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1. Einleitung

Die Untersuchung von Enzymen und enzymatischen Abbauwegen in Mikroorganismen
bedient einerseits vielseitige Forschungsinteressen z. B. im medizinischen Bereich und bietet
andererseits eine Moglichkeit zur gezielten Herstellung von industriell gefertigten
biotechnologischen Produkten. Enzymatische Reaktionen und Biotransformationen zeichnen
sich im Vergleich zu chemischen Herstellungsprozessen durch hohe Selektivitat und

Spezifitat aus.

Der Abbaumechanismus von epoxidierten Fettsauren ist wissenschaftlich von besonderem
Interesse, da sie verbreitet in Zellen vorkommen.

Auf der einen Seite erfillen sie wichtige Aufgaben, dienen als Lock- und Botenstoffe oder
regulieren die Abwehr von Pathogenen, auf der anderen Seite kénnen sie aufgrund ihrer
gespannten Ringstruktur toxisch, kanzerogen und mutagen wirken. Die enzymatische
Umsetzung epoxidierter Fettsauren zu ihren vicinalen Diolen erfolgt durch hydrolytische
Umwandlung, die vor allem durch Epoxidhydrolasen katalysiert wird. Dabei werden unter
Inversion der Konfiguration (frans-Hydrolyse) aus cis-Epoxiden threo-Diole und aus frans-
Epoxiden erythro-Diole. Diese Diole kbnnen weiter zu Hydroxylactonen reagieren, welche in
der Folge zu Lactonen umgewandelt und als Aroma- und Geschmacksstoffe in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt werden. Die einzig fir Saccharomyces cerevisiae bekannte
Epoxidhydrolase ist die Leukotrien A, Hydrolase. Sie katalysiert substratspezifisch bei
Leukotrien A4, das angegriffene C-Atom umgekehrt zu den anderen Epoxidhydrolasen unter

Retention der Konfiguration.

In Versuchen voran gegangener Arbeiten konnte mittels der Substrate cis- und trans-[9,10-
'®0]-9,10-Epoxyhexadecansaureethylester  das  Abbauprodukt erythro-3-Hydroxy-y-
decalacton bestimmt werden. Somit entstand es einmal unter Inversion der Konfiguration
(trans-Hydrolyse) und einmal wunter Retention der Konfiguration. Um weitere
Epoxidhydrolasen in Saccharomyces Stammen charakterisieren zu kdnnen sind weitere

Untersuchungen notig.

Zu diesem Zweck soll in der hier vorliegenden Arbeit zunachst eine epoxidierte Fettséure,
cis-[3,4-°H,]-3,4-Epoxydecanséure als Methylester, synthetisiert und eine GC-SIM-MS
Methode zur Analyse seiner Abbauprodukte etabliert werden. Die Einflihrung einer
Isotopenmarkierung in das Substrat erlaubt eine eindeutige Unterscheidung der

Abbauprodukte von endogen gebildeten Metaboliten.
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Im Folgenden soll ein Enzymparametertest zur Untersuchung der enzymatischen
Umwandung des cis-[3,4-?H,]-3,4-Epoxydecansiuremethylesters Uber vicinale
Dihydroxysauren in  Hydroxylactone entwickelt werden. Dabei sollen die
Inkubationsparameter flr ein bisher unbekanntes Enzym EH-1, welches analog zur
Leukotrien A, Hydrolase unter Retention der Konfiguration arbeitet, optimiert werden. Fur die
Untersuchungen wird eine Leukotrien A, Hydrolase deletierte Knockout-Mutante
(Saccharomyces cerevisiae BY4741 AYNLO45W) verwendet. Die Ergebnisse sollen mit
weiteren Saccharomyces Stadmmen (Saccharomyces cerevisiae BY4741 (Wildtyp),

Saccharomyces carlsbergensis RH und Saccharomyces bayanus) verglichen werden.

AbschlieBend soll eine moglichst umfassende Charakterisierung des Enzyms EH-1 mit
enzymatischer ~ Aktivitit gegeniiber der epoxidierten Fettsdure cis-[3,4-°H,]-3,4-
Epoxydecansaure in der Knockout-Mutante Saccharomyces cerevisiae BY4741 AYNLO45W

erzielt werden.



2. Theoretische Grundlagen

2.1 Grundlagen

In der Biotechnologie werden Mikroorganismen wie Pilze (z. B. Penicillium notatum), Hefen
(z. B. Saccharomyces cerevisiae) oder Bakterien (z. B. Escherichia coli) flr verschiedene
Fragestellungen genutzt. Sie finden Anwendung in der (medizinischen) Forschung, werden
aber auch in der Lebensmittelindustrie zur Herstellung von Aroma- und Geschmacksstoffen
eingesetzt.

Daher ist es von besonderem Interesse die Stoffwechselwege von Mikroorganismen
aufzuklaren, um sie zu verstehen und in Folge effektiv nutzen zu koénnen. Wenn die
Reaktionsmechanismen in Mikroorganismen bekannt sind, kann die Produktion von
unerwlnschten Nebenprodukten durch gentechnische Veranderungen des Mikroorganismus
verhindert werden. Hauptsachlich finden genetische Veranderungen in Mikroorganismen bei

ihren Enzymen statt.

Durch die Verwendung von Enzymen wird der Einsatz teurer chemischer Katalysatoren
Uberflissig und minimiert eine aufwandige Aufbereitung oder Reinigung der Produkte.
Deshalb kommt der Untersuchung und Charakterisierung von unbekannten Enzymen und
enzymatischen Abbauwegen in Mikroorganismen fir viele Forschungs- und Industriezweige
eine grolle Bedeutung zu. Im Bereich der Medizin und Diagnostik kdnnen Enzyme, deren
Funktion bekannt ist, fir Problemstellungen gezielt durch Fusion mit anderen Proteinen
modifiziert werden. In der Biotechnologie bietet der gezielte Einsatz von Enzymen eine
Méoglichkeit zur gezielten Herstellung von Feinchemikalien, die gegenuber chemischen

Synthesewegen mit hoher Selektivitat katalysiert werden.

Ein besonderes Beispiel stellen dabei Epoxidhydrolasen (EH) und ihre enzymatische
Funktion dar. Dabei sind sowohl der Abbau des Substrats, die enantioselektive Biokatalyse

[1] und die resultierenden Produkte von Interesse.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden Enzyme (siehe 2.3), die epoxidierte Fettsauren
in ihre vicinalen Diole umwandeln, in (genetisch veranderten) Saccharomyces Stammen
(siehe 2.5) untersucht. Als epoxidiertes Substrat wird dabei ein isotopenmarkierter
Epoxydecansauremethylester (siehe 2.2) eingesetzt, bei dessen Abbau Hydroxylactone

entstehen (siehe 2.4).
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2.2 Epoxide und epoxidierte Fettsauren

2.2.1 Epoxide

Epoxide, die auch als Oxirane bezeichnet werden, sind heterozyklische Verbindungen, die in
ihrer Epoxidbricke ein Sauerstoffatom tragen. Sie koénnen aufgrund ihrer gespannten
Ringstruktur toxisch, kanzerogen und mutagen wirken, indem sie mit ihren nukleophilen

Gruppen mit DNA, RNA und Proteinen reagieren [2].

In der Natur treten Epoxide im Cutin in der Cuticula von Pflanzen auf [3]. Cutin ist aus
Monomeren von Hydroxysauren aufgebaut, die Uber Ester- und Epoxidbindungen
polymerisieren. Diese Schicht bildet zusammen mit Zellulose, Pektin u. a. eine wachsartige

nahezu wasserundurchlassige Schicht.

Auf einigen Gebieten der Medizin wird ebenfalls nach den Ursachen von Erkrankungen
geforscht an denen Epoxide und ihre Abbauprodukte beteiligt sein kdnnen. So wurde die
enzymatische Umsetzung von Leukotoxin (cis-9,10-Epoxy-12(Z)-octadecenoat) und
Isoleukotoxin  (cis-12,13-Epoxy-9(Z)-octadecenoat) in die entsprechenden Diole in

Zusammenhang mit Brustkrebs und akutem progressiven Lungenversagen gebracht [4, 5].
222 Epoxidierte Fettsduren

Zur Substanzklasse der Epoxide gehdren auch die epoxidierten Fettsduren, so wie die in
dieser Arbeit als Substrat dienende cis-[3,4-2H2]-3,4-Epoxydecanséure in Form ihres
Methylesters. Epoxidierte Fettsduren werden in der Natur gebildet, wenn ungesattigte
Fettsduren durch peroxidischen Sauerstoff oder enzymatisch durch Cytochrom P450
Monooxygenasen oxygeniert werden [6]. Epoxidierte Fettsauren sind wissenschaftlich von
besonderem Interesse, da sie ubiquitar vorkommen und ein breites Wirkungsspektrum
besitzen. In Pflanzen regulieren sie die Abwehrreaktionen von Pathogenen, in Tieren sind sie
an Entzindungsreaktionen und als Botenstoffe in immunologischen Prozessen beteiligt [7].
Die epoxidierten Fettsduren Thromboxan, Prostaglandin und Leukotrien werden aus der
Arachidonsaurekaskade (5, 8, 11, 14-Eicosatetraensaure) gebildet und nehmen dabei
gegensatzliche Funktionen ein. Thromboxan bewirkt die Aggregation von Thrombozyten und
férdert damit den Gerinnungsprozess, dagegen wird der Gerinnungsprozess von
Prostaglandin gehemmt. Leukotrien kommt in Leukozyten vor und spielt eine Rolle bei

allergischen und entzindlichen Prozessen [8, 9].



2.3 Epoxidhydrolasen

2.3.1 Vorkommen und Funktion

Epoxidhydrolasen, die im Mittelpunkt der Untersuchungen dieser Arbeit stehen, sind
ubiquitar in vielen Organismen wie Sdugetieren [10], Pflanzen [11], Insekten [12], Bakterien
[13, 14, 15], Fischen [16], filamentdsen Pilzen [17, 18, 19] und Hefen [20, 21] verbreitet. Dort
erfillen sie unterschiedliche Funktionen wie die Entgiftung, die Regulation des Katabolismus
und die Steuerung von Signalmolekilen [22]. In Pflanzen sind sie an der Regulation der
Stressantwort  beteiligt, in Mikroorganismen sind sie an der Entstehung von
Kohlenwasserstoffen beteiligt, die fir den Abbaustoffwechsel relevant sind [10]. Die bisher in
Saugetieren charakterisierten Epoxidhydrolasen werden in mikrosomale bzw. gebundene
Epoxidhydrolasen (mEH) [23, 24, 25] sowie in cytosolisch vorliegende bzw. l6sliche
Epoxidhydrolasen (cEH) [26, 27] unterteilt.

Die Funktionen der cEHs liegen hier vor allem in der Regulation des Blutdrucks und der
Regulation der Entziindungsantwort [28, 29]. Die Aufgabe der mEHSs ist vor allem die

Detoxifizierung von Zellen sowie die Abwehr verschiedener Krankheiten [30, 31].
23.2 Mechanismus der enzymatische Umwandlung von epoxidierten Fettsauren

Die enzymatische Umsetzung von epoxidierten Fettsduren zu ihren Diolen katalysieren
Epoxidhydrolasen durch regio- und enantioselektive Hydrolyse. Dabei erfolgt eine
Umwandlung zu ihren vicinalen Diolen (trans-Hydrolyse) [32]. Die Reaktion lauft nach dem
Mechanismus einer SN,-Reaktion ab und ist unabhéngig von Cofaktoren. Dabei wird die
Etherbindung des Epoxids gespalten und Wasser addiert, so dass ein trans-konfiguriertes
1,2-Diol gebildet wird (siehe Abb. 1) [33, 34, 35].

__A‘_ Epoxidhydrolase e oy
Ry TR > RV "Ry
, . H,O

Epoxid (Racemat) Epoxid Diol

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung einer enantioselektiven Bildung eines Diols durch enzymatisch
katalysierte Addition von Wasser an einen Epoxidring.

Von besonderem Interesse ist dabei die Umwandlung von epoxidierten Fettsduren durch
mEH in der Leber, da sie in der Nahe der Cytochrom P 450 Enzyme liegen und so relativ
schnell nach der Bildung (siehe 2.2) in die entsprechenden Diole umgewandelt werden

kénnen [22]. Dies entspricht der in 2.3.1 aufgefihrten Funktion der Entgiftung der Zelle, da
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die polaren Diole als Zuckerkonjugate aus der Zelle analog der Medikamentenentgiftung

(Phase-II-Mechanismus) ausgeschleust werden kénnen [36].
233 Mechanismus der katalytischen Wirkungsweise von Epoxidhydrolasen

In der Literatur ist die Umsetzung von Epoxiden zu den entsprechenden Diolen durch EH als
Reaktion nach dem SNy-Mechanismus unter Inversion der Konfiguration beschrieben (frans-
Hydrolyse) [35]. Im aktiven Zentrum des Enzyms befindet sich eine katalytische Triade, die
entweder aus den drei Aminosauren Histidin, Asparaginsaure und Glutaminsaure bzw.
Histidin und zweimal Asparaginsaure besteht. Zu Beginn greift der nukleophile Carboxylrest
der Asparaginsaure die epoxidierte Fettsdure an der Rickseite des weniger sterisch
gehinderten Kohlenstoffatoms an und o6ffnet dadurch den Epoxidring. Zwischen der
epoxidierten Fettsaure und dem aktiven Zentrum der Epoxidhydrolase bildet sich ein
Esterzwischenprodukt, ein kovalent gebundenes Substrat-Enzym-Intermediat. Anschliel3end
greift ein Histidin-aktiviertes basisches Wassermolekil am Carbonyl-Kohlenstoff der
Esterbindung an. Das entstandene vicinale Diol wird frei gesetzt und das Enzym regeneriert
[37, 38, 39]. Dabei werden aus cis-Epoxiden (erythro) threo-Diole und aus trans-Epoxiden
(threo) erythro-Diole (siehe Abb. 2).

oH : OH

O ;
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2 : ) HO
) NG e NG
: i :
OH ! OH

o)

F

no

I
nmg
I

a

H,0

W \/SJ\’S/\

(5)_‘..\\‘\8

: H,0
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&)
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Abbildung 2: Enzymatisch katalysierte Hydrolyse von Epoxiden unter Inversion der Konfiguration - links:
trans-Hydrolyse der cis-Epoxide (erythro) zu threo-Diolen - rechts: trans-Hydrolyse der trans-Epoxide
(threo) zu erythro-Diolen.

In wassriger Lésung werden 3,4-Diole, 4,5-Diole oder 5,6-Diole in einem autokatalytischen

Weg zu Lactonen umgewandelt [40, 41].
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234 Epoxidhydrolasen in Saccharomyces cerevisiae

Im Gegensatz zu dem unter 2.3.3 beschriebenen Reaktionsmechanismus katalysiert die
bisher einzig fir Saccharomyces cerevisiae bekannte Epoxidhydrolase, die Leukotrien A4-
Hydrolase (LTA4H), das angegriffene C-Atom unter Retention der Konfiguration [42]. Bei der
Umwandlung unter Retention der Konfiguration werden beispielsweise aus trans-Epoxiden
threo-Diole und nicht wie bei der Umwandlung unter Inversion der Konfiguration erythro-Diol
(siehe Abb. 2 und 3 a).

Das Enzym LTA4H besitzt eine hohe Substratspezifitdt gegentber Leukotrien A, und hat als
bifunktionales Enzym neben der Hydrolase- auch eine Leucyl-Aminopeptidaseaktivitat [42,
43].

Im Menschen spielt die LTA4;H eine wesentliche Rolle bei inflammatorischen Vorgangen und
ist an Entzindungsprozessen beteiligt [43]. Zwischen der LTA;H im Menschen und der, die
in Saccharomyces cerevisiae gefunden wurde, konnte eine hohe genetische
Ubereinstimmung festgestellt werden [44]. Beim menschlichen Arachidonstoffwechsel wird
aus 5-Hydroperoxyeicosatetraensaure (5-HPETE) das Intermediat 5S,6S-Epoxy-7,9-trans-
11,14-cis-eicosatetraensaure (Leukotrien A, - LTA;) gebildet. Aufgrund seiner Instabilitat wird
es Uber LTA4H zur aktiven Form 5S,12R-Dihydroxy-6,14-cis-8,10-trans-eicosatetraensaure
(Leukotrien B, - LTB,;) umgewandelt. In S. cerevisiae konnte die Entstehung von 5S,6S-
Dihydroxy-7,9-trans-11,14-cis-eicosatetraensaure (5S,6S-DHETE) aus LTA,; nachgewiesen
werden [42].

Entgegen der humanen LTA4H, die LTB, produziert, bildet die LTA4H in S. cerevisiae drei
Produkte. Neben 5S,6S-DHETE entstehen in geringeren Konzentrationen LTB, sowie
58,12R-Dihydroxy-6,10-frans-8,14-cis-Eicosatetraensdure (sieche Abb. 3 b) [45]. Die

Umwandlung verlauft nach dem Mechanismus einer SN,-Reaktion [46].
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55,65-Epoxy-7,9-t 11,14-gis-gic traenséure (Leukolrien Ay - LTA) 58,65-Dihydroxy-7 9-trans-11,14-cis-eicosatetraensdure (55,65-DHETE)

55,12R-Dihydroxy-6,10-frans-8, 14-cis-Eicosatetraenséure

Abbildung 3: Enzymatisch katalysierte Hydrolyse eines Epoxids unter Retention der Konfiguration:
Allgemein - trans-Epoxide (erythro) werden zu threo-Diolen (a — oben) / Beispiel - LTA, reagiert zu LTBj,,
5S,12R-Dihydroxy-6,10-trans-8,14-cis-Eicosatetraesdure und 5S,6 S-DHETE [47] (b — unten).



2.4 Lactone

Das erythro-[3,4-°H,]-3-Hydroxy-y-Decalacton ist das Endprodukt, des in der vorliegenden
Arbeit zu untersuchenden enzymatischen Abbaumechanismus des cis-[3,4-°H,]-3,4-

Epoxydecansauremethylesters.

Die Erkenntnisse zur Entstehung von 3-Hydroxy-y-Decalactonen in Hefen wurde maf3geblich
durch die Arbeiten voran gebracht, die sich mit der Umwandlung von
Ricinolsauremethylester in Yarrowia lipolytica beschaftigten [47, 48]. Auch in S. cerevisiae
gab es bereits Veroffentlichungen zur Bildung und Charakterisierung von Hydroxy-y-lactonen
[49, 50].

Allgemein kdnnen Hydroxylactone weiter zu so genannten Lactonen reagieren. Als Lactone
werden Molekule bezeichnet, deren Molekulketten mindestens eine intramolekulare
Esterbindung besitzen. In vielen Fallen sind es cyclische Ester von Hydroxycarbonsauren
oder Kohlenhydraten. Die Stabilitdt der sich bildenden Ringstruktur wird im Wesentlichen
vom Abstand zwischen Hydroxyl- und Carboxyl-Gruppen bestimmt. Die Lactone mit Funf- bis
Siebenring (y-, - und e-Lactone) bilden hierbei die stabilsten Formen [40]. Zu den Lactonen
zahlen u. a. Ascorbinsaure (Vitamin C), Cumarin und einige wichtige Aromastoffe, wie y- und
O-Lactone. Das Fruchtaroma von Aprikosen und Pfirsichen [51] wird genauso wie die
buttrigen Aromen der Kokosnuss [52] maligeblich von y- und &-Lactonen bestimmt. Die
biotechnologische Herstellung dieser Aromastoffe ist von besonderer Bedeutung, da sie in
zahlreiche Lebens- und Genussmitteln Verwendung finden und die ihre natlrlichen Quellen
nicht ausreichend sind [53, 54, 55]. Die Geschmacks- und Geruchsrezeptoren des
Menschen sind in der Lage chirale Aromastoffe (Lactone) voneinander zu unterscheiden.

Diese besitzen andere Geruchs- bzw. Geschmackseigenschaften [56, 57].

Weiter kdnnen Lactone als Pflanzenschutzmittel eingesetzt werden. Zum Beispiel besitzt y-
Decalacton, das als Hauptkomponente des Pfirsicharomas gilt, sowohl die Funktion als
Sexuallockstoff [58 59, 60] als auch die Wirkung als Abwehrpheromon [61, 62]. Letzteres
lasst sich fur den Einsatz als Okologisches Schadlingsbekampfungsmittel nutzbar machen
[63].

Aufgrund des breiten Anwendungsbereiches kommt der enzymatischen Erzeugung von

Lactonen durch Mikroorganismen eine besondere Bedeutung zu.
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2.5 Saccharomyces Stamme

Im Vergleich zu Bakterien, die zu den Prokaryonten gehdren, sind die Saccharomyces
Stdmme, die im Rahmen dieser Arbeit als Modellorganismus genutzt werden, den
Eukaryonten zugeordnet. Sie stellen eine Gattung in der Familie der Saccharomycetaceae
dar und gehdren zu der Ordnung der echten Hefen (Ascomyceten, einzellige Pilze) in der
Klasse der Saccharomyceten und gelten als nicht pathogen. Sie vermehren sich durch
Sprossung [64]. Ihre Kolonien wachsen schnell, cremefarben und sind von flacher und glatter
Struktur. lhre Zellen sind rund bis oval mit einem Durchmesser von 5 bis 10 ym und einer
Lange von 3 bis 25 pum. Saccharomyces Hefen sind relativ tolerant gegenlber
schwankenden pH-Werten (3 bis 11) und Temperaturen (0 bis 45 °C). Fur ihr Wachstum
bendtigen sie Sauerstoff, kdnnen ihren Stoffwechsel aber unter anaeroben Bedingungen auf
Garung umstellen (fakultativ anaerob) [64, 65]. Deshalb werden viele Saccharomyces Arten,
wie die Stamme S. cerevisiae und S. carlsbergensis, die im Folgenden naher beschrieben
werden, bei der Herstellung von Lebensmitteln (Brot- Bier- und Weinherstellung etc.)
verwendet [64, 65]. Auch in anderen Industriezweigen und in der Forschung werden sie

vielseitig eingesetzt.
2.5.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ist sehr tolerant gegenuber niedrigen pH-Werten,
hohen Zucker- oder Ethanolkonzentrationen und wachst fakultativ anaerob (siehe oben). Bei
Anwesenheit hoher Zuckergehalte kommt es trotz aeroben Bedingungen zur alkoholischen
Garung und somit zur Bildung von Ethanol (Crabtree-Effekt) [66]. Aufgrund ihrer
Eigenschaften sind Hefen des Stammes S. cerevisiae fur viele industrielle Anwendungen,
z.B. fur die Produktion organischer Sauren, Glycerin und verschiedener Alkohole, gut
geeignet [67]. Durch gentechnische Veranderung kdnnen der Hefe gewlinschte Fahigkeiten
hinzugefugt oder entzogen werden. Genetisch modifizierte S. cerevisiae Stamme werden
beispielsweise genutzt, um durch Vergarung verschiedener Zucker Biokraftstoffe im groflen
Malstab herzustellen. Sie tragen somit zur modernen Ideologie der Nachhaltigkeit bei [67,
68].

Saccharomyces cerevisiae ist neben Escherichia coli der am besten erforschte
Modellorganismus, da sie einfach aufgebaut ist und eine hohe Effizienz in ihrer genetischen
Manipulierbarkeit besitz [64].

Als erster Eukaryont wurde 1996 das Genom von S. cerevisiae vollstandig sequenziert [69].
Mittlerweile gibt es viele verschiedene Datenbanken, die samtliche Informationen Uber Gene,
Proteine, Knockout-Stamme und bekannte Vektoren speichern (siehe z.B. www.rcsb.org,
www.ncbi.nim.nih.gov/protein bzw. /genbank). Die existierenden Knockout Stdmme fir S.

cerevisiae decken bisher 96% des gesamten Genoms ab [67]. S. cerevisiae nimmt in der
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Humanforschung eine wichtige Rolle ein. Da Menschen und Hefen zu den Eukaryonten
gehodren, werden Hefen als Modellorganismen in der Forschung uber Alterung, DNA-
Reparatur oder Krebsursachenforschung eingesetzt. Ein Beispiel ist der Zellzyklus der
Eukaryonten, der weites gehend in S. cerevisiae erforscht wurde. [70] Ein wichtiger
Gesichtspunkt ist zudem das gleiche Expressionssystem von Hefen und Menschen.
Eukaryontische Proteine werden nach der Translation auf vielfaltige Weise modifiziert, bis sie
ihre  vorbestimmte Funktion einnehmen kobénnen. Diese sog. posttranslationalen
Modifikationen (PTM) sind z.B. Glykosylierung, Acetylierung oder Methylierung. Fur die
pharmazeutische Proteinproduktion ist dies von groRem Interesse, da prokaryontische
Systeme diese PTM nicht durchfuhren kénnen. Auch hier werden Vektoren genutzt um die
verwendeten Hefen genetisch zu modifizieren, damit diese menschliche Proteine,
Wachstumsfaktoren oder Hormone produzieren kénnen. Wichtige Beispiele fir den Einsatz
von S. cerevisiae sind die Produktion von humanem Insulin [71] und dem Hepatitis B-
Impfstoff (Antigen HBsAQ) [72].

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Stamme Saccharomyces cerevisiae BY4741
AYNLO45W Mutante (siehe 2.5.3) und der dazu gehdrige Saccharomyces cerevisiae
BY4741 Wildtyp verwendet.

252 Saccharomyces carlsbergensis

Bei Saccharomyces carlsbergensis handelt es sich um einen Hybrid aus Saccharomyces
bayanus und Saccharomyces cerevisiae, er besitzt Ahnlichkeiten zum Phéanotyp und
Genotyp beider Arten [73]. Im Vergleich zum Genom von S. cerevisiae ist das Genom von
Saccharomyces carlsbergensis um bis zu 60 % gréRer, da sich das Genom, hier aus denen
von zwei Arten zusammensetzt. Der vermutlich gréRere Teil stammt vom S. bayanus [74].

In der Brauerei- und Getranketechnologie werden verschiedene Varianten der Hefearten
Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces carlsbergensis verwendet. Die Zellen der S.
carlsbergensis teilen sich nach der Knospung vollstdndig, wahrend die der S. cerevisiae
Sprossverbande mit vergleichsweise grofer Oberflache bilden. Letzteres flihrt wahrend der
Garung zum Aufsteigen der Hefe und somit zur Bezeichnung ,obergarig“. Im Gegensatz
dazu wird S. carlsbergensis zu den untergarigen Hefen gezahlt, da ihre Zellen wahrend der
Garung absinken. Die verschiedenen Stamme beider Hefen geben durch unterschiedliche
Garungsnebenprodukte den jeweiligen Biersorten ihren typischen Geschmack. S.
carlsbergensis wurde erstmals 1908 von Hansen in der Carlsberg Brauerei isoliert und
beschrieben [75]. Im Vergleich zu S. cerevisiae findet S. carlsbergensis aulierhalb der
Brauerei- und Getranketechnologie nur wenig Verwendung.

Die Stamme, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet werden, sind der Saccharomyces

carlsbergensis RH und ein Stamm des Saccharomyces bayanus.


http://de.wikipedia.org/wiki/Hybrid
http://de.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
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253 Saccharomyces cerevisiae Knockout-Mutante

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten S. cerevisiae Wildtyp BY4741 ist das Gen YNLO45W,
welches fir die einzig bekannte Epoxidhydrolase LTA4H in S. cerevisiae codiert, auf dem 14.
Chromosom zwischen den Positionen 542.963 und 544.979 lokalisiert. Der Open-Reading-
Frame (ORF) des Gens umfasst 2016 Basenpaare (bp). Dies lasst sich mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) Uberprifen, wobei die Primer 045-fw und 045-rev aullerhalb des Gens
ansetzten. Dabei ergibt sich eine Lange von 2480 bp (siehe Abb.4) [76].

542.647-3’-
TGGTCCTCAAGGACATCATCATCCAGTCATCAGAAAACATCCTGAGTGTTTCCAAATGGAAAAT
CATAGGGGCCTCCTTCATGGGTACGCCCTACACAGGTCTTCTCACGGGGCTCGTTGGCCCTC
TCCTGTCACCATTTTCGGCTGTTTCGTCGTGGCTTTCATTCATCTTTTGACACAATGCGTCTTC
AGTTTCCGGGGGCATTGCGTATGGAAAATCATGTCACTTTTTTTCTTCCACTTTTTCGTTTGAC
TTATATAAACGCACTTTAGTATAGTTTGCTTTATGTATTAGGTTATCTTGGTGTTCTAATTGATG
TTCTTG...1998bp..GGTCTTTGAAAAGGGACGTGTCGTAACATGAATACGTAAACAATTAAATA
TAACCTACTAATGAGCCTTCATTGCTACTTCTCTGGTTCTAATTAGTGGCGGAGTTCTGTGTCG
TGCGATACGAATTTTGCACTTTTGTCACATGCAATCGAGGCAA-5'-545.127

Abbildung 4: DNA-Sequenz des ORFs im Gen YNL045W (grau unterlegt) und die Bindungsstellen fiir die
Primer 045-fw bzw. 045-rev (unterstrichen) [76].

Zusatzlich soll mit einer S. cerevisiae Knockout-Mutante gearbeitet werden, bei der das Gen
welches die LTA, Hydrolase codiert, inaktiviert wurde. So sollen die Eigenschaften und die
GroRe moglicher anderer Enzyme, die epoxidierter Fettsguren hydrolytisch umwandeiln,
bestimmt werden. Bei der Mutation AYNLO45W wird neben der Deletion des Gens YNL045W
mit einer durch homologe Rekombination erzeugte sequenzspezifische Insertion des
Kanamycin-Resistenz-Gens kanMX4 gearbeitet, welches kulrzer ist als das Wildtyp-Gen
(siehe Abb. 5) [77]. So ergibt sich bei der PCR mit den Primern 045-fw bzw. 045-rev fur die
Mutante eine Lange von etwa 2000 bp. Die Anwesenheit des kanMX4 wird mit den Primern
G1-fw und G2-rev Uberpruft, die sich innerhalb dieses Gens anlagern. Die Lange der
Basenpaare betragt etwa 400 bp. Die richtige Lokalisieung des eingebauten kanMX4 |asst
sich mit der Primer Kombination G1-fw und 045-rev bei einer Basenpaarlange von etwa 1100
bp nachweisen. Die Stabilitdt des Knockouts in der Mutante lasst sich ebenfalls mittels PCR

Uberprifen.

1-3°-
ATGGGTAAGGAAAAGACTCACGTTTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTA
TATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTAT
GGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTT
ACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCAT
TTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGCAAAACAGCATTC
CAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTG
CGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCG
CTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTA
ATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATT
CAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGG
TTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAA
CTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAAT
CCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAA-5-810

Abbildung 5: DNA-Sequenz des ORFs im Kanamycin-Resistenz-Gen kanMX4 und die Bindungsstellen fiir
die Primer (PCR) G1-fw und G2-rev (unterstrichen) [78, 79].
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2.6 Stand der Wissenschaft

Der Abbaumechanismus epoxidierter Fettsduren ist, wie einleitend beschrieben,

wissenschaftlich von besonderem Interesse.

Die enzymatische Umsetzung epoxidierter Fettsduren zu ihren vicinalen Diolen erfolgt
allgemein durch hydrolytische Umwandlung, die vor allem durch sog. Epoxidhydrolasen
katalysiert wird. Dabei werden unter Inversion der Konfiguration (trans-Hydrolyse) aus cis-
Epoxiden threo-Diole und aus frans-Epoxiden erythro-Diole, welche weiter zu Lactonen
reagieren konnen [37, 38, 39] (siehe 2.3.3). Im Gegensatz zu dieser allgemein flir Menschen,
Tiere, Insekten, Pflanzen, Bakterien und Hefen beschriebenen Reaktion, katalysiert die
bisher einzig fir Saccharomyces cerevisiae bekannte Epoxidhydrolase (die Leukotrien A4
Hydrolase) unter Retention der Konfiguration (siehe 2.3.4). Bisherige Erkenntnisse deuten
auf eine substratspezifische Wirkungsweise gegenlber Leukotrien A, hin, eine Aktivitat

gegeniber anderen epoxidierten Fettsauren ist nicht beschrieben.

Bisher gibt es kaum Informationen zum Abbaumechanismus anderer epoxidierter Fettsauren
als Leukotrien A, in Hefen. Die bisherigen Erkenntnisse basieren auf Ergebnissen von
Arbeiten, die sich mit dem Metabolismus ungesattigter (Hydroxy)fettsauren [80, 81], Mono-

und Dihydroxyfettsauren [82] bzw. Epoxifettsduren befassten [83].

Die letztgenannte Arbeit [83] beschaftigte sich mit der enzymatischen Umsetzung der cis-
bzw. trans-[9,10-"20]-9,10-Epoxyhexadecansaureethylesters in Saccharomyces
carlsbergensis. Beim Abbau dieses Substrats durch die Hefe wurden zunachst C2-Kérper der
Fettsaure in Form von Acetyl-CoA Uber B-Oxidation abgebaut [84, 85, 86], aus den dadurch
erhaltenen Ci12- bzw. C1o-Grundkoérpern entstanden als Endprodukte y-Decalacton, erythro-6-
Hydroxy-6-dodecalacton und erythro-3-Hydroxy-y-decalacton. Das letztgenannte Produkt
entstand sowohl aus der cis- als auch aus der trans-[9,10-"20]-9,10-Epoxyhexadecansaure,
also einmal unter Inversion der Konfiguration (frans-Hydrolyse) und einmal unter Retention
der Konfiguration. Um zu klaren welche weiteren Enzyme die zuletzt genannt Umwandlung

katalysieren, sind weitere Untersuchungen notwendig.
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Aus den Ergebnissen der oben genannten Arbeiten und bisher unveréffentlichten
Ergebnissen lasst sich der Abbau fiir den in dieser Arbeit verwendeten cis-[3,4-*H,]-3,4-
Epoxydecansauremethylester ableiten. Dabei gibt es grundsatzlich zwei Mdglichkeiten, beide
sind in der nachfolgenden Abbildung 6 dargestellt. Abbauweg A lauft chemisch und evtl.
enzymatisch als trans-Hydrolyse unter Inversion der Konfiguration ab (Produkt: threo-[3,4-
%H,]-3,4-Dihydroxydecansaure), wohingegen Abbauweg B durch ein bisher unbekanntes
Enzym EH-1 unter Retention der Konfiguration katalysiert wird (Produkt: erythro-[3,4-*H,]-
3,4-Dihydroxydecansaure). Die 3,4-Dihydroxydecansauren lactonisieren, wie bereits

eingangs beschrieben, zu ihren entsprechenden [3,4-?H,]-3-Hydroxy-y-Decalactonen [83].

Abbauweg A Abbauweg B

cis-[3,4-°H,]-3,4-Epoxydecansauremethylester

EH-1

trans-Hydrolyse

OH o]
D "
o ;
D P I D
OH P OH
threo-[3,4-2H,]-3,4-Dihydroxydecansauremethylester . erythro-[3,4-°H,]-3 4-Dihydroxydecansauremethylester
D D
HO, | HO,
¥ |
D D
0 ' o]
o g
threo-[3,4-’Hz]-3-Hydroxy-y-Decalacton erythro-[3,4-2H,]-3-Hydroxy-y-Decalacton

Abbildung 6: Schematische Darstellung der beiden moéglichen Abbauwege des cis-[3,4-2H2]-3,4-
Epoxydecansauremethylesters. Abbauweg A: chemisch und evtl. enzymatische trans-Hydrolyse unter
Inversion der Konfiguration (Produkt: threo-[3,4-2Hz]-3,4-Dihydroxydecanséure). Abbauweg B:
enzymatische Hydrolyse unter Retention der Konfiguration, die durch ein bisher unbekanntes Enzym
EH-1 katalysiert wird (Produkt: erythro-[3,4-°H;]-3,4-Dihydroxydecansiure). Die entstehenden 3,4-

Dihydroxydecansauren lactonisieren zu ihren entsprechenden [3,4-2Hz]-3-Hydroxy-v-DecaIactonen.
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2.7 Ziel der Arbeit

Um den Kenntnisstand hinsichtlich der enzymatischen Umsetzung epoxidierter Fettsauren in
Hefen [82, 83] (siehe 2.6) zu erweitern, sollen im Rahmen dieser Arbeit folgende drei Ziele

erreicht werden:

1.) Es soll zunéchst cis-[3,4-?H,]-3,4-Epoxydecansauremethylester synthetisiert werden, der
als selektives Substrat fur EH in Inkubationsversuchen eingesetzt werden soll. Im Vergleich
zu cis-[9,10-"80]-9,10-Epoxyhexadecansaureethylester, der in einer vorangegangen Arbeit
[83] als Substrat verwendet wurde, wird durch die Kettenverkirzung die R-Oxidation
umgangen und die Bildung von Nebenprodukten, wie z.B. erythro-6-Hydroxy-o-
Dodecalacton, reduziert. Die Einfliihrung einer Isotopenmarkierung in das Substrat erlaubt
eine eindeutige Unterscheidung seiner Abbauprodukte (siehe Abb. 6) von anderen, endogen
gebildeten Metaboliten und ist somit wichtige Grundlage dieser Arbeit. Um Aussagen zur
enzymatischen Umwandlung des Substrats treffen zu kénnen, soll flir das isotopenmarkierte
Substrat und seine Abbauprodukte ein Analyseverfahren mittels GC-SIM-MS etabliert

werden.

2.) In Zellkulturversuchen soll ein einfach durchzufGhrender und reproduzierbarer
Enzymparametertest entwickelt werden, um die enzymatische Umwandlung von cis-[3,4-
2H2]-3,4-Epoxydecanséuremethylester in einer LTA, Hydrolase deletierten Knockout-Mutante
(Saccharomyces cerevisiae BY4741 AYNLO45W) zu untersuchen. Es sollen durch
Variationen verschiedener Inkubationsparameter die Bedingungen fir ein bisher
unbekanntes Enzym EH-1, welches analog zur LTA4H (substratspezifisch flir LTAy)
epoxidierte Fettsduren unter Retention der Konfiguration umwandelt, optimiert werden. Bei
der Umwandlung von cis-[3,4-2H2]-3,4-Epoxydecanséuremethylester entstehen vicinale
Dihydroxysauren die zu Hydroxylactonen weiter reagieren konnen. Als Bewertungsgrundlage
des Enzymparametertests werden die Konzentrationen der gebildeten erythro-
Abbauprodukte (unter Retention der Konfiguration) in Bezug zu den Konzentrationen der
threo-Abbauprodukte (unter Inversion der Konfiguration) gesetzt (E/t-Quotient).

Die Ergebnisse der Knockout-Mutante sollen anschlieRend mit weiteren Saccharomyces
Stdmmen (Saccharomyces cerevisiae BY4741 (Wildtyp), Saccharomyces carlsbergensis RH

und Saccharomyces bayanus) verglichen werden.

3.) AbschlieRend soll das bisher unbekannte Enzym EH-1, welches epoxidierte Fettsduren

umwandelt, in der LTAsH deletierten Knockout-Mutante naher charakterisiert werden.
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3. Material und Methoden
3.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien stammen, in analytischer Reinheit (p.a.), von den Firmen
Sigma-Aldrich®  (Deisenhofen),  Van-Waters-Rogers-VWR®  (Pennsylvania), Roth®
(Karlsruhe), Rapidozym GmbH (Berlin), Eurofins MWG Operon® (Ebersberg).



3.2 Gerate
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3.2.1 Gaschromatographie-Massenspetrometrie

Gerateparameter: SHIMADZU — Corporation - GC/MS-QP2010Plus

Injektionstemperatur

240 °C

Tragergas

Helium (99,999 %); Firma: AIRLIQUIDE; Typ: ALPHAGAZ™
1
He)

Gasstrom

Lineargeschwindigkeit: 40 cm/s

lonisationsmodus

ElektronenstoRionisation (EI)

Temperatur der lonenquelle

200 °C

Interface Temperatur

250 °C

Detektor

Quadrupol-Massenfilter mit SEV

Stationare Phase: J&W Scientific - Agilent Technologies De GmbH DB-5ms - Ultra Inert (122-5532UI)

Linge 30m
Schichtdicke 0,25 um
Durchmesser 0,25 mm
Detektionsmodus SIM:
SIM Qual. Quant. Rr Intervall
Substanz m/z m/z [min ] [min]
Decan-1-ol (TMS) 215 75 15,1 14,5-15,5
Epoxydecansduremethylester(ME) 104 88 16,9 16,5-17,5
erythro-[3,4-2H2]-3-Hydroxy-v-DecaIacton (TMS) 117 203 21,3 20,2 -23,5
threo-[3,4-2H2]-3,4-DihydroxydecanséureME (2TMS) 249 188 21,4 20,2 -23,5
erythro-[3,4-’H]-3,4-DihydroxydecansiureME (2TMS) 249 188 21,7 20,2-23,5
threo-[3,4-2H2]-3-Hydroxy-y-DecaIacton (TMS) 117 203 21,9 20,2 -23,5
Heptadecansauremethylester 74 256 27,3 23,6 -31,0




Detektionsmodus Scan:
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Scan

m/z: 29 - 600

Methodenparameter:

Programm 1 (Synthese)

Programm 2 (Inkubation)

Temperatur-Programm

70 °C - 2,6 min

10 °C/min bis 200 °C

50 °C

6 °C/min bis 220 °C

Detektionsbeginn [min]

(Linear) 200 °C - 5 min 40°C/min bis 325 °C
50 °C/min bis 300 °C 325°C -9 min

Dauer 22,5 min 40 min
Saulendruck [kPa] 76,1 69,4
Split 10 100

Gasstrom in Sédule [mL/min] ~1,19 ~1,22

Vorhaltezeit vor
2 6

3.2.2 Weitere Gerite

PCR-Analyse:

PCR-Geréat

Biometra® - T3-Thermocycler

Gelelektrophorese

Biorad®-Miniwide

Schittler

VORTEX-GENIE 2 Stufe 1

Fermentationsschiittler/Enzymparameter:

Wasserbad mit
Schiittelfunktion

Gesellschaft fur Labortechnik
Burgwedel mbH

GLF 1086 (mit externer Kuhlung)

temperierter Schiittler

B. BRAUN / Pharmacia Biotech

Certomat® U-HK / MultiTemp.

Probenschiittler

Scientific Industries

VORTEX-GENIE 2 Stufe 1




Zentrifuge: Eppendorf  Centrifuge 5804 R
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Rotor FA 45-30-11 (Rotor 1) FA 34-6-38 (Rotor 2)
Temperatur 4°C 4°C
Maximales Volumen 2 mL 45 mL

Kugelmiihle: BIOSPEC PRODUCTS Model 1G918 Clamshell

Aufsatz 15 mL
Glasbeads-Durchmesser 0,5 mm
Anzahl der Intervalle 7 mal 1 min

Pause

1 min nach jedem Intervall

Weitere Gerite:

Autoklav

H + P Varioklav® / Dampfdestillator 135 S

Gelelektrophoresekammer

BioRad / Mini-Protean Tetra Cell

IEF BioRad / RotoforTM Preparative IEF Cell 193BR
Magnetriihrer HeidolpH MR 3001 neo Lab

pH-Meter Knick Calimatic® / MIKROPROZESSOR-pH-METER
Trockenschrank Memmert Schwabach

UV-Spektrophotometer

KontronInstrumentsUnikon / SPECTROPHOTOMETER 922

Waagen

Sartorius-Analytik / 1204 MP - Sartorius-Analytik / A200S

Stromversorgung fiir IEF und SDS-PAGE

BioRad/ Powerpac basic - Powerpac HV
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3.3 Synthese/Analyse des cis-[3,4-’H,]-3,4-Epoxydecansiuremethylesters

Die Synthese des Substrats cis-[3,4-°H,]-3,4-Epoxydecanséuremethylester erfolgt nach den
unten aufgefiihrten Syntheserouten, die nach Vorgaben aus der Literatur modifiziert wurden
[80, 82, 83, 87]. Das Substrat und die Zwischenstufen werden mittels Dinnschicht-
Chromatographie (siehe 3.3.5) Uberpruft und anschlieRend mittels GC/MS Programm 1

(scan) (siehe 3.2.1) analysiert.

Die Berechnung der Ausbeute erfolgt nach folgender Formel:

Formel 1: Abschatzung der Ausbeuten.

Y P= (nP nach — Np vor) / NE vor= Np vorl NE vor = (mP nachl MP) / (mE vor/ ME) = [%]

Np nach = Stoffmenge des gebildeten Produktes nach dem Syntheseschritt (mol)
np vor = Stoffmenge eingesetzten Eduktes vor dem Syntheseschritt (mol)

Ne vor = Stoffmenge des Produktes (mol)

mp = Auswaage des Produkte (g)

me = Einwaage des Eduktes (g)

Mp = Molmasse des Produktes (g/mol)

Mg = Molmasse des Eduktes (g/mol)

Die Stoffmenge des Produktes (np o) vor dem Syntheseschritt wird gleich Null gesetzt.
3.3.1 Synthese der 3-Decinsaure

Zur Umsetzung von 1 g 3-Decin-1-ol (6,48 mM) werden 50 mL Acetonitril mit 3,08 g
Periodsaure (13,5 mM = 2,08 eq.) 15 min bei Raumtemperatur gerihrt. Die erhaltene Lésung
wird auf ca. 0 °C gekuhlt. Im Anschluss werden 3-Decin-1-ol und 10 mL einer Lésung aus
Pyridin-Chloro-Chromat in Acetonitril (= 0,105 mM = 1,6% eq.) mit einer Konzentration von
2,27 mg/mL hinzu gegeben. Nach drei Stunden Ruhren bei 0 °C werden zur Aufarbeitung
125 mL Ethylacetat zugegeben wund im Anschluss mit 10 mL gesattigter
Natriumchloridldsung, 25 mL Natriumhydrogensulfititbsung bzw. erneut 10 mL
Natriumchlorididsung im Scheidetrichter neutral gewaschen. Die organische Phase wird
entnommen und mit Natriumsulfat getrocknet. Bei Tribung der organischen Phase erfolgt ein
Abnutschen mit Kieselgur-Filter und mobiler Phase A (siehe 3.3.5). Das Losungsmittel wird

im Anschluss mit Hilfe eines Rotationsverdampfers entfernt.
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3.3.2 Synthese des 3-Decinsdauremethylesters

Zur Umsetzung von 1 g 3-Decinsaure (5,94 mM) werden in einem Rundkolben 100 mL
Methanol mit 3 mL Acetylchlorid (= 7 eq.) versetzt und 15 min bei 0 °C geruhrt. Im Anschluss
erfolgt die Zugabe der 3-Decinsaure. Die Lésung wird fur 45 min bei 20 °C gerthrt. Zur
Aufarbeitung wird mit ca. 30 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung im
Scheidetrichter unter Gasentwicklung vorsichtig neutralisiert. Die wassrige Phase wird im
Anschluss dreimal mit je 100 mL Petroleumbenzin extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen mit ca. 10 mL gesattigter Natriumchlorididsung gewaschen. AnschlieRend wird die
organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel mittels

Rotationsverdampfer entfernt.
3.3.3 Synthese des cis-[3,4-?H,]-3-Decensiuremethylesters

Zur Umsetzung von 1 g 3-Decinsauremethylester (5,49 mM) werden 55 mL Methanol bei 0
°C mit 41 mg (=0,4% eq. Pd) Palladium-Katalysator (5 % auf Bariumsulfat) versetzt. Im
Anschluss erfolgt die Zugabe von 520 yL Chinolin (4,43 mM = 0,8 eq.) unter 15 min Ruahren.
Nach dreimaligem Evakuieren und Spulen des Reaktionsgefalles mit Deuterium wird die
Lésung unter Normaldruck bis zur Verfarbung des Katalysators von braun nach schwarz
geruhrt. Durch Zugabe des 3-Decinsauremethylesters in ca. 1 mL Methanol wird die
Reaktion gestartet. Nach Verbrauch von 5,49 mM (= 2 eq.) Deuterium (ca. 129 mL) wird der
Ansatz zweimal filtriert, mit 50 mL dest. H,O verdunnt und mit einigen Tropfen HCI bis pH 3
angesauert. Die wassrige Ldésung wird viermal mit je 40 mL Petroleumbenzin extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit 60 mL geséattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung und 20 mL gesattigter Natriumchlorid-Losung neutral gewaschen. Nach dem
Trocknen der organischen Phase mit Natriumsulfat und Entfernen des Losungsmittels mittels
Rotationsverdampfer wird das Produkt mit Kieselgel adsorptionschromatographisch mit

mobiler Phase B (siehe 3.3.5) gereinigt.
3.3.4 Synthese des cis-[3,4-’H,]-3,4-Epoxydecensiuremethylesters

Fir die Umsetzung von 1 g cis-[3,4-°H,]-3,4-Decensduremethylester (5,37 mM) wird die
doppelte Stoffmenge meta-Chlorperbenzoesaure (mCPBA) (10,7 mM = 1,8 g = 2 eq.) in 50
mL Dichlormethan bei 0°C fur 5 min gerthrt. Nach Zugabe des cis-[3,4-2H2]-3,4-
Decensauremethylester wird der Ansatz bei Raumtemperatur mindestens 12 h geruhrt.
AnschlieRend wird, aquimolar zum mCPBA, Calciumoxid (= 2 eq.) zugesetzt und fur weitere
20 min bei Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit Cellite abgenutscht und
das Losungsmittel mittels Rotationsverdampfer entfernt. Im Anschluss wird das Produkt mit

Kieselgel adsorptionschromatographisch mit mobiler Phase B (siehe 3.3.5) gereinigt.
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3.3.5 Diinnschicht-Chromatographie

Stationédre Phase Kieselgel 60 pm F2s4-Beschichtung
Mobile Phase A n-Pentan : Ethylacetat 1 : 5 (v/v)
Mobile Phase B Petroleumbenzin : Ethylacetat 19 : 1(v/v)

25 g/L- Molybdatophosphorséaure in Isopropanol+ 4 Vol. %

Entwicklungslésung ‘ Hel
onz.

3.3.6 Saure Hydrolyse des cis-[3,4-’H,]-3,4-Epoxydecansiuremethylesters

Zur Umsetzung von ca. 1 mg cis-[3,4-°H,]-3,4-Epoxydecansauremethylester (5,5 pM) werden
50 L (c = 20 mg/mL in Ethanol) mit 1 mL einer 0,7 %-igen oder 7 %-gen Perchlorsdure-dest.
Wasser-Losung gemischt. Nach 15 min erfolgt die Extraktion in 1,5 mL Diethylether. Nach
der Silylierung (siehe 3.3.7) erfolgt die GC/MS Analyse mittels Programm 2 (scan) (siehe
3.2.1).

3.3.7 Silylierung der Syntheseprodukte

Um eine Analyse mittels GC/MS durchfuhren zu kdénnen muss die FlUchtigkeit der
Probenbestandteile gewahrleistet sein. Wenn die zu untersuchenden Analyten diese
Eigenschaft nicht besitzen, kann sie durch eine geeignete Derivatisierung mittels z. B. N,O-
bis-Trimethylsilyltrifluoracetamid (BSTFA) erreicht werden. BSTFA tauscht dabei H-Atom von
Hydroxylgruppen gegen eine Trimethylsilyl-Gruppe (TMS) aus, somit ist die Flichtigkeit der

Probenbestandteile erreicht und ihre thermische Stabilitat erhoht [88].

Fir die Silylierung der Syntheseprodukte werden maximal 38 pM Substanz im
Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt, in 50 pL Ethylacetat (EtOAc) aufgenommen, 20
uL BSTFA/Pyridin (1:1) zugegeben und fir die oben genannte Reaktion bei 80 °C fur 30 min
in einem Trockenschrank erhitzt. AnschlieRend erfolgt die Analyse der Probe mittels GC/MS

Programm 1 (scan) (siehe 3.2.1).
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3.4 Arbeitsvorschriften fur die PCR-Analyse

Die PCR-Analyse dient zur Uberpriifung des Knockouts im Gen YNL045W der S. cerevisiae
Mutante. Dabei soll die Mutante mit dem S. cerevisiae Wildtyp und dem S. carlsbergensis
RH verglichen werden. Zunachst wird daflir die genomische DNA isoliert (siehe 3.4.1) [89].
Bei der anschlieRenden PCR-Analyse (siehe 3.4.2) werden mit Hilfe von Primern und einer
Polymerase Kopien von bestimmten Fragmenten einer Original-DNA (=Template-DNA)
erzeugt und vervielfaltigt (siehe Abb. 7). Zur Erstellung der DNA-Fragmente werden Primer
eingesetzt. Diese sind komplementare DNA-Oligomere von spezifischen DNA-Abschnitten
des zu untersuchenden Gens. Sie dienen mit ihren spezifischen Bindungsstellen in der DNA-
Synthese als Startpunkte und begrenzen so den zu synthetisierenden DNA-Bereich von zwei
Seiten. Die GrofRe der bei der PCR entstehenden DNA-Fragmente ist daher abhangig von
der Lage und dem Abstand der Bindungsstellen der Primer an die DNA (siehe Abb. 7) [90].
Die Uberpriifung der PCR-Analyse, bzw. die Uberprifung der GroRe der entstandenen DNA-

Fragmente erfolgt mittels Gelelektrophorese (siehe 3.4.3).
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Abbildung 7: Grundprinzip PCR-Analyse (dunkelgrau = Original-DNA; hellgrau = Primer; schwarz = PCR-
Produkte) [90].

3.4.1 Isolierung genomischer DNA

Zur Isolierung der genomischen DNA eines Hefestammes werden 50 mL Hefemedium in
einem 100 mL Erlenmeyerkolben autoklaviert (siehe 3.5.2). Das Animpfen und Schutteln
erfolgt nach 3.5.4. Nach 24 h wird das Medium bei 4.942 g (Rotor 2 / 6.200 rpm) fur 10 min
bei 4°C abzentrifugiert und das Pellet anschlieRend in 5 mL dest. H,O resuspendiert. Um die
Zellkonzentration zu erhdhen, wird 1 mL vom resuspendierten Pellet erneut bei 20.817 ¢
(Rotor 1 / 14.000 rpm) fir 1 min. zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Das Pellet
wird in der verbliebenen Restflissigkeit resuspendiert, 200 yL entnommen und dazu Lyse-
Puffer (Triton X-100 2% (w/w)/ SDS 1% (w/w)/ Tris-HCI, ca. pH 8 100 mM/ EDTA 1 mM), 100
uL Phenol, 100 yL Chlorophorm:lsoamylalkohol (1:24 (v/v)) sowie 0,3 g Glasperlen (& 0,5
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mm) gegeben. Fir die phenolische Fallung ist dabei der alkalische pH-Wert wichtig, damit
neben der RNA, die auch im sauren pH-Bereich ausfallt, die DNA ausfallen kann. Der
anschlieRende Zellaufschluss erfolgt durch Schatteln fur 4 min. Das erhaltene Zelllysat wird
mit 600 pL T/E-Puffer (10/1 mM) versetzt und bei 20.817 g (Rotor 1 / 14.000 rpm) und 4 °C
fur 5 min zur Phasentrennung zentrifugiert. Die obere Phase wird abgenommen, mit 1 mL
Ethanol (96 % (w/w)) versetzt, und unter den oben genannten Bedingungen erneut
zentrifugiert. Danach wird der Uberstand verworfen und das Pellet in 400 yL T/E-Puffer (10/1
mM) gelést. Nach Zugabe von 3 L Ribonuklease-A-Ldsung (c = 10 mg/mL) wird der Ansatz
5 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss werden 10 yL Ammonium-Acetat-Lésung (4 M) und
1 mL Ethanol (96 % (w/w)) dazu gegeben. Nach einer letzten Zentrifugation bei 20.817 g
(Rotor 1 / 14.000 rpm) und 4 °C fiir 10 min wird der Uberstand verworfen, das Pellet fir 2
min getrocknet, in 100 pyL dest. H,O resuspendiert und 15 min bei 65 °C inkubiert. Die
extrahierte DNA wird mittels Gelelektrophorese Uberprift (siehe 3.4.2).

3.4.2 PCR

Fir die PCR-Analyse werden in einem Ansatz 1 uL isolierte DNA (1:10 in dest. H,O verd. - ¢
= 0,100 mM) (siehe 3.4.1) zu 19 yL PCR-Master-Mix (siehe unten) bei 0 °C in ein 200 pL
PCR-Reaktionsgefall gegeben.

Zusammensetzung des PCR-Mastermix

dest. H,O 8,8 uL
5x PCR-Puffer (Rapidozym®) 4,0 uL
50 mM MgCl, (Rapidozym®) 0,2 uL
2,5 mM dNTP 2,0 uL
GenTherm®-Polymerase (5 U/pL) 0,2 uL
fw-Primer (100 M) 1,0 uL
rev-Primer (100 pM) 1,0 yL

Fir die Uberpriifung des Knockouts im Gen YNLO45W der S. cerevisiae Mutante wird eine
PCR-Analyse mit folgenden Primern, Primer-Kombinationen, Zeiten,

Anlagerungstemperaturen und Temperaturprogrammen durchgefihrt:



Primer (Eurofins MWG Operon®):
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045 fw (3'-TGGTCCTCAAGGACATCATC-5)

045 rev (3-TTGCCTCGATTGCATGTGAC-5)

G1 fw (3-ACATGGCAAAGGTAG-5)

G2 rev (3-TCACTCGCATCAACC-5)

Primer-Kombinationen, Zeiten und Anlagerungstemperaturen:

PCR-Ansatz | G1fw | G2rev | 045fw | 045rev | ts[min] | TA[°C] | AT[°C/Zyk] | Anzahl Zyk.
1. X X 0,5 54 0,3 25
2. X X 2,5 60 0,3 25
3. X X 1,5 54 0,3 25

Temperatur-Programm fiir die PCR:

Vorgang Temperatur [°C] Zeitintervall [min]
Vorheizen 104 2
Start 94 3
25 Zyklen Schmelzen 94 1
Anlagerung Ta 2
Elongation 72 ts
Stop 4 -

Die Temperatur fur die DNA-Anlagerungen der verwendeten Primer wird mit Hilfe der

nachfolgend aufgefihrten Formel 2 ndherungsweise bestimmt. Die Starttemperatur wird an

den Primer angepasst, der die niedrigste errechnete Anlagerungstemperatur besitzt, wobei

der gewahlte Temperaturbereich des Gradienten-Programms die errechneten Temperaturen

fur das Optimum beider Primer beinhalten sollte. Ergibt sich bei errechneten Temperaturen

ein negativer Wert wird mit einer Starttemperatur von 50°C begonnen.

Formel 2: Bestimmung der Anlagerungstemperatur (Ta).

Ta[°C] =4 x a (G/C) + 2 x a (AIT)

a (G/C)= Anzahl der Guanin/Cytosin-Basen
a (A/T)= Anzahl der Adenin/Thymin-Basen

Die Elongationzeit (Synthesezeit) der DNA wird aus nachfolgender Formel ndherungsweise

bestimmt;:
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Formel 3: Bestimmung der Elongationszeit ({s) der DNA.

ts [min] =L [bp] / 1000 bp
L [bp] = Lange der Basenpaare (bp) des grofiten vermuteten PCR-Produktes L eines Ansatzes

Die Uberpriifung der PCR-Analyse erfolgt mittels Gelelektrophorese (siehe 3.4.3).
343 Gelelektrophorese

Die Elektrophorese ist eine analytische Methode der Biochemie um Molekule (u. a. DNA,
RNA und Proteine) zu trennen. Dabei werden die Molekile nach ihrer Gré3e und Ladung in
einem elektrischen Feld durch ein Gel in ionischer Pufferldésung getrennt. Die negativ
geladenen Anionen wandern zur positiv geladenen Anode und die positiv geladenen
Kationen zur negativ geladenen Kathode. Fir die nach der PCR-Analyse entstandenen
DNA-Fragmente eignet sich die Durchfihrung einer Agarose-Gelelekrophorese. Die
Zuordnung der Grofie und Masse der DNA-Nukleinsaurestrange erfolgt iber DNA Strange

definierter Lange (Marker) die mit auf das Gel aufgebracht werden [91].

Zur Kontrolle der PCR-Analyse wird wie folgt vorgegangen:

Agarose wird im Elektrophoresepuffer (0,5 x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 0,8 %
(w/w)/ Ethidiumbromid 0,8 pg/mL) durch kurzes Aufkochen geldst. Nach Abklhlen und
Verfestigung wird das Gel in die mit 0,5 x TAE-Puffer (Tris 20 mM/ EDTA 1 mM/
Natriumacetat 10 mM, pH 8,3) geflillte Gelelektrophoresekammer eingesetzt. AnschlielRend
werden 8uL der Probe nach der PCR-Analyse (siehe 3.4.2) mit 2 pyL Stopper-Ldsung
(Bromphenol 0,035 % (w/w)/ Saccharose 60 % (w/w)/ EDTA 20 mM) auf das Gel
aufgetragen. Als Marker wird ein GeneRuler-Ladder-Mix (GR) verwendet, der ebenfalls auf
das Gel aufgetragen wird. Die Entwicklung des Gels erfolgt bei einer Spannung von 100 V

fur 45 min. AnschlieRend wird das Gel unter UV-Licht bei 254 nm analysiert.



-27 -

3.5 Arbeitsvorschriften fiir die Hefekulturen

3.5.1 Mikroorganismen
Mutante (M) Saccharomyces cerevisiae BY4741-AYNLO45W
Wildtyp (WT) Saccharomyces cerevisiae BY4741
RH Stamm (RH) Saccharomyces carlsbergensis RH (IFG 06136)
S. bayanus (B) Saccharomyces bayanus

Die Mikroorganismen werden bei 4 °C auf Wirzeagar gelagert.

3.5.2 Medium

Fiar die Anzucht der Zellen werden 483 mL (Parameter und Zellaufschluss) bzw. 580 mL
(Zellaufschluss fur die Isoelektrische Fokussierung) des nachfolgend aufgeflihrten

Hefemediums in einem 1L Erlenmeyerkolben bei 121°C fir 20 min autoklaviert.

Hefeextrakt 3,0g/L
MgS04-H20 3,0g/L
KH2PO, 2,5g/L
(NH4)2804 2,5¢g/L
L-Alanin 2,5¢g/lL
CaCly-H:0 0,1 g/L

Um Maillard-Reaktionen zu vermeiden wird eine D-(+)-Glucosemonohydratldsung
(Konzentration 18 g/100 mL) separat hergestellt und autoklaviert. Vor Anzucht der Zellen
werden 17 mL (Parameter und Zellaufschluss) bzw. 20 mL (Zellaufschluss flir die

Isoelektrische Fokussierung) steril dem Medium zugegeben.
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353 Puffer

Phosphat-Puffer nach Sérensen [92]:

Losung A KH2PO4 66,7mM pH 46 9,1g/lL

Lésung B Na2HPO4 66,7mM pH 94 119g/L

Lésung A KH2PO4 (1:10 verd.) 6,67mM pH 5,0 (Ausgangslésung fir verschiedene pH-Werte)

Lésung B Na2HPO4 (1:10 verd.) | 6,67 mM pH 9,0 (Ausgangslésung fir verschiedene pH-Werte)

Losung A/B 510 mM pH 8,5 (Zellaufschluss)

Tris (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol)/
EDTA (Dinatrium-ethylendiamin-tetraacetat-Dihydrat)-Puffer:

TRIS 66,7mM pH 10,8 7,8¢g/L

EDTA 66,7 mM pH 47 246¢g/L

Tris (1:10 verd.) 6,67 mM pH 10,2 (Ausgangslésung fir verschiedene pH-Werte)
EDTA (1:10 verd.) 6,67 mM pH 4,9 (Ausgangsldsung fiir verschiedene pH-Werte)
Tris/EDTA 10/5 mM pH 8,8 (ZA/Ammoniumsulfatfallung / IEF)

354 Zellanzucht

Fir die Hefekultur zur Zellanzucht werden 500 mL (Parameter und Zellaufschluss) bzw. 600
mL (Zellaufschluss fiur die Isoelektrische Fokussierung) Medium (siehe 3.5.2) in einem 1 L
Erlenmeyerkolben vorgelegt. Als Substrat werden 170 bzw. 205 uyL Olsaure zugegeben,
bevor mit einer Impfose Zellen der jeweiligen Hefekultur (siehe 3.5.1) angeimpft wird. Der
Kolben wird im temperierten Schittelbad bei Raumtemperatur (RT) 24 + 1 °C bebritet. Der

Zeitraum fur die Zellanzucht ist fur die einzelnen Saccharomyces Stamme nachfolgend

angegeben.
Mutante (M) 5 Tage
Wildtyp (WT) 5 bis 6 Tage
RH Stamm (RH) 4 Tage
S. bayanus (B) 4 Tage
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3.5.5 Abzentrifugieren des Hefemediums

Zur Bestimmung der optischen Dichte (OD) und des pH-Wertes werden 5 mL von der
Hefekultur abgenommen. AnschlieBend wird die Kultur (Zellbriihe) auf sechs
Zentrifugenrohrchen mit 40 mL (Parameter und Zellaufschluss) bzw. 45 mL (Zellaufschluss
fur Isoelektrische Fokussierung) Volumen aufgeteilt und das Medium bei 15.557 g (Rotor 2 /
11.000 rpm) und 4 °C fir 20 min abzentrifugiert. Das uUberstehende Medium wird
abdekantiert, die Zentrifugenréhrchen erneut mit Hefekultur aufgefullt und die Zentrifugation

wiederholt.
Vorbereitung zur Untersuchung verschiedener Parameter:

Zur Untersuchung der einzelnen Parameter, die Einfluss auf die enzymatische Umwandlung
des Substrats haben kdnnen, werden die Pellets aus zwei Zentrifugenréhrchen vereint (aus
80 mL Zellbruhe), nach 1 bis 7 Waschschritten in 10 mL Puffer resuspendiert und
anschlieend eine Inkubation nach 3.5.12 durchgeflhrt. Bei den Waschschritten wird das
Pellet in 40 mL Puffer resuspendiert, bei 15.557 g (Rotor 2 / 11.000 rpm) und 4 °C fur 20 min
abzentrifugiert und anschlieBend das Pellet resuspendiert. Dieser Vorgang wird so oft

wiederholt, bis der gewlnschte pH-Wert erreicht ist.
Vorbereitung fiir den Zellaufschluss:

Zunachst werden die sechs Pellets mit je 45 mL Tris/EDTA-Puffer (T/E-Puffer) 10/5 mM
resuspendiert und der Puffer anschlieRend bei 15.557 g (Rotor 2 / 11.000 rpm) und 4 °C fur
20 min abzentrifugiert. Fur den Zellaufschluss (3.5.7) werden die sechs gewaschenen Pellets

zusammen in 15 mL des T/E-Puffers resuspendiert.
3.5.6 Bestimmung der optischen Dichte und pH-Wert Messung

Zur Bestimmung der OD wird 1 mL der Zellkultur in eine Einmalklvette (halbmikro) pipettiert.

Mittels Spektralphotometer erfolgt die Messung der Extinktion bei 580 nm gegen Luft.

Zur Bestimmung des pH-Wertes wird das pH-Meter mit den Kalibrierlésungen pH-Wert 4 und
pH-Wert 9 kalibriert und der pH-Wert der Zellkulturproben bestimmt.
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3.5.7 Zellaufschluss

Fur die Probe der ganzen Zellen (GZ) werden aus der nach 3.5.5 erhaltenen Zellsuspension
zweimal 250 yL abgenommen, 1:1 mit T/E-Puffer 10/5 mM verdinnt und wie unter 3.5.12

beschrieben inkubiert.

Um die Proteine in den Hefestdmmen genauer untersuchen zu kdnnen, wird ein
Zellaufschluss durchgefiihrt. Die Ausschlussmethode ist abhangig vom Mikroorganismus,
dem weiteren Verwendungszweck des Zelllysats und dem Aufbau der Zellwand bzw.
Zellmembran. Da Hefen, wie sie in dieser Arbeit untersucht werden, eine sehr stabile
Zellwand besitzen, wird Ublicherweise ein mechanischer Aufschluss mittels Kugelmihle
verwendet. Dieser ist einfach durchzuflihren und dennoch sehr effizient [91]. Um die Proteine
bei der weiteren Untersuchung vor dem Abbau durch Proteasen zu schitzen werden
Proteaseinhibitoren, hier Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), zugesetzt. Damit die Proteine
durch die beim Zellaufschluss entstehende Hitze nicht denaturieren, werden alle
Chemikalien und Materialien, sowie der Aufsatz der Kugelmuihle gekuhlt. Der Zellaufschluss
wird wie folgt durchgefuhrt: Es werden ca. 15 g Glasperlen (& 0,5 mm) in den Aufsatz der
Kugelmuhle (15 mL Volumen) gegeben, anschliefend erfolgt sie Zugabe von 15 mL der
Zellsuspension sowie 10 yL PMSF in Ethanol (c= 17,4 mg/mL). Die Endkonzentration an
PMSF in der Zellsuspension betragt 0,07 mM. Glasperlen und Zellsuspension werden mit
einem Glasstab homogenisiert, der Aufsatz auf den Motor der Kugelmihle gesteckt. Der
Zellaufschluss erfolgt in sieben Intervallen von je einer Minute. Um eine Uberhitzung der
aufzuschlielenden Zellsuspension zu Verhindern und Zellfragmente bzw. Proteine vor
Denaturierung zu schutzen wird nach jedem Aufschlussintervall eine Pause von einer Minute

eingehalten.

Nach dem Zellaufschluss wird die Zellsuspension von den Glasperlen getrennt, in ein
Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und der Aufsatz der Kugelmihle mit 2 mL T/E-Puffer 10/5 mM
gespult. Das Zelllysat wird mittels Zentrifugation bei 514 g (Rotor 2 / 2.000 rpm) und 4 °C fur
15 min von Zelltrimmern und unaufgeschlossenen ganzen Zellen getrennt. Das Pellet der
Zelltrimmer (PZ) wird mit 45 mL T/E-Puffer 10/5 mM gewaschen, bei 15.557 g (Rotor 2 /
11.000 rpm) und 4 °C fur 20 min abzentrifugiert und in 15 mL Puffer resuspendiert. Das
Zelllysat wird bei 11.000 rpm und 4 °C fir 20 min zentrifugiert. Dabei entstehen ein Pellet (P)
und ein Uberstand (U), die voneinander getrennt werden. P wird analog zu PZ gewaschen,
zentrifugiert und resuspendiert. U wird flinfmal unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert
um evtl. zurlick gebliebene Zellfragmente vollstandig abzutrennen. Fir die Proben von PZ, P

und U werden je zweimal 500 pL entnommen und wie unter 3.5.12 beschrieben inkubiert.
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3.5.8 Ammoniumsulfatfallung

Fur die Isoelektrische Fokussierung (IEF) (siehe 3.5.11) werden die Proteine aus dem
Uberstand mittels Ammoniumsulfat nativ  gefallt. Bei der Fallung wird die
Proteinkonzentration erhéht und bei der IEF stérende Bestandteile aus dem Uberstand
entfernt. Durch das Ammoniumsulfat werden die Proteine nicht denaturiert und behalten

somit ihre naturliche Funktion [93].

Vor der Fallung werden die Uberstande aus vier Zellaufschliissen vereinigt, auf zwei
Portionen in Zentrifugenrohrchen aufgeteilt und mit Puffer ein Volumen von 20 mL
eingestellt. Dazu werden je 11,2 g Ammoniumsulfat gegeben, so dass eine Konzentration
von 80 % erreicht wird. Nach dem vollstandigen Lésen der Ammoniumsulfatkristalle unter
Ruhren erfolgt die Fallung fur 2 h unter Kiihlung im Eiswasser. Dabei wird in regelmaRigen
Abstanden gerihrt. Anschlielend werden die Proben bei 15.557 g (Rotor 2 / 11.000 rpm)
und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert um die ausgefallenen Proteine vom Uberstand zu trennen.
Das Pellet wird fir die Dialyse in 15 mL T/E-Puffer 10/5 mM resuspendiert. Fir die Probe
nach Ammoniumsulfatfallung (Am) werden zweimal 500 yL entnommen und wie unter 3.5.12

beschrieben inkubiert.
3.5.9 Dialyse

Bei der IEF (siehe 3.5.11) kdnnen lonen aus der Ammoniumsulfatfallung (siehe 3.5.8) die
Trennung der Proteinfraktionen stdéren, weshalb zur Abtrennung dieser lonen eine Dialyse
durchgefuhrt wird [93].

Zunachst wird der Dialyseschlauch aus Acetyl-Cellulose (semipermeable Membran) zur
Quellung far 30 min in dest. H,O eingelegt. Im Anschluss daran wird ein Ende des
Schlauches mit einer Klammer verschlossen und die Probe mit einem Trichter eingefullt. Der
Schlauch wird nun auch am oberen Ende verschlossen und in ein Becherglas (600 mL) mit
T/E-Puffer 10/5 mM gehangt. Die Dialyse erfolgt bei 4 bis 7 °C und unter standigem Ruhren
des Puffers. Innerhalb und auerhalb des Dialyseschlauchs befindet sich derselbe Puffer,
durch die lonen aus der Ammoniumsulfatfallung ist lonenkonzentration innerhalb gréf3er als
aulerhalb. Die stérenden lonen diffundieren mit Hilfe des Konzentrationsgradienten durch
die Semipermeable Membran [93]. Nach 45 min wird der Puffer abdekantiert und durch
neuen Puffer ersetzt. Dieser Vorgang wird zur  Aufrechterhaltung des
Konzentrationsgradienten zweimal wiederholt, bevor die Probe fiir etwa 18 h weiter gerihrt
wird. Fur die IEF wird die Probe in einen Standzylinder dberfihrt und 50 pL fir die
Proteinbestimmung nach Bradford entnommen. Fir die Inkubation (siehe 3.5.12) der Probe

nach Dialyse (nD) werden zweimal 500 pL verwendet.
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3.5.10  Proteinbestimmung nach Bradford

Die IEF hat einen Arbeitsbereich der auf ca. 5 bis 500 mg Protein begrenzt ist. Daher ist es
notwendig im Vorfeld die Gesamtproteinkonzentration zu bestimmen und ggf. Malhahmen
zur  Aufkonzentrierung oder Verdinnung zu ergreifen. Zur photometrischen
Proteinbestimmung nach Bradford werden 20 pyL Probe nD, 1:8 in T/E-Puffer 10/5 mM
verdunnt, zu 1 mL der Farbstoff Coomassie-Blau G-250 Ldsung (10 mg Coomassie Blue G /
50 mL Methanol / 100 mL 85 % H3PO, / 50 mL dest. H,O) in eine Einmalktvette (halbmikro)
gegeben und die Extinktion des Farbumschlags von schwach blau nach intensiv blau dreimal

bei 595 nm nach 15 min Reaktionszeit gemessen und der Mittelwert gebildet [94].

Berechnet wird die Konzentration in der Probe nD Uber eine Kalibriergerade aus dem Auftrag
der mitgeflihrten bekannten Albuminkonzentrationen (0 mg/mL / 0,25 mg/mL / 0,5 mg/mL /
0,75 mg/mL und 1 mg/mL) gegen ihre Extinktionen. Der Verdiinnungsfaktor der Probe nD
wird bei der Berechnung der Proteinkonzentration in den Proben Uber die Kalibriergerade

bericksichtigt.
3.5.11 Isoelektrische Fokussierung

Aminosauren und Proteine weisen unterschiedliche positive bzw. negative Ladungen auf. Am
Isoelektrischen Punkt (IEP) ist ihre Nettogesamtladung gleich Null. Durch die Isoelektrische
Fokussierung kdénnen Proteine durch einen pH-Gradienten, der durch Zugabe von
Ampholyten erzielt wird, nach ihrem IEP getrennt und somit aufkonzentriert werden. Die
basischen Ampholyte sind zu Beginn der IEF positiv geladen und die sauren negativ. Durch
Anlegen einer Spannung bewegen sich die sauren Ampholyte zum Plus-Pol, die basischen
zum Minus-Pol, wodurch ein pH-Gradient ausgebildet wird. Ampholyte und Proteine wandern
zu ihrem IEP und konzentrieren sich dort auf. Da hier die Gesamtladung der Proteine gleich
Null ist, werden sie dann nicht mehr vom elektrischen Feld beeinflusst und die Trennung ist

abgeschlossen [91].

Far die Trennung der Proteine in der Probe mittels IEF werden zu der Probe im
Standzylinder (siehe 3.5.9) 1,75 bis 2 mL der Ampholyten die im pH-Bereich von 3 bis 10, 4
bis 6 oder 5 bis 7 arbeiten zugegeben, vermischt und mit T/E-Puffer 10/5 mM auf 35 bis 40
mL aufgefillt. Die Probe wird mit einer 60 mL Einmalspritze aufgenommen und in die IEF-
Kammer eingefillt. Nach Start der IEF wird eine konstante Spannung von 12 V angelegt.
Nach 3 bis 4 h ist die IEF abgeschlossen, die erhaltenen 20 Fraktionen werden aus der
Kammer entnommen und der pH-Wert der einzelnen Fraktionen mittels pH-Meter bestimmt.
Damit alle Fraktionen vergleichbare Volumina aufweisen, wird mit T/E-Puffer beide 1:10

verd. und einem pH-Wert im Bereich der jeweiligen Fraktion das Volumen an die Fraktion mit
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dem hdéchsten angepasst. AnschlielRend erfolgt die Inkubation der IEF-Fraktionen (je 500 uL
als Doppelbestimmung) nach 3.5.12.

3.5.12 Inkubation/Enzymparametertest

1mL (a) oder 0,5mL (b) der Probe (z.B. GZ, PZ, P, U, Am, nD, Fraktionen der IEF etc.)
werden als Doppelbestimmung in je ein Flachbodenglas (2,5 mL) gegeben und mit 10 pyL des
Substrats [3,4-?H,]-3,4-Epoxydecanséuremethylester ((a) c= 27 mg/mL, (b) c= 13,5 mg/mL in
EtOH) versetzt. Die Inkubation bzw. der Enzymparametertest erfolgt fur 20 bis 24 h bei

Raumtemperatur mittels Probenschiittler.
3.5.13  Probenvorbereitung/Extraktion

Nach Ablauf der Inkubation werden 25 uL des ISTD-MIX (Heptadecansauremethylester; 1-
Decanol ((a) c=1 mg/mL; (b) c=0,5 mg/mL in Ethylacetat)) und 1,5 mL (a) bzw. (b) 0,75 mL
(b) Diethylether zugegeben. Die Proben werden verschlossen und 20 s mittels
Probenschittler homogenisiert. AnschlieRend werden 1mL (a) bzw. 0,5 mL (b) der
organischen Phase in ein GC-Vial Uberfihrt und das Lésungsmittel vollstandig im N,-Strom

entfernt.
3.5.14  Sylilierung der Fermentationsproben und GC/MS-Messung

Der trockene Ruckstand wird in 50 pL Ethylacetat aufgenommen und mit 20 pL
BSTFA/Pyridin (1:1) versetzt. Fir den Ablauf der in Kapitel 3.3.7 genannten Reaktion wird
die Probe in ein Micro-Insert (100 pL) in einem Vial Uberfihrt und bei 80 °C fir 30 min in
einem Trockenschrank erhitzt. AnschlieRend erfolgt die Analyse der Probe mittels GC/MS
Programm 2 (SIM) (siehe 3.2.1).

3.5.15 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ist im Gegensatz zur
Agarose-Gelelekrophorese (siehe 3.4.3) eine Variante der Polyacrylamidgelelektrophorese.
Dabei werden Proteine nach ihrer Gré3e und Ladung in einem elektrischen Feld getrennt.
Proteine haben eine unterschiedlich starke Eigenladung, die abhangig von der Lange ihrer
Polypeptidkette ist [91]. SDS lagert sich an die Polypeptidkette an und versieht die Proteine
proportional zu ihrer Lange mit negativer Ladung. Langere Polypeptidketten sind demnach
starker negativ geladen als kirzere. Damit die raumliche Proteinstruktur (Tertiarstruktur) die
Auftrennung nicht stort, wird das Protein bei der Probenvorbereitung denaturiert [95]. Hierzu
wird 1,4-Dithiothreitol (DDT) verwendet um die Disulfidbriicken zu spalten [96], die Erhitzung

der Proben fihrt zur Aufspaltung der Wasserstoffbriickenbindungen.
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Zur Trennung mittels SDS-PAGE werden die IEF-Fraktionen (siehe 3.5.11) zunachst mit T/E-
Puffer 10/5 mM 1:1 verdunnt. Dann werden 107,7 mg DTT in 2 mL Lithiumborat-Puffer
geldst. Fur jede verd. IEF-Fraktion werden 60 yL der DDT-Lithiumborat-Lésung in einem
Mikroreaktionsgefal vorgelegt und je 20 yL Probe zugegeben. AnschlieRend werden die
Proben fir 5 min bei 85 bis 95 °C im Wasserbad erhitzt.

Fur die SDS-PAGE werden gebrauchsfertige Gele der Firma BioRad (Mini-PROTEAN®
TGX™ Precast Gels) in die Elektrophoresekammer eingesetzt, je Probe werden 5 pL auf das
Gel gegeben. Als Laufpuffer wird Tris-Glycin-SDS-Puffer der Firma BIORAD (1:10 verd.)
verwendet und als Marker diente BIORAD Kaleidoscope Standard (1,5 uL). Wahrend der
Trennung wird an die Kammer eine Spannung von 200 V angelegt. Nach 25 bis 30 min
befindet sich die Lauffront der Proben am Ende des Gels und die SDS-PAGE wird beendet.
Nach der Entnahme der Gele aus der Kammer werden sie mit dem Roti®-Black P-Kit gefarbt
und anschliefend in dest. H,O bei 4 °C gelagert. Die Auswertung erfolgt Uber die

Proteinmarkerbanden des BIORAD Kaleidoscope.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die Ergebnisse der durchgefuhrten Versuche dargestellt und darauf

basierend das Erreichen der in Kapitel 2.7 formulierten Ziele diskutiert.
Die Ziele sind:

1.) Synthese des Substrats cis-[3,4-2H,]-3,4-Epoxydecansauremethylester sowie Etablierung
einer GC-SIM-MS Methode zur Analyse seiner Abbauprodukte.

2.) Entwicklung eines Enzymparametertests zur Untersuchung der enzymatischen
Umwandung des oben genannten Substrats in einer LTA4H deletierten Knockout-Mutante
(Saccharomyces cerevisiae BY4741 AYNLO45W).

Durch Variationen verschiedener Inkubationsparameter sollen die Bedingungen fir ein
bisher unbekanntes Enzym EH-1 optimiert werden und die Ergebnisse der Knockout-
Mutante mit weiteren Saccharomyces Stammen (Saccharomyces cerevisiae BY4741
(Wildtyp), Saccharomyces carlsbergensis RH und Saccharomyces bayanus) verglichen

werden.

3) Eine moglichst umfassende Charakterisierung des Enzyms EH-1 mit enzymatischer

Aktivitdt gegenuber epoxidierten Fettsauren in der LTA4H deletierten Knockout-Mutante.
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4.1 Synthese des cis-[3,4-2H2]-3,4—Epoxydecanséuremethylesters

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Untersuchung der enzymatischen Umwandlung von
epoxidierter Fettsauren in Saccharomyces Stammen. Dieses Kapitel befasst sich mit der
chemischen Synthese des cis-[3,4-°H,]-3,4-Epoxydecansauremethylesters. Die Verwendung
eines isotopenmarkierten Substrats ist dabei fur alle nachfolgenden Untersuchungen von
elementarer Bedeutung, da der Nachweis der Isotopenmarkierung in Abbauprodukten des
Substrats die einzige Moglichkeit zur eindeutigen Unterscheidung von endogen gebildeten
Produkten darstellt.

4.1.1 Synthese der 3-Decinsaure

Im ersten Schritt der Synthese des cis-[3,4-°H,]-3,4-Epoxydecansauremethylesters wurde 3-
Decin-1-ol zu 3-Decinsdure oxidiert. Die Synthese wurde basierend auf eine Vorschrift aus
der Literatur [82] durchgefiihrt, die Herstellung erfolgte nach 3.3.1. Beide Verfahren sind in

der nachfolgenden Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Synthese der 3-Decinséaure.

Literatur Durchfiihrung
6,1 g (=39,5 mmol) 3-Decin-1-ol 5,2 g (= 33,7mmol) 3-Decin-1-ol
Synthese-Chemikalien 0,65 eq. PCC/Kaliumdichromat 1,6 % eq. PCC
2,2 eq. konz. H2S04 (96%) 2 eq. Perjodsaure
Losungsmittel 18,6 mL H>O / 110 mL Aceton 250 mL Acetonitril
Temperatur / Zeit 20°C/15h 0°C/3h
Extraktionsmittel Diethylether Ethylacetat
Chemikalien zur Neutralisation ges. NaCl-Losung ges. NaCl-Lésung / Na;HSO3
Kieselgelchromatografie: Kieselgurfiltration:
Aufreinigung [Petroleumbenzin + EtOAc +AcOH] [n-Pentan + EtOAc]
[18+2+1%]/[15+5+1 %] [1+5]

Nach dem Entfernen des Lésungsmittels am Rotationsverdampfer wurden 4,5 g eines leicht

gelblichen Oles erhalten, das mittels GC/MS untersucht wurde.
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Die nachfolgende Abbildung zeigt das Massenspekirum des Edukts (3-Decin-1-ol) (siehe
Abb. 8 a) im Vergleich zu dem des Produkts (3-Decinsaure) (siehe Abb. 8 b).
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Abbildung 8 a und b: ElI-Massenspektrum des 3-Decin-1-ols (a - oben) und der 3-Decinséaure (b - unten).

Laut Literatur wird bei der Synthese von organischen Sauren mittels Pyridin-Chloro-Chromat
(PCC) aus primaren organischen Alkoholen durch Anwesenheit von Wasser eine
Uberoxidation angestrebt. Den Ubergangszustand bildet jeweils ein Chromséaureester, der
unter Oxidation des funktionellen Kohlenstoffs dissoziiert. Nach der ersten wasserfreien
Oxidation zum Aldehyd bildet sich durch Anlagerung von Wasser ein Hydrat. Dieses kann
wiederum einen Chromsaureester bilden, der ebenfalls oxidativ dissoziiert [97].

Bei dem hier verwendeten Verfahren wurde PCC in katalytischen Mengen als Co-Oxidants
eingesetzt, Perjodsaure diente der Regeneration von PCC, [98]. Vor Anlagerung des
Substrats bildet sich ein Chlorochromat-Perjodat-Komplex, der bei der Abspaltung des
Produktes nach der Oxidation ins Chlorochromat-lon und lodsaure =zerfallt. Laut
Literaturangaben sind bei der Oxidation primarer Alkohole Ausbeuten in H6he von 72 bis

99% mdoglich [87, 99]. In diesem Fall wurde die Ausbeute nach dem néchsten
Syntheseschritt (siehe 4.1.2) berechnet.
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Bei diesem Syntheseschritt ist hervorzuheben, dass der Einsatz von PCC auf katalytische
Mengen und der Zeitraum auf ein Funftel im Vergleich zur Literaturmethode reduziert wurde
[82] (siehe Tab. 1).

4.1.2 Synthese des 3-Decinsauremethylesters

Im zweiten Schritt der Synthese fand eine Methylierung der 3-Decinsadure statt. Die Synthese
erfolgte nach 3.3.2. Die Durchfihrung ist in Tabelle 2 der Methode aus der Literatur
gegenuber gestellt [80].

Tabelle 2: Synthese des 3-Decinsdauremethylesters.

Literatur Durchfiihrung
5 bis 50 mmol S&ure 25 bis 30 mmol 3-Decinséaure
Synthese-Chemikalien 45 mL Methanol 250 mL Methanol
5 mL (= 2,4 eq.) Acetylchlorid 15 mL (= 7 eq.) Acetylchlorid
Temperatur / Zeit 20°C/18h 0°C /15 min// 20 °C /45 min

Im GC-Chromatogramm war nur ein Peak zu erkennen, was auf eine hohe Reinheit des
Produktes schlielRen lasst (siehe Abb. 9 b). Das entsprechende Massenspektrum ist in
Abbildung 9 a dargestellt. Als Produkt wurden ca. 27 mmol 3-Decinsduremethylester
erhalten, dadurch ergibt sich bei der Berechnung nach Formel 1 (siehe 3.3) fur die beiden
Syntheseschritte 3-Decinsaure und 3-Decinsduremethylester eine Ausbeute von insgesamt
ca. 80 %.

Die Methylierung der 3-Decinsaure wurde durchgeflihrt, um eine Autohydrolyse des spater
gebildeten Oxiran-Rings zu verhindern [51, 82]. Zudem wird die anschlieRende Deuterierung
mittels Lindlar-Katalysator erleichtert, da der Festphasen-Katalysator fur den gebildeten
Methylester deutlich zuganglicher ist als fir die polare 3-Decinsaure.

Zur Methylierung wurde Acetylchlorid in Methanol verwendet, da es im Vergleich zum
ublicherweise  fur  Methylierungen  verwendeten  Diazomethan eine  geringere
Explosionsgefahr und eine geringere Kanzerogenitat besitzt [83, 97]. Zudem schafft es eine
wasserfreie Umgebung, wodurch die saure Hydrolyse des Esters unterdriickt wird, die sich
bildende Salzsaure ist fur die saure Veresterung nach FISCHER von entscheidender
Bedeutung [100]. Die Synthese konnte im Vergleich zur Literatur von 18 h auf 1 h reduziert
werden [80] (siehe Tab. 2).
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Abbildung 9 a und b: El-Massenspektrum des 3-Decinsduremethylesters (a - oben) und GC-
Chromatogramm des Produktgemisches nach 3-Decinsduremethylestersynthese (b - unten).

41.3 Synthese des cis-[3,4-?H,]-3-Decensiuremethylester

Im dritten Syntheseschritt erfolgte die Deuterierung des 3-Decinsauremethylesters. Die
Synthese wurde nach 3.3.3 in Anlehnung an die Angaben aus der Literatur durchgefthrt [80].
In Tabelle 3 sind die Parameter der hier durchgefiihrten Methode den Angaben aus der

Literatur gegenuber gestellt.

Das Massenspektrum des Produkts cis-[3,4-?H,]-3-Decensauremethylesters ist in Abbildung

10 dargestellt.
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Tabelle 3: Synthese des cis-[3,4-2Hz]-3-Decenséiuremethylesters.

Literatur Durchfiihrung
2,17 mmol Alkinsaure 26,95 mmol 3-DecinsaureME
17 % eq. Pd-Lindlar-Kat. 0,4 % eq. Pd-Katalysator
0, 0,
Synthese-Chemikalien (5 % Pd auf CaCO3 ) (5 % Pd auf BaSO4)
0,68 eq. Chinolin 0,8 eq. Chinolin
1,88 eq. *H2 (0,94 eq. + 0,8 eq.) °H2
Temperatur / Zeit ca. 20 °C / keine Zeitangabe 0°C/1h-20°C/11h
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Abbildung 10: El-Massenspektrum des cis-[3,4-°H;]-3-Decensiuremethylesters.

Die Berechnung des Deuterierungsgrads des cis-[3,4-2H,]-3-Decensiuremethylesters
erfolgte anhand der in Tabelle 4 dargestellten Formel (siehe auch Abb. 11), wobei die
Intensitaten der Fragmentionen mit m/z = 154 (zweifach deuteriertes Produkt), m/z = 153
(einfach deuteriertes Produkt) und m/z = 152 (nicht markiertes Produkt) herangezogen
wurden. Uber die Intensitat des Fragmentions mit m/z = 154 konnte fiir das zweifach
deuterierte Produkt cis-[3,4-°H,]-3-Decensiuremethylester ein Deuterierungsgrad von
90,1 % bestimmt werden. Auf das einfach deuterierte Produkt entfielen 9,3 %, vom nicht
deuterierten Produkt (cis-3-Decensauremethylester) waren < 1 % vorhanden war.

Die Ausbeute des cis-[3,4-°H,]-3-Decensauremethylesters nach Aufreinigung wurde anhand

der Formel 1 (siehe 3.3) auf ca. 70 % abgeschatzt. Dies entsprach den Angaben aus der
Literatur.
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Tabelle 4: Formel zur Berechnung des Deuterierungsgrads des cis-[3,4-2Hz]-3-Decenséuremethylesters.

Deuterierungsgrad Absolute Intensitéat Prozentualer Anteil
P+ x)
+X) =
Px H(P*x) P = B PP +2)
152 =P 427 0,5 %
153 =P +1 7.498 9,3 %
154 =P +2 72.367 90,1 %
60 154
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Abbildung 11: VergroBerter Ausschnitt des El-Massenspektrums des durch chemische Synthese
hergestellten  cis-[3,4-°H;]-3-Decensiuremethylesters. Anhand der relativen Intensitit (%) der
Fragmentionen mit m/z = 152, m/z = 153 und m/z = 154 kann der Markierungsgrad des cis-[3,4-2Hz]-3-
Decensduremethylesters bestimmt werden.

Eine Deuterierung lasst sich analog zu einer Hydrierung betrachten [80, 101]. Dabei wird der
eingesetzte Palladium-Katalysator nach LINDLAR vor Zugabe des Substrats mittels Chinolin
vergiftet, damit die Reaktion auf der Stufe der Alkene annahernd zum Erliegen kommt. Durch
die héhere Bindungsfahigkeit von Alkinen an das aktive Zentrum findet eine Deuterierung
von Alkenen erst nach vollstandigem Verbrauch der Alkine statt [101]. So wurde die Reaktion
nach Verbrauch einer der aquimolaren Menge Deuterium abgebrochen, um eine weitere
Reaktion zu vermeiden. Hierbei war ein verminderter Einsatz an Palladium bei vergleichbarer

Umsetzung im Gegensatz zur Literaturvorgabe ausreichend [80].
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414 Synthese des cis-[3,4-2H2]-3,4-Epoxydecanséuremethylesters

Im letzten Syntheseschritt wurde der cis-[3,4-?H,]-3-Decensauremethylester zu cis-[3,4-°H.]-
3,4-Epoxydecansauremethylester epoxidiert (siehe Abb. 12). Die Synthese wurde nach der
Vorschrift 3.3.4 durchgefihrt. Alle Angaben wurden dabei aus der Literatur [83] bei einem

Einsatz von 19,2 mmol cis-[3,4-?H,]-]-3-Decenséuremethylester (ibernommen.
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Abbildung 12: EI-Massenspektrum des cis-[3,4-2Hz]-3,4-Epoxydecanséuremethylesters.

Die Aufreinigung des Endproduktes erfolgte an Kieselgel durch Einsatz der mobilen Phase B
(siehe 3.3.5). Die mittels Formel 1 (siehe 3.3) berechnete Ausbeute betrug nach
Aufreinigung ca. 65% (= 12,6 mmol). In Bezug auf die eingesetzte Stoffmenge des Edukts 3-
Decin-1-ol ergibt sich eine Gesamtausbeute der vierstufigen Synthese von ca. 37%. Mittels
GC/MS-Messung (siehe 3.2.1) konnte eine weitere Substanz mit identischem
Massenspektrum nachgewiesen werden, die im Vergleich der Peakflachen einen Anteil von
2,3% ausmachte (siehe Abb. 13). Dabei handelt es sich um das frans-lsomer des [3,4-2H2]-
3,4-Epoxydecansauremethylesters. Auf eine adsorptionschromatographische Trennung

beider Isomere wurde aufgrund des geringen Anteils des frans-Isomers verzichtet.
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Abbildung 13: GC-Chromatogramm des trans- und cis- [3,4-°H,]- 3,4-Epoxydecansiuremethylesters.
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4.2 Entwicklung einer GC-SIM-MS-Methode

Dieses Kapitel befasst sich mit der Entwicklung einer GC-SIM-MS Methode zur sensitiven
und selektiven Analyse der Abbauprodukte des cis-[3,4-°H,]-3,4-
Epoxydecansauremethylesters (siehe Abb. 6). Die Einflhrung einer Isotopenmarkierung in
das Substrat erlaubt eine eindeutige Unterscheidung seiner Abbauprodukte von anderen,
endogen gebildeten Metaboliten.

Die Quantifizierung der Abbauprodukte ist Voraussetzung zur Etablierung eines
Enzymparametertests und setzt im ersten Schritt der Methodenentwicklung sowohl die
Bestimmung der Retentionszeiten als auch der Massenspektren der Zielsubstanzen voraus.
Unter der Verwendung einer DB-1-Sdule aus 100 % Polydimethylsiloxan als stationare
Phase ist die Elutionsreihenfolge der Substanzen im GC-Chromatogramm bereits bekannt
(siehe Abb. 14) [82]. Da in dieser Arbeit eine DB-5-Saule aus 95 % Polydimethyl- und 5 %
Polyphenylmethylsiloxan  verwendet wurde, musste die Elutionsreihenfolge der

Abbauprodukte neu bestimmt werden.
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Abbildung 14: GC-Chromatogramm mit Zuordnung der Elutionsreihenfolge der erythro- und threo-3-
Hydroxy-y-Decalactone und der erythro- und threo-3,4-Dihydroxydecansauremethylester (nicht
isotopenmarkiert) (DB-1-Saule) [82].

Da die in dieser Arbeit zu untersuchenden (isotopenmarkierten) Abbauprodukte nicht
kommerziell verfigbar sind, werden sie durch saure Hydrolyse des Substrats mit
Perchlorsaure (0,7 bzw. 7 %) chemisch erzeugt und anschlieRend mittels GC/MS Programm
1 (scan) (siehe 3.2.1), das auch zur Uberpriifung der Syntheseprodukte verwendet wurde,
gemessen. Unter diesen GC Bedingungen waren die Peaks im GC-Chromatogramm
teilweise Uberlagert. Um eine Trennung der Peaks zu erreichen wurde im Folgenden anstelle
des GC/MS Programms 1 mit einem Temperaturgradienten von 10 °C/min das GC/MS
Programm 2 (siehe 3.2.1) mit einem Temperaturgradienten von 6 °C/min verwendet. Die nun
etwas flachere Rampe im Temperaturgradienten bewirkte eine Trennung der Substanzen im

GC-Chromatogramm. Unter Verwendung von 7 % Perchlorsdure wurde der Peak mit der
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grofiten Intensitat durch die Substanz 2b hervorgerufen (siehe Abb. 15 a). Die Substanzen
1a, 1b und 2b sind im GC-Chromatogramm zwar deutlich zu erkennen, wiesen aber eine
deutlich geringere Intensitat auf. Bei der Hydrolyse mit 0,7 % Perchlorsdure wurde fast
ausschlief3lich die Substanz 1b gebildet, die Substanzen 1a, 2a und 2b wurden nur in Spuren
detektiert (siehe Abb. 15 b).
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Abbildung 15 a und b: GC-Chromatogramme der Reaktionsprodukte des cis-[3,4-2Hz]-3,4-
Egoog.decanséiuremethylesters bei saurer Hydrolyse mittels Perchlorsaure (a — oben: 7 %, b — unten:
Zwei der vier Peaks in den GC-Chromatogrammen wiesen jeweils ein identisches
Massenspektrum auf. Dabei entsprach das Spektrum der Substanz 1a dem der Substanz 1b
(siehe Abb. 16 a) und das Spektrum der Substanz 2a dem von Substanz 2b (siehe Abb. 16
b). Durch Abgleich der ermittelten Massenspektren mit denen in vorangegangenen Arbeiten
publizierten [82, 83] konnten die  Abbauprodukte des cis-[3,4-°H,]-3,4-
Epoxydecansauremethylesters schliel3lich zugeordnet werden. Bei den Substanzen 1a und b
handelt es sich um die Diastereomere erythro- und threo-3-Hydroxy-TMS-y-Decalacton und
bei den Substanzen 2a und 2b um den erythro- bzw. threo-3,4-Dihydroxy-TMS-
decansauremethylester. Das TMS wurde durch die vor der Messung durchgefuhrten
Silylierung hervorgerufen (siehe 3.3.7).

Da es sich bei der hier durchgefihrten Erzeugung der Abbauprodukte des cis-[3,4-2H2]-3,4-
Epoxydecansauremethylesters durch Perchlorsaure um eine rein chemische Umsetzung
handelt, kann es sich bei der Substanz 2b nur um den threo-[3,4-2H2]-3,4-Dihydroxy-TMS-
decanséduremethylester und bei der Substanz 1b nur um das threo-[3,4-?H,]-3-Hydroxy-TMS-
y-Decalacton handeln. Dieser Abbauweg, der chemisch unter Inversion der Konfiguration
ablauft, ist der einzig mogliche.

Beim Einsatz von 7 % Perchlorsdure entstand hauptséchlich der threo-[3,4-°H,]-3,4-
Dihydroxy-TMS-decansauremethylester und beim Einsatz von 0,7 % Perchlorsaure
hauptséachlich das threo-[3,4-?H,]-3-Hydroxy-TMS-y-Decalacton. Die erythro-Abbauprodukte
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lassen sich aus cis-[3,4-°H,]-3,4-Epoxydecansduremethylester nur durch Enzyme die analog
zur LTA4H unter Retention der Konfiguration arbeiten (siehe 2.3.4) oder chemisch unter
Inversion der Konfiguration aus trans-[3,4-2H2]-3,4-Epoxydecanséuremethylester herstellen.
Dieses trans-Diastereomer entstand in Spuren bei der Synthese des Substrats cis-[3,4-°H.]-
3,4-Epoxydecansauremethylester (siehe 4.1.4) und erzeugte bei Zugabe von Perchlorsdure
chemisch Spuren von erythro-[3,4-H,]-3-Hydroxy-TMS-y-Decalacton (Substanz 1a) und
erythro-[3,4-H,]-3,4-Dihydroxy-TMS-decansduremethylester (Substanz 2a).
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Abbildung 16 a und b: El-Massenspektren der Substanzen 1a und 1b (a - oben) und 2a und 2b (b - unten).

Die Zuordnung der Substanzen anhand ihrer Retentionszeiten sowie die im Folgenden
verwendeten Abklrzungen sind in Tabelle 5 zusammengefasst.
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Tabelle 5: Zuordnung der Reaktionsprodukte nach chemischer Hydrolyse.

Nummer Rt (min) Substanz Abkiirzung

1a 21,3 erythro-[3,4-2Hg]-3-Hydroxy-v-DecaIacton (TMS) erythro-Lacton

threo-[3,4-*Ha]-3,4-Dihydroxy- _
2b 21,4 ] threo-DIOH
decansauremethylester (2TMS)

erythro-[3,4-*H2]-3,4-Dihydroxy-

2a 22,7 -Di
decansauremethylester (2TMS) erythro-DiOH

1b 22,9 threo-[3,4-*Ha]-3-Hydroxy-y-Decalacton (TMS) threo-Lacton

Diese Zuordnung der Peaks im GC-Chromatogramm deckt sich auch mit den Ergebnissen
aus friheren Untersuchungen (siehe Abb. 14). Die Elutionsreihenfolge der Abbauprodukte
innerhalb einer Substanzklasse hat sich unter Verwendung einer DB-5-Saule als stationare
Phase im Vergleich zur Verwendung einer DB-1-Saule nicht verandert. Die Reihenfolge

zwischen den beiden Substanzklassen war jedoch ineinander verschoben (siehe Abb. 17).
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Abbildung 17: GC-Chromatogramm mit Zuordnung der Elutionsreihenfolge der erythro- und threo-3-
Hydroxy-y-Decalactone und der erythro- und threo-3,4-Dihydroxydecansauremethylester
(isotopenmarkiert) (DB-5-Saule).

Mit Hilfe der Massenspektren der Substanzen (siehe Abb. 16) und der Intensitaten der
Fragmentionen konnte eine GC/MS-Analysenmethode im Selected-lon-Modus (SIM) etabliert
werden. Die Fragmentierung der Substanzen ist in Abbildung 18 dargestellt. Zur
quantitativen und qualitative Analyse werden je Substanz zwei charakteristische lonen
verwendet. Fir erythro/threo-[3,4-?H,]-3-Hydroxy-y-decalacton (siche Abb. 18 b) sind dies

die lonen mit m/z = 117 (zur Quantifizierung) und m/z = 203 (zur Qualifizierung), fur den
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erythro/threo-[3,4-?H,]-3-Hydroxydecansduremethylester (siehe Abb. 18 a) die lonen mit m/z

= 249 (zur Quantifizierung) und m/z = 188 (zur Qualifizierung).

TMS
o

™S s N 203
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188 & A 176 + 73 (TMS¥) = 249)

Abbildung 18 a und b: Schematische Darstellung der EI-MS-Fragmentierung der erythro- und threo-[3,4-
sz]-3-Dihydroxydecanséiuremethylester (a — links) sowie der erythro- und threo-[3,4-2Hz]-3-Hydroxy-v-
decalactone (b - rechts).

Die Quantifizierung der Substanzen in den Zellkulturproben (siehe 4.4 bis 4.7) erfolgte Uber
den internen Standard (ISTD) Heptadecansauremethylester, der nach der Inkubation in
definierter Konzentration zugegeben wurde. Fir den ISTD wurde das lon mit m/z = 74 zur
Quantifizierung und das lon mit m/z = 256 zur Qualifizierung ausgewahlt. Zur Absicherung
des Standards (Kontrollsubstanz) wurde als weitere Substanz 1-Decanol zugegeben und als

TMS Uber die lonen 75 (zur Quantifizierung) und 215 (zur Qualifizierung) bestimmt.

Die Quantifizierung der oben genannten Abbauprodukte (Analyten) erfolgte in den

Zellkulturproben (siehe 4.4 bis 4.7) nach Formel 4.

Formel 4: Quantifizierung der Abbauprodukte in den Zellkulturproben.
¢ (Analyt) = A ( Analyt) / A (ISTD) * ¢ (ISTD)

c= Konzentration
A = Area (Peakflache)

ISTD = Interner Standard (Heptadecansauremethylester)

Die erythro-Abbauprodukte kénnen aus dem cis-[3,4-?H,]-3,4-Epoxydecansiuremethylester
nur enzymatisch gebildet werden. Da der entsprechende trans-[3,4-°H,]-3,4-
Epoxydecansauremethylester zur chemischen Erzeugung der erythro-Abbauprodukte nicht
synthetisiert wurde, lagen keine Referenzsubstanzen zur Bestimmung der Responsefaktoren
dieser Substanzen vor. Um die Abbauprodukte trotzdem quantitativ bestimmen zu kénnen,
wurde der ISTD in einer Groflenordnung der zu erwartenden Konzentrationen der
Abbauprodukte zugegeben. Die Art der Quantifizierung ist ausreichend, da zur Bewertung
der enzymatischen Umwandlung des cis-[3,4-?H,]-3,4-Epoxydecansiduremethylesters beim
Enzymparametertest ausschlieBlich die Konzentrationen der gebildeten erythro-

Abbauprodukte (unter Retention der Konfiguration) in Bezug zu den Konzentrationen der
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threo-Abbauprodukte (unter Inversion der Konfiguration) gesetzt wurden (E/t-Quotient). Die
Substanzen sind jeweils Diastereomere, die sich nur in der Stellung der OH-Gruppe
(erythro/threo) unterscheiden. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass der
Responsefaktor der beiden Substanzen (jeweils erythro/threo) bezogen auf den ISTD
annahernd gleich ist (Berechnung siehe Formel 5).

Formel 5: Bestimmung des E/t-Quotienten aus der Summe der Konzentrationen der erythro-

(Abbau)Produkte und der Summe der Konzentrationen der threo- (Abbau)Produkte in den
Zellkulturproben.

E/t-Quotient = (Summe (c (erythro-Lacton) + c (erythro-DiOH))) / (Summe (c (threo-Lacton) + c
(threo-DiOH)))

E/t-Quotient = (Summe (c (erythro-Produkte)) / (Summe (c (threo-Produkte))

Eine Ubersicht der zur Quantifizierung und Qualifizierung verwendeten lonen der

Abbauprodukte, des ISTDs und der Referenzsubstanz ist in 3.2.1 aufgefihrt.
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4.3 PCR-Analytik

Die in diesem Kapitel beschriebene PCR-Analyse diente der genetischen Uberpriifung der
Saccharomyces Stadmme, die in den nachfolgenden Kapiteln bei der Zellkultur eingesetzt
werden. Im Mittelpunkt stand dabei die Analyse des S. cerevisiae Gens YNLO45W, welches
fur die LTA4H codiert, die die einzig bekannte Epoxidhydrolase in S. cerevisiae ist (siehe
2.5.3), sowie dessen deletierte Variante AYNLO45W, welche das Kanamycin-Resistenz-Gen
kanMX4 enthalt. AuRerdem wurde S. carlsbergensis RH eingesetzt um das Gen YNL045W,
welches fur die LTA4H codiert, moglicherweise nachweisen zu konnen. Als Hybrid aus
Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces bayanus weist der Stamm Merkmale beider
Genotypen bzw. Phanotypen auf (siehe 2.5.2).

Die verwendeten Saccharomyces Stamme sind nachfolgend in Tabelle 6 aufgeflihrt. Die
Mutante S. cerevisiae BY4147 AYNL045W wurde sowohl nach einem Monat (M) als auch
nach 10 Monaten (M2) Lagerung bei 4°C untersucht, um die Stabilitat des Knockouts zu

Uberprufen.

Tabelle 6: Saccharomyces Stamme fiir die PCR-Analyse.

Symbol Hefestamm Lagerzeit bei 4°C
M (Mutante) S. cerevisiae BY4147 AYNL0O45W 10 Monate
M2 (Mutante 2) S. cerevisiae BY4147 AYNLO45W 1 Monat
WT (Wildtyp) S. cerevisiae BY4147 YNL0O45W 1 Monat
RH (RH Stamm) S. carlsbergensis RH 1 Monat
GR GeneRuler-Ladder-Mix Marker fiir die Basenpaare

Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte nach 3.4.1, die PCR nach 3.4.2 und die
Analyse der PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese nach 3.4.3.

4.3.1 Isolierung genomischer DNA

Nach der DNA-Isolierung (siehe Abb. 19) konnte fur S. cerevisiae BY4147 AYNLO45W
Mutante (M bzw. M2) und fir S. carlsbergensis RH (RH) eine ausreichende Konzentration an
isolierter genomischen DNA nachgewiesen werden. Da sich nur eine Bande im Bereich von
6000 bis 10000 bp befindet, kann davon ausgegangen werden, dass sich keine
Verunreinigung in der isolierten DNA befindet. Die Bande des S. cerevisiae BY4147 Wildtyps
(WT) wies im Gegensatz zu denen der anderen Hefestdmme eine deutlich geringere

Intensitat auf.


http://de.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
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GR| M| M2 | WT| RH | H0

Abbildung 19: Gel der Elektrophorese zur isolierten genomischen DNA der Saccharomyces Stamme
Mutante (M und M2), Wildtyp (WT) und RH Stamm (RH). GR ist der Marker fiir die Basenpaare (GeneRuler-
Ladder-Mix).

4.3.2 PCR

Die PCR wurde mit den Primerkombinationen G1fw und G2rev (1. Ansatz - Abb. 20), 045fw
und 045rev (2. Ansatz - Abb. 21) sowie G1fw und 045rev (3. Ansatz - Abb. 22) durchgefihrt.

G1 fwd G2 rev

ATG... KanMX4 ..TAG

— 400 bp |

GR| M| M2| WT| RH| HO
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Abbildung 20: Ansatz 1 — Schema (a - oben) und Gel (b — unten) der Elektrophorese zur Gradienten-PCR
mit den Primern G1fw und G2rev fiir die Saccharomyces Stimme Mutante (M und M2), Wildtyp (WT) und
RH Stamm (RH). GR ist der Marker fiir die Basenpaare (GeneRuler-Ladder-Mix).

Die im ersten Ansatz der PCR verwendeten Primer G1fw und G2rev dienen dem Nachweis
der Deletionskassette AYNLO45W bzw. des kanMX4. Wie erwartet (sieche Schema in Abb. 20
a) war im Gel zur PCR nur bei der Mutante (M und M2) eine Bande sichtbar (siehe Abb. 20
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b). Diese befindet sich im Bereich von 400 bp. Da beim Wildtyp und beim RH Stamm keine
Deletionskassette mit dem eingebauten kanMX4 besitzen, lasst sich diese Bande bei den

Stammen auch nicht nachweisen.

e

2480bp —1 WT

F 3

h 4

ATG... KanMX4 ...TAG

| 2000 bp H M }—»

¥ 3

GR| M | M2 |WT|RH|HO GR|WT| WT| M2| H,O

Abbildung 21 a, b und c: Ansatz 2 - Schema (a - oben) und Gele (b — unten/links: 1.Versuch; c —
unten/rechts: 2.Versuch) der Elektrophorese zur Gradienten-PCR mit den Primern 045fw und 045rev fiir
die Saccharomyces Stamme Mutante (M und M2), Wildtyp (WT) und RH Stamm (RH). GR ist der Marker fiir
die Basenpaare (GeneRuler-Ladder-Mix).

Die verwendete Primerkombination 045fw und 045rev (Ansatz 2) diente der Uberprifung des
Wildtypgens YNL045W. Da sich die Primer au3erhalb des Wildtypgens anlagern, muss im
Gel zur PCR in allen Hefestdmmen eine Bande vorhanden sein (siehe Abb. 21 a), die in der
Mutante aber aufgrund der Deletion kirzer sein muss (siehe 2.5.3). In Abbildung 21 b ist der
erste Durchgang abgebildet. Dort war je eine Bande fir die Stamme M und M2 auf Héhe des
Markers von etwa 2000 bp sowie fir den RH Stamm bei 2500 bp sichtbar. Da keine Bande
beim Wildtyp erkennbar war, wurde der Ansatz noch einmal mit erhdhter Menge der
verdinnten DNA (2 pL anstelle von 1 pL) wiederholt. Das Ergebnis ist in Abbildung 21 ¢
abgebildet (WT"). Als Vergleich wurde M2 mitgefuhrt. Bei diesem Gel zur PCR mit erhdhter
Konzentration an DNA, war fir den Wildtyp eine Bande auf Hohe des Markers bei etwa 2500

bp, wenn auch mit niedriger Intensitat, sichtbar. Nach Vergleich mit Abbildung 21 a waren die
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Fragmente mit einer Lange von 2480 bp (WT) und einer Lange von 2000 bp (M) zu erwarten

und kdnnen somit als nachgewiesen angesehen werden.

e

‘ G1 fwd

ATG... KanMX4 ..TAG

<—| 1100 bp I

GR| M |M2 | WT | RH |H,0

Abbildung 22: Ansatz 3 - Schema (a - oben) und Gel (b — unten) der Elektrophorese zur Gradienten-PCR
mit den Primern G1fw und 045rev fiir die Saccharomyces Stamme Mutante (M und M2), Wildtyp (WT) und
RH Stamm (RH). GR ist der Marker fiir die Basenpaare (GeneRuler-Ladder-Mix).

Bei dem Einsatz der Primer aus Ansatz 3 sollte die korrekte Lokalisierung der
Deletionskassette nachgewiesen werden (siehe Abb. 22 a). Wie erwartet waren im Gel
(siehe Abb. 22 b) keine Banden fur den Wildtyp und den RH Stamm sichtbar. Fir die
Stamme M und M2 war eine Bande im Bereich zwischen den H6hen der Marker bei 1000
und 1500 bp sichtbar. Damit kann die zu erwartende Bande bei 1100 bp als nachgewiesen
angesehen werden (siehe 2.5.3).

Bei dem Wildtyp konnte das Gen YNL045W welches die einzig in S. cerevisiae bekannte
Epoxidhydrolase LTA4;H codiert nachgewiesen werden. Da bei dem S. carlsbergensis RH
Stamm auch eine Bande im Bereich der Markerbande von 2500 bp zu sehen war, ist davon
auszugehen, dass auch dieser Stamm das Gen enthalt. Bei der S. cerevisiae Mutante
konnte sowohl die Deletionskassette AYNL0O45W bzw. das Kanamycin-Resistenz-Gen
(kanMX4) nachgewiesen werden, als auch die korrekte Lokalisierung bestimmt werden.
Auch die Stabilitdt der Deletionskassette Uber einen Zeitraum von 10 Monaten konnte

bestatigt werden.
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4.4 Parameter Zellkultur und Inkubation

Nachdem das Substrat cis-[3,4-?H,]-3,4-Epoxydecansauremethylester synthetisiert (siehe
4.1) und eine GC-SIM-MS-Methode fur die Abbauprodukte entwickelt wurde (siehe 4.2),
befasst sich dieses Kapitel mit der Entwicklung eines Enzymparametertests. Dieser Test
dient dazu verschiedene Parameter wahrend der Zellkultur und Inkubation zu untersuchen.
Konkret wurde der Einfluss von pH-Wert, Puffersystem, Zellkonzentration und Temperatur
auf den enzymatischen Abbau des Substrats untersucht und optimiert (siehe Tab. 7). Dabei
sollten Bedingungen geschaffen werden, um ein bisher unbekanntes Enzym EH-1 naher
charakterisieren zu kdnnen.

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Parameter der Zellkultur und Inkubation, die aufgrund ihres potentiellen
Einflusses auf die enzymatische Umwandlung des cis-[3,4-2Hz]-3,4-Epoxydecanséuremethylesters im
vorliegenden Kapitel untersucht werden. Fiir jeden Parameter sind die entsprechenden Bedingungen, die

verwendeten Hefestamme (S. cerevisiae Mutante (M) und Wildtyp (WT), S. carlsbergensis RH (RH) und S.
bayanus (B)) angegeben und das behandelnde Kapitel aufgefiihrt.

Parameter Versuch/Bedingungen M WT RH B Kapitel
Grundparameter

pH-Wert / Zeitraum Zellanzucht X - X - 441
Zellanzucht
pH-Optimum

V1 bis V3 (verschiedene pH-Werte) a b c d 443
Phosphatpuffer
pH-Optimum ) )

V4 bis V6 (verschiedene pH-Werte) a b c d 444
T/E-Puffer

. einfache, dreifache, sechsfache,
Zellkonzentration X X X X 445
neunfache bzw. 12-fache Konz.

Substratkonzentration | einfache und flinffache Konz. X X X - 445

6,67 mM/222 mM/
Pufferkonzentration X - X X 446
44 4 mM /66,7 mM

Inkubationsdauer 22 h/44 h/66h X - X X 446

Temperatur 18°C/23°C/28°C X - X - 447

Bei den Enzymparametertests wurde zunachst eine LTA4H deletierte Knockout-Mutante S.
cerevisiae BY4741 AYNLO45W (Mutante - M) eingesetzt. In diesem Stamm kann ein
enzymatischer Substratabbau nicht durch LTA4;H beeinflusst werden, so dass sich diese
Mutante besonders fir die Untersuchung von EH-1 eignet, welches das Substrat cis-[3,4-

?H,]-3,4-Epoxydecansiuremethylester analog zur LTA,H unter Retention der Konfiguration
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Uber vicinale Dihydroxysauren in Hydroxylactone umwandelt. LTA4H ist die bisher einzig in
S. cerevisiae bekannte Epoxidhydrolase.

Anschlieend wurden die Ergebnisse des Enzymparametertests mit denen der Hefestdmme
S. cerevisiae BY4741 in der das Gen YNL0O45W, welches fir die LTA4H codiert, aktiv ist
(Wildtyp - WT) und S. carlsbergensis RH (RH) verglichen. Im RH Stamm wurde in voran
gegangen Arbeiten bereits eine hohe enzymatische Umsetzung von epoxidierten Fettsduren
in Hydroxylactone nachgewiesen [83]. Da es sich beim RH Stamm um einen Hybrid aus S.
cerevisiae und S. bayanus (siehe 2.5.2) handelt, wurden zuséatzlich Versuche mit S. bayanus
(B) durchgefuhrt. Mit diesen Versuchen sollte die enzymatische Umwandlung von cis-[3,4-

?H,]-3,4-Epoxydecansauremethylester fiir die einzelnen Stamme eingeordnet werden.

441 Grundparameter

Versuch | wurde mit der im Zentrum der Untersuchungen stehenden Mutante S. cerevisiae
BY4741 AYNLO45W durchgefihrt.

Es wurden Zellen unter Zugabe von 170 pL Olsdure in 500 mL Hefemedium fiir 3 Tage
(96 h) bei Raumtemperatur (RT) angezogen. Anschlielend wurden Proben zur
Untersuchung der enzymatischen Umwandlung des Substrats cis-[3,4-*H,]-3,4-
Epoxydecansauremethylester fir 3 h, 6 h, 12 h und 24 h inkubiert (siehe 3.5.11 und 3.5.12),
extrahiert, derivatisiert und mittels GC-SIM-MS (siehe 3.2.1) analysiert.

Die Konzentration der unter Retention der Konfiguration gebildeten erythro-Produkte (Lacton
und DiOH; nur enzymatische Bildung analog zur LTA;H moglich) und die durch trans-
Hydrolyse entstandenen threo-Produkte (Lacton und DiOH; chemische oder enzymatische
Bildung mdglich) (siehe Abb. 6) wurden Uber Heptadecansduremethylester als internen
Standard quantitativ bestimmt. Als Bewertungsgrundlage fur die enzymatische Umwandlung
des Substrats durch das bisher unbekannten Enzyms EH-1 diente in dieser Arbeit der E/t-
Quotient aus der Summe der Konzentrationen der erythro-Produkte und der Summe der
Konzentrationen der threo-Produkten (E/t-Quotient) (siehe 4.2). Dabei gilt, je hdher der E/t-
Quotient ist, desto héher ist die Konzentration der enzymatisch gebildeten erythro-Produkte
durch EH-1 im Vergleich zu den chemisch gebildeten threo-Produkten.

Zur Absicherung der Ergebnisse wurde parallel zu Versuch | die Bestimmung einer
Negativkontrolle (NK) und eines Blindwertes (BW) durchgefihrt. Fur NK wurden Zellen ohne
Substrat inkubiert. Beim BW, bei dem die Abbauprodukte bei der Inkubation nur chemisch
gebildet werden kdnnen, wurde Medium (pH-Wert 5,5) verwendet.

Da ausschlieRlich isotopenmarkierte Abbauprodukte betrachtet wurden, die nicht ohne
Zugabe eines isotopenmarkierten Substrats endogen gebildet werden kénnen, wurde bei der

NK erwartungsgemaf kein Abbauprodukt nachgewiesen (siehe Tab. 8).
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Die fur den BW nachgewiesenen Konzentrationen der erythro- und threo-Produkte sind in
Tabelle 8 aufgefihrt. Die Konzentrationen der threo-Produkte (threo-Lacton 0,20 ppm und
threo-DIOH 0,87 ppm) lagen mit 1,07 ppm deutlich Uber der Konzentration der erythro-
Produkte. Das erythro-Lacton war nur in einer Konzentration von 0,02 ppm vorhanden,
erythro-DiOH konnte nicht nachgewiesen werden. Aus den ermittelten Konzentrationen
ergab sich ein E/t-Quotient von 0,02. Da im Blindwert fur das erythro-Lacton eine
Konzentration von 0,02 ppm nachgewiesen wurde, kénnen in Zellkulturversuchen nur hdhere
Konzentrationen dieses Produktes als enzymatisch gebildet gewertet werden. Diese Spuren
des erythro-Lactons kdnnten aus der geringen Konzentration an frans-Isomer (2,3 %) in der
Substratldsung des cis-[3,4-2H,]-3,4-Epoxydecansauremethylesters chemisch entstanden
sein (siehe 4.1.4).

Tabelle 8: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten der
Inkubationsproben des Versuches | (3 Tage Zellanzucht) und Il (5 Tage Zellanzucht) und der pH-Wert des

verwendeten Mediums/Puffers. Parallel zu Versuch | wurden eine Blindwertprobe (BW) und eine
Negativkontrolle (NK) inkubiert. Bei Versuch Il wurden Zellen einerseits direkt und anderseits

aufkonzentriert in Phosphatpuffer (GZ) verwendet.
Konzentration in ppm
Mutante erythro- | erythro- | threo- threo- E/t- pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH Quotient | Medium/Puffer

BW 0,02 0,00 0,20 0,87 0,02 55

NK 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 55
Versuch | - 3 Tage 0,53 0,02 4,68 1,84 0,08 -
Versuch Il - 5 Tage 0,40 0,01 3,97 1,79 0,07 -
Versuch Il - 5 Tage — GZ 1,78 0,00 1,02 0,52 1,16 6,9

Die Betrachtung der Konzentrationen der threo-Produkte (Lacton und DiOH) ist ungleich
komplizierter: Da in den Zellkulturproben teilweise hdhere Konzentrationen an threo-
Produkten im Vergleich zum BW nachgewiesen wurden, kann nicht abschlieBend geklart
werden, ob ihre Bildung nur chemisch oder zum Teil auch enzymatisch ablauft. Die
Charakterisierung dieses Abbauwegs war nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit und
wurde nicht naher betrachtet. So wurden die threo-Produkte im Folgenden als chemisch
gebildete Produkte definiert. Bei allen Proben des Versuchs | mit Inkubationszeiten von 3 h,
6 h, 12 h und 24 h waren die Konzentrationen fir die threo-Produkte deutlich hoher als die
Konzentrationen fir die erythro-Produkte, so dass sich folglich E/t-Quotienten < 0,1 ergaben.
Diese Werte lagen geringfligig Uber dem des BW, die Absolutwerte der Konzentrationen der

gebildeten Produkte (erythro-Lacton, threo-Lacton und threo-DiOH) waren jedoch héher.
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Erythro-DiOH konnte als Produkt nicht detektiert werden. Die héchste Konzentration fir das
enzymatisch gebildete erythro-Lacton und somit auch der hdchste E/t-Quotient konnte bei
der in Tabelle 8 dargestellten Probe mit 24 h Inkubationszeit nachgewiesen werden. Aus
diesem Grund wurde fur die folgenden Versuche ein Inkubationszeitraum von 20 bis 24 h
festgelegt (siehe 3.5.12).

Um den E/t-Quotienten weiter zu erhéhen, wurde der Zellanzuchtzeitraum von ursprunglich 3
Tagen (72 h) bei Versuch | auf 5 Tage (120 h) bei Versuch Il verlangert, wobei die anderen
Parameter nicht verandert wurden. Der E/t-Quotient fur die Inkubationsprobe aus Versuch Il
war mit 0,07 vergleichbar zu der aus Versuch | (siehe Tab. 8). Zusatzlich wurde eine Probe
inkubiert, bei der eine Aufkonzentrierung der ganzen Zellen durchgeflihrt wurde (GZ). Zur
Aufkonzentrierung wurde das Medium von 80 mL Zellbrihe abzentrifugiert und das dabei
entstandene Pellet in 10 mL Phosphatpuffer (6,6 mM, pH-Wert 6,9) resuspendiert (siehe
3.5.5). Der Puffer pH-Wert 6,9 wurde verwendet, da in voran gegangenen Arbeiten mit dest.
H,O gearbeitet wurde, welches einen vergleichbaren pH-Wert aufweist. Die Erhéhung der
Zelldichte flhrte zu einer Erhdhung der Konzentration des erythro-Lactons, wobei auch in
dieser Inkubationsprobe kein erythro-DiOH nachgewiesen wurde. Die Konzentrationen der
chemisch gebildeten threo-Produkte waren im Vergleich zur nicht-aufkonzentrierten Probe
deutlich geringer. Daraus ergab sich flr die aufkonzentrierte Probe GZ ein deutlich héherer
E/t-Quotient = 1,16 (siehe Tab. 8).

Bei Versuch Ill wurde die Mutante (M) mit Saccharomyces carlsbergensis RH (RH)
verglichen. Fir den RH Stamm wurde in voran gegangenen Arbeiten bereits eine
enzymatische Umwandlung von epoxidierten Fettsduren unter Retention der Konfiguration
nachgewiesen [83]. Es wurden Zellen beider Stdmme bei lll a fir 3 Tage (72 h), bei lll b flr 5
Tage (120 h) und bei lll ¢ fir 7 Tage (168 h) angezogen und anschliel3end vor der Inkubation
analog zu Versuch Il in Phosphatpuffer (pH-Wert 6,9) aufkonzentriert.

Ein langeres Zellwachstum von 5 Tagen (lll b) gegenuber 3 Tagen (Il a) fuhrte sowohl fir
die Mutante als auch fur den RH Stamm zu einer Erhéhung des E/t-Quotienten in den
Inkubationsproben. Bei einer Verlangerung des Zellwachstums auf 7 Tage (lll ¢) sank der
E/t-Quotient fir Mutante und RH Stamm wieder ab. Dabei waren in den Inkubationsproben
der gleichen Anzuchtzeiten fir den RH Stamm die E/t-Quotienten sowie die Zelldichten
(optischen Dichte - siehe 3.5.6) jeweils hoher als fur die Mutante (siehe Abb. 23 a).

Da die E/t-Quotienten fur beide Stdmme in den Inkubationsproben von Ill b mit einer
Zellanzuchtzeit von 5 Tagen am hdchsten waren, wurde fur die nachfolgenden Versuche ein
Zeitraum von 5 Tagen (120 h) fur die Zellanzucht festgelegt.

Um die Konzentration der enzymatisch gebildeten erythro-Produkte und somit den E/t-
Quotienten weiter zu erhéhen, wurden bei Versuch IV aufkonzentrierte Zellen von Mutante
und RH Stamm in Phosphatpuffer pH-Wert 5,5 (pH-Wert des Mediums) inkubiert. So sollte
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bei der Inkubation der gleiche pH-Wert eingehalten werden wie bei der Zellanzucht. Die
Verringerung des pH-Wertes flhrte aber nicht zu einer Erhéhung, sondern zu einer
Verringerung des E/t-Quotienten, wobei der Wert fur die Mutante deutlich geringer war als fur
den RH Stamm (siehe Abb. 23 b).

Die E/t-Quotienten der Inkubationsproben von Mutante und RH Stamm waren in
Phosphatpuffer mit pH-Wert 5,5 niedriger als bei pH-Wert 6,9. Aufgrund dieser Beobachtung
sollte im Folgenden der Einfluss verschiedener pH-Werte untersucht werden, um das pH-

Optimum des bisher unbekannten Enzyms EH-1 bestimmen zu kénnen (siehe 4.4.3).

2,25 RH

Eft-Quotient

llla-3Tage Il b-5Tage lllc-7 Tage

1,25

Eft-Quotient

1,00

0,75

0,50

0,25

0,00 T
1l b - pH-Wert Puffer 6,9 IV - pH-Wert Puffer 5,5

Abbildung 23 a und b: E/t-Quotienten der Inkubationsproben des Versuchs Illl mit verschiedenen
Zellanzuchtzeiten (a - oben) und des Versuchs IV mit verschiedenen pH-Werten des Phosphatpuffers fiir
die Resuspendierung der Inkubationsproben nach Zentrifugation (b - unten).

442 Entwicklung Enzymparametertest und Probenvorbereitung

Parallel zu den Zellkulturversuchen | bis IV wurde anhand der Inkubationsproben ein
Enzymparametertest (siehe 3.5.12) und eine Probenvorbereitung (siehe 3.5.13) fir die
anschliefende GC-SIM-MS (Programm 2) Analyse entwickelt (siehe 3.5.14 und 3.2.1) [102].

Die Inkubation erfolgte dabei in geringen Volumina, die Entwicklung dieser
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Miniinkubationsansatze (1 mL bzw. 0,5 mL) war Grundvoraussetzung fir die Realisierbarkeit
der in dieser Arbeit dargestellten umfangreichen Untersuchungen.

Far die Inkubation, die fir jede Probe als Doppelbestimmung durchgefuhrt wurde, stellte sich
eine Phosphatpufferkonzentration von maximal 6,67 mM als geeignet heraus. Bei hoheren
Salzkonzentrationen in der wassrigen Zellprobe bildete sich beim Homogenisieren mittels
Probenschittler (siehe unten) mit einer organischer Phase die Phasengrenze nur
unzureichend aus oder die Salzionen wurden von der wassrigen in die organische Phase
verdrangt, so dass eine Messung mittels GC-SIM-MS nicht mdglich war.

Nach der Inkubation im Flachbodenglas (2,5 mL) fur 20 bis 24 h (kurzere Zeitrdume stellten
sich in Kapitel 4.4.1 als nicht ausreichend dar) wurden die Proben von 1 mL zunachst mit 25
ML ISTD-MIX (Heptadecansauremethylester und 1-Decanol in Ethylacetat; ¢ = 1 mg/mL)
versetzt. Diese Konzentration entsprach etwa einem Zehntel der eingesetzten
Substratkonzentration des cis-[3,4-’H.]-3,4-Epoxydecansauremethylesters (10 pL - ¢ = 27
mg/mL) und diente zur semiquantitativen Bestimmung der bei der Inkubation entstehenden
Abbauprodukte erythro- und threo-Produkte (Lacton und DiOH) (siehe 4.2). Niedrigere oder
hohere Konzentrationen des ISTD-MIX flhrten zu schlechter reproduzierbaren Ergebnissen.
Probenvolumina von 0,5 mL bei angepasster Substrat- bzw. ISTD-MIX-konzentration flihrten
zu vergleichbaren Ergebnissen, so dass der Verbrauch des isotopenmarkierten Substrats
verringert wurde.

Um die wassrigen Zellproben mittels GC-SIM-MS analysieren zu kdnnen, war es notwendig
die zu analysierenden Substanzen in ein geeignetes organisches Lo&sungsmittel zu
uberfihren. Dabei erwies sich Diethylether aufgrund mehrerer Eigenschaften als geeignet:
Diethylether zeigt eine gute Mischbarkeit bei der Homogenisierung mit wassrigen Zellproben
mit anschlie3end klarer Ausbildung einer Phasengrenze, weist gute
Extraktionseigenschaften gegentber den Analyten auf und Iasst sich aufgrund des niedrigen
Siedepunktes einfach vor der Silylierung entfernen. Ein im Vergleich zur Probe 1,5-faches
Diethylethervolumen flhrte zu einer optimalen Ausbildung der Phasengrenze. Als Zeitraum
zur Homogenisierung der wassrigen und organischen Phase mittels Probenschuttler
erwiesen sich 20 Sekunden als optimal. Ein kirzerer Zeitraum flhrte nur zu einer
unzureichenden Durchmischung beider Phasen, wahrend bei langeren Zeitraumen nur eine
unzureichende Ausbildung der Phasengrenze stattfand (Emulsionsbildung).

Um sicher zu stellen, dass in der organischen Phase keine wassrigen Probenbestandteile
vorhanden sind, die die Silylierungsreaktion (siehe 3.5.14) und die Messung mittels GC-SIM-
MS stéren konnten, wurden nur 2/3 der organischen Phase abgenommen. Vor der
Silylierung wurden die Proben vollstdndig vom Ldsungsmittel im N,-Strom befreit und der
trockene Rickstand in 50 pyL Ethylacetat und 20 yL BSTFA/Pyridin (1:1) aufgenommen. Die

Silylierung erfolgt fir 30 min bei 80 °C im Trockenschrank. Mit einer Verlangerung der
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Reaktionszeit (60 min., 90 min. bzw. 120 min.) oder einer Erhéhung der Konzentration der
Silylierungsreagenz konnte kein Anstieg der Intensitaten bei der GC/MS Analyse erzielt

werden.

443 pH-Optimum Phosphatpuffer

Die raumliche Struktur von Enzymen wird u. a. durch elektrostatische Anziehungskrafte
beeinflusst. Dabei haben Aminosduren, aus denen die Proteine und somit auch Enzyme
aufgebaut sind, durch ihre Seitenketten saure (COOH-Gruppen) bzw. basische (NH,-
Gruppen) Eigenschaften. Durch die elektrostatischen Anziehungskrafte der Seitenketten
untereinander wird die raumliche Struktur des Enzyms im Bereich seines pH-Optimums
stabilisiert. Anderungen des pH-Wertes gehen mit einer Ladungsanderung des Enzyms und
seiner raumlichen Struktur (Konformitat) einher, was dazu fiihrt, dass das Enzym nicht mehr
optimal arbeiten kann [93]. Laut Literatur liegt das pH-Optimum flr bisher charakterisierte
Epoxidhydrolasen im Alkalischen [103].

Far Mutante und RH Stamm wurde bei Inkubationsproben mit hdherem pH-Wert (6,9) ein
hoéherer E/t-Quotient nachgewiesen als bei Proben mit niedrigem pH-Wert (5,5) (siehe 4.4.1).
In diesem Kapitel sollten Zellkulturproben in Phosphatpuffer mit hdheren pH-Einheiten bzgl.
der enzymatischen Umsetzung des Substrats cis-[3,4-°H,]-3,4-Epoxydecansduremethylester
untersucht werden, um das pH-Optimum des bisher unbekannten Enzyms EH-1 zu
bestimmen.

Bei den Versuchen wurden neben S. cerevisiae Mutante (M) und S. carlsbergensis RH (RH)
auch die Stamme S. cerevisiae Wildtyp (WT) und S. bayanus (B) verwendet.

Bei V1 wurden Zellen aller 4 Stamme fur 5 Tage in 500 mL Medium (siehe 3.5.4) angezogen.
Fir die Inkubation der Zellen wurden 9 Phosphatpufferlésungen mit verschiedenen pH-
Werten in einem breiten pH-Bereich 6,0 bis 8,75 (6,0/6,5/7,0/7,5/7,75/8,0/8,25/8,5/
8,75) aus Losung A (pH-Wert ca. 9,0) und B (pH-Wert ca. 5) mit Konzentrationen von 6,67
mM hergestellt. Bei den Zellen der einzelnen Stdmme wurde das Medium nach Kapitel 3.5.5
abzentrifugiert, das entstandene Pellet in den Phosphatpufferlésungen mit den
entsprechenden pH-Werten je dreimal gewaschen, in 10 mL Puffers resuspendiert und
anschlielRend inkubiert (siehe 3.5.12).

Fir die Mutante wurden dabei mit allen 9 Phosphatpufferilésungen Inkubationsproben
hergestellt, fir die anderen drei Saccharomyces Stamme (WT, RH und B) wurden teilweise
weniger Inkubationsproben verwendet (siehe unten).

Die pH-Werte der Inkubationsproben der Mutante (V1a), die Konzentrationen der erythro-
und threo-Produkte sowie die daraus resultierenden E/t-Quotienten sind in Tabelle 9

aufgefihrt.
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Tabelle 9: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der
Inkubationsproben des Versuches V1a Mutante zur Bestimmung des pH-Optimums des bisher
unbekannten Enzyms EH-1 in Phosphatpuffer sowie Blindwertproben (BW) des Mediums und des Puffers
bzw. autoklavierte Zellen der Mutante.

V1a Mutante Konzentration in ppm
pH-Wert Probe erythro-Lacton | erythro- DiOH | threo-Lacton | threo-DiOH | E/t-Quotient
5,93 0,76 0,01 2,09 1,43 0,22
6,40 0,78 0,01 0,69 1,31 0,39
6,91 1,07 0,00 0,46 0,61 1,00
7,46 1,05 0,01 0,52 0,33 1,24
7,69 1,55 0,00 0,46 0,20 2,32
7,99 1,55 0,01 0,48 0,05 2,92
8,31 2,78 0,01 0,59 0,07 4,24
8,45 1,33 0,01 0,50 0,05 2,42
8,72 2,39 0,00 0,48 0,06 4,40
BW Medium 5,5 0,02 0,00 0,20 0,87 0,02
BW Puffer 7,00 0,02 0,00 0,27 0,61 0,02
BW Puffer 8,25 0,02 0,00 0,65 0,08 0,03
autoklavierte Zell. 8,31 0,03 0,00 0,45 0,05 0,06

Dabei ergab sich fir die Proben bis zu einem pH-Wert 8,31 mit steigenden pH-Wert ein
stetiger Anstieg der E/t-Quotienten und der Konzentration des erythro-Lactons. Der
niedrigste E/t-Quotient = 0,22 wurde bei der Probe pH-Wert 5,93 nachgewiesen. Das erste
Maximum lag mit E/t-Quotient = 4,24 bei der Probe pH-Wert 8,31. AnschlieRend fiel der E/t-
Quotient auf 2,42 (pH-Wert 8,45). Der maximale E/t-Quotient = 4,40, héchster E/t-Quotient
der Versuchsreihe, wurde bei der Probe pH-Wert 8,72 nachgewiesen (siehe Tab. 9).

Die Konzentration des erythro-Lactons stieg von 0,76 ppm (pH-Wert 5,93) auf 2,78 ppm (pH-
Wert 8,31) an. Danach sank die Konzentration des erythro-Lactons (1,33 ppm) analog zum
E/t-Quotienten fur die Probe pH-Wert 8,45 ab. Fur die Probe pH-Wert 8,72 stieg die
Konzentration wieder auf 2,39 ppm (siehe Tab. 9). Somit ergab sich ein vergleichbarer
Verlauf fur den E/t-Quotienten und die Konzentrationen des erythro-Lactons, mit je 2

Maxima. Erythro-DiOH wurde nicht nachgewiesen.
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Die Konzentration des threo-Lactons nahm bis pH-Wert 7 von 2,09 ppm (pH-Wert 5,93) auf
0,46 ppm (pH-Wert 6,91) stetig ab. Fir alle anderen Proben pH-Wert 7,46 bis 8,72 blieb die
Konzentration konstant bei ca. 0,5 ppm. Analog dazu nahm die Konzentration der threo-
DiOH bis pH-Wert 7,7 von 1,43 ppm (pH-Wert 5,93) auf 0,20 ppm (pH-Wert 7,69) ab. Alle
anderen Proben der Mutante (V1a) mit einem pH-Wert > 8 wiesen Konzentrationen < 0,1

ppm auf (siehe Tab. 9).

Nachdem in Kapitel 4.4.1 der Blindwert mittels Medium im Sauren (pH-Wert 5,5) bestimmt
wurde, sollten mit Hilfe des Phosphatpuffers (pH-Wert 7,00 und pH-Wert 8,25) Blindwerte im
Neutralen und im Alkalischen bestimmt werden. Fir das erythro-Lacton ergab sich flr beide
Pufferproben eine Konzentration von 0,02 ppm, erythro-DiOH konnte nicht detektiert werden.
Die Konzentrationen fir die threo-Produkte betrugen 0,87 ppm (Puffer pH-Wert 7,00) bzw.
0,73 ppm (Puffer pH-Wert 8,25), so dass sich E/t-Quotienten von 0,02 bzw. 0,03 ergaben
(siehe Tab. 9). Diese Werte waren vergleichbar mit dem, der im Medium bestimmt wurde
(E/t-Quotient = 0,02). Bei niedrigem pH-Wert 5,5 (Medium) und bei neutralem pH-Wert 7,00
(Puffer) war die Konzentration des threo-Produkts deutlich héher, wahrend im Alkalischen
bei pH-Wert 8,25 (Puffer) die Konzentration des threo-Lactons deutlich hdher lag. Dies
deckte sich mit den Ergebnissen der Realproben bei Versuch V1a der Mutante (siehe Tab.
9) und mit den Versuchen zur chemischen Erzeugung der threo-Produkte (siehe 4.2). Dort
wurde bei hoher Saurekonzentration und somit niedrigem pH-Wert fast ausschlieBlich threo-
DiOH gebildet und bei héherem pH-Wert bei niedriger Sdurekonzentration fast ausschlieRlich
threo-Lacton.

Zusatzlich zu den Blindwertproben in reinem Phosphatpuffer wurden autoklavierte Zellen der
Mutante in Puffer verwendet, so wurden mdglichst identische Bedingungen im Vergleich mit
den Realproben geschaffen. Daflr wurde die Probe (pH-Wert 8,31 in Phosphatpuffer, V1a)
mit der hochsten erythro-Lacton Konzentration inkubiert und analysiert (siehe Tab. 9). Fur
das erythro-Lacton ergab sich fur die autoklavierte Probe eine Konzentration von 0,03 ppm,
erythro-DiOH wurde auch hier nicht nachgewiesen. Somit konnte fur die Auswertung weiterer
Versuche sichergestellt werden, dass auch im Alkalischen nahezu keine chemische Bildung
der erythro-Produkte stattfindet. Die Konzentration fir die threo-Produkte betrug 0,50 ppm,
so dass sich ein E/t-Quotient = 0,06 ergab (siehe Tab. 9). Insgesamt war das Ergebnis fur
die autoklavierte Probe vergleichbar mit der Blindwertprobe des Phosphatpuffers pH-Wert
8,25.

Nachdem bei V1 Phosphatpufferldsungen im pH-Bereich 6,0 bis 8,75 verwendet wurden und
daraus Proben flr die Mutante (V1a) im pH-Bereich 5,93 bis 8,72 hergestellt und untersucht
wurden, sollte bei V2 der Einfluss des Phosphatpuffers bei pH-Werten > 8,75 Uberprift
werden. Dazu wurden Phosphatpufferlésungen im pH-Bereich 6,5 bis 9,00 hergestellt.

Hohere pH-Werte kdnnen mit Phosphatpufferldsungen einer Konzentration von 6,67 mM
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nicht erreicht werden. Von der Mutante (V2a) wurden mit den Pufferlésungen Proben im pH-
Bereich 6,78 bis 8,97 hergestellt und inkubiert. Der Verlauf von V2a der Mutante war analog
zu V1a (siehe Abb. 24 a). Mit steigendem pH-Wert stieg der E/t-Quotient und es wurden 2
Maxima im pH-Bereich > 8 nachgewiesen (siehe Tab. 11). Dazwischen lag fir die Probe pH-
Wert 8,54 ein Minimum (E/t-Quotient = 1,59). Nach dem zweiten Maximum fiel der E/t-
Quotient = 2,63 ebenfalls ab (pH-Wert 8,97). Insgesamt lagen bei V2a der Mutante die E/t-
Quotienten im Alkalischen geringfugig niedriger als bei V1a (siehe Abb. 24 a). Dabei war
auch die Zelldichte der Mutante, bestimmt mittels optischer Dichte (siehe 3.5.6), bei V2a
geringfugig niedriger als bei V1a (siehe Tab. 11).
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Abbildung 24 a und b: Verlauf der E/t-Quotienten von Inkubationsproben mit verschiedenen pH-Werten
des Phosphatpuffers der Saccharomyces Stamme Mutante (M) (a — oben), Wildtyp (WT) (b - unten).

V3 diente der Wiederholung von V2. Dabei wurden ebenfalls Phosphatpufferldsungen im pH-
Bereich 6,5 bis 9,00 verwendet. Fir M ergaben sich daraus bei V3a Proben im pH-Bereich
6,37 bis 9,05. Der Verlauf fir die E/t-Quotienten war analog zu den anderen beiden
Versuchen (V1a und V2a) (siehe Abb. 24 a) mit 2 Maxima im pH-Bereich > 8

nachgewiesenen (siehe Tab. 11). Die E/t-Quotienten lagen genau zwischen den Werten der
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Versuche 1a und 2a (siehe Tab. 11 und Abb. 24 a). Dies korreliert mit der Reihenfolge der

Zelldichte fur die einzelnen Versuchsreihen, bei der V1a > V3a > V2a lag (siehe Tab. 11).

Fir den Wildtyp wurden bei V1b 8 Inkubationsproben im pH-Bereich 5,80 bis 8,79
untersucht. Die Konzentration des threo-Lactons nahm mit steigenden pH-Wert zunachst ab
und stieg im Alkalischen (pH-Wert > 8) wieder an (siehe Tab. 10), wahrend die Konzentration
der threo-DIOH mit steigendem pH-Wert kontinuierlich abnahm. Insgesamt waren die
Konzentrationen der erythro-Produkte fur die einzelnen pH-Werte von Wildtyp (V1b) und
Mutante (V1a) vergleichbar, wahrend die threo-Produkte beim Wildtyp geringer lagen (siehe
Tab. 9 und 10). Daraus ergibt sich ein um etwa 1,5- bis 2-mal hoherer maximaler E/t-
Quotient fur den Wildtyp. Analog zur Mutante wies auch der Wildtyp bei V1b ein zweites
Maximum auf (siehe Tab. 10 und Abb. 24 b).

Tabelle 10: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

Inkubationsproben des Versuches V1b Wildtyp zur Bestimmung des pH-Optimums des bisher
unbekannten Enzyms EH-1 in Phosphatpuffer.

V1b Wildtyp Konzentration in ppm
pH-Wert Probe erythro-Lacton erythro- DiOH threo-Lacton | threo-DiOH | E/t-Quotient
5,80 1,25 0,00 1,95 0,83 0,45
6,45 1,44 0,00 1,94 0,74 0,54
6,94 2,18 0,00 1,06 0,46 1,43
7,43 2,33 0,00 0,57 0,30 2,70
7,90 2,90 0,00 0,33 0,13 6,34
8,24 2,39 0,00 0,35 0,09 5,35
8,43 1,74 0,00 0,46 0,02 3,63
8,79 2,59 0,00 0,61 0,04 3,99

Im zweiten Versuch wurden fur den Wildtyp (V2b) Inkubationsproben mit pH-Werten 7,54 bis
8,86 untersucht. Der pH-Wert der Probe mit dem ersten Maximums lag etwa 0,4 pH-
Einheiten hoher als beim Wildtyp V1b, der pH-Wert fir das zweite Maximum war
vergleichbar (siehe Tab. 11). Der E/t-Quotient fur das erste Maximum, lag fur den Wildtyp bei
V2b niedriger als bei V1b, der E/t-Quotient fir das zweite Maximum war geringfugig hdher
(siehe Tab. 11).

Bei V3b wurden fir den Wildtyp Proben im pH-Bereich 6,26 bis 8,87 inkubiert. Der Verlauf
fur die E/t-Quotienten war analog zu V1b (siehe Abb. 24 b), bei vergleichbaren pH-Werten



wurden flr die Maxima niederere Absolutwerte bestimmt (siehe Tab. 11). Im Vergleich mit
V2b lag fur den Wildtyp bei V3b das erste Maximum hdéher und das zweite Maximum
niedriger. Da fur den Wildtyp bei keinem Versuch Proben mit pH-Werten > 8,9 gemessen

wurden, konnte flir den Wildtyp kein Absinken des E/t-Quotienten nach dem zweiten

Maximum beobachtet werden.

Tabelle 11: Zelldichte (OD - optische Dichte) der Stamme nach Zellanzucht, der untersuchte pH-Bereich
der Inkubationsproben in Phosphatpuffer, die Maxima der E/t-Quotienten und die dazu gehoérigen pH-
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Werte fiir die Saccharomyces Stamme Mutante (M), Wildtyp (WT), RH Stamm (RH) und S. bayanus (B).

V1

V2

V3

1. Maximum

2. Maximum

1. Maximum

2. Maximum

1. Maximum

2. Maximum

a)M- 0D 1,53 1,34 1,43
pH-Bereich 5,93 bis 8,72 6,78 bis 8,97 6,37 bis 9,05
pH-Wert 8,31 8,72 8,20 8,88 8,35 8,84
E/t-Quotient 4,24 4,40 3,39 3,72 4,01 3,82
b) WT - OD 1,79 1,58 1,63
pH-Bereich 5,80 bis 8,79 7,54 bis 8,86 6,26 bis 8,87
pH-Wert 7,90 8,79 8,29 8,86 8,06 8,87
E/t-Quotient 6,34 3,99 4,04 4,90 5,78 2,99
¢)RH -OD 1,93 2,20 2,11
pH-Bereich 5,96 bis 8,79 7,63 bis 9,00 6,90 bis 8,91
pH-Wert 8,16 - 8,88 - 8,46 -
E/t-Quotient 6,71 - 7,20 - 5,53 -
b) B - OD 2,11 2,35 2,42
pH-Bereich 6,68 bis 8,68 6,67 bis 8,81 6,44 bis 8,82
pH-Wert 8,26 - 8,47 - 8,75 -
E/t-Quotient 2,14 - 3,66 - 3,78 -

Insgesamt korrelierte flr den Wildtyp die Zelldichte mit dem maximalen E/t-Quotienten. Je

hoher der E/t-Quotient beim ersten Maximum lag, umso héher
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auch die Zelldichte. Dies entsprach den Ergebnissen der Mutante. Fir den Wildtyp war bei
sowohl der erste maximale E/t-Quotient als auch die Zelldichte fur V1b > V3b > V2b. Bei
vergleichbarer Zelldichte fur Wildtyp (V2b) und Mutante (V1a) waren auch die E/t-Quotienten
vergleichbar (siehe Tab 11).

Fur Saccharomyces carlsbergensis RH wurden analog zu Mutante und Wildtyp von
Saccharomyces cerevisiae Inkubationsproben untersucht (V1c, V2c und V3c). Hierbei
konnten folgende Beobachtungen gemacht werden: Bei V1c stiegen fir den RH Stamm die
E/t-Quotienten und die Konzentration des erythro-Lactons mit steigendem pH-Wert bis auf
ein Maximum bei Probe pH-Wert 8,16 (E/t-Quotient = 6,71) stetig an. Anders als bei der
Mutante und dem Wildtyp ergab sich fir den RH Stamm im Alkalischen kein weiteres
Maximum (siehe Tab. 12). Die Konzentration des threo-Lactons nahm zunachst mit
steigenden pH-Wert ab, fir Inkubationsproben mit pH-Werten > 8 stieg die Konzentration mit
steigendem pH-Wert wieder an. Die Konzentration der threo-DiOH nahm mit steigendem pH-
Wert kontinuierlich ab (siehe Tab. 12).

Tabelle 12: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

Inkubationsproben des Versuches V1ic RH Stamm zur Bestimmung des pH-Optimums des bisher
unbekannten Enzyms EH-1 in Phosphatpuffer.

V1c RH Stamm Konzentration in ppm
pH-Wert Probe erythro-Lacton erythro- DiOH threo-Lacton | threo-DiOH | E/t-Quotient
5,96 2,72 0,00 2,01 0,91 0,93
6,18 3,13 0,00 1,88 0,32 1,42
6,49 3,28 0,00 1,73 0,18 1,72
6,93 4,03 0,00 1,18 0,23 2,87
7,43 4,20 0,01 0,62 0,09 5,94
7,88 4,59 0,01 0,61 0,08 6,66
8,16 4,62 0,02 0,61 0,07 6,71
8,56 4,46 0,00 0,80 0,08 5,08
8,79 4,33 0,00 1,56 0,07 2,65

Der Verlauf des E/t-Quotienten war vergleichbar zu dem von Mutante (V1a) und Wildtyp
(V1b). Da jedoch die Konzentration des erythro-Lactons beim RH Stamm flr die einzelnen
pH-Werte durchgangig hoher lag als fir Mutante und Wildtyp, ergaben sich auch hohere E/t-
Quotienten (siehe Tab. 9, 10 und 12).
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Der Verlauf der E/t-Quotienten war fur den RH Stamm bei V2c und V3c mit V1c vergleichbar
(siehe Abb. 25 a). Mit steigendem pH-Wert stieg bei allen Versuchen auch der E/t-Quotient
an, wobei nur jeweils ein Maximum im Alkalischen im pH-Bereich 8,1 bis 8,9 nachweisbar
war (siehe Tab. 11). Die Werte fur den E/t-Quotienten waren insgesamt hoher als fur die
Mutante, im Vergleich zum Wildtyp waren sie vergleichbar bzw. geringfligig héher (siehe
Tab. 11). Die Zelldichte war in allen Versuchen fur S. carlsbergensis RH hoher als fur S.
cerevisiae (M und WT) (siehe Tab. 11). Die geringfugig hoheren E/t-Quotienten und die
hdhere Zelldichte lassen sich mdglicherweise mit den Genpool des RH Stamms erklaren. S.
carlsbergensis RH weist als Hybrid aus zwei Stammen neben genetischen Eigenschaften

von S. cerevisiae auch Ahnlichkeiten zu S. bayanus auf (siehe 2.5.2).
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Abbildung 25 a und b: Verlauf der E/t-Quotienten von Inkubationsproben mit verschiedenen pH-Werten
des Phosphatpuffers der Saccharomyces Stamme RH Stamm (RH) (a — oben), S. bayanus (B) (b - unten).

Um die enzymatischen Umsetzung des mit cis-[3,4-°H,]-3,4-Epoxydecansiuremethylesters
in den verschiedenen Saccharomyces Stammen besser vergleichen zu kdnnen wurden

zusatzlich Inkubationsproben von S. bayanus (B) untersucht (V1d, V2d und V3d).
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Anders als bei den anderen drei Saccharomyces Stammen nahm fir S. bayanus bei V1d der
E/t-Quotient mit steigendem pH-Wert nur geringfugig zu (siehe Tab. 13), die Konzentration
fur das erythro-Lacton und die threo-DiOH waren nahezu konstant. Allein die Konzentration
des threo-Lactons wurde von der Variation des pH-Wertes beeinflusst, sie sank mit
steigendem pH-Wert zunachst ab. Analog zu den anderen Stdmmen konnte ab pH-Wert 8
ein Anstieg beobachtet werden (siehe Tab. 9, 10, 12 und 13). Schwankungen des E/t-
Quotienten wurden somit durch die Konzentration des chemisch gebildeten threo-Lactons
bestimmt, das Maximum lag analog zum RH Stamm (E/t-Quotient = 2,14) bei pH-Wert 8,26
vor (siehe Tab. 12 und 13).

Tabelle 13: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

Inkubationsproben des Versuches V1d S. bayanus zur Bestimmung des pH-Optimums des bisher
unbekannten Enzyms EH-1 in Phosphatpuffer.

V1d S. bayanus Konzentration in ppm
pH-Wert Probe erythro-Lacton erythro- DiOH threo-Lacton | threo-DiOH | E/t-Quotient
6,68 3,23 0,00 2,67 0,18 1,13
7,05 3,39 0,00 2,58 0,18 1,23
7,92 3,71 0,00 1,79 0,16 1,90
8,26 3,73 0,00 1,63 0,11 2,14
8,51 3,75 0,00 1,88 0,16 1,84
8,68 3,55 0,00 2,43 0,21 1,34

Der Verlauf fur den E/t-Quotienten war bei den anderen beiden Versuchen V2d und V3d von
B vergleichbar zu V1d (siehe Abb. 25 b). Mit steigendem pH-Wert stieg der E/t-Quotient nur
langsam an. Bei allen Versuchen lag analog zum RH Stamm ein Maximum fur den E/t-
Quotienten pro Versuchsreihe im pH-Bereich 8,2 bis 8,7 (siehe Abb. 25 b) vor, wenn auch
mit deutlich niedrigeren Werten (siehe Tab. 11). Die Zelldichte fur S. bayanus war

vergleichbar mit S. carlsbergensis RH oder lag etwas héher (siehe Tab. 11).

Zusammenfassung:

e In allen Proben konnte fir die enzymatisch gebildeten erythro-Produkte nur das
erythro-Lacton, nicht erythro-DIOH nachwiesen werden. Die Konzentration des
erythro-Lactons stieg mit steigenden pH-Wert an.

o Bei den chemisch gebildeten Abbauprodukten entstand fir Proben pH-Werte > 7,5

fast ausschliel3lich das threo-Lacton, die Konzentration von threo-DiOH stieg mit
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sinkendem pH-Wert an. Im stark Sauren lagen zusatzlich hohe Konzentrationen an

threo-Lacton vor.

o Die niedrigsten maximalen E/t-Quotienten wurden in S. bayanus nachgewiesen,
gefolgt von S. cerevisiae Mutante, dem dazu gehdrigen S. cerevisiae Wildtyp und S.

carlsbergensis RH.

e Da in der LTA4H deletierten S. cerevisiae Knockout-Mutante erythro-Lacton
nachgewiesen werden konnte, muss neben der LTA, Hydrolase (substratspezifisch
fur LTA,) mindestens ein weiteres, bisher unbekanntes Enzym EH-1 vorhanden sein,
welches  cis-[3,4-?H,]-3,4-Epoxydecansaduremethylester unter Retention der

Konfiguration in seine Abbauprodukte umwandelt.

e In allen Versuchen hatte S. bayanus die hdchste Zelldichte, gefolgt von S.

carlsbergensis RH, S. cerevisiae Wildtyp und S. cerevisiae Mutante.

o FUr Mutante, Wildtyp und RH Stamm korrelierte die Zelldichte mit dem maximalen
E/t-Quotienten. Es gilt, je hoher die Zelldichte, desto hdher der maximale E/t-

Quotient.

Bezuglich der pH-Optima lassen sich folgende Aussagen treffen:

e pH-Optimum S. cerevisiae Mutante (M): Zwei Maxima E/t-Quotient pH-Bereich 8,2 bis
8,4 bzw. 8,7 bis 8,9.

o pH-Optimum S. cerevisiae Wildtyp (WT): Zwei Maxima E/t-Quotient pH-Bereich 7,9
bis 8,3 bzw. bei ca. 8,8.

e pH-Optimum S. carlsbergensis RH (RH): Ein Maximum E/t-Quotient pH-Bereich 8,1
bis 8,9.

e pH-Optimum S. bayanus (B): Ein Maximum E/t-Quotient pH-Bereich 8,2 bis 8,8.

e Die in der Literatur beschriebene optimale Wirkungsweise von Epoxidhydrolasen im
alkalischen pH-Bereich konnte fir das bisher unbekannte Enzym EH-1 bestatigt

werden.

e S. carlsbergensis RH weist als Hybrid aus S. cerevisiae und S. bayanus Gene beider
Stdmme auf. Bezogen auf den Wert des maximalen E/t-Quotienten entspricht der RH
Stamm eher dem Wildtyp, wahrend die Anzahl der Maxima mit eins und die Zelldichte

eher S. bayanus entsprechen.
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444 pH-Optimum Tris/EDTA-Puffer

Mit den folgenden Versuchen sollte der Einfluss des Puffersystems Tris/EDTA (T/E) im
alkalischen pH-Bereich auf die enzymatische Umwandlung des Substrats in den
Saccharomyces Stammen (M, WT, RH und B) untersucht und mit den Ergebnissen der
Versuche zum Phosphatpuffer verglichen werden. Dabei wurde Tris gewahlt, um pH-Werte >
9 einzustellen. Die Versuchsbedingungen wurden analog zum Phosphatpuffer gehalten. Von
beiden Komponenten (Tris und EDTA) wurden Lésungen mit Konzentrationen von 6,67 mM
eingestellt (siehe 3.5.3) um daraus die entsprechenden pH-Werte einzustellen. Bei V4
wurden T/E-Lésungen im pH-Bereich 6,5 bis 9,0 hergestellt, die Zellen der Stdmme fir 5
Tage angezogen, das Medium abzentrifugiert und die Zellen in den Pufferldsungen
resuspendiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die Proben der Stamme fir 20 h bis
24 h inkubiert. Fur Mutante (V4a) und Wildtyp (4b) stieg analog zu den Versuchen in
Phosphatpuffer (siehe 4.4.3) der E/t-Quotient auch in Tris/EDTA-Puffer mit steigendem pH-
Wert an (siehe Abb. 26 a und 26 b) und es konnten zwei Maxima fur den E/t-Quotienten im

Alkalischen bestimmt werden (siehe Tab. 14).
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Abbildung 26 a und b: Verlauf der E/t-Quotienten von Inkubationsproben mit verschiedenen pH-Werten
des TrislEDTA-Puffers der Saccharomyces Stamme Mutante (M) (a - oben) und Wildtyp (WT) (b - unten).
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Fir den RH Stamm (V4c) und flr S. bayanus stieg analog zu den Versuchen in
Phosphatpuffer (siehe 4.4.3) und analog zu Mutante und Wildtyp der E/t-Quotient in
Tris/EDTA-Puffer mit steigendem pH-Wert auch an (siehe Abb. 27 a und 27 b). Dabei wurde
fur den RH Stamm im Alkalischen ein Maximum bestimmt, wahrend fir S. bayanus (V4d),

anders als in Phosphatpuffer, zwei Maxima bestimmt werden konnten (siehe Tab. 14).
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Abbildung 27 a und b: Verlauf der E/t-Quotienten von Inkubationsproben mit verschiedenen pH-Werten
des TrislEDTA-Puffers der Saccharomyces Staimme RH Stamm (RH) (a — oben), S. bayanus (B) (b - unten).

Insgesamt waren die E/t-Quotienten der beiden Maxima fir Mutante und Wildtyp ebenso wie
die Zelldichte nach Zellanzucht fur beide Stdmme vergleichbar (siehe Tab. 14). Der
maximale E/t-Quotient fir den RH Stamm lag fast doppelt so hoch. Die Zelldichte fir den RH
Stamm lag dabei auch deutlich héher als fur Mutante und Wildtyp. Die Werte der beiden
Maxima von S. bayanus waren vergleichbar mit der Mutante und dem Wildtyp. Dies
korrelierte aber nicht mit der Zelldichte. Sie war nicht vergleichbar mit Mutante und Wildtyp,

sondern lag noch hoher als fiir den RH Stamm (siehe Tab 14).
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Da auch bei den Inkubationsproben in Tris/fEDTA-Puffer, analog zu den Proben in
Phosphatpuffer, die Zelldichte vor allem bei den Saccharomyces Stammen M, WT und RH
eine entscheidende Rolle bei der enzymatischen Umwandlung des Substrats spielte, wurde
bei V5 der Zeitraum fur die Zellanzucht auf die Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen
Saccharomyces Stamme angepasst. FUr S. bayanus, der wie eingangs beschrieben am
schnellsten wachst, wurde die Zellanzucht nach 3 Tagen beendet, beim RH Stamm nach 4
Tagen, bei Mutante und Wildtyp nach 5 Tagen. Die Inkubationsproben wurden in einem pH-
Bereich 5,5 bis 9,5 untersucht, die Einstellung von pH-Werten > 9 wurden hierbei durch den
Einsatz des T/E-Puffers ermdglicht. Der Verlauf der E/t-Quotienten in V5war fir alle Stdmme
vergleichbar zum ersten Versuch in Tris’EDTA-Puffer (V4) (siehe Abb. 26 a und 26 b, sowie
Abb. 27 a und 27 b). Fir die Mutante waren die Maxima in V5a vergleichbar zu V4a (siehe
Tab. 14), allein der pH-Wert des ersten Maximums lag um 0,4 pH-Einheiten niedriger.

Auch die Zelldichte nach Zellanzucht bei beiden Versuchen vergleichbar. Bei Wildtyp (V5b),
RH Stamm (V5c) und S. bayanus (V5d) lagen die Maxima deutlich niedriger als bei den
vorherigen Versuchen V4b, V4c und V4d. Dabei lag fir alle Stamme auch die Zelldichte
deutlich niedrigerer (siehe Tab. 14). Bei RH Stamm und S. bayanus flihrte der verkirzte
Zellanzuchtzeitraum fiir eine Verminderung der Zelldichte und somit flr eine Verringerung
der maximalen E/t-Quotienten. In Folge dessen lagen die maximalen E/t-Quotienten fur die
einzelnen Stamme naher zusammen als vorher. Bei V6 wurde nach Zellanzucht die
Zellkonzentration auf den am langsamsten wachsenden Stamm S. cerevisiae Wildtyp
angepasst. Dafur wurde das Zellvolumen, das bei der Zentrifugation zur Aufkonzentrierung
eingesetzt wurde, von RH Stamm bzw. S. bayanus gegenliber dem des Wildtyps und der
Mutante verringert. Zusatzlich wurde die Zellanzucht vom Wildtyp von 5 Tagen auf 6 Tage
verlangert. Der untersuchte pH-Bereich fir die Inkubationsproben war analog zu V5.
Insgesamt war der Verlauf fir alle Stdmme analog zu V5 (siehe Abb. 26 a und 26 b, sowie
Abb. 27 a und 27 b). Durch das angepasste Zellvolumen auf den Wildtyp konnte aber
gezeigt werden, dass fur Mutante, Wildtyp und RH Stamm der Wert fur den maximalen E/t-
Quotient entscheidend von der Zellkonzentration abhangt, da bei diesem Versuch der

Wildtyp die hdchsten maximalen E/t-Quotienten aufwies (siehe Tab. 14).
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Tabelle 14: Zelldichte (OD - optische Dichte) der Stamme nach Zellanzucht, der untersuchte pH-Bereich
der Inkubationsproben in Tris/EDTA-Puffer, die Maxima der E/t-Quotienten und die dazu gehorigen pH-
Werte fiir die Saccharomyces Stimme Mutante (M), Wildtyp (WT), RH Stamm (RH) und S. bayanus (B). In
V6 wurde das Zellvolumen von RH und B auf die Zelldichte von M und WT angepasst.

V4 V5 V6
1. Maximum | 2, Maximum | 1. Maximum | 2. Maximum | 1. Maximum | 2. Maximum

a)M-0D 1,92 1,85 1,87
Zellanzucht 5 Tage 5 Tage 5 Tage
pH-Bereich 6,51 bis 9,01 5,01 bis 9,34 5,38 bis 9,43
pH-Wert 8,46 9,01 8,05 9,06 8,31 8,80
E/t-Quotient 3,12 3,12 3,75 3,37 3,06 2,72
b) WT — OD 1,85 1,56 1,90
pH-Bereich 6,49 bis 8,98 5,35 bis 9,82 5,58 bis 9,67
Zellanzucht 5 Tage 5 Tage 6 Tage
pH-Wert 7,81 8,84 8,07 9,07 8,18 8,96
E/t-Quotient 3,03 3,34 1,87 1,72 5,86 6,23
c)RH-OD 2,41 2,09 2,33
pH-Bereich 6,69 bis 9,08 5,47 bis 9,76 5,88 bis 9,49
Zellanzucht 5 Tage 4 Tage 4 Tage
pH-Wert 9,08 - 9,20 - 8,84 -
E/t-Quotient 5,01 - 3,49 - 1,65 -
b) B - OD 2,64 2,48 2,42
pH-Bereich 6,76 bis 8,95 5,47 bis 9,34 5,44 bis 9,65
Zellanzucht 5 Tage 3 Tage 3 Tage
pH-Wert 8,08 8,54 8,00 9,08 7,95 8,80
E/t-Quotient 3,31 3,37 2,85 2,45 3,12 3,16
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Zusammenfassung:

e Es wurde ein entscheidender Einfluss der Zelldichte auf den maximalen E/t-
Quotienten bei den Saccharomyces Stammen M, WT und RH festgestellt. Hierbei gilt,

je hoher die Zelldichte lag, desto hoher waren die E/t-Quotienten.

e S. bayanus wies trotz hochster Zelldichte in allen Versuchen den niedrigsten E/t-

Quotienten auf.

Bezuglich der pH-Optima lassen sich folgende Aussagen treffen:

e pH-Optimum S. cerevisiae Mutante (M): Zwei Maxima fir den E/t-Quotienten im pH-
Bereich 8,0 bis 8,4 bzw. 8,8 bis 9,1.

o pH-Optimum S. cerevisiae Wildtyp (WT): Zwei Maxima fur den E/t-Quotienten im pH-
Bereich 7,8 bis 8,2 bzw. 8,8 bis 9,1.

e pH-Optimum S. carlsbergensis RH (RH): Ein Maximum fir den E/t-Quotienten im pH-
Bereich 8,8 bis 9,2.

o pH-Optimum S. bayanus (B): Zwei Maxima fur den E/t-Quotienten im pH-Bereich ca.
8,0 bzw. 8,5 bis 9,1.

e Insgesamt lagen die maximalen E/t-Quotienten fir Tris/EDTA bei allen
Saccharomyces Stammen niedriger als in Phosphatpuffer. Diese Beobachtung ist
vermutlich darauf zurlickzufihren, dass EDTA Metallionen im aktiven Zentrum von
Enzymen (z.B. Zink) komplexiert und somit die Wirkung des Enzyms herabsetzt
[104].

Basierend auf diesen Beobachtungen wurden in den folgenden Versuchen zur Uberpriifung
des Einflusses weiterer Parameter auf die enzymatische Umwandlung von cis-[3,4-?H,]-3,4-
Epoxydecansauremethylester (siehe 4.4.5 bis 4.4.7) Inkubationsproben in Phosphatpuffer

verwendet.

445 Zell- und Substratkonzentration

In den in Kapitel 4.4.3 und Kapitel 4.4.4 dargestellten Versuchen wurde gezeigt, dass die
Zelldichte nach der Zellanzucht einen entschiedenen Einfluss auf die enzymatische
Umwandlung des Substrats durch das bisher unbekannte Enzyms EH-1 hat. In diesem
Kapitel sollte der Einfluss verschiedener Zell- und Substratkonzentrationen bei der
Inkubation untersucht werden. Dabei wurden im Gegensatz zu Kapitel 4.4.4, wo das

Zellvolumen auf den am langsamsten wachsenden Wildtyp angepasst wurde, verschiedene
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Zellkonzentrationen eines Stammes miteinander verglichen. Der flr die Inkubation
verwendete Phosphatpuffer (6,67 mM) hatte einen pH-Wert im Bereich des unter Kapitel
4.4.3 bestimmten pH-Optimums (pH-Wert 8,7 bis 8,9) des bisher unbekannten Enzyms EH-1
in der Mutante.

Zur Zellanzucht wurden Zellen der Mutante, des RH Stammes und des S. bayanus in je
einem Kolben, Zellen des Wildtyps in zwei Kolben mit je 500 mL Medium fir 5 Tage
geschuttelt (siehe 3.5.4). In Anschluss wurden von 480 mL (Mutante, RH Stamm und S.
bayanus) bzw. 960 mL (Wildtyp) der Zellbrihe das Medium abzentrifugiert, dreimal mit
Phosphatpuffer gewaschen und das Pellet in 10 mL Puffer resuspendiert. Dies entsprach
einer sechsfachen (Mutante, RH Stamm und S. bayanus) bzw. 12-fach (Wildtyp)
Zellkonzentration im Vergleich zu den Versuchen aus Kapitel 4.4.3. Daraus wurden fir
Mutante, RH Stamm und S. bayanus Proben mit dreifacher und einfacher Konzentration
(Vergleich 4.4.3 — 80 mL Zellbrihe in 10 mL Puffer resuspendiert) hergestellt. Fir den
Wildtyp wurden aus der Probe mit 12-facher Zellkonzentration Proben neunfacher,
sechsfacher, dreifacher und einfacher Konzentration hergestellt.

Fir die Mutante stieg der E/t-Quotient bei der Probe mit dreifacher Zellkonzentration im
Vergleich zur Probe einfacher Zellkonzentration geringfligig an, die Proben mit sechsfacher
Zellkonzentration war mit der Probe mit einfacher Zellkonzentration vergleichbar (siehe Abb.
28 a).

Fir den Wildtyp ergab sich bei den Proben mit einfacher und dreifacher Zellkonzentration ein
Bild analog zur Mutante M (siehe Abb. 28 a). Der E/t-Quotient fur die Probe mit sechsfacher
Zellkonzentration lag geringfugig Uber dem der dreifachen Zellkonzentration, und der der
neunfacher Zellkonzentration lag geringfugig Uber dem der sechsfachen Zellkonzentration.
Der E/t-Quotient flr die Probe mit 12-facher Zellkonzentration nahm im Vergleich mit der
neunfachen Zellkonzentration geringflugig ab (siehe Tab. 15).

Fir den RH Stamm wurde ein Verlauf entgegengesetzt zur Mutante beobachtet. Der E/t-
Quotient war fur die Proben mit einfacher und sechsfacher Zellkonzentration geringflgig
hoher als bei der Probe mit dreifacher Zellkonzentration (siehe Abb. 28 a).

Far S. bayanus ergab sich ein analoger Verlauf zum Wildtyp. Der E/t-Quotient stieg fur alle
Proben mit steigender Zellkonzentration geringfligig an (siehe Abb. 28 a).

Es ist insgesamt festzustellen, dass die Anderung der E/t-Quotienten fiir die einzelnen
Hefestdmme bei den verschiedenen Zellkonzentrationen sehr gering ist und demzufolge die
Erhdhung der Zellkonzentration offensichtlich keinen wesentlichen Einfluss auf die
enzymatische Umwandlung des Substrats hat. Anderes galt fur die Zelldichte. Auch bei
diesen Versuchen bestand analog zu den vorherigen (siehe 4.4.3 und 4.4.4) fur die
Saccharomyces Stamme ein Zusammenhang zwischen einem hohen E/t-Quotienten und
einer hohen Zelldichte. Die E/t-Quotienten (ca. 3,80 bis 4,40) waren fir den RH Stamm und
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die Mutante vergleichbar. Die Werte flr den Wildtyp waren niedriger (E/t-Quotienten um 2,5)
und die fur S. bayanus von allen Stammen am niedrigsten (E/t-Quotienten um 1,5). Die
Zelldichte lag analog zu den Versuchen zum pH-Optimum fur S. bayanus am hochsten,
gefolgt vom RH Stamm, die etwa doppelt so hoch war als die flr den Wildtyp. Die optische

Dichte der Mutante lag zwischen RH Stamm und Wildtyp.
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Abbildung 28 a und b: E/t-Quotienten verschiedener Inkubationsproben der Saccharomyces Stamme
Mutante (M), Wildtyp (WT), RH Stamm (RH) und S. bayanus (B) bei verschiedenen Zellkonzentrationen
und einfacher (a — oben) bzw. fiinffacher Substratkonzentration (b — unten) in Phosphatpuffer.

Auch wenn sich nur geringfugige Unterschiede zwischen den E/t-Quotienten fur die
verschiedenen Zellkonzentrationen feststellen lassen, ergeben sich fur die Konzentrationen
der erythro- bzw. threo-Produkte deutliche Unterschiede. Fur S. cerevisiae Wildtyp sind sie
exemplarisch in Tabelle 15 aufgefuhrt.

Es wird ersichtlich, dass mit steigender Zellkonzentration sowohl die Konzentration des
erythro-Lactons, als auch des threo-Lactons anstieg. Ein vergleichbarer Anstieg beider
Reaktionsprodukte hat konstante E/t-Quotienten zur Folge. Die Konzentrationen der threo-

DiOH waren deutlich geringer als flr die anderen Abbauprodukte und nahmen mit steigender
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Zellkonzentration geringfligig ab. Den vorherigen Versuchen entsprechend wurde Erythro-
DiOH nicht nachgewiesen.
Tabelle 15: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte und E/t-Quotienten der

Inkubationsproben bei verschiedenen Zell- und Substratkonzentrationen fiir S. cerevisiae Wildtyp in
Phosphatpuffer.

Wildtyp Konzentration in ppm
Zellkonz./Substratkonz. erythro- erythro- threo- threo- Eit-
Lacton DiOH Lacton DiOH Quotient

Einfache/einfache 3,63 0,00 1,33 0,19 2,40
Einfache/dreifache 4,87 0,00 1,73 0,12 2,64
Einfache/sechsfache 5,18 0,00 1,72 0,09 2,87
Einfache/neunfache 6,79 0,00 2,20 0,14 2,91
Einfache/12-fache 6,77 0,00 2,44 0,06 2,71
Finffache/einfache 7,36 0,00 2,93 2,20 1,53
Finffache/dreifache 12,79 0,00 5,58 3,23 1,64
Funffache/sechsfache 16,98 0,00 8,19 4,75 1,68
Funffache/neunfache 19,68 0,00 9,20 4,19 1,88
Funffache/12-fache 21,25 0,00 11,19 4,59 1,74

Um den Einfluss der Substratkonzentration auf die enzymatische Umwandlung von cis-[3,4-
2H2]-3,4-Epoxydecanséuremethylester zu untersuchen, wurden zusatzlich fir die
Saccharomyces Stamme M, WT und RH zu den oben beschriebenen Proben mit
verschiedenen Zellkonzentrationen, die mit 10 pL der Substratldsung (siehe 3.5.12) (0,27 mg
auf 1 mL Probe) inkubiert wurden, Proben mit 50 pL Substratiésung (1,35 mg auf 1 mL
Probe) inkubiert. Mit dieser flnffachen Substratkonzentration sollte ein Substratiiberschuss
erzielt und der enzymatische Abbau beglnstigt werden. Der Verlauf fir die einzelnen
Zellkonzentrationen war fir Mutante, Wildtyp und RH Stamm analog zu den oben
beschriebenen Ergebnissen mit einfach Substratkonzentration (siehe Abb. 28 a und 28 b).
Bei funffacher Substratkonzentration lagen die E/t-Quotienten fir den RH Stamm hoéher als
fur die Mutante, bei einfacher Substratkonzentration waren sie noch vergleichbar. Insgesamt
lagen die Absolutwerte flr den E/t-Quotienten bei finffacher Substratkonzentration fur alle

Saccharomyces Stamme geringfiigig niedriger als bei einfacher Substratkonzentration.
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Wie an den Konzentrationen der Abbauprodukte fir den Wildtyp zu erkennen ist (siehe Tab.
15), liegt die Ursache dieser Beobachtung darin begrindet, dass bei erhohter
Substratkonzentration (1,35 mg) zwar die Konzentration des erythro-Lactons (einziges
erythro-Produkt) deutlich anstieg, jedoch unter dem Konzentrationsanstieg der threo-
Produkte (threo-Lacton und die threo-DiOH) blieb.

Diese Ergebnisse wiesen auf eine Enzymsattigung bei gesteigerter Substratkonzentration
hin, so dass in den folgenden Versuchen die Inkubationsproben weiter mit 0,27 mg inkubiert
wurden.

Da auch die Erhohung der Zellkonzentration nicht zu einer Erhdhung des E/t-Quotienten
fuhrte, wurde weiterhin mit einfacher Zellkonzentration (80 mL Zellbrihe in 10 mL Puffer

resuspendiert) gearbeitet.
4.4.6 Pufferkonzentration und Inkubationszeit

Nach der Untersuchung des Einflusses der Zell- und Substratkonzentration auf die
enzymatische Umwandlung des Substrats cis-[3,4-?H,]-3,4-Epoxydecansauremethylester
wurde in diesem Kapitel der Einfluss der Pufferkonzentration untersucht. Fir die Inkubation
wurden Zellen nach 5 Tagen Zellanzucht von Mutante, RH Stamm und S. bayanus in
Phosphatpuffer mit Pufferkonzentrationen von 6,67 mM; 22,2 mM; 44,4 mM und 66,7 mM
(pH-Wert ca. 8,7) verwendet. Sowohl fur die Mutante als auch fur den RH Stamm und S.
bayanus nahm der E/t-Quotient fir die Proben alternierend mit steigender
Pufferkonzentration entweder geringfugig zu oder geringfugig ab (siehe Tab. 16). Die E/t-
Quotienten lagen zwischen 3,97 und 5,14 (Mutante), zwischen 6,98 und 7,45 (RH Stamm)
und zwischen 1,18 und 1,44 (B). Die niedrigeren E/t-Quotienten flr S. bayanus im Vergleich
zu Mutante und RH Stamm entsprachen den Beobachtungen aus den Versuchen zum pH-
Optimum in Phosphatpuffer (siehe 4.4.3).

Insgesamt waren die Konzentrationen erythro-Produkte und die Konzentrationen der threo-
Produkte fir alle Stamme nahezu konstant, oder sanken mit steigender Pufferkonzentration
minimal ab. Eine mdgliche Ursache fir die geringfigige Abnahme der Konzentrationen der
enzymatisch gebildeten erythro-Produkte mit steigender Pufferkonzentration kdnnte eine
Hemmung des Enzyms sein. Je hoher die Pufferkonzentration ist, desto mehr Salzionen
befinden sich in Losung, die mdglicherweise die Funktionalitdt des Enzyms, wenn auch nur
geringfugig, stéren kdnnen.

Da mit Erhéhung der Pufferkonzentration insgesamt keine Erhdhung der E/t-Quotienten
erzielt wurde, wurde in den folgenden Versuchen weiter mit einer Pufferkonzentration von
6,67 mM gearbeitet. Dies ist auch im Hinblick auf die Probenvorbereitung sinnvoll, je

niedriger die Pufferkonzentration in der Probe ist, umso geringer ist die
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Salzionenkonzentration und umso besser lassen sich die zu bestimmenden erythro- und
threo-Abbauprodukte in die organische Phase zur GC/MS-Messung uberfuhren (siehe 4.4.2).
Tabelle 16: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte und E/t-Quotienten der

Inkubationsproben bei verschiedenen Pufferkonzentrationen des Phosphatpuffers fiir S. cerevisiae
Mutante (M), S. carisbergensis RH (RH) und S. bayanus (B).

Konzentration in ppm
Pufferkonzentration | erythro-Lacton erythro- DiOH threo-Lacton | threo-DiOH | E/t-Quotient

M- 6,67 mM 1,52 0,00 0,23 0,08 4,90
M—-22 mM 1,55 0,00 0,36 0,03 3,97
M — 44 mM 1,49 0,00 0,26 0,03 5,14
M — 66 mM 1,37 0,00 0,28 0,01 4,72
RH - 6,67 mM 3,84 0,00 0,54 0,01 6,98
RH -22 mM 3,63 0,00 0,48 0,02 7,26
RH - 44 mM 3,28 0,00 0,41 0,06 6,98
RH - 66 mM 3,65 0,00 0,42 0,07 7,45
B -6,67 mM 4,30 0,00 3,01 0,28 1,31
B -22 mM 3,59 0,00 2,79 0,25 1,18
B — 44 mM 4,43 0,00 2,78 0,30 1,44
B - 66 mM 3,94 0,00 2,56 0,20 1,43

Im Anschluss an die Optimierung der Pufferkonzentration wurde der Einfluss der
Inkubationszeit auf die enzymatische Umwandlung des Substrats untersucht. Dabei wurden
Proben von Mutante, RH Stamm und S. bayanus in Phosphatpuffer (6,67 mM) fir 22 h, 44 h
und 66 h inkubiert. Inkubationszeiten unter 20 h stellten sich bereits in Kapitel 4.4.1 in Bezug
auf die enzymatische Umwandlung als nicht ausreichend heraus.

Far alle drei Saccharomyces Stamme (M, RH und B) nahm der E/t-Quotient fur die Proben
mit 22 h, uber die mit 44 h bis zu denen mit 66 h Inkubationszeit stetig ab (siehe Abb. 29).
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Abbildung 29: E/t-Quotienten verschiedener Inkubationsproben der Saccharomyces Stamme Mutante (M),
RH Stamm (RH) und S. bayanus (B) bei verschiedenen Inkubationszeiten.

Dies entstand durch den deutlich héheren Anstieg der chemisch gebildeten threo-Produkte

im Vergleich zu den enzymatisch gebildeten erythro-Produkten (seihe Tab. 17). Die E/t-

Quotienten waren flr S. bayanus, analog zu den Versuchen der vorherigen Kapitel niedriger

als fur Mutante und RH Stamm.

Tabelle 17: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte und E/t-Quotienten der
Inkubationsproben bei verschiedenen Inkubationszeiten fiir S. cerevisiae Mutante (M), S. carlsbergensis
RH (RH) und S. bayanus (B) in Phosphatpuffer.

Konzentration in ppm
Inkubationszeit erythro-Lacton erythro- DiOH threo-Lacton | threo-DiOH | E/t-Quotient
M-22h 2,20 0,00 0,38 0,08 4,71
M-44h 3,72 0,00 0,90 0,01 4,08
M-66 h 5,09 0,00 2,06 0,01 2,45
RH-22h 3,65 0,00 0,42 0,07 7,52
RH —44 h 4,44 0,00 0,59 0,13 6,19
RH-66 h 5,07 0,00 1,29 0,07 3,73
B-22h 3,25 0,00 2,70 0,21 1,12
B-44h 3,43 0,00 3,86 0,19 0,85
B-66h 3,83 0,00 5,14 0,18 0,72
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Die stetige Abnahme der E/t-Quotienten mit steigender Inkubationszeit in den Stammen ist
moglicherweise auf eine Verminderung Wirkung des unbekannten Enzyms EH-1
zuruckzufuhren.

Anhand dieser Ergebnisse konnte die Inkubationszeit auf eine Zeitspanne von 20 bis 24 h

optimiert werden, die in allen nachfolgenden Versuchen eingehalten wurde.

447 Temperatur und Schiittelfrequenz

Um den Einfluss der Temperatur auf Zellwachstum und enzymatische Umwandlung des
Substrats cis-[3,4-?H,]-3,4-Epoxydecansaduremethylester zu untersuchen, wurden mit 18 °C,
23 °C und 28 °C verschiedene Temperaturen bei Zellanzucht und Inkubation verwendet. Bei
23 °C wurde mit erhdhter Schittelfrequenz gearbeitet als bei 18 °C und 28 °C.

Um das Zellwachstum und die pH-Werte von Mutante und RH Stamm bei den einzelnen
Temperaturen zu vergleichen, wurden wahrend der Zellanzucht nach 3 Tagen, 4 Tagen und
5 Tagen (Endpunkt) die optische Dichte und die pH-Werte der Stdmme (siehe 3.5.6). Fur
Mutante und RH Stamm wurde fur alle Temperaturen eine stetige Zunahme der optischen
Dichte beobachtet (siehe Tab. 18).

Das hochste Zellwachstum (optische Dichte) wurde fir Mutante und RH Stamm nach 5
Tagen bei 23 °C mit erhdhter Schuttelfrequenz erreicht. Die Werte fir 18 °C und 28 °C waren
insgesamt niedriger, dabei war das Zellwachstum bei 18 °C nur geringfligig niedriger als bei
28 °C. Die optische Dichte war bei allen Zeitpunkten flir den RH Stamm hoher als fir die

Mutante. Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus Kapitel 4.4.1.

Tabelle 18: Zelldichte (OD - optische Dichte) und pH-Werte fiir verschiedene Temperaturen bei
verschiedenen Zellanzuchtzeiten fiir die Stamme S. cerevisiae Mutante (M) und S. carlsbergensis RH
(RH).

oD pH-Wert
Temperatur Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 3 Tag 4 Tag 5
M 18 °C 1,31 1,35 1,45 4,40 4,30 4,23
M 23 °C 1,84 1,89 1,93 4,23 4,12 4,00
M 28 °C 1,49 1,57 1,64 4,13 4,09 4,00
RH 18 °C 1,61 1,97 1,98 4,55 4,77 4,92
RH 23 °C 2,25 2,46 2,55 5,51 5,88 6,31
RH 28 °C 1,63 1,74 1,84 4,96 5,06 5,44
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Um die enzymatische Umwandlung des Substrats in den Stdmmen besser vergleichen zu
kénnen, wurde bei den nachfolgenden Versuchen, wie schon in Kapitel 4.4.4 zum pH-
Optimum in Tris’/EDTA-Puffer, die Zelldichte der Stamme fir die Inkubation angepasst. Die
Regulation erfolgte Uber den Zeitraum der Zellanzucht: 3 Tage fur S. bayanus, 4 Tage fur
den RH Stamm, 5 Tage fur die Mutante und 5 bis 6 Tage fur den Wildtyp. Da S. bayanus in
den meisten Versuchen am schnellsten und der Wildtyp am langsamsten wuchs.

Bei der Betrachtung der pH-Werte ergab sich fir Mutante und RH Stamm ein
unterschiedliches Bild. Fur die Mutante sank bei steigendem Zellwachstum der pH-Wert
kontinuierlich ab und hatte nach 5 Tagen mit einen pH-Wert 4,00 und einer Zellanzucht bei
23 bzw. 28 °C den niedrigsten pH-Wert, wahrend er beim RH Stamm kontinuierlich anstieg
und nach 5 Tagen und einer Zellanzucht bei 23 °C den héchsten pH-Wert 6,31 erreichte. Zu
Beginn der Zellanzucht entsprach der pH-Wert 5,5 dem des eingesetzten Mediums.

Bei dem Enzymparametertest wurden die fir Phosphatpuffer in den Kapiteln 4.4.1 bis 4.4.6
optimierten Parameter (pH-Wert: 8,7, Substratmenge: 10 pL, Pufferkonzentration: 6,67 mM,
und Inkubationszeit: ca. 22 h) verwendet und die Proben von Mutante und RH Stamm bei
18 °C, 23 °C und 28 °C inkubiert. Aufgrund der RGT-Regel wurde angenommen, dass die
enzymatische Umwandlung des Substrats mit steigender Temperatur ansteigt [93], da die
Geschwindigkeit der Substratumsetzung durch die Zunahme der Teilchenbewegung
zunehmen sollte.

Analog zur optischen Dichte war fur beide Stdmme der E/t-Quotient in den Proben mit einer
Zellanzucht- bzw. Inkubationstemperatur von 23 °C und héherer Schittelfrequenz grélier als
bei 18 °C bzw. 28 °C und reduzierter Schuttelfrequenz (siehe Abb. 30 a und 30 b).

Insgesamt lagen die Werte fur den RH Stamm bei gleichen Bedingungen geringflgig
oberhalb denen der Mutante. Fur die Mutante waren die E/t-Quotienten fur alle
Inkubationsproben (18 °C, 23 °C und 28°C) deren Zellanzucht bei 28 °C erfolgte geringfiigig
niedriger als fur die Inkubationsproben deren Zellanzucht bei 18 °C erfolgte.

Fir die Inkubationsproben des RH Stamms bei 18 °C und 28 °C, deren Zellanzucht bei 28 °C
erfolgte, lagen die E/t-Quotienten geringfiigig oberhalb der Inkubationsproben bei 18 °C und
28 °C mit einer Zellanzuchttemperatur von 18 °C.

Bei der Probe, die bei 23 °C inkubiert wurde und eine Zellanzuchttemperatur von 28 °C
hatte, lagen die E/t-Quotienten geringfligig unterhalb der Probe mit einer Zellanzucht- und
Inkubationstemperatur von 23 °C bei erhéhter Schuttelfrequenz. Die in diesem Kapitel
dargestellten Versuche zeigten, dass sich Temperaturen von gréfer 20 °C positiv auf das
Zellwachstum und die enzymatische Umsetzung auswirkten. Insgesamt lasst sich feststellen,
dass eine Erhdhung der Schittelfrequenz eher zu einer Erhdhung der Bildung der
enzymatisch gebildeten erythro-Abbauprodukte und somit zu einer Erhdhung der E/t-

Quotienten fuhrte als eine Temperaturerhéhung.
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Deshalb wurde sowohl fiir die Zellanzucht, als auch fir die Inkubation bei allen
nachfolgenden Versuchen mit einer Temperatur von 24 + 1 °C und einer mdglichst hohen

Schuttelfrequenz gearbeitet.
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Abbildung 30 a wund b: E/t-Quotienten verschiedener Inkubationsproben (Variation der
Zellanzuchttemperatur) der Saccharomyces Stamme Mutante (M) und RH Stamm (RH) bei verschiedenen
Inkubationstemperaturen.

448 Zusammenfassung der Parameter

In Kapitel 4.4 konnte ein Enzymparametertest mit anschlieBender Probenvorbereitung
entwickelt werden. Anhand dieses Enzymparametertests wurde die Existenz eines bisher
unbekanntes Enzym EH-1, welches das Substrat cis-[3,4-°H,]-3,4-
Epoxydecansauremethylester in der LTA4H deletierten Knockout-Mutante S. cerevisiae
BY4741 AYNLO45W umwandelt, nachgewiesen. Die E/t-Quotienten fur diese Mutante waren
in den meisten Versuchen vergleichbar mit S. cerevisiae BY4741 uns S. carlsbergensis RH,
oder nur geringfiigig niedriger. Flr S. bayanus lagen die E/t-Quotienten aber niedriger als flr

alle drei anderen Stamme.
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Die Unterschiede zwischen Mutante, Wildtyp und RH Stamm standen im Zusammenhang mit
der Zelldichte. Fir die meisten Versuche wurden fur den Stamm mit der geringsten Zelldichte
auch die geringsten E/t-Quotienten nachgewiesen. Dabei spielten die Parameter der
Zellanzucht, wie die Zellanzuchttemperatur, eine entscheidende Rolle. Bei S. bayanus war
dies hingegen anders. Trotz der hdchsten Zelldichte in allen Versuchen, waren die E/t-
Quotienten fur diesen Stamm in allen Versuchen am geringsten. Um in den folgenden
Kapiteln zu reproduzierbaren Ergebnissen zu kommen, wurde die Zelldichte der
Saccharomyces Stamme durch unterschiedliche Wachstumszeitrdume angeglichen (WT - 5
bis 6 Tage, M - 5 Tage, RH - 4 Tage und B - 3 Tage).

In Inkubationsversuchen wurden wichtige Parameter flr die enzymatischen Umwandlung
des Substrats cis-[3,4-?H,]-3,4-Epoxydecansduremethylester durch das bisher unbekannte
Enzym EH-1 in der S. cerevisiae Mutante optimiert. Die Optimalbedingungen der Parameter
sind in Tabelle 19 zusammengestellt. Alle Parameterversuche mit Ausnahme der

Bestimmung des pH-Optimums in T/E-Puffer wurden in Phosphatpuffer durchgefihrt.

Tabelle 19: Optimierte Parameter fiir die enzymatische Umwandlung von cis-[3,4-2H2]-3,4-
Epoxydecansduremethylester in der S. cerevisiae Mutante.

Parameter Optimalbedingungen Kapitel
Grundparameter Zellanzucht 500 mL Hefemedium, 170uL Olséure, 1 Kolonie 4.41
pH-Optimum Phosphatpuffer pH-Bereich 8,2 bis 8,3 bzw. 8,7 bis 8,9 443
pH-Optimum T/E-Puffer pH-Bereich 8,0 bis 8,2 bzw. 8,7 bis 8,9 4.4.4
Zellkonzentration Pellet von 80 mL Zellbrihe in 10 mL Puffer 445
Substratkonzentration 0,27 mg/mL 445
Pufferkonzentration 6,67 mM 4.4.6
Inkubationsdauer 20 bis 24 h 4.4.6
Temperatur 24 + 1 °C bei mdglichst hoher Schittelfrequenz 447
Zeitraum Zellanzucht 5 Tage 4441447
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4.5 Zellaufschluss

In Kapitel 4.4 wurden durch Untersuchung verschiedener Inkubationsparameter optimale
Bedingungen fiir die enzymatischen Umwandlung des Substrats cis-[3,4-?H,]-3,4-
Epoxydecansauremethylester durch das bisher unbekannte Enzyms EH-1 in der Knockout-
Mutante S. cerevisiae BY4741 AYNLO45W (M) geschaffen und mit den Stammen S.
cerevisiae Wildtyp BY4741 (WT), S. carlsbergensis RH (RH) und S. bayanus (B) verglichen.
Ein wichtiger Schritt bei der Charakterisierung von Enzymen ist ihre Lokalisierung in der
Zelle. Um zu klaren ob es sich bei EH-1 um ein membrangebundenes (mEH) oder um ein
frei im Cytosol vorliegendes (cEH) Enzym handelt, wurden mechanisch Zellaufschlisse
mittels Kugelmuhle durchgeflihrt. Dabei wurde zunachst die Mutante verwendet (siehe
4.5.1), die Ergebnisse aus diesen Versuchen sollten anschlieRend mit denen aus
Versuchsreihen mit Wildtyp, RH Stamm und S. bayanus verglichen werden (siehe 4.5.2).
Eine Ubersicht Uber die durchgefihrten Zellaufschliisse ist in Tabelle 20 aufgefiihrt.

Tabelle 20: Ubersicht der mechanischen Zellaufschliisse (ZA). Es sind die entsprechenden Bedingungen

(Zellvolumina und Puffer), die verwendeten Stamme (S. cerevisiae Mutante (M) und Wildtyp (WT), S.
carlsbergensis RH (RH) und S. bayanus (B)) und das behandelnde Kapitel aufgefiihrt.

Versuch | Zellvolumen | Puffer M WT RH B Kapitel
ZA 1a 160 mL Phosphat pH-Wert 5,5 X - - - 451
ZA 1b 160 mL Phosphat pH-Wert 6,9 X - - - 451
ZA1c 160 mL Phosphat pH-Wert 8,8 X - - - 4.5.1
ZA 2a 480 mL Phosphat pH-Wert 8,8 X - - - 4.5.1
ZA 2b 480 mL Tris/EDTA pH-Wert 8,8 X - - - 4.51
ZA 3a 480 mL Phosphat pH-Wert 8,8 X - - - 451
ZA 3b 480 mL Tris/EDTA pH-Wert 8,8 X - - - 451
ZA 4a 480 mL Phosphat pH-Wert 8,8 X X X X 45.1/2
ZA 4b 480 mL Tris/EDTA pH-Wert 8,8 X X X X 4.51/2
ZA5 480 mL Tris/EDTA pH-Wert 8,8 - X X X 452

Als Bewertungsgrundlage fur die enzymatische Umwandlung des Substrats wurde analog zu
den Versuchen in Kapitel 4.4 der E/t-Quotienten verwendet. Der E/t-Quotienten ist der
Quotient aus der Summe der Konzentrationen der erythro-Produkte und der Summe der
Konzentrationen der threo-Produkte, die als Abbauprodukte aus dem cis-[3,4-2H2]-3,4-

Epoxydecansauremethylester entstehen.



-85 -

451 S. cerevisiae Mutante

Beim ersten Zellaufschluss (ZA) mit der Mutante (ZA 1 M) wurden Zellen mit den in Tabelle
19 dargestellten optimierten Parameter (siehe 4.4.8) angezogen. 480 mL Zellbriihe wurden
auf 12 Zentrifugenréhrchen aufgeteilt, bei 15.557 g abzentrifugiert und mit Phosphatpuffer
gewaschen. Anschlielfend wurden je 4 Pellets der ganzen Zellen (GZ) zusammen in 15 mL
Phosphatpuffer verschiedener pH-Werte (ZA 1a M pH-Wert 5,5/ ZA 1b M pH-Wert 6,9 / ZA
1c M pH-Wert 8,8) resuspendiert. 1a war der pH-Wert des Mediums bei der Zellanzucht, 1b
war der pH-Wert der in voran gegangenen Arbeiten verwendet wurde und 1c war der pH-
Wert, der in Kapitel 4.4.3 als pH-Optimum flur die enzymatischen Umwandlung des Substrats
durch EH-1 bestimmt wurde.

Fir die Zellaufschlisse ZA 1a M, ZA 1b M und ZA 1c M der Mutante wurde je ein
Zellaufschluss mittels Kugelmihle (Aufsatz 15 mL) durchgefiihrt (siehe 3.5.7). Um
verbliebene ganze Zellen und Zellfragmente (Zellwande etc.) nach dem Zellaufschluss sicher
abzutrennen, wurde zunachst bei 514 g zentrifugiert. Das daraus resultierende Pellet (PZ)
wurde spater mit den anderen Proben (Uberstand (U), Pellet (P) und ganze Zellen (GZ))
gemeinsam inkubiert. Nach Abtrennung des PZ wurden zur Lokalisierung des Enzyms
Uberstand und Pellet bei 15.557 g in der Zentrifuge voneinander getrennt. Das Pellet in
Phosphatpuffer resuspendiert und beide Fraktionen mehrmals in der Zentrifuge bei 15.557 g
gewaschen. Fur die Lokalisierung des Enzyms gilt: Ein membrangebundenes Enzym (mEH)
wirde vorwiegend im Pellet vorkommen, ein frei im Cytosol vorliegendes Enzym (cEH)
vorwiegend im Uberstand.

Fir die ZA 1a M und ZA 1b M lagen die E/t-Quotienten fiir U bei ca. 0,1 (siehe Abb. 31), die
Werte fur P waren geringfigig niedriger. Die PZ Inkubationsproben hatten bei beiden
Zellaufschlissen einen E/t-Quotienten von ca. 0,2. Ein Unterschied ergab sich bei der
Betrachtung der ganzen Zellen (GZ). Bei ZA 1a M (pH-Wert 5,5) lag fur GZ der E/t-Quotient
bei ca. 0,2, wahrend der E/t-Quotient mit ca. 0,9 fir GZ ZA 1b M (pH-Wert 6,9) deutlich
hoher (siehe Abb. 31) lag. Fur die Proben bei ZA 1c M (pH-Wert 8,8) lagen die E/t-
Quotienten in allen untersuchten Fraktionen hdher als bei den Versuchen niedrigeren pH-
Werten des beim ZA verwendeten Phosphatpuffers. Fiir den Uberstand lag der E/t-Quotient
= 0,2 etwa doppelt so hoch und fiir das Pellet = 0,8 etwa 8-mal so hoch. Damit lag der Wert
fur P bei ZA 1c M deutlich héher als fur U. Fir die PZ Probe lag der Wert bei ZA 1¢c M (E/t-
Quotient = 0,3) etwa ein Drittel hoher als bei den Zellaufschlissen ZA 1a M und ZA 1b M.
Far die Inkubationsprobe der ganzen Zellen von ZA 1c M (pH-Wert 8,8) vor Zellaufschluss
lag der E/t-Quotient > 2 und war deutlich hdher als bei ZA 1b (E/-Quotient = 0,9 / pH-Wert
6,9) und ZA 1b (E/t-Quotient = 0,2 / pH-Wert 5,5).

Die Ergebnisse fir die ganzen Zellen entsprachen den Ergebnissen zur Bestimmung des

pH-Optimums (siehe 4.4.3). Mit steigenden pH-Wert stieg auch der E/t-Quotient an. Aus
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diesem Grund wurde in den folgenden Zellaufschllissen mit Phosphatpuffer pH-Wert 8,8 bis
8,9 (6,67 mM) gearbeitet.
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Abbildung 31: E/t-Quotienten des Zellaufschlusses der S. cerevisiae Mutante (M) in Phosphatpuffer bei
verschiedenen pH-Werten (ZA 1a M pH-Wert 5,5 / ZA 1b M pH-Wert 6,9 / ZA 1c M pH-Wert 8,8). U =
Uberstand, P = Pellet, PZ = Zellfragmente, Membranbestandteile und nicht aufgeschlossene Zellen, GZ =
ganze Zellen vor Zellaufschluss.

Um die E/t-Quotienten zu steigern und somit das bisher unbekannte Enzym EH-1 besser
lokalisieren zu kénnen, wurde das Zellvolumen der Mutante fir Versuch ZA 2a M erhoéht.
Dazu wurden mit einem Kolben angezogener Zellen anstelle von drei Zellaufschlissen nur
einer in Phosphatpuffer pH-Wert 8,8 bis 8,9 durchgefihrt. Durch das erhdhte Zellvolumen
konnte mit ZA 2a eine Erhdhung der E/t-Quotienten im Vergleich zu ZA 1c M fur die
Uberstand- und Pelletproben erzielt werden. Fiir P lag der E/t-Quotient = 1,32 und war somit
etwa doppelt so hoch wie fiir U (E/t-Quotient = 0,65) (siehe Tab. 21).

Dabei war fir das Pellet die Konzentration des erythro-Lactons mit 1,47 ppm auch doppelt so
hoch wie fiir den Uberstand (0,70 ppm).

Die Konzentration der threo-DiIOH war im Uberstand hoher als fir alle anderen Proben bei
niedrigerem pH-Wert (siehe Tab. 21). Dies deckt sich mit den Ergebnissen zur Bestimmung
des pH-Optimums (siehe 4.4.3).

Die héheren E/t-Quotienten in den Pelletproben im Verglich zu den Uberstandproben bei ZA
1c M und ZA 2a M (beide pH-Wert 8,8) lieferten einen Hinweis darauf, dass es sich bei dem
unbekannten Enzym EH-1 um ein membrangebundenes Enzym handeln konnte.

Der E/t-Quotient fir PZ lag bei ZA 2a M mit 0,10 niedriger als bei ZA 1¢c M und war
vergleichbar zu ZA 1a M und ZA 1b M. Der E/t-Quotient fir GZ lag nur geringfligig niedriger
als bei ZA 1c M (siehe Tab. 21). Damit wurden die Ergebnisse aus Kapitel 4.4.5 bestéatigt, bei
denen gezeigt wurde, dass die Zellkonzentration kaum einen Einfluss auf den E/t-Quotienten
hat.
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Tabelle 21: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der
Inkubationsproben des Versuches ZA 2a M der S. cerevisiae Mutante in Phosphatpuffer. U = Uberstand,

P = Pellet, PZ = Zellfragmente, Membranbestandteile und nicht aufgeschlossene Zellen, GZ = ganze
Zellen vor Zellaufschluss.
Phosphatpuffer Konzentration in ppm
erythro- erythro- threo- threo- .
ZA2a M E/t-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Gz 3,97 0,00 2,05 0,00 1,94 8,60
Pz 0,81 0,00 1,91 0,10 0,40 8,77
P 1,47 0,00 1,07 0,05 1,32 8,68
U] 0,70 0,00 0,89 0,20 0,65 7,44

Um zu sehen ob das Puffersystem einen Einfluss auf die enzymatische Umwandlung des
Substrats in den Uberstand- und Pelletproben hat, wurde parallel zu Zellaufschluss ZA 2a M
ein Zellaufschluss ZA 2b M mit der Mutante in Tris/EDTA-Puffer (10/5 mM; pH-Wert 8,8 bis
8,9) durchgefiihrt. Der E/t-Quotient war bei ZA 2b M in der Uberstandprobe mit 1,18 hoher
als in Phosphatpuffer (ZA 2a M: E/t-Quotient = 0,65) und in der Pelletprobe mit 0,70 niedriger
als in Phosphatpuffer (ZA 2a M: E/t-Quotient = 1,32) (siehe Tab. 21 und 22). Mit analog
héherer Konzentration fur das erythro-Lacton (0,80 ppm) im Uberstand und niedriger
Konzentration fur das erythro-Lacton (0,77 ppm) im Pellet.

Tabelle 22: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der
Inkubationsproben des Versuches ZA 2b M der S. cerevisiae Mutante in Tris/EDTA-Puffer (T/E-Puffer). U =

Uberstand, P = Pellet, PZ = Zellfragmente, Membranbestandteile und nicht aufgeschlossene Zellen, GZ =
ganze Zellen vor Zellaufschluss.

T/E- Puffer Konzentration in ppm
erythro- erythro- threo- threo-
ZA2b M E/t-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Gz 3,42 0,00 2,02 0,05 1,65 8,83
Pz 0,69 0,00 2,53 0,00 0,27 8,81
P 0,77 0,00 1,08 0,02 0,70 8,80
V] 0,80 0,00 0,36 0,31 1,18 7,15

Damit lieferte dieser Zellaufschluss in T/E-Puffer entgegen zu den Ergebnissen in
Phosphatpuffer eher einen Hinweis darauf, dass es sich bei dem unbekannten Enzym EH-1

um ein frei im Cytosol vorliegendes Enzym handeln kdnnte (siehe Tab. 22).
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Der E/t-Quotient der Proben PZ und GZ lagen in T/E-Puffer geringfugig unterhalb dieser
Proben in Phosphatpuffer (siehe Tab. 21 und 22). Fur die ganzen Zellen war dies
vergleichbar mit den Ergebnissen zu den Versuchen zum pH-Optimum (siehe 4.4.3 und
4.4.4).

Die Ergebnisse bzgl. der E/t-Quotienten in den Uberstand- und Pelletproben konnten in
Phosphatpuffer mit den Zellaufschlissen ZA 3a M ZA 4a M (siehe Abb. 32 a) und fur
TrisslEDTA-Puffer mit den Zellaufschlissen ZA 3b M und ZA 4b M bestatigt werden (siehe

Abb. 32 b).

mZA2a M
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Eft-Quotient

ZA4a M

=m7A2b M
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Eft-Quotient
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Abbildung 32 a und b: E/t-Quotienten des Zellaufschlusses der S. cerevisiae Mutante (M) in
Phosphatpuffer (a - oben) und in Tris/EDTA-Puffer (b - unten) U = Uberstand, P = Pellet, PZ =
Zellfragmente, Membranbestandteile und nicht aufgeschlossene Zellen, GZ = ganze Zellen vor

Zellaufschluss.

Insgesamt lasst sich zusammenfassen, dass bei den Pelletproben in Phosphatpuffer hdhere
E/t-Quotienten nachgewiesen wurden als im T/E-Puffer. Dies deutet darauf hin, dass es sich
bei dem bisher unbekannten Enzym EH-1 um ein membrangebundenes (mEH) Enzym

handelt. Fiir die Uberstandproben verhielt es sich entgegengesetzt, hier waren die E/t-
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Quotienten in den Proben in T/E-Puffer héher als in den Proben in Phosphatpuffer, was
wiederum auf ein frei im Cytosol vorliegendes Enzym (cEH) hindeutet.

Um die Lokalisierung von EH-1 genauer charakterisieren zu kdnnen, wurden im Folgenden
Zellaufschlisse mit den anderen Stadmmen Wildtyp, RH Stamm und S. bayanus

durchgefihrt.
45.2 S. cerevisiae Wildtyp, S. carlsbergensis RH und S. bayanus

Die Enzymcharakterisierung des unbekannten Enzyms EH-1 beschrankt sich auf die
Knockout-Mutante S. cerevisiae BY4741 AYNLO45W, da bei ihr das Gen, welches fur die
einzig in S. cerevisiae bekannten Epoxidhydrolase LTA4H codiert, deletiert wurde. Um die
Ergebnisse der Mutante besser einordnen zu kdnnen, wurden zum Vergleich Versuche mit
den Stammen S. cerevisiae BY4741 Wildtyp (WT), S. carlsbergensis RH (RH) und S.
bayanus (B) durchgeflihrt.

Dafur wurden parallel zu ZA 4 M der Mutante Zellaufschlisse der drei anderen
Saccharomyces Stamme in Phosphatpuffer (ZA 4a WT, ZA 4a RH und ZA 4a B) sowie in
Tris/EDTA-Puffer (ZA 4b WT, ZA 4b RH und ZA 4b B) durchgeflihrt, wobei die Bedingungen
denen der Zellaufschllisse der Mutante entsprachen (siehe 4.5.1).

In Phosphatpuffer waren fir die Saccharomyces Stamme WT, RH und B die E/t-Quotienten
vergleichbar mit denen der Mutante, die E/t-Quotienten der Pelletproben waren héher als die
der Uberstandproben. Insgesamt waren die Werte fir den RH Stamm und S. bayanus
deutlich héher als fur Mutante und Wildtyp. Im Wildtyp wurden die niedrigsten E/t-Quotienten
fur Uberstand und Pellet, wohingegen die jeweils héchsten fir S. bayanus nachgewiesen
wurden (siehe Abb. 33 a, 33 b und 33 ¢).

Fir die PZ Proben waren die E/t-Quotienten beim Wildtyp ebenso gering wie bei der
Mutante, fir den RH Stamm und S. bayanus waren sie geringfligig héher (siehe Abb. 33 a,
33 b und 33 c). Dies kdnnte mit dem schnelleren Wachstum von RH Stamm und S. bayanus
in Zusammenhang gebracht werden. Zum Zeitpunkt des Zellaufschlusses lagen beim RH
Stamm und S. bayanus deutlich mehr Zellen vor, die unter Umstanden nicht vollstandig
aufgeschlossen wurden. Die hdhere Zelldichte ist auch ein mdglicher Erklarungsansatz fur
die héheren E/t-Quotienten im Uberstand und vor allen im Pellet. Méglicherweise waren
nach dem Zellaufschluss beim RH Stamm und S. bayanus noch nicht aufgeschlossene
Zellen im Pellet enthalten. Fur die ganzen Zellen (GZ) lagen die E/t-Quotienten fir den RH
Stamm auch deutlich hoéher als fir Mutante und Wildtyp (siehe Abb. 33 a und 33 b). Dies
deckt sich mit den Ergebnissen aus Kapitel 4.4. Fir S. bayanus war der E/t-Quotient fir GZ,

analog zu den Ergebnissen bei den Parametern, von allen Stdmmen am niedrigsten.
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Abbildung 33 a, b und c: E/t-Quotienten des Zellaufschlusses in Phosphatpuffer (ZA 4a) und in Tris/EDTA-
Puffer (ZA 4b und ZA 5) fir die Staimme S. cerevisiae Wildtyp (WT) (oben), S. carisbergensis RH (RH)
(Mitte) und S. bayanus (B) (unten). U = Uberstand, P = Pellet, PZ = Zellfragmente, Membranbestandteile
und nicht aufgeschlossene Zellen, GZ = ganze Zellen vor Zellaufschluss.
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Die Ergebnisse der Zellaufschlisse in Tris’sEDTA-Puffer waren flr den Wildtyp (ZA 4b WT
und ZA 5 WT) vergleichbar mit denen der Mutante (siehe Abb. 33 a und 33 b). Die E/t-
Quotienten lagen in den Uberstandproben analog zur Mutante (iber den E/t-Quotienten der
Pelletproben. Fur den RH Stamm (ZA 4b RH und ZA 5 RH) und S. bayanus (ZA 4b B und ZA
5 B) waren entgegengesetzt zu Mutante und Wildtyp auch die E/t-Quotienten in den
Pelletproben héher als in den Uberstandproben. Dabei waren aber die Werte fiir P niedriger
im Vergleich zu denen in Phosphatpuffer, in den Uberstandproben dagegen héher als in
Phosphatpuffer. Somit lieferten die Zellaufschlisse in Tris/EDTA-Puffer hdhere Werte fir die
Uberstandproben als in Phosphatpuffer.

Zusammenfassung:

e Die Lokalisierung des bisher unbekannten Enzyms EH-1 konnte mittels

mechanischen Zellaufschluss nicht abschlieliend geklart werden.

e Fur alle Stamme wurden in Phosphatpuffer hohere E/t-Quotienten im Pellet als im

Uberstand nachgewiesen, was auf ein membrangebundenes Enzym (mEH) hinweist.

e FUr RH Stamm und S. bayanus wurden auch in TrissEDTA-Puffer héhere E/t-
Quotienten im Pellet als im Uberstand nachgewiesen. Die E/t-Quotienten im

Uberstand waren in Tris/EDTA-Puffer aber insgesamt hdher als in Phosphatpuffer.

e FUr Mutante und Wildtyp in Tris/EDTA-Puffer wurden hdhere E/t-Quotienten im
Uberstand als im Pellet nachgewiesen, was auf frei im Cytosol vorliegendes Enzym
(cEH) hinweist.

Aus den dargestellten Ergebnissen lasst sich ableiten, dass sich fur weitere Untersuchungen
vom Pellet der Phosphatpuffer und fiir weitere Untersuchungen vom Uberstand der
Tris/EDTA-Puffer eignet.

In Kapitel 4.6 sollte mittels IEF der Isoelektrische Punkt des unbekannten Enzyms EH-1
bestimmt werden. Da dabei ausschliel3lich |6sliche Fraktionen untersucht werden koénnen,

wurde bei der IEF mit dem Uberstand nach Zellaufschluss in T/E-Puffer gearbeitet.
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4.6 Isoelektrische Fokussierung

In Kapitel 4.5 zum mechanischen Zellaufschluss konnte nicht abschlieRend geklart werden,
ob es sich bei dem unbekannten Enzym EH-1 (in der Knockout-Mutante) um ein
membrangebundenes (mEH) oder um ein I8sliches, frei im Cytosol vorliegendes (cEH)
Enzym handelt. In Versuchen dieses Kapitels sollte mit Hilfe der Isoelektrischen
Fokussierung (IEF), bei der Proteine nach ihrem Isoelektrischen Punkt (IEP) getrennt
werden, der |IEP von EH-1 Uber den pH-Wert in der IEF-Fraktion mit dem hoéchsten E/t-
Quotient bestimmt werden.

Dabei wurde zunadchst mit der Knockout-Mutante S. cerevisiae BY4741 AYNLO45W (M)
gearbeitet (siehe 4.6.2 bis 4.6.4). AnschlieBend sollten die Ergebnisse mit denen der
Stammen S. cerevisiae Wildtyp BY4741 (WT), S. carlsbergensis RH (RH) und S. bayanus
(B) verglichen werden (siehe 4.6.5). Eine Ubersicht Uber die durchgefiihrten IEF bietet
Tabelle 23.

Tabelle 23: Ubersicht der Isoelektrischen Fokussierungen (IEF). Es sind die entsprechenden
Bedingungen (pH-Bereich der Ampholyte und eingesetzte Proteinmenge), die verwendeten Stamme (S.

cerevisiae Mutante (M) und Wildtyp (WT), S. carlsbergensis RH (RH) und S. bayanus (B)) und das
behandelnde Kapitel aufgefiihrt.

Versuch | Ampholyt M WT RH B Kapitel
ZA Grundparameter X - - - 4.6.1
IEF 1 pH-Bereich 3 bis 10 163 mg - - - 46.2
IEF 2 pH-Bereich 3 bis 10 104 mg - - - 46.2
IEF 3 pH-Bereich 3 bis 10 70 mg - - - 46.2
IEF 4 pH-Bereich 3 bis 10 68 mg - - - 46.2
IEF 5 pH-Bereich 3 bis 10 60 mg - - - 4.6.3
IEF 6 pH-Bereich 4 bis 6 69 mg - - - 46.4
IEF 7 pH-Bereich 5 bis 7 67 mg - - - 464
IEF 8 pH-Bereich 3 bis 10 - a-76mg b - 80 mg c—-77mg 4.6.5
IEF 9 pH-Bereich 3 bis 10 - a-61mg b-61mg c—65mg 4.6.5
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4.6.1 Grundparameter und Proteinbestimmung nach Bradford

Far die Durchfuhrung der Isoelektrische Fokussierung ist der Einsatz verschiedener
Chemikalien und Aufarbeitungsschritte ndtig. Um zu Uberprifen ob dies die enzymatische
Umwandlung des Substrats cis-[3,4-2H,]-3,4-Epoxydecansauremethylester durch das bisher
unbekannte  Enzyms  EH-1 beeinflussen kann, wurde der Einfluss von
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Ammoniumsulfat, Dialyse und Ampholytzugabe vor
Durchflihrung einer IEF untersucht. Analog zu Kapitel 4.5 wurde mit der Mutante ein
Zellaufschluss in T/E-Puffer durchgefihrt: Dieser Puffer erwies sich in als optimaler Puffer
zur Untersuchung des I8slichen Uberstands, der in diesem Kapitel ndher mittels IEF
untersucht werden sollte. Zu dem Uberstand (nach ZA) wurden die oben genannten
Chemikalien zugesetzt oder Aufarbeitungsschritte durchgefiihrt.

Vor dem ZA (siehe 3.5.7) wurde PMSF als Proteaseinhibitor mit einer Endkonzentration von
0,07 mM zugesetzt, um die Proteine wahrend der IEF vor dem Abbau durch Proteasen zu
schitzen. Der E/t-Quotient = 0,67 lag im Vergleich mit in Kapitel 4.5.1 untersuchten
Uberstanden ohne PMSF-Zugabe niedrigerer (siehe Tab. 22 und Tab. 24). Somit wurde eine
geringfugige Hemmung des Enzyms durch PMSF-Zugabe nachgewiesen.

Zusatzlich wurden Ubersténde inkubiert mit denen eine Ammoniumsulfatfallung (siehe 3.5.8)
durchgefihrt wurde. Die Fallung erfolgte bei 20, 40, 60 bzw. 80 %iger
Ammoniumsulfatkonzentration (80 % = 0,561 mg/mL) in kleinen Portionen der
Uberstandprobe. Bei 20 und 40 %iger Ammoniumsulfatkonzentration lieBen sich keine
Proteine ausfallen, bei der 60 %igen Ammoniumsulfatkonzentration (Am60) war optisch ein
deutlich geringeres Pellet wahrnehmbar als bei der 80 %igen Ammoniumsulfatkonzentration
(Am80). Diese Beobachtung spiegelte sich auch in den Ergebnissen nach der Messung
mittels GC/MS wieder (siehe Tab. 24). Fir Am80 wurde ein E/t-Quotient = 1,13
nachgewiesen, wahrend er fur Am60 nur bei 0,81 lag. Fur die Proben Am60 und Am80
wurden die Proteine aufkonzentriert, indem das nach der Fallung entstandene Pellet in
halbem Volumen zum U PMSF aufgenommen wurde. Somit lassen sich die héheren E/t-
Quotienten fiir die Fallungsproben im Vergleich zu U PMSF mit der Aufkonzentrierung
erklaren (siehe Tab. 24). Die Verringerung des E/t-Quotienten durch PMSF wurde somit
durch die Aufkonzentrierung der Probe bei der Proteinfallung fur die IEF ausgeglichen.

Mit einem Teil der Probe Am80 wurde nach der Ammoniumsulfatfallung eine Dialyse
durchgefiihrt (siehe 3.5.9). Die Dialyse dient der Abtrennung stérender lonen aus der
Ammoniumsulfatfallung vor der IEF. Da der E/t-Quotient = 0,96 (nD) vergleichbar war mit
dem E/t-Quotienten = 1,13 fir Am80, konnte der Einfluss der Dialyse auf die enzymatische

Umwandlung des Substrats vernachlassigt werden.
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Da fur die Durchfuhrung der IEF ein 2 %iger Zusatz von Ampholyten nétig ist, wurde der
Einfluss von Ampholyten pH-Bereich 3 bis 10 getestet, indem sie einer Teilprobe von U
PMSF zugesetzt wurden und parallel inkubiert wurden. Der E/t-Quotient = 0,60 war fur diese
Probe (Amph 3-10) nur geringfligig geringer als fir U PMSF (siehe Tab. 24). Somit hatte die
Ampholytzugabe analog zur Dialyse einen zu vernachlassigenden Einfluss auf die die
enzymatische Umwandlung des Substrats.

Insgesamt lasst sich also sagen, dass die Bedingungen und Vorbereitungen, die fir die
Durchfuhrung einer IEF notwendig waren, nur geringfugig Einfluss auf den E/t-Quotient

haben und verwendet werden konnen.

Tabelle 24: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der
Inkubationsproben der S. cerevisiae Mutante (M) nach Zellaufschluss (ZA) in Tris/EDTA-Puffer. GZ =
ganze Zellen vor Zellaufschluss, PZ = Zellfragmente, Membranbestandteile und nicht aufgeschlossene
Zellen, P = Pellet. Zum Uberstand wurden verschiedene Chemikalien zugesetzt, die bei der
Isoelektrischen Fokussierung zugesetzt werden. U PMSF = Uberstand mit Zusatz von
Phenylmethylsulfonylfluorid als Proteaseinhibitor, Amph 3-10 = Uberstand bei dem Ampholyte pH-
Bereich 3 bis 10 zugesetzt wurden, Am60 bzw. Am 80 = Uberstand — Fillung mit 60 %iger bzw. 80 %iger
Ammoniumsulfatkonzentration und Aufkonzentrierung in Tris/EDTA-Puffer, und nD = Uberstand nach
Dialyse.

Konzentration in ppm

ZAM erythro-Lacton erythro-DiOH threo-Lacton | threo-DiOH Eit- PH-

Quotient Wert
Gz 4,72 0,00 0,97 0,01 4,81 7,96
Pz 0,15 0,00 0,79 0,00 0,19 8,74
P 0,26 0,00 0,66 0,00 0,40 8,82
U PMSF 0,34 0,00 0,51 0,00 0,67 6,59
Amph 3-10 0,31 0,00 0,52 0,00 0,60 6,44
Am60 0,21 0,00 0,25 0,01 0,81 6,10
Am80 0,29 0,00 0,25 0,01 1,13 5,95
nD 0,31 0,00 0,31 0,02 0,96 7,36

Bei der IEF (siehe 3.5.11) kann eine Proteinmenge von 5 bis 500 mg aufgegeben werden.
Um den Proteingehalt der Uberstandproben nach Zellaufschluss (siehe 3.5.7),
Ammoniumsulfatfallung (siehe 3.5.8) und Dialyse (siehe 3.5.9) vor dem Einfullen in die IEF-
Kammer zu kennen, wurde eine Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration nach Bradford
(siehe 3.5.10) durchgeflihrt. Diese Methode beruht auf einem Farbumschlag von rot nach
blau, der als Zunahme der Extinktion bei 595 nm gemessen wird. Um die

Proteinkonzentration der Uberstandproben bestimmen zu kénnen, wurden zu jeder IEF
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Kalibrationspunkte mit Konzentrationen von 0 bis 1 mg/mL Albumin gemessen und

anschlielRend zur Berechnung der Proteinkonzentration eine Kalibriergerade erstellt.
4.6.2 S. cerevisiae Mutante Proteinmenge und Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10

Zur Bestimmung des |IEP des bisher unbekannten Enzyms EH-1 in der LTA4H deletierten S.
cerevisiae Knockout-Mutante wurden fur IEF M 1 in 10 Kolben Zellen mit den optimierten
Parametern (siehe 3.5, 4.5.1 und 4.6.1) angezogen und 8 Zellaufschlisse durchgefiihrt. Um
eine moglichst hohe Proteinmenge bei der IEF aufzugeben, wurde das Volumen des
Mediums zur Zellanzucht in den Kolben von 500 mL auf 600 mL erhdht. (600 mL stellt das
maximale Fassungsvermdgen des 1 L Erlenmeyerkolbens dar.) Nach 80 %iger
Ammoniumsulfatfallung (siehe 3.5.8), Dialyse (siehe 3.5.9) mittels T/E-Puffer 10/5 mM und
Proteinbestimmung nach Bradford (siehe 3.5.10) wurde der Uberstand (163 mg Protein)
unter Verwendung von Ampholyten pH-Bereich 3 bis 10 in die IEF-Kammer aufgegeben und
die IEF flr 4 h zur Proteintrennung nach dem IEP durchgefiihrt. Die Inkubation und GC-SIM-
MS Analyse (siehe 3.5.12 und 3.5.13) erfolgte nach pH-Wert Messung und Einstellung der
IEF-Fraktionen auf das Volumen der Fraktion mit dem héchsten Volumen (2 mL).

Um die Ergebnisse besser einordnen zu kdnnen und mit denen aus Kapitel 4.5.1 vergleichen
zu kénnen, wurden zusatzlich die Zellaufschlussproben inkubiert und analysiert. Die E/t-
Quotienten fur die Zellaufschlussproben waren vergleichbar mit denen aus Kapitel 4.5.1, so
dass sie nicht weiter betrachtet wurden.

Von der IEF M 1 wurden die Fraktionen 4 bis 14 mit pH-Werten 4,21 bis 7,74 untersucht. Der
maximale E/t-Quotienten = 0,77 wurde bei Fraktion 9 (pH-Wert 5,72) nachgewiesen, die
Konzentration der erythro-Produkte (Lacton und DiOH) lag bei 0,28 ppm und die der threo-
Produkte (Lacton und DiOH) bei 0,36 ppm (siehe Tab. 25).

Insgesamt lag der E/t-Quotient > 0,5 in 4 Fraktionen (Fraktionen 8 bis 11) und in 7
Fraktionen > 0,40 (Fraktionen 7 bis 13). Bei den Fraktionen 4, 5, 6 und 14 wurden E/t-
Quotienten < 0,35 nachgewiesen. Die héchste Konzentration fur das erythro-Lacton (0,31
ppm) und fir das threo-Lacton (0,47 ppm) wurden in Fraktion 11 (pH-Wert 6,62)
nachgewiesen. Erythro-DiOH konnte nicht nachgewiesen werden, wahrend die hdchste
Konzentration fur threo-DiOH (0,56 ppm) in Fraktion 4 (pH-Wert 4 ,21) mit dem niedrigsten
pH-Wert bestimmt wurde. Die E/t-Quotienten und Konzentrationen der erythro- bzw. der
threo-Produkte aller untersuchten Fraktionen sind in Tabelle 25 aufgefuhrt.

Mit IEF M1 konnte der IEP des bisher unbekannten Enzyms EH-1, Uber die Fraktionen 7 bis
13 (E/t-Quotient > 0,40), auf einen pH-Bereich 4,92 bis 7,48 eingegrenzt werden. Dabei gab
es keine scharfe Trennung der Fraktionen mit hohem und mit niedrigem E/t-Quotienten.
Moglicherweise reichte die Trennleistung der Isoelektrischen Fokussierung fir eine

Gesamtproteinmenge von 163 mg nicht aus.



Tabelle 25: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der
IEF-Fraktionen der S. cerevisiae Mutante (Proteinmenge 163 mg) nach Isoelektrischer Fokussierung IEF M

1 (Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10).
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Konzentration in ppm
\EF M 1 erythro- erythro- threo- threo- Elt-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Fraktion 4 0,06 0,00 0,26 0,56 0,07 4,21
Fraktion 5 0,06 0,00 0,21 0,28 0,12 4,50
Fraktion 6 0,14 0,00 0,27 0,23 0,28 4,68
Fraktion 7 0,18 0,00 0,22 0,19 0,44 4,92
Fraktion 8 0,16 0,00 0,13 0,12 0,66 5,43
Fraktion 9 0,28 0,00 0,26 0,10 0,77 5,72
Fraktion 10 0,29 0,00 0,28 0,11 0,76 6,31
Fraktion 11 0,31 0,00 0,47 0,07 0,57 6,62
Fraktion 12 0,21 0,00 0,42 0,03 0,48 7,07
Fraktion 13 0,17 0,00 0,35 0,00 0,49 7,48

Um eine scharfe Trennung der Fraktionen mit hohem und mit niedrigem E/t-Quotienten zu
erreichen und damit eine Eingrenzung des IEP auf einen schmalen pH-Bereich zu erzielen,
wurde bei IEF M 2 mit verringerter Kolbenanzahl bei der Zellanzucht gearbeitet (6 Kolben
anstelle von 10 Kolben mit 6 Zellaufschlissen). Alle anderen Parameter wurden analog zu
IEF M 1 gewahlt.

Mit einer Gesamtproteinmenge von 104 mg wurde eine IEF (4 h) durchgeflhrt (Ampholyte
pH-Bereich 3 bis 10). Danach wurde der pH-Wert der IEF-Fraktionen (ohne Fraktion 9, die
kein Volumen enthielt) gemessen, das Volumen auf 2 mL eingestellt und die Fraktionen
inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation erfolgte die GC-SIM-MS Analyse.

Von der IEF M 2 wurden die Fraktionen 5 bis 14 mit pH-Werten 4,26 bis 7,50 untersucht. Der
Verlauf fir die E/t-Quotienten der Fraktionen entsprach bei IEF M 2 dem Verlauf von IEF M 1
(siehe Abb. 34).
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Abbildung 34: E/t-Quotienten und pH-Werte der IEF-Fraktionen der S. cerevisiae Mutante nach
Isoelektrischer Fokussierung mit Ampholyten pH-Bereich 3 bis 10. Dabei wurden verschiedene
Proteinmengen eingesetzt: IEF M 1 - 163 mg, IEF M 2 104 mg, IEF M 3 70 mg und IEF M 4 — 68 mg.

Der maximale E/t-Quotienten = 0,91 lag bei Fraktion 8 (pH-Wert 5,35), und somit hoéher als
bei IEF M 1 (E/t-Quotient = 0,77). Die Konzentration der erythro-Produkte lag bei 0,26 ppm
und die der threo-Produkte bei 0,28 ppm (siehe Tab. 26).

Tabelle 26: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

IEF-Fraktionen der S. cerevisiae Mutante (Proteinmenge 104 mg) nach Isoelektrischer Fokussierung IEF M
2 (Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10).

Konzentration in ppm
EF M 2 erythro- erythro- threo- threo- Eft-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Fraktion 5 0,05 0,00 0,17 0,29 0,10 4,26
Fraktion 6 0,07 0,00 0,17 0,09 0,26 4,49
Fraktion 7 0,13 0,00 0,16 0,06 0,58 4,86
Fraktion 8 0,26 0,00 0,22 0,06 0,91 5,35
Fraktion 10 0,25 0,00 0,23 0,05 0,87 5,93
Fraktion 11 0,25 0,00 0,30 0,02 0,77 6,23
Fraktion 12 0,17 0,00 0,28 0,00 0,61 6,65
Fraktion 13 0,17 0,00 0,73 0,00 0,23 7,19
Fraktion 14 0,11 0,00 1,21 0,00 0,09 7,50

Damit waren die Konzentrationen der erythro-Produkte vergleichbar mit IEF M 1, wahrend

die Konzentrationen der threo-Produkte verringert waren. Die Konzentration des erythro-
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Lactons (0,26 ppm) war die hochste bestimmte Konzentration von allen untersuchten IEF-
Fraktionen. Mit IEF M 2 konnte eine scharfere Trennung zwischen den Fraktionen mit hohem
und mit niedrigem E/t-Quotienten erreicht werden. Bei IEF M 2 hatten nur noch 5 Fraktionen
(Fraktionen 7 bis 12) einen E/t-Quotienten > 0,40 (siehe Tab. 26).

Bei IEF M1 waren es noch 7 Fraktionen. Bei den Fraktionen 5, 6, 13 und 14 wurden E/t-
Quotienten < 0,30 nachgewiesen. Die héchste Konzentration fir das threo-Lacton (1,21ppm)
wurde in der Fraktion mit dem hochsten pH-Wert nachgewiesen (Fraktion 14 - pH-Wert 7,50)
und die héchste Konzentration (0,29 ppm) fir threo-DiOH in der Fraktion mit dem niedrigsten
pH-Wert (Fraktion 5 - pH-Wert 4,26). Die E/t-Quotienten und Konzentrationen der erythro-
bzw. der threo-Produkte aller untersuchten Fraktionen sind in Tabelle 26 aufgeflhrt.

Der IEP konnte mit IEF M 2 (ber die Fraktionen 7 bis 12 mit einem E/t-Quotienten Uber 0,55

auf einen pH-Bereich 4,86 bis 6,23 weiter eingegrenzt werden.

Da die Verringerung der Proteinmenge bei der IEF zu einer scharferen Trennung der
Fraktionen mit hohem und mit niedrigem E/t-Quotienten flhrte, wurde bei IEF M 3 die Anzahl
der Kolben bei der Zellanzucht weiter verringert (von 6 Kolben auf 4 Kolben mit 4
Zellauschlussen). Damit sollte die Trennung noch deutlicher zu erkennen sein und somit der
IEP auf einen schmalen pH-Bereich eingegrenzt werden konnen. Bei der IEF M 3 wurden 70
mg eingesetzt. (Bedingungen waren analog zu IEF M 1 und IEF M 2).

Bei IEF M 2 wurde die hochste Konzentration flr das threo-Lacton in der Fraktion mit dem
héchsten pH-Wert 7,50 nachgewiesen und die hoéchste Konzentration fir die threo-DiOH in
der Fraktion mit dem niedrigsten pH-Wert 4,26. Deshalb wurden bei IEF M 3 die Fraktionen 5
bis 16 mit pH-Werten 3,03 bis 9,51 inkubiert, um einen breiteren pH-Bereich abzudecken.
Der Verlauf fur die E/t-Quotienten der Fraktionen entsprach bei IEF M 3 dem Verlauf von IEF
M 1 bzw. IEF M 2 (siehe Abb. 34). Der maximale E/t-Quotienten = 1,83 lag bei Fraktion 9
(pH-Wert 5,15) und war somit doppelt so hoch wie als bei IEF M 2 (E/t-Quotient = 0,91). Die
Konzentration der erythro-Produkte lag bei 0,19 ppm und die der threo-Produkte bei 0,10
ppm (siehe Tab. 27).

Die Trennung zwischen den Fraktionen mit hohem und mit niedrigem E/t-Quotienten war im
Vergleich zu IEF M 2 noch schéarfer. Es gab dabei 4 Fraktionen (Fraktionen 8 bis 11) mit
einem E/t-Quotienten > 1,35. Fur alle anderen Fraktionen lag der E/t-Quotienten < 0,40
(siehe Tab. 27). Die hdéchste Konzentration fur das erythro-Lacton (0,31 ppm) wurde in
Fraktion 10 (pH-Wert 5,68) nachgewiesen, die hochste Konzentration flr das threo-Lacton
(1,25 ppm) wurde in Fraktion 15 (pH-Wert 8,73) nachgewiesen und die hdchste
Konzentration (1,86 ppm) fur threo-DiOH in Fraktion 5 (pH-Wert 3,03). Dabei konnte fur die
threo-DiOH wieder die héchste Konzentration in der Fraktion mit dem niedrigsten pH-Wert
bestimmt werden, wahrend die Konzentration fir das threo-Lacton in Fraktion 16 (pH-Wert
9,51) mit 0,84 ppm niedriger war als bei Fraktion 15 (pH-Wert 8,73). Die E/t-Quotienten und



-99-

Konzentrationen der erythro- bzw. der threo-Produkte aller untersuchten Fraktionen sind in
Tabelle 27 aufgefuhrt
Tabelle 27: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

IEF-Fraktionen der S. cerevisiae Mutante (Proteinmenge 70 mg) nach Isoelektrischer Fokussierung IEF M
3 (Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10).

Konzentration in ppm
IEF M 3 erythro- erythro- threo- threo- Elt-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Fraktion 5 0,08 0,00 0,34 1,86 0,04 3,03
Fraktion 6 0,08 0,00 0,16 0,7 0,09 3,81
Fraktion 8 0,18 0,00 0,1 0,01 1,58 4,68
Fraktion 9 0,19 0,00 0,09 0,01 1,83 5,15
Fraktion 10 0,32 0,00 0,18 0,01 1,65 5,68
Fraktion 11 0,31 0,00 0,22 0,01 1,38 6,41
Fraktion 12 0,17 0,00 0,44 0,00 0,38 7,12
Fraktion 13 0,09 0,00 0,57 0,00 0,16 7,47
Fraktion 14 0,12 0,00 0,87 0,00 0,14 8,03
Fraktion 15 0,08 0,00 1,25 0,00 0,06 8,73
Fraktion 16 0,08 0,00 0,84 0,00 0,10 9,51

Mit IEF M3 konnte eine scharfe Trennung der Fraktionen mit hohem und mit niedrigem E/t-
Quotienten erreicht werden. Der pH-Bereich des IEP flr die Fraktionen 8 bis 11 mit einem
hohen E/t-Quotienten (> 1,35) lag zwischen pH-Wert 4,68 und 6,41 und war somit mit dem
pH-Bereich fur den IEP vergleichbar, der bei IEF M 2 eingegrenzt wurde.

Um die Ergebnisse bestatigen zu kdnnen, und den pH-Bereich fir den IEP des bisher
unbekannten Enzyms besser einzugrenzen zu kénnen, wurde mit IEF M 4 analog zu IEF M 3
bei der Zellanzucht 4 Kolben verwendet und anschlieRend 4 Zellaufschlisse durchgefihrt.
68 mg Protein wurden unter den gleichen Bedingungen mittels IEF fraktioniert, der pH-Wert
gemessen und ein Volumen von 1,75 mL eingestellt. Die Fraktionen 1 bis 15 (pH-Wert 3,32
bis 9,19) wurden inkubiert und mittels GC-SIM-MS analysiert.

Der Verlauf fir die E/t-Quotienten in den Fraktionen im pH-Bereich des IEP lag zwischen
denen von IEF M 2 und IEF M 3 (siehe Abb. 34). Analog zu IEF M 3 ein E/t-Quotient > 0,5 in
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4 Fraktionen (Fraktion 6 bis 9) nachgewiesen. Alle anderen Fraktionen haben einen E/t-
Quotienten < 0,4. Der maximale E/t-Quotient = 1,47 lag bei Fraktion 8 (pH-Wert 5,49) mit
einer Konzentration der erythro-Produkte (nur erythro-Lacton) von 0,19 ppm. Dies war die
héchste Konzentration aller IEF-Fraktionen. Die Konzentration der threo-Produkte betrug bei
Fraktion 8 0,13 ppm (siehe Tab. 28).

Tabelle 28: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

IEF-Fraktionen der S. cerevisiae Mutante (Proteinmenge 68 mg) nach Isoelektrischer Fokussierung IEF M
4 (Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10).

Konzentration in ppm
IEF M 4 erythro- erythro- threo- threo- E/t-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Fraktion 2 0,05 0,00 0,35 1,56 0,03 3,32
Fraktion 3 0,04 0,00 0,13 0,11 0,19 3,70
Fraktion 4 0,06 0,00 0,30 0,34 0,09 4,15
Fraktion 5 0,06 0,00 0,10 0,06 0,39 4,37
Fraktion 6 0,08 0,00 0,09 0,05 0,59 4,79
Fraktion 7 0,16 0,00 0,15 0,00 1,07 5,35
Fraktion 8 0,19 0,00 0,13 0,00 1,47 5,49
Fraktion 9 0,19 0,00 0,25 0,00 0,74 6,80
Fraktion 10 0,16 0,00 0,51 0,01 0,31 7,10
Fraktion 11 0,06 0,00 0,53 0,00 0,12 7,29
Fraktion 12 0,06 0,00 0,86 0,00 0,06 7,86
Fraktion 13 0,10 0,00 1,30 0,00 0,08 8,08
Fraktion 14 0,04 0,00 0,95 0,00 0,04 8,28
Fraktion 15 0,07 0,00 0,89 0,00 0,08 8,71
Fraktion 16 0,04 0,00 0,71 0,00 0,06 9,19

Die héchste Konzentration fur das threo-Lacton (1,30 ppm) wurde in Fraktion 13 (pH-Wert
8,08) nachgewiesen und die héchste Konzentration (1,56 ppm) fir die threo-DiOH in Fraktion
2 (pH-Wert 3,32). Dabei konnte fir die threo-DiOH wie in allen vorherigen IEF die hochste
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Konzentration in der Fraktion mit dem niedrigsten pH-Wert bestimmt werden, wahrend die
Konzentration fiur das threo-Lacton in Fraktion 13 (pH-Wert 8,08) dem héchsten lag und
anschlieRend fur die Fraktionen 14 bis 19 (pH-Werte 8,28 bis 9,19) wieder stetig abnahm
(siehe Tab. 28).

Somit konnte die Beobachtung aus IEF M 3 bestatigt werden. Die E/t-Quotienten und
Konzentrationen der erythro- bzw. der threo-Produkte aller untersuchten Fraktionen sind in
Tabelle 28 aufgefuhrt

Der IEP konnte bei IEF M 4 auf den pH-Bereich 4,79 bis 6,80 durch die Fraktionen 6 bis 9
mit hoher E/t-Quotienten > 0,5 eingegrenzt werden und war vergleichbar mit dem pH-Bereich
bei IEF M2 und IEF M 3.

Zusammenfassung:

e Eine Verringerung der Proteinmenge von ca. 160 mg (IEF M 1) bzw. ca. 100 mg (IEF
M 2) auf ca. 70 mg (IEF M 2 und IEF M 4) fihrte zu einer besseren Trennung der

Fraktionen mit hohem und mit niedrigem E/t-Quotienten.

e Der IEP des bisher unbekannten Enzyms EH-1 konnte mit den Fraktionen, die einen
E/t-Quotienten > 0,5 haben auf einen pH-Bereich von 4,68 bis 6,80 eingegrenzt

werden.

o Die Konzentration des erythro-Lactons war in der Fraktion mit dem hochsten E/t-
Quotienten (IEF M 2 und IEF M 4) am hochsten. Bei IEF M 3 bzw. IEF M 1 lag die
hdchste Konzentration des erythro-Lactons in der Fraktion vor, die um 0,5 bzw. 0,9

pH-Einheiten héher lag als die Fraktion mit dem maximalen E/t-Quotienten.

o Die Konzentration des threo-Lactons nahm in allen IEF mit steigendem pH-Wert
stetig zu und war in der Fraktion mit einem pH-Wert ca. 8,5 am hochsten. In
Fraktionen mit pH-Werten > 8,5 nahm die Konzentration fir das threo-Lacton wieder
ab. Im sehr niedrigen sauren pH-Bereich lag ebenfalls eine hohe Konzentration des
threo-Lactons vor. Dies deckte sich mit den Ergebnissen zur Bestimmung des pH-
Optimums (siehe 4.4.3 und 4.4.4).

e Die Konzentration der threo-DiOH war bei allen IEF in der Fraktion mit dem
niedrigsten pH-Wert am hochsten und nahm mit steigendem pH-Wert, analog zu den
Versuchen zur Bestimmung des pH-Optimums (siehe 4.4.3 und 4.4.4), stetig ab.
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4.6.3 S. cerevisiae Mutante pH-Wert Einstellung

Nachdem in Kapitel 4.6.2 die optimale Proteinmenge fur die erfolgreiche Durchflihrung einer
IEF bestimmt werden konnte, sollte in diesem Kapitel mit IEF M 5 untersucht werden, ob mit
einer pH-Werteinstellung der IEF-Fraktionen auf das pH-Optimum von EH-1 (in Tris/EDTA-
Puffer (pH-Wert ca. 8,0 - siehe 4.4.4), eine Erhéhung der E/t-Quotienten erzielt werden kann.
Die Bedingungen wurden analog zu IEF M 3, mit dem bisher héchsten E/t-Quotienten flr
eine |EF-Fraktion von 1,83 (pH-Wert 5,15) gewahlt. Die bei der IEF eingesetzte
Proteinmenge lag mit 60 mg geringfligig unterhalb der bei IEF M 3 (70 mg). Nach der IEF
wurde der pH-Wert der Fraktionen 4 bis 15 (pH-Wert 3,87 bis 9,30) gemessen, anschlieliend
wurden 500 uL entnommen und direkt inkubiert (IEF M 5) und bei weiteren 500 uL jeder
Fraktion vor der Inkubation mittels einiger Tropfen NaOH (5 M) bzw. HCI (5 M) ein pH-Wert
ca. 8,0 eingestellt (IEF M 5 pH-Wert 8).

Der Verlauf fir die E/t-Quotienten war fir beide Versuchsreihen vergleichbar (siehe Abb. 35).
Die Fraktion mit dem maximalen E/t-Quotienten bei der Versuchsreihe der Proben, bei
denen der pH-Wert auf 8,0 eingestellt wurde, war um eine Fraktion nach oben verschoben.
Fiur die direkt inkubierten Proben (IEF M 5) lag der maximale E/t-Quotienten = 0,67 bei
Fraktion 7 (pH-Wert 5,59) und fir die auf pH-Wert 8 eingestellten Proben (IEF M5 pH-Wert
8) lag der maximale E/t-Quotient = 0,71 bei Fraktion 8 (pH-Wert 6,21). Die geringeren
maximalen E/t-Quotienten im Vergleich zu IEF M 3 ergaben sich mdglicherweise aus der
Lagerung dieses Uberstandes zwischen Dialyse und IEF (4 Wochen / - 20 °C). Dies kénnte

zu einem Verlust der Wirkungsweise des Enzyms EH-1 geflihrt haben.
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Abbildung 35: E/t-Quotienten und pH-Werte der IEF-Fraktionen der S. cerevisiae Mutante nach
Isoelektrischer Fokussierung (Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10). Dabei wurden die IEF-Fraktionen einmal
direkt verwendet (IEF M 5) und auf das pH-Optimum des bisher unbekannten Enzyms EH-1 eingestelit (IEF
M 5 pH-Wert 8).
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Zum Vergleich sind die Konzentrationen der erythro- und threo-Produkte der direkt
verwendeten Faktionen (IEF M 5) und der Proben nach pH-Wert Einstellung (IEF M5 pH-

Wert 8) in Tabelle 29 zusammen gestellt.

Tabelle 29: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der
IEF-Fraktionen der S. cerevisiae Mutante (Proteinmenge 60 mg) nach Isoelektrischer Fokussierung mit
Ampholyten pH-Bereich 3 bis 10. Dabei wurden die IEF-Fraktionen einmal direkt verwendet (IEF M 5) und
einmal auf das pH-Optimum des bisher unbekannten Enzyms EH-1 eingestellt (IEF M 5 pH-Wert 8).

IEFM5 IEF M 5 pH-Wert 8
Konzentration in ppm Konzentration in ppm

IEF- H- - - - H- - - -

e, | wort | Lacton | Lacton | DioH | @ | War | Lacton | Lovton | oiow |
4 3,87 0,09 0,09 2,01 0,04 7,76 0,04 0,48 0,29 0,05
5 4,29 0,09 0,04 1,48 0,06 7,97 0,06 1,14 0,15 0,04
6 5,04 0,08 0,05 0,63 0,11 8,16 0,21 0,94 0,06 0,21
7 5,59 0,22 0,14 0,19 0,67 7,87 0,30 0,50 0,08 0,52
8 6,21 0,20 0,19 0,19 0,52 8,11 0,39 0,50 0,04 0,71
9 6,82 0,15 0,24 0,38 0,24 8,10 0,19 0,90 0,08 0,19

10 7,30 0,08 0,48 0,38 0,10 - - - - -

11 7,78 0,07 0,96 0,17 0,06 - - - - -

12 8,04 0,08 0,96 0,08 0,07 - - - - -

13 8,43 0,07 1,27 0,13 0,05 8,14 0,05 1,27 0,09 0,04
14 8,78 0,09 1,46 0,01 0,06 8,17 0,07 1,75 0,14 0,04
15 9,30 0,09 1,30 0,00 0,06 8,10 0,09 1,46 0,00 0,06

Die Konzentrationen des erythro-Lactons waren in den Proben, bei denen pH-Wert 8
eingestellt wurde, wie schon bei den Versuchen zum pH-Optimum zu beobachten war (siehe
4.4 .4), insgesamt hoher. Da aber auch die Summe der threo-Produkte hdher war, waren die
E/t-Quotienten insgesamt mit den Proben die direkt inkubiert wurden vergleichbar.

Far die Faktionen 4 bis 9 lagen fur die Proben mit eingestelltem pH-Wert (IEF M 5 pH-Wert
8) die Konzentrationen der threo-DiOH niedriger als in den IEF-Fraktionen die direkt
verwendet wurden (IEF M5). Fur die Konzentrationen des threo-Lactons war dies umgekehrt.

Im Alkalischen, ab Fraktion 10, nahm die Konzentration des threo-Lactons mit steigendem
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pH-Wert zu. Bei Fraktion 15 nahm fir beide Probenreihen die Konzentration des threo-
Lactons wieder ab. Diese Beobachtung und den Ergebnissen zu den ersten Versuchen der
IEF (siehe 4.7.3).

Insgesamt konnte anhand der vergleichbaren E/t-Quotienten fur beide Probenreihen gezeigt
werden, dass die pH-Werteinstellung der IEF-Fraktionen auf das pH-Optimum des bisher
unbekannten Enzyms EH-1 nur einen geringflugigen Einfluss auf die enzymatische
Umwandlung des Substrats hat. In den folgenden Versuchen wurde weiter mit den IEF-
Fraktionen ohne pH-Werteinstellung gearbeitet. Insgesamt konnte bei IEF M 5 der IEP auf
einen pH-Bereich 5,59 bis 6,21, durch die beiden Fraktionen 7 und 8 mit einem E/t-

Quotienten > 0,5, eingegrenzt werden.

4.6.4 S. cerevisiae Mutante Ampholyte pH-Bereich 4 bis 6 und 5 bis 7

In Kapitel 4.7.3 konnte mit ca. 70 mg die optimale Proteinmenge fir die IEF bestimmt
werden. Weiter konnte unter Verwendung von Ampholyten (pH-Bereich 3 bis 10) der IEP des
bisher unbekannten Enzyms EH-1 mit Hilfe der IEF M 1 bis 5 auf einen pH-Bereich 4,68 bis
6,80 eingegrenzt werden. Mit Ampholyten, die im pH-Bereich des bisher ermittelten IEP
arbeiten, sollte in diesem Kapitel der IEP weiter auf einen schmaleren Bereich eingegrenzt
werden. Bei IEF M 6 wurden Ampholyte pH-Bereich 4 bis 6 und bei IEF M 7 Ampholyte pH-
Bereich 5 bis 7 verwendet. Bei beiden Versuchen wurden die Bedingungen analog zu IEF M
3 gewahlt. Bei der Zellanzucht wurden 4 Kolben mit anschlielRend 4 Zellaufschlissen
eingesetzt. Nach Ammoniumsulfatfallung und Dialyse wurden mit 69 mg (IEF M 6) bzw. 67
mg (IEF M 7) Protein die IEF (4 h) durchgefuhrt. Bei den zur Inkubation und GC-SIM-MS
Analyse verwendeten IEF-Fraktionen wurde der pH-Wert gemessen und das Volumen

Versuchen auf etwa 1,75 mL eingestellt.
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Abbildung 36: E/t-Quotienten und pH-Werte der IEF-Fraktionen der S. cerevisiae Mutante nach
Isoelektrischer Fokussierung Dabei wurden verschiedene Ampholyte eingesetzt: IEF M 6 - pH-Bereich 4
bis 6, IEF M 7 - pH-Bereich 5 bis 7.
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Die Verlaufe fur die E/t-Quotienten in den Fraktionen der IEF M 6 und IEF M 7 war
vergleichbar mit denen unter Verwendung der Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10 (siehe Abb. 34
und Abb. 36).

Bei IEF M 6 wurden die Fraktionen 11 bis 18 (pH-Wert 4,49 bis 7,22) untersucht. Dabei
wurden in 3 Fraktionen (Fraktion 15 bis 17) ein E/t-Quotient > 0,8 nachgewiesen. Alle
anderen Fraktionen hatten einen E/t-Quotienten < 0,45 (siehe Tab. 30).

Tabelle 30: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

IEF-Fraktionen der S. cerevisiae Mutante (Proteinmenge 69 mg) nach Isoelektrischer Fokussierung IEF M
6 (Ampholyte pH-Bereich 4 bis 6).

Konzentration in ppm
EF M 6 erythro- erythro- threo- threo- Elt-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Fraktion 11 0,06 0,00 0,24 0,28 0,12 4,49
Fraktion 12 0,14 0,00 0,24 0,25 0,28 4,63
Fraktion 13 0,16 0,00 0,27 0,24 0,31 4,79
Fraktion 14 0,23 0,00 0,36 0,18 0,42 5,05
Fraktion 15 0,38 0,00 0,34 0,13 0,80 5,20
Fraktion 16 0,42 0,00 0,22 0,13 1,17 5,53
Fraktion 17 0,32 0,00 0,25 0,05 1,06 6,11
Fraktion 18 0,14 0,00 1,32 0,04 0,10 7,22

Damit konnte analog zu IEF M 3 eine scharfe Trennung zwischen den Fraktionen mit hohem
und mit niedrigem E/t-Quotienten erzielt werden. Der maximale E/t-Quotient = 1,17 lag bei
Fraktion 16 (pH-Wert 5,53) mit einer Konzentration der erythro-Produkte (nur Lacton) von
0,42 ppm. Dies war die hdchste Konzentration aller IEF-Fraktionen und die Konzentration lag
auch héher als bei allen IEF Ampholyte 3 bis 10.

Die Konzentration der threo-Produkte (Lacton und DiOH) betrug bei Fraktion 16 0,35 ppm
(siehe Tab. 30). Die hdéchste Konzentration fir das threo-Lacton (1,30 ppm) wurde in
Fraktion 18 (pH-Wert 7,22) nachgewiesen und die héchste Konzentration (0,28 ppm) fir die
threo-DiOH in Fraktion 11 (pH-Wert 4,49). Dabei konnte fir die threo-DiOH wie in allen
vorherigen IEF (Ampholyte 3 bis 10) die hdchste Konzentration in der Fraktion mit dem
niedrigsten pH-Wert bestimmt werden. Bei dieser IEF wurde die Konzentration fir das threo-

Lacton in der Fraktion mit dem hochsten untersuchten pH-Wert nachgewiesen. (siehe Tab.
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30). Die E/t-Quotienten und Konzentrationen der erythro- bzw. der threo-Produkte aller
untersuchten Fraktionen sind in Tabelle 30 aufgefuhrt Der pH-Bereich fur den IEP lag bei IEF
M 6 vergleichbar mit den vorherigen Versuchen im pH-Bereich 5,20 bis 6,11.

Bei IEF M 7 wurden die Fraktionen 3 bis 18 (pH-Wert 4,30 bis 8,14) untersucht. Analog zu
IEF M 6 der Mutante, wurde auch hier in 3 Fraktionen (Fraktion 7 bis 9) ein E/t-Quotient > 0,7
nachgewiesen (siehe Tab. 31).

Tabelle 31: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

IEF-Fraktionen der S. cerevisiae Mutante (Proteinmenge 67 mg) nach Isoelektrischer Fokussierung IEF M
7 (Ampholyte pH-Bereich 5 bis 7).

Konzentration in ppm
\EF M 7 erythro- erythro- threo- threo- Elt-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Fraktion 3 0,03 0,00 0,50 0,55 0,02 4,30
Fraktion 4 0,03 0,00 0,34 0,35 0,04 4,44
Fraktion 5 0,06 0,00 0,28 0,16 0,14 4,72
Fraktion 6 0,12 0,00 0,14 0,10 0,48 4,92
Fraktion 7 0,15 0,00 0,16 0,02 0,81 5,23
Fraktion 8 0,24 0,00 0,12 0,09 1,14 5,41
Fraktion 9 0,12 0,00 0,14 0,03 0,71 5,54
Fraktion 10 0,08 0,00 0,14 0,03 0,46 5,90
Fraktion 11 0,03 0,00 0,14 0,03 0,20 6,05
Fraktion 12 0,03 0,00 0,10 0,02 0,21 6,28
Fraktion 13 0,03 0,00 0,16 0,04 0,15 6,51
Fraktion 14 0,03 0,00 0,14 0,04 0,16 6,31
Fraktion 15 0,03 0,00 0,27 0,04 0,11 6,71
Fraktion 16 0,02 0,00 0,37 0,02 0,04 7,15
Fraktion 17 0,02 0,00 0,41 0,00 0,04 7,58
Fraktion 18 0,02 0,00 0,71 0,00 0,03 8,14
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Alle anderen Fraktionen hatten einen E/t-Quotienten < 0,5. Der maximale E/t-Quotient = 1,14
wurde bei Fraktion 8 mit (pH-Wert 5,41) nachgewiesen und war vergleichbar mit dem
maximalen E/t-Quotienten = 1,17 fur IEF M 6 (pH-Wert 5,53). Auch hier war die
Konzentration des erythro-Lactons mit 0,24 ppm in Fraktion 8 mit dem maximalen E/t-
Quotienten am hochsten. Fur die threo-Produkte (Lacton und DiOH) wurde in dieser Fraktion
eine Konzentration von 0,21 ppm bestimmt.

Analog zu IEF M 6 wurde die héchste Konzentrationen der threo-DiOH (0,55 ppm) in der
Fraktion mit dem niedrigsten pH-Wert (Fraktion 3 — pH-Wert 4,30) und die hochste
Konzentration des threo-Lactons (0,71 ppm) in der Fraktion mit dem hochsten pH-Wert
(Fraktion 18 - pH-Wert 8,14) bestimmt (siehe Tab. 31).

Unter Verwendung der Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10, wurde der IEP auf den pH-Bereich
4,68 bis 6,8 begrenzt. Mit Hilfe der Ampholyte pH-Bereich 4 bis 6 bzw. pH-Bereich 5 bis 7
konnte der IEP auf einen schmaleren pH-Bereich von 5,20 bis 6,11 (pH-Bereich etwa 5 bis 6)
eingegrenzt werden.

Der hochste maximale E/t-Quotient = 1,83 aller Versuche wurde bei IEF M 3 bestimmt und
der niedrigste maximale E/t-Quotient = 0,67 bei IEF M 5. Die Verringerung der
enzymatischen Wirkungsweise von EH-1 bei IEF M 5 lag mdglicherweise an der Lagerung
des Uberstands fiir 4 Wochen bei — 20 °C.

Der IEP fur das bisher unbekannte Enzym EH-1 wurde aus den pH-Werten der Fraktionen
mit dem maximale E/t-Quotienten der IEF M 1 bis IEF M7 bestimmt und lag im pH-Bereich
5,15 bis 5,75, mit einem Mittelwert von 5,49 und einem Mittelwert fir den E/t-Quotienten von
1,10 (siehe Abb. 37).
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Abbildung 37: pH-Werte der IEF-Fraktionen mit den héchsten E/t-Quotienten (Isoelektrischer Punkt) bei
den einzelnen Isoelektrischen Fokussierungen der S. cerevisiae Mutante (IEF M 1 bis IEF M7).
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4.6.5 S. cerevisiae Wildtyp, S. carlsbergensis RH und S. bayanus

Um die Ergebnisse der IEF zur Bestimmung des IEP des bisher unbekannten Enzyms EH-1
in der S. cerevisiae Knockout-Mutante besser einordnen zu konnen, wurden in diesen
Kapitel zum Vergleich IEF mit den Saccharomyces Stammen WT, RH und B durchgeflhrt.

In Kapitel 4.6.2 wurde flr die Mutante eine ideale Kolbenanzahl von 4 Kolben fir die
Zellanzucht (siehe 3.5.4) bestimmt. Diese Kolbenanzahl wurde ebenfalls fur den RH Stamm
und S. bayanus eingesetzt. Fir den Wildtyp wurden 5 Kolben verwendet, da dieser Stamm
ein langsameres Zellwachstum aufweist (siehe 4.4). Nach Ammoniumsulfatfallung (siehe
3.5.8), Dialyse (siehe 3.5.9) und Proteinbestimmung nach Bradford (siehe 3.5.10) wurde in
die IEF-Kammer mittels Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10 eine Proteintrennung nach dem IEP
durchgefihrt (siehe 3.5.11). Nach pH-Wert Messung und Anpassung des Volumens an die
IEF-Fraktion mit dem groten Volumen (1,75 mL bis 2 mL), erfolgte die Inkubation und
Analyse mittels GC-SIM-MS (siehe 3.5.13 und 3.5.14).

Fir Saccharomyces cerevisiae Wildtyp wurden bei der IEF WT 8a 76 mg Protein verwendet
und nach Durchfiihrung der IEF die Fraktionen 3 bis 15 mit pH-Werten 3,69 bis 8,56
untersucht. Der Verlauf fir den E/t-Quotienten war flr den Wildtyp insgesamt vergleichbar zu
den Verlaufen der IEF der Mutante.

Der maximale E/t-Quotient lag bei Fraktion 8 mit 1,23 (pH-Wert 5,76), mit einer
Konzentration der erythro-Produkte von 0,16 ppm und die der threo-Produkte bei 0,11 ppm
(siehe Tab. 32).

Insgesamt lag in 3 Fraktionen der E/t-Quotient > 0,7 (Fraktionen 7 bis 9) und in 5 Fraktionen
> 0,40 (Fraktionen 6 bis 10). Dies war vergleichbar mit IEF M 7. Bei den Fraktionen 3 bis 5
und 11 bis 14 wurden E/t-Quotienten < 0,20 nachgewiesen. Der maximale E7t-Quotient
wurde in Fraktion 8 (pH-Wert 5,76 nachgewiesen mit Konzentrationen der erythro-Produkte
(nur Lacton) von 0,16 ppm und Konzentrationen der threo-Produkte (Lacton und DiOH) von
0,11 ppm. Die hdchste Konzentration fur das erythro-Lacton wurde mit 0,20 ppm in Fraktion
7 (pH-Wert 5,37) und die héchste Konzentration fir das threo-Lacton mit 0,90 ppm wurde in
Fraktion 14 (pH-Wert 8,15) nachgewiesen. Erythro-DiOH konnte nicht nachgewiesen
werden, wahrend die héchste Konzentration mit 0,60 ppm flr threo-DiOH fir in Fraktion 3
(pH-Wert 3,69) bestimmt wurde. Die E/t-Quotienten und Konzentrationen der erythro- bzw.
der threo-Produkte aller untersuchten Fraktionen sind in Tabelle 32 aufgefihrt.

In einer zweiten IEF WT 9a konnten die Ergebnisse bestatigt werden; der Verlauf fir die E/t-
Quotienten war analog zu IEF WT 8a. (sieche Abb. 38 a). Aufgrund der niedrigeren
eingesetzten Proteinmenge von 61 mg im Vergleich zu 76 mg bei der ersten IEF, war der

maximale E/t-Quotient geringfligig niedriger und lag um etwa 0,5 pH-Einheiten héher.
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Der IEP konnte mit IEF WT 8a auf einen pH- Bereich von 5,37 bis 6,07 und mit IEF WT 9a
auf einen pH- Bereich von 5,50 bis 6,62 eingegrenzt werden, was den Ergebnissen zum IEP
in der Mutante entsprach.

Tabelle 32: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

IEF-Fraktionen des S. cerevisiae Wildtyps (Proteinmenge 76 mg) nach Isoelektrischer Fokussierung IEF
WT 8a (Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10).

Konzentration in ppm
IEF WT 8a erythro- erythro- threo- threo- E/t-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Fraktion 3 0,05 0,00 0,55 0,60 0,04 3,69
Fraktion 4 0,04 0,00 0,26 0,22 0,08 4,08
Fraktion 5 0,03 0,00 0,16 0,11 0,12 4,42
Fraktion 6 0,09 0,00 0,13 0,08 0,43 4,94
Fraktion 7 0,20 0,00 0,14 0,13 0,73 5,37
Fraktion 8 0,16 0,00 0,09 0,04 1,23 5,76
Fraktion 9 0,10 0,00 0,12 0,02 0,77 6,07
Fraktion 10 0,12 0,00 0,24 0,02 0,49 6,60
Fraktion 11 0,06 0,00 0,27 0,01 0,20 7,05
Fraktion 12 0,07 0,00 0,66 0,00 0,11 7,40
Fraktion 13 0,04 0,00 0,66 0,00 0,07 7,78
Fraktion 14 0,04 0,00 0,90 0,00 0,05 8,15
Fraktion 15 0,03 0,00 0,41 0,00 0,09 8,56

Far Saccharomyces carlsbergensis RH wurden bei der IEF RH 8b 80 mg Protein eingesetzt
und die Fraktionen 3 bis 15 mit pH-Werten 3,90 bis 8,88 untersucht. Der maximale E/t-
Quotient lag bei Fraktion 8 mit 1,22 (pH-Wert 5,84), mit einer Konzentration der erythro-
Produkte (Lacton) von 0,30 ppm und die der threo-Produkte (Lacton und DiOH bei 0,24 ppm
(siehe Tab. 33).

Insgesamt lag der E/t-Quotient in 5 Fraktionen > 0,5 (Fraktionen 5 bis 9). Bei allen anderen
wurden E/t-Quotienten < 0,25 nachgewiesen. Die hochste Konzentration fur das erythro-
Lacton (0,30 ppm) wurde in der Fraktion mit dem héchsten E/t-Quotienten nachgewiesen

(Fraktion 8), die fir das chemisch gebildete threo-Lacton (1,05 ppm) wurde in Fraktion 14
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(pH-Wert 8,65) nachgewiesen. Erythro-DiOH konnte nicht nachgewiesen werden, wahrend
die héchste Konzentration fur threo-DiOH mit 0,61 ppm analog zu Mutante und Wildtyp in der
Fraktion mit dem niedrigsten pH-Wert (Fraktion 3) bestimmt wurde (siehe Tab. 33).

Der Verlauf fir den E/t-Quotienten war fir den RH Stamm war mit dem von Mutante und
Wildtyp vergleichbar. Die Ergebnisse konnten auch mit der zweiten IEF RH 9b bestatigt
werden (siehe Abb. 38 b). Da auch hier, analog zum Wildtyp, eine niedrigere Proteinmenge
von 61 mg im Vergleich zu 80 mg bei der ersten IEF eingesetzt wurde, lag der maximale E/t-
Quotient auch fir den RH Stamm etwas niedriger war und lag um etwa 1,0 pH-Einheiten
hoéher. Dabei gab nur 2 Fraktionen mit einem E/t-Quotienten > 0,65.

Der IEP konnte mit IEF RH 8b auf einen pH- Bereich von 4,63 bis 6,41 und mit IEF RH 9b
auf einen schmaleren pH-Bereich von 5,74 bis 6,53 eingegrenzt werden. Dies entsprach in
etwa den Ergebnissen zu Mutante und Wildtyp.

Tabelle 33: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

IEF-Fraktionen des S. carlsbergensis RH (Proteinmenge 80 mg) nach Isoelektrischer Fokussierung IEF
RH 8b (Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10).

Konzentration in ppm
IEF RH 8b erythro- erythro- threo- threo- E/t-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Fraktion 3 0,06 0,00 0,28 0,61 0,07 3,90
Fraktion 4 0,06 0,00 0,14 0,29 0,13 4,19
Fraktion 5 0,08 0,00 0,16 0,00 0,51 4,63
Fraktion 6 0,14 0,00 0,12 0,09 0,67 5,00
Fraktion 7 0,21 0,00 0,12 0,13 0,83 5,35
Fraktion 8 0,30 0,00 0,15 0,09 1,22 5,84
Fraktion 9 0,22 0,00 0,17 0,11 0,78 6,41
Fraktion 10 0,10 0,00 0,37 0,02 0,24 6,95
Fraktion 11 0,07 0,00 0,87 0,01 0,08 7,58
Fraktion 12 0,07 0,00 0,66 0,01 0,10 7,97
Fraktion 13 0,05 0,00 0,45 0,00 0,11 8,24
Fraktion 14 0,06 0,00 1,05 0,00 0,06 8,56
Fraktion 15 0,04 0,00 0,42 0,00 0,09 8,88
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Fir die IEF B 8c wurden 77 mg Protein bei der IEF eingesetzt und Fraktionen im gleichen
pH-Bereich wie bei IEF WT 8a und IEF RH 8b untersucht (Fraktion 3 bis 15 - pH-Wert 3,77
bis 8,11).

Der Verlauf fir S. bayanus unterschied sich im pH-Bereich des IEP des bisher unbekannten
Enzyms EH-1 deutlich von den anderen Saccharomyces Stamme M, WT und RH. Im
Gegensatz zu diesen Stammen gab es fur beide IEF von B zwei Maxima (siehe Abb. 38 c).
Bei IEF 8c B lag das erste Maximum in Fraktion 5 mit 0,74 (pH-Wert 4,65), der zweite
maximale E/t-Quotient bei Fraktion 8 mit 0,84 (pH-Wert von 5,38). Die E/t-Quotienten fir die
Fraktionen 6 und 7 dazwischen lagen mit 0,63 (pH-Wert 4,93) und 0,72 (pH-Wert 5,11)
geringfugig niedriger. Auch Fraktion 9 (pH-Wert 5,62) wies einen E/t-Quotienten = 0,72 auf,
fur Fraktion 10 (pH-Werten 6,48) lag er bei 0,42. Alle anderen untersuchten Fraktionen
wiesen E/t-Quotienten < 0,40 auf (siehe Tab. 34).

Tabelle 34: Konzentrationen der gebildeten erythro- und threo-Produkte, E/t-Quotienten und pH-Werte der

IEF-Fraktionen des S. bayanus (B) (Proteinmenge 77 mg) nach Isoelektrischer Fokussierung IEF B 8c
(Ampholyte pH-Bereich 3 bis 10).

Konzentration in ppm
IEF B 8¢ erythro- erythro- threo- threo- E/t-Quotient pH-Wert
Lacton DiOH Lacton DiOH
Fraktion 3 0,07 0,00 0,19 0,32 0,14 3,77
Fraktion 4 0,06 0,00 0,11 0,06 0,33 4,27
Fraktion 5 0,10 0,00 0,13 0,02 0,74 4,65
Fraktion 6 0,13 0,00 0,16 0,04 0,63 4,93
Fraktion 7 0,10 0,00 0,11 0,02 0,72 5,11
Fraktion 8 0,10 0,00 0,11 0,02 0,84 5,38
Fraktion 9 0,09 0,00 0,11 0,02 0,72 5,62
Fraktion 10 0,08 0,00 0,17 0,01 0,42 6,48
Fraktion 11 0,08 0,00 0,20 0,01 0,39 6,63
Fraktion 12 0,06 0,00 0,23 0,00 0,26 7,08
Fraktion 13 0,05 0,00 0,43 0,00 0,12 7,60
Fraktion 14 0,04 0,00 0,44 0,00 0,10 7,78
Fraktion 15 0,04 0,00 0,48 0,00 0,08 8,11
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Die héchste Konzentration flr das erythro-Lacton (0,13 ppm) wurde in Fraktion 6 (pH-Wert
4,93) nachgewiesen, die fur das threo-Lacton (0,48 ppm) wurde in Fraktion 15 mit dem
hochsten pH-Wert 8,11 nachgewiesen. Erythro-DiIOH konnte nicht nachgewiesen werden,
wahrend die hdchste Konzentration fur threo-DiOH (0,32 ppm) fur in Fraktion 3 mit dem
niedrigsten pH-Wert (pH-Wert 3,77) bestimmt wurde. Die E/t-Quotienten und
Konzentrationen der erythro- bzw. der threo-Produkte aller untersuchten Fraktionen sind in
Tabelle 34 aufgeflhrt.

In einer zweiten IEF B 9¢c wurden die Ergebnisse bestatigt. Es gab erneut 2 Maxima fur den
E/t-Quotienten, mit geringfugig niedrigeren E/t-Quotienten im Vergleich mit IEF B 8c (siehe
Abb. 38 c). Auch fUr S. bayanus lag die eingesetzte Proteinmenge mit 65 mg niedrigerer im
Vergleich zur ersten IEF (77 mg) und die maximalen E/t-Quotienten lagen um etwa 0,7 pH-
Einheiten hoher.

Der IEP konnte mit IEF B 8c auf einen pH-Bereich von 4,68 bis 6,48 und mit IEF B 9c auf
einen pH- Bereich von 4,75 bis 6,60 eingegrenzt werden. Dies entsprach den Ergebnissen
zum |EP in der Mutante. Dabei lagen flr S. bayanus im Gegensatz zu Mutante, Wildtyp und

RH Stamm dabei 2 Maxima und nicht nur ein Maximum fir den E/t-Quotienten vor.
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Abbildung 38: E/t-Quotienten und pH-Werte der IEF-Fraktionen von Saccharomyces Stammen nach
Isoelektrischer Fokussierung mit Ampholyten pH-Bereich 3 bis 10. S. cerevisiae Wildtyp (IEF 8a WT und
IEF 9a WT) (oben), S. carlsbergensis RH (IEF RH 8b und IEF RH 9b) (Mitte) und S. bayanus (IEF B 8c und

IEF 9c) (unten).
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Zusammenfassung:

o Mit Hilfe der Mutante wurde der IEP fur das bisher unbekannte Enzym EH-1 aus den
pH-Werten der IEF-Fraktionen mit dem maximale E/t-Quotienten der IEF M 1 bis IEF
M7 auf einen pH-Bereich 5,15 bis 5,75 eingegrenzt (Mittelwert 5,49).

o Die Ergebnisse der Mutante wurden mit IEF des Wildtyps und des RH Stamms
bestatigt. Dabei waren die pH-Werte fir die IEF-Fraktionen mit dem maximale E/t-

Quotienten vergleichbar oder um etwa 0,5 bis 1,0 pH-Einheiten héher.

¢ Die maximalen E/t-Quotienten waren fur die beiden IEF von Wildtyp und RH Stamm
im Vergleich mit der Mutante gréfer als bei IEF M 1 und IEF M 2 und kleiner als bei
IEF M 3 und IEF M 4.

e FUr S. bayanus lag der IEP im vergleichbaren pH-Bereich zu den anderen
Saccharomyces Stammen, dabei gab es fir den E/t-Quotienten nicht nur ein

Maximum, sondern zwei Maxima.

¢ Die maximalen E/t-Quotienten waren fir die IEF von S. bayanus im Vergleich mit den
anderen Stammen immer am niedrigsten. Dies entsprach allen voran gegangenen

Versuchen.

e Fur alle Saccharomyces Stamme sind Proteine am |IEP ausgefallen.

Eine in der Literatur beschriebene Epoxidhydrolase in Sojabohnen besitzt einen IEP bei pH-
Wert 5,4 mit einem Molekulargewicht von 32 + 1 kDa [34]. Analog konnte flir den IEP des
bisher unbekannten Enzyms EH-1 in der Knockout-Mutante ein pH-Bereich von 5,15 bis 5,75
bestimmt werden. Um auch das Molekulargewicht von EH-1 bestimmen zu kénnen, wurden
im Folgenden (siehe 4.7) Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) mit IEF-Fraktionen, die in den Tabellen in diesem Kapitel grau unterlegt sind,

durchgefihrt.
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4.7 SDS-PAGE

In Kapitel 4.5 wurden Zellaufschlisse zur Lokalisierung des unbekannten Enzyms EH-1 in
der LTA4H deletierten Knockout-Mutante durchgeflihrt und in Kapitel 4.7 Isoelektrische
Fokussierungen zur Bestimmung des Isoelektrischen Punktes des Enzyms EH-1
durchgefihrt. Mit den Versuchen in diesem Kapitel zur Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) sollte das Molekulargewicht (MG) des Enzyms
eingegrenzt werden.

Als Anhaltspunkt diente dabei eine in der Literatur beschriebene Epoxidhydrolase in
Sojabohnen, die einen IEP von 5,4 mit einem MG von 32 + 1 kDa besitzt [34]. Analog konnte
fur den IEP von Enzyms EH-1 ein pH-Bereich von 5,15 bis 5,75 bestimmt werden. Mit Hilfe
der SDS-PAGE sollte dann uberprift werden, ob auch das MG in dem Bereich der
Epoxidhydrolase in Sojabohnen liegt.

Dabei wurden zunachst IEF-Fraktionen (in den Tabellen in 4.6 grau unterlegt) der Mutante
auf SDS-Gele aufgebracht und die enthaltenen Proteine nach MG getrennt (siehe 4.7.1). Die
Ergebnisse dieser SDS-PAGE wurden anschliefend mit denen der Saccharomyces Stamme
WT, RH und B verglichen (siehe 4.7.2). In Tabelle 35 sind die durchgefiihrten SDS-PAGE fiir

die einzelnen Stamme zusammen gestellt.

Tabelle 35: Ubersicht der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) zu den
aufgefiihrten Isoelektrischen Fokussierungen (IEF) der Stamme S. cerevisiae Mutante (M) und Wildtyp
(WT), S. carilsbergensis RH (RH) und S. bayanus (B). Es sind die verwendeten IEF-Fraktionen, die
eingesetzten Aufgabevolumina und das behandelnde Kapitel aufgefiihrt.

Versuch Stamm IEF-Fraktionen Volumen Kapitel
SDS-PAGE der IEF M 2 Mutante 6 bis 8 und 10 bis 13 10 L 471
SDS-PAGE der IEF M 2 Mutante 6 bis 8 und 10 bis 13 5L 471
SDS-PAGE der IEF M 3 Mutante 6, 8 bis 13 10 pL 471
SDS-PAGE der IEF M 6 Mutante 12 bis 18 5uL 471
SDS-PAGE der IEF WT 8a Wildtyp 4 bis 10 5L 472
SDS-PAGE der IEF RH 8b RH Stamm 4 bis 11 5puL 4.7.2
SDS-PAGE der IEF B 8c S. bayanus 4 bis 10 5puL 4.7.2
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471 S. cerevisiae Mutante

Die IEF-Fraktionen 6 bis 8 sowie 10 bis 13 der IEF M 2 wurden wie unter 3.5.15 beschrieben
verdunnt, 10 uL dieser Lésung zusammen mit 1,5 uL des Markers BIORAD Kaleidoscope auf
ein Gel aufgebracht und eine SDS-PAGE zur Trennung durchgefiuihrt (siehe Abb. 39).
Verwendet wurden die grau unterlegten Fraktionen der Tabelle 26. Als Anhaltspunkt flr das
MG diente das oben genannte MG von 32 + 1 kDa einer Epoxidhydrolase in Sojabohnen.

Das verwendete Gel und der Marker bilden einen Bereich von 10 bis 100 kDa ab.

IEF-Fraktion

—— 780kDa

— 457kDa

MG (kDa)

e 325kDa

Abbildung 39: SDS-PAGE der IEF-Fraktionen 6 bis 13 der IEF M 2 - S. cerevisiae Mutante (grau unterlegte
Fraktionen in Tabelle 26), Aufgabevolumen 10 pL je Fraktion. K = Proteinmarker (BioRad Kaleidoscope);
MG = Molekulargewicht.

Beim ersten Gel der IEF M 2 waren fur die IEF-Fraktionen zahlreiche Banden im MG Bereich
bis 78 kDa erkennbar. Dabei gab es Unterschiede im Bandenmuster zwischen den IEF-
Fraktionen mit hohem und mit niedrigem E/t-Quotienten: Fur die Fraktionen 8 und 10 mit
hohem E/t-Quotienten, waren intensive Banden geringflgig unterhalb  der
Markerproteinbande von 32,5 kDa erkennbar, wahrend diese Banden bei den Fraktionen 7,
11 und 12 mit mittlerem E/t-Quotienten deutlich schwacher ausgepragt waren. Fir die
Fraktionen mit niedrigem E/t-Quotienten, 6 und 13 waren diese Banden nur geringflgig
ausgepragt.

Im Bereich zwischen den Markerproteinbanden von 32,5 kDa und 45,7 kDa wiesen die
Fraktionen 8 und 10 sehr intensive, nahezu Uberladene Proteinbanden auf. Um diese
Uberladung zu Vermeiden und Uber schmale Banden eine bessere Aussage zur Verteilung

in den einzelnen Fraktionen (Bandenmuster) treffen zu kénnen, wurde zur IEF M 2 ein
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zweites Gel mit halbiertem Aufgabevolumen der IEF-Fraktionen (5 uL anstelle von 10 uL)
angefertigt (siehe Abb. 40). Verwendet wurden analog zum ersten Gel die grau unterlegten
IEF-Fraktionen in Tabelle 26.

IEF-Fraktion

— — 780kDa

——— 457kDa

MG (kDa)

e— 325kDa

Abbildung 40: SDS-PAGE der IEF-Fraktionen 6 bis 13 der IEF M 2 - S. cerevisiae Mutante (grau unterlegte
Fraktionen in Tabelle 26), Aufgabevolumen 5 pL je Fraktion. K = Proteinmarker (BioRad Kaleidoscope);
MG = Molekulargewicht.

Bei dieser Wiederholung unter Aufgabe eines geringeren Aufgabevolumens waren die
Banden im Bereich zwischen den Markerproteinbanden von 32,5 kDa und 45,7 deutlicher
erkennbar als beim ersten Gel zur IEF M 2. In den Fraktionen mit hohem E/t-Quotienten
(Fraktion 7, 8 und 10) waren in diesem Bereich nur drei Proteinbanden zu erkennen. Die
Intensitaten der Banden der Fraktionen 7 und 10 waren dabei geringer als in Fraktion 8, in
der der hochste E/t-Quotient = 0,91 nachgewiesen wurde. Dabei waren die Intensitaten der
Banden in Fraktion 7 (mittlerer E/t-Quotient) gréf3er als in Fraktion 10 (hoher E/t-Quotient). In
den Fraktionen 11 und 12 (mittlerer E/t-Quotient) und den Fraktionen 6 und 13 (niedriger E/t-
Quotient) traten diesen Banden nicht oder nur mit deutlich niedrigerer Intensitat auf. So
ergab sich keine eindeutige Korrelation zwischen der enzymatischen Umwandlung des
Substrats  cis-[3,4-°H.]-3,4-Epoxydecansauremethylester durch das bisher unbekannte
Enzym EH-1 und der Intensitat der Banden zwischen den Markerproteinbanden 32,5 kDa
und 45,7 kDa.

Im Bereich der Markerproteinbanden unter 32,5 kDa war fur die Fraktionen 7 bis 12 analog
zum ersten Gel der IEF M 2 zwei schmale Banden erkennbar. Die Intensitaten der Banden
waren bei den Fraktionen 7, 11 und 12 erneut geringer als bei den Fraktionen 8 und 10. Da

die Fraktionen 8 und 10 die Fraktionen mit den hochsten E/t-Quotienten sind, korrelierte die
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Intensitat der Banden unterhalb von 32,5 kDa mit der enzymatischen Umwandlung des
Substrats durch das Enzym EH-1.
Um genauere Aussagen zum MG des zu unbekannten Enzyms EH-1 treffen zu kénnen,

waren weitere Untersuchungen mittels SDS-PAGE notwendig.

AnschlieRend wurde mit IEF M 3 eine SDS-PAGE mit den grau unterlegten IEF-Fraktionen
der Tabelle 27 durchgefihrt (siehe Abb. 41). In Fraktion 9 wurde der hochste E/t-Quotient =
1,83 aller IEF-Fraktionen nachgewiesen. Bei der IEF M 3 wurde weniger Protein aufgebracht
(70 mq) als bei IEF M 2 (104 mg). Dies hatte eine geringere Proteinmenge der einzelnen
IEF-Fraktionen zur Folge, weshalb das Aufgabevolumen bei der SDS-PAGE wieder von 5 L
auf 10 uL erhdht wurde.

IEF-Fraktion

———— 750kDa

&———— 45 7kDa

MG (kDa)

—— 32,5kDa

Abbildung 41: SDS-PAGE der IEF-Fraktionen 6 bis 13 der IEF M 3 - S. cerevisiae Mutante (grau unterlegte
Fraktionen in Tabelle 27), Aufgabevolumen 10 pL je Fraktion. K = Proteinmarker (BioRad Kaleidoscope);
MG = Molekulargewicht.

Fir die vier Fraktionen 8 bis 11 mit hohem E/t-Quotient > 1,35 waren analog zum Gel der
IEF M 2 Banden mit hoher Intensitat geringfligig unterhalb der Markerproteinbande von 32,5
kDa deutlich erkennbar. Entsprechende Banden waren in den Fraktionen 6, 12 und 13 mit
niedrigem E/t-Quotient nicht oder nur geringfiigig nachweisbar.

Im Bereich zwischen den Markerproteinbanden von 32,5 kDa und 45,7 kDa waren, ebenfalls
analog zu IEF M 2, in den Fraktionen 8 bis 11 mit groRer enzymatischer Aktivitat sehr viele
Banden mit hoher Intensitat erkennbar. Die entsprechenden Banden waren ebenfalls in den
anderen vier Fraktionen mit niedrigem E/t-Quotient erkennbar, hier waren sie jedoch erneut

von deutlich geringer Intensitat.
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Auch fir die IEF M 6, Ampholyte pH-Bereich 4 bis 6, wurde ein SDS-PAGE Trenngang
analog zu den vorherigen angefertigt (siehe Abb. 42). Verwendet wurden dabei die in Tabelle
30 grau unterlegten IEF-Fraktionen.

Das aufgetragene Volumen der IEF-Fraktionen wurde erneut auf 5 pL verringert, da die
Intensitat der Banden im SDS-Gel der IEF M 3 trotz geringerer Proteinmenge analog zum
SDS-Gel der IEF M 2 (beide 10 L) Uberladen war.

IEF-Fraktion
e 780kDa
=
(|}
=
s —  457kDa
=
e 325kDa
- -
12 13 K 14 15 16 17 18 K

Abbildung 42: SDS-PAGE der IEF-Fraktionen 12 bis 18 der IEF M 6 - S. cerevisiae Mutante (grau unterlegte
Fraktionen in Tabelle 30), Aufgabevolumen 5 UL je Fraktion. K = Proteinmarker (BioRad Kaleidoscope);
MG = Molekulargewicht.

Auch bei dem Gel der IEF M 6 waren in einigen Fraktionen die bereits bekannten Banden
zwischen den Markerproteinbanden 32,5 kDa und 45,7 kDa, sowie unterhalb der
Markerproteinbande von 32,5 kDa deutlich erkennbar. Die Banden zwischen den
Markerproteinbanden 32,5 kDa und 45,7 kDa waren vor allem bei den Fraktionen 13 bis 16
erkennbar, Fraktion 16 wies sowohl die hochste Intensitat dieser Banden als die auch der
hochste E/t-Quotienten = 1,17 auf. In Fraktion 17, in der der zweithochste E/t-Quotient
nachgewiesen wurde, waren in diesem Bereich keine Banden sichtbar. So ergab sich analog
zu den vorherigen SDS-Gelen fur die Proteinbanden zwischen 32,5 kDa und 45,7 kDa keine
eindeutige Korrelation zwischen Bandenintensitat und enzymatischer Umwandlung des
Substrats durch das Enzym EH-1.

Im Bereich unterhalb der Markerproteinbande von 32,5 kDa waren analog zu den Gelen der
IEF M 2 und IEF M 3 die bekannten zwei nah beieinander liegenden Banden in den
Fraktionen 13 bis 17 mit hdchster Intensitat fir Fraktion 16 (auch hochster E/t-Quotient)

erkennbar. Somit konnte auch bei IEF M 6 eine Korrelation zwischen der Intensitat der
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Proteinbande unter 32,5 kDa und der enzymatischen Umwandlung des Substrats durch das
Enzym EH-1 festgestellt werden.

Diese Ergebnisse wurden mit den SDS-Gelen der anderen IEF der Mutante bestatigt. Um die
Proteinmuster der anderen Stamme (S. cerevisiae Wildtyp, S. carlsbergensis RH und S.
bayanus) mit dem der S. cerevisiae Mutante vergleichen zu kénnen, wurden von den drei

Stdmmen analog zur Mutante IEF- Fraktionen mittels SDS-PAGE untersucht.
4.7.2 S. cerevisiae Wildtyp, S. carlsbergensis RH und S. bayanus

Von Wildtyp, RH Stamm und S. bayanus |IEF- Fraktionen von IEF WT 8a, IEF RH 8b und IEF
B 8c untersucht. Dafur wurden die Fraktionen 1:1 verdinnt, 5 yL auf ein Gel zusammen mit
1,5 yL des Markers BIORAD Kaleidoscope aufgegeben und die SDS-PAGE wie unter Kapitel
3.5.15 beschrieben durchgefihrt.

Fir den Wildtyp wurden die grau unterlegten IEF-Fraktionen von IEF WT 8a, aufgeflihrt in
Tabelle 32, verwendet. Die Bandenverteilung im Gel von IEF WT 8a war analog zum Gel von
IEF M 2 (siehe Abb. 43).

Fir die Fraktionen mit hohem E/t-Quotient Fraktion 7 (E/t-Quotient = 0,73), Fraktion 8 (E/t-
Quotient = 1,23) und Fraktion 9 (E/t-Quotient = 0,77) waren die beiden Banden geringfugig
unterhalb der Markerproteinbande von 32,5 kDa in vergleichbarer Intensitat erkennbar,
wahrend sie in den anderen Fraktionen, vergleichbar mit der Mutante, nicht wahrnehmbar

waren.

IEF-Fraktion

e 780kDa
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Abbildung 43: SDS-PAGE der IEF-Fraktionen 4 bis 10 der IEF WT 8a - S. cerevisiae Wildtyp (grau
unterlegte Fraktionen in Tabelle 32), Aufgabevolumen 5 pL je Fraktion. K = Proteinmarker (BioRad
Kaleidoscope); MG = Molekulargewicht.
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Im Bereich zwischen den Markerproteinbanden von 32,5 kDa und 45,7 kDa waren analog
zur Mutante einige Banden geringer Intensitat in den Fraktionen 7 bis 9 mit hohem E/t-

Quotient, sowie in Fraktion 10, mit mittlerem E/t-Quotient = 0,49 erkennbar.

Fir den RH Stamm wurde eine SDS-PAGE mit den IEF-Fraktionen von IEF RH 8b, grau
unterlegte Fraktionen in Tabelle 33, durchgefihrt. Die Intensitat der Banden war insgesamt
etwas hoher als bei dem Gel des Wildtyps (siehe Abb. 44).

Die beiden Banden geringfligig unterhalb der Markerproteinbande von 32,5 kDa waren mit
hoher Intensitat in den Fraktionen 7 bis 9 (Fraktion 7 (E/t-Quotient = 0,83), Fraktion 8 (E/t-
Quotient = 1,22) und Fraktion 9 (E/t-Quotient = 0,78) mit hohem E/t-Quotient erkennbar. Dies
war vergleichbar mit Mutante und Wildtyp. Zusatzlich waren diese Banden, wenn auch
deutlich schwacher ausgepragt, in einigen anderen Fraktionen ebenfalls erkennbar. Fir die
Banden im Bereich zwischen den Markerproteinbanden von 32,5 kDa und 45,7 kDa war das
Ergebnis vergleichbar, sie waren in den meisten Fraktionen erkennbar mit der hdchsten
Intensitaten fur die Fraktionen 7 bis 9. Insgesamt entspricht das Gesamtbild des Gels vom
RH Stamms dem von Mutante und Wildtyp. In keinem Gel waren Banden oberhalb der
Markerproteinbande von 78 kDa erkennbar und zwischen den Markerproteinbanden 45,7

kDa und 78 kDa nur Banden mit schwacher Intensitat.

IEF-Fraktion

G P e—— 780kDa

MG (kDa)

&——— 457 kDa

e 325kDa

Abbildung 44: SDS-PAGE der IEF-Fraktionen 4 bis 11 der IEF RH 8b - S. carlsbergensis RH (grau
unterlegte Fraktionen in Tabelle 33), Aufgabevolumen 5 pL je Fraktion. K = Proteinmarker (BioRad
Kaleidoscope); MG = Molekulargewicht.

Fir die SDS-PAGE von S. bayanus wurden die in Tabelle 34 grau unterlegten IEF-
Fraktionen der IEF B 8c verwendet. Abweichend zu den Gelen der anderen Stdamme war im
Gel von S. bayanus Banden Uber den gesamten Bereich bis 78 kDa erkennbar (siehe Abb.
45).
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Die Banden unterhalb der Markerproteinbande von 32,5 kDa und die vielen Banden
zwischen den Markerproteinbanden von 32,5 kDa und 45,7 kDa hatten in allen Fraktionen
eine vergleichbare Intensitat. Insgesamt wurde fur die meisten Banden die hdchste Intensitat
in Fraktion 4 nachgewiesen. Dies ist die Fraktion mit dem niedrigsten E/t-Quotient = 0,33.
Somit ergab sich flir das Gel von S. bayanus ein anderes Bild als flir die anderen
Saccharomyces Stamme M, WT und RH. Dies deckte sich mit den Ergebnissen zu den
Parametern (siehe 4.4), dem ZA (siehe 4.5) und der IEF (siehe 4.7). In diesen Kapiteln
weichten die Ergebnisse von S. bayanus deutlich von den Ergebnissen zu den anderen

Stammen ab.

IEF-Fraktion

e———— 78,0kDa

&——— 457 kDa

MG (kDa)

e— 325kDa

A A G A B |

K 4 5 6 T 8 9 10
Abbildung 45: SDS-PAGE der IEF-Fraktionen 4 bis 10 der IEF B 8c - S. bayanus (grau unterlegte

Fraktionen in Tabelle 34), Aufgabevolumen 5 pL je Fraktion. K = Proteinmarker (BioRad Kaleidoscope);
MG = Molekulargewicht.

Zusammenfassung:
S. cerevisiae Mutante und Wildtyp, sowie S. carlsbergensis RH:

e In keinem Gel waren Banden oberhalb der Markerproteinbande von 78 kDa
erkennbar. Dies fuhrt zu der Annahme, dass das MG des unbekannten Enzyms EH-1
unter 78 kDa liegt.

e Zwischen den Markerproteinbanden 45,7 kDa und 78 kDa waren nur geringflgig

Banden erkennbar.

« FiUr die meisten Fraktionen mit hohem E/t-Quotient wurden zahlreiche Banden
zwischen 32,5 kDa und 45,7 kDa nachgewiesen, z. T. auch in Fraktionen mit

niedrigem E/t-Quotient. Somit ergab sich keine eindeutige Korrelation zwischen
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Bandenintensitat und der enzymatischen Umwandlung des Substrats durch das
bisher unbekannte Enzym EH-1.

Geringfugig unterhalb der Markerproteinbande von 32,5 kDa waren zwei Banden fir
alle IEF-Fraktionen mit hohem E/t-Quotient nachweisbar. Daraus ergab sich eine
eindeutige Korrelation zwischen Bandenintensitdt und der enzymatischen

Umwandlung des Substrats durch das bisher unbekannte Enzym EH-1.

Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass das MG des bisher unbekannten Enzyms
EH-1 etwa 30 kDa betragt.

Dies ist insofern hervorzuheben, da wie bereits zu Beginn des Kapitels erwahnt, eine
Epoxidhydrolase in Sojabohnen mit einem MG von 32 + 1 kDa nachgewiesen wurde.
Diese Epoxidhydrolase hatte auch einen mit EH-1 vergleichbaren IEP bei pH-Wert
54.

S. bayanus:

Fir S. bayanus waren Banden Uber den gesamten Bereich bis 78 kDa erkennbar.

Fur die Banden unterhalb der Markerproteinbande von 32,5 kDa und den Banden
zwischen den Markerproteinbanden von 32,5 kDa und 45,7 kDa war die
Bandenintensitat unabhangig von dem Wert der E/t-Quotienten in allen Fraktionen
vergleichbar. Somit ergab sich keine Korrelation zwischen Bandenintensitat und der
enzymatischen Umwandlung des Substrats durch das bisher unbekannte Enzym
EH-1.

Insgesamt wich die SDS-PAGE fur S. bayanus deutlich von denen der anderen
Saccharomyces Stammen M, WT und RH ab, was sich mit den Erkenntnissen der
vorherigen Kapiteln (Parameter (siehe 4.4), ZA (siehe 4.5) und IEF (siehe 4.7)) deckt.

Dies starkt die Vermutung, dass flr S. carlsbergensis RH, der ein Hybrid aus S.
cerevisiae und S. bayanus ist, in Bezug auf den enzymatischen Abbau epoxidierter

Fettsauren die genetische Auspragung der S. cerevisiae dominiert.

Weitere Mdglichkeiten zur Bestimmung des Molekulargewichtes des bisher unbekannten

Enzyms EH-1 in der S. cerevisiae Knockout-Mutante sind im folgenden Kapitel 4.8

aufgelistet.



- 124 -

4.8 Ausblick

In den vorherigen Kapiteln wurden umfassende Untersuchungen zur Charakterisierung eines
bisher  unbekannten Enzyms EH-1 durchgefthrt,  welches cis-[3,4-*H,]-3,4-
Epoxydecansauremethylester in einer Leukotrien A, Hydrolase deletierten Knockout-Mutante
Saccharomyces cerevisiae BY4741 AYNLO45W unter Retention der Konfiguration in erythro-
[3,4-’H,]-3,4-Dihydroxydecansauremethylester bzw. erythro-[3,4-H,]-3-Hydroxy-y-
decalacton umwandelt.

Der IEP von EH-1 konnte, wie in Kapitel 4.6 ausfiuhrlich beschrieben, auf den pH-Bereich
5,15 bis 5,75 eingegrenzt werden. Diese Eingrenzung basiert auf der Tatsache, dass in den
IEF-Fraktionen hohe E/t-Quotienten nachgewiesen wurden. Mit der in Kapitel 4.5
dargestellten Versuchsreihe zur Durchflihrung mechanischer Zellaufschliisse sollte die
Lokalisierung von EH-1 in Hefezellen bestimmt werden. In den Versuchen konnte nicht
abschlielRend geklart werden, ob es sich bei EH-1 um ein membrangebundenes Enzym
(mEH) oder ein frei im Cytosol vorliegendes Enzym (cEH) handelt.

Die in Kapitel 4.7 dargestellten Versuche zur SDS-PAGE lieferten Hinweise zum
Molekulargewicht von EH-1. Dabei konnte eine Korrelation zwischen intensiven
Proteinbanden von ca. 30 kDa im Gel und den IEF-Fraktionen mit hohem E/t-Quotient
erkannt werden. Die durchgefiihrten Untersuchungen lieferten wichtige Erkenntnisse zur
Charakterisierung der EH-1. Um das MG (l) genauer zu bestimmen und das Enzym

lokalisieren (ll) zu kénnen, sind weitere Untersuchungen notwendig.

(n Molekulargewicht:

- Grélenausschlusschromatographie (SEC)
hydrophobe Interaktionschromatographie
lonenaustauscherchromatographie
Affinitadtschromatographie
Massenspektrometrie
Ausschneiden und untersuchen von Gel-Banden der SDS-PAGE

In ersten weiteren Untersuchungen wurden zwei Mdoglichkeiten der Proteintrennung fur

Enzyme mittels Sdulenchromatographie verwendet.
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1.) GroRenausschlusschromatographie:

Nach der IEF wurden die verwendeten Ampholyte abgetrennt und die bei der IEF
ausgefallenen Proteine versucht in Losung zu bringen. Die Elution der Probe erfolgte mittels
manueller SEC mit Sephacryl 100 (stationare Phase) und T/E-Puffer pH-Wert 8,8 (mobile
Phase). In den erhaltenen Fraktionen wurden E/t-Quotienten < 0,1 im Bereich des
Blindwertes (siehe 4.4.1). nachgewiesen. Mdéglicherweise konnte das Enzym fir die SEC
nach Umpufferung auf das pH-Optimum nicht vollstdndig in Losung gebracht werden, so
dass es auf der Saule zurlick gehalten wurde. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass es
sich bei dem unbekannten Enzym EH-1 méglicherweise um ein membrangebundenes
Enzym handelt (mEH).

2.) hydrophobe Interaktionschromatographie:

Nach Zellanzucht wurde ein Zellaufschluss mit TEDANG-Puffer (20 mM Tris; 1 mM EDTA; 1
mM Dithiothreitol; 0,02 % (w/Vol) NaN3;, 200 mM NaCl und 10 % Glycerol (v/v) durchgeflhrt.
Dieser Puffer wurde in der Literatur bereits erfolgreich zur Untersuchung von
Epoxidhydrolasen eingesetzt [105]. Nach Ammoniumsulfatfallung und Dialyse in TEDANG-
Puffer enthielt der Uberstand (U) ein gelartiges Pellet (PU), welches mdglicherweise durch
Glycerol im Puffer hervorgerufen wurde. Dieses wurde mittels Zentrifugation vom Uberstand
getrennt und in Phosphatpuffer resuspendiert. Anschlieliend wurden die Proteine in beiden
Proben U und PU nacheinander mittels automatischer fliissigchromatographischer Trennung
(Akta) an einer hydrophoben Octanyl-Sepharose-Saule (stationdre Phase) mittels
Phosphatpuffer (mobile Phase) getrennt. Es wurde die Methode zur Charakterisierung der
Epoxidhydrolase in Sojabohnen verwendet [34]. Die Chromatogramme der Fraktionen
ergaben fiir beiden Proben U und PU ein analoges Bild zu dem in der Literatur
beschriebenen Chromatogramm [34]. Abweichend waren allerdings zusatzlich zahlreiche
Peaks mit vergleichsweise hoher Intensitat in den Beladungsfraktionen der Saule erkennbar.
Enzymatisch gebildete erythro-Abbauprodukte wurden ausschliellich in diesen Fraktionen
nachgewiesen, mit héheren E/t-Quotienten in den U-Fraktionen gegenlber den UP-
Fraktionen. Dies deutet entgegen den Ergebnissen zur SEC eher auf ein frei im Cytosol

vorliegendes Enzym (cEH) hin.
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({1)] Lokalisierung:

- Ultrazentrifugation

Bei der Ultrazentrifugation wird durch Zentrifugation des Uberstands sichergestellt, dass
Membranbestandteile vollstandig abgetrennt werden. In ersten Versuchen konnten keine
eindeutigen Ergebnisse mittels Ultrazentrifugation erzielt werden: In einem Versuch waren
die E/t-Quotienten im Pellet hdher, was flir eine mEH sprechen wirde, in einem weiteren
Versuch war sie im Uberstand nach Ultrazentrifugation genau so hoch wie im Uberstand vor

Ultrazentrifugation. Letzteres deutet auf eine cEH hin.

Die Ergebnisse zur Lokalisierung von EH-1 lieferten sowohl mittels mechanischen
Zellaufschluss als auch mittels Ultrazentrifugation kein eindeutiges Ergebnis. Da einige
Ergebnisse auf ein membrangebundenes und anderen auf ein frei im Cytosol vorliegendes
Enzym hinweisen, handelt es sich bei EH-1 moglicherweise nicht um ein Enzym, sondern um
zwei Enzyme. Bei einem Enzym konnte es sich um eine mEH und bei dem anderen Enzym
um eine cEH handeln. Diese These wird durch 2 Maxima fir den E/t-Quotient in
Phosphatpuffer (siehe 4.4.3) und in Tris/EDTA-Puffer (siehe 4.4.4) fir die Knockout-Mutante
gestutzt. Auch ein relativ breiter pH-Bereich fir den Isoelektrischen Punkt kdnnte auf zwei

Enzyme hindeuten (siehe 4.6).
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5. Zusammenfassung

Substratherstellung:

Zur Untersuchung der enzymatischen Umsetzung epoxidierter Fettsauren in Saccharomyces
Stammen wurde zundchst der cis-[3,4-°H,]-3,4-Epoxydecansiuremethylester als Substrat
aus 3-Decin-1-ol synthetisiert. Die erfolgreiche Synthese dieses Substrats war die wichtige
Grundlage fur die folgenden Zellkulturversuche, die Isotopenmarkierung ermdglicht eine
eindeutige Unterscheidung der Abbauprodukte zu endogen gebildeten Produkten.

FUr den Substratabbau gibt es zwei Moglichkeiten: Auf der einen Seite die frans-Hydrolyse
(chemisch und evtl. enzymatisch), die unter Inversion der Konfiguration ablauft und die
Produkte threo-[3,4-?H,]-3,4-Dihydroxydecansiuremethylester (threo-DiOH) bzw. threo-[3,4-
%H,]-3-Hydroxy-y-decalacton (threo-Lacton) liefert. Auf der anderen Seite den Abbau durch
ein bisher unbekanntes Enzym EH-1, welches die Hydrolyse unter Retention der
Konfiguration katalysiert und erythro-[3,4-?H,]-3,4-Dihydroxydecansauremethylester (erythro-
DiOH) bzw. erythro-[3,4-2H,]-3-Hydroxy-y-decalacton (erythro-Lacton) als Produkte liefert.
Dieses unbekannte Enzym EH-1 stand bei den Zellkulturversuchen im Zentrum dieser Arbeit,
demzufolge wurde nur der Abbauweg unter Retention der Konfiguration mit den erythro-

Produkten naher untersucht.

GC-MS Methode:

Um die Abbauprodukte des Substrats quantitativ zu erfassen und somit Aussagen zur
enzymatischen Wirkungsweise von Epoxidhydrolasen treffen zu kdnnen, wurde ein
Analyseverfahren mittels GC-EI-MS (SIM-Modus) etabliert. Als Messgrofie fur die
enzymatische Umwandlung des Substrats durch das bisher unbekannte Enzym EH-1 wurde
in dieser Arbeit der E/t-Quotient aus der Summe der Konzentrationen der oben genannten

erythro-Produkte zu der Summe der Konzentrationen der threo-Produkte festgelegt.

Enzymparametertest:

Um die enzymatischer Umwandlung des Substrats durch das Enzym EH-1 zu
charakterisieren, wurde ein einfach  durchzufihrender und reproduzierbarer
Enzymparametertest im Miniinkubationsansatz inkl. Probenvorbereitung entwickelt und die
Abbauprodukte mittels GC-EI-MS gemessen. Dieser Miniinkubationsansatz stellte die
Grundlage fur die umfangreichen Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit dar und bietet
perspektivisch eine gute Moglichkeit zur Untersuchung der enzymatischen Umwandlung

durch bereits bekannte Epoxidhydrolasen.
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Parameteroptimierung:

In Zellkulturversuchen konnte mit Hilfe des Enzymparametertests die Existenz des bisher
unbekannten Enzyms EH-1 in einer LTA, Hydrolase deletierten Knockout-Mutante S.
cerevisiae BY4741 AYNLO45W (Mutante) nachgewiesen werden. Die LTA, Hydrolase, die
substratspezifisch LTA, unter Retention der Konfiguration hydrolisiert, ist die bisher einzig in
S. cerevisiae bekannte Epoxidhydrolase. Zur Bestimmung der optimalen Bedingungen fur
die enzymatische Umwandlung des synthetisierten Substrats durch das Enzym EH-1,
wurden verschiedene Inkubationsparameter untersucht.

Bei allen Stammen stieg mit steigendem pH-Wert der E/t-Quotient an und analog auch die
Konzentration des erythro-Lactons, erythro-DiOH wurde nicht nachgewiesen. Bei den threo-
Produkten entstand bei Proben mit pH-Werten > 7,5 fast ausschliellich das threo-Lacton, die
Konzentration von threo-DiOH stieg mit sinkendem pH-Wert an. Im stark Sauren lagen
zusatzlich hohe Konzentrationen an threo-Lacton vor. Auch in Blindwertproben wurde im
Alkalischen als threo-Produkt v.a. das threo-Lacton nachgewiesen und im Sauren v.a. die
threo-DiOH. Erythro-DiOH wurden nicht nachgewiesen und das erythro-Lacton lag nur im
Spurenbereich vor. Somit wurde nachgewiesen, dass die Bildung der erythro-Produkte
ausschliel3lich enzymatisch ablauft.

Fir die Mutante wurden in Phosphatpuffer zwei Maxima fir das pH-Optimum im pH-Bereich
8,2 bis 8,3 bzw. pH-Bereich 8,7 bis 8,9 nachgewiesen. In Tris/EDTA-Puffer lagen sie im pH-
Bereich 8,0 bis 8,2 bzw. pH-Bereich 8,7 bis 8,9. Dabei ergaben sich hdhere E/t-Quotienten in
Phosphatpuffer. Fir den der Mutante entsprechenden S. cerevisiae BY4741 Wildtyp
(Wildtyp) wurden ebenfalls zwei Maxima im vergleichbaren pH-Bereich nachgewiesen,
wahrend es flr S. carlsbergensis RH (RH Stamm) flr beide Puffersysteme nur ein pH-
Optimum gab.

In weiteren Zellkulturversuchen wurde mittels Enzymparametertests die Parameter
Zellkonzentration (80 mL Zellbrihe auf 10 mL Puffer), Substratkonzentration (0,27 mg/mL),
Pufferkonzentration (10 mM) sowie die Dauer der Inkubation (20 bis 24 h) in Phosphatpuffer
fur das unbekannte Enzym EH-1 in der Mutante optimiert.

Nach entsprechenden Untersuchungen fur Mutante, Wildtyp und RH Stamm konnte gezeigt
werden, dass die Unterschiede bei der enzymatischen Umwandlung durch das Enzym EH-1
zwischen den einzelnen Stdmmen in Zusammenhang mit der Zelldichte standen. Bei den
meisten Versuchen wurden flr den Stamm mit der hdchsten Zelldichte auch die héchsten
E/t-Quotienten nachgewiesen. Dabei spielten die Parameter der Zellanzucht, Temperatur
und Schittelfrequenz, eine entschiedene Rolle. Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten,
wurde die Zelldichte der Stamme durch unterschiedliche Wachstumszeitraume bei
konstanter Temperatur (24 + 1 °C) und Schittelfrequenz angeglichen. So lagen je nach

Zelldichte in Mutante, Wildtyp oder RH Stamm die E/t-Quotienten am héchsten.
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Obwohl fir S. bayanus in den Versuchen meist die héchste Zelldichte nachgewiesen wurde,
waren die E/t-Quotienten niedriger als fur die anderen Stamme. Dies lag moglicherweise an
dem unterschiedlichen Genotyp im Vergleich zu den beiden S. cerevisiae Stdmmen (Mutante
und Wildtyp). Bei S. carlsbergensis RH handelt es sich um einen Hybrid aus S. bayanus und
S. cerevisiae. Da S. carlsbergensis RH in den durchgefuihrten Untersuchungen Ergebnisse
vergleichbar zu denen der S. cerevisiae Stamme lieferte, ist davon auszugehen, dass in
Bezug auf den Abbau epoxidierter Fettsduren die genetische Auspragung der S. cerevisiae

dominiert.

Lokalisierung:

Um das bisher unbekannte Enzym EH-1 in der Knockout-Mutante lokalisieren zu kénnen,
wurden im Anschluss, aufbauend auf die Inkubationsparameter, die Bedingungen flir einen
mechanischen Zellaufschluss mittels Kugelmiihle optimiert. Anschlielfiend wurden Pellet und
Uberstand mittels Zentrifugation bei 15.000 g voneinander getrennt. Membrangebundene
Enzyme sind nach dem Zellaufschluss eher im Pellet (mEH) zu finden, frei im Cytosol
vorliegende (cEH) eher im Uberstand. In der Knockout-Mutante lagen die E/t-Quotienten in
Phosphatpuffer im Pellet und in Tris/EDTA-Puffer im Uberstand héher. Auch Versuche, bei
denen die Zentrifugation mittels Ultrazentrifuge bei 200.000 g durchgefiuhrt wurde, flihrten
nicht zu eindeutigen Ergebnissen bezlglich der Lokalisierung des Enzyms EH-1.

Bei der Enzymcharakterisierung mittels Saulenchromatographie fihrte die Anwendung
verschiedener Methoden zu unterschiedlichen Ergebnissen. Die Versuche zur
GroRenausschlusschromatographie wiesen auf ein membrangebundenes, die Versuche zur
hydrophoben Interaktionschromatographie auf ein frei im Cytosol vorliegendes Enzym hin.
Fir den Wildtyp waren die Ergebnisse bzgl. des Zellaufschlusses ahnlich zur Mutante. In
Phosphatpuffer waren die E/t-Quotienten im Pellet und in Tris/EDTA-Puffer im Uberstand
héher. Abweichend davon waren flir den RH Stamm die E/t-Quotienten in Tris/EDTA-Puffer
fur Uberstand und Pellet vergleichbar. Dabei waren die E/t-Quotienten, abhangig von der
Zelldichte, insgesamt fur den Wildtyp niedriger und fur den RH Stamm hoéher als fir die
Mutante. Fur S. bayanus waren die Ergebnisse vergleichbar mit dem RH Stamm, z. T. waren

die E/t-Quotienten fur die Pelletproben bei S. bayanus héher als bei dem RH Stamm.

Isoelektrischer Punkt:

Far die Versuche zur lIsoelektrischen Fokussierung (IEF), die zur Bestimmung des
Isoelektrischen Punktes des Enzyms EH-1 dienten, wurden Uberstandproben der Mutante in
Tris/EDTA-Puffer unter Verwendung verschiedener Ampholyte untersucht. Dabei wurden fir
jede IEF in mehreren IEF-Fraktionen hohe E/t-Quotienten Gber einen pH-Bereich von ein bis
zwei pH-Einheiten nachgewiesen. Der Isoelektrische Punkt wurde Uber die Fraktionen mit

dem hdéchsten E/t-Quotienten auf den pH-Bereich 5,15 bis 5,75 eingegrenzt.
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Die Ergebnisse fur Wildtyp und RH Stamm waren insgesamt vergleichbar zur Mutante, mit
einem Isoelektrischen Punkt, der um ein paar pH-Einheiten héher lag. Bei S. bayanus gab es
zwei Maxima fur den E/t-Quotienten im vergleichbaren pH-Bereich. Die Absolutwerte des E/t-
Quotienten lagen dabei geringflgig unterhalb derer, die fir die anderen Stamme

nachgewiesen wurden.

Molekulargewicht:

Das Molekulargewicht (MG) des Enzyms EH-1 konnte in der Mutante auf einen Bereich bis
78 kDa eingegrenzt werden. Dieses Ergebnis entspricht dem in der Literatur beschriebenen
MG Bereich flur EHs.

Bei der Untersuchung mittels SDS-PAGE wurden fur die meisten Fraktionen mit hohem E/t-
Quotient zahlreiche Banden zwischen 32,5 kDa und 45,7 kDa nachgewiesen. Da diese z. T.
auch in Fraktionen mit niedrigem E/t-Quotient vorlagen konnte keine eindeutige Korrelation
zwischen Bandenintensitat und enzymatischer Umwandlung des Substrats durch das Enzym
EH-1 festgestellt werden. Fur alle IEF-Fraktionen mit hohem E/t-Quotient waren geringfligig
unterhalb der Markerproteinbande von 32,5 kDa zwei Banden erkennbar, so dass sich hier
eine eindeutige Korrelation zwischen Bandenintensitat und enzymatischer Umwandlung des
Substrats durch das Enzym EH-1 ergab. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass das MG
des bisher unbekannten Enzyms EH-1 ca. 30 kDa betragt. Dies ist insofern hervorzuheben,
da fur eine Epoxidhydrolase in Sojabohnen bei vergleichbarem IEP (pH-Wert 5,4) ein MG
von 32 + 1 kDa nachgewiesen wurde.

Bei entsprechenden Untersuchungen der Fraktionen mit hohem E/t-Quotient von Wildtyp und
RH Stamm waren im SDS-Gel zur Mutante vergleichbare Bandenmuster erkennbar. Das
Bandenmuster von S. bayanus war abweichend, bei diesem Stamm waren deutlich mehr

Proteinbanden zu erkennen als bei den anderen drei Stammen.

Insgesamt konnte die Existenz eines bisher unbekannten Enzyms EH-1, welches epoxidierte
Fettsauren in ihre vicinalen Diole umwandelt, in der Knockout-Mutante S. cerevisiae BY4741
AYNLO45W nachgewiesen und verschiedene Parameter fir die optimale Wirkungsweise des
Enzym entwickelt werden.

Da die Ergebnisse zur Lokalisierung des Enzyms EH-1 in einigen Untersuchungen auf ein
membrangebundenes und in anderen auf ein frei im Cytosol vorliegendes Enzym hinweisen,
handelt es sich dabei moglicherweise nicht um ein Enzym, sondern um verschiedene
Enzyme. Dabei konnte es sich bei einem Enzym um eine mEH und bei einem anderen
Enzym um eine cEH handeln. Diese These wird durch zwei Maxima fur das pH-Optimum in
Phosphat- und in Tris/EDTA-Puffer gestitzt. Auch ein relativ breiter pH-Bereich flir den
Isoelektrischen Punkt und viele Banden im SDS-Gel kdnnten auf verschiedene Enzyme

hindeuten.
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