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Abstract

The usage of renewable resources in the area of polymers @gthgr compounds
recently received increasing attention and is very aitraatot only under ecological
but also under economic aspects. Polymers derived frommvadsie resources display
enhanced physico-chemical properties compared to thelugxely fossil-based coun-
terparts. The natural functionalization of fats and oilewalpotentially easy access to
monomeric building blocks, which make the difference bemvsimple plastics and high
performance polymers. Especially in this regard the meditiain dicarboxylic acids,
azelaic acid and sebacic acid, which serve as monomerdigiblocks, are of particular
interest.

Unfortunately, both dicarboxylic acids are only hard toadbtvia traditional chemistry
and alternatives would be desirable. The thesis at handftireraddresses the establish-
ment of new biotechnological routes, which enable altéraaaccess to the desired
monomeric building blocks.

Azelaic acid is produced from linoleic acid by a three-stepltrenzymatic cascade
reaction, which is based on the plant oxylipin metabolisie Dxidative cleavage of
linoleic acid is initialized by a 9-lipoxygenas&%LOX1, Solanum tuberosumwhich
introduces molecular oxygen to generate a hydroperoxytmaiethe second reaction the
nascent hydroperoxide is cleaved by a 9/13-hydroperoyaeel Cs-9/13HPL,Cucumis
sativug in an aldehyde and an-oxoacid. In a last aldehyde dehydrogenaseALDH1,
Acinetobactersp. M-1) catalyzed step the-oxoacid 9-oxononanoic acid is oxidized
to azelaic acid. Based on the usage of two enantiocomplemye8tipoxygenases
(StLOX1 and As9LOX) it could be shown that 9/13-hydroperoxide lyases laghly
S-enantioselective, like the closely related 13-hydropet® lyases.

The determination of the ideal reaction conditions reweédlat the couple®tLOX1
and 9/13-HPL reaction can be performed over a relativelatnoH range. Unlike the
lipoxygenase fronGlycin max(GmLOX1), StLOX1 does not form different regioiso-
mers by a pH-dependent mechanism. Furthermore it was sh@atthie performance of
the coupled lipoxygenase and hydroperoxide lyase readtidapendent on the reaction
setup. A successive setup, in which both enzymes were adoegcutively, constantly
resulted in a better reaction performance than the simedtas setup, in which both
enzymes were added at the same time. The wholdtro cascade, including the last
AsALDH1 catalyzed oxidation step, could be performed withoaarall yield of 69 %.
In-depth investigation of the lipoxygenase activation dabr revealed that 9-
hydroperoxy octadecadienoic acid is crucial for the attweof the lipoxygenase.
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Consequently, in a simultaneous approach lipoxygenase wticbperoxide lyase are
competing for the same molecule. Lowering of the hydropeletyase activity com-
pared to the lipoxygenase activity ensured lipoxygenaseadion and thus enabled the
simultaneous reaction. Based on this observation a duakssion system was develop-
ed, which served as foundation for & coli whole cell system. The characterization
of the E. coliwhole cell system revealed that endogenBusoli aldehyde dehydrogen-
ases are sufficient for the last oxidation step of 9-oxonoitaacid to azelaic acid. The
resulting strain therefore is able to perform the direct-patbioconversion of linoleic
acid into azelaic acid. The not optimiz&d coli whole cell system afforded 29 mgmt
within 8 h with 34 % linoleic acid conversion and a selecyivof 47 %.

For the production of sebacic acid a retro-synthetic amalyas performed, which led to
an artificial four-step multi-enzymatic cascade startiranT ricinoleic acid. The central
C-C cleavage reaction is hereby performed by a retro-al@aiti@n. The necessary 1,3-
ketol motif for the retro-aldol cleavage is formed befonethdy two enzyme catalyzed
reactions. In a first step ricinoleic acid is oxidized by aooabl dehydrogenase and
subsequently converted to 10-hydroxy-12-oxostearic hgithe action of an oleate hy-
dratase. 10-oxodecanoic acid, which emerges out of the-aédol reaction, is oxidized
in a last step by an aldehyde dehydrogenase to sebacic acid.

As the proposed multi-enzymatic cascade represents digiartmetabolic pathway, the
substrates and occurring intermediates greatly diffenfrmtural substrates of potential
enzyme candidates. Problems arising due to this difficukyenencountered by using
state-of-the-art methods in biotechnology. The alcohblydeogenase reaction could be
realized with a special commercially available alcoholydkbgenase variant (ADH-102)
from c-LEcta (Leipzig, DE). For the second step the substpabmiscuous reaction of
the oleate hydratasEmOAH1 (Elizabethkingia meningosepticavas exploited. The
third reaction step was performed with a tailoréel novoretro-aldolase from Arzeda
(Seattle, US), as the target substrate differed too much fraturally occurring aldolase
substrates. The presented retro-aldol reaction is nottbelfirst reported practical appli-
cation ofde novoenzymes, beyond that the reaction showed no significantgbackd
reaction, which normally represents a requirementd®movoreactions. The last step,
the oxidation of 10-oxodecanoic acid, can be performed fatin anE. coliendogenous
oxidoreductase and a special aldehyde dehydrogenaseitomatobactessp. M-1.

After the enzyme screening for all required reactions tlo®pof-principle of the whole
cascade could be successfully accomplished. Moreoverstdreopreferences of hy-
dratase as well as retro-aldolase were investigated. Tageusf the artificial substrate
12-oxooleic acid has no influence on the oleate hydraEas©®©AH1 enantioselectivity.
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No distinct enantioselectivitycould be observedfor the de novo aldolaseRA 110.4.
The whole four-stepenzymaticcascadeould be performel within 26 h with an overall
yield of 10%. Both presentedanulti-enzymaticcascadewererealizedsuccessfullyBoth
pathwaysepresenattractivebiotechnologicahlternativedor the productionof medium
chaindicarboxylicacids.The shownsystens do not exhibit a high productivity yet, but
they show a great potentialas no optimization stepsof either enzymesor production
strainswereperformed A conclusiveassessmertf both systemgs thereforeonly possi-
ble afteroptimizationandsuccessfulipscalingasbiologicalsystensareknownto reveal
their true merits and demerits.Certainly, with this work the foundationfor alternative
biotechnologicaprocesse$or the productionof medium chaindicarboxylicacidscould
be laid.

As concludingremarkit shouldbe mentionedherethat the usageof biotechnological
systemsagainsthis backdropharborsadditionaladvantags. Fats and oils from a natural
sourceare built-up by a mixture of different fatty acids.Upon the usageof additional
enzymedatty acidinterconversiongouldbeperformedThiswould notonly enhancehe
overallyield butalsothe switchingto totally differentstartingmaterialsor evenmixtures.
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Zusammenfassung

Die Nutzung nachwachsender Rohstoffe im Bereich der polyméeebandsmaterialien
ist nicht nur aus 6kologischer, sondern auch aus 6konomis8itht sinnvoll. Die aus
erneuerbaren Rohstoffen resultierenden Polymere zeickicén im Vergleich zu den
ausschlieRlich auf Erddl basierenden Produkten, durchegserte physikochemische
Eigenschaften aus. Durch ihre natirliche Funktionalisigr gewahrleisten besonders
Fette und Ole einfachen Zugang zu Monomeren, welche denrddhied zwischen
einem einfachen Kunststoff und einem Hochleistungspofyawesmachen. In diesem
Zusammenhang sind vor allem die mittelkettigen Dicarboresd Azelainsaure und
Sebacinsaure von besonderem Interesse. Auf klassischsdiesm Weg sind die beiden
Dicarbonsauren nur schwierig zuganglich und Alternatimeémschenswert. Die vorlie-
gende Arbeit beschaftigt sich daher mit einem alternatlvetechnologischen Zugang
zu den gesuchten Monomeren.

Ausgehend von Linolséure wird Azelainsaure in einer duéiggen Multienzymkaskade
hergestellt, welche auf dem pflanzlichen Oxylipinmetatrolis basiert. Die oxidative
Spaltung wird durch eine 9-Lipoxygenasst{ OX1, Solanum tuberosupeingeleitet,
welche Linolsaure mit molekularem Sauerstoff hydropeti®xt. In einer Folgereak-
tion wird das entstandene 9-Hydroperoxid durch eine 9/¢8rbperoxid-Lyase ¢s
9/13HPL, Cucumis sativysin ein Aldehyd und einev-Oxoséure gespalten. In einem
letzten Aldehyd-Dehydrogenas@4ALDH1, AcinetobacterStamm M-1) katalysierten
Schritt wird die w-Oxosaure 9-Oxononansaure zu Azelainsaure oxidiert. steem
vitro Experimenten konnte durch die Verwendung von zwei enaotigkementaren
Lipoxygenasen $tLOX1 und As9LOX) gezeigt werden, dass 9/13-Hydroperoxid-
Lyasen, ebenso wie die verwandten 13-Hydroperoxid-Lyaséer eine ausgepragte
S-Enantioselektivitat verfigen.

Die Untersuchung der optimalen Reaktionsbedingungen ergalass die gekoppelte
StLOX1 und 9/13-HPL Reaktion utber einen relativ breiten pHden durchgefihrt
werden kann, da Regioselektivitat der LipoxygenaseSalanum tuberosumm Gegen-
satz zu der Lipoxygenase aGdycin maxnicht Uber einen pH-abhangigen Mechanismus
gesteuert wird. Dartber hinaus wurde gezeigt, dass dieppeke Lipoxygenase und
Hydroperoxid-Lyase Reaktion bei sukzessiver Zugabe belflertyme stets bessere
Resultate lieferte als die simultane Zugabe der beiden Eezyre gesamten vitro
Multienzymkaskade, einschlie3lich d&sALDH1 Reaktion, konnte mit einer Gesamt-
ausbeute von 69 % durchgefuhrt werden.

Eine eingehendere Untersuchung des Aktivierungsvertsalier Lipoxygenase zeigte,
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dass die 9-Hydroperoxyoctadecadiensaure fir die Aktivigider Lipoxygenase bendtigt
wird und in einem simultanen Reaktionsansatz folglich sdwbé Lipoxygenase als
auch die Hydroperoxid-Lyase um das gleiche Molekil konkwoen. Durch Verringerung
der Hydroperoxid-Lyase Aktivitat konnte die AktivierungrdLipoxygenase gewahr-
leistet und die simultane Reaktion realisiert werden. Aufirigitage dieser Information
wurde im Folgenden ein Dualexpressionssystem entwickeliches als Grundlage fur
einin vivo E. coliGanzzellsystem verwendet wurde. Die Charakterisierungedesli
Ganzzellkatalysators zeigte, dass endogEneoli Aldehyd-Dehydrogenasen fir die
Oxidation von 9-Oxononansaure zu Azelainsaure verwendeden konnen. Der entwi-
ckelteE. coli Stamm ist somit in der Lage, in einer Eintopfreaktion Lidniee direkt zu
Azelainsaure umzusetzen. Mit dem bisher nicht optimieggstem konnten 34 % Linol-
saure mit einer Selektivitat von 47 % umgesetzt werden, eiaglich einer Produktivitat
von 29 mgmL! innerhalb von 8 h entspricht.

Fur die Herstellung von Sebacinséaure wurde mittels eirieysgnthetischen Analyse eine
vierstufige artifizielle Multienzymkaskade, ausgehend Ririnolséure, entwickelt. Die
zentrale C-C-Bindungsspaltung dieser Kaskade erfolgt durah Retro-Aldolreaktion.
Das fur diese Reaktion bendétigte 1,3-Ketolmotiv wird zuvoeiner zweistufigen Enzym-
kaskade bereitgestellt. In einem ersten Schritt wird Risguare mittels einer Alkohol-
Dehydrogenase zu 12-Oxodlsaure oxidiert und anschlieBendiner Oleat-Hydratase
zu 10-Hydroxy-12-oxostearinsdure umgesetzt. Die durenRetro-Aldolreaktion ent-
stehende 10-Oxodecanséure wird in einem letzten Schatbgreu der Oxidation von
9-Oxononansaure mithilfe einer Aldehyd-Dehydrogenasgehacinsaure oxidiert.

Da es sich bei dem vorgeschlagenen Reaktionsweg um eindaigltén Stoffwech-
selweg handelt, weichen die Substrate von den in der Natlowmumenden Substraten
potentieller Enzyme ab. Den Schwierigkeiten die sich hiesd ergeben, wurde mit
Enzymquellen und Methoden des neusten Stands der Techgédgibet. Die Alkohol-
Dehydrogenase Reaktion konnte mithilfe einer speziellenrkerziellen Enzymvariante
(ADH-102) von c-LEcta (Leipzig, DE) bewerkstelligt werdefir den zweiten Schritt
der Hydratisierung wurde die substratpromiskuitive Reaktier Oleat-Hydratasem:
OAH1 ausElizabethkingia meningosepticausgenutzt. In dem dritten Schritt wurde
eine de novomal3geschneiderte Retro-Aldolase von Arzeda (Seattle, @&yendet,
da das Zielsubstrat zu stark von allen bekannten Aldol&stisiien abweicht. Die hier
gezeigte Retro-Aldolreaktion ist nicht nur das erste psgkie Anwendungsbeispiel von
de novoEnzymen uberhaupt, im Gegensatz zu andetfemovoReaktionen konnte
keinerlei Hintergrundreaktion beobachtet werden. DextéeSchritt der Oxidation von
10-Oxodecansaure zu Sebacinsaure konnte sowolit.roili eigenen als auch mit einer
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Aldehyd-Dehydrogenase aésinetobacteiStamm M-1 durchgefihrt werden.

Nach erfolgreicher Identifikation aller bendtigten Enzykuwnnte eine Machbarkeits-
studie durchgefuhrt werden. Dartber hinaus wurden dieeSpeéferenzen der Hydra-
tase und der Retro-Aldolase untersucht. Die Verwendung destlkichen Substrats
12-Oxod0lsdure hat keinerlei Einfluss auf die Enantioselgfit der Oleat-Hydratase
EmOAHL. Die de novoAldolase RA 110.4 zeichnet sich nicht durch eine ausgepréagte
Enantioselektivitat aus. Dim vitro Multienzymkaskade konnte innerhalb von 26 h mit
einer Gesamtausbeute von 10 % durchgefiihrt werden.

Beide vorgestellten Multienzymkaskaden konnten erfotraimgesetzt werden. Bei
beiden Wegen handelt es sich um attraktive biotechnolbgigdternativen fur die Her-
stellung mittelkettiger Dicarbonsauren. Die vorgestelliSysteme zeichnen sich zwar
nicht durch eine hohe Produktivitat aus, besitzen aber votlkenormes Verbesserungs-
potential, da bisher keinerlei Optimierungen an den Enzymech an den Stammen
vorgenommen wurden. Eine abschliel3ende Bewertung beidter8g ist erst nach Op-
timierung und erfolgreicher Hochskalierung méglich, dalbgische Systeme vor allem
dort ihre wahren Starken und Schwachen offenbaren. Altgglkonnte mit dieser Arbeit
der Grundstein fur alternative biotechnologische Vedatitir die Herstellung mittelket-
tiger Dicarbonsauren gelegt werden.

AbschlieRend sollte an dieser Stelle noch angefligt werdiess die Verwendung die-
ser biotechnologischen Systeme noch weitere Vorteilet.bifgtte und Ole bestehen
aus einem Fettsduregemisch. Durch die Verwendung weitemeyme konnen Fett-
saureinterkonversionen durchgefihrt werden. Auf dieses®\Eisst sich nicht nur die
Gesamtausbeute erh6éhen, es kann auch auf die Verwendwm@gaiteren Ausgangsver-
bindung umgeschwenkt werden.
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Die Nutzung nachwachsender Rohstoffe gewinnt in den letiadinen sowohl aus 6ko-
logischer als auch aus 6konomischer Sicht zunehmend an BedeWie im Kyoto-
Protokoll verabschiedeten Resolutionen, die internak®oBanission von Treibhausgasen
zu reglementieren, wirken dem weltweiten Klimawandel egan, verlangen aber ei-
ne Reduktion der verwendeten fossilen Brennstoffe. Gleithzedgt die Verknappung
fossiler Kohlenstofftrager zu der Kostensteigerung vompiNBa und den daraus resul-
tierenden Folgeprodukten b&i® Eine nachhaltige Industriegesellschaft mit effektivem
Treibhausgasmanagement muss sich somit langfristig aessEndolabhéngigkeit 16sen
und vermehrt auf die Verwendung erneuerbarer Biomasse kaynéiten.

1.1 Erneuerbare Rohstoffe in der chemischen Industrie

Landwirtschaftliche Anbauflachen fir erneuerbare Kolttleftsdger konkurrieren mit
Anbauflachen fur Nahrungs- und Futtermitfelor dem Hintergrund einer stetig wach-
senden Weltbevolkerung missen daher alternative Umsggzumd Verwendungsmog-
lichkeiten erschlossen werden, um zu gewébhrleisten, dag¥dsourcen verantwortungs-
voll verwendet werdeR. Nur etwa 5—10 % des Rohdls werden zu Chemikalien umge-
setzt, diese machen allerdings 50 % des Profits petrochieenistmternehmen aus. Diese
Zahlen offenbaren das 6konomische Potential von Biomassefarn diese nicht fir die
Energiegewinnung verwendet wifd. In Kombination mit der Verwendung erneuerbarer
Energien, welche aus Wind, Wasser, geothermischer Untedgrarme und Sonnenstrah-
lung gewonnen werden, kbnnen nachhaltige ganzheitlichmz&ate entwickelt werden.
Ausgehend von Biomasse existieren verschiedene Wertsahggketten, mit denen Res-
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sourcen in den Markt eingefiihrt werden kdnnen. Mittels d&op-in“ Strategie wird
Biomasse hierbei Uber die bereits vorhandene Infrastruktkompetitiver Weise in den
Markt eingefuhrt. Das brasilianische Unternehmen Braskemtete beispielsweise 2010
eine Anlage, um fermentativ aus Zuckerrohr gewonnenesnithaittels Dehydratisie-
rung zu Ethylen umzusetzen. Die Anlage hat eine Kapazitata@000 ta* (0,17 %
des weltweiten Gesamtbedarfs). Gewonnenes Ethen wircesedi Fall direkt Gber die
bereits vorhandene Infrastruktur zu Polyethylen (PE) wats°

Falls keine vorhandene Infrastruktur verwendet werdemkamd kein Markt vorhan-
den ist, muss auf eine ,emerging“ (engl.: entstehend) &ratzuriickgegriffen wer-
den. Als Beispiel lasst sich hierfur 5-Hydroxymethylfudli(5-HMF) anfihren, welches
durch Dehydratisierung von Hexosen gewonnen wird. 5-HMistI&ich zu Furan-2,5-
dicarbonsaure, eine mogliche Alternative zu Terephthaéséir die Polymerherstellung,
oxidieren oder zu 2,5-Dimethylfuran, einem ausgezeidmeAntiklopfmittel mit idea-
lem Mischverhalten, reduzieretil!

Der Ubergang zu der vermehrten Nutzung nachwachsender d¥ehsteht allerdings
noch vor einigen Herausforderungen. Petrochemische Radéimarbeiten nach 100 Jah-
ren steter Optimierung wesentlich effizienter als dereewerbare Pendants und der Preis
von erneuerbaren Produkten wird hauptsachlich von denrMeitangskosten von Bio-
masse diktier® Der Ubergang bietet aber auch viele Méglichkeiten. NeberEdévick-
lung einer nachhaltigen chemischen Industrie ermdglightnattrliche Funktionalisie-
rung von Biomasse einfachen Zugang zu hochwertigen ProduResonders im Bereich
der Biopolymere stellen die resultierenden Materialiernhiwr einen einfachen Ersatz
fossiler Rohstoffe dar, sondern filhren zu der Entwicklungen&Verkstoffe, welche sich
im Vergleich mit rein fossilen Werkstoffen durch verbessétigenschaften auszeichnen.

1.2 Biopolymere

Unter dem Begriff Biopolymere lassen sich, je nach Definiteane ganze Reihe verschie-
dener Polymere zusammenfassen: a) Natirliche Biopolymer&téirke und Cellulose,

b) bioabbaubare Kunststoffe aus fossilen Rohstoffen undapdymere aus nachwach-
senden Rohstoffen.

Natirliche Polymere werden schon seit circa 150 Jahrerhdiinfache chemische Modi-
fikationen in industriell relevante Produkte Uberfihrt. &ex 1870 wurde Celluloid im in-
dustriellen Mal3stab von der Firma Hyatt Manufacturing estchemischer Modifikation
von Cellulose hergestell&:13 Ausgehend von Cellulose finden sich heute verschiedene
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Regeneratfasern wie Viskose, aber auch Kunststoffe wie [6s#ibydrat (Cellophan) auf
dem Markt. Das Anwendungsspektrum der naturlichen Biopelgrivate reicht hierbei
von Textilien Uiber Verpackungen bis hin zum Aufbau von Heitlingspolymeref?-16
Bioabbaubare Polymere auf Basis nachwachsender Rohstoffleemarstmals 1980 ein-
gefuhrt und tragen seitdem zu einer Verbesserung des witwigllllentsorgungspro-
blems beil’ Neben aliphatischen Polyestern, Polycaprolactonen utybiRglalkoholen
finden sich viele weitere Polymere, die mittlerweile in dieigten Bereiche des Alltags-
lebens Einzug gehalten haben. Prominente Polymere inrdigssammenhang sind z. B.
Polymilchséure (PLA), Polyglycolséaure (PGA) und Polyhydrbuttersaure (PHB)81°
Aufgrund der Vielféltigkeit bioabbaubarer Polymere findggch diese neben der klassi-
schen Anwendung als Verpackungsmaterial, sofern phygissb unbedenklich, sowohl
in medizinischen Produkten (kinstliche Tranenflissiglssibthetische Wundverbande)
als auch im Lebensmittelbereich (Wurst-Kunstdérme, G&afiaschenf®-24

Im Bereich der Hochleistungspolymere hingegen finden venatittelkettige Polyami-
de Anwendung. Einsatzgebiete wie die AutomobilindustReumfahrt, Elektronik und
Photovoltaik verlangen von den eingesetzten Materialiesobdere Eigenschaften so-
wie eine grolRe Widerstandsfahigkeit. Die Kombination gbisdener Monomere erlaubt
Zugang zu malRgeschneiderten Polymeren, welche als Emgdifiaudas bestehende Pro-
duktsortiment fungieren. Polyamide wie Nylon 6 oderssnd aufgrund der Verbreitung
in Alltagsgegenstanden allgemein bekannt. Die langedettHomologe zeichnen sich
mit steigender Kettenlange durch verbesserte Eigenschafie einer erhéhten Chemo-
resistenz, Flexibilitat und einer geringeren Wasserduft@aus. Der Markt flr Spezial-
polymere befindet sich in stetem Wachstum und ist aus vieleai®een der Industrie
nicht mehr wegzudenkef? 28

Die Wichtigkeit mittelkettiger Polyamide wurde im Marz ZDMeutlich, als ein Cy-
clododecatrien (CDT) Reaktor auf dem Evonik Industriegeddratplodierte. CDT
wird Uber Laurolactam zu Nylon 12 umgesetzt, welches fur derstellung von
Brems- und Benzinleitungen bendétigt wird. Der Unfall flihrteenem Engpass in der
Dodecandicarbonséaure-Lieferkette und drohte die gesauattemobilindustrie innerhalb

DDas Zahlsystem bezieht sich auf die Anzahl der Kohlengtmfie in den verwendeten Monomeren.
Polyamid 6.10 setzt sich beispielsweise aus Hexamethiamid und 1,10-Decandisdure (Sebacinsaure)
zusammen, welche durch Polykondensation unter Wassedalosyp verkniipft werden.

H,N NH * - _ =
2 2 2 HO)WJ\OH 21 HyO HMH g
n

8
Hexamethylen-

Sebacinsaure, C .
diamin, Cg 10 Polyamid 6.10

PA 6.10
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weniger Wochen lahmzulege.

Obgleich mittelkettige Polyamide Uber ausgezeichneterisghaften verfigen und den
Endprodukten verbesserte Eigenschaften verleihengataifligbarkeit monomerer Bau-
steine oft der limitierende Faktor. Vor allem im Bereich decHleistungspolymere bietet
sich die Verwendung nachwachsender Rohstoffe an. Fette lnbi€en durch ihre na-
turliche Funktionalisierung einfachen Zugang zu Monomersttlerer Kettenlange wie
Azelain- (G) und Sebacinséaure (g), deren Verwendung zu einer Verbesserung der Po-
lymereigenschaften beitragt. Der Einsatz nachwachsddalestoffe flhrt im Bereich der
Hochleistungspolymere und deren Verbandmaterialien izer effizienteren Kombinati-
on aus Funktionalitat und OkoeffizieR?2.

1.3 Azelainsaure Pathway

Azelainsaure (Nonandisaure) ist eine gesattigte mittédjeeDicarbonséure (CAS: 123-
99-9), die sowohl im Pharma- als auch im Polymerbereich Ardueag findet. Azelain-
saure selbst weist bakteriostatische und teilweise auktetzide Eigenschaften auf,
weshalb es fir die Behandlung von Melasma und Acne verwendiet 333 2-
Ethylhexanolester der Azelainsdure werden als Weichmmadiee Ester anderer Alko-
hole als Schmier6le und hydraulische Flissigkeiten vedeenDas aus der Reaktion
mit Hexamethylendiamin hergestellte Polyamid 6.9 wird laébensmittelverpackung
und als Kabelummantelung verwendet. Weitere Anwendungsie¢e finden sich in der
Elektronik- und in der Automobilindustrig*3°

Das wichtigste Produktionsverfahren von AzelainsauralistOzonolyse von Olsaure.
Aufgrund der intermediér gebildeten Ozonide wéare die Vedueng von sichereren und
gunstigeren Oxidationsmitteln wieoder HO, winschenswert. Mdgliche Alternati-
ven zu der Ozonolyse werden ebenfalls Uber eine oxidatiat By durchgefihrt. Als
Reagenzien werden hierfir RyQOCl, — RuG,, KMnO4 sowie verschiedene Re-, Mo-
und Wo-Katalysatoren in Kombination mit;x@der Peressigsdure verwendet*© Ab-
gesehen von der enzymatisch@rOxidation von 9-Oxononansaure nidebaryomyces
pfaffii bzw. Nonan mifTorulopsis candidader tiber den mikrobiellen Abbau von Ols&u-
reisobutylester mittels einddalassezia&Stamms (KFCC 11252) wurden keine Versuche
unternommen, Azelainsaure (iber einen biokatalytischem Wéezustellerf!

Eine mogliche Herangehensweise, Azelainsdure auf einekatailytischen Weg herzu-
stellen, ergibt sich nach dem Vorbild der Ozonolyse von (isabei dem uber das Ein-
bringen einer Sauerstoffspezies in eine bereits vorhanBeanktionalisierung die oxida-
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. " OOH
C4H — — Lipoxygenase _
4 QMMCOOH LIPOAYTENASE | CyHg W_WCOOH
Linolséure 10E,12Z-9-Hydroperoxyoctadecadienséaure
(9-HPODE)
a) pflanzlicher Oxylipinmetabolismus )
b) artifizielle Erweiterung Hydroperoxid-
Lyase
: Aldehyd-

HOOCMCOOH Dehydrogenase ?) OHCMCOOH + C4Hg_~——=~_CHO

Azelainsaure ! 9-Oxononanséure 3Z-Nonenal

Abbildung 1.1: Biokatalytischer Ansatz zur Herstellung von Azelainsautéombination des
Lipoxygenasen-Stoffwechselwegs aus dem pflanzlichenifirphetabolismus (a) bestehend aus einer Li-
poxygenase (LOX) und einer Hydroperoxid-Lyase (HPL) soiieer artifiziellen Erweiterung (b) durch
eine Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) fur die finale OxidatmnAzelainsaure.

tive Bindungsspaltung eingeleitet wird und das entsteh@gaeleragment zu Azelainséure
oxidiert wird.

Eine biokatalytische Entsprechung dieser oxidativen t8pgl kann dem pflanzlichen
Oxylipinmetabolismus entnommen werden. In dem in Abbilgltria gezeigten Lipoxy-

genasen (LOX) Stoffwechselweg wird Linols&ure mittelseeinipoxygenase regioselek-
tiv oxidiert und durch eine Hydroperoxid-Lyase (HPL) in ei®xosaure und ein Alde-
hyd gespalten. Um zu Azelainsaure zu gelangen, muss diagetliche Stoffwechselweg

um ein weiteres Enzym erweitert werden, welches die Oxadaton 9-Oxononansaure
zu Azelainsaure katalysiert. Dies kann beispielsweiseeimir Aldehyd-Dehydrogenase
realisiert werden (Abbildung 1.1b).

1.3.1 Lipoxygenasen

Lipoxygenasen (LOX) sind nicht HAm eisenhaltige Dioxygsrg die die regio- und
enantioselektive Dioxygenierung von mehrfach ungedatiigettsauren katalysieren, die
ein oder mehrer&,Z-1,4-Pentadienmotive beinhaltéh.Lipoxygenase-Gensequenzen
finden sich in zwei von drei phylogenetischen Domé&nen, detaBoten und Bakteri-
en, nicht jedoch in Archaebakterien. In Pflanzen, Pilzen Biakkerien sind Lipoxygen-
asen ubiquitar im Oxylipinmetabolismus vertreten und legfiidort, je nach Stereo- und
Regioselektivitat, unterschiedliche physiologische Abfgn?*4°In Pflanzen und Pilzen
sind Lipoxygenasen an der Biosynthese von Phytohormonam@laate, Derivate der
Jasmonsaure) und grinen Blattduftstoffen (GLV, engl.: mteaf volatiles) beteiligt. In
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Abbildung 1.2: Allgemeiner Mechanismus der Lipoxygenasen: EidtFKation ist im Ruhezustand typi-
scherweise oktaedrisch von drei Histidinen, einem Asparalgr Carboxylgruppe der C-terminalen Ami-
nosaure (meist Isoleucin) und Wasser koordiniert. Durcid&ion von Fét zu F€* wird das Enzym
aus denresting staten die aktive Form (1) Uberfuhrt. Die aktive LOX katalysielie Bildung eines Sub-
stratradikals und wird dabei zu ¥e(2) reduziert. Sauerstoff kann nun mit dem aktivierten Salbsinter
Bildung eines Hydroperoxyradikals (3) reagieren. Die ffighe Orientierung des Substrats im aktiven
Zentrum und eine kontrollierte Radikalumlagerung sinddiégr Regio- und Enantioselektivitat verantwort-
lich. Reduktion des Hydroperoxyradikals zu einem Hydrogit reoxidiert das F& (3) wieder zu einem
Fe** (4). Darstellung abgeéndert von Bugtgal. (2003) 42

Wirbeltieren (Vertebrata) sind LOX an der Synthese von lo#ti&nen, Lipoxinen und
Eikosanoiden beteiligté—48

Pflanzliche LOX bestehen aus einer einzigen Polypeptidkeit einer molekularen Mas-
se von ~100 kDa. Der grof3teils ausHelices bestehende C-Terminus beherbergt und
koordiniert das katalytisch aktive Fe-lon, der N-Terminus weist eing-barrel Struktur
auf und ist bei der Substratakquisition und Membranwee¥igaing beteiligt#8-0

Im Ruhezustand (engl.: resting state) ist ein high spifi-A€ation von drei stark kon-
servierten Histidinresten, einer Amidgruppe von beispueise Asparagin, der Carboxyl-
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gruppe der C-terminalen Aminosaure (meist Isoleucin) unds&kim aktiven Zentrum
koordiniert (Abbildung 1.2P1°2 Um in die aktive Form Uberfiihrt zu werden, muss
die inaktive (FE")-OH, zuvor zu einer(Fe*)-OH-Spezies oxidiert werden. Dies ge-
schieht mutmaRlich durch Spuren von Fettsaurehydropdgeaxf—>° Die aktive Lipo-
xygenase abstrahiert im geschwindigkeitsbestimmendémitSdes katalytischen Zy-
klus unter Radikalbildung ein Wasserstoffatom dar-®lethylengruppe degZ,Z-1,4-
Pentadienmotiv§®>’ Die aktive (Fe**)-OH-Spezies wird hierbei unter Wasserabspal-
tung zu Fé" reduziert und somit inaktiviert. Das gebildete Pentadiemykal ist Uiber
das gesamte Diensystem delokalisiert. Je nach Beschaltfeekeaktiven Zentrums kann
Sauerstoff nun in antarafacialer Weise, relativ zu der HtAdktion, an C13-F2] oder
C9 [—2] unter Bildung eines Peroxylradikals addieren. Aufgrued diaraus resultieren-
den Regioselektivitat werden pflanzliche LipoxygenasemriXKlassen unterteilt, die
13-LOX und die 9-LOX>® Obschon das Nicht-Hameisen direkt an der Katalyse beteilig
ist, finden sich keine Hinweise fur eine Fe-@der Fe-OOH-Spezies und somit fir eine
direkte Sauerstoff-Eisen-Interaktion. Der katalytis@yklus wird durch die Reduktion
des Peroxylradikals zu einem Hydroperoxid und der damtwetdenen Reoxidation des
Fe?t zu einer aktiven F& -Spezies komplettier?-5°

1.3.2 Hydroperoxid-Lyasen

Wie auch andere Enzyme des pflanzlichen Oxylipinmetabaolsnden Allenoxid-
Synthasen (AOS, CYP74A) und Divinylether-Synthasen (DES,PTAD), sind
Hydroperoxid-Lyasen (HPL) typische Vertreter der Cytochr®450-Familie (Abbil-
dung 1.3). Ebenso wie die Lipoxygenasen werden die Hydoqdilyasen nach ihrer
Regioselektivitat in zwei Klassen unterteilt: die 13-HPIsluie etwas unspezifischeren
9/13-HPLs®? Im Gegensatz zu anderen Vertretern der CYP-Makrofamiliedtigen
Enzyme der CYP74-Unterfamilie weder molekularen Saudrsimth eine NAD(P)H-
abh&ngige Cytochrom P450-Redukt&3&+

Hydroperoxid-Lyasen sind fur die Produktion vanOxosauren und kurz bis mittelket-
tigen Aldehyden, den grinen Blattduftstoffen (GLVs) vevantlich. Diese Aldehyde
werden infolge einer Wundantwort synthetisiert, spielémeewichtige Rolle in der
Wundheilung und fungieren als Schutz gegen Schadlinge. sGh¢€isen einen cha-
rakteristischen Geruch von frischem Gras auf und besitpamlsl antimikrobielle als
auch fungizide Eigenschaftéfi-68 Aufgrund der groBen Nachfrage nach natirlichen
Aromen sind Aldehyde der griinen Blattduftstoffe, aber auiehkbrrespondierenden
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Alkohole, welche durch die Reduktion n#accharomyces cerevisigewonnen werden
kénnen, in der Aroma- und Lebensmittelindustrie weit veitet5° In den vergangenen
Jahren wurde der Markt fiir GLVs auf 5—10tlamit 3000 US$kg' geschatzt® Fiir
die Herstellung von gVerbindungen dieser Substanzklasse &i8-Hexanal werden
bereits biotechnologische Verfahren, auf Basis der 13-L@X 13-HPL Reaktion, ver-
wendet/! Obgleich die entsprechenden langerkettiggrD@rivate (Aromen wie Gurke,
Reis und Bier) Uber ahnlich attraktive Eigenschaften venfijigeurde vergleichsweise
wenig Forschung im Bereich der regiokomplementéaren 9-LEXPL Reaktion unter-
nommen?!?-"°

Mechanistisch reagieren Hydroperoxid-Lyasen ahnlich die besser untersuchten
Allenoxid-Synthasen und kdénnen durch einen einzelnen Asénreaustausch inein-
ander Uberfihrt werdeff Sowohl in HPLs als auch in AOS koordiniert der terminale
Hydroperoxid-Sauerstoff das Ham¥FeKation (Abbildung 1.4). Durch die elektrostati-
sche Interaktion mit Asparagin wird die homolytische O-GvBingsspaltung eingeleitet.
Diese verlauft unter Ausbildung einer protonierted =©H-Spezies und eines Alkoxy-
radikals (RO)’’ Letzteres wird Uber eine Wasserstoffbriicke zu Asparagibiliiert.
Die anschlielende Umlagerung des Sauerstoffradikals emitach x-C benachbarten

/:\/:\/R
R

Linol(en)saure

Lipoxygenase
(LOX)

Divinylether- Allenoxid- o

—_~—0. __Synthase (DES) WK/ Synthase (AOS) /:\/AVR
R NF — = > RJ|——— R =

Divinylether R _
Hydroperoxide Allenoxide

Lyase (HPL) R

Ra="cro qmo”

N o}

\ Hydroperoxid- \

oHC R Cyclopentenonfettsduren

w-Oxosauren + Aldehyde

Abbildung 1.3: Pflanzlicher Oxylipinmetabolismus. Ausgehend von LinalepLinolenséure (Reste R
variieren hierbei) werden mithilfe einer Lipoxygenase kymkroxide als wichtige Intermediate des pflanz-
lichen Oxylipinmetabolismus synthetisiert. Diese Hydrapxide werden durch Divinylether-Synthasen zu
Divinylethern oder durch Allenoxid-Synthase zu Allenaxiidund Cyclopentenonen umgesetzt. Mittels ei-
ner Hydroperoxid-Lyase lassen sich die Hydroperoxidevz@xosauren und Aldehyden spalten. Darstel-
lung abge&ndert nach Itadt al. (2010) 81
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Doppelbindung fuhrt zu der Ausbildung eines Epoxids une®istabileren sekundaren
Kohlenstoffradikals. Aufgrund des fehlenden, durgkinteraktionen stabilisierenden
Phenylrests kann an dieser Stelle daEpoxyradikal, im Gegensatz zu den AOS, nicht
durch Fé+-OH oxidiert werden. Die fehlenden Stabilisierungsmduflieiten der HPL
fuhren daher zu homolytischer C-C-Bindungsspaltung und dekliRidung der Hy-
droxylgruppe der F& -Spezies, welche hierdurch reduziert witiDas entstehende
instabile Hemiacetal zerfallt spontan zu zwei kiirzergetti AldehyderP>7°

9-HPODE:
R=C7H14COOH
R'=C7H13

Halbacetal

spontaner
Zerfall

Abbildung 1.4: Mechanismus der Hydroperoxid-Lyasen. Hydroperoxide #imderen mit dem terminalen
Sauerstoff der Hydroperoxygruppe an das HaritRgation (1) zu (2). Durch eine homolytische O-O-
Bindungsspaltung, eingeleitet durch einen Asparagin@stkommt es zu der Ausbildung eines Allyl-
alkoxyradikals (3). Durch eine Umlagerungsreaktion mit denachbarterx-Doppelbindung wird eine
x-Epoxyradikal-Spezies ausgebildet (4), welche durch Riindung zu einem Hemiacetal umgesetzt wird
(5). Durch spontanen Zerfall des Hemiacetals werden zweickkettige Aldehyde gebildet. Darstellung
abgeandert nach Lest al. (2008) 8°
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1.3.3 Aldehyd-Dehydrogenasen

Aldehyd-Dehydrogenasen (ALDHSs ) sind NAD(P)H-abhangigélOreduktasen und ka-
talysieren die Umsetzung eines Aldehyds zu einer Carboesaertreter der ALDH-
Superfamilie finden sich in allen Doméanen des Lebens undnébemen dort zentrale
Funktionen des Zellmetabolismus. 2002 waren bereits 5Efchieedene ALDH Sequen-
zen, davon 32 aus Archaebakterien, 351 aus Bakterien undus B karyoten bekanft.
ALDH2 ist aufgrund des vor allem in der asiatischen Bevolkgruorkommenden Poly-
morphismus und des damit verbundenen Flush-Syndroms #enbteste ALDH. Ver-
schiedene Allele des ALDH2 Gens fuhren hierbei zu vermitededxidation und somit
geringerer Detoxifikation des giftigen Acetaldehyds, ek beim Abbau von Ethanol
gebildet wird®%-83Medikamente wie Disulfiram, welche ALDH2 inhibieren, wendies-
halb auch zur medikamentdésen Behandlung von chronischeahélismus eingesetf:

Cys
O O
R—( \—s0 R—
OH O 7\ H
Produkt ® Substrat
H-N =N,
E H R
OH (2)
Cys. ©
Cys (0] Glu s ,_\
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S R—<
R'—-00 o H
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\—S\
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Q,
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3 T
H’O\H Glu
08, o_) Apo-Enzym
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Glu
NAD(P)H wo
2

Abbildung 1.5: Mechanismus der Aldehyd-Dehydrogenasen. Durch Depretong des Cysteinrests
durch Glutamat und Bindung des Cofaktors NAD(P)+ wird da®égzym in das aktive Holoenzym (1)
Uberfihrt. Unter Bildung eines Thiohemiacetals mit eineyst€inrest wird das Substrat aktiviert (2). Hy-
dridtransfer auf den Cofaktor (3) und anschlieBende Hydml(4) des gebildeten Thioesters setzen das
oxidierte Produkt frei (5). Darstellung abgeéandert nacybdgskyet al. (2007) 8°
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Obschon ALDHSs die naturlichen Aldehyd-Oxidations Katalysen darstellen, finden
sich nur wenige praparative Anwendungen, zumal auch ariflergme, wie manche
Alkohol-Dehydrogenasen, Xanthin-Oxidasen oder Lucgera in der Lage sind, Alde-
hyde zu oxidiererf>—88

Basierend auf der 2007 aufgeklarten Kristallstruktur derFt@myltetrahydrofolat-
Dehydrogenase wurde ein mdglicher Mechanismus der Ald€&held/drogenasen vor-
geschlagen. Hierbei wird im inaktiven Apoenzym durch Pmetmabstraktion an einem
Cysteinrest durch Glutamat ein Cysteinthiolat gebildet (fhing 1.5). Das Apoen-
zym wird im n&chsten Schritt durch die Bindung des CofaktordDiA)+ in das akti-
ve Holoenzym Uberfuihrt. Nach Bindung des Substrats kommuesirem nukleophi-
len Angriff des Thiolats an die Carbonylgruppe, welche hiectl in ein Thiohemiace-
tal Uberfuhrt wird. Die negative Ladung wird hierbei durdhen Asparaginrest in der
Oxyanionen-Tasche stabilisiert. Hydridtransfer des AldkHydrids auf das C4-Atom
des NAD(P)+-Cofaktors uberfuihrt das Hemiacetal in einenog@siier. Das reduzierte
Coenzym NAD(P)H verlasst das aktive Zentrum und wird durchWdassermolekdl er-
setzt. Der Glutamatrest im aktiven Zentrum halt das Wasslekiil an dieser Stelle in
Position und aktiviert dieses gleichzeitig fur einen weitenukleophilen Angriff auf das
Carbonyl-Kohlenstoffatom. Die Hydrolyse des Thioesterslgt Uber einen tetraedri-
schen Ubergangszustand und fiihrt letztendlich zu der ézeisg des oxidierten Pro-
dukts. Der katalytische Zyklus wird beendet, indem dasd?Prdes Glutamats wieder auf
das durch die Hydrolyse freigewordene Thiolat Ubertraged.Mdarstellung abgeandert
nach Tsybovskgt al. (2007)8°

1.4 Sebacinsaure Retro-Aldol Pathway

Sebacinsaure (Decandisaure) ist wie Azelainsaure eirggtggs mittelkettige Dicarbon-

saure (CAS: 111-20-6). Sie wird als Ausgangsmaterial furyédkund Polyesterharze,
Polyamide, Schmiermittel und Aromastoffe verwendet. Ed¢e Sebacinséure sind wert-
volle Weichmacher, da sie sich durch eine hohe Kaltefesiigknd Migrationsbestan-

digkeit auszeichne®3* Polyamide der Sebacinséure besitzen wertvolle Eigentschaf
die sie fur den Gebrauch in Hochleistungsanwendungenfiigden, und zeichnen sich
gleichzeitig durch eine verbesserte £Bilanz aus®® Aufgrund dieser Eigenschaften
erfahren Polyamide der Sebacinsdure wachsende Aufmekkganmd kommen neuer-

dings auch, beispielsweise aufgrund ihrer Temperatur- \Wadmeformbestéandigkeit,

als Motorabdeckung in der neuen Mercedes-Benz A-KlassedfR€&rie zum Einsat®
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N Q O OH (0]
HOWOH — CGHB)J\WJ\OH
Sebacinsaure 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure
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Dehydrogenase Hydratase
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Abbildung 1.6: Biokatalytischer Ansatz zur Herstellung von SebacinsdDrange: Retrosynthetische Her-
angehensweise. Um Sebacinséure zu einem passehddaeptor umzuwandeln, bedarf es eifanc-
tional group interconversior(FGI). Mit einem G-d?>-Akzeptor kann in dem Folgeschritt mittels einer
Aldolreaktion das gs-Grundgerist naturlich vorkommender Fettsduren aufgelvatden. Zwei weitere
FGI werden bendtigt, um von dem 1,3-Ketolmotiv (Aldoimgtiu einer natirlichen Fettséaure zu gelan-
gen. Blau: Biokatalytische Entsprechung des Retrosyethiéags. Ricinolsaure soll mittels einer Alkohol-
Dehydrogenase zu 12-Oxodlséure oxidiert werden. Das &{8hotiv soll durch die regiospezifische Hy-
dratisierung an der C10-Position komplettiert werden. 8gentliche C-C-Bindungsspaltung soll durch
eine Retro-Aldolase katalysiert werden. In einem letztehri& soll die entstehende 10-Oxodecansaure
durch eine Aldehyd-Dehydrogenase zu Sebacinsaure axidéeden.

Dariiber hinaus finden sich Polymere basierend auf Sebaceséch in alltaglichen
Produkten wie den neuen Universaldiibeln von Fischer (UXmgré

Das wichtigste Produktionsverfahren von Sebacinsaurdiestlkalische Pyrolyse von
Ricinusdl, das bis zu 89 % aus Ricinolsaure bestehen RaAtRicinusol wird aus den
Samen der PflanZRicinus communigewonnen, die wegen des ungewohnlich schnellen
Wachstums Wunderbaum genannt wird. Andere Produktiofedwem flur Sebacinséaure
sind die elektrolytische Dimerisierung des Adipinsaurapmaethylesters und die Oxida-
tion von Stearinsaure mit #04.%49° Da Sebacinsaure ein Intermediat der mikrobiellen
-Oxidation ist und keine toxischein vivo Eigenschaften besitzt, wurden einige Fer-
mentationsprozesse entwickéft?6-8Hinsichtlich der Atom-Okonomie erscheint eine
katalytische C-C-Bindungsspaltung allerdings effizientsrdar3-Abbau des nicht be-
notigten Rests. Ein moglicher Ansatz Sebacinsaure auf ebietachnologischen Weg
herzustellen, kdnnte daher wie in dem in Abbildung 1.6 dstejkten retrosynthetischen
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Ansatz aussehen.

Die C-C-Bindungsspaltung soll hierbei, ausgehend von einétsdtee, durch eine
Retro-Aldolreaktion erfolgen. Diese muss hierzu zuerst smlifiziert werden, dass
ein 1,3-Ketolmotiv gebildet wird. In einem letzten Schrébll die entstehende 10-
Oxodecansaure zu Sebacinsaure oxidiert werden. Eine thlgksche Entsprechung
dieser Herangehensweise ist ebenfalls in Abbildung 1.6 &u Blargestellt. Ricinolsaure
wird in einem ersten Schritt durch eine Alkohol-Dehydroges zu 12-Oxodlsaure oxi-
diert. Das 1,3-Ketolmotiv wird anschliel3end durch einaaggezifische Hydratase, die
die Wasseranlagerung in der C-10 Position katalysiert, iAl{@roxy-12-oxostearinsaure
umgesetzt. Die eigentliche C-C-Bindungsspaltung kann nuchdeine Aldolasen kata-
lysierte Retro-Aldolreaktion erfolgen. Das entstehendmlkt 10-Oxodecansaure muss
anschlie3end noch in einem letzten Schritt zu Sebacingiideert werden. Die Oxida-
tion kann analog zur Herstellung von Azelainsaure mit eidlielehyd-Dehydrogenase
durchgefuhrt werden.

1.4.1 Alkohol-Dehydrogenasen

Die selektive Alkoholoxidation ist eine wichtige Reaktioardgynthetischen organischen
Chemie. Urspringlich wurden molare Mengen von Schwernsalain (z. B. Cr oder
Mn) eingesetzt, um Alkohole zu oxidieréft-191 Bei neueren Reaktionen, wie der Op-
penauer Oxidation (Al, Zr, Ln) oder einigen Wasserstoffsfarreaktionen (Ru, Rh, Ir)
kénnen diese auch in katalytischen Mengen verwendet wef#e?3In der modernen or-
ganischen Chemie wurden weiterhin Reaktionen entwicketyénzlich auf die Verwen-
dung von Schwermetallen verzichten. Bei Swern- oder Pfitkfafatt-Reaktionen wird
ein Oxidationsmittel wie z. B. Dimethylsulfoxid (DMSO) veendet, welches allerdings
noch durch weitere Reagenzien wie Saurechloride diNrDicyclohexylcarbodiimid
aktiviert werden mus$%* Diese Reaktionen werden allerdings haufig in umweltgefahrli
chen chlorierten Losungsmitteln durchgefihrt und verveeniguchtigkeitsempfindliche
Reagenzien. Um weitere Alternativen zu finden, wurden aublteagehe umweltvertrag-
liche biokatalytische Methoden entwickelt, die mit hohexteRtivitédten grof3es Potential
zeigen!® Viele dieser Methoden verwenden enantioselektive Alkdbehydrogenasen
(ADHSs), die hierdurch zu der industriell relevantesten yinklasse werden, die teilweise
auch klassisch chemischen Katalysatoren vorgezogen wé?fle

ADHs sind meist metallabhdngige Oxidoreduktasen, diereineiteren Cofaktor wie
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Abbildung 1.7: Allgemeiner Mechanismus im ternaren Zustand von Alkohehidrogenasen. Am Bei-
spiel von A: der Leber Alkohol-Dehydrogenase (LADH) mit Mtim aktiven Zentrum%’ B: der Dro-
sophila Alkohol-Dehydrogenase (DADH) ohne Metall im aktivZentrumi®® Zusammengefasste Darstel-
lung nach Agarwaét al. (LADH, 2000) und Benaclet al. (DADH, 1999)107.108

NAD(P)* bendtigen. Sie katalysieren die Umsetzung eines Alkohotsreem Keton oder
einem Aldehyd und kénnen aus praktisch allen lebenden Gnaem isoliert werded®®
Mechanistisch existieren zwei Méglichkeiten, um Alkohale Aldehyden zu oxidieren.
In beiden Fallen geht das Apo-Enzym unter NAD{(Mindung, Wasserfreisetzung und
der daraus resultierenden Konformationsanderung in da&irdm Zustand uber. Die an-
schlieBende Bindung des Substrats unter erneuter Konflamsanderung tberfuhrt das
Enzym in den aktiven ternaren Zustand, welcher fur beidke FélAbbildung 1.7 darge-
stelltist. In dem ersten metallabhangigen Fall koordirdes Substrat im aktiven Zentrum
an ein Metallkation wie z. B. Z41 im Fall der Leber ADH, welche in Abbildung 1.7A als
reprasentatives Beispiel benutzt wird. Mittels eines Rretdransfers tGber eine Histidin-

OH P

52

Rkiein HO .

OH

N

R” "OH Rgror

Hefe YADH

Pferdeleber HLADH

Thermoanaerobium brockii TBADH Hydroxysteroid HSADH

Glycerol GADH
Lactobacillus kefir LKADH

Sulfolobus solfataricus SLADH

Abbildung 1.8: Schematische Ubersicht (iber das Substratspektrum eikiyamerziell erhaltlicher
Alkohol-Dehydrogenasen. Abbildung abgeandert nach Kretal. (2004) 105
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Serin Kaskade wird das Substrat deprotoniert. Der andtdtide Hydridtransfer auf den
Cofaktor NAD" fuihrt zu dessen Reduktion, wobei das Alkoholsubstrat untesbdung
einer Carbonyl-Spezies oxidiert wifd! In dem zweiten metallunabhangigen Fall (Ab-
bildung 1.7B) wird der Hydridtransfer auf NAD(PXurch eine Serin-Tyrosin-Lysin Kas-
kade eingeleitet, wobei die vorangehende Protonenalisinakon einem deprotonierten
Tyrosinrest durchgefiihrt wird%8

Bei sekundaren Alkoholen spielt dariber hinaus die Stelektsatat, welche auch zu
der Klassifizierung der ADHs verwendet wird, eine entschet® Rolle. Diese Eigen-
schaft wird sich beispielsweise in der DeracemisierungderdRacematspaltung zunutze
gemachtt!® Das Substratspektrum der literaturbekannten Alkoholydebgenasen um-
fasst nahezu alle primaren und sekundaren Alkohole. Abbgdl.8 zeigt eine exem-
plarische Zusammenstellung Gber das Substratspektrigeekommerziell erhaltlicher
Alkohol-Dehydrogenasen. Bei zunehmender Gréf3e und Sgeitrider die Hydroxyl-
gruppe umgebenden Reste finden sich allerdings immer wehligeinoldehydrogenasen,
welche sich fiir die Alkoholoxidation eigne'rt!

1.4.2 Hydratasen

Hydratasen katalysieren die regiospezifische AdditionWaisser an C-C Doppelbindun-
gen und werden deshalb auch als Hydro-Lyasen klassifiziéf3 Dabei kann sowohl
die Addition an isolierte Doppelbindungen als auch an Mattysteme beobachtet
werden!!4-116 Beide Varianten sind dariiber hinaus im Metabolismus vonraksmt
Bedeutung. Die Addition von Wasser an Michael-Systeme fiaubt beispielsweise im
Zitronensaurezyklus bei der Umsetzung von Fumargs-kalat, wahrend die Addition
von Wasser an isolierte Doppelbindungen beim Auf- und AblmauTerpenen und Caro-
tinoiden eine entscheidende Rolle spiéif:118

Im Gegensatz zu der enzymatischen Hydratisierung gessaitedie rein chemische Hy-
dratisierung als schwierig. Aufgrund von Nebenreaktiois¢die rein Saure katalysierte
industrielle Hydratisierung auf Molekdile limitiert, wédle keine Umlagerungsreaktionen
eingehen koénnei?® Im LabormaRstab kénnen Hydratisierungen allerdings inizwe
stufigen Reaktionen wie der Hydroborierung und der Oxymeroumg durchgefihrt
werden!?1-123

Mechanistisch unterscheiden sich die Hydratasen unterder. Wahrend bei der Fu-
marase (Fumarat-Hydratase) eiaeti-Addition beobachtet werden kann, verlauft die
Wasser-Addition bei der Crotonase katalysierten ReaktiorofyECoA-Hydratase) mit
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einer synStereochemié?*12> Bei der Acetylen-Hydratase findet sich neben einem
Wolfram-Zentralatom im aktiven Zentrum ein [4Fe-4S] Clusi2as Enzym katalysiert
im Gegensatz zu anderen wolframhaltigen Enzymen keine Redkbionent?® Fur
ein besseres Verstandnis des Hydratasen-Mechanismu® wliedKristallstruktur der
mitochondriellen Crotonase aus der Rattenleber aufgekl&it untersucht. Diesyn
Addition kann demnach Uber zwei verschiedene Wege erfolgeiche in Abbildung
1.9 dargestellt sind. Einerseits kann die Wasseradditimer &inen konzertierten Uber-
gangszustand, andererseits Uiber einen Elcb-Mechanisfolgeal1® In beiden Fallen
wird die gleiche katalytische Maschinerie verwendet unsl glaiche Produkt gebildet.
Der Mechanismus denti-Addition enthalt darliber hinaus einen zusatzlichen Iseme
sierungsschritt24

Eine besondere und fir den vorgestellten Reaktionsweg esgantere Klasse
der Hydratasen sind die seit Uber 50 Jahren bekannten Biemttasen. Oleat-
Hydratasen katalysieren die stereoselektive Addition Wasser an Olsaure zu RO
Hydroxystearinsauré?’ Interessanterweise zeigen Oleat-Hydratasen eine groBmHo
logie zu Myosin-kreuzreaktiven Antigenen, welche ebdsfdie Hydratisierung von
Linol- und Olsaure katalysierett® Weder der genaue Mechanismus noch die Struktur
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Abbildung 1.9: Mechanismus der mitochondriellen Crotonase (Enoyl-Coshidtase) aus der Rattenleber.
Die synAddition von Wasser kann entweder tiber konzertierten gHiegyszustand (oben) oder (iber einen
Elcb-Mechanismus (unten) erfolgen. Darstellung abge#indeh Bahnsoet al. (2002)11°
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der Oleat-Hydratasen sind bekannt, obwohl diese aufgrendasache, dass diese iso-
lierte Doppelbindungen hydratisieren, besonders insargssind?® Auch wenn bis vor
Kurzem davon ausgegangen wurde, dass Oleat-Hydratasgruadfihrer Selektivitat
nur Uber ein sehr begrenztes Substratspektrum verfligendewon Marliereet al. die
Umsetzung von Isobutanol zu Isobuten berichf8tDie einzige zu Beginn dieser Arbeit
fur die heterologe Expression klonierte 73 kDa gro3e Ofbatratase stammt ausli-
zabethkingia meningoseptieaand soll deshalb in der vorgestellten Multienzymkaskade
verwendet werdef3?

1.4.3 Aldolasen

In der organischen Chemie spielen Aldolreaktionen als C-CBigdreaktion unter Aus-
bildung eines Stereozentrums vor allem bei der Synthes&oblenhydraten und zucker-
ahnlichen Verbindungen eine grol3e Rolle. Die Kontrolle derébchemie erfolgt hierbei
entweder Uber die stochiometrische Verwendung von chiraieiliaren oder die kataly-
tische Verwendung von chiralen Lewis-S&uren oder Orgaabjsatorent32-136

Aldol- und Retro-Aldolreaktionen haben eine aulRerordeimthiohe biologische Rele-
vanz, da diese Reaktionen in verschiedenen anabolen soteigoken Stoffwechselwe-
gen zu finden sind3”138Neben der Glykolyse und Gluconeogenese findet sich die Al-
dolreaktion auch in sekundaren Stoffwechselwegen wiephessveise der Isoprenoid-
Biosynthese-3°

Aldolasen zéhlen zu einer speziellen Gruppe von Lyaserchealie stereoselektive Ad-
dition eines Donornukleophils an ein Akzeptorelektroftatalysieren. Sie zahlen so-
mit vor den Transketolasen, Oxynitrilasen und Thiamindgghat-abhangigen Enzymen
zu den wichtigsten Biokatalysatoren fur die asymmetrisch@-Bindungskniipfund°
Aufgrund ihres Mechanismus wird innerhalb der Familie d&ofasen zwischen zwei
unterschiedlichen Typen unterschieden (Abbildung 1.T9p. 1 Aldolasen katalysieren
die C-C-Bindungsbildung tber die vorherige Ausbildung eir@driffschen Base mit dem
Donornukleophil durch einen Lysinrest im aktiven Zentriwnter anschliel3ender Addi-
tion an das Akzeptorelektrophil und Hydrolyse der Schiffiesn Base wird das Aldolpro-
dukt freigegebert?! Typ 2 Aldolasen sind im Gegensatz zu Typ 1 Aldolasen von einem
zweiwertigen Metallkation abhéngig, welches als Lewist®dungiert. Neben Z1 wird
auch die Inkorporation von G6 und Fé* beobachtet. Die zweiwertigen Metalle stabi-
lisieren die Enolatform des Donors, welcher dann in anal¥gsise zu Typ 1 Aldolasen
mit dem Akzeptor reagieren karifi?
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Typ 1 Aldolase Typ 2 Aldolase

Abbildung 1.10: Mechanismus der Typ 1 und Typ 2 Aldolasen. Typ 1 Aldolaseivigken das Donorsub-
strat Uber eine Schiff'sche Base mit einem katalytischvaktiLysinrest. In der Enaminform kann der Donor
an das Akzeptorsubstrat angreifen. Typ 2 Aldolasen stidiién mit Metallkationen die Enolatform ahnlich
der Enaminform bei Typ 1 Aldolasen, welche dann in analogeis#&/an das Akzeptorsubstrat angreifen
kann. Darstellung abgeéndert nach Takayatrel. (1997) und R. B. Silverman (20021143

Aldolasen sind gegeniiber dem Donorsubstrat auf3erorclesiezifisch. Donornukleo-
phile mit minimaler Strukturabweichung amz-®drper werden von den natirlichen
Substraten nicht akzeptiert, weshalb Aldolasen entsprethhres nattrlichen Sub-
strats in vier unterschiedliche Klassen eingeteilt werd®@a Dihydroxyacetonphosphat-
abhangigen (DHAP) Aldolasen, die Pyruvat bzw. PhosphgsmoVat-abhangigen (PEP)
Aldolasen, die 2-Desoxy-5-phosphat-abhéngigen Aldolaselche Acetaldehyd als Do-
nor verwenden, und die Glycin-abhangigen Aldola$®hlm Gegensatz zu den Donor-
molekulen akzeptieren Aldolasen ein breiteres Spektrudkaeptormolektilen, solange
einige Grundvoraussetzungen wie das Vorhandensein ethdroxylgruppe und einer
Kettenlange kleiner gleichgerfiillt sind 133144

Zahlreiche Studien beschaftigten sich bereits mit der §genae von Aldolasen, um die
Stereochemie zu &ndern oder das Substratspektrum zuemvé&b konnte beispielswei-
se die Stereochemie der DHAP-abhéangigen Tagatose-IpBdsphat-Aldolase variiert
werden, um letztlich die diastereomere Fructose-1,6Hmisphat zu erzeugeft® Mit-
tels gerichteter Evolution konnte eine Variante der 2-K&tesoxy-6-phosphogluconat-
Aldolase (KDPG-Aldolase) identifiziert werden, welche 2t&-4-Hydroxybutansaure als
Substrat umsetzt. Pentanal konnte somit neben Glyceraldgiphosphat als zusétzlicher
Akzeptor fur die KDPG-Aldolase evolviert werdéf®

Das im Retro-Aldol Pathway auftretende Intermediat 10-ldygir12-oxostearinsaure ist
als Substrat fur naturliche Aldolasen somit nicht geeigDetr nach der Spaltung entste-
hende Akzeptor 10-Oxodecansaure ist vier C-Atome groRRgedés natirliche Akzep-
tor und 2-Octanon stellt dartiber hinaus keinen nattrlidbenor dar. Zudem wurde in
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der Literatur bisher nicht Uber die erfolgreiche Aufwetuter Donorspektren berichtet.
Deshalb soll der Schritt der Retro-Aldolspaltung mit eimesilico hergestellterde novo
Retro-Aldolase durchgefiihrt werden.

1.4.4 denovo Design von Enzymen

Das computergestitzte Design von Enzymen entwickelteisicken letzten Jahren als
vielversprechende Methode zur Herstellung von maRgegtémen Enyzmer?’ Das
Konzept derde novoEnzyme beruht, ahnlich wie bei katalytischen Antikérpeaf, der
Stabilisierung der Ubergangszustande der jeweiligen Reeda 148

David Baker (Seattle, US), der Entwickler des Software PaResetta, und Stephen Ma-
yo (Pasadena, US), Entwickler von ORBIT, sind als die Pioraefeliesem Gebiet aufzu-
fuhren?) 150-154\jthilfe der entwickelten Pakete und besonders den Alparin, die der
Software zugrunde liegen, lassen sich aktive Zentren vayiEan um realistische Uber-
gangszustandsmodelle herum gestalten. Deren Strukttirerek weitaus komplexer sein
als die katalytischer Antikérper und benétigen dariibeab#keinerlei biologische Ent-
sprechung-#/+155

In friihen Arbeiten von Boloet al. konnte bereits eine artifizielle primitive Esterase durch
Einbringung eines Histidinrests in eine Einbuchtung in Aeateinoberflache hergestellt

UDie Arbeiten der beiden Pioniere unterscheiden sich nagénein Angaben. David Baker beschéf-
tigt sich mit dem kompletten Neudesign, wahrend StephenaviEm Redesign von bekannten Enzymen
zugeordnet wird.

H-Briicke Carbinolamin- S~ Wasser- B
o OH Bildung (OH OH eliminierung Lys\%H QOH
— p— (i
Ry R> HN) Ro -H20 Rl)‘t//kRz
) Lys
Lys—NH,
Produkt- .
freisetzung C-C-Bllr:dungs-
spaltun
AL H-Briicke P g
‘ a0 T
(F R M -
o] R1OH +H r)(\ OH +H,0 ] /g (E
@ — = = Lys.
Rl)]\ HZNK Mo -R,CHO N + g,
' Lys

Lys

Abbildung 1.11: Vereinfachter méglicher Mechanismus der Retro-Aldol Spaj. Neben einem aktiven
Lysin bendétigt die Retro-Aldol Spaltung weitere Reste, €iiee Saure-Base Katalyse ermoglichen. Fur
das Design des aktiven Zentrums wurden vier relevante d@igpene Ubergangszustande identifiziert, nach
denen die Aldolasen designt wurden. Darstellung abgetindeh Jiangt al. (2008).14°
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werden!®3 Neben der Entwicklung eines semi-synthetischen Metatipes mit RF+

im aktiven Zentrum konnte bereits an einigen Beispielen desgtettede novoDesign
des aktiven Zentrums gezeigt werd&§ Dazu gehéren eine Ester-Hydrolase, eine Kemp-
Eliminase, eine bimolekulare Diels-Alderase, aber aunk Betro-Aldolaseé?9157-159
Das de novoDesign von Enzymen beruht auf der Wahl einer Reaktion und des d
zugehorigen Mechanismus sowie der Identifikation der eats@nden Ubergangszu-
stande. Grundvoraussetzung fur die Entwicklung etemnovoReaktion ist allerdings
das Vorhandensein einer geringen, aber nachweisbarenictaa Hintergrundreakti-
on. Abbildung 1.11 zeigt eine exemplarische Darstellung) Retro-Aldolmechanismus
und die jeweiligen Ubergangszustande, der CarbinolamiduBi, der Wassereliminie-
rung, der C-C-Bindungsspaltung und der Produktfreisetzuingdie Stabilisierung jedes
Ubergangszustands wird die optimale Aminosaureumgebuagtaet und anschlieRend
durch Uberlagerung ein theoretisches kombiniertes aki@ntrum errechnet. Nach Ma-
ximierung der Ubergangszustandsstabilisierung unter @&sichtigung quantenmecha-
nischer Parameter werden diese sogenannten ,Theozymetsohiedene Enzymgeriiste
gedockt. Die hieraus resultierenden Strukturen werdegudlainin silico durch eine kom-
binatorische Variation hin auf die ideale Bindung des llgeniten Ubergangszustands op-
timiert. Hierbei werden zuerst Reste beriicksichtigt, weldan Ubergangszustand direkt
koordinieren und spater auch Aminosaure, welche sich intew8phare um das aktive
Zentrum herum befinden. Die verschiedenemnovoEnzyme werden anschlieRend hin-
sichtlich der katalytischen Geometrie und der Bindungsgadrsewertet. Nach diesem
computerbasierten Bewertungsverfahren werden die vegvechendsten Varianten ex-
primiert und experimentell charakterisiéft’-149

Im Beispiel der Retro-Aldolasen zeigten Motive, die explait Wassermolekil im akti-
ven Zentrum beriicksichtigen, stets die hdchste Aktivitdtuf Grundlage dieser Arbeit
wurden bereits erste Mutageneseexperimente fur die gefgtimierung der Aldolase
Aktivitat durchgefihrt, bei denen Aktivitatssteigerungem das 440& erzielt werden
konnten160

1.5 Zielsetzung

Die Nutzung nachwachsender Rohstoffe gewinnt in den letzédmen zunehmend an
Bedeutung. Biopolymere zeichnen sich nicht nur durch einéeaggste Okoeffizienz,

sondern auch durch ausgezeichnete Eigenschaften auterkeesind vor allem von den
verwendeten Monomeren abhéngig. In diesem Zusammenhadgisshalb besonders
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mittelkettige Dicarbonsauren interessant, die auf tiagil chemischem Weg nur schwer
zugéanglich sind.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine biokatalytische Moéglichkai finden, Fettsauren in mittel-
kettige Dicarbonsauren zu spalten. Da die Umsetzung nidh¢imem einzigen Enzym
realisiert werden kann, ist es Gegenstand dieser Arbeaie entsprechende biokata-
lytische Multienzymkaskade zu entwickeln. Der Fokus insdieArbeit wird auf die
Herstellung der beiden Dicarbonséuren Azelainsédure ubdc@esaure gelegt. Zu Be-
ginn dieser Arbeit wurde flr beide Dicarbonsauren sep&@tatdegien entwickelt.
Azelainséaure soll ausgehend von Linolsaure Uber die inldbbg 1.1 (S. 27) dargestell-
te dreistufige Multienzymkaskade hergestellt werden. lisguare soll hierbei mit einer
Lipoxygenase hydroperoxidiert und anschlielBend mit ethatroperoxid-Lyase gespal-
ten werden. Die durch die Hydroperoxid-Lyase Reaktion gebd 9-Oxononansaure
soll in einem letzten Schritt zu Azelainséure oxidiert wardZiel ist die Identifikation
aller benotigten Enzyme, die Charakterisierung der gesaiéskade und die Durch-
fuhrung einer Machbarkeitsstudie. Besonderes Augenmdridaaiber hinaus auf die
Untersuchung der Enantioselektivitat der Hydroperoxyaden gelegt werden, da sowohl
pflanzlicheS-selektive als auch mikrobielle-selektive Lipoxygenasen zur Auswabhl ste-
hen. Falls moglich soll die gesamitevitro Kaskade exemplarisch in ein vivo System
Ubertragen werden.

Sebacinsaure soll Gber die in Abbildung 1.6 (S. 34) gezeigsstufige Multienzym-
kaskade bereitgestellt werden. Als Ausgangsprodukt sabbi Ricinolsdure verwendet
werden. Das fir die Retro-Aldolspaltung bendtigte 1,3-Ketdiv soll mittels einer
Alkohol-Dehydrogenase und einer Hydratase bereitgéstedtden. Nach der eigent-
lichen Retro-Aldolase katalysierten C-C-Bindungsspaltunly die entstehende 10-
Oxodecansaure mit einer Aldehyd-Dehydrogenase zu Sedgacin oxidiert werden. Da
diese Kaskade im Gegensatz zu der Herstellung von Azelamsécht dem pflanzlichen
Oxylipinmetabolismus entnommen ist, sondern eine kormpleifizielle Kaskade dar-
stellt, die auf Grundlage einer Retrosynthese entwickeldeusoll sich dieser Teil der
Arbeit auf die Identifikation geeigneter Enzyme und der Ddiibrung einer Machbar-
keitsstudie beschranken.

Bei beiden vorgestellten Multienzymkaskaden muss fiur jeReaktionsschritt nicht
nur ein entsprechendes Enzym gefunden, sondern auch essengie Analytik etabliert
werden. Nicht vorhandene Substrate oder Produkte, welctedrfe Quantifizierung oder
Untersuchung der Reaktion benétigt werden, sollen dariibauk synthetisiert werden.
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Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Standardchemikalien wmrstets in der héchstmog-
lichen Reinheit von Alfa-Aesar (Ward Hill, US), Carl-Roth (Kemuhe, DE), Fluka

(Buchs, CH), Macherey-Nagel (Diren, DE) und Sigma-Aldrich (®uis, US) bezo-

gen. Nicht kommerziell erhéltliche Verbindungen wie 12e@bsaure und 10-Hydroxy-
12-oxostearinsaure wurden selbst synthetisiert (2.595. 6

2.1.2 Antikdrper und Marker

Mauso(HIS)s 1:10000 Sigma-Aldrich St. Louis, US
HasexMaus IgG 1:2000 Sigma-Aldrich St. Louis, US
(HRPO konjugiert)

PageRuIeTtM Prestained Protein Ladder Fermentas St. Leon-Rot, DE
PageRuIeTrM Unstained Protein Ladder Fermentas St. Leon-Rot, DE
1 Kbp-DNA-Ladder Carl Roth Karlsruhe, DE
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2.1.3 Enzyme und Puffer

BanHl|
Boll
Clal
Ecall
Hindlll
Ncd
Ndd
Nrul
Sad
Xhd

Pfu-Polymerase
PfuUltrall-Polymerase
TagPolymerase
Alkalische Phosphatase
(Rinderdarmschleimhaut)

Alkohol-Dehydrogenase 102 (ADH-102)
Lipase 1 (CRL1Candida rugosa

Lipase B (CALB,Candida antarctica
Lipoxidase GmLOX1, Glycine max
NADH-Oxidase 2 (Nox-02)

10x Orange Puffer

10x Pfu-Polymerase Puffer
10x T4 DNA-Ligase Puffer
10x Tango Puffer

10x TagPolymerase Puffer

Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
Thermo Scientific Waltham, US
c-LEcta Leipzig, DE
c-LEcta Leipzig, DE
c-LEcta Leipzig, DE
Sigma-Aldrich St. Louis, US
c-LEcta Leipzig, DE
Thermo-Scientific Waltham, US
Thermo-Scientific Waltham, US
Thermo-Scientific Waltham, US
Thermo-Scientific Waltham, US
Thermo-Scientific Waltham, US
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Kaliumphosphatpuffer (50 mv)

KH2POy 3, 40 g
KoHPOy 4 369
ddH,O adllL

pH mit HCI bzw. KOH einstellen

TFBI Puffer (pH 5,8)

Kaliumacetat 059 ¢
Rubidiumchlorid 242 ¢
Calciumchlorid 029¢
MnCl; - 4H,0 2,09
Glycerin 30mL
ddH,O ad 200 mL

steril filtrieren (Q2um Porengrolie)

TAE-Puffer (50x%, pH 8,5)

TRIS 2420¢g
Kaliumacetat 5719
0,5m EDTA pH 8 100 mL
ddH,O ad 1L

pH mit HCI bzw. NaOH einstellen

TBS Puffer (10x, pH 7,4)

TRIS-HCI 7884
NaCl 8766 g
ddH,0 ad1L

pH mit HCI bzw. NaOH einstellen

TFBII Puffer (pH 6,5)

MOPS 021g
Rubidiumchlorid 11¢g
Calciumchlorid 0129
Glycerin 15mL
ddH,O ad 100 mL

steril filtrieren (Q2um Porengrélie)

Transferpuffer (10x, pH 8,3)

TRIS 303¢g
Glycin 14419
Methanol 200 mL
ddH,O ad1lL

pH mit HCI bzw. NaOH einstellen

SDS-Probenpuffer(5x)

Lysispuffer (pH 7,4)

1.5M TRIS-HCI (pH 6,8) 4 mL

Glycerin 10 mL
[3-Mercaptoethanol 5mL
SDS 29

1 % Bromphenolblau 1mL

TRIS-HCI 50649
Glyerol 100 mL
Tween-20 1mL
Natriumchlorid 2925¢
ddH,O 900 mL

pH mit HCI bzw. NaOH einstellen
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SDS-Laufpuffer (10x, pH 8,3)

TRIS 30349 DNA-Probenpuffer (6x)

Glycin 1441¢g Glycerin 10 mL
SDS 109 40 mv TAE pH 85 10 mL
ddH,O ad1L 1 % Bromphenolblau 4 mL

pH mit HCI bzw. NaOH einstellen

Bindepuffer (pH 7,5) Elutionspuffer (pH 7,5)

TRIS 309 TRIS 309

Imidazol Q749 Imidazol 27249

NacCl 17549 NacCl 17549

ddH,O ad1L ddH,O ad 1L

pH mit HCI bzw. NaOH einstellen pH mit HCI bzw. NaOH einstellen
2.1.4 Kits

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific Waltham, US

Pierce Protein Concentrator, 9K MWCO Thermo Scientific Walthd&

Zymoclean DNA Clean & Concentrator Kit Zymo Research Irvine, US

Zymoclean Gel DNA Recovery Kit Zymo Research Irvine, US

ZyppyTM Plasmid Miniprep Kit Zymo Research Irvine, US

2.2 Plasmide und Oligonukleotide

2.2.1 Plasmide

Die verwendeten Plasmide werden sowohl in isolierter Faymies in E. coli Dauerkul-
turen bei—80°C gelagert. Die Nukleotidsequenzen der verwendeten Gederfigich
im Anhang (A.1, S. 133). Die Klonierungen der im Rahmen dids#eit hergestellten
Expressionsvektoren sind in Kapitel 2.4.12 (S. 64) besblen.
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Tabelle 2.1:Verwendete Plasmide

ITB-Nr. Box Name Insert UniProt. Quelle

D 2 pQE-30 - - Quiagen

D 2 pQE-31 - - Quiagen

D 3 pREP4 - - Quiagen

- 1-B1 pET-28a(+) - - Novagen

D 1-Al pET-22b(+) - - Novagen

D 1-A2 pCOLADuet-1 - - Novagen
Ma-CYP153A - . 61

pITB856  8-B7 PQE-9LOXIF CsLOX1 Q42710 Hornungt al.162

pITB857  8-B8 PQE-13HPL Ca-13HPL Q9ARH7  Delcartet al.163

pITB858  8-B9 PQE-9/13HPL Cs9/13HPL Q9M5J2 Matsugt al.164
pITB859 8-C1 pET-9MeloHPL ~ Cm9/13HPL  Q93XR3 Tijeket al 165

pITB860  8-C2 PMK-9LOXM As-9LOX Q8YK97)  Diese Arbeif)
pITB861 8-C3 PET-9LOXMH6  As9LOX Q8YK97)  Diese Arbeif)
pITB862 8-C4 PMK-r9LOX OsLOX Q76122 Diese Arbef!
pITB863  8-C5 PET-roLOX OsLOX Q76122 Diese Arbef!
pITB864  8-C6 PET-rOLOXMH6  OsLOX Q76122 Diese Arbef!
pITB865  8-C7 PQE-StLOX1 StLOX1 Q41238 Andreolet al.166
pITB866  8-C8 pPMK-OAH1 EmOAH1 C7DLJ6 Diese Arbeft
pITB867 8-C9 pUC-ALDH1 AsALDH1 Q9FDS1 Ishigeet al.167
pITB868  8-D1 pET-OAH1(C) EmOAH1 C7DLJ6 E. Maurer
pITB869  8-D2 PET-OAH1(N) Em-OAH1 C7DLJ6 E. Maurer
pITB870  8-D3 PET-OAH1(-) EmOAH1 C7DLJ6 Diese Arbeit
pITB871  8-D4 pET-ALDH1(C) AsALDH1 Q9FDS1 Diese Arbeit
pITB872  8-D5 pET-IST 1001 IST 1001 dénovd  Arzedd*®
pITB873  8-D6 pET-IST 1002 IST 1002 dénov)  Arzeda®®
pITB874 8-D7 PET-RA 60.2 RA 60.2 denovd  Arzeda®®
pITB875 8-D8 pET-RA 95.4 RA 95.4 denov)  Arzedd*®
pITB876  8-D9 pET-RA 95.5 RA 95.5 denov)  Arzeda“®
pITB877 8-El pET-RA 110.4 RA 110.4 dénovy  Arzedd*®
pITB878 8-E2 PREP-Cs9/13HPL Cs-9/13HPL Q9M5J2 J. Kittelbergef®
pITB879 8-E3 pCOLA-OAH1 Em-OAH1 C7DLJ6 E. Mauret%°
EmOAH1 C7DLJ6

169
pITB880 8-E4 pOAH1-AIKL Po-AlkL Q00595 E. Maurer

Fur Grundplasmide sind keine ITB-Nummern verfligbar.

Plasmide wurden von Sandra Facey (ITB Stuttgart) aus eamaraten Sammlung bezogen.
pREP4 kann direkt aus dem Staniincoli SG13009 isoliert werden (ITB208 Box3-F1).
Vollsténdige Bezeichnung: pCola-Duetl: CYp153A M. aq.0@R)-CPR + alkL.

Nicht UniProt, sondern Cyanobase Nr. (Gamma Plasmid, ltaayall8020).

Plasmide wurden direkt von GeneArt (Regensburg, DE) bezoge
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2.2.2 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MetaiMartinsried, DE) be-

zogen.
Tabelle 2.2:Verwendete Primer

Nr. Name Sequenz

1 IF-9LOX_mid-FWD 5'GTG GAATTT GAG AGG AGA TG-3'

2 IF-9LOX_mid-REV 5'-GAG ACA GCA ATA ATC CTG TAC-3'

3 StLOX1-SeqFWD 5'-CTTGAAGATGTCAGACTTCC-3’

4 StLOX1-SeqREV 5'-GTCCTCAACTGCTACTCCCC-3

5 OAH1-FWD 5'-GGA ATT CCA TAT GAC CAT GGG AAT GAA TCC GAT TAC
CAG C-3’

6 OAH1-REV 5'-CGC GGA TCC TTA GCC ACG AAT GCC TTT AAC CC-3’

7 OAH1-reALT 5'-CCG CTC GAG GCC ACG AAT GCC TTT AAC CC-3

8 SeqFWD?2 5'-CAG CGA ATC CTT CCT GAA AAG C-3

9 ALDH1-SegqFWD 5'-GGATGTGCTGCAAGGCGATT-3

10 ALDH1-SeqREV 5'-ACTCATTAGGCACCCCAGGC-3

11 ALDH1-fwd1 5'-GGG CAT ATG CAC TAT GTT GAT CCG AAT CAATCT GGz’

12 ALDH1-rev+his 5'-CTC AAG CTT GAA AAA GCC CAT GGC TTT GG-3

13 ALDH1Seq-Fwd 5-TTG ATG GCG GCA TGG AAA CT-3’

14 HPLpREP4-FWD 5'-AAC CAATGC ATT CCC TCAGGC GGC TCG AGA AAT CA
AAA AAAT-3

15 HPLpREP4-REV 5'-CGT ATG CAT CAG CTT CGC GAC CAT GGT TGG ATTIC
ACC AAT AAA AAA-3

16 pREPF (A5) 5'-GTT AGC GCG AAT TGT CGA CC-3’

17 pREPR (A6) 5'-GAC CAA GCG ACG CCC AAC CT-3

18 HPLmid (A7) 5'-CAT CCC TCT GTT TCG AAG CT-3

19 pREPF2 (A8) 5'-GAA GCC AAT GGG GCA AGT TG-3’

20 Cola-FWD 5'-CGA CAG TGC CAT GGG AAT GAATCC GA-3’

21 Cola-REV 5'-AAG GCA TTC GTG GCT AAG AGC TCG GTT CTG CAT-3
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2.3 Medien und Zellkulturen

2.3.1 Medien zur Kultivierung von E. coli

Bei der Herstellung der Wachstums- und Nahrmedien wurdechlisBlich ddHO ver-
wendet. Die aufgefiihrten Prozentangaben geben bei Fligssig denV V- oder bei
Feststoffen demV—1-Quotienten an. Feste Medien (Agarplatten) enthieltereneten
angegebenen Komponenterb 26 Agar Agar. Alle Medien wurden vor der Verwendung
20 min bei 121°C autoklaviert. Fur die Selektion auf bestimmte Marker veurden Me-
dien bestimmte Antibiotika zugegeben. Diese wurden indotien Endkonzentrationen
verwendet: Ampicillin (Amp, 10qugmL—1), Kanamycin (Kan, 3ugmL~1) und Chlor-
amphenicol (Cm, 34gmL™1).

LB-Medium (lysogeny brothpH 7) TB-Medium (terrific broth, pH 7,2)
Trypton 109 10% Trypton 129 12%
Hefeextrakt 59 6 % Hefeextrakt 24 g 2%
NacCl 59 10% Glycerin 5ml 05%
ddH,O ad1L ddH,O 900 mL

pH mit HCI bzw. NaOH einstellen pH mit 10x TB-Puffer einstelle®

SOC-Medium (pH 7)

YT-Medium (2x, pH 7,2)

Trypton 2049 20%

Trypton 169 16 %
Hefeextrakt 59 06 %

Hefeextrakt 10g 10%
NacCl 05¢g 005%

NaCl 5ml Q5%
250mv KCL 10 ml 10%

ddH,O 900 mL
ddH,O ad 990 mL

pH mit 10x TB-Puffer einstellen
MgCl, und Glukose zugebéh

DNach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf 6@ 100 mL des steril filtrierten 16
TB-Phosphatpuffers zugeben {0 m KH2POy, 0,72M KoHPOy)

2Nach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf Raumtemperatur LOLGmm sterile MgCh-Lésung
zugeben (SOB-Medium, engl.: super optimal broth). Fir déestéllung von SOC-Medium 20 mL steril
filtrierte 1M Glukoseldsung zugegeben.
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2.3.2 E. coli Stamme

Tabelle 2.3:VerwendeteE. coli Stamme {80 °C Dauerkulturen)

Stamm Genotyp Quelle
BL21 (DE3) F ompT gal decm lon hsdrg"mg”) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ITB
ind1 sam7 nin5]) Stuttgart
BW25113 F, DE(araD-araB)567, lacz4787(del)::rrmB-3, LAMph-1, DE(rhaD- ITB
rhaB)568, hsdR514 Stuttgart
C41 (DE3) F basierend auk. coli BL21(DE3): ompT gal dcm lon hsg®g'mg™) ITB
(DE3) + eine uncharakterisierte Mutation Stuttgart
DH5x F endAl gInvV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupGITB
$80dacZAM15 A(lacZYA-arghuU169, hsdR17¢mi ™), A- Stuttgart
JM109 endA1l ginV44 thi-1 relAl gyrA96 recAl mctB\(lac-proAB) el4- [F' ITB
traD36 proAB lacl? lacZAM15] hsdR17 (g mi ) Stuttgart
M15 basierend auf E. coli K12: FproA+B+ laclq A(lacZ)M15 Quiagen
zzf::Tn10(TetR)/ fhuA2 gInV A(lac-proAB) thi-1 A(hsdS-mcrB)5
+ pREP4)
MC1061 F A(ara-leu)7697 [araD13g}, A(codB-lacl)3 galK16 galE13" el4 ITB
mcrAO relAl rpsL150(strR) spoT1 mcrB1 hsdR2(t) Stuttgart
Origami B basierend aufE. coli K12: FproA+B+ laclg A(lacZ)M15 ITB
zzf::Tn10(TetR)/ fhuA2 gin\A(lac-proAB) thi-1A(hsdS-mcrB)b Stuttgart
SG13009 basierend aufE. coli K12: F'proA+B+ laclg A(lacZ)M15 Quiagen

zzf::Tn10(TetR)/ fhuA2 glnVA(lac-proAB) thi-1 A(hsdS-mcrB)b+
pREP4

1 M15, SG13009 und Origami B werden kommerziell vertriebeer enaue Genotyp ist nicht einsehbar.

2.3.3 Zellwachstum und Dauerkulturen

Um ausreichend Sauerstoffversorgung zu gewahrleisterdemuFlussigkulturen in Er-
lenmeyerkolben angezogen, deren Volumen dem flinffachgenZolumen der Zellkul-
tur entspricht. Flussigkulturen wurden, soweit nicht asdengegeben, bei 3 und
180 Upm inkubiert. Festkulturen wurden bei®Zinkubiert. Um auf den Erhalt von Plas-
miden selektionieren zu kénnen, wurden die Medien mit déspeachenden Antibiotika
supplementiert (2.3.1, S. 51). Das Zellwachstum wurdeefsit\bsorptionsmessung bei
600 nm (ORy ) in einem Ultrospec 3000 Photometer (Pharmacia Biotechsblpp SE)
verfolgt. Fur die Herstellung voR. coli Dauerkulturen wurde eine 0. N.-Flussigkultur in

sterilem Glyerin (Endkonz.: 50 %) suspendiert und-b8D °C gelagert.
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2.4 Methoden

2.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Innerhalb einer Gelmatrix werden bei der Agarose-Gelebgiktorese Nukleinsdure-
Strange in einem elektrischen Feld nach ihrer Grol3e agigetrDurch GelRed (Biotium,
Hayward, US) Einlagerung werden diese unter UV-Licht (369 sichtbar und kénnen
mit einem Standard verglichen werdéff;171

Verwendet wurden horizontale Agarose/TAE-Gele (1 % Aganoslx TAE [10 mm
EDTA, 40 mM TRIS-Acetat pH 8,5], & uLmL~! GelRed). Die DNA-Proben wur-
den mit einem Funftel des Probenvolumens arn ®NA-Probenpuffer (50 % Gly-
cerin, Q2 % Bromphenolblau, 20 mn TAE pH 85) versetzt und in einer Flachbett-
Elektrophoresekammer (Mini Sub Cell GT, Bio-Rad, Hercules) idS x TAE elektro-
phoretisch (120 V, PowerPac 300, Bio-Rad, Hercules, US) getréls Langenstandard

wird ein 1 kbp Standard (2.1.2, S. 45) verwendet.

2.4.2 Biotransformationen und Analytik

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Satesund Produkte mit un-
terschiedlichen analytischen Methoden untersucht. Um le@issere Ubersichtlichkeit zu
gewabhrleisten, werden im Folgenden typische Reaktiontansédsammen mit der durch-
gefuhrten Analytik analog der Gliederung im Hauptteil gkwat. Die Quantifizierung er-
folgte mithilfe von Kalibrationskurven authentischer i@ards. Abweichungen von den
im Folgenden beschriebenen Standardvorschriften werdetea entsprechenden Stel-
len separat kenntlich gemacht. Ausgenommen bei dem Lipmageassays (2.4.14, S.
65) wurden die Substrate in Form von Dimethylsulfoxid-Staisungen hinzugegeben,
sodass eine Dimethylsulfoxid-Endkonzentration von 2 %niberschritten wurde.

In vitro Herstellung von Azelainsaure

Biotransformationen mi8tLOX1 (50 ngmL~1), As9LOX (15 ugmL—1) undCs sowie
Cm9/13HPL (& 25ugmL~1) mit 250 um Linolséure wurden typischerweise in5LmL
Eppendorf-ReaktionsgefalRen (500 Gesamtvolumen) in 50 m Kaliumphosphatpuf-
fer (pH 6) durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden durch die Zeégaon entsprechenden
Zelllysaten gestartet und bei Raumtemperatur und 180 Uprar(idimixer comfort, Ep-
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pendorf, Hamburg, DE) inkubiert. Bei Experimenten in Abhgkgit von der Substrat-
konzentration (3.1.8, S. 87) wurden @B¢LOX1 und Cm-9/13HPL Konzentrationen auf
jeweils 500ugmL—1 erhoht. DieAsALDH1 wird bei derin vivo Herstellung von Seba-
cinsaure beschrieben.

Fur die Analytik von 9/13-HPODE wurden die Reaktionen durdh dugabe ei-
ner Natriumborhydrid-Suspension (10 % in Dimethylformdmgequencht, um das
Hydroperoxid zu einem Alkohol zu reduzieren. Nach 1 h wurde Mischung mit
50 uL einer 1m Salzsaurelbésung angeséauert. Die Mischung wurde ansehtiefit
750 uL Methyl-tert-butylether extrahiert. 20QL der organischen Phase wurden ver-
dampft (EZ-2 Plus, GeneVac, Ipswitch, UK) und der Rickstand 40 uL N,O-
Bis(trimethylsilyltrifluoroacetamid mit 1 % Trimethylsikchlorid derivatisiert. 9- und
13-HPODE wurden auf einem GC-MS (Shimadzu GC-2010, AOC-506tdk\yIP) analy-
siert, welches mit einer DB-5 MS Saule (309,25 mnx0,25um, Agilent, Santa Cla-
ra, US) ausgestattet war. Die Temperatur des Injektors@p@B0°C, die der lonenquelle
200°C. Die Probe wurde mit einem Split von 1:20 eingespritzt. Algergas wurde Ar-
gon mit einer Lineargeschwindigkeit von 30 cmminverwendet. Es wurde folgendes
Temperaturprogramm verwendet: 18D (fir 2 min), Erhitzen auf 300C (10 Kmin™?1)
und Ausheizen fur 2 min. Die Bestimmung der Regioisomererfgrisse zwischen 9-
und 13-HPODE erfolgte durch Vergleich der Masse-zu-Ladueidnaltnissen/z zwischen
225 :440 und 173 : 440 der korrespondierenden reduzieriereihylsilylderivate (A.7,
S. 150).

Der Linolsaureumsatz und die 9-Oxononanséureausbeutewurestimmt, indem die
Reaktion direkt mit  Salzsaureldsung gequencht und anschlieRend mitlZ30ethyl-
tert-butylether extrahiert wurde. 2Q€L der organischen Phase wurden verdampft und
der Uberstand mit 4QL Trimethylsulfoniumhydroxid (02 M in Methanol) derivatisiert.
Die Quantifizierung erfolgte auf einem GC-FID (Shimadzu GQ2@Ilus, AOC-20i/s),
welches mit einer ZB-FFAP (30 m0,25 mmx0,25um, Torrance, US) ausgestattet war.
Die Injektortemperatur betrug 25C, die des Detektors 3Z. Es wurde ein 1:10 Split
und Wasserstoff als Tragergas mit einer Lineargeschwiedtipon 30 cmmin?! ver-
wendet. Folgendes Temperaturprogramm wurde verwend@t.Q,5Erhitzen auf 210C

(5 Kmin—Y) und weiteres Erhitzen auf 25C (20 Kmin ). Bei der Untersuchung des
Einflusses der Substratkonzentration wurde das Gesamteolauf 20Q.L reduziert und
es wurde zweimal mit 20QL Methyl-tert-butylether extrahiert.

Da die Komplettierung dein vitro Reaktionskaskade erst zu einem spateren Zeitpunkt
erfolgt, wurde dieAsALDH1 katalysierte Oxidation von 9-Oxononanséaure zu Anel
saure in gleicher Weise analysiert wie die ebenfAssALDH1 katalysierte Oxidation



2. Material und Methoden 55

von 10-Oxodecansaure zu Sebacinsaure. Die BeschreiburRedé&tionsparameter und
Analytik findet sich deshalb unter 2.4.2 (S. 55).

In vivo Herstellung von Azelainsaure

E. col-Ganzzellreaktionen miBtLOX1 und Cs9/13HPL wurden 50 m Kaliumphos-
phatpuffer (pH 6) im 40QuL Mal3stab in 15 mL Eppendorf-ReaktionsgefalRen mit
50 mgmL-1(Zellfeuchtmasse) durchgefiihrt. Typischerweise wurdeginier Substrat-
konzentration von 25Qm gearbeitet. Pro Reaktionsansatz wurden 50 mghiZellen
verwendet. Bei zweiphasigen Reaktionen wurde der Standtivasansatz mit 8QL
Cyclohexan Uberschichtet. Die Reaktionen wurden durch dimBe von Substrat gestar-
tet und mit 50uL einer 1M Salzsaurel6sung gequencht. Es wurde zweimal mit 400
Methyl-tert-butylether extrahiert, die organische Phase wurde vepétaumd der Uber-
stand mit 40uL N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid und 1 % Trimethylgichlorid
derivatisiert. Linolsédure, 9-Oxononansaure und Azekuns wurden an einem GC-FID
(Shimadzu GC-2010 Plus, AOC-20i/s, &p, JP) quantifiziert, welches mit einer DB-5
Saule (30 mx0,25 mmx0,25um, Agilent, Santa Clara, US) ausgestattet war. Als Tra-
gergas wurde Wasserstoff verwendet (30 cmmhinineargeschwindigkeit). Die Injektor-
temperatur betrug 250C, die des Detektors 32C. Es wurde folgendes Temperatur-
programm verwendet: 50C (fir 2 min), Erwarmen auf 100C (10 Kmin1), schnelles
Erhitzen auf 200C (30 Kmin1), langsames Erhitzen auf 234G (10 Kmin1), letztlich
Ausheizen bei 300C (40 Kmin1) fiir 3 min.

In vitro Herstellung von Sebacinsaure

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Reaktionen inNb&aliumphosphatpuf-
fer (pH 7,5) in 200uL Malfl3stab mit 25Qum Substrat bei 30C und 180 Upm in ei-
nem Schiittelinkubator (Thermomixer comfort, Eppendodntburg, DE) durchgefuhrt.
Die Quantifizierung aller Reaktionen erfolgte mittels GC-Khimadzu GC-2010 Plus,
AOC-20i/s, Kyoto, JP), welches mit einer DB-5 Saule (3040,25 mmx 0,25 um, Agi-
lent, Santa Clara, US) ausgestattet war. Als Tragergas wWasserstoff verwendet
(30 cmmin ! Lineargeschwindigkeit). Die Injektortemperatur betr&§2C, die des De-
tektors 320°C. Da sich bei den einzelnen Reaktionen die genauen Reaktsarmsnien-
setzungen und GC Temperaturprogramme unterscheidengmetd diese im Folgenden
aufgelistet. Der Alkohol-Dehydrogenase ADH-102 Reaktidrs(mgmL-1) wurden zu-
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satzlich 25 mgmL~1 NADH Oxidase (NOX), 2 rm Magnesiumchlorid und 25 mm
NAD™ zugesetzt. Die Reaktionen wurden mit folgendem Tempenaigramm analy-
siert: 180°C (2 min), Erhitzen auf 240C (15 Kmin1), Halten fiir 6 min, Erhitzen
auf 300°C (20 Kmin?) und fiir weitere 2 min Ausheizen. Die Biotransformationen
der Oleat-Hydratas&€mOAH1 (1 mgmL1), der Aldolasen insbesondere RA 110.4
(4 mgmL~1) und der Aldehyd-Dehydrogenade-ALDH1 (0,025 mgmL-tundi 25 mm
NAD ) wurden alle mit demselben Temperaturprogramm analy&6rC (2 min), Er-
hitzen auf 100C (10 Kmin1), weiter Erhitzen auf 200C (30 Kmin~1), dann langsamer
auf 240°C (10 Kmin1) und letztlich auf 300C (40 Kmin1), wobei anschlieRend noch
fir 3 min ausgeheizt wurde.

Im Vergleich zu der Kalibriergerade von reiner 12-Oxootsékonnte bei Anwesenheit
von Protein nicht die gesamte 12-Oxodlsdure erfasst weBksonders bei geringen Sub-
stratkonzentrationen (250v) war dieser Effekt am deutlichsten und macht hier auch bei
den entsprechenden Negativkontrollen bis ziA42 aus. Aus diesem Grund sind sowohl
die ADH-102 Reaktion als auch diemOAH1 Reaktion betroffen. Da weder Ricinolséu-
re noch 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure von diesem Vezhdetroffen waren, wurden
ausschlief3lich fur 12-Oxoo6lséure Korrekturfaktoren vamdet. Dieser war im Fall der
ADH-102 Reaktion 1,6, da bei dieser Reaktion eine stete Zupalermessen wurde.
Da bei derEmOAH1 Reaktion eine stete Abnahme beobachtet wurde, wurdeh%
hinzuaddiert, um die Reaktion rein rechnerisch bei 100 % tfattau starten.

2.4.3 Herstellung kompetenterk. coli Zellen

Im Laufe der Arbeit wurde mit zwei verschiedenen Typen vomgetenten Zellen gear-
beitet. Chemokompetente Zellen wurden hergestellt, indasn0 mL Hauptkultur mit
einer 5 mL LB-Ubernachtkultur auf eine GPvon 0,05 angeimpft wurde. Nach errei-
chen einer OR, zwischen 05 und Q7 wurden die Zellen fir 30 min auf Eis inkubiert.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation (4 00Q, 4 °C, 10 min) steril geerntet und das
Pellet in 30 mL eiskaltem TFB1-Puffer (2.1.3, S. 46) resudpt Nach 90 min auf Eis
wurde erneut zentrifugiert und das Pellet in 4 mL eiskaltedrBZ-Puffer (2.1.3, S. 46)
resuspendiert. Bis zu ihrer Verwendung wurden die resuspdead Zellen in 5QuL Ali-
quots bei-80°C gelagert.

Fur die Herstellung von elektrokompetenten Zellen wurdezbidem Resuspendierungs-
schritt analog verfahren. Anstelle von 30 mL TFB1-Puffer deudas Pellet in 5 mL eis-
kaltem, sterilem ddb resuspendiert. Die Suspension wurdex2@it sterilem ddHO



2. Material und Methoden 57

verdunnt und anschlielend erneut abzentrifugiert. DieeAelurden erneut in 5 mL des
Uberstandes resuspendiert und anschlieRend \idinnt. Nach einem weiteren Zen-
trifugationsschritt wurden die Zellen in 5 mL eiskaltemrgéan 10 %igem Glycerol re-
suspendiert, anschliel3enck Srerdiinnt und erneut abzentrifugiert. Die Zellen wurden
abschlieBend in 5 mL eiskaltem, sterilen 10 %igem Glycerslispendiert und analog zu
der Herstellung chemokompetenter Zellen aliquotiert.

2.4.4 Immunoblot

Der Immunoblot ist eine Nachweismethode fur Proteine, dieeits SDS-PAGE (2.4.11,
S. 63) aufgetrennt worden sind. Diese werden hierzu auf ierabran Ubertragen und
in einer zweistufigen Antikdrperreaktion detektiert. Enmparer, monoklonaler Antikor-
per bindet direkt an das gesuchte Protein. Der sekunday&lpoale Antikdrper ist mit
einer Peroxidase (horseradish peroxidase, HRPO) konjugidrbindet an den priméren
Antikoérper. HRPO katalysiert unter anderem die Umsetzumglwaminol mit H,O». Die
bei der Umsetzung entstehende Chemolumineszenz kanniddteldrden.

Die Ubertragung wurde in einem Semi-Dry-Blotter (Trans-B&R, Bio-Rad, Hercu-
les, US) durchgefihrt. In die Apparatur wurden auf der Amsgte sukzessive drei
Bio-Rad Gel Dryer Filterpapiere, BioTraceNitrocellulosentean (Pall Life Sciences,
Port-Washington, US), das SDS-Polyacrylamidgel und n@tbtarei Bio-Rad Gel Dryer
Filterpapiere luftblasenfrei gestapelt. Alle Komponentgurden zuvor 5 min in &
Transfer Puffer aquilibriert (2 m TRIS, 15 mm Glycin, 20 % Methanol, pH 8,3). Bei
konstanter Spannung = 15 V (PowerPac 300, Bio-Rad, Hercules, US) wurde 45 min
geblottet. Nach dem Transfer wurden die freien, unspeh#is@Bindungsstellen der Ni-
trocellulosemembran 1 h mit 5 %igem Milchsaurepulver in TR&E& (65 nv, 150 mv
NaCl, pH 7 4) geblockt. Die Membran wird 1h bei RT mit dem in TBS Pufferdi@&mnten
primaren Antikorper unter Schitteln inkubiert. Nach demimaligen Waschen fir 5 min
mit TBS Puffer mit Q1 % Tween-20 wurde die Membran auf analoge Weise mit dem
sekundaren Antikérper inkubiert. Nach erneutem Wasched die Membran mit dem
Amersham ECL Western Blotting Analysis System (GE HealthcBrekinghamshire,
UK) analysiert.
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2.4.5 Isolierung von Plasmid-DNA au<. cali

Zu der Isolierung von Plasmid-DNA wurde das ZyppyPlasmiahiliep Kit (Zymo Re-
search, Irvine, US) verwendet. Das Kit basiert auf der a&kben Lyse von Zellen und
wurde stets nach Angaben des Herstellers durchgefihg. v&liwendeten Materialien
wurden direkt von Zymo Research oder einen Zwischenhanadizoden. Die DNA-
Konzentration wurde mittels Extinktionsmessung bei 260mindem NanoDrop 1000
(Agilent, Santa Clara, US) ermittelt.

2.4.6 Mosher-Ester-Analyse

Die Mosher-Ester-Analyse ist eine Methode zur Ermittlueg a@bsoluten Konfiguration
oder zur Bestimmung von Enantiomerentberschissen. Mitddf Mosher-Saure MT-
PA (engl.:x-Methoxy-x-trifluoromethylphenylacetic acid) konnen im NMR nicht ent
scheidbare Enantiomere (Alkohole oder Amine) in im NMR usiteeidbare Diastereo-
mere Uberfuhrt werdeh’3-17>Ausgehend von einem Ausgangsenantiomer werden zwei
verschiedene Diastereomere mit den zwei verschiedenemévi@&nantiomeren herge-
stellt (Abb. 2.1A). Durch diex-Phenylgruppe kommt es zu einer Abschirmung des be-
nachbarten Rests, was zu einer Hochfeldverschiebung im Bih&IMR-Analyse fiihrt
(Abb. 2.1B)1"? Durch Vergleich der chemischen Verschiebungen der beidast®eo-
mere kann auf die absolute Konfiguration und bei gentigen@émabflosung auf den

B
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Abbildung 2.1: Mosher-Ester-Analyse. A: R- und SEnantiomere des x-Methoxy-«-
trifluoromethylphenylessigséurechlorids. B: Zwei untkisdliche Diastereomere, welche aus der
Reaktion mit den beiden Mosher-Saurechloriden gewonnerdeme Deutlich zu erkennen in der
Newman-Projektion — die Abschirmung der Seitenkettenlidden Phenylrest und der damit verbundenen
Hochfeldverschiebung’?
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Enantiomereniiberschuss geschlossen wetéfen.

Die Mosher-Ester-Analyse wurde verwendet, um die Enapépitat delEm-OAH1 ka-
talysierten Hydratisierung von 12-Oxodlsaure zu 10-Hygrth2-oxostearinsaure zu un-
tersuchen. Fir die Bestimmung der absoluten Konfiguratiomeaine Probe aus einer
von Elena Maurer (Diplomarbeit, ITB 2014) durchgefiihrtedlteren Biotransformation
(Gesamtvolumen: 25 L, 500um 12-Oxodlsaure, @5 gLt Em-OAH1, 25°C, 16 h,
50 mm Kaliumphosphatpuffer pH,&) verwendet:®® Um Komplikationen mit der frei-
en Carboxylgruppe zu vermeiden, wurde die S&ure zu dem entspnden Methyles-
ter derivatisiert. 40 mg 10-Hydroxy-12-oxostearinsaldd mmol) wurden mit 1 mL
Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH, @M in Methanol) fur 1 h bei 40C derivatisiert.
Uberschussiges TMSH wurde durch die Zugabe vomR@&meisensaure (@7 mmol)
entfernt. Leicht flichtige Komponenten wurden unter reeldem Druck am Rotations-
verdampfer abgenommen,%5mg 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure (@ mmol) wurden
in einem 2 mL GC-Rollrandglasflaschchen in 1 mL trockenem Dreatdoroform geldst.
Nach der Zugabe von 32 trockenem Pyridin (04 mmol) und 592 uL R-(-)-MTPA-CI
(0,32 mmol) wurde das GC-Rollrandglasflaschchen verschlossgmlienMischung 3 h
bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlie3end wurde die Misglulnme weitere Aufarbei-
tung direkt in ein NMR-Probenréhrchen tiberfiihrt und mitéélsNMR (Bruker Avance
500 Mhz, Billerica, US) vermessen. Fur die Herstellung desitam Diastereomers wurde
in analoger Weise mis-(+)-MTPA-CI verfahren. Die absolute Konfiguration wurdecha
dem Protokoll von Hoyet al.durch Vergleich deAsSR Werte ermitteltt /2

2.4.7 Plasmidtransformation und -entfernung

Fur die Transformation von Plasmid-DNA in kompeteiigecoli Zellen wurden zwei
unterschiedliche Protokolle verwendet. Die Doppeltramsftion wurde analog dem Pro-
tokoll fur Einfachtransformation durchgefuhrt mit dem ©Ergchied, dass die doppelte
Menge Plasmid-DNA verwendet wurde. 1@ chemokompetenter Zellen wurden mit
1 uL Plasmid-DNA in einem sterilen,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal? 30 min auf Eis
inkubiert. Anschlie3end erfolgte ein Hitzeschock fur gera s bei 42C. Vor der Zuga-
be von 80uL sterilem SOC-Medium wurden die Zellen 5 min auf Eis inkubislach 1 h
bei 30°C wurde der Ansatz auf LB-Agarplatten mit dem entsprecheisigektionsanti-
biotikum ausplattiert und d. N. bei 3T inkubiert.

Fur die Transformation von Ligationsprodukten wurde agatot einem 16 grol3eren
Ansatz verfahren. Nach der Zugabe von 8Q0sterilem SOC-Medium und Inkubation
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bei 37°C wurden zwei unterschiedliche Verdiinnungen ausplattdathdem die ersten
100uL ausplattiert wurden, wurde der Ansatz mittels Zentrifuma(13 000 Upm, 1 min)
aufkonzentriert und separat ausplattiert.

Die Transformation von Plasmid-DNA in elektrokompetentdién erfolgte durch Elek-
troporation. Hierzu wurden 50L kompetenter Zellen mit L Plasmid-DNA vermischt
und in einer Elektroporationskivette in einem Gene PuBé& 1V, Bio-Rad, Hercules,
US) transformiert. Nach Uberfiihrung der Zellen in 1 mL $6=riSOC-Medium wurde
die Suspension 1 h bei 3@ inkubiert und anschlielend analog zu der Transformation
von chemokompetenten Zellen ausplattiert.

Um Plasmide aug&. coli Zellen zu entfernen, wurde das Protokoll von Whithetrsl.
verwendet!’® Das Protokoll entspricht dem Protokoll fur die Transforimatvon elek-
trokompetenten Zellen, nur dass keine Plasmid-DNA vergemdirde und die Zellen
letztlich auf LB-Agarplatten ohne Antibiotika ausplattiarurden. Die Selektion auf von
Plasmid-DNA befreiten Klonen erfolgte Giber Vergleich méndentsprechenden Repli-
kaplatten mit Antibiotikat’®

2.4.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der gezielten, enzymatisch katalysierten Aikalion von DNA-
Fragmenten. Durch sich wiederholende Zyklen aus Hitzederaung der DNA, Primer-
Bindung (Annealing) und Polymerisation (Elongation) durbiNA-Polymerasen in
5'—3’ Richtung kommt es pro Zyklus zu einer Verdopplung des zgscden Primern
liegenden DNA-FragmentS.’ Im ersten Schritt des Zyklus, der Denaturierung bei@5
werden die beiden komplementéren Strange der Templat-DINge&rennt. Durch das
anschlieBende Senken der Temperatur auf@%abhangig vom Schmelzpunkt der Pri-

Tabelle 2.4: Standardzusammensetzung von PCR-Anséatzen bei der VamgrdnPfu-Polymerase.

Komponente \Volumen Endkonzentration
10x Pfu-Puffer (-MgCb) 5uL 1x

MgCl; 3uL 1,5mm
Vorwarts-Primer (10 ma) lulL 200 um
Ruckwarts-Primer (10 m) luL 200 um

dNTPs (a 10 m) luL a4200um
Templat-DNA (10 ngul 1) 1ul 10 ng
Pfu-Polymerase (1 WL 1) 1pul 1U

ddH,O 37uL 50 uL Gesamtvolumen
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mer) wird die Hybridisierung der im Uberschuss vorhandeig@iukleotidprimer an die
nun einzelstrangigen Templat-DNA ermdglicht. Im nachsehritt des Zyklus wird die
Temperatur auf das Temperaturoptimum dagPolymerase von 72C erhéht. Die Po-
lymerase verlangert nun die Primer, bis wieder doppelgtg@nDNA vorliegt178

Bei der Kolonie-PCR kdnnen anstelle isolierter DNA ganzee&tellls Templat verwen-
det werden. Hierbei wurden einige wenige Zellen mithilfeegisterilen Pipettenspitze
von einer Agarplatte in 3Q1 0,02M NaOH in einem 15 mL Eppendorf-Reaktionsgefald
suspendiert. Die suspendierten Zellen wurden 10 min beC98n Heizblock getempert.
Nach 1 min Zentrifugation (13000 Upm) wurdeul der gelésten DNA abgenommen
und als Templat verwendet.

Es wurden ausschlie3lich die Thermocycler Mastercycladignt und ep gradient (Ep-
pendorf, Hamburg, DE) verwendet. Im Verlauf dieser Arbaitrden verschiedene PCR-
Experimente durchgefuhrt. Im Anhang befindet sich eineldubthe Zusammenstellung
der verschiedenen PCR-Programme (A.2, S. 146), welche imdé{&p#.12 ,Klonierung
von Expressionsvektoren” (S. 64) detailliert aufgesctgitsverden. Soweit nicht anders
angegeben, bestand ein typischer ReaktionsansaBfuoAiolymerase aus den in Tabelle
2.4 aufgefuhrten Komponenten. Andere Polymerasen wendalog nach Herstelleran-
gaben verwendet (2.1.3, S. 46). Abweichung von dem Stareksittionsansatz werden an
den entsprechenden Stellen kenntlich gemacht (2.4.12)SVér weiterer Verwendung
wurden die amplifizierten DNA-Fragmente stets mit Zymogl€el DNA Gel Recovery
Kit (Zymo Research, Irvine, US) aufgereinigt (2.1.4, S. 48).

2.4.9 Proteinexpression

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlie3lich bakterietier&ssionssysteme verwen-
det. Es wurde stets mit neu transformierten Zellen geatealt besonders im Fall der
Lipoxygenasen sonst keine Induktion der Expression migliar. Dieser Abschnitt be-
schreibt exemplarisch die Expression der Lipoxygenase A®ALOX. Abweichende
Parameter fur die Expression weiterer Zielgene sind in lfl@al2e5 gelistet. Eine 5 mL
LB-Ubernachtkultur (3QugmL~1 Kanamycin) wurde direkt von einer LB-Agarplatte
(30pugmL~1 Kanamycin) angeimpft und nach Inkubation i. N. be?@7180 Upm) dazu
verwendet, eine 400 mL TB-Hauptkultur (3¢ mL—! Kanamycin) anzuimpfen. Vor dem
Temperaturwechsel auf die Expressionstemperatur vai€20urde die Hauptkultur bis
zu einer ORQy, von 0,6 bei 37C inkubiert (180 Upm). Nach 1 h bei 2@ und 180 Upm
wurde die Expression mit der Zugabe vori®nm IPTG induziert. Nach 24 h wurden
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die Zellen mittels Zentrifugation geerntet (1088, 4 °C, 30 min) und entweder direkt
aufgeschlossen (2.4.15, S. 67) oder bis zu der weitereneveiung bei-20°C gelagert.
Einige der verwendeten Parameter finden sich so oder abt Eigeéanderte Weise in der
Originalpublikation. Dies wird in Tabelle 2.5 durch die Aatge der entsprechenden Lite-
raturstellen kenntlich gemacht. Fur alle Aldolasen wurdieselben, in Tabelle 2.5 gelis-
teten Expressionsbedingungen wie fir RA 110.4 verwendetaRi@ngliche Screening-
Experimente wurden Parameter 1 fir die spaten eigentliehgerimente Parameter 2
verwendet.

Eine groRere Menge der Oleat-Hydrat&se OAH1 wurde dartber hinaus in Zusammen-
arbeit mit Elena Maurer und Sven Richter mittels Fermemédtiergestellt. Eine 100 mL
TB-Vorkultur (30 ugmL~ Kanamycin) wurde verwendet, um eine 5 L TB-Hauptkultur
(30 mg L~ Kanamycin, 05 mLL~! Antifoam 204) in einem Fermenter (Infors, Bottmin-
gen, CH) auf eine Start QR von 0 1 anzuimpfen. Nach Inkubation bei 3, 800 Upm,
pH 6 und einer Beliiftung von 8 Lmitt bis zu einer OR, von 11 wurde die Tempe-
ratur auf 30°C abgesenkt und mit 1 mIPTG induziert. Uber den Zeitraum der letzten
15 h wurde eine lineare Fitterungsstrategie m@& §L-1h~1 mit 86 %igem Glycerin
verfolgt. Wahrend der gesamten Fermentation wurde der pH-lW¢ einer 28 %igen
Ammoniumhydroxid-Losung und 10 %iger Phosphorséure lamtgiehalten. 13 h nach
Induktion wurden die Zellen mittels Zentrifugation geetn(tL0820gy, 4 °C, 30 min).

Tabelle 2.5:Verwendete Parameter fir die Biosynthese von Zielproteine

Enzym Plasmid E. coli Medium Marker IPTG Temp. Dauer
StLOX1166179  phQE-SLOX1 SG13009 LB Kan,Amp Qmm 16°C 48h
As-9LOX PET-9LOXMH®6 BL21(DE3) TB Kan 0lmv 20°C 24h
Cs9/13HPL%*  pQE-Cs9/13HPL M15 B Amp 1m 16°C 24h
Cm9/13HPL'S  pET-9MeloHPL BL21(DE3) TB Amp — 24°C 24h
StLOX1 E-SLOX1

PQ SG13009 LB Kan,Amp QmmM 16°C 48h
Cs9/13HPL pPREP4Cs-9/13HPL
Em-OAH1 pET-OAH1(C) BL21(DE3) TB Kan Qmm 30°C 16h
1.RA110.44°  pET-RA110.4 BL21(DE3) LB Kan BmMm 20°C 4h
2.RA110.4 pET-RA110.4 BL21(DE3) TB Kan ,Bmm  20°C 24 h

AsALDH1 pPET-ALDH1 BL21(DE3) TB Kan 1mm 20°C 24h
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2.4.10 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche innerhiads BNA-Doppelhelix spe-
zifische Palindrome erkennen und den DNA-Strang verdawenadh Enzym befinden
sich die Schnitte in der DNA-Doppelhelix entweder direketdnander (,blunt ends®)
oder versetzt zueinander (,sticky ends*).

Fur den Kontroll-Verdau wurden @L Plasmid-Losung, (b puL Endonuklease
(10 UpL™1), 1 uL 10x Inkubationspuffer und % puL ddH,O in einem 15 mL
Eppendorf-Reaktionsgefald gemischt, fir 1 h bei°87inkubiert und anschliel3end
mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert (2.4.53%.

Fur den Verdau von Inserts und Vektoren fur Klonierungsemes&urden stets die idealen
Reaktionsbedingungen von den von Thermo Scientific (Walthd®) vorgeschlage-
nen Protokollen verwendet. Zusatzlich wurde dem Reaktimseta 1uL alkalische
Phosphatase hinzugefligt, um spontane Religation zu veemebr dem eigentlichen
Klonierungsansatz wurden die Inserts mittels Agarosesl@kirophorese (2.4.1, S. 53)
und Gelaufreinigung (2.1.4, S. 48) aufbereitet.

2.4.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der elektrophoretischen Auftrennung Rooteinent8° Aufgrund
der Korrelation der relativen Aufspaltung der zu trennen&eoteine mit ihrer mola-
ren Masse konnen diese nach ihrer GroRe getrennt wéfdemit der aliphatischen
Seitenkette lagert sich SDS als anionisches Tensid anifRecd® und denaturiert die-
se durch coulombsche AbstolRung der Sulfatgruppen. Dibulftdken werden durch die
Zugabe vor3-Mercaptoethanol reduziert. Da sich je nach Proteingro@erere Hundert
SDS-Molekile an das Protein anlagern, kann die Eigenladengachléassigt werden.
Um eine bessere Auftrennung zu erhalten, wird die SDS-PAGEodtinuierlich durch-
gefuhrt. In einem grof3porigen Sammelgel sammeln sich dielre zu einer schma-
len Lauffront und durchwandern darauf ein feinporiges figen. Die Porengrél3e wird
Uber die Polyacrylamid-Konzentration eingestellt. Samam@d Trenngel unterschei-
den sich aufRerdem noch in ihrem pH-Wert (Sammelgel-Putfer: TRIS-HCI, 07 %
SDS, pH 68; Trenngel-Puffer: 15 M TRIS-HCI, 0,.38% SDS, pH 8). Die verwende-
ten Polyacrylamid-Gele wurden entsprechend der AngabeStindardwerks von Sam-
brook und Russell hergestelf? Je nach GroRe des zu analysierenden Proteins wurden
8 % — 16 %ige Gele verwendet. Pro Polyacrylamid-Gel werden 5 nd_raeh flissigen
Trenngels in eine Vorrichtung (Dual Gel Caster SE245, Hoddetliston, US) gegos-
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sen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polyntesisavird das Isopropanol
entfernt und das Trenngel mit 2 mL noch flissigem Sammelgetsihichtet. Vor der
Polymerisation des Sammelgels wird ein Probenkamm fur disfdxmung von Proben-
taschen eingesetzt.

Eine 80uL Probe wurde mit 2QuL 5x SDS-Probenpuffer (25 % TRIS-HCI, 10 % SDS,
25 % p-Mercaptoethanol, 50 % Glycerin, @ % Bromphenolblau, pH,8) versetzt und
10 min bei 95°C inkubiert. Die Taschen des Polyacrylamid-Gels wurdenl®iiL Pro-
be beladen. Als Standard wurdeyb1u Protein-Ladder (2.1.2, S. 45) aufgetragen. Nach
dem Befullen der Elektrophoresekammer (Mini-Vertical UsE250, Hoefer, Holliston)
mit SDS-Laufpuffer (200 ma Glycin, 25 mm TRIS, 01 % SDS) wurde die Elektropho-
rese bei 110 mV (PowerPac, Bio-Rad, Hercules, US) gestartath ®@urchlaufen des
Trenngels wurde die Spannung auf 150 mV erhdht. Die Elektvogse wurde nach Aus-
tritt der Bromphenolblau-Bande beendet.

2.4.12 Klonierung von Expressionsvektoren

Fur die Klonierung von Expressionsvektoren wurden die im€elle 2.6 gelisteten
Templat-Gene als Inserts mit den entsprechenden Oligeatiéten (2.2.2, S. 50) am-
plifiziert (2.4.8, S. 60 und A.2, S. 146). Sowohl Zielvektdagmid-DNA als auch die
Insert-DNA wurden mit den entsprechenden Restriktionseeryverdaut (2.4.10, S. 63),
anschlie3end ligiert (2.4.13, S. 65), transformiert (2.8. 59) und mittels Sequenzierung
auf Richtigkeit Gberprift (GATC, Konstanz, DE).

Tabelle 2.6:Klonierung von Expressionsvektoren.

Vektor Templat-DNA  Plasmid-DNA Primer Nukleasen PCR
pET-OAH1(C) PMK-OAH1  pET-28a(+) 5+7 Ncad + Xhad 1
PET-OAH1(N) PMK-OAH1  pET-28a(+) 5+6 Ndd + BanHl 1
pET-OAHL1(-) pMK-OAH1 pET-28a(+) 5+6 Ncd + BanHI 1
pET-ALDH1(C) pUC-ALDH1  pET-22b(+) 11 +12 Ndd + Hindlll 2
pREP-Cs9/13HPL pQE-9/13HPL pREP4 14 + 15 Bsw36I + Nrul 3
pCOLA-OAH1 pMK-OAH1 pCOLADuet-1 20+21 Ncd + Sad 4
pOAH1-AIkL pMK-OAH1 pCOLA-AlkL-Maq 20+21 Ncd + Sad 4
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Tabelle 2.7: Standardzusammensetzung von Ligationsansatzen.

Komponente Volumen Endkonzentration
Vektor-DNA 2uL 1x (20-100 ng)
Insert-DNA 10uL 3x-5x

10x T4 DNA-Ligase Puffer L 1x

50 % PEG 40083 2uL

T4 DNA-Ligase lul 5U

ddH,O 3-5uL 1) 50 uL Gesamtvolumen

1) PEG 4000 wurde nur bei der Klonierung von pREP4-Cs9/13HRWerdet.
2.4.13 Ligation

Alle Ligationen wurden nach der Vorschrift fur glatte Endesch dem Protokoll von
Thermo Scientific durchgefiiht£3 Ein Ligationsansatz bestand aus den in Tabelle 2.7
angefiihrten Komponenten. Insert-DNA wurde stets indtberschuss zur Vektor-DNA
eingesetzt. Die Ligation wurde 0. N. bet@ durchgefihrt und die ligierte Plasmid-DNA
anschlie3end in kompeterte coli DH5« transformiert (2.4.7, S.59).

2.4.14 Enzymassays

Je nach Zweck wurden zwei verschiedene Lipoxygenasersassdyein Dehydrogenasen-
relevanter NAD -Assay verwendet. Der 235 nm-Dienassay ermdglicht die olerf
gung der Hydroperoxidspezies in Echtzeit. Der 235 nm Dissmasberuht auf der
Bildung des konjugierten Diensystems, welches bei 235 nnorblest und bei der
Insertion von molekularem Sauerstoff in Linolsaure emist®er zweite Indamin-
Farbstoffassay kann zwar ausschlie3lich fir eine Endpeskimmung verwendet
werden, erlaubt aber einen deutlich héheren Durchsatz. niwesenheit von Hydro-
peroxiden und eines Ham-Katalysators wird bei dem Indarairbstoffassay aus MBTH
(3-Methylbenzothiazolonhydrazon) und DMAB (3-(Dimetagiino)-benzoeséure) durch
oxidative Kupplung ein Farbstoff gebildet, welcher bei 580 absorbiert:841850bwohl
der Indamin-Farbstoffassay nur fiir anfangliche Screefixgerimente verwendet wur-
de, wird er aufgrund seines Potentials bei der weiteren &adung in Lipoxygenase und
Hydroperoxid-Lyase Mutagenese-Experimenten aufgeftihrt

25 mv Linolsdure-Stammldsungen wurden hergestellt, indem @b5Linolsaure
(140 mg) und 2574L Tween 20 (280 mg) in 5 mL ddyO emulgiert wurden. Die
Emulsion wurde durch die Zugabe von 300 2 m Natriumhydroxid-Losung geklart



66 2. Material und Methoden

und anschliel3end auf 20 mL verdiinnt, 10 min mit Sticksto$fpgdt und anschlief3end in
Form von 1 mL Aliquots bei-20°C gelagert.

Fur die Messung der Alkohol- und Aldehyd-Dehydrogenaseivitét wurde ein
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid NAD/NADH-Assay verwendet, da beide Enzyme
NAD* als Cosubstrat verwenden.

235nm Dienassay

Zu 1 mL 50 mv Kaliumphosphatpuffer in einer 1 mL Quarzglaskivetten (Typ
6040-UV, Hellma, Millheim, DE) wurden je nach Proteinkonization typischerweise
20 uL Zelllysat hinzugegeben. Die Reaktion wurde durch die Zaegain 2ul 25 mm
Linolsaure-Stammlésung (50m) gestartet und die Anderung der Absorption in einem
Ultrospec 3000 Photometer (Pharmacia Biotech, Uppsalaa&ggzeichnet. Fur die Un-
tersuchung der Hydroperoxid-Lyasen Aktivitat wurde zurgdenithilfe der Lipoxygena-
seGmLOX1 eine reproduzierbare Menge des 13-Hydroperoxidsldgtbund anschlie-
Rend nach Zugabe der Hydroperoxid-Lyase die Abnahme desrptasn im Photometer
verfolgt. Fur die Berechnung der 9- und 13-HPODE Konzemrawurde ein molarer
Extinktionskoeffizient vorg,3s = 23000 L mol* cm~? verwendet!86.187

Indamin-Farbstoffassay

Fur die Durchfihrung des Indamin-Farbstoffassays wurded (B Assaylosung A
(10 mL 20 m DMAB, 0,4 mL 25 nv Linolséure, 96 mL ddH0) in einer 1 mL Plastik-
kivette mit 1QuL Lysat versetzt. Nach 5 min Inkubationszeit bei Raumtentpevaurden
500uL Assaylésung B (04 mL 10 mm MBTH, 2 mg Hamin, 192 mL ddHO) hinzuge-
geben und der Ansatz fir weitere 5 min inkubiert. Durch digahe von 5QL 1 %igem
SDS wurde die Reaktion gequencht. Die Empfindlichkeit desyskann fur Proben mit
geringer Lipoxygenase Aktivitat erhéht werden, indem die Menge Lysat eingesetzt

/ COOH HOOC
Ty °N /
P —N + N +H202, -Hzo N ,,N N
S O NH o Hamin S—N \
3-Methylbenza- 3-(Dimethylamino)- S
thiazolinhydrazon benzoesaure Indamin-Farbstoff

Abbildung 2.2: Hydroperoxid mediierte Herstellung eines Indamin-Fatisimittels oxidativer Kupplung
von MBTH (3-Methylbenzothiazolonhydrazon) und DMAB (3itBethylamino)-benzoesauré§*18>
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wird und die Inkubationszeit nach der Zugabe von Assaylg€iauf 20 min verlangert
wird. Fur die Berechnung der HPODE Konzentration wurde eihaneo Extinktionsko-
effizient vonesgo = 18 700 L mot ! cm~1 verwendet}84185

NAD */NADH-Assay

Sowohl die oxidierte Form des Nikotinamid-Adenin-Dinubdiel Cofaktors NAD™ als
auch die reduzierte Form NADH zeigen ein gemeinsames Absagmaximum bei
260 nm. Bei der Alkohol- und Aldehyd-Dehydrogenasen katatysn Oxidation von Al-
koholen oder Aldehyden wird das Cosubstrat NABu NADH reduziert, welches durch
die Ausbildung eines chinoiden Systems bei 340 nm absoKeigp = 6220 M—1cm™1).
Die Enzymkonzentrationen wurden so angepasst, dass 2mnathund 60 s eine lineare
Steigung bei der Zunahme der Absorption beobachtet werdent&.

Die nachfolgende Versuchsdurchfiihrung beschreibt dempglegischen Aktivitatstest
mit ASALDH1, die verwendete Proteinkonzentration wurde bei Bedagepasst. In
einer 1 mL Halbmikro Polystyrolkivette (Ratiolab, DreieidhE) wurden zu 943} uL
TRIS-HCI (pH 88) 25uL NAD* (100 nMm in TRIS-HCI pH 88), 11,6 uL AsALDH1
Lysat (05 mgmL-! Gesamtprotein-Endkonzentration) hinzugegeben. Die Reakiur-
de durch die Zugabe von 2Q0_ Substrat (25 mn in Dimethylsulfoxid) gestartet und die
Anderung der Extinktion am Photometer aufgezeichnet.

2.4.15 Zellaufschluss und Proteinaufreinigung

Der Aufschluss von Zellen erfolgte mittels Ultraschall (Bsan Sonifier 250, Output:
4, duty cycle: 35 %, Danbury, US). AufzuschlieRende Zelgislwurden in 10 mLg!
Lysispuffer resuspendiert und ind2 min Zyklen aufgeschlossen. Zwischen den Zyklen
wurden die Zellen 1 min auf Eis gekuhlt. Kleinere Probed mL wurden mit 2 Zyklen
a 45 s aufgeschlossen. AnschlieRend wurden die Zelltrirabmantrifugiert (3031Qy,
4°C, 1 h). Lysatproben wurden beP€ gelagert und vor der Verwendung steril filtriert.
Die Proteinaufreinigung der Enzyme RA 95.5, RA 1108&,ALDH1 und EmOAH1
erfolgte Uber immobilisierte Metallaffinititschromataghie (IMAC) mit einer 1 mL
HisTrapHP Séaule (GE Healthcare, Solingen, DE) an einem Aégplorer 100 System
(Pharmacia Biotech, Uppsala, SE). Die Proben RA 95.5, RA 11AdiAsALDH1
wurden nach Sterifiltration mit einem Fluss von 1 mL mirBindepuffer (2.1.3, S. 46)
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auf die Saule gebunden. Anschlie3end wurde die Saule miaa2®solumen (CV, engl.:
column volume) Bindepuffer gewaschen. Eluiert wurde miesininearen Gradienten
tber 8 CV auf 100 % Elutionspuffer (2.1.3, S. 46). Anstelleesilinearen Gradienten er-
folgte die Aufreinigung vorEm-OAH1 mit einem Stufengradienten. Nach 12 CV wurde
der Anteil an Elutionspuffer auf 15 % erhoht, nach weiterég@iv7auf 30 % und letztlich
nach weiteren 7 CV auf 60 %. Fraktionen mit Zielprotein wurgereint, mittels PD-10
Saulen (SephadexG25M, GE Healthcare, Solingen, DE) auspyfer umgepuffert und
vor der Verwendung mit 7 mL Pierce9K MWCO Concentrator Sauldme(ino Fisher
Scientific, Waltham, US) aufkonzentriert.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit deerd& BCA Protein Assay
Kit, welches entsprechend den Herstellerangaben verweandde.
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2.5 Synthesen

Kommerziell nicht erhaltliche Verbindungen wurden selgtthetisiert. Einerseits, um
diese als authentische Standards fur die Quantifizierudgamdererseits, um diese als
Substrate fir Biotransformationen verwenden zu kdnnersddi@bschnitt beschreibt die
verwendete Synthesestrategien der einzelnen Verbindunge Folgenden finden sich

dartber hinaus die genauen Versuchsdurchfiihrungen sesvidudwertung der mittels

1H- und13C-NMR durchgefiihrten Analysen.

2.5.1 Synthese von 9-Oxononan- und 10-Oxodecansaure

Sowohl 9-Oxononan- als auch 10-Oxodecansaure konnterlsni@zonolyse in nur
einer Stufe hergestellt werdéfi® Als Substrat fiir die Synthese von 9-Oxononanséure
wurde Olsaure verwendet (Abbildung 2.3A). 10-Oxodecaresduingegen wurde aus
10-Undecenséaure hergestellt (Abbildung 2.3B). Um den Uédar Ozonolyse verfolgen
zu konnen, wurde Sudan 1l verwendet, ein roter Farbsteif,ich Verlauf der Reaktion
ebenfalls ozonisiert wird. Um die Ozonolyse auf der Stufe @deOxocarbonsauren
anhalten zu kénnen und um eine Uberoxidation zu vermeidengen die Reaktionen
mit Triphenylphosphin aufgearbeitet. Obschon bei der ©k@® von 10-Undecenséure
das leicht abtrennbare Formaldehyd entsteht, wurden Beaddétionen mittels Saulen-
chromatografie aufgearbeitet, um Uberschissiges Trifpieosphin und das ebenfalls
entstandene Triphenylphosphinoxid abzutrennen.

A B
e} (6]
— \/\/\/\/\)]\
\/\/\/\/_\/\/\/\)I\OH OH
Olsaure 10-Undecenséaure
" | 05, CHoCly 03, CH,Cl,
Ozonolyse Sudan I, PEHg "Ozonolyse” | Sudan I, PPH5
-80 °C, 30 min -80 °C, 30 min
(@] O
NN -CHO OHC\/\/\/\)J\ /\/\/\/\)J\
. OH H,CO + OHC OH
Nonanal 9-Oxononansaure Formaldehyd 10-Oxodecansaure

Abbildung 2.3: Herstellung von 9-Oxononan- und 10-Oxodecansaure mi@etmolyse. A: Ozonolyse
von Olséure. B: Ozonolyse von 10-Undecenséure.
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O

OHCM
OH

9-Oxononansaure

9-Oxononansaure wurde mittels Ozonolyse von Olsiure Sitje Eine Losung aus
1,44 g Olsaure (5L mmol) und einer Spatelspitze Sudan IIl in 80 mL Dichlornaeth
wurde unter Ruhren in einem 250 mL Rundkolben -a80°C gekunhlt. Die Lésung wur-
de fir 10 min mit reinem Sauerstoff gespult. Daraufhin wuiitteweitere 30 min Ozon
durch das Reaktionsgemisch geleitet, bis die Farbung duzohFarbstoff vollstandig
verschwunden war. Nach der Zugabe von 2 g Triphenylphosph&3 mmol) wurde
die Mischung langsam auf Raumtemperatur erwarmt und fiireneeit2 h geriihrt®®
Anschlie3end wurde das Losungsmittel am Rotationsverdamapiyezogen und das Pro-
dukt mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt (Cyctahe Diethylether / 60 : 40).
9-Oxononansauré:H-NMR (250 MHz, CDC§) &/ppm: 9,76 (-CHO, 1 H, tJ = 1,77;
1,77Hz); 2,43 (-CH-CHO, 2 H, dt,J = 7,35; 7,31; 1,75 Hz); 2,35 (-CHCOOH, 2 H, t,
J=7,43; 7,43 Hz); 1,74-1,54 (Alkyl, 4 H, m); 1,32 (Alkyl, 6 H,)m-3C-NMR (63 MHz,
CDCl3) 6/ppm: 203,00 (C=0, Aldehyd); 180,12 (COOH, Carboxyl); 43,84%EHCHO);
34,00 (-HC-COOH); 28,97; 28,90; 28,80; 24,55; 21,96.

O

10-Oxodecansaure

10-Oxodecanséaure wurde in analoger Weise zu der Synth@s8-@xononansaure al-
lerdings aus 10-Undecensaure hergestellt. 1 g 10-Und&een$543 mmol) und eine
Spatelspitze Sudan Il wurden in einem 250 mL Rundkolben im80Dichlormethan
geldst und unter Rihren auf80 °C gekuihlt. Die Losung wurde fur 10 min mit rei-
nem Sauerstoff gespllt, bevor 30 min lang Ozon durch das Reagemisch geleitet
wurde, bis die Rotfarbung vollstdndig verschwunden war.iN@er Ozonolyse wurden
2,68 g Triphenylphosphan (88 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch langsam
auf Raumtemperatur aufgeward¥® Nach weiteren 12 h wurde das Lésungsmittel im
Rotationsverdampfer abgezogen und 10-Oxodecansaurdsndtialenchromatographie
isoliert (Cyclohexan : Diethylether : Dichlormethan / 43 ::431).
10-OxodecansduréH-NMR (250 MHz, CDC§) §/ppm: 9,76 (-CHO, 1 H, tJ = 1,82;
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1,82 Hz); 2,43 (-CH-CHO, 2 H, dt,J = 7,37; 7,32; 1,80 Hz); 2,35 (-GHCOOH, 2 H,
t, J =7,46; 7,46 Hz); 1,62 (Alkyl, 4 H, m); 1,31 (Alkyl, 8 H, mC-NMR (63 MHz,
CDClz) 5/ppm: 203,07 (C=0, Aldehyd); 180,17 (COOH, Carboxyl); 43,8 ,CHCHO);
34,03 (-HC-COOH); 29,12; 29,06; 29,01; 28,94; 24,60; 22,02.

2.5.2 Synthese von 12-Oxodlsaure

12-Oxoo6lsdure wurde mittels Swern-Oxidation tber denpeathenden Methylester her-
gestellt (Abbildung 2.4). Versuche, die freie Saure nst®vern- oder & -Oxidation
umzusetzen, fuhrten hauptséchlich zu der Bildung von Nealoelten, zudem konnten
die Methylester leichter voneinander getrennt werden msedtsprechenden Carbon-
saurent®-191Ricinolsaure wurde in einem ersten Schritt séaurekatalytisrestert und
anschliel3end mit Oxalylchlorid und Dimethylsulfoxid unsgézt. In einem letzten Schritt
musste der entstandene 12-Oxodlsauremethylester hgdrdlywerden. Allerdings neigt
auch diese Reaktion unter Verwendung zu harscher Reaktidingjoegen zu der Bil-
dung von Nebenprodukten. Weder basenkatalytisch be?C3@och unter Verwendung
der zweifach molaren Menge Kaliumhydroxid konnte der Eseektiv hydrolysiert
werden!®2193Unter Verwendung der Lipase B a@andida antarctica CALB) konnte
12-Oxo0lsdure selektiv allerdings mit geringen Ausbetngdrolysiert werden. Um die
Hydrolyse weiter zu verbessern, wurden im Rahmen der Diplbeitavon Elena Maurer
weitere Lipasen getestet. Hierbei wurden neben der Verurgndon freien und immo-
bilisierten Enzymen auch verschiedene Cosolventien umtbts Die besten Resultate

OH o} OH 0
CsH Mﬁk AcCl MeOH ¢ A/WL P
5M11 — —  UsHn —
s " es°c,2h 7 s ©
Ricinolséaure Ricinolsduremethylester
CHCls,| (cocl)
2,
-60°C.| pmso
4h
o) o CRL1 o) o
5H11 — -~ —
, OH  pH7,37°C s ©
12-Oxodlsaure KPi, 4 h 12-Oxoblséduremethylester

Abbildung 2.4: Herstellung von 12-Oxodlséaure mittels Swern-Oxidation Ricinolséure Uber den korre-
spondierenden Methylester und anschlieRe@isrdida rugosd.ipase 1 katalysierter Hydrolyse.
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konnten schliel3lich mit der Lipase 1 a@andida rugosaund der Verwendung von
Isopropanol als Cosolvent erzielt werd&¥.

OH O

CsH —

. N 3
Ricinolsauremethylester

Ricinolsauremethylester wurde mittels Saure katalysiérégesterung von Ricinolsau-
re hergestellt. Hierzu wurden 1® mL Ricinolsaure (616 mmol) in einem 100 mL
Rundkolben in 50 mL Methanol geldst. Nach der Zugabe von 5 miletychlorid
(70,3 mmol) wurde das Reaktionsgemisch 2 h bei°65unter Ruckfluss erhitzt. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 mL d@yequencht und dreimal mit 30 mL
Methyl-tert-butylether extrahiert. Die organischen Phasen wurdeginviemit gesattigter
Kochsalzlésung und Wasser gewaschen, mit wasserfreiermédagnsulfat getrocknet
und anschlielRend unter Vakuum aufkonzentriert. Die Anfgeing von Ricinolsau-
remethylester erfolgte mittels Saulenchromatografie rusegwendung eines binaren
Gradienten (Hexan : Methytert-butylether / 90 : 10 bis 80 : 204195
RicinolsduremethylestefH-NMR (500 MHz, CDC§) &/ppm: 5,59-5,51 (-CHHC-,

1 H, m); 5,44-5,36 (-CH=E-, 1 H, m); 3,67 (-COOCH| 3 H, s); 3,64-3,57_(&-OH,
1H, m); 2,30 (-CH-COOMe, 2H, tJ=7,55; 7,55 Hz); 2,21 (2H, 1 =6,61; 661 Hz);
2,05(2H,qJ=7,08;6,90; 6,90 Hz); 1,66-1,55 (2 H, m); 1,53-1,40 (alijgehe, 2 H, m);
1,30 (aliphatische, 16 H, s); 0,88 (-GH8 H, t,J = 6,82; 6,82 Hz)1*C-NMR (126 MHz,
CDCl) &/ppm: 174,32 (-COOMe, Carboxyl); 133,37 {sp); 125,24 (sp-C); 71,50
(C-OH, Alkohol); 51,46 (-OCH, Ester); 36,87; 35,37; 34,09; 31,85; 29,58; 29,37; 29,13;
29,09; 27,38; 25,73; 24,93; 22,63; 14,10.

O O

C5Hllw0/

12-Oxodlsduremethylester

12-Oxoo6lsduremethylester wurde mittels Swern-Oxidatiae Ricinolsauremethylester
hergestellt. Hierzu wurde 1 mL Oxalylchlorid (11 mmol) in,52mL Dichlormethan
in einem 50 mL Rundkolben bet60 °C geldst. 17 mL Dimethylsulfoxid (24 mmol)
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wurden in 5 mL Dichlormethan geldst und mit einem Tropftte@Hangsam dem Reakti-
onsgemisch zugetropft. Die Reaktionsldsung wurde fur 150®ir-60°C geruhrt, bevor
1,56 g Ricinolsauremethylester (5 mmol) gel6st in 5 mL Dichlethan hinzugetropft
wurden. Vor der Zugabe von 88 mL Triethylamin (25 mmmol) wurde die Reaktionsl|o-
sung fur 30 min gerthrt. Nach weiteren 30 min b&0°C wurde das Reaktionsgemisch
uber einen Zeitraum von 4 h auf Raumtemperatur aufgewarmth Nah bei Raum-
temperatur wurde die Reaktion mit 25 mL Wasser gequencht weidhdl mit 25 mL
Dichlormethan extrahiert. Die organischen Phasen wur@eeint, mit Kochsalzlosung
und Wasser gewaschen, mit wasserfreiem Magnesiumsutfatcgaet und anschliel3end
im Vakuum eingeengt. 12-Oxo6lsduremethylester wurdeetai8aulenchromatographie
(Hexan : Methyltert-butylether / 90 : 10) aufgereinigf-1%6
12-Oxodlsauremethylester!H-NMR (500 MHz, & —DMSO) &/ppm: 5,54-5,44
(-CH=HC-, 2 H, m); 3,58 (-OChl 3 H, s); 3,21-3,14 (CO-CHCH, 2 H, m); 2,43
(CH.-CO-, 2H,1,J=7,28; 7,28 Hz); 2,28 (CHCOOMe, 2 H, tJ =7,37; 7,37 Hz); 1,98
(-CH-CHy-, 2 H, dd,J = 12,67, 6,45 Hz); 1,54-1,39 (aliphatische, 4 H, m); 1,3851ali-
phatische, 14 H, m); 0,85 (3 H,1,= 6,88, 6,88 Hz)13C-NMR (126 MHz, ¢ — DMSO)
5/ppm: 208,34 (C=0, Keton); 173,30 (-COOMe, Carboxyl); 132,3%-@); 121,84
(sp?-C); 51,12 (O-CH, Ester); 41,42; 40,83; 33,21; 31,02; 28,67; 28,46; 28,37),(2
28,18; 26,77, 24,36; 23,07; 21,93; 13,85.

O 0]

CsH —
5 ll\)K/_\/f\sgu\OH

12-Oxo0lsaure

12-Oxo6lsdure wurde durch Hydrolyse aus dem korrespaogmliien Methylester her-
gestellt. Hierzu wurden 16 mL 12-OxodlsduremethylestéO(inM in Isopropanol;
1,6 mmol) in 146 mL 50 nw Kaliumphosphatpuffer (pH 7) gelost. Nach Zugabe von
830 mg Candida rugosaLipase 1 (CRL1) wurde das Reaktionsgemisch fir 4 h beli
37 °C geruhrt. Der Reaktionsverlauf wurde mittels Dunnschictdmatographie un-
tersucht. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 10 mlz H,SO4 gequencht.
Die Mischung wurde dreimal mit 50 mL Methykrt-butylether extrahiert. Die organi-
schen Phasen wurden vereint, mit gesattigter Kochsalaipsmd Wasser gewaschen,
mit wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und andgéhid unter vermindertem
Druck aufkonzentriert. 12-Oxod6lsdure wurde mittels Sacieomatographie (Cyclohex-
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an : Methyltert-butylether / 70 : 30 und,@ % Eisessig) aufgereinigt.
12-Oxoélsdure’H-NMR (500 MHz, CDC}) 5/ppm: 5,69-5,44 (-CH=HC-, 2 H, m);
3,15 (-CO-CH-CH=, 2 H, d,J = 6,47 Hz); 2,43 (-CH-CO-, 2 H, t,J = 7,47; 7,47 Hz);
2,35 (-CH-COOH, 2 H, t,J = 7,52; 7,52 Hz); 2,02 (2 H, g] = 6,83; 6,82; 6,82 Hz);
1,71-1,52 (aliphatische, 4 H, m); 1,41-1,21 (aliphatischeH, m); 0,88 (-CH, 3 H, t,

J = 6,84; 6,84 Hz)13C-NMR (126 MHz, CDC}) §/ppm: 209,48 (C=0, Keton); 179,89
(COOH, Carboxyl); 133,55 ($pC); 121,02 (sp-C); 42,38; 41,67; 34,01; 31,60; 29,25;
29,09; 29,04, 28,98; 28,90; 27,46; 24,64; 23,79; 22,5004.4,

2.5.3 Synthese von 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure

Fur die Synthese von 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure mit de3-Ketolmotiv wurde
eine Alternative zu der Aldolreaktion gewahlt (Abbildungb®R Einerseits, um eine
Reaktion mit kinetischer Reaktionskontrolle zu vermeided andererseits, weil die
Verwendung von Bleiche (NaOCI) besonders bei dem Aufbau vogeikettigen Sys-
temen bereits beschrieben wurde. Um die EnantioseleMtisiérde novoAldolasen in
Kombination mit dem reinen Enantiomer der Oleat-Hydraf@eaktion untersuchen zu
konnen, wurde die Synthese bewusst so gewahlt, dass emismtes Gemisch entsteht.

o N,OH
\/\/\)J\ NH,OH*HCI /m
H  H,0, Nay,COs SN
1h,rt i (0]
Heptanal Heptanaloxim /\(CHZ){\H/ ~
O
10-Undecenséaure-
methylester
O OH B203 N-O

(CH)? > (CH)?
(0]

Raney-Ni, H,, 4 h

10—_Hydroxy—12-oxo- o 5-(9-Nonansauremethylester)-
stearinsauremethylester 3-hexyl-A2-isoxazolin

CALB O OH

(Lipase) NN NN
(e "
(0]

KP; (50 mM, pH 7)
0,1 % CHAPS, 6 h 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure

Abbildung 2.5: Herstellung von 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure {iber Afbsoxazolin Zwischenspezies.
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In einem ersten Schritt wird Heptanal mit Hydroxylamin zurdentsprechenden Oxim
umgesetzt. Heptanaloxim wird anschlie3end mit Bleiche (@& @ktiviert und mittels
einer selektiven 1,3-dipolaren Cycloaddition an 10-Undséeremethylester addiert.
Bei dieser Reaktion wird nur die Bildung des 3’,5'-substittéerA?-Isoxazolins beob-
achtet. Dieses wird anschlieend unter Verwendung von &kstedf und Raney-Nickel
als Hydrierkatalysator zu dem 10-Hydroxy-12-oxosteaimsemethylester umgesetzt,
welches in einem letzten Schritt noch hydrolysiert werdarmssn Da bei der Synthese
von 12-Oxodlsdure gute Erfahrungen mit der Verwendung upaden gemacht wurden,
wurde hier ebenfalls eine Lipase (CALB) verwendet. Die Hygiselbei 52°C kann an-
nahernd quantitativ durchgefiihrt werden, da 10-Hydro®yegostearinsaure bei dieser
Temperatur als Feststoff ausfallt.

Heptanaloxim

Heptanaloxim wurde synthetisiert, indem ,33 g Hydroxylaminhydrochlorid
(465 mmol) und 425 g Heptanal (372 mmol) zu 56 mL eiskaltem Wasser in einem
250 mL Dreihalskolben gegeben wurden. Eine Losung au&®4¢ Natriumcarbonat
(233 mmol) in 47 mL kaltem Wasser wurde langsam mit einem fiigpter hinzugeben,
sodass eine Temperatur von 45 nicht Uberschritten wurde. Nach vollendeter Zugabe
der Natriumcarbonat-L6sung wurde die Mischung fur 1 h gelfitei Raumtemperatur
geruhrt. Danach wurde die organische Phase abgenommenitkidasser gewaschen.
Nach der Destillation bei 103 107°C bei 8§ 33 mbar wurde Heptanaloxim durch Re-
kristallisation aus 60 % Ethanol gewonnen und mittéls und 13C-NMR analysiert!®’
Heptanaloxim:H-NMR (500 MHz, CDC}) 5/ppm: 8,64 (breit, 1 H, s); 6,72 (-HC=N-,
1H,t J=5,47; 5,47 Hz); 2,38 (2 H, di] = 7,64; 7,57; 5,65 Hz); 1,53-1,45 (2 H, m);
1,40-1,22 (6 H, m); 0,92-0,86 (-G#13 H, m). 13C-NMR (126 MHz, CDC}) &/ppm:
153,08 (-HC=NOH); 31,51; 29,05; 26,03; 24,95; 22,54; 14;03%).
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N-O
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5-(9-Nonansauremethylester)-3-hexyl-A%-isoxazolin

5-(9-Nonansauremethylester)-3-hef-isoxazolin wurde durch 1,3-dipolare Cycload-
dition von Heptanaloxim and 10-Undecenséauremethylestegdstellt. Hierzu wurden
8,42 mL 10-Undecenséuremethylester (37 mmol) ure3anL Triethylamin (4 mmol)
in 42 mL Dichlormethan geldst. Nach der Zugabe von8mL einer 10 %igen wass-
rigen Natriumhypochloritiésung (8@ mmol) wurde die Mischung bet10°C gertbhrt.
Uber einen Zeitraum von 25 min wurde eine Losung aus 5 g Hafuizim (39 mmol)
in 21 mL Dichlormethan mit einem Tropftrichter hinzugefigtobei darauf geachtet
wurde, dass die Temperatur nicht GibeiGstieg. Die Mischung wurde daraufhin heftig
fir 2 h bei—10°C gerthrt und dann langsam Uber einen Zeitraum von weitereal
Raumtemperatur gebracht. Die organische Phase wurde vamédsrigen getrennt und
die wassrige Phase dreimal mit 50 mL Dichlormethan extraHige organischen Phasen
wurden vereint, mit gesattigter Kochsalzlésung und Wagsemaschen, mit wasserfreiem
Magnesiumsulfat getrocknet und anschlieRend das Ldsutigbmnter vermindertem
Druck abgezogen. 5-(9-Nonansauremethylester)-3-h#gj$oxazolin wurde mittels
Séaulenchromatographie (Cyclohexan : Metteft-butylether / 80 : 20) aufgereinigf®
5-(9-Nonansauremethylester)-3-hefy#Hsoxazolin: 1H-NMR (500 MHz, CDC})
5/ppm: 4,54-4,46 (1 H, m); 3,67 (3 H, s); 2,95 (1 H, dd= 16,80; 10,10 Hz); 2,52
(1 H, dd,J =16,75; 8,11 Hz); 2,31 (4 H, tdl = 12,48; 7,58; 7,58 Hz); 1,68-1,46 (6 H,
m); 1,35 (16 H, m); 0,89 (-Ckl 3 H, t,J = 6,75; 6,75 Hz)13C-NMR (126 MHz, CDC})
d/ppm: 174,32 (C=0); 158,98 (C=N); 80,03 (C-0); 51,46 (O£H2,11; 35,27; 34,09;
31,48; 29,38; 29,31; 29,14; 29,10; 28,92; 27,86, 26,4G2%4,92; 22,51; 14,04 (-CHl

O OH

O

10-Hydroxy-12-oxostearinsduremethylester

Um 10-Hydroxy-12-oxostearinsauremethylester herziestel wurden 2 g 5-(9-
Nonansauremethylester)-3-hexy-isoxazolin (614 mmol) und 092 g Bortrioxid
(13,2 mmol) in 70 mL 834 %igem Methanol geldst. Nach der Zugabe var210g
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aktiviertem Raney-Nickel wurde der Kolben mit einem Septumsgestattet und die
Atmosphéare des Kolbens mit Wasserstoff ersetzt. Hierzwdevder Kolben abwechselnd
zehnmal evakuiert und mit Wasserstoff gespult. Die orgdm@is Phasen wurden vereint,
mit gesattigter Kochsalzl6sung und Wasser gewaschen, assevfreiem Natriumsulfat
getrocknet und anschlie3end das Lésungsmittel unter weleriem Druck abgezogen.
Die Wasserstoffatmosphére wurde aufrechterhalten, indemKolben mit einem mit
Wasserstoff gefillten Ballon versehen wurde. Nach 22 h uhéftigem Ruhren bei
Raumtemperatur wurde die Mischung durch eine Glasfrittdtgefiund anschliel3end
mit 100 mL Wasser verdunnt. Die Mischung wurde dreimal mitn@0 Dichlormethan
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, miéttigger Kochsalzlésung und
Wasser gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat gatiedaknd anschlieBend im Ro-
tationsverdampfer eingeengt. 10-Hydroxy-12-oxostazgtimemethylester wurde mittels
Saulenchromatographie (Hexan : Metlgit-butylether : Dichlormethan / 60 : 20 : 20)
aufgereinigt!99

10-Hydroxy-12-oxostearinsauremethylestdt-=NMR (500 MHz, CDC}) &/ppm: 4,02
(breit, 1 H, m); 3,67 (3H, s); 3,06 (breit, 1 H, s); 2,60 (1 H, d& 17,52; 2,61 Hz); 2,49
(1 H, dd,J =17,54; 9,22 Hz); 2,42 (2 H, t] = 7,44; 7,44 Hz); 2,30 (2 H, t] = 7,53;
7,53 Hz); 1,59 (4 H, m); 1,53-1,45 (1 H, m); 1,45-1,35 (2 H, m33,1,25 (15 H, m); 0,88
(-CHs, 3 H, t,J = 6,80; 6,80 Hz)13C-NMR (126 MHz, CDC}) 5/ppm: 212,70 (C=0,
Keton); 174,34 (C=0, Eester); 67,62 ¢E-OH); 51,46 (-OMe); 48,92; 43,70; 36,42,
34,10; 31,57; 29,47, 29,35; 29,10; 29,11, 28,83; 25.4324£3,59; 22,48; 14,03 (-G}l

O OH

\/\/\)]\/E\(CHz)WOH
o

10-Hydroxy-12-oxostearinsaure

10-Hydroxy-12-oxostearinsaure wurde durch die Lipase alisterte Hydro-
lyse des entsprechenden Methylesters hergestellt. 500 r@gHydroxy-12-
oxostearinsauremethylester $2 mmol) wurden in 50 mL 50 m Kaliumphosphatpuffer
(pH 7 mit 0,1 % Tween-20) suspendiert. Nach der Zugabe von 25Carglida antarcti-
calLipase B wurde die Mischung fiir 6 h bei 8€ geruhrt. Der Fortschritt der Reaktion
wurde mittels Duinnschichtchromatographie beobachtet. Raaktion wurde mit 5 mL
1 m Salzsaure gequencht und anschlieBend dreimal mit 25 mL yA&gh-butylether
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extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, mitggser Kochsalzlésung und
Wasser gewaschen, mit wasserfreiem Magnesiumsulfataeied und anschlielRend im
Vakuum verdampft. 10-Hydroxy-12-oxostearinsdure wurdiets Sdulenchromatogra-
phie (Hexan : Methytert-butylether / 80 : 20 und,d % Eisessig) aufgereinigt.
10-Hydroxy-12-oxostearinsauréd-NMR (500 MHz, CDCj) &/ppm: 4,09-3,98 (bretit,
1H, m); 2,60 (1 H, dd) =17,49; 2,62 Hz); 2,50 (1 H, dd,= 17,52; 9,11 Hz); 2,42 (2 H,
t,J=7,43;7,43Hz); 2,34 (2H,89=7,48; 7,48 Hz); 1,67-1,53 (Alkyl, 4 H, m); 1,52-1,38
(Alkyl, 2 H, m); 1,38-1,21 (Alkyl, 16 H, m); 0,88 (-Ck] 3 H, t,J = 6,72; §72 Hz).
13C-NMR (126 MHz, CDC$) §/ppm: 212,81 (C=0, Keton); 179,44 (C=0, Ester); 67,69
(-H2C-OH); 48,89; 43,70; 36,37; 34,00; 31,57; 29,44; 29,31; 2929,01; 28,84; 25,41;
24,66; 23,59; 22,48; 14,04 (-GMH
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Die beiden Enzymkaskaden fiir die biotechnologische Hératgvon Azelainsaure aus
Linolsaure und Sebacinséure aus Ricinolsaure werden ineRoén separat behandelt.

3.1 Invitro Herstellung von Azelainsaure

Azelainsaure soll auf dem in Abbildung 3.1 dargestellten KReasweg hergestellt
werden. In einem ersten Schritt soll Linolsdure mittelseeibipoxygenase (LOX) hy-
droperoxidiert werden. Die C-C-Bindungsspaltung soll arieBeind an der entstehenden
10E,12Z-9-Hydroperoxyoctadecadiensaure (9-HPODE) mit einer rbigeroxid-Lyase
(HPL) durchgefuhrt werden. Produkte dieser Spaltungsi@alsind Z-Nonenal und
9-Oxononansaure. In einem letzten Schritt soll 9-Oxonséare mit einer Aldehyd-
Dehydrogenase zu Azelainséure oxidiert werden.

g OOH
C.H _ _ ipoxygenase _
4 9\/_\/WCOOH _PRYSE e C4H9\WCOOH
Linolséure 10E,12Z-9-Hydroperoxyoctadecadiensure
(9-HPODE)
Hydroperoxid
Aldehyd Lyase
Hooc” M coom Dehydrogenase

oHC™ (). COOH * CaHg_—=~_CHO

9-Oxononansaure 3Z-Nonenal

Azelainsaure

Abbildung 3.1: Vorgeschlagene Enzymkaskade fiir die biotechnologischstéling von Azelainsaure.
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3.1.1 Herstellung und Charakterisierung von Intermediaten

Fur die Quantifizierung und Charakterisierung der durchgeéin Biotransformationen
wurde das relevante Intermediat 9-Oxononansaure sysignt{2.5.1, S. 69). Verschie-
dene 9-HPODE und 13-HPODE Zusammensetzungen wurden mikodemerziell er-
haltlichenGm-LOX1 hergestellt (2.4.14, S. 65§°

3.1.2 Enzymscreening fur die Machbarkeitsstudie

Fur die Durchfihrung der Lipoxygenasen Reaktion wurdenrdieabelle 3.2 aufgeliste-
ten, literaturbekannten, charakterisierten und beraksahbiell exprimierten Enzyme aus-
gewabhlt. Die C-C-Bindungsspaltung soll an der C9-Position mére9/13-Hydroperoxid
Lyase (9/13-HPL) durchgefiihrt werden, deshalb wird fir desten Schritt der Hydro-
peroxydierung eine C9-selektive Lipoxygenase ausgewdHlI8-HPLs katalysieren im
Gegensatz zu reinen 13-HPLs, welche eine ausgep&gtantioselektivitat aufweisen,
sowohl die Spaltung von 9- als auch von 13-Hydroperoxider_a®lsaure?91-203ym
zu Uberprifen, ob die unselektiveren 9/13-HPLs ebenfalls @ Enantioselektivitat auf-
weisen, wurden fir die Durchfiihrung der vorhergehendenxtygenasen Reaktion zwei
enantiokomplementare Enzyme ausgewahlt. Als einRigelektive Lipoxygenase wurde
die mikrobielle Lipoxygenase asmabaenasp. PCC 712@3s-9LOX ausgewahl£® Des
Weiteren wurden drei 8selektive, pflanzliche Lipoxygenasen abslanum tuberosum
(Kartoffel), Cucumis sativugGurke) undOryza sativa(Reis) ausgesuchf®-162.179,205
Als Positivkontrolle wurde die einzig bereits kommerziethaltliche Lipoxygenase aus
Glycine maxGm-LOX1, Sojabohne) verwendet. Fir die zweite Reaktion wureleen-
falls pflanzliche Enzyme ausgewahlt, eine 9/13-HPL @usumis sativugGurke) und
eine ausCucumis melqMelone)1%4165Als Aldehyd-Dehydrogenase wurde die mikro-
bielle AsALDH1 aufgrund ihrer Spezifitat fiir langerkettige Subtgrausgewahit®’

Die Expression aller in Tabelle 3.2 gelisteten Gene wurdéeiniSDS-PAGE uberpruft
(2.4.11, S. 63) und die Gene auf Richtigkeit sequenziert (GAonstanz, DE). Die Akti-
vitat der Lipoxygenasen und Hydroperoxid-Lyasen wurdesin bysaten der aufgeschlos-
senen Zellen mittels des Indamin-Farbstoffassays bgs{at4.14, S. 66). Die Aktivitat
der Aldehyd-Dehydrogenase afisinetobacteiStamm M-1 wurde mittels NAD-Assay
bestatigt (2.4.14, S. 67). Bis auf die Lipoxygenase aus ReitOX1 konnten alle Ge-
ne in l6slicher Form exprimiert werden (2.4.9, S. 61). Dig@nzierung voiCsLOX1
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Tabelle 3.1:Enzymscreening fur die Machbarkeitsstudie.

Enzym Vektor Selektivitat Expr./Lodl. Vermerk Aktivitat
OsLOX1 PET-roLOX 9/s ++/— Codon-optimiert —
As9LOX PET-9LOXMH6 9/R ++ [ +++ Codon-optimiert  +++
StLOX1 pQE-SLOX1 9/S +/++ - ++
CsLOX1 pQE-9LOXIF 9/sS ++/ — H608V-Mutante  —
GmLOX1 NH4SOy-Féllung 13 /S +++/+++ Positivkontrolle +++
Cs9/13HPL  pQE-9/13HPL 9/13 +/++ - ++
Cm9/13HPL pET-9MeloHPL 9/13 +/++ - ++
AsALDH1 pUC-ALDH1 — +H+ [+ — +++

) Expr.: Expression; Losl.: Loslichkeit der ProteinziaKtion.
+/--Bewertung von nicht vorhander| bis sehr gut (+++).

offenbarte neben der gesuchten H6@BMutation vier weitere Mutationen, wovon eine
zu einer Leserasterverschiebung fihrte. Obgleich Lysat&e. OX1 und Cm-9/13HPL
exprimierenden Zellen eine ausgepragte Enzymaktividémverwendeten Lysaten zeig-
ten, konnte weder in der SDS-PAGE noch in dem korrespondiere \Western-Blot eine
Uberexpression beobachtet werden. Enzyme, die sich figr gémauere Untersuchung
und die Etablierung der gesamten Reaktionskaskade anpsiteinsomit:StLOX1 und
As9LOX flr die Herstellung enantiokomplementarer 9-HPODErmediate —Cs- und
Cm-9/13HPL fir die Spaltung von HPODE in 9-Oxononansaure ufiidnenal undis
ALDH1 fir die Oxidation von 9-Oxononansaure zu Azelaingaur

3.1.3 Lipoxygenasen und Hydroperoxid-Lyasen Aktivitatsassay

Um eine quantitative Aussage der Lipoxygenasen sowie ddrdferoxid-Lyasen Akti-
vitat machen zu kénnen, wurden diese in einem photomegrsAlssay untersucht. Dieser
beruht auf der Lipoxygenasen katalysierten Bildung und Hgdroxid-Lyasen katalysier-
ten Zerstorung eines konjugierten Dien-Systems, welcbe235 nm absorbiert (2.4.14,
S. 66). Die im Folgenden gezeigten Biotransformationen eminmtit Rohextrakten gan-
zer Zellen durchgefiihrt und bilden das arithmetische Miteer Dreifachbestimmung.
Abbildung 3.3 zeigt die Aktivitdt der Rohextrakte delR-8elektiven Lipoxygenase aus
Anabaenasp. PCC 712As9LOX (E. coli BL21[DE3]) sowie der enantiokomplemen-
taren &-selektiven Lipoxygenase a®lanum tuberosum -80OX1 (E. coli SG13009)
in verschiedenen Kombinationen mit unterschiedliche@94Ydroperoxid-Lyasen. Auf-

DNotation beschreibt den Aminosaureaustausch an bestimPaisitionen. H608V beschreibt beispiels-
weise den Austausch eines Histidinrests in Position 608tdeinen Valinrest.
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Abbildung 3.2: Spektrophotometrischer 235 nm Dienassay mit verschied&onenbinationen von Lipo-
xygenase (LOX) und Hydroperoxid-Lyase (HPL) Lysat Kombioaen mit 5@ Linolsdure in 100
KaliumphosphatpuffepH 6. A) Aktivitat von StELOX1 (50 ugmL 1) und As-9LOX alleine (15ugmL-—1),
ohne die Zugabe von HPL sowie die der entsprechenden Nkgatiollen.B—E) Sukzessive Reaktionen
von LOX und HPL und den entsprechenden Negativkontrolléa dihke Linie markiert den Zeitpunkt der
HPL Zugabe, jeweils 2igmL—1. B) Sukzessive Reaktion vois-9LOX und Cs-9/13HPL.C) Sukzessi-
ve Reaktion vorAs-9LOX und Cm-9/13HPL.D) Sukzessive Reaktion vadtLOX1 und Cs-9/13HPL.E)
Sukzessive Reaktion vaBtLOX1 und Cm-9/13HPL. Abbildung abge&ndert nach Qeteal. (2013) 206
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grund unspezifischer Nebenreaktionen mit NADzw. NADH wurde die Aktivitat
der Aldehyd-Dehydrogenasks-ALDH1 mittels GC-FID bestimmt (2.4.2, S. 55). Ab-
bildung 3.3A zeigt den zeitlichen Verlauf der Bildung von 9dtoperoxy-1&,12Z-
octadecadiensédure mit 1§ mL~! As9LOX und 50ugmL~1 StLOX1 Gesamtprotein-
konzentration der eingesetzten Rohextrakte. Daraus ergatie spezifische Aktivitaten
von 0,83 Umg ! fiir As9LOX und Q15 Umg ! fiir SELOX1. Bei den korrespondieren-
den Negativkontrollen, Rohextrakte von Zellen, welche niirreervektor transformiert
wurden, pET-28a(+) und pQE-30 kann keine Reaktion beobbaalelen. Die messba-
re Konjugation des Doppelbindungssystems ist somit nudeuExpression der beiden
Lipoxygenasen zurtickzufuhren. Abbildung 3.3B-E zeigerzes&ive Reaktionen von
StLOX1 (B+C) undAs-9LOX (D+E) mit den beiden 9/13-Hydroperoxid-Lyasen. Bei de
Verwendung der B-selektiven Lipoxygenas&s-9LOX konnte weder bei der sukzessiven
Reaktion vonCs-9/13HPL (B) noch vorCm9/13HPL (C) eine Zerstérung des konju-
gierten Diensystems beobachtet werden. Im Gegensatz dantekbei der Verwendung
der S-selektiven LipoxygenasgtLOX1 nach Zugabe beider Hydroperoxid-Lyasen eine
Abnahme der Extinktion und somit eine Zerstorung des Distesys beobachtet wer-
den. Die spezifischen Aktivitaten der beiden HPL-Lysatelben sich bei der eingesetz-
ten Gesamtproteinkonzentration von 2§mL~! zu 0,4 Umg?! fur Cs-9/13HPL und
0,51 Umg* fiir Cm-9/13HPL.

3.1.4 Untersuchung derAs-ALDH1 Reaktion

Aufgrund von Nebenreaktionen mit NADbzw. NADH wurde dieAsALDH1 Aktivi-

tat auf 9-Oxononansaure mittels GC-FID bestimmt. Links irbidung 3.1.4 ist der
zeitlichen Verlauf derAsALDH1 katalysierten Umsetzung von 9-Oxononansaure zu
Azelainsaure dargestellt. Die Reaktionen wurden durch digaBe von 0025 mgmL!
AsALDH1 Rohextrakt gestartet. Die spezifische Aktivitat dddéhyd-Dehydrogenase
AsALDH1 ergibt sich somit zu B3 Umg!. Die dazugehérigen Negativkontrol-
len werden in Abbildung 3.1.4 rechts gezeigt. Aus der Negatitrolle ist ersicht-
lich, dass endogenE. coli Dehydrogenasen ebenfalls in der Lage sind, die Oxidati-
on von 9-Oxononansaure zu katalysieren. Aufgrund der idbugleringeren unspezifi-
schen Aktivitat der pET-28a(+) Kontrollreaktion wurde d&samtproteinkonzentration
auf 025 mgmL! erhdht. Wahrend didsALDH1 Reaktion mit einer Proteinkonzen-
tration von 0025 mgmL! sich nach 1 h bei annéhernd Vollumsatz mit einer Ausbeute
von 974 + 1,9 % im Gleichgewicht befindet, zeigt der korrespondierendbeRRrakt
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Abbildung 3.3: AsALDH1 Reaktion: Der zeitlicher Verlauf deksALDH1 Biotransformation in 50 m
Kaliumphosphatpuffer pH 7. Links: Zeitlicher Verlauf (ib&® min mit 025 mgmL ! Gesamtprotein.
Rechts: Kontrollreaktionen mit @5 mgmL-! Gesamtproteinkonzentration. Vergleich der doppeltereNeg
tivkontrolle in reinem Puffer, der pET-28a(+)-Negativitaile und der korrespondierenden Vergleichsre-
aktion mitAssALDH1 nach 4 h.

in 10x héherer Konzentration (@5 mgmL1) ohneAs-ALDH1 nach 4 h lediglich einen
Substratumsatz von 13 %.

3.1.5 Simultane Lipoxygenase und Hydroperoxid-Lyase Reaktion

Um die gekoppelte Lipoxygenase und Hydroperoxid-Lyase BRealkgualitativ und
guantitativ zu untersuchen bzw. Intermediate zu idengifesi, wurden verschiede-
ne Reaktionsansatze mittels GC-FID und GC-MS untersucht. Distdhz von 9-
Hydroperoxy-1&,12Z-octadecadiensaure wurde sowohl nach der Reaktios¥b@®X1
als auch vonAs9LOX mittels GC-MS bestatigt. Der Linolsdureumsatz und €ie
Oxononansaureausbeute wurden durch Vergleiche mit aigbleen Standards quanti-
fiziert. Aufgrund von verschiedenen Vorteilen simultaneaik®nen, wie der reduzierten
Reaktionszeit und der Verschiebung des chemischen Gleidtigts durch die anschlie-
Rende Folgereaktion, wurde die gekoppelte LipoxygenadeHyalroperoxid-Lyase Re-
aktion simultan durchgefiihf®’

Abbildung 3.4 zeigt das Ergebnis der simultar&i.OX1 und As9LOX Reaktion mit
den beiden Hydroperoxid-Lyasébs und Cm9/13HPL sowie den dazugehorigen Ne-
gativkontrollen. Nur in Anwesenheit von Lipoxygenase kater Umsatz von Linol-
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100 - Simultane Reaktion Simultane Reaktion
r mit St-LOX1 (9S)

mit As-9LOX (9R)

Umsatz Linolsdure /
Ausbeute 9-Oxononanséure [%]

Abbildung 3.4: Simultane Lipoxygenase und Hydroperoxid-Lyase Reaktiq@é in 50 mv Kaliumphos-
phatpuffer pH 6). Die blauen Balken geben den Umsatz vonls#we (25Qum), die griinen Balken die
Ausbeute von 9-Oxononanséure an. Links: NegativkontasgleLipoxygenase Reaktion mit 1@ mL—1
Leervektor pET-28a(+). Mitte: HPL-Negativkontrolle (nis-9LOX), simultane Reaktion von 30gmL 1
As9LOX und den Hydroperoxid-Lyasen (3@ mL1). Rechts: HPL-Negativkontrolle (ni8tLOX1), si-
multane Reaktion von 10@gmL~! StLOX1 und den Hydroperoxid-Lyasen (3@mL~1). Abbildung
abgeandert nach Oté al. (2013) 206

saure beobachtet werden. Dieser fallt bei allen HPL-Nekaitrollen beispielsweise
87,3+ 0,3 % bei SELOX1 und pET-28a(+) vergleichbar hoch aus, wie die der $imu
tanenAs-9LOX und 9/13-HPL Reaktionen (83+ 0,4 %; As9LOX und Cm9/13HPL).
Bei den simultane®tLOX1 und 9/13HPL Reaktionen fallt der Substratumsatz mit be
spielsweise 4B+ 1,8 % allerdings deutlich geringer aus. Ein nahezu umgekeMde-
halten lasst sich dafir bei der 9-Oxononanséureausbeoi@bleten. In Fallen der simul-
tanenStLOX1 und 9/13HPL Reaktionen kann eine grof3ere 9-Oxononawaésbeute
(20,4+ 1,9 % StLOX1 und Cm-9/13HPL) als mit den entsprechendas9LOX und
9/13HPL Reaktionen (A4 0,2 %; As9LOX undCm9/13HPL) beobachtet werden.

3.1.6 Sukzessive Lipoxygenase und Hydroperoxid-Lyase Reaktion

Nach den, verglichen mit dem durchgefuhrten Aktivitdtagssinerwartet geringen Ak-

tivitaten der simultanen Lipoxygenase und Hydroperoxydde Reaktion wurden die

gekoppelten Reaktionen, wie bei der Durchfiihrung des Aktisassays, auf sukzessi-
ve Weise durchgefuhrt. Nach der Zugabe von Lipoxygenaseeavder Reaktionsansatz
2 h bei Raumtemperatur vor der Zugabe von Hydroperoxid-Lyrdagbiert. Bei der Be-
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Abbildung 3.5: Sukzessive Lipoxygenase und Hydroperoxid-Lyase Readtiof2 h + 05 h Reakti-
onszeit in 100 mu Kaliumphosphatpuffer pH 6. Die blauen Balken geben den Wmean Linolséure
(250 um), die grinen Balken die Ausbeute von 9-Oxononanséure aksLNegativkontrolle der Lipo-
xygenase Reaktion mit 100gmL~? Leervektor pQE-30. Mitte: HPL-Negativkontrolle (nds-9LOX),
sukzessive Reaktion von 3@ mL~! As-9LOX und den Hydroperoxid-Lyasen (5@ mL™1). Rechts: HPL-
Negativkontrolle (nuiStLOX1), sukzessive Reaktion von 19@mL~ StLOX1 und den Hydroperoxid-
Lyasen (5QugmL~1). Abbildung abge&dndert nach Ogeal. (2013) 26

schreibung von Abbildung 3.5 werden bei vergleichbarent®¥venur die Grof3ten heran-
gezogen.

Ebenso wie bei der simultanen Durchfihrung der gekoppelig@oxygenase und
Hydroperoxid-Lyase Reaktion zeigen die sukzessiven HPgalkereaktionen ein ver-
gleichbares Verhalten zu den sukzessivesBLOX und 9/13HPL Reaktionen. Bei der
sukzessiverstLOX1 und HPL-Negativkontrolle kann ein Linolsaureumsebn 87,4 +
0,4 % und bei der sukzessivexs-9LOX und Cm9/13HPL Reaktion 98- 0,8 % beob-
achtet werden. Allerdings liefert die sukzessBt OX1 und 9/13HPL Reaktion im Ver-
gleich mit der simultanen Reaktionsdurchfihrung deutliéhdre Umsatze und Ausbeu-
ten. In Kombination vorstLOX1 mit Cs9/13HPL konnten 883+ 1,1 % Linolsdureum-
satz und 712+ 1, 3 % 9-Oxononansaureausbeute bestimmt werden. Bei der silees
StLOX1 und Cm-9/13HPL Reaktion konnten 88+ 2,4 % Umsatz und eine Ausbeute
von 765+ 1,0 % beobachtet werden.
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3.1.7 pH-Abhangigkeit und Selektivitat

Es wurde gezeigt, dass die sukzessive Durchfihrung derpgeken Lipoxygenase
und Hydroperoxid-Lyase zu besseren Umsatzen und héhersbefiten fuhrt. Um die
Reaktion weiter zu verbessern, wurde das pH-Profil der sgkassStLOX1 und Cs
sowieCm-9/13HPL Reaktion untersucht. Das pH-Optimum der einzelfrezyme wurde
bereits in den urspringlichen Verdoffentlichungen unteinsuStLOX1 weist zwischen
pH 5,5 und pH 7 eine relativ gute Aktivitat auf, das Optimum liegdgch bei pH 65.17°
Cs-9/13HPL hat die héchste Aktivitat bei pHBundCm9/13HPL bei pH 75.164.165

Die sukzessive Reaktion va8tLOX1 mit Cm9/13HPL lieferte durchweg leicht bessere
Ergebnisse als die mi€s9/13HPL. Das pH-Optimum der gekoppelt&kLOX1 und
Cm9/13HPL Reaktion wurde zu pH 7 bestimmt, das von der kormedigoenderCs
9/13HPL Reaktion zu pH,B. Beide Reaktionen waren deshalb tiber einen relativ breiten
pH-Bereich durchfihrbar (A.5, S. 149).

Durch Vergleiche der MS-Fragmentierungsmuster der Thylsilylesterderivate bzw.
der Masse-zu-Ladung-Verhéltnissgz zwischen 9-H(P)ODE (225 : 440) und 13-
H(P)ODE (173 : 440) konnte gezeigt werden, dass die Regktsetat der Hydroper-
oxydierung im Gegensatz 2B8m-LOX1 nicht Uber einen pH-abhangigen Mechanismus
funktioniert (A.7, S. 150%%

Sowohl bei der Reaktion voAs9LOX (R-selektiv) als auch bei der Reaktion von
StLOX1 (Sselektiv) konnte die Bildung von 9-HPODE mittels GC-MS naslvig-
sen werden. Da in Kombination d&-selektiven Lipoxygenase mit einer der beiden
Hydroperoxid-Lyasen weder in dem sukzessiven noch in demltanen Reaktionsauf-
bau die Bildung von 9-Oxononanséure beobachtet werden &pishdavon auszugehen,
dass 9/13-Hydroperoxid-Lyasen Uber eine ausgep@gieantioselektivitat verfugen.

3.1.8 Abhangigkeit von der Substratkonzentration

Das bisher beste Reaktionsverhalten wurde bei der sukeesSrwendung der Li-
poxygenaseStLOX1 in Kombination mit der Hydroperoxid-Lyas€m-9/13HPL bei

pH 7 erzielt. Bei der Durchfihrung weiterer Versuche wurdehet ausschlief3lich die-
se Reaktionsparameter verwendet. Um den Titer der Reaktiarigihen, wurde die
Abhangigkeit der Substratkonzentration untersucht. Baskanter Enzymkonzentration
bendtigt der Umsatz héherer Substratkonzentrationeretaalg bei niedrigen Konzen-
trationen. Im Folgenden wurden deshalb nicht nur die Reagtieit der Lipoxygenase,
sondern auch die Reaktionszeit der Hydroperoxid-Lyaseheriach einer variablen
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StLOX1 Reaktionszeit wurde das zweite Enzy®@m-9/13HPL hinzugegeben und die
Gesamtreaktionszeit um weitere 25 % der anfanglichen Readeit verlangert. Die
Reaktionszeit der x-Achse in Abbildung 3.6 bezieht sich nuirdke urspringliche Lipo-
xygenase Reaktionszeit, um nicht naturliche Zahknzu vermeiden.

Abbildung 3.6 zeigt die Abhangigkeit der sukzessi#&n OX1 und Cm9/13HPL Re-
aktion von der SubstratkonzentrationZ6 mM — 1 mv). Ergebnisse zu Experimenten
mit weiteren Konzentrationen (2vm— 5 mwm) finden sich zudem im Appendix (A.8, S.
151). Die anfangliche Lipoxygenase Reaktion verlief betralkonzentrationen relativ
schnell. Bei Substratkonzentrationen vor2® mm und Q5 mm konnte bereits nach
2 h annéhernd quantitativer Umsatz beobachtet werden.riépmechende Ausbeute an
9-Oxononansaure war hierbei nach 2 h mit®% 6,7 % bei einer Substratkonzentration
von 025 mv am hochsten. Die hochste 9-Oxononansaureausbeute kdfertdings
bereits nach 15 min bei einer Substratkonzentration v@b v beobachtet werden.
Einerseits lieferten hohere Substratkonzentrationemgere Umsatze und Ausbeuten,
andererseits waren bei hoheren Konzentrationen sowoltbelektivitaten als auch die
Titer der jeweiligen Reaktion hoher. Bei hoheren Konzerdran konnten nach 2 h
Titer von Q09 gL~ (2 mm) und Q11 gL~ (2 mm) bestimmt werden. Dabei wurden
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Abbildung 3.6: Abhangigkeit der sukzessive3tLOX1 (500 ugmL~1) und Cm-9/13HPL (500ugmL—1)
Reaktion in Abhéngigkeit von der Substratkonzentratiog2%dnv — 1 mv) in 50 mm Kaliumphosphatpuf-

fer pH 6. Der Linolsaureumsatz wird durch durchgezogenéhinnd der 9-Oxononanséureausbeute durch
vertikale Balken dargestellt. Abbildung abgeandert natte @ al. (2013) 206
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Selektivitdten von 72 % (1 m) und 53 % (2 nm) erreicht. In allen Fallen flhrte eine
Verlangerung der Reaktionszeit von 4h auf 10 h nicht zu eiiggrifs&kanten Steigerung
der Gesamtausbeute und der Selektivitat (A.8, S. 151).

Hohe Substratkonzentrationen ab birfithrten in den einphasigen Reaktionsansatzen zu
der Bildung einer Emulsion. Es konnte eine deutliche TrubdegAnséatze beobachtet
werden, welche mit einem Aktivitatsverlust einherging woeit unter anderem auf die
Denaturierung der Enzyme zurtickzufiihren ist. Bei allen kotrationen konnte zudem
beobachtet werden, dass nach kurzer Zeit (15 — 120 min) cfe 8abstratkonzentration,
relativ hohe 9-Oxononanséaureausbeuten erhalten wunsenelteren Verlauf der Reak-
tion kam es zu einem Abfall der Ausbeute (bis 4 h), gefolgt gorem sehr langsamen
Anstieg Uber die nachsten 6 h (A.8, S. 151). Dieser Effeknketei allen Substratkon-
zentrationen beobachtet werden, nahm jedoch mit steigé&hdistratkonzentrationen ab.
Die beste Reaktionsperformance wurde mit & rSubstratkonzentration nach 2 h mit
einer Selektivitit von 72 %, 54 % Ausbeute und einem Titer&mgL ! beobachtet.
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3.2 Invivo Herstellung von Azelainsaure

Nach erfolgreicher Durchfiihrung der Machbarkeitsstudredfein vitro Herstellung von
Azelainsaure und ldentifikation aller benétigten Enzynod, die Kaskade nun in eim
vivo Ganzzellsystem tUibertragen werden. Die folgenden expatetien Daten dein vivo
Herstellung von Azelainsaure wurden von Jens KittelbeirgdRahmen seiner Diplomar-
beit produziert. Um die Multienzymkaskade in ein Einkom@oten-Ganzzellsystem zu
Ubertragen, gibt es zwei Moglichkeiten: 1. die Kompartitremng der Reaktion in ver-
schiedene Zellkompartimente und 2. die simultane Durafifidy der Kaskade. Da die
simultane Durchfiihrung bisher deutlich schlechtere Rawulieferte als die sukzessive,
wurde sie im Folgenden eingehend untersucht. Um in dies@nddieArbeit ein einheit-
liches Expressionssystem zu verwenden, wurde aufgrundateszu identischen Reakti-
onsverhaltens vo@s-9/13HPL undCm9/13HPL fortan mit der Hydroperoxid-Lyase aus
Cucumis sativus G8/13HPL gearbeitet.

3.2.1 Untersuchung der simultanerst-LOX1 und HPL Reaktion

Wahrend der photometrischen Untersuchung 8iltOX1 Reaktion mit einer kleine-
ren Enzymkonzentration von 26ugmL~—1 konnte eine signifikante Latenzzeit beob-
achtet werden, wie sie auch schon fur andere Lipoxygenasarhket wurde (Abbildung
3.7A).53 Andere Arbeiten berichten, dass die Latenzzeit durch di@lrng der Lipo-
xygenase Konzentration oder die Zugabe des Hydroperogygte HPODE vermindert
werden kanr?® Man geht davon aus, dass Spuren von HPODE firr die Lipoxygehias
tivierung erforderlich sind32%820%Das beschriebene Verhalten konnte durch die Zugabe
von 50 pv HPODE verifiziert werden, welches die Latenzzeit von 4 mihzamin hal-
bierte und gleichzeitig die Initialgeschwindigk¥it,j von 4,63 % auf 5984 % vonV max
(4,4 nmolmin 1) steigerte (Abbildung 3.7A). Die Wichtigkeit von HPODE lufir Lipo-
xygenase Reaktion konnte somit bestatigt werden.

Nachdem HPODE aber auch gleichzeitig Substrat der Hydoogmbtyase ist und nur in
ausreichender Menge zu einer messbaren Verminderungdpenvurde die These auf-
gestellt, dass bei einer zu hohen Hydroperoxid-LyasenvA&tiHPODE zu schnell aus
dem Reaktionsgemisch entfernt wird und eine Aktivierungldpoxygenase damit ver-
langsamt bzw. verhindert wird. Um diese These zu Uberprikemde die gekoppelte
Lipoxygenase und Hydroperoxid-Lyase Reaktion mit versigmen Aktivitatsverhaltnis-
sen zwische®stLOX1 undCs-9/13HPL durchgeflihrt. Abbildung 3.7B zeigt die simulta-
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Tabelle 3.2:Einfluss der Hydroperoxid-Lyase auf die Lipoxygenase Aldiv Die Messwerte reprasentie-
ren Mittelwerte dreier unabhangiger Messungen. Tabelieahdert nach Otiet al. (2013)21°

LOX/HPL A ox AnpL erwartete gemessene
Verhaltnis [Umg™] [Umg] Aox [Umg™]  Aox [Umg™
0,000 0,164 0,164
1/0 0,164
(0 %) (100 %) (100 %)
20/1 0,164 0,008 0,156 0,102
(5 %) (95 %) (62 %)
0,082 0,082 0,018
2/1 0,164
(50 %) (50 %) (11 %)

ne Lipoxygenase und Hydroperoxid-Lyase Reaktion bei véedeimen HPL-Aktivitaten.
Bei einer Mischung von 20 : 1 LOX:HPL in Bezug auf die jeweilig&ktivitdten kann
bereits ein 38 %iger Riickgang der gemessenen Lipoxygenasatétidoeobachtet wer-
den. Bei einem 2 : 1 Verhaltnis wurde die gemessene LipoxysgeA&tivitat bereits um
89 % vermindert.

Die gemessenen und die erwarteten Aktivitaten der Lipomgige sind in Tabelle 4.1 ge-
genubergestellt. Da die Hydroperoxid-Lyase fur die Spajtdes konjugierten Diensys-
tems verantwortlich ist, sollte die gemessene Lipoxygemedivitat bei einer 2 : 1 Mi-
schung von LOX zu HPL folglich nur um 50 % sinken. Bei beiden dhigerhaltnissen
weicht die gemessene Lipoxygenase Aktivitat deutlich venetwarteten ab. Allerdings
lasst sich beobachten, dass die simultane Lipoxygenasélyaicbperoxid-Lyase Reak-
tion realisiert werden kann, wenn die Aktivitat der Hydroped-Lyase im Vergleich zu
der Lipoxygenase deutlich vermindert wird.
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Abbildung 3.7: Spektrophotometrische Untersuchung der simulte®tdrOX1 und Cs-9/13HPL Reakti-
on in 50 mv Kaliumphosphatpuffer pH 6A: Beobachtung einer Latenzphase bei 88t OX1 Reaktion
(26,6 ugmL~1), die durch die Zugabe von 50pHPODE minimiert werden konnteB: SimultaneSt
LOX1 undCs-9/13HPL Reaktion. Bei einem Aktivitatsverhaltnis von L@X HPL 20 : 1 kommt es bereits
zu einer X verringerten Zunahme der Extinktion, bei einem Verhatois 2 : 1 sogar zu einer *0verrin-
gerten ZunahmeC: Vergleich derCs9/13HPL Aktivitat nach Einfachexpression und nach Dupiegsion
mit StLOX1 in SG13009.
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3.2.2 Anpassung der Expressionslevel vabs-9/13HPL

Nachdem gezeigt wurde, dass die simultane Lipoxygenasélydibperoxid-Lyase Re-
aktion durch eine Verringerung der HPL-Aktivitat durchigieft werden kann, soll dies
in ein Ganzzellsystem Ubertragen werden, indem das A&tsuerhaltnis auf geneti-
scher Ebene kontrolliert wird. Das bisher verwendete p@&idrte Expressionssystem
fur StLOX1 war eines der ersten kommerziell erhaltlichen Expi@sssysteme (Qia-
gen, Hilden, DE). DerE. coli Stamm SG13009 tragt neben dem eigentlichen pQE-
Expressionsvektor ein zusatzliches Plasmid pREP4, weliihiedie konstitutive trans-
Expression detacl Repressorgens verantwortlich ist. Die Anwesenheit von idaeht
als zusatzliche Absicherung des Systems, um die unerwignBsipression vor Indukti-
on zu verhinderrf!! Ein Vergleich der Sequenzen des jeweiligen Replikatioqsurgys
(ORI, engl.: Origin of Replication) zeigt, dass pQE-30 mit denoiE1 ORI in einer hohen
Kopierzahl und pREP mit dem p15A ORI in einer niedrigen Kométzorliegt. pQE-30
ist demnach pro Zelle um einen Faktor verl0? haufiger vertreten.

Im Vergleich mit demStLOX1 Expressionslevel sollte die Integration der gesantir-
pressionskassette vars-9/13HPL (Promotor — RBS Bindestelle -€s9/13HPL Gen
— Terminator) in das Plasmid pREP4 zu einer deutlichen Vedering de€s-9/13HPL
Expressionslevels fuhren und somit die simultame/ivo Reaktion ermoéglichen. Eine
Ubersicht der hierfiir verfolgten Klonierungsstrategieitis Anhang unter A.6 (S. 152)
einzusehen. Interessanterweise war die spezifi€sH®13HPL Aktivitat bei der Einfa-
chexpression von pREP4 mit28 Umg 1 3,2x héher als bei der Expression von pQE-30
(1,28 Umg™1). Bei der Dualexpression voBtLOX1 (pQE) undCs-9/13HPL (pREP4)
war die spezifische HPL-Aktivitat mit,05 Umg ! jedoch 25¢ geringer als bei deCs-
9/13HPL (pQE) Einfachexpression (Abbildung 3.7C).

3.2.3 Untersuchung der Ganzzellreaktion

Die Verminderung der Hydroperoxid-Lyase Aktivitat ermigpte in in vitro Experi-
menten die simultane Lipoxygenase und Hydroperoxid-LyRsaktion. Nach der ent-
sprechenden Anpassung der Expressionslevel in einem Elatalysator E. coli
SG13009(-) + pRERE9/13HPL + pQESL.OX1) wurde die Umsetzung von Linolséu-
re untersucht. Abbildung 3.8 zeigt die Ergebnisse der Urnset von 250uM Linol-
saure mit 50 mgmt?! Zellen in 50 mv Kaliumphosphatpuffer pH 6 sowie die der ent-
sprechenden Negativkontrollen. Nach 1 h Reaktionszeittieainotz eines Substratumsat-
zes von 376+ 3,3 % kaum Produktbildung detektiert werden. Nach 2 h stiegUiar
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Abbildung 3.8: Untersuchung der Reaktionszeit der Ganzzellbiotransition (50 mgmL? Zellfeucht-
masse) von Linolsdaure in Azelainséaure (50 aliumphosphatpuffer pH 6). Rechts: Zeitabhangigkeit der
Linolsdureumsetzung bei Dualexpression $#h.OX1 undCs-9/13HPL. Links: Negativkontrollen, bei de-
nen entweder nur Lipoxygenase oder keines der beiden Geniengart wurde. Der Linolsaureumsatz wird
in Blau und die Azelainsaureausbeute in Pink dargestefibildung abgeéndert nach Ogeal. (2013) 206

satz nur um weitere 5+ 2,3 %, die Produktausbeute stieg jedoch auflib 0,4 %.
Bei den hier gezeigten Ganzzellumsetzungen von Linolséomatk das Intermediat 9-
Oxononanséaure nicht detektiert werden. Das einzig mesdbardukt wurde direkt in
Form von Azelainséure gebildet. Nach 16 h Reaktionszeit au@B5+ 8,2 % Linol-
saure bei einer Azelainsaureausbeute var®363,0 % umgesetzt.

Die Negativkontrollen nach 16 h zeigen, dass auch ohne dige&anheit von Lipoxyge-
nase und Hydroperoxid-Lyase @3+ 0,5 % Substratumsatz beobachtet werden kann. In
dem Ansatz mit Zellen, die nur Lipoxygenase exprimiererrder 962+ 2,4 % Substrat
umgesetzt. In beiden Negativkontrollen konnte weder diduBig von Azelainsdure noch
von 9-Oxononanséure festgestellt werden.

Die Ganzzellreaktion wurde dartber hinaus mit verschied@extrazellularen pH-Werten
durchgefuhrt (A.7, S.153). Bei einem pH 6 konnte sowohl dehiste Linolsaureumsatz
als auch die hochste Linolsdureausbeute beobachtet werden

Aufgrund der schlechten Ldslichkeit der Fettsduren im wges Reaktionsmedium und
der einfacheren Substrat- und Produktaufarbeitung wuadéer hinaus tberprift, ob ei-
ne zweite, organische Phase einen positiven Einfluss atfeh&tion hat. Als organische
Phase wurde Cyclohexan als nicht toxisches Standardlosuttelsverwendet. Die L6-
sungsmittelabhangigkeit wurde bei zwei verschiedenerzgotmationen miteinander ver-
glichen. In Abbildung 3.9 sind die Produktausbeute und ddas8atumsatz bei,@5 mv
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Abbildung 3.9: Vergleich des Ganzzellumsatzes von Linolsaure zu Azdairesbei einphasigen (links)
und zweiphasigen (rechts) Reaktionsbedingungen. Es wundei verschiedenen Substratkonzentrationen
untersucht (25 mm und 1 mm). Der Linolsaureumsatz wird in Blau und die Azelainsausteuite in Pink
dargestellt. Als zweite Phase wurde Cyclohexan (20 % Ermkatnation) verwendet. Abbildung abgeén-
dert nach Ottest al. (2013) 206

und 1 mM sowohl unter einphasigen als auch unter zweiphasigen Bedgan gegen-
Ubergestellt. Bei beiden Konzentrationen wurde in dem zZasmen Versuchsaufbau ei-
ne deutlich hohere Produktausbeute festgestellt. Bei &oaezentration von (25 nm
war dieser Effekt mit einer Azelainsaureausbeute var3 260, 2 % im zweiphasigen ge-
geniber 74+ 0,5 % im einphasigen am starksten ausgepragt. Obschon im zasgen
System mit 560+ 3,2 % gegeniber 4D+ 0,4 % ein leicht gesteigerter Substratumsatz
beobachtet werden konnte, zeigte sich vor allem bei derURtadsbeute der,@5 nm
Reaktion ein deutlicher Unterschied. Im Zweiphasigen kemmr mit 260+ 0,2 % eine
3,5-fache Erhdhung der Produktausbeute gegeniilder 0,4 % beobachtet werden.

3.2.4 Konzentrationsabhangigkeit der Ganzzellreaktion

Es wurde gezeigt, dass die sukzessmgtro Lipoxygenase und Hydroperoxid-Lyase auf
geringe Substratkonzentrationen limitiert sind (Abstth®il.8, S. 87 sowie Abbildung
A.8, S.151). Nach Ermittlung einiger Reaktionsparameterpti-Optimum und Einfluss
einer zweiten Phase der entsprechenidlevivo Reaktion sollte hier in analoger Weise
der Einfluss der Substratkonzentration untersucht werigigrund der héher erwarteten
Ausbeuten im Gegensatz zu den einphasigen Reaktionen wdrédReaktionen unter
Verwendung einer zweiten Phase durchgefihrt. Die Ergebrasd in Abbildung 3.10
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dargestellt.

Nach 2 h wurde ein relativ ztgiger Verlauf der Reaktion bebbetc Mit einer Substrat-
konzentration von 25QM wurden nach 2 h bereits 32+ 2,1 % Linolsaure umgesetzt
und 622+ 2,8 um Azelainsdure gebildet (29+ 2,1 % Ausbeute). Eine Verlangerung
der Reaktionszeit konnte trotz zunehmendem Linolsaurezniéa Ausbeute nicht wei-
ter erhdhen. Die Verwendung héherer Linolsdurekonzeatran von 1 nw und 5 nwm
fuhrte Gber die gesamte Reaktionszeit von 32 h zu einer sfetemhme an Azelainsaure.
Interessanterweise konnte zudem in beiden Ansatzemi(ima 5 nm) ein sehr ahnlicher
Produkttiter detektiert werden. Nach 2 h wurden im it insatz 917+ 3,4 uM und im

5 mm Ansatz 850+ 3,6 um gebildet. Eine Verlangerung der Reaktionszeit auf 32 h ergab
200,6 8,0 uM im 1 mMm Ansatz und 2107 £5,4 um im 5 mm Ansatz. Bei der 1 m
Reaktion wurden nach 32 h 48+ 2,2 % Substrat umgesetzt und bei der b rReakti-
on 31,7+0,0 %. Die hieraus resultierende héhere Selektivitdt demlgegenuber der
5 mM Reaktion fuhrt bei dem vivo Experimenten ebenso wie baivitro Experimenten
zu einer besseren Reaktionsperformance fur niedrigerar@tkmnzentrationen.

In allen Fallen représentierte der Wert um200 uM einen oberen Schwellenwert bei
der Bildung von Azelainsaure. Uber diesem Schwellenwertewmusatzlich gebildetes
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Abbildung 3.10: Untersuchung der Ganzzellbiotransformation von Linalsdn Azelainséure in Abhan-
gigkeit von der Substratkonzentration 26 — 1 nm) in 50 mv Kaliumphosphatpuffer pH 6. Die Linolsau-
reumsatze sind als durchgezogene Linien und die Konzentrd¢r gebildeten Produkte als Balken darge-
stellt. Azelainsaure wird hierbei von blanken und 9-Oxaares@iure von schraffierten Balken repréasentiert.
*) Der Messpunkt wurde extrapoliert. Abbildung abgeéndexth Otteet al. (2013) 296
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Produkt in Form von 9-Oxononansaure gebildet. Nach 32 h &ubei der 5 nu Reakti-

on zusatzlich zu Azelainséaure 74+ 1,8 uM 9-Oxononansaure detektiert. Dieser Effekt
lasst sich bei allen Konzentrationen5 mm beobachten und nimmt mit steigender Sub-
stratkonzentration zu (Abbildung A.12AB, S.154).

Die beste Reaktionsperformance im Hinblick auf Selektivithd Produktivitat hatte
die Reaktion mit 1 mn Substratkonzentration nach 8 h mit einem Substratumsatz vo
33,8+ 1,1 % und einer Produktausbeute von 850,72 %. Mit einer Selektivitat von
47 % konnten somit innerhalb von 8 h 29 mglLAzelainséure gebildet werden.
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3.3 Invitro Herstellung von Sebacinsaure

Nach retrosynthetischer Analyse der verschiedenen labketchen Herstellungsmog-
lichkeiten soll Sebacinsdure auf dem in Abbildung 3.11 dsigjlten Reaktionsweg
hergestellt werden. Eine komplette Ubersicht der versigien mdglichen Synthese-
wege wird ausfuhrlich diskutiert (4.3.1, S. 119). In einemsten Schritt soll Ricinol-

saure mit einer Alkohol-Dehydrogenase zu 12-Oxodllséureliert werden. Durch

Hydratasen katalysierte Wasseranlagerung an 12-Oxaélsaall 10-Hydroxy-12-

oxostearinsaure mit dem gesuchten 1,3-Ketolmotiv enhalterden. Die eigentliche
C-C-Bindungsspaltung soll mittels einer Retro-Aldolreak&ofolgen. Die hierbei entste-
hende 10-Oxodecanséure soll in einem letzten Schritt mérehldehyd-Dehydrogenase
zu Sebacinsaure oxidiert werden.

Alle fur die Charakterisierung und Quantifizierung bend@igtintermediate wurden
vor Beginn der molekularbiologischen und biokatalytiscleheiten synthetisiert (2.5,
S. 69). Ziel der ersten Untersuchungen war der erfolgreshschluss einer Mach-
barkeitsstudie und somit der Etablierung eines rein adlfen Stoffwechselweges,
basierend auf rein chemischen Uberlegungen. Alle Teitiea&n wurden unter den
gleichen Reaktionsbedingungen durchgefuhrt?@0250um Substrat, 180 Upm, 50 kn

OH o o]
n . OH Aldolase
Ricinolsaure 2-Octanon
O +
Alkohol- | OH
Dehydrogenase
o] o] 10-Oxodecansaure O
\/\/\)I\/M/\/\)LOH
12-Oxodlsaure Aldehyd-
Dehydrogenase
Oleat-
Hydratase
O OH o
OH OH
\/\/\)J\/K/\/\/\/\H/ ] HO)W(
10-Hydroxy-12-oxostearinsaure O Sebacinséaure o

Abbildung 3.11: Multienzymkaskade fir die biotechnologische Herstellwog Sebacinsaure. Ausge-
hend von der natirlich vorkommenden Fettsaure Ricinoés&al Sebacinsaure in vier Schritten herge-
stellt werden. Die Schritte beinhalten eine Oxidation niriiee Alkohol-Dehydrogenase, eine Hydratisie-
rung mit einer Oleat-Hydratase, einer C-C-Bindungsspaltwelche durch einde noveRetro-Aldolase
katalysiert wird, sowie einer finalen Oxidation des C-C4g§padukts zu Sebacinsaure mit einer Aldehyd-
Dehydrogenase.
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Kaliumphosphatpuffer) und werden im Folgenden separaaadit. Die Parameter re-
prasentieren die optimalen Bedingungen der Retro-Aldoladesutsprechen gleichzeitig
den physiologischen Bedingungen vancoli fur die leichtere Etablierung eines Ganz-
zellkatalysators.

3.3.1 Herstellung und Charakterisierung von Intermediaten

Fur die Quantifizierung und Charakterisierung der durchygéin Biotransformatio-
nen, wurden relevante Intermediate selbst synthetidierOxononansaure wurde mittels
Ozonolyse von 10-Undecensaure hergestellt (2.5.1, S1@9pxodlsaure wurde mittels
Swern-Oxidation des Ricinolsduremethylester und andshfider Hydrolyse hergestellt
(2.5.2, S. 71). Die Synthese von 10-Hydroxy-12-oxostesdme erfolgte tber eine 1,3-
dipolare Cycloaddition zu einedy>-Isoxazolinmethylester und anschlieRender Hydrie-
rung zu einer Ketolesterspezies, welche in einem letztémitBanalog zu der Synthese
von 12-Oxod0lsdure hydrolysiert wurde (2.5.3, S. 74).

3.3.2 Oxidation von Ricinolsaure

Obgleich zahlreiche Alkohol-Dehydrogenasen kommereiialtlich sind und ein relativ
breites Substratspektrum akzeptieren, sind diese mdigtriangére Alkohole und subter-
minale Hydroxylgruppen wie etwa — 1 bisw — 3 limitiert. Wenige Gegenbeispiele die-
ser ,schwierigen” Oxidation in rein aliphatischer Umgebuassen leider die gewiinschte
C-12 Regioselektivitat vermissei210°

Mittlerweile z&hlen spezielle Biotechnologieunternehnmetren dem selbst unternom-
menen Enzymscreening und -engineering zu den modernene@uét neue Enzyme.
Aus diesem Grund wurde fur die Identifikation einer geeignetlkohol-Dehydrogenase
mit c-LEcta (Leipzig, DE) zusammengearbeitet. Diese iseuanderem auf Alkohol-
Dehydrogenasen spezialisiert. c-LEcta screente tUber KOhal-Dehydrogenasen auf
NAD*-Verbrauch mit dem Zielsubstrat Ricinolsaure. Die Sammlbesgtand aus litera-
turbekannten Enzymen, Enzymen der Biodiversitat und gestetptimierten Mutanten.
Vier der besten Varianten wurden anschlielRend mittels GCaklf den direkten Umsatz
von Ricinolsaure untersucht. Eine Ubersicht des von c-LBetaisteten Screenings fin-
det sich im Anhang (A.13, S. 155).

Unter Geheimhaltung der Priméarstruktur wurde die besteawte ADH-102 von c-LEcta
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Abbildung 3.12: ADH-102 Reaktionen. Links: Zeitlicher Verlauf der ADH-1&&aktion mit Ricinolsaure
Uber 120 min. Rechts: Kontrollreaktion mit pET-28a(+) Lesktor nach 4 h. Die Reaktionen wurden je-
weils in 50 mv Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 mit 250m Ricinolsdure, 25 mgmL~! ADH-102, 2 mv
Magnesiumchlorid, 225 mm NAD* bei 30°C und 180 Upm sowie, B mgmL-1 NADH-Oxidase fiir die
Cofaktorregenierung durchgefuhrt. Fur die Berechnungkaezentration von 12-Oxo6lsdure wurde ein
Korrekturfaktor verwendet (2.4.2, S. 56).

fur die Machbarkeitsstudie der Herstellung von Sebacimes&ur Verfligung gestellt.
Durch den Vergleich mit dem selbst hergestellten authemtis Standard konnte nicht
nur der Umsatz von Ricinolséaure festgestellt, sondern @attinaus die Bildung von 12-
Oxodlsaure mittels GC-MS nachgewiesen werden.

Abbildung 3.12 zeigt den zeitlichen Verlauf der ADH-102 Reak. Mit der eingesetzten
Enzymkonzentration von,8 mgmL~! ADH-102 und 25 mgmL~! NADH-Oxidase fur
die Cofaktorregenierung konnte bereits nach 120 min ein Blisflureumsatz (250Mm)
von 96 9+ 2,1 % bei einer 12-Oxo6lsdureausbeute vorgab3, 9 % festgestellt werden.
Die ADH-102 wurde in Form von lyophilisiertem Lysat eingede Die korrespondie-
rende Negativkontrolle, Abbildung 3.12 rechts, zeigt selsach 4 h keine signifikan-
te Aktivitdt gegentiber dem Zielsubstrat. Weiterhin konintder Negativkontrolle keine
Produktbildung von 12-Oxodlsaure beobachtet werden. AIDA-besitzt demnach eine
hohe Aktivitat fir das Zielsubstrat Ricinolsaure. Weiterhviurde die Aktivitat gegeniber
dem darauffolgenden Reaktionsintermediat 10-Hydroxy#@stearinsaure untersucht —
ebenso wie bei der Negativkontrolle konnte keine signifiakktivitat festgestellt wer-
den (Anhang A.14, S. 155).
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3.3.3 Hydratisierung von 12-Oxo0élsaure

Fur den nachsten Reaktionsschritt der Hydratisierung vooA@Isdure wurde, ba-
sierend auf einer Literaturrecherche, eine regioselekiieat-Hydratase alsizabeth-
kingia meningoseptica B ®AH1 gewahlt. EmOAH1 katalysiert die Hydratisierung
von Olsaure und anderen Fettsduren, welche eine Unséaitigui€9-Position inZ-
Konfiguration aufweisen. Das Oleat-Hydratasegen wurd€ation-optimierte Variante
vor der Verwendung in einen Expressionsvektor klonierttfMden 2.4.12, S. 64). Die
N- und die C-terminal markierten Varianten v&amOAH1 wurden zudem von Elena
Maurer wahrend ihrer Studienarbeit hergestellt (Matexiall, S. 48¢13

Abbildung 3.13 zeigt den zeitlichen Verlauf dEmOAH1 Reaktion unter den standar-
disierten Reaktionsbedingungen. Nach 15 h wurden mit eineyfakonzentration von
1 mgmL~! bereits 470+ 1,1 % 12-Oxodlsdure mit einer Ausbeute von 33 4,9%
10-Hydroxy-12-oxostearinsaure umgesetzt. Nach 15 h eegte deutliche Tribung
des Reaktionsansatzes die Denaturierung des Zelllysatsx@rfoatan konnte weder
Substrat noch Produkt extrahiert werden. In Abbildung 3st3die Negativkontrolle
der eigentlichen Enzymreaktion gegenubergestellt. Nabhkénnte kein signifikanter
Substratumsatz und keine Produktbildung beobachtet werde
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Abbildung 3.13: EmOAH1 Reaktionen. Links: Zeitlicher Verlauf deEmrOAH1 Reaktion mit 12-
Oxodlsaure tber 15 h. Rechts: Kontrollreaktion mit pET{28& eervektor nach 6 h. Die Reaktionen wur-
den jeweils in 50 m1 Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 mit 250m 12-Oxodlséure, 1 mgmtt EmOAH1 bei
30°C und 180 Upm durchgefiihrt. Fir die Berechnung der Konztatraon 12-Oxodélsdure wurde ein
Korrekturfaktor verwendet (2.4.2, S. 56).
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Um zu Uberprifen, ob die Wasseraddition von der gleichete 8g€ bei dem nattrlichen
Substrat Olsaure stattfindet, wurde eine Mosher-Estety8aalurchgefihrt (Methoden
2.4.6, S. 58). Das hierfur benétigte Produkt wurde im Rahnegribiplomarbeit von Ele-
na Maurer in einer gréf3eren Biotransformation hergestelit aufgereinigt (Methoden
2.4.6, S. 58)L%° Tabelle 3.3 zeigt eine Ubersicht der it-NMR ermittelten chemi-
schen Verschiebungen der korrespondiereri@dennd S-Mosher-Ester und den daraus
resultierenden Differenzwerten, welcher fir die Bestimmdar absoluten Konfiguration
verwendet werden kann.

Abbildung 3.14 zeigt die Auswertung der Mosher-Ester-Aral Die Abschirmung der
Phenylgruppe fihrt zu einer Hochfeldverschiebung dessatbgenten Rests. Ein positi-
ver ASSRWert gibt somit an, welcher Rest beim Ubergang 8dsster auf derR-Ester
abgeschirmt wird. Ein negativéxdSRWert zeigt im Umkehrschluss eine Entschirmung
an. Protonen imtH-NMR der C-Atome> 10 des Zielmolekiils zeigen einen positiven
ASSRWert, Protonen der C-Atomeg 10 einen negativen Wert (Tabelle 3.3). Der von der
Phenylgruppe abgeschirmte Rest im korrespondiereRdgtoscher-Ester ist demnach
der Ri-Rest. Unter Bertcksichtigung der Cahn-Ingold-Prelog-Reff@lR-Regeln) liegt
10-Hydroxy-12-oxostearinsaure in dekKonfiguration vor.
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Tabelle 3.3:Mosher-Ester-Analyse von 10-Hydroxy-12-oxostearingaie Tabelle zeigt eine Ubersicht
Uber die gemessenen chemischen Verschiebunge® ded R-Mosher-Ester Derivate. Der Differenzwert
der chemischen Verschiebungen gibt Aufschluss lber digatiesKonfiguration.

5S-Ester & R-Ester ASSR(= 55— 5R)

(ppm) (ppm)
ppm  Hz (500 Mhz)
C14-CHy 1,45 1,38 0,07 34
C11-CHH 2,53 2,47 0,06 29
C11-CHH 2,76 2,70 0,05 27
C13-CHz 2,36 2,36 0,00 0
C15-CH3 0,79 0,79 0,00 0
Cy-CH; 1,57 1,58 -0,01 -7
C10-CHR 5,45 5,46 -0,02 -8

Hochfeldverschiebung von Ry
durch Abschirmung durch die

OCF3 Phenylgruppe (3R < &) oCF;

ASSR=55-5R
OMeo ph @

CsHiy oMe  A8SR=positiv, Ry

6 AZSR= negativ, R,

O OH O

CsH
5 11\)J\/L<\%J\OH
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Abbildung 3.14: Auswertung der Mosher-Ester-Analyse. Durch Vergleich alemischen Verschiebung
desS- und R-Mosher-Esters kann auf die absolute Konfiguration gessklo werden. Die Anderung der
chemischen Verschiebungen basiert auf einer elektromisétibschirmung spezifischer Reste durch eine
Phenylgruppe im Reagenz. Durch die ermittelten chemistieeschiebungen an bekannten Resten kann
im Fall der 10-Hydroxy-12-oxostearinsédure die KonfiguratzuS bestimmt werden.
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3.3.4 Retro-Aldol C-C-Bindungsspaltung

Nachdem in einer zweistufigen Enzymkaskade ein 1,3-Ketimacstellt werden konnte,
soll die eigentliche C-C-Bindungsspaltung mit einer RetroeMelaktion durchgefihrt
werden. Da sich natirliche Substrate literaturbekanntelolasen deutlich von dem
Zielsubstrat 10-Hydroxy-12-oxostearinsdure unterstdmei soll in diesem Schritt auf
eine artifiziellede novoAldolase zuriickgegriffen werde¥t? In Arbeiten von Jianget
al. konnte bereits gezeigt werden, dass Retro-Aldolasen musitico gestaltet werden
kénnen*® Das hierbei verwendete Substrat unterschied sich ebersttk von den
naturlichen Substraten verschiedener Aldolasen. Im LdefeArbeit von Jianget al.
wurden bereits verschiedene Aldolase-Varianten herffesteslche mittlerweile Gber
dasStartupUnternehmen Arzeda (Seattle, US) verfigbar gemacht wurllezeda als
Kooperationspartner fihrte eine computerbasierte Vevabkauf das Zielsubstrat 10-
Hydroxy-12-oxostearinsaure durch und identifizierte se@ensequenzen moglicher
Retro-Aldolasekandidaten.

Die Gene wurden exprimiert und die Genprodukte auf Aktivgigiestet (Anhang A.3, S.
61). Tabelle 3.4 zeigt das Ergebnis des Aktivitatstest @eschiedenede novoRetro-
Aldolasen. IST 1001 und 1002 konnten nur sehr schwach exgtinverden und zeigen
keinerlei Aktivitat gegenuber dem Zielsubstrat. RA 60.2 sti@iur einen sehr geringen
Substratumsatz auf. Bei RA 95.4 und RA 95.5 konnte in erstenébdgionen ein ver-
gleichbarer Substratumsatz beobachtet werden. Der beb&r&tumsatz zeigte sich bei
RA 110.4. Allerdings kann die Bildung von 10-Oxodecansaucde(sonstigen detek-
tierbaren Produkten) nur bei der Verwendung von RA 95.5 und R4l festgestellt

Tabelle 3.4:Ubersicht iiber das durchgefiihrte Screening der versaméedie novoRetro-Aldolasen. Ne-
ben Expression, Substratumsatz und Produktbildung sisétziich das Motiv des urspriinglichen Protein-
rickgrats sowie das Molekulargewicht gelistet.

Expression Umsatz Bildung Proteinstruktur-Molekular-

(3/3) Substrat Produkt Motiv (PDB)  gewicht
IST 1001 + - - 1LBLY 30 kDa
IST 1002 + - - 1LBLY 30 kDa
RA 60.2 + >25% - 1MAWP) 23 kDa
RA 95.4 ++ > 50 % - 1LBLY 30 kDa
RA 95.5 ++ > 50 % + 1LBLY 30kDa
RA 110.4 +++ >75% + 10H® 15 kDa

1) TIM-(B/«)s-fassartige Struktur (Triosephosphat-Isomerase)
2) Jelly Roll Struktur
3) NTF2-ahnliche Struktur (Kerntransport-Faktor 2)
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werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fortan nur mit R&4 Wveitergearbeitet.

Die Expressionsdauer in ersten Experimenten betrug 4 h (le8ivn). Sowohl bei der
Verwendung von Zelllysat als auch bei der Verwendung vorgenginigtem Enzym
konnte nach 24 h Reaktionszeit nur eine maximale Ausbeut®-ddxbdecansdure von
6,8+ 0,5 % festgestellt werden. Auch die Verlangerung der Reakteihauf 5 d konnte
die maximale Produktausbeute nicht erhdhen. Neben 10-€&ams$aure wurden keine
weiteren Produkte gefunden. Die besten Parameter konotgZ,5 in 50 mv Kali-
umphosphatpuffer bestimmt werden.

Die Veranderung der Expressionsparameter fuhrte zu eiegmderung des Reaktions-
verhaltens des verwendeten Zelllysats. Die Verwendung ly@at, bei welchem RA
110.4 fur 24 h in TB-Medium exprimiert wurde, fihrte zu einersBleleunigung der
Reaktion und zu der Bildung weiterer Produkte wie Sebacimesénd «,w-Decandiol.
Abbildung 3.15 zeigt den zeitlichen Verlauf der RA 110.4 Reakimit 250um 10-
Hydroxy-12-oxostearinsaure. Nach 12 h konnte ein Maximusn der Bildung von
10-Oxodecanséure mit einer Ausbeute von6l# 0,0 % festgestellt werden. Aller-
dings fanden sich neben 10-Oxodecansaure nodht®,8 % o,w-Decandiol sowie
17,7+ 0,9 % Sebacinsdure (4D+ 1,7 % Summe aller ¢o-Produkte bei 4@+ 2,6 %
Umsatz). Ebenso wie bei der Herstellung von Azelainsaurd shdogend=. coli En-

12 RA 110.4 Reaktion 24 h Kontrolle 120

mmm 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure
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- 80
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Abbildung 3.15: RA 110.4 Reaktionen. Links: Zeitlicher Verlauf der RA 11®daktion mit 10-Hydroxy-
12-oxostearinsaure Uber 18 h. Rechts: Kontrollreaktionphil-28a(+) Leervektor nach 24 h sowie ein
Vergleich der Umsetzung des reing&fEnantiomers mit dem racemischen Gemisch. Die Reaktioneden
jeweils in 50 mv Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 mit 250v 10-Hydroxy-12-oxostearinséaure, 4 mgmiL
RA 110.4 bei 30C und 180 Upm durchgeftihrt.
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zyme demnach in der Lage, den letzten Oxidationsschritt M@®Oxodecansaure zu
Sebacinsaure durchzufuhren. Bei den hier gezeigten Bidtranationen wurde auf
die zusatzliche Zugabe von Cofaktor verzichtet. Im weiteR@aktionsverlauf wird
10-Oxodecansaure zu Sebacinséure ana-Decandiol disproportioniert. Nach 15 h
konnten nur noch & + 3,6 % 10-Decansaure, dafur aber,32- 0,5 % Sebacinsaure
und 104+ 1,3 % «,w-Decandiol detektiert werden (43+ 5,4 % Cio-Produkte bei
54,34+ 4,7 % Umsatz). Eine weitere Verlangerung der Reaktionszeingehte die
Ausbeute an g-Verbindungen nicht weiter zu erhéhen. Vielmehr konntd@mnau der
EmOAHL1 Reaktion eine Denaturierung des Zelllysats beob&eteeden, welches die
Ausbeute und die Selektivitat drastisch verringerte.

Abbildung 3.15 rechts zeigt zudem die Negativkontrolle m&4 h. Im Gegensatz
zu anderen Reaktionen nte novoEnzymen kann bei der Retro-Aldolspaltung von
10-Hydroxy-12-oxostearinsaure keine signifikante Higitendreaktion beobachtet wer-
denl4 Dariiber hinaus wurde die Umsetzung des synthetisch helgesstracemischen
Gemisches mit dem reinen aus dem-OAH1 Biotransformation isolierte8-Enantiomer
verglichen. Obgleich im Falle der racemischen Mischungvemig mehr Substrat um-
gesetzt und geringfiigig mehr Produkt gebildet wurde, kadimtwvon einer ausgepragten
Stereopraferenz von RA 110.4 gesprochen werden.
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3.3.5 Oxidation von 10-Oxodecansaure

Es konnte bereits gezeigt werden, dass endogereoli Oxidoreduktasen in der Lage
sind, die Oxidation von 10-Oxodecanséaure zu Sebacinsaukatalysieren. In diesem
Abschnitt wird analog zu dein vitro Herstellung von Azelainsaure tberprift, ob mit
der zusatzlichen Expression vAs-ALDH1 eine Verbesserung bzw. Beschleunigung der
Oxidationsreaktion erreicht werden kann.

Abbildung 3.16 zeigt den zeitlichen Verlauf désALDH1 katalysierten Oxidation von
10-Oxodecanséaure zu Sebacinsaure. Mit der geringen Gasdeihkonzentration von
0,25 ugmL~! AsALDH1 konnte bereits nach 10 min annahernd Vollumsatz rimee
Sebacinsaureausbeute von 8% 9,8 % beobachtet werden. Abbildung 3.16 (rechts)
zeigt einen zusatzlichen Vergleich mit einer Negativkolgr mit 10x hoherer Prote-
inkonzentration sowie einer Doppelnegativkontrolle olfmetein in reinem Puffer. Die
Reaktionsdauer der Kontrollreaktionen betrug 4 h. Nach &bbationszeit konnten aus
dem Ansatz ohne Enzym 8B+ 0,49 % 10-Oxodecansaure extrahiert werden. Wahrend
bei derAsALDH1 Reaktion ann&hernd Vollumsatz mit einer Sebacinsgusbeute von
90,6+ 2,2 % beobachtet werden konnte, zeigte die pET28a(+)-Lysh&einen Umsatz
von 434+0,9 % mit 2204 0,9 % Ausbeute.

As-ALDH1 Reaktion 4 h Kontrolle

120 120
mmm 10-Oxodecansaure
I Sebacinsaure o
xX 100 F 100
~ ~
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Abbildung 3.16: AsALDH1 Reaktionen. Links: Der zeitliche Verlauf d&s-ALDH1 Biotransformation
Uber 10 min. Rechts: Kontrollreaktion mit pET-28a(+) Lesktor nach 4 h (25 mgmL! Gesamtpro-
tein) sowie einer doppelten Negativkontrolle in reinemf@ufDie Reaktionen wurden jeweils in 50vm
Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 mit 250v 10-Oxodecans&ure, 25 mgmlL-1 AsALDH1 bei 30°C und
180 Upm durchgefiihrt.
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Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, alternative biotechnologiscligahngsmaglichkeiten zu mittel-
kettigen Dicarbonsauren zu erschliel3en. Im Fokus standbaidlie g-Dicarbonsaure
Azelainsaure und die {g-Dicarbonsaure Sebacinsaure. Azelainsaure konnte aa$ Lin
saure mit einem heterolog exprimierten natirlich vorkomdes Stoffwechselweg des
pflanzlichen Oxylipinmetabolismus zu Azelainsaure umgatseerden. Eine genauere
Untersuchung der Multienzymkaskade ermdglichte daraudlié erfolgreiche Etablie-
rung eines entsprechendé&n coli Ganzzellkatalysators. Sebacinsaure konnte hingegen
aus Ricinolsaure uber eine rein artifizielle Multienzymkadk hergestellt werden, wel-
cher ausschlieRlich rein chemisch retrosynthetische Amea zugrunde lagen.
Aufgrund der klaren Abgrenzung der Ergebnisse in drei Thdatieke wird diese Glie-
derung im Folgenden fir die Diskussion tlbernommen.

4.1 Invitro Herstellung von Azelainsaure

Im ersten Teil der Arbeit lag besonderes Augenmerk auf deoggelten Enzymreak-
tion der Lipoxygenase, welche die Hydroperoxidierung vamolsdure katalysiert, und
der Hydroperoxid-Lyase, die fir die anschlieRende Spgltles Hydroperoxids inZ3
Nonenal und 9-Oxononanséaure verantwortlich ist. Da gézeggden konnte, dass en-
dogeneE. coli Oxidoreduktasen in der Lage sind, 9-Oxononanséure zueygidj wird
in diesem Abschnitt nicht gesondert auf die Reaktion der WdeDehydrogenasAs
ALDH1 eingegangen.
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4.1.1 Expression und Enzymaktivitat

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die pflamzlighexygenasen deutlich
schwieriger in einem prokaryotischen System exprimieassén als die ebenfalls pflanz-
lichen Hydroperoxid-Lyasen. Bei dem zu Beginn durchgefithBezymscreening wurde
bei zu starker Expression nur die Bildung von Einschlussiitpert) beobachtet, wie
etwa bei der Codon-optimierte@sLOX1 oder aber auch degtLOX1 bei Expressi-
onstemperaturen Uber X&. Die Neigung zu der Bildung von Einschlusskdrperchen
bei der Expression von Lipoxygenasen wurde schon mehrfaemderen Arbeiten be-
schriebert1”218 |m Rahmen der Diplomarbeit von Jens Kittelberger wurden \@amd
Hintergrund der Etablierung eines Dualexpressionssysmmei weitere Expressionssys-
teme getestet, die ebenfalls zu der Bildung von Einschlupskéhen fihrten. Darunter
ein T7-Promotor basiertes Expressionssystem (pET) unch&gipQE vergleichbares auf
dem T5-Promotor basiertes pBAD Expressionssyste€hg20.168

Bei der Expression der LipoxygenaSeLOX1 konnten in dem T5-Promotor basierten
pQE-System allerdings gute Resultate erzielt werden. ImeGsgjz zu der Lipoxyge-
nase aug\nabaenap. PCC 712RAs9LOX war bei der Expression vo&tLOX1 keine
Uberexpression zu erkennen. Die erhaltenen Lysate zeddfemlings eine starke Lipo-
xygenase Aktivitat von A5 UmL™1, welche~ 2,5x héher ist als andere in der Literatur
beschriebenen Lipoxygenase Aktivitaten aus anderen Egjoressystemen (Tabelle 4.1).

Dengl.: inclusion bodies: Proteinaggregate aus unvoliitgoder fehlgefalteten Proteinen.

Tabelle 4.1:Vergleich verschiedener spezifischer Enzymaktivitatesvauschiedenen Quellen und Expres-
sionssystemen. (Abgeanderte Version von @ttal.2%6)

Enzym Enzymquelle Expressions- spezifische Referenz
system Aktivitat

As9LOX bakteriell bakteriell (pET) ®3Umg? Diese Arbeit
StLOX1 pflanzlich bakteriell (pQE) asumgt Diese Arbeit
Cs9/13HPL pflanzlich bakteriell (pQE) ,a0Umg* Diese Arbeit
Cs9/13HPL pflanzlich bakteriell (pREP) ,30Umg?! Otteet al.210
Cm9/13HPL pflanzlich bakteriell (pET) 61Umg? Diese Arbeit
GmLOX2d pflanzlich hefebasiert ,028 Umgt Buchhaupet al.?*
GmLOX2 ? pflanzlich pflanzlich 0043 Umg?t Fukushigeet al 215
Cl-13HPLP pflanzlich hefebasiert 19Umg? Buchhaupet al.2*
Cl-13HPLP pflanzlich pflanzlich 147 Umgt Fukushigeet al 216
AsALDH1 bakteriell bakteriell (pET) m3Umg? Diese Arbeit

3 GmLOX2: Lipoxygenase auSlycin max
b) CI-13HPL: Hydroperoxid-Lyase au@itrullus lanatus
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Die Aktivitat von As9LOX haltigen Lysaten war aufgrund der deutlich bessenrgir&s-
sion mit 083 UmL 1 5,5x hoher als die voistLOX1.

Wie bei der Expression vadatLOX1 konnte bei der Expression der beiden Hydroperoxid-
Lyasen Cs-9/13HPL undCm-9/13HPL keine Uberexpression festgestellt werden. Im
Gegensatz zistLOX1 zeigen die beiden Hydroperoxid-Lyasen eie€3x geringere
Aktivitat als in anderen Expressionssystemen. Durch digkldnierung von einem pQE-
basierten Expressionsvektor in einen pREP4-basierteroM&kinnte ein vergleichbares
Expressionslevel erreicht werdéff

Die Vergleiche der spezifischen Aktivitaten konnen hieeraings nur als Richtwerte
verwendet werden, da es sich nicht nur um Enzyme aus uniedéichen Arten han-
delt, sondern die Enzymassays auch unter unterschiedliBedingungen durchgefuhrt
wurden. Es kann jedoch festgehalten werden, dass die vdetesn Expressionssysteme
geeignet sind, aktive Enzyme in derselben Grélienordnuagnianderen Expressions-
systemen herzustellen.

4.1.2 Selektivitdtsaspekte der Multienzymkaskade

Die Untersuchung der geeignetsten Reaktionsparametearbaifie einige interessante
Selektivitdtsaspekte der gekoppelten Lipoxygenase umdtdtheroxid-Lyase Reaktion,
aber auch der einzelnen Enzymreaktionen. Die LipoxygenaseSojabohneGlycin
maX GmLOX1 bildet je nach pH verschiedene Zusammensetzungenrderschiedli-
chen Regioisomere der Hydroperoxyoctadecadiensaure (18+#HPODE) Uber einen
pH-abhangigen Mechanismd® Im Gegensatz hierzu bildete die Lipoxygenase aus
Solanum tuberosum-&0OX1 Uber den gesamten getesteten Bereich [+48 fast aus-
schlielich das 9-Regioisomer (Anhang A.7, S. 150). Die Suthich dem optimalen
pH-Wert der gekoppeltetLOX1 und Hydroperoxid-Lyase Reaktion orientierte sich
deshalb nicht an der hochsten 9-Regioselektivitat der lygerase Reaktion, sondern an
der maximalen Gesamtausbeute des Hydroperoxid-Lyaselukso9-Oxononansaure.
Das pH-Optimum der sukzessiveéstLOX1 und Cm9/13HPL Reaktion stellte mit
pH 7 den Mittelwert der beiden Einzelenzymreaktionen von&¥bl (StLOX1) und
pH 7,5 (Cm-9/13HPL) dart®6.165.179pas pH-Optimum der sukzessiv8tLOX1 und
Cs9/13HPL Reaktion deckte sich bei pH5/ mit dem pH-Optimum der reine@s
9/13HPL Reaktion. Aufgrund dieser Beobachtung und der Thé&sadass bei beiden
Varianten eine anndhernd gleiche 9-Oxononansaure betebachrde, istCs9/13HPL
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9S-LOX 9S-HPODE™
S~ _~_-COOH Solanum tuberosum
Linolséure 9R-LOX
Anabaena sp. l
PCC 7120
e, 9R-HPODE *
) OOH i
a
=LA~ COOH | |
9R,S-HPODE : ¢ 9/13-HPL:
(10E,12Z-9R,S-Hydroperoxyoctadeca-10,12-dienséure) s« Cucumis melo
e e e e e ' Cucumis sativus
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Azelainsaure Stamm M-1 9-Oxononansaure 3Z-Nonenal

Abbildung 4.1: Modifiziertes Reaktionsschema fir die MultienzymkaskagleHkrstellung von Azelain-
saure. Da sich 9/13-Hydroperoxid-Lyasen Uber eine audgéept-Selektivitat auszeichnen, lasst sich
die Route nur Uber das entsprechen@Hydroperoxid durchfihren. Die gekoppelte Lipoxygenasd u
Hydroperoxid-Lyase Reaktion kann daher nur 8t OX1 und nicht mitAs9LOX durchgefihrt werden.

fur die Etablierung eineE. coli Ganzzellsystems aufgrund des physiologisch intrazellu-
laren pH-Werts von pH 7,5 vorzuziehen.

Durch die Verwendung der beiden enantiokomplementarenxyigpenasen konnte zu-
dem die Enantioselektivitat der beiden Hydroperoxid-leyasintersucht werden. Die
Lipoxygenase audnabaenaStamm M-1As9LOX bildet fast ausschlief3lich dadrk9
Enantiomerr®* Weder Cm- noch Cs-9/13HPL waren in der Lage, das gebildete En-
antiomer in einer sukzessiven Reaktion zu spalten. Beide re@zeigten allerdings
eine starke Aktivitdt gegeniber dens-Enantiomer, welches durcBtLOX1 gebildet
wird. Eine S-Selektivitat ist fur die spezifischeren verwandten 13-idp@roxid-Lyasen
beschrieben, welche nur die Spaltung von 13-HPODE, nicét die von 9-HPODE ka-
talysieren?°1-293purch diese Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werders dase

S Selektivitat auch bei den etwas unspezifischeren 9/13daioxid-Lyasen zu finden
ist. Diese Beobachtung fiihrte zu der in Abbildung 4.1 geeeigirweiterten Multien-
zymkaskade, nach welcher die Gesamtreaktion nur Giber dssrechend& Enantiomer
ablaufen kann.

Eine weitere Auffalligkeit der gekoppelten LipoxygenaseduHydroperoxid-Lyase
Reaktion zeigte sich im Verlauf der Reaktionen beziglich dehaagigkeit von der
Substratkonzentration (3.1.8, S. 87). In den ersten 2 htkagin schneller Reaktionsver-
lauf beobachtet werden. Allerdings konnte bei langerer iRieteszeit ein Rlickgang der
9-Oxononansaureausbeute beobachtet werden. Zwischen@Ahuwurde in fast allen
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Ansatzen das Umsatzmaximum von Linolsdure erreicht. Gieitig konnte aber bei
der 9-Oxononansaure ein Minimum beobachtet werden. Na@hcEen des Minimums
konnte im weiteren Verlauf ein langsamer Anstieg der 9-@x@msaure erreicht werden.
Dieser Effekt war bei geringen Substratkonzentrationerdauntlichsten ausgepragt und
nahm mit steigender Substratkonzentration ab (A.8, S..tischen 4 h und 10 h kann
fast keine Anderung des erreichten Linolsaureumsatzes, eib leichter Anstieg der
9-Oxononansaure beobachtet werden.

Eine mogliche Erklarung hierfir wére eine Isomerisierungs &,Z-9-HPODE-
Intermediats zuE,E-9-HPODE, welche bereits in anderen Arbeiten @imLOX1
beobachtet werden konnt€%-221 Die Isomerisierung wird unter anderem antioxidativen
Prozessen zugeschrieben, die durch die Zersetzung vonxyPRemlikalen ausgelost
werden?21-223 Dar{iber hinaus wurde berichtet, dass die Lipoxygenasdrstselnen
Teil der thermodynamisch benachteiligterzu Z Isomerisierung katalysierett!-22*Fiir
13-Hydroperoxid-Lyasen wurde berichtet, d&s&-13-HPODE im Gegensatz zi,E-
13-HPODE kein Substrat i$8° Der langsame Anstieg wiirde sich folglich durch eine
langsame Zersetzung v&nE-9-HPODE erklaren lasseft® Hydroperoxide sind instabile
Molekiile, da sie vor allem in Anwesenheit von Ubergangshestau der Bildung freier
Alkoxy- und Peroxyradikale neigeft’~>3°Im Gegensatz zu der Enzym katalysierten
Hydroperoxid-Lyase Reaktion ist die Autodekompositionpemfisch, fihrt aber zu den
gleichen Produkten wie bei enzymatischer Zersetzung ddychoperoxid-Lyaserf2®

4.1.3 Bewertung desn vitro Gesamtprozesses

Es wurde gezeigt, dass die gekoppelte Lipoxygenase undodgdrxid-Lyase Reaktion
stark von der eingesetzten Substratkonzentration und dattieeszeit der beiden Ein-
zelschritte abhangt. Sowohl die héchste 9-Oxononansasipeate von 73 % als auch
die hdchste Selektivitdt von 79 % wurden bei einer Reakti@ihson 15 min und ei-
ner Substratkonzentration von 2g® erzielt. Huanget al. berichteten Uber eine analoge
Durchfihrung einer LipoxygenaseNi¢otiana benthamianaund Hydroperoxid-Lyasen
(Cucumis melpKaskadenreaktion basierend auf einem Hefe-Expressistesa’® Ziel
dieser Arbeit war die Herstellung verschiedener Nonesaitrlere. Mit dem Hefe-System
konnte unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen einar@asisbeute von 64 % aller
Nonenal-Isomere erzielt werdén.Im Vergleich zu der Arbeit von Huanet al. konnte
somit in dieser Arbeit eine 9 % hohere Ausbeute erzielt werdadere Arbeiten, die sich
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mit einer Lipoxygenasen und Hydroperoxid-Lyasen Kaskasebaftigen, zielen auf die
Herstellung von grinen Blattduftstoffen wi&-3exenal bzw. Z-Hexenol ab. Die hier-
fur eingesetzten Enzyme weisen beide eine C13-Selektaitailypische Ausbeuten der
aus der oxidativen Spaltung mit verschiedenen Enzymquelhel Expressionssystemen
gewonnenen gVerbindungen bewegen sich zwischen 37 % und 769631-23Relativ
zu anderen 13-LOX und 13-HPL Kombinationen findet sich dez bizielte Ausbeute im
oberen Bereich der bisher erzielten Ausbeuten wieder.

Méglichst hohe Titer an 9-Oxononanséure vaiDgL ™! konnten mit einer Substrat-
konzentration von 2 m mit 32 % Ausbeute und 53 % Selektivitat hergestellt werden. E
konnte gezeigt werden, dass mit der sukzessiven Lipoxygenad Hydroperoxid-Lyase
Reaktion hohe Ausbeuten erzielt werden kdnnen. Aufgrundindgabilitat der freien En-
zyme in den verwendeten Zelllysaten war das System jedoicheainge Substratkon-
zentrationen limitiert. Dartber hinaus waren die erresohAusbeuten stark von der Re-
aktionszeit der Einzelreaktionen abhéngig. Dies setzbigd-eine exakte Kontrolle der
Einzelreaktionen voraus. Aufgrund dieser Beobachtungedevun Folgenden versucht,
das System auf ein Ganzzellssystem zu Ubertragen, um desproghenen Limitierun-
gen zu umgehen.

As-ALDH1 zeigte sich inin vitro Reaktionen als idealer Kandidat fir die Komplettie-
rung der gesamten Reaktionskaskade. Mithilfe der dreigtufigitro Multienzymkaska-
de kann Azelainsaure ausgehend von Linolsédure mit einébduis von 71 % hergestellt
werden.

4.2 Invivo Herstellung von Azelainsaure

In in vitro Versuchen wurde gezeigt, dass sich die gekoppelte Lipamagee und
Hydroperoxid-Lyase Reaktion nur sukzessiv und nicht siamutlurchfihren lasst. Um
ein Ganzzellsystem zu etablieren, wurde dieser Sachvyarhtdrsucht und die gewon-
nenen Ergebnisse dazu verwendet, einen Ganzzellkataysaentwickeln, welcher an-
schlieend untersucht wurde.

4.2.1 Hydroperoxid-Lyase vermittelte Inhibierung der Lipoxygenase

Wahrend der Untersuchung der simultanen Lipoxygenase uwldoggroxid-Lyase Re-
aktion wurde eine Latenzzeit bei der Aktivierung der Lipgepase beobachtet (3.2, S.
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a) Aktivierung der Lipoxygenase
@ | durch HPODE* : @ on
Az - OH2 --

() AZ- T
Koordination 9-HPODE Koordination
inaktive b) Spaltung von HPODE aktive
Fe?* LOX durch die Hydroperoxid- Fe3*-OH LOX
Lyase
O O
— + OH \/\/\/\)I\
3Z-Nonenal 9-Oxononansaure

Abbildung 4.2: Konkurrenz um das von der Lipoxygenase und Hydroperox@skygemeinsame Reakti-
onsintermediat HPODE. a) Fur die Aktivierung der Lipoxygs@ von einer inaktiven Fe zu einer aktiven
Fe**-OH-Spezies wird HPODE benétigt. b) HPODE stellt allerdingeichzeitig das natiirliche Substrat
der Hydroperoxid-Lyase dar.

91). Die Latenzphase wurde bereits in anderen Studienge?&i?°°Zudem wurde be-
richtet, dass eine Zugabe des Produkts der Lipoxygenaseti®edkPODE oder eine
Erhéhung der Lipoxygenasekonzentration zu einer Verminagder Latenzzeit fuhR3

In dem katalytischen Zyklus der Lipoxygenasen treten zwigrschiedliche Eisenspezi-
es auf, eine inaktive Fé- und eine aktive F& -OH-Spezies. Daher wurde die Vermutung
aufgestellt, dass die Lipoxygenase durch Spuren des eigeegktionsprodukts HPODE,
welches natiirlich durch autooxidative Prozesse entsiktivjert wird 53-55234

In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass HPODE beiAdi¢ivierung der Lipo-
xygenase eine wichtige Rolle spielt (3.7, S. 92). In einetiamen Lipoxygenase und
Hydroperoxid-Lyase Reaktion stehen beide Enzyme somirektir Konkurrenz um das
Reaktionsintermediat HPODE, wie in Abbildung 4.2 schenshtdargestellt. Sollte die
Hydroperoxid-Lyasen katalysierte Spaltung von HPODE (shimg 4.2 b) schneller ab-
laufen als die Aktivierung der Lipoxygenase (Abbildung 4)2wéare keine vollstandige
Aktivierung moglich. Bei ausreichend hoher Hydroperoxigate Aktivitat wirde die La-
tenzzeit praktisch auf unendlich verlangert. Eine aheliBeobachtung konnte bereits von
Landset al. gemacht werdeR3® Es wurde die Inaktivierung einer Lipoxygenase berich-
tet, HPODE wurde hierbei durch eine Glutathion-Oxidase @g&hwart von Glutathion
reduziert?3®

Die aus diesem Umstand resultierende Notwendigkeit der Reduder Hydroperoxid-
Lyase Aktivitat musste sich allerdings auch innerhalb €sshmalen Rahmens bewegen,
da zu hohe HPODE Konzentrationen zu einer irreversiblentdeng der Hydroperoxid-
Lyase fiihrer?36:23'Das Aktivitatsverhaltnis zwischen Lipoxygenase und Hyeroxid-
Lyase konnte somit als kritischer Faktor identifiziert weardWeitere Faktoren, die bei der
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simultanen Reaktion zu Problemen fihren, sind die ProduteHydroperoxid-Lyase,
welche ihrerseits die Lipoxygenase inhibieren konf&73°Da endogene Oxidoreduk-
tasen in der Lage sind diese Produkte umzusetzen und aus dektidRegleichgewicht
zu entfernen, fallt dieser Faktor bi@i vivo Experimenten deutlich weniger ins Gewicht
als beiin vitro Experimenten.

4.2.2 E. coli Ganzzellkatalyse und Bewertung

Die Ganzzellkatalyse ist der Katalyse mit isolierten Eneynin einigen Fallen vorzu-
ziehen, darunter finden sich vor allem mehrstufige und Cofattbangige Reaktionen.
Darlber hinaus ist ein Ganzzellsystem meist robuster ukdresen deutlich héhere Sub-
stratkonzentrationen verwendet werdéf-242Es konnte gezeigt werden, dass bereits ei-
ne 20-fache Verringerung der Hydroperoxid-Lyase Aktiviti2 Durchfiihrung der simul-
tanen Lipoxygenase und Hydroperoxid-Lyase Reaktion ericlitgl (Abbildung 3.7B, S.
92). Basierend auf dieser Beobachtung wurde ein Dualexpressistem konzipiert, in-
dem die Lipoxygenase von einehigh-copyVektor und die Hydroperoxid-Lyase von
einemlow-copyVektor exprimiert wurden (A.9, S. 152).

Interessanterweise konnte bei der Einfachexpression gdroderoxid-Lyase von dem
low-copy Vektor eine 32x hdhere Aktivitat als bei der Einfachexpression von einem
high-copyerzielt werden. Die Tatsache, dass diese wie erwartet inRigalexpressions-
system 2% geringer war, zeigt, dass fur die Entwicklung eines Gartzygstems noch
weitere Faktoren bericksichtigt werden mussen. Die durehvdrwendung deow-
copy Vektors relativ zu denhigh-copyVektor geringe Expression fihrte zu einer ho-
heren Enzymaktivitat. Mithilfe des vektorbasierten Duglessionssystems konnte zwar
eine Machbarkeitsstudie durchgefiihrt werden, eine sysisaine Verbesserung des Sys-
tems setzt allerdings eine genauere Kontrolle der Expredseider Enzyme voraus. Im
Gegensatz zu der Kontrolle Uber die Kopierzahl der verwtmdelasmide sollte die Ex-
pressionsstarke tiber den Promotor geregelt wettfeff* Die Ermittlung der Expressi-
onsstarke der Gene relativ zueinander und einzeln bei derevielung unterschiedlicher
Promotoren fiir beide Gene sollte zu einer signifikanten &sbrung der Gesamtaktivitat
fuhren, da hiermit das Aktivitatsverhaltnis konstant sézingestellt werden kann.
Buchhauptet al. berichteten 2012 Uber einen hefebasiert8actharomyces cerevi-
sia® Ganzzellkatalysator. Mittels der Coexpression einer i#kygenase und ei-
ner 13-Hydroperoxid-Lyase konnten mit diesem System, etuesgd von Linolsdure,
63,1 mgmL~! verschiedener fliichtigerg&/erbindungen mit einer Ausbeute von 58 %
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hergestellt werdeR* Trotz der guten Anfangsaktivitat biiRte das System schnellra-
satz ein, da Linolsdure ad. cerevisiagoxisch wirkt. Dask. coli System ist deshalb
klar vorzuziehen, d&. coli mindestens 5 gt! toleriert214245-247Azelainsédure zeigt
zwar gegenubeE. coli bakteriostatische Eigenschaften, dies stellt aber belPdezess-
entwicklung kein Problem dar, da das Substrat auch erstlBaeichen der gewlinschten
Zelldichte hinzugegeben werden kafi?4e

Bei der Bestimmung der optimalen Reaktionsparameter wurdenadr Bestimmung des
pH-Optimums der Einfluss einer zweiten Phase untersuchte@bf die logPqc+-Werte
zu achten, wurde Cyclohexan als Standardlaborlésungs$nettwendet, nachdem ohne-
hin keine direkte Korrelation zwischen Losungsmittel unaz¥amaktivitat besteht und
eine Optimierung in jedem Fall ein exzessives Lésungsksitteening voraussetz#?-250
Nachdem ein positiver Effekt beobachtet werden konnte den@yclohexan bei allen
weiteren Experimenten als Kontrolle mitverwendet.

Der beste Umsatz konnte in einem Puffer mit pH 6 festgesteliien. Nach der Formel
von Slonczewsket al. berechnet sich der intrazellulare homéostatisch redalter coli
pH zu 7,46.251 Neben den reinen pH-Optima der Einzelenzyme muss aber aeitlis
lichkeit von Linolsdure beriicksichtigt werden, welche iedrigeren pH-Werten schnell
abnimmt2°2

Mit den besten Reaktionsbedingungen konnten innerhalb vior88 % Linolsaure zu
Azelainsdure, mit einer Ausbeute von 16 %, umgesetzt werden hiermit erreichte
Produkttiter von 29 mgt? ist geringer als der dén vitro Reaktion. Deiin vivo ist dem
in vitro Gesamtprozess auf jeden Fall vorzuziehen, da alle Reaktgineiltan in einem
Schritt durchgefihrt werden kénnen und dariber hinausewestVerbesserungspotential
existiert.

4.2.3 Massentransfer und Transport

Interessanterweise konnte bei allen Experimenten eindicke Diskrepanz zwischen
gemessenem Umsatz und Ausbeute festgestellt werden. Dislsepanz ist bei hohen
Substratkonzentrationen besonders deutlich. Eine Abeates Produkts kann auch bei
den Negativkontrollen beobachtet werden, wird aber durehEstpression der Lipoxy-
genase zusatzlich verstarkt (Abbildung 3.9, S. 95). Bei dana2ellreaktion mit 50 m
Substrat wurde mit einem Umsatz von 30 % zwar die hdchsteuRtoenge von 50am
9-Oxononansaure und Azelainsaure erzielt, dies entd@ildndings nur einer Ausbeute
von 1% (Abbildung A.12, S. 154). Aufgrund dieser Beobachtishgnzunehmen, dass es
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sich um einen Blindumsatz handelt, welcher in direktem Zusanhang mit dei. coli
Zellen steht.

Einerseits konnte dieser Blindumsatz auf eine hydrophadieedktion des Substrats mit li-
pophilen Membranbestandteilen zurtickgefiihrt werdenpea allein die Expression der
Lipoxygenase den Umsatz um, 5246 steigerte, ist davon auszugehen, dass ein Grol3teil
des Substrats bereits intrazelluléar vorliegt (Abbildung, 3. 95). Der einzige naturliche
E. coli Stoffwechselweg, der fir den Metabolismus von Linolsawgeamtwortlich sein
kann, ist dig3-Oxidation, die interessanterweise auch gleichzeitigi&ir aktiven Import
von Fettsauren verantwortlich ist. Die Tatsache, dassiber &ubstratkonzentration von
250 um auch nach 32 h Substrat nachgewiesen kann, zeigt, dass&umelkeine geeig-
nete Energiequelle darstellt. Somit ist zwar der geriehtetport limitiert, es wird aber
auch der vollstandige Abbau verhindert.

Aufgrund der Membranbeschaffenheit der Lipiddoppelduhdaer E. coli Membran ist
die Diffusion von freien Fettsauren nahezu ausgeschloSSdfreie Fettsauren werden
Uber ein Transportprotein FadL durch die du3ere Membraaunitn in das Periplasma
transportier2®>* Nach Protonierung kénnen diese reversibel in die innere Mamzwi-
schen Cytosol und Periplasnfigppen2°°>-2°6 Mittels der vektoriellen Acylierung durch
FadD werden die freien Fettsduren auf der cytosolischen bi@nseite an Acyl-Carrier
Proteine gebunden und so der Transport aktiv gesteuertemdggieabhangige Vereste-
rungsreaktion ist gleichzeitig der geschwindigkeitsinestende Schritt des Fettsdureim-
ports 257-259

Eine vergleichsweise hohe Aktivitat des periplasmatiacimeporters FadL, verglichen
mit dem fur den cytosolischen Import verantwortlichen Fduifiv. eines der Folgeen-
zyme derp-Oxidation wie z. B. FadE, wurde zu einer Akkumulation vonals@ure im
Periplasma und in der periplasmatischen Membran fiif?@Auf diese Weise kann we-
nig Linolsdure im Medium detektiert und generell wenig Rikichebildet werden, da der
Import in das Cytosol zu gering ist. Die Tatsache, dass Liwks nicht zusatzlich zu der
Energiegewinnung genutzt werden kann, behindert den ieradigingigen Import zusatz-
lich, da benétigte Energieaquivalente nicht regenerietden kénnerf®* Die Supple-
mentierung anderer Nahrstoffe zu Energiegewinnungszevekknn aber auch negative
Auswirkungen auf den Fettsdureimport haben, da dieser vimthveiteren Faktoren wie
dem osmotischen Druck (OmpR), der SauerstoffverfigbatRedA-P), der Anwesen-
heit von Glukose (CAMP) und der Konzentration freier Feitsé (FadR) abhangfl-264
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4.3 Invitro Herstellung von Sebacinsaure

Die Lipoxygenase und Hydroperoxid-Lyase katalysiertedatve Spaltung von Linol-
saure zur Herstellung von Azelainsaure wurde direkt audNdéur en blocin das Labor
Ubertragen. Im Gegensatz hierzu wurde bei der Herstellangebacinsaure eine andere
Strategie verfolgt. Fur die Wahl der SynthesestrategieS@nacinsaure wurde eine bio-
katalytische Retrosynthese durchgefiihrt. Im Gegensaterzbel der klassischen Retro-
synthese angewandten strukturellen Vereinfachung wuletelimgs auf eine Annaherung
zu natdrlichen Ressourcen abgezielt.

4.3.1 Biokatalytische Retrosynthese von Sebacinsaure

Das Konzept der Retrosynthese wurde von E. J. Corey eingefidrtaufgrund des-
sen 1990 mit dem Chemie Nobelpreis ausgezeichnet wurde hiiecsystematische
Anwendung iterativer chemischer Ruckreaktionen, welcrelaterkonversion funktio-
neller Gruppen (FGlfunctional group interconversignund C-C-Bindungsspaltungen
bestehen, werden strukturell vereinfachte Ausgangswednigen gefunden und eine
Vielzahl verschiedener Synthesestrategien entwidlabbildung 4.3 zeigt eine Uber-
sicht Uber vier ausgewahlte retrosynthetische StratefjierSebacinsaure. Alle vier
Strategien (A-D) haben gemeinsam, dass das Sebacinséag@y@hor) in dem C-
C-Bindungsknupfungsschritt mit einemg-Baustein verknupft wurde, da die meisten
naturlich vorkommenden pflanzlichen Fettsduren eine Kkttgje von 18 C-Atomen
aufweisen. Sebacinsaure wurde bei allen gezeigten Seatets a-Akzeptor-Synthon
verwendet, da andere Strategien, in denen das Sebacik®gutiteon als & oder &-
Donor verwendet wurde, entweder mehr Stufen benétigendiddendtigten Reaktionen
nicht im Repertoire bekannter Enzyme zu finden sind.

In Strategie A wird die C-C-Bindungsspaltung bei d¢r-Diketonverbindung
mittels einer Retro-Claisen-ahnlichen Reaktion durchgefiibiese Reaktion
kann enzymatisch mit einem-Diketon-Hydrolase (BDH) realisiert werdef®

DSynthon: konzeptionelles Synthese&quivalent der Raithege.
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Die erfolgreiche Durchfihrung der Reaktion wiirde allerdirggn Screening verschie-
denerp-Diketon-Hydrolasen voraussetzen, da die RestauRd R von verschiedenen
BDHs sowohl als Akzeptor als auch als Donor erkannt werdemé&dmnd somit anstelle
von Sebacinsaure auch 10-Oxoundecanséure entsteheRKahp.

Fur die Bildung der3-Diketonspezies und somit fur die Durchfiihrung der koniplet
Strategie werden drei weitere Enzyme bendtigt. Die Oxateetn kOnnen entweder mit
einer selektiven Alkohol-Dehydrogenase (ADH) oder mitegimnselektiven Alkohol-
Oxidase (AO) durchgefiuihrt werden, da ohnehin beide Hydgoxppen oxidiert wer-
den musser® Sowohl Alkohol-Oxidasen als aucp-Diketon-Hydrolasen kénnen in
Polyvinylalkohol abbauenden Stammen gefunden wef§@mie Hydratisierung kann
mit einer regioselektiven Hydratase durchgefihrt werdas nachste natirliche Sub-
strat flr diese Strategie ist somit Ricinolsaure, der Haegitindteil des Rizinusdls aus
den Samen des WunderbauR&inus communisverschiedene Alkohol-Oxidasen und
-Diketon-Hydrolasen wurden bereits fir die heterologe régpion kloniert und cha-
rakterisiert?67-270 Prinzipiell sollte die Realisierung dieser Strategie méfglsein. Die
Zielsubstrate haben mit den natirlichen Substraten deitipgen Enzyme eine grof3e
Ahnlichkeit und es kann auf eine Vielzahl proteinbiocheshex Methoden wie die ge-
richtete Evolution zurtickgegriffen werden, um die Real@iozu realisieren.

Strategie B bedient sich der Hemiacetal-Synthase vellteitté&)mlagerungsreaktion als
zentralen C-C-Bindungsspaltungsschritt. Das hierfir bgteétEnzym wird auch als
Hydroperoxid-Lyase bezeichnet und wurde in dieser Arbertelds im Rahmen der
Herstellung von Azelainsdure verwendet. Hydroperoxiddgn bendtigen neben einer
oder mehreren Unséttigungen eine Hydroperoxylgruppeghveetiurch eine Lipoxyge-
nase eingefuhrt werden kann. Obwohl Lipoxygenasen im Béaffisel praktisch aller
hoheren Organismen eine Rolle spielen, finden sich Enzymealenibendétigten C10-
Regioselektivitat nur in dem Reich der PilZéufgi). Wie bereits beschrieben, benoti-
gen Lipoxygenasen eirZt4Z-Pentadienmotiv. Aus diesem Grund bieten sich Linolsaure
oder Linolensaure als Substrat an. Der Zerfall des Hemaéetfolgt spontan, die hierbei
entstehende Oxosaure hat allerdings noch eine Doppelwnidux-Position zu der Car-
bonylgruppe. Obwohl pflanzliche Lipoxygenasen und Hydropie-Lyasen gut charak-
terisierte Enzyme sind, existieren keine fur die heterelbgpression klonierte Varianten
der bendtigten Pilz-Lipoxygenasen. Die Problematik dedrahbiellen Expression euka-
ryotischer Lipoxygenasen und Hydroperoxid-Lyasen wureeeits diskutiert. Nach der
Spaltungsreaktion werden zwei weitere Reaktionen benatgtlie ungesattigte Oxoséu-
re zu Sebacinsaure umzusetzen. In einem ersten Schritthieufig die Doppelbindung
mit einer Enoat-Reduktase reduziert und in einem zweitemitbdie Carbonyl- zu einer
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Carboxylgruppe oxidiert werden. Die fur die Durchfihrung bdeiden Reaktionsschritte
benotigten Cofaktoren kdnnen hierbei gegenseitig regemeverden.

Strategie C wurde 2013 bereits von Soeg al. realisiert?’! Die zentrale C-C-
Bindungsspaltung erfolgt hierbei Uber eine Baeyer-Viliynooxygenase (BVMO). In
einem ersten Schritt wird die Wasseraddition an Olsauremieiner Hydratase a®te-
notrophomonas maltophilikatalysiert!'2 Die hierbei entstehende Hydroxylgruppe wird
mit einer unspezifischen Alkohol-DehydrogenaseMissococcus luteusxidiert.?12 Das
Kernproblem ist hier vergleichbar mit Strategie A. Untéiiedliche BVMOs kdnnen Sau-
erstoff sowohl auf R- als auch auf R Seite einfiigen. Alle verwendeten Enzyme wurden
bereits charakterisiert und die Strategie stellt somi¢eineuen interessanten Zugang zu
Sebacinsaure dar.

Die letztlich umgesetzte Strategie D verwendet als eigd@IC-C-Bindungsspaltungsre-
aktion die Retro-Aldolreaktion der 1,3-Ketolspezies. Aeisgnd von Ricinolsdure kann
hier in einer zweistufigen Reaktion mit einer Alkohol-Dehygienase und einer Hydrata-
se das Aldolmotiv hergestellt werden. Nach der Retro-Aljolalising muss die entstehen-
de 10-Oxodecansaure mit einer Aldehyd-Dehydrogenase kacBesaure oxidiert wer-
den. Die Hauptherausforderung bei dieser Strategie lagdyddurchfiihrung der Retro-
Aldolreaktion, da sich das Zielsubstrat 10-Hydroxy-12sbearinséaure stark von naturli-
chen Substraten unterscheid&t:1“°Eine weitere Herausforderung ist die selektive Oxi-
dation der Hydroxylgruppe in C12-Position. Die anderen &eidendtigten Enzymaktivi-
taten sind bereits in anderen Studien beschrieben und eligubistrate weisen eine grol3e
Ahnlichkeit gegeniiber den natiirlichen Substraten der Eezyuf.

Alle vier vorgestellten Strategien benétigen genau vielyeratisch katalysierte Schritte.
Welche dieser Ansétze sich letztendlich als der beste bstellt, kann erst nach Identifi-
kation der Engpéasse und der systematischen Abarbeitusgrdjesagt werden. Letztend-
lich wurde Strategie D gewahlt, weil diese ebenso vielvedpend wie die anderen ist,
dariiber hinaus aber Technologien erfordert, die vor einidigdgnren noch nicht zur Verfi-
gung standen. Diese Technologien umfassenrda#ico Design von Enzymen und den
Zugriff auf professionelle Datenbanken, die mittlerweile moderne Quelle fir Enzyme
gehandelt werden. Der Einsatz vda novoEnzymen in dieser Kaskade stellt somit das
erste praktische Anwendungsbeispiel \@mnovoEnzymen dar. Mit der Wahl von Stra-
tegie D kann somit nicht nur ein komplett neuer artifizieBtoffwechselweg entwickelt
werden, sondern es kénnen zudem auch Methoden auf dem m&iated der Technik
evaluiert werden.
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4.3.2 Die Alkohol-Dehydrogenase Reaktion

Durch das Screening von c-LEcta konnte die ADH-102 als bé&sadidat fur die Oxi-
dationsreaktion von Ricinolsédure zu 12-Oxoo6lséure idendifi werden. Gegenuliber dem
Zielsubstrat konnte eine hohe spezifische Aktivitat vo @3mg! gemessen werden.
Leider unterliegen alle Daten bezlglich der Struktur, Espron, Herkunft und Sequenz
der Geheimhaltung, weshalb an dieser Stelle nicht daragkgangen werden kann. Die
ADH-102 verfugt allerdings tber die nétige Selektivitaduiktivitat, um die Zielreakti-
on, die Oxidation von Ricinolsaure zu 12-Oxo6lsaure, selekirchzufihren, und stellt
somit ein ideales erstes Enzym bei der Durchfiihrung deri&hdymkaskade dar. Durch
die vergleichbar hohe Aktivitat bei den verwendeten Reakparametern eignet sich das
Enzym auch ohne weitere Verbesserung fur die Verwendunmp@ameGanzzellsystem.

4.3.3 Die Oleat-Hydratase Reaktion

Ein gemeinsames Motiv der Substrate von den meisten lidr@kannten Oleat-
Hydratasen ist eine Doppelbindung in C9-Position relatiemer Carboxylgruppe. Ne-
ben Ricinol- und Linolséure konnte auch schon Linolensénrgasetzt werdeh!3272.127
1971 untersuchten Wallegt al. die Substratspezifitat d&tmOAH1 mittels Ganzzell-
katalyse des Originalstamnislizabethkingia meningosepticala das Gen erst 2009
kloniert wurde. Unter anderem wurde in dieser Publikatioshadie Umsetzung von
12-Oxoélséure und 12,13-Epoxydlséaure (Vernolsaure)stgtand falsifizier2’® In die-
ser Arbeit konnte im Fall der 12-Oxodlsaure das Gegenteitige werden, da nicht mit
ganzen Zellen, sondern mit Zellhomogenaten gearbeitedevidie Beobachtungen von
Wallenet al. sind somit hochstwahrscheinlich auf den mangelnden IngestSubstrats
in die Zelle zurtckzufihren.

Die Oleat-Hydratase wurde von Elena Maurer wahrend ihrgtdiarbeit (ITB 2014)
genauer untersucht. Das pH-Optimum der HydrataseOAH1 liegt, wie bei ande-
ren bekannten Hydratasen, sowohl bei dem natiirlichen BulStsaure als auch bei
12-Oxodlsaure bei pH,6 (A.11, S. 15374275.169Dpje Reaktionsgeschwindigkeit der
12-Oxodlséure-Umsetzung ist allerdings um einen Faktd0x geringert®® Am deut-
lichsten macht sich allerdings die pH-Wert-Verschiebumy zu den standardisierten
Reaktionsbedingungen bemerkbar. Nach dem Wechsel von pld@ pH 75 kdnnen
in etwa nur noch 10 % Restaktivitat detektiert werden (A.11153).169 Mittels der
HydrataseEmOAH1 konnte somit exemplarisch gezeigt werden, dass disdfimng
von 12-Oxo0lsaure zu 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure fiyetiihrt werden kann. Die
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Aktivitat des Enzyms ist gegentber dem Zielsubstrat, w&rgh mit der Aktivitat ge-
gentiber dem nattrlichen Substrat Olsaure aber nicht Hafeéed. Um die Aktivitat
zu verbessern, mussen gleichzeitig zwei Faktoren beritukgi werden, die Aktivitat
gegeniber dem Zielsubstrat und das pH-Optimum. Da bislamg IKristallstruktur einer
Oleat-Hydratase aufgeklart wurde, kann nur auf eine geriehEvolution mittels Zu-
fallsmutagenese zurtickgegriffen werden. Die gr63te Héoaderung solcher Methoden
besteht in der Etablierung eines geeigneten Enzymass#senildt al. entwickelten ein
neues Screening speziell fur Hydratasen, welches auf eé&trgphotometrischen Detek-
tion von Alkylnitriten beruht, welche tGber die Reaktion debStrat-Hydroxylgruppe mit
salpetriger Saure (HN£) gebildet wird?’® Dieses Assay kénnte z. B. firr die gerichtete
Evolution der Oleat-Hydratase verwendet werden.

Mittels der Mosher-Ester-Analyse konnte gezeigt werdassdlie formale Ubertragung
einer Hydroxylgruppe (und eines Protons) von der gleichectpralen Seite her statt-
findet. Die Chiralitdt der 10-Hydroxylgruppe des Zielprottukvurde zuS bestimmit,
wahrend die der Hydroxylgruppe in 10-Hydroxystearinséeire R-Konfiguration auf-
weist. Da das Zielsubstrat in C12-Position eine Carbonylgewgufweist, andern sich die
Prioritdten nach Cahn-Ingold-Prelog (CIP). Bei einer vegjybaren Orientierung des
Substrats im aktiven Zentrum aufgrund der starken ionisaiechselwirkungen durch
die Carboxylgruppe werden beide Substrate vermutlich naohgleichen Mechanismus
umgesetzt.

4.3.4 Diede novo Retro-Aldolase Reaktion

Fur die eigentliche C-C-Bindungsspaltungsreaktion von 1arbiyy-12-oxostearinsaure
wurde aufgrund des grofRen Unterschieds des Zielsubstedsngber natirlichen
Aldolase-Substraten auf eine silico designte Aldolase zuriickgegriffen. Fir die Rea-
lisierung dieser Reaktion wurde daher mit Arzeda als Kodpmrspartner zusammen-
gearbeitet. Mitarbeiter von Arzeda waren in jungerer Vaggmheit maf3geblich an der
Entwicklung der Retro-Aldolasen beteiligt? Mittels computerbasierten Dockingexpe-
rimenten wurde von Arzeda eine Vorauswahl der moglichenyEkandidaten erstellt.
Zwei der sechs Kandidaten zeigten eine signifikante Aldokdgivitat. Im Gegensatz zu
anderen Reaktionen, die mde novoEnzymen katalysiert werden, konnte bei der Um-
setzung von 10-Hydroxy-12-oxostearinsdure keine nenvems Hintergrundreaktion
beobachtet werden.
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Nach ersten Screening-Experimenten wurde mit der VaridAtd 10.4 weitergearbeitet.
RA 95.5 zeigte ebenfalls eine annahernd vergleichbare as#oAktivitat. Interessanter-
weise reicht ein einziger Aminosaureaustausch von RA 95R#05.4 (RA 95.5 S53E),
um den Umsatz deutlich zu verringern und die Bildung von 1@d&cansaure ganzlich
zu verhindern. Abbildung 4.4 zeigt einen moéglichen Einfldes Position 53 auf das ka-
talytisch aktive Lysin 83. Durch die S53E Mutation von RA 93lb6RA 95.4 verkleinert
sich der Abstand der Aminosaure in Position 53 zu Lysin 8& IDeraus resultierende
sterische und elektronische Situation kann zweifelsire e Einfluss auf die Katalyse in
RA 95.4 haben, da hierdurch eine produktive Bindung in diessfétmation verhindert
werden kann. Zudem kann die S53E Mutation einen zuséatziielafluss auf die Loop-
Flexibilitat haben, die Einfluss auf die Katalyse haben kavie schon in Arbeiten von
Sabrina Reich mit ihrer Arbeit an Enoat-Reduktasen gezeigil@d(’

Verglichen mit anderede novoEnzym katalysierten Reaktionen zeigt RA 110.4 eine er-
staunlich hohe Aktivitét, die sich im Bereich der substratpiskuitiven Oleat-Hydratase
Reaktion EmOAH1) bewegt. Aufgrund der geringsten Enzymaktivitat dem alle
anderen Reaktionsparameter der gesamten Multienzymkaskddlie optimalen Reak-
tionsbedingungen der Aldolase angepasst.

Im Gegensatz zu den ersten durchgefihrten Testreaktiooenték die Ausbeute an
10-Oxodecanséaure gesteigert werden. Gleichzeitig kandébenreaktionen beobachtet
werden, durch welche 10-Oxodecansaure.iw-Decandiol und Sebacinsdure umgesetzt
wird. Diese Oxidoreduktasen vermittelten Nebenreaktiokennten durch eine IMAC-
Aufreinigung nicht entfernt werden. Somit kann leider keefussage daruber getroffen
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Abbildung 4.4: Vergleich der aktiven Zentren von A) RA 95.5 und B) RA 95.4.r8luden Aminosau-
reaustausch S53E von RA 95.5 zu RA 95.4 kommt es zu einerdent@m sterischen und elektronischen
Konfiguration, durch welche die produktive Bindung mit deralZubstrat 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure
verhindert werden kann. Die Kristallstruktur basiert aéf 5.5 (PDB-Nr. 4A2S)160
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werden, ob die Erhéhung der Aldolase Aktivitat auf eine ibtad Expression oder einer
Beeinflussung des chemischen Gleichgewichts basiert. Diedumg der Expressionspa-
rameter fihrte zwar einerseits zu einer Erhdhung der Gedaimtat, allerdings auch zu
einer Verminderung der Enzymstabilitat.

Eine mdgliche Erklarung der Erh6hung der Gesamtaktivitdinte aber auch vor allem
an der Entfernung der reaktiven Carbonylspezies aus demiBesddeichgewicht liegen.
Das Design der Typ 1 Aldolase sieht eine kovalente BindunglLgiemrests durch die
Bildung einer Schiff'schen Base mit dem Substrat vor. Aufgrder héheren Aktivitat
von Aldehyden gegeniiber Ketonen kénnten somit beide petiemt Substrate um die
Bindung im aktiven Zentrum konkurrieren. Im Falle einer Addtgon des Aldehyds wird
die Wahrscheinlichkeit der Bindungsausbildung mit der Ksfezies ungleich héher.
Obwohl RA 110.4 fur die Durchftihrung der Retro-Aldolreaktgpewéahlt wurde, kdnnte
in weiterfihrenden Arbeiten allerdings durchaus wiedé€iRA95.5 bzw. eine verbesser-
te Variante zurickgegriffen werden. Nach drei Runden Zsialitagene konnten Giger
et al. (2013) die Aktivitdt der Aldolase gegentber dem Subs&dlethodol um das
60-fache steigera®®

4.3.5 DieAs-ALDH1 Reaktion

Der letzte Schritt in beiden Enzymkaskaden bei der Hetstglivon Azelainsdure und
Sebacinsaure ist die Oxidation einer Oxosaure zu einerrbocsdure. Die Negativ-
kontrollen derAsALDH1 zeigen, dass auch endogeBe coli Oxidoreduktasen in der
Lage sind, diese Reaktionen zu katalysieren. Die reA®ALDH1 in vitro Reaktionen
und die dazugehorigen Negativkontrollen wurden mit einebrerschuss an NAD-
Reduktionsaquivalenten supplementiert. Im Gegensatz xiglativen Nebenreaktion
bei der Retro-Aldolreaktion, welche durch endogene Oxidiokéasen katalysiert wird,
kann beiAsALDH1 Reaktionen deshalb ausschlie3lich die Oxidation Wathe Re-
duktion beobachtet werden. Interessanterweise kénnemlaialerin vivo Herstellung
von Azelainsdure mittelg. coli nur Oxidationsprodukte und keine Reduktionsprodukte
beobachtet werden, da andere, auf Hefe basierte Arbeitedebegleichen Kaskade
ausschlieRlich eine Reduktion beobacht&hDie Arbeiten anAs-ALDH1 zeigen, dass
das Enzym eine sehr gute Erganzung fir die jeweiligen Mutyienkaskaden darstellt,
da die Reaktionsprodukte um ein Vielfaches schneller untgesed somit aus dem
Reaktionsgleichgewicht der vorausgegangenen Reaktiorggeagerden kdnnen. Dia
vivo Reaktionen zeigen allerdings, dass eine Beeinflussung desh@devichts nicht der
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einzige entscheidende Faktor ist, da vor allem auf eineeatisnde Cofaktorregenierung
geachtet werden muss. Hierfur kdnnte moglicherweise audrwendung von Cosub-
straten wie beispielsweise Aceton zuriickgegriffen werdén

4.3.6 Bewertung der vierstufigenn vivo Kaskade

Neben etablierten Enzymquellen, wie oOffentlichen Datekba und der Biodiversitat,
werden spezialisierte Biotechnologiefirmen wie c-LEcta Brdcatal als moderne Quel-
len fir Enzyme angesehen. Gleichzeitig erlauben neue ileheine gezielte Verande-
rung oder sogar ein komplettde novaDesign von Enzymen. Der vorgestellte Reaktions-
weg vereint zwei moderne Enzymquellen in einer Multienzgskade und erlaubt somit
eine Bewertung beider Technologien in einem anwendunggleeezn Beispiel.

Die Machbarkeitsstudie konnte erfolgreich durchgefutetden. Abbildung 4.5 zeigt ei-
ne Gegenuberstellung der beiden angesprochenen Durahfismoéglichkeiten der vier-
stufigen Enzymkaskade. Bei der separaten Durchfiihrung akerEinzelreaktionen
konnte nach 51 h eine Gesamtausbeute von 2 % erzielt werdechRlie simultane

ADH-102
(0] (0]
OH o (c-LEcta) MWJ\
— —_— —
CGHlS)\/_\/HS\)J\OH 2h, 97 % C6H13 ) OH
Ricinolsaure 12-Oxo0lsaure

Em-OAH1
(E. meningoseptica)

o QH 9 h, 44 %
OH AR
de novo CeH13 5
(@]

Retro-Aldolase o rebent
RA110.4 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure esamtausbeute.
(Arzeda) e X nsad 26 h, 10 %
40 h, 7 % RA 110.4 51h,2%
(Arzeda) +
) E. coli ALDH o
OH 15h, 23 % OH
H)J\/\MS/\H/ - HOW
(0] As-ALDH1 le)
10-Oxodecansaure (Acinetobacter Stamm M-1) Sebacinsiure
0,2h,82%

Abbildung 4.5: Zusammenfassung der Multienzymkaskade fir die Hersiglon Sebacinséure. Die vier-
stufige Reaktion kann je nach Expressionsbedingung deofRddiolase tber zwei unterschiedliche Reak-
tionswege durchgefuhrt werden. Wéhrend sich die ersterebesthritte nicht unterscheiden (schwarz),
kann die Oxidation des Aldehyds entweder direkt mit der gedenE. coli ALDH (blau) oder sukzessiv
mit AsALDH1 (griin) durchgefiihrt werden.
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Durchfuihrung der letzten beiden Reaktionsschritte in eid@satz konnte die Gesamt-
ausbeute auf 10 % erhéht und gleichzeitig die Reaktionsaéi2@h verringert werden.
Grund hierfir war die Beeinflussung der Retro-Aldolreaktion.

Auch wenn die hier vorgestellte Kaskade noch lange nichtdam bisher industriell
durchgefuhrten Prozess konkurrieren kann, konnte durelAdivendung neuer Metho-
den eine Alternative mit vergleichbar wenig Screeningwarid gefunden werden. Das
de novoEnzym zeigt eine unerwartet hohe Aktivitat in derselbenZeriordnung der
promiskuitiven Oleat-Hydratase Reaktion. Auch wenn beidakigenen momentan die
Engpasse in der Kaskade darstellen, stehen einige Metliddéie biokatalytische Opti-
mierung zur Verfigung. Eine endgultige Bewertung der Maltignkaskade kann somit
nicht im Reagenzglasmalistab, sondern erst nach erfolgrditdthskalierung erfolgen,
da sich dort erst die wahren Starken und Schwachen der vedscien Prozesse offenba-
ren.
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Fur die biokatalytischen vitro Herstellung von Azelainsdure und Sebacinsaure konnte in
beiden Fallen eine erfolgreiche Machbarkeitsstudie dyefifhrt werden. Die dreistufige
Multienzymkaskade fir die Herstellung von Azelainsauredeudartber hinaus erfolg-
reich in ein Ganzzelin vivo System Ubertragen. Wahrend der Durchfiihrung der experi-
mentellen Arbeiten und der Auswertung der daraus gewonnsaolf@ée konnten einige
interessante Punkte fir die weitere Optimierung der Systgefunden und auch neue,
Uber das Thema hinausgehende Fragestellungen identifizeden.

Bei derin vitro Herstellung von Azelainsaure konnte die Expression denplilthenS
selektiven LipoxygenasBtLOX1 als kritischer Faktor identifiziert werden. Obgleidie
mikrobielle Lipoxygenasd-selektiveAs9LOX eine deutlich besser Expression zeigte,
wurde aufgrund de®-Selektivitat der 9/13-Hydroperoxid-Lyasen nur mit deap#lichen
Lipoxygenase gearbeitet. Durch Methoden wie der geriehtBolution kbnnte eine In-
version der Enantioselektivitat bei einem der beiden Erepewirkt werder?® Da bei
den Lipoxygenasen neben der Enantio- auch die Regiosatak#ine grol3e Rolle spielt,
wurde sich fur dieses Vorhaben die Mutagenese der Hydrgjaketyase anbieten. Die
erfolgreiche Inversion der Enantioselektivitat konntegits an mehreren Beispielen ge-
zeigt werder?81-282\Mijt dem vorgestellten Indamin-Farbstoffassay (2.4.1466.wirde
bereits ein einfaches mikrotiterplattenbasiertes Sangefystem zu Verflgung stehen.
Durch die erfolgreiche Durchfihrung kénnte durch die besg&expression eine Erho-
hung der Gesamtaktivitat erzielt werden, welche auch fimgditere Optimierung des
vivo Systems von groRem Nutzen ware.

Fur dasin vivo System zur Herstellung von Azelainsaure ergeben sich awate-w
re Fragestellungen, die fur eine weiterfiihrende Optinmigrdes Systems unerlasslich
sind. Da gezeigt werden konnte, dass das Aktivitatsverisalton Lipoxygenase zu
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Hydroperoxid-Lyase eine entscheidende Rolle spielt, miesed z. B. mittels mRNA-
Analyse genau bestimmt werdé??284 Dies wiirde sich aber erst nach der genomi-
schen Integration beider Gene anbietéh286 Darauf aufbauend kdnnte mit einer Pro-
motorbibliothek fiir beide Gene das optimale Aktivitathaimis zwischen Lipoxygena-
se und Hydroperoxid-Lyase ermittelt werd&{.Durch die Coexpression dé&s-ALDH1
Aldehyd-Dehydrogenase konnte zudem das Gleichgewiciiediein auf die Produktseite
verschoben werden. Da bereits gezeigt werden konnte, @d&ssainer gewissen Kon-
zentration nur noch 9-Oxononansaure und keine Azelaies&ehr gebildet wird, muss
auf ein Cofaktorregenerierungssystem zurtickgegrifferdermrHierfir konnte einerseits
ein Cosubstrat wie beispielsweise Aceton eingesetzt wesden ein Isomerase/Enoat-
Reduktase-System, welches das Nebenprodt#i@nenal unter der Bildung von NAD

zu 1-Nonanol umsetzt, entwickelt werd&$-2%Dariiber hinaus kénnte das System mit
in silico systembiotechnologischen Methoden untersucht werdersomit der Kohlen-
stofffluss und das Metabolitprofil analysiert werden, déd@timierung zu einer weiteren
Verbesserung der Umsetzung filhren wiféfe2°2Bei der anschlieRenden Hochskalie-
rung wirden sich weitere Optimierungsmoglichkeiten eegelda zusatzlich mit mal3-
geschneiderten Medien und verschiedenen Fermentati@msptern gearbeitet werden
kann293.294

Die Arbeiten mit demin vivo System machten dartber hinaus deutlich, wie wichtig ein
funktionierendes Importsystem fur die Umsetzung der Retessubstrate ist. Der Trans-
port in die Zelle stellt definitiv einen limitierenden Fakidar. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass die zusatzliche Expression des Membranierpasteins AIKL zu keiner-
lei Verbesserung des Fettsaureimports fitiftEine mdgliche Vorgehensweise wére eine
Modifizierung des FadL-Importersystems durch Entkoppluog FadL aus dem Fad-
Regulon und gleichzeitiger Coexpression einer FadL-Vegianit verandertem Signal-
peptid fur die Integration in die innere Membran. Ziel dieSadL Doppelexpression wé-
re die direkte Einschleusung der Fettsauren in das Cytosa dbn Umweg Uber weitere
Proteine def3-Oxidation oder den langsamen Import durch die cytosoiisdembran.

Die Verbesserung des Fettsaureimports ware auch fur dieel&atwicklung der Mul-
tienzymkaskade fur die Herstellung von Sebacinsaure vterdsse, da auch in diesem
Fall dasin vitro System in ein Ganzzellsystem tbertragen werden kann. lantié Re-
aktionsintermediate konnten durch die Folgereaktionkdiag&is dem Gleichgewicht ge-
zogen werden und anfallende reaktive Zwischenproduktel @4®xodecansaure wirden
direkt umgesetzt. Da beide Dehydrogenasen ADH-102AsR8LDH1 bereits eine sehr
gute Aktivitat zeigen, konnten diese direkt genomischgriggt werden. Sowohl fur die
Oleat-Hydratase als auch fir die novoAldolase sollte vor dein vivo Verwendung ei-
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ne Optimierung hin zu hoheren Substratumsatzen durchgefi@nden. Deshalb wirde
sich fur die Integration und das Screening der beiden Enaimbualexpressionssystem,
basierend auf zwei Vektoren, empfehlen. Eine Mdglichkgit vare beispielsweise die
Verwendung des pBAD-Systems von Guzman und Mitarbeitétn.

Da in dem Arbeitskreis von Prof. Donald Hilvert bereits sitiger Zeit mit ebendie-
sende novoAldolasen gearbeitet wird, ware fur diesen Schritt eine péryation am
sinnvollsten'® Experimentelle Arbeiten sollten sich vor allem auf die silteressan-
te Oleat-Hydratase fokussieren. Einerseits, um die Higileating von 12-Oxo6lsaure zu
verbessern, und andererseits aber auch, um das Subdttatspbesonders hin zu klei-
neren Molekillen zu erweiterft?

Sowohl bei der Herstellung von Azelainsdure als auch beiHstellung von Seba-
cinsaure wurde das Hauptaugenmerk auf die Herstellung deptdrodukte gelegt. Bei
beiden Reaktionswegen fallen dartber hinaus noch weitéeeessante Nebenproduk-
te an. Das bei der Herstellung von Azelainsaure anfalledbl@enal kann entweder
direkt oder in reduzierter Form in der Aroma- und GeschmstckBndustrie eingesetzt
oder in einer weiteren Reaktionskaskade in ein weiteres\atprit Azelainsaure tiber-
fuhrt werden. Das bei der Herstellung von Sebacinséureéeteisde 2-Octanon findet in
der Parfumerie oder in Nitrocellulose-Lacken Verwendkiamnte aber auch selektiv zu
2-Octanol als optisch aktiven Pharmabaustein reduziedeve’

Im weiteren Verlauf von Arbeiten aim vivo Systemen kdnnten die Zellen mit weiteren
Enzymen des Fettsaurestoffwechsels ausgestattet wenteginerseits unabhangig von
den eingesetzten Substraten zu werden und andererseigieumaximal erreichbaren
Ausbeuten zu erh6éhen. Die wichtigsten hierbei zu erwahereithzymklassen sind die
pflanzlichen Desaturasen, Hydratasen und Hydroxyld%er28

Die in dieser Arbeit durchgefiuihrten Machbarkeitsstudienehtwickelten Multienzym-
kaskaden représentieren nicht nur eine vielversprechbtiggichkeit, um mittelketti-
ge Dicarbonsaure herzustellen, mit ihnen konnte der Gtamd§ir einen alternativen
biotechnologischen Zugang gelegt werden. Probleme unbdegserungsmaoglichkeiten
konnten gleichermal3en gefunden werden. Hiermit werdeteveskorschungen angesto-
3en, die mit zukunftigen Forschungsvorhaben letztlichemEohtwicklung eines kompeti-
tiven Prozesses fir die biotechnologische Herstellungwittelkettigen Dicarbonsauren
beitragen.
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Appendix

Im Anhang finden sich neben Aufzeichnungen beziiglich detegénischen Arbeiten

weitere experimentelle Daten und Informationen.

A.1 Gensequenzen der verwendeten Enzyme

Os-LOX1 2601 bp 866 AS 977 kDa

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801

ATGGGCCATATGCTGGCTGGTCTGCAAACGATAAACT GACCCCTAAAAACGG
CAACAAAATCAAAGCTCTGGCAGTTCTGATCAGCCCTAAACTGCTGGACC
CTCGTGATTTTACCCCAAGCCTCCTCGATAATGTTCATCAAGTTTTTGGC
AACAGCATTACCTGTCAGCTCGTTAGCGCAACCGTTGCAGATCAGAATAA
TGAAGCTCGTGCTATTCTTCCTAGCGAAGCAAATCTGCAACAGCGTCTCA
CCCATCTGCCGCAGCGTTAGCCAGGGT GAAAGCAAACTGACCGTTCGTTTT
AATTGGGAGATCCATAAACATCGTGTTCCCCGT GCCATTATCATCAAAAA
TCATCATAGCACCAAATTCTTTCTGAAAACCATCACCCTGCATCGATGTTC
CAGGTTGTGATACCATTGTTTTTGTTGCAAACAGCTGCATTTATCCGGTG
GGCAAATATCATTACAATCGCATCTTTTTCGCCCAACATTAGCTATCCGCC
TACCCAGATGCCCCAACCACTCCGTCCGCTATCGCTGAACATCAACTGCGTT
ATCTGCGTGGTGAAGATCGT CAGGCTCCGTATCAACAACATGATCGTATT
TATCGCTATGACCTGTATAATCATCTCGGT GAACCTGATCCTGATAATCC
GCCTCCCGTTCTCGCTGGTAGCCAGAAACATCCCTATCCGCGTCCTGGTC
GTACCGCTCGTATTCCCGACCAAAAAAGATCCGAATAGCGAAAGCCGTCTG
AGTCTCCTGGAACAAATTTATCTTCCGAGT GATGAACGTTTTGCCCATCT
GAAAATCGAGCCATTTTGCCGGTTATAGCATTAAAGCAATTCGTGCAGGGTA

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
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851

901

951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601

TTCTGCCTCCAATTCGTACCTATGTTGATCTCACACCGGGT GAATTTGAT
AGCTTTGAAGATATCCTGAAACTGTATCGCTGCTGGCCTGAAACTGCCCAG
CATTCCGGCACTGGAACAACTGCGTAAAAGCTTTCCGGTTCAGCTGATTA
AACATCTGCTGCCCGTTGGTGCTAGCTATCTGCTCAAATTTCCGAAACCG
GATATTATCAAACAAAATGAACTTGCATGGCGCACCGATCAAGACTTTCGC
ACGTGAAATTCTCGGCACGGTCTCAATCCGATGGTTATTCGTCGTCTCGACCG
AATTTCCGCCTAAAAGCACCCTGGACCCGAGCAAATATGCTGATCACGACC
AGCACCATTACACCGGCACATATTGAAAAAAATCTGCGAAGCTCTGAGCCT
TCACCAGGCACTCCATAGCAATCGTCTGTATATTCTGCATCACCACGATC
ATTTTATGCCGTTTCTCGATCCATATCAATAGCCTGCATGCCATTTTTACC
TATCCAACCCGTACCCTGCTGTTTCTGCGT GATGATGATACCCTGAAACC
GCTCGCAATTGAACTGACCCTGCCGCATATTGAAGCTAATCTGACCAGCG
CAAAAAGCAAAGTTCATACACCGGCAAGCAGCGGTATTGAAAGCTCGCTT
TGGCACGCTCGCAAAAGCCTATCTTCCAGTTAATGATAGCGCTTGGCGTCA
GCTGATTAGCCATTGGCTGAATACCCATGCAGTTATGAAACCGTTTGTGA
TTGCAACCAATCCTCAGCTGACGCGTTACCCATCCCCTTTATAAACTGCTG
CAGCCGCATTATCGTGATACCATGACCATTAATGCACTCGGCACGTCAGAC
CCTCGATTAATGGTGGCTGCTATTTTTCAACAGACCGTTTTTCCGGGTAAAC
ATGCACTGCCAATGCAGCAGCGCAGTGTATAAAAACTGGAATTTTGCAGAA
CAAGGCCTCCCGCATGATCTCATTAAACGCTCCTATTGCAATCAAACATCC
GAGCAGCCCGAGCAAACGTTAAACTGCCTGATCAAAGATTATCCGTATGCAA
CCGATGCTCTGGCAATTTGGCAGGCAATTGAACAGT GGGTTACCCAATAT
TGCGCAATTTACTATCCGAATGATGCGTGTTCTGCAGGGT GATGTTCGCACT
GCACGGCATCGTGGAAACAAGTTCGCCAAGTTGGTCATGGTCATCTGAAAG
ATGCACATTGGT GGCCCAAAAT GCAGAGCCTGCCGCAACT CACCAAAGCA
TGTACCACCATTATTTCGGATTGCAAGCGCACTGCATGCAGCAGTTAATTT
TGGTCAGTATCCCTATCGCCGGTTATCTGCCGAATCCTCCGACCATTAGCC
GTCGTCCGATGCCGGAACCGCCTAGCAAAGAATATACCGAACT GCGATGAA
AATCCGGAAAAATTCTTTATTCGCACCATCACCAGCCAGTTTCAGACCAT
TCTCGCTGTTACCCTGATTGAAATTCTGAGCAAACATAGCCCAGATGAAA
TTTATCTGCGT CAGCGTGATACACCGGAATGCACCAGCGATCCGCAAAGCA
CTGCAAGCATTTAAACCTTTTAGCCGT CAGCTGGTTGAAATTGAAAGCAA
AGTCCTGAATATCAACAAAGATCCCCTGCTGAAAAATCGTCTTGGTCCCG
CAAATTTTCCGCTATACCCTGATGTTTCCGAATACCAGCGATAATAAAGCT
GCACCCCAAGGTATTACCGCACGTGGTATTCCCAATAGCATTAGCATCTA
A 2602

900

950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400
2450
2500
2550
2600
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Cs-LOX1 627 bp 712 kDa (Leserasterverschiebung)

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751

ATCAGAGGATCTCACCATCACCATCACCATATGTTTGCAATTGGCGAAGAA
CATCATTCAAGGCGCCTTGAATACAACT GGAGATCTTGCACGTTCTGTTA
TCAATGCTGGTGCTAACATTTTAGATAGAGTTTCCAGT CTTGGAGGAAAC
AAAATCAAAGGCAAAGTGATTCTTATCAGAAGCAATGTTTTGGATTTCAC
TGAATTTCATTCCAATCTTCTTGATAACTTCACTCAGCTCTTCGGTGGTG
GTGTTTCTTTCCAACTCATTAGTGCCACTCATACTTCAAATGACTCAACA
GGGAAACTTGGGAACAAGGCATATTTGGAGAGGTGCCTAACTTCAATCCC
ACCACTGTTTGCTGGAGAATCAGTGTTCCAAATCAACTTTCAATGGGATG
AAAATTTTGGATTTCCAGGAGCTTTCTTCATAAAAAATGGACATACAAGCT
GAATTCTTTCTCAAATCTCTCACTCTTGATCATCGTTCCTCCCTATGGCAG
AGTCCATTTTGATTGCAATTCTTGCGTTTACCCTTCTGCAAGATACAAGA
AACATCGCATTTTCTTTGCCAATCATGTTTATCTTCCAAGTCAAACACCA
AACCCTCTTCGTAAGTATAGACAGCAAGAATTGTGCAATTTGAGAGGACA
TGGAACAGGCAGAAAGAAAGCAATGCCGATAGAATTTATGACTATCGATGTTT
ATAATCACATTCCTGACCCTGATGTTGGTCATCATCGTCCTATTCTCGCT
GGGCACGACCCAATATCCTTACCCTCCTAGGGGAAGAACAGCACGACCACG
ATCAACAAGAGACCACAATTATGAGAGCACATTGTCACCAATAATGAGCT
TACACATCTATCTACCAAAAGATGAAAACTTTGCGGCATTTCAAGATGTCA
GATTTCCTTGCTTATACATTAAAAGCACTTTCGATATCAATCAAACCAGCG
ACTTCAATCCATATTTCATGTAACTCCAAATGAATTTCGACAATTTTAAAG
AAGTTCATAATCTCTTTGAGACAGCTTTTCCCATTCCATTTAATGCTTTT
AAGACCCTCACTCAGGACCTCACTCCACCTTTGTTCAAAGCACTCGTCGAG
GAATGATCGTGAAAAATTCCTCAAATTTCCTACTCCCGAACTTGTCAAAG
ATAATAAAATAGCATGCAGCACT CGATGAAGAATTTGCCAAGCAGAAATGTTA
GCAGGACCCAATCCTCTATTCGATTCGCTCGTCTTGAAGCTTTTCCACCAAC
AACGTAAGCTTCACCCAAATGTTTATGCGAATCAAAACAGTACCATCACTG
AAGAACACATAAAGCATGGTTTAGATGGTCTTACGCTTGATGAGGCAATG
AAGCAAAACAGCCTCTACATACTGCATTTCCATGATGCATTAATGCCCTA
TCTTACAAGGATCAATCCAACATCAACAAAAACATATGCCACAAGAACAT
TGCTTCTTTTGAAAGATGATGCGACTTTGAAGCCATTGGCTTATTGAGTTA
AGCTTGCCACATCCTCAAGCACATCAACTTCGTGCCATTACCAAACTATA
CTTTCCAGCTGAAAATGCAGTTCAAAAATCCATTTGGCAATTGGCTAAAG
CTTATGTAACTGTTAATGATGCTTGGCTACCATCAACTTATTAGTCATTCGG
TTCCATACTCATCCTGTACTTCAGCCATTTCTGATTGCAACACATAGACA
ATTGAGCGTGCTTCATCCAATCCATAAGTTGCTTGTTCCTCATTACAAAG
ACACTATGTTTATAAATGCATCTGCAAGACAAGTTTTCGATCAATGCCAAT

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
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1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651

GCTCTTATCGAAACAACCGTTTACCCGAGCAAATATTCAATGGAGTTGCT
CATCTATCTTGTACAAGCATTGGACCTTCCCTGATCAAGCATTACCTAAT
AATCTCATCAAGCAGAGCACTACCT GTCGAGGACT CAAGTGCCCCCCATCG
ACTTACATTGCTAATAAATCATTATCCATTTCCTGTTGATCGTCTTGACA
TTTGGTCAGCCATTAAAACATGGGTACAGGATTATTGCTCTCTCTACTAC
AAACATGACAATGCAGTACAAAATCACTTTGAACTCCAATCTTGGT GGAA
TGAGCTAACAGAGAAAGGCCACGCTGACAAGAAACATGAACCATGGTGGC
CAAAAATGCAAACTTTAAGTGAATTAATCGAATCCTGCACTACAATTATA
TGCATTGCTTCACGCTCTTCATCCCCCAGTTAACTTTGGACAATATCCCTA
CGCAGGCTATATTCTCAATCGACCAACTACAAGTCGTAGGTTCATCCCTG
AAGTTGGCACGCCT GAGTACAAAGAACT GCGAATCGAATCCCGAAAAAGCT
TTCTTCAGAACAATATCTTCACAATTACAACCACTTGTTACTATTTCAAT
TATTGAAATCTTGCTCAAAGCATGCTTCTGATCAAGTTTATCTTGGACAAA
CAGCTTCAATTCATTGCACTTCAGATAAAATTGCATTGGCAAGCATTTGAG
AAATTTGGCAAAAATTTATTTGAAGTTCAGAATAGCAT CATGGAAAGGAA
TAAAGAGGTGAATTTGAAGAATAGATCTGCACCTGTTAATTTGCCTTATA
CTCTACTTCTTCCATCAAGTAACGAAGGACT CACTGGAAGAGGAATTCCT
AATAGTATTTCTATCTAA 2668

St-LOX1 2511 bp 836 AS 94 kDa

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801

ATCATCAACAAAAATGCTCTACATTTTACTGATCTTGCTGCTTCTTTGAC
TGATAAAATCTTTGAGGCCCCTTGGCCAAAAGCTTTCTTTTCAATTAATTA
GTTCTGTTCAAAGT GATCCTGCAAATGGTTTACAAGGGAAACACAGCAAT
CCAGCTTATTTGCAGAACTTTCTCTTTACTCTAACACCATTAGCAGCAGG
TGAAACAGCCTTTGGTGTCACATTTGATTGGAATCAGGACTTTGGAGTTC
CAGCTGCATTTATCATCAAAAATACCCATATCAATCAGTTCTTTCTCAAG
TCACTCACACTTCAAGATGTGCCTAATCATGGCAACGTCCATTTTCTTTG
CAATTCTTCGGTTTATCCATCTTTTACATACAAGT CAGATCGAATTTTCT
TTGCAAATCAGCCATATCTCCCAAGCTGAAACACCACAGCTTTTGCGCAAA
TACAGAGAAAATGCAATTACTAACATTAAGAGCAGATGGAACTGGAAAGCG
CCACGGCCTCGGATAGGATTTACGACTATGATCTCTACAATCACTTAGGTA
ATCCTCATCAACCTGAACAAAATGTTAGAACTACCTTAGGAGGTTCTGCT
GACTACCCGTATCCTCGCCAGACGAAGAACTGGTAGACCACCAACACGAAC
AGATCCTAAAACTGAAAGCAGCATTCCACTTATTCTGAGCTTAGACATCT
ATGTACCGAGACATGACCGTTTTGCTCACTTCAAGATGTCAGACTTCCTA
ACATATGCTTTGAAATCCATTGTTCAATTCATCCTCCCTCGAATTACATGC
CCTGTTTCGATGGTACCCCTAACCAGTTCCATAGTTTTGAGCATGTACTTA

1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400
2450
2500
2550
2600
2650

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
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851

901

951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501

GACTATATGAAGCACGGATCAAACTTCCTCAAGCACCTTTATTTAAGGCT
CTCACTGCTGCTATACCTCTGCAGATGATGAAAGAACTCCTTCGAACACGA
CCGTGAACGAATATTGAGATTTCCAACTCCTCTAGTGATTAAAGATAGTA
AAACCCCATGGACCACTGATGAAGAATTCCCAAGACAAATCCTAGCTGCA
GTTAATCCTATCATAATTAGTAGACTTCAAGAATTTCCTCCAAAAAGCAA
GCTAGATCCCGAAGCATATGCAAATCAAAACAGTACAATTACTGCAGAAC
ACATAGAGGATAAGCT GGATGCGACTAACGGTTGATGAGGCGAT GAACAAT
AATAAACTTTTCATTTTGAACCATCATGATGTTCTTATACCATATTTCAG
GAGGATAAACACTACAACAACCGAAAACATATGCCTCGACAACTTTGCTCT
TCTTGCAAGATAATGGATCTTTGAAGCCACTAGCAATTGAATTCAGTTTG
CCACATCCAGATCGAGATCAATTTGCTGTTATTAGTAAAGTGTATACTCC
AACTGATCAACGCTGTTCACAGCTCTATCTCGGCAATTGCCCAAAGCTTATG
TTGCGGTGAATGACTCTGGTCTTCATCAACTAATTAGTCATTGGCTTGAAT
ACACATGCGGT GATTGAGCCATTTCGTCATTGCAACAAACACGCAACTAAG
TCGTGCTTCACCCTATTCATAAGCTTCTATATCCTCATTTCCGGGACACAA
TGAATATTAATCCTATGGCAACACAGATCCTAATCAATGCCTGGTGGGGTT
CTTGAGACTACACTTTTTCCATCCAAATTTCCCATGGAAATGTCAGCTGT
CGTTTACAAAGCATTGCGGTTTTCCCTCGATCAAGCCCTTCCGCCTGATCTTG
TTAAAAGGGGACTAGCAGTTGAGGACTCGAGTTCTCCTCATGGTGTTCCT
TTACTCATAGACCACTATCCATACCCTGTTGATGCCTTAGAAATATGGTC
TGCAATCAAAAGTTGGCTGACAGACTACTGCAGCTTCTACTATGGATCCG
ACCAACAGATTCTGAAAGACAATGAACTCCAAGCCTGGTGCAAGCAACTC
CGAGAAGTGGCACATGGTGACAAGAAAAATGAACCAT GGTGGCCTGAAAT
GGAAACACCACAAGAGCTAATCGATTCATGTACCACCATCATATGGATAG
CTTCTGCACTTCATCCAGCACTTAATTTTGCGCAATATCCTTATCCAGGT
TACCTCCCAAATCGCCCCACAGTAAGTCGAACGATTCATGCCTGAACCAGG
AACTCCTGAATATCAACAGCTAAACAAAAACCCCGATAAGCCGTTCTTCA
AAACAATCACAGCTCAATTACAAACATTGCCTTGGTGTTTCCCTCATAGAG
ATATTGTCAAGCCATACTACACATGACATTTACCTCGGACAACGACGAGTC
TCCTGAATGGACAAAGCACAAAGAACCACTTGCTCCTTTCCACAAATTTG
GAAAGAAGTTGACAGACATTGAAAAACAGATTATACAGAGGAATCGTGAC
AACATATTGACAAACACATCACGCCCCGTTAACGCTCCATATACGTTGCT
TTTCCCAACAACT GAACGT GGACTTACAGCCAAACCAATTCCCAACAGTG
TGTCAATATAG 2511

900

950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400
2450
2500
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As-9LOX 1356 bp 451 AS 55 kDa

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACACCAGCGGCCTGGTGCCGCG
CGGCAGCCATATGAAACGATCATCTGCCTGGTAAACCGGTTTATTTTCCGC
TGCCGCTTACCCAAATTCCCACCAAACGTTTTCTGTTTCTCCT GGAAAAA
TACAACTTCCTGACCGATAATTCCTATCCGAGTGATGGT GAACACCATAA
AATTGAAGCACTCGGTTAGCGCAATGCCGACCACCCCACTGCATCTCGGCAG
TTGCCACCACCCATCCCACCGATATTCCGCATAGCTATTTTCTGGAACCT
CGTCTGAATGCTTATAATCCGCGT GCAATTCCTGAAAGCAGCGGT CAAGA
AGGTTGGACCCACCAACTGACCCATAATCTGGCAAAATATCACATTAAAC
CGCCTCTGCACTTTCCGCATTTTGTTCAGTGTCCTCTGTTTGTGCATAAA
CAGAATGGTGTTAAACTCCATAGCATTAAAATCGCATGACCATGAAATTAC
CCCGTGTCAAGAACAGTCGCAGTATCCAAAACGTACCTATCTGCAGGCAG
AATTTCTGAGCCAAGAACTGAAACTGCATCTGGCACGTTCCCATTTCAAC
ATTCAACACTATCTGATGGCCATTAAACGT CGTCTCGCACCGACCCATCC
GCTTCGTGCCTTTATTAACCCGCATCTGGAACCTCTGATTTTTATCAATA
GCAGCGCAGTGCCGAAAATTATCGGTAGCACCCGTTTTATTCCGATTGCA
AGCATCGCTCACCCAGGCTAGCATTCGTTGATGT GATCAAAAACCAACTGAG
CAAACTGACGCTATATGTCGAATCCGATTGCAGATCTGCCTCGTGATATTC
CGGCTGACCTGTTTACACCGGCAGCAACCGCATATTGGGAACTGCTGAAT
AACTATGTTGAACAGGCTCTGCTGCAGCCCTTTGAAGATGAACTGCGTAC
CGAAGTTAATGCAATTCAGGTTGATCAACTGTTTGCCGAACT GAAAGAAC
GTACCCTGTATAGCGGT CATCAGCCTCCGAAATATCATAGCAGCGAACTG
AAAAGCCTCCTCATGTATATCATCTATCACAGCACCTTTCTGCATAGCTG
GGCAAACTTTAAACAGTATGATGATCCCGCTAATCCGAATCATGTTAGCA
TGGCTCATTATAGCCACTATGATCAGCAGACCCAGCATAAAATTCCTTTT
AGCCAGCGTAGCCTGACCTGGCGTTCTGAGCACCATTCGTTATAATAGCGT
TGCAGTTTATGCTAGCCGATCTCCTGAAACACCTGATTCGTGAAAAAAGCA
GCATTCTGCAACCTGGTCTCGCCGCTCCAAGATCTGATGATGAGCATTAAC
ATCTAA 1356

Cs-9/13HPL 1437 bp 478 AS 52 kDa

1
51
101
151
201
251

ATGGCTTCTTCCTCCCCTGAACTTCCTCTCAAACCCATTCCCGGTGGCTA
TGGCTTCCCCTTCCTCCGTCCCATCAAAGACCCTTACGATTACTTCTATT
TCCAAGGTAGAGACGAATTCTTCCGTTCCCGAATTACCAAATACAACTCC
ACCCTCTTCCACGCCAACATGCCACCGGGCCCCTTCATCTCCTCCCATTC
CAGAGTCCTTGTCCTCCTCGATGCCCTCAGTTTTCCCATCCTCTTCGACA
CCACCAAAGTCGAGAAACGCAACATTCTCGACGGAACTTACATGCCCTCC

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350

50
100
150
200
250
300



A. Appendix 139
301 TTCTCCTTCACCGGCCGCCATTCGCACCTCTCCTTATTTGCACCCATCGCA 350
351 AACAGAGCACACTGTTCTCAAACGCCTCTTTCTCTCCTTTCTCCCTTCTC 400
401 ACCATCACAGGTTCATCCCTCTGTTTCCGAAGCTCCTTGTCTCGAGATGTTT 450
451 GTTAAGCTTGAACATAAACTCCCCGACAAAAATAACATCCCTGATTTCAA 500
501 CTCCATTAGTGATGCCGTGTCCTTTGATTATGTTTTCCGTTTATTCTCCG 550
551 ATCGGAACCCCTGATTCGACATTAGCTCCTGATGGACCTGCAATCTTCCAT 600
601 TTATGGCTTGCCCTTCAACTTCGCCCCATTGCCTTCCATTGGCCTTCCCAA 650
651 AATTTTCTCTGTTTTTCAAGATCTCATTATTCACACCATTCCCCTGCCTT 700
701 TCTTCCCAGTCAAGAGTCGTTACAGCAAGCTTTATAAAGCGTTTTACTCC 750
751 TCCTCTGGCTCATTTCTAGACCAAGCAGAGAAACAGGCCATAGACAGAGA 800
801 GAAAGCATGTCACAATTTAGTCTTTCTTCGCTGGATTCAACCCATACGCGCG 850
851 GAATGAAAGTCCTTTTTCCCACTATACTCAAATGGCTCGCGCACCGGTGEC 900
901 GACGGATCTCCACCGTAAACTGGCGGAGGAACTGAGCACAACCGTGAAGCA 950
951 AGAAGGCCGGACTGACTTTCTCCGCCTTGCACAAAATGAGTCTGCTGAAGT 1000

1001 CGCTCGTGTACGAAGCTCTGAGGCATCCAACCGCCGCTGCCCTTCCAGTAC 1050
1051 GCGCAAACGCCAAGCAGCATATCCTGATTCAGAGCCACGATTCTTGTTTCAA 1100
1101 GATCAAAAAAGGGGACGACGATTTTTGCTTATCAGCCGTTTGCTACTAAAG 1150
1151 ATCCGAAGATTTTTAACGACTCGGACAAGTTCGTGCGCGATAGGTTCGTG 1200
1201 GCAGAACAAGGCGGAGAAGCTTTTGAACTATCTTTACTGGTCAAATGAGCG 1250
1251 GCAGACCGTGCAGCCCACGGCCCAGAACAACCAGT GTCCCGGCAAGAATC 1300
1301 TGCTGGTCATCATGCCCAGGATTATTCTGCTGGAATTCTTCCTCCGTTAT 1350
1351 GATACGTTCACTGTGCACGTCCCAGATTTGCCGCTGGGCCCCCCGGTCGAA 1400
1401 GTTCAACGTCCTTGACCAGAGCCACCGCTTCGGTTTAG 1437
Cm-9/13HPL 1464 bp 487 AS 52 kDa

1 ATGGCTACTCCTTCTTCCTCCTCCCCTGAACTTCCTCTCAAACCAATTCC 50

51 CGGTGCCTATGGCTTCCCCTTCCTCCCTCCCATCAAAGACCGTTACCGATT 100
101 ACTTCTATTTCCAAGGTAGACACGAATTCTTCCGTTCCCCCATTACCAAA 150
151 TACAACTCCACCCTCTTCCGCGCCAACATGCCACCGGGCCCCTTCATTTC 200
201 CTCCGATTCCAGAGTCGTTGTCCTTCTCGATGCCCTCAGTTTTCCTATCC 250
251 TCTTCGACACAGCCAAAGTCGAGAAACGCAACATTCTCGACGGAACTTAC 300
301 ATCGCCCTCCTTGTCCTTCACCGGCAACATTCGCACCTGTCCTTATTTGCA 350
351 CCCATCGGAAACAGACGCACTCTGTTCTCAAACGCCTCTTCCTCTCCTTTC 400
401 TCGCTTCCCGCCATCACAGGTTCATCCCTCTGTTTCGAACGCTCCTTGTCT 450
451 GACATGTTTGTTAAGCTTGAACATAAACTTTCCGACAAAAAGAACATCCC 500
501 TGATTTCAACTCCATCAGCCATTCCATGTCCTTTCATTATCTTTTCCGTT 550
551 TACTCTCCGATGGAACCCCTGATTCGAAATTAGCTCCTGAGGGACCTGCA 600
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601 ATGTTCGATCTGTGGCTTGTGTTTCAACTCCCCCCATTGCCTTCCATTCGG 650
651 CCTTCCCAAAATTTTCTCTGTTTTTCAAGATCTCCTCATTCACACCATTC 700
701 CCCTGCCTTTCTTCCCACGTCAAGAGTGGTTACAGGAAGCTTTATGAAGCG 750
751 TTTTACTCCTCTTCTGCCTCATTTCTAGACCAAGCAGACGAAACACCGGAT 800
801 AGACAGGCAGAAAGCATCTCACAATTTAGTCGTTTCTCGCTGGATTCAACG 850
851 CATACGGGCGAATGAAACTCCTTTTTCCCACTTTACTGAAATGGGTCGEC 900
901 ACCGCCGGCGAGGATCTCCACCGGAAACTCGCCCGAGGAAGTCAGGACAAC 950
951 CGTCGAAGCAAGAAGGCGCACTCACTTTCTCCGCCTTGGACAAAATGAGTC 1000

1001 TGCTGAAGTCCGTCGTGTACGAAGCACT CAGGATCCAACCGCCGGTGCCG 1050
1051 TTCCAGTACGGCGCAAAGCGAAGCAGGATATCCTGATTCAGAGCCACCATTC 1100
1101 TTCTTTCAAGATCAAAAAAGGCCAGACGATTTTTCCTTATCAGCCGTTTG 1150
1151 CTACTAAAGATCCGAACATTTTTAACCATTCGGAGAAGTTCGTGCCCGAT 1200
1201 AGCTTCCTGGCAGAGGCAAGGGCAGAACCTTTTGAAGTATCGTTTACTGGTC 1250
1251 AAATGAGCCGGAGACAGT GGAGCCGACGGCCGAGAACAACGCAGTGTCCCGG 1300
1301 GCAAGAATCTCGGCTGGTCCTGATAGGTAGGATTATGCTGGTCGAATTCTTC 1350
1351 CTTCGTTATGATACGTTCACCCTGGACGT CCGCAGATTTGCCGCTGGGTCC 1400
1401 GGCAGTGAAGTTCAAGTCCTTAACCACAGCAACCCATATCGTTCATCACC 1450
1451 ATCACCATCACTAA 1464
As-ALDH1 1512 bp 503 AS 55 kDa

1 ATCGCACTATGTTGATCCCAATCAATCTGGTTCAAAAATCCATTTTAAACA 50

51 CCAATATGAAAACTTTATTGCGTGGACAGTGCCTTCGCCCCTCGTTAAAGCGAG 100
101 TCTACTTCGACAATATTTCTCCTGTCCATGCCAAAAGTTTTACTCCTATT 150
151 CCACGCTCGAGTGCAGAAGATATTGAATTGCGCCCTAGATGCCGCCCACAA 200
201 AGCCAAGAAAGAATGCAATAAATCGTCTCCAACCACACCATCTAATTTAT 250
251 TACTTAAAATTGCTGACCGTATGCAAGCCAATTTGCAAATGTTCGCGGTT 300
301 GCTCGAAACTTGGCGATAATGGTAAACCCGTCCGTGAAACGCTAGCGGCGCA 350
351 TATCCCTTTGGCCATAGATCATTTCCCTTATTTTGCAGCCTGTATTCGCG 400
401 CACAGGAACGGTGCTATTTCTGAGATACACGCAAGATACCATTGCCTATCAT 450
451 TTTCATGAACCACTCGCCGTGCTTGGACAAATCATCCCTTGCGAACTTCCC 500
501 GATTTTCATGGCGGCATCGAAACTGGCACCCGCATTGGCAGCGGGCAACT 550
551 GCCTCGTGATCAAACCTCCGGAGCAAACACCTGTTCGGATCTTATTGGTG 600
601 GCTGAACTCATACAGCACCTATTACCTGCGCCTGTACTCAATATCGTCAA 650
651 TGCTTACGCTCCCGAAGTTGGCCCCCCACTCCCAACCAGTCCACGTATTG 700
701 CCAAAATTCGCGTTTACCGGTTCAACCCAAGTTGGGCCAATTGATCATGCAA 750
751 TATGCCACCGAAAACATCATTCCAGTGACTTTGGAGCTCGGCGGCAAATC 800
801 ACCAAATCTGTTCTTTGCCGATGTGATGCATCATCACGATCATTTTCTCGG 850
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851 ATAAAACCCTTGAAGCTTTTGCCATGTTTGCGCTCAATCAAGGCTGAAGTC 900
901 TGCACCTGCCCATCGCCTGCCTTGATTCAGCAAAGTATTCCTCGATCAGTT 950
951 TATGGAAAAAGCCATTGAACGCGTCAAACGCATCAAACTTCCGACATCCCC 1000

1001 TCCATACTGACACCATCGTCGCTGCCCAAGCATCTTTAGAACAACAAGAG 1050
1051 AAAATCCTGCGTTGTATTGATACAGCCCGACAAGCAAGGCTCCTGAAGTGCT 1100
1101 ATTGGGTGGGCCATGGT CGCCAAGAGGT CCCCAATCCATACTACATCGAAC 1150
1151 CGCACCATCTTTAAAGGTCATAACAACATGCAAGTGTTTCACGAACAAATC 1200
1201 TTTGGCCCTGTGCTCTCGGTAACCACATTCAAGGACTTTCATGAAGCCAT 1250
1251 TCAGATTGCCAATGACACCATCTATGCCTTAGGTCCTGGCCTCTGGTCAC 1300
1301 GTTCAACCCATACCGCCTATCCTGCACGTCCTGCCATTGAAGCCGGTCCT 1350
1351 GTTTGGACCAATTGTTACCACATCTACCCTCCTCATGCTCCATTTGGAGG 1400
1401 CTATAAAAAGTCAGGTCTCGCTCGTCAAAACCATAAAATCATGCTCGATC 1450
1451 ATTATCAACAAACCAAAAACTTGTTCCTGACCTATTCAACCAAACCCATG 1500
1501 GCCTTTTTCTAA 1512
Em-OAH1 1962 bp 653 AS 78 kDa
1 ATGGCGCCGCCCCATGGGCCATATCAATCCGATTACCAGCAAATTTCGATAA 50
51 AGTGCTGAATGCCAGCAGCCAATATCCTCATGTTAATCATCAACCGGATA 100
101 GCAGCAAAGAACAGCACGCGTAATACACCGCAGAAAAGCATGCCGTTTAGC 150
151 GATCAGATTGGTAATTATCAGCGCAATAAACGTATTCCGCTGCAGAGCTA 200
201 TCATAACAGCAAAATTTACATTATCGCGCAGCGGCTATTGCAGGTATGAGCG 250
251 CACCATACTATTTTATCCGTGATGGCCATCGTTCCGCCAAAAAACATTACC 300
301 TTTCTGCAACAGCTGCATATTCATGGTGCTAGCCTGCGATCCTGCAGGTAA 350
351 TCCGACCCGATGGTTATATCATTCGTGCTCGGTCGTCAAATCCATATGACCT 400
401 ATCAAAATCTGTCGGCACATGTTTCAGCATATTCCGCCACTCGAAATGCCT 450
451 GCACCGTATAGCCTTCTGGATCAATATCGTCTGATCAATCATAACGACAG 500
501 CAACTATAGCAAAGCCCGTCTCATTAATAACAAAGCCGAGATCAAAGATT 550
551 TTAGCAAATTCGCCCTGAATAAAATGCATCAGCTGCCCAATTATTCGCCTG 600
601 CTGCTGAAAAACAAAGAAGAACTCCACGATCTGACCATCGAAGATTATTT 650
651 CACCGAATCCTTCCTCAAAAGCAACTTTTGCACCTTTTGCCGTACCATCT 700
701 TTCGCCTTTGAAAATTGCCATACCCTCCTGGAACTCAAACTGTATATGCAT 750
751 CCTTTTCTGCATCCCATTGATCGTCTCGAATCATCTCAGCAGCCTCGGTTTT 800
801 TCCGAAATACAACCAGTATGACACCTTTGTTACACCGCTGCGCAAATTTC 850
851 TGCAAGAAAAAGGCGTTAACATCCATCTCAATACCCTGGTTAAAGATCTG 900
901 GACATTCACATTAACACCCAACGTAAAGTGGCTGGAAGGCATTATTACCGA 950
951 ACAGGATCGGTAAAGAAGTCGAAAATTCCGGTTGGCAAAAACCATTATGTGA 1000
1001 TTGTTACCACCGGTAGCATGACCGAACATACCTTTTATGCCAATAACAAA 1050
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1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951

ACCCCACCCATCATTGCTATCCATAATAGCACCACCGGTCAGAGCCCACG
TTGGAAACT GT GCGAAAAAT CTGGCAGCAAAAAGCCAAATTTTCGGCAAAC
CGCAAAAATTCTGCTCCAACATTGAAAAAACGCGCATGGGAAAGCGCAACC
CTGACCTCTAAACCCAGCGCACTGATTGATAAACTGAAAGCAATATAGCGT
GAACGATCCGTATAGTGCTAAAACCCTTACCGGTGGCATTATCACCATTA
CCGATACGCAATTCGCTGATGAGCTTTACCTCTAATCGTCAGCCGCATTTT
CCGCCAACACGCCGGATGATGTTCTGGTTCTGTCGCTTTATGCACTGTTTAT
GCATAAAGAGGCCAATTATATCAAAAAAACCATGCTGGAATGCACCGGTG
ATCAAATTCTGCCAGAACTGTCTTATCATCTGGCGTATTGAAGATCAACTG
GAAAACGT GCAGAAAAATACCATTGTTCGTACCGCATTCATGCCGTATAT
TACCTCAATGTTTATGCCTCGT GCCAAAGCTGATCCTCCGCGTGTTGTCGC
CCGAAGCTTGTAAAAACCTGCCTCTCGTTGCTCAGTTTGTGCAAACCAAT
AATGATGTGGTGTTCACAAT CGAAAGCAGCGTGCGTACCCCACGTATTGC
CCTGTATAAACTCCTGAACCTCAACAAACACGTGCCGGATATTAATCCGC
TGCAGTATCATATTCGGCCATCTGCTGAAAGCAGCCAAAACCCT GAATCGAT
CATAAACCCTTTCGTTGGTGAAGGTCTGCTGCGTAAAGTTCTGAAACGCAC
CTATTTTCAACATGTGCTGCCTGCCCGT GCACCCGAAGAAGAAGAACACG
AAAGCTTTATTGCCGAACACCTGAACAAATTTCGCCAATCGGTTAAAGGC
ATTCGTGGCTAA 1962

IST 1001780 bp 259 AS 297 kDa

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751

ATGGCTCCCCGTTATCTGAAAGGCTGGTTAAAGGATGTGCTTCAGTTCGAG
CCTTCGCCCGGCCATCTTTTAGAGCGAGT CGACAACCTCCTATTATCTCAC
TCAATCAACGCATACTCGAGTTCAACAAACCTAATATTACCGCCATCATT
GCAGGTTACGACCGCAAATCCCCCTCGGGGCTGGATGTCCAACGCEGACCC
CATCGAGTATAGCAAGTTTATGGAACGTTACCCTGTAGGCATTATCTATAA
CCACTGAACAGAAATATTTCAACGGCAGTTACGAAACATTCGCGCAAAATT
GCCTCATCCGTGTCGATCCCAATTCTTATGGCCGATTTTATAGT TAAGCGA
GAGCCAGATCGACGATCCATATAATCTGGGTGCTGATACCCTCGCGCTCA
TTGTAAAAATCCTGACGCGAAAGACAATTAGAGTCTCTGTTGGAATACGCC
CCAAGTTATGGCATGGACCCTCTTATTAAAATAAACGACGAAAATGATCT
GGACATCGCACTCCGCTATTGGAGCTCCCTTCATAGCCATCCTGTCAGCCG
ATTGGGAAACTTTAGAGATTAACAAGGAAAATCAACGGAAACTGATTTCC
ATCATCCCCTCCAACGTTGTCAAAGTCGCCTCCTTTGGTATTAGCCAGCG
TAATGAAATAGAACAGTTGCGCAAGCTTGCCGTAAACCCTTTCTCTATCC
ATAGTTCACTGATGCGTAATCCCCAAAAAATTAAACAATTTATCTTAGGC
AGCCTCGACCACCACCACCACCACCACTGA 780

1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
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IST 1002780 bp 259 AS 297 kDa
1 ATCGGCTCCGCGTTATCTGAAACGGCTGGCTCAAAGACGTGGTTCACCTGAG 50

51 CCTGCGCCGTCCATCTTTTCGCGCGAGTCGTCAACGCCCTATTATCTCAC 100
101 TCGAACGAACGTATTCTCGGAGTTCAACAAACCCAATATCACCGCTATTATC 150
151 GCACTCGTATATCGCGTAAATCCCCGTCGCGGTCTGCACGTCCAACCCCATCC 200
201 AATTGACGTATTCGCAAATTTATCGAACCTTACGCTGTAGGCCTGACCATCA 250
251 CGACTGAAGAGAAATACGCGAACGGATCTTACGAAACACTGCGCAAAATT 300
301 GCCAGTTCAGTGTCCATCCCTATTCTCATGCCAGACTTCATCGTTAAACA 350
351 GTCGCAGATTGATGACGCCTTATAATCTGCGCCGCGGATACCGTCGCCCCTCA 400
401 TCGCTAAAAATTCTGACCGAACCTGAACTGCAGAGCCTGCTCGCAATACCGCA 450
451 CCGCAGTTACGGGATGGCAGCCGCTGATCAAAATTAACGCACCAAAACGACCT 500
501 GGATATTGCTCTGCGTATCGGGGCGCCCTTTATTGCAATCCTCGAGTCGTG 550
551 ACTGGGAAACTCTGGAGATTAACAAACAAAATCAACGCAAACTGATCTCA 600
601 ATGATTCCGTCCAACGTTGTCAAAGTGGCCTCGTACGCAATCACGCGAGCG 650
651 TAATGAAATTGAAGACCTGCGCCAAACTGGGTGTAAACGCTTTCTCTATCG 700
701 GCAGTTCACTCATGCGTAATCCACAAAAAATTAAACAATTTATCCTGGCGC 750
751 AGCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 780

RA60.2624 bp 207 AS 231 kDa

1 ATGCATACTACAATCACCCAGAATCAAACCCGCTATGACAACGCTTACTT 50

51 TTATAGCTTCTCCACACATGCACCGCCCTACCGTGTCTATCACTCTGCATA 100
101 GTGGCCCTTCATACTCCACATCGTGCCGTAATACCGGGTGCTTTAAAGCC 150
151 GGCAACGGCTTGCAGCACGGGCCGTCCTCGCACCCTTACTTATAACGCATC 200
201 TTTCAATCCGAGTGGGACAGCTTATCTGACCCTGTACGCCTGGACCCGCA 250
251 ACCCGCTGGTATCGTATTCCATCGTAGAATCGTGCCGTACTTACCGTCCG 300
301 ACAGGGACGTATAAACGGCTACGCTAACCACTCACGGCGGCACATACGATAT 350
351 TTACGAGTATTGGTGCTACAACGCTCCGTCCATCGAGGGCACCCGCACCT 400
401 ACCAATCTTTTTCGAGTGTTCCTCAACAGAAACGCACTTCAGGGACAATT 450
451 ACGATCGCGCAACCACTTCGACCCCTGCGGCACGTGCTGGTATGAATCTGCG 500
501 CTCCCATGATTACCACATTATGGCTACTATTGGTCATCAATCGAGCGGCGT 550
551 CTAGTACTGTGTCAATCTCCGAGGGCCGTAACCCCCGCAATCCCGGCAGC 600

601

CTCGAGCACCACCACCACCACTGA 624
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RA95.4777 bp 258 AS 297 kDa
1 ATCGCCGCGTTATCTGAAAGGCTGGCTCGAGCACGTAGTCCAGCTGTCTCT 50

51 GCGCCCGTCCTAGCGTCCCCGCCAGCCCCCAACGTCCGATTATTTCTCTGA 100
101 ACGAACGTATCCTGGAATTTAACAAACGCAATATTACAGCAATCATCGCG 150
151 TATTATGAACGCAAATCCCCGCTCAGCTCTGCATGTTGAGCCTGATCCGAT 200
201 TGAATATCCGAAATTCATGCAGCGTTACGCCCTTCGCCCTCTCTATTAACGA 250
251 CAGAAGAAAAATACTTTAATGGCAGCTATGAAACCCTGCGCTAAAATTGCT 300
301 AGCAGTGTCAGTATTCCAATTCTGATCAGCCATTTTATCCTGAAAGAAAG 350
351 CCACATTGATGATGCCTATAACCTGGCGCGCCCGATACCGTGCTGCTGATCG 400
401 TTAAAATCCTGACGCAGCCGTGAACTCCAGTCTCTCCTGGAATACGCGCGC 450
451 AGTTATGCTATGCAACCGCTGATTCTCATTAACGATGAAAATGATCTGCA 500
501 TATCGCTCTGCGTATCGCTGCCCCTTTTATTCGCATCTTCTCAATCAATT 550
551 TTCAAACGCGTGAAATTAACAAAGAAAATCAGCGTAAACTCATTTCTATG 600
601 ATTCCGTCAAACCTGGTCAAACGTCGCCCAAACTGCGGCATTAGTGAGCGCAA 650
651 TGAAATTCAAGAACTCCGTAAACTGCCGCGTCAATCCATTTCTCGATTTCTT 700
701 CGTCGCTGATGCGCCAATCCGGAAAAGCATTAAAGAATTAATCGACGGCATCA 750
751 CTCCAGCACCACCACCACCACCACTGA 777

RA95.5777 bp 258 AS 297 kDa

1 ATCGCCGCGTTATCTGAAAGGCTGGCTCGAGCACGTAGTCCAGCTGTCTCT 50

51 GCGCCGTCCTAGCGTCCCGCGCCAGCCCCCAACGTCCGATTATTTCTCTGA 100
101 ACGAACGTATCCTGGAATTTAACAAACGCAATATTACAGCAATCATCGCG 150
151 TATTATTCACGCAAATCCCCGTCAGCTCTGCATGTTGAGCCTGATCCGAT 200
201 TGAATATCGCGAAATTCATGCAGCGTTACGCCCTTGCCCTCTCTATTAACGA 250
251 CAGAAGAAAAATACTTTAATGCCAGCTATGAAACGCTGCGTAAAATTGCT 300
301 AGCAGTGTCAGTATTCCAATTCTGATCAGCCATTTTATCCTGAAAGAAAG 350
351 CCACATTGATGATGCCTATAACCTGGGCGCCCGATACCGTGCTGCTGATCG 400
401 TTAAAATCCTGACGCAGCGTGAACTGCAGTCTCTCCTGGAATACGCGCGC 450
451 AGTTATGCTATGCAACCCCTGATTCTCATTAACGATGAAAATGATCTGCA 500
501 TATCGCTCTGCGTATCGCTGCCCCTTTTATTCGCATCTTCTCAATCAATT 550
551 TTCAAACGCGTGAAATTAACAAAGAAAATCAGCGTAAACTCATTTCTATG 600
601 ATTCCGTCAAACCTGGTCAAAGTCCCCAAACTGCGGCATTAGTGAGCGCAA 650
651 TCAAATTGAACAACTGCCTAAACTGCCGGTCAATCCATTTCTGATTTCTT 700
701 CGTCGCTGATGCGCCAATCCGGAAAAGCATTAAAGAATTAATCGAGGCATCA 750

751

CTCGAGCACCACCACCACCACCACTCA 7177
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RA 110.4426 bp 141 AS 18 kDa
1 ATCGAACCTGCCGACCGCCCAGCAAGTCCAGCGTCTCATGCCGCCTTTTAT 50
51 TGAACTGCTCGATGTGCGCCACATTCAAGCAATTCTGCACGATGTACGCGG 100
101 ACGATCGCCACCGTTGAAAGCCCGTTTGGTCAACCACCGATTCATGGCCGT 150
151 GAACACATTGCCGCCGCACTACCGTCAGTGGCTGCCCGGCCCTAAATTTCG 200
201 TGTTTGCCTGACCGGTCCAGTCCGTCCTAGTCATAACGCCTGCCCCGCCA 250
251 TGCCGTTGCGTAAAGAGTGGGTTTGCAATGCTCAGCCTTGCGCACTGGAT 300
301 GTTATTCTGGTTATGCGCTTCCATGAACACCGTCCCATCCAGACCGAACA 350
351 GCCCTATTGGCAGCGAAGTGAATCTGACGTGTACGCGAACCCGCAGGGCAGTC 400
401 TCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 426
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A.2 Verwendete PCR-Programme

Im Laufe dieser Arbeit wurden vier verschiedene PCR-Prograwvemnwendet. Diese sind

im Folgenden gelistet.

Tabelle A.1: PCR-Programm Nr. 1

Schritt t / min T/°C Zyklen
Initialisierung 5 95 k
Denaturierung 0,5 95
Hybridisierung 0,5 62 30
Elongation 4,5 75
finale Elongation 4,5 70 1x
Halten - 8

Tabelle A.2: PCR-Programm Nr. 2
Schritt t / min T/°C Zyklen
Initialisierung 5 95 k
Denaturierung 0,5 95
Hybridisierung 0,5 65 3R
Elongation 3,5 72
finale Elongation 10 72 1x
Halten - 8

Tabelle A.3: PCR-Programm Nr. Pfu/TagPolymerase (2 U8 U)

Schritt t / min T/°C Zyklen
Initialisierung 2 94 k
Denaturierung 0,33 95
Hybridisierung 0,16 50-62 10x
Hybridisierung 0,16 45-62
Elongation 2,5 60
Denaturierung 0,33 95
Hybridisierung 0,16 65-62 20x
Hybridisierung 0,16 60-62
Elongation 2,5 72
finale Elongation 5 72 1x
Halten - 8

Tabelle A.4: PCR-Programm Nr. 4
Schritt t / min T/°C Zyklen
Initialisierung 2 95 k
Denaturierung 0,5 95
Hybridisierung 0,5 64 30
Elongation 3 72
finale Elongation 10 72 1x

Halten - 8
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A.3 Proteinexpression

Insofern eine Expression erkennbar ist und die erfolgeei€kpression nicht nur durch
einen Aktivitatstest bestatigt wurde, wird dies im Folgen@xemplarisch durch ein SDS-
Gel gezeigt.

Ganzzellproben Lysatproben

Abbildung A.1: Zusammenstellung verschiedener SDS-PAGE-Analysen vsthiedenen Lipoxygen-
asen und Hydroperoxid-Lyasen. Links: GanzzellprobenhBetysatproben.

kDa
70

55
40

35

25

15

Abbildung A.2: Expression von RA 110.4. Links: Expressionsstudie zu Vveesienen Zeitpunkten.
Rechts: Ganzzell- und Lysatproben sowie anschlieendesisigung mittels IMAC.
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Em-OAH1 As-ALDHI

Abbildung A.3: SDS-PAGE-Analyse voEmOAH1 und AsALDH1. Links: Testexpression der unmar-

kierten EmOAH1 Variante nach 24 h und 48 h. Rechts: Expression As#hLDH1 und anschlie3ende
Aufreinigung mittels IMAC.

Aldolasen
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\ QF YV
NS S
& & T J
kDa
50
40
30

Abbildung A.4: SDS-PAGE-Analyse der verschiedenen Aldolasen. Die Eszmyaen der einzelnen Gene
wurden unter den Assaybedingungen durchgefuhrt.
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A.4  pH-Profil der St-LOX1 und 9/13HPL Reaktionen

Bei der Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen wundker anderem der op-
timale pH-Wert der gekoppelten Lipoxygenase und Hydroxidrbyase Reaktion be-
stimmt. Dartber hinaus wurde untersucht, 8L.OX1 unterschiedliche HPODE Re-
gioisomere (9- und 13-Hydroperoxyoctadecadiensaurd) asmem pH-abhangigen Me-
chanismus bildet.
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Abbildung A.5: pH-Profil der sukzessiveBtLOX1 und 9/13HPL Reaktion. A: Profil der sukzessiven
StLOX1 undCm9/13HPL Reaktion. B: Profil der sukzessivBaLOX1 und Cs-9/13HPL Reaktion.
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Abbildung A.6: MS-Fragmentierungsmuster der TMS-Derivate von 13-H(FEdBben:Gm-LOX1, pH
6)2°0 und 9-H(P)ODE (unterStLOX1, pH 6)166. Abbildung abgeéndert nach Oteal. (2013) 206
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Abbildung A.7: Regioselektivitat vorstLOX1 in Abhangigkeit des pH-Werts. Im Gegensatz zu der Lipo
xygenase auSlycin max GrLOX1 kann beiStLOX1 keine merkliche Anderung des Regioisomerenver-
haltnisses beobachtet werden. Abbildung abgeéndert ntieletcl. (2013) 206
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A5 LOX/HPL Reaktion und Substratkonzentration

Abbildung A.5 zeigt Zusatzdaten von Experimenten, in detdiensukzessiv&tLOX1
undCm-9/13HPL Reaktion in Abhangigkeit der Substratkonzendratintersucht wurde.
Die Daten sind hier um die 2wmnund die 5 nv Messreihe erweitert.
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Abbildung A.8: Abhangigkeit der sukzessivé&tLOX1 (500 ugmL~1) und Cm-9/13HPL (500ugmL-1)
Reaktion in Abhangigkeit von der Substratkonzentratior2§0mv — 5 mm). Der Linolsdureumsatz (A)
und die 9-Oxononansaureausbeute (B) werden in separatenlditiern dargestellt. Abbildung abgeandert
nach Otteet al. (2013)206
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A.6 Klonierungsstrategie flr das Dualexpressionssystem

Fur die Expression voBtLOX1 wurde das pQE-System von Qiagen (Hilden, DE) ver-
wendet. Der Expressionsstamm tragt zusatzlich das PlapRiP4, welches fur die
konstitutive Expression des Lac-Repressordankverantwortlich ist. Lacl sorgt fur ei-
ne bessere Kontrolle des Zielgens, welches sich hinter dedern System verwende-
ten T5-Promotor befinden. Mittels Elektroporation wurde PREausE. coli SG13009
entfernt1’® Die gesamte Expressionskassette @0/13HPL wurde inklusive Promo-
tor, Ribosomenbindungsstelle (RBS), Zielgen und Terminat@REP4 kloniertE. coli
SG13009 ohne pREP4 konnte daraufhin mit beiden Vektoren pREPA3HPL (nied-
rige Kopierzahl, p15A ORI) und pQBL.OX1 (hohe Kopierzahl, ColE1 ORI) transfor-
miert werden. Nach Induktion mit IPTG konnten beide Gendnem Stamm exprimiert

werden.
St-LOX1
pQE30-StLOX1
6021 bp
ampR
ColE1 ORI \
pQE30-
PREP4 ‘ ‘ StLOX1
Einfachexpressionssystem SG13009 SG13009(-) Dualexpressionssystem SG13009

Cs-9/13HPL
\ Expressionskassette ’

pREP4-
Cs9/13HPL
5476 bp

pREP4
3740 bp ‘

kanR lacl

P15 A ORI

P15 A ORI

Abbildung A.9: Klonierungsstrategie fir die Entwicklung eines Dualesgienssystems fiBtLOX1 und
Cs9/13HPL. Das Plasmid pREP4 wurde mittels ElektroporagiosE. coli SG13009 entfernt. Die gesam-
te Cs-9/13HPL Expressionskassette wurde in den pREP%iveilit niedriger Kopierzahl kloniert. Nach
Transformation von pQB1.0OX1 und pREP4S<9/13HPL konnten sowohl LOX und HPL gleichzeitig ex-
primiert werden. Abbildung abgeéndert nach Qital. (2013) 210
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A.7 pH-Abhangigkeit der Ganzzellkatalyse

- 40
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Abbildung A.10: pH-Profil derE. coli Ganzzellkatalyse. Bei der Ganzzellreaktion handelt dsic die
direkte Umsetzung von Linolséure zu Azelainséaure. Der Iséaareumsatz ist in Griin und die Azelainséu-
reausbeute in Lila dargestellt. Abbildung abgeéndert @itdet al. (2013) 210

A.8 pH-Optimum der Em-OAH1 Reaktion
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Abbildung A.11: pH-Profil derEmOAHL1 katalysierten Umsetzung von 12-Oxodlséure zu 10+bbygt
12-oxostearinsaure (pH 4 — 8). Die Konzentration von 12{&Dsé@ure ist in Dunkelblau, die von 10-
Hydroxy-12-oxo6lsdure in Hellblau dargestellt. Abbilduabgeéndert von Elena Maurer (Diplomarbeit
ITB, 2014)16°
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A.9 Ganzzellkatalyse und Substratkonzentration

Bei hohen Konzentrationen ist der Trend deutlich zu erkenaass Uber 20am gebilde-
tes Produkt nur als 9-Oxononansaure und nicht in Form vonafegiure anfallt. Dieser
Umstand macht sich vor allem unter einphasigen Bedingungerelkbar.
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Abbildung A.12: Ganzzellbiotransformationen von Linolsdure mit Zellerelahe StLOX1 und Cs
9/13HPL exprimieren. Der Umsatz von Linolsédure wird in Foron Punkten und die Produktausbeute
in Balken dargestellt. Die Farben der verschiedenen Kdnattonen werden wie folgt dargestellt: 5vm

in Blau, 20 mv in Griin und 50 rw in Rot. Verlauf der Reaktion tGiber 32 h unter A) einphasiged Bh
zweiphasigen Bedingungen. Abbildung abgeéndert nachedite(2013) 210
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A.10 ADH-Screening von c-LEcta und ADH-Spezifitat

c-LEcta screente mehr als 70 Enzyme ihrer ADH-Bibliothek Alfivitat gegeniber
Ricinolsaure. In der Bibliothek fanden sich neben literagkdnnten Enzymen auch
ganzlich neue Enzyme aus der Biodiversitat und optimiertéiAButanten. Abbildung
A.13A zeigt die Zusammenfassung des spektrophotomegnisbtultititerplatten basier-
ten NAD"-Assays. Die vier aktivsten Varianten wurden mittels GC-BLD Substratum-
satz untersucht (Abbildung A.13B).

g

B Substrat  Produkt
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

— '
2h

. ‘.
A Control (24h)

Abbildung A.13: ADH-Screening von c-LEcta. A) Multititerplatten basiargghotometrischer NAD-
Assay. Die besten Varianten sind in Gelb und Orange daile&p GC-FID basierte Evaluierung des
Ricinolsaureumsatzes. Die Abbildung wurde von c-LEctafmitindlicher Genehmigung von Dr. Andreas
Vogel bereitgestellt.
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Abbildung A.14: Untersuchung der Selektivitait der ADH-102 Reaktion mit Hyiroxy-12-
oxostearinsdure als mogliches Substrat. Die Vergleielsion zeigt, dass die ADH-102 Enzympréaparation
nur die Umsetzung von Ricinolséure (A) und nicht die Umsegzvon 10-Hydroxy-12-oxostearinsaure (B)
katalysiert. *) Die Entstehung eines neuen Produkts kacint tieobachtet werden. Substrat (linke Balken)
und Produkt (rechte Balken) sind paarweise abgebildet.
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