei der gleichen Temperatur zugesetzt. Die Reaktion wurde fr
16 Stunden bei RT gerthrt. Nach Entfernen des Losungsmittels unter Vakuum, wurde der
Rickstand in Wasser geldst und mit Diethylether extrahiert. Die organischen Extrakte wurden
mit Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Das Rohprodukt der Reaktion wurde iber Sdulenchromatographie an Kieselgel
(20:1 PE/EA) gereinigt, wobei das Produkt als ein gelbliches Ol mit einer Ausbeute von 30 %

(1,64 g, 9 mmol) dargestellt werden konnte.

Rt 0,39 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.10-5.01 (m, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.45 (s, 2H),
2.64-2.49 (m, 2H), 2.33-2.20 (m, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.61 (s, 3H).

B3C-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 202.48, 167.64, 133.16, 122.17, 52.32, 49.10, 43.05,
25.65, 22.21, 17.64.

IR (Film): v (cm™) = 2917 (w), 1746 (s), 1716 (s), 1629 (w), 1437 (m), 1407 (w), 1377 (W),
1317 (m), 1238 (m), 1173 (m), 1079 (w), 1038 (w), 997 (W), 832 (w), 656 (W), 572 (w).
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GCIMS (EI): miz (%) = 184 (1), 166 (3), 152 (2), 141 (25), 125 (14), 116 (9), 109 (100),
101 (6), 95 (8), 87 (6), 81 (40), 74 (2), 69 (29), 63 (2), 55 (17).

Synthese von S-Phenyl-3-oxo-butan-thioat 143 (Yaggi & Douglas, 1977)

143
In einem ausgeheiztem Reaktionskolben wurden unter Stickstoffatmosphére nacheinander
Diketen (0,35 ml, 4,5 mmol, 84,08 g/mol, d 1,09 g/ml) und Thiophenol (459 ul, 4,5 mmol,
110,18 g/mol, d 1,08 g/ml) in absolutem DCM (3 ml) geldst. Unter Ruhren erfolgte die
Zugabe von Triethylamin (2 Tropfen). Der Reaktionsansatz wurde bei RT tber Nacht gerihrt.
Das Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt und zur Reinigung des Ruckstandes eine
Saulenchromatographie an Kieselgel (20:1 PE/EA) durchgefuhrt. Der Aktivester als Produkt
der Reaktion konnte mit einer Ausbeute von 68 % (594 mg, 3,1 mmol) als rote, 6lige

Flussigkeit erhalten werden.
Die Verbindung liegt als Mischung aus Keto- und Enol-Form vor.

Rt 0,36 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 12.57 (s, 0.3H), 7.51-7.41 (m, 5H), 5.49 (s, 0.3H),
3.76 (s, 1.4H), 2.29 (s, 2H), 1.96 (s, 1H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 119.56, 193.25, 190.54, 174.75, 135.06, 134.45,
129.92, 129.65, 129.41, 129.40, 129.23, 126.93, 98.84, 57.79, 30.36, 21.20.

IR (Film): v (cm™) = 3062 (w), 1723 (s), 1693 (s), 1618 (s), 1478 (m), 1440 (m), 1399 (m),
1359 (m), 1293 (m), 1191 (m), 1156 (m), 1096 (m), 1077 (s), 1024 (m), 998 (m), 967 (s),
930 (w), 823 (s), 744 (s), 707 (m), 688 (s), 589 (m), 559 (M), 547 (m).

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 194 (23), 168 (3), 153 (2), 137 (1), 125 (1), 110 (100), 85 (54),
77 (3), 65 (5), 51 (1), 43 (14).
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Synthese von S-Phenyl-7-methyl-3-0x0-oct-6-en-thioat 144 (Yang et al., 2002)
12C
S

144
Unter Stickstoffatmosphére wurde zundchst eine Suspension aus Natriumhydrid (84 mg,

2,09 mmol, 1,1 eq, 23,99 g/mol, 60 % in Mineraldl) in 3 ml absolutem THF hergestellt. Das
Thiophenolderivat 143 (0,3676 g, 1,9 mmol, 1 eq, 194,25 g/mol) wurde vorsichtig bei einer
Temperatur von 0 °C dem Ansatz zugetropft. Nach 15 minitigen Rihren erfolgte die Zugabe
von n-Butyllithium (1,3 ml, 2,09 mmol, 1,1 eq, 1,6 M in Hexan). Der Reaktionsansatz wurde
fur weitere 60 Minuten gerthrt, bevor die Zugabe von Isoprenylbromid 37 (223ul, 1,9 mmol,
1 eq, 149,04 g/mol, d 1,27 g/ml) tropfenweise erfolgte. Die Mischung wurde fiir weitere 3
Stunden geruhrt. Zur Aufarbeitung der Reaktion wurde das Losungsmittel im AnschluR unter
Vakuum entfernt, der Rickstand in demineralisiertem Wasser gelost und mit Diethylether
(3x) extrahiert. Nach Waschen der vereinigten organischen Phasen mit demineralisiertem
Wasser wurde die wassrige Phase mit 2 N HCI angesduert und erneut mit Diethylether (3x)
extrahiert. Die Etherphasen wurden vereinigt, Gber Natriumsulfat getrocknet und unter
Vakuum eingeengt. Die Reinigung des Riickstandes erfolgte Gber Saulenchromatographie an
Kieselgel (20:1 PE/EA) und Uber semi-préaparativer HPLC (20:1 PE/EA). Dabei konnte das
Produkt als rétliches Ol mit einer Ausbeute von 33 % (163 mg, 0,62 mmol) dargestellt

werden.
Die Verbindung liegt als Mischung aus Keto- und Enol-Form vor.

Rt 0,49 (10:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) = 12.55 (s, 0.35H), 7.53-7.39 (m, 5H), 5.48 (s, 0.35H),
5.12-5.01 (m, 1H), 3.74 (s, 1.3H), 2.64-2.54 (m, 1.3H), 2.33-2.16 (m, 2.7H), 1.70 (s, 1.05H),
1.67 (s, 1.95H), 1.61 (s, 3H).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm) = 201.60, 193.26, 190.55, 177.68, 135.05, 134.46,
134.45, 133.33, 133.23, 129.86, 129.63, 129.38, 129.37, 129.22, 127.13, 127.04, 122.20,
122.15, 98.27, 57.06, 43.30, 35.21, 25.69, 24.83, 22.19, 17.71.
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IR (Film): v (cm™) = 2980 (w), 2923 (m), 2856 (w), 1724 (m), 1697 (m), 1615 (s), 1478 (W),
1441 (m), 1402 (m), 1377 (m), 1292 (w), 1177 (m), 1096 (m), 1077 (s), 1043 (w), 1024 (m),
977 (m), 913 (w), 854 (m), 804 (m), 744 (s), 706 (m), 688 (s), 623 (W).

HRMS (ESI-HR): berechnet fiir C;5H150,S, M + nNa: 285,0920, gefunden: 285,0904.

MS (ESI): m/z (%) = 285 (100) [C15H150,S, M + nNa], 263 (21), 245 (11), 203 (13), 186 (2),
153 (11), 137 (3), 109 (3).

Synthese von 3-Oxo-butansaurebenzylester 147 (Mottet et al., 1999, Yang et al., 2001)

MO©

147
Unter Stickstoffatmosphare wurden in einem ausgeheiztem Reaktionskolben zunéchst

Acetessigsauremethylester (2,15 ml, 20 mmol, 116,12 g/mol, 1,08 g/ml) und Benzylalkohol
(10,4 ml, 0,1 mol, 5 eq, 108,14 g/mol, 1,04 g/ml) in absolutem Toluol (120 ml) geldst. Dann
erst erfolgte die Zugabe vom Bortrifluoridetherat (BF3Et,O, 0,51 ml, 4 mmol, 0,2 eq,
141,93 g/mol, 1,12 g/ml) zur Reaktionsmischung. Der Ansatz wurde fiir 18 Stunden bei einer
Temperatur von 100 °C unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkihlen des Ansatzes auf RT wurde
dieser direkt unter Vakuum eingeengt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde Uber
Saulenchromatographie mittel Kieselgel (5:1 PE/EA) in einer Ausbeute von 62 % als gelbe
Flussigkeit erhalten (2,37 g, 12,3 mmol).

Rt 0,35 (5:1 Petrolether/Ethylacetat)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.45-7.28 (m, 5H), 5.18 (s, 2H), 3.50 (s, 2H), 2.25 (s,
3H).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) = 200.37, 166.96, 135.29, 128.65, 128.51, 128.40,
67.16, 50.06, 30.17.

IR (Film): v (cm™) = 3035 (w), 2958 (W), 1739 (s), 1714 (s), 1648 (w), 1499 (w), 1455 (w),
1409 (w), 1360 (m), 1313 (m), 1263 (m), 1145 (s), 1082 (w), 1028 (m), 1003 (w), 966 (m),
910 (w), 804 (w), 747 (m), 697 (s), 601 (w), 581 (w), 540 (w).

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 192 (23), 174 (1), 164 (17), 146 (1), 132 (1), 107 (57), 91 (100),
79 (6), 58 (7), 51 (1), 43 (6), 39 (1).
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5.1. Situation in P. aeruginosa

Wie bereits in Kapitel 2.6 beschrieben, wurde der Abbau von azyklischen Terpenoiden, bei
welchen die Umsetzung tliber B-Oxidation im Fettstoffwechsel durch eine stérende B-stdndige
Methylgruppe verhindert wird, erstmals in den 60iger Jahren durch Seubert und Mitarbeiter
anhand des isolierten Stammes P. citronellolis untersucht, wobei der Schwerpunkt dieser
Arbeiten auf den durch die Enzyme Geranyl-CoA Carboxylase, Isohexenyl-glutaconyl-CoA
Hydratase und 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase katalysierten Reaktionen
gelegt wurde (Seubert, 1960; Seubert et al., 1963; Seubert & Remberger, 1963; Seubert &
Fass, 1964a; Seubert & Fass, 1964b). Durch ihre Untersuchungen konnten die
Wissenschaftler erstmals einen Stoffwechselweg fiir den Abbau von Citronellol und Geraniol
vorschlagen (Seubert & Fass, 1964b; Kap.2.6, Abb. 2.7-2.10).
Durch Fall und Mitarbeiter wurde die Untersuchung des Abbaus von Citronellol in den 70iger
Jahren weiter fortgefuhrt. Es stellte sich heraus, dass neben P. citronellolis auch
P. aeruginosa und P. mendocina in der Lage sind, Citronellol und Geraniol zu verwerten
(Cantwell et al., 1978). Die Annahme von Seubert, bei der Geranyl-CoA Carboxylase von
P. citronellolis handele es sich um ein durch das Wachstum auf Terpenoiden induzierbares
Enzym, konnte durch die Arbeit von Hector & Fall (1976b) bestétigt werden. Wéhrend in
dieser Arbeit auch gezeigt werden konnte, dass das Enzym nicht nur das Geranyl-CoA
sondern auch Methylcrotonyl-CoA als Substrat umsetzt, konnte in einer nachfolgenden Arbeit
die Struktur des Enzyms als globuléres Protein mit einer molekularen Masse zwischen 520
und 580 kDa und einer wahrscheinlichen A4B4-Stochiometrie postuliert werden (Fall &
Hector, 1977).
Basis flr aktuellere Untersuchungen des Abbauweges war die vollstandige Sequenzierung des
Genoms des Stammes P. aeruginosa PAO1 (Stover et al., 2000; Windsor et al., 2005).
Dadurch war es maglich, folgend zwei Gencluster zu identifizieren, welche am Abbau von
Citronellol beteiligt sind. Es handelte sich dabei um das atu (acyclic terpene utilisation) und
das liu (leucine/isovalerate utilisation) Gencluster (Diaz-Perez et al., 2004; Hoschle et al.,
2005; Aguilar et al., 2006; Forster-Fromme et al., 2006; Abb. 5.1). Durch verschiedene
Experimente konnte schlieBlich gezeigt werden, dass atuC und atuF die o- und (-
Untereinheiten der Geranyl-CoA Carboxylase und liuB und liuC die a- und p-Untereinheiten
der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase codieren (Hoschle et al., 2005). Im Unterschied zum
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liu-Gencluster, welches in diversen Pseudomonaden identifiziert werden kann (Héschle et al.,
2005; Forster-Fromme et al., 2006), kann das atu-Gencluster nur in einigen wenigen
Pseudomonaden, mit F&higkeit zum Citronellolabbau, und wenigen marine Mikroorganismen

nachgewiesen werden (Hdschle et al., 2005; Forster-Fromme & Jendrossek, 2006)

PA2885 PA2886 PA2887 PA2888 PA2889 PA2890 PA2891 PA2892 PA2893

V V
atuR atuA atuB atuC atuD atuE atuF atuG atuH

PA2011 PA2012 PA2013 PA2014 PA2015 PA2016

liue liuD  JiuC liuB liuA liuR

Abb. 5.1: Relative Positionen der Gene im atu- und liu-Gencluster in P. aeruginosa (nach Hoschle et
al., 2005; Forster-Fromme et al., 2006)

Durch Datenbankvergleiche konnte weiteren Genen des Atu- und Liu-Weges hypothetische
Funktionen zugeordnet werden (Forster-Fromme et al., 2006) und in nachfolgenden Studien
war es bereits moglich, einige dieser Funktionen experimentell zu bestatigen (Forster-
Fromme & Jendrossek, 2010, Tab. 5.1).

Durch den Einsatz von Gensonden, welche spezifisch fur atu-Gene von P. aeruginosa PAO1
waren, konnte auch im Genom von P. citronellolis das atu-Gencluster identifiziert werden.
Nach Klonierung und Sequenzierung war es folgend fur dieses mdoglich eine sehr hohe
Identitdt auf DNA- und Aminosdureebene zum Gencluster in P. aeruginosa PAO1

festzustellen (Forster-Fromme & Jendrossek, 2006).
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Tab. 5.1: Gene, Proteine und die entsprechend zugeordneten Funktionen im Stoffwechselweg zur
Verwertung von azyklischen Terpenoiden und Isovalerate in P. aeruginosa und
P. citronellolis nach Forster-Fromme & Jendrossek, 2010

PANr. Protein Vorgeschlagene Funktion experimentell
nachgewiesene Funktion

2885 AtuR Repressor der atu Gen Expression Forster-Fromme &
Jendrossek, 2010a

2886 AtuA Unbekannt
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-
CoA:Acetat Lyase?

2887 AtuB Dehydrogenase

2888 AtuC Geranyl-CoA Carboxylase, -Untereinheit ~ Hoschle et al., 2005;
Aguilar et al., 2008

2889  AtuD Citronellyl-CoA Dehydrogenase Forster-Fromme et al., 2008
2890 AtuE Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase
2891 AtuF Geranyl-CoA Carboxylase, a-Untereinheit ~ Hoschle etal., 2005;

Aguilar et al., 2008
2892 AtuG Dehydrogenase

2893 AtuH Acyl-/Citronellyl-CoA Synthetase

2016 LiuR Transkriptionsregulator des liu Genclusters

2015 LiuA Isovaleryl-CoA Dehydrogenase Forster-Fromme &
Jendrossek, 2008

2014 LiuB Methylcrotonyl-CoA Carboxylase, Hoschle et al., 2005;

2013 LiuC 3-Methyl-glutaconyl-CoA Hydratase

2012 LiuD Methylcrotonyl-CoA Carboxylase, Hoschle et al., 2005;

a-Untereinheit Aguilar et al., 2008

2011 LiuE 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA Lyase Chavez-Aviles et al., 2009

4640 MqoB Malate:Quinone Oxidoreduktase Forster-Fromme &
Jendrossek, 2005

2634 AceA Isocitrate Lyase Diaz-Perez et al., 2007

1535 AtuD2 Acyl-CoA Dehydrogenase Forster-Fromme et al., 2008

1982 ExaA PQQ-abhéngige Alkohol Dehydrogenase Chattopadhyay et al., 2010

3028 MoeA2  Molybden-Cofaktor Biosynthese Protein Hoschle & Jendrossek, 2005
A2

Mittels friherer Studien war es somit mdoglich bereits einige Funktionen von Genen des
Clusters dem Atu-Stoffwechselweg zuzuordnen und die entsprechenden Proteine naher zu
charakterisieren (Tab. 5.1). Im Falle des atu-Clusters handelte es sich dabei um AtuR als

Repressor des atu-Genclusters (Forster-Fromme & Jendrossek, 2010a), AtuD als Citronellyl-
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CoA Dehydrogenase (Forster-Fromme et al., 2008) und um AtuC/AtuF als die beiden
Untereinheiten der Geranyl-CoA Carboxylase (Hoschle et al., 2005; Forster-Fromme et al.,
2006; Aguilar et al., 2008).

Die Untersuchung von AtuC und AtuF beschrankte sich dabei zunéchst auf die Klarung der
Funktion als Carboxylase des Atu-Weges und somit den Nachweis der Expression der
jeweiligen Gene bzw. die Synthese der Proteine in entsprechend induzierten Zellen. Des
Weiteren erfolgten erste Aktivitatsbestimmungen von Rohextrakten mit Geranyl- und
Methylcrotonyl-CoA (Hdéschle et al., 2005; Forster-Fromme et al., 2006).

Fiir die Enzymabfolge des ,,lower atu pathways®, welche mit der Reaktion der Geranyl-CoA
Carboxylase (GCase) startet und schlieflich in der Reaktion der 3-Hydroxy-3-isohexenyl-
glutaryl-CoA:Acetat Lyase endet, konnten noch keine weiteren Erkenntnisse erzielt werden.
Lediglich die Studien von Seubert und Mitarbeitern beschaftigten sich mit den Enzymen,
welche der Carboxylase nachfolgen (Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase und 3-Hydroxy-
3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase, Seubert et al., 1963; Seubert & Fass, 1964a).
Letztendlich konnte die Zuordnung von AtuE als Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase und
AtuA als mogliche 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase noch nicht
experimentell bestatigt werden. Allerdings konnte durch eine Insertionsmutante von
P. aeruginosa PAOL1 im Gen atuA eine essentielle Rolle von AtuA im Citronellolabbau
gezeigt werden, da die Mutation, bei der das Plasmid pKnockout-G (Windgassen et al., 2000)
in das Gen integriert wurde, zum Verlust der Fahigkeit fuhrte, Citronellol und Geraniol
verwerten zu konnen (Forster-Fromme et al.,, 2006). Die entsprechende Mutante von
P. citronellolis zeigte ebenfalls diesen Phanotyp, wobei durch Rekonstitutionsanalysen mit
atuA in trans der Wildtypphanotyp wieder hergestellt werden konnte (Forster-Fromme &
Jendrossek, 2006). Im Gegensatz dazu zeigte die Mutation im atuE Gen keinen Effekt auf das
Vermogen auf azyklischen Terpenoiden wachsen zu kdnnen. Die Funktion von AtuE scheint
somit wichtig aber nicht essentiell fir die Verstoffwechselung von Citronellol zu sein
(Forster-Fromme et al., 2006). Es wird vermutet, dass die Funktion der Isohexenyl-
glutaconyl-CoA Hydratase durch andere Isoenzyme aufrechterhalten werden kann (Forster-
Fromme et al., 2006).
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5.2. Aktivitat der Wildtyp Geranyl-CoA Carboxylase

In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst das Schlisselenzym des Citronellolstoffwechsels
die Geranyl-CoA Carboxylase néher untersucht. Schon in den 60iger Jahren erfolgte durch
Seubert und Mitarbeiter eine Aufreinigung und ndhere Charakterisierung des Enzyms aus
P. citronellolis (Seubert et al., 1963). Die Wissenschaftler stellten in diesen Arbeiten fest,
dass das Enzym durch das Wachstum mit Citronellol als C-Quelle im Kulturmedium induziert
wird und nur das cis-Geranyl-CoA als Substrat verwertet. Durch spétere Arbeiten konnte
dann gezeigt werden, dass auch die Geranyl-CoA Carboxylase aus P. aeruginosa ein durch
das Wachstum auf Isoprenoiden als C-Quelle induzierbares Enzym ist (H6schle et al., 2005).
Des Weiteren konnten durch Verwendung von Rohextrakten von P. aeruginosa PAO1 Zellen
Carboxylase-Aktvitaten bestimmt werden. Diese betrugen mit Rohextrat von Citronellséure
Zellen 15 mU/mg mit GCoA und 33 mU/mg mit MCoA als eingesetztes Substrat.
Vergleichend dazu konnte mit Rohextrakt von Isovaleriansdure Zellen mit MCoA als Substrat

eine Aktivitat von 45 mU/mg bestimmt werden (Forster-Fromme et al., 2006).

Auch in dieser Arbeit wurden zundchst P. aeruginosa PAO1l Zellen mit Glukose,
Isovaleriansdaure bzw. Citronellsédure als C- und Energiequelle im Medium angezogen. Die
aus diesen Zelle gewonnenen Rohextrakte wurden dann in die entsprechenden
Untersuchungen eingesetzt, wobei vergleichbare Aktivitdten zu vorangegangenen Arbeiten
erhalten werden konnten (Kap.4.2). Es zeigte sich, dass weder eine signifikante MCase noch
GCase Aktivitdt nach Wachstum auf Glukose beobachtet werden konnte. Rohextrakte von
Citronellsdaure-Zellen zeigten dagegen eine MCase (47 mU/mg) und GCase Aktivitat
(11 mU/mg), und damit einen funktionstiichtigen Atu- und Liu-Weg. Wurde dagegen
Rohextrakt von Zellen, welche mit Isovaleriansédure angezogen wurden, getestet, so konnte
zwar eine MCase Aktivitat (54 mU/mg), aber keine GCase Aktivitat bestimmt werden. Dieses
Ergebnis bestétigt die Tatsache, dass die Geranyl-CoA Carboxylase und damit der Atu-Weg

lediglich durch Wachstum auf Isoprenoiden induziert wird.

Im Folgenden wurden die beiden Carboxylasen (GCase und MCase) aus den Rohextrakten
uber ihre Biotin-haltige Untereinheit unter Verwendung von Avidin-Gel partiell aufgereinigt.
Mittels SDS-PAGE und Western-Blot Analyse konnten die einzelnen Untereinheiten der
Enzyme zugeordnet werden. Wahrend in mit Glukose gewachsenen Zellen lediglich die
beiden Untereinheiten eines Biotin-haltigen Proteins nachweisbar waren (konstitutiv
exprimiert, putative Acetyl-CoA Carboxylase), konnten aus Citronellsdure-Zellen zusétzlich
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die Untereinheiten der Geranyl-CoA und der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase isoliert
werden. Wurde der Rohextrakt von Isovaleriansdurezellen der Reinigung unterzogen, so
konnten neben der putativen Acetyl-CoA Carboxylase lediglich die Untereinheiten der MCase
erhalten werden. Die partielle Reinigung der Wildtypenzyme konnte somit auch in dieser

Arbeit erfolgreich durchgefihrt werden.

Probleme ergaben sich dagegen bei der Untersuchung der Aktivitaten der so gereinigten
Carboxylasen mit Geranyl- und Methylcrotonyl-CoA. Beide Substrate, welche auch schon bei
der Messung der Aktivitaten der Rohextrakte eingesetzt wurden, wurden im Labor uber die
Methode des gemischten Anhydrids nach Guan et al. (1999; Forster-Fromme et al., 2006)
hergestellt. Neben diesen stand auch kommerziell erhéltliches MCoA zur Verflgung. Da bei
Einsatz von selbstsynthetisiertem als auch gekauftem MCOoA vergleichbare Aktivitdten
erhalten werden konnten, wurde geschlussfolgert, dass die Synthese der CoA-Ester auf
diesem Wege erfolgreich durchgefuhrt wurde. Nichtsdestotrotz konnte zu einem spéteren
Zeitpunkt auch eine Kontrolle der Proben uber HPLC erfolgen (Kap.4.7.1). Da fir das
Geranyl-CoA keine k&ufliche Variante zur Verfligung stand, musste die Kontrolle tber das
parallel hergestellte Methylcrotonyl-CoA und die Bestétigung tber die Masse (HPLC-(ESI)-
MS Analyse) ausreichen.

War die Aufreinigung von Biotin-haltigen Proteinen tber Avidin in verschiedenen Arbeiten
erfolgreich und konnten nachfolgend mit diesen gereinigten Proben auch Aktivitaten gezeigt
werden (Alban et al., 1993; Chen et al., 1993; Song et al., 1994; Wang et al., 1995; Bramwell
et al., 1996; Bott et al., 1997; Mukhopadhyay et al., 1998; Diacovich et al., 2002; Chuakrut et
al., 2003), so war dies in der vorliegenden Arbeit lediglich fir die Methylcrotonyl-CoA
Carboxylase aus P. aeruginosa moglich. Wurden gereinigte Proteinfraktionen auf ihre
Aktivitdt mit GCoA und MCoA hin untersucht, so konnten nur bei Verwendung von MCoA
als Substrat signifikante Aktivitdten erhalten werden (Protein Cs-Zellen: 1900 mU/mg,
Protein Iso-Zellen: 4600 mU/mg). Bei Einsatz von GCoA als Substrat war es nicht méglich
signifikante Aktivitaten zu bestimmen.

Sowohl die Anzucht der Zellen als auch die Reinigung der entsprechenden Rohextrakte zur
Gewinnung der einzelnen Enzymchargen wurden in der gleichen Art und Weise durchgefiihrt.
Und auch die Bedingungen der einzelnen Assays waren vergleichbar. Dennoch wurden diese
unterschiedlichen Ergebnisse erzielt. Mdégliche Erklarungen fir die fehlende Aktivitat des
Enzyms aus P. aeruginosa mit Geranyl-CoA als Substrat konnten in der Konzentration der

Enzymlosung oder dem moglichen ,falschen Substrat zu finden sein. Eine weitere
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Maoglichkeit konnte das Fehlen einer Komponente im Rohextrakt, welche wéhrend der
Aufreinigung uber das Avidin-Gel-Saulenmaterial verloren geht, darstellen.

Die Methylcrotonyl-CoA Carboxylase Aktivitat konnte sowohl mit einer Enzymldsung
gewonnen aus Rohextrakt von Isovaleriansdaure-Zellen, als auch mit Enzym gewonnen aus
Rohextrakt von Citronellséure-Zellen erhalten werden. In beiden Féllen wurden dabei
ahnliche Konzentrationen an Enzym in den Assay eingesetzt. Da dennoch nicht
ausgeschlossen werden kann, dass eine mogliche GCase Aktivitat auf eine zu geringe
Konzentration des Enzyms zurlickzufuhren war, wurde die eingesetzte Proteinldsung
aufkonzentriert und in den entsprechenden Assay eingesetzt. Wahrend jedoch auch mit einer
geringeren Konzentration eine deutliche Abnahme der Absorption bei Einsatz von MCoA als
Substrat beobachtet werden konnte, war auch bei Einsatz von hoher konzentrierten
Proteinproben keine GCase Aktivitat Uber die Abnahme der Absorption festzustellen, wobei
bis zu 100 pg Protein im Ansatz getestet wurden. Eine Erh6hung der Proteinmenge im
Enzymassay veranderte somit nicht das Ergebnis.

Eine weitere Mdoglichkeit als Erklarung fur die scheinbare Inaktivitat der Geranyl-CoA
Carboxylase konnte moglicherweise ein ,,falsches® Substrat darstellen. Da das Geranyl-CoA
uber seine Masse in der HPLC-(ESI)-MS Analyse bestatigt wurde, konnte ein ,,vollig
falsches* Substrat in diesem Falle ausgeschlossen werden. Allerdings wurde fir die Synthese
des GCoAs ein Isomerengemisch der Geranylsdure als Edukt eingesetzt, sodass auch das
GCoA als eine Mischung aus cis- und trans-Geranyl-CoA erhalten wurde. Schon durch
Seubert et al. (1963) wurde das Vorliegen einer enzymatisch inaktiven Form festgestellt. Da
der enzymatisch aktive Anteil der dort verwendeten GCoA Praparate in der Grofenordnung
des cis-Geranylsauregehaltes der verwendeten Geranylsaurepraparate lag, wurde das cis-
GCoA als Substrat der Geranyl-CoA Carboxylase vermutet (Seubert et al., 1963).
Untermauert wurde diese Annahme durch Verwendung eines synthetischen Préparats,
welches Uberwiegend trans-Geranylséure enthielt. Entsprechende CoA-Ester dieser Sdure
zeigten nur noch einen geringen Anteil an aktivem Geranyl-CoA. Wurde dagegen die cis-
Form der Sdure durch fraktionierte Destillation angereichert und in die CoA-Ester Synthese
eingesetzt, so wurde mit diesem Ester die hochste Ausbeute an ,,aktivem Geranyl-CoA
erhalten (Seubert et al., 1963). Nichtsdestotrotz von einer méglichen Hemmung des cis-
GCoAs durch das trans-GCoA wurde noch nicht berichtet. Da mogliche hemmende Faktoren
jedoch nicht ausgeschlossen werden kénnen, wurde der Einfluss des GCoA Praparates auf die
Reaktion mit MCoA untersucht. In den hier durchgefiihrten Experimenten konnte sehr wohl

ein Einfluss festgestellt werden. Wurde zundchst GCoA in die Reaktion mit Protein aus
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Citronellsaure-Zellen eingesetzt, so konnte wie auch bei Reaktionen zuvor keine Aktivitat mit
diesem Substrat festgestellt werden. Erfolgte im Anschluss die Zugabe von MCoA so
resultierte ein Abfall der Absorption und eine signifikante Aktivitat konnte berechnet werden.
Bei erneuter Zugabe von GCoA verringerte sich der negative Anstieg um das Dreifache.
Wurde die Reaktion dagegen mit MCoA als Substrat gestartet, so konnte eine deutlich hohere
Aktivitét aus der erhaltenen Absorptionsanderung berechnet werden. Diese lag um den Faktor
3,3 hoher, als wenn die Reaktion zuvor mit GCoA gestartet wurde. Erfolgte daraufhin die
Zugabe von zusatzlichem GCoA, so konnte ein deutliches Abflachen der Reaktion und eine
um den Faktor 5 reduzierte Aktivitat berechnet werden. Durch diese Experimente konnte
gezeigt werden, dass zumindest die Reaktion mit Methylcrotonyl-CoA durch die Anwesenheit
von Geranyl-CoA negativ beeinflusst wird. Es bleibt jedoch zu klaren ob dieser negative
Einfluss auf den Reaktionsverlauf durch das GCoA Préparat selbst oder durch in dieser Probe
enthaltene Substanzen bewirkt wird. Weiterhin konnte an dieser Stelle nicht geklart werden,
ob das eingesetzte GCoA diesen Einfluss auch auf die Reaktion der GCase besitzt und somit
einer signifikanten Absorptionsédnderung entgegensteht.

Um Letzteres testen zu kénnen, war die Darstellung von cis-Geranyl-CoA erforderlich. Da
durch die, der Geranyl-CoA Carboxylase vorgeschalteten Reaktion, der Citronellyl-CoA
Dehydrogenase direkt cis-GCoA aus Citronellyl-CoA generiert werden konnte, wurde im
Verlauf dieser Arbeit eine Kopplung dieser beiden Enzyme getestet. Ein Enzymassay zum
Verfolgen der Acyl-CoA Dehydrogenase Aktivitat wurde dabei bereits in vorangegangenen
Arbeiten etabliert (Kap.3.14.1., Chattopadhyay, 2007; Forster-Fromme et al., 2008; Forster-
Fromme & Jendrossek, 2008). Die Ubertragung der bei der Umsetzung der Substrate
anfallenden Wasserstoffatome auf das Enzym, deren folgende Weitergabe bei der
Regeneration der prostetischen Gruppe FAD an den Mediator PMS und letzendendlich die
Aufnahme dieser durch den Elektronenakzeptor DCPIP. ermdglicht das Verfolgen der
Reaktion bei einer Wellenlange von 600 nm (Abb. 5.2). Die Reaktion kann dabei anhand
einer Absorptionsédnderung photometrisch betrachtet werden, da DCPIP,y eine blaue Farbung
aufweist und bei einer Wellenlange von 600 nm absorbiert. Durch die Aufnahme der
Woasserstoffatome vom PMS wird das DCPIP, zu DCPIP,g reduziert und farblos
(Chattopadhyay, 2007). Mit Hilfe dieses Enzymassays war es bereits in friiheren Arbeiten
moglich die  Acyl-CoA Dehydrogenase des Atu-Weges AtuD (Citronellyl-CoA
Dehydrogenase) zu bestatigen und n&her zu charakterisieren (Forster-Fromme et al., 2008).
Gleiches war auch fur LiuA der Isovaleryl-CoA Dehydrogenase des Liu-Weges moglich

(Forster-Fromme & Jendrossek, 2008). Obwohl somit zwei etablierte Enzymassays zur
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Verfugung standen, war eine Kopplung dieser jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht
maoglich, da es im Reaktionsgemisch mit NADH+H", DCPIP,, und PMS als Elektronen-
Vermittler zu einer Entkopplung der Reaktionen kommt. Das NADH+H" reagiert dabei mit
DCPIP,y, wobei dieses reduziert wird. Durch die Bildung von NAD" und DCPIP wird die
Konzentrationsabnahme auch bei Abwesenheit der Carboxylase sichtbar und eine
Bestimmung der Aktivitat unmoglich. Die direkte Darstellung von cis-Geranyl-CoA konnte

somit auf diesem Wege nicht erfolgen.

Citronellyl-CoA Geranyl-CoA

-2H* -2e".

Oxidation

Reduktion
—_
2H* 2e

Enzym-FAD Enzym-FADH
-2H' 2e

Oxidation

Reduktion
%
2H' 2e

PMS, 4 PMS,,
-2H* -2e

Oxidation

Reduktion
_

2H* 2e
DCPIP,, DCPIP,,

Abb.5.2:  Elektonentransportkette im AuD-Assay nach Chattopadhyay, 2007.

Um die Citronellyl-CoA Dehydrogenase Reaktion dennoch zur Darstellung und Isolierung
des cis-GCoAs zu nutzen, wurde in dieser Arbeit eine Trennung der beiden CoA-Ester mittels
HPLC getestet. Allerdings war es unter den verschiedensten Bedingungen nicht mdglich
beide Ester (Kap.4.7.1.) signifikant voneinander abzugrenzen. Aufgrund des geringen
Unterschiedes zwischen Citronellyl-CoA 18 und Geranyl-CoA 19, welcher lediglich in dem
Vorhandensein einer zusétzlichen Doppelbindung im Geranyl-CoA bestand (Abb. 5.3.), war
dieses Ergebnis allerdings nicht verwunderlich. Vergleichend dazu konnten CoA Ester mit
verschiedener Kettenldnge im HPLC-Chromatogramm gut unterschieden und getrennt
dargestellt werden (CoA 148, Acetyl-CoA 24, 3-Methylcrotonyl-CoA 29).
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H “SCoA
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Citronellyl-CoA i
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Acetyl-CoA

W
24
X "> sC0A
Geranyl-CoA /]\)(1
19 " sCoA
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Abb. 5.3: Darstellung der Verbindungen Citronellyl-CoA 18 und Geranyl-CoA 19, sowie der im
HPLC-Chromatogramm gut zu unterscheidenen Proben CoenzymA 148, Acetyl-CoA 24
und 3-Methylcrotonyl-CoA 29

Eine Moglichkeit die cis- und trans-Geranylsdure als Vorstufe des GCoAs getrennt
darzustellen, er6ffnete sich spater durch die Arbeiten am Institut fir Organischen Chemie.
Zwar war eine Trennung der Doppelbindungsisomere durch Destillation vergleichend zu
Seubert et al. (1963) in diesem Falle nicht mdglich, jedoch konnte die Geranylsaure
erfolgreich zum Geranylsauremethylester umgesetzt werden. Auf dieser Stufe erfolgte dann
die Trennung der Isomere Uber semi-préparative HPLC. Nach Verseifung des cis- und trans-
Methylesters konnten die entsprechenden freien Sduren in die CoA-Ester Synthese eingesetzt
werden. Auf diese Weise standen sowohl cis- als auch trans-GCoA fiir weitere
Untersuchungen zur Verfugung.

Allerdings konnten bei Einsatz dieser Substrate nun keine zufriedenstellenden Ergebnisse mit
den entsprechenden P. aeruginosa PAO1l Rohextrakten erhalten werden. Signifikante
Aktivitditen waren lediglich mit Methylcrotonyl-CoA als Substrat (Iso-Zellen) Uber die
Absorptionsdnderung zu bestimmen (20 mU/mg). Bei der Verwendung von cis- und trans-
GCoA konnten zwar geringe Aktivitdten berechnet werden, jedoch unterlagen diese
Ergebnisse enormen Schwankungen, welche anhand der Standardabweichung im
entsprechenden Diagramm verdeutlicht wurden (Abb. 4.50). Vergleichbare Aktivititen
wurden dabei bei Rohextrakt von Glukose-Zellen und Rohextrakt von Isovalerianséure-Zellen
erhalten. Nichtsdestotrotz auch der Rohextrakt von Citronellsure-Zellen lieferte keine
signifikant hoheren Aktivitaten als die mit Rohextrakt von Glukose-Zellen. Werden jedoch
auch die erhaltenen Ergebnisse mit MCoA als Substrat verglichen, so muss an dieser Stelle
festgehalten werden, dass auch diese Aktivitaten deutlich reduziert waren, im Vergleich zu

friheren Messungen (Abb. 4.51). Diese Tatsache lasst weniger aktive Enzymldsungen
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und/oder auch schlechteres Substrat vermuten. Bei Problemen von P. aeruginosa mit
gegebenen Wachstumsbedingungen neigt dieser zur Aggregation bzw. zum Ausflocken im
Kulturmedium und eine brauchbare Anzucht wird verhindert. Dies konnte bei der Anzucht
der Zellen, aus welchen die eingesetzten Rohextrakte gewonnen wurden, jedoch nicht
festgestellt werden. Auch wurden die titrierten S&uren als C-Quelle (Isovaleriansdure,
Citronellsdaure) einer schon zuvor verwendeten Stammlésung entnommen. Dennoch kann
nicht ausgeschlossen werden, dass bei der Anzucht von P. aeruginosa die damit
einhergehende Induktion des Liu-Weges (Iso-Zellen) bzw. des Atu- und des Liu-Weges (Cs-
Zellen) nicht gelang. Um weitere Aussagen treffen zu kénnen, wéren Messungen mit neuen
Rohextrakten als Quelle der entsprechenden Enzyme notwendig. Diese waren allerdings aus
Zeitgrunden im Verlauf dieser Arbeit nicht mehr mdglich. Ein denkbares, schlechteres MCoA
Substrat konnte dagegen durch Messungen an anderer Stelle ausgeschlossen werden, denn bei
der Verwendung von gereinigter, rekombinanter Methylcrotonyl-CoA Carboxylase aus E. coli
war es moglich signifikante Aktivitaten bis zu 1200 mU/mg zu bestimmen.

Dennoch, wurden die erhaltenen Mittelwerte der Carboxylase-Aktivitaten mit cis- und trans-
GCoA mit der Aktivitat, welche mit dem friheren GCoA-Préparat (Isomerenmischung)
erhalten wurde (RE Iso, RE Cs) verglichen, so kann das Aktivitatslevel der Mischung
lediglich durch den Einsatz von cis-GCoA als Substrat erreicht werden. Bei Verwendung von
trans-GCoA konnte vergleichend dazu im Mittel eine nur geringere Aktivitadt berechnet
werden. Dies wirde die Vermutung von Seubert et al. (1963) unter Verwendung der reinen
Isomere bestatigen, jedoch sind eindeutige Aussagen aufgrund der zu geringen Aktivitéten,
welche zumal im Bereich der Aktivitaten erhalten mit Rohextrakt von Glukose-Zellen liegen,
nicht moglich. Aufgrund dieser Tatsache konnten auch bei der Untersuchung eines méglichen
Einflusses der einzelnen Geranyl-CoA Isomere auf das jeweils andere Isomer keine
stichhaltigen Ergebnisse erhalten werden. Bei erfolgter Zugabe eines Isomers konnte in
parallelen Reaktionen sowohl eine ,,Hemmung* durch Abflachen des Reaktionsverlaufes, als
auch eine unbeeinflusste Reaktion beobachten werden. Dabei war es egal, ob zundchst der
Einfluss von trans-GCoA auf das cis-Isomer oder der Einfluss von cis-GCoA auf trans-GCoA
getestet wurde. Letztendlich kann eine Hemmung von cis-GCoA durch trans-GCoA bzw. von
trans-GCoA durch cis-GCoA nicht eindeutig bewiesen werden. Aufgrund der sehr geringen
vorliegenden GCase Aktivitaten kann diese jedoch auch nicht ausgeschlossen werden. Somit
sind in diesen Fallen ebenfalls neue Messungen mit neuen Enzymlésungen unbedingt

erforderlich, um eindeutige Aussagen treffen zu kdnnen.
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Auch wenn eine mogliche Inaktivitat der Geranyl-CoA Carboxylase durch das verwendete
GCoA Substrat nicht ausgeschlossen werden konnte, so wurde dennoch auch die Moglichkeit
getestet, diese Uber eine fehlende Komponente in den gereinigten Proteinfraktionen zu
erklaren. Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden lediglich angereichertes Enzym aus
P. citronellolis, welches folgend gereinigt wurde (Seubert et al., 1963; Fall & Hector, 1977)
oder Rohextrakte von P. aeruginosa (FOrster-Fromme et al., 2006) in Messungen zur
Enzymaktivitat eingesetzt. Die Reinigung bei Seubert und Mitarbeitern erfolgte dabei tber
Protaminsulfatfallung, Geladsorption, Ammoniumsulfatfallung, Fraktionierung mit gesattigter
Ammomniumsulfatlésung und Chromatographie an DEAE-Cellulose. Bei Fall und Hector
wurde die Reinigung ebenfalls durch Ammoniumsulfat-Fraktionierung, sowie lonen-
Austausch- und Gelfiltrations-Chromatographie erreicht. Die Aktivitat von Uber Avidin-Gel
gereinigten Enzymldsungen aus P. aeruginosa wurde dagegen noch nicht untersucht. Da eine
Reinigung hier Uber die Biotin-haltige Untereinheit der Carboxylase erfolgt, ware es denkbar,
dass mogliche Faktoren, die fur die Funktion des Enzyms eine Rolle spielen konnten,
wahrend der Ein-Schritt-Chromatographie von der Saule schon mit den Waschritten eluieren
und somit dem Enzym verloren gehen. Ein Aktivitatsverlust nach Aufreinigung von Proteinen
uber ein Avidin-Material wurde soweit bekannt noch nicht beschrieben und auch die Funktion
der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase wird scheinbar nicht durch diese Art der Aufreinigung
beeinflusst. Nichtsdestotrotz kénnte dies doch fir die Geranyl-CoA Carboxylase eine Rolle
spielen. Um zu testen, ob mdglicherweise Faktoren im Rohextrakt, welche im gereinigten
Protein fehlen, einen Einfluss auf die Aktivitat der Geranyl-CoA Carboxylase zeigen, wurde
gereinigte Proteinlésung mit Rohextrakt von P. aeruginosa gemischt, auf Eis inkubiert bzw.
direkt in die Messungen eingesetzt. Ein Einfluss von Rohextrakt auf die Aktivitat der GCase
konnte allerdings bei diesen Untersuchungen nicht festgestellt werden. Eine mdgliche
Aktivitat der Geranyl-CoA Carboxylase konnte durch Zugabe von Rohextrakt nicht
wiederhergestellt werden. Die zu beobachtende Abnahme der Absorption in den einzelnen
Reaktionsverlaufen entsprach den Reaktionen, in welchen der entsprechende Rohextrakt
allein eingesetzt wurde und war somit auf dessen Aktivitat zurlickzufiihren. Doch trotz dieser
Ergebnisse und des Umstandes, dass die tiber die gleiche Methode gereinigte Methylcrotonyl-
CoA Carboxylase aus P. aeruginosa aktiv ist, kann letztendlich nicht ausgeschlossen werden,
dass das Fehlen von zusétzlichen Faktoren in der gereinigten Proteinlosung einen Aspekt bei
der nicht vorhandenen Aktivitat der GCase darstellt. Nicht zuletzt muss geklart werden, ob
eine Beeinflussung der beiden GCoA Doppelbindungsisomere durch das jeweils andere

Isomer in der Carboxylase Reaktion erfolgt. Erst wenn mit dem ,richtigen® Substrat
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signifikante Aktivitdten mit gereinigter GCase erhalten werden konnen, ist es moglich
weiterflihrende Fragestellungen zu beantworten.

Bei Hector und Fall (1976b) wurde nach der Reinigung der Propionyl-CoA Carboxylase aus
P. citronellolis via Ammoniumsulfat Fraktionierung ein starker Verlust der Enzymaktivitat
beschrieben. Die Aktivitdt konnte jedoch durch Mischen von einzelnen Fraktionen wieder
hergestellt werden. Diese Separation von funktionellen Untereinheiten durch einen instabilen
Enzymkomplex in vitro wurde allerdings nicht bei der Reinigung der Acetyl-CoA
Carboxylase aus P. citronellolis beobachtet (Hector & Fall, 1976b), dafiir jedoch fur das
entsprechende Enzym aus E. coli (Alberts & Vagelos, 1972; Guchhait et al., 1974). Im Falle
der hier untersuchten Geranyl-CoA Carboxylase kann ein Verlust der Aktivitdt durch eine
Trennung der Untereinheiten durch die Instabilitdit des Enzyms allerdings ausgeschlossen
werden. Bei der Reinigung Uber das Saulenmaterial Avidin-Gel, welche Uber SDS-PAGE
kontrolliert wurde, konnten jeweils beide Untereinten der Geranyl-CoA und der
Methylcrotonyl-CoA Carboxylase erhalten werden. Des Weiteren war es Fall und Hector
(1977) nach Reinigung der beiden Enzyme GCase und MCase aus P. citronellolis méglich,
Aktivitaten iber den Einbau von radioaktivem [*C]CO, bzw. tiber einen ,,Spektral Assay* zu
bestimmen. Mittels Fraktionen, welche nach dem letzten Reinigungsschritt (Chromatographie
an Hydroxylapatit) erhalten wurden, konnte eine Aktivitat fir die MCase (gereinigt aus
Rohextrakt von Isovaleriansaure-Zellen) von 1054 mU/mg und eine Aktivitdt der GCase
(gereinigt aus Rohextrakt von Citronellsaure-Zellen) mit 838 mU/mg angegeben werden.
Auch eine Reinigung der Geranyl-CoA Carboxylase aus den Plastiden von Maisblattern war
erfolgreich und ermdglichte eine Charakterisierung des Enzyms (Guan et al., 1999). Aufgrund
des kontinuierlichen Auf- und Abbaus von vielen verschiedenen Isoprenoiden, welche als
Wachstumsregulatoren, in der Photosynthese, der Atmung, dem Aufbau von Membranen,
sowie bei der Anlockung und Verteidigung von Insekten und bei der biotischen-Stressantwort
eine Rolle spielen, liegt das Enzym in Pflanzen generell angereichert vor. Durch Guan und
Mitarbeiter konnten mit dem Enzym mit GCoA (200 pM) Aktivitdten im Bereich von
100 mU/mg erhalten werden. Dagegen zeigte es im Gegensatz zum bakteriellen Enzym keine
Aktivitat mit MCoA als Substrat. Die erhaltenen kinetischen Parameter fur diese Geranyl-
CoA Carboxylase sind Ky, 64 + 5 pM fiilr GCoA und Vmax 148 + 16 nmol min™® mg™ an
Protein, Ky 0,58 + 0,04 mM fir HCO3 und Vpax 90 + 6 nmol min® mg™ an Protein und
Km 8,4 + 0,4 UM fir ATP und Vinax 90 + 4 nmol min™® mg™ an Protein (Guan et al., 1999).
Das pflanzliche Enzym zeigt sowohl strukturelle als auch biochemische Unterschiede zur

Geranyl-CoA Carboxylase aus P. citronellolis. So ist die Biotin-haltige Untereinheit des

285



5. Diskussion

pflanzlichen Enzyms z.B. mit 122 kDa wesentlich groRer, als die entsprechende Untereinheit
der GCase in P. citronellolis (73 kDa). Weiterhin kann das pflanzliche Enzym lediglich
GCoA als Substrat umsetzen, wohingegen das bakterielle Enzym neben GCoA auch MCoA
(C5) und Farnesyl-CoA (C15) als Substrat akzeptiert (Fall, 1981). Die Aktivitat der Geranyl-
CoA Carboxylase konnte auch in Blattern von weiteren Pflanzen (Nicotiana tabaccum,
Daucus carota und Glycine max) beobachtet werden (Guan et al., 1999).

Nichtsdestotrotz gelang es spater auch Aguilar et al. (2008), die Enzyme Methylcrotonyl-CoA
und Geranyl-CoA Carboxylase aus P. aeruginosa zu reinigen und néher zu charakterisieren.
Beide Enzyme zeigen zwei wichtige Doménen, die Acyl-CoA- und die Carboxybiotin-
Bindedomane, welche an der Ubertagung der Carboxylgruppe auf das Acyl-CoA Substrat
beteiligt sind (Kimura et al., 2000). Beide Biotin-haltige oa-Untereinheiten LiuD und AtuF
zeigen vier hochkonservierte Domanen in Acyl-CoA Carboxylasen. Dabei handelt es sich um
die ATP-Bindestelle (GGGGKGM), die CO, Fixierungsdoméne (RDCS), das katalytische
Zentrum der Biotin-abhdngigen Carboxylase Familie (EMNTR) und die Biotin-Carboxyl-
Carrier-Doméane (AMKM) (Aguilar et al., 2008).

Die Aufreinigung der Carboxylasen erfolgte auch in dieser Arbeitsgruppe ber die Biotin-
haltigen Untereinheiten mit Hilfe von Avidin-Agarose, wobei die Bestimmung der Aktivitat
der gereinigten Fraktionen folgend Uber die Messung der Radioaktivitét, bewirkt durch den
Einbau von **CO,, erfolgte. Fir die so gereinigte MCase konnte folgend ein optimaler pH und
die optimale Temperatur fur die Aktivitat bestimmt werden. Dieser lag bei einem pH von 8,5
und einer Temperatur von 37 °C. Weiterhin konnte mit ansteigenden Konzentrationen an
MCoA Substrat eine sigmoidale Kinetik der MCase-Aktivitdt beobachtet werden. Die
Ermittlung der entsprechenden kinetischen Konstanten lieferte fiir das Substrat MCoA einen
Kos (Affinitatskonstante fiir Nicht-Michaelis-Menten Kinetik Verhalten) von 9,2 uM und ein
Vimax Von 425 nmol min™® mg™ an Protein. GCoA wurde unter diesen Bedingungen dagegen
nicht umgesetzt. Die MCase von P. aeruginosa erkannte spezifisch das MCoA als Substrat
und besitzt keine GCase Aktivitat. Dieses Verhalten zeigte auch schon die MCase aus
P. citronellolis (Hector & Fall, 1976a; Hector & Fall, 1976b; Fall, 1981) bzw. die MCase aus
den Mitochondrien hoherer Pflanzen (Alban et al., 1993). Ein Unterschied der MCase aus
P. aeruginosa zum Enzym aus P. citronellolis stellt die scheinbare 5-fach hohere Affinitét
zum MCoA dar (Kgs von 9,2 uM und 43 uM). Wurde dagegen Rohextrakt von Citronellol
gewachsenen Zellen aufgereinigt, so wurden sowohl die MCase als auch die GCase erhalten.
Unter diesen Bedingungen zeigte sich ein &dhnliches Verhalten mit beiden Substraten
(sigmoidale Kinetik mit &hnlichen kinetischen Konstanten). Als Konstanten fiir MCase und
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GCase Aktivitat wurden in diesem Fall Kos von 8.84 und 8,80 uM und Vmax von 591 und
627 nmol min® mg' an Protein fir MCoA bzw. GCoA erhalten. Aufgrund des
Vorhandenseins beider Carboxylasen in diesen gereinigten Proben konnte von den Autoren
keine Aussage getroffen werden, ob die GCase das MCoA als Substrat verwertet.

Aguilar et al. (2008) war es somit in ihren Arbeiten moglich, Aktivitdten mit Gber Avidin-
Agarose gereinigten Rohextrakten zu bestimmen. Protein, welches aus Rohextrakt von Zellen,
welche mit Leucin als C- und Energiequelle angezogen wurden, zeigte Aktivitaten im Bereich
von 425 mU/mg mit MCoA als Substrat. Eine Aktivitat mit GCoA konnte dagegen mit dieser
Proteinquelle nicht erhalten werden. Vergleichend dazu, konnte mit Protein, gereinigt aus
Zellen, welche mit Citronellol als C- und Energiequelle angezogen wurden, Aktivitdten im
Bereich von 550 mU/mg mit MCoA und Aktivitaten im Bereich von 600 mU/mg mit GCoA

als Substrat erhalten werden.

Warum eine Aktivitatsbestimmung der gereinigten Proteinfraktion mit GCoA in dieser Arbeit
nicht erfolgreich war, bleibt unklar. Fest steht, im Gegensatz zur Reaktion mit Geranyl-CoA
konnten bei der Verwendung von Methylcrotonyl-CoA als Substrat signifikante Aktivitaten
sowohl mit Protein aus Isovaleriansaure-Zellen, als auch mit Protein aus Citronellsdure-Zellen
erhalten werden.

Da sich die Reinigung von Wildtypenzym relativ aufwendig gestaltete und dabei immer sehr
wenig Protein isoliert werden konnte, aber auch um weitergehende Fragestellungen nach der
Aktivitat der Geranyl-CoA Carboxylase zu untersuchen, sollte diese und die Methylcrotonyl-
CoA Carboxylase des Liu-Weges als His-Tag Fusionsproteine rekombinant durch E. coli

bereitgestellt werden.

5.3. Klonierung von Genen des Atu- und Liu Weges

5.3.1. Klonierung von Einzelgenen

Die Gene atuE und atuA wurden aus P. aeruginosa amplifiziert und unter Verwendung des
Vektors pJoe4036.1 in E. coli kloniert. Durch die entsprechend abgeleiteten Oligonukleodide
war es moglich, die Gene mit der His-Tag codierenden Sequenz C-terminal zu fusionieren.
Durch E. coli JM109 konnten im Folgenden die His-Tag Fusionsproteine synthetisiert

werden. Die sich anschliefende Reinigung der Proteine war Uber den His-Tag mittels

287



5. Diskussion

Affinitatschromatographie an Ni-NTA Agarose mdglich und auch erfolgreich (Kap.4.5.3. und
4.5.5.). Die Proteine standen fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung. Neben diesen beiden
Genen, welche die Funktion der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase (atuE) bzw.
mdoglicherweise die Funktion der 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase (atuA)
codieren konnten, wurden im Verlauf dieser Arbeit weitere Klonierungen erforderlich.

Auch atuD, dessen Genprodukt AtuD spater als Citronellyl-CoA Dehydrogenase bestatigt
werden konnte (Chattopadhyay, 2007; Forster-Fromme et al., 2008), wurde mit Hilfe des
Vektors pJoe4036.1 in E. coli JIM109 kloniert und als His-Tag Fusionsprotein mit einem
C-terminalem Tag Uber Ni-NTA Agarose aufgereinigt. Neben diesem Konstrukt erfolgte auch
die Herstellung eines pET28a::atuD Konstruktes (in Zusammenarbeit mit K. Forster-
Fromme), bei welchem das Gen aus P. aeruginosa N-terminal mit der codierenden His-Tag
Sequenz fusioniert vorlag. Fur die heterologe Expression des Gens wurde das Konstrukt in
den Expressionsstamm E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS RARE transformiert. Auch dieses
Protein konnte mit Erfolg in E. coli synthetisiert und spéater uber Affinitatschromatographie
gereinigt werden (Kap.4.5.1).

Ein weiteres Protein, welches flr spatere Untersuchungen bendtigt werde wirde, stellte LiuE
dar. Als Lyase des Liu-Weges (3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Lyase) sollte bei
Bereitstellung des Substrates 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA der Lyase des Atu-
Weges sowohl das LiuE als auch das AtuA in Hinblick auf die Lyase-Aktivitat untersucht
werden. Somit wurde auch das Gen liuE aus P. aeruginosa mittels PCR amplifiziert und mit
dem Vektor pJoe4036.1 ligiert. Auch dieses Konstrukt wurde in den Stamm E. coli JM109
eingebracht und konnte zur Synthese des rekombinanten Fusionsproteins herangezogen
werden. Eine Aufreinigung war in diesem Falle tGber den C-terminalen His-Tag erfolgreich
(Kap.4.5.7.).

Die Klonierung der Gene atuD, atuE, atuA und liuE war unter der Verwendung des Vektors
pJoe4036.1 bzw. pet28a ohne Probleme mdglich. Die entsprechenden His-Tag Fusions-
proteine konnten mit Hilfe des Stammes E. coli JIM109 bzw. E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS
RARE synthetisiert und spéter in guten Mengen uber Affinitdtschromatographie aus den
entsprechenden l6slichen Extrakten aufgereinigt werden. Die Klonierung der Geranyl-CoA
und der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase gestaltete sich vergleichend dazu schwieriger.
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5.3.2. Klonierung der Carboxylasen

Da mit Hilfe des Vektors pJoe4036.1 erfolgreich die entsprechenden Einzelgene aus
P. aeruginasa in E. coli eingebracht werden konnten und auch die Synthese und spétere
Aufreinigung der Fusionsproteine erfolgreich verlief, sollte zunachst auch dieser Vektor fiir
die Klonierung der Geranyl-CoA Carboxylase verwendet werden.

Dabei bestand jedoch der Unterschied, dass sich das Enzym aus zwei Untereinheiten
zusammensetzt. Zusatzlich werden die Gene, welche die Untereinheiten der Geranyl-CoA
Carboxylase codieren, atuC und atuF im atu-Gencluster durch die Gene atuD und atuE
getrennt. Aufgrund dieser Gegebenheit wurden die Gene zundchst einzeln amplifiziert und im
Anschluss Uber eine gemeinsame Schnittstelle (Xbal) als atuC-atuF Fragment ligiert
(Abb. 5.4). Die verwendeten Oligonukleotide wurden dabei entsprechend so abgeleitet, dass
ein Teil der intergenischen Regionen (atuC-atuD, atuE-atuF) bestehen blieb und eine putative
Ribosomenbindestelle upstream vom atuF (AGGA) uber die PCR mit amplifiziert wurde.

PA2885  PA2886 PA2887 PA2888 PA2889 PA2890 PA2891 PA2892  PA2893

atuR atuA atuB atuC atuD atuE atuF atuG atuH
PCR 1 PCR2

Ndel Xbal Xbal — BamHl
Ndel Xbal BamHI

Fragment atuC-atuF

Abb. 5.4: Herstellung des Genfragmentes atuC-atuF fur die Klonierung der GCase

Nach Erhalt des Fragmentes wurde dieses Uber die duBeren Schnittstellen Ndel und BamHI
mit dem Vektor pJoe49036.1 ligiert, wodurch eine C-terminale Fusion mit der His-Tag
codierenden Sequenz erreicht wurde. Nach Transformation in den Stamm E. coli JM109 war
die Synthese des rekombinanten Fusionsproteins und eine sich anschliefende Reinigung
beider Untereinheiten (iber den C-terminalen Tag am AtuF Protein erfolgreich.

Fur die Methylcrotonyl-CoA Carboxylase konnten schon mit Enzym, welches aus dem
Wildtyp P. aeruginosa isoliert wurde, Aktivitaten im Enzymassay bestimmt werden. Um auch
eine Kontrolle der Klonierung und des rekombinanten Geranyl-CoA Carboxylase Enzyms in
den Héanden zu halten, sollte auch die MCase mit Hilfe des Vektors pJoe4036.1 in E. coli

kloniert werden.
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Die beiden Untereinheiten der MCase werden durch die Gene liuB und liuD codiert, wobei
diese im Gencluster durch das Gen liuC getrennt werden. Da sich die beiden Gene liuC und
liuD in der Sequenz des Stop- bzw. Startcodons Uberlappen, wurden die Gene im Gegensatz
zu den Genen der Geranyl-CoA Carboxylase zunachst gemeinsam als liuBCD Fragment
amplifiziert (Abb. 5.5).

PA2011 PA2012 PA2013  PA2014 PA2015 PA2016

LiuE liuD  LiuC liuB liud hLuR
PCR liuBCD

O

Ndel BamHI
Fragment /iuBCD

Abb. 5.5: Herstellung des Genfragmentes liuBCD fir die Klonierung der MCase

Nach Erhalt des Fragmentes liuBCD, dessen Ligation in den Vektor pJoe4036.1 und die
Transformation des Konstruktes in den Stamm E. coli JM109 erfolgte auch die Expression der
Gene. Nach Auftrennung des Rohextraktes mittels SDS-PAGE konnte lediglich das LiuB im
Gel als verstarkte Proteinbande im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Mdégliches
LiuC bzw. LiuD, als Biotin-haltige Untereinheit der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase,
konnten im Gel nicht identifiziert werden. Der Nachweis des Proteins LiuD konnte allerdings
mittels Western-Blot Analyse Uber das enzymgebundene Biotin unter Verwendung des
Steptavidin-Antikérper-Konjugates  erfolgen.  Nichtsdestotrotz  war eine gemeinsame
Aufreinigung beider MCase Untereinheiten Uber den C-terminalen His-Tag am LiuD
erfolgreich (Kap.4.3.2.). Eine intensive Proteinbande in den Waschfraktionen konnte
beobachtet werden, wobei es sich dabei der Grdf3e nach um das LiuC Protein handeln konnte.
Allerdings war eine Proteinbande entsprechender Grofie auch in Waschfraktionen der
Aufreinigung der GCase zu identifizieren, was fir ein unspezifisches Protein aus dem E. coli
Rohextrakt sprechen wirde. Um eine eindeutige Zuordnung des Proteins LiuC treffen zu
konnen, sind somit spezifische Antikorper gegen dieses Protein erforderlich.

Wurde die Reinigung beider Carboxylasen verglichen, so konnte deutlich mehr MCase
Protein als GCase Protein aus E. coli isoliert werden. Wurde die Menge an Protein auf 1 g
Feuchtgewicht von geernteten E. coli-Zellen hochgerechnet, so lag der Gehalt an MCase mit
16 mg um einen Faktor von 8 hoher als die gewonnene Menge an rekombinanter GCase mit
2 mg. Mogliche Probleme z.B. durch eine Biotinlimitation wurde durch die Zugabe von
zusatzlichem Biotin (1 pg/ml) begegnet. Auch eine héhere Menge an Biotin im Kultur-
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medium wurde getestet (5, 10 und 20 fach), resultierte jedoch in keiner signifikanten
Verbesserung.

Bekannt war, dass auch in anderen Arbeiten eine Zugabe von Biotin zum Kulturmedium
erfolgte (Rodriguez & Gramajo, 1999; Reche et al., 1998; Kanamori et al., 2004), um die
Versorgung und den Einbau von Biotin in die entsprechenden rekombinanten Proteine zu
gewadhrleisten. In anderen Féllen erfolgte dagegen die Klonierung des Gens birA (Biotin
Ligase Gen) (Rodriguez & Gramajo, 1999; Alves et al., 2011). So wurde z.B. bei Alves et al.
(2011) die Biotin Ligase BirA zur Biotinylierung von AccB, dem Biotin Carrier Protein der
Acetyl-CoA Carboxylase (ACase) aus Acinetobacter baumannii und Klebsiella pneumonia
herangezogen. Zellen, welche AccB-6His und BirA enthielten wurden fiir den in vitro Einbau
von Biotin in Biotin Ligase Puffer (40 mM Natriumphosphat [pH 8.0], 1.5 mM MgCl,, 5%
[v/v] Glycerin, 1 mM DTT, 1 mM D-Biotin) resuspendiert und aufgeschlossen. Nach
Zentrifugation und Filtration wurden die erhaltenen Zell-freien Extrakte gemischt und mit
ATP (10 mM) versetzt. Der Einbau von Biotin erfolgte unter Schitteln bei 37 °C fiir 1 Stunde
und folgend bei 4 °C Uber Nacht. Erst das so fertige AccB-6His Protein wurde tber Affinitéts-
chromatographie gereinigt und zur Generierung der Acetyl-CoA Carboxylase eingesetzt. Die
rekombinanten ACase-Proteinkomplexe beider Organismen konnten im weiteren Verlauf
durch die Autoren nédher charakterisiert werden. Wahrend Uber die so durchgefihrte in vitro
Biotinylierung ein Einbau mit mehr als 90 % erreicht werden konnte, wurde in der Kontrolle
(Rohextrakt AccB-6His ohne Inkubation mit BirA) lediglich ein Einbau von 5-15 % bestimmt
(Alves et al., 2011). Wie auch immer, jeweils beide Untereinheiten von MCase und GCase
wurden in vergleichbaren Mengen (SDS-Gel) in den resultierenden Proteinfraktionen
erhalten. Diese Beobachtung waére in Einklang mit der durch Fall und Hector (1977)

postulierten 1:1 Stochiometrie (A4Bs-Stochiometrie).

Wahrend mit den so gewonnenen rekombinanten Enzymen die entsprechenden Assays
durchgefuhrt wurden, musste allerdings festgestellt werden, dass zwar die rekombinante
MCase nicht aber die rekombinante GCase Aktivitét zeigte.

Um auszuschlieBen, dass bei der Klonierung des atuC-atuF Fragmentes mogliche
regulierende DNA-Sequenzen im bestehenden Intergenischen Bereich fehlen, wurde auch
eine Klonierung der Gene vergleichend zur MCase durchgefiihrt. Da die MCase als ganzes
Fragment liuBCD aus P. aeruginosa amplifiziert wurde, erfolgte nun auch die Amplifizierung
der GCase Gene als Fragment atuCDEF (Abb.5.6).
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PA2885  PA2886 PA2887 PA2888 PA2889 PA2890 PA2891 PA2892  PA2893

atuR atuA  atuB atuC atuD atuE atuF  atuG atulH
PCR atuCDEF
Ndel BamHI
Fragment atuCDEF

Abb. 5.6: Herstellung des Genfragmentes atuCDEF fur die Klonierung der GCase

Mit den entsprechenden Oligonukleotiden wurde das Fragment unter Einftigen einer Ndel und
einer BamHI Schnittstelle vervielfaltigt und folgend unter Verwendung des Vektors
pJoe4036.1 in E. coli JIM109 eingebracht. Mittels des Vektorkonstrukts, in welchem eine
Fusion des Gens atuF mit der codierenden His-Tag Sequenz (C-terminal) erfolgte, sollte die
Synthese an rekombinantem Protein erfolgen. Die Expression der Gene aus P. aeruginosa in
E. coli wurde Uber die Synthese der Proteine mittels SDS-PAGE kontrolliert. Auch in dem
hier mit Coomassie gefarbten Gel konnte lediglich eine verstérkte Proteinbande im Vergleich
zur Kontrolle identifiziert werde, welche der Grél3e nach das AtuC reprasentierte. Sowohl die
Biotin-haltige Untereinheit der Geranyl-CoA Carboxylase AtuF, als auch die Proteine AtuD
und AtuE konnten nicht aufgrund einer verstarkten Proteinbandenintensitéat vergleichend zur
Kontrolle festgestellt werden. Der Nachweis von AtuF war allerdings Uber das gebundene
Biotin im Western-Blot mdglich. Da fur die Proteine AtuD und AtuE keine spezifischen
Antikorper fur einen moglichen Nachweis zur Verfligung standen, kann letztendlich nichts
uber die Expression der codierenden Gene ausgesagt werden. Da jedoch AtuC mittels SDS-
PAGE und AtuF mittels Western-Blot Analyse nachgewiesen werden konnten, ist es
unwahrscheinlich, dass eine Expression der Gene atuD und atuE nicht erfolgte. Ein Nachweis
der Proteine (ber eine Silberfarbung des SDS-Gels schien aufgrund der verwendeten
Rohextrakte und dem damit resultierenden starken Hintergrund als ungeeignet. Letzten Endes
muss die Herstellung von spezifischen Antikorpern fiir deren Nachweis in Erwdgung gezogen
werden. Vergleicht man die Intensitat der erhaltenen Signale fir AtuC (SDS-PAGE) und
AtuF (Western-Blot) so wird deutlich, dass fir AtuC deutlich starkere Signale erhalten
wurden (Abb. 4.32). Eine folgende Reinigung des AtuC Proteins Uber den C-terminalen Tag
des AtuF Proteins war in diesem Falle allerdings nicht moglich. Auch die Menge an AtuF
selbst, welches vom Ni-NTA Agarose Material der Sdule eluierte, war wesentlich geringer als
bei vorangegangenen Aufreinigungen (pJoe4036.1::atuCF). Um auszuschlieRen, dass das
Fehlen des AtuC Proteins durch ein Konzentrationsproblem resultierte, wurden die Protein-

haltigen Fraktionen aufkonzentriert und erneut mittels SDS-PAGE kontrolliert. AtuC konnte
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jedoch auch in diesen Proben nicht eindeutig festgestellt werden (Abb. 4.31). Daraufhin
wurde der Einfluss von verénderten Expressionsbedingungen (Temperatur, Induktions-OD)
getestet. Rohextrakte aus diesen Versuchen wurden folgend ebenfalls der Reinigung tber Ni-
NTA Agarose zugefuhrt. Eine Reinigung beider Untereinheiten vergleichend zum
pJoe4036.1::atuCF Konstrukt konnte jedoch sowohl durch verdnderte Expressions-
bedingungen als auch durch Regeneration des S&dulenmaterials nicht erreicht werden. Beide
Untereinheiten der Geranyl-CoA Carboxylase konnten in den getesteten Rohextrakten tber
verschiedene Methoden nachgewiesen werden. Warum eine gemeinsame Reinigung beider
nicht moglich war, bleibt unklar. Lediglich die deutlich geringere Menge an AtuF Protein
konnte durch die Lange des Genfragmentes (~5260 bp) selbst erklart werden, aufgrund
welcher es eher wahrscheinlich ist, dass RNA-Polymerase Molekiile von der DNA vor dem
Erreichen des ,Fragment-Endes abfallen. Dadurch wirde die Transkription der
Geninformation der ,hinteren Gene* in geringerem Male erfolgen, vergleichend zum viel

klrzeren Fragment atuC-atuF (~3195 bp).

Da die Probleme der fehlenden Aktivitat der GCase (pJoe4036.1::atuCF) im Vergleich zur
MCase und die nicht erfolgreiche Reinigung der beiden Untereinheiten nach Expression des
Konstruktes pJoe4036.1::atuCDEF eine Untersuchung des Enzyms unmdglich machten,
wurde parallel zu den Arbeiten mit diesem Vektor ein System ausgewahlt, welches die
Coexpression von mindestens zwei Genen ermdglichen sollte. Das ausgewéhlte Vektorsystem
pCOLA Duet -1 der Firma Novagene ist durch das VVorhandensein von zwei Expressions-
einheiten, welche jeweils von einem T7lacPromotor kontrolliert werden, gekennzeichnet.
Beide Expressionseinheiten weisen dabei jeweils eine Ribosomenbindestelle und eine multi
cloning site (mcs) auf, welche die Klonierung von zwei Genen und somit deren Coexpression
in E. coli ermdglichen soll. Fir eine spétere Reinigung der rekombinanten Proteine stehen
sowohl ein N-terminaler His-Tag (mcsl) als auch ein C-terminaler Strep-Tag (mcs2) zur
Verfugung.

Beim Konstrukt pJoe4036.1::atuCF konnte ein mogliches Storen der Aktivitat der Geranyl-
CoA Carboxylase durch einen Einfluss des C-terminalen His-Tags am AtuF noch nicht
ausgeschlossen werden. Aus diesem Grunde wurde im Falle des Vektorsystems pCOLA
Duet -1 das atuC mit der N-terminalen His-Tag codierenden Sequenz der mcsl fusioniert.
Das Gen atuF wurde dagegen in die mcs2 kloniert, ohne das spater ein Strep-Tag am Protein
resultierte. Infolgedessen standen sowohl die Konstrukte pCOLA::atuC und pCOLA::atuCF,

als auch das Konstrukt pCOLA::atuF als mogliche Kontrolle zur Verfligung. Auch bei diesen
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Konstrukten wurde zundchst die Expression der Gene (in E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS
RARE) uber die entsprechend resultierenden Proteine kontrolliert. Im SDS Gel konnten dabei
deutlich starkere Proteinbanden im Vergleich zur Kontrolle identifiziert werden. Das Protein
AtuF, welches hier nicht mittels Tag markiert vorlag, konnte dabei deutlich in den
Rohextrakten von Zellen identifiziert werden, welche die Konstrukte pCOLA::atuF und
pCOLA::atuCF enthielten. Die Starke der Proteinbande, welcher AtuC zugeordnet werden
konnte, war vergleichend dazu deutlich geringer. Diese Bande konnte in den Proben mit den
Konstrukten pCOLA::atuC und pCOLA::atuCF beobachtet werden, wobei auffiel, dass die
AtuC Bande im letzteren Fall eine noch etwas schwéchere Intensitdt zeigte. Noch
merkwiurdiger war allerdings, dass in der Probe von Zellen mit dem Konstrukt pCOLA::atuF
eine Proteinbande vergleichbarer GroRe zum AtuC identifiziert werden konnte (Abb.
4.38/4.39). Mittels Western-Blot Analyse und Antikérper gegen den His-Tag konnte jedoch
gezeigt werden, dass das AtuC lediglich in Proben mit den Konstrukten pCOLA::atuC und
pCOLA::atuCF nachweisbar war. Western-Blot Analysen der Proben mit Streptavidin
Antikorper Konjugat zum Nachweis der Biotin-haltigen Untereinheiten bestétigten dagegen
das Vorhandensein des AtuF Proteins lediglich in Proben mit den entsprechenden
Konstrukten (pCOLA::atuF, pCOLA:atuCF). Dabei war die Intensitdt dieser Signale
deutlich starker als die Signale, welche in den entsprechenden Proben mit den pJoe4036.1
Konstrukten fur LiuB und AtuF erhalten wurden. Die Expression des Gens atuF im pCOLA
Duet -1 bzw. die Synthese des daraus resultierenden Proteins ohne Tag scheint damit
deutlich besser zu erfolgen, als in Proben in denen das Gen mit den His-Tag codierenden
Sequenzen fusioniert vorliegt. Somit kann vermutet werden, dass der C-terminale Tag einen
Einfluss auf die Expression und/oder auf die Synthese des rekombinanten Proteins besitzt.
Aufgrund fehlender Antikorper gegen das AtuC konnen fir dieses Protein lediglich die
erhaltenen Signale im SDS-Gel miteinander verglichen werden. Vergleichbar waren in
diesem Falle die Signale, welche fir die Proben der Rohextrakte von Zellen mit den
Konstrukten pJoe4036.1::atuCF und pCOLA:atuC erhalten wurden. Scheinbar etwas
geringere Intensitaten lieferten dagegen die Proben der Stdmme mit den Konstrukte
pJoe4036.1::atuCDEF und pCOLA:atuCF, wobei ein Vergleich der Signale der Proben
pCOLA::atuC und pCOLA:atuCF im Western-Blot mit His-Tag Antikdrpern dies nicht
unbedingt bestatigte. Nichtsdestotrotz muss an dieser Stelle angemerkt werden, dass bei der
Analyse der pCOLA-Proben sowohl mit dem Streptavidin Antikérper Konjugat als auch mit
den Antikorpern gegen den His-Tag diverse zusatzliche Signale erhalten werden konnten, mit
Ausnahme in den entsprechenden Kontrollen.
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Trotz des Nachweises der Untereinheiten der Geranyl-CoA Carboxylase in den Rohextrakten
der verschiedenen Proben war es im folgenden Verlauf der Arbeit nicht moglich, die beide
Untereinheiten Uber den N-terminalen His-Tag am AtuC aus dem Rohextrakt von E. coli
Rosetta2 (DE3) pLysS RARE) pCOLA:atuCF aufzureinigen (Abb. 4.41). Wahrend im
GroRenbereich von AtuC kein Protein festgestellt werden konnte, traten im 25 kDa Bereich
zwei deutliche und im 75 kDa Bereich zwei sehr schwache Proteinbanden in Erscheinung.
Eine weiterfiihrende Untersuchung dieser Proteinbanden erfolgte im Rahmen dieser Arbeit
aus Zeitgriinden nicht mehr. Allerdings wurde getestet, ob durch das Mischen der Rohextrakte
und somit die Inkubation von AtuC (pCOLA:atuC) und AtuF (pCOLA:atuF) eine
Verbesserung des Aufreinigungsprotokolls erreicht werden kodnnte. Jedoch war es unter
diesen Bedingungen nicht moéglich ein ,,Zusammenfinden* der Untereinheiten zu erreichen.
Die Aufreinigung des Proteinkomplexes war auch auf diesem Wege nicht mdglich (Abb.
4.43).

Unter Verwendung des Vektorsystems pCOLA Duet -1 und den hier gewahlten Bedingungen
war zwar eine Synthese der rekombinanten Proteinuntereinheiten der Geranyl-CoA
Carboxylase aus P. aeruginosa in E. coli mdglich, allerdings war die gemeinsame
Aufreinigung dieser Uber den am AtuC angefligten N-terminalen His-Tag tber Ni-NTA

Agarose nicht erfolgreich.

Im Gegensatz zu den Arbeiten zu dieser Dissertation gelang es Aguilar et al. (2008) beide
Carboxylasen (Geranyl-CoA und Methylcrotonyl-CoA Carboxylase) erfolgreich zu klonieren
und mit den aufgereinigten Proteinen Enzymkinetiken zu bestimmen. Die Wissenschaftler
amplifizierten die Gene liuB, liuC, atuC und atuF zunachst einzeln aus P. aeruginosa und
klonierten diese im Anschluss in den Vektor pGem-T Easy, wodurch die Plasmide pGliuB,
pGliuD, pGatuC und pGatuF resultierten. Diese wurden wiederum einem Doppelverdau
unterzogen und die Genfragmente liuB, liuC und atuC in das pTrcHis2A und atuF in das
pTrcHis2C Plasmid kloniert, sodass pTrc-liuB, pTrc-liuD, pTrc-atuC und pTrc-atuF erhalten
wurden. Die Gene wurden also zundchst einzeln kloniert und in E. coli Uberexprimiert. Mit
Hilfe eines N-terminalen His-Tags der rekombinanten Proteine erfolgte dann eine Reinigung.
Zusétzlich wurden die Gene der Geranyl-CoA Carboxylase in den Coexpressionsvektor
pCDFDuet-1 kloniert, sodass das Konstrukt pCFC3-atuFC gewonnen wurde. Durch dieses
resultierten die Proteine AtuC mit einem N-terminalen His-Tag und AtuF mit einem
C-terminalen Strep-Tag.

Mit Hilfe der aufgereinigten rekombinanten Untereinheiten der Methylcrotonyl-CoA

Carboxylase LiuB-His und LiuD-His konnten zundchst keine Enzymaktivitaten bestimmt
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werden, wobei aktives Enzym auch nicht durch unterschiedlichste Renaturierungs-
bedingungen bereitgestellt werden konnten. Im Gegensatz zu den Proteinen, welche in dieser
Arbeit Gber Coelution von der Ni-NTA Agarose Uber den C-terminalen His-Tag am Protein
LiuD gemeinsam aufgereinigt wurden und im Anschluss auch eine MCase Aktivitat zeigten,
konnte die Aktivitat bei Aguilar et al. (2008) erst durch Mischen der gereinigten a- und -
Untereinheiten, Denaturierung und folgender Renaturierung tber Dialyse unter Verwendung
einer Spectrum  10-kDa-molecular-mass-cutoff Membran (Fisher Scientific) und
Kaliumhydrogenphosphat-Puffer mit Glycerol und DTT erhalten werden. Allerdings konnte
auf diese Weise keine Aktivitat der Proteine AtuC-His und AtuF-His als Geranyl-CoA
Carboxylase erreicht werden. Ein funktionelles GCase Enzym wurde dagegen von Aguilar et
al. (2008) erhalten, indem die Gene der Proteinuntereinheiten gemeinsam im Vektor pCFC3-
atuFC coexprimiert und folgend aufgereinigt wurden. Dabei zeigte sich, dass Uber eine
Bindung des AtuF-Strep Proteins an AtuC-His die gemeinsame Reinigung uber den His-Tag
moglich war. Solch eine gemeinsame Reinigung aufgrund einer Protein-Protein Interaktion
war schon aus friiheren Arbeiten bekannt. So zeigten z.B. die Acyl-CoA Carboxylasen von
Streptomyces coelicolor A3(2) (Diacovich et al., 2002) und die Acetyl-CoA Carboxylase von
Corynebacterium glutamicum (Gande et al., 2007) ein &hnliches Verhalten. Die Acetyl-CoA
(ACase) und die Propionyl-CoA Carboxylase (PCase) aus Streptomyces coelicolor A3(2)
setzen sich aus jeweils drei Untereinheiten zusammen, wobei die a-Untereinheit AccA2 in
beiden vertreten ist. Bei der B- bzw. der e-Untereinheit handelt es sich im Falle der ACase um
AccB bzw. AccE und im Falle der PCase um PccB bzw. PccE. Bei der Untersuchung der
Interaktion zwischen AccE und PccE mit ihren korrespondierenden Carboxyltransferasen
AccB und PccB kamen auch copurification Experimente zum Einsatz, bei welchen jeweils
eine der beiden Untereinheiten mit einem N-terminalen His-Tag ausgestattet wurde. Es zeigte
sich in diesem Falle, dass die Reinigung von AccE uber His-AccB und von PccB ber His-
PccE moglich war und somit stabile Komplexe ausgebildet wurden (Diacovich et al., 2002).
Bei der Untersuchung der Acetyl-CoA Carboxylase von Corynebacterium glutamicum,
welche sich aus AccBC (a-UE), AccD1 (B-UE) und AccE (e-UE) zusammensetzt, konnten
ahnliche Ergebnisse erzielt werden, wobei AccBC (ber das His-AccD1 und AccE Uber
AccD1-AccBC isoliert werden konnten (Gande et al., 2007). Diese Ergebnisse der
gemeinsamen Reinigung Uber eine Tag-tragende Untereinheit konnten auch schon in dieser
Arbeit mit den Konstrukten pJoe4036.1::liuBCD und pJoe4036.1::atuCF gezeigt werden,
wobei jedoch zwar die resultierende MCase nicht aber die GCase Aktivitaten hervorbrachte.

Nichtsdestotrotz, eine gemeinsame Reinigung der GCase Untereinheiten nach einer

296



5. Diskussion

Coexpression vergleichend zu Aguilar et al. (2008) war in dieser Arbeit nicht erfolgreich.
Eine Charakterisierung der rekombinanten Geranyl-CoA Carboxylase war somit lediglich

durch die Arbeitsgruppe um Campos-Garcia moglich.

Die Acetyl-CoA Carboxylase katalysiert den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt bei der Fettsauresynthese (Alberts & Vagelos, 1972). In E. coli handelt es sich um
einen Proteinkomplex, welcher zwei verschiedene Reaktionen katalysiert (Alberts & Vagelos,
1972; Guchhait et al., 1974). Die Biotin Carboxylase (BC) katalysiert die Carboxylierung von
Protein-gebundenem Biotin mit Bicarbonat und folgender Ubertragung der Carboxylgruppe
vom Carboxybiotin auf Acetyl-CoA unter Bildung von Malonyl-CoA, wobei der letztere
Schritt durch die Carboxyltransferase (CT) katalysiert wird (Alberts & Vagelos, 1972; Polakis
et al., 1974). Eine dritte Untereinheit, das Biotin-Carboxyl-Carrier Protein (BCCP), tragt als
prosthetische Gruppe Biotin, welches kovalent an einem Lysin-Rest nahe des C-terminus
gebunden ist (Abb. 5.7, Sutton et al., 1977).

HCO; + ATP ATP +P,

W

BIOTIN CARBOXYLASE (BC)

R

BCCP BCCP- CO,

A 4

CARBOXYLTRANSFERASE (CT)

s N

CO,-CH3;COSCoA CH3COSCoA

Abb. 5.7: Reaktionsschema zur Funktionsweise der Acetyl-CoA Carboxylase nach Sutton et al., 1977,
welche aus Acetyl-CoA Malonyl-CoA generiert

Obwohl sich die Reaktionsprodukte der verschiedenen Biotin Enzyme unterscheiden, handelt
es sich doch um Reaktionen, die nach einem &hnlichen Zwei-Schritt-Mechanismus ablaufen
(Samols et al., 1988; Knowles, 1989). Alle eukaryotischen und die meisten bakteriellen
Enzyme nutzen Bicarbonat und ATP um das Carboxybiotin zu generieren. Mdgliche
Carboxyl-Akzeptoren sind Acyl-CoAs (z.B. Propionyl-CoA, Acetyl-CoA, B-Methylcrotonyl-
CoA, Geranyl-CoA) oder Carbonsauren wie Pyruvat und Harnstoff (Wood & Barden, 1977;
Knowles, 1989).
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E-Biotin + ATP + HCO; ——> E-Biotin-CO, + ADP +P,

E-Biotin-CO, +R-H =—= E-Biotin + R-CO,

RH+ATP+HCO; —— R-CO; +ADP+P,

Schema 5.1:  Allgemeine Reaktion der Acyl-CoA Carboxylasen (Biotin Enzyme Klasse 1) nach Samols
etal., 1988

Eine zweite Klasse von Biotin Enzymen wirken als Energieumwandler in anaeroben
Bakterien, wobei die Decarboxylierung mit einer Natrium-Pumpe gekoppelt ist und somit
Natrium entgegen des Konzentrationsgefélles transportiert wird. Entsprechende Enzyme, die
eine solche Reaktion katalysieren, sind Oxalacetat Decarboxylase, Methylmalonyl-CoA
Decarboxylase und Glutaconyl-CoA Decarboxylase (Dimroth, 1987; Samols et al., 1988;
Knowles, 1989).

R-CO, + E-Biotin —— R-H+ E-Biotin-CO,

E-Biotin-CO, + IT* + 2(Na*), =—= E-Biotin + HCO; + 2(Na")y

R-CO, ++H*+2(Na*), = R-H+HCO; +2(Na*),y,

Schema 5.2:  Allgemeine Reaktion Biotin Enzyme Klasse Il nach Samols et al., 1988

Die dritte Klasse stellt die Transcarboxylase aus Propionibacterium shermanii dar, welche die

Carboxylubertragung zwischen Carbonsdure und Acyl-CoA ohne ATP und Bicarbonat

katalysiert.
CH;CH(COO-)COSCoA + Biotin —— CH,;CH,COSCoA + Biotin-CO,-
Biotin-CO, + CH,COCOO- <—2 Biotin+ -O0CCH,COCOC-

CH;CH(COO)COSCoA + CH;COCOO- —— CH;CH,COSCoA + -OOCCH,COCOO-
Methylmalonyl-CoA Pyruvat Propionyl-CoA Oxalacetat

Schema 5.3:  Allgemeine Reaktion Biotin Enzyme Klasse 111 nach Samols et al., 1988

Die Acetyl-CoA Carboxylase stellt ein Biotin-abhéngiges Enzym dar, dessen Struktur
zwischen den einzelnen Arten recht verschieden ist. In vielen Bakterien sind die drei
Komponenten Biotin-Carboxylase (BC), Biotin-Carboxyl-Carrier Protein (BCCP) und
Carboxyltransferase (CT), welche die Reaktion in Abb. 5.7 katalysieren, einzelne, von

unterschiedlichen Genen kodierte Proteine, wahrend das entsprechende Enzym in
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Wirbeltieren und Hefen ein durch ein einzelnes Gen kodiertes multifunktionales Polypetptid
darstellt (Lopez-Casillas et al., 1988; Al-Feel et al., 1992; Li & Cronan, 19924, b).

Uberwiegend sind Arbeiten bekannt, in denen die Gene, welche fiir Biotin-haltige Proteine
codieren, ihre Struktur bzw. die Aktivitat der entsprechenden Genprodukte néher untersucht
wurden (Schiele et al., 1975; Kondo et al., 1991; Baldet et al., 1992; Li & Cronan, 1992 a, b;
Best & Knauf, 1993; Huder & Dimroth, 1993; Song et al., 1994; Marini et al., 1995; Bott et
al., 1997; Kimura et al., 2000; Dunn et al., 2001; Che et al., 2003; Segura & Espin, 2004).
Spater wurden auch rekombinante Proteine synthetisiert, wobei jedoch lediglich einzelne
Gene der diversen Biotin Enzyme aus den Wildtypstimmen amplifiziert und rekombinant
exprimiert wurden (Reche et al., 1989; Nakamura et al, 1995; Braune et al., 1999; Rodriguez
& Gramajo, 1999; Rodriguez et al., 2001; Diacovich et al., 2002; Kumar Bhat & Berger,
2007; Daniel et al., 2007). Die Klonierung der Gene der Carboxyltransferase der Acetyl-CoA
Carboxylase (Abb. 5.8) stellte die Wissenschaftler in einer aktuelleren Arbeit jedoch vor ein
Problem. Die Carboxyltransferase Doméne der Acetyl-CoA Carboxylase wird durch die Gene
accA und accD codiert. Diese Gene liegen jedoch im Genom von P. aeruginosa und anderen
Bakterien nicht in naher Nachbarschaft (Best & Knauf, 1993).

ADP+P, AIP+HCO;

@ Biotin Carboxylase

Biotin Carrier Protein
€O, Biotin [ AccB AccB H Biotin

- 7

AccA (AccD 7Ca.rboxy1tra.nsfcra.se

N

Acetyl-CoA  Malonyl-CoA

Abb. 5.8: Reaktion der bakteriellen Acetyl-CoA Carboxylase und daran beiteiligte Proteine nach
Alvesetal., 2011

Fur die Klonierung und die Expression der Gene und damit die Generierung des Enzyms
Acetyl-CoA Carboxylase aus Acinetobacter baumannii und Klebsiella pneumoniae durch
Alves et al. (2011) wurde daher ein bicistronischer AccA/AccD Coexpressionsvektor
generiert, welcher die Expression der Gene und die Reinigung des AccAD Komplexes (ber
einen His-Tag ermdglichen sollte. Eine &hnliche Strategie konnte dabei schon bei der
Expression der Acetyl-CoA Carboxylase Carboxyltransferase Domane und der Aspartat

Transcarbamylase aus E. coli erfolgreich umgesetzt werden (Blanchard & Waldrop, 1998;
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Yang & Schachman, 1993). Fir die Bereitstellung des entsprechenden Coexpressionsvektors
wurden die Gene accA und accD zunéchst einzeln kloniert. Die Fusion der Sequenz wurde
folgend in einer zweiten PCR-Reaktion erhalten, wobei eine intercistronische Region von
12 bp, eine Ribosomen-Bindestelle enthaltend, zwischen den beiden Genen accA und accD
mit amplifiziert wurde. Durch Klonierung des Fragmentes, bzw. der Fragmente accC und
accB in den Vektor pET28a+ und das Einbringen der Konstrukte in den Stamm E. coli
BL21(DE3) war eine Expression und folgende Aufreinigung des Komplexes und der
Einzelproteine moglich. Da die AccB Untereinheit fur ihre katalytische Aktivitat Biotin
benotigt (Soriano et al., 2006), wurde von den Autoren auch das Gen birA (Biotin Ligase
Gen) aus den Organismen Acinetobacter baumannii und Klebsiella pneumoniae kloniert und
folgend Uber den Vektor pET42b ohne Tag in E. coli Uberexprimiert. Die Biotin Ligase BirA
wurde fiir die in vitro Biotinylierung von AccB, dem Biotin-Carrier Protein, eingesetzt. Das
mit Biotin beladene AccB Protein wurde im Anschluss daran, wie die brigen Komponenten
des Acetyl-CoA Carboxylase Komplexes Uber Affinitdtschromatographie gereinigt und der
Enzymkomplex in vitro generiert, wobei beide rekombinanten Enzyme im weiteren Verlauf

durch die Autoren ndher charakterisiert werden konnten (Alves et al., 2011).

Diese Strategie ist vergleichbar mit der in dieser Arbeit gewéhlten zur gemeinsamen
Klonierung von atuC und atuF aus P. aeruginosa PAOL1 als Untereinheiten der Geranyl-CoA
Carboxylase. Bei dem Konstrukt hier (pJoe4036.1::atuCF) wurden die Gene zundchst einzeln
amplifiziert, wobei ein Teil der intergenischen Region, eine putative Ribosomenbindestelle
aufweisend mit eingeschlossen wurde. Allerdings konnte zwar die rekombinante Geranyl-
CoA Carboxylase (beide Untereinheiten) erhalten werden, eine Aktivitat dieser mit dem
Substrat Geranyl-CoA war jedoch nicht zu bestimmen. Dagegen zeigte die entsprechend
erhaltende Methylcrotonyl-CoA Carboxylase (pJoe4036.1::1iuBCD) eine deutliche Aktivitét
mit Methylcrotonyl-CoA als Substrat. Warum keine Aktivitat der GCase erhalten werden
konnte, bleibt in dieser Arbeit unklar. Fest steht, die in vivo Biotinylierung der MCase war
anscheinend durch Zugabe von Biotin zum Kulturmedium ausreichend gewéhrleistet. Ob eine
fehlende GCase Aktivitat auf eine unzureichende Biotin-Versorgung zurlickgefiihrt werden
kann, ist auf Grund der MCase Aktivitdt unwahrscheinlich, kann jedoch aber auch nicht
ausgeschlossen werden. Dieser Aspekt kann nur in folgenden Arbeiten durch die Expression
des Biotin Ligase Gens und einer entsprechenden Biotinylierung in vitro Uberpruft werden
(vgl. zu Rodriguez et al., 2001; Alves et al., 2011).
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5.4. Aktivitat der rekombinanten Enzyme aus E. coli

5.4.1. Citronellyl-CoA Dehydrogenase - AtuD

Die Funktion des atuD Genproduktes wurde aufgrund von Ahnlichkeiten zu Proteinen
bekannter Funktion als Acyl-CoA Dehydrogenase angenommen (HoOschle et al., 2005;
Forster-Fromme et al., 2006; Forster-Fromme & Jendrossek, 2006). Erste experimentelle
Arbeiten erfolgten durch Chattopadhyay (2007). In dieser Arbeit wurde das Gen atuD aus
P. aeruginosa kloniert und mit Hilfe des Vektors pJoe4036.1 ohne Tag in E. coli eingebracht.
Mit den erhaltenen Rohextrakten, welche das rekombinante Protein enthielten, wurden erste
Untersuchungen zur Dehydrogenaseaktivitat unternommen und ein entsprechender
Enzymassay etabliert. Folgend wurden in der Arbeit von Forster-Fromme et al. (2008) und
der vorliegenden Arbeit Vektorkonstrukte hergestellt, in welchen das atuD mit den
codierenden Sequenzen eines His-Tags fusioniert wurde. Somit standen mit dem
pJoe4036.1::atuD das Genprodukt mit einem C-terminalen und mit pET28a::atuD das
Genprodukt mit einem N-terminalen His-Tag zur Verfligung.

In dieser Arbeit konnte die Reaktion des AtuD Proteins auch mittels HPLC-(ESI)-MS
Analyse bestétigt werden, in welchen die Abnahme von Citronellyl-CoA und eine Zunahme
von Geranyl-CoA im Ansatz bestimmt wurde. Bei den Untersuchungen mittels Enzymassay
zeigte AtuD eine spezifische Aktivitat mit Citronellyl-CoA. Im Weiteren war es mdglich,
durch Zugabe von zusatzlichen FAD zum Enzymansatz eine Steigerung der Aktivitat zu
erreichen. Diese Steigerung der Aktivitat war in den Untersuchungen von Forster-Fromme
(2008) nicht zu beobachten. Trotz gelber Farbe der gereinigten Proteinldsung, welche das
Vorhandensein von FAD als gebundenen Cofaktor anzeigte, war der Einbau in jedes Molekiil
AtuD somit scheinbar nicht vollstdndig. Im Gegensatz zu der Arbeit von Forster-Fromme
(2008) reichte die Zugabe von Riboflavin zum Kulturmedium fir die Herstellung des FADs
nicht aus. FOr weiterfihrende Untersuchungen misste somit die Konzentration an
zugesetztem Riboflavin fir die Bereitstellung des benétigten Cofaktors erhéht werden.
Warum in einem Fall die Versorgung ausreichend war und in einem anderen Fall zusatzliches
FAD zum Assay zugesetzt werden musste, kdnnte in der Konzentration des erhaltenen,
rekombinanten Proteins begrindet sein. Mdglich ist, dass in einer Expressionskultur mehr
Protein AtuD durch E. coli synthetisiert wurde, und somit die Menge an Riboflavin (1 pg/ml)
im Kulturmedium nicht mehr ausreichend war, um den entsprechenden Cofaktor FAD zu

generieren. Diese Beobachtung konnte bei Forster-Fromme (2008) auch fiir das rekombinante
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LiuA, die FAD-abhéangige Isovaleryl-CoA Dehydrogenase des Liu-Weges, gemacht werden.
Hier zeigte sich, dass das liuA sehr viel starker als das atuD exprimiert wurde und somit
E. coli deutlich mehr rekombinantes LiuA Protein lieferte. Die Versorgung mit Riboflavin im
Kulturmedium war auch in diesem Falle nicht ausreichend, konnte jedoch doch Zugabe von
zusétzlichem FAD zu den Enzymtestansdtzen erreicht werden. Die Charakterisierung der
FAD-abhangigen Acyl-CoA Dehydrogenasen des Atu- und des Liu-Weges AtuD und LiuA
erfolgte schlieBlich in den Arbeiten von Forster-Fromme et al. (2008) bzw. Forster-Fromme
& Jendrossek (2008).

5.4.2. Geranyl-CoA Carboxylase — AtuC/AtuF & Methylcrotonyl-CoA Carboxylase —
LiuB/LiuC

Die rekombinanten Proteine Geranyl-CoA Carboxylase und Methylcrotonyl-CoA
Carboxylase, wurden heterolog in E. coli synthetisiert und folgend tber Ni-NTA Agarose
aufgereinigt. Unter Verwendung des Konstruktes pJoe4036.1::atuCF, welches die
Untereinheiten der Geranyl-CoA Carboxylase und des Konstruktes pJoe4036.1::1iuBCD,
welches die Untereinheiten der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase lieferte, waren

Enzymuntersuchungen méglich.

Bei der Untersuchung der rekombinanten MCase, welche aus dem Konstrukt
pJoed036.1::1iuBCD resultierte, konnten dabei vergleichbare Aktivitaten (5300 mU/mg) wie
bei der Verwendung von partiell gereinigtem Wildtypenzym erhalten werden. Auch ein
mdoglicher Einfluss von Reduktionsmitteln wie DTT und Glutathion zur Stabilisierung des
Enzyms wurde getestet, wobei durch Einsatz dieser die Stabilitdt der Proteinlésung Uber
langere Zeit erhalten werden konnte. Um die Vergleichbarkeit der einzelnen Messungen in
der vorliegenden Arbeit jedoch zu gewdhrleisten, wurde auf die Zugabe von DTT bzw.
Glutathion verzichtet und die Proteine zeitnah nach ihrer Aufreinigung auf Aktivitat hin
getestet. In folgenden Arbeiten sollte die Zugabe von DTT jedoch schon bei der Aufreinigung
der entsprechenden Proteine vergleichend zu Seubert et al. (1963) und Hector & Fall (1976b;
Fall & Hector, 1977) erfolgen, um gegebenenfalls Probleme mit der Aktivitat (vgl. Geranyl-
CoA Carboxylase) ausschlieen zu kdnnen. Des Weiteren kdnnten Zusatze wie Glycerin,
EDTA, Inositol und Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) getestet werden. So wurden z.B. in
anderen Arbeiten neben DTT auch Glycerin (Alban et al., 1993; Chen et al., 1993; Bott et al.,
1997; Rodriguez et al., 2001), Glycerin und EDTA (Alban et al., 1993; Guan et al. 1999;
Diacovich et al., 2002) bzw. Inositol (Mukhopadhyay et al., 1998) den verwendeten Puffern
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zugesetzt. In wieder anderen Arbeiten wurde Puffer mit PMSF verwendet, um einen
unerwiinschten Proteinabbau durch im Lysat befindliche Proteasen zu verhindern (Braune et
al., 1999; Rodriguez & Gramajo, 1999; Rodriguez et al., 2001; Daniel et al., 2007). Bei
Daniel et al. (2007) und Alves et al. (2011) erfolgte des weiteren die Lagerung der

gereinigten Proteine bei 4 °C in Puffern, welche 10 % Glycerin enthielten.

Wahrend mit gereinigten P. aeruginosa Rohextrakten (Isovaleriansaure und Citronellsaure
Zellen) MCase Aktivitaten bestimmt werden konnten, war dies fiir die GCase nicht moglich.
Im Falle der rekombinanten Geranyl-CoA Carboxylase aus E. coli, welche mit Hilfe des
Konstruktes pJoe4036.1::atuCF erhalten und gereinigt werden konnte, waren ebenfalls im
Vergleich zur rekombinanten MCase keine signifikanten Aktivitaten zu bestimmen. Ein
mdoglicher Einfluss der Biotinylierung wurde bereits im Abschnitt 5.3. besprochen. Um einer
mdglichen Unterversorgung entgegen zu wirken, wurden Enzymansédtze mit zusétzlichem
Biotin vergleichend zum LiuA-Assay (mit zusétzlichem FAD) getestet. Allerdings konnten in
diesen Versuchen keine Aktivitdten erhalten werden. Da eine Biotinylierung der GCase
Untereinheit AtuF in dieser Arbeit nicht kontrolliert wurde, kann dennoch nicht
ausgeschlossen werden, dass ein Mangel an Biotin ein Grund fir die fehlende Aktivitat
darstellen konnte.

Auch ein mogliches Ziehen der Reaktion in die Produkt-Richtung (Isohexenyl-glutaconyl-
CoAs) bzw. die mogliche Stabilisierung des Produktes der Reaktion durch die nachfolgenden
Enzyme wurde getestet. Hierfir wurde der Carboxylase-Assay mit Zusatz der drei
rekombinanten Enzyme Geranyl-CoA Carboxylase, Isohexenylglutaconyl-CoA Hydratase
(AtuE) und die 3-Hydroxy-3-isohexenylglutaryl-CoA:Acetat Lyase (AtuA?) durchgefihrt.
Ein Einfluss der letzteren beiden Proteine auf die Aktivitidt der GCase konnte jedoch nicht
gezeigt werden, da eine Aktivitat auch bei diesen Reaktionen nicht beobachtet werden konnte.
Aufgrund der fehlenden Aktivitdt der Geranyl-CoA Carboxylase kdnnen dieser Einfluss und
das Wirken der Enzyme als Komplex mit einer mdglichen Stabilisierung der Zwischen-
produkte allerdings aber nicht ausgeschlossen werden. Auch wenn die Moéglichkeit besteht,
dass die rekombinanten Proteine aus E. coli aufgrund einer zum Wildtyp verschiedenen
Faltung oder einem ,,fehlerhaftem* Zusammenbau der einzelnen Untereinheiten im Falle der
Geranyl-CoA Carboxylase nicht aktiv sind, so ist die Wahrscheinlichkeit aufgrund einer
aktiven Citronellyl-CoA und Isovaleryl-CoA Dehydrogenase bzw. einer aktiven
Methylcrotonyl-CoA Carboxylase doch gering. Nichtsdestotrotz auch durch die Zugabe von
P. aeruginosa Rohextrakt konnte die Reaktion nicht in die gewunschte Richtung gezogen

werden.
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Neben dem Konstrukt pJoe4036.1::atuCF stand auch das Konstrukt pJoe4036.1::atuCDEF,
bei welchem die Klonierung entsprechend dem pJoe4036.1::1iuBCD Konstrukt erfolgte zur
Verfligung. In diesem Falle konnte das AtuC Protein allerdings nicht mehr tber das AtuF,
welches als His-Tag Fusionsprotein vorlag, mit aufgereinigt werden. Im Vergleich zum AtuF
konnte AtuC hier nur in Spuren im SDS-Gel beobachtet werden. Die so gewonnene Probe
zeigte dementsprechend auch keine Aktivitaten mit Geranyl-CoA bzw. Methylcrotonyl-CoA.

Die Klonierung von Genen, welche in einem Operon strukturiert sind, erfolgte schon in
diversen Arbeiten. Dabei sollte zum einen die Strukturanordnung der Gene bzw. die Funktion
der Genprodukte geklart und zum anderen die Eigenschaft bestimmte Metabolite zu
produzieren auf einen anderen Organismus Ubertragen werden (Tao et al, 1993; McGowan et
al., 1996; Ishii et al., 2000; Tang et al., 2000; Kuhlmann & Bremer, 2002; Velasco et al.,
2005; Ma et al., 2009; Dueholm et al., 2010; Simeonova et al., 2010; Wang et al., 2010). So
weit bekannt, gibt es dagegen keine Untersuchungen, bei denen mehrere Gene eines Operons
amplifiziert, kloniert und heterolog exprimiert wurden. Die Gene des Atu-Weges liegen
strukturiert in einem Operon vor, wobei die Strukturgene atuA, atuB, atuC, atuD, atuE, atuF,
atuG und atuH nach Induktion durch Wachstum auf azyklischen Monoterpenen vermutlich
gemeinsam abgelesen und exprimiert werden. Die Gensequenz atuCDEF wurde aus dem
Wildtyp P. aeruginosa Gencluster atuRABCDEFGH als Ganzes mittels PCR amplifizert und
unter die Kontrolle des Promotors des Vektors pJoe4036.1 gestellt. Auch wenn die
Genprodukte AtuC (SDS-PAGE) und AtuF (Western-Blot) in E. coli produziert wurden, so
bleibt doch unklar, warum in diesem Falle keine gemeinsame Reinigung Uber das His-Tag-
tragende AtuF mdglich war.

Demgegenuber war die Reinigung der durch Expression in E. coli (pJoe4036.1::liuBCD)
erhaltenen Genprodukte LiuB und LiuD tber den His-Tag am LiuD erfolgreich und es konnte
ein aktives Enzym bestehend aus beiden Untereinheiten erhalten werden. Nichtsdestotrotz
war das LiuC, vergleichend zu AtuD und AtuE, welche aus dem Konstrukt
pJoe4036.1::atuCDEF in E. coli resultieren mittels SDS-PAGE nicht nachweisbar. Fur diese
Proteine ist die Produktion von spezifischen Antikdrpern erforderlich, um auch ihre
Anwesenheit im E. coli Rohextrakt nachzuweisen.

Im Gegensatz zu den Versuchen in dieser Arbeit konnte durch Aguilar et al. (2008) auch eine
aktive Geranyl-CoA Carboxylase aus P. aeruginosa in E. coli synthetisiert werden. Diese und
das entsprechende MCase Enzym wurde folgend von den Wissenschaftlern néher
charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass der optimale pH bzw. die optimale Temperatur sowohl

bei der rekombinanten MCase als auch bei der rekombinanten GCase bei 8,5 bzw. 37 °C liegt.

304



5. Diskussion

Diese Werte konnten auch fir die Wildtypenzyme aus P. aeruginosa erhalten werden
(Aguilar et al., 2008) und waren dhnlich denen, welche fur die MCase aus Sdugern (Lau et
al., 1980), Bakterien (Schiele & Lynen, 1981) und Pflanzen (Baldet et al., 1992; Alban et al.,
1993; Chen et al., 1993; Diez et al., 1994) berichtet wurden. Wahrend die MCase aus Blattern
der Erbsen und Mitochondrien der Kartoffel auch stabil bei Temperaturen tber 50 °C sind
(Alban et al., 1993), werden MCase und GCase aus P. aeruginosa (Aguilar et al., 2008), wie
auch die MCase aus P. citronellolis bei diesen Temperaturen inaktiviert (Hector & Fall,
1976b).

Die rekombinante, Gber Coexpression erhaltene, Geranyl-CoA Carboxylase zeigte sowohl
GCase als auch MCase Aktivitat, wobei mit GCoA als Substrat eine sigmoidale Kinetik und
mit MCoA eine Michaelis-Menten Kinetik beobachtet werden konnte. Als kinetische
Konstanten erhielten die Wissenschaftler Kos 8,8 pM und Vimax von 492 nmol min™ mg™ mit
GCoA als Substrat und Ky, 14 pM und Vpmax von 308 nmol min™ mg™ mit MCoA als Substrat.
Der Vergleich der katalytischen Effizienz deutete dabei weiter eine Praferenz der GCase fur
GCoA an. Wurde die rekombinante MCase né&her charakterisiert, so war es moglich, &hnliche
kinetische Konstanten wie fur das Wildtypenzym aus P. aeruginosa zu bestimmen
(Kos 9,8 UM und Vpmax von 279 nmol min® mg™?). Weiterhin konnte eine kinetische
Abhangigkeit von den Substrate ATP und NaHCO3; gezeigt werden, wobei diese ein
sigmoidales Verhalten mit Konstanten von Kos 13 UM und Vs von 356 nmol min™ mg™ fir
ATP und Kgs 0,8 UM und Vmax von 178 nmol min™ mg™ fiir NaHCOj3 zeigten. Durch dieses
Verhalten wird von den Autoren eine allosterische Regulation der MCase durch ATP und
Hydrogencarbonat vermutet (Aguilar et al., 2008). Geranyl-CoA wurde wie bereits schon
durch Fall (1981) beschrieben auch in diesem Falle nicht als Substrat umgesetzt.

Warum aber konnte in dieser Arbeit keine aktive Geranyl-CoA Carboxylase erhalten werden?
Das Problem durch eine mogliche veranderte Anordnung der Gene (siehe pJoe4036.1::atuCF)
konnte zwar aufgrund der nicht mdglichen gemeinsamen Reinigung der Untereinheiten
resultierend aus dem Konstrukt pJoe4036.1::atuCDEF nicht ausgeschlossen werden, jedoch
ist dies aufgrund der erfolgreichen Klonierung und Expression der Gene der Methylcrotonyl-
CoA Carboxylase Uber das Konstrukt pJoe4036.1::liuBCD unwahrscheinlich. Dass die
Produktion von rekombinantem Protein inaktives Protein liefert, kann vielerlei Griinde haben.
So z.B. unphysiologisch hohe Konzentrationen des Proteins in der Wirtszelle. Da dies jedoch
vor allem bei regulatorischen Proteinen, welche unter naturlichen Bedingungen nur in sehr
geringen Mengen produziert werden, von Bedeutung ist, kann dies im Falle der GCase eher
ausgeschlossen werden. Da die Geranyl-CoA Carboxylase ein 16sliches Protein im
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Cytoplasma darstellt, kénnen Probleme der Sekretierung ebenfalls ausgeschlossen werden.
Weitere mogliche Griinde sind ein anderes intrazellulare Milieu (pH, Redoxpotential,
Konzentration gebundenen Wassers) und das Vorhandensein von anderen Proteasen in der
Wirtszelle bzw. die Notwendigkeit der Co-Expression von Proteinen, die z.B. bei der Faltung
relevant sind (Chaperone, Rotamasen, Proteindisulfid-lsomerase, Peptidyl-prolyl-cis/trans-
Isomerasen) oder von post-translationale Modifikationen, welche in der Wirtszelle nicht
mdoglich sind (z.B. Biotinylierung, Glycosylierung im endoplasmatischen Retikulum der
eukarotischen Zelle). Aufgrund der erfolgreichen Reinigung der Geranyl-CoA Carboxylase
aus Pflanzenteilen (Guan et al., 1999) und P. aeruginosa PAOL1 bzw. der Isolierung und
Charakterisierung des rekombinanten Enzyms aus E. coli (Aguilar et al., 2008) ist es jedoch
unwabhrscheinlich, dass die hier angefiihrten Griinde lediglich in der vorliegenden Arbeit zu
Problemen mit der Aktivitdt der GCase flhren sollen. In folgenden Arbeiten sollte jedoch der
Einfluss der bereits besprochenen Biotinylierung, welche moglichweise im Falle der GCase
nicht ausreichend erfolgte, untersucht werden. Gegebenenfalls ist es mdglich durch die
Expression des Biotin Ligase Gens eine vollstandige Versorgung mit Biotin zu ermdglichen
und damit aktive Geranyl-CoA Carboxylase zu erhalten. Des Weiteren kdnnten mit den
Proteinen AtuC und AtuF, welche tber die Expression des Konstruktes pJoe4036.1::atuCF in
E.coli und Reinigung Uber Ni-NTA Agarose erhalten werden konnten, Denaturierungs- und
Renaturierungsversuche vergleichend zu den Arbeiten von Aguilar et al. (2008,
Untereinheiten der MCase) durchgefiihrt werden. Gegebenenfalls kann auf diesem Wege
aktives GCase Enzym bereitgestellt werden, denn erst wenn die Geranyl-CoA Carboxylase
mit signifikanten Aktivitdten vergleichend zur Methylcrotonyl-CoA Carboxylase zur
Verfligung steht, kénnen auch die Untersuchungen mit den nun vorliegenden Substraten cis-
und trans-Geranyl-CoA sowie Methylcrotonyl-CoA erfolgen. Erst in diesem Fall wird eine
Aussage zu einer moglichen Beeinflussung der GCase Reaktion durch das cis bzw. das trans

Isomer des GCoAs maglich.

5.4.3. Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase - AtuE

Die Funktion der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase wurde in friiheren Arbeiten aufgrund
der Ahnlichkeit zu Proteinen bekannter Funktion (Enoyl-CoA Hydratase/lIsomerase) dem
AtuE zugewiesen (Hoschle et al., 2005; Forster-Fromme et al., 2006; Forster-Fromme &
Jendrossek, 2006). Durch 2D-Gel-Elektrophorese konnte gezeigt werden, dass das Protein

AtUE spezifisch nur in Zellen gebildet wurde, welche mit Citronellol oder Citronellate als C-
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und Energiequelle angezogen wurden. Dagegen konnte es nicht in Zellen identifiziert werden,
welche mit Isovalerat oder Succinat kultiviert wurden. Wurde eine entsprechende Insertions-
mutante untersucht, so zeigte sich in Wachstumsanalysen kein Verlust der Fahigkeit auf
azyklischen Terpenoiden zu wachsen. Es wird daher angenommen, dass die Funktion von
AtuE wichtig, unter diesen Bedingungen jedoch nicht essentiell fur den Atu Stoffwechselweg
ist, da die Funktion der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase auch durch andere Isoenzyme
ausgefuhrt werden kann (Forster-Fromme et al., 2006).

Fur weiterfuhrende experimentelle Untersuchungen wurde das Gen atuE aus P. aeruginosa in
E. coli exprimiert und das synthetisierte Protein folgend Uber Affinitatschromatographie
aufgereinigt. Versuche zur Bestimmung der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase Aktivitét
erfolgten erstmals bei Seubert & Fass (1964a), welche Untersuchungen mit einem
angereichertem Enzymgemisch, welches die Hydratase sowie die 3-Hydroxy-3-isohexenyl-
glutaryl-CoA:Acetat Lyase enthielt, durchfiihrten. Eine optische Bestimmung der Aktivitat
des Enzyms wurde in diesen Arbeiten durch das Verschwinden der charakteristischen
Absorptionshande von a,-ungesattigten Thioestern durch Anlagerung von Wasser an die
Doppelbindung bestimmt. Die Bereitstellung des Substrates der Hydratase erfolgte bei den
Autoren durch Vorinkubation von Geranyl-CoA mit einem ATP-generierenden System und
gereinigter Geranyl-CoA Carboxylase (Seubert & Fass, 1964a).

Der Versuch die Aktivitét iber die vorgeschaltete Reaktion der Geranyl-CoA Carboxylase, in
welcher das Substrat der Hydratase Isohexenyl-glutaconyl-CoA generiert wird, zu erhalten,
war in dieser Arbeit jedoch aufgrund der fehlenden GCase Aktivitat nicht méglich. Zwar
stand im weiteren Verlauf der Arbeit die Ausgangsverbindung fir die Synthese des
Isohexenyl-glutaconyl-CoAs als Isomerenmischung durch Arbeiten am Institut fir
Organische Chemie zur Verfugung, allerdings konnte mit dem aus diesem hergestellten
Substrat keine Aktivitat von rekombinantem AtuE als Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase
gezeigt werden. Da eine fehlende Aktivitdt auch durch die heterologe Synthese in E. coli
begriindet sein konnte, wurden die Versuche auflerdem mit Rohextrakt von P. aeruginosa
PAOL1 (Cs Zellen) als Quelle der Wildtyp-Hydratase wiederholt. Allerdings konnten in diesen
Experimenten ebenfalls keine Hydratase Aktivitaten mit dem Substrat bestimmt werden. Da,
wie bereits an anderer Stelle beschrieben wurde, nicht ausgeschlossen werden kann, dass eine
Induktion des Atu-Weges in Zellen dieser Enzymcharge nicht erfolgreich war, sollten zur
Uberprifung in folgenden Arbeiten die Assays auch mit neuem Wildtypenzym wiederholt

werden.
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Seubert und Mitarbeiter fuhrten 1968 Untersuchungen zum Mechanismus der Malonyl-CoA
unabhéngigen Fettsduresynthese durch (Seubert et al., 1968). In dieser Arbeit wurde die
Aktivitat der Enoyl-CoA Hydratase iiber einen gekoppelten Assay mit B-Hydroxyacyl-CoA
Dehydrogenase gemessen (Abb. 5.9). Die Aktivitat der Hydratase wurde tber die Bildung
von NADH bei 366 nm bestimmt. Der Ansatz enthielt in 1,75 ml: 200 pmol Tris-HCI, pH 8,9
sowie 1 mg BSA, 1 pmol NAD", 0,07 pumol Decenyl-CoA und 0,9 U Hydroxyacyl-CoA
Dehydrogenase. Gestartet wurde die Reaktion durch die Zugabe des Enoyl-CoA Hydratase

Enzyms.
O OH O
Enoyl-CoA Hydratase
R/\)J\SCOA T H0 RMSCOA
149 150
OH O B—Hydroxyacyl-CoA 6 O
* NAD* * NADH + H*
R SCoA Dehydrogenase R SCoA
150 151

Abb. 5.9: Bestimmung der Enoyl-CoA Hydratase Aktivitat in einem gekoppelten Assay nach Seubert
et. al., 1968 (R=H, aliphatischer oder aromatischer Rest)

Ein solch gekoppelter Assay scheint jedoch fir die vorliegende Arbeit nicht geeignet. Im
Falle der B-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase sind lediglich Untersuchungen zur Spezifitét
hinsichtlich der Kettenlange (Osumi & Hashimoto, 1980; He et al., 1989; Uchida et al.
1992; Arent et al., 2010), nicht aber zu Substraten mit verzweigter Kohlenstoffkette bekannt.
Aufgrund der verzweigten Kohlenstoffkette des Isohexenyl-glutaconyl-CoAs 20, als Substrat
der in dieser Arbeit untersuchten Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase, resultiert die
ebenfalls verzweigte Struktur des 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoAs (21, Abb. 5.10).
Diese Verbindung stellt sehr wahrscheinlich kein Substrat der Hydroxyacyl-CoA

Dehydrogenase dar.

0] OH O
A RN Hydratase N
o SCoA + H,0 ———— )\/\/b;g)\ SCoA

OH OH
20 21

Abb. 5.10: Struktur des Hydratase-Substrates lIsohexenyl-glutaconyl-CoA 20 und des Hydratase-
Produktes 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA 21 des Atu-Weges
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Bei Holland et al. (1973) erfolgte die Messung der Hydratase Aktivitat auf zwei Wegen. Zum
einen wurde die Hydratisierung von 2,3-ungesattigten Acyl-CoA Estern tber die Abnahme
der Absorption bei 263 nm (Lynen & Ochoa, 1953; Seubert & Lynen, 1953) bei 30 °C und
pH 7,5 verfolgt. Der Testansatz der Autoren enthielt neben 28 mM Tris-HCI und 2,5 mM
EDTA 6-100 mmol an Substrat. Die Reaktion wurde durch die Zugabe der Enoyl-CoA
Hydratase gestartet. Zum anderen erfolgte auch in dieser Arbeit eine Kopplung der Enoyl-
CoA Hydratase mit der L-3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase und NAD". Bei Schultz (1974)
und Fong & Schultz (1977) wurde auch der direkte Assay zur Bestimmung der Aktivitat der
Hydratase herangezogen, wobei der Testansatz (0,6 ml) in diesem Falle 50 bzw. 100 pmol
Kalium-Phosphatpuffer (pH 8) und 50 pug BSA neben dem A%3-enoyl-CoA Substrat und der
gereinigte long chain Enoyl-CoA Hydratase enthielt. Ahnlich wurde auch bei O'Brien &
Frerman (1977) verfahren. Auch in neueren Arbeiten erfolgte die Messung der Enoyl-CoA
Hydratase Aktivitat Gber die Abnahme der Absorption bei 263 nm und 30 °C (Fukui et al.,
1998; Tsuge et al., 2003; Sato et al. 2011). Dabei setzte sich der Testansatz aus 50 mM Tris-
HCI pH 8 und 25 uM trans-enoyl-CoA zusammen. Weiterhin konnte in den Arbeiten von
Tsuge et al. (2003) und Sato et al. (2011) die Stereoselektivitat durch Kopplung der
Hydratisierung von trans-2-enoyl-CoA mit der Oxidation des resultierenden 3-Hydroxyacyl-
CoAs (B3HA-CoA) katalysiert durch die (S)-spezifische 3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase
(B3HA-CoA DH) aus Schweineherz untersucht werden. Durch die Verlinkung der NADH
Bildung mit der Oxidation von (S)-3HA-CoA (gemessen bei 340 nm) kann in diesem Falle
eine Aussage Uber die Stereospezifitat getroffen werden, wobei bei einer zu beobachtenden
Absorptionsanderung bei 340 nm eine (S)-Selektivitat des Enzyms vorlag. Bei Tsuchida et al.
(2011) erfolgte dagegen eine direkte Quantifizierung der Produkte 3(R)- und
3(S)-Hydroxyacyl-CoA (ber HPLC mittels einer chiralen Saule. Fir diese neue Methode
wurden die Konditionen unter Verwendung von 3(R)-, 3(S)-Hydroxyhexadecanoyl-CoA und
trans-2-hexadecanoyl-CoA optimiert (mobile Phase: 35/65 (v/v) 50 mM Phosphat-Puffer pH
5,0/Methanol, Flussrate: 0,5 ml/min, Detektion: 260 nm, S&ulentemperatur: 25 °C).

Auch in der Arbeit von Feil (2006), in welcher die Aktivitat einer (E)-Phenylitaconyl-CoA
Hydratase bestimmt wurde, enthielt der Testansatz neben dem Protein lediglich das Substrat
in 50 mM Kalium-Phosphatpuffer pH 6,2. In der vorliegenden Arbeit wurde somit auch ein
solcher Ansatz getestet, indem lediglich Puffer, Substrat und Enzym eingesetzt wurden. In
den Reaktionen, welche mit 50 mM Kalium-Phosphatpuffer bzw. Tris-HCI Puffer mit
unterschiedlichen pH-Werten (7; 7,5 und 8,0) durchgefuhrt wurden, konnten allerdings keine

Absorptionsanderungen bei einer Wellenldange von 267 nm (30 °C) verfolgt und somit keine
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Aktivitdten der nativen bzw. der rekombinanten Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase
bestimmt werden. Letztendlich stand fiir das mogliche Optimieren der Reaktion (Puffer, pH,
Temperatur) nicht ausreichend Zeit zur Verfugung, sodass eine Aktivitat des Wildtypenzyms
bzw. des rekombinanten Enzyms AtuE aus E. coli in dieser Arbeit jedoch nicht
ausgeschlossen werden kann. Weiterfiihrende Untersuchungen sind im Rahmen
nachfolgender Arbeiten unerldsslich.

Da das Substrat in diesen Untersuchungen lediglich als Isomerenmischung zur Verfligung
stand, konnte auch dies ein Grund fir eine fehlende Aktivitat darstellen. Eine Trennung der
Isomere war auf der Stufe der Methylester-Vorstufe mdglich, allerdings konnten diese nicht
in die CoA-Ester Synthese eingesetzt werden. Um eine Verseifung der Ester nach Aktivierung
zum CoA-Ester zu erwirken, ohne dass auch das CoenzymA wieder abgespalten wird, sind
Ester als Vorstufe erforderlich, welche sich unter milden Reaktionsbedingungen wieder
spalten lassen. Hierfir konnte die Geranylséure in das entsprechende Benzyl- oder. tert-
Butylester uberfiihrt werden, um dann tber die CO,-Reaktion nach Saito et al. (2000) die

entsprechenden Vorstufen zu erhalten.

Wie bereits beschrieben zeigte das AtuE eine hohe Ahnlichkeit zu Proteinen mit Enoyl-CoA
Hydratase/lsomerase Funktion (Hoschle et al., 2005; Forster-Fromme et al., 2006; Forster-
Fromme & Jendrossek, 2006).

Die Enoyl-CoA Hydratase spielt bei der f-Oxidation, und somit dem Fettsdureabbau eine
entscheidende Rolle. Die sich wiederholende Reaktionsfolge der B-Oxidation umfasst vier
Reaktionen, die Oxidation, eine Wasseranlagerung sowie eine erneute Oxidation und eine
Thiolyse durch CoenzymA, wobei die Lange der Acylkette in jedem Zyklus um zwei C-
Atome unter Bildung von Acetyl-CoA 24 verkirzt wird (Kunau et al, 1995). Liegen
Fettsduren mit einer ungeraden Anzahl an C-Atomen vor, so wird in der letzten Runde der
B-Oxidation Propionyl-CoA gebildet, welches Uber die Reaktionen der Propionyl-CoA
Carboxylase und der Methylmalonyl-CoA Mutase zu Succinyl-CoA, einem gebrauchlicheren
Stoffwechsel-Intermediat weiter umgesetzt wird (Halarnka & Blomquist, 1989). Die vier
Enzyme, welche diesen Reaktionszyklus (Abb. 5.11) antreiben, sind die Acyl-CoA
Dehydrogenase, die Enoyl-CoA Hydratase, die (L)-3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase und
die Thiolase. Fir den Abbau in Mitochondrien konnte gezeigt werden, dass die einzelnen
Reaktionen durch separate Enzyme katalysiert werden, wohingegen andere Zellorganellen
z.B. Peroxisomen multifunktionale Proteine enthalten, welche zwei oder aber drei Reaktionen
der Reaktionsabfolge katalysieren (Carpenter et al., 1992; Uchida et al, 1992).
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Abb.5.11: Schematische Darstellung der B-Oxidation lang-kettiger Fettsduren in Mitochondrien
modifiziert nach Agnihotri & Liu, 2003 (R=CHjs oder aliphatischer Rest)

Die Enoyl-CoA Hydratase katalysiert somit den zweiten Schritt in der -Oxidation des
Fettsaurestoffwechsels. Das Enzym ermdglicht die syn-Addition eines Wassermolekiils tber
die Doppelbindung eines trans-2-enoyl-CoA Thioesters, unter Bildung eines (S)-3-Hydroxy-
acyl-CoA Thioesters (Stern & Campillo, 1953; Stern, 1961; Willadsen & Eggerer, 1975;
Agnihotri & Liu, 2003). Dabei variiert die Stereoselektivitdt der Enoyl-CoA Hydratase.
Wahrend das Enzym aus tierischen Mitochondrien (S)-3-Hydroxyacyl-CoA generiert
(Willadsen & Eggerer, 1975), wird durch das Enzym aus Aeromonas caviae (R)-3-Hydroxy-
acyl-CoA gebildet (Fukui et al., 1998). Nichtsdestotrotz konnte auch eine Katalyse von cis-
2-enoyl-CoA zum entsprechenden (R)-3-Hydroxyacyl-CoA Thioester gezeigt werden (Wu et
al., 2000). Die ausfuhrlichsten Untersuchungen wurden dabei mit Enzym aus Sdugetieren
durchgefuhrt. Anfanglich wurde die Hydratase aus Rinderleber gereinigt und charakterisiert
(Steinman & Hill, 1975). Andere Quellen, um das Enzym zu erhalten, stellten Schweineherz
(Fong & Schultz, 1981), Schweineniere (Buttner, 1989) und Rattenleber (Furuta et al., 1980)
dar. Spater wurde die Hydratase aus Rinderleber auch nach heterologer Uberexpression in
E. coli gereinigt, und es konnte gezeigt werden, dass die Eigenschaften des rekombinanten
Enzyms gleich dem nativen Enzym waren (Dakoji et al., 2001). Durch strukturelle Arbeiten
konnte die drei-dimensionale Struktur des mitochondrialen Rattenleber Enoyl-CoA Hydratase
Komplexes mit Acetoacetyl-CoA und Octanoyl-CoA geldst werden (Engel et al., 1996; Engel
et al., 1998). Die quartare Struktur (Homohexamer) wurde als Dimer eines Trimers mit 261
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Aminosdureresten flr jede Untereinheit beschrieben (Engel et al., 1996; Minami-Ishii et al.,
1989). Das aktive Zentrum wird hauptsachlich durch das jeweilige Monomer gebildet, wobei
einige Aminosaurereste, welche die Bindungstasche auskleiden (Lys*®°, Phe®”® und Lys**?)
von einer benachbarten Untereinheit im Hexamer beigesteuert werden. Die Carbonylgruppe
des Substrates Octanoyl-CoA liegt in der entsprechenden Struktur mit einem Abstand einer
Wasserstoffbriickenbindung innerhalb des strukturell konservierten Ruckgrates der
Amidgruppen von Ala® und Gly*** vor (Holden et al., 2001). Aufgrund der drei-
dimensionalen Struktur wurde ein katalytischer Mechanismus mit einer Schlusselrolle von
Glu™* und Glu*® vorgeschlagen (Abb. 5.12). Dabei aktiviert Glu'** ein Wassermolekiil fiir

einen nukleophilen Angriff an das C(3) und Glu'

protoniert das C(2) der ungesattigten
Fettsdure 149. In dieser Reaktion liegt die negative Ladung beim Sauerstoff der
Carbonylgruppe des Thioesters. Sie wird stabilisiert durch die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen mit den zwei Amidgruppen von Ala® und Gly**, welche in
einer konservierten Oxyanion-Nische liegen (Holden et al., 2001). Die Hydratisierung von
a,B-ungesattigten Enoyl-CoA Thioestern 149 zu den entsprechenden B-Hydroxyacyl-CoA
Thioestern 150 erfolgt dabei ohne die Beteiligung von Cofaktoren oder Metallionen

(Agnihotri & Liu, 2003).
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Abb. 5.12: Madglicher Reaktionsmechanismus der Hydratisierung eines Enoyl-CoA Thioesters 149
durch die Enoyl-CoA Hydratase basierend auf der 3D-Réntgenstruktur (Holden et al.,
2001) (R=CHjs oder aliphatischer Rest) Nahere Erlauterungen siehe Text.

312



5. Diskussion

Im photosynthetisch aktiven Bakterium Rhodobacter capsulatus konnte durch Beckman und
Kranz (1991) ein open reading frame identifiziert werden, wobei die resultierenden 257
Aminosauren homolog zur mitochondrialen und peroxisomalen Enoyl-CoA Hydratase der
Ratte und zum fadB Genprodukt, der a-Untereinheit des Fettsaure-oxidierenden Komplexes
aus E. coli waren. Wihrend die B-Oxidation in den Mitochondrien durch vier einzelne
Enzyme katalysiert wird, erfolgt dies in Peroxisomen und E. coli unter Verwendung von
multifunktionalen Enzymen. Es konnte gezeigt werden, dass das peroxisomale
Multifunktionsprotein drei Aktivitaten besitzt. Dabei handelt es sich um die Aktivitat als
2-Enoyl-CoA Hydratase, 3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase und A3 A%Enoyl-CoA
Isomerase (Palosaari & Hiltunen 1990). Zuséatzlich zu diesen drei Aktivitaten weist das E. coli
fadB Genprodukt auch eine 3-Hydroxyacyl-CoA Epimerase Aktivitadt auf (DiRusso, 1990).
Die Ahnlichkeit in GroRe und Sequenz lieR die Autoren vermuten, dass Rhodobacter
capsulatus Fettsauren unter Verwendung von speziellen Komponenten, ahnlicher dem
mitochondrialen System als dem multifunktionales Enzymsystem vergleichend zu E. coli
oxidiert (Beckman & Kranz, 1991).

Der aus einer Bodenprobe isolierte Organismus Aeromonas caviae akkumuliert
Polyhydroxyalkanoate (PHA) bei Wachstum mit Alkansauren und pflanzlichen Olen als
alleinige C-Quelle Uber short und medium chain-length (C4 bis C7) 3-Hydroxy-alkanoat
(3HA) Einheiten (Doi et al., 1995). Das Zwischenprodukt der 3-Oxidation trans-2-enoyl-CoA
wird Uber eine (R)-spezifische Hydratisierung katalysiert durch die (R)-spezifische Enoyl-
CoA Hydratase (Phalac) zu (R)-3-Hydroxyacyl-CoA umgesetzt, wobei diese CoA-Ester
anschlieBend mit Hilfe der PHA Synthase (PhaCac) zu PHA polymerisieren (Fukui & Doi,
1997; Fukui et al., 1998). Das Gen der PHA Synthase (PhaCac) ist im pha Operon mit den
Genen fur die (R)-spezifische Enoyl-CoA Hydratase (Phalac) organisiert (Fukui & Doi,
1997). Auch fur die Organismen Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida und
Pseudomonas aeruginosa ist bekannt, dass sie in der Lage sind, PHA aus medium chain-
length (C6 bis C14) 3-Hydroxy-alkanoat (3HA) Einheiten zu akkumulieren, wenn eine
Anzucht mit Alkansauren oder pflanzlichen Olen als alleinige C-Quelle erfolgt (Huisman et
al., 1989). Auch in diesen Organismen erfolgt die Bereitstellung der PHA Vorstufe (ber die
B-Oxidation (Huijberts et al., 1994). Im Gegensatz zum phaJac war das Gen fiir das Monomer
liefernde Genprodukt in diesen Organismen jedoch nicht mit den PHA Biosynthesegenen
lokalisiert (Tsuge et al., 2000). Erst nach der vollstdndigen Sequenzierung des Genoms von
P. aeruginosa PAO1 konnten verschiedene Gene homolog zum phaJa. identifiziert werden.
Zundchst handelte es sich dabei um die Gene phallp; und phaJ2p,. Diese wurden aus
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P. aeruginosa kloniert und die F&higkeit der entsprechenden Genprodukte Monomere flr die
PHA-Synthese bereitzustellen in E. coli DH5a getestet. Die rekombinanten Stimme zeigten
folgend eine hohe (R)-spezifische Enoyl-CoA Hydratase Aktivitdt mit verschiedenen
Substraten, wobei Phallp, eine Spezifitat fir short chain-length Enoyl-CoA (C4-C6) und
PhalJ2p, eine Spezifitdt fir medium chain-length Enoyl-CoA Substrate (C6-C12) zeigte.
Weiterhin konnte von den Autoren bei Coexpression der Hydratasegene mit dem PHA
Synthasegen in E. coli LS5218 die Akkumulierung von PHA bei Wachstum auf Dodekanoate
als alleinige C-Quelle beobachtet werden (Tsuge et al., 2000). Spater konnten auch die Gene
phaJ3p, und phaldp, identifiziert und untersucht werden. Das rekombinante Protein Phal3p,
war in den Untersuchungen spezifisch fur medium chain-length Enoyl-CoA Substrate mit
einer Kettenldnge von C8-C12 und Phal4p, flr medium chain-length Enoyl-CoA mit einer
Kettenldnge von C6-C10, wobei das letztere PhAJ Protein im Gegensatz zu den drei anderen
eine relativ geringe (R)-Spezifitat aufwies (Tsuge et al., 2003). In der untersuchten PHA
Akkumulation in E. coli stellten sich die Enzyme Phallp, und Phaldp, als sehr nitzliche
metabolic tools fir die Synthese von PHA heraus. Sie wurden daher von den Autoren
ausgewahlt, aus den rekombinanten E. coli Stdmmen gereinigt und weiter untersucht. Durch
MALDI-TOF MS wurde das jeweilige Molekulargewicht mit 16,75 und 16,57 kDa bestimmt.
Uber Gelfiltrations-Chromatographie erhielten die Autoren ein Molekulargewicht mit 38 und
39 kDa, wodurch eine Struktur als Homodimer im nativen Zustand flr beide Enzyme

vergleichend zum Phal4a. (Fukui et al., 1998) postuliert werden konnte (Tsuge et al., 2003).

Enoyl-CoA Hydratasen kénnen demnach je nach Organismus eine unterschiedliche Struktur
aufweisen. Eine Untersuchung der Struktur der Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase (AtuE)
stellt somit einen interessanten Aspekt nicht nur im Vergleich zu den &hnlichen Enoyl-CoA
Hydratsen dar, sondern auch in Hinblick auf die n&here Untersuchung eines
Reaktionsmechanismus. In der vorliegenden Arbeit erfolgten die Vorarbeiten fir diese
Untersuchungen, indem das Gen atuE aus P. aeruginosa PAOL kloniert und die vermutete
Hydratase rekombinant in E. coli synthetisiert wurde. Das schlielflich gereinigte Protein
wurde in Kristallisationsstudien eingesetzt, wobei allerdings erst kirzlich die Struktur mit
einer Auflosung von 2,3 A geldst werden konnte. Dabei zeigte sich, dass die Struktur von
AtuE der Struktur der Enoyl-CoA Hydratasen entspricht (Abb. 5.13). Flr genauere Aussagen
sind jedoch weitere Arbeiten mit den erhaltenen Daten erforderlich (persdnliche Mitteilung
Dr. Papageorgiou, Universitat von Turku, Finnland), sodass dies noch Zeit in Anspruch

nehmen wird und somit in sich anschlieBenden Arbeiten weiter verfolgt werden muss.
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Abb.5.13: Vorlaufige Struktur des AtuE-Trimers (zur Verfliigung gestellt von Dr. Papageorgiou)

Nichtsdestotrotz kénnten schon jetzt Versuche unternommen werden, das Protein AtuE mit
dem in dieser Arbeit hergestellten Substrat Isohexenyl-glutaconyl-CoA zu kristallisieren, um
Stukturvergleiche mit und ohne Substrat zu ermdéglichen. Durch Vergleich mit dhnlichen
Proteinen konnten wichtige Bereiche und durch gezielte Mutagenese damit auch essentielle

Aminosduren in der Struktur ausfindig gemacht werden.

Erste Vermutungen konnten durch die Arbeiten in der Organischen Chemie angestellt werden.
Hier wurden Indizien gefunden, dass Zink bei der Hydratase Reaktion eine Rolle spielen
kdnnte. Im Abschnitt 4.8.2. erfolgte der Versuch das Produkt der Reaktion als Vorstufe tber
eine Reformatsky-Reaktion darzustellen. In einem ersten Syntheseversuch konnte das Produkt
aufgrund der unvollstdndigen Analytik jedoch nur vermutet werden, wohingegen in einer
Variation der Reaktion eine Retro-Reformatsky-Reaktion festgestellt werden konnte, welche
vermuten lies, dass das Intermediat, in diesem Fall die gewinschte Vorstufe des
Hydrataseproduktes, lediglich als instabile Zwischenverbindung vorliegt. Die Beteiligung von
Zink als moglicher Cofaktor wiirde einen Unterschied zu den Enoyl-CoA Hydratasen
darstellen, welche die Hydratisierung von a,B-ungesattigten Enoyl-CoA Thioestern ohne die
Beteiligung von Cofaktoren oder Metallionen katalysieren (Agnihotri & Liu, 2003). Eine
Beteiligung von Zink an der eigentlichen Enzymreaktion konnte in dieser Arbeit jedoch nicht
mehr gezeigt werden. Eine Mdglichkeit, um eine Aussage uber den Zinkgehalt im Protein
treffen zu konnen, ware die Durchfihrung einer Atom-Absorptions-Spektrometrie (AAS).
Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass Licht verschiedener Wellenldangen mit einer
bestimmten Intensitat durch eine atomisierte Probe absorbiert und dadurch geschwacht wird.

Der Metallgehalt in einer Probe kann dabei durch das Verhéltnis von Intensitidt des
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ungeschwachten Lichtes und der Intensitdt des absorbierten Lichtstrahles durch das zu
messende Element bestimmt werden, wobei eine Atomisierung der Probe durch starkes

Erhitzen im Graphitrohr erfolgt.

5.4.4. 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase - AtuA?

Durch Datenbankvergleiche und erste experimentelle Untersuchungen konnte den Genen des
Atu-Weges mit Ausnahme vom AtuA zumindest eine hypothetische Funktion zugeordnet
werden (Kap.5.1, Tab. 5.1). Das Protein AtuA allerdings zeigte keine Ahnlichkeiten zu
Proteinen bekannter Funktion. Die Funktion des atuA’s ist somit noch unbekannt. Durch die
Arbeiten von Forster-Fromme et al. (2006) und Forster-Fromme & Jendrossek (2006) konnte
allerdings gezeigt werden, dass das Gen, welches das Protein AtuA (unbekanntes
hypothetisches Protein) codiert, spezifisch in Citronellol- und Citronellat-Kulturen exprimiert
wurde. Und auch eine entsprechende Insertionsmutante (ins:atuA) wies auf eine essentielle
Funktion des Proteins im Atu-Stoffwechsel hin, da die Mutante die Fahigkeit verlor,
azyklische Terpenoide zu verwerten (Forster-Fromme et al., 2006). Durch Verwendung des
pKnockout-G Plasmids (Windgassen et al., 2000) konnten polare Effekte ausgeschlossen
werden, und die Unféahigkeit auf Terpenoiden zu wachsen, der Mutation im atuA zugewiesen
werden. Mittels folgender Rekonstitutionsanalysen mit atuA in trans konnte der Wildtyp-

phéanotyp wieder hergestellt werden (Forster-Fromme & Jendrossek, 2006).

Der Abbau von azyklischen Terpenoiden umfasst im acyclic terpene utilisation pathway
sieben enzymatische Reaktionen, wobei das atu-Gencluster acht Strukturgene beinhaltet,
welche fur die entsprechenden Proteine codieren. Da die Geranyl-CoA Carboxylase
Untereinheiten durch zwei Gene codiert werden (atuC und atuF) stehen fur die Besetzung der
noch verbleibenden sechs Enzymreaktionen sechs Proteine zur Verfiigung. Durch die
Sequenzéhnlichkeiten der Proteine konnten die entsprechenden Reaktionen mit Ausnahme der
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase (HHG-CoA Lyase) Funktion theoretisch
besetzt werden. Aufgrund der essentiellen Rolle des AtuA Proteins in diesem Stoffwechsel,
wird vermutet, dass das AtuA somit die Funktion der 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-

CoA:Acetat Lyase erfillen konnte (Forster-Fromme et al., 2006).

Bei der Verstoffwechselung von azyklischen Terpenoiden ber den Atu- und den Liu-Weg
sind zwei Lyasen mit einer dhnlichen Funktion an der Eliminierung der Seitenkette beteiligt.
Dabei handelt es sich um die HHG-CoA Lyase (Atu-Weg) und die 3-Hydroxy-3-methyl-
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glutaryl-CoA Lyase (HMG-CoA Lyase, Liu-Weg, LiuE, Forster-Fromme et al., 2006).
Gegenwartig ist allerdings experimentell noch nicht geklart, ob diese beiden Reaktionen
durch ein unspezifisches Enzym oder durch zwei verschiedene Lyasen mit unterschiedlicher
Substratspezifitat katalysiert werden. Beide Proteine AtuA und LiuE als putative Lyasen sind
verschieden, weisen keine Sequenzéhnlichkeiten auf und durch die Unterschiede in den
Reaktionsprodukten (Abspaltung von Acetat 22 (HHG-CoA Lyase) bzw. Acetyl-CoA 24
(HMG-CoA Lyase), Abb. 5.14) sind auch strukturelle Unterschiede sehr wahrscheinlich.
Weiterhin ist bekannt, dass die HHG-CoA Lyase nicht die Funktion der HMG-CoA Lyase in
vitro Gbernehmen kann (Seubert & Fass 1964a). Da die Sequenz einer HHG-CoA Lyase noch
nicht beschrieben wurde und auch die Reaktionsprodukte (Seubert & Fass, 1964b) sich
vergleichend zur HMG-CoA Lyase unterscheiden, ist es nicht verwunderlich, dass

Ahnlichkeiten zu Proteinen bekannter Funktion von AtuA in den Datenbanken fehlen.

Da das Substrat der 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase kommerziell nicht
erhaltlich ist, sollte dieses in der vorliegenden Arbeit tber die Reaktionsfolge Geranyl-CoA
Carboxylase und Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase bereitgestellt werden. Da eine
Aktivitat der GCase jedoch auch Uber die verschiedensten Bemiihungen nicht erhalten werden
konnte, war eine Generierung des Substrates auf diesem Wege nicht mdglich. Auch die
Versuche die Verbindung tber chemische Synthese unter besonderer Berticksichtigung des
Aufbaus des Chiralitdtszentrums darzustellen, waren im Rahmen dieser Arbeit nicht
erfolgreich.
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3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl- 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-
CoA:Acetat Lyase CoA Lyase
(HHG-CoA Lyase) (HMG-CoA Lyase, LiuE)

O OH’'O
0 " S-CoA
3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
21 31

)\/\)U i I
X S-CoA ‘OM

7-Methyl-3-ox0-6-octenoyl-CoA Acetoacetat
23 32
+ +
WO- O
o )]\ S-CoA
Acetat Acetyl-CoA
22 24

Abb.5.14: Darstellung der unterschiedlichen Reaktionsprodukte der 3-Hydroxy-3-isohexenyl-
glutaryl-CoA:Acetat Lyase (HHG-CoA Lyase) und der 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
Lyase (HMG-CoA Lyase, LiuE) nach Seubert & Fass (1964b)

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit beschriebenen Arbeiten war es durch Seubert und Fass
(1964a) mdglich mit einem angereicherten Enzymgemisch, welches sowohl die Hydratase als
auch die 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA:Acetat Lyase enthielt, eine Lyase Aktivitét
(iber den Einbau von radioaktivem *CO, in die Essigsdure zu bestimmen. Der Einbau erfolgte
dabei in Gegenwart von Geranyl-CoA, ATP, Mg, sowie den Hilfsenzymen Geranyl-CoA
Carboxylase (Seubert et al., 1963) und Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase.

Aufgrund der hohen Ahnlichkeiten in der Aminosauresequenz von LiuE zu HMG-CoA
Lyasen, wurde fir dieses Protein eine Funktion als HMG-CoA Lyase im Liu-Weg
vorgeschlagen (Hoschle et al., 2005; Aguilar et al., 2006; Forster-Fromme et al., 2006).

Eine entsprechende Mutante im liuE Gen von P. aeruginosa war nicht mehr in der Lage
sowohl Leucin/Isovalerat als auch azyklische Terpenoide zu verwerten. Wuchs die Mutante
mit Citronellol im Medium, so wurden Metabolite des acyclic terpene pathway akkumuliert,
wodurch von den Autoren eine Funktion im Leucin/Isovalerat und auch die Beteiligung beim
Abbau von azyklische Terpenoiden angenommen wurde (Chavez-Avilés et al., 2009). Zur

néheren Untersuchung wurde das LiuE als rekombinantes His-Tag Fusionsprotein in E. coli
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synthetisiert und gereinigt. Es zeigte ein Molekulargewicht von 33 kDa unter denaturierenden
und 79 kDa unter nicht-denaturierenden Bedingungen, was eine homodimere Konformation
des Proteins vermuten lies. Die Ergebnisse aus Proteinsequenzalignments und Protein-
Fingerprint Sequenzierung wiesen auf eine Funktion als 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
Lyase (HMG-CoA Lyase) hin, welche die Spaltung von 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
(HMG-CoA) zu Acetyl-CoA und Acetoacetat katalysiert. Durch Chéavez-Avilés et al. (2009)
konnten folgend auch die kinetischen Parameter bestimmt werden. Die HMG-CoA Lyase
Aktivitdt wurde modifiziert nach einer Methode nach Wanders et al. (1990) bestimmt, wobei
der Reaktionsmix 50 mM K;HPQO,-Puffer pH 6,7, 10 mM MgCl, und gereinigtes Protein
enthielt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von HMG-CoA in einer Konzentration von
10-600 puM gestartet, der Ansatz fur 5 min bei 37 °C inkubiert und durch Erhitzen abgestoppt.
Die Quantifizierung des Acetoacetats in der Probe erfolgte unter den von Casals et al., (2003)
bzw. Wanders et al., (1988) beschriebenen Bedingungen. LiuE zeigte eine optimale HMG-
CoA Lyase Aktivitét bei einem pH von 7,0 und einer Temperatur von 37 °C. Der erhaltende
Km von 100 pM fir HMG-CoA und ein Vmax von 21 umol min™ mg™ an Protein bestatigten,
dass das liuE aus P. aeruginosa die HMG-CoA Lyase codiert und somit eine wichtige Rolle
beim Wachstum sowohl auf Leucin als auch auf azyklischen Terpenoiden einnimmt. Des
Weiteren zeigte sich eine Abhangigkeit des Enzyms von Mg?* und Mn?* lonen, wie schon fiir
die HMG-CoA Lyase von Bakterien, Vdgel und Menschen gezeigt wurde (Narasimhan &
Miziorko, 1992; Roberts et al., 1996; Forouhar et al., 2006; Fu et al., 2006).

Die letzten Reaktionen im leucine catabolic pathway (Isovaleryl-CoA Dehydrogenase,
MCase, 3-Methyl-glutaconyl-CoA Hydratase, HMG-CoA Lyase) entsprechen den letzten
Reaktionen im acyclic terpenes catabolism (Dehydrierung, Carboxylierung, Hydratisierung
und Spaltung durch eine Lyase Reaktion). Nichtsdestotrotz konnte ein atu-Gen homolog zum
liuE weder im atu-Cluster noch im Genom von P. aeruginosa PAQO1 identifiziert werden,
sodass durch die Arbeitsgruppe um Campos-Garcia eine Beteiligung der HMG-CoA Lyase in
beiden Stoffwechselwegen vermutet wird (Aguilar et al., 2006; Aguilar et al., 2008, Chavez-
Avilés et al., 2009).

Die erste Charakterisierung einer bifunktionalen Rolle des LiuE Proteins von P. aeruginosa,
eine Funktion als HMG-CoA Lyase im Abbauweg von Leucin/Isovalert und eine Funktion als
HHG-CoA Lyase im Abbauweg von azyklischen Terpenoiden bernehmend, erfolgte durch
Chavez-Avileés et al. (2010). Die Bestimmung der HMG-CoA Lyase Funktion des Proteins

konnte bereits in einer friiheren Arbeit gezeigt werden (Chavez-Avilés et al., 2009). Ein
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Nachweis der HHG-CoA Lyase Aktivitat erfolgte nun unter Bestimmung der Konzentrations-
abnahme von Geranyl-CoA in einer mit rekombinanten Enzymen gekoppelten Reaktion. Die
rekombinanten His-Tag Fusionsproteine Geranyl-CoA Carboxylase (AtuC/AtuF) und
Isohexenyl-glutaconyl-CoA Hydratase (IHG-CoA Hydratase, AtuE) sowie LIiuE aus
P. aeruginosa wurden aus E. coli erhalten und gereinigt (Aguilar et al., 2008; Chéavez-Avilés
et al., 2009; Chavez-Avilés et al., 2010). Der Reaktionsmix (100 pl) fur die Messung einer
HHG-CoA Lyase Aktivitat enthielt somit neben 50 mM K;HPO,4-Puffer pH 7,6, 10 mM
MgCl,, 5 mM ATP und 10 mM NaHCOj; jeweils 30 pg GCase und IHG-CoA Hydratase,
wobei die Ansatze mit und ohne LiuE (1 pg) versetzt wurden. Nach Start der Reaktion durch
Zugabe von 1 mM cis-GCoA erfolgte die Inkubation des Ansatzes bei 37 °C fur 10 min,
bevor die Reaktion durch Zusetzten von 3 pl 25 % (v/v) HCI gestoppt wurde. Der Uberstand
wurde nach Entfernen der prézipitierten Proteine mit 10 pl K;HPO, (2 M, pH 8,8)
neutralisiert und filtriert (0,22 um Membran). Die Quantifizierung des GCoA Thioesters
erfolgte durch die Wissenschaftler im Anschluss Gber HPLC in Anlehnung an Hosokawa et
al. (1986). Der so ermittelte Verbrauch an GCoA in den Reaktionsansatzen stellte fur die
Autoren ein MaR fir die HHG-CoA Lyase Aktivitat dar (Chavez-Avilés et al., 2010). So
konnte in einem Reaktionsansatz mit allen notwendigen Enzymen (GCase, IHG-CoA
Hydratase und LiuE) eine Konzentrationsabnahme von GCoA mit 1200 nmoles min™® mg™ an
LiuE Protein bestimmt werden. Ein Ansatz mit lediglich GCase und IHG-CoA Hydratase
zeigte eine Aktivitat von 66 nmoles min™ mg™ Protein. Demgegeniiber war eine Aktivitét in
den Kontrollen, welche nur das LiuE bzw. kein Enzym enthielten, den Autoren nach nicht zu
bestimmen (Chavez-Avilés et al., 2010).

Nichtsdestotrotz, auch wenn durch die Autoren fur rekombinantes, gereinigtes LIUE eine
HHG-CoA Lyase Aktivitat berichtet werden konnte, so kann dennoch das Vorhandensein
eines spezielles HHG-CoA Lyase Enzym nicht ausgeschlossen werden. Indizien, welche fur
ein separates HHG-CoA Lyase Enzym sprechen, sind Daten, welche von Seubert und
Mitarbeitern mit HHG-CoA Lyase enthaltenen Fraktionen erhalten wurden. Bei Seubert &
Fass (1964a) ermoglichte die gemeinsame Anwesenheit von partiell gereinigter GCase, IHG-
CoA Hydratase und HHG-CoA Lyase die Freisetztung von C**-markierter Essigsaure aus den
eingesetzten Substraten Farnesyl-CoA und Geranyl-CoA, wobei den Ansétzen zuvor
KH'CO; zugesetzt wurde. Vergleichend dazu konnte jedoch lediglich eine sehr geringe
Aktivitdt mit Methylcrotonyl-CoA beobachtet werden (4 % der Aktivitat mit GCoA), was ein
Vorhandensein einer seperaten HHG-CoA Lyase vermuten l&(3t. Des Weiteren zeigte partiell
gereinigte HHG-CoA Lyase im optischen Assay keine signifikante Aktivitdt mit dem Substrat
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HMG-CoA (Seubert & Fass, 1964b). Diese Daten widersprechen der These, dass die
Funktionen der beiden Lyasen durch ein und dasselbe Enzyme dargestellt werden. Ein
weiterer Punkt, welcher gegen den postulierten bifunktionalen Charkter der HMG-CoA Lyase
LiuE spricht, ist die Tatsache, dass beide Enzyme unterschiedliche Spaltungen (Abb. 5.14)
katalysieren. Wahrend durch die HMG-CoA Lyase Acetyl-CoA 24 freigesetzt wird, handelt
es sich bei der HHG-CoA Lyase um Essigsdure 22 als Produkt der Spaltreaktion. Wie bereits
zu Beginn des Abschnittes beschrieben wurde, konnte den Genprodukten des Clusters
atuABCDEFGH mit Ausnahme des Proteins AtuA aufgrund der Ahnlichkeiten der
Aminosdure-sequenzen zu bekannten Proteinen eine Funktion zugeordnet werden. Aufgrund
dieser Zuordnung blieb allerdings die Funktion der HHG-CoA Lyase unbesetzt (Tab. 5.1).
Die wichtige Rolle des Proteins AtuA wéhrend des Abbaus von azyklischen Terpenoiden
wurde bereits zuvor besprochen und auch die Hinweise auf ein zur HMG-CoA Lyase
verschiedenen Enzym wurden aufgezeigt. Auch durch die Tatsache, dass durch das Gen atuA
ein Protein mit unbekannter Funktion codiert wird, schlief3t nicht die Vermutug aus, dass das
AtuA die physiologische HHG-CoA Lyase in Pseudomonas darstellt, zumal homologe Gene
ausschlieBlich in allen Citronellol-verwertenden Bakterien, deren Genom sequenziert wurde,
identifiziert werden konnten (Forster-Fromme & Jendrossek, 2010).

Nichtsdestotrotz war die direkte Untersuchung von AtuA als HHG-CoA Lyase in dieser
Arbeit nicht méglich, da weder eine aktive Geranyl-CoA Carboxylase, zum Verfolgen der
Reaktion Uber die gesamte Enzymabfolge, noch die entsprechende Substrat-Vorstufe Uber

chemische Synthese bereitgestellt werden konnte.

Die menschliche HMG-CoA Lyase steht aufgrund ihrer essentiellen Rolle im Stoffwechsel im
Focus der Untersuchungen. Die katalysierte Spaltung von 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
zu Acetoacetat und Acetyl-CoA (Stegink & Coon, 1968) représentiert den letzten Schritt des
Abbaus der Aminoséure Leucin (Coon et al., 1955) bzw. die Schlisselreaktion bei der
Bildung von Ketonkdrpern, welche eine essentielle Energiequelle im Hungerzustand oder bei
Diabetes also Zustande mit geringer Glukose-Konzentrationen im Blut darstellen (Robinson
& Williamson, 1980). Das Fehlen der HMG-CoA Lyase Aktivitat ist in 20 % der Félle lethal
und kann zu Schwachsinn, Schlaganfallen und Koma fiihren (Gibson et al., 1988).
Verschiedene Mutationen im HMG-CoA Lyase Gen, welche mit einer Mangelfunktion
korrelierten, konnten identifiziert werden (Gibson et al., 1988; Roberts et al., 1996; Mitchell
et al., 1998; Muroi et al., 2000). Die Spaltung von HMG-CoA erfordert die Anwesenheit von
zweiwertigen Kationen wie Mg®* und Mn?* und eine Saure/Base Katalyse wurde postuliert

(Fu et al., 2006). Einige Reste der active site, mitsamt Liganden des Kations, wurden

321



5. Diskussion

aufgrund von zielgerichteter Mutagenese und der Charakterisierung von Mutanten uber
kinetische und electron spin resonance Experimenten vorgeschlagen. Fiir His***(Roberts &
Miziorko, 1997), Asp** und Glu’® (Tuinstra & Miziorko, 2003) wurde eine Beteiligung an der
Kationbindung vorgeschlagen. Asp* (Tuinstra & Miziorko, 2003), His** (Roberts et al.,
1996) und Cys*® (Roberts et al., 1995) sind wichtig fiir die katalytische Effizienz. Ebenfalls
eine wichtige katalytische Rolle spielt das Arg*, wobei diese in der Stabilisierung oder
Protonierung der Enolat-Form des Acetyl-CoAs vermutet wird (Tuinstra et al., 2004).
Weiterhin wurde berichtet, dass diese Reste in allen beschriebenen HMG-CoA
Lyasesequenzen konserviert sind (Fu et al., 2006), das native Enzym in L&sung als ein
Homodimer vorliegt (Tuinstra et al., 2002) und ein reaktives Cys®*® mit der Regulation der
Aktivitat, welche die Bildung einer Disulfid-Vernetzung von zwei Untereinheiten bedeutet, in
Verbindung gebracht wird (Hruz & Miziorko, 1992). Die Kristallstruktur des Enzyms konnte
schliellich 2006 durch Fu et al. gelést werden. Das Monomer der rekombinanten
mitochondriale HMG-CoA Lyase (Abb. 5.15) besteht aus neun pB-Faltblattern und 12 o-
Helices, wobei ein (Ba)g TIM (Triose-Phosphat Isomerase) barrel Motif und eine zusatzliche

Polypeptidregion bestehend aus 9, all und 12 ausgebildet wird.

Abb. 5.15:  Band-Diagramm der Monomer-Struktur der menschlichen HMG-CoA Lyase
Die Struktur ist gezeigt mit B-Faltblattern in lila (beziffert vom N- zum C-Terminuns) und
a-Helices in tirkis. Das zusétzliche Polypeptid bestehend aus B9, all und ol2 ist in gelb
dargestellt. Zu sehen ist die Sicht vom C-Terminus des (Ba)s barrel’s aus und die wichtigen
Aminosaurereste (Arg*™, Asp*, Glu™, His?®, His*®, and Asn?”®) sind im aktiven Zentrum zu
finden. Die Abbildung wurde entnommen aus Fu et al., 2006.

Der N-terminale Teil des (Ba)s Motivs ist im Falle des mitochondrialen Enzyms verdeckt und
das aktive Zentrum damit lediglich von der C-terminalen Seite her zugénglich. Zwel
Momomere bilden das Dimer, wobei der Kontakt durch die Reste in den Strukturen B9, all

und al2, welche nicht an der Ausbildung des barrel Motivs beteiligt sind, ausgebildet wird
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(Abb. 5.16). Die Struktur eines physiologisch relevanten Dimers lies dabei vermuten, dass das
Substrat die active site durch die Bindung einer Aushoéhlung, welche am C-terminalen Ende
des barrels lokalisiert ist, ansteuert. In der Arbeit von Fu et al. (2006) konnte weiterhin
gezeigt werden dass die Bindung des Aktivator-Kations die Aminosauren Asn®”®, Asp*,
His®? und His®® erfordert. Arg* ist dagegen vermutlich an der Bindung des Substrates, der
Stabilisierung des anionischen Intermediates oder direkt an der chemischen Reaktion als
Saure, wobei die Protonierung des C2 Enolats von Acetyl-CoA nach Spaltung der C2-C3
Bindung erfolgt, beteiligt. Letztendlich sind weiterfihrende Untersuchungen erforderlich, um
die Base, welche das Proton von der 3-Hydroxyl-Gruppe vom HMG-CoA entzieht und die
Séure, welche das C2-Atom folgend protoniert zu identifizieren (Fu et al., 2006).

\ D7 S
e
D
Active site 3 s, A
al : o™

Abb. 5.16: Band-Diagramm der Dimer-Struktur der menschlichen HMG-CoA Lyase
Helices im Bereich der Kontaktflache des Dimers sind in blau fiir das griine Monomer bzw. in
lila fir das gelbe Monomer dargestellt. Die Abbildung wurde entnommen aus Fu et al., 2006.

Durch Forouhar et al. (2006) konnten schlieflich auch die Kristallstrukturen zweier
bakterieller HMG-CoA Lyasen erhalten werden. Dabei handelte es sich um Enzym zum einen
aus dem Gram-positiven Eubakterium Bacillus subtilis und zum anderen um Enzym aus dem
Gram-negativen Organismus Brucella melitensis. Diese beiden Enzyme zeigten eine sequence
identity mit dem menschlichen orthologen Enzym groRer als 45 %. Untersuchungen mittels
Gelfiltration und static light-scattering (statische Lichtstreuung) deuteten darauf hin, dass das
Protein aus B. subtilis im Kristallisationsansatz vorwiegend als Dimer, allerding mit ~10 %

auch als Tetramer und in sehr geringen Mengen auch in Form grofRe Aggragate vorliegt. Eine
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vergleichbare Untersuchung der HMG-CoA Lyase aus B. melitensis zeigte eine Mischung aus
Monomeren und Protein mit Aggregation hoherer Ordnung an. Allerdings war bereits
bekannt, dass beide Proteine die Tendenz haben, spontan amorphe Prazipitate in ihren
Kristallisationsansatzen zu bilden, was durch Einfrieren/Auftauen oder durch Zugabe von
Mg®* in millimolaren Konzentrationen noch verscharft wurde (Hruz et al., 1993).
Nichtsdestotrotz konnte die Kristallstruktur geldst werden (Abb. 5.17A) und es zeigte sich,
dass die Struktur der menschlichen HMG-CoA Lyase mit denen der homologen bakteriellen
Proteine in nahezu allen stereochemischen Details Ubereinstimmte mit Ausnahme eines
kleinen Unterschiedes in der Konformation des G-loops und einer Anderung des
Raumwinkels des Ruckgrates an nur einer Position im Protein (Forouhar et al., 2006). Die
Wissenschaftler konnten das TIM barrel Motif und das katalytische Zentrum, welches eine
Bindestelle flr zweiwertige Kationen enthalt, identifizieren (Abb. 5.17B). Das Metallbinde-
zentrum im aktiven Zentrum ist an einem komplexen Geflecht an Interaktionen (Uber
Wasserstoffbriickenbindungen involviert. Die beteiligten Reste GIn'’, Arg®®, Glu*, Arg™’,
Tyr'®, Asp?® und Ser'” sind dabei in allen HMG-CoA Lyase orthologen Enzymen
vorhanden. Aufgrund der Beobachtung, dass die Bindestelle bildenden Reste (Asp'*, His?®,
His?®®", Asn**"), sowie die meisten ihre Interaktionspartner auch in drei anderen TIM barrel
Enzymen zu finden waren, welche unterschiedliche Spaltungsreaktionen von C-C Bindungen
katalysieren, wobei angenommen wird, dass diese Uber ein Enolat-Intermediat ablaufen
(4-Hydroxy-2-ketovalerat Aldolase, 2-lsopropylmalat Synthase und Transcarboxylase 5S),
wurde von den Autoren der Name ,,DRE-TIM Metallolyasen* fiir diese neu identifizierte
Enzymfamilie vorgeschlagen, wobei ein gemeinsamer katalytischer Reaktionsmechanismus
die invarianten Aminosauren Asp**, Arg™ und Glu* (DRE-Triplet) erfordert. Das Asp™
bindet dabei das zweiwertige Kation, wahrend das Arg*® vermutlich die Ladung im Enolat-
Intermediat stabilisiert (mdgliche X*) und das Glu** die genaue strukturelle Ausrichtung von
Asp™ und Arg™ aufrechterhalt. Einen weiteren wichtigen Aminosaurerest im aktiven
Zentrum stellt das Cys®*® dar. Dieser gegenuiber dem Metallion-Cofaktor im G-loop liegende
Rest konnte die Rolle der katalytischen Base (B’) im Reaktionsmechanismus tbernehmen.
Die Substratbindung erfolgt den Autoren nach in einer tiefen Furche in der Proteinoberflache,
wobei die negative Ladung der Carboxylatgruppe des HMG-CoA Anteils am zweiwertigen
Metallion im aktiven Zentrum gebunden ist (Forouhar et al., 2006).
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Abb. 5.17: Darstellung der Struktur des Monomers der HMG-CoA Lyase aus B. melitensis [A] und des
aktiven Zentrums [B]
[A]: Monomer des Proteins aus B. melitensis komplexiert mit Ca** (aus Kristallisationsldsung).
Die B-Faltblitter sind in tiirkis, a-Helices in gelb, verbindende Loops in lila, Ca?* in orange und
der G-loop, sowie die Seitenketten von sechs invarianten Resten in griin dargestellt.
[B]: Das Protein-Riickgrat des aktiven Zentrums ist als gelber Ring mit dem G-loop in orange
dargestellt. Seitenketten sind gezeigt in der Kugel-Stab Darstellung, wobei die Bindungen und
die C-Atome in tirkis, Sauerstoff-, Stickstoff- und Schwefel-Atome in rot, blau und dunkelgelb
abgebildet sind. Die Abbildung wurde der Arbeit von Forouhar et al. (2006) entnommen.

Fur die Reaktion der HMG-CoA Lyase sind zusammenfassend drei wichtige chemische
Interaktionen erforderlich. Die erste ist dabei die Bindung der Carboxylatgruppe des HMG-
CoAs 31 an das zweiwertige Metallion. Neben der Verankerung des Substrates 31 im aktiven
Zentrum des Proteins stabilisiert diese Interaktion den Ubergangszustand fiir die Spaltung
durch Abziehen der Elektronen-Dichte von einem der beteiligten C-Atome. Die zweite
Interaktion stellt die Ausbildung der Wasserstoffbindung des Enolat-bildenen Carbonyls zum

Arg™ im DRE-Triplet dar, welche eine Stabilisierung der negativen Ladung zur Folge hat. Es
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folgt die Ausbildung der Wasserstoffbriickenbindung der 3-Hydroxygruppe des HMG-CoAs
31 an ein konserviertes Cys®*®. Dieses fungiert den Autoren nach als die katalytische Base (B,
Abb. 5.18) und bewirkt das Abziehen des Protons und die Bildung der C=0 Bindung, welches
mit der Spaltung der C-C Bindung gekoppelt ist (Forouhar et al., 2006).

B'\v ® BH ® BH ®
o g, (0 o o (o o o 0
o Il I 0 - o -
(0) o4 SCoA OM >SCOA OM )J\ SCoA
HA HA A
3-Hydroxy-3-methyl- Acetoacetat Acetyl-CoA
glutaryl-CoA
31 32 158 32 24

Abb.5.18: Reaktion katylysiert durch die HMG-CoA Lyase
Die Spaltung der C-C Bindung erfolgt tber ein Enolat-Intermediat, welches durch Interaktion mit
einer positiv geladenen Gruppe (X*) des konservierten strukturellen Proteingeriistes stabilisiert
wird. B stellt eine allgemeine Base dar, welche die Hydroxyl-Gruppe deprotoniert, um die
Spaltung einzuleiten, wéhrend HA eine allgemeine Sé&ure darstellt, welche das Enolat protoniert,
um das Ketonprodukt zu erhalten. (hach Forouhar et al., 2006)

Vergleicht man den Mechanismus der HMG-CoA Lyase, wie er in der Abbildung 5.18
dargestellt ist mit der Reaktion der HHG-CoA Lyase des Atu-Weges, so sind zwei denkbare
Reaktionen moglich (Abb. 5.19). Bei einer Reaktion vergleichend zur HMG-CoA Lyase
wirde Acetyl-CoA 24 und die entsprechende Ketoverbindung 7-Methyl-30x0-6-octenoat 92
erhalten werden (Abb. 5.19, (1)). Demgegenuber wiirden bei der zweiten mdglichen Reaktion
Acetat 22 und 7-Methyl-30x0-6-octenoyl-CoA 23 entstehen (Abb. 5.19, (II)). Die letzteren
Reaktionsprodukte (Reaktionsverlauf I1) der Lyase Reaktion konnten dabei bereits durch
Seubert & Fass (1964a) fur die HHG-CoA Lyase nachgewiesen werden.
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Abb.5.19: Darstellung der mdglichen Reaktionen katalysiert durch die HHG-CoA Lyase
Dargestellt ist der mogliche Reaktionsverlauf vergleichend zur postulierten Reaktion der HMG-
CoA Lyase nach Forouhar et al. (2006), wobei die Reaktionsprodukte der Reaktion (II) bereits
durch Seubert und Fass (1964a) in der Reaktion nachgewiesen werden konnten (7-Methyl-3oxo-
6-octenoyl-CoA 23 und Acetat 22).
(X*: positiv geladene Gruppe des konservierten Proteingeriistes; B allgemeine Base; HA:
allgemeine Séure)

Um der Frage nach dem katalysierenden Enzym weiter nachzugehen, ist neben einem
Nachweis der Enzymaktivitdt mit dem Substrat 3-Hydroxy-3-isohexenyl-glutaryl-CoA eine
Struktur auch vergleichend zur HMG-CoA Lysase (LiuE) erforderlich. Hierflir wurden erste
Vorarbeiten geleistet, indem das Protein AtuA aus P. aeruginosa, welches die HHG-CoA
Lyase darstellen konnte, heterolog in E. coli produziert wurde und anschlieend nach
Reinigung lber Ni-NTA Agarose fiir die Kristallisation zur Verfligung stand. Durch eine
erfolgreiche Kristallisation kdnnten Strukturanalysen vorgenommen werden. Dabei wére es
moglich durch Vergleiche mit &hnlichen Proteinen wichtige Bereiche und durch gezielte
Mutagenese essentielle Aminoséuren in der Struktur zu identifizieren. Auch ein mdglicher
Vergleich von Strukturen mit und ohne gebundenes Substrat und daraus folgend eine
Identifizierung eines katalytischen Zentrums wéren denkbar. Da allerdings bis zum jetztigen
Zeitpunkt keine brauchbaren Kristalle vorlagen, missen auch diese Untersuchungen in
kiinftigen Arbeiten weiter verfolgt werden. In diesen wére es sicherlich sinnvoll, auerdem
die Struktur von LiuE aus P. aeruginosa flr einen besseren Vergleich, aber auch in Hinblick
auf eine durch ein unspezifisches Enzym mit breitem Substratspektrum katalysierte Reaktion

aufzuklaren.
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5.5. high performance liquid chromatography zum Nachweis einer Carboxylase-Aktivitat

Fur die Besimmung von Aktivitaten der Carboxylase wurde in dieser Arbeit zunéchst ein
etablierter Assay (Fall, 1976; Hoschle et al., 2005; Forster-Fromme et al., 2006) verwendet.
Die Reaktion des Carboxylase-Enzyms war dabei an die Reaktion der Pyravat-Kinase (PK)
und der Lactat-Dehydrogenase (LDH) gekoppelt, wobei es durch diese moglich war die
Aktivitat der Carboxylase optisch durch die Abnahme der Konzentration von NADH+H" bei
340 nm (30 °C) zu bestimmen (Abb. 5.20).

o
U.J\ ATP Carboxylase om ADP
H .
R™N"Ngoon T ATE + HCOs R™N"""scoa
CoA-Substrat carboxyliertes CoA-Produkt
160 161

PK
ADP + Phosphoenolpyruvat —— >  Pyruvat + ATP

LDH
Pyruvat + NADH+H* ————— Llactat + NAD®

Abb. 5.20: Bestimmung der Carboxylase-Aktivitat tber die Reaktionen der Pyruvat-Kinase (PK) und
der Lactat-Dehydrogenase (LDH) in einen gekoppelten Assay Uber die Konzentrations-
anderung von NADH+H" bei 340 nm

Mit Hilfe des optischen Tests konnten sowohl fur P. aeruginosa Rohextrakte als auch fir die
gereinigte Metyhylcrotonyl-CoA Carboxylase aus P. aeruginosa und E. coli (rekombinantes
Enzym) Aktivitaten bestimmt werden. Fir das gereinigte Enzym Geranyl-CoA Carboxylase

war dies sowohl als natives als auch als rekombinantes Enzym nicht mdglich.

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass der enzymatische Assay nicht sensitiv genug fur
die Untersuchung der GCase-Aktivitat war, sollte im Verlauf der Arbeit auch die Moglichkeit
getestet werden, die Reaktion auf andere Weise zu verfolgen. Um einen Nachweis der
Reaktion ber HPLC zu ermdglichen, wurde zunéchst getestet, ob sich verschiedene CoA-
Ester Uber ihre Retentionszeiten getrennt darstellen lassen. Hierflr standen das CoenzymA,
Acetyl-CoA, Methylcrotonyl-CoA, Citronellyl-CoA und Geranyl-CoA als Referenzen zur
Verfugung. Wie bereits im Abschnitt 5.2. erwadhnt, war es dabei mdglich unter Verwendung
des Na-Phosphatpuffersystems die Ersteren der Thioester deutlich getrennt voneinander
darzustellen (Kap.4.7.1.). Citronellyl-CoA und Geranyl-CoA wiesen zwar eine Retentionszeit
deutlich verschieden zu den tbrigen CoA-Estern auf, jedoch war der Unterschied in lediglich

einer Doppelbindung nicht groR genug, um diese beiden getrennt darzustellen.
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Die Carboxylierung der Methylgruppe stellt eine signifikante Veranderung in der Struktur des
Thioester-Substrates dar, sodass angenommen wurde, dass diese Veranderung in einem Signal
mit einer zum eingesetzten Edukt veranderten Retentionszeit im HPLC-Chromatogramm
resultieren wirde (Kap.4.7.2.). Bei der Untersuchung der Geranyl-CoA Carboxylase konnten
in diesem Falle aber keine eindeutigen Ergebnisse erhalten werden. Zwar trat bei Verwendung
von Rohextrakt von P. aeruginosa (Cs Zellen) eine Abnahme der GCoA Signale auf,
allerdings war diese Abnahme auch durch Rohextrat von Glukose Zellen zu beobachten, in
welchen der Abbau nicht induziert wird. Auch das Auftreten eines neuen Signals, war nicht
eindeutig, da dieses ebenfalls in einigen GCoA Proben identifiziert werden konnte. Wurde
dagegen gereinigtes Wildtyp-Enzym eingesetzt, so konnte keine Abnahme des GCoA Signals
beobachtet werden. Da das Isohexenyl-glutaconyl-CoA zum Zeitpunkt dieser Untersuchungen
noch nicht zur Verfugung stand, konnte dieses nicht als Referenz zur ldentifizierung des
entsprechenden Signals dienen. Um jedoch das mdgliche Produkt der Reaktion dennoch
nachweisen zu koénnen, wurden die Proben auch mittels HPLC-(ESI)-MS untersucht.
Wéhrend jedoch fiir die Probe ohne Enzym die Masse von GCoA identifiziert werden konnte,
war eine Aussage bei Proben mit Enzym nicht mdoglich, da entweder kein CoA-Ester oder
lediglich GCoA als Substrat festgestellt werden konnte. Die Masse von Isohexenyl-
glutaconyl-CoA, dem carboxylierten Produkt der Reaktion, konnte in keinem Ansatz
identifiziert werden, sodass eine Reaktion an dieser Stelle nicht nachweisbar war.

Wurde die Methylcrotonyl-CoA Carboxylase auf diese Weise untersucht, so konnte sowohl
bei Verwendung von Rohextrakt von P. aeruginosa (Iso Zellen, Glu Zellen) als auch von
gereinigtem Enzym eine Abnahme des MCoA Signals beobachtet werden. Ein neues Signal
trat dagegen aber bei diesen Untersuchungen nicht in Erscheinung. Auch Uber die HPLC-
(ESI)-MS Analyse konnte zwar das Substrat der Reaktion nicht aber das carboxylierte
Produkt 3-Methyl-glutaconyl-CoA Uber die Masse identifiziert werden.

Obwohl die Chromatogramme der HPLC Analysen fiir die Unterscheidung der bekannten
CoA-Ester mit Ausnahme von Citronellyl-CoA und Geranyl-CoA gut geeignet waren, zeigte
sich bei der HPLC-(ESI)-MS Analyse der zum Teil starke Hintergrund als Nachteil, sodass
z.B. das 3-Methyl-glutaconyl-CoA als Produkt der MCase Reaktion nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte. Einen weiteren Aspekt stellte die Nachweisgrenze dar.
Wahrend die Reaktion der Citronellyl-CoA Dehydrogenase mit Citronellyl-CoA eindeutig
uber HPLC-(ESI)-MS bestatigt werden konnte, war dies fur die beiden Carboxylasen nicht
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mdoglich. Auch das Fehlen der Produkte der Carboxylase Reaktionen Isohexenyl-glutaconyl-
CoA bzw. 3-Methyl-glutaconyl-CoA als Referenzen erschwerte die Untersuchung.

Da diese Verbindungen nicht zur Verfligung standen, sollte in einem anderen Versuch der
Nachweis der Reaktion Uber die Konzentrationsdnderung von ATP und ADP (siehe Abb.
5.19) getestet werden. Doch obwohl die Nukleotide ATP, ADP und AMP mittels HPLC im
Chromatogramm getrennt dargestellt werden konnten und auch die Analyse der getesteten
Modellreaktion der Hexokinase mit Glukose als Substrat erfolgreich war, war es im
Folgenden nicht mdglich die Reaktion der Methylcrotonyl-CoA Carboxylase auf diesem
Wege nachzuweisen (Kap.4.7.3.).

Letztendlich wurde im Abschnitt 4.7.4. eine Berechnung des Umsatzes der Methylcrotonyl-
CoA Carboxylase Reaktion unter zu Hilfename des optischen Assays vorgenommen. Mit
einer maximalen Aktivitdt von 5900 mU/mg, welche aus der entsprechenden Absorptions-
anderung der Reaktion berechnet wurde, und dem Lambert-Beersche Gesetz konnte eine
Konzentrationsanderung von 0,006 mM und damit ein Umsatz von 0,6 % berechnet werden.
Ein Umsatz in diesem Bereich ist sehr dirftig und tber die durchgefuhrten Untersuchungen

im Chromatogramm unter den hier gewéhlten Bedingungen scheinbar nicht zu verfolgen.

Um bessere Bedingungen zu schaffen, ist aktiveres Enzym bzw. mehr Enzym und sauberes
Substrat erforderlich, um nachweisbare Mengen an Reaktionsprodukt zu generieren. Fir die
Analyse mittels HPLC-(ESI)-MS waéren ebenfalls saubere Proben erforderlich, um den
storenden Hintergrund so weit wie moglich zu reduzieren. Zum einen konnte dies durch
Abstoppen der Reaktion und Prazipitierung der enthaltenen Proteine durch Zugabe von HCI
erfolgen. Die Proteine konnten folgend dann durch Zentrifugation von dem zu
untersuchenden Uberstand abgetrennt werden. Anderseits wire auch eine einfache Filtration
der Proben wie bei Tsuchida et al. (2011) denkbar. Bei Chavez-Avilés et al. (2010) erfolgte
fir die Messung der HHG-CoA Lyase Aktivitat die Inkubation des Reaktionsansatzes fir
30 min, bevor dieser durch Zugabe von HCI (25 %) abgestoppt wurde. Prazipitierte Proteine
wurde mittels Zentrifugation abgetrennt, der Uberstand neutralisiert und folgend filtriert
(0,22 um Membran), bevor eine Analyse des GCoA Umsatzes Uber HPLC erfolgte. Bei
Gande et al. (2004; Gande et al., 2007) wurde die Acetyl-CoA abhéngige Malonyl-CoA
Bildung via HPLC untersucht. Die Reaktionen wurden in diesem Fall durch Zugabe von
Perchlorsaure (30 %) abgestoppt, die Ansatze zentrifugiert und der Uberstand mit Natrium-
carbonat neutralisiert und so fur die HPLC Analyse eingesetzt. Eine andere Moglichkeit ware
die Festphasenextraktion. Dabei handelt es sich um eine Methode der Probenvorbereitung,

wobei eine mogliche Anreicherung, Aufkonzentrierung oder Isolation eines Analyten erreicht
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werden kann. Die in einem Losungsmittel gel6ste, zu analysierende Komponente (Isolat)
kann mit Hilfe der SPE (solid phase extraction) aus sehr verdiinnten Ldsungen fiir die
eigentliche Analyse angereichert werden, indem die Probelésung durch das Sorbens geleitet
wird. Wéhrend das Losungsmittel das Sorbens ungehindert passiert, reichert sich das Isolat
auf dem Sorbensbett an und kann durch ein geeignetes Losungsmittel eluiert und
anschlieBend weiter eingesetzt oder analysiert werden (Thurman & Mills, 1998). Diese
Methode kam bei der Isolation und Quantifizierung von lang-kettigen Acyl-CoA Estern aus
Hirngeweben (Deutsch et al., 1994) und Rattenleber (Hosokawa et al., 1986; Elholm et al.,
2000), sowie bei der Untersuchung von CoA-Estern aus Peroxisomen (Gan-Schreier et al.,
2005) zum Einsatz. Eine Methode zur Extraktion von kurz- und lang-kettigen Acyl-CoA
Estern aus Geweben und anschlieBender Analyse (ber reverse-phase HPLC wurde dagegen
von Rosendal und Knudsen (1992) beschrieben. Diese beruht auf einer Zwei-Phasen
Chloroform/Methanol/ Wasser Extraktion um Fette zu entfernen, gefolgt von einer Extraktion
der lang-kettigen Acyl-CoA Ester aus der proteinhaltigen Interphase. Lang-kettige Acyl-CoA
Ester wurden dabei unter Verwendung von Methanol und hohen Salzkonzentrationen (2 mM
Ammoniumacetat) extrahiert. Bei Wagner (2008) und Scharnewski (2009) erfolgte eine
Untersuchung von Acyl-CoA Estern mittels HPLC nach Larson und Graham (2001), wobei
die aus biologischen Proben gewonnenen CoA-Ester in fluoreszierende Acyl-etheno-CoA
Ester tberfuhrt wurden. Die Extraktion von Acyl-CoA Estern aus S. cerevisiae erfolgte in
diesen Arbeiten modifiziert nach Rosendal und Knudsen (1992), nachdem zunachst der
Zellaufschluss mittels Glasperlen und Zugabe von Wasser und Chloroform/Methanol (2:1,
v/v), sowie intensivem Schutteln erreicht wurde. Nach erneuter Zugabe von Chloroform und
dest. Wasser wurden die entsprechenden Proben erneut stark geschittelt und folgend
zentrifugiert. Nach Phasen-trennung erfolgte die Entnahme der Ober- und Unterphase und
folgend das Trocknen der Acyl-CoA haltigen Interphase. Die Extraktion der CoA-Ester
erfolgte anschliefend durch Zugabe von Extraktionspuffer (2 ml Isopropanol; 2 ml KH,PO,
(50 mM) pH 7,2; 50 pl Essigsdure; 80 ul BSA (50 mg/ml, entfettet)), gesattigter
Ammoniumsulfatlosung und Chloroform/ Methanol (1:2, v/v), kraftigem Schutteln fir
mindestens drei Minuten, einer Inkubation fir 20 min bei RT und folgend einer
Zentrifugation. Der erhaltene Uberstand wurde getrocknet und zur Derivatisierung eingesetzt.
Fur die Derivatisierung der Adenineinheit des CoenzymAs (148) der Proben zu den Etheno-
Derivaten (Abb. 5.21, 162) wurden die isolierten Thioester mit dem Derivatisierungsreagenz

(500 mM Chloracetaldehyd; 150 mM Citratpuffer pH 4,0; 0,5 % (w/v) SDS) bei 85 °C fir 30

min inkubiert. Nach Abkihlen der Proben (mind. 30 min, 4 °C) waren diese einsatzbereit flr
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die entsprechende HPLC-Analyse. Die Elution der Acyl-etheno-CoA-Ester von der S&ule
(LUNA 150 x 2,0 mm (Phenomenex, Aschaffenburg)) erfolgte unter alkalischen Bedingungen
in der Gegenwart von Triethylamin unter Nutzung eines quaternaren Pumpensystems, wobei
die Etheno-Thioester mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors (Anregungswellenlange: 230 nm,

Emissionswellenlange: 420 nm) verfolgt wurden.
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Abb.5.21: Derivatisierung der Adenineinheit des CoenzymAs 147 zu N6-Etheno-CoenzymA 161 als
Bespiel fur die Modifizierung der Acyl-CoA Ester fur die HPLC Analyse und Detektion
mittels Fluoreszenzdetektor nach Larson & Graham, 2001

Letztendlich muss versucht werden die CoA-Ester Produkte der Carboxylase Reaktionen
Isohexenyl-glutaconyl-CoA (Geranyl-CoA Carboxylase) und 3-Methyl-glutaconyl-CoA
(Methylcrotonyl-CoA Carboxylase) in ausreichenden Mengen bereitzustellen, um sie tber
den optischen Test bzw. tiber HPLC detektieren zu kdnnen. Um ausreichend Enzym fir diese
Arbeiten Dbereitstellen zu konnen, wurde versucht rekombinantes Enzym zu erhalten
(Kap.5.3.2.). Stinde auch ausreichend Substrat fiir die Reaktion zu Verfligung, so wére es
vielleicht auch mdglich diese Produkte nachzuweisen. Allerdings konnte in dieser Arbeit
lediglich ein aktives MCase Enzym aus E. coli gewonnen werden. Das entsprechend
rekombinante GCase Enzym zeigte unter den hier gewahlten Bedingungen keine Aktivitat
(Kap.5.4.2.). Die Analyse der Enzymreaktion der rekombinanten MCase erfolgte jedoch aus
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Zeitgrinden nur noch Uber den optischen Test, sodass eine Analyse mittels HPLC bzw.
HPLC-(ESI)-MS noch aussteht. Trotzdem, auch wenn das rekombinante Protein im Vergleich
zum Wildtypenzym schnell und sauber in guten Mengen erhalten werden kann, so muss doch
uber eine mdogliche Anreichung bzw. Isolierung der CoA-Ester aus den Enzymansatzen
nachgedacht werden. Einige mogliche Ansatze hierfir wurden im letzten Abschnitt
besprochen. Nichtsdestotrotz ware es sinnvoll, sowohl die Produkte der Carboxylase
Reaktionen, als auch die Intermediate der sich anschlieBenden Enzyme in den Handen zu
halten. Diese kdnnten als Referenzverbindungen in der HPLC Analyse dienen, sodass neue
Signale im Chromatogramm gegebenenfalls schneller und besser zugeordnet werden kdnnten.
Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung ware eine Analyse der Proben mittels
Gaschromatographie (Metabolitanalyse). Vorstufen einiger Verbindungen des ,,lower atu
pathways stehen dank der Arbeiten am Institut fiir Organische Chemie als Methylester zur
Verfugung (Geranylsauremethylester 115, der entsprechende carboxylierte Geranylsaure-
methylester 125 und der 7-Methyl-3-0x0-oct-6-ensdure-methylester 133) und konnten in
diesem Falle als mogliche Referenzen eingesetzt werden. Eine Analyse von Intermediaten in
P. aeruginosa ware denkbar, indem diese Uber saure Methanolyse (Brandl et al. 1988; Timm
& Steinbiichel, 1990; Miquel & Browse, 1992; Wagner, 2008) in Carbonsduremethylester
uberflihrt werden, wobei gewaschende Zellsedimente aus entsprechend induzierten Kulturen
als Ausgangsmaterial dienen kénnten. Die Derivatisierung konnte vergleichend zu Wagner
(2008) durch Inkubation der Proben in FAMES-L6ésung (2,75 % (v/v) Schwefelséure (95-
97 %), 2 % (v/v) Dimethoxypropan, ad Methanol) fiir eine Stunde bei 80 °C in einem
Wasserbad schuttelnd erfolgen. Nach Abkuhlen der Proben auf RT wirde die Reaktion durch
Zugabe von 5 M NaCl gestoppt und die Methylester kénnten mit n-Hexan extrahiert werden.
Nach Trocknung der Methylester enthaltenden organischen Phase kdnnten die Proben in
Acetonitril aufgenommen werden und stiinden einer gaschromatographischen Analyse zur

Verfugung.
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