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16 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die weltweite Wirtschaft und Industrie sind stardnv Erd6l abhéngig. Abgesehen von der
Nutzung als Energierquelle dient Erd6l zur Herstall einer Vielzahl von Produkten des
Alltags, angefangen bei Arzneimitteln Uber Farbend uKunststoffen bis hin zu
Reinigungsmitteln. Da die Erdélvorkommen begremzad sind ihr Ende absehbar ist, ist eine
Suche nach alternativen Rohstoffquellen unumgéamgRflanzen liefern Rohstoffe, die im
Zuge der Photosynthese in einem geschlossenen &bftkreislauf hergestellt werden und
dadurch regenerativ sind. Um diese nachwachsendbstétfe technisch nutzbar zu machen,
missen sie in der Regel auf Molekllebene chemisciioder enzymatisch funktionalisiert
werden.

Diese Arbeit beschaftigte sich mit der Funktionahgng von Fettsauren und Terpenen durch
eine rekombinante Peroxygenase 8otanum lycopersicurffomate). Da Peroxygenase ein
Membranprotein des endoplasmatischen Retikulums) (BER wurde fur eine heterologe
Proteinexpression als Organism8accharomyces cerevisidBackerhefe) ausgewahlt. Die
Isolierung von Hefe-Mikrosomen, welche Uberbleibskds ERs sind, ermoglichte die
effektive Abtrennung der Peroxygenase von anddi@rraden zellularen Proteinen. Mit Hilfe
der rekombinanten Peroxygenase konnten diverseduein und Fettsdurederivate wie z.B.
Olsaure, Olsauremethylester und Linolsaure an iteppelbindungen epoxidiert werden.
Die enzymatische Epoxidation war im Gegensatz zoereirein chemischen, mit
m-Chlorperbenzoesdure durchgeflihrten Oxidation regial stereoselektiv. Peroxygenase
epoxidierte bevorzugtis-Doppelbindungen gegenibé&ansDoppelbindungen. Unter den
untersuchten Fettsduren wurde-Linolensaure mit etwa 35 % am besten und
Olsauremethylester mit 13 % am geringsten umgesBtet Epoxidation von Oleylalkohol
konnte zwar qualitativ festgestellt werden, jedowurde dieses Substrat in nicht
quantifizierbaren Mengen epoxidiert. Wasserstotigel erwies sich als geeigneteres
Oxidationsmittel fur Fettsauren, weil es die gr@&®erAusbeuten lieferte (relative
Produktmenge 1) im Vergleich zu den beiden orgéeisc Hydroperoxiden
Cumolhydroperoxid und tertidres Butylhydroperoxieldtive Produktmenge 0,43 bzw. 0,32).
AuBBerdem entsteht aus Wasserstoffperoxid in derd&@xn lediglich Wasser als
Nebenprodukt, wodurch dieses Oxidationsmittel imlleFaeiner industriellen Nutzung
schonend fur die Umwelt ist. Die organische Verbmgl Tetcyclacis inhibierte die

Peroxygenase mit einem g&von 2,6 umol/l. Diese Hemmung lasst vermuten, dahsser
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Inhibitor irreversibel an das Hammolekil des Enzyrbgdet, wie es auch bei
Monooxygenasen der Fall ist.

Neben Fettsduren wurden auch Terpene und andephiip Naturstoffe wie z.Bcis-Jasmon
und cis-Stilben durch die Peroxygenase umgesetzt. Daraeigtey-Terpinen mit 71 % den
groften, Terpinolen mit 7 % den geringsten UmsAtzhangig von der Molekulstruktur
wurden Vertreter dermp-Menthene unterschiedlich oxidiert: R-(+)-Limonemdu S-(-)-
Limonen wurden zu R-(+)-Limoneinans-1,2-epoxid (97 % Diastereomeren-verhaltnis) bzw.
S-(-)-Limoneneis-1,2-epoxid (88 % Diastereomerenverhalnis) epoxidieTerpinen zicis-
1,4-Dihydroxyp-menth-2-en hydroxyliert und-Terpinen zup-Cymol aromatisiert. Die
Aromatisierung durch die Peroxygenase ist eine nguenoch nicht beschriebene Aktivitat
dieses Enzyms. Sie unterscheidet sich von Epoxidgean und Hydroxylierungen dadurch,
dass kein Sauerstoffatom vom Hydroperoxid auf dabs®at Ubertragen wird, sondern
Wasserstoffatome vom Substrat auf das Hydroperoxid.

Eine Expressionsanalyse des Peroxygenase kodiere@eas in Tomatenpflanzen wies
Unterschiede in Bezug auf Organ und Entwicklungbsta auf. Wahrend zwischen
Sprossachse und Blatt 4 Wochen nach Aussaat derddhied der Expression gering war,
lag in der Sprossachse nach 8 und 12 Wochen ajndilsant hbhere Expression gegenuber
dem Blatt vor. Dass die Peroxygenase ein streszi@des Gen ist, konnte durch Auftreten
der Bliutenendfaule in Tomatenfriichten gezeigt werd&ese Stoffwechselkrankheit fihrte
zu einer 11fach héheren Expressionsrate im Velfgleic gesunden Friichten und bestétigte

die Rolle der Peroxygenase in der Abwehr von adsbgn Stress.
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Summary

The global economy and industry depend heavily mude oil. Apart from crude oil as an
energy source, oil is used to produce a wide waméteveryday products, e.g. medicines,
colors, plastics and detergents. As the oil resmurare limited, a search for alternative
resources is inevitable. Plants provide raw mdteridnat are produced during the
photosynthesis in a closed carbon cycle and theretoe renewable. To make these
renewable resources available for technical apjbics, they must be chemically and/or
enzymatically functionalised on a molecular level.

This work deals with the functionalisation of fatagids and terpenes by a recombinant
peroxygenase frorBolanum lycopersicurfitomato). As peroxygenase is a membrane protein
of the ER,Saccharomyces cerevisiflgaker's yeast) was selected for a heterologooteir
expression. The enzyme was expressed in yeastarellsuccessfully isolated with the yeast
microsomes, which are the relict of the ER. Thadason method enabled the separation of
peroxygenase from other cellular proteins. The yggenase epoxidised various fatty acids
and fatty acid derivatives like oleic acid, olemdmethyl ester or linoleic acid at their double
bonds. In contrast to a pure chemical epoxidatignnbchloroperoxybenzoic acid, the
enzymatic epoxidation by peroxygenase was regid- siareoselective. The peroxygenase
preferred epoxidation afis-double bonds compared tans-double bondsa-linolenic acid
was epoxidised the best with about 35 % conversidgic acid methyl ester showed the
lowest conversion with 13 %. The epoxidation ofyblcohol was qualitatively determined,
but the conversion was too low for a quantificatiblydrogen peroxide was the best oxidant
for fatty acids because it lead to the highest pcodyield (relative product amount 1)
compared to the organic hydroperoxides cumene pydoxides and tertiary butyl
hydroperoxide (relative product amount 0,43 an®Qr8spectively). Furthermore, the only
side product of the oxdidation with hydrogen pedexis water, which let this oxidant become
an environmentally friendly co-substrate in theecad an industrial usage. The organic
compound tetcyclacis inhibited the peroxygenasé wilGy of 2,6 pmol/l. This inbition is
probably caused by the irreversibly binding of yetacis to the heme molecule of the enzyme,
as it is known for monooxygenases.

Besides fatty acids, terpenes and other lipophiditural products likeis-jasmone ancais-
stilbene are substrates for the peroxygenaserpinene showed the highest conversion with
71 %, terpinolene the lowest conversion with 7p¥menthenes could be oxidised in different

ways depending on their molecular structure: RHfapnene and S-(-)-limonene were
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epoxidised to R-(+)-limonentans-1,2-epoxide (97 % diastereomeric ratio) and S-(-)
limoneneeis-1,2-epoxide (88 % diastereomeric ratio), respetfiv o-terpinene was
hydroxylated to cis-1,4-dihydroxyp-menth-2-ene andy-terpinene was aromatised to
p-cymene. The aromatisation by peroxygenase is aamelwnot yet described activity of this
enzyme. It differs from the epoxidation and hydidatipn by the fact that no oxygen atom
from the hydroperoxide is transferred to the sabstrbut hydrogen atoms from the substrate
to the hydroperoxide.

Expression analysis of peroxygenase encoding genemato plants showed differences
depending on organ and stage of development. Wiikhe leaf and stem 4 weeks after
seeding the difference in expression level was lbw,stem showed after 8 and 12 weeks a
significantly higher expression of the peroxygenaselpared to the leave. The fact that
peroxygenase is a stress-induced gene was showomato fruits by the occurrence of
blossom end rot. This metabolic disease led toxahldgher expression level as compared to
healthy fruits and solidifies the role of peroxygea in defense against abiotic stress.
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1 Einleitung

Unser heutiger Wohlstand beruht zu einem groRehatiéider Verwendung und dem Einsatz
von Erdél. Dieser Rohstoff dient zum einen als giegjuelle, zum anderen aber auch als
Ausgangsstoff der chemischen Industrie. Unsere Adpigieit vom Erdol ist daran zu sehen,
dass eine grol3e Vielfalt der alltdglichen Prodwdeon abstammen: Kunststoffe, Farben und
Lacke, Reinigungsmittel, Kleidungsstoffe und Medilente (Bader et al. 2009). Historisch
gesehen existiert die chemische Industrie mit Ealél dominierende Grundlage erst seit
Mitte des 20. Jahrhunderts. In den Jahren davodevufossile und nachwachsende Rohstoffe
in etwa gleichem Umfang eingesetzt (Eierdanz 1996} uge der immer knapper werdenden
Erdélvorkommen erhalten nachwachsende Rohstoffe saiineinigen Jahren einen neuen
Schub (Bader et al. 2009). Hierbei treten vor alldia pflanzlichen Rohstoffe in den
Vordergrund. Sie erbringen gegenuber Erdol denedfpriass bei ihnen ein geschlossener
Kohlenstoffkreislauf zwischen dem Anbau der Pflanzier Verarbeitung der Ernteprodukte,
der eigentlichen Produktnutzung und der natirliéeesetzung nach Gebrauch vorliegt. Ein
weiterer Gesichtspunkt sind die zuchterischen umshtezhnischen Moglichkeiten im
Pflanzenanbau, die sich anbieten, um pflanzlichedkte fir spezielle Industriezwecke
anzupassen (Eierdanz 1996). AulRerdem ist die gdaideasse, die pflanzliche Rohstoffe mit
sich bringen, ausschlaggebend, um Erdol als Kotdégselle flr organische Synthesen
zumindest teilweise zu ersetzten (Bader et al. 009

Pflanzliche Rohstoffe stammen von so genanntensinépflanzen ab. Sie lassen sich in die
zwei groBen Gruppen der Olpflanzen (Soja, Rapsn&usiume) und Kohlenhydratpflanzen
(Zuckerribe und Zuckerrohr, Kartoffel, Mais, zefiséliefernde Pflanzen) aufteilen. Als
kleinere Gruppen sind Heil- und Farbepflanzen sdatiex- und pestizidliefernde Pflanzen zu
nennen (Lieberei et al. 2007; Bader et al. 2009t dén Ol- und Kohlenhydratpflanzen
lassen sich die wichtigsten pflanzlichen Rohstdfifedie chemische Industrie herstellen. Zu
diesen Rohstoffen zahlen pflanzliche Ole, Cellul®firke und Zucker (Bader et al. 2009).
Anhand der steigenden Anbauflachen fur Industragyzién wird deutlich, dass das Verlangen
seitens der Industrie nach pflanzlichen Rohstotfem Jahr zu Jahr gro3er wird. Fir das Jahr
2012 wird geschatzt, dass in Deutschland uber 00.00a mit Industriepflanzen
bewirtschaftet werden. Im Vergleich dazu lag imrJaB09 die Anbauflache noch unter
30.0000 ha (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffg e.V

Trotz steigender Anbauflachen wurden in DeutschlandJahr 2009 nur etwa 10 % der
Kohlenstoff-basierten Rohstoffquelle fur die orgai-chemische Industrie aus Pflanzen-
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oder Tiermaterial bezogen (Bader et al. 2009). @elsind die schwankende Qualitat der
Rohstoffe, eine noch nicht ausgereifte Verfahrafstdk, ein noch relativ grofer
Entwicklungsbedarf bei den Endprodukten und letdtieh auch hdhere Produktionskosten
im Vergleich zu erddlbasierten Produkten (BadealeR2009). Die Ursache fir die sich noch
entwickelnde  Produktionsumstellung sind die  untaestlichen, chemischen
Zusammensetzungen von Erddl und pflanzlichen Réesto Wahrend Erdol einen
Kohlenstoffanteil von 85-90 % und einen Sauerstaéé von 0-1,5 % besitzt, betragt er z.B.
bei Pflanzendlen 76 bzw. 11 %. Hinzu kommt, dasls beide Rohstoffquellen auf Ebene der
chemischen Stoffklassen stark unterscheiden (Batcadr 2009).

Heutzutage werden zwei Strategien fur die indusgrigerwendung pflanzlicher Rohstoffe
verfolgt. Die erste ist die mehr oder weniger dieekutzung der Biomolekile, wie z. B. von
Kohlenhydraten, Olen und Terpenen (Corma et al7RDie zweite Strategie beinhaltet den
Abbau der Biomoleklle zu kleineren Synthesebaustgidie als Plattformchemikalien fir
die Herstellung anderer Verbindungen dienen. Belgfdiir solche Plattformchemikalien sind
Methanol, Ethen, Bernsteinsaure und Furane (Badsr 2009). Die Palette an Produkten auf
Basis pflanzlicher Rohstoffe ist vielfaltig. Auf @rd der intensiveren Nutzung von
nachwachsender Biomasse und der sich entwickelygténen Chemie® ist eine Steigerung
der Produktvielfalt wahrscheinlich (Eierdanz 199Erma et al. 2007). Insbesondere die
Herstellung von Feinchemikalien und Kunststoffes Kohlenhydraten, Fetten und Terpenen

wird heute schon in technischem Mal3stab vollzogen.

1.1 Pflanzliche Ole

In den vergangenen 30 Jahren hat der Anbau vorladDiefin weltweit stark zugenommen.
Wahrend Anfang der 1980er Jahre 165 Mio. t Olsagi@mluziert wurden, waren es im
Wirtschaftsjahr 2008/2009 mehr als 400 Mio. t. Davoachen 57 % Sojadl, 13 % Rapsol
und jeweils etwa 8 % Sonnenblumen- und Erdnuss$l(Blatthaus 2009). In Deutschland
werden die produzierten Pflanzentle zum Grol3tsiBabenergie (67 %) und Nahrungs- und
Futtermittel (24 %) verwendet, nur 9 % finden deregVNin die chemische Industrie
(Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V.). Trotzskehen pflanzliche Ole an oberster
Stelle der nachwachsenden Rohstoffe fur die Intdu@@ader et al. 2009). Ein Grund fur den
starken industriellen Einsatz liegt in der chemistWerwandtschaft der pflanzlichen Ole mit
einigen Erdolfraktionen. Bei ihrer Verwendung kaaaf eine aufwendige Synthese von
aliphatischen Kohlenstoffketten verzichtet werd€@orgna et al. 2007; Bader et al. 2009).
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Chemisch gesehen sind pflanzliche Ole Ester ausFetesauren mit Glycerin, so genannte
Triglyceride. In der Regel sind die Fettsduren inem Triglycerid nicht verzweigt und
enthalten eine gerade Anzahl an Kohlenstoffatorbea.Kettenlange der Fettsaure und das
Vorhandensein voncis-)Kohlenstoffdoppelbindungen hangen von der jegeili Fettart ab
und bestimmen den Schmelzpunkt eines Fettes: Zerkder aliphatische Rest ist und je mehr
Doppelbindungen vorhanden sind, desto niedrigetastSchmelzpunkt (Hart et al. 2007).

Fur ihre Anwendung in der Industrie werden die mflachen Ole meist in ihre
Hauptbestandteile Fettsduren und Glycerin gespalenHydrolyse (Verseifung) der Fette
kann durch Lipasen enzymatisch erfolgen, wird inTchnik jedoch Gberwiegend chemisch
durchgefihrt (Corma et al. 2007). Der chemische 8ielt eine Hydrolyse der Triglyceride
durch hohe Temperatur, hohen Druck und einen Maeiilysator vor. Eine Alternative dazu
stellt das Erhitzen zusammen mit Natronlauge das éntstandene Glycerin kann direkt als
Frostschutz- oder Losungsmittel eingesetzt werded st Bestandteil von Rasierseifen,
Kosmetika und Hustensaften (Corma et al. 2007; etadl. 2007). Glycerin kann aber auch
zu Dihydroxyaceton und Glycerinsaure oxidiert und Rlattformchemikalie verwendet
werden. Dariliber hinaus sind Glycerylcarbonatester Rolyglycerol pharmazeutisch aktive
Substanzen (Corma et al. 2007). Das zweite Prodekt-etthydrolyse sind die Fettsauren.
Als ein Alltagsprodukt sind die Natrium- oder Kafisalze der Fettsduren zu erwdhnen, die
unter dem Namen Seifen bekannt sind (Hart et ai7ROFettsduren kdénnen chemisch
und/oder biotechnologisch funktionalisiert werderd lerhalten dadurch neue Eigenschaften

und erweiterte Anwendungsmaglichkeiten.

1.1.1 Chemische Funktionalisierung von Fettsauren

Die Carboxylgruppen der freien Fettsduren konneenuéch modifiziert und in Amine,
Alkohole, Sulfate oder Ester umgewandelt werderdudeh erhdht sich ihre Vielfalt und sie
finden Anwendungen beispielsweise als Rostschuteinit Tenside, Emulgatoren,
Weichmacher von Lacken und als Bestandteile von niédika und Wachsen
(Corma et al. 2007; Bader et al. 2009; Hart e2@07).

Ein anderer Angriffspunkt der Fettsauremodifikatimt neben der Carboxylgruppe der
aliphatische Rest. Er kann durch katalytischen &inlvon Kohlenstoffmonoxid an einer
ungesattigten Doppelbindung hydroformyliert werdere gebildeten Aldehyde kénnenau.
fur die Synthese von Polyestern und Polyamiden erdet werden (Pryde et al. 1972).
Dimerisierungen von ungesattigten Fettsduren erictig die Verdoppelung der Kettenlange.

Das gebildete Dimer kann fur die Bildung von Pdigeh und Polyurethanen herangezogen
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werden (Heidbreder et al. 1999). Als weitere Mddifion von ungesattigten Fettsduren ist
die Metathese zu erwéhnen. Sie ermoglicht die Urkstrierung der Kohlenstoffketten und
eine Produktion neuer hochwertiger Oleochemikal{&moo et al. 1996; Mol 2002).

1.1.2 Biotechnologische Funktionalisierung von Fettsauren

Die biotechnologische Umwandlung von Naturstoffent mlikroorganismen und/oder
Enzymen wird als weil3e Biotechnologie bezeichnét. Reaktionswege dieser Technologie
unterscheiden sich manchmal deutlich von einer chiemischen Synthese. Mit der weil3en
Biotechnologie kénnen Feinchemikalien hergestelierden, deren Synthese in einem
chemischen Prozess zu komplex, zu ineffizient, @yisth zu problematisch oder auch zu
teuer waren. Beispiele hierfir sind die Produktron®n Ethanol, Zitronensaure, einigen
Aminosauren und den Vitaminen; Bind B, (Schmid 2006). Neben vielen Naturstoffen
werden auch Fette und Fettsauren mittels der wedit@echnologie in neue Verbindungen
umgewandelt, die entweder direkt angewandt werdemén oder als Plattformchemikalien
fur weitere Synthesen dienen.

Lipasen sind die am meisten eingesetzten EnzymeFd#fBiotechnologie (Metzger und
Bornscheuer 2006; Schorken und Kempers 2009).diNd&ur sind sie fur die Hydrolyse von
Triglyceriden verantwortlich, um Nahrungs- oder 8perfette in Glycerin und Fettsduren zu
spalten und fur den Organismus zur Verfigung zllest€Christen und Jaussi 2005; Heldt
und Heldt 2003). Lipasen werden zur Fettspaltungden Waschmittel-, Lebensmittel-,
Kosmetik- und Papierindustrie eingesetzt (Hasaal.e2006; Schmid 2006). Da Lipasen oft
chemo-, regio- und stereoselektiv arbeiten, korsierin der Praxis zur gezielten Hydrolyse
bestimmter Fettsduren in einem Triglycerid herangen werden. Eine Kombination von
Esterspaltung und Esterbildung durch Lipasen drerder Praxis fur eine Umesterung und
gezielten Synthese gewulnschter Triglyceride (Meatnge Bornscheuer 2006).

Auller den Lipasen finden die Lipoxygenasen eine rkemaielle Anwendung zur
Modifikation von Fettsauren. Sie katalysieren digoXygenierung von Linol- und
Linolensaure mit einencis, cis-1,4-Pentadiensystem und flhren zur Bildung komugr
Hydroperoxydienséuren. Eine im Anschluss durchg##ilspaltung der Kohlenstoffkette
durch eine Hydroperoxid-Lyase fuhrt zur Bildung deomastoffe Hexenal oder Hexanal, die
weiter zu Hexenol bzw. Hexanol reduziert werden rigim Auf diese Weise werden
natirliche Aromastoffe fiur die Nahrungs- und DuftShdustrie aus Fettsduren produziert
(Heldt und Heldt 2003; Schorken und Kempers 2009ydroperoxydiensauren kdnnen mit

Cystein zu Hydroxydiensauren reduziert werden Atiewendungen in Kosmetik-, Farbstoff-
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und Lebensmittelindustrie finden sowie als Monomdig Polymerisationsreaktionen
eingesetzt werden konnen (Huang und Schwab 201&hemN Linol- und Linolensaure
fungiert auch die Ricinolsdure als Edukt fur dieotbchnologische Synthese eines
Aromastoffes. In diesem Fall wird die Fettsaure natilkell durchYarrowia lipolyticain das
fruchtig-6ligey-Decalacton umgewandelt (Aguedo et al. 2004).

Ein anderer biotechnologischer Verwendungszweck f#ettsduren sind die Biotenside.
Biotenside sind Detergenzien, die aus einer hydsbph Schwanzgruppe, wie B. einer
Fettsaure, und einem hydrophilen Kopfende besteben. hydrophile Rest kann je nach
Biotensid ein Zucker, ein Peptidrest oder Phosphat, die Tenside werden dann jeweils als
Glykolipide, Lipopeptide bzw. Phospholipide bez&ieh(Schmid 2006). Industriell wichtige
Biotenside sind die beiden zur Gruppen der Glykdépgehdrenden Sophorolipide und
Rhamnolipide und das Lipopeptid Surfactin (Schérked Kempers 2009). Sie werden aus
Fettsauren, Fetten oder auch aus Fettabfallen nfiié Merschiedener Mikroorganismen
produziert und kdnnen als Detergenz, Emulgatoreinkbsmetik- und Lebensmittelindustrie
oder auch bei der Reinigung Olverseuchter Bodegesitzt werden (Gorin et al. 1961; Felse
et al. 2007).

1.1.3 Epoxidation von Fettsauren

Ungesattigte Fettsauren konnen an ihren Doppelbigeiu epoxidiert werden. Eine der ersten
Epoxidierungsreaktionen an ungesattigten Kohlehstdfindungen wurde 1909 mit
Benzoylhydroperoxid als Oxidationsmittel durchgetulPrileschajew 1909). Bei dieser
sogenannten Prileschajew-Reaktion wird von einerdréfyeroxid oder von einer Persaure,
z. B. demm-Chlorperbenzoeséaure, ein Sauerstoffatom auf eomp&lbindung Ubertragen. Als
Produkte entstehen ein Alkohol bzw. die reduzi&édere und ein Epoxid (Abbildung 1.1).

HO OH
0
HaC CH, HsC CH,
L . AL
R R» R’ R,

Abbildung 1.1 Prileschajew-Reaktion (Prileschajew 209).

In einer chemoenzymatischen Variante der Prilesgh#jeaktion oxidiert eine Lipase mit
Wasserstoffperoxid eine ungeséttigte Fettsaure iger éersdure. Im Anschluss wird die
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Persaure an ihrer Doppelbindung epoxidiert und &pexyfettsdure gebildet (Risch und
Warwel 1997). Als Katalysatoren konnen auch Ubeggaretalle wie Vanadium, Molybdan
oder Rhenium zur Bildung von Epoxiden eingesetztdes. Das Oxidationsmittel ist in
diesen Fallen ein Hydroperoxid (Sharpless und Mitdwn 1973; Sobczak und Ziotkowski
2003; Herrmann et al. 1991). Eine Abwandlung dastulie Einlagerung von Titan in die
Hohlraume von Zeolithen. Durch die damit verbund@ieerflichenvergrof3erung wird eine
heterologe Katalyse zur Epoxidation von Fettsdutbyhestern erméglicht (Guidotti et al.
2003). Weiterentwicklungen solcher Katalysatoremd sUubergangsmetallkomplexe, die aus
einem Titanoxid und enantiomerreinem Diethyltarbrestehen. Diese Komplexe ermdglichen
die selektive Synthese enantiomerer Epoxide (Katsuld Sharpless 1980). Spezielle
Metallkomplexe sind die Metalloporphyrine. Sie led®n aus einem Tetrapyrrolring mit
einem komplexiertem Metallion. Metalloporphyrine t&gsieren unter Verwendung
verschiedener Oxidationsmittel den Einbau einerxiffgyuppe an eine Doppelbindung. Der
Enantiomertberschuss liegt zwischen 70 und 80 %s<8 und Veschambre 1994). Diese
Katalyse kann als eine Art Nachahmungsreaktion ké@mhaltigen Enzymen verstanden
werden. Trotz der Vielfalt an mdglichen chemisclgoxidationen sind sie mit Ausnahme
der Prileschajwe-Reaktion noch nicht vollstandiggrreift, um fur industrielle Synthesen
verwendet zu werden (Corma et al. 2007).

Neben den genannten Mdoglichkeiten der chemischeastienen noch die enzymatischen
Epoxidationen. Enzyme haben gegeniber einer reémidthen Epoxidation den Vorteil,
dass sie regio- und stereospezifisch epoxidiereesg® und Veschambre 1994). Durch
Monooxygenasen in einer Bakterienkultur voseudomonas oleovoransoder
Corynebacterium eqitnnen endstandige Doppelbindungen an Alkenen ukenderivaten

in vivo epoxidiert werden (May und Schwartz 1974; Ohta Tetsukawa 1978; de Smet et al.
1983). Der Enantiomertberschuss erreicht teilwdi8é % (Ohta und Tetsukawa 1978).
Neben den Monooxygenasen epoxidieren auch Chlargpsen Alkene mittels
Wasserstoffperoxid zu den entsprechenden EpoxiDem.Enantiomerselektivitat ist sehr
hoch und liegt zwischen 74 und 98 % (Allain und efa§993). Halohydrinepoxidasen aus
Flavobacterium spec.verwenden als Substrat ein,-Halohydrin (Halogenalkan mit
benachbarter Hydroxygruppe). Das Halogen wird atspgechendes Halogenid abgespalten
und aus der Hydroxygruppe entsteht ein Epoxid (&¢kgt al. 1983).

Zusatzlich zu den bakteriellen kdénnen auch pflah#i Enzyme eine Epoxidation an
Doppelbindungen durchfihren. Mit Hilfe einer rekamdmten Cytochrom-P450-

Monooxygenase aus dem Wolfsmilchgewéaéhghorbia lagasca&konnte aus Linolsdure
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12-Epoxyoctadecais-9-ensaure (Vernolsaureh vitro hergestellt werden (Cahoon et al.
2002). Trotz vieler weiterer Experimente zur Epaidng durch Monooxygenasen wurden
kaum Fettsduren als Substrate untersucht (Chual.et2(d2). Auf die pflanzliche
Peroxygenase und ihre oxidierenden Eigenschafterd wi Kapitel 1.3.2 detailliert
eingegangen.

Fettsdureepoxide konnen als Flammschutzmittel,eHitmmd Lichtstabilisatoren verwendet
werden. Sie besitzen Eigenschaften von Weichmacherd werden Schmiermitteln,
Urethanschaumen und Kunststoffen zugesetzt (Cotnad 2007). Epoxide sind aul3erdem
sehr vielfaltige Plattformchemikalien, die durchersbspezifische Ring6ffnungen in
bifunktionale Molekile Uberfuhrt werden konnen (8ssund Veschambre 1994). Sie
reagieren mit ein- und mehrwertigen Alkoholen zhdgalkoholen, speziellen Polyolen fir
die Polyurethansynthese (Gruber et al. 1987). Dsélrekatalysierte Hydrolyse entstehen
aus den Epoxiden zweiwertige Alkohole mit benactdmar Hydroxygruppen. Eine
Behandlung der Epoxide mit Natriumazid oder Dim#thgformamid fihren zu Epiamino-
bzw. Epithiofettsduren (Jie und Zheng 1988; Metaged Firmeier 1999). Amine entstehen
aus Fettsdureepoxiden durch eine Ring6ffnung netHylaminen (Biswas et al. 2005). All
diese Umwandlungen der Epoxidgruppe in eine anfiemktionelle Gruppe erhdhen die
Vielfalt an chemischen und physikalischen Eigenfteha Diese neuen Stoffe kénnen zur
Herstellung von Emulgatoren, Polymeren, Kosmetikal iPharmazeutika herangezogen
werden (Harry-O'kuru et al. 2002; Lligadas et &80@&, Corma et al. 2007).

1.2 Terpene

Terpene sind sekundare Pflanzenstoffe, die als datuktur das Isopren enthalten. Sie
werden nach der Anzahl der Kohlenstoffe in Hemgem (G), Monoterpene (),
Sesquiterpene (@), Diterpene (@), Triterpene (G und Tetraterpene (g untergliedert.
Terpene sind uberwiegend lipophile Verbindungen mikist ein oder mehreren
Doppelbindungen. Unter den sekundéaren Pflanzemestoffachen die Terpene die vielfaltigste
Gruppe aus. Es sind mehr als 20.000 Terpene bek@ietverschiedenen Terpene erflllen
eine grof3e Anzahl an Uberwiegend 6kologischen kamdm. Monoterpene fungieren auf
Grund ihrer Flichtigkeit als Lockstoff fur Bestdubéz.B. Linalool) oder auch als
Abwehrstoff gegen Schadlinge &. Pinen). Zu den Sesqui- und Diterpenen zahlenfabe
Phytoalexine und Phytohormone wie Abscesinsaurediméibberelline. Membranbausteine

wie das Cholesterin sind Triterpene und Photosweihigmente wie die Carotinoide sind
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Tetraterpene (Heldt und Heldt 2003; Taiz und Ze2@06; Lieberei et al. 2007). Innerhalb
des Pflanzenorganismus liegen Terpene u.a. aucBestandteile von Harzen, Wachsen,
Milchsaft und &atherischen Olen vor. Aus diesen &ekr werden Terpene fir kommerzielle
Anwendungen gewonnen. Besonders die TerpentindieNadelbdumen und der Terpentin-
Pistazie Pistacia terebinthus sowie die &atherischen Zitrusble sind von wirtsticher
Bedeutung (Corma et al. 2007; Heldt und Heldt 200&%rpene dienen in der Praxis als
Aroma- und Duftstoffe, natirliche Insektizide, Lagsmittel, Pharmaka und
Pharmakavorstufen (Heldt und Heldt 2003; Taiz umdgé&r 2006). Die meisten Terpene
werden direkt eingesetzt, jedoch kdonnen sie aua@madch oder biotechnologisch in neue
Verbindungen umgewandelt werden, wodurch die Prvikikalt erhdéht wird (Corma et
al. 2007).

1.2.1 Chemische Funktionalisierung

Terpene konnen durch verschiedene chemische Reaktitunktionalisiert werden. Eine
dieser Madglichkeiten ist die Isomerisation. Hierbevird ein Terpen in ein
Konstitutionsisomer umgewandelt. Das jeweiliged@id der Isomerisation hangt von den
Reaktionsbedingungen und Katalysatoren ab. Einmdsgierung von Limonen resultiert
— auf Grund stattfindender Sekundarreaktionen —stni@ mehreren Produkten wie&. o-
Terpinen,y-Terpinen, Terpinolen odgr-Cymol (Corma et al. 2007). AusPinen entstehen
als Hauptprodukte Camphen und Limonen, letzteresin kaviederum zu anderen
Monoterpenen isomerisieren (Takashi et al. 199&tavaet al. 2004; Yamamoto et al. 2000).
Aldolreaktionen zwischen Aldehyd- und Ketogruppem v erpenen wurden am Citral, dem
Gemisch von Geranial und Neral, untersucht. Ckaaldensiert mit Aceton zu Pseudoionon,
welches Uber Zwischenreaktionen zur Synthese vommmin A verwendet wird. Mit
Methylethylketon kondensiert Citral zu n-Methylpdeionon und Isomethylpseudoionon
(Abell6 et al. 2005).

Eine Aromatisierung findet bei Terpenen mit deienthan-Grundgerist statt. Ein Mangan-
Aluminium-Katalysator oxidierty-Terpinen zup-Cymol mit einer Ausbeute von 95 %
(McBride et al. 1999). Limonen wird in Anwesenheihes Palladium-Silikat-Katalysators zu
p-Cymol aromatisiert; die Ausbeute betragt fast 100 Rteser Reaktion liegen eine
Hydrierung von Limonen zp-Menthan und eine Dehydrierung vprMenthan zup-Cymol
zu Grunde (Buhl et al. 1999). AnschlieRend kagm€ymol durch Salpetersaure und
Kaliumpermanganat zu Terephthalsaure, einem Monofiier Polyethylenterephthalat-
Kunststoffe (PET), oxidiert werden (Colonna et24111).



28 Einleitung

Terpene kdnnen ebenfalls an ihren Doppelbindungeridiert werden. Die dabei erhaltenen
Terpenepoxide sind Ausgangsmaterialien der orgherscChemie und konnen fiur die
Synthese von Alkoholen, Carbonylverbindungen odéei verwendet werden. Die beiden
cistransIsomere Geraniol und Nerol werden mit einem Umsaiz 96 bzw. 98 % jeweils
zum 6,7-Epoxid oxidiert. Die Enantioselektivitaédt bei tber 80 %, Nebenprodukte sind
geringe Mengen an 2,3-Epoxid und an Diepoxid (Satad?003). Ein Beispiel fur die
Epoxidation eines ringférmigen Monoterpens sielRinen daro-Pinen wird in Anwesenheit
schwermetallhaltiger Katalysatoren durch verschmed®xidationsmittel zua-Pinenoxid
epoxidiert. Dasa-Pinenoxid kann im Anschluss zu 1,2-Pinandiol, Ddé&mon oder
Campholenaldehyd umgewandelt werden (Corma eal7)2 R-(+)-Limonen wird mit einer
Enantioselektivitdt von 83 % und einem Umsatz vén% zu R-(+)-Limonerirans1,2-
epoxid oxidiert. Als Oxidationsmittel fungiert Wasstoffperoxid, der Katalysator ist
Methylrheniumtrioxid (Saladino 2003). R-(+)-Limoners-1,2-epoxid entsteht bei
Verwendung von molekularem Sauerstoff und einem ddarSalen-Komplex auf
Hydrotalkit-Mineral. Die Enantioselektivitat liegtier bei 93 % und der Umsatz bei 95 %
(Bhattacharjee et al. 2004). Limonen-1,2-epoxideddn Verwendung in Lacken und
Druckfarben (Corma et al. 2007), kdnnen jedoch augtammen mit Kohlenstoffdioxid in
Anwesenheit eineg-Diiminat-Zink-Katalysators zu einem Polycarbonablypnerisieren
(Byrne et al. 2004). Werden Limonene an beiden Btppdungen epoxidiert, entstehen
Limonendioxide. Aus diesen Stoffen kénnen Limoneadhonate hergestellt werden, die zur

Synthese von isocyanatfreien Polyurethanen heraggezwerden konnen (Béhr et al. 2012).

1.2.2 Biotechnologische Funktionalisierung

Durch die Methoden der weil3en Biotechnologie konn€erpene mit Hilfe von
Mikroorganismen, pflanzlichen Zellkulturen oder lisdten Enzymen umgesetzt werden.
Dadurch entstehen aus herkémmlichen Terpenen niedie,Slie andere Eigenschaften mit
sich bringen und neue Anwendungen finden kénnen.

Aus R-(+)-Limonen entstehem vitro mittels einer rekombinanten Monooxygenase aus
Bacillus licheniformisdie Hauptprodukte R-(+)-Limonetis-1,2-epoxid (32 %) undis-
Carveol (28 %) sowie vier weitere Nebenproduktea(uR-(+)-Limonentrans-1,2-epoxid zu

10 %). S-(-)-Limonen dagegen wird durch das gkeiEnzym zu S-(-)-Limonetrans-1,2-
epoxid (43 %) oxidiert, als Nebenprodukt wird au. cisCarveol (20 %)
gebildet (Dietrich et al. 2008). Zellfreie Extrakten Tanacetum vulgaréRainfarn) enthalten

oxidierende Enzyme, die Geraniolpyrophosphat zuae®8 % umsetzen. Als Produkte
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entstehen mehr als 14 hydroxylierte und epoxididderivate des Geraniols wie 3,7-
Dimethyloctatrans, trans-2,5-Dien-1,7-diol (40 %) und 6,7-Epoxygeraniol (2%)
(Banthorpe et al. 1977).

Statt der Reaktionein vitro besteht auch die Mdglichkeit, Terpene lebendenteBysn
zuzufiigen und sien vivo umzusetzen (Biotransformation). Der pflanzenpatineg Pilz
Glomerella cingulataoxidiert in einer sieben Tage dauernden Biotramsédion a-Bisabolol

zu (3R, 4R)-3,4-Dihydroxy-bisabololoxid B als Happdukt (78 %) und zu (3S, 4S)-3,4-
Dihydroxy-bisabololoxid B und (3R, 4R)-3,4-Dihydnpx-bisabolol als Nebenprodukte (18
bzw. 4 %) (Miyazawa et al. 1995)-lonon wird in einer Zellkultur desgleichen Pilzasa-
lonol und 7,8-Dihydros-ionol reduziert (Miyazawa und Shimizu 2012). Deefépilz
Trichosporon cutaneumsetzt in einer Biotransformation verschiedene Monmd
Sesquiterpene um. R-(-)-Carvon wird mittels eineryd3-Villiger-Monooxygenase durch
Einbau eines Sauerstoffatoms in geMenthenring zu einem Lakton, dem (6R)-Isoprenyl-
(3R)-methyl-2-oxo-oxepanon, oxidiert. Das Laktomkalurch eine Laktonhydrolase zu einer
Oxoséaure hydrolysiert werden. Weitere Produkte \Rif—)-Carvon sind der Alkohol
(1S,2R,4R)-Neoisodihydrocarveol und das Epoxid Ep8xy-(5R)-isopropenyl-2-
methylcyclohexenolT. cutaneunoxidiert aul3er R-(—)-Carvon audms-Jasmon. Bei dessen
Oxidation entstehen 4-Hydroxyjasmon, 7,8-Epoxyjasmad 7,8-Dihydroxyjasmon. R-(+)-
Limonen wird an einer der beiden Doppelbindungereimem 1,2-Diol oder einem 8,9-Diol
hydroxyliert (Pinheiro und Marsaioli 2007).

Aul3er mit einer Zellkultur aus Pilzen kann einepesrumsetzung auch mit einer pflanzlichen
Zellkultur erfolgen. Die Zugabe von S-(-)-Limonem Zellsuspensionen vosolanum
aviculare (Kanguruapfel) oderDioscorea deltoidea(Yams) resultiert nach zehntagiger
Inkubation in einer kompletten VerstoffwechselungsdLimonens. Das entstehende
Produktgemisch setzt sich aus 19ctCarveol, 6 %trans-Carveol und 34 % Carvon bei
S. aviculare und 20 %cis-Carveol, 19 %rans-Carveol und 13 % Carvon bBi. deltoidea
zusammen. Eines der Nebenprodukte ist p-Menth-8;2mhol (Vargk et al. 1999). Wird
y-Terpinen zusammen mit Blattern vdmymus vulgarigThymian) inkubiert, wird es zu

p-Cymol aromatisiert. Ein Folgeprodukt ist Thymol (Rase und Croteau 1978).

1.3 Oxido-Reduktasen

Enzyme, die eine Redoxreaktion katalysieren, zalden Klasse der Oxido-Reduktasen.

Verschiedene Vertreter dieser Klasse werden inBigiechnologie eingesetzt, um Substrate
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zu oxidieren. Eine enzymatische Reaktion hat gdgemainer chemischen oft den Vorteil,
dass sie regio- und enantioselektiv verlauft und &eaktionstyp favorisiert wird
(Schmid 2006).

1.3.1 Verschiedene Vertreter der Oxido-Reduktasen

Als sehr bekannte und weit verbreitete Oxido-Reals#ah sind die Monooxygenasen zu
nennen. Sie Ubertragen von einepMblekil ein Sauerstoffatom auf ein Substrat, dasite
Sauerstoffatom wird zu Wasser reduziert. Auf dM&ese katalysieren sie Hydroxylierungen,
Epoxidierungen oder auch eine Bayer-Villiger-Reakt{Pinheiro und Marsaioli 2007). Als
prosthetische Gruppe befindet sich im aktiven Zentrdes Enzyms ein Hammolekil,
Monooxygenasen zahlen zu den Cytochromen. Das iBisates Hammolekuls ist an der
Elektronentbertragung auf den Sauerstoff beteilfigs Co-Substrat fungiert NAD(P)H,
welches zu NAD(P) oxidiert wird (Besse und Veschambre 1994; Heldd teldt 2003).
Unter den vielen verschiedenen Monooxygenasen wwde allem die bakteriellen Enzyme
zu Oxidationsversuchen herangezogen. Ihr Vorteil gegéber eukaryontischen
Monooxygenasen liegt in der meist hoheren Aktivitdtd in der Tatsache, dass die
bakteriellen Vertreter keine Membranproteine untblich einfacher zu handhaben sind
(Schewe et al. 2011). Dioxygenasen enthalten amcH&mmolekll als prosthetische Gruppe.
Im Unterschied zu den Monooxygenasen Ubertragejedozh zwei Sauerstoffatome auf das
Substrat. Zu den Dioxygenasen zahlen die Lipoxygemaund die Cyclooxygenasen.
Lipoxygenasen oxidieren Linol- und Linolensaureezaem Hydroperoxid (Heldt und Heldt
2003), wohingegen Cyclooxygenasen Arachidonsédureeinem Endoperoxid oxidieren,
welches Bestandteil des Prostaglandinsynthesewsge@Hemler und Lands 1976). Ein
Nachteil von Monooxygenasen (und teilweise auch {oxygenasen) fur kommerzielle
Redoxreaktionen ist die Abhangigkeit von NAD(P)Hhne welches keine Oxidation
stattfinden kann. Anstatt die Enzyme zu isolierexl uler Enzymkatalyse das relativ teure
NAD(P)H von aufen zuzufiigen, wird in der Praxis shauf einein vivo-Oxidation durch
Monooxygenasen zuriickgegriffen. Bei einer Reaktmomn lebenden Zellen reduziert der
zellulare Stoffwechsel das NAD(Pyu NAD(P)H, welches dann fiir neue Oxidationen zur
Verfigung steht (Schewe et al. 2011).

Dehydrogenasen sind Oxido-Reduktasen, die ein Glekirch Abspaltung von Wasserstoff
oxidieren. Sie bendtigen dazu einen Cofaktor wieD{®)" oder FAD als Oxidationsmittel,
der zu NAD(P)H bzw. FADKIreduziert wird. Die unterschiedlichen Absorptiqredgren der
oxidierten und reduzierten Form des Cofaktors werde der Praxis genutzt, um

biochemische Quantifizierungen mit Dehydrogenaserctdzufihren. Als Beispiel ist die
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Bestimmung der Blutkonzentrationen von Ethanol Ghakose in medizinischen Laboren zu
nennen. Hierbei wird der jeweilige Metabolit duine Dehydrogenase und in Anwesenheit
eines Cofaktors oxidiert, die Cofaktoren werdereudnderung ihres Absorptionsspektrums
reduziert (Schmid 2006).

Eine weitere Gruppe der Oxido-Reduktasen sind diel&en. Diese Enzyme Ubertragen
Elektronen von einem Substrat auf molekularen Shoigr welcher zu Wasserstoffperoxid
oder Wasser reduziert wird. Als Elektronendonorgfart im Falle der Glukose-Oxidase
Glukose, die durch Sauerstoff &Glukonolacton oxidiert wird. Der Sauerstoffverbcaun
dieser Enzymreaktion wird in einem Glukose-OxidBggsensor ausgenutzt, um die
Blutglukosekonzentration zu messen (Clark und Pazki@009).

Die vierte Gruppe der Oxido-Reduktasen sind dieoRdasen. Sie verwenden als
Oxidationsmittel Wasserstoffperoxid. Peroxidasendiexen Phenole zu Phenolradikalen,
welche dann spontan, d.h. nicht enzymatisch, dsmedn und polymerisieren. Diese
Reaktionen finden wéahrend der Ligninbiosyntheset steleldt und Heldt 2003). Die
Chloroperoxidasen katalysieren verschiedene Oxidati wie die Oxidation von Alkoholen
zu Aldehyden (Kiljunen und Kanerva 2000) oder digetragung eines Sauerstoffatoms des
Wasserstoffperoxids auf ein Substrat, welches sigdfert (Colonna et al. 1990), epoxidiert
(Allain und Hager 1993) oder hydroxyliert wird (Zakund Dodds 1995). Peroxidasen
bendtigen weder NAD(P)H noch FAD und grenzen samitl von den Monooxygenasen und
Dehydrogenasen ab. Diese Unabhéangigkeit von eineofak@r vereinfacht eine
kommerzielle Anwendung wie B. der Meerrettichperoxidase als Reporterenzym en d
Immunanalytik (Schmid 2006).

1.3.2 Peroxygenase

Das Enzym Peroxygenase (PXG) wurde das erste Malstomaru und Yamazaki 1977 in
isolierten Mikrosomen auBisum sativum(Erbse) beschrieben. Die Forscher konnten darin
eine Enzymaktivitat feststellen, die in Anwesenlgiies Hydroperoxids Substrate wie Indol,
Phenol und Anilin hydroxyliert. Das Hydroperoxidrdiin der Reaktion zu einem Alkohol
reduziert. Neben Hydroxylierungsreaktionen (Ishunand Yamazaki 1977) katalysiert die
PXG jedoch auch die Sulfoxidation organischer Sdblverbindungen (Blée et al. 1985;
Blée und Durst 1987; Blée und Schuber 1989) undEgiexidation von Doppelbindungen
ungesattigter Fettsduren (Blée und Schuber 199@d3. Hydroperoxide fungieren
Fettsdurehydroperoxide, Wasserstoffperoxid, tesiar Butylhydroperoxid oder
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Cumolhydroperoxid (Ishimaru und Yamazaki 1977; Bigwl Schuber 1990a) (Abbildung
1.2).

Hydroxylierung

NH, HN

OH

R R
[ Epoxidierung o]

R R
R R
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S Sulfoxidierung s—o
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(

Peroxygenase

7N
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Abbildung 1.2 Die pflanzliche Peroxygenase katalysit in Anwesenheit eines Hydroperoxids (ROOH)
Hydroxylierungen, Epoxidierungen und Sulfoxidierungen (Blée 1998a).

Im Mechanismus der Oxidationen durch die PXG ist E&émmolekil als prosthetische
Gruppe involviert. Als erste Teilreaktion bindetsddydroperoxid im aktiven Zentrum der
PXG. Die Hydroperoxidgruppe wird heterolytisch ga$gn. Dies resultiert in der Bildung
eines Alkohols und der Ubertragung eines Sauesdtoffs auf das Eisenion des Hams. Es
entsteht ein Ferryl-Oxo-Komplex. AnschlieBend witds Sauerstoffatom des Ferryl-Oxo-
Komplexes auf ein Akzeptormolekul tGbertragen, wetclkladurch oxidiert wird. Das Ham-
Eisen geht in den Ausgangszustand zurtick und giekteitere Sauerstoffibertragungen zur
Verfigung. Da in diesem Fall ein Sauerstoffatomseiwen zwei Molekilen Ubertragen wird,
wird dieser Sauerstofftransfer intermolekular gemanLiegt als Hydroperoxid ein
ungesattigtes Fettsdurehydroperoxid vor, kann dagerStoffatom auch innerhalb dieses
Hydroperoxids auf die Doppelbindung Ubertragen werdund zur Bildung eines
Epoxyalkohols einer Fettsdure fuhren. Dies wird iatsamolekularer Transfer bezeichnet

(Blée et al. 1993). Die Doppelbindungen, die dudah PXG epoxidiert werden, liegen in
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einercis-Konfiguration vor und werden gegenuber solchentraits-Konfiguration bevorzugt.
Dies gilt sowohl fur einen intramolekularen als lauatermolekularen Sauerstofftransfer. Der
Grund dafur liegt in einer sterischen Hinderung Eietekile mit einetrans-Konfiguration,
welche nicht ins aktive Zentrum gelangen (Blée @chuber 1990a). PXG epoxidiert
ungesattigte Fettsduren nicht nur selektiv in Bezagf die Konfiguration der
Doppelbindungen, sondern auch stereoselektiv inu@eauf die Konfiguration der
resultierenden Epoxidgruppen. Sowohl PXG @lygcine maxSojabohne) als auch auvgia
faba (Ackerbohne) epoxidieren Linolsdure zu zwei Mormegen incis-Konfiguration (Blée
und Schuber 1990b; Hamberg und Hamberg 1990). Zigdét zu den genannten
Stereoselektivitaten weist PXG bei mehreren Doppdlngen eine Regioselektivitat auf.
Die Epoxidierung von Linolsaure durch eine PXG @ismaxresultiert zu 72 % in desis-
9,10-Epoxy-12-octadecenséure, die restlichen 2&8tehen zum Grol3teil aus der cis-12,13-
Epoxy-9-octadecensaure und mit nur geringem Amted der Diepoxyoctadecansaure (Blée
und Schuber 1990aMit welcher Aktivitat ungesattigte Fettsauren epbeit werden, hangt
von der artspezifischen Isoform des Enzyms, dertek&inge und der Position der
Doppelbindung ab. Eine PXG a@ maxundAvena sativaepoxidieren Olsaure (C18:1) im
Vergleich zu anderen Fettsduren mit der héchstaiviéit. Die PXG ausG. maxepoxidiert
C16:1 und C14:1 bei gleicher Position der Doppelbimg mit 56 bzw. 14 % der Aktivitat mit
Olsaure. Dagegen betragt die Aktivitat der PXG Ausativa89 bzw. 76 % im Vergleich zur
Aktivitat mit Olsaure als Substrat. Eine Verschiepuler Doppelbindung von Position 9 auf
11 oder 6 innerhalb der Octadecenséure hat auEplidierungsaktivitdt der PXG aus.
maxfast keine Auswirkung, die Aktivitat der PXG afissativaverringert sich stattdessen auf
72 bzw. 87 % (Blée und Schuber 1990a; MeesapyouaisdiQiu 2011).

Die PXG wird auf Grund des gebundenen Hammolekiils de Monooxygenasen und
Peroxidasen zu den Hamproteinen gezahlt (Blée ghdlir 1990a; Hanano et al. 2006). Im
Vergleich zu diesen Enzymgruppen unterscheidet BiXlG jedoch im Mechanismus der
katalysierten Oxidation. Wahrend eine klassischeddxygenase molekularen Sauerstoff als
Oxidationsmittel und NAD(P)H als Cosubstrat berthtigrwendet PXG als Oxidationsmittel
ein Hydroperoxid und arbeitet komplett NAD(P)H uhahbgig (Blée et al. 1985). Durch die
stattfindende heterolytische, nicht-radikalisch@l&mg der Hydroperoxidgruppe grenzt sich
PXG auch von den Peroxidasen ab, bei welchen erexy- und/oder Alkylradikale an der
enzymatischen Katalyse beteiligt sind (de Montella892).

Neben unterschiedlichen Reaktionsmechanismen wdit{G keine  signifikante

Sequenzahnlichkeit mit anderen Cytochromen auftdg&tssen liegen Gemeinsamkeiten in der
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Sequenz der PXG mit Calcium bindenden Membranpreteiden Caleosinen, vor (Hanano
et al. 2006). Calciumionen werden in einem EF-HEmadiv dieser Proteine gebunden und
sind fiur die Ausbildung der Tertiarstruktur des temas notwendig. Das EF-Hand-Motiv
befindet sich am N-Terminus und ist etwa 20 Aminwea lang (Murphy 2001;
Meesapyodsuk und Qiu 2011). Mit einer rekombinanBaroxygenase aulrabidopsis
thaliana konnte gezeigt werden, dass eine Abwesenheit \adoiltn auch ein Verlust der
enzymatischen Aktivitdt der PXG bedeutet (HananaleR006). Wie die Caleosine besitzt
PXG eine Transmembrandoméne, die etwa 20 Aminosdang ist und durch die das Protein
in der Membran des endoplasmatischen Retikulumg (ERr der Olkorperchen eingebettet
ist. Der N-Terminus befindet sich im Lumen des Efvbim Kern des Olkérperchens, der C-
Terminus im Cytosol (Murphy 2001; Meesapyodsuk @ua 2011; Hanano et al. 2006). Auf
Grund dieser Lokalisation der PXG in der Zelle mt beobachten, dass die hdchste
Enzymaktivitat in isolierten Mikrosomen und Olkérpleen vorliegt (Ishimaru und Yamazaki
1977, Blée et al. 1985; Hanano et al. 2006).

PXG ist Teil des Oxylipinweges im pflanzlichen Steéchsel. Dieser Stoffwechselweg
beinhaltet neben PXG eine Reihe anderer Enzymearider Funktionalisierung mehrfach
ungesattigter Fettsduren beteiligt sind. Die Préelukm Ende dieser Reaktionskaskaden
spielen eine Rolle in der Pathogenabwehr oder Giatiynthese (Blée 1998a) (Abbildung
1.3). Den Anfang des Oxylipinweges macht die Lipgtyase, indem sie die Dioxygenierung
von Linol- oder Linolensaure zu konjugierten Hydeopxydiensauren katalysiert. Diese
relativ reaktiven Verbindungen sind die Ausgangskile verschiedener enzymatischer und
chemischer Reaktionen (Mosblech et al. 2009). Hiharoperoxid-Lyase spaltet die
Hydroperoxydienséure in ein Aldehyd und eineOxo-Fettsdure. Zu den gebildeten
Aldehyden zahlen Hexenale und Hexanale, die zumeneimatirliche Feinde von
Pflanzenschadlingen anlocken, zum anderen aber laaiderizid wirken (Heldt und Heldt
2003). Diew-Oxo-Fettséaure ist eine Vorstufe das Wundhormoraumiatin, welches in
angrenzenden Geweben Zellteilung und letztendlidhere Wundverschluss auslost
(Zimmermann und Coudron 1979; Heldt und Heldt 20@8¢ Hydroperoxydienséure kann
jedoch auch durch eine Allenoxidsynthase in eimmabeh instabiles Allenoxid umgewandelt
werden. Das Allenoxid reagiert entweder spontarimam Ketol weiter oder wird durch eine
Allenoxidcyclase undp-Oxidationen in das Phytohormon Jasmonsdure unmjesBei

Schadlingsbefall induziert Jasmonsaure verschiedemehrgene (Heldt und Heldt 2003).
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Abbildung 1.3 Der Phytooxylipin-Weg. Ausgehend von einer mehrfach ungeséttigten Feetsaarden durch
eine Lipoxygenase (LOX) konjugierte Hydroperoxydigaaren gebildet. Diese steheraueiner Peroxygenase
(PXG) zur Verfugung, um sie in Alkohole, Epoxyallkidd oder Epoxide umzuwandeln. Im Anschluss
hydrolysiert eine Epoxidhydrolase (EH) die Epoxiggpe zu benachbarten Hydroxygruppen. Die entstamden
Phytooxylipine sind Teil der Pathogenabwehr und @atinbiosynthese. Weitere Enzyme des PhytooxHipin
Weges sind die Hydroperoxidlyase (HPL) und Allemdsyinthase (AOS) (Blée 1998a).

Neben den genannten Enzymen ist PXG ein weiteregnkrzur Verstoffwechselung einer
Hydroperoxydiensaure. Sie epoxidiert Doppelbindungewohl ungesattigter Fettsauren als
auch der Hydroperoxydiensauren (Blée et al. 19@38)Anschluss kénnen Epoxidhydrolasen
(EH) die Epoxidgruppen unter Bildung von Diolen hylgsieren (Blée 1998a). PXG und EH
fuhren durch unterschiedliche Ausgangssubstrate Redulationen zu einer Mischung
verschiedener Fettsdureepoxide, HydroxyfettsduEgrgxyalkohole,vic-Diole und Triole.
Diese Oxylipine sind Monomere fir die Biosynthesm \Cutinpolymeren, welche neben
Wachsen einen wichtigen Bestandteil der pflanzhic@eticula ausmachen (Blée und Schuber
1993; Taiz und Zeiger 2006). Die Beteiligung von@&n der Synthese der Cutinmonomere
konnte durch Inhibierung der PX@ planta gezeigt werden. Werden Maispflanzen mit
Terbufos, einem Organophosphorothioat und InhilberPXG, behandelt, verandert sich die
Cuticula in dem Sinne, dass sie nicht nur einerrigeren Gehalt an Fettsaureepoxiden

besitzt, sondern auch grundsatzlich dunner istalish sind diese Pflanzen anfalliger
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gegeniber Pestizidbehandlung und Befall durch dém @ochliobolus heterostrophus
(Lequeu et al. 2003). Oxylipine werden durch PX@l &H auch im Sinne der Abwehr von
abiotischen und biotischen Stress synthetisierttsMshe zu einem Caleosin mit PXG-
Eigenschaften ausrabidopsis thalianaeigen, dass sowohl das kodierende Gen als agch da
Protein wéhrend verschiedener abiotischer Stressiolingen wie Kélte und Salz exprimiert
bzw. angereichert werden. Neben abiotischem Stwegs sich auch die Infektion mit dem
pathogenen Pild.eptosphaeria maculangn einer Steigerung der Proteinsynthese jenes
Caleosins aus. AuRerdem bewirken die beiden Sigbsianzen Jasmonséaure und
Salicylsaure eine Induktion des Caleosins und mamutet, dass sie das Peroxygenase
kodierende Gen mittels einer Signalkaskade stimani¢Partridge und Murphy 2009).
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2 Zielsetzung

Nachwachsende Rohstoffe wie pflanzliche Fette umdhléhhydrate sind eine alternative
Kohlenstoffquelle zur Synthese organischer Produsiee konnen die Liucke schliel3en, die
durch den Wegfall der fossilen Rohstoffe entstelaerd. Gerade die biotechnologische
Verarbeitung von Naturstoffen durch Mikroorganismem Enzyme hat sich auf Grund ihrer
Umweltvertraglichkeit und ihrer gezielten enantlekéven Synthese in den letzten Jahren
mehr und mehr etabliert.

Ziel dieser Arbeit ist die enzymatische Funktiosigliung von nattrlichen Lipiden, um
dadurch neue Verbindungen herzustellen, die entweiekt Verwendung finden oder als
Plattformchemikalien dienen. Der Weg dieser Fumidlsierung beruht auf einer Oxidation
der Lipide durch eine Peroxygenase (PXG) &aanum lycopersicunfTomate). Das
rekombinante Enzym wird heterolog $accharomyces cerevisiagprimiert, isoliert und in
verschiedenen Enzymtests eingesetzt. Diese Versudismen der biochemischen
Charakterisierung des Proteins und stellen die @age flr ein Substratscreening dar. Als
Substrate fur die PXG werden verschiedene unggt&ifiettsauren eingesetzt, die Produkte
identifiziert und die Umsatzraten ermittelt. Diebddeten Fettsdureepoxide kdnnen in der
Industrie an sich verwendet werden oder als Momerfigrspatere Fettsaurepolymere dienen.
Neben einem Screening nach Fettsauren als potenteibstrate werden auch Terpene
herangezogen und einer Oxidation durch PXG unterzog@erpene sind oft Abfallprodukte
der Pflanzen verarbeitenden Industrie und ihre Amueg in der Technik steht nicht in
Konkurrenz mit der Nahrungsmittelproduktion. Zusétr zu den héaufig vorkommenden
Terpenen wie Limonen, Terpinen oder Pinen werdeh aeltenere Terpene als Substrate fur
eine Oxidation durch PXG eingesetzt. Die Struktuer dOxidationsprodukte wird
weitestgehend aufgeklart und die Umsetzungen duaeit.

Da PXG als Oxidationsmittel ein Hydroperoxid verdety besteht die Mdglichkeit, das
Oxidationsvermdgen verschiedener technischer Hymde miteinander zu vergleichen.
PXG ist ein Protein, welches in der Pflanze diee8stellung von Cutinmonomeren und
Oxylipinen ausibt. Zusétzlich zu den biochemisclé#marakterisierungen des Enzyms soll
auf der RNA-Ebene ein Expressionsmusters der PXGremdl der Entwicklung von
vegetativen Organen von Tomatenpflanzen ersteltitiere Da die Expression und Synthese
der PXG stressinduziert ist, soll aul3erdem eine ré&sgonsanalyse der PXG in
Faulungsprozessen wéahrend der Fruchtreife weitekenBtnis tGber ihre Beteiligung bei

abiotischem Stress erbringen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalienliste

Adenin

Agar

Agarose

Ameisensaure; 98 %
Ammoniumpersulfat

Ampicillin Natriumsalz

Arginin

Asparaginsaure

(-)-a-Bisabolol, > 95%

tertiares Butylhydroperoxid
3-Caren

S-(+)-Carvon

B-Caryophyllen
Cetyltrimethylammoniumbromid
Chloroform

Chloroform, deuteriert
Chloroform, deuteriert, + 0,03 % (v/v)
Tetramethylsilan
m-Chlorperbenzoeséaure, > 77 %
Coomassi® Brilliantblau G250
Cumarin

Cumolhydroperoxid
1,4-Cyclohexadien
1-Cyclohexen-3-carboxyaldehyd
3-Cyclohexen-1-carboxyaldehyd
Cystein
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat

Desoxyguanosintriphosphat

Roth, Karlsruhe
Molekula, Miinchen
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. LeyUSA
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, AIS
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, Sti$0USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, Stuisp USA

Sigma-Aldrich, Stuisp USA
Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot
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Desoxythymidintriphosphat
Dichlormethan
Diethylpyrocarbonat
Diethylether> 99,5 %
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol

DNA-GroRenstandard, GeneRu®rL_adder

Mix, 0,5 pg/ul
cis-11-Eicosenséure, > 99 %
cis-9,10-Epoxy-octadecanséaure
trans-9,10-Epoxy-octadecansaure
Erucaséduremethylester, > 90 %
Essigséaure, 100 %
Essigsaureethylester, HPLC-Qualitat
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Furfural

Galaktose

Geraniol

a-D-Glukose

Glycerin,> 99,5 %

Glycin

Hefeextrakt

Helium 5.0

n-Hexan, GC-Qualitat; 95 %
Histidin

lod

a-lonon

Isoamylalkohol

Isoeugenol, Racemat

Isoleucin

cis-Jasmon

Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich, St. LOUISA
BIOZOL, Eching
BIOZOL, Eching
CRODA, Nettetal
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Westfalen AG, Munster
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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Jasmonsaure
Jasmonsauremethylester
Kaliumchlorid,> 99,5 %

Kaliumdihydrogenphosphat, 99,5 %
Kieselgel 60 (0,04 — 0,063 mm)

Konjugierte (1Qrans, 12cis)
Linolséure, > 96 %

Leucin

Ligasepuffer (10 x)
R-(+)-Limonen > 97%

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. LouiAUS

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

R-(+)-Limonen-1,2-epoxid, Racemat97 % Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

R-(+)-Limonentrans-1,2-epoxid
S-(-)-Limonen, > 97%

S-(-)-Limonen-1,2-epoxid, Racemat, 97 %

Linalool > 95%

Linolséure

a-Linolenséaure
Lithiumchlorid

Lysin
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol, HPLC Reagent
Methanol, LC-MS Reagent
Methionin
1-Methyl-1,4-cyclohexadien
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumsulfat

Nerol > 97%

Oleylalkohol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-AlhlriSt. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

J.T. Baker, Deventer, Niedee
J.T. Baker, Deventer, Niadee
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. LQUi$SA
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Loui§AJ
St. Florian Apotheke, Freising
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
CRODA, Nettetal
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Olsaure, technisch, 75 %
Olsauremethylester

Orange G

Pepton aus Casein
RS-o-Phellandren, Racemat, > 95%
Phenylalanin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
a-Pinen, > 98%

Polyethylenglykol 4000
Phosphorsaure, 85 %
Polyethylenglykol

Polysorbat 20 (Tween® 20)
Polyvinylpyrrolidon

Prolin

1-Propanolz 95 %

2-Propanolz 95 %

Proteinmarker Broad Range
Proteinmarker Molecular Weight Marker
SDS7

Rinderserumalbumin purified BSA,
100 mg/ml

Salzsaure, 37 %

Schwefelséaure, 95-98 %

Serin

cis-Stilben, 96 %

cis-Stilbenoxid, 97 %

Tetcycylacis

a-Terpinen, > 85%
y-Terpinen, > 97%
Terpinolen
Threonin

a-Thujen

Trimethylsilyldiazomethan, 2 mol/l in

Emery oleochemicals, Ddsde
Cognis, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St.i$0USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, AIS
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
New England Biolabs, BgveSA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

New England Biolabs, Beverly, USA

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Erhalten von Professor Karl Stich,
Technische Universitat Wien
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-AldnicSt. Louis, USA
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Tris, > 99,9 % Roth, Karlsruhe

Trypton Roth, Karlsruhe

Tryptophan Roth, Karlsruhe

Valin Roth, Karlsruhe

Vanillin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Wasser, LC-MS Reagent J.T. Baker, Deventer, Niaddd
Wasserstoffperoxid, 30 % Roth, Karlsruhe

Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Weitere Chemikalien entsprachen der lblichen Laisstattung.

3.1.2 Enzyme

DNasel (1 U/ul) Fermentas, St. Leon-Rot

Fast SYBR Green Mastermix Applied biosystems, Gads USA
M-MLV ReverseTrangriptase (200 U/ul) Promega, Madison, USA
Phusion® DNA-Polymerase (2 U/ul) Fermentas, Stn:Rot

Restriktionsendonuklease BamH | (2Quly/ New England Biolabs, Beverly, USA
Restriktionsendonuklease Hind 111 (20lly New England Biolabs, Beverly, USA
Restriktionsendonuklease Xho | (20ul)/ New England Biolabs, Beverly, USA
SuperScript® Il Reverséransriptase (200 Invitrogen, Carlsbad, USA

u/ul)

SuperScript® 11l T4-DNA-Ligase (200 U/ul) InvitrogeCarlsbad, USA
TagPolymerase (5 U/ul) New England Biolabs, Bevad$A

Den Enzymen lagen die entsprechenden Puffer bei.

3.1.3 Kommerzielle Kits

QIAEX 1l Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden

S. ¢ EasyComp" Trandormation Kit, Invitrogen, Carlsbad, USA
Sulfit-Kit ,,Gesamt-SQ* R-Biopharm AG, Darmstadt
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Promega, Madison, USA

Purification System
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3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Alu-CrimpCaps, 11 mm, mit Septum Wicom, Heppenheim

Glaskugelchen, 0,25-0,50 mm Roth, Karlsruhe

Kivetten, PMMA, 2,5 ml Brand, Wertheim

Kivetten, Rotilabo, 1,5 ml Roth, Karlsruhe

Mikroeinsatze aus Borosilikatglas mit Roth, Karlsruhe

Kunststofffeder, 0,1 ml

POLYGRAM® SIL G / UVas,, Roth, Karlsruhe

Polyesterfolien mit Kieselgel 60

Probenflaschen fur GC, Braunglas, 1,5 ml Brenndtalvorbedarf-Glasblaserei, Markt
Schwaben

Solid Phase Micro-Extraction SUPELCO, Belleford,AJS

SPME-Phase, 65 pm Polydimethylsiloxane/SUPELCO Analytical, Bellefonte, USA
Divinylbenzene, fused silica 24 Ga, 3pk

12 %iges Tris-Glycin-Gel mit 1 mm anamed Elektrophorese GmbH, Grol3-
Schichtdicke Bieberau

Weitere Verbrauchsmaterialien entsprachen der lidatid.aborausstattung.

3.1.5 Geréate und Ausstattung

Analysenmuhle A1l basic IKA, Staufen

Autoklav ZIBUS technology, Bad Grund

Autoklav Sytec V95 Sytec GmbH, Wettemberg

Brutschrank ThermoForma Thermo Fisher ScientifichBinDreieich
DNA-Gelapparaturen Roth, Karlsruhe

Evaporationsgerat vapotherm Labortechnik Barkeg|e®eld

Feinwaage TP-214 DENVER INSTRUMENT GmbH, Gottingen

Fliissigchromatographie:
Analytische HPLC Maxi-Star inklusive Knauer, Berlin
UV-Detektor mit variabler Wellenlange
Chromatographiesaule:
GROM-SIl100, ODS 1 PE, 250 x 4 mm Phenomenex, Newport Beach, USA
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Flissigchromatograph Agilent 1100  Agilent Technologies, Santa Clara, USA
series, gekoppelt mit

Massenspektrometer Esquire 3000 plus  Bruker Dalsomillerica, USA
Chromatographiesaule:

phenomenex® Luna 3u C18(2) 100A, Phenomenex, Newport Beach, USA
150 x 2 mm

Gaschromatographie:

Gaschromatograph Trace GC, gekoppekhermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich
mit

Massenspektrometer Trace DSQ Thermo Fisher Sae@rhbH, Dreieich
Kapillarsaulen:

RESTEK Rtx®-5MS, 15 m, Filmdicke Restek, Bad Homburg

0,25um, 5% Diphenyl, 95% Dimethyl

Polysiloxan

VF-5MS, 30 m, Filmdicke 0,2bm, 5% Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Diphenyl, 95% Dimethyl Polysiloxan

Gaschromatograph Hewlett Packard HR=GMI, Ramsey, USA

5890 Series Il, gekoppelt mit
Sektorfeld-Massenspektrometer MAT Finnigan MAT, Bremen

95S

Kapillarséaule:

DB-5, 30 m, Filmdicke 0,25 um, 5%  Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Diphenyl, 95% Dimethyl Polysiloxan

Gaschromatograph 450-GC, gekoppelt Agilent Technologies, Santa Clara, USA

mit

Flammenionisationsdetektor

Kapillarsaule:

Octakis-(2,3-di-O-butyryl-6-O-tert.- Hergestellt an der Universitat Frankfurt/Main
butyldimethylsilyl)«-cyclodextrin gelost

in SE 52 (30 m x 0,25 mm)
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Gaschromatograph 6890 N, Network G&gilent Technologies, Santa Clara, USA

Systems, gekoppelt mit

Massenspektrometer 5975 inert XC

Mass Selective Detector

Kapillarsaulen:

ZB-WAX, 60 m, Filmdicke 0,25um,

PEG

VF-5MS, 30 m, Filmdicke 0,2pm, 5%

Diphenyl, 95% Dimethyl Polysiloxan
Gefriertruhe -80 °C SANYO ULTRA

Geldokumentationsanlage G:BOX
Grobwaage ScoutTM Pro

Heizpilz, 120 W

Horizontalschittler POLYMAX 1040

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Phenomenex, Newport Beach, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

EWALD Innovationstenik GmbH, Bad
Nenndorf
SYNGENE, Cambridgef¥Britannien
OHAUS®, Parsippany, USA
Winkler, Heidelberg
Heidolph Instrunte GmbH, Schwabach

Kernspinresonanz-Spektrometer Avance-llIBruker, Rheinstetten

500
Kihlanlage F33 (fur Destillationen)
Kahlzentrifuge 4K15

Leistungssteller Voltrom
Magnetrihrer MR3001

Minizentrifuge Sprout

NanoDrop® ND_1000 Spectrophotometer

PCR-Maschine Labcycler basic
pH-Meter CG820

Photometer Nicolet Evolution 100
Protein-Gelapparatur

gPCR-Maschine StepOnePlus
Reinstwassersystem PURELAB Classic
Schuttelinkubator 3033

Spannungsgeber E132

JULABO, Allenta, USA
Sigma Laborzentrifugen GmbHi{edsde
am Harz
Messner emtronic, Dettergemn
Heidolph Instruments GmbH, Sadbach
Biozym Scientific GmbH, Hessh
Oldendorf
peglLab, Erlange
Biolabproducts GmbH
Schott-Gerate, Hofheim
Thermo Fisher Bitie GmbH, Dreieich
Roth, Karlsruhe
Applied Biosystems, USA
ELGA LabWd&letle
GFL - Gesellschaft fur Labonnik mbH,
Burgwedel

Consort bvba, Turnhout, Belgien
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Spannungsgeber E835 Consort bvba, Turnhout, Belgien
Sterilbank HERAsafe Thermo Fisher Scientific GmBiieich
Thermomixer comfort, 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg
Tischzentrifuge 54151R Eppendorf AG, Hamburg
Tischzentrifuge Mikrozentrifuge 1-14 Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode
am Harz
Vortex VV3 VWR International GmbH, Darmstadt
Wasserbad HC Julabo, Seelbach

Weitere Geréte entsprachen der Ublichen Laboratissga

3.1.6 Software

ChemSketch 12.01 ACD Labs, Toronto, Kanada

DSQ-Tune Thermo Electron Corporation, Waltham,
USA

Geneious Pro 5.3.4 Biomatters, Neuseeland

MestReNova Version 8.0.0-10524 MESTRELAB Reseasamtiago de
Compostela, Spanien

Microsoft Office 2010 Microsoft Corporation, Rednthrd SA

MSD Security ChemStation Agilent Technologies, Sdbliara, USA

NIST Mass Spectral Search Program 2.0 FairCom Catipo, Columbia, USA

R (Version 2.13.0) The R Foundation for Statigti@amputing

6300 Series lon Trap LC/MS Data Analysis Bruker Daltonics GmbH, Billerica, USA
4.0

StepOnerm Plus V2.1 Applied Biosystems, USA
Vector NTI Ver. 9.0 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Xcalibur, Version 1.4 SR1 Thermo Electron Corpanatiwaltham,

USA
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3.1.7 Biologisches Material

3.1.7.1Mikroorganismen

Tabelle 3.1 Verwendete Mikroorganismen

Stamm Relevante Eigenschaft Referenz
Escherichia coli F- mcrA D(mrr-hscRMS-mcrBC)  Invitrogen (2008)
ToplO ®80lacZAM15, AlacX74,recAl

araD139,A(ara-leu)7697,galU,
galK , rpsL (Strf), endAl, nupG

Saccharomyces cerevisiae MATa his3Al leu2 trp1-289 Invitrogen (2008)
INVScl ura3-52ZMAT a his3A1 leu2 trpl-
289 ura3-52

3.1.7.2Pflanzen

Solanum lycopersicun©kotypElba (Buschtomate) wurde zur RNA-Extraktion und Analyse
der Genexpression kultiviert. Die Gattur8planumgehort zur Familie der Solanaceae,
Ordnung Solanales, Klass®icotyledoneag Unterabteilung Angiospermage Abteilung
Spermatophyta

3.2 Anzuchtmethoden

3.2.1 Anzucht von Escherichia coli

3.2.1.1Kompetente Zellen

Fur die Anzucht von chemisch kompetenten Zellendenr20 ml LB-Medium (1 % (w/v)
Trypton 1 % (w/v) NaCl, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt) mit einBakterienkolonie von einer LB-
Platte (1,5 % (w/v) Agar, 1 % (w/v) Tryptot % (w/v) NaCl, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt)
angeimpft und bei 37 °C und 150 U/min Uber Naclsichéttelt.1 ml dieser Vorkultur wurde
in 100 ml LB-Medium uberfuhrt und bei 37 °C und 180nin bis zu einer O nmvon 0,5
inkubiert. Die Zellen wurden fur 30 Minuten auf Kjsstellt. Anschlieend wurden sie bei
4 °C und 4000 x fur 10 Minuten zentrifugiert. Danach wurde das teaknpellet mit 5 ml
Triturationspuffer (100 mmol/l Cagl90 mmol/l MgC}, 40 mmol/l Natriumacetat, pH 5,5)
resuspendiert und mit Triturationspuffer auf 40 awifgefullt. Nach 15 Minuten auf Eis
wurde bei 4 °C und 4.000 g fir 10 Minuten zentrifugiert und das Zellpelleheut mit
40 ml  Triturationspuffer gewaschen. Das gewaschene Zellpellet wurde in 10 ml
Triturationspuffer resuspendiert und mit 752 piBthylsulfoxid zu einer Endkonzentration
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von 7 % (v/v) versetztDie kompetenten Zellen wurden zu 100 pl aliquotierd bei -80 °C
gelagert.

3.2.1.2Anzucht fur Miniprep und Stammkultur

Fur die Anzucht von Flussigkulturen wurden pro Kulb ml LB-Medium unter Zusatz von
100 pg/ml Ampicillin - mit einer Bakterienkolonie voreiner LB-Ampicillin-Platte
(+100 pg/ml Ampicillin) angeimpft. Die Inkubationfelgte bei 37 °C und 150 U/min Uber
Nacht. Die ODsgp dieser Kulturen lag nach der Inkubation zwischef @nd 2,0. Die
Vorkultur wurde zur Plasmidisolation (Kapitel 3.B)1 oder zur Herstellung einer
Stammkultur verwendet. Daftr wurden 700 pl Vorkultoit 700 pl steriler Glycerinstock-
Lésung (65 % (v/v) Glycerin, 1,2 % (w/v) MgQQ0,3 % (w/v) Tris-HCI pH 8) vermischt.
Die Kultur wurde in flussigem Stickstoff schockga®n und bei -80 °C gelagert.

3.2.2 Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

3.2.2.1Kompetente Zellen

Die Anzucht von chemisch kompetenten Hefezellenolgié laut Anleitung des
S. ¢ EasyCompP" TransformatiorKit, Invitrogen (Kapitel 3.1.3). Die chemisch kogetpnten
Hefezellen wurden zu 50 pul aliquotiert und bei 280gelagert.

3.2.2.2Anzucht zur Proteinexpression

Fur die Anzucht von Hefezellen zur Expression relkioranter Proteine wurden 50 ml SC-U-
Medium (0,67 % (w/v)Yeast Nitrogen Basge 0,01 % (w/v) Adenin, Arginin, Cystein,
Leucin, Lysin, Threonin und Tryptophan und je 0,085(w/v) Asparaginsaure, Histidin,
Isoleucin, Methionin, Valin, Phenylalanin, ProliBerin und Tyrosin; + 2 % (w/vj-D-
Glukose) mit einer Hefekolonie von SC-U-Platte (8C~2 % Agar) angeimpft. Die Zellen
wurden bei 30 °C und 150 U/min tber Nacht inkubisiach Messung der QB wurde die
Kultur bei 1500 xg und 4 °C fur 5 Minuten zentrifugiert. Das Hefepevurde mit SC-U-
Medium (+ 2 % (w/v) Galaktose anstatt Glukose) spemdiert, auf eine Qi von 0,4
verdinnt und bei 30 °C und 150 U/min fur 24 Stunoikubiert. Die Kultur wurde zu 50 ml
aliquotiert. Die Ernte der Zellen erfolgte durchnitgugation bei 1500 >g und 4 °C fur

5 Minuten. Die Hefepellets wurden in flissigem ktoff eingefroren und anschlie3end
bei -80 °C gelagert. Nach Bedarf wurden aus deleZéroteine extrahiert (Kapitel 3.4.1 und
3.4.2).



Material und Methoden 49

3.2.3 Anzucht von Solanum lycopersicum

Fur die Anzucht vonS. lycopersicumwurden die Samen zum Quellen fur 4 Stunden in
warmes Wasser gelegt. Anschliel3end wurden sie gtera tief in angefeuchteter Anzucht-
Erde ausgesat. Die Pflanzen wuchsen im Pflanzrasmeimer Beleuchtungsstarke von
10,85 kLux und einer Beleuchtungsdauer von 16 Smngro Tag. Sie wurden nach
3 Wochen entweder zur RNA-Isolierung verwendet adesin Gewadchshaus bei nattrlichem
Tageslicht gestellt. Dort wuchsen sie bis zur Figfe. Wasserung und Dingung erfolgten
nach Bedarf.

Zum Klonieren wurden 3 Wochen alte Tomatenpflangeerntet, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur RNA-Isolation bei -80 °Cagert (Kapitel 3.3.1).

Fir Experimente zur Bestimmung der zeitichen Genession in vegetativen
Pflanzenorganen wurden Sprossachse und Blatt Ad 82 Wochen nach Aussaat geerntet, in
flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur RNAHion bei -80 °C gelagert (Kapitel 3.3.1).
Sprossachsen und Blatter stammten aus mittelsteheBdreichen der Pflanze und waren
weder sehr jung noch sehr alt.

Der Einfluss der Blutenendfaule auf die Genexpogssier Peroxygenase wurde in griinen
befallenen und nicht befallenen Frichten untersuéhe Frichte wurden mit einem
Durchschnittsgewicht von je 50 g geerntet. Bei jeBeucht wurden die dem Stilansatz
zugewandten Zweidrittel und das Drittel, welches &euchtunterseite zugewandt war,
getrennt in flissigem Stickstoff eingefroren und bur RNA-Isolation bei -80 °C gelagert
(Kapitel 3.3.1).

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Isolierung ausS. lycopersicum

Bei Versuchen mit RNA wurde ausschlie3lich mit Bygpyrocarbonat (DEPC) behandeltem
Wasser (0,1 % (v/v) DEPC) gearbeitet.

3 g vegetatives Pflanzenmaterial oder 6 g Fructdap{tel 3.2.3) wurden mit flissigem
Stickstoff in einem Morser bzw. einer elektrischémalysenmihle zu feinem Pulver
vermahlen und mit 20 ml 65 °C heillem RNA-Extraksipnffer (25 mmol/l EDTA, 2 mol/l
NaCl, 100 mmol/l Tris-HCI, pH 8,0, 4 % (v/vB-Mercaptoethanol, 3 % (w/v)
Cetyltrimethylammoniumbromid, 3 % (w/v) Polyvinylpglidon) griindlich gemischt. Die
Suspension wurde bei 65 °C fur 10 Minuten inkubierd dabei alle 3 Minuten per Hand

leicht geschwenkt. Etwa 20 ml einer Mischung au$of@fiorm und Isoamylalkohol (24:1)
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wurden dazugegeben und 10 Minuten invertiert. N&afirifugieren bei 12000 g und 10 °C
fir 10 Minuten wurde der Uberstand in ein neuesdfaliberfiihrt und erneut mit 20 ml
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) versetzt, 10 Miant kontinuierlich gemischt und
zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder in eime® Falcon uberfuhrt, mit 1/3 Volumen
Lithiumchloridlosung (8 mol/l) gut gemischt und BePC Uber Nacht gelagert. Anschlie3end
wurde bei 12000 g und 4 °C fir 30 Minuten zentrifugiert. Das entstame Pellet wurde in
500 pul SDS-L6sung (0,5 % (w/v)) geldst, 500 ul @bform/lsoamylalkohol (24:1) wurden
zugefugt und 30 Sekunden invertiert. Nach Zentréften bei 16100 xg und 4 °C fir
10 Minuten wurde der Uberstand mit dem doppeltetuiien an -20 °C kaltem Ethanol
gemischt und 2 Stunden bei -20 °C inkubiert. Naeht#fugieren bei 16100 g und 4 °C fur
30 Minuten wurde das entstandene RNA-Pellet mit5l0@0 °C kaltem Ethanol (70 % (v/v)
gewaschen und bei 16100gxund 4 °C fiur 5 Minuten zentrifugiert. Dieser Waschitt
wurde mit -20 °C kaltem Ethanol (100 %) wiederh@las gereinigte RNA-Pellet wurde in
100 pul Wasser gelosind bei -80 °C gelagert. Da die RNA noch mit DNAw@einigt sein
kann, wurde ein DNA-Verdau durch DNase vollzogeaitel 3.3.4)

3.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der isolierten RNA wurde photoriseh am Nanodrop® ermittelt. Als

Blindwert diente Wasser.

3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Die Trennung von RNA erfolgte in einem Agarosedel% (w/v) Agarose und 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid in TAE-Puffer (40 mmol/l Tris-HCI pR,5, 20 mmol/l Essigsaure, 1 mmol/l
EDTA)). 1 pul RNA-L6sung (bis zu 10 pg) wurde mia8TE-Puffer (10 mmol/l Tris-HCI, pH
7,5, 1 mmol/ EDTA) und 1 pl Ladepuffer (0,21 % (v@range G, 0,1 mol/l EDTA, 50 %
(w/v) Glycerin, pH 8,0) versetzt und in eine Tasdhes Agarosegels aufgetragen. Die
Elektrophorese fand in TAE-Puffer bei 120 V flwat45 Minuten statt. Das Gel wurde unter
UV-Licht der Geldokumentationsanlage betrachtet fatagrafiert.

3.3.4 DNA-Verdau durch DNase

Zum Entfernen von kontaminierter DNA wurde die RMN&sung (Kapitel 3.3.1) mit einer
DNase behandelt. 24 pl RNA-Losung (die totale RNAAge unterschied sich in
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Abhangigkeit der RNA-Konzentration) wurden mit 3[PINasel (1 U/ul) und 3 pl DNasel-
Puffer gemischt und bei 37 °C fur 1 Stunde inkubiBre Reaktion wurde durch Zugabe von
100 pul Wasser und 150 pl einer Mischung aus Chionofund Isoamylalkohol (Verhaltnis
24:1) angehalten. Nach 10 Sekunden Vortexen unttitegieren bei 16100 g und 4 °C fur

5 Minuten wurde die wassrige Phase abgetrennt umelemit 150 pl einer Mischung aus
Chloroform und Isoamylalkohol geschittelt, zentirt und die wassrige Phase abgetrennt.
Die bei beiden Extraktionsschritten erhaltenen wiginen Phasen wurden vereint und mit
100 pl Wasser geschiittelt. Nach Zentrifugierenll&ioO xg und 4 °C fir 5 Minuten wurde
die wassrige Phase abgetrennt und mit der im Asbairitt zuvor erhaltenen wassrigen Phase
vereint. 150 pl einer Mischung aus Chloroform usolimylalkohol (Verhaltnis 24:1) wurden
zugefugt, extrahiert, die wassrige Phase (etwa2p@bgetrennt und mit 600 pl Ethanol und
20 pl Natriumacetatpuffer (3 mol/l, pH 5,2) gemisciber Ansatz wurde Uber Nacht
bei -80 °C gelagert. Am nachsten Tag wurde bei @62@ und 4 °C fur 30 Minuten
zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit je 500Ethanol (70 % (v/v)) und einmal mit
500 pl Ethanol (100 % (v/v)) vorsichtig gewaschewjschen den Waschschritten wurde bei
16100 xg und 4 °C fur 5 Minuten zentrifugiert. Zuletzt werddas RNA-Pellet bei
Raumtemperatur getrocknet und in 20 pl Wasser gdédis von DNA gereinigte RNA wurde
entweder fir eine reverse Transkription (Kapit8lS) eingesetzt oder bei -80 °C gelagert.

3.3.5 Reverse Transkription

Fur eine Quantifizierung der Expression des Perengge kodierenden Gens aus
S. lycopersicun{SIPXG wurden von jeder Planzenmaterialprobe 0,3 pgimgigte RNA
eingesetzt (Kapitel 3.3.4). Die RNA wurde mit OliB@soxythymidin (4,2 pumol/l) gemischt
und mit Wasser auf 12 pl aufgefillt. Die Mischungrde bei 70 °C fir 5 Minuten geschittelt
und auf Eis abgekuhlt. Dieser 12 pl-Ansatz wurde il dNTPs (2,5 mmol/l), 1 pl
RNaseOut, 1 pl reverse M-MLV Reverse Transcrip(@8® U/ul) und M-MLV RT Puffer
auf 20 ul aufgeflllt. Es folgte eine Inkubation flirStunde bei 37 °C und darauf fir 5
Minuten bei 95 °C. Die cDNA wurde entweder flr einguantitative
Polymerasekettenreaktion eingesetzt (Kapitel 3. 30@) bei -20 °C gelagert.

Fur die Amplifikation und darauf folgende KloniegiderSIPXGin einen Expressionsvektor
wurden 10 pg RNA eingesetzt, welche keinem DNaseldMe unterzogen wurde
(Kapitel 3.3.1 und 3.3.2). Die RNA wurde mit Oligesoxythymidin (4,2 pumol/l) gemischt
und mit Wasser auf 12 ul aufgefullt. Die Mischungrde 5 Minuten bei 70 °C geschiittelt
und auf Eis abgekuhlt. Dieser 12 pl-Ansatz wurde Inil Dithiothreitol (0,1 mmol/l), 2 pl
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dNTPs (2,5 mmol/l), 1 ul SuperScript® Il Reversafscriptase (200 U/ul) und First-Strand
Puffer auf 20 pl aufgefullt. Der Ansatz wurde furStunde bei 50 °C und darauf fur
5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Die cDNA wurde entiee flr eine Polymerasekettenreaktion

eingesetzt (Kapitel 3.3.7) oder bei -20 °C gelagert

3.3.6 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Um die Expression deiSIPXG in verschiedenen Organen und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten in  Tomatenpflanzen zu  ermitteln, wurdeeine  quantitative
Polymerasekettenreaktion (qPCR) durchgefihrt. iiVeérvielféaltigung eines 568 bp grof3en
Fragments deSIPXG wurden das Vorwarts-Oligonukleotid SIPXG_f und dRisckwarts-
Oligonukleotid SIPXG_mr verwendet (Anhang Kapitel)7 Um geringe Schwankungen in
den cDNA-Mengen erfassen und bertcksichtigen zunéodnwurde als interne Kontrolle die
Spacer-Region zwischen den 16S- und 23S-rRNA-Abgehn quantifiziert. Die
dazugehorigen Oligonukleotide waren IS_f und I3\nh@ang Kapitel 7.1).

Fur die gPCR wurde cDNA verwendet, die durch M-MRéverse Transcriptase aus der
RNA der einzelnen Pflanzenproben hergestellt wikdgitel 3.3.5). 2 pl cDNA (unverdinnt
fur die SIPXG oder 1:8000 verdunnt fur den internen Standael)),p ul des jeweiligen
Oligonukleotids (10 pumol/l), 6,8 pl Wasser und I0JYBR Green Mastermix wurden in
einem 20 pl Ansatz gemischt. Um Schwankungen wéhdas Pipettierens zu minimieren,
wurde fir jede cDNA eine Dreifachbestimmung durdbigg. Die Kontrollen enthielten
Wasser anstatt cDNA. Die Ansatze wurden in Vertigen von 96-Well-Platten pipettiert.
Fur die beiden Oligonukleotidpaare wurde das Teatpgorogramm der Tabelle 3.2

verwendet, um die cDNA-Menge zu quantifizieren ente Schmelzkurve zu erstellen.

Tabelle 3.2 gPCR-Programm zur Expressionanalyse de3lPXG .

Temperatur in °C Zeit in Sekunden

95 600

95 15 ]

60 15 - 40 Zyklen
72 15

95 15 S

60 60 _ Schmelz-
95 15 kurve
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Zur Analyse der relativen Genexpression mittels RR@irde die Methode®“' verwendet.
Hierbei wird die Anderung der Expression des Ziekge relativ zu einer Referenzgruppe
berechnet (Livak und Schmittgen 2001). Die WerteGl®ssing-Points (©Verte) furSIPXG
und interne Kontrolle der einzelnen Proben wurdercld die Software StepOn@lus V2.1
bestimmt. Von jedem t@Nert derSIPXGwurde der entsprechendet-\WWert der internen
Kontrolle subtrahiert; daraus resultierten d@-Werte:

ACt = G (SIPXQ - G (interne Kontrolle)

Zum Vergleich wurden die\Ct-Werte einer Probe AC: (Zielgen)) inRelation zu einem
beliebigen, jedoch wahrend der Berechnung konstaReferenzgenAC: (Referenzgen))

gestellt. Zunachst wurden dMA\Ci-Werte berechnet:

AACt = ACt (Zielgen) -ACt (Referenzgen)

Im Anschluss wurde die relative Expression (RQ)detgens berechnet:

Die Darstellung der Expressionen als Boxplot unel stiatistische Auswertungen mit dem
Wilcoxon—Mann-Whitney U-Teganden mit dem Programm ,R* statt.

3.3.7 Polymerasekettenreaktion

Fur eine Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten wurelae Polymerasekettenreaktion (PCR)
durchgefuhrt. Das cDNA-Fragment, welches d#PXG kodiert, wurde in 2 Teilen
vervielfaltigt. Der vordere DNA-Abschnitt (5-Fragmt, 568 Basenpaare) wurde getrennt
vom hinteren (3‘-Fragment, 341 Basenpaare) amp@itiz Fur das 5'-Fragment wurde als
Vorwarts-Oligonukleotid SIPXG_f und als Rickwartigonukleotid SIPXG_mr verwendet.
Fur das 3'-Fragment wurde als Vorwarts-OligonukedbIPXG_mf und als Rickwarts-
Oligonukleotid SIPXG_r verwendet (Anhang Kapitell)7. Als Vorlage wurde cDNA
eingesetzt (Kapitel 3.3.5).

Fur die PCR wurden 2 pl cDNA-Loésung (Kapitel 3.3®)t je 1 pl des jeweiligen
Oligonukleotids (10 pumol/l), 1 ul dNTPs (2,5 mmpl0,5 pul Phusion® DNA-Polymerase
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(2 U/ul), 4 ulFirst Strand BufferPolymerasepuffer und 10,5 ul Wasser gemischt.zRro
amplifizierendes Fragment wurde das Temperaturprogr von Tabelle 3.3 durchgeflhrt.

Tabelle 3.3 PCR-Programm zur Vervielfaltigung des 5 und 3'-
Fragments derSIPXG .

Temperatur in °C Zeit in Sekunden

94 300

94 45

55 45 35 Zyklen
72 120

72 600

8 oo

Im Anschluss wurde eine Agarose-Gelelektrophoresehgjeftihrt (Kapitel 3.3.9).

3.3.8 Kolonie-Polymerasekettenreaktion

Zum Testen von Bakterien- und Hefekolonien auf arfelgreiche Transformation wurden
diese mit einer Kolonie-Polymerasekettenreaktionl¢kie-PCR) auf das gewtinschte DNA-
Fragment hin untersucht. Als Vorwarts-Oligonukldotvurde SIPXG_f und als Ruckwarts-
Oligonukleotid SIPXG_mr verwendet (Kapitel 7.1), udas 5'-Fragment delSIPXG
(568 Basenpaare) zu vervielfaltigen.

Mit sterilen Spitzen wurden Zellen aus einer Kotowon der Agar-Platte aufgenommen. Die
Zellen wurden in einen Reaktionsansatz bestehend @u 1 pl des jeweiligen
Oligonukleotidpaares (10 umol/l), 1 pl dNTPs (2,50aWl), 0,3 ul TagPolymerase (5 U/ul),
2 ul ThermoPolpuffer und 14,7 pul Wasser getauchd gemischt. Das dazugehoérige

Temperaturprogramm ist in Tabelle 3.4 dargestellt.

Tabelle 3.4 Kolonie-PCR-Programm zur Vervielfaltigung des
5'-Fragments der SIPXG .

Temperatur in °C Zeit in Sekunden

94 300

94 30

55 30 30 Zyklen
72 60

72 600

4 oo

Im Anschluss wurde eine Agarose-Gelelektrophoresehgjefiihrt (Kapitel 3.3.9).
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3.3.9 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Trennung von DNA erfolgte in einem Agarosegkl% (w/v) Agarose und 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid in TAE-Puffer (40 mmol/l Tris-HCI pR,5, 20 mmol/l Essigsaure, 1 mmol/|
EDTA)). Die DNA-LOsung wurde mit 1/9 Volumen an Lleguuffer (0,21 % (w/v) Orange G,
0,1 mol/l EDTA, 50 % (w/v) Glycerin, pH 8,0) vergetPro Geltasche wurden 33,3 ul der
vorbereiteten DNA-Probe aufgetragen. Als GroRemstahdienten 7 pl GeneRul¥rLadder
Mix (0,1 pg/ul). Die Elektrophorese fand in TAE-Rarf bei 120 V fur etwa 45 Minuten statt.
Das Gel wurde unter UV-Licht der Gel-Dokumentatamage betrachtet und fotografiert.

3.3.10 Extraktion von DNA aus einem Agarosegel

Die Extraktion von DNA aus einem Agarosegel wurdet|Anleitung des QIAEX Il Gel
Extraction Kit von QIAGEN durchgefuhrt. Die erhalee DNA-L6sung wurde entweder fir
einen Restriktionsverdau (Kapitel 3.3.12) eingasader bei -20 °C gelagert.

3.3.11 Plasmidisolation

Die Plasmidisolation aus. coli wurde laut Anleitung des WizdtdPlus SV Minipreps DNA
Purification System von Promega durchgefiihrt. Dafiwrden 5 ml Vorkultur vork. coli
(Kapitel 3.2.1.2) verwendet. Das gereinigte Plasmurde fir einen Restriktionsverdau
(Kapitel 3.3.12) oder eine Transformation v®ncerevisiagKapitel 3.3.15) verwendet oder
bei - 20° C gelagert.

3.3.12 Restriktionsverdau

FUr den Verdau eines PCR-Produktes (Kapitel 3.&uden 12 pl PCR-Produkt mit je
20 U Restriktionsendonuklease und Puffer 2 von NBwland Bioscience in einem 30 pl
Ansatz gemischt und 2 Stunden bei 37 °C inkubiBtir den Verdau eines isolierten Plasmids
wurden 5 ul Plasmidlésung (Kapitel 3.3.11) mit [@ @ Restriktionsendonuklease in einem
30 ul Ansatz gemischt und bei 37 °C inkubiert. Dikubation dauerte 15 Stunden flr eine
anschlieBende Ligation eines DNA-Fragmentes od8tudiden flr einen rein analytischen
Restriktionsverdau. Der Erfolg des Plasmidverdausrder jeweils durch Agarose-
Gelelektrophorese untersucht (Kapitel 3.3.9). Dasnotigte DNA-Fragment wurde
gegebenenfalls aus dem Agarosegel extrahiert (&lepi8.10).
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3.3.13 DNA-Ligation

Fur die Ligation zweier DNA-Fragmente wurden je 4 peider DNA-Molekuile
(Kapitel 3.3.12) mit 1 pl T4-DNA-Ligase und 1 pldasepuffer in einem 10 pl Ansatz
gemischt und bei 4 °C fir 20 Stunden inkubiert.

Fur die Ligation eines DNA-Fragmentes in ein Plasmurden 5 pul DNA-Fragment und 3 pl
geschnittenes Plasmid (Verhaltnis 1,67:1) mit T#DNA-Ligase und dem Ligasepuffer in
einem 10 pl Ansatz gemischt und bei 4 °C fur 20n8é&n inkubiert. Das ligierte Plasmid

wurde fir eine Transformation vdh coli eingesetzt (Kapitel 3.3.14).

3.3.14 Transformation von E. coli

Fur die Transformation vork. coli wurden 5 pul Ligation (Kapitel 3.3.13) zu 100 pl
kompetenten Zellen auf Eis pipettiert (Kapitel 3.2). Dieser Ansatz wurde 30 Minuten auf
Eis inkubiert und darauf einem Hitzeschock im Wedssé bei 42 °C fiur 30 Sekunden
unterzogen. Nach 2 Minuten Ruhezeit auf Eis wurdienZellen mit 500 pl sterilem SOC-
Medium (2 % (w/v) Trypton, 5 % (w/v) Hefeextrakt) Inmol/l NaCl, 20 mmol/l Glukose,
2,5 mmol/l KCI, 20 mmol/l MgCJ) versetzt und bei 37 °C und 150 U/min fir 60 Minuten
geschattelt. Danach wurden die Zellen auf LB-AmpicPlatten ausplattiert und bei 37 °C
Uber Nacht inkubiert. Die Platten mit den entstaetekolonien wurden bei 4 °C gelagert.

3.3.15 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von chemisch kompetenten Hefeze(Kapitel 3.2.2.1) erfolgte laut
Anleitung des S. c EasyComp” Transformation Kits, Invitrogen. 5 pl Plasmidlégun
(PYES2_SIPXG (Kapitel 3.3.11) oder das Plasmid omsert, pYES2) wurden eingesetzt.
Die Zellen wurden auf SC-U-Platten (SC-U + 2 % jwigar, + 2 % (w/v)a-D-Glukose)
ausplattiert und 3 Tage bei 30 °C inkubiert.

3.3.16 Sequenzierungen
Zum Bestéatigen der Ligation d&tPXGin das Plasmid pYES2 wurde eine Plasmidprobe mit
dem Oligonukleotid T7_f (Anhang Kapitel 7.1) zumqg8enzieren an Microsynth AG,

Balgach, Schweiz, geschickt.



Material und Methoden 57

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Herstellung eines Proteinrohextraktes au$. cerevisiae

Das Hefepellet aus 100 ml Hauptkultur (Kapitel 3.2) wurde in 10 ml

Natriumphosphatpuffer (50 mmol/l Natriumphosphat, p,4, 1 mmol/l EDTA, 5 % (w/v)

Glycerin, 1 mmol/l Phenylmethylsulfonylfluorid (PNFp auf Eis resuspendiert. Nach
Zentrifugieren bei 1500y und 4 °C fur 5 Minuten wurde das Hefepellet in 4 m
Natriumphosphatpuffer (+ 0,01 % (w/v) Tween®20)usggendiert. Das gleiche Volumen an
Glaskigelchen (0,25-0,50 mm) wurde zugefiigt. DikeAewurden 30 Sekunden gevortext
und anschlieBend 30 Sekunden auf Eis gestellt. eDig®llaufschluss wurde achtmal
wiederholt. Nach Zentrifugieren bei 2000@»nd 4 °C fiir 5 Minuten wurde der Uberstand
auf Eis aufbewahrt und das Pellet zweimal mit 4ANatriumphosphatpuffer (+ 0,01 % (w/v)
Tween® 20) gewaschen und die Uberstande vereint. ADeteinrohextrakt wurde sofort

weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert.

3.4.2 Mikrosomenisolation ausS. cerevisiae

Zur Isolierung mikrosomaler Proteine aus Hefezellemde das Hefepellet aus 50 ml Kultur
(Kapitel 3.2.2.2) in 5 ml Tris-HCI (100 mmol/l TrispH 7,5 1 mmolll
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)) resuspendied, Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend bei 1500gxund 4 °C fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach
Resuspendieren des Hefepellets in 0,5 ml Tris-H@iden 1,3 g Glaskigelchen zugegeben.
Die Zellen wurden zehnmal abwechselnd 30 Sekun@sortext und 30 Sekunden auf Eis
gestellt. Der Zellaufschluss wurde viermal mit 1Tmk-HCI gewaschen, wobei zwischen den
Waschschritten bei 1000 g und 4 °Cflr 2 Minuten zentrifugiert wurde, so dass sich
Zellwandbestandteile und Glaskiigelchen absetzemt&on Die erhaltenen Uberstande
wurden zur Abtrennung von Zellorganellen mit Ausmahder Mikrosomen bei 20000 g«
und 4 °C fur 10 Minutezentrifugiert. Zum Uberstand wurden 0,15 mol/l Na@t 0,1 g/ml
PEG 4000 gegeben und unter Ruhren auf Eis geldsh Eallen der Mikrosomen wurde
15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugiereai 0000 xg und 4 °C fur 10 Minuten
wurde das Pellet in 0,5 ml Tris-HCI (+ 0,001 % Tw®e20) resuspendiert und anschliel3end
in einem Glashomogenisator per Hand etwa zehnnmabgenisiert. Die Mikrosomen wurden

entweder sofort weiterverwendet oder bei -20 *@gett.
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3.4.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode Boadford, 1976, angewandt. 2 pl der
zu untersuchenden Proteinlésung wurden mit 98 p$3afal:50 verdiunnt und mit 1 ml
Bradford-Reagenz (8,5 % (v/v) Phosphorsaure, %84 Ethanol, 0,01 % (w/) Coomassie)
gemischt. Die Extinktion des gebildeten Farbkometexwurde bei einer Wellenlange
A=595 nm mittels Photometer ermittelt. Eine Eichderanit 0,2 pg, 0,4 ug, 0,8 ug, 10 pg,
15ug und 20 pg Rinderserumalbumin in - Wasser diedex Berechnung der

Proteinkonzentration.

3.4.4 Gelelektrophorese von Proteinen

Zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrerlekwdaren Masse wurde eine
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektroph@e$SDS-PAGE) durchgefuhrt. Hierbei
wurde ein 12 %iges Tris-Glycin-Gel mit 1 mm Schaibke (anamed Elektrophorese GmbH)
verwendet. Die Proteinlésungen wurden auf die geefite Konzentration mit Wasser
verdinnt und darauf mit % Volumen SDS-PAGE-Laemuifgr (250 mmol/l Tris, pH 8,5,

25 % (viv) Glycerin, 7,5 % (w/v) SDS, 12,5 %-Mercaptoethanol, 0,025 % (w/v)
Bromphenolblau) versetzt. Die Proteine wurden fOrMinuten bei 95 °C denaturiert und
dann in die Geltaschen geladen. Als GroRRenstandi@mte der Proteinmarker Molecular
Weight Marker SDS7 (Sigma-Aldrich), wovon 10 pl @éne Tasche geladen wurden. Die
Elektrophorse fand im SDS-PAGE Laufpuffer (25 mmalis, pH 8,5, 192 mmol/l Glycin,

0,1 % (w/v) SDS) bei 80 V statt, bis das Bromphblaal des Laemmlipuffers ins Gel
hineingewandert war. Dann wurde die Spannung a@f\12rhoht. Die Elektrophorese wurde
bei Austreten des Bromphenolblaus aus dem Gel le¢ebDas Polyacrylamidgel wurde fur
60 Minuten in Coomassie-Farbelésung (50 % (v/v)debl, 1 % (v/v) Essigsaure, 0,1 %
(w/v) Coomassi® Brilliantblau) geschwenkt. AbschlieRend wurde d&sl mehrmals mit

Entfarbe-Losung (20 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) igs@ure) gewaschen, bis die
Proteinbanden deutlich sichtbar waren und der bldugergrund aus dem Gel mdglichst

verschwunden war.
3.4.5 Untersuchung der Proteinexpression irS. cerevisiae

3.4.5.1SDS-PAGE

Der zeitliche Verlauf der Expression der rekombiean Peroxygenase (SIPXG) in

S. cerevisiaavurde mittels SDS-PAGE untersucht. Eine Hauptkultan 50 ml wurde wie in
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Kapitel 3.2.2.2 angesetzt und nach 0, 3, 6, 9,34und 36 Stunden wurden jeweils 5 ml
Kultur entnommen. Die enthommenen Zellen wurden wéschrieben zentrifugiert und
bei -80 °C gelagert. Im Anschluss wurden aus defepétiets Proteinrohextrakte hergestellt
(Kapitel 3.4.1). Dieser wurde fur eine SDS-Polydamid-Gelelektrophorese verwendet;
jeweils 20 pg Protein wurden pro Geltasche geladapitel 3.4.3). Als GrolRenstandard
wurden 5 pl Proteinmarker Molecular Weight Mark&SS mit 5 pl Dithiothreitol (16 mg/ml)
gemischt und 5 Minuten bei 95 °C erhitzt. Danachrdeuder Proteinmarker auf das Gel
aufgetragen. Elektrophorese, Farbung und Entfarbuwngde wie in Kapitel 3.4.4

durchgeflnhrt.

3.4.5.2Aktivitatstest

Zusatzlich zur SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoreagde die Aktivitat der Peroxygenase
zu den jeweiligen Zeitabschnitten aus Kapitel 3¥untersucht. Dafir wurden jeweils 50 pg
Proteinrohextrakt (Kapitel 3.4.1) mit 12,5 pl 9-HP@ mmol/l in Methanol, 30 %) in 500 pul
Natriumacetatpuffer (100 mmol/l, pH 5,5) gemiscimdw20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 pl Salzsa(@@0 mmol/l) durch Absenkung des pH-
Wertes auf 2,5 gestoppt. Das Oxidationsprodukt wumtit 500 pl einer Mischung aus
Chloroform und Methanol (2:1) extrahiert, bei 1620 und Raumtemperatur fir 5 Minuten
zentrifugiert und die organische Phase zur Weitarbeitung abgenommen. Dieser
Extraktionsschritt wurde einmal wiederholt. Die angschen Phasen wurden vereint und das
Losungsmittel langsam unter einem Stickstoffstrangealampft. Der Ruckstand wurde in
500 ul Methanol (30 % (v/v)) gelost und einer Fgskromatographie unterzogen
(Kapitel 3.5.3). Eine Eichgerade mit 0, 10, 25, &v. 100 mmol/l 9-HPOD in Methanol
(30 % /viv)) diente der Quantifizierung der ubrigebenen Konzentration an 9-HPOD
(Anhang Kapitel 7.7.1). Aus der Konzentration wudie Stoffmenge an noch vorhandenem

H.O, berechnet:
n (9-HPOD ) =c¢ (9-HPOD ) x 0,5 ml
Anhand der eingesetzten Stoffmenge von 25 nmol @BIRund der Ubriggebliebenen

Stoffmenge wurde der Substratumsatz ermittelt. Bkévitat entspricht dem Quotient aus

Substratumsatz durch Zeit und hat die Einheit nmial/



60 Material und Methoden

3.4.6 Einfluss von Tetcyclacis auf die Enzymaktivitat

10 pg Proteinrohextrakt (Herstellung ohne Tween®80Extraktionspuffer, Kapitel 3.4.1)
wurden mit Tetcyclacis (Endkonzentration 0, 10, 300 oder 500 pmol/l) und 50 pl
Natriumacetatpuffer (100 mmol/l, pH 5,5, 20 % (w@)ycerin) gemischt, mit Wasser auf
475 ul aufgefillt und bei 4 °C fur 60 Minuten inkeit. AnschlieBend wurden 25 pl 9-HPOD
(2 mmol/l in Methanol, 30 %) zugefiigt und bei 26 filE weitere 60 Minuten inkubiert.

Extraktion, Messung und Quantifizierung fanden ini&apitel 3.4.5.2 statt.

3.4.7 Effekte von pH-Wert und Losungsmittel auf die Extraktion von

Fettsaurehydroperoxiden

8 Aliquots von je 12,5 pl 9-HPOD (2 mmol/l in Metid, 30 %) wurden mit
Natriumacetatpuffer (Endkonzentration 100 mmolA, 3 5) auf 500 pl aufgefillt. 4 Aliquots
dieser Mischung wurden mit 100 pl Salzsaure (100otimauf einen pH-Wert von 2,5
angesauert, die restlichen 4 wurden mit 100 pl \&fagersetzt. Anschlie3end wurde mit je
500 pl Diethylether, Dichlormethan, Essigsaureatsi@r und einer Mischung aus
Chloroform und Methanol (2:1) extrahiert, bei 1620 und Raumtemperatur fir 5 Minuten
zentrifugiert und die organische Phase aufgehdbDenweitere Verlauf der Extraktion sowie

Messung und Quantifizierung fanden wie in Kapitdl.3.2 statt.

3.4.8 pH-Optimum

Die Aktivitdt der SIPXG wurde bei den pH-Werten %,und 6 in Natriumacetatpuffer
(Endkonzentration 10 mmol/l, 2 % (w/v) Glycerin)dubei den pH-Werten 7, 8 und 9 in Tris-
HCI (Endkonzentration 10 mmol/l, pH-Wert 7, 8 o@e2 % (w/v) Glycerin) bestimmt. Daflr
wurden jeweils 50 pg Proteinrohextrakt (Kapitel.B)4mit 50 pl Olsaure (2,82 mmol/l) und
50 ul Puffer gemischt und mit Wasser auf 450 pgefifilt. Die Reaktion wurde mit je 50 pl
Wasserstoffperoxid (25 mmol/l) gestartet und beurReemperatur fir 20 Minuten inkubiert.
Anschlieend wurde mit je 500 pl Dichlormethan akitert, bei 16100 xg und
Raumtemperatur fir 5 Minuten zentrifugiert und diganische Phase aufgehoben. Dieser
Extraktionsschritt wurde einmal wiederholt. Die glgen organischen Phasen wurden
vereint und das Losungsmittel langsam unter eingicks$offstrom abgedampft. Um die
Proben mittels GC-MS zu messen, wurde eine Mettwlig der Carboxylgruppen
unternommen. Daflir wurden die Ruckstande in je |B0Plethanol gelést und mit je 150 pl
Trimethylsilyldiazomethan (2 mol/l) gemischt. Nadh Stunde bei Raumtemperatur bei
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geobffnetem Deckel der Reaktionsgefalie wurde dasurgdsnittel unter einem
Stickstoffstrom abgedampft, der Rulckstand in 200 mHexan gelost und einer
Gaschromatographie unterzogen (Kapitel 3.5.5.1, hbtg¢ Fettsaure 1%). Fir eine
Semiquantifizierung wurde im GC-Chromatogramm dimeenspur vorm/z 155 gewahlt
(Anhang Kapitel 7.6).

3.4.9 Temperatur-Optimum

Fur die Aktivitdtsbestimmung der Peroxygenase beunnverschiedenen Temperaturen
wurden 50 pg Proteinrohextrakt (Kapitel 3.4.1) B pl Olsaure (2,82 mmol/l) und
50 ul Natriumacetatpuffer (100 mmol/l, pH 6, 20 6\) Glycerin) gemischt und mit Wasser
auf 450 pl aufgeflllt. Die Reaktion wurde mit je H0 Wasserstoffperoxid (25 mmol/l)
gestartet und je Ansatz bei 0, 10, 20, 30, 40680,70 oder 80 °C fur 20 Minuten inkubiert.
Je Reaktion wurde mit 100 upl Salzsaure (100 mmoy@stoppt. Extraktion und
Derivatisierung wurde wie bei der Bestimmung des-@yptimums durchgefihrt
(Kapitel 3.4.8). Die Proben wurden einer Gaschrogpaphie unterzogen (Kapitel 3.5.5.1,
Methode ,Fettsdure 1%). Fur eine Semiquantifiziggwaurde im GC-Chromatogramm eine
lonenspur vom/z 155 gewahlt (Anhang Kapitel 7.6).

3.4.10 Substratscreening

3.4.10.1Fettsauren und Fettsdurederivate

Folgende Fettsduren und Fettsaurederivate wurdérOaigdation durch die Peroxygenase
untersucht:

Olsaure, Olsauremethylester, Oleylalkohol, Linotsaukonjugierte (10trans 12 cis)
Linolsaure a-Linolensaure, Eicosensaure, Erucasauremethylester

Reaktionsansatz:

50 ug mikrosomale Peroxygenase (Kapitel 3.4.2) emnohit 50 pl Substrat (20 mmol/l in
Methanol) und 50 pl Natriumacetatpuffer (100 mmaiH 6, 20 % (w/v) Glycerin) gemischt
und mit Wasser auf 450 pl aufgefillt. Die Reaktwarde mit 50 pl Wasserstoffperoxid
(25 mmol/l) gestartet und bei 40 °C fur 20 Minutekubiert. Drei folgende Kontrollversuche

wurden aulRerdem durchgefuhrt:
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* mit mikrosomalen Proteinen ohne Uberexprimierteoidggenase (Leervektorkontrolle)

* ohne Protein

e ohne Wasserstoffperoxid
Extraktion und gegebenenfalls eine Methylierungr(aei den Carboxylgruppen der
Fettsauren) wurden wie bei der Bestimmung des pkir@ons durchgefuhrt (Kapitel 3.4.8).
Nach dem Trocknen mit Stickstoff wurden die Prob@hOleylalkohol als Substrat in 60 pl
Methanol (30 % (v/v)) geldst und mittels LC-MS wstecht (Kapitel 3.5.4). Die restlichen
Proben wurden in je 100 ul n-Hexan aufgenommen mitdGC-MS gemessen (Kapitel
3.5.5.1, Methode ,Fettsaure 1 zusatzlich Kapidb.5.2, Methode ,Fettsdure 3“). Die
Identifikation fand entweder durch Vergleiche deaddenspektren mit der NIST-Datenbank,
Literaturangaben  oder der Massenspektren der  Qoudgrodukte  durch
m-Chlorperbenzoeséure (MCPBS) statt (Kapitel 3.4.Ibé)Falle der Oxidationsprodukte der
a-Linolenséure wurden diese sédulenchromatograplgectinigt und mittels NMR untersucht
(Kapitel 3.4.15, 3.5.2 und 3.5.7).

3.4.10.2Terpene und fliichtige Naturstoffe

Folgende Terpene und Naturstoffe wurden auf Oadadiurch die Peroxygenase untersucht:
S-(-)-Limonen, R-(+)-Limonemy-Terpinen,y-Terpinen,a-Phellandren, Terpinolen-Pinen,
a-Thujen, Nerol, Geraniol, S-(+)-Carvon, 3-CarenJonon, a-Bisabolol, B-Caryophyllen
sowie cis-Stilben, cis-Jasmon, Jasmonsaure, Jasmonsauremethylester, dEugerl

Isoeugenol

Reaktionsansatz:
100 pg mikrosomale Peroxygenase (Kapitel 3.4.2damimit 50 pl Substrat (10 mmol/l in
Methanol) und 50 pl Natriumacetatpuffer (100 mmdlAtriumaceatat, pH 6, 20 % (w/v)
Glycerin) gemischt und mit Wasser auf 450 ul auitfefDie Reaktion wurde mit 50 pl
Wasserstoffperoxid (25 mmol/l) gestartet und bei °4D fur 40 Minuten inkubiert. Drei
folgende Kontrollversuche wurden auf3erdem durchgefu

* mit mikrosomalen Proteinen ohne Uberexprimierteoidggenase (Leervektorkontrolle)

» ohne Protein

e ohne Wasserstoffperoxid
Extraktion und gegebenenfalls eine Methylierung r (rei der Carboxylgruppe der
Jasmonsaure) wurden wie bei der Bestimmung des pirOmMs durchgefihrt
(Kapitel 3.4.8). Der Ruckstand wurde in 100 pl Maetbl gelost und mittels GC-MS
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untersucht (Kapitel 3.5.5.1, Methode ,Terpene 1f & (-)-Limonen, R-(+)-Limoneng-
Terpinen,y-Terpinen,a-Phellandreng-Pinen, Nerol, Geraniol, ur@tCaryophyllen; Methode
.rerpene 2“ flir Eugenol, Isoeugenol undis-Stilben; Kapitel 3.5.5.2, Methode
.lerpene 4“ fur S-(+)-Carvon; Methode ,Terpene 5it fr-Bisabolol, 3-Carengis-Jasmon,
Jasmonsaure, Jasmonsauremethylestelpnon und Terpinolen; siehe aufRerdem Kapitel
3.5.5.3 fura-Phellandren und Kapitel 3.5.6 fur S-(—)-LimonemR-(+)-Limonen).

Fur a-Thujen wurde eine Festphasenmikroextraktion (SPMe)chgefuhrt (siehe Kapitel
3.4.13.2).

3.4.10.31-Methyl-1,4-cyclohexadien und 1,4-cyclohexadien
1-Methyl-1,4-Cyclohexadien und 1,4-Cyclohexadien rdem auf Oxidation durch die

Peroxygenase untersucht.

Reaktionsansatz und Kontrollen wurden wie in Kdf#té.10.2 durchgefihrt.

Auf Grund der Fliichtigkeit der Substrate wurdetsater Flissigextraktion eine Festphasen-
Mikroextraktion (SPME) im Anschluss an die Reaktidarchgefuhrt. Die Phase (Kapitel
3.1.4) wurde 20 Minuten in die Gasphase oberhalh Reaktionsansatzes gehalten. Im
Anschluss wurde die Phase zum Desorbieren der gebuBtoffe 2 Minuten im Injektor der
GC erhitzt und die Probe wie beschrieben gemes&apitél 3.5.5.1, Methode ,SPME 1%).

3.4.11 Oxidation durch tertiares Butylhydroperoxid und Cumolhydroperoxid
Neben Wasserstoffperoxid wurden zwei weitere, komarak erhaltliche Hydroperoxide als
mdogliche Co-Substrate der Peroxygenase eingeseriiares Butylhydroperoxid und
Cumolhydroperoxid.
Olsaure sowie die Terpene S-(-)-Limone#i[erpinen und-Terpinen wurden wie im Kapitel
3.4.10 auf Oxidation durch die Peroxygenase untbtswobei anstatt Wasserstoffperoxid
entweder 0,75 mmol/l tertidres Butylhydroperoxidend,5 mmol/l Cumolhydroperoxid
verwendet wurden. Drei folgende Kontrollversuchedem auRerdem durchgefuhrt:
* mit mikrosomalen Proteinen ohne Uberexprimierteoidggenase (Leervektorkontrolle)
* ohne Protein
» ohne Hydroperoxid
Extraktion und eine Derivatisierung der Ols&aure deuwie beschrieben durchgefiihrt. Die
Proben wurden mittels GC-MS untersucht (Kapitel. 3% Methode ,Fettsaure 3“ fur

Olsaure, Methode ,Terpene 6* fiir S-(-)-LimonenTerpinen undy-Terpinen). Fir eine
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Semiquantifizierung wurde im GC-Chromatogramm domenspur des jeweiligen Produktes
gewahlt (Anhang Kapitel 7.6).

3.4.12 Sattigungskurven

3.4.12.1Fettsauren und Fettsdurederivate

50 pg mikrosomale Peroxygenase (Kapitel 3.4.2) emirchit 50 pl Natriumacetatpuffer
(200 mmol/l, pH 6, 20 % (w/v) Glycerin) gemischtdumit Wasser auf 400 ul aufgefullt.
Insgesamt wurden zehn verschiedene Substratkoaengn von 0,02-2 mmol/l eingesetzt.
Da die Substrate in Methanol gelost waren, wurdaufageachtet, dass der Methanolgehalt in
jedem Reaktionsansatz 10 % (v/v) betrug, um einafiuss von Methanol auf die Reaktion
auszuschlieBen. Die Reaktion wurde mit 50 pl Wass#peroxid (25 mmol/l) gestartet und
bei 40 °C fur 40 Minuten inkubiert. Extraktion ugdgebenenfalls eine Methylierung (nur bei
den Carboxylgruppen der Fettsauren) wurden wiedeeiBestimmung des pH-Optimums
durchgefuhrt (Kapitel 3.4.8). Die Proben mit Oléitdnol als Substrat wurden nach dem
Trocknen mit Stickstoff in 60 pl Methanol (30 %\() gelost und mittels LC-MS untersucht
(Kapitel 3.5.4). Die restlichen Proben wurden itdexan aufgenommen und mit GC-MS
gemessen (Kapitel 3.5.5.2, Methode ,Fettsdure FJ).eine Semiquantifizierung wurde im

GC-Chromatogramm eine lonenspur des jeweiligen ikted gewahlt (Anhang Kapitel 7.6).

3.4.12.2Wasserstoffperoxid, tertiares Butylhydroperoxid @wmolhydroperoxid

50 ug mikrosomale Peroxygenase (Kapitel 3.4.2) smrohit 25 pl Olsaure (10 mmol/l in
Methanol) und 50 ul Natriumacetatpuffer (100 mmaH 6, 20 % (w/v) Glycerin) gemischt
und mit Wasser auf 450 pl aufgefillt. Die Reaktwdorde mit wassrigen Losungen von
Wasserstoffperoxid und tertidrem Butylhydroperoxddwie methanolischer Lésung von
Cumolhydroperoxid gestartet. Bei dem in Methanolbgiem Cumolhydroperoxid wurde
darauf geachtet, dass der Methanolgehalt in jedeakttonsansatz 10 % (v/v) betrug, um
einen Einfluss von Methanol auf die Reaktion aushlisen. EIf verschiedene
Konzentrationen vom Wasserstoffhydroperoxid (0,01r8mol/l), zehn verschiedene
Konzentrationen vom tertiaren Butylhydroperoxid 1¢6,mmol/l) und zehn verschiedene
Konzentrationen vom Cumolhydroperoxid (0,005-2 mih@lurden eingesetzt. Die Reaktion
fand bei 40 °C fur 40 Minuten statt. Extraktion uMethylierung wurden wie bei der
Bestimmung des pH-Optimums durchgefuhrt (Kapitédl&. Die Proben wurden in n-Hexan

aufgenommen und mit GC-MS gemessen (Kapitel 3.5Methode ,Fettsaure 3“). Flr eine
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Semiquantifizierung wurde im GC-Chromatogramm dimeenspur vorm/z 155 gewahlt
(Anhang Kapitel 7.6).

3.4.13 Aktivitditsmessungen

3.4.13.1Fettsauren und Fettsdurederivate

Die Aktivitat der Peroxygenase bei Fettsauren ueckml Derivaten als Substrate wurde in
einem gekoppelten Enzymtest photometrisch ermittéttrbei reagierte Wasserstoffperoxid,
welches durch die Peroxygenase nicht umgesetzteyund nachtraglich zugefiigtem NADH

und einer Peroxidase zu Wasser und NADie Menge an verbrauchtem NADH ist
aquivalent zur Ubrigen Wasserstoffperoxidmenge kadn wegen der unterschiedlichen

Absorptionen von NADH und NADphotometrisch bei 340 nm gemessen werden:

+ NADH-Peroxidase .
H,O, + NADH + H » 2 H,O+NAD

Reaktionsansatz:

50 pg mikrosomale Peroxygenase (Kapitel 3.4.2) ewirchit 50 pl Substrat (2 mmol/l in
Methanol) und 25 pl Natriumacetatpuffer (100 mmopH 6, 20 % (w/v) Glycerin,
0,01 % (v/v) Tween® 20) gemischt und mit Wasser 200 pl aufgefillt. Die Reaktion
wurde mit 50 ul Wasserstoffperoxid (10 mmol/l) gestt und bei 40 °C fur 20 Minuten
inkubiert. 0,1 ml dieses Reaktionsansatzes wurdeit @9 ml NADH-L6sung
(Endkonzentration 125 pmol/l in 100 mmol/l Tris-H@H 8 (Sulfit-Kit ,Gesamt-S¢,
Kapitel 3.1.3)) in einer 2,5 ml-Kuvette gemischteBbsorption wurde bei 340 nm gemessen
(= E1). AnschlieRend wurden 5 pl NADH-Peroxidaseiuiy (Sulfit-Kit ,Gesamt-S@)
zugefigt, gemischt und eine Stunde bei Raumtemperdtubiert. Danach wurde erneut die
Absorption bei 340 nm gemessen (= E2). Mittelsaliéeiden Absorptionen wurde die®3-
Konzentration folgendermal3en berechnet:

(E1-E2) x Gesamtvolumen (in ml) (E1-E2) x 2,005 ml
C (HZOZ) = =

€ (in | mmol™* cm?) x Schichtdicke (in cm) x Probenvolumen (in ml) 6,3 I mmof*cm?x 1 cmx 0,1 ml
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Aus der Konzentration wurde die Stoffmenge an nwothandenem Wasserstoffperoxid
berechnet:
n (HzOz) =C (Hzoz) x 0,25 ml

Anhand der eingesetzten Stoffmenge von 500 nmol s@faffperoxid und der Ubrig
gebliebenen Stoffmenge wurde der SubstratumsatziteftmDie Aktivitat entspricht dem

Quotient aus Substratumsatz durch Zeit und hatEiMeit nmol/min. Von diesem Wert
wurde die Hintergrundaktivitdt anderer Wasserswidpid abbauender Enzyme im
mikrosomalen Extrakt subtrahiert. Die Hintergruniait wurde in einem Reaktionsansatz

mit 37,5 pl Methanol anstatt Substrat gemessen.

3.4.13.2Terpene und andere flichtige Verbindungen

Die Aktivitat der Peroxygenase bei Terpenen undeeard flichtigen Substraten wurde Uber
SPME und GC-MS gemessen.

Reaktionsansatz:

50 pg mikrosomale Peroxygenase wurden mit 50 pbktgatb(1 mmol/l in Methanol) und
50 ul Natriumacetatpuffer (100 mmol/l Natriumacetdt 6, 20 % (w/v) Glycerin) gemischt
und mit Wasser auf 450 pl aufgefillt. Die Reaktwarde mit 50 pl Wasserstoffperoxid
(25 mmol/l) gestartet und bei 40 °C fir 40 Minutekubiert. AnschlieRend wurde die Phase
(Kapitel 3.1.4) 20 Minuten in die Gasphase oberta#ls Reaktionsansatzes gehalten. Die
Analyse fand mittels GC-MS statt (Kapitel 3.5.9Methode ,SPME 2* fir S-(-)-Limonen,
R-(+)-Limonen, a-Terpinen,y-Terpinen,a-Phellandren, Terpinolen, Nerol uris-Jasmon;
Methode ,SPME 3" flra-Thujen; Methode ,SPME 4* fua-Bisabolol undcis-Stilben). Fur
eine Quantifizierung wurde im GC-Chromatogramm éarenspur des jeweiligen Substrates
gewahlt (Anhang Kapitel 7.6). Die Peakflachen deitb$Srate wurden mittels erstellter
Eichkurven in Konzentrationen umgerechnet (Anhargpitel 7.7.2). Fir eine Eichkurve
wurden pro Substrat vier Konzentrationen von 10, 5% und 100 pmol/l in
Natriumacetatpuffer bei 40 °C fur 40 Minuten inkebiund wie oben beschrieben eine SPME
und GC-MS-Messung durchgefuhrt. Aus den berechnétenzentrationen konnten die
absoluten Stoffmengen in den jeweiligen Reaktioremittelt werden. Anhand der
eingesetzten Stoffmenge von 50 nmol Substrat undilbleggebliebenen Stoffmenge wurde
der Substratumsatz ermittelt. Die Aktivitat entsptidem Quotient aus Substratumsatz durch
Zeit und hat die Einheit nmol/min. Von diesem Wemirde die Hintergrundaktivitat der
Leervektorkontrolle subtrahiert; diese Kontrollreaken beinhalteten 50 ug mikrosomales

Protein aus Zellen ohne Uberexprimierte Peroxygenas
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3.4.14 Oxidation in organischen Lésungsmitteln

100 pg mikrosomale Peroxygenase (Kapitel 3.4.2demmit 10 pk-Terpinen (0,01 mol/l in
Methanol, Ethanol bzw. 1-Propanol) gemischt und @86 pl mit Methanol, Ethanol bzw.
1- Propanol aufgeftillt. Die Reaktion wurde mit 5S\Masserstoffperoxid (0,5 mol/l in Wasser)
gestartet und bei 40 °C fur 40 Minuten inkubierhsahlie3end wurde fur 20 Minuten eine
Festphasen-Mikroextraktion (SPME; PhasenmaterighesiKapitel 3.1.4) in der Gasphase
oberhalb des Reaktionsansatzes durchgefiihrt. Dialys@ fand mittels GC-MS statt
(Kapitel 3.5.5.1, Methode ,SPME 2%); die Quantigring erfolgte wie in Kapitel 3.4.13,
wobei fur die Eichkurven anstatt Puffer das entdpeade Losungsmittel verwendet wurde
(Anhang Kapitel 7.7.3).

3.4.15 GroRer Reaktionsansatz

Um ein unbekanntes Oxidationsprodukt mittels NMR idantifizieren, wurde dieses in
gréReren Mal3stédben enzymatisch synthetisiert.

Etwa 10 mg Proteinrohextrakt (Kapitel 3.4.1) wurdait 13,6 mg TerpenofPhellandren,
a-Terpinen oder Terpinolen, jeweils in 10 ml Methiagel6st) oder 50 mg-Linolensaure (in
100 pl n-Hexan:2-Propanol 2:1) gemischt und mitriNatacetatpuffer (Endkonzentration
100 mmol/l, pH 6) auf 100 ml aufgefillt. Die Reaktiwurde mit 25,5 pul Wasserstoffperoxid
(9,79 mol/l) gestartet und 4 bis 5 Stunden bei 4D derthrt. Zur Beobachtung des
Syntheseverlaufs wurde nach gleichen Zeitabscihngiee Probe von je 0,5 ml entnommen.
Jede Probe wurde zweimal mit je 500 ul Dichlormetegtrahiert. Mit Ausnahme der Proben
mit a-Linolensdure wurden keine Methylierungen durchidfi (Extraktion und
Derivatisierung siehe Kapitel 3.4.8). Der Ruckstandde in 100 ul Methanol (fir Terpene)
oder 100 ul n-Hexan (fle-Linolensaure) geldst und einer Gaschromatographierzogen
(Kapitel 3.5.5.1, Methode ,Terpene 1* farPhellandren und-Terpinen; Kapitel 3.5.5.2,
Methode ,Fettsaure 3“ fim-Linolensduremethylester, Methode ,Terpene 6“ farpinolen).
FUr eine Semiquantifizierung wurde im GC-Chromedogm eine lonenspur des jeweiligen
Produktes gewahlt (Kapitel 7.6).

Um den Abbau von Wasserstoffperoxid durch andereyme des Proteinrohextraktes
auszugleichen, wurde zusatzlich zu den Probenemmalalle 30 Minuten erneut jeweils
25,5 ul  Wasserstoffperoxid (9,79 mol/l) zur Reaktiozugefigt. Abhéngig vom
Substratumsatz im jeweiligen Reaktionsansatz wunggch 90 und 180 Minuten jeweils

13,6 mga-Phellandren bzw. nach 150 Minuten 13,6 mg Terginaugeftgt.
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Zum Extrahieren des Oxidationsproduktes vanTerpinen wurde der komplette
Reaktionsansatz dreimal mit je 50 ml Diethylethesahittelt und die organischen Phasen im
Scheidetrichter getrennt. Zum Extrahieren der Cuodaprodukte vona-Phellandren,
Terpinolen oden-Linolensaure wurde jeweils dreimal mit 50 ml Digithethan geschuttelt
und die organischen Phasen bei 5000 und 4 °C fir 10 Minuten getrennt. Sowohl der
Diethyletherextrakt als auch die Dichlormethandggavurden mit Natriumsulfat getrocknet
und filtriert. Das Lésungsmittel des Filtrats wurldegsam und schonend bei 35 °C unter
Einsatz einer Vigreux-Kolonne abdestilliert. DerdRstand der Terpene wurde entweder bei
4 °C gelagert oder mit einer Kieselgelsaule gegeifKapitel 3.5.2). Der Rickstand der
Linolsaure wurde in 500 pl n-Hexan geldst, mit 00Trimethylsilyldiazomethan (2 mol/l)
gemischt und 60 Minuten bei Raumtemperatur inkabiéknschliellend wurde das
Loésungsmittel unter einem Stickstoffstrom abgedamper Rickstand in 1 ml eines
Gemisches aus n-Hexan und Essigsaureethylestet)(§&o6st und Uber einer Kieselgelsaule
gereinigt (Kapitel 3.5.2).

3.4.16 Chemische Oxidation

FUr zusatzliche Identifizierungen von enzymatisch®ridationsprodukten wurde eine
chemische Oxidation der Substrate durchgefihrt.

Jeweils 0,18 mmol Olsaure, Olsauremethylester, l@lkghol, Linolsaure, konjugierte
(10trans 12 cis) Linolsaure, a-Linolensdure und Eicosensaure wurden in je 1 ml
Dichlormethan gelést und mit je 0,8 ml Natriumhygieacarbonatlésung (5 % (w/v) in
Wasser) uberschichtet. Unter starkem Ruhren auf vidisden jeweils 3 ml mCPBS
(0,067 mol/l) langsam zugeflgt. Die Suspensiontdibtwa 18 Stunden. AnschlielRend wurde
zweimal mit je 5 ml Natronlauge im Scheidetrichésttrahiert und die organischen Phasen
gesammelt. Das Dichlormethan wurde unter einem k&tffstrom abgedampft. Die
Ruckstande der Fettsauren wurden in je 300 ul Methgelost und mit je 200 ml
Trimethylsilyldiazomethan (2 mol/l) fur 60 min destisiert. Das Losungsmittel wurde
abgedampft und die Riickstande von methyliertens&eaten und Olsauremethylester in je
1 ml n-Hexan geldst. Die Proben wurde mittels GC-iifersucht (Kapitel 3.5.5.2, Methode
.Fettsdure 3%). Der Ruckstand des Oleylalkoholsdeumn 1 ml Methanol (30 % v/v) gelost
und mittels LC-MS untersucht (Kapitel 3.5.4). Zunergleich wurden die enzymatischen
Oxidationsprodukte (Kapitel 3.4.10) unter denselldmomatographischen Bedingungen

gemessen.
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3.5 Analytische Methoden

3.5.1 Dinnschichtchromatographie

Die Auftrennung von Substrat und Oxidationsproduit Kieselgel wurde auf einer
Dunnschichtchromatographie-Platte  (DC-Platte; Psigrolien mit Kieselgel 60,
Kapitel 3.1.4) untersucht.

8 ul Extrakt (Kapitel 3.4.15) wurden im Abstand vbrem vom unteren Rand auf die Platte
aufgetragen. Als FlieBmittel dienten Gemische ailiferan und Essigsaureethylester sowie
Pentan und Diethylether. Nach der Chromatographiel@n die Platten an Luft getrocknet.
Anschlie3end wurden die Platten, auf welchen Texmgirennt wurden, etwa 2 Sekunden in
eine LOosung von 5 % (w/v) Schwefelsaure in Ethgmdaucht, an Luft getrocknet und darauf
in eine Lésung von 1 % (w/v) Vanillin in Ethanoltgacht. Zuletzt wurden die Platten bei
100 °C fur 5 Minuten erhitzt. Fir den Nachweis woehinolensauremethylester und dessen
Oxidationsprodukten wurde die DC-Platte mit lod &epft anstatt sie mit Vanillin-

Schwefelsaure zu behandeln.

3.5.2 Reinigung unbekannter Oxidationsprodukte Uber eineKieselgelsaule

Eine Chromatographiesaule aus Glas mit Durchmesse cm wurde etwa 14 cm hoch mit
Kieselgel 60 (0,04-0,063 mm) beflllt. Die mobileaBha bestand aus einer Mischung aus
n-Hexan und  Essigsaureethylester (3:2 fur  Terpenend u 8,5:1,5  fir
a-Linolensduremethylester). Der zu trennende Ext(&dpitel 3.4.15) wurde in 1 ml des
Fliel3mittelgemisches gelost und auf die Saule arggen. Bis zu 30 Elutionsfraktionen von
je 4 ml wurden gesammelt. Der Verlauf der Elutionrde mittels Gaschromatographie
verfolgt; dabei wurden die Elutionsfraktionen direk den Gaschromatographen injiziert
(Kapitel 3.5.5.1, Methode ,Terpene 1* farPhellandren und-Terpinen; Kapitel 3.5.5.2,
Methode ,Fettsaure 3" flw-Linolensauremethylester, Methode , Terpene 6“ farpinolen).
Fur eine Semiquantifizierung wurde im GC-Chromedogm eine lonenspur des jeweiligen
Produktes gewahlt (Kapitel 7.6).

Die gereinigten Produkte wurden fir eine NMR-Spatitopie verwendet (Kapitel 3.5.7).

3.5.3 HPLC-UV

Die quantitativen Messungen der Fettsaurehydropgec-HPOD und 13-HPOD wurden an
der HPLC-UV, Knauer, mit der Chromatographiesaul®QO®-Sil100, Phenomenex,
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durchgefuhrt (Kapitel 3.1.5). Das Probenvolumenrdge30 ul. Als Fliel3mittel diente eine
Mischung aus Wasser (A) und Methanol (B), jeweils @1 % Ameisensaure. Der Fluss

betrug 0,8 ml/min. Es wurde folgender FlieBmittatjent eingesetzt:

0-5 Minuten B konstant bei 30 %
5-50 Minuten B stieg auf 100 %
50-60 Minuten B sank auf 30 %

Die UV-Detektion fand bei 235 nm statt.

3.5.4 HPLC-UV/MS

Verwendet wurde der Flussigchromatograph AgilentOOL1series, Agilent, mit der
Chromatographiesaule phenomenex® Luna 3u, Phenomé&ie S&ulentemperatur betrug
25 °C. Das Probenvolumen lag bei 5 pl. Als Fligghdiente eine Mischung aus Wasser (A)
und Methanol (B), jeweils mit 0,1 % Ameisensaurer Bluss betrug 0,2 ml/min. Es wurde

folgender FlieBmittelgradient eingesetzt:

0-5 Minuten B konstant bei 30 %
5-50 Minuten B stieg auf 100 %
50-60 Minuten B sank auf 30 %

Im Anschluss an die S&aule befand sich sowohl ein-Dé¥ektor als auch das
Massenspektrometer Esquire 3000 plus, Bruker DakofiKapitel 3.1.5). Die UV-Detektion

fand bei 234 nm statt. Fir das Massenspektrometatem folgende Einstellungen gewahlt:

Spraygas Stickstoff (30,0 psi)
Trockengas Stickstoff (330 °C, 9 I/min)
Scanbereich m/z30 — 800

Polaritat alternierend

ICC Target 20000 oder 200 ms
Zielmasse (SPS) m/z400
lonisierungsspannung - 4000 V
Endplattenspannung -500 Vv

MS/MS Auto-tandem MS2
Kollisionsgas Helium 5.0 (3,56 x £onbar)
Kollisionsenergie 10V

Skimmer 400V
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Cap Exit
Oct 1 DC
Oct2 DC
Trap Drive
Oct RF
Lens 1

Lens 2

3.5.5 GC-MS

121V
120V
1,7V
45,6
150 V
-5,0V

- 60,0V

3.5.5.1Gaschromatograph Trace GC, gekoppelt mit Massetrspeéter Trace DSQ

Tragergas Helium 5.0
Fluss 1,1 ml/min
Temperatur der Transferline 280 °C
Temperatur der lonenquelle 250 °C
lonisierungsenergie 70 eV

Methoden:

Fettsaure 1°

Kapillarsaule

Modus
Injektortemperatur
Injektionsvolumen
Starttemperatur
Temperaturgradient
Postrun

Solvent delay
Scanrate

Scan

Fettsaure 2“

Kapillarsaule

Modus

RESTEK Rtx®-5MS, 15 m, Filmdicke 0,281, 5%
Diphenyl, 95% Dimethyl Polysiloxan
Split; Splitratio (Splitfluss/SaulenflygO

220 °C

2 ul

100 °C, 5 Minuten

5 °C/Minute auf 280 °C, 1@len

280 °C, 5 Minuten

3 Minuten

500
m/z50 — 600

VF-5MS, 30 m, Filmdicke 0,28n, 5% Diphenyl, 95%
Dimethyl Polysiloxan
Split; Splitratio (Splitfluss/SaulenflygO
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Injektortemperatur 220 °C
Injektionsvolumen 2 ul

Starttemperatur
Temperaturgradient 1
Temperaturgradient 2
Temperaturgradient 3
Postrun

Solvent delay
Scanrate

Scan

.lerpene 1*
Kapillarsaule

Modus
Injektortemperatur
Injektionsvolumen
Starttemperatur
Temperaturgradient 1
Temperaturgradient 2
Postrun

Solvent delay
Scanrate

Scan

.lerpene 2“
Kapillarsaule

Modus
Injektortemperatur
Injektionsvolumen
Starttemperatur
Temperaturgradient 1

Temperaturgradient 2

100 °C, 5 Minuten

30 °C/Minute auf 190 °C

8 °C/Minute auf 250 °C

20 °C/Minute auf 280 °CMifuten
280 °C, 5 Minuten

3 Minuten
500
m/z 40 — 600

RESTEK Rtx®-5MS, 15 m, Filmdicke B,2m, 5%

Diphenyl, 95% Dimethyl Polysiloxan

Split; Splitratio (Splitfluss/SaulenflygO
220 °C
2 ul
40 °C, 5 Minuten
6 °C/Minute auf 100 °C
40 °C/Minute auf 280 °C
280 °C, 10 Minuten

4 Minuten
500
m/z40 — 600

RESTEK Rtx®-5MS, 15 m, Filmdicke B,2m, 5%

Diphenyl, 95% Dimethyl Polysiloxan

Split; Splitratio (Splitfluss/SaulenflygO
220 °C

2 ul

100 °C, 5 Minuten

40 °C/Minute auf 150 °C

10 °C/Minute auf 250 °C
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Temperaturgradient 3
Postrun

Solvent delay
Scanrate

Scan

.lerpene 3“
Kapillarsaule

Modus
Injektortemperatur
Injektionsvolumen
Starttemperatur
Temperaturgradient 1
Temperaturgradient 2
Temperaturgradient 3
Postrun

Solvent delay
Scanrate

Scan

SPME 1°

Kapillarsaule

Modus
Injektortemperatur
Starttemperatur
Temperaturgradient 1
Postrun

Scanrate

Scan

40 °C/Minute auf 280 °C
280 °C, 5 Minuten
3 Minuten
500
m/z40 — 600

RESTEK Rtx®-5MS, 15 m, Filmdicke B,2m, 5%
Diphenyl, 95% Dimethyl Polysiloxan
Split; Splitratio (Splitfluss/SaulenflygO
220 °C
2 ul
100 °C, 5 Minuten
20 °C/Minute auf 120 °C
10 °C/Minute auf 180 °C
40 °C/Minute auf 280 °C
280 °C, 5 Minuten
3 Minuten
500
m/z40 — 600

VF-5MS, 30 m, Filmdicke 0,28n, 5% Diphenyl, 95%
Dimethyl Polysiloxan

Splitless

250 °C

35 °C, 5 Minuten

40 °C/Minute auf 280 °C

280 °C, 5 Minuten

500
m/z50 — 200
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SPME 2*

Kapillarsaule RESTEK Rtx®-5MS, 15 m, Filmdicke B,2m, 5%
Diphenyl, 95% Dimethyl Polysiloxan

Modus Splitless

Injektortemperatur 220 °C

Starttemperatur
Temperaturgradient 1
Temperaturgradient 2
Postrun

Scanrate

Scan

SPME 3*
Kapillarsaule

Modus
Injektortemperatur
Starttemperatur
Temperaturgradient 1
Temperaturgradient 2
Postrun

Scanrate

Scan

SPME 4°

Kapillarsaule

Modus
Injektortemperatur
Starttemperatur
Temperaturgradient 1
Postrun

Scanrate

Scan

40 °C, 5 Minuten
8 °C/Minute auf 100 °C
40 °C/Minute auf 280 °C
280 °C, 5 Minuten
500
m/z50 — 200

RESTEK Rtx®-5MS, 15 m, Filmdicke B,2m, 5%
Diphenyl, 95% Dimethyl Polysiloxan
Splitless
220 °C
40 °C, 3 Minuten
20 °C/Minute auf 100 °C
40 °C/Minute auf 280 °C
280 °C, 5 Minuten
500
m/z50 — 200

RESTEK Rtx®-5MS, 15 m, Filmdicke B,2m, 5%
Diphenyl, 95% Dimethyl Polysiloxan

Splitless

220 °C

100 °C, 5 Minuten

20 °C/Minute auf 280 °C

280 °C, 5 Minuten

500
m/z50 — 300
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3.5.5.2 Gaschromatograph 6890 N gekoppelt mit Massenspakter 5975

Tragergas

Fluss

Temperatur der Transferline

Temperatur der lonenquelle

lonisierungsenergie

Methoden:

Fettsaure 3"

Kapillarsaulen

Modus
Injektortemperatur
Injektionsvolumen
Starttemperatur
Temperaturgradient 1
Temperaturgradient 2
Temperaturgradient 3
Postrun

Solvent delay
Scanrate

Scan

L1erpene 4°
Kapillarsaulen

Modus
Injektortemperatur
Injektionsvolumen
Starttemperatur
Temperaturgradient
Postrun

Solvent delay
Scanrate

Scan

Helium 5.0
1,1 ml/min
250 °C
230 °C

70 eV

VF-5MS, 30 m, Filmdicke 0,28n, 5% Diphenyl, 95%
Dimethyl Polysiloxan
Split; Splitratio 10:1
250 °C
2 ul
100 °C, 5 Minuten
30 °C/Minute auf 190 °C
8 °C/Minute auf 250 °C
20 °C/Minute auf 280 °CMifuten
280 °C, 5 Minuten
8 Minuten
2,62/Minute
m/z40 — 600

ZB-WAX, 60 m, Filmdicke 0,28n, PEG
Split; Splitratio 10:1

250 °C

2 ul

40 °C, 5 Minuten

10 °C/Minute auf 280 °C

280 °C, 5 Minuten

8 Minuten

2,62/Minute
m/z40 — 600
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.lerpene 5°

Kapillarsaule ZB-WAX, 60 m, Filmdicke 0,28n, PEG
Modus Split; Splitratio 10:1
Injektortemperatur 250 °C

Injektionsvolumen 2 ul

Starttemperatur
Temperaturgradient 1
Temperaturgradient 2
Postrun

Solvent delay
Scanrate

Scan

.lerpene 6*
Kapillarsaule

Modus
Injektortemperatur
Injektionsvolumen
Starttemperatur
Temperaturgradient 1
Temperaturgradient 2
Postrun

Solvent delay
Scanrate

Scan

40 °C, 5 Minuten
3 °C/Minute auf 100 °C
40°C/Minute auf 280 °C
280 °C, 10 Minuten
8 Minuten
2,62/Minute
m/z40 — 600

VF-5MS, 30 m, Filmdicke 0,28n, 5% Diphenyl, 95%
Dimethyl Polysiloxan
Split; Splitratio 10:1
250 °C
2 ul
60 °C, 5 Minuten
5 °C/Minute auf 185 °C
40°C/Minute auf 280 °C
280 °C, 10 Minuten
8 Minuten
2,62/Minute
m/z40 — 600

3.5.5.3Gaschromatograph Hewlett Packard HP 5890 Seriggekbppelt mit Sektorfeld-
Massenspektrometer MAT 95S

Um das Molekulargewicht unbekannter Oxidationspkbelinerauszufinden, wurde eine GC-

MS-Messung mit chemischer lonisation durchgefuRiir die Trennung wurde eine DB-5-

Kapillarsdule, 30 m, Filmdicke 0,25 pum, 5 % Diphen§5 % Dimethyl Polysiloxan,

verwendet.
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Tragergas Helium
Injektortemperatur »cold-on-column*®
Injektionsvolumen 0,5 ul

Starttemperatur 35 °C, 2 Minuten
Temperaturgradient 1 5 °C/Minute auf 185 °C
Temperaturgradient 2 15 °C/Minute auf 250 °CMifluten
Temperatur der lonenquelle 200 °C

Reaktantgas Isobutan
lonisierungsenergie 70 eV
Auflésungsvermogen 1000

3.5.6 GC-FID

FUr die Trennung enantiomerer Limonenepoxide wutele Gaschromatograph 450-GC mit
einer chiralen Kapillarsaule verwendet; die stair@nPhase der Saule bestand aus Octakis-
(2,3-di-O-butyryl-6-O-tert-butyldimethylsilyl}-cyclodextrin gelést in SE 52, 30 m x
0,25 mm (Kapitel 3.1.5). Die Messungen wurden an dniversitat Bonn im Institut fur

Ernahrungs- und Lebensmittelwissenschaften bei ProfM. Wist durchgefihrt.

Tragergas Wasserstoff

Fluss 1 ml/min

Starttemperatur 40 °C, 5 Minuten

Temperaturgradient 1,5 °C/Minute auf 210 °GjiButen

Detektor Flammenionisationsdetektor, 280 °C

Verbrennungsgas synthetische Luft (300 ml/min) uNdasserstoff
(30 ml/min)

MakeUp Gas Stickstoff (25 ml/min)

3.5.7 NMR-Spektroskopie

Die gereinigten Oxidationsprodukte (Kapitel 3.5¥)rden langsam bei Raumtemperatur
getrocknet, um Reste des FlielBmittels zu entfermger. Rickstand wurde in je 1 ml
deuteriertem Chloroform gelést und erneut bei Raamperatur getrocknet. Anschliel3end
wurde der Rickstand in etwa 200 pl deuteriertemo@fdrm (+ 0,03 % (v/v)

Tetramethylsilan) geldst und in NMR-R6hrchen bisemer Fillhdhe von 4 cm geflllt. Die
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Messung wurde mit dem Kernspinresonanz-Spektromedeance-111-500, Bruker,
durchgefihrt, welcher freundlicherweise vom Arldeiss Prof. Dr. T. Hofmann zur
Verfugung gestellt wurde. Die Messtemperatur lag 2¥ °C. Fir die Aufnahme de$i-
Spektrums wurde eine Frequenz von 500 MHz, fiideis">C-Spektrums eine Frequenz von
125 MHz eingestellt. Die Auswertung der Spektrenfolgte mit MestReNova
(http://mestrelab.com).
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4 Ergebnisse

Die Peroxygenase (PXG) ist ein Enzym des Lipoxygertstoffwechsels in Pflanzen. Sie
katalysiert den Sauerstofftransfer von einem Fetedd/droperoxid auf einecis
Kohlenstoffdoppelbindung innerhalb des Fettsauredperoxids oder eines zweiten
Fettsauremolekils. Das Oxidationsprodukt ist eioxig (Blée 1998a). In biotechnologischen
Forschungen wurde die Epoxidation von Fettsaureinemeer isolierten Peroxygenase aus
A. sativa untersucht, um verschiedene Fettsdureepoxide efthintsche Anwendungen zu
produzieren (Piazza et al. 2000, 2003). Statt delation der Peroxygenase aus Pflanzen
sollte in dieser Arbeit eine Peroxygenase &aknum lycopersicurauf rekombinanten Weg
hergestellt werden, um von Pflanzenmaterial unafplgdRettsauren epoxidieren zu kdénnen.
Die Peroxygenase sollte fir eine mdogliche biotetdgische Anwendung biochemisch

charakterisiert werden.

4.1 Heterologe Expression der Peroxygenase t cerevisiae

4.1.1 Klonierung und Transformation

Fur die Charakterisierung der SIPXG wurde eine ro&ige Expression des Proteins in
S. cerevisiasorgenommen. Aus 3 Wochen alten TomatenpflangeytopersicumOkotyp
Elba, Buschtomate) wurde die RNA isoliert und durch eieeerse Transkription in cDNA
umgeschrieben (Kapitel 3.3.1 und 3.3.5). Die cDdiAnte als Vorlage fir eine PCR zur
Amplifizierung des DNA-Abschnitts, der die SIPXGdiert. Das offene Leseraster (ORF)
der SIPXG wurde von der Unigene-ID SGN-U567002 abgeleited ustammte von
http://solgenomics.net/index/pl. Fir eine Synthedes kompletten Gens mit dem
Oligonukleotidpaar SIPXG_f und SIPXG_r konnte jedokein PCR-Produkt mit einer
erwarteten Basenpaarlange von 764 nachgewiesermwedthttdessen wurde das Gen in zweli
Fragmenten (5'- und 3‘-Fragment mit 568 bzw. 341sdwaare) getrennt voneinander
vervielfaltigt (Kapitel 3.3.7). Die Fragmente wurddurch eine Agarose-Gelelektrophorese
gereinigt und aus dem Gel extrahiert (Kapitel 318 3.3.10). Das 5‘-Fragment wurde mit
den Restriktionsenzymen BamH | und Hind Ill, dasFBagment mit Hind 1l und Xho |
geschnitten. Beide geschnittenen Fragmente wundetea spezifischen Hind IlI-Enden zum

vollstandigen Peroxygenase-Gen miteinander ligadobildung 4.1).
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5‘-Fragment 3‘-Fragment

Restriktionsverdau

BamH | Hind 11l Hind Il Xho |
y 5‘-Fragment — — 3‘-Fragment 1
v v v
Ligation

L— 5-Fragment b 3‘-Fragment L

Abbildung 4.1 Schema zur schrittweisen Klonierung dr SIPXG.

Als Plasmid zur Uberexpression der SIPXGS3n serevisiaavurde pYES2 gewahlt. Das
Plasmid wurde mit den Restriktionsenzymen BamHd dho | in dermultiple cloning site

geschnitten und durch Agarose-Gelelektrophoreseirggt. DasSIPXGFragment wurde an
den spezifischen BamH |- und Xho I-Enden in dasclyestene Plasmid ligiert (Kapitel
3.3.13; Abbildung 4.2).

GAL1 GAL1
 Hind 11T (502) Hind IIT (502)
g BamHI (520,

T7
4

) — __ BamHI(520) ;;;:_
XhoI(326)
SIPXG
" Hind 111 (1036)
- XhoI(1270)
PYES2_SIPXG
Amp URA3

URA3 Amp

Abbildung 4.2 Hefeexpressionsplamide pYES2 und pYESSIPXG. pYES2 ohne Insert diente als
Leervektorkontrolle, pYES2_SIPXG enthiePXG aus Solanum lycopersicumWeitere Komponenten:
Ampicillin-Resistenz-Gen (Amp), Galaktose induziemdx Promotor (GAL1), T7-Promotor (T7), Orotidin-5-
Phosphat-Decarboxylase-Gen (URA3).
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Um sowohl pYES2 als auch pYES2_SIPXG zu verviaefjgh, wurden chemisch kompetente
E. coli (Kapitel 3.2.1) mit je einem Ligationsansatz tfansiert. Auf Grund der Ampicillin-
Resistenz auf dem pYES2-Plamid konnten die trans@ten Zellen auf Ampicillin-Platten
selektiert werden (Kapitel 3.3.14). Der Erfolg deansformation wurde durch eine Kolonie-
PCR mit dem Oligonukleotidpaar SIPXG_f und SIPXG_pur Vervielfatigung des 5°-
Fragmentes (568 bp) bewiesen (Kapitel 3.3.8). 41denntersuchten Kolonien enthielten das
pPpYES2_SIPXG Konstrukt (Abbildung 4.3).

Getestete Kolonien
Marker

in bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1000 s

600 m——
500 '

Abbildung 4.3 Kolonie-PCR mit Kolonien von E. coli transformiert mit pYES2_SIPXG. Das
Oligonukleotidpaar SIPXG_f und SIPXG_mr wurde zwerMelfaltigung des 5'-Fragments (568 bp) &PXG

verwendet.

Die Plasmide der Kolonien 1, 7, 10 und 14 (Abbilguh3) wurden isoliert (Kapitel 3.3.11)
und einem analytischen Restriktionsverdau untemzo@€apitel 3.3.12). Das erwartete
Fragment des Verdaus mit BamH | und Xho | hatte €mdl3e von 756 bp. Bis auf Kolonie
14 enthielten alle Kolonien das pYES2_SIPXG-PlasfAtobildung 4.4).

Getestete Kolonien
Marker
in bp
1000

800
700

1 7 10 14

500

Abbildung 4.4 Analytischer Restriktionsverdau der Ramide pYES2_SIPXG mit BamH | und Xho |I.

Erwartet wurde ein Fragment mit einer Gré3e von 156

Die Sequenzierung des isolierten Plasmids pYESXZGImit der Nummer 1 bestétigte die
Richtigkeit des SIPXG kodierenden Abschnitts (Kelp®.3.16).

Im Anschluss wurden chemisch kompeteateerevisiadNVScl Zellen (Kapitel 3.1.7.1) mit
PYES2 oder pYES2_SIPXG transformiert. Der HefestalWvScl ist eine Mangelmutante
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in Bezug auf Uracil. Das pYES2-Plasmid enthalt@en fir die Uracilbiosynthese (Orotidin-
5-Phosphat-Decarboxylase-Gen, URA3) und ermdglictiie Selektion transformierter
Hefezellen auf Uracilmangelmedium (Kapitel 3.2.21uh3.15); die Transformation wurde
mit einer Kolonie-PCR bestétigt (Kapitel 3.3.8).

4.1.2 Analyse der Proteinsequenz

Fur die Analyse der Proteinsequenz wurde das ORBSIERXG mittels Vector NTI Ver. 9.0
(invitrogen) in die Primarstruktur der SIPXG traatgdrt (Abbildung 4.5).

20
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OsPXG
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Abbildung 4.5 Vergleich der Proteinsequenz der SIP%& mit den Sequenzen der PXGs auArabidopsis
thaliana, Sesamum indicum, Avena sativa und Oryza sativa. Hinterlegung in schwarz bedeutet 100 %, in
dunkelgrau 80-100 %, in hellgrau 60-80 %, in wei® € identisch.
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Die SIPXG hat eine Lange von 245 Aminosauren, ewolelkulargewicht von 27,9 kDa und
einen isoelektrischen Punkt von 7,87. lIhre Prinnékstir wurde mit PXGs aulrabidopsis
thaliang Sesamum indicumAvena sativaund Oryza sativamittels geneious Pro 5.3.4
verglichen. Die SIPXG besitzt mit der PXG ahisindicum(SiPXG) eine Ubereinstimmungen
von 77,6 %, mit der PXG1 aus thaliana(AtPXG1) von 67,2 %, mit der PXG a@s sativa
(OsPXG) eine von 62,5 % und mit der PXG alssativa (AvPXG) eine von 58,3 %.
Innerhalb der Sequenzen der verglichenen PXGs Hiegele konservierte Bereiche vor
(Abbildung 4.5). Zu nennen sind ein EF-Hand-Motiwt 14 Aminosauren in der vorderen
Héalfte des Proteins, welches fur die Bindung vofci@anionen verantwortlich ist. Ein hoher
Anteil hydrophober Aminosauren mit 21 Aminoséurenat hdie Funktion einer
Transmembrandomé&ne und befindet sich in der Mite Rroteins. Auf3erdem sind viele der
Histidinreste konserviert, wovon zwei das Hammoleiki aktiven Zentrum des Enzyms
binden. In der SIPXG-Sequenz (Abbildung 4.6) ecstrsich vom Phenylalanin der Position
73 bis zum Threonin der Position 86 das EF-HandaMdEine Transmembrandomane
befindet sich zwischen dem Arginin bei Position@id dem Leusin bei Position 111. Die

Histidinreste 69 und 133 sind potentiell an derdBimg des Hammolekls beteiligt.

1 10 20 30 40 50
MS IAGVDRNVALSPEAPLAPVTVERQVRTDLETS IPKPYLARGLVAPDMEHP

60 70 80 100

90
HGTPGHRQHGMSVLQQﬁvAFFDoDENGIIYPWETYSGiRQIGFNMIAéLIIA
EF-Hand (Transmembrandoméne . <

Ham-Bindestelle
110 1?0 1?0 1?0 1?0
ITVIINVGEGHS YPSTLPGWIPSPFLPIYIYNTEIKCKHGSDTHTYDSEGRFMPVHFE

Transmembrandoméne Ham-Bindestelle

160 170 180 190 200
NAFSKYARTLPDKLTLGELWEMTEGNREAFDLFEGWVASKMEWGVL YVLARDQ

210 220 230 240 245
DGFLSKEAIRRCFDGSLFEYCAKIQMERENEXWLKEE

Abbildung 4.6 Priméarsturktur der SIPXG. Markiert sind zwei Histidinresten zur méglichen Bimg

des Hammolekils sowie ein EF-Handmotiv und einendreembrandomaéne.

4.1.3 Proteinexpression

Das Vorhandensein eines Galaktose induzierbaremdtoos (GAL1) innerhalb des pYES2-

Plasmids ermdglichte die gezielte Transkription 8E¥XG in Anwesenheit von Galaktose.
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Nach Uberfiihrung der Hefezellen in Galaktose hedti§C—U-Medium wurde die Expression
der SIPXG nach 0, 3, 6, 9, 24, 30 und 36 Stundearsucht (Kapitel 3.4.5). Zu jedem dieser
Zeitpunkte wurde ein Aliquot von 5 ml entnommem Broteinrohextrakt daraus hergestellt
und eine SDS-PAGE durchgefuhrt (Kapitel 3.4.5.1bikdung 4.7 A).

Die SIPXG hat ein Molekulargewicht von etwa 28 k2a im Polyacrylamidgel keine
deutliche neue Proteinbande im Verlauf der Zeitbrobachten war, wurde zusatzlich die
Aktivitat der SIPXG in den jeweiligen Proteinrohea#tten gemessen. Hierbei wurde die
Umsetzung von 9-HPOD (9-Hydroperoxy-10 (E), 12(Z)aalecadienséaure) zu 12,13-EHOD
(12,13-Epoxy-9-hydroxy-10(E)-octadecensaure) untds(Kapitel 3.4.5.2). Da das Substrat
9-HPOD eine konjugierte Doppelbindung im Gegengatn Produkt 12,13-EHOD besitzt,
konnte die Abnahme der 9-HPOD-Konzentration mittél/-Detektor bei 235 nm
quantifiziert und daraus die Aktivitat berechnetradem. Anhand dieses Enzymtests zeigte
sich, dass 24 Stunden nach Induktion mit GalaktisehOchste Aktivitat und basierend

darauf vermutlich die grél3te Proteinexpressionag(Abbildung 4.7 B).
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Abbildung 4.7 Heterologe Expression der SIPXG ir8. cerevisiae (28 kDa) zu verschiedenen Zeitpunkten

nach Induktion mit Galaktose. A: SDS-PAGE des Proteinrohextraktes, oben:; Zeitangab&bunden, links:

Proteinmarker in kDaB: Aktivitat der SIPXG, gemessen am Umsatz von 9-HPOD

4.1.4 Mikrosomenisolation

Die Peroxygenase ist ein Membranprotein des ER® Erennung dieses Zellorganells von
restlichen Zellbestandteilen erméglichte eine @héaReinigung des exprimierten Proteins.
Das endoplasmatische Retikulum zerfallt bei derskddlung des Proteinrohextrakts zu
kleineren Vesikeln, den Mikrosomen. Diese wurdes dam Proteinrohextrakt durch eine
Fallung mit Polyethylenglykol (PEG) isoliert (Kagit 3.4.2). Die verschiedenen
Isolationsschritte  wurden mittels SDS-PAGE und wkditsmessung untersucht
(Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8 Isolation von Mikrosomen aus Hefezelin mit Uberexprimierter SIPXG:
Proteinrohextrakt (I), Uberstand der PEG-Fallung (II), Pellet der PEG-Fallung (lll) und Homogenisat
des Pellets (IV). ASDS-PAGEeinzelner Isolationsschritte der Proteine aus Hglfez mit Gberexprimierter
SIPXG (links) und Leervektorkontrolle (rechts), #iamarker in kDa. Molekulargewicht der SIPXG: ca.
28 kDa,B Aktivitatstest der Isolationsschritte aus Hefezeltait Gberexprimierter SIPXG; untersucht wurde die

Oxidation von Olsaure zu 9,10-Epoxy-octadecansdas.Produkt wurde mittels GC-MS gemessen.

Im Polyacrylamidgel waren im Proteinrohextrakt ¢dwie im Uberstand nach der PEG-
Fallung (II) keine SIPXG bei 28 kDa erkennbar. EM&rosomenisolation aus Hefezellen

der Leervektorkontrolle schlossen aus, dass esk&th Protein bei 28 kDa im Rohextrakt
um die SIPXG handeln kdonnte. Im Gegensatz zu dgarebeiden Isolationsschritten zeigten
das Pellet der PEG-Fallung und das Homogenisat eieetliche Proteinbande bei

28 kDa (Pfeil), die in der Leervektorkontrolle nichuftauchte. Das Vorhandensein der
SIPXG im Polyacrylamidgel spiegelte sich auch im d&ktivitaitsmessungen wieder. Im

Uberstand der PEG-Fallung war keine Aktivitat messhm Pellet der PEG-Fallung dagegen
war sie um den Faktor 1,5 grofl3er als im Proteintvakt. Die Homogenisierung steigerte
zusatzlich die Aktivitat der SIPXG um den Faktd® En Vergleich zum Rohextrakt.

4.1.5 Einfluss von Tetcyclacis auf die Enzymaktivitat

Tetcyclasis ist ein Oxygenase-Inhibitor, der duré¢temmung von Enzymen der
Gibberillinsaurebiosynthese als pflanzlicher Waghwsregulator Verwendung findet
(Rademacher et al. 1987). Durch Bindung an Ham-Muoée innerhalb von Oxygenasen
hemmt Tetcyclacis deren Aktivitat. Da die Peroxyaggn auch ein Ham-Molekul als
prosthetische Gruppe besitzt, wurde der Einflusa \@tcyclacis auf die Aktivitdt der
Peroxygenase untersucht. Das Enzym wurde mit viedehen Konzentrationen von
Tetcyclacis fur 60 Minuten vorinkubiert. Im Anschfs wurde das Substrat 9-HPOD
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zugegeben wund dessen Umwandlung zu 12,13-EHOD nbasti (Kapitel 3.4.6,
Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9 Hemmung der SIPXG durch TetcyclacisA Strukturformel von Tetcyclaci® Aktivitat
der SIPXG bei verschiedenen Tetcyclacis-Konzeminath. Das Enzym wurde 60 Minuten mit
Tetcyclacis vorinkubiert, im Anschluss fand eine $#tzung von 9-HPOD zu 12,13-EHOD statt. Die
Quantifizierung des nicht umgesetzten 9-HPOD etéoigittels HPLC-UV.

Die Abnahme der Aktivitat und somit eine Hemmung dnzyms durch Tetcyclacis war
deutlich erkennbar. Bei einer Inhibitorkonzentratioon 10 pmol/l lagen nur noch 0,2 der
urspringlichen Aktivitat vor, bei 50 pumol/l warers &,07, bei Konzentrationen Uber
100 umol/l Tetcyclacis ging die Aktivitait gegen NuDer IGo lag bei 2,6 pmol/l

Tetcycylacis.

4.2 Epoxidation von Fettsauren

Die biologische Aufgabe der PXG liegt in der Epa@tidn von Fettsduren fur die Synthese
von Cutinmonomeren und Oxylipinen (Blée 1998b). Bpoxidation ist hierbei nicht auf eine
bestimmte Fettsaure beschrankt, sondern kann ber ®lielzahl von Fettsauren und deren
Derivaten stattfinden (Piazza et al. 2003). In eesTeil der Arbeit wurde nicht nur nach
weiteren, mdglichen Substraten fir eine Epoxidaty@sucht, sondern auch grundlegende,

biochemische Eigenschaften des Enzyms ermittelt.

4.2.1 Effekte von pH-Wert und Losungsmittel auf die Extraktion

Um die Extraktion epoxidierter Fettsauren aus wgsst.osung zu verbessern, wurde sowohl

der Einfluss einer Erniedrigung des pH-Wertes ailxhader Einsatz verschiedener
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Losungsmittel untersucht. Stellvertretend fur ardeettsduren wurde 9-HPOD verwendet,
weil es eine &hnliche Polaritdt wie ein Fettsduog&p besitzt (Kapitel 3.4.7). Durch
Absenkung des pH-Werts auf 2,5 wurde die Carboxylpge des 9-HPOD protoniert. Diese
Protonierung verbesserte die Ldslichkeit in deraargchen Phase ausschliel3lich bei der
Extraktion mit Essigsaureethylester. Bei der Vererg einer Mischung aus Chloroform
und Methanol (2:1) oder bei der Verwendung von jktther war die Extraktion nach
Ansauerung niedriger, bei Dichlormethan zeigte &ieim Unterschied im Vergleich zur nicht
angesauerten Losung (Anhang Abbildung 7.1).

Der Vergleich der Ldsungsmittel untereinander =zgigtlass mit Dichlormethan eine
Extraktion von 9-HPOD aus wassriger Lésung am dffsten war. Sie betrug 62 % sowohl
fur pH 6 als auch pH 2,5. Die Extraktion mit Didlgtyrer lag bei 58 % fir pH 6 und 41 % fur
pH 2,5. Die beiden anderen Losungsmittel ergabesb@uten unterhalb von 40 %.

Fur andere Fettsauren und Derivate wurde ein dfedi&xtraktionsverhalten vermutet. Bei
weiteren Versuchen wurde deshalb der pH-Wert vom @&Reaktionspuffer beibehalten und

als Extraktionsmittel Dichlormethan verwendet.

4.2.2 pH-und Temperatur-Optima

Die Epoxidation von Olsaure durch die SIPXG beisehiedenen pH-Werten zeigte ein
breites Optimum des Enzyms bei pH 6. Das Temperaximum der PXG lag bei 40 °C
(Abbildung 4.10). Bei den nachfolgenden Experimenteirden ein pH-Wert von 6 und eine
Temperatur von 40 °C wéahrend der Enzymreaktion gadet.
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Abbildung 4.10 Aktivitatsoptima der SIPXG fiir die Oxidation von Olsaure.Das Oxidationsprodukt

9,10-Epoxy-octadecansauseairde mittels GC-MS gemessehpH-Kurve, B Temperaturkurve
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4.2.3 Substratscreening

Verschiedene Fettsduren und Fettsdurederivate wume Oxidation durch SIPXG
untersucht; als Oxidationsmittel diente Wasserpttixid. Um auszuschlie3en, dass andere
mikrosomale Proteine eine oxidierende Wirkung habeuarde eine Kontrollreaktion mit
Proteinen ohne Uberexprimierte SIPXG (Leervektonkaie) durchgefihrt. Zusatzlich dazu
wurden Kontrollversuche ohne Protein und ohne Wats#éperoxid unternommen, um eine
rein chemische Oxidation bzw. eine Beteiligung aed@®xidationsmittel auszuklammern.
Die Analyse der Oxidationsprodukte der SIPXG fand #usnahme der Proben mit
Oleylalkohol ausschlief3lich durch GC-MS statt; Bimben mit Oleylalkohol wurden mittels
LC-MS gemessen (Kapitel 3.4.10.1). Mit Ausnahme Hagasauremethylesters wurden alle
untersuchten Fettsduren und Fettsaurederivate dilichSIPXG oxidiert. Die jeweiligen
Oxidationsprodukte traten in den Kontrollversuchecht auf. Das Oxidationsprodukt der
Olsaure, welches im Anschluss an die Enzymreaktioethyliert wurde, sowie das
Oxidationsprodukt des Olsauremethylesters warentistsh in Bezug auf Retentionszeit und
Massenspektrum mit der methylierten Referenzsubstas-9,10-Epoxy-octadecansaure
(Abbildung 4.11). Folglich wurde Olsaure durch @#XG zu 9,10-Epoxy-octadecansaure
epoxidiert; die Carboxylgruppe wurde erst nach Bezymreaktion methyliert (Abbildung
4.13). Olsauremethylester wurde durch die SIPX®,20-Epoxy-octadecansaure methylester
epoxidiert (Abbildung 4.13).

9,10-Epoxy-octadecansaure und 9,10-Epoxy-octadauegmmethylester entstanden auch
durch chemische Oxidation von Olsaure bzw. Olsaateytester mit mCPBS (Kapitel 3.4.16;
Abbildung 4.12). Durch die Oxidation mit mCPBS ¢atsl zusatzlich dasansIsomer der
9,10-Epoxy-octadecansaure bzw. des 9,10-Epoxy-ectaxtduremethylesters, welches durch
Vergleich mit einer Referenzsubstanz identifiziggrden konntecis- und trans-Isomer der
chemischen Epoxidation standen im Verhéltnis 3,2 :
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Abbildung 4.11 Epoxidierung von Olsaure und Olsaurenethylester durch SIPXG.Das Epoxid der freien
Saure wurde nach der Reaktion methyliert und daslfkte beider Substrate mittels GC-MS analysieebéh
der Reaktion mit der mikrosomalen SIPXG wurden d¢entrollversuche durchgefuhrt (Leervektorkontrolle

ohne Protein und ohne Wasserstoffperoxd{zC-ChromatogramnB Massenspektrum bei 14,6 Minuten.
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Abbildung 4.12 Enzymatische und chemische Oxidatiorvon Olsédure und Olséauremethylester.Die
enzymatische Oxidation fand mittels SIPXG, die clsehe mitm-Chlorperbenzoesaure (mCPBS) statt. Das
Epoxid der freien Saure wurde nach der Reaktiorhyfiett und die Produkte beider Substrate mittez-K8S
analysiert. A GC-ChromatogrammeB Massenspektren der Produkte von SIPXG und mCPB&esoeider

Referenzsubstanzen.
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Abbildung 4.13 Epoxidierungen von C18:1-Derivaten drch SIPXG: Olsaure (R = COOH) wird zu 9,10-

Epoxy-octadecansaure, Olsauremethylester (R = COOGH zu 9,10-Epoxy-octadecansauremethylester

und Oleylalkohol (R = CH,OH) zu 9,10-Epoxy-octadecanol epoxidiert.

Das enzymatische Oxidationsprodukt des Oleylalk®lidhhang Abbildung 7.3) zeigte die
gleiche Retentionszeit wie das Produkt der chereisédxidation (Anhang Abbildung 7.23).
Nach der LC-MS-Messung lag Oleylalkohol als Natragddukt mit einem Pseudomolekiilion
von m/z 291 [M+Na] vor, das Oxidationsprodukt wies einese®domolekilion von von
m/z307 auf. Beim Produkt handelt es sich wahrschdinatich um ein Natriumaddukt
[M+Na]. Das Produkt hat demnach ein um 16 Masségtian grofieres Molekulargewicht,
welches dem eines Sauerstoffatoms entspricht. pogidierende Eigenschaften sowohl der
SIPXG als auch der mCPBS lassen den Schluss zsi,Qlaglalkohol in beiden Fallen durch
Ubertragung eines Sauerstoffatoms zu 9,10-Epoxgdectanol oxidiert worden ist
(Abbildung 4.13).

Aus der enzymatischen Oxidation von Linolsdure e¢mgzwei Produkte hervor
(Anhang Abbildung 7.4). Durch chemische Oxidatioonikte die Bildung der gleichen
Produkte beobachtet werden (Anhang Abbildung 7.R#.Massenspektren beider Produkte
wurden mit Literaturangaben verglichen (Ozawa et 1886) und konnten den beiden
Monoepoxiden 12,13-Epoxy-9-octadecensaure und  BplBy-12-octadecenséure
zugeordnet werden. Das Mengenverhéltnis der Monadedetrug 1:0,99. Das Diepoxid

wurde nicht nachgewiesen (Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14 Epoxidierung von Linolsdure zu 9,1(Epoxy-12-octadecensaure und 12,13-Epoxy-9-

octadecensaure durch SIPXG.

Die konjugierte (1Grans, 12cis) Linolsdure wurde durch SIPXG zu einem Produktixt,
welches mit dem chemisch synthetisierten Oxidapoodukt in Retentionszeit und
Massenspektrum identisch ist (Anhang Abbildung drkd Abbildung 7.25). Da PXG
bevorzugt cis-Doppelbindungen epoxidiert (Blée und Schuber 1990)urde
hochstwahrscheinlich die 12,13-Position angegrifieiese Vermutung wird auch durch das
Fragmentierungsmuster gestutzt, mit dessen Hikke Struktur des Epoxids nachvollzogen
werden konnte (Anhang Abbildung 7.5). Das Oxidatmodukt ist demnach 12,13-Epoxy-
10-octadecensaure (Abbildung 4.15). Durch die Giadamit mCPBS entstand aul3erdem ein
weiteres Produkt mit unterschiedlichem MassenspekifAnhang Abbildung 7.25). Anhand
des Fragmentierungsmusters diirfte es sich hierbelas 10,11-Epoxid handeln.
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Abbildung 4.15 Epoxidierung von konjugierter (10trans, 12cis)

Linolsédure zu 12,13-Epoxy-10-octadecensdure durchPEXG.
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Bei der Oxidation vornu-Linolensaure mittels SIPXG entstanden ein Hautpko und zwei
Nebenprodukte (Anhang Abbildung 7.6). Die chemischeidation lieferte ebenso das
Hauptprodukt und eines der Nebenprodukte (Anhangilding 7.26). Der Vergleich der
Massenspektren mit Literaturdaten und der Datenlfifimite jedoch bei keinem der Produkte
zu einem plausiblen Ergebnis. Die ldentifikations ddauptproduktes erfolgte deswegen
mittels NMR (Kapitel 4.2.4).

Eicosensaure wurde durch die SIPXG in ein Oxidapoodukt Gberfihrt (Anhang Abbildung
7.7). Das Oxid mit gleicher Retentionszeit und Maspektrum entstand auch bei der
Oxidation mit mCPBS (Anhang Abbildung 7.27). Da &Senséure nur eine Doppelbindung
fur eine Epoxidierung besitzt, handelt es sich dem Produkt vermutlich um das
Monoepoxid 11,12-Epoxy-dodecanséaure (Abbildung ¥}.®&s auch durch die Auswertung
des Fragmentierungsmusters bestétigt wird. SaastFdagment-lom/z155 ein prominentes
lon sowohl im Massenspektrum des Methylesters d&f-Bpoxy-octadecansaure (9,10-
Epoxy-stearinsaure) als auch der 11,12-Epoxy-dodéeae und entsteht vermutlich durch
die Spaltung der Bindung zwischen C8/C9 bzw. C10/G¥ohingegen sich die Massen der
Fragmente, welche durch die Spaltung an der enmgegetzten Seite des Epoxidrings
entstehen, um 28 Masseneinheiten und somit zweb-&Hppen des Alkanrestes
unterscheidenn(/z199 im Massenspektrum des Methylesters der 9,104Epctadecanséaure
und m/z 227 beim entsprechenden Derivat der 11,12-Epoxieclanséaure). Durch die
Oxidation mit mCPBS entstand aullerdem ein weiteR®dukt mit gleichem
Massenspektrum, jedoch kirzerer Retentionszeits B@nn eintransisomer der 11,12-
Epoxy-dodecansaure sein, welches wie im Falle dé)-Bpoxy-octadecansaure vor deis

Isomer eluiert.

WW\/CH3
o

Peroxygenase

+HO -HO
2 2 2

)\_/\/\/\/\/A\/\/\/\/CH3
(o]

Abbildung 4.16 Epoxidierung von Eicosenséaure zu 112-Epoxy-dodecanséaure durch die SIPXG.
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4.2.4 ldentifikation unbekannter Oxidationsprodukte der a-Linolensaure durch NMR-
Spektroskopie

Da die Oxidationsprodukte derLinolensdure mittels Massenspektrometrie nichtieutig
identifiziert werden konnten, wurden die Produkite Mengen von einigen Milligramm
enzymatisch synthetisiert (Kapitel 3.4.15). Wahrether vierstindigen Reaktion konnte
mittels GC-MS die Zunahme des Hauptprodukts als aines Nebenprodukts beobachtet
werden (Anhang Abbildung 7.2). Nach etwa drei Samdiar ein Plateau erreicht und keine
weiteren Oxidationsprodukte wurden gebildet, obwddét Substrai-Linolensdure erst zur
Halfte umgesetzt war. Das zweite Nebenprodukt lagrend der gesamten Synthese in fast
nicht detektierbaren, gleichbleibenden Mengen vor.

Nach vier Stunden wurde der komplette Reaktiongan®sé Dichlormethan extrahiert, der
Extrakt getrocknet, eingeengt, mit Trimethylsilddomethan methyliert und
saulenchromatographisch getrennt (Kapitel 3.5.1 2182). Das Substrat und das gereinigte
Produkt wurden NMR-spektroskopisch untersucht (kdd.5.7). Die Signale défC-NMR-
Spektren konnten den Kohlenstoffatomen von Substnat Produkt eindeutig zugewiesen
werden. Mit Ausnahme der Signale der Kohlenstoffegd5 und 16 stimmten beide Spektren
Uberein. Hier wurde eine starke Hochfeldverschigbder Signale von 127,1 nach 58,3 ppm
bzw. von 131,8 nach 56,3 ppm beobachtet (Tabelle Anhang Abbildung 7.28 und
Abbildung 7.29). Auch die Signale d&i-NMR-Spektren von Substrat und Produkt konnten
den jeweiligen Wasserstoffatomen zugeordnet werBere Abweichung der Signale beider
Spektren lag ausschlief3lich bei den Wasserstoffatovor, die an die Kohlenstoffatomen 15
und 16 gebunden sind (Tabelle 4.1, Anhang Abbilddr®p bis Abbildung 7.33). Diese
Ergebnisse deuteten auf eine veranderte chemisoigehlng an den Kohlenstoffatomen 15
und 16 hin. Durch Vergleich mit publizierten NMR€¥Xtren (Cui et al. 2008) konnte das
enzymatisch gebildete Hauptprodukt eindeutig als,18%&poxy-9-12-octadecadien-
sauremethylester identifiziert werden. Da die M&hyppe jedoch nach der enzymatischen
Reaktion angefugt wurde, epoxidierte die SIPX&.inolensaure zu 15,16-Epoxy-9-12-
octadecadiensaure als Hauptprodukt (Abbildung 4.17)
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Tabelle 4.1 *C- und 'H-NMR-Signale von a-Linolenséuremethylester und 15,16-Epoxy-9-12-

octadecadiensauremethylester.

19 19
H3c\0 H3c\0 .
1 o 12 15_ 18y, 1 o 12__ 15 18 eh,
o o
BC NMR 'H NMR
C-Atom Substrat  Produkt Substrat Substrat Produkt Produkt
&[ppm] & [ppm] & [ppm] Kopplung; J [Hz] 5 [ppm] Kopplung; J [Hz]
1 174,3 174,2
2 34,1 34,1 2,32 t; 7,6 2,32 t;, 7,5
3 24,9 26,1 1,5-1,66 m 1,5-1,66 m
4 29,1 29 1,25-1,39 m 1,25-1,41 m
5 29,1 29,2 1,25-1,39 m 1,25-1,41 m
6 29,16 29,6 1,25-1,39 m 1,25-1,41 m
7 29,1 29,1 1,25-1,39 m 1,25-1,41 m
8 27,2 27,2 2,06-2,11 m 2,06 q;6,6,7,1
9 130,3 130,5 5,34-5,41 m 5,31-5,55 m
10 127,2 127,28 5,34-5,41 m 5,31-5,55 m
11 25,6 27,2 2,82 m 2,82 dd; 6,9, 7,0
12 128,2 124,2 5,34-5,41 m 5,31-5,55 m
13 128,2 130,8 5,34-5,41 m 5,31-5,55 m
14 25,5 26,2 2,82 m 2,40-2,45 m
15 127,1 58,3 5,34-5,41 m 2,87-3,01 m
16 131,8 56,5 5,34-5,41 m 2,87-3,01 m
17 20,5 21,1 2,06-2,11 m 2,2-2,28 m
18 14,3 10,6 0,99 t;, 7,5 1,07 t; 7,5
19 51,4 51,4 3,68 S 3,68 S
OH
= — — — CH;
o]
Peroxygenase
+ H2C)2 - HZO
OH o
~ — — CH,
o]

Abbildung 4.17 Epoxidierung von a-Linolenséaure zu 15,16-
Epoxy-9-12-octadecadiensaure durch die SIPXG.

Die zwei Nebenprodukte der Oxidation von-Linolensaure konnten in Kkeiner
Elutionsfraktion detektiert werden. Die Identifimidg dieser Verbindungen war nicht

maglich.
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15,16-Epoxy-9-12-octadecadiensdure machte mehzveds Drittel der Oxidationsprodukte
aus (68 %), das restliche Drittel wurde unter deseizZNebenprodukten aufgeteilt (17 und
15 %).

4.2.5 Uberblick des Substratscreenings

Die untersuchten Fettsauren und Fettsdurederivat@rden mit Ausnahme des
Erucaséduremethylesters an ihmsKohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen durch SIBX
epoxidiert, trans-Doppelbindungen wurden nicht oxidiert. Die gebiéde Epoxide sind

Monoepoxide. Di-oder Triepoxide wurden nicht nackigsen.

4.2.6 Substratsattigungen

Ein Enzym weist in der Regel eine Sattigung derkiReasgeschwindigkeit bei ansteigender
Substratkonzentration auf. Diese Abhangigkeit deresdBwindigkeit von der
Substratkonzentration beschreibt die Michaelis-Mpf&Eleichung:

y = Vmax X [S]
Km +[S]

(v = Reaktionsgeschwindigkeit; W = maximale Reaktionsgeschwindigkeit; [S] = Suliktrazentration;

K, = Michaelis-Menten-Konstante)

Die Michaelis-Menten-Konstante,Khat die Dimension einer Konzentration und entspric
der Substratkonzentration, bei welcher die halbmale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht
wird. Der Ky-Wert kann als reziprokes Mald fur die ,Affinitat‘esl Enzyms fur ein
bestimmtes Substrat bezeichnet werden (Christerdaunsisi 2005).

In diesem Teil der Arbeit wurden Sattigungskurvem 8IPXG fur verschiedene Fettsauren
und Fettsaurederivate erstellt und daraus die ddwirggen K,-Werte berechnet. Die
Proteinmenge und die Konzentration des Wasserstaffds wurden konstant gehalten;
variabel waren nur die Konzentrationen der Feteduwelche von 0,02-2 mmol/l reichten
(Kapitel 3.4.12.1). Da zum Zeitpunkt der Messunderine Referenzsubstanzen fir die
Oxidationsprodukte vorlagen, konnten die absoluRe@aktionsgeschwindigkeiten nicht
berechnet werden. Stattdessen wurden die jewelligetativen Mengen der
Oxidationsprodukte gegen die eingesetzten Substradntrationen in einem Diagramm

aufgetragen. Mit dem Excel Solver wurde eine Nahgskurve berechnet (Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.18 Substratsattigung der SIPXG flr vershiedene Fettsduren und FettsaurederivateBei
gleichbleibender Menge an Protein und Wasserstaffii@ wurden verschiedene Substratkonzentrationen
eingesetzt. Die Oxidationsprodukte wurden mit GC-MS gemesserd ufie relativen Mengen der
Oxidationsproduktebei der jeweiligen Substratkonzentration dargeastéflit Excel Solver wurde eine
Néherungskurve berechnet. Oxidationsprodukt&: 9,10-Epoxy-octadecansaureB 9,10-Epoxy-
octadecansauremethylest&?, 9,10-Epoxy-12-octadecensaur®, 12,13-Epoxy-9-octadecensaure,12,13-

Epoxy-10-octadecenséaure,11,12-Epoxy-dodecansaure.

Die Kurven von 9,10-Epoxy-octadecanol und 15,16X%yp® 12-octadecadiensaure zeigten
nicht den Verlauf einer Hyperbel. Stattdessen wiese einen Abfall der Produktkurve nach

Erreichen eines Maximums auf. Es handelte sichunerine Art Hemmung der SIPXG, die
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bei ansteigender Substratkonzentration verursacintdev(Abbildung 4.19). Die Sattigungs-
und Hemmkurven der SIPXG bei Einsatz verschieder@&ibstratkonzentrationen
ermoglichten die Bestimmung der jeweiligen,-Werte (Tabelle 4.2). Da die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit wegen teilweise nicht wodenen Referenzsubstanzen der
Epoxide nicht berechnet werden konnte, wurde dieimale Reaktionsgeschwindigkeit einer
relativen Produktmenge von 1 gleichgesetzt.

=
= N

»
= N

(=]
~
o
o
o

o
>

relative Produktmenge
o
(<]

relative Produktmenge
e @
2 o

(=]
~

N
K=l
N

0 0,5 1 1,5 2 0 0,5 1 1,5 2
¢ (Oleylalkohol) in mmol/| ¢ (a-Linolensédure) in mmol/|

Abbildung 4.19 Hemmung der Produktbildung der SIPXG bei zunehmender Substratkonzentration.
Untersucht wurde die Epoxidierung von Oleylalkohmld a-Linolensdure durch die SIPXG. Die relativen
Mengen der jeweiligen Oxidationsprodukte werdéei ansteigender Substratkonzentration dargestellt.

OxidationsprodukteA 9,10-Epox-octadecandd, 15,16-Epoxy-9-12-octadecadiensaure

Tabelle 4.2 K,-Werte der SIPXG fiir Fettsauren und Fettsaurederivae.

Substrat Produkt Kn-Wert in mmol/l
Olsaure 9,10-Epoxy-octadecansaure 0,07
Olsauremethylester 9,10-Epoxy-octadecansauremsthyle 0,17
Linolsaure 9,10-Epoxy-12-octadecensaure 0,18
12,13-Epoxy-9-octadecensaure 0,16
konjugierte Linolsaure 12,13-Epoxy-10-octadecersaur 0,82
Eicosenséaure 11,12-Epoxy-dodecansaure 0,08
Oleylalkohol 9,10-Epoxy-octadecanol 0,05

a-Linolensaure 15,16-Epoxy-9-12-octadecadiensaure 21 0,




98 Ergebnisse

4.2.7 Aktivitatsmessungen

Die Epoxidierungsaktivitat der SIPXG fiur Fettsdurend Fettsaurederivate wurde mit Hilfe

eines gekoppelten Enzymtests ermittelt:

" SIPXG N .
Fettsaure + HO, _» Fettsauremonoepoxid + HO

NADH-Peroxidase
H,0, + NADH + H* » 2H,0+NAD"

Im ersten Teil katalysierte die SIPXG die Reaktnmer Fettsdure mit Wasserstoffperoxid zu
einem Monoepoxid und Wasser. Die verbrauchte Swifye an Wasserstoffperoxid ist
aquivalent zur Stoffmenge des gebildeten Epoxids Wasserstoffperoxid, welches bei der
Epoxidierung (brig blieb, wurde im zweiten Teil fidie Oxidation von NADH zu NAD
durch eine Peroxidase verwendet. Anhand der umgisitam Menge an NADH konnte die
Stoffmenge an Wasserstoffperoxid berechnet werDén.bei der Epoxidierung eingesetzte
Stoffmenge des Wasserstoffperoxids war bekannt. darsDifferenz von eingesetzter und
Ubrig gebliebener Stoffmenge ergab sich der Umsatz Wasserstoffperoxid in der
Epoxidierungsreaktion. Aus dem Umsatz konnte dig¢ivi{iit als Substratumsatz pro Zeit
berechnet werden.

Eingesetzt wurden 50 pg mikrosomale SIPXG, 100 ni8abstrat (Endkonzentration
0,4 mmol/l) und 100 nmol Wasserstoffperoxid (Endi@mtration 0,4 mmol/l)
(Kapitel 3.4.13.1). Die Zufuhr des Detergens TweR@®m Reaktionsansatz der SIPXG
fuhrte zu einer besseren Loslichkeit der Fettsaumenvassrigen Puffer. Dadurch waren
Epoxidation und Verbrauch an Wasserstoffperoxid gd@tingeren Standardabweichungen
verbunden als ohne Detergens. Die Umsatze der Sl¥Bten von 13,3 % bis 34,8 % bei
Olsaure bzwa-Linolensaure als Substrat. Da die Epoxidation @eylalkohol nur in sehr
geringem Ausmall stattfand, wurde auf dessen Qizrtifng verzichtet (Abbildung 4.20).
Die Aktivitdten fur die untersuchten Substrate tagewischen 1,74 nmol/min bei-

Linolens&ure und 0,66 nmol/min bei Olsauremethgle@bbildung 4.21).
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Abbildung 4.20 Umséatze von Fettsduren und Fettsduderivate durch die SIPXG.Eingesetzt wurden 50 pg
mikrosomale SIPXG, 100 nmol Substrat und 100 nmak¥érstoffperoxid, die Reaktionszeit betrug 20 Minu
Quantifiziertwurde der Verbrauch des Wasserstoffperoxids inneigekoppelten Enzymtest; hierbei reagierte
nach Epoxidation das restliche Wasserstoffperoxitt NADH durch eine NADH-Peroxidase zu NADdie
Messung der Abnahme von NADH erfolgte photometriseh340 nm.
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0,0 I I I ' I i

konjugierte o I Olsaure-
X e Linolsdure Olsdure
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Abbildung 4.21 Aktivitat der SIPXG in Bezug auf dieEpoxidation von Fettsauren und Fettsdurederivaten.
Versuchsbedingungen und Quantifizierung wie in Ahlbig 4.20.
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4.3 Oxidation von Terpenen

Terpene stellen die grol3te Klasse an sekundaramzeihstoffen dar. Sie werden nach ihrer
Anzahl an Kohlenstoffatomen in MonoterpenedCSesquiterpene ¢g), Diterpene (&),
Triterpene (Gg) und Tetraterpene (g untergliedert. Eine weitere Unterteilung erfolgt
zyklische und azyklische Terpene (Taiz und ZeigBb6). Terpene sind uUberwiegend
wasserunlosliche Verbindungen. Viele Terpene besitzis-konfigurierte Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Doppelbindungen und stellen deshaltept¢lle Substrate flr Epoxidierungen
durch eine PXG dar. In diesem Teil der Arbeit wurdaterschiedliche Terpene als Substrate
der rekombinanten SIPXG getestet, die Oxidatiordykte wenn mdoglich identifiziert und
die Aktivitaten der SIPXG fir die jeweiligen Sulse gemessen.

4.3.1 Substratscreening

Die Oxidation verschiedener Terpene durch SIPXGdewntersucht. Als Oxidationsmittel
diente Wasserstoffperoxid. Um auszuschliel3en, desiere mikrosomale Proteine eine
oxidierende Wirkung haben, wurde eine Leervektoniale durchgefuhrt. Zusatzlich dazu
wurden Kontrollversuche ohne Protein und ohne Wagséperoxid unternommen, um eine
rein chemische Oxidation bzw. eine Beteiligung aed@®xidationsmittel auszuklammern.
Die Analyse der Oxidationsprodukte fand durch GC-#8#&t (Kapitel 3.4.10.2).

Aus der Oxidation von R-(+)-Limonen und S-(-)-Lingonging jeweils ein Hauptprodukt und
ein Nebenprodukt hervor (Anhang Abbildung 7.8 uriatb#dung 7.9). Dabei handelte es sich
jeweils um Diastereomere von Limonen-1,2-epoxid,swdurch den Vergleich der
Retentionszeiten und Massenspektren mit denen eferéhzsubstanzen bestatigt wurde. Die
R-(+)-Limonen-1,2-epoxide lagen in einem Diasteremnverhaltnis von 97:3 vor, die
S-(-)-Limonen-1,2-epoxide in einem Diastereomerdminis von 88:12
(Anhang Abbildung 7.8 und Abbildung 7.9). Zusatzliwurde die absolute Konfiguration der
Epoxidgruppe an beiden Limonenisomeren genauersutiet um herauszufinden, welches
der moglichen diastereomeren Limonenepoxide duneh SIPXG Uberwiegend gebildet
wurde. Die Versuche der chiralen Analytik wurden der Universitat Bonn, Institut far
Erndhrungs- und Lebensmittelwissenschaften, Lehirsiton Professor Dr. M. Wiust
durchgefuhrt. Die Limonen-1,2-epoxide wurden mitféleiner Kapillarsédule, die mit einer
chiralen stationdaren Phase (Octakis-(2,3-di-O-ylH§rO-tert.-butyldimethylsilyl)y-
cyclodextrin gelost in SE 52) belegt war, getre(itapitel 3.5.6). Der Vergleich mit der
enantiomerenreinen Referenzsubstanz R-(+)-Limdreers1,2-epoxid zeigte, dass R-(+)-
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Limonen durch SIPXG zu R-(+)-Limondrans-1,2-epoxid als Hauptprodukt oxidiert worden
ist (Anhang Abbildung 7.10). Da fur die Analytik rdé&-(—)-Limonen-1,2-epoxide nur
racematische Referenzsubstanzen vorlagen, wur@ecki@mische Anreicherung des S-(-)-
Limonenirans-1,2-epoxids mittels Quecksilber-(11)-chlorid vorgemmen (Blair et al., 2007).
Durch Vergleich der Retentionszeiten des chemisgjereicherten S-(—)-Limondmans-1,2-
epoxids mit der des enzymatisch gebildeten S-(rjelnen-1,2-epoxids wurde gezweigt, dass
S-(-)-Limonen durch die SIPXG zu S-(-)-Limoneis-1,2-epoxid als Hauptprodukt oxidiert
wurde (Anhang Abbildung 7.11). Die SIPXG katalysefiolglich die Oxidation von Limonen
zu diastereomerreinen Epoxiden: Aus R-(+)-Limoretstand R-(+)-Limonetrans1,2-
epoxid (97 % Diastereomerenverhaltnis) und aus)&difnonen entstand S-(-)-Limonems-
1,2-epoxid (88 % Diastereomerenverhaltnis) (Abhilgld.22).

A B
CH CH
3 H,C 0 3 H,C 0
Peroxygenase Peroxygenase
+HO +HO
2 2 2 2
H -HO : -HO
= 2 = 2
—.\ \
H,c” NCH, H,c” NCH, H3C”~ “NCH, H,C~ SCH,

Abbildung 4.22 Epoxidierung von Limonen durch SIPXG A R-(+)-Limonen wurde zu R-(+)-Limonen-

trans-1,2-epoxid oxidiertB S-(-)-Limonen wurde z&-(-)-Limoneneis-1,2-epoxid oxidiert.

Neben Limonen wurden weitere Monoterpene mit geelienthangerist als Substrat fir die
SIPXG eingesetzt. Die Oxidation von RSRPhellandren als auch vondrPhellandren fiihrte
zu je funf Oxidationsprodukten mit gleichen Retensizeiten und Massenspektren (Anhang
Abbildung 7.12, Abbildung 7.13 und Abbildung 7.18ie Oxidation vona-Terpinen und
Terpinolen ergab je ein Oxidationsprodukt (Anhargpbi#dung 7.15 und Abbildung 7.16). Da
die Massenspektren der Oxide we#hellandreng-Terpinen und Terpinolen nach Vergleich
mit Literatur und Datenbank zu keinem plausiblegdbnis fihrten, wurden die Produkte
wenn moglich mittels NMR identifiziert (Kapitel 423.

y-Terpinen wurde durch die SIPXG piCymol oxidiert. Ein Vergleich der Retentionszeit
und des Massenspektrums mit denen einer Referestasizb bestatigte dieses Produkt
(Abbildung 4.23). Im Gegensatz zu den bisher baésicbnen Vorgangen wurde bei der
Oxidation vony-Terpinen kein Sauerstoffatom vom Wasserstoffpercmiif das Substrat

Ubertragen. Die stattgefundene Reaktion war wedere eEpoxidation noch eine
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Hydroxylierung. Die SIPXG katalysierte in diesenll[éi&e Aromatisierung von-Terpinen zu
p-Cymol (Abbildung 4.24).
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Abbildung 4.23 Oxidierung vony-Terpinen durch SIPXG. Das Oxid wurde mittels GC-MS gemessen. Neben
der Reaktion mit der mikrosomalen SIPXG wurden dkentrollversuche durchgefihrt (Leervektorkontrolle

ohne Protein und ohne WasserstoffperoxghCymol diente als Referenzsubstarz. GC-Chromatogramm,

B Massenspektrum bei 13,1 Minuten im GC-Chromatogrardes Ansatzes mit SIPXG (oben) und
Massenspektrum vam-Cymol (unten).

CH,
Peroxygenase
+ H 0
-2H 0
H,C~ ~CH,

Abbildung 4.24 Aromatisierung vony-Terpinen zu p-Cymol durch die SIPXG.

Um die Aromatisierung als neuen Reaktionstyp dBIX& weiter zu charakterisieren, wurden
zwei Substrate mit ahnlicher Struktur wie daerpinen auf eine Aromatisierung getestet.
1,4-Cyclohexadien und 1-Methyl-1,4-cyclohexadiensitzen wie dasvy-Terpinen als

Grundstruktur einen Ring aus sechs Kohlenstoffatomeit zwei gegeniberliegenden

Doppelbindungen (Kapitel 3.4.10.3). Zwar wurde beiden Substraten die Bildung der
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Aromaten Benzol bzw. Toluol festgestellt, jedochmka diese Stoffe auch in den
Kontrollversuchen vor. Stattdessen konnte ein emtigthes Oxidationsprodukt des
1-Methyl-1,4-cyclohexadiens detektiert werden (Athbang 7.18). Das Massenspektrum des
Produkts zeigte ein mogliches Molekil-lon Ioefz 110, was auf ein Molekulargewicht von
110 hindeutete. Dies wirde die kovalente Bindumge®iSauerstoffatoms an 1-Methyl-1,4-
cyclohexadien (94+16) bedeuten. Mit Referenzsulastarkonnte ausgeschlossen werden,
dass es sich bei dem Oxid um 3-Cyclohexen-1-cadddehyd oder 1-Cyclohexen-1-
carboxyaldehyd handelt. Das Vorliegen eines Epowds vermutet, die genaue Struktur
konnte bisher jedoch nicht ermittelt werden.

a-Thujen wurde zu vier Produkten durch die SIPXGdeedt. Das Hauptprodukt wurde als
p-Cymol (50% der gebildeten Produkte) durch Vergleichit den Daten einer
Referenzsubstanz identifiziert (Abbildung 7.17)e Dlebenkomponenten, die 24%, 17% und
9% der gebildeten Oxidationsprodukte reprasentjetennten bisher nicht identifiziert. Wie
fur y-Terpinen hat eine Aromatisierung durch die SIPX#&itgefunden (Abbildung 4.25).

CH, CH,
Peroxygenase
+HO
2 2 3
-2HO
2
H,C CH, H,C~ ~CH,

Abbildung 4.25 Oxidation vona-Thujen zu p-Cymol durch die SIPXG.

a-Pinen, 3-Caren und S-(+)-Carvon zéhlen ebenfali<aruppe der zyklischen Monoterpene.
Sie wurde auf Oxidation durch die SIPXG untersuBlei.keinem dieser drei Substrate konnte
jedoch ein Oxidationsprodukt detektiert werdeiRinen, 3-Caren und S-(+)-Carvon scheinen
demnach keine Substrate fur die SIPXG zu sein.

Nerol und Geraniol sind azyklische Monoterpene,civelals mogliche Substrate der SIPXG
analysiert wurden. Beide Verbindungen sind isonteginander: die 2,3-Doppelbindung liegt
bei Nerol incis-, bei Geraniol irtransKonfiguration vor. Ein Oxidationsprodukt konnternu
bei Nerol festgestellt werden (Anhang Abbildung 9§.1 Das Massenspektrum des
Oxidationsproduktes wurde mit Massenspektren deerdtur (Saladino 2003) und der
Datenbank verglichen und als Nerol-2,3-epoxid idiergrt (Abbildung 4.26). Die Tatsache,
dass Geraniol nicht epoxidiert wurde, hangt mit demdferenz der PXG firis

Doppelbindungen zusammen (Blée und Schuber 1990).



104 Ergebnisse

H3;C HisC o
— Peroxygenase
H,C OH *HS, H4C OH
- H20
HiC H5;C

Abbildung 4.26 Epoxidation von Nerol zu Nerol-2,3-poxid.

Aus der Gruppe der Sesquiterpene wurddBisabolol durch die SIPXG oxidiert,

B-Caryophyllen hingegen nicht. Auch das Norisoprdmelonon wurde nicht umgesetzt. Aus
a-Bisabolol entstanden drei Oxide (Anhang Abbilduhg0). Die Massenspektren wurden
mit Literaturangaben verglichem-Bisabolol wurde durch die SIPXG vermutlich zu 3,4-
Dihydroxy-bisabolol (40% der gebildeten Produkte;iydtawa et al. 1995) und

Bisabololoxid B (35% der gebildeten Produkte; Sdfer et al. 1975) umgewandelt
(Abbildung 4.27). Ein Nebenprodukt (25 % der gediéh Produkte) mit einer Elutionszeit

von 18,45 Minuten konnte nicht identifiziert werden

H3C OH
H =
Peroxygenase
+3HO
2 2 2
HsC 3 HZO
H3C CH,

Abbildung 4.27 Oxidation vona-Bisabolol zu 3,4-Dihydroxy-bisabolol und Bisabolwxid B.

4.3.2 ldentifikation unbekannter Oxidationsprodukte durch NMR-Spektroskopie
Fur eine Identifizierung durch NMR-Spektroskopierden die Oxidationsprodukte von RS-

a-Phellandrengp-Terpinen und Terpinolen in einem grof3en Reaktiosat hergestellt. Der
Reaktionsverlauf wurde durch mehrmalige Probendémbeaverfolgt (Kapitel 3.4.15). Im
Falle der Oxidation von R&-Phellandren nahmen die funf Produkte in der fiimgigen
Synthese kontinuierlich zu. Im Gegensatz dazu ealgs Substrat R&Phellandren ein zu-
und abnehmendes Verhalten, welches durch Subdtratzuon auf3en und Substratumsatz
durch die SIPXG verursacht wurde (Abbildung 4.28).
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Abbildung 4.28 Reaktionsverlauf der Oxidation von F5-a-Phellandren durch SIPXG.In einem 100 ml-
Reaktionsansatz wurden 10 mg Proteinrohextrakt (iberexprimierter SIPXG) in Natriumacetatpuffer
(20 mmol/l, pH 6) 5 Stunden gerihrt. Nach 0, 1,8 8nStunden wurden jeweils 100 pumol B®hellandren
hinzugegeben, halbstiindig wurden je 250 pumol Wsatssféperoxid zugefiigt. Produkté\) und SubstratR)

wurden aus dem Reaktionsansatz extrahiert und @iMS gemessen.

Fur a-Terpinen und Terpinolen zeichnete sich ein dhekcBild ab was die Produktsynthese
angenht.

Fur die Extraktion der Oxidationsprodukte ve#hellandren und Terpinolen aus wassrigem
Puffer war Dichlormethan am effektivsten, fir d@sidationsprodukt vono-Terpinen
Diethylether. Fir die saulenchromatographische Auwag von Terpenen und ihren
Oxidationsprodukten wurde ein FlieBmittelgemisch  stélkend aus
n-Hexan:Essigsaureethylester (3:2) verwendet (Khpit3.5.1 und 3.5.2). Das
Oxidationsprodukt von a-Terpinen fand sich nach der Chromatographie in den
Elutionsfraktionen 5 bis 8 wieder. Das Total-lor@nromatogramm (TIC) wies nur den Peak
des Oxidationsproduktes auf und deutete auf eihe Reinheit hin. Zwei vermutlich isomere
Oxidationsprodukte vona-Phellandren mit gleichem Massenspektrum wurdendém
Fraktionen 18 und 19 gesammelt. Ein weiteres Prodokinte Uber die Kieselgelsaule
gereinigt werden und befand sich in den Fraktia2bis 28. Die anderen Oxidationsprodukt
von o-Phellandren und das Oxidationsprodukt von Tergimokonnten nicht vollstandig
gereinigt werden und waren deshalb fur eine NMR<«gpskopische Untersuchung
ungeeignet. Die Elutionsfraktionen mit den jewadhggereinigten Produkten wurden vereint
und das FlieBmittel bei Raumtemperatur abgedampdie Ruckstande wurden fur die
Aufnahme eines NMR-Spektrums vorbereitet (Kapitél 3.

Durch Vergleich der'*C-NMR-Spektren vona-Terpinen mit dessen Oxidationsprodukt
wurden relativ grof3e Verschiebungen der Signalelen Kohlenstoffatomen 1, 2, 3 und 4
festgestellt (Tabelle 4.3; Anhang Abbildung 7.34 Bbbildung 7.39). Das konjugierte



106 Ergebnisse

n-System des Substrats war im Oxidationsprodukttmoshr vorhanden. Vermutlich befand
sich zwischen C2 und C3 nun eine Doppelbindung. diemischen Verschiebungen von
67,25 und 71,58 ppm an C1 bzw. C4 deuteten aufVdasegen von Hydroxygruppen an
diesen Positionen hin. Durch Literaturvergleich fesNMR-Spektrums (Cavalli et al. 2004)
als auch desH-NMR-Spektrums (Suzuki et al. 1989) konnte dasdationsprodukt vor-
Terpinen als 1,4-Dihydroxg-menth-2-en bestatigt werden. Nach zusatzlichengé¢mh des
Massenspektrums des enzymatisch gebildeten 1,4dRokyp-menth-2-en  mit
Literaturdaten (Ricker und Molls 1980) wurde festght, dass die zwei Hydroxygruppen in
cis-Konfiguration vorlagen. Folglich hydroxylierte di&IPXG a-Terpinen zu cis-1,4-
Dihydroxy4p-menth-2-en (Abbildung 4.29).

Tabelle 4.3*C und 'H NMR-Signale vona-Terpinen und cis-1,4-Dihydroxy-p-menth-2-en.

"CH, 7 CH,
1 140H
s 5 6 2
5 3 5 3
4 “TvoH
H,C” 8 ~CH H,C™ 8 "CH,
3 5 10 3 9 10
3C NMR 'H NMR
C-Atom Substrat Produkt Substrat Substrat Produkt Produkt
5 [ppm] 5 [ppm] 5 [ppm] Kopplung; J [Hz] & [ppm] Kopplung; J [Hz]
1 132,89 67,25
2 119.69 135,46 5,61 dg; 1,3, 5,3 5,75 dd; 1,5, 10,0
3 116,58 133,46 5,58 d; 5,4 5,65 dd; 1,5, 10,0
4 142,25 71,58
5 25,33 27,09 2,05-2,18 m 1,74-1,80 m
6 29,06 33,5 2,05-2,18 m 1,56-1,62 m
7 22,89 29,69 1,79 s 1,36 s
8 34,55 37,44 2,27 sept; 6,8 1,85-1,95 m
9, 10 21,18 16,37, 17,55 1,04 d; 6,8 0,92-1,00 2d; 6,9
CH, CH,
OH
Peroxygenase
+2 HZO2
_—
-2 HZO OH

Abbildung 4.29 Hydroxylierung von a-Terpinen zu cis-1,4-Dihydroxy-p-menth-2-en durch SIPXG.

Die Oxidation von (RS)Phellandren durch die SIPXG ergab funf Produkte Beiden

Produkte mit den GC-Retentionszeiten 26,8 und RUirRiten eluierten in einer Fraktion. Da
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sie wegen gleicher Massenspektren vermutlich isomezinander sind, wurde dieses
Elutionsgemisch ohne weitere Trennung NMR-spekopiich untersucht. Inf’C-NMR-
Spektren war im Vergleich zum Spektrum des Sulestrah den Kohlenstoffatomen 1 und 2
die grofdten Veranderungen zu erkennen (TabelleAhHang Abbildung 7.40 bis Abbildung
7.45). Die Signale dieser zwei Kohlenstoffatome éesdukts lagen zwischen 69,1 und
73,7 ppm und deuteten auf eine Bindung mit Sauérkin. Auf Grund einer deutlichen
Anderung desH-Signals des Wasserstoffatoms, welches am Koldéfastm 2 gebunden ist,

wird die Vermutung einer Sauerstoffbindung an diésesition bestarkt (Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4*3C und '"H NMR-Signale von RSa-Phellandren und 1,2-Epoxyp-menth-5-en.

" cH, "CH,
1 1)-9
6 2 & 2
5 3 5 3
4 4
H,C” 8 "CH H,C” 8 “CH
3y i 3% 03
3C NMR 'H NMR
C-Atom Substrat Produkt Substrat Substrat Produkt Produkt
5 [ppm] 5 [ppm] 5 [ppm] Kopplung; J[Hz] & [ppm] Kopplung; J [HZ]
1 131,13 69,13
2 120,47 73,65 5,46-5,49 m 3,45-3,50 m
3 25,82 25,91 1,95-2,15 m 1,75-1,82 m
4 39,68 42,58 2-2,07 m 2,05-2,1 m
5 130,13 134,04 5,70-5,76 m 5,65-5,72 m
6 127,96 132,09 5,77-5,84 m 5,65-5,72 m
7 21,04 30,17 1,74 s 1,34 s
8 31,25 31,49 1,63-1,73 m 1,62-1,68 m
9,10 19,84 19,00 0,89-0,91 2d; 6,8, 0,85-0,95 2d; 6,8

Das Produkt mit der GC-Retentionszeit 27,7 Minuteturde NMR-spektroskopisch
untersucht. Das’C-NMR-Spektren wies an den Kohlenstoffatomen 5 6éndie groRten
Veranderungen im Vergleich zum Spektrum des Sulestrauf (Tabelle 4.5; Anhang
Abbildung 7.46 bis Abbildung 7.49). Die Signale se zwei Kohlenstoffatome des Produkts
lagen zwischen 69,4 und 71,1 ppm und deuteten iaaf Bindung mit Sauerstoff hin. Ein
weiterer Anhaltspunkt dafir war die deutliche Andey der ‘H-Signale jener

Wasserstoffatome, welche an den Kohlenstoffatofaemd 6 gebunden waren (Tabelle 4.5).
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Tabelle 4.5"*C und '"H NMR-Signale von RSa-Phellandren und 5,6-Epoxyp-menth-1-en.

" CcH, "CH,

8 2
0
5 3 3
4
H.C” 8 "CH H.C” ¢ “CH
3 5 103 3 9 10 3
3C NMR '"H NMR
C-Atom Substrat Produkt Substrat Substrat Produkt Produkt
5 [ppm] 5 [ppm] 5 [ppm] Kopplung; J[Hz] & [ppm] Kopplung; J [HZ]
1 131,13 139,13
2 120,47 128,75 5,46-5,49 m 5,46-5,48 m
3 25,82 26,39 1,95-2,15 m 2,12-2,16 m
4 39,68 48,10 2,00-2,07 m 2,00-2,05 m
5 130,13 69,37 5,70-5,76 m 3,46-3,51 m
6 127,96 71,05 5,77-5,84 dt; 1,6, 9,5 3,74 q;7,0
7 21,04 18,49 1,74 s 1,80 s
8 31,25 31,77 1,63-1,73 m 1,55-1,65 m
9,10 19,84 16,61 0,89-0,91 2d; 6,8, 0,86-1,00 2d; 7,0

Zuséatzlich zur NMR-Spektroskopie wurde mit den @xionsprodukten des R&-
Phellandrens eine GC-MS-Analyse mit chemischersktion durchgefuhrt (Kapitel 3.5.5.3).
Bei dieser ,sanften” lonisation treten weniger Fnagtierung auf, wodurch die Bestimmung
des mdglichen Molekulargewichts erleichtert wirde IMassenspektren aller Oxide zeigten
jeweils ein Pseudomolekiil-lon bei/z153. Daraus lies sich das Molekulargewicht derd®xi
mit 152 g/mol bestimmen. Dies korrelierte mit deermutung, dass die untersuchten
Oxidationsprodukte des R&Phellandrens Monoepoxide sind und bestétigt die RNM
Messungen. Zwei der funf Produkte wurden als 1,8xgg-menth-5-en und 5,6-Epoxy-
menth-1-en identifiziert (Abbildung 4.30).

CH CH CH
3 30 3
Peroxygenase
+2HO (0]
) ey +
-2 Hzo
H,C CH3 H,C CH; H,C CH3

Abbildung 4.30 Epoxidation vona-Phellandren zu 1,2-Epoxy-p-menth-5-en und 5,6-Epgxp-menth-1-en
durch SIPXG.

Das weitere Oxidationsprodukt desPhellandrens hat laut GC-MS (Cl) ebenfalls ein
Molekulargewicht von 152 g/mol. Die genaue Strulktannte jedoch auf Grund der geringen
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synthetisierten Menge nicht eindeutig bestimmt wardie Tatsache, dass je zwei der funf
Produkte gleiche Massenspektren, jedoch eine whiedliche Retentionszeit bei der GC-
MS-Messung haben, lasst vermuten, dass zwei Demsterenpaare entstanden sind. Ein
Paar hat die Struktur des 1,2-Epoxy-p-menth-5-érufit] 13 % der gebildeten Produkte) und
das andere die des 5,6-Epoxy-p-Menth-1-en (26 Ui Her gebildeten Produkte).

4.3.3 Uberblick des Substratscreening

Terpene wurden durch die SIPXG unterschiedlich iexid Neben den bereits erwahnten
Epoxidierungen konnten auch Hydroxylierungen un@matisierungen bebachtet werden.
Insbesondere der Vergleich der in dieser Arbeitveadetenp-Menthene zeigt, dass die
SIPXG Substrate mit sehr ahnlicher Molekulstrukauf verschiedene Weise oxidierte.
Limonen unda-Phellandren wurden epoxidiett; Terpinen hydroxyliert ung-Terpinen und
a-Thujen aromatisiert.

Im Falle vona-Bisabolol wurde klar, dass ein und dasselbe Safbserschieden oxidiert
werden kann. Die SIPXG fuihrte einmal eine Hydroxyugpe, einmal eine Sauerstoffbriicke in

dasa-Bisabolol ein.

4.3.4 Aktivitatsmessungen

Neben der qualitativen Untersuchung der SIPXG iaugeauf die Oxidation von Terpenen
wurde auch die Aktivitat der SIPXG bei den jewaligTerpenen gemessen. Hierfiir wurden
die Substrate nach erfolgter Enzymreaktion mitteéstphasen-Mikroextraktion (SPME)
extrahiert und mittels GC-MS gemessen (Kapitel 132). Anhand erstellter Eichkurven
konnten die von der SIPXG nicht umgesetzten Suinséragen quantifiziert werden
(Eichkurven siehe Anhang Kapitel 7.7.2). Die Diéfiez zwischen 50 nmol eingesetzter
Stoffmenge und der restlichen Stoffmenge bezeiehdeh Substratumsatz (Abbildung 4.31).
Die Aktivitat errechnete sich aus Substratumsate pMinute (Abbildung 4.32). Ein
Substratabbau anderer mikrosomaler Enzyme wurddlglafir alle untersuchten Substrate

durch Leervektorkontrollen gemessen und vom Sulosirsatz der SIPXG subtrahiert.
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Abbildung 4.31 Umsétze von Terpenen durch die SIPXGEingesetzt wurden 50 pg mikrosomale SIPXG,
50 nmol Substrat und 1250 nmol Wasserstoffperadiel, Reaktionszeit betrug 40 Minutebie Extraktion der
Terpene fand aus der Gasphase mittels SPME furi@0téh statt, gemessen wurde durch GC-MS. Quaietifiz

wurde der Verbrauch an Terpenen im Vergleich zerdirervektorkontrolle.
1,2

1,0

0,
y-Terpinen a-Bisabolol a-Thujen a-Phellandren | a-Terpinen | R-(+)-Limonen | S-(-)-Limonen Nerol Terpinolen
] 0,88 0,79 0,65 0,65 0,59 0,49 0,44 0,20 0,09

Aktivitdt in nmol/min
o =) o
-3 [+ 00

N

Abbildung 4.32 Aktivitat der SIPXG fir die Oxidation von Terpenen. Versuchsbedingungen wie in
Abbildung 4.31.
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4.3.5 Oxidation in organischen Lésungsmitteln

Die meisten enzymatischen Reaktionen finden in mgersLosung statt. Dies liegt u.a. an der
Eigenschaft des Wassers, welches Uuber Wassersickfion die Sekundar- und
Tertiarstrukturen der Proteine stabilisiert undisieiner biochemisch optimalen Position halt.
Ein organisches Ldsungsmittel neigt dazu, dieseididnensionale Proteinstruktur
aufzubrechen, wodurch das Protein meist denaturiedtinaktiviert wird. In einigen Fallen
wurden jedoch enzymatische Reaktionen in organmsdhissungsmitteln durchgefuhrt So
kann in alkoholischen Losungen die Oxidation vonio&hisol durch eine Peroxidase
katalysiert werden (Ryu und Dordick 1992). Der édreines organischen Losungsmittels ist
die hohere Léslichkeit eines lipophilen Substratsl/ader eines lipophilen Produktes. Eine
hohere Substratldslichkeit ermdglicht dem Subgiesiser zum aktiven Zentrum des Enzyms
zugelangen. Auf der anderen Seite kann ein bess&stgs Produkt schneller aus dem aktiven
Zentrum entweichen und das chemische GleichgewachtGunsten der Produktbildung
verschieben.

In diesem Teil wurde versucht eine SIPXG katalysieDxidation vony-Terpinen in
verschiedenen Alkoholen zu erreichen. Das Proteirdes zusammen mit 100 nmol Substrat
in Methanol, Ethanol, 1-Propanol oder Natriumagettier (Positivkontrolle) geldst und die
Reaktion durch Zugabe von 2500 nmol Wasserstofiigrgestartet. Insgesamt betrug der
wassrige Anteil im organischen Reaktionsansatz ey#a% (v/v) (Kapitel 3.4.14). Die
Extraktion und Messung degrTerpinen-Abnahme fanden durch SPME in Kombinatimh
GC-MS statt. Zur Quantifizierung wurden in jedenr deei Alkohole sowie im wassrigen
Puffer Eichkurven vory-Terpinen erstellt (Anhang Kapitel 7.7.3). Anhaner &ichkurven
wurden die Substratkonzentration und Substratstaifye nach erfolgter Enzymreaktion
bestimmt. Daraus konnte die Aktivitdt als Substragatz pro Zeit berechnet werden. Ein
Substratabbau anderer mikrosomaler Enzyme wurddlglafir alle untersuchten Substrate
durch Leervektorkontrollen gemessen und vom Sulstrsatz der SIPXG subtrahiert
(Abbildung 4.33).
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Abbildung 4.33 Aromatisierung von y-Terpinen durch die SIPXG in Puffer und Alkoholen. 100 pg
mikrosomale SIPXG wurden in Natriumacetatpuffer ¢hénol/l, pH 6), Methanol, Ethanol oder 1-Propanol
zusammen mit 100 nmetTerpinen und 2500 nmol Wasserstoffperoxid inkubiBie Extraktion fand mitttels
SPME, die Messung mittels GC-MS statt. Eichkurvamden mity-Terpinen in Puffer und den drei Alkoholen

erstellt.

Bei Verwendung der Alkohole Methanol und Ethanolniki® eine enzymatische
Aromatisierung vony-Terpinen zup-Cymol beobachtet und quantifiziert werden. Sie war
jedoch deutlich niedriger als die Aktivitat der PXiGNatriumacetat-Puffer und lag bei 35,9
bzw. 31,2 % der Aktivitat im Puffersystem. In 1-pamol konnte fast keine Aktivitat
festgestellt werden. Die drei untersuchten Alkohdbegunstigten bei Einsatz als
Lésungsmittel nicht die Oxidation vonTerpinen zuyp-Cymol durch die SIPXG. Stattdessen
war eine Aktivitatsabnahme der SIPXG bei abnehmemidaritat des Losungsmittels zu

erkennen.

4.4 Oxidation weiterer Naturstoffe

Zusatzlich zu den Terpenen wurden weitere fliichtigggde des Sekundéarstoffwechsels der
Pflanzen als potentielle Substrate fur die SIPX@esetzt (Kapitel 3.4.10.2).

4.4.1 Substratscreening

Von den drei Verbindungenis-Jasmon, Jasmonsaure und Jasmonsauremethylestge kon

nur flr cissJasmon eine Oxidation festgestellt werden (Anha&apildung 7.21). Das
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Massenspektrum des Produkts wurde anhand von tutarggaben (Pinheiro et al. 2009) und
Datenbank-Abgleich alsis-Jasmon-7,8-epoxid identifiziert. SIPXG epoxidiedis-Jasmon
an der 7,8-Position (Abbildung 4.34).

o o 0]
// Peroxygenase //
— +HO
CH, —» CH,3
-HO
2
CH; CH;

Abbildung 4.34 Epoxidation voncis-Jasmon zucis-Jasmon-7,8-epoxid durch SIPXG.

Die beiden aromarelevanten Stoffe Eugenol und I3erol stellten keine Substrate der
SIPXG dar. Es konnten keine Oxidationsprodukteldiete werden.

Cis-Stilben besitzt zwischen den beiden Phenylrestame eohlenstoff-Kohlenstoff-
Doppelbindung incis-Konfiguration und stellt ein mdgliches Substrat &ine Oxidation
durch die PXG dar. Tatsachlich konnte eine Epoiodatu cis-Stilbenoxid durch Vergleich
mit einer Referenzsubstanz festgestellt werden {dibibg 4.35, Anhang Abbildung 7.22).

Peroxygenase
+HO
2 2 3
-HO
2

Abbildung 4.35 Epoxidation von cis-Stilben zu cis-Stilbenoxid durch
SIPXG.

4.4.2 Aktivitatsmessungen

Die Aktivitdt der PXG in Bezug auf die Epoxidatioon cis-Jasmon unatis-Stilben wurde
durch Messung der Substratabnahme bestimmt. Hienfliden die Substrate nach erfolgter
Enzymreaktion mittels SPME extrahiert und durch K6- gemessen (Kapitel 3.4.13).
Anhand erstellter Eichkurven konnten die restlictf&ubstratmengen quantifiziert werden
(Eichkurven siehe Kapitel 7.7.2). Die Differenz galien 50 nmol eingesetzter Stoffmenge
und der restlichen Stoffmenge bezeichnet den Sathstisatz. Die Aktivitat errechnet sich
aus Substratumsatz pro Minute. Ein Substratabbaeran mikrosomaler Enzyme wurde
parallel durch Leervektorkontrollen gemessen unad Bubstratumsatz der SIPXG subtrahiert.
SIPXG setzte 11,2 und 9,8% ais-Jasmon bzwcis-Stilben um, wobei Aktivitaten von 0,14

bzw.0,12 nmol/min erhalten wurden.
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4.5 Einsatz verschiedener Hydroperoxide als Oxidationsittel

Fur die Oxidation eines Substrates durch eine PX@ grundséatzlich ein Oxidationsmittel
bendtigt. Natirliche Oxidationsmittel fur die PX@d Fettsdurehydroperoxide, die aus der
Reaktion einer Fettsdure mit molekularem Sauershafth eine Lipoxygenase entstehen. Im
Falle einer Epoxidierung oder Hydroxylierung wirdomv Fettsaurehydroperoxid ein
Sauerstoffatom auf das Substrat Gbertragen undrdtséaurehydroperoxid wird zu einem
Alkohol reduziert. Neben den Fettsdurehydroperoxideiurden bereits alternative
Hydroperoxide fir eine Oxidation durch die PXG usteht und eine Epoxidation oder
Sulfoxidation festgestellt (Blée et al. 1985; Bleteal. 1993). In dieser Arbeit wurde bisher
Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel fir vergd@ne Substrate verwendet (Kapitel 4.2.5,
433 und 4.4). Im folgenden Teil wurden tertiareButylhydroperoxid und
Cumolhydroperoxid als Oxidationsmittel fur die Oaigbn durch SIPXG untersucht
(Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6 Hydroperoxide als Oxidationsmittel deiSIPXG.

Substrat Produkt

H/O\O/H H\O,H
Wasserstoffperoxid Wasser

|"0\0 HO
H3C—|—CH3 H3C+CH3
CH, CH3

tertiares Butylhydroperoxid tertiares Butanol

HO\o OH

H;C——CH, H3C——CH,
Cumolhydroperoxid 1-Hydroxycumol

4.5.1 Epoxidierung, Hydroxylierung und Aromatisierung durch tertidres
Butylhydroperoxid und Cumolhydroperoxid
Tertiares Butylhydroperoxid und Cumolhydroperoxidrden als alternative Oxidationsmittel

fur die Umsetzung von Olsaure, S-(-)-Limonen-Terpinen undy-Terpinen verwendet
(Kapitel 3.4.11).



Ergebnisse 115

Eine Epoxidierung der Olsaure konnte sowohl bei wésdung von tertidrem
Butylhydroperoxid als auch Cumolhydroperoxid beditecwerden. Das Produkt ist wie bei
der Oxidation durch  Wasserstoffperoxid die 9,10-Bpoctadecansaure. In
Kontrollversuchen (Leervektorkontrolle, ohne Proteohne Hydroperoxid) entstand kein
Epoxid.

S-(-)-Limonen wurde durch tertidres Butylhydropedodnd Cumolhydroperoxid jeweils zu
S-(-)-Limoneneis-1,2-epoxid oxidiert, die Reaktion glich jener miitasserstoffperoxid als
Oxidationsmittel.

Eine Hydroxylierung konnte berTerpinen als Substrat festgestellt werden. Duretbdiden
Hydroperoxide wurde-Terpinen zwis-1,4-Dihydroxy-p-menth-2-en oxidiert.

Auf y-Terpinen wurde durch die SIPXG kein Sauerstoffatirartragen, stattdessen wurde es
zu p-Cymol aromatisiert. Diese Reaktion fand mit tedrr Butylhydroperoxid und
Cumolhydroperoxid als Oxidationsmittel statt.

Zusammenfassend wurden die vier untersuchten Sbsticht nur durch Wasserstoffperoxid
sondern auch durch tertidres Butylhydroperoxid @umolhydroperoxid durch die SIPXG

oxidiert. Bei jedem Oxidationsmittel entstanden gleichen Oxidationsprodukte.

4.5.2 Enzymsattigungen durch Hydroperoxide

Sattigungskurven der PXG in Bezug auf die Epoxidigr von Olsaure wurden fir
Wasserstoffperoxid, tertiares Butylhydroperoxid u@dmolhydroperoxid erstellt (Tabelle
4.6). Proteinmenge und Konzentration der Olsauiebéh konstant, die Konzentration der
Hydroperoxide wurde variiert (Kapitel 3.4.12). Daurz Zeit der Messung keine
Referenzsubstanz flr das Oxidationsprodukt 9,10¢#ootadecansaure vorlag, konnten die
absoluten Reaktionsgeschwindigkeiten nicht berechwerden. Deshalb wurden die
jeweiligen relativen Mengen des Produkts gegeredigesetzten Substratkonzentrationen in

einem Diagramm aufgetragen (Abbildung 4.36).
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Abbildung 4.36 Hemmung der Produktbildung der SIPXG bei zunehmenden Konzentrationen an
Hydroperoxid. Untersucht wurde die Epoxidierung von Olsaure nstschiedenen Hydroperoxiden. Das
methylierte Oxidationsprodukt 9,10-Epoxy-octadeéams wurde mit GC-MS gemessen und dessen relative
Mengen bei ansteigender Hydroperoxidkonzentratiargestellt. Folgende Hydroperoxide wurden verwendet
A Wasserstoffperoxid3 tertidres Butylhydroperoxid; Cumolhydroperoxid.

Bei niedrigen Hydroperoxidkonzentrationen stieg bienge des Epoxidproduktes zunachst
steil an. Das Maximum der Produktbildung wurde Hemmol/l Wasserstoffperoxid,
0,75 mmol/l tertidres Butylhydroperoxid bzw. 0,5 wirth Cumolhydroperoxid erreicht. Das
Produktmaximum bei Wasserstoffperoxid zeigte eiairids Plateau, was vermutlich als
Sattigung zu sehen ist. Mit zunehmender Hydropeékmtzentration sank die Produktkurve
und verhielt sich wie beim tertiarem Butylhydropet und Cumolhydroperoxid. Die
Hydroperoxide scheinen somit die Aktivitdt der SB>oei héheren Konzentrationen zu
hemmen. Eine Produkthemmung durch die gebildet®-Bhbxy-octadecansaure kann
ausgeschlossen werden. Die gleiche Ausgangkontientaer Olsaure von 0,5 mmol/l fiihrte
nicht zu einer inhibierenden Konzentration an Ep@xy-octadecansaure (Abbildung 4.18).
Die Hemmkurven der SIPXG bei Einsatz verschiedeRgdroperoxidkonzentrationen
ermoglichten die Bestimmung der jeweiligen,-M/erte (Tabelle 4.7). Da die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit auf Grund von zum Zeitgudde Messung fehlender 9,10-Epoxy-
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octadecansaure aReferenzsubstanz nicht berechnet werden konntegewndie maximale

Reaktionsgeschwindigkeit einer relativen Produktgeevon 1 gleichgesetzt.

Tabelle 4.7 K,-Werte der SIPXG fur Hydroperoxide.

Hydroperoxid K m-Wert in mmol/l
Wasserstoffperoxid 0,6

Tertidres Butylhydroperoxid 0,25
Cumolhydroperoxid 0,05

4.5.3 Vergleich von Wasserstoffhydroperoxid, Butylhydropeoxid und

Cumolhydroperoxid als Oxidationsmittel

Die drei Hydroperoxide wurden untereinander vehglit, um herauszufinden, mit welchem
Hydroperoxid die SIPXG die groRtmdgliche Produktgeersynthetisieren kann. Es wurden
diejenigen Konzentrationen eingesetzt, welche eidweim gesattigten Bereich der
Produktkurve lagen oder eine maximale Synthesalgjstan 9,10-Epoxy-octadecansaure
erbrachten. Diese waren 2,5 mmol/l Wasserstoffpdrox0,75 mmol/l tertidres
Butylhydroperoxid und 0,5 mmol/l CumolhydroperoXibbildung 4.36). Als Reaktion zum
Vergleich der drei Hydroperoxide wurde die Epoxiolat von Olsdure gewahlt
(Kapitel 3.4.10.1 und 3.4.11). Der Vergleich zejgass mit Wasserstoffperoxid die
maximale Menge am Epoxidprodukt durch die SIPXGisstisiert wurde. Dagegen wurden
mit tertiarem Butylhydroperoxid und Cumolhydropacbxnur 0,43 bzw. 0,32 dieser
Maximalmenge erreicht. Die relativen Produktmendemrelierten mit den eingesetzten
Konzentrationen der jeweiligen Hydroperoxide: 2 okl Wasserstoffperoxid, 0,75 mmol/I
tertiares Butylhydroperoxid und 0,5 mmol/l Cumolhygeroxid stehen im Verhaltnis von
1:0,3:0,2. Obwohl die Konzentrationen vom tertiaremButylhydroperoxid und
Cumolhydroperoxid geringer als die KonzentratioomvidVasserstoffperoxid waren, fihrten
hohere Konzentrationen jener beiden Hydroperoxidehtnzu einer Steigerung der
Syntheseleistung. Der Grund liegt in einer Hemmunder SIPXG Dbei
Hydroperoxidkonzentrationen, die Uber die Konzditrader maximalen Produktbildung
hinausgehen (Abbildung 4.36).
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4.6 Expressionsmuster delSIPXG

Die Aufgabe der Peroxygenase innerhalb der Pflaredlenist vermutlich die Epoxidierung
ungesattigter Fettsduren. Die Enzymprodukte sindstdéen von Cutin, ein wichtiger
Bestandteil der pflanzlichen Cuticula, mit der silia Pflanze vor Pathogenbefall und grofzem
Wasserverlust schitzt. Zu den Produkten der Peemage z&hlen aber auch Vorstufen der
Oxylipine und Phytoalexine, die in Abwehrreaktiongagentber Pathogenen eine Rolle
spielen (Blée 1998b). Die Bedeutung der Peroxygefias diese dkologischen Funktionen
konnte in diversen Stresstests auf Ebene der Gesssipn als auch auf Ebene der
Proteinsynthese iA. thalianagezeigt werden (Partridge und Murphy 2009).

Eine Untersuchung der Expression des Gens, weldiesPeroxygenase irSolanum
lycopersicum(Tomate) kodiert, wurde bisher nicht durchgefiilhmtdiesem Teil der Arbeit
wurde die Genexpression in vegetativen Pflanzemmenie Sprossachse und Blatt sowie in

Tomatenfriichten bestimmit.

4.6.1 Vegetative Pflanzenorgane

Die Expression delSIPXG wurde in vier, acht und zwolf Wochen alten Bl&itaund
Sprossachsen untersucht. Fur die vierwdchigen Ekkwigsstufen von Blatt und
Sprossachse lagen je drei, fur die acht- und zwiihigen lagen je funf Pflanzenproben vor.
Die RNA wurde aus dem Pflanzenmaterial extrahierd won genomischer DNA durch
DNase-Verdau gereinigt (Kapitel 3.3.1 und 3.3.4unZ Quantifizieren wurde von jeder
Pflanzenmaterialprobe 0,3 pg Gesamt-RNA eingesetzt, sie in cDNA umzuschreiben
(Kapitel 3.3.5). Die cDNA wurde in einer quantitegn Polymerasekettenreaktion (QPCR)
eingesetzt. Ein Oligonukleotid-Paar war spezifigoidie SIPXG ein zweites Oligonukleotid-
Paar war spezifisch fur die Spacer-Region zwisathem 16S- und 23S-rRNA-Abschnitten
und wurdeals interner Standard verwendet (Kapitel 3.3.6 RNA, die die SIPXG kodiert,
konnte quantifiziert und die Expression des Gensjaleeiligen Pflanzenorgane in Relation
zu einander gestellt werden.

In den Blattern konnte keine signifikante Anderualeg SIPXGRNA-Synthese im Verlauf der
Zeit festgestellt werden (Abbildung 4.37 A). In d&prossachse wurde eine Zunahme der
SIPXGExpression beobachtet. Nach zw6lf Wochen war dipréssion signifikant hoher
(6,7fach) als nach vier Wochen (Wilcoxon—Mann-WéytnU-Test, p-Wert = 0,014;
Abbildung 4.37 B).
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Abbildung 4.37 Relative Expression deiSIPXG in S. lycopersicum 4, 8 und 12 Wochen nach AussaaEur

die vierwdchigen Entwicklungsstufen lagen je dfir, die acht- und zwdlfwdchigen lagen je funf Proben
Blattern (A) und Sprossachsen (B) vor. Die RNA-®gse wurde mittels gPCR untersucht. Der Wilcoxon—
Mann—Whitney U-Test diente der statistischen Aralfsp < 0,05).

Ein Vergleich von Blatt und Sprossachse machte lidbutdass die Expression in der
Sprossachse vier Wochen nach Aussaat 2,5fach\Maotiten nach Aussaat 58fach und zwolf
Wochen nach Aussaat 130fach so hoch wie in deteBf&tum gleichen Zeitpunkt war. Nach
acht und zwolf Wochen konnte eine signifikant h&hExpression in den Sprossachsen im
Vergleich zur Expression in den Blattern festgésteérden (Wilcoxon—Mann—-Whitney U-
Test, beide p-Werte = 0,0009).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass StBXG in Blatt und Sprossachse
unterschiedlich exprimiert wurde. Die Expressionr wa Blatt zu jedem der untersuchten

Zeitpunkte sehr niedrig.
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4.6.2 Generative Pflanzenorgane

Wahrend der Fruchtentwicklung wiesen einige nocheife Frichte dunkle Flecken im
unteren Fruchtbereich auf. Es handelt sich dabeeuma Blitenendfaule (Abbildung 4.38).
Die Blutenendfaule ist eine Stoffwechselerkrankudgren Ursache in einem Calciummangel
vermutet wird (Saure 2001). Die faulenden Stelleerfarbten sich im Laufe der

Fruchtentwicklung teilweise schwarz und bliebenzuis Reifestadium erhalten.

\ Mg
i

v 3

Abbildung 4.38 Blitenendfaule an einer griinen, unriéen Frucht an einer Tomatenpflanze.Die dunklen

Stellen im unteren Teil der Frucht rihren von Nekrber.

Betroffen war in jedem Entwicklungsstadium der vateruchtteil, der der ehemaligen Narbe
zugewandt war. Das untere Viertel, teilweise auak dntere Drittel wiesen eine deutliche
dunkelbraune bis schwarze Farbung auf (Abbildurgp 4A). Anhand eines Querschnitts

konnte gezeigt werden, dass die Faule im Innerer-decht weiter fortgeschritten war als

von auf3en sichtbar. Stellenweise reichte die Bendfawle bis zur Plazenta, wahrend das
Perikarp verschont blieb (Abbildung 4.39 C).
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Abbildung 4.39 Blitenendfaule an Tomate: Vergleichbefallener und gesunder Friichte. MaRRstab 1 cm.
A Frucht mit Blutenendfauld8 gesunde Fruch€ Querschnitt einer Frucht mit BlitenendfauleQuerschnitt
einer gesunden Frucht.

Neben der Untersuchung der ExpressionSIBIXGin Friichten mit und ohne Blutenendfaule
wurde die Expression im oberen und unteren TeiFdéchte miteinander verglichen.

Je drei gesunde und kranke Frichte wurden im @mé&tadium und mit einem Gewicht von
etwa 50 g geerntet. Von jeder Frucht wurde aus al®mren, dem Stilansatz zugewandten
Zweidrittel und dem unteren Drittel der Frucht @iesamt-RNA getrennt extrahiert, gereinigt
(Kapitel 3.3.1 und 3.3.4) sowie die RNA, die @#PXGkodiert, quantifiziert (Kapitel 3.3.5
und 3.3.6, Abbildung 4.40).
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Abbildung 4.40 Relative Expression derSIPXG in Frichten von S. lycopersicum. Unter dem Aspekt der
Blutenendfaule wurde die Expression in den obereeidritteln der Friichte mit der Expression im uater
Drittel verglichen. Die RNA wurde aus je drei gedan und kranken Friichten extrahiert und mittels PC

gemessen. Der Wilcoxon—Mann-Whitney U-Test dieetesthtistischen Analyse (** p < 0,01).

Ein Vergleich der Expression in gesunden FrichtEgte keinen signifikanten Unterschied
zwischen oberen und unteren Fruchtabschnitt (WdoeMann—Whitney U-Test,
p-Wert = 0,093). Im Gegensatz dazu unterschied dietexpression deBIPXGin Frichten,
die mit Blutenendfaule befallen waren. Im oberemuchtabschnitt war die Expression
signifikant héher als im unteren Fruchtabschnigssen Expressionsstufe auf der Héhe einer
gesunden Frucht lag (p-Wert = 0,024).

Ein Vergleich der Expression in gesunden und bemfalh Frichten im jeweils oberen
Fruchtabschnitt ergab eine Signifikanz mit einerVert von 0,002. Die Expression der
SIPXGist in Fruchten, die mit Blitenendfaule befallends um das 11fache hdher als in
gesunden Frichten.

Zwischen den unteren Fruchtabschnitten von gesundeéroefallenen Friichten gab es keinen
signifikanten Unterschied der Expression (p-Wed667).

Zusammenfassend zeigt das ExpressionsmusteiSKERXG in Frichten, dass diSIPXG
gleichmalRig verteilt in der gesunden Frucht expmniwurde. Der Befall mit der
Blutenendfaule erhdhte die Expression in oberemctabschnitten signifikant, wahrend die
Expression in unteren Abschnitten in der Gré3emond der gesunden Frichte lag.
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5 Diskussion

Mit dem Schwinden der Erdgas- und Erddlvorkommemdese langfristig die wichtigsten
Rohstoffquellen fir die organisch-chemische Indesterloren gehen. Fur die Herstellung
organischer Produkte sind jedoch kohlenstoffhaltigeisgangsstoffe unverzichtbar.
Industriepflanzen liefern pflanzliche Rohstoffe Wiehlenhydrate, fette Ole und Terpene, die
auch heute schon eine wichtige Rolle bei Synth@seerhalb der ,Griinen Chemie* spielen.
Diese Rohstoffe werden auf Grund ihrer regenerati¥erkunft als nachwachsende Rohstoffe
bezeichnet. Sie sind eine alternative Kohlenstaffiguund kbnnen die Licke schlie3en, die
durch den Wegfall der fossilen Rohstoffe entstehwird (Bader et al. 2009).
Nachwachsenden Rohstoffe kénnen entweder direkitgender durch chemische und/oder
biotechnologische Modifikationen umgewandelt werd€@orma et al. 2007). Gerade die
biotechnologische Behandlung von Naturstoffen duvikroorganismen und Enzyme hat
sich wegen ihrer Umweltvertraglichkeit und gezieltenantioselektiven Synthese in den
letzten Jahren mehr und mehr etabliert (Schmid 2B@@er et al. 2009).

5.1 Expression einer rekombinanten PXG aus. lycopersicum

In dieser Arbeit wurde eine Peroxygenase &uslycopersicum(Tomate; SIPXG) als
Biokatalysator fur eine biotechnologische Funktimi@rung diverser Naturstoffe erforscht.
Im Gegensatz zu anderen Studien, bei welchen @rexenase (PXG) ads sativaisoliert
und auf Einsatzmoglichkeiten einer biotechnologesctAnwendung untersucht wurde (Piazza
et al. 2000, 2001, 2003), wurde hier mit einem nekmanten Enzym gearbeitet. In der
Literatur wurde bisher nur zweimal von rekombinan®XGs berichtet; sie stammten als
sativa und A. thaliana und wurden inE. coli, P. pastorisbzw. S. cerevisiaeheterolog
exprimiert (Meesapyodsuk und Qiu 2011; Hanano et 2006). Diese Art der
Enzymherstellung ist unabhéngig von Pflanzenmdtenarlauft rasch und ermdoglicht
aul3erdem die Herstellung von Proteinen, die nawér gjerichteten Mutation eine veranderte
Aktivitat, Substrat- oder Wirkungsspezifitdt aufaen konnen (Hanano et al. 2006).

Da die PXG ein Membranprotein des ERs und der @k@hen ist (Hanano et al. 2006), sind
eukaryotische Zellen mit einem Endomembransystemeiiie heterologe Expression der
PXG vorteilhaft. Deswegen wurd®. cerevisiaezur Uberexpression der SIPXG ausgewahlt.
Hierfir wurde das kodierende Ge8IRPXQ in den Hefeexpressionsvektor pYES2 kloniert.
Das offene Leseraster d8iPXG (Unigene-ID SGN-U567002) stammte von der Datenbank
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http://solgenomics.net/index/pl. Durch eine Pratepuenzanalyse und ein Vergleich der
SIPXG mit anderen PXGs wurde eine Transmembrandenmamittleren Bereich der SIPXG
festgestellt, welche fir die Integration in die ERmbran verantwortlich ist (Abbildung 4.5
und Abbildung 4.6). Tatsachlich konnte in geféalltemd abgetrennten Hefemikrosomen, die
ein Relikt des ERs sind, die tberexprimierte SIPKGSDS-Gel und in einem Aktivitatstest
identifiziert werden. Zusatzlich dazu wurde die k&t der SIPXG in den isolierten
Mikrosomen gesteigert, indem nach Zugabe des Datergjween® 20 homogenisiert wurde.
Auf diese Weise wurde das Protein aus der mikrotemmdembran geldst (Kapitel 4.1.4 und
Abbildung 4.8). Hanano et al. (2006) und Meesapykdsd Qiu (2011) kamen zu einem
vergleichbaren Ergebnis. Sie Uberexprimierten BIX& inS. cerevisiadzw.P. pastorisund
konnten das Protein mit hochster Enzymaktivitatder Mikrosomenfraktion nachweisen.
Statt durch eine PEG-Fallung wie hier durchgefilutden dabei die Hefemikrosomen durch
eine Ultrazentrifugation von den restlichen Zelkmgllen getrennt.

Neben einer Transmembrandomane besitzt eine PX® eincEF-Hand-Motiv zur Bindung
von Calciumionen. Die PXG z&hlt deshalb zur Grudpe Caleosine (Hanano et al. 2006).
Das EF-Hand-Motiv ist ein sehr konservierter Absttiaes Proteins und liegt in der SIPXG
wie bei den anderen PXGs in der vorderen HalfteRteteinsequenz (Abbildung 4.6). Durch
die vergleichende Proteinsequenzanalyse konnteh digc zwei Histidinreste identifiziert
werden, welche das Ham im aktiven Zentrum bindeas Bisenion des Hammolekiils ist an
der Ubertragung eines Sauerstoffatoms vom Hydrogerauf ein Substrat mafRgeblich
beteiligt (Blée et al. 1993). Natriumazid oder dasganophosphorothioat Terbufos binden
irreversibel an das Hameisen der prosthetischeppggrund hemmen dadurch die PXG. Der
ICs0 von Terbufos betragt 20 umol/l (Blée und Durst@98equeu et al. 2003). In die Liste
der Inhibitoren reiht sich Tetcyclacis ein, welcHas die SIPXG einen I von 2,6 pmol/l
aufweist (Kapitel 4.1.5). Tetcyclacis ist ein Wattimsregulator, der an die prosthetischen
Gruppen der Monooxygenasen innerhalb der Biosyetives Gibberellinsdure bindet und
dadurch zu einer Hemmung dieser Enzyme fiihrt (Radber et al. 1987). Da eine PXG wie
eine Monooxygenase auch ein Hamoprotein ist, isé @indung von Tetcyclacis an die

prosthetische Gruppe der PXG wahrscheinlich.

5.2 Epoxidationen von Fettsduren und Fettsaurederivaten

Fettsauren werden aus pflanzlichen Olen durch Hyseoder Triglyceride gewonnen. Sie

kénnen funktionalisiert und in der Industrie zungyese von verschiedenen Oleochemikalien
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herangezogen werden. Eine von vielen Fettsdurabn#éfisierungen ist die Epoxidation
ungesattigter Fettsauren zu FettsdureepoxideneDiesbindungen sind zum einen wichtige
Bestandteile von Schmier- und Flammschutzmittelym z anderen dienen sie als
Plattformchemikalien (Corma et al. 2007). Durch eeirfepoxidhydrolyse entstehen
beispielsweise Diole, die zur Synthese von Polyamstunststoffen herangezogen werden
kénnen (Gruber et al. 1987). In der industriellemvw@ndung werden ungesattigte Fettsdauren
und Fettsaurederivate durch die Prileschajew-Reakin ihren Kohlenstoffdoppelbindungen
chemisch epoxidiert (Prileschajew 1909). Um die dRaatbildung einer solchen chemischen
Epoxidation zu umgehen, konnen ungeséttigte Koldémerbindungen auch durch
Mikroorganismen oder Enzyme in enantiomerenreinexiefe umgewandelt werden (Besse
und Veschambre 1994). Speziell mit einer enzymagiscEpoxidation von Fettsduren und
Fettsaurederivaten im biotechnologischen Sinne rhadieh bisher nur wenige Studien
beschéftigt. Die in dieser Arbeit untersuchte rekorante SIPXG stellt eine weitere
Moglichkeit der enzymatischen Fettsdureepoxidati@n Dieses Enzym vermag verschiedene
ungesattigte Fettsduren und deren Derivate an ibappelbindungen zu epoxidieren. Das
dafir verwendete Wasserstoffperoxid fungiert alsveitfreundliches Oxidationsmittel, das
wahrend der Epoxidation zu Wasser reduziert wirte Bpoxidationen von Olsaure und
Olsauremethylester durch die SIPXG resultierteddn entsprechenden 9,10-Monoepoxiden
(Abbildung 4.13), wie es auch fur eine PXG dbasmax(Blée et al. 1993) und. sativa
(Hamberg und Hamberg 1996; Piazza et al. 2003; Myesisuk und Qiu 2011) der Fall ist.
Der Kq-Wert fir Olsaure betragt 0,071 mmol/l und bestatapmit Literaturdaten
(0,02 mmol/l, Blée und Schuber 1990). Wahrend SIP&Saure und Olsduremethylester
jeweils zu Epoxiden mit Erhalt desis-Konfiguration umwandelte, oxidierte mCPBS die
beiden Substrate jeweils zumis-Epoxid als Hauptprodukt und zurransEpoxid als
Nebenprodukt (Abbildung 4.12). Obwohl eine Isomerisng der Kohlenstoff-
Doppelbindung fir eine Oxidation mit mCPBS nichkdnent ist (Besse und Veschambre
1994), haben die Reaktionsbedingungen dieser Atbiiteise eine Isomerisierung vams

zu trans hervorgerufen, woraus letztendlich zwei Monoepexidsultierten. Neben Ols&ure
wurden auch Oleylalkohol und Eicosensaure mittdBXS zu Monoepoxiden umgesetzt
(Abbildung 4.13 und Abbildung 4.16). Dass Erucaségthylester nicht oder nur in nicht
detektierbaren Mengen epoxidiert wurde, hangt véramumit der Kettenlange der Fettsaure
zusammen. Meesapyodsuk und Qiu (2011) stellten flests Fettsauren mit Kettenlangen

Uber C18 hinaus mit geringerer Aktivitat von eifG ausA. sativaepoxidiert wurden. Die
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Aktivitat zur Epoxidation von Erucasaure lag beesim Enzym bei etwa 54 % im Vergleich
zur Epoxidation von Olsaure.

Unter den mehrfach ungeséttigten Fettsdauren wikdejugierte (1arans 12cis) Linolsaure,
Linolsdure und a-Linolensaure durch die SIPXG epoxidiert. Da die GXcis
Doppelbindungen gegeniiber deans-Doppelbindungen bevorzugt (Blée und Schuber 1990a;
Meesapyodsuk und Qiu 2011), epoxidierte SIPXG domjugierte (10trans 12 cis)
Linolsadure ausschliel3lich zu 12,13-Epoxy-10-octadséure (Abbildung 4.15). Dadurch
konnte sogar innerhalb eines Molekils die PrafedsnSIPXG fur die Epoxidation eineis-
Doppelbindung gezeigt werden. Eine chemische Epdxid mit mCPBS lieferte zusatzlich
zur 12,13-Epoxy-10-octadecensdure ein zweites Rtodmnit einem unterschiedlichen
Massenspektrum. Da die Epoxidation mit mCPBS zvesdms- undtrans-Doppelbindungen
nicht unterscheidet, kann es sich bei diesem Ptagwkdie 10,11-Epoxy-12-octadecensaure
oder auch um die 10,11-12,13-Diepoxyoctadecand#mdeln (Anhang Abbildung 7.25). Im
Falle der Linolsaure konnte keine Regioselektiviiit die Epoxidation durch die SIPXG
festgestellt werden. Die beiden entstandenen Manade lagen im Verhéltnis von etwa 1:1
vor. Dies unterscheidet die SIPXG von einer PXG@umax bei welcher mit mehr als 72 %
die 9,10-Epoxy-12-octadecensdure das Hauptproditki{Blée und Schuber 1990a). Im
Gegensatz zu diesen beiden PXGs epoxidiert einmiarausA. sativaLinolsaure sowonhl
zu Monoepoxiden als auch zu Diepoxiden (9,10-Epd®d3-Epoxid/ Diepoxid mit
25:23:47 %) (Piazza et al. 2003). Weitere Unteestdiliegen bei der Epoxidation von
a-Linolenséure vor. Wahrend SIPXG 15,16-Epoxy-9-tfadecadiensaure als Hauptprodukt
bildet (68 %; Abbildung 4.17), entsteht durch eP¥G ausA. sativamit 92 % die 9,10-
15,16-Diepoxy-12-octadecensdure. Sowohl bei deiXSIRals auch bei einer PXG aus
A. sativaftihrt eine Erh6hung der zugesetzten Hydroperoximdyaaiicht zu einer Vermehrung
der Epoxidgruppen innerhalb der Linolensaure. DegiBselektivitat der jeweiligen PXG
bleibt trotzdem erhalten (Piazza et al. 2003). ®isrgleiche der qualitativen Untersuchung
der Epoxide zeigen deutlich, dass die PXGs verdenier Pflanzengattungen Fettsduren
regioselektiv epoxidieren. Die verschiedenen Enzyeméffnen somit die Moglichkeit,
definierte Epoxide mit gewiinschter Selektivitatsymthetisieren.

Durch die SIPXG konnte fir alle untersuchten Fettsd keine vollstandige Umsetzung
erreicht werden (Abbildung 4.20). Die Ausbeute kaemmutlich dadurch verbessert werden,
indem fUr einen langeren Zeitraum sowie mit mehigeal Zufuhr des Hydroperoxids
inkubiert wird (Piazza et al. 2003). Fir die Oxidatdera-Linolensaure konnte bereits eine

vermehrte Produktbildung in einem groRen Reaktiossz gezeigt werden (Anhang
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Abbildung 7.2). Die relativen Aktivitdten der SIPX{® Bezug auf die Epoxidation von
Fettsduren und Fettsaurederivate unterscheidervsitlanderen PXGs. Wahrend die SIPXG
a-Linolensaure und Eicosensaure am besten und @lségr Olsauremethylester mit 42 bzw.
38 % jener Aktivitat umsetzte (Abbildung 4.20), gjghert eine PXG ausA. sativain
umgekehrter Reihenfolge. Olsaure und Olsauremetteyleverden am besten epoxidiert,
Eicosensaure mit 75 % und Linol- undLinolensdure mit etwa 50 % der Aktivitat far
Olséaure (Meesapyodsuk und Qiu 2011).

Neben der PXG und der zu oxidierenden Fettsduraush die Wahl des Hydroperoxids
ausschlaggebend fir die Umsatzrate. Sowohl mit @/sidfperoxid als auch mit tert-
Butylhydroperoxid und Cumolhydroperoxid als Oxidasmittel entstand aus Olsaure 9,10-
Epoxy-octadecansaure. DepRVert fir Cumolhydroperoxid entspricht mit 0,05 mrhm
etwa dem Ig-Wert, der mit einer PXG aus. maxermittelt wurde (0,063 mmol/l) (Blée und
Schuber 1990a). Die kWerte fur Wasserstoffperoxid und tertiarem Butgigperoxid
liegen eine GroéflRenordnung hoéher (0,6 bzw. 0,25 ryndDie relativen Mengen des
entstandenen Epoxids waren hydroperoxidabhangig.e DAusbeute war mit
Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel am grof3tenit tert-Butylhydroperoxid und
Cumolhydroperoxid war sie deutlich geringer. Einmjett entgegengesetztes Ergebnis
wurde mit einer PXG aué\. sativa erhalten. Hierbei epoxidierte tert-Butylhydropdrbx
Olsaure am besten, Cumolhydroperoxid und Wasségstokid ergaben 0,7 bzw. 0,2 jener
Menge an 9,10-Epoxy-octadecansaure (Piazza €d@0)2

Schlussfolgernd machen diese Ergebnisse zur Oaidatbn Fettsauren deutlich, dass die
SIPXG bei Anwesenheit eines Hydroperoxids an Ddppdlngen ungeséttigter Fettsduren
und Fettsaurederivate Epoxidgruppen einfigen kBrenVersuche machen anschaulich, dass
es Unterschiede unter den verschiedenen IsoforreePXG in Bezug auf Substratspezifitat
und Umsatzraten sowohl fur die Fettsaure als awsh Hiydroperoxid gibt. Abweichende
Regioselektivitaiten der PXGs ermdglichen die gé&zieEpoxidation von mehrfach

ungesattigten Fettsauren.

5.3 Oxidationen von Terpenen und anderen flichtigen Naitrstoffen

Zu den Terpenen zahlen lipophile Molekiile, welch&erschiedliche, oft ©6kologische
Funktionen in der Pflanze erflillen. Kleine Terpenmet einem Go-Kohlenstoffgerust
(Monoterpene) sind leicht flichtige, oft geruchemgive Verbindungen. Zu ihnen zéhlen
Abwehrstoffe gegentber Pathogenen, Harzbestandteitel Monomere fur die
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Ligninbiosynthese. Unter den Terpenen mit einemi&eaus 15 oder 20 Kohlenstoffatomen
(Sesqui- bzw. Diterpene) gibt es Phytoalexine uhgtdhormone. Tri- und Tetraterpene
besitzen ein Kohlenstoffgerist mit 30 bzw. 40 Kokteffatomen; darunter befinden sichau.
Photosynthesepigmente wie Carotine und Xanthophidieldt und Heldt 2003; Taiz und
Zeiger 2006). In Bezug auf diese Vielfalt stelleardene die grof3te Klasse an sekundaren
Pflanzenstoffen dar. Sie kbnnen entweder direkt adeh Umwandlung der Molekdilstruktur
kommerziell genutzt werden. Vor allem die Terpedie, in der Natur mengenmafig haufig
vorkommen (zB. Limonen der Zitrus-Industrie oder Pinene der Zitalustrie), werden in
Industrie und Technik verschiedenen Anwendungeeraagen (Corma et al. 2007). Neben
den chemischen stehen auch biotechnologische Methadf Grund ihrer Stereoselektivitat
im Fokus der Terpenumwandlung. Die Tatsache, dampene oft eine oder mehrere
Kohlenstoffdoppelbindungen enthalten und die PX®&'lso grundsatzlich zu epoxidieren
vermag, veranlasste eine Untersuchung der Epogidatbon Terpenen (und auch weiteren
Naturstoffen) durch die rekombinante SIPXG.

5.3.1 Epoxidationen

Fur die beiden untersuchten Limonenisomere R-(#)dren und S-(-)-Limonen wurde eine
regioselektive und stereoselektive Epoxidation kutie SIPXG nachgewiesen. Die Produkte
sind die beiden Diastereomere R-(+)-Limorieans-1,2-epoxid bzw. S-(-)-Limoneais-1,2-
epoxid (Abbildung 4.22). Die Bildung von R-(+)-Limenirans1,2-epoxid wurde bereits
von (Saladino 2003) durch Oxidation von R-(+)-Lirearmit Wasserstoffperoxid und einem
Methylrheniumtrioxid-Katalysator erzielt. Bhattacje® et al. (2004) synthetisierten R-(+)-
Limonen<is-1,2-epoxid mit molekularem Sauerstoff und einemmgamhaltigen Katalysator.
Die Umséatze beider chemischer Oxidationen lagen7bebzw. 97 % und somit deutlich
hoher als die Epoxidation durch die SIPXG (39 %h Gegensatz dazu besteht das
enzymatische Epoxid zu 97 % aus einem Diastereamdrist reiner als die chemischen
Epoxide (max. 89 % bei Saladino 2003, max. 93 % Bieattacharjee et al. 2004). Im
Vergleich mit anderen biotechnologischen Epoxideio arbeitet die SIPXG deutlich
selektiver. Eine rekombinante Monooxygenase Basillus licheniformisoxidierte R-(+)-
Limonen und S-(-)-Limonen zu R-(+)-Limoneis-1,2-epoxid bzw. S-(-)-Limonetmrans
1,2-epoxid, welches jedoch nur 32 % bzw. 43 % witden anderen Produkten ausmachte.
In Zellkulturen von Pilzen oder Pflanzen wurdenheiskeine Epoxidationen, sondern nur
Hydroxylierungen des Limonens beobachtet (Pinhant Marsaioli 2007; Vaik et al. 1999).
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Epoxide kbnnen jedoch als Zwischenprodukte entstangkin und wurden anschlie3end
womoglich hydrolysiert.

Die durch die SIPXG gebildeten diastereomerreinemoben-1,2-Epoxide konnen als
Duftstoffe verwendet werden (Corma et al. 2007)rals Monomere flr eine alternierende
Copolymerisation mit Kohlenstoffdioxid zur Herstelg von Polycarbonaten dienen (Byrne
et al. 2004).

Nerol, cis-Jasmon undis-Stilben wurden durch die SIPXG zu Nerol-2,3-epoxid-Jasmon-
7,8-epoxid bzw. cis-Stibenoxid epoxidiert (Abbildung 4.26, Abbildung.34 bzw.
Abbildung 4.35). Da dasis-Stilbenmolekul spiegelsymmetrisch zur Doppelbinglist, spielt
die Konfiguration der Epoxidgruppe imis-Stibenoxid keine Rolle. Die Umwandlung von
cis-Stilben zucis-Stilbenoxid durch SIPXG ist stereoselektiv. Im @egatz dazu liefert die
chemische Epoxidation votis-Stilben mit einem Ruthenium-Katalysativans Stilbenoxid
als Haupt- unctis-Stilbenoxid als Nebenprodukt (Chatterjee 2008heHRadikalbildung und
eine  Drehung um eine Kohlenstoff-Kohlenstoffeinfaicikldung  erklart  die
Konfigurationsdnderung der chemischas-Stilben-Oxidation. Der Mechanismus der
enzymatischen Epoxidation verlauft ohne Radikalbilgl (Blée et al. 1993), wodurch die
Ausgangskonfiguration desis-Stilbens erhalten bleibt. Einige Stilbene wie déniferin
haben eine fungizide Wirkung (Heldt und Heldt 20@3ie Epoxidation von Stilbenen durch
die SIPXG offnet die Mdoglichkeit fir Synthesen nelgerbindungen, die vielleicht ein
erweitertes Spektrum von antimikrobiellen Eigens$emaaufweisen.

Bei Nerol-2,3-epoxid und cis-Jasmon-7,8-epoxid blieb auf Grund fehlender
Standardverbindungen die exakte Analyse der jegesiliEpoxidkonfiguration aus. Uber die
Epoxide vorcis-Jasmon und Nerol wird in der Literatur nur wenegibhtet.Cis-Jasmon-7,8-
epoxid entsteht beispielsweise in einer Zellkuttes Hefepilzegrichosporon cutaneumand
weist einecis-Konfiguration der Epoxidgruppe auf (Pinheiro undanghioli 2007). Eine
chemische Oxidation von Nerol liefert verschiedblegoloxide, wovon das Nerol-2,3-epoxid
nur etwa 9 % und das Hauptprodukt Nerol-6,7-ep&idb6 ausmacht (Saladino et al. 2009).
In einer Biotransformation von Nerol durch die le¥id Pilze Aspergillus niger und
Penicillium sp. entstehen dagegen keine Nerolepoxide. Stattdebsgh ein Gemisch
verschiedener Stoffe mit Linalool undTerpineol als Hauptprodukte vor (Demyttenaere et
al. 2000).

Obwonhl die SIPXG an den bisherigen Substraten liegemd eine bestimmte Doppelbindung
epoxidierte, verlauft die Epoxidation von RSPhellandren und R-Phellandren nicht

regioselektiv. Unter den insgesamt funf Produkiegdn zwei Diastereomerpaare vor. Die
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Diastereomere eines Paares besitzen ein gleichessekspektrum, jedoch eine
unterschiedliche Retentionszeit (Anhang Abbildun§27 Abbildung 7.13 und Abbildung
7.14). Die Diastereomerpaare wurden als 1,2-Egementh-5-en und als 5,6-Epoxyy-
menth-1-en identifiziert (Abbildung 4.30). Da aus-Phellandren und R-Phellandren
jeweils die gleichen Produkte entstanden sind, kbrm Entstehung auf zwei Arten erklart
werden. Die erste wére, dass die SIPXG nicht dasP8ellandren, sondern nur dasoR-
Phellandren des racematischen Substrats oxidiBree.Epoxidgruppen der Produkte 1,2-
Epoxy{p-menth-5-en und 5,6-Epoxy-menth-1-en liegen sowohl icis- als auch intrans
Konfiguration vor, wodurch letztendlich zwei Diastemerpaare entstanden sind. Die zweite
Erklarung wére, dass &Phellandren und &-Phellandren jeweils zu zwel
Diastereomerpaaren (insgesamt 8 KonfigurationeaXidgert wurden. Da darunter wiederum
vier Enantiomerenpaare vorliegen, die sich mitalger einfachen GC-Kapillarsaule nicht
trennen lassen, sind nur vier Peaks im Chromatagragu sehen. Versuche mit
enantiomerreinem &-Phellandren als Substrat oder eine gaschromatoigd® Trennung
der Produkte mit Hilfe einer chiralen Saule kondenSachlage klaren und zu einer genauen

Identifikation der Produktkonfiguration beitragen.

5.3.2 Hydroxylierungen

a-Terpinen besteht wie dasPhellandren aus einepaMenthanring. Der Unterschied beider
Isomere liegt lediglich in der unterschiedlichengeader zwei Doppelbindungen innerhalb
des Ringes. Trotz dieser Ahnlichkeit wisdTerpinen durch die SIPXG nicht epoxidiert,
sondern zu cis-1,4-Dihydroxyp-menth-2-en  hydroxyliert (Abbildung 4.29). Als
Zwischenstufe dieser Hydroxylierung wird das Endogpel Ascaridol vermutet
(Abbildung 5.1). Dass Ascaridol ausTerpinen gebildet werden kann, wurde mit einerded
Peroxidase au€henopodium ambrosioidegezeigt (Johnson und Croteau 1984). Ascaridol
ist eine instabile Verbindung und kann raschcmil,4-Dihydroxyp-menth-2-en reduziert
werden (Rucker und Molls 1980). Als Reaktionsvdrider Hydroxylierung voru-Terpinen
wird postuliert, dass a-Terpinen durch die SIPXG mit Wasserstoffperoxids al
Oxidationsmittel zun&chst zu Ascaridol oxidiertaviDas Ascaridol wird im Anschluss durch
ein Reduktionsmittel (8B. aus den Hefemikrosomen stammend odeO.H zu 1,4-
Dihydroxy4-menth-2-en reduziert. Da die EndoperoxidgruppeAsezaridols auf einer Seite
des Ringes lokalisiert ist, liegen nach deren Redokdie beiden Hydroxygruppen ris-
Konfiguration vor (Abbildung 5.1).
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CH, [ cH, | CH,
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Abbildung 5.1 Postulierter Reaktionsverlauf der Hydoxylierung von e-Terpinen durch die SIPXG.

Aul3era-Terpinen konnte-Bisabolol durch die SIPXG hydroxyliert werden. Démsatz lag
bei etwa 63 % und war im Vergleich mit anderen €agnm sehr hoch. Zwei der drei Produkte
sind 3,4-Dihydroxy-bisabolol und Bisabololoxid B lfildung 4.27). Fur die Produkte wird
das 3,4-Epoxid bzw. das 10,11-Epoxid als Zwischdast angenommen (Miyazawa et
al. 1995). Aus dem 3,4-Epoxid entsteht nach ans8bhder Hydrolyse das 3,4-Dihydroxy-
bisabolol. Innerhalb des 10,11-Epoxids greift didHylroxy-Gruppe das 10,11-Epoxid
nukleophil an und es entstehen darauf das 7,10i&pmd die 11-Hydroxy-Gruppe. Diese
beiden Verbindungen entstanden auch atBisabolol in einer Zellkultur des Pilzes
Glomerella cingulata wobei sie in Folgereaktionen zu weiteren Produkteagierten
(Miyazawa et al. 1995)a-Bisabolol und dessen Oxide sind wichtige Bestaledtdes
etherischen Ols aus Kamillslatricaria chamomilla (Heuskin et al. 2009). Sie zahlen zu den
wirksamen Inhaltsstoffen des Oles und wirkentzindungshemmend, krampflésend und
bakterizid (Arzneipflanzenportrats 2006). Ausgehemh o-Bisabolol kann durch die SIPXG
Bisabololoxid B als pharmazeutisch wirksame Sulzsggmthetsiert werden.

5.3.3 Aromatisierungen

y-Terpinen undu-Thujen zahlen zwar auch zu dpfMenthanen, jedoch unterscheiden sich
deren Oxidationsprodukte von den bisher beschreghebDie SIPXG katalysierte nicht den
Sauerstofftransfer vom Hydroperoxid auf die Sulbstreondern die Dehydrierung dieser zum
aromatischem-Cymol (Abbildung 4.24 und Abbildung 4.25). Die Oattn vony-Terpinen
und a-Thujen zup-Cymol durch SIPXG ist demnach eine Aromatisieru8ge findet mit
Wasserstoffperoxid, tert-Butylhydroperoxid und Cuinydroperoxid als Oxidationsmittel
statt (Tabelle 4.6). Dies ist ein neuer Reaktiomstyer durch die SIPXG katalysiert wird
(Abbildung 5.2). Eine Aromatisierung vanTerpinen zyp-Cymol wurde bereits von Poulose
und Croteau (1978) durch eine Inkubation mit Blattgon Thymus vulgaris(Thymian)

entdeckt. Fur diese Reaktion ist vermutlich eino€gtom P450 verantwortlich (Crocoll
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2011). Die aromatisierenden Eigenschaften der SIRX@ somit mit denen von anderen
Monooxygenasen vergleichbar B.des Shikimatwegs (Heldt und Heldt 2003)).

Die chemische Umwandlung eingsMenthens zup-Cymol wurde bereits mehrfach
beschrieben. Limonen und Pinen werden in Anweséngiaes Metall-Katalysators und
hohen Temperaturen (100 bis 300 °Cyzdymol umgewandelt (Buhl et al. 1999; Roberge et
al. 2001; Colonna et al. 2011). Eine Temperatur bereits 0 °C und Kaliumpermanganat
reichen fir die Aromatisierung von-Terpinen, 1,4-Cyclohexadien und 1-Methyl-1,4-
cyclohexadien zyp-Cymol, Benzol bzw. Toluol aus (McBride et al. 199@)yclohexadiene
mit Doppelbindungen in 1,4-Position aromatisieraut, gveil der aromatische Ring des
Produkts in einem energetisch gunstigerem Zustandnd dadurch die Reaktion antreibt.
Dieser Antrieb spiegelt sich auch in der Umsetzuag p-Cymol durch die SIPXG wider,
welche bei Uber 70 % sehr hoch im Vergleich zu eedderpenen liegt (Abbildung 4.31).
Mit Ausnahme vony-Terpinen aromatisierte SIPXG 1,4-Cyclohexadien dnAlethyl-1,4-

@ Hydroxylierung

cyclohexadien nicht.

HN._
NH, OH
R R
[ Epoxidierung O<
R R
R R
\ o \
] Sulfoxidierung S0
/ /
R R
CH; CH;

Aromatisierung

H.C CH, v H3C CH3

Peroxygenase

7N

ROCH ROH

Abbildung 5.2 Die SIPXG katalysiert in Anwesenheiteines Hydroperoxids (ROOH) Hydroxylierungen,

Epoxidierungen, Sulfoxidierungen und Aromatisierungen von Substraten.
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Da bei der Aromatisierung durch die SIPXG im Gegénszu einer Epoxidierung,
Hydroxylierung oder Sulfoxidierung kein Sauerstitiiertragen wird, wird ein vom sonstigen
Verlauf zumindest teilweise abweichender Reakti@@mnismus angenommen. Eine
Hilfestellung zur Klarung des Mechanismus liefei @xidation von 1,4-Cyclohexadien zu
Benzol (lkeshita et al. 2007). Wie von Blée et @1993) beschrieben wurde, wird
wahrscheinlich auch in der Aromatisierungsreaktionerst das Hydroperoxidmolekdl
heterolytisch gespalten und ein Sauerstoffatomdasf Hameisen Ubertragen. Das Eisenion
wird dabei oxidiert. Im Anschluss erfolgt dann niclie Ublich der Transfer dieses
Sauerstoffatoms auf ein weiteres Substrat, sondiertbertragung eines Hydridanions vom
y-Terpinen auf den Ferryl-Oxo-Komplex-Terpinen wird dabei zu einem Carbeniumion
oxidiert und das Eisen des Hams reduziert. ScltieBéagiert das Hydroxidion, welches an
den Ferryl-Oxo-Komplex gebunden ist, mit einem &motesy-Terpinens zu Wasser, das

Terpinen wird zyp-Cymol oxidiert (Abbildung 5.3).

CH, H,0 HlasT H,0, CH,
H J/ Fe vzo H
H
H Ham -— Hi’:im __H-
Feo' |F|e4+//f H
H,c” CH, o

H,C~ TCH,

Abbildung 5.3 Postulierter Mechanismus der Aromatigerung von y-Terpinen zu p-Cymol durch die
SIPXG. Zur Vereinfachung ist schematisch nur das Hammaéleési Enzyms dargestellt.

Alkohole haben sich als Lésungsmittel zur Aromatishg vonp-Cymol durch die SIPXG als
ungeeignet herausgestellt. Die Umsetzungen sindtlideuniedriger als in Puffer
(Abbildung 4.33). Das Substrat I6st sich zwar beas diesen organischen Loésungsmitteln,
jedoch wird vermutlich das Enzym in seiner Sekundérd/oder Tertiarstruktur negativ
beeinflusst. Die Ergebnisse, die mit einer Percsedand Wasserstoffperoxid in 2-Propanol

zur Sulfoxidation von Thioanisol fihrten (Dai undidanov 2000), konnten nicht auf die
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Aromatisierung durch die SIPXG Ubertragen werdera Bie jeweilige Reaktionsart
ausschlaggebend fir die Oxidation in organischensubhgsmitteln ist (Dai und
Klibanov 2000), kénnen vielleicht andere Oxidatiortirch die SIPXG — Epoxidierung oder
Hydroxylierung — zu einer besseren Umsatzratendfuffer fuhren.

In dieser Arbeit ist das erste Mal eine Aromatisngy von Terpenen, katalysiert durch eine
PXG, gezeigt worden. Das entstandpr@ymol ist ein wichtiges Produkt und Intermediat der
chemischen Industrie mit einer Reihe von Anwendoriggichkeiten. Es dient als
Lésungsmittel fir Farben und Lacke und als DuftsiofParfim. Aul3erdem kanp-Cymol
das aus Erddl stammende Toluol ersetzen und alktEflu die Synthese weiterer
aromatischer Stoffen wie Kresol un#Cymolsulfonsaure fungieren (Clark et al. 2012).
p-Cymolsulfonsdure kann in Carvacrol (2-Hydrgpaeymol) umgewandelt werden (Hixson
und McKee Ralph H. 1918), welches sowohl als Ardofaslient (Lieberei et al. 2007) als
auch antimikrobielle Eigenschaften besitzt (Arzflaiizenportrats 2006). Eine Oxidation von
p-Cymol zu Terephthalsdure ermdglicht die Synthesen WPolyethylenterephthalat-
Kunststoffe (PET) (Colonna et al. 2011).

5.4 Untersuchung der Genexpression its. lycopersicum

Die PXG ist ein Enzym des pflanzlichen Oxylipinwegeelcher fiir die Synthese oxidierter
Fettsauren verantwortlich ist. Stromaufwarts deGRéfindet sich eine Lipoxygenase (LOX),
welche aus Fettsduren Fettsaurehydroperoxide pbdttemabwarts der PXG hydrolysiert eine
Epoxidhydrolase (EH) die von der PXG synthetisiertEettsdureepoxide zu Diolen.
o-Hydroxylasen konnen an das hinterste Kohlenswffiatder Fettsdure zuséatzlich eine
Hydroxygruppe einfiigen. Durch die Kombination degtdiligten Enzyme und durch
unterschiedliche Fettsduren als Substrate entste@tVielfalt an oxidierten Fettsauren, den
so genannten Oxylipinen (Blée und Schuber 1993}ligire erflillen innerhalb der Pflanze
zwei Aufgaben: zum einen sind sie Monomere fir diginbiosynthese zum Aufbau der
Cuticula (Blée und Schuber 1993; Taiz und Zeiged&0zum anderen sind sie an der
biotischen und abiotischen Stressabwehr beteilBfeg 1998b, 2002). Wie sich die
Expression des SIPXG kodierenden Gens im Verlauizdglichen Entwicklung vegetativer
Pflanzenorgane verhélt, wurde durch eine gPCR suntbt. Die Expression d&IPXGin der
Sprossachse ist deutlich hoher als in den Blattachnimmt im Laufe der Entwicklung stark
zu. Die Expression de8IPXGin den Blattern bleibt dagegen konstant auf ngsdriEbene

(Abbildung 4.37). Dieser deutliche Unterschied Genexpression zwischen Sprossachse und
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Blatt liegt bei einem Caleosin mit PXG-Funktion afis thaliana nicht vor; sowohl die
Genexpression in der Sprossachse als auch im Btatlort sehr niedrig (Partridge und
Murphy 2009). InA. sativakonnte eine Expression des PXG kodierenden Genwdaiurend
der Samenentwicklung festgestellt werden (Meesaqyodind Qiu 2011). Ob die verstarkte
Expression deBIPXGin der Sprossachse mit einer erh6hten Synthese€Cutinmonomeren
und folglich von Cutin einhergeht, bleibt offen.eDPXG ist zwar indirekt an deren Synthese
beteiligt (Lequeu et al. 2003), in dieser Arbeitrdel jedoch die Expression des Gens und
nicht die Enzymaktivitat oder die synthetisierteattfaureepoxide innerhalb der Pflanze
gemessen. Die Regulation der Translation sowignaosiationale Modifikationen der SIPXG
kénnen letztendlich auch eine Rolle fur die Cutiiibgse spielen. Es bleibt auch offen, ob die
erhohte Expression d&IPXGin der natlrlichen Entwicklung der Sprossachsegesehen
oder sie durch auf3eren Stresseinfluss verursaallewast.

Zusatzlich zu den generativen Organen wurde dierdsgpon derSIPXG in Frichten
untersucht, welche eine Blutenendfaule im unteremclibereich aufwiesen. Diese
Stoffwechselkrankheit verursachte eine Erhohumdeateression deBIPXGum mehr als das
10fache im Vergleich zu gesunden Frichten (Abbipduh.40). Interessanter Weise
beschrankt sich diese Expressionssteigerung nur daumf oberen, nicht von Nekrose
gezeichneten Fruchtabschnitt. Der untere, erkraileié weist — vermutlich wegen dem
bereits abgestorbenen Gewebe — eine niedrigeree&sipn als in gesunden Frichten auf. Die
Ursache der Blitenendfaule liegt in einem Calciumgeh (Raleigh und Chucka 1944),
welcher zu einem Zusammenfall der Zellwdnde undralge darauf zu Nekrosen fuhrt.
Neuere Forschungen sehen den Calciummangel nichtpamare Ursache an. Den
Gibberellinen, die wahrend des Fruchtwachstums altid, wird ein groRer Einfluss auf die
Entstehung der Blutenendfaule nachgesagt. DurcleilBeing von Calciumionen an der
Signaltransduktion dieser Phytohormone kann derci@ahaushalt des Fruchtgewebes
beeintrachtigt werden (Saure 2001; Taiz und ZeRkf¥¥6). Unabhangig davon verursachen
auch Wassermangel, Salinitat und eine hohe Ammdwuozentration im Boden einen Stress
fur die Pflanze, welcher sich auch auf die Statiilder Fruchtzellwande negativ auswirkt
(Saure 2001). Welcher dieser Faktoren letztendlidhdie Expression d&GIPXGam meisten
Einfluss hat, kann nicht geklart werden. Fest stéass stattgefundener Stress die Expression
der SIPXG hochreguliert hat. Eine stressbedingte InduktiorerePXG konnte sowohl auf
Gen- als auch auf Proteinebene beobachtet weraetriflge und Murphy 2009). Die SIPXG
kann auf Enzymebene zur Synthese von Oxylipinemdggin. Diese schitzen die Pflanze vor

gegenwartigem abiotischen Stress oder bereiten asie eine mdgliche mikrobielle
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Sekundarinfektion des anfalligen Gewebes vor. Emngsatzliche Bestimmung des
Expressionsmuster der LOX kodierenden Gene sowme elessung der SIPXG-
Enzymaktivitat und der Oxylipine in den gesunderd iranken Friichten kdnnen das
Ergebnis vervollstandigen. Ob ein Calciummangelen Frucht Einfluss auf die Aktivitat der
calciumbindenden SIPXG hat, stellt eine interess&iragestellung dar, die in zukinftigen

Versuchen erforscht werden kann.
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7 Anhang

7.1 Oligonukleotide

5'-Fragment deBIPXG
SIPXG_f: 5-TCT GGA TCC AAC ACA ATG TCT ATT GCT GG&TT- 3
SIPXG_mr: 5'-GCC TCT CTG TTG CCT TCA GTC A-3'

3'-Fragment deBIPXG
SIPXG_mf: 5'-CAT GGA AGT GAT ACT CAC ACC-3
SIPXG_r: 5'-CGG CGG CTC GAG CTATTC TTC CTT CAA CCFC-3

Interner Standard fur g°PCR
IS_f: 5'“ACC GTT GAT TCG CAC AAT TGG TCA TCG-3
IS_r: 5*-TAC TGC GGG TCG GCA ATC GGA CG-3'.

T7-Promotor (Sequenzier-Oligonukleotid)
T7_f: 5-TAC CTC TAT ACT TTA ACG TC-3'

7.2 Effekte von pH-Wert und Lésungsmittel auf die Extraktion

80
70
60
50
40 mpH2,5

H6
30 op

Extraktion in %

20

10

0

Chloroform: Diethylether Dichloromethan  Essigsdureethylester
Methanol (2:1)

Abbildung 7.1 Extraktion von 9-HPOD aus wassriger l6sung in Abh&angigkeit von pH-Wert
und Lésungsmittel. Gemessen wurde das extrahierte 9-HPOD mittels HBWC-
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7.3 Synthese dero-Linolensaureoxide fur eine Analyse mittels NMR
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Abbildung 7.2 Reaktionsverlauf der Oxidation von e-Linolensdure durch die SIPXG in vierstindiger
Synthese.ln einem 100 ml-Reaktionsansatz wurden 10 mg Rnatkextrakt (mit Gberexprimierer SIPXG) und
180 umola-Linolensaure in Natriumacetatpuffer (10 mmol/l, pH4 Stunden gerthrt. Halbstiindig wurden je
250 pmol Wasserstoffperoxid zugefiigt. Ebenfallbsténdig wurden Proben des Hauptproduktes undelae
beiden Nebenprodukte aus dem Reaktionsansatz extrahd mit GC-MS gemessen. Das zweite Nebenproduk

lag in sehr geringen Mengen vor.

7.4 Chromatogramme des Substratscreening
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Abbildung 7.3 Epoxidierung von Oleylalkohol zu 9,16Epoxyoctadecanol durch SIPXGDas Epoxid wurde
mittels LC-MS gemessen. Neben der Reaktion mitrdiérosomalen SIPXG wurden drei Kontrollversuche
durchgefuhrt (Leervektorkontrolle, ohne Protein uoldne WasserstoffperoxidA LC-ChromatogrammpB

Massenspektrum und Tochterionenspektrum von 9, e¢fpteaoctadecanol (43 Minuten).
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Abbildung 7.4 Epoxidierung von Linolsaure zu 12,1Fpoxy-9-octadecensaure (11,5 min) und 9,10-Epoxy-
12-octadecensaure (11,6 min) durch SIPX@ie Epoxide wurden nach der Reaktion methyliert umttels
GC-MS gemessen. Neben der Reaktion mit der mikrakam SIPXG wurden drei Kontrollversuche
durchgefiihrt (Leervektorkontrolle, ohne Protein unobne WasserstoffperoxidA GC-Chromatogramm,

B Massenspektren von 12,13-Epoxy-9-octadecensaures (Minuten) und 9,10-Epoxy-12-octadecensaure
(11,6 Minuten) im GC-Chromatogramm des Ansatzdasdat SIPXG.
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Abbildung 7.5 Epoxidierung von konjugierter (10 trans, 12 cis) Linolsdure zu 12,13-Epoxy-10-

octadecensaure durch SIPXGDas Epoxid wurde nach der Reaktion methyliert uiittietse GC-MS gemessen.

Neben der

Reaktion mit der

mikrosomalen SIPXG wuarddrei

Kontrollversuche durchgefiihrt

(Leervektorkontrolle, ohne Protein und ohne Wads#peroxid). A GC-ChromatogramnB Massenspektrum
der 12,13-Epoxy-10-octadecensa(t8, 4 Minuten).
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Abbildung 7.6 Epoxidierung von a-Linolensaure durch SIPXG. Die Epoxide wurden nach der Reaktion

methyliert und mittels GC-MS gemessen. Neben deakiRen mit der mikrosomalen SIPXG wurden drei

Kontrollversuche durchgefuhrt (Leervektorkontrollehne Protein und ohne Wasserstoffperoxid). GC-

ChromatogrammB Massenspektren von 15,16-Epoxy-9-12-octadecadiemsd 1,66 Minuten) und Produkte
bei 11,70 und 11,81 Minuten im GC-ChromatogrammAlesatzes mit der SIPXG.



Anhang 149
A B
200000 134 SIPXG
150000 o
100000 1007 155
50000 o0 h 4
o ] Msc\o Lo
2000005 Leervektor 801 )\/\/\/\/\A/\/\/\/c“a
E o T
1500002 7169 74 183 E i ;
1000005 70 P
E 139 1157 199 Pl
s = = 607 |
T e e 227 ;
N . ‘@ ] 81 g3 < >
c { 200000 ohne Protein < B
2 € E g 501
S~ 1500007 £ 7
1000005 134 2 407 95
E % 7 149
50000; = b 97 155
0= 30i
200000 ohne H,0, ] 98 183
1500007 207 167
1000003 ] 100 124 199
00007 e 2
o MUY/ WS 01T T A O S e
O:ﬁ_'_'_'_'_'_'_'_'_'f 0! \‘MH “ A I ‘\‘\‘M M‘\‘ m‘\‘\ H“‘\ H‘m\‘r"UUM‘\W\“\w‘w‘\\\“M‘r‘\‘\‘\‘\‘r‘v‘”\‘m\‘ww‘\r‘\w”\“‘\”wvr‘www\‘w\“\‘mw”\‘/‘w“vw\w\”\‘r‘r‘r‘\‘/‘m\”\m‘mm‘wm
13,5 14,0 50 100 150 200 250 300 350
Zeit in Minuten m/z

Abbildung 7.7 Epoxidierung von Eicosenséure zu 112tEpoxy-dodecansdure durch SIPXGDas Epoxid

wurde nach der Reaktion methyliert und mittels GS-jemessen. Neben der Reaktion mit der mikrosomalen

SIPXG wurden drei

Wasserstoffperoxid).

Kontrollversuche durchgefuhrt dbhektorkontrolle, ohne Protein und ohne

A GC-Chromatogramm, B Massenspektrum von 11,12-Epoxy-dodecansaure
(13,4 Minuten) im GC-Chromatogramm des AnsatzesdanitSIPXG.
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Abbildung 7.8 Oxidierung von R-(+)-Limonen zu R-(+}Limonen-trans-1,2-epoxid durch SIPXG.Das Oxid

wurde mittels GC-MS gemessen.

Neben der

Reaktionh der mikrosomalen SIPXG wurden drei

Kontrollversuche durchgefiihrt (Leervektorkontrollehne Protein und ohne Wasserstoffperoxid). GC-

Chromatogramm des Enzymprodukts mit Kontrolléh, Vergleich der Retentionszeiten des enzymatisch

gebildeten R-(+)-Limonen-1,2-epoxids mit den RefesubstanzenC Massenspektren der enzymatisch

gebildeten R-(+)-Limonen-1,2-epoxide (15,5 Minutend 15,6 Minuten) sowie von R-(+)-Limoneis-1,2-
epoxid (15,5 Minuten) und R-(+)-Limondrans-1,2-epoxid (15,6 Minuten).
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Abbildung 7.9 Oxidierung von S-(-)-Limonen zu S-(-Limonen-cis-1,2-epoxid durch SIPXG.Das Oxid
wurde mittels GC-MS gemesse GC-Chromatogramm des Enzymprodukts mit Kontrollemd dem
Diastereomerengemisch S-(-)-Limonen-1,2-epoxd, Massenspektren der enzymatisch gebildeten S-(-)-
Limonen-1,2-epoxide (15,5 Minuten und 15,6 Minutenyvie des Diastereomerengemisch (S-(-)-Limarien-
1,2-epoxid (15,5 Minuten) und S-(-)-Limon&ans-1,2-epoxid(15,6 Minuten)).
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Abbildung 7.10 GC-FID mit chiraler Kapillarsaule zur Trennung von R-(+)-Limonen-1,2-epoxiden.
A diastereomerenreine Referenzsubstanz R-(+)-Limatnans1,2-epoxid,B R-(+)-Limonen-1,2-epoxid, durch
SIPXG synthetisiert.
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Abbildung 7.11 GC-FID mit chiraler Kapillarsaule zur Trennung von S-(-)-Limonen-1,2-epoxiden.

A Racemat von S-(—)-Limonen-1,2-epoxiden, angerefahaich chemisch synthetisiertes S-(-)-Limotems
1,2-epoxid (43,4 Minuten),S-(-)-Limoneneis-1,2-epoxid (44,1 Minuten),B S-(-)-Limonen-1,2-epoxid
(44 Minuten), durch SIPXG synthetisiert.
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Abbildung 7.12 Oxidierung von RSe-Phellandren durch SIPXG: GC-Chromatogramme. Die Oxide
wurden mittels GC-MS gemessen. Neben der Reaktion dar mikrosomalen SIPXG wurden drei

Kontrollversuche durchgefiihrt (Leervektorkontrolidane Protein und ohne Wasserstoffperoxid).
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Abbildung 7.13 Oxidierung von RSe-Phellandren und R-w-Phellandren durch SIPXG: GC-

Chromatogramme. Die Oxide wurden mittels GC-MS gemessen.
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Abbildung 7.14 Oxidierung von RSe-Phellandren durch SIPXG: MassenspektrenUnbekanntes Produkt
(23,7 Minuten), 1,2-Epoxy-p-menth-5-en (26,8 und22®linuten) und 5,6-Epoxy-p-menth-1-en (27,6 und
27,7 Minuten) (siehe auch Chromatogramme in Abbitdid.12 und Abbildung 7.13)
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Abbildung 7.15 Oxidierung von e-Terpinen zu cis-1,4-Dihydroxy-p-menth-2-en durch SIPXG.Das Oxid

wurde mittels GC-MS gemessen.

Neben der

Reaktioh der mikrosomalen SIPXG wurden drei

Kontrollversuche durchgefiihrt (Leervektorkontrollehne Protein und ohne Wasserstoffperoxid). GC-

Chromatogramm, B Massenspektrum von cis-1,4-Dihydroxy-p-menth-2-¢b4,5 Minuten)

Chromatogramm des Ansatzes mit der SIPXG.
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Abbildung 7.16 Oxidierung von Terpinolen durch SIPXG. Das Oxid wurde mittels GC-MS gemessen. Neben

der Reaktion mit der mikrosomalen SIPXG wurden dkentrollversuche durchgefuhrt (Leervektorkontrolle

ohne Protein und ohne Wasserstoffperoxfd}GC-ChromatogramnmB Massenspektrum bei 20,6 Minuten im

GC-Chromatogramm des Ansatzes mit der SIPXG.
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Abbildung 7.17 Oxidierung von e-Thujen durch SIPXG. Das Oxid wurde mittels GC-MS gemessen.

p-Cymol diente als Referenzsubstanz. Gezeigt sind @& Chromatogramm (oben links) und die
Massenspektren vop-Cymol (5,1 Minuten) und bei 6,0 6,3 und 6,9 Minutem GC-Chromatogramm des

Ansatzes mit der SIPXG. Referenz-Massenspektrunpv@pmol (unten rechts).
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Abbildung 7.18 Oxidierung von 1-Methyl-1,4-cyclohe&dien durch SIPXG.Das Oxid wurde mittels GC-MS
gemessenA GC-ChromatogramnB Massenspektrum bei 7,8 Minuten im GC-Chromatogrates Ansatzes
mit der SIPXG und Massenspektren von 3-Cyclohexearbaldehyd und 1-Cyclohexen-3-carbaldehyd.
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Abbildung 7.19 Oxidierung von Nerol zu Nerol-2,3-epxid durch SIPXG. Das Oxid wurde mittels GC-MS

gemessen. Neben der Reaktion mit der mikrosomalBX@& wurden drei Kontrollversuche durchgefiihrt

(Leervektorkontrolle, ohne Protein und ohne Wass#peroxid). A GC-ChromatogramnB Massenspektrum
von Nerol-2,3-epoxid (17,4 Minuten) im GC-Chromatimm des Ansatzes mit der SIPXG.
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Abbildung 7.20 Oxidierung von
a-Bisabolol durch SIPXG. Die Oxide
wurden mittels GC-MS gemessen.
mit  der
SIPXG wurden

Kontrollversuche

Neben der Reaktion

mikrosomalen drei
durchgefihrt
(Leervektorkontrolle, ohne Protein und
ohne Wasserstoffperoxid).A GC-
Chromatogramm, B Massenspektren
von Bisabololoxid B (15,65 Minuten),
3,4-Dihydroxy-bisabolol

(18,35 Minuten) und drittem Produkt
(18,45 GC-
Chromatogramm des Ansatzes mit der
SIPXG.

Minuten) im
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Abbildung 7.21 Oxidierung von cis-Jasmon zu cis-Jasmon-7,8-epoxid durch SIPXG.Das Oxid wurde
mittels GC-MS gemessen. Neben der Reaktion mitnd&rosomalen SIPXG wurden drei Kontrollversuche
durchgefuihrt (Leervektorkontrolle, ohne Protein uobne Wasserstoffperoxid)A GC-Chromatogramm,

B Massenspektrum bei 16,8 Minuten im GC-ChromatogratemAnsatzes mit SIPXG.
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Abbildung 7.22 Oxidierung von cis-Stilben zu cis-Stilbenoxid durch SIPXG. Das Oxid wurde mittels GC-

MS gemessen. Neben der Reaktion mit der mikrosomalEXG wurden drei Kontrollversuche durchgefihrt
(Leervektorkontrolle, ohne Protein und ohne WagsHperoxid). cis-Stilbenoxid diente als Referenzsubstanz.
A GC-ChromatogrammB Massenspektrum vonis-Stilbenoxid (7,1 Minuten) im GC-Chromatogramm des

Ansatzes mit SIPXG (oben) und Referenz-Massengpkioncis-Stilbenoxid (unten).
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7.5 Chemische Oxidation
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Abbildung 7.23 Enzymatische und chemische Oxidatiomon Oleylalkohol. Die enzymatische Oxidation fand
SIPXG,
B Massenspektren und Tochterionenspektren im L@@htogramm der Ansétze mit SIPXG und mCPBS.

mit die chemische mitm-Chlorperbenzoesdure (mCPBS) stath LC-Chromatogramm,
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Abbildung 7.24 Enzymatische und chemische Oxidatiomon Linolséaure. Die enzymatische Oxidation fand
mit SIPXG, die chemische mit-Chlorperbenzoesaure (MCPBS) statt. Die Oxidatimhgkte wurden nach der
Reaktion methyliert und mit GC-MS gemessariberlagerte GC-ChromatogramniBeMassenspektren im GC-
Chromatogramm der Ansétze mit SIPXG und mCPBS.
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Abbildung 7.25 Enzymatische und chemische Oxidatioron konjugierter (10trans, 12cis) Linolséure. Die

enzymatische Oxidation fand mit SIPXG, die cheméschit m-Chlorperbenzoesdure (mCPBS) statt. Die
Oxidationsprodukte wurden nach der Reaktion methylund mit GC-MS gemesseA Uberlagerte GC-
ChromatogrammeB Massenspektren im GC-Chromatogramm der Ansétz8IRXG und mCPBS.
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Abbildung 7.27 Enzymatische und chemische Oxidatiowvon EicosensdureDie enzymatische Oxidation

fand mit SIPXG, die chemische mit-Chlorperbenzoesdure (mCPBS) statt. Die Oxidatimthkte wurden

nach der

Reaktion methyliert und mittels GC-MS gssea. A Uberlagerte GC-Chromatogramme,

B Massenspektren im GC-Chromatogramm der Anséatz&IiRKG und mCPBS.
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7.6 Gewabhlte lonenspuren zur Quantifizierung und Semigantifizierung

im GC-MS-Chromatogramm

Molekdl m/z
9,10-Epoxy-octadecansauremethylester 155
9,10-Epoxy-12-octadecensauremethylester 55
12,13-Epoxy-9-octadecensauremethylester 55
12,13-Epoxy-10-octadecensauremethylester 99 oder 13
11,12-Epoxy-dodecansauremethylester 155
15,16-Epoxy-9-12-octadecadiensauremethylester 79
S-(-)-Limonen 68
R-(+)-Limonen 68
a-Phellandren 93
1,2-Epoxyp-menth-5-en 126
5,6-Epoxyp-menth-1-en 100
a-Phellandren-Oxid 1 95
a-Phellandren-Oxid 4 126
a-Terpinen 121
cis-1,4-Dihydroxyp-menth-2-en 109
y-Terpinen 93
Terpinolen 121
Terpinolen-Oxid 137
a-Thujen 93
Nerol 69
a-Bisabolol 109
cis-Jasmon 79
cis-Stilben 109
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7.7 Eichkurven

7.7.1 Quantifizierung der Epoxidation von 9-HPOD
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7.7.3 Quantifizierung der Oxidation von y-Terpinen in Natriumacetatpuffer und
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7.8 NMR-Spektren
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Abbildung 7.28 °C-NMR-Spektrum von a-Linolensauremethylester.
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Abbildung 7.29 *3*C-NMR-Spektrum von 15,16-Epoxy-9-12-octadecadiensémethylester.
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Abbildung 7.30 *H-NMR-Spektrum von a-Linolensauremethylester.
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Abbildung 7.31'H-NMR-Spektrum von 15,16-Epoxy-9-12-octadecadienséemethylester, Ubersicht.
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Abbildung 7.32 *H-NMR-Spektrum von 15,16-Epoxy-9-12-octadecadiensiemethylester, Einzelheiten.
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Abbildung 7.33'H-NMR-Spektrum von 15,16-Epoxy-9-12-octadecadienséemethylester, Einzelheiten.
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Abbildung 7.34 **C-NMR-Spektrum von a-Terpinen.
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Abbildung 7.35'H-NMR-Spektrum von a-Terpinen.



175

Anhang
EE
7 CH, CDCls
.| aOH
6 2
EE
5 3
*INoH
H,Cc” 8 CH
3 9 10 3
EE
7
e . 10
2
3 8 s |9
a 1
1;‘0 léo 1‘50 ].';ﬂ 150 l?l.ﬂ 1]‘.0 lﬂlﬂ 0 80 ?IO EID 5‘0 ‘1‘0 3‘0 2‘0 llﬂ (IJ
f1 {(ppm})
Abbildung 7.36 **C-NMR-Spektrum von cis-1,4-Dihydroxy-p-menth-2-en.
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Abbildung 7.37 *H-NMR-Spektrum von cis-1,4-Dihydroxy-p-menth-2-en, Ubersicht.
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Abbildung 7.38*H-NMR-Spektrum von cis-1,4-Dihydroxy-p-menth-2-en, Einzelheiten.
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Abbildung 7.39'H-NMR-Spektrum von cis-1,4-Dihydroxy-p-menth-2-en, Einzelheiten.
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Abbildung 7.40 *C-NMR-Spektrum von a-Phellandren.
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Abbildung 7.41 *H-NMR-Spektrum von a-Phellandren.
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Abbildung 7.42 *C-NMR-Spektrum von 1,2-Epoxyp-menth-5-en.
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Abbildung 7.43'H-NMR-Spektrum von 1,2-Epoxy-p-menth-5-en, Ubersicht.
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Abbildung 7.44 *H-NMR-Spektrum von 1,2-Epoxyp-menth-5-en, Einzelheiten.
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Abbildung 7.45'H-NMR-Spektrum von 1,2-Epoxy-p-menth-5-en, Einzelheiten.
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Abbildung 7.46 *C-NMR-Spektrum von 5,6-Epoxyp-menth-1-en.
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Abbildung 7.47 *H-NMR-Spektrum von 5,6-Epoxy-p-menth-1-en, Ubersicht.
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Abbildung 7.48 *H-NMR-Spektrum von 5,6-Epoxyp-menth-1-en, Einzelheiten.
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Abbildung 7.49'H-NMR-Spektrum von 5,6-Epoxy-p-menth-1-en, Einzelheiten.



