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ABSTRACT

Enzymes belonging to the class of terpene synthases catalyze the formation of flavor and fragrance
compounds, also known as terpenes. Longchained isoprenoid diphosphates with varying num-
bers of carbon atoms, are transformed to these complex natural compounds by cyclization- and
rearrangement-reactions.

Three plant sesquiterpene synthases (an isoform of (-)-patchoulol synthase, an a-humulene syn-
thase and a (+)-zizaene synthase) were successfully expressed in a soluble and active form in E.
coli. To provide sufficient amounts of the enzyme substrate, farnesyl diphosphosphate, two establis-
hed organic synthesis methods for the compound were evaluated. The most feasible protocol was
optimized and scaled-up to a bigger lab-scale, which yielded substrate amounts in the gram-range.

By use of the fusion proteins thioredoxin and an ubiquitin-derivative (SUMO), soluble yields
of the synthases were significantly improved. Active enzymes were purified via peptide tags and
functionally characterized extensively. Important protein parameters e. g. the isoelectric point, as
well as kinetic data of the reaction, were determined.

The products of each enzyme were evaluated via GC-MS and GC-FID analytical methods. Fee-
ding the substrate to the respective purified enzymes, resulted in the formation of patchouli es-
sential oil, a-humulene, or (+)-zizaene. All these terpenoids are valuable and complex fragrance
compounds. In this context, an unknown isoform (cDNA variant) of the (-)-patchoulol synthase,
with a slightly varying product spectrum, was successfully identified.

By coexpression of central pathway enzymes, the terpene a-humulene was produced in vivo by a
modified E. coli strains. This concept was adapted for production of the complex fragrance precursor
(+)-zizaene. With this strategy, (+)-zizaene yields of over 300mgL™" were achieved in shake flask
scale fermentations, using only glucose as a carbon source.

Besides the identification and characterization of two previously undescribed sesquiterpene syn-
thases, this work also illustrates several aspects of sustainable production of fragrance compounds

by use of metabolic engineering.

Keywords: sesquiterpenes, terpene synthases, synthetic biology



ZUSAMMENFASSUNG

Die Enzymklasse der Terpensynthasen katalysiert die Bildung von Duft- und Geschmacksstoffen,
genannt Terpene. Langkettige Isoprendiphosphate, mit unterschiedlicher Kohlenstoffanzahl, wer-
den dabei durch Zyklisierungs- und Umlagerungsreaktionen in hochkomplexe Natur- und Wirk-
stoffe tiberfiihrt.

Um ausreichende Mengen des Enzymsubstrats Farnesyldiphosphat bereitstellen zu konnen, wur-
den zwei Methoden zur organisch-chemischen Synthese miteinander verglichen. Die praktibelste
Synthesevorschrift wurde optimiert und in einen grofleren Labormafistab iibertragen, um Substrat-
mengen im Gramm-Bereich pro Reaktion produzieren zu kénnen.

Es wurden drei pflanzliche Sesquiterpensynthasen (eine Isoform der (-)-Patchoulolsynthase, ei-
ne a-Humulensynthase und eine (+)-Zizaensynthase) 1slich und aktiv in E. coli exprimiert. Durch
Proteinfusion an Thioredoxin bzw. ein Ubiquitin-Derivat (SUMO), konnten die Enzymausbeuten
signifikant verbessert werden. Die korrekt gefalteten Synthasen wurden tiber Peptid-Tags aufgerei-
nigt und umfassend funktionell charakterisiert. Dabei wurden zentrale proteinchemische Parameter
wie der isoelektrische Punkt und die Reaktionskinetik bestimmt.

Die fliichtigen Produkte wurden iiber GC-MS- und GC-FID-Analytik nachgewiesen. Durch Um-
setzung des Substrats mithilfe der jeweiligen Synthase, konnten sowohl die Komponenten des
Patchouli-Ols, als auch a-Humulen und (+)-Zizaen erfolgreich biokatalytisch hergestellt werden.
Diese Terpenoide gelten als hochwertige und komplexe Duftkomponenten. In diesem Zusammen-
hang wurde eine bisher unbekannte Isoform (cDNA-Variante) der (-)-Patchoulolsynthase in der
nativen Pflanze identifiziert, die ein leicht abweichendes Produktprofil aufwies.

Durch Coexpression von Enzymen des heterologen Isopren-Stoffwechsels, konnte das Terpen «a-
Humulen in entprechend modifizierten E. coli Stimmen unmittelbar (in vivo) produziert werden.
Das Konzept wurde anschlieffend erfolgreich auf den verbriickten Duftstoffvorldaufer (+)-Zizaen
tibertragen. Uber diese Strategie konnten, direkt aus der Kohlenstoffquelle Glukose, Produktaus-
beuten von tiber 300mg L™ im Schiittelkolbenmafistab erzielt werden.

Neben der Identifikation, aktiven Expression und Charakterisierung zweier zuvor unbeschriebe-
ner Sesquiterpensynthasen, zeigt diese Arbeit Ansdtze zur ressourcenschonenden Naturstoffpro-
duktion mithilfe der synthetischen Biotechnologie auf.

Stichworter: Sesquiterpene, Terpensynthasen, Synthetische Biologie
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14

,Sdgespane im Erdbeerjoghurt!” oder ,Gefdhrliche Chemikalie Piperonal in Schokolade!”: Diese
und dhnlich reifferische Schlagzeilen verunsichern jeden Verbraucher. Was ist der Unterschied zwi-
schen naturidentisch und natiirlich? Sind kiinstliche Aromastoffe immer giftig fiir mein Familie?
Was kann ich heutzutage tiberhaupt noch sorgenfrei essen? Fragen, die sich jeder schon einmal
gestellt hat.

Die Aromastoffindustrie, die Presse und auch der Gesetzgeber haben es in der Vergangenheit
versdumt, hier fiir seriose Aufklarung zu sorgen. Mit der aktuellen EU-Aromaverordnung® sind die
Kennzeichnungen , kiinstlich” und ,naturidentisch” entfallen und diirfen nicht mehr auf Verpa-
ckungen gedruckt werden. Doch ein natiirliches Vanillearoma kann, muss jedoch nicht zwingend,
aus der Vanillestaude stammen. Das ist auch gut so, denn die weltweite Nachfrage konnte aus den
natiirlichen Quellen niemals bedient werden!

Nattirliche Aromen diirfen und werden zunehmend biotechnologisch hergestellt. Mikroorganis-
men wie Bakterien oder Pilze, konnen Rohstoffe aus der Natur zu Geschmacksaromen und Duft-
stoffen umsetzen. Sie nutzen dabei Enzyme, die als Biokatalysatoren sehr komplexe Umwandlungs-
reaktionen ermdglichen und stark beschleunigen. Ob beim Bierbrauen (Hefepilze) oder bei der Ka-
seherstellung (Labenzym): Die Menschheit nutzt Techniken der Biotechnologie, ob bewufit oder
unbewufst, schon seit Jahrtausenden. So wird z. B. das Vanillearoma nachhaltig aus einer nach-
wachsenden Quelle iiber Schimmelpilzkulturen produziert [1]. Diese Prozesse sind vollkommen
nattirlich, und werden heute wie damals gezielt industriell eingesetzt. Auch wenn dies beim Ver-
braucher manchmal fiir Unverstandnis und Verwirrung sorgt.

Héufig wird ein wichtiger Fakt vergessen: Die eigentlich Struktur der Molekiile ist stets die Glei-
che, egal ob aus dem Pflanzenmaterial oder biotechnologisch hergestellt durch Mikroorganismen!
Unsere Geruchs- oder Geschmacksrezeptoren konnen sie nicht unterscheiden, sie sind absolut iden-
tisch aufgebaut. Ob aus Fruchtextrakten oder Pilzkulturen, Aromen wie z. B. Vanille, Kokos oder
Grapefruit sind genauso unschéddlich und ungiftig fiir den Verbraucher, ganz egal woher sie stam-
men.

Seit kurzem ermoglicht die synthetische Biotechnologie ganz neue Herangehensweisen an Pro-
duktionsprozesse. In den Medien hdufig als , Gentechnik” abgestempelt, ist das Misstrauen und
die Sorge der Bevolkerung durch Fehlinformationen oder mangelnde Aufkldrung grofs.

Synthetische Biotechnologie ermoglicht die Herstellung von Biokraftstoffen, neuen Medikamen-
ten, Lebensmittelaromen oder auch Duftolen fiir Parfiime auf vollig neuen Wegen. Hierzu werden
mit modernsten Methoden wichtige pflanzliche Enzyme identifiziert und kontrolliert in Produk-
tionsorganismen eingebracht. Man sammelt Informationen in der Natur, verkniipft sie elegant zu
neuen Werkzeugen und erzeugt so innovative Herstellungsverfahren. Der Begriff , synthetisch” darf
daher auf keinen Fall im Sinne von , kiinstlich, unecht, unnatiirlich” verstanden werden! Vielmehr
bedeutet er, dass man einzelne Einheiten der Natur zu etwas Neuem und Sinnvollem zusammen-
gefiigt.

Verordnung (EG) Nr. 1334/2008 des Europdischen Parlaments und des Rates, 16. Dezember 2008, Konsolidierte Fassung
vom 22.04.2013



EINLEITUNG

Die Produktionsorganismen sind vielseitige Zellfabriken. Sie kénnen einfachste Rohstoffe wie
Zucker oder sogar Reststoffe der Agrarindustrie zu hochwertigen Produkten (Parfiiméle, Krebsme-
dikamente, Impfstoffe etc.) veredeln.

Bekannte chemische Prozesse werden nun auf diese nachhaltigen Verfahren umgestellt. Haufig
lassen sich die komplexen Naturstoffe, die uns die synthetische Biotechnologie ermoglicht, nur
duflerst schwer chemisch herstellen. Auch die pflanzlichen Quellen sind sehr limitiert. Durch Miss-
ernten, Klimakatastrophen oder politische Unruhen schwanken das Angebot, und somit die Markt-
preise, unkontrollierbar. Synthetische Biotechnologie tridgt somit nicht nur zur Herstellung neuer
Natur- und Wirkstoffe bei, sondern erzeugt auch eine bisher nicht gekannte Sicherheit im Bezug
auf Produktqualitdt und Produktverfiigbarkeit.



ZIELSETZUNG

Duftstoffe werden verbreitet in tdglichen Hygieneartikeln wie Duschgel, Parfiim, Shampoo oder
Seife eingesetzt. Sie gehoren in den meisten Fillen zur Molekiilklasse der Terpenoide.

Fiir diese Arbeit wurden die drei Modellterpenoide (-)-Patchoulol, x-Humulen und (+)-Zizaen
aufgrund ihrer interessanten Eigenschaften und komplexen Struktur als Zielverbindungen ausge-
wiihlt. Fiir diese funktionellen Duftmolekiile, die in der Natur als essentielle Ole in exotischen Pflan-
zen produziert werden, sollen neue biokatalytische Produktionswege aufgezeigt werden. Hierzu
muss zundchst ein breites Portfolio rekombinanter E. coli Produktionsstimme erzeugt werden. Die
genetische Information fiir die jeweilige Terpensynthase (in Form der cDNA) wird dabei sowohl di-
rekt aus den betreffenden Wirtspflanzen gewonnen, als auch durch Synthese von DNA-Abschnitten
bereitgestellt.

Pflanzlichen Terpensynthasen gelten als duflerst schwer exprimierbar in prokaryotischen Orga-
nismen. Deshalb miissen verschiedene Methoden zur Loslichkeits- und Expressionsoptimierung in
E. coli evaluiert werden. Hierbei kommen Fusionsproteine und auch alternative Promotoren zum
Einsatz. In einigen Féllen ermoglicht erst die Fusion an eine 16sliche Proteindoméne eine aktive
Expression der Enzyme.

Zum Aktivititsnachweis wird das Substrat Farnesyldiphosphat (FDP) mit den Synthasen in vitro
umgesetzt. Die dabei zyklisierten volatilen Produkte miissen in einer organischen Phase aufgefan-
gen und gaschromatographisch nachgewiesen werden. FDP ist kommerziell schwer verfiigbar und
sehr teuer. Daher miissen zundchst Methoden zur organisch-chemischen Darstellung des Substrats
hinsichtlich Ausbeuten und praktischer Durchfiihrbarkeit miteinander verglichen werden. Die kor-
rekte Synthese des Substrats muss tiber NMR bestétigt werden. Zudem soll eine geeignete Quanti-
fizierungsmethode tiber Fliissigchromatographie etabliert werden. Um groflere Mengen FDP bereit-
stellen zu konnen, wird die praktikabelste Synthesevorschrift auf einen grofieren (Labor-)MafSstab
tibertragen.

Die aktiven und l6slichen Enzyme sind teilweise nicht in der Literatur beschrieben und wer-
den daher umfassend charakterisiert (Molekulargewicht, isoelektrischer Punkt, Produktprofil, Re-
aktionskinetik). Zum Identitdtsnachweise werden die Peptidmassen der proteolytisch verdauten
Enzyme bestimmt. Das vermessene Produktspektrum muss tiber geeignete Standards sowie GC-
MS Analysen experimentell abgesichert werden. Es werden Methoden zur Aufreinigung mittels
Metallionen-Affinitdtschromatographie (IMAC) getestet. Hierbei kommen funktionalisierte Sepha-
rose und auch dekorierte Membranadsorber zum Einsatz. Die Reinheit der Enzymfraktion wird
mittels SDS-PAGE und immunochemischer Methoden (Western-Blots) nachgewiesen.

Da keine Rontgenkristallstrukturen bekannt sind, werden fundierte bioinformatische Proteinmo-
delle anhand der Aminosduresequenzen generiert. Dies ermoglicht die Durchfithrung von Docking-
Simulationen, bei denen Metallliganden und das Substrat virtuell an das Enzym binden. Durch
Coexpression eines heterologen Isopren-Stoffwechsels, werden dartiber hinaus Produktionsstimme
erzeugt, die direkt aus Glukose zwei der Modellterpene in grofleren Mengen darstellen kénnen.
Die Produktion der wertvollen Naturstoffe {iber einen 2-Phasen-Bioprozess wird im Schiittelkol-

benmafstab evaluiert.
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3.1 TERPENE
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Abbildung 3.1 Terpentin, eine Mischung aus Harz und &therischen Olen, wird z. B. aus Kiefern gewonnen. Alle
Terpene sind formell von Isopren abgeleitet. In der Biosynthese dienen die aktivierten Isoprenoide IPP und
DMAPP als zentrale Ausgangsverbindungen.

Die Naturstoffklasse der Terpene verdankt ihren Namen dem Terpentin (lat. Balsamum Terebinthi-
nae), einem harzigen Ausfluss eingekerbter Kiefernrinden (Abb. [5.1a). Diese Mischung aus &theri-
schen Olen und Harz, auch Balsam genannt, verstrémt einen frischen und sehr angenehmen Geruch.
Die neben dem Baumharz enthaltenen, fliichtigen Kohlenwasserstoffe werden daher historisch be-
dingt als Terpene bezeichnet [2].

Aktuell sind fast 55.000 Terpenverbindungen in der Natur identifiziert, die Zahl steigt jedoch
noch stetig weiter an [3} [4]. Obwohl alle mehrzelligen Organismen in begrenztem Umfang Terpen-
verbindungen synthetisieren, treten sie doch primdr im Pflanzenreich in Erscheinung. Hier sind
als Sekundirmetabolite Bestandteil von essentiellen Olen, die sich in Wurzeln, Bliiten, Friichten,
Blattern oder auch Holz finden lassen. Grobe Schédtzungen gehen von tiber 1 Mrd. Tonnen Terpen-
verbindungen aus, die pro Jahr allein durch die Nadelwélder in die Atmosphédre emittiert werden
[5].

Alle Terpene basieren auf einem einheitlichen Bauprinzip: Der seit laingerem bekannten Isopren-
Regel []§|] Schon frith konnte die C;-Einheit 2-Methylbuta-1,3-dien (Trivialname Isopren) als der
zentrale Baustein der Terpenbiosynthese identifiziert werden. Die Isopropyl-Gruppe bezeichnet
man auch als den Kopf des Molekiils, wihrend die Ethyl-Gruppe auch Schwanz genannt wird
(Abb. [3.1b). Durch enzymatische Kopplung der Isopren-Einheiten, sowohl Kopf-an-Schwanz oder
auch Schwanz-an-Schwanz, konnen die lingeren Ketten der unterschiedlichen Terpenklassen, auch
Isoprenoid-Klassen genannt, gebildet werden [7].

2 Bildrechte: ©Maksim, Wikimedia commons, http:/ /commons.wikimedia.org
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Da sich alle Terpengertiste von der gleichen Untereinheit ableiten, ist ihre Kohlenstoffanzahl
(ohne weitere Modifikationen) stets ein Vielfaches von 5. Die nicht-funktionalisierten Kohlenwas-
serstoffe bezeichnet man als Terpene. Deren abgeleitete Alkohole, Glycoside, Ether, Ester, Aldehyde,
Ketone oder Carbonsduren nennt man {ibergreifend Terpenoide (Isoprenoide) [2].
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Abbildung 3.2 Einige Beispielverbindungen der in der Natur haufig vorkommenden Terpen-Strukturklassen: Mono-, Sesqui-
und Diterpene.

Einige prominente Vertreter der Mono-(C,,), Sesqui-(C,;) und auch Diterpenoide (C,,) sind in
Abb. dargestellt. Desweiteren unterscheidet man Hemi~(C;), Sester-(C,;), Tri-(C,,), Tetra-(C,,)
sowie Polyterpene (ab C,;), auf die hier jedoch nicht weiter eingegangen wird.

Das Terpengrundgeriist wird in der Natur durch enzymatische Zyklisierung von aktivierten Di-
phosphatspezies aufgebaut. Zentrale Vorlauferverbindungen sind somit Geranyl- (Monoterpene),
Farnesyl- (Sesquiterpene) und Geranylgeranyldiphosphat (Diterpene) (Abb. [3.2). Die gelegentlich
noch anzutreffende Bezeichnung Pyrophosphat fiir Molekiile mit zwei Phosphaten ist veraltet; die
Organisation IUPAC schreibt das einheitliche Suffix ,-diphosphat” vor [8].

Vor allem die fliichtigen Mono- und Sesquiterpenoide gelten als interessante Geschmacks- und
Duftstoffe, insbesondere auch deren oxyfunktionalisierte Derivate [7]. Sie werden weltweit in sehr
groien Mengen zum Aromatisieren von Speisen, in der Parfiimerie und zur Korperpflege eingesetzt
[9]. Als prominente Vertreter sind hier unter anderem die Strukturen von Limonen (Zitrusaroma),
Eucalyptol (Eukalyptusaroma) oder das blumig-riechende Linalool (Parfiimbestandteil) aufgefiihrt.

Dabei werden die Verbindungen in Form von Pflanzenbestandteilen und extrahierten essenti-
ellen Olen verwendet, insbesondere die Monoterpene lassen sich jedoch auch (relativ) einfach in
grofleren Mengen chemisch synthetisieren. Die organische Synthese ist notwendig, da die grofie
Marktnachfrage durch die limitierte Verfiigbarkeit des pflanzlichen Rohmaterials nicht mal ansatz-
weise gedeckt werden kann. Als bekanntes Beispiel sei hier das in Zahnpasta verwendete Menthol
angefiihrt, von dem tiber 19.000 Tonnen pro Jahr benétigt werden [10].

Wéhrend Monoterpene hiufig geschmacksaktiv sind, finden sich bei den Sesquiterpenen eher

geruchsaktive Verbindungen wie z. B. a-Cedren aus dem Zedernholz-Ol, das antimikrobiell wirk-



3.1 TERPENE

same Humulen aus Hopfen oder auch das prominente (-)-Patchoulol aus dem Patchouli-Ol. Eine
effiziente, und vor allem stereoselektive, chemische Synthese von Sesquiterpenen ist aufgrund der
teilweise komplex verbriickten Strukturen haufig nicht mehr praktikabel. Diese Verbindungen wer-
den ausschlieSlich tiber Wasserdampfdestillation direkt aus dem Pflanzenmaterial gewonnen [11].

Viele Terpenoide gelten bereits in ihrer Reinform als Phytopharmaka oder bilden das Grundge-
riist fiir hoch-potente Medikamente [12]. Forskolin, ein Diterpen (Abb. , gilt z. B. als Wirkstoff
zur Behandlung eines Glaukoms (griiner Star) [13].

Paclitaxel (Taxol) Artemisinin

Abbildung 3.3 Strukturen von Taxol und Artemisinin. Insbesondere bei Taxol ist das urspriingliche Terpengrundgeriist nur
noch schwer identifizierbar (hier blau hervorgehoben).

Héufig muss das pflanzliche Terpengrundgertist jedoch nachtraglich chemisch oder auch enzy-
matisch modifiziert werden, um pharmakologische Aktivitit zu erhalten. Als prominente Beispiele
seien hier Paclitaxel (Taxol) [14], ein duflerst potentes Zytostatikum gegen Brustkrebs, sowie Ar-
temisinin (Malariabehandlung) [15] genannt. Diese Verbindungen lassen sich aufgrund der vielen
Modifikationen kaum noch als Terpenderivate identifizieren (Abb. [3.3).

Die Pflanzen als Primarproduzenten nutzen fliichtige Terpenoide fiir vielseitige Aufgaben. Zum
einen locken sie Insekten zur Bestdubung an, vertreiben Frafifeinde und sogar andere Pflanzen, oder
nutzen sie als Wachstumsregulatoren (Phytohormone) [16]. Insekten nehmen Terpenverbindungen
durch die Nahrung auf und metabolisieren sie weiter zu Signalstoffen z. B. zur Warnung von Art-
genossen (Alarmpheromone), zur Paarung (Sexualpheromone), fiir Versammlungsplatze (Aggrega-
tionspheromone) oder auch zum Markieren von Wegen zu Nahrungsquellen (Spurpheromone) [2}
17].

Diese Eigenschaften kénnen in der Landwirtschaft ausgenutzt werden, wo einige Terpenoide als
biologisch vertragliche Pestizide eingesetzt werden [18].

Die Biosynthese von Isoprenoiden in Pflanzen und Eukaryoten verlduft im Cytosol tiber den
Mevalonatweg (MEV-Weg) [19]. Der Ablauf mit allen beteiligten Enzymen und Stoffwechselinter-
mediaten kann in Abb. [3.4 nachvollzogen werden. Zwei Molekiile Acetyl-CoA werden durch eine
Acetyltransferase zu Acetoacetyl-CoA verkniipft. Nach Addition einer weiteren Einheit Acetyl-CoA
entsteht Hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA), welches zu Mevalonat (dem Namensgeber des
Stoffwechselwegs) reduziert wird.

Uber zwei Kinasen wird Mevalonat in das Diphosphat iiberfiihrt. Eine Decarboxylase entfernt un-
ter Ausbildung einer endstdndigen Doppelbindung CO,. Das entstandene Isopentenyldiphosphat
wird nun durch die IPP-Isomerase zu DMAPP isomerisiert, wobei sich ein Gleichgewicht einstellt.
Die Farnesyldiphosphat-Synthase (auch DMAPP-Transferase genannt) verkniipft IPP und DMAPP
zundchst zu GDP und anschliefiend weiter zu FDP. Durch sukzessive Kopplungsreaktionen werden

die langeren Isoprenoidketten ausgebildet [19].
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Abbildung 3.4 Biosynthese von GDP, FDP und GGDP ausgehend von Acetyl-CoA bzw. Mevalonat. Beteiligte Enzyme sind
hervorgehoben. Ubersicht modifiziert und erweitert nach [20].

Archaebakterien nutzen zur Isoprenoid-Biosynthese eine Variante des MEV-Wegs, jedoch in ei-
ner etwas verdanderten Reihenfolge. Abweichend wird Mevalonat-5-phosphat zunéchst zu Isopente-
nylmonophosphat decarboxyliert und anschlieSend zu IPP weiter phosphoryliert [21].

Erst Ende der goer Jahre konnte der Desoxyxylulosephosphat-/Methylerythritolphosphatweg
(DXP/MEP-Weg) entdeckt und vollstindig aufgekldrt werden [22]. Neben dem MEV-Weg nutzen
Pflanzen in ihren Plastiden und sogar einige Protozoen (z. B. der Malaria-Erreger) den DXP/MEP-
Weg, um zusitzliches IPP und DMAPP bereitstellen zu kénnen [23].

Die allermeisten Prokaryonten (mit wenigen, exotischen Ausnahmen [24]]), konnen nur auf den
DXP/MEP-Weg zur Synthese der Isoprenoidphosphate zuriickgreifen. Prokaryonten besitzen (in
der Regel) keinen Mevalonat-Weg [22].

Ausgehend von Glycerinaldehyd-3-phosphat und Pyruvat, wird unter Abspaltung von CO,
das Deoxyxylulosephosphat (DXP) gebildet, aus dem nach Isomerisierung und Reduktion
(NADPH/H" als Cofaktor) Methylerythritolphosphat (MEP) hervorgeht (Abb. [3.5). In einem Zwi-
schenschritt wird Cytidindiphosphat addiert (CDP-ME entsteht) und das Produkt durch eine Kina-
se, unter Verbrauch von ATP, phosphoryliert. Die MECDP-Synthase katalysiert, nach Abspaltung
von CDP, die Bildung eines zyklischen Diphosphats.

Zwei Aquivalente Ferredoxin dienen der HMBPP-Synthase als Reduktionsmittel. Nach Abspal-
tung von H,O bildet sich so Hydroxymethylbutenyldiphosphat (HMBPP), welches durch wei-
tere Reduktion zu IPP umgesetzt wird. Auch dabei wird erneut ein Aquivalent des Cofaktors
NADPH/H" benétigt. Die weiteren Schritte (Isomerisierung zu DMAPP; Kondensation zu GDP,
FDP, usw.) erfolgen analog zum MEV-Weg.

Der DXP/MEP-Weg in Prokaryoten wird durch sehr strikte genetische Kontrollmechanismen ge-
steuert, die noch nicht komplett bekannt sind. Zudem sind die Effizienz und die Ausbeuten an
Isoprenoiden im Vergleich zum MEV-Weg etwas geringer |20, 25]. Zusitzliche werden mehr Reduk-
tionsdquivalente benotigt, die stetig durch gekoppelte Reaktionen aufwindig regeneriert werden
miissen.

Der Grund fiir zwei unterschiedliche Stoffwechselwege in der Natur lésst sich evolutorisch erkla-
ren. Prokaryoten benotigen Isoprenoid-Verbindungen primér zur Aufrechterhaltung der Membran-
fluiditat und -stabilitat. Sie sind daher nicht auf sehr grofie Mengen angewiesen und der, weniger
prozessive, DXP/MEP-Weg reicht zur Bereitstellung der Verbindungen aus.
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Abbildung 3.5 Biosynthese von GDP, FDP und GGDP ausgehend von Desoxyxylulosephosphat (DXP) bzw. Methylerythri-
tolphosphat (MEP). Beteiligte Enzyme sind hervorgehoben. Ubersicht modifiziert und ergédnzt nach [20].

Tiere benotigen Isoprenoide zusétzlich fiir Hormon-Vorstufen (Steroide) sowie fiir Elektronen-
Transport-Ketten (Ubiquinone), und nutzen den effizienteren MEV-Weg. Pflanzen hingegen sind,
bedingt durch die Photosynthese-Machinerie und die Produktion grofler Mengen an essentiellen

Olen/Harzen, auf beide Stoffwechselwege angewiesen [24].

3.1.1 Enzymklasse Terpensynthasen

Die Terpenvorldufer wie GDP oder FDP, sind fiir sich betrachtet keine wirklich funktionellen Ter-
penverbindungen. Erst die Umsetzung durch Terpensynthase (TPS, auch Terpenzyklasen genannt),
ermoglicht die gigantische Strukturvielfalt von iiber 55.000 verschiedenen Molekiilen. TPS kata-
lysieren die komplexesten chemische Reaktionen, die in der Natur vorkommen. TPS steuern und
beschleunigen die Zyklisierungsreaktionen, Verkniipfungen, Wagner-Meerwein Umlagerungen, De-
protonierungen, Methylshifts und Hydridshifts bis hin zu den funktionellen Terpenen. Dabei wer-
den bis zu 2/3 der im Molekiil vorhandenen Kohlenstoffe neu angeordnet, stets unter Beachtung
der korrekten stereochemischen Konfiguration [26].

Die Zyklasen konnen die Reaktion dufSerst produktspezifisch steuern. Als Paradebeispiel fiir eine
extrem stereospezifische Katalyse sei hier die Lanosterol-Synthase angefiihrt. Sie ist ein wichtiges
Enzym der Cholesterol-Biosynthese. Bei der Zyklisierung des Triterpens (C,,) bildet sie immer nur
genau 1 der insgesamt 128 moglichen Stereoisomere des Lanosterols [27, [28].

Auf der anderen Seite ist auch eine ausgepragte Produktpromiskuitét bei TPS bekannt. Es konnte
gezeigt werden, dass eine y-Humulensynthase aus der Kiefer (Abies grandis) insgesamt 52 ZyKklisie-
rungsprodukte, in unterschiedlichen Konzentrationen, aus FDP bildet [29].

Die Aminosduresequenz liefert keinerlei Hinweise auf Art und Anzahl der moglichen Enzym-
produkte. Es existieren TPS, die trotz Sequenzidentitdt von iiber 8o % vollstindig abweichende

Produktspektren aufweisen. Im Kontrast dazu wurden z. B. zwei Sesquiterpensynthase aus der
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Kiefer isoliert, die trotz Sequenzidentitdt von nur ca. 30 % zum Grofsteil identische Terpenprodukte
zyklisierten [29].

Obwohl sie teilweise sehr variable Proteinsequenzen und Reaktionsprodukte aufweisen, zeigen
Mono-, Sesqui- und Diterpensynthasen (MTPS, STPS, DTPS) eine gewisse genetische und auch
strukturelle Ahnlichkeit. Sie kénnen z. B. anhand ihrer Intron-Exon-Struktur (Anzahl der Introns in
der genomischen Sequenz) in Klassen eingeordnet werden [30]. Allerdings wird héufig eine generel-
le Differenzierung durch Einordnung in zwei Klassen getroffen, die sich anhand der Proteinfaltung
sowie dem generellen Reaktionsmechanismus unterscheiden.

Mono-, Sesqui- und Diterpensynthasen (MTPS, STPS, DTPS) gehoren zur Klasse I der Terpenzy-
klasen, wihrend die restlichen Zyklasen in Klasse II eingeordnet werden [31]. In Klasse I der TPS
befinden sich auch die Enzyme, die Terpenvorldufer im Stoffwechsel bereitstellen (z. B. die FDP-
Synthase). Diese strukturelle Ahnlichkeit untermauert die Hypothese, dass Enzyme, die sukzessive

Schritte einer Biosynthese katalysieren, hdufig einen gemeinsamen evolutorischen Vorgéanger besit-

zen [32].

(+)-5-epi-Aristolochen

- - A

-
v

aw ¥

(a) (b)

Abbildung 3.6 Strukturmodelle der 5-epi-Aristolochensynthase, basierend auf Datensatz PDB 5EAS. Rontgenkristall-
struktur in der Stick-Darstellung mit Position aller Kohlenstoffatome. [(b)] Hervorhebung der a-Helizes in der
Zylinder-Darstellung. Strukturen generiert mit PyMol [33].

In Abb. ist exemplarisch die Struktur einer 5-epi-Aristolochensynthase aus Tabak (Nicotiana
tabacum) dargestellt (Klasse I). Sie ist eine von wenigen STPS, fiir die aktuell eine prédzise Rontgen-
kristallstruktur vorliegt . Sofort féllt auf, dass das Protein vollstindig aus a-Helizes, mit nur
einigen kurzen Loops und Schleifen, aufgebaut ist (Abb. [3.6b). p-Faltblitter sind bei bei Terpensyn-
thasen nicht vorhanden. Zudem zeigt sich eine anti-parallele Ausrichtung der Helizes.

Hiufig bilden 5 a-Helizes einen hydrophoben Tunnel um die aktive Tasche des Enzyms [31].
Dieser hydrophobe Tunnel kénnte bei einigen Zyklasen eine wichtige Rolle bei der Produktbildung
einnehmen [26]], indem er die Reaktion in eine definierte Richtung kanalisiert sowie Produkte von
Wasser abschirmt [35]. Die exakten Reaktionsmechanismen und -kaskaden sind jedoch zur Zeit nur
ansatzweise verstanden.

TPS besitzen in der Regel ein Molekulargewicht im Bereich von 50-100 kDa. Mit ungefdhr 60o-
650 AS sind MTPS interessanterweise grofier als STPS (550580 AS), obwohl die katalysierten Reak-
tion weniger komplex sind . Es konnte jedoch gezeigt werden, dass MTPS noch ein zusitzliches,
N-terminales Signalpeptid aufweisen. Das Signalpeptid lenkt die Synthase wihrend der Translati-
on in die Plastiden der Pflanze, wahrend STPS im Cytosol verbleiben [37]. Das pH-Optimum der
meisten TPS liegt im physiologischen Bereich von pH 6,5-pH 8,5 [38].
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Eine Moglichkeit, konservierte Bereiche in der DNA- oder AS-Sequenz von Proteinen zu iden-
tifizieren, besteht in der Durchfithrung eines multiplen Sequenzalignments (MSA). Dabei werden
drei oder mehr Sequenzen iiber Algorithmen Position-fiir-Position (lokal) sowie in ihrer Gesamtheit
(global) miteinander verglichen [39]. Wird dies mit sehr vielen Sequenzen durchgefiihrt, erhédlt man
konservierte Sequenzmotive, die charakteristisch fiir eine Struktur, Funktion oder auch evolutori-
sche Abstammung des Proteins sind [40].

Sequenzmotive werden als Konsensussequenzen angegeben. So lautet z. B. das bekannte 1Q-
Motiv [41] (charakteristisch fiir Calmodulin-bindende Proteine) IQXXXRXXXXR. Die Abfolge in
den Sequenzen wére daher: Isoleucin (I), Glutamin (Q), 3 beliebige AS (X), Arginin (R), 4 beliebige
AS und nochmals Arginin. Die Schreibweise (1,Q) wiirde bedeuten, dass an dieser Position entweder
Isoleucin oder Glutamin auftreten kann.

Das wichtigste, bis dato in fast allen pflanzlichen TPS Klasse I identifizierte Sequenzmotiv, ist die
Aspartat-reiche Region DDXXD. Sie befindet sich meist am Eingang des katalytischen Zentrums
und komplexiert zweiwertige Metallkationen (Mg** oder Mn*"), an welche wiederum das Diphos-
phatende des Substrats bindet [42]. Das DDXXD-Motiv ist daher essentiell fiir die Orientierung des
Substrats in der aktiven Tasche. Mutationen in diesem Bereich fiithren zu einer erheblich reduzierten
katalytischen Aktivitit, bis hin zur Inaktivierung [43].

Durch geloste Rontgenkristallstrukur konnte ein weiteres, fiir TPS Klasse I spezifisches Se-
quenzmotiv, identifiziert werden. Es befindet sich auf der gegeniiberliegenden Seite der akti-
ven Tasche. Das sogenannte NSE/DTE-Motiv unterstiitzt die DDXXD-Region bei der Komple-
xierung des trinuklearen Metallkationen-Clusters. Es besitzt die Konsensussequenz (L,V)(V,L,A)-
(N,D)D(L,LV)X(S,T)XXXE, (Metall-bindende AS fett hervorgehoben) [26], 36].

Das aktive Zentrum befindet sich in der Regel am C-terminalen Ende des Peptids und bildet eine,
durch die angesprochenen a-Helizes abgeschirmte, hydrophobe Tasche aus [26} 36]. Cokristallisa-
tionsexperimente mit nicht hydrolysierbarem FDP (Farnesylhydroxyphosphonat), zeigten im Falle
der 5-epi-Aristolochensynthase, dass der hydrophobe Teil von FDP in die Tasche des aktiven Zen-
trums ragt. Das Diphosphat interagiert mit dem angesprochenen Mg>*-Ionencluster am Eingang
des katalytischen Region [34]].

Die Substratbindung induziert eine Konformationsdnderung im Enzym, wobei sich die N-
terminale Region als eine Art Kappe tiber das aktive Zentrum stiilpt. Nach Abspaltung des Di-
phosphats bildet sich ein reaktives Carbokation als Intermediat. Das Kation greift eine der Dop-
pelbindungen der Isoprenoidkette elektrophil an, sodass es zu einer ersten Ringschlussreaktion
kommt [3, |26, 36]. Anschlieflend durchlduft das Molekiil eine komplexe Reaktionskaskade, bevor
es als stabilisiertes Terpen oder Terpenoid das Enzym verldsst [35]. Einige typische, primére Ring-
schlussreaktionen sind beispielhaft fiir STPS in Abb. [3.7]zusammengestellt.

Ob TPS bei der Produktzyklisierung lediglich eine passive Rolle als stereochemische Vorlage
fiir die Produkte einnehmen, oder ob sie aktiv die Zyklisierungs- und Umorientierungsreaktion
steuern, ist noch nicht bekannt. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass TPS nach der aktiven
Abspaltung des Diphosophats eine lediglich unterstiitzende Funktion bei der Ausbildung gewisser
Reaktionsintermediate haben, bedingt durch die Struktur der aktiven Tasche. Die eigentliche Re-
aktion lduft chemisch kontrolliert ab [3]. Es existieren auch experimentelle Hinweise, dass einige
Synthasen durch Koordination einzelner Aminosduren, aktiv in das Reaktionsgeschehen eingreifen
und diese gezielt lenken konnen [35].

Da sowohl sehr produktspezifische Zyklasen als auch TPS mit sehr breitem Produktspektrum
existieren, werden wahrscheinlich beide Mechanismen eine gewisse Rolle spielen [35)36]. Der erste
Fall wiirde fiir eine gezielte Lenkung der Reaktion sprechen, im zweiten Fall entstehen alle thermo-
dynamisch moglichen und stabilen Terpenprodukte.
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Abbildung 3.7 Mogliche erste Ringschlussreaktionen einer STPS nach enzymatischer Abspaltung des Diphosphats. Die
Nummerierung der Kohlenstoffe erfolgt anhand der Ausgangsverbindung FDP. Die priméren Kationen wer-
den je nach Synthase durch mehrere Folgereaktionen weiter modifiziert. Darstellung erweitert und modifi-
ziert nach [3} 36].

Die Expression von Terpensynthasen, primédr die Menge mRNA die translatiert werden kann,
unterliegt in Pflanzen haufig einer sehr strikten Regulierung. Es existieren komplexe Kontrollme-
chanismen mit Promoter-Systemen, die durch Elicitoren (Signalmolekiile) prazise induziert werden
kénnen. Dadurch ist die Konzentration der entsprechenden mRNA héaufig niedrig oder sie wird
sogar nur unter ganz speziellen Bedingungen transkribiert [44]]. Zusitzlich erschwert die komplexe
Matrix die Extraktion der Nukleinsiuren, weshalb, im Verhiltnis zur vermuteten Anzahl in der
Natur, bis heute nur sehr wenige TPS erfolgreich identifiziert werden konnten.

Eine umfassende Datenbankrecherche soll diesen Umstand kurz verdeutlichen. Proteinsequenzen
konnen eine oder mehrere konservierte Doménen besitzen. Diese Doménen sind meist eine Kombi-
nation von Sequenz- und Strukturmotiven und helfen bei der Einsortierung in Proteinfamilien und
-klassen. Die konservierte Doméane mit der Annotation CDo06843 ist in allen pflanzlichen Terpenzy-
klasen Klasse I vorhanden, und schlief$t somit Mono-, Sesqui- und viele Diterpensynthasen mit ein.
Die Doméne setzt sich aus den Aspartat-reichen Regionen (die Mg>* /Mn**-Koordinationsstellen)
und der N-terminalen Kappe des aktiven Zentrums zusammen. Aktuell existieren 3.552 pflanzliche
Sequenzen mit dieser Doméne in den Datenbanken. Davon sind ein Grofiteil lediglich hypotheti-
sche Proteine aus Genomprojekten. Diese wurden noch nicht experimentell nachgewiesen oder gar
charakterisiert.

Eine Recherche in der umfassenden und standardisierten Enzymdatenbank Brenda# [48] zeigt,
dass bei nur 286 der 3.552 bekannten Enzyme eine Lyase-Aktivitdt experimentell gezeigt werden
konnte. Um das Suchfeld weiter einzuengen, wurden nun alle bekannten Enzyme im EC-Nummern
Bereich 4.2.3.X (4. = Lyasen; 4.2. = Kohlenstoff-Sauerstoff Lyasen; 4.2.3.X = Kohlenstoff-Sauerstoff
Lyasen, die Phosphate spalten) betrachtet, die FDP als Substrat akzeptieren. Somit werden alle
bekannten Sesquiterpensynthasen berticksichtigt. Hierbei zeigte sich, dass lediglich 68 STPS identi-
fiziert und ndher experimentell charakterisiert wurden. Man kann daher davon ausgehen, dass die
tiberwiegende Mehrheit der Synthasen in der Natur noch nicht identifiziert wurde.

3 NCBI Conserved Protein Domains, http://www.ncbi.nlm.nih.gov
4 http://www.brenda-enzymes.info/
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Abbildung 3.8 Evolutorischer Baum aller aktuell bekannten STPS (Stand: Dezember 2014). Die evolutorischen Zusam-
menhinge wurden mithilfe der Neighbor-Joining Methode gefolgert [45], basierend auf einem Bootstrap-
Konsensus Baum mit 100 Iterationen . Aste mit mehr als 50% Homologie wurden in Clustern zusam-
mengefasst. Die Analyse umfasste insgesamt 70 AS-Sequenzen. Alle Positionen mit Liicken und fehlenden
Daten wurde eliminiert. Die Erstellung des evolutorischen Baums wurde mit MEGA6 durchgefiihrt [47]. Die
in dieser Arbeit behandelten Synthasen sind rot markiert.

Alle 68 bekannten STPS> wurden iiber ein globales MSA verglichen und ein evolutorischer Baum
erstellt (Abb. [3.8). Da gelegentlich mehrere Sequenzen fiir die jeweilige Synthasen bekannt waren,
wurden solche aus Pflanzen bzw. von Eukaryoten verwendet.

Ausgehend von einem unbekannten Vorldufer, gruppieren sich die STPS in vier klar unterscheid-
bare Cluster (eigene Nomenklatur). Cluster I beinhaltet priméar Synthasen vom Germacren-Typ.
Cluster II umfasst Synthasen vom Patchoulol/Guaien-Typ. Cluster III ist eine sehr heterologe
Gruppe, die einige Humulen-, Santalen-, Eudesmol-, aber auch die (+)-Zizaensynthase mit ein-
schliefit. Auch Cluster IV zeigt eine hohe Varianz und beinhaltet unter anderem die Copaensyntha-
se sowie die Pentalenensynthase. Aufgrund der Sequenzvariabilitét ldsst sich trotz dieses fundierten
Stammbaums keinerlei Aussage tiber Struktur oder Produkte der Enzyme eines Clusters treffen. So
finden sich z. B. Germacrensynthasen auch in Cluster II wieder. Auch die (+)-Zizaensynthase und
die epi-Isozizaensynthase sind, trotz der sehr dhnlichen Produkte, in verschiedene Aste eingeordnet

worden.

Eigentlich 70 Sequenzen (68+2). Vorweggreifend wurden zwei in dieser Arbeit identifizierte und charakterisierte Synthasen
mit aufgenommen.
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3.2 BIOCHEMIE DES GERUCHSSINNS

Im Alltag treten wir mit Terpenverbindungen vor allem tiber den Geruchssinn, auch olfaktorische
Wahrnehmung genannt, in Kontakt. Im Folgenden wird eine kurze Einfithrung in die biochemi-
schen Mechanismen gegeben und auf Besonderheiten im Bezug auf Chiralitit bei Terpenoiden
eingegangen.

3.2.1  Olfaktorische Wahrnehmung von Duftstoffen

Alle riechbaren Molekiile miissen fliichtig sein und besitzen daher bereits im physiologischen Tem-
peraturbereich einen entsprechend hohen Dampfdruck. Ihr Siedepunkt liegt jedoch meist iiber
100 °C. Sie werden so {iiber einen lingeren Zeitraum wahrgenommen, bevor sie vollstindig in die
Atmosphaire verdampfen. Diifte sind hydrophobe Molekiile mit relativ geringem Molekulargewicht,
die jedoch haufig auch einen amphiphilen Charakter aufweisen [9].

Olfaktorische Cortex Riechkolben
(Riechhirn) (bulbus olfactorius)

____—— Mitralzellen
Glomeruli

cribriforme Platte

Riechepithel
(regio olfactoria)

HO %

55

Duftstoffe/
Aromen

Sensorneuronen

nasalraum

:
l' Retro-
|

\ Zilien mit Rezeptoren

L 3

Abbildung 3.9 Links: Schematische Darstellung des Riechapparats mit beteiligten Organsystemen®. Beschriftung angepasst
nach [g]. Rechts: Vergroferter Detailausschnitt des beteiligten Nervensystems. Darstellung angepasst nach

Menschen konnen lediglich finf Geschmackseindriicke unterscheiden: sauer, siif3, bitter, salzig
und Umami (fleischig, herzhaft) . Die Anzahl der unterscheidbaren Geruchseindriicke wird
noch kontrovers diskutiert. Schiatzungen liegen im Bereich zwischen 2.000 und 100.000 verschiede-
nen Duftnoten [51].

Durch die eingeatmete Luft oder durch zerkaute Nahrung (retronasale Aufnahme), gelangen die
Verbindungen zu dem olfaktorischen Epithel (regio olfactoria) an der inneren Nasendecke (Abb.
links). Das Epithel ist von einer dicken Schutzschicht aus Polysacchariden und Lipiden umgeben.
Es besteht aus bis zu 30 Millionen ldnglichen Sensorneuronen (nervus olfactorius), die zum Nasen-
raum hin in jeweils 20—30 feinen Hirchen (Zilien) enden. Die eigentliche Duftstoffbindung und
anschlieende Signaltransduktion finden an der Oberfliche dieser Zilien statt [51].

Die sehr langen Axone der Sensorneuronen durchlaufen die knochige cribriforme Platte (trennt
den Nasenraum vom Gehirn) und Enden im Riechkolben bulbus olfactorius (Abb. rechts). Dort
werden alle Neuronen, die einen speziellen Rezeptortyp ausbilden, gebiindelt. Dabei spielt es kei-
ne Rolle, wo sie sich ortlich im Riechepithel befinden. Die knotigen Nervenbiindel sind ungefahr
100 pm im Durchmesser und werden Glomeruli genannt .

An die Glomeruli sind wiederum Mitralzellen, Neuronen der zweiten Signalweiterleitungsebene,

angekniipft. Es kommt zu einer Konvergenz von Informationen, da viele Tausend Sensorneuro-

6 Bildrechte: ©WDR, Planet Wissen Artikel ,Riechen”, http://www.planet-wissen.de
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nen in einem Glomeruli enden kénnen. An diesen sind wiederum nur noch an 5-25 Mitralzellen
angekniipft [g} |51].

Uber den olfaktorischen Trakt gelangen die Signale in eine zentrale Region des Gehirns, den
olfaktorischen Cortex. Uber eine Neuronenkarte werden die Informationen aus mehreren Riechre-
zeptoren zu einem definierten Geruchseindruck zusammengefasst und interpretiert. Hierbei wird
nicht nur die Menge, also Bindungshéaufigkeit des Dulftstoffs, sondern auch dessen jeweilige Bin-
dungsaffinitidt gegeniiber einzelnen Rezeptortypen mit einbezogen [53].

Die eigentlichen Geruchsrezeptoren auf der dufleren Zellmembran der Zilien gehoren zur Klas-
se der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) [54]. Obwohl GPCRs auch bei vielen anderen
Sinneseindriicken eine zentralle Rolle einnehmen (der Sehrezeptor Rhodopsin ist ein GPCR), bil-
den die olfaktorischen Rezeptoren die moglicherweise grofte Unterfamilie [51]. Es konnten schon
bereits fast 400 funktionelle Gene fiir olfaktorische GPCRs im menschlichen Genom identifiziert

werden 56].

Duftmolekiil

HQ 3

; B S Na*/Ca?* cr
/ G-Proteine Adenylyl-

(Untereinheiten) zyklase

) (AP

ATP

caZ+

Abbildung 3.10 Signaltransduktion am olfaktorischen Rezeptor, einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor mit 7 transmembra-
nen a-Helizes. Die Signalweiterleitung erfolgt durch zyklische AMP (cAMP), welches an die entsprechenden
Ionenkanile bindet. Darstellung angelehnt an [57].

Die Rezeptoren besitzen 7 transmembrane a-Helizes, die durch variable Schleifen miteinander
verkniipft sind. Die Helizes bilden eine definierte Tunnelstruktur aus, in deren Zentrum ein Duft-
molekiil bindet [49]. Jeder Duftrezeptortyp bildet andere variable Doménen aus, so dass sich die
Bindungstaschen chemisch und strukturell unterscheiden [54].

Sobald der Ligand gebunden hat, vollzieht das Protein eine Konformationsanderung, die den
Startpunkt fiir die Signaltransduktion darstellt. Die a-Untereinheit des gebundenen G-Proteins ak-
tiviert eine Adenylylzyklase (erster Messenger). Die Zyklase katalysiert nun die Bildung von cAMP
aus ATP (Abb. . Der zweite Messenger cAMP offnet Na*/Ca*-Kanile, so dass Natrium- und
Calcium-Ionen einstrémen [58].

Die Signalkaskade am Geruchsrezeptor verstirkt die Information bis zur Interpretation im ol-
faktorischen Cortex. Dies ermoglicht die Detektion auch geringster Spuren eines geruchsaktiven
Stoffes. Im Falle des Pheromons Androstenon wurden Geruchsschwellen von 0,4 pg L™" Luft ermit-
telt [59].

Alle Rezeptoren konnen verschiedenste Verbindungen und funktionelle Gruppen erkennen. Auch
einzelne Molekiile binden je nach Affinitdt an mehrere Rezeptortypen. Im Zusammenspiel mit den
Signalkaskaden und einer kombinatorischen Verschaltung von Neuronen im Riechhirn, erklart sich
so die hohe Anzahl unterscheidbarer Gertiche [9} [51].

Wie viele weitere biochemische Vorgénge, ist Riechen ein enantioselektiver Prozess [60]. Die Bin-
dungsdominen der Rezeptoren selber sind chiral aufgebaut, und besitzen somit unterschiedliche
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Bindungsaffinititen gegentiber den Liganden, abhidngig von deren Konfiguration. Somit kénnen
Enantiomere eines Terpenoids vollstindig unterschiedliche Geruchseindriicke hervorrufen, oder
verschiedene Geruchsschwellen aufweisen [61].

In Tab. sind einige Beispiele bekannter Terpenoide aufgelistet. Das (+)- oder (-)-Enantiomer
besitzt teilweise vollstindig abweichende sensorische Eigenschaften. Es zeigt sich ein grofier Vorteil
biokatalytischer Herstellungsverfahren von Terpenoiden im Vergleich zur chemischen Synthese:
Terpensynthasen katalysieren ihre Produkte strikt enantioselektiv [62].

Tabelle 3.1 Bekannte chirale Duftstoffe mit Geruchseindriicken. Zusammengefasst nach [61].

Verbindung (+)-Enantiomer (-)-Enantiomer

Linalool stif3, Bitterorange holzig, Lavender

Patchoulol nicht in Natur, schwach wiirzig orientalisch, maskulin, holzig
Carvon Kiimmel Pfefferminze

Nootkaton Grapefruit holzig, wiirzig

Androstenon  geruchlos stark nach Schweif und Urin
Menthol nur schwach minzig stif3, frisch, minzig

Limonen Orange Terpentin

3.3 SESQUITERPENE: BEISPIELE WERTVOLLER UND FUNKTIONELLER NATURSTOFFE

In den praktischen Arbeiten wurden drei Sesquiterpenoide nidher untersucht: (-)-Patchoulol (und
weitere Komponenten des Patchouli-Ols), a-Humulen und (+)-Zizaen. Im Folgenden wird eine kur-
ze Einfithrung in die Herkunft, Funktion und 6konomische Bedeutung dieser Zielverbindungen
gegeben. Desweiteren werden die etablierten organischen Synthesen zur Darstellung dieser Verbin-

dungen zusammenfassend dargestellt.

3.3.1 (-)-Patchoulol

(a) Plantage mit Patchouli-Strauchern (b) Patchouli-Pflanze mit Bliiten?

Abbildung 3.11[(a)] Patchouli-Straucher werden auf grofen Plantagen im asiatischen Raum angebaut (Foto aus [63]). [(b)]
Aufnahme von Pogostemon cablin in voller Bliite.

Der Patchouli-Strauch, Pogostemon cablin (Abb. , gehort zur Familie der Lippenbliitler (Lamia-
ceae). Charakteristisch fiir Lippenbliitler sind ihre namensgebenden lippenartig verbogenen Bliiten.

7 Bildrechte: ©Valérieys, Wikimedia commons, http://commons.wikimedia.org
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Sie produzieren sehr aromatische essentielle Ole z. B. in ihren Blittern. Weitere bekannte Vertreter
sind Pfefferminze, Oregano, Lavendel, Thymian oder auch Basilikum [64].

Der ca. 40-90 cm hohe Strauch ist heimisch auf den Philippinen, wird aber auch intensiv in Indo-
nesien, Indien, China und Thailand angebaut. Er benétigt ein tropisch bis subtropisches Klima mit
konstanten Temperaturen tiber 20 °C und einer sehr hohen Luftfeuchtigkeit [63]. Die Pflanze produ-
ziert ihr terpenhaltiges Ol in glanduldren Trichomen (syn. Driisenhaare) auf den Blitter und dem
Stiel. Driisenhaare besitzen metabolisch sehr aktive sekretorischen Zellen, die die Komponenten
des Aroma-Ols in groen Mengen synthetisieren konnen. Die Ole werden, je nach Gattung, in einer
oder mehreren rundlichen Zellen an der Spitze dieser Haare eingelagert. Von dort verdampfen die
fliichtigen Verbindungen langsam, und enfalten ihre Wirkung als Insektenlock- oder Abwehrstoff
66]. Abb. zeigt eine makrofotografische Aufnahme von typischen Driisenhaaren und
deren schematischer Aufbau.

Lagerblase mit
essentiellem Ol
(Terpenoide, Cannabinoide etc.)

\sekretorische Zellen

> ) : Epidermis
> Basalzelle
wf\i

(a) Makroaufnahme von Driisenhaaren (b) Schematischer Aufbau eines glandulédren

Trichoms

Abbildung 3.12(a)| Die sekretierenden Driisenhaare (hier am Beispiel eines Tomatengewéchses) sammeln die Metabolite an
ihrer Spitze (Foto aus [66]), wo sie nach und nach in die Gasphase iibergehen. [(b)] Der schematische Aufbau
eines glanduldren Trichoms zeigt die sekretierenden Zellen mit erhabener Lagerzelle fiir das essentielle Ol.
Die exakte Haarldnge und Morphologie der Spitze variieren ja nach Pflanzenspezies. Schema angelehnt an
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Nach der Ernte der Blitter werden diese zundchst fiir bis zu 6 Monate im Schatten getrocknet.
Ein langsamer und gleichmaéssiger Trocknungsprozess hat einen starken Einfluss auf die spétere
Qualitdt des Extrakts. Erst durch die Trocknung tritt das charakteristische Patchouli-Aroma zutage,
welches bei frischen Blatter nur sehr schwach ausgepragt ist. Grund dafiir sind Oxidationsprodukte,
die wichtige Komponenten des Aromas darstellen [63]].

Die anschlieSende Extraktion erfolgt in der Regel tiber Wasserdampfdestillation, wobei die Aus-
beuten im Bereich von 1-3,5 % liegen IEII Nach Destillation wird das braunliche Ol von der wissri-
gen Phase getrennt und durch Zugabe von Natriumsulfat getrocknet [63].

Patchouli-Ol gilt als duferst kraftvolle Basiskomponente in der Parfiimerie und wird zudem als
Fixateur eingesetzt. Fixateure helfen dabei, andere Duftbestandteile im Parfiim abzurunden und
deren Haftdauer zu erhohen |]§|] Dem Ol werden die primédren Dufteigenschaften erdig, holzern,
siifllich und campher-artig mit leicht blumiger Note, zugeschrieben [, 63]. Wie ein guter Wein reift
es mit dem Alter und verdndert seine Zusammensetzung. Wéhrend es frisch noch sehr scharf und
wiirzig riecht, wird mit der Zeit meist milder und stifslicher.

Weltweit wurden Anfang der 2000er in den Anbaugebieten iiber 1.000 Tonnen Patchouli-Ol pro
Jahr produziert [67], aktuellere Schitzungen gehen von bis zu 1.500 Tonnen Jahresproduktion aus
[68]. Der Marktpreis steigt aufgrund der Nachfrage und haufigen Ernteausfallen stetig an. Bei einem
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Preis von ca. 60 € pro Kilo [9] kann von einem Marktvolumen im Bereich um 100 Millionen €
ausgegangen werden. Patchouli-Ol ist somit das wichtigste natiirliche essentielle Ol und hat einen
doppelt so hohen Marktwert wie das zweitplazierte Aromaol (Rosenol) [69].

Die Zusammensetzung des Patchouli-Ols ist sehr komplex, wie bei vielen anderen Aromadlen
auch. Dennoch ist Patchouli-Ol speziell, da es aus 24 Sesquiterpenoide zusammengesetzt ist. Ahn-
liche Ole bestehen meist aus einer Mischung von Mono-, Sesqui- und Diterpenkomponenten [70].

Die Einsatzgebiete des Patchouli-Ols sind so zahlreich wie die enthaltenen Terpenkomponen-
ten. Neben der klassischen Verwendung in orientalisch/maskulinen Parfiims (z. B. der bekannten
Marken Prada, Davidoff, Dior oder Chanel [g]]) wird es zur Aromatisierung von Seifen, Korperlo-
tionen, Tabak, Papiertiichern, Weichspiilern, Lufterfrischern und Duftstdbchen eingesetzt [63]]. In
sehr geringen Konzentrationen (mgkg™) findet es auch Verwendung in Siifligkeiten, Softdrinks,
Backwaren und auch Suppen [67].

In der traditionellen asiatischen Medizin werden Patchouli-Ol viele positive pharmakologische
Eigenschaften zugesprochen, die jedoch meist nicht durch Studien belegt werden kénnen. So soll
es bei Krankheitsbildern wie Akne, Schuppenflechte, Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, Erkaltung
oder auch Kopfschmerzen sehr schnell Linderung verschaffen [63]. Ein gewisser Einfluss auf das
sympathische Nervensystem, mit einem antidepressiven und relaxierendem Effekt, konnte in einer

klinischen Studie nachgewiesen werden [0, [71].

Abbildung 3.13 Die 12 Hauptkomponenten des Patchouli-Ols, extrahiert aus P. cablin. (-)-Patchoulol ist mit ca. 40% der
mengenméfiig hdufigste Bestandteil (blau hervorgehoben). Weitere Komponenten sind anhand ihrer Ge-
riiststrukturen gruppiert. Das Ol enthilt insgesamt tiber 24 per GC/MS identifizierbare Terpenoide, einige
sind jedoch nur in absoluten Spuren. Abbildung zusammengestellt und angepasst nach [9} |72].

Der Terpenalkohol (-)-Patchoulol ist mit 40-50 % der Hauptbestandeteil [9} 72]. Olfaktorische Un-
tersuchungen des reinen Alkohols zeigten, dass er auch in isolierter Form das charakteristische
Patchouli-Aroma aufweist. Er ist somit zum Grofiteil fiir den Duftgesamteindruck verantwortlich
[73]. Die Geruchsschwelle fiir (-)-Patchoulol liegt bei lediglich 0,93ng L™ Luft [74]. Auch Norpat-
choulenol (Methylgruppe entfernt) tragt zum Duftaroma bei, ist jedoch nur in sehr viel geringeren
Konzentrationen vorhanden. Das in der Natur nicht anzutreffende Enantiomer (+)-Patchoulol riecht
nur dufierst schwach und erinnert kaum an Patchouli [g]. Weitere Komponenten des Aromas wie
a-Bulnesen, a-Guaien, Seychellen, -Caryophyllen oder auch (+)-Germacren A (Abb. tragen
nur minimal zum charakteristischen Dufteindruck bei.

Aktuell existiert keine Moglichkeit, die Hauptkomponenten des Patchouli-Ols oder das Aroma
in seiner Gesamtheit industriell tiber chemische Synthese bereitzustellen [63]]. Zur Darstellung ei-
nes authentischen Standards von (-)-Patchoulol existieren mehrere beschriebene Totalsynthesen im
Labormafistab [73) [75H80].

Ein sehr elegantes und prominentes Beispiel einer enantioselektiven Synthese ist in Abb.
zusammenfassend dargestellt [73]. Ausgehend von den sehr gut verfligbaren Monoterpenen «-
und B-Pinen wird ein bromierter Vorldufer erzeugt. In weiteren Schritten wird dieser mit einem
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Abbildung 3.14 Totalsynthese (enantioselektiv) von (-)-Patchoulol. Zusammengestellt und modifiziert nach .

kommerziell verfiigbaren Cyclohexan-Derivat (Trimethylcyclohexenon)

verkniipft. Nach einer Ver-

briickungsreaktion zum Patchoulol-Grundgeriist wird in einem letzten Schritt der Terpenalkohol

mit einer Gesamtausbeute von maximal 0,3 % erhalten.

3.3.2 a-Humulen

Hopfen gehort zur Familie der Hanfgewidchse (Cannabaceae) und ist in Landern der gemafigten

Klimazone beheimatet. Bekanntester Vertreter ist der Echte Hopfen (Humulus lupulus), der durch
seine Verwendung im Bierbrauprozess grofflachig angebaut wird (Abb. [3.15a). Hopfen wichst als
Schlingpflanze und wird ungefahr 2-6 m hoch bzw. lang . Das essentielle Ol aus den Hopfen-
dolden ist fiir das charakteristische Bieraroma verantwortlich, und besteht zu einem grofsen Teil

(nahezu 40 %) aus a-Humulen (syn. a-Caryophyllen) [4} 81].

(a) Hopfendolden®

(b) Shampoo-Ingwer

| a-Humulen H
i (syn. a-Caryophyllen) :

(c) Strukturen

enzym./chem. (0]
o

—

Zerumbon
(Zytostatikum)

von B-Caryophyllen,

a-Humulen und Zerumbon

Abbildung 3.15 Humulen findet sich als Hauptbestandteil im essentielles Ol von Hopfendolden (Humulus lupulus).
Auch in Ingwerspezies wie dem Shampoo-Ingwer (Zingiber zerumbet) wird der Sesquiterpen-Makrozyklus
produziert (Darstellung von Blattern und Bliitte der Pflanze aus ). Durch enzymatische oder auch

den,

chemische Oxidation kann a-Humulen zu Zerumbon oxidiert wer

einem potenten Phytopharmaka.

«x-Humulen tritt in der Natur hdufig zusammen mit seinem Isomer B-Caryophyllen auf, welches
daher auch zu ca. 15 % in Hopfenol nachweisbar ist (Abb. l4]. B-Caryophyllen besitzt einen,in

8 Bildrechte: ©Dr. Hagen Graebner, Wikimedia commons, http://commons.wikimedia.org
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der Natur duflerst seltenen Cyclobutanring, und ist als Bestandteil von schwarzem Pfeffer mitver-
antwortlich fiir dessen beifsende Schirfe [83]].

In seiner natiirlichen, unfunktionalisierten Form besitzt a-Humulen kein markantes Duftaroma.
Pharmakologisch konnte jedoch ein inhibitorischer Effekt auf Interleukine nachgewiesen werden,
wodurch Humulen einen entziindungshemmenden Effekt auf den Organismus haben kénnte [84].
Aufgrund der grofien, 11-gliedrigen Ringstruktur und der drei Doppelbindungen, oxidiert Humu-
len sehr leicht. Wahrend des Brauprozesses entstehen eine Vielzahl an Humulen-Epoxiden, die
wiederum weiter hydrolysieren konnen. Diese Abbauprodukte, insbesondere von der Verbindung
Humulen-Epoxid-II, sind verantwortliche fiir das hopfige Aroma des fertigen Bieres [85].

Ein potenter Naturstoff, der direkt von a-Humulen abgeleitet ist, nennt sich Zerumbon
(Abb. [3.15¢). Zerumbon unterscheidet sich lediglich durch Oxyfunktionalisierung an einem Koh-
lenstoff von a-Humulen. Nach heutigem Kenntnisstand wird Zerumbon in der Natur (zusam-
men mit a-Humulen) ausschliefSlich im exotischen Shampoo-Ingwer (Zingiber zerumbet) produziert
(Abb. [86].

Shampoo-Ingwer wéchst in tropischen Regionen, vor allem im siidostasiatischen Raum aber auch
auf Hawaii. Die bldttrigen Stengel werden ungefdhr 1,2m hoch. Typisch fiir alle Ingwer-Gewéchse
ist ein ausgepragtes Rhizom (Wurzelstock), das sehr hédufig getrocknet als Gewiirz und auch Heil-

mittel verwendet wird [64].

MeOCOy =
................ 0COMe
: VB AN 2 TMSOTF, OTMS  oco,Me
! H iProNEt, 0 °C,2h

e — —_—
OTBS ! TAS-F, THF- (o] / >99% =

H H DMF, -35 °C bis \ \

1+ TBS-Enolether von: 0°C,3h

1 3-Methylbutanon .
H '

92% Pdy(dbals, dppf,
THF,70 °C,1h
44-52%
1. Na, iPrOH,

CH,Cly, CrHg,0°C
RT, 6 h ) 2. MsCl, Et;N Y
- -~
\ 93% \ 94% \

a-Humulen
= Humulen

Abbildung 3.16 Totalsynthese von a-Humulen ausgehend von 3-Methylbutanon. Zur Zeit kiirzeste Syntheseroute mit hochs-
ten Ausbeuten. Zusammengestellt und modifiziert nach [87].

Die roten und reifen Bliitenkopfe enthalten ein seifiges Sekret, das sehr gute reinigende Eigen-
schaften aufweist. Mit diesem ,,Shampoo” waschen sich Ureinwohner seit jeher die Haare, wodurch
diese Ingwerspezies ihren Namen erhielt. Aber auch das Rhizom und dessen Extrakte wurden und
werden erfolgreich zur Behandlung von Zahnschmerzen, Ubelkeit, Schmerzen und Entziindungen
in der traditionellen Medizin eingesetzt [82].

Aktuell wird Zerumbon, der Hauptbestandteil des Rhizom-Ols, intensiv in klinischen und phar-
makologischen Studien beforscht. Zerumbon induziert spezifisch die Apoptose von Krebszellen,
und gilt damit als vielversprechendes, neues Zytostatikum gegen u. a. Darm-, Haut-, Leber- und
Brustkrebs [88Hgo|. Da a-Humulen in verschiedensten Pflanzengattungen vorkommt, ist es ein viel-
versprechender Vorldufer, um chemisch oder enzymatisch das oxyfunktionalisierte Zerumbon in
groflen Mengen darstellen zu kénnen (Abb. [3.15d). Es konnte vor kurzem eine NADH-abhéngige
Oxidoreduktase (Zerumbonsynthase, EC 1.1.1.326) identifiziert werden, die diese regioselektive Re-
aktion katalysiert [91].

Zur chemisch-synthetischen Darstellung von a-Humulen existieren einige bekannte Vorschrif-
ten in der Literatur [87, 92-94]. Problematisch ist hierbei immer der Aufbau des grofien, unfunk-
tionalisierten Makrozyklus mit korrekter Lage der Doppelbindungen. Eine elegante Syntheseme-
thode im Labormafistab ist in Abb. zusammengestellt. Ausgehend von mit TBS geschiitztem
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3-Methylbutanon wird sukzessiv der Zyklus aufgebaut, wobei jeweils sehr hohe Ausbeuten von
tiber 9o % je Schritt erzielt werden konnen. Nach einem finalen Entschiitzungsschritt, wird reines
a-Humulen erhalten. Da keine komplexen Verbriickungen oder Stereozentren generiert werden
miissen, ist die Synthese im Vergleich eher simpel.

3.3.3 (+)-Zizaen

Das Vetiver-Gras (Chrysopogon zizanoides, veraltet: Vetiveria zizanoides) gehort zur Familie der Stifigra-
ser (Poaceae) und wird in der tropischen Klimazone angebaut, bevorzugt auf Réunion, Madagaskar,
Haiti und Indonesien (Java) . Vetiver wachst ca. 1,5 m hoch. Im Gegensatz zu anderen StifSgra-
sern, deren Wurzeln haufig horizontale Matten ausbilden, wachsen die Wurzeln von C. zizanoides
vertikal in eine Tiefe von bis zu 4m (Abb. [3.17a). Diese Eigenschaft macht das Gras extrem tolerant
gegen Diirreperioden. Zudem hilft es in den Anbaugebieten dabei, Bodenerosion zu verhindern 9.

a-Vetivon B-Vetivon (+)-Isor
6-12%) (4-10 %) (12 - 24 %)

Hauptaroma

— —
enzym./chem.
' Oxidationen
1 (+)-Zizaen

(~1%) Khusimol Zizanal leanoesaure
(ca. 10 %)

(a) Vetiver-Gras Biischel auf einer Plantage'® (b) Hauptkomponenten des Vetiver-Ols

Abbildung 3.17@ Biischel von Vetiver-Gras (C. zizanoides) auf Madagaskar. [(b)] Die drei Hauptkomponenten des Vetiver-
Ols: a-/B-Vetivon und (+)-Isovalencenol. (+)-Zizaen wird in der Pflanze enzymatisch weiter zu Khusimol
oxidiert. Durch weitere Oxidationen werden Zizanal und Zizanoesdure erhalten. Das Keton Khusimon gilt
als hauptverantwortlich fiir den Geruchseindruck von Vetiver-Ol. Zusammenstellung angelehnt an [@ .

Nach der Ernte der langen, holzernen Wurzelballen werden diese zunéchst getrocknet und an-
schliefend iiber Wasserdampfdestillation extrahiert. Das braunlich-gelbe essentielle Ol enthalt fast
150 identifizierte Sesquiterpene und -terpenoide, die meisten jedoch nur in Spuren [97]. Pro Jahr
werden ca. 300 Tonnen des Ols in den Herkunftslindern produziert .

Vetiver-Ol wirkt antimikrobiell gegen viele Mikroorganismen und wird in der alternativen Me-
dizin als Mittel gegen Akne und allgemeine Entziindungen eingesetzt [98]. Zudem konnte eine
insektizide Wirkung nachgewiesen werden. Insbesondere gegen Termiten wirkt das essentielle Ol
abschreckend [99]]. Auch ein antioxidatives Potential wurde bei dem Terpenextrakt experimentell
nachgewiesen [[100].

Das Ol verstromt einen holzig-erdigen Duft, ist jedoch deutlich siifllicher als Patchouli-Ol. Zudem
zeigt es Nuancen von Grapefruit und Rhabarber. Vetiver-Ol ist eine der bekanntesten, holzernen
Basisnoten in der Parfiimerie und findet sich als zentrales Thema in vielen maskulinen wie auch
femininen (z. B. Chanel N° 5) Duftkompositionen wieder. Bekannte Parfiimmarken, die Vetiverol
in ihren Produkten verwenden sind z. B. L'Occitane (Vetiver), Armani, Yves Rocher, Dior (Eau
Sauvage) oder Hermes, um nur einige zu nennen [9].

Das typische Vetiver-Aroma wird als sehr langanhaltend und angenehm beschrieben. Ahnlich
wie Patchouli-Ol reift das Vetiver-Ol mit der Zeit und erhilt so eine hohere Qualitt @] Hauptkom-

9 Informationen des grofien Plantagenbetreibers Agri Supply CO S.A., Haiti, http:/ /www.frager-vetiver.com
10 Bildrechte: ©Forest und Kim Starr, Wikimedia commons, http://commons.wikimedia.org
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ponenten sind die Sesquiterpenoide a-Vetivon, B-Vetivon und Khusimol, die zusammen bis zu 35 %
des essentiellen Ols ausmachen konnen (Abb. [97]. Zudem sind grofiere Anteile (iiber 20 %)
(+)-Isovalencenol enthalten. Die aufgefiihrten Verbindungen gelten als Fingerabdruck des Duftols,
tragen jedoch (abgesehen von dem kréftigen (+)-Isovalencenol) nur begrenzt zum Dufteindruck bei.
Ahnlich wie bei Patchouli-Ol, sind zumeist die sekunddren und tertidren Sesquiterpenalkohole, so-
wie deren Methylether, olfaktorisch aktiver [97]. Insbesondere Khusimon, ein Norsesquiterpenoid
von Khusimol (Methylgruppe entfernt und oxyfunktionalisiert) gilt als die zentrale Verbindung des
Vetiver-Dufts [9, 97].

P T N Ph -Br
H i BrMg " ph H,SO0; 1.NBS / Ph
oy —  » _ = . 4>
2.CaCO; OAc
OH AcOH MeC(O)NMe, HCIO,
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OAc 2. H,Cr0, 2. Ac;0 MeC(O)NMe, OAc
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Abbildung 3.18 Totalsynthese (stereoselektiv) von (+)-Zizaen ausgehend von (+)-Norcamphor. Zusammengestellt und mo-
difiziert nach [101].

(7R, 10R)-Zizaen
= Zizaen

Das geruchsaktive Sesquiterpenoid Khusimol leitet sich direkt von (+)-Zizaen ab (Abb. [3.17D).
Auch das entsprechende Aldehyd (Zizanal) und die Sdure (Zizanoesdure) weisen das Zizaengrund-
gertiist auf. (+)-Zizaen, welches nur zu ca. 1 % im natiirlichen Aroma vorkommt, besitzt keine un-
mittelbaren olfaktorischen Eigenschaften. Es kann jedoch chemisch [102] in die angesprochenen, ge-
ruchsaktiven Derivate tiberfiihrt werden. Vor kurzem wurde zudem eine Cytochrom-P450 (CYP450)
Monooxygenase aus einem verwandten StifSgras identifiziert, die (+)-Zizaen spezifisch zum Alkohol
Khusimol oxidieren kann [96]].

Aufgrund der komplexen Verbriickungen und der vielen Stereozentren ist (+)-Zizaen chemisch
nur tiber viele Schritte synthetisierbar. Dennoch sind einige Synthesevorschriften in der Literatur
verfiigbar [101} [103]. Zusammenfassend ist in Abb. ein stereoselektiver Ansatz ausgehend von
(+)-Norcamphor dargestellt. Uber viele Umlagerungs-, Reduktions- und Oxidationsstufen wird das
racemische Gemisch (+)-Zizaen erhalten.

3.4 SYNTHETISCHE BIOTECHNOLOGIE

Das Wissenschaftsgebiet synthetische Biologie (genauer Biotechnologie) ist noch relativ jung, so
dass bereits eine eindeutige Begriffsdefinition schwer fallt. Die klassische Biologie betrachtet Lebe-
wesen wie z. B. Mikroorganismen als natiirlich gegebene Phénomene, die es zu beschreiben und zu
verstehen gilt.

Die synthetische Biotechnologie definiert abweichend natiirliche biochemische Prozesse und Mo-
lekiile als Werkzeuge/Rohmaterialien. Diese werden fiir neue und innovative Produktionssysteme
auf geschickte Weise kombiniert und optimiert. Die Einsatzgebiete und Funktionen dieser (syntheti-
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schen) biologischen Systeme konnen sich dabei von ihrer urspriinglichen (natiirlichen) Funktionen
sehr stark unterscheiden [104].

Alle Fortschritte auf dem Gebiet der synthetischen Biotechnologie fufien auf den Erkenntnissen
der modernen Molekularbiologie und Genetik. Als zentrale Schliisseltechnologien gelten die schnel-
le Sequenzierung ganzer Genome, sowie die chemische Synthese beliebiger DNA-Sequenzen [105].
Die synthetische Biotechnologie ist ein dynamisches und interdisziplindres Fachgebiet, in das wis-
senschaftliche Erkenntnisse aus Biochemie, Molekularbiologie, Chemie, Analytik, (Bio-)Informatik

und den Ingenieurswissenschaften mit einfliefSen [104].

..........
- ~

h Aromen/Diifte
———— Biokraftstoffe

» Impfstoffe

Glukose

Saccharose Bulkchemikalien

Starke Feinchemikalien

Cellulose Medikamente

Abbildung 3.19 Anwendung von synthetischer Biotechnologie: Eine Zelle mit optimiertem Stoffwechsel (metabolic enginee-
ring) nimmt einfache Substrate auf und veredelt sie zu wertvollen Chemikalien wie Medikamenten oder
Treibstoffen.

Ohne synthetische Biotechnologie wire die Herstellung vieler moderner Medikamente oder Impf-
stoffe unbedenkbar. Sie erméglicht zudem den nachhaltigen Zugang zu neuartigen Biokunststoffen
und die Produktion von Treibstoffen sowie Spezialchemikalien aus nachwachsenden Rohstoffen.
Dafiir werden kiinstliche Zellfabriken erzeugt und optimiert (Abb. [3.19), die Substrate wie Zucker
aufnehmen und zu hochwertigen Produkten umsetzen konnen. Hierbei miissen ganze Stoffwechsel-
wege gezielt optimiert oder sogar in andere Organismen tibertragen werden. Dies bezeichnet man
als metabolic/pathway engineering [106-108].

Die Beschreibung eines vollstandigen, selbst-replizierenden Mikroorganismus im Jahr 2010, gilt
als bahnbrechender Meilenstein in dem Fachgebiet [109]. Sie hat jedoch auch eine komplexe, ethi-
sche Fragestellung aufgeworfen, die zur Zeit kontrovers diskutiert wird [104].

Bezogen auf die Terpenproduktion iiber synthetische Biotechnologie existieren keine exakten
Marktdaten. Der weltweite Gesamtumsatz fiir Produkte, hergestellt {iber synthetische Biotechnolo-
gie, wird fiir das Jahr 2018 auf 11,8 Mrd. US-Dollar geschatzt"*.

3.4.1 Methoden und Techniken der synthetischen Biotechnologie

Die erste Rekombination eines DNA Molekiils, das gezielte Ausschneiden und Neuverkniipfen
zweier Sequenzen, markierte 1972 den Beginn der modernen Molekularbiologie [110]. Was jedoch
die moderne synthetische Biotechnologie der letzten Jahre auszeichnet, ist die starke Automati-
sierung von Methoden (Next Generation Sequencing [111] und de novo Synthese von DNA [112])
sowie die Definition und Anwendung standardisierter, biologischer Bausteine wie BioBricks™"
[113] oder der verwandten BglBricks [114)} 115].

Die Standardisierung und Modularisierung von Genabschnitten, Promotoren, Proteindoménen
oder regulierender Elemente ermoglicht den effizienten Austausch dieser Bauteile zwischen Wis-

Market  Report  Synthetic  Biology: Emerging Global Markets, bcc  Research, Stand Juni 2014,
http:/ /www.bccresearch.com/market-research /biotechnology /

12 The BioBricks Foundation, http:/ /bbf.openwetware.org
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senschaftlern [116||117]. Zudem wird die Rekombination der einzelnen Elemente enorm vereinfacht
und unterstiitzt [115]. Es wurde eine globale Registry of Standard Biological Parts ins Leben gerufen,
die bereits fast 5.000 biologische Elemente beinhaltet'3. Grofie DNA- und Protein-Datenbanken er-
moglichen den Zugriff auf Millionen annotierte Sequenzen. Als grofite und wichtigste Datenbank
hat sich GenBank'#4 etabliert [[118].

Moderne Assemblierungsmethoden ermoglichen die Sequenz-unabhéngige und standardisier-
te Verkniipfung von DNA Sequenzen zu grofien Plasmiden oder gar kiinstlichen Chromosomen.
Dabei laufen die Klonierungsreaktionen meist in einem Schritt ab und benétigen keine Restrikti-
onsendonukleasen zum Schneiden der DNA mehr. Somit entfallen auch die typischen Restriktions-
schnittstellen, die teilweise unerwiinschte und unnétige Sequenziiberhdnge erzeugten [119].

Als zentrale Methoden haben sich je nach Anwendung SLIC [120], Gibson assembly [121], CPEC
[122], SLiCE [123] sowie die proprietiren Systeme GeneArt® Seamless cloning und In-Fusion® clo-
ning etabliert. Das CRISPR/Casg-System ermoglicht seit neuestem das hoch-spezifische Verdndern
von Organismen direkt auf Genomebene, in einer zuvor unerreichten Genauigkeit und Geschwin-

digkeit [124) 125].

SLIC

Beim sequence and ligase independent cloning [120] werden weder Restriktionsendonukleasen
noch eine Ligase benotigt. Die DNA Fragmente werden {iiber verlingerte PCR-Primer amplifiziert,
so dass zu den benachbarten Sequenzen ein Uberhang (Sequenzhomologie) von 25 Bp entsteht.
Auch das Vektorriickgrat wird iiber die PCR-Methode linearisiert. Zu den einzelnen Fragmenten
wird nun (in getrennten Ansétzen) die T4-DNA-Polymerase ohne dNTPs gegeben. Da keine dNTPs
zur Verfligung stehen, wirkt die Polymerase als 3’-Exonuklease und entfernt nun nach und nach
Nukleotide von den Enden der Fragmente. Durch Zugabe von dCTP (ohne die anderen Nukleotide)
wird der Verdau gestoppt, ohne das die Liicken wieder aufgefiillt werden konnen. Die einzelnen
Fragmente und der Vektor werden gemischt und lagern sich an den homologen, einzelstrangigen
Uberhingen an. Durch Transformation in E. coli werden durch die zelluliren Reparaturmechanis-

men die Liicken gefiillt und die Strédnge zu einem Konstrukt verbunden [120].

Gibson assembly

Eine, weiter entwickelte, auf SLIC basierende Methode ist das Gibson assembly [121]. Auch hier
werden die Fragmente zundchst mit verlingerten PCR-Primern amplifiziert (mit Korrekturlese-
Polymerase), um homologe Bereiche am Anfang und Ende der Sequenzen zu erzeugen. Der ein-
zelstrangige Verdau erfolgt nun jedoch mit einer T5-Exonuklease, bevor sich die iiberlappenden
homologen Bereiche anlagern kénnen. Eine Polymerase mit Korrekturlesefunktion fiillt kontinuier-
lich die Liicken auf, bis schlieflich eine Tag-Ligase die Strange endgiiltig verkniipft (Abb. und
das Konstrukt in kompetente Zellen transformiert werden kann.

Wichtig ist hierbei, dass die DNA-Polymerase eine hoher Prozessivitit besitzt als die Exonuklease.
Die Exonuklease ist zudem thermolabil und denaturiert im Laufe der Zeit. Gegentiber SLIC besitzt
Gibson assembly viele Vorteil. So wird die Reaktion bei konstanter Temperatur (50 °C) in einem
einzigen Schritt durchgefiihrt. Zudem ist die Klonierungseffizienz durch die Tag-Ligase um einiges
grofer. Gibson assembly ermoglicht die Verkniipfung (Assemblierung) von mehr als 10 Fragmenten
und erzeugt Konstrukte mit einer Lange von bis zu 300 kB [121]). Einzelne Fragmente miissen jedoch

13 http://parts.igem.org/, Massachusetts Institute of Technology
14 http://www.ncbinlm.nih.gov
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Vektorriickgrat DNA Fragment |

PCR mit verldngerten Primern
erzeugt ~25 Bp homologe
Bereiche (5’-3' oder 3*-5’)

!

5 3
3 5
5 3
3 5
Einzelstrang-Verdau mit T5-Exonuklease bei 50 °C

.

5 3
3 5’

5’ 3
5

3
Anlagerung der Einzelstridnge bei Uberlappung (50 °C)

+ Korrekturlese-DNA-Polymerase
+ Tag-Ligase
5 3 5 3
3 5 3 5
Reparatur bei 50 °C durch DNA-Polymerase sowie Tag-Ligase

!
l

Transformation des Konstrukts in E. coli

Exo ease

Abbildung 3.20 Ablauf der DNA-Assemblierung nach Gibson, adaptiert von [121].

eine Mindestlange von 250 Bp aufweisen. Ansonsten wiirde die T5-Exonuklease den kompletten
Strang abdauen, bevor die Polymerase binden kann.

CPEC

Das circular polymerase extension cloning ermoglicht im Unterschied die Assemblierung sehr kur-
zer DNA Sequenzen [122], da keine Exonuklease eingesetzt wird. Auch hier weisen die einzelnen
Fragmente homologe Bereiche auf. Durch einen Temperaturschritt wird die Doppelstrang-DNA des
Vektors und der PCR-Produkte getrennt und die Einzelstrange lagern sich, dhnlich wie PCR-Primer,
an. Ein zirkulédres Konstrukt entsteht, so dass eine DNA-Polymerase mit ANTPS den zweiten Strang
auffillt. Die Ligation der Strangbriiche erfolgt wie bei SLIC durch Transformation des Vektors in
kompetente E. coli. Vorteil von CPEC ist die Verwendung eines einzelnen Enzyms und die hohe
Reaktionstemperatur. Dadurch wird das Problem stabiler Sekundérstrukturen an den Enden der
Fragmente (sog. Hairpins) umgangen, was gelegentlich zum Scheitern der Assemblierungsreaktion
fithren kann [122].

SLiCE

Die Technik SLiCE (Seamless Ligation Cloning Extract) [123] entspricht in den Grundziigen den
zuvor angesprochenen Methoden. Sie ist jedoch extrem kostengtinstig, da E. coli DH10B Zellextrakt
als Quelle fiir die Klonierungsenzyme verwendet wird. Dieser Zellextrakt kann in jedem mikro-
biologischen Labor der Welt in beliebigen Mengen erzeugt werden. Die Methode ist eine ex vivo
DNA-Assemblierung [123], besitzt jedoch eine niedrigere Klonierungseffizienz im Vergleich zu bei-
spielsweise dem Gibson assembly.
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Seamless cloning und In-Fusion cloning

Auch die proprietiren System GeneArt® Seamless cloning (Life Technologies, USA) und In-
Fusion® cloning (Clontech, USA) dhneln SLIC/Gibson/CPEC/SLiCE, allerdings konnen hierbei
kiirzere homologe Bereiche fiir die Anlagerung verwendet werden (15 Bp anstatt 25+ Bp). Dies
vereinfacht die PCR-Methode zur Erzeugung der Fragmente und erhoht deren molare Ausbeu-
ten. Seamless cloning kann zudem, aufgrund der stark optimierten Enzyme, bei Raumtemperatur
durchgefiihrt werden. Bei In-Fusion cloning wird, exakt wie Gibson assembly, eine konstante Tem-
peratur von 50 °C eingesetzt. Erwartet man keine stark ausgepriagten Sekundérstrukturen in den
iiberlappenden Bereichen, so stellt insbesondere Seamless cloning eine effiziente Moglichkeit dar,
in kurzer Zeit eine grofie Zahl korrekter Plasmidkonstrukte zu generieren'>.

Genomeditierung mit CRISPR/Casg

Moderne Techniken zur Genomeditierung (z. B. gene silencing) basieren auf variablen, DNA-
bindenden Proteindoménen, die an eine spezifische Endonuklease gekniipft sind. Die Proteindo-
ménen erkennen einen Sequenzabschnitt im Genom, wahrend die gekoppelte Endonuklease gleich-
zeitig Doppelstrangbriiche in den Zielregionen einfiihrt [124]. Etablierte Systeme basieren auf Zink-
Finger Nukleasen (ZFNs) [126] und Transcription Activator-like Effector Nukleasen (TALENS) [127].

Das CRISPR-System (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) nutzt Casg
(CRISPR associated protein 9) als Endonuklease. Die Erkennung der DNA erfolgt allerdings durch
kleine RNAs tiber Watson-Crick Basenpaarung [125]. CRISPR/Casg ist den verwandten Techniken
weit liberlegen, da es einfacher anzupassen, schneller, spezifischer und effizienter ist. Es ermoglicht
zudem die Editierung von mehreren Regionen im Genom in einem einzigen Schritt (multiplex)
[124].

Eine guide RNA (gRNA) komplementédr zu dem gewiinschten Gen wird synthetisiert und in
einen Vektor kloniert. Nach Transformation oder Transfektion in den Zielorganismus, bindet die
gRNA die Abschnitte im Genom, wird von Casg erkannt und die Endonuklease zerschneidet die
DNA. Durch zelluldre Reparaturmechanismen entstehen nun InDels (Insertionen/Deletionen), die
das Gen ausschalten kénnen. Wird jedoch gleichzeitig eine Reparaturvorlage mitgeliefert, so kann
das Gen gezielt editiert oder sogar komplett gegen eine gewiinschte Sequenz ausgetauscht werden
[125].

CRISPR/Casg funktioniert in menschlichen Zellen, und kann zur gezielten Gentherapie einge-
setzt werden [128| |129]. Auch die Expression therapeuthischer Proteine in Saugetierzellen wie CHO
(chinese hamster ovary) kann durch die Technik ermoglicht und optimiert werden [130]. Die be-
notigte Zeit zur Erzeugung transgener Tiere (z. B. Méduse) wurde durch CRISPR von 2 Jahren auf
aktuell wenige Wochen verkiirzt [131].

3.4.2 Darstellung von Terpenoiden mit synthetischer Biotechnologie

Die meisten Monoterpene konnen, aufgrund ihrer eher einfachen Struktur, effizient und sehr kos-
tengtinstig chemisch produziert werden. Viele dieser Verfahren, wie z. B. zur Herstellung von (-)-
Menthol [10] gelten schon ldnger als Produktionsmethode der Wahl. Biotechnologische Verfahren

Informationen aus Handbiichern der Hersteller (GeneArt® Seamless cloning documentation und In-Fusion® Cloning Kit
User Manual)

Menthol  Background & Menthol Enantiomers - Organoleptic Properties. Leffingwell &  Associates,
http:/ /www.leffingwell.com
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werden sich in diesen Fillen nur durchsetzen kéonnen, wenn der Wunsch des Verbrauchers nach
natiirlichen Verbindungen weiter anhalt.

Bei Sesqui- oder Diterpene liegt jedoch eine vollstandig andere Ausgangssituation vor. Wie bereits

an drei Beispielen gezeigt wurde (vgl. Abb.[3.14} Abb.[3.16, Abb.[3.18), lassen sich diese Terpenver-

bindungen nur duflerst schwer, und selbst dann nur in geringsten Mengen, organisch-chemisch
synthetisieren.

Die pflanzlichen Extrakte sind primére, wenn auch unzuverlédssige, Quellen. Durch Klimakata-
strophen, Ernteausfille, politische Unruhen in den Anbaugebieten oder schwierige Kultivierungs-
bedingungen schwanken das Angebot und damit die Marktpreise in letzter Zeit dramatisch [132].
Eine biotechnologische Herstellung dieser Aromaverbindungen, unter Anwendung der syntheti-
schen Biotechnologie, ist daher ein erklédrtes Ziel vieler produzierender Unternehmen und For-
schungsinitativen.

Tabelle 3.2 Firmenverzeichnis: biotechnologische Produktion von Sesquiterpenoiden

Name Firmensitz Patente  Produkte (patentiert, teilweise auf Markt)

Givaudan/Amyris ~ Schweiz/USA 85 Artemisinin, Isopren, Farnesen, Polyfarnesan, diverse Biokraftstoffe
Allylix USA 10 Epi-B-Vetivon, Valencen (Zitrus), Nootkaton (Grapefruit), Ambroxan
Isobionics Niederlande 5 Valencen, Nootkaton, B-Elemen

Evolva Schweiz 70 Stevia, Agarwood-Aroma

Firmenich Schweiz 16 (-)-Patchoulol (Clearwood), a-Selinen, Sclareol

Als grofle Vorreiter auf dem Gebiet der biotechnologischen Terpenproduktion gelten einige Start-
Ups sowie der grofle Aromastoffkonzern Firmenich SA. Eine Ubersicht der wichtigsten Produkte
und Anzahl der Patente (nur auf Gebiet der Sesquiterpenoidherstellung) sind in Tab. zusam-
menfassend dargestellt'”.

Als Produktionsorganismen werden vor allem die etablierten Expressionssysteme E. coli [14) 133~
136]], Saccharomyces cerevisiae [15, 106, |[137, 138] oder auch Pflanzenzellkulturen [4] herangezogen.

Zundchst miissen die entsprechendne Terpenzyklasen (STPS oder DTPS) in der nativen Pflan-
ze identifiziert und in dem gewtinschten Wirtsorganismus 16slich und vor allem aktiv exprimiert
werden, was haufig bereits eine grofie Herausforderung darstellt [132, [139].

Die Konzentrationen der jeweiligen Isoprenoidvorldufer (FDP, GGDP) sind in den Wildtyp-
Mirkoorganismen sehr niedrig, da diese meist nur eine Signalfunktion im Stoffwechsel austiben.
Es wurde und wird daher versucht, durch metabolic engineering den Isoprenoid-Stoffwechsel ge-
zielt zu optimieren, um die Terpenprodukte in gréfseren Mengen biotechnologisch bereitstellen zu
konnen [107, 132} 140} |141].

Eine vielversprechende und bisher sehr erfolgreiche Strategie ist die Expression eines heterologen
Isoprenoidstoffwechsels in den jeweiligen Produktionsorganismus. In S. cerevisiae (besitzt nativ den
MEV-Weg, vgl. kann der DXP/MEP-Weg aus E. coli eingebracht werden [142]. Umgedreht ist
es moglich, den MEV-Weg aus S. cerevisiae funktionell in E. coli (besitzt nur DXP/MEP-Weg) zu
exprimieren [25]. Da die jeweiligen Produktionsorganismen dann beide Stoffwechselwege besitzen,
ist der Pool an Isoprenoidvorldufern, der den Zyklasen anschliefend zur Verfiigung steht, stark
erhoht [141].

Fiir den MEV-Weg konnten die limitierenden Stofffliisse (Flux) und weitere metabolische Engpds-
se teilweise identifiziert werden. Durch Variation der Promotoren und gezielte Codon-Optimierung
der beteiligten Enzyme, wurden diese Flaschenhilse erfolgreich tiberwunden [134)} |143]. Dies er-
moglicht nun die Produktion z. B. von Amorpha-4,11-dien, einem direkten Vorldufer des Malaria-
Wirkstoffs Artemisinin, in industriell relevanten Titern ({iber 20 g L™") [133, |143].

17 eigene Patentrecherche tiber Europdisches Patentamt, Espacenet (http:/ /worldwide.espacenet.com/), Stand: Ende 2014
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Durch gezieltes protein engineering der Stoffwechselenzyme kann zudem der Flux préziser ge-
steuert und gelenkt werden. Das Diterpenoid Levopimaradien konnte so bereits in Konzentration
von fast 1 g L™" in E. coli produziert werden [144]]. Auch die Herstellung von alternativen Treibstoffen
wie dem Sesquiterpen Bisabolan (hydriertes Bisabolen) in E. coli ist seit kurzem in kommerziellen
Mafstaben moglich, wobei jedoch noch hoher Optimierungsbedarf besteht [135].

Trotz der genannten Erfolge ist die effiziente Stoffwechseloptimierung, sowohl des MEV- als auch
des DXP/MEP-Wegs noch immer sehr aufwéandig und komplex. Viele Regulierungsmechanismen
sind noch nicht vollstindig verstanden. Zudem werden die angehduften Intermediate hiufig in an-
dere Stofffliisse eingeschleust. Verfahrenstechnische Herausforderungen sind zudem die Toxizitdt
der Substrate und Produkte in hoheren Konzentrationen. Aufierdem treten gewisse Ausbeuteverlus-
te durch die Fliichtigkeit der Terpenoide unter Kultivierungsbedingungen auf |20} [132} 145]. Eine
ideale Downstream-Variante fiir Terpene ist noch nicht gefunden.

Zentrale Herausforderung wird jedoch in Zukunft die hdufig benotigte Funktionalisierung des
Terpenkohlenwasserstoffgertists, vor allem durch CYP450 Monooxygenasen, darstellen. CYP450 las-
sen sich nur sehr schwer 16slich exprimieren. Zusatzlich miissen Hiirden wie die effiziente Cofaktor-
Regenerierung, {iberwunden werden.

Erste Losungsansitze, die als Plattformtechnologien fiir weitere Verbindungen angesehen werden
konnen, existieren bereits fiir Artemisininsdure und 8-Hydroxycadinen [146]. Auch die Terpenzy-
klasen selber, die als Enzyme des sekunddren Stoffwechsels haufig geringe Umsatzraten zeigen,
konnen durch enzyme engineering und directed evolution [147] massiv in ihrer katalytischen Effi-

zienz verbessert werden, um Produktausbeuten weiter zu maximieren [148, [149].
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4.1 ORGANISCHE SYNTHESE DES ENZYMSUBSTRATS
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(E,2)-Farnesol
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Abbildung 4.1 Die Ausgangsverbindung der untersuchten Syntheserouten fiir FDP: Der einfache Sesquiterpenalkohol Far-
nesol. Darstellung aller vier Doppelbindungsisomere. (E,E)-Farnesol in Natur und bei Synthese mit Abstand
am héaufigsten. (Z,Z)-Farnesol nur in Spuren vorhanden, da thermodynamisch eher ungiinstig.

Zur biokatalytischen Darstellung der Sesquiterpene musste zunéchst das universelle Substrat in gro-
Beren Mengen (g-Mafistab) bereitgestellt werden. Fiir einfache Enzymassays oder als analytischer
Standard werden nur wenige mg FDP benétigt. Generell ist der Terpenvorldufer iiber diverse Fein-
chemikalienhersteller kommerziell verfiigbar. Doch der hohe Preis im Bereich von 300-500 € pro
mg, machte die Entwicklung einer effizienten und kostengtinstigen Produktionsroute erforderlich.
Dies galt insbesondere auch im Hinblick auf einen zukiinftigen, biotechnologischen Prozess. Da der
Anspruch bestand, eine nachhaltige und ressourcenschonende Herstellung der Zielverbindungen
zu ereichen, wiren nachwachsende Rohstoffe ideale Ausgangsverbindungen.

Fur den Terpenvorldufer FDP wurden zuvor bereits organische Synthesen beschrieben, wobei die
Syntheserouten nach Davisson [150] sowie nach Keller [151] die effizientesten Verfahren darstellen.
Auch im Hinblick auf schnelle Umsetzbarkeit erschienen die genannten Routen als praktikabel.

Im Gegensatz zur Biosynthese der Terpene wird hierbei nicht ausgehend von Isoprenen das
Kohlenstoffgrundgeriist suksessive aufgebaut. Zwar ist die kontrollierte Kettenverlangerung vom
Cs-Isopren hin zum C15—Farnesyl chemisch z. B. durch Palladium-katalysierte Kreuzkupplungen
(C-C Kupplungen) prinzipiell durchfiihrbar, aber keineswegs praktikabel in grofSeren MafSstaben.
Desweiteren gilt Isopren als hoch toxisch sowie karzinogen, und ist daher kompliziert in der Hand-
habung [152].

Die hier getesteten Verfahren gehen von Farnesol (Abb. [4.1), dem einfachsten Sesquiterpenalko-
hol, aus. Es existieren bereits einige Ansdtze zur biotechnologischen Herstellung von Farnesol in
verschiedenen Mikroorganismen [153]. Primédre Quelle sind jedoch die essentiellen Ole von Pflan-
zen. Vor allem in Rosendl, Jasminél, Zitronengras aber auch Orangendl [154] ist der Terpenalkohol
in hoheren Konzentrationen enthalten.

Zusétzlich wird Farnesol synthetisch, tiber eine Isomerisierung des giinstigeren und besser ver-
fugbaren Nerolidols, gewonnen. Bei dieser Synthese wird jedoch ein Isomerengemisch aus allen
vier moglichen Stereoisomeren des Farnesols erhalten ((E,E)-, (E,Z)-, (Z,E)-, und (Z,Z)-Farnesol),
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wobei in der Natur die thermodynamisch stabilste (E,E)-Verbindung mit Abstand am héufigsten
vorkommt. Farnesol selbst riecht blumig-frisch und wird haufig in Kosmetikprodukten wie z. B. in
Seifen eingesetzt, da es eine gewisse antimikrobielle Wirkung zeigt [154].

Die Syntheserouten von (E,E)-FDP, ausgehend von nattiirlichem (E,E)-Farnesol werden im Folgen-
den verglichen.

4.1.1  Vergleich der Syntheserouten fiir FDP

Die Synthese nach Methode 1 [150] umfasst drei Stufen. Prinzipiell wird die Hydroxygruppe
des Farnesols durch Diphosphat substituiert. Die allylische Position muss zundchst durch eine
Chlorierung aktiviert werden, bevor sie durch das Diphosphat nukleophil angegriffen werden
kann. Fir die Bereitstellung einer ausreichenden Reaktivitdt, wird zundchst das Salz Tris(tetra-n-
butylammonium)hydrogendiphosphat (TBAHP) benétigt. Eine detaillierte Synthesevorschrift kann
im Anhang nachvollzogen werden (vgl. [B.1.3).

Eine Losung Dinatriumdihydrogendiphosphat wurde auf eine Sdule mit dem Kationenaustau-
scher Dowex AG 50WX8 (H*-Form) aufgebracht und mit H,O eluiert (Abb. oben). Die Na-
triumionen wurden am Ionenaustauscher durch Protonen ersetzt, wobei fiir einen vollstindigen
Austausch eine niedrige Elutionsgeschwindigkeit wichtig war. Ein niedriger pH (pH 1) deutete auf
einen vollstindigen Austausch hin.

— — +

NH,OH, Dowex

AG 50WX8 (H*) N % 9

1
NaoH,P2,0; + (nm-BuyNOH ——mm— N HO—IID—O—II:’—O'
\_\_ S &
TBAHP
................................. L 13
: ! Me,S, NCS, CH,Cl,,
: ! -40°C-RT,2h
' | ——
: X N N \OHE X N N ol
Farnesol Farnesolchlorid-Intermediat
________________________________ |
TBAHP, MeCN, RT,
2 h, Dowex AG
50WX8 (NH,*) “ “ “ Q Q 3 NHg*
— O—II:'—O—II3—O'
& .

FDP-Triammoniumsalz

Abbildung 4.2 Syntheseroute von FDP nach Methode 1

Es entstand eine sehr instabile Diphosphorsdure. Das sehr saure Eluat (pH 1,29) wurde mit Te-
trabutylammoniumhydroxid vollstindig neutralisiert (pH 7,3). Nach Gefriertrocknung wurde eine
farbloser Feststoff erhalten. Die Identitdt und Reinheit des Salzes wurde durch "H-NMR und 3C-
NMR Analysen erfolgreich nachgewiesen (Abb. .

Das 'H-Spektrum zeigt eindeutig die vier moglichen Protonenspezies am Tetrabutylammonium-
Ion. Dabei sinkt der Wert der chemischen Verschiebung J, je weiter sich die koppelnden Protonen
vom zentralen Stickstoff entfernen (Gruppen 1—4, rot markiert). Auch im 3C-Spektrum sind die
vier koppelnden Kohlenstoffkerne eindeutig identifizierbar.

Nachdem das Salz in Reinform vorlag, wurde (E,E)-Farnesol zundchst mit N-Chlorsuccinimid
(NCS) in das (allylische) Chlorid tiberfithrt. NCS wurde dazu in Dichlormethan gelost und auf
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(b) 3C-NMR Spektrum von TBAHP

Abbildung 4.3[(a)] "H-NMR und ()] *C-NMR des Salzes TBAHP. Jeweils 10 mg Probe, geldst in ND,OD (25 %ig). Spektren
stimmen mit der Struktur des erwarteten Molekiils und Literaturdaten tiberein.

—40°C abgekiihlt. Nach Zugabe von Farnesol wurde langsam auf Raumtemperatur aufgewdrmt,
die Losung extrahiert, getrocknet und das Losungsmittel abgezogen. Als Riickstand verblieb Far-
nesylchlorid als gelbliches Ol. Da keine zusitzliche, sdulenchromatographische Aufreinigung der
Zwischenstufe erfolgte, lag Farnesylchlorid als Mischung mit noch nicht umgesetztem Farnesol vor
(It. "H-NMR, Spektrum nicht gezeigt).

Da die leichte Verunreinigung fiir die Folgereaktion als nicht storend erachtet wurde, konnte
direkt im ndchsten Schritt das Farnesylchlorid durch das, zuvor bereitgestellt, TBAHP aktiviert
werden. Die Reaktion lief tiber 2 h bei Raumtemperatur ab. Nach Entfernen des Losungsmittels Ace-
tonitril bei niedrigen Temperaturen, verblieb ein farbloser Riickstand. Bei dem erhaltenen Produkt
handelte es sich bereits um FDP, allerdings mit Tetrabutylammonium als Gegenion (von TBAHP).
Dieses sperrige und grofie Gegenion erhoht wiahrend der Reaktion die Reaktivitdt des Diphosphats,
was die nukleophile Substition mit dem Chlorid erleichtert.

In einem folgenden Aufarbeitungsschritt wurde das Tetrabutylammonium-Ion nun durch das
viel kleinere Ammonium-Ion ersetzt, um so FDP zu stabilisieren und in ein lagerfihiges Salz zu
tiberfithren. Dazu musste wiederum das Ionentauscherharz Dowex AG 50WX8 eingesetzt werden,
diesmal jedoch nicht in seiner H*-, sondern in der NH,*-Form (vgl.[B.1.1).

FDP wurde auf eine gepackte Sdule aufgebracht und mit Ammoniak langsam eluiert, um auch
hier einen vollstindigen Ionenaustausch zu gewihrleisten. Nach Lyophilisation wurde ein farbloser,
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hygroskopischer Feststoff erhalten, der abschliefend aus Methanol umkristallisiert wurde. Das Salz
konnte durch "H-NMR-Spektroskopie eindeutig als FDP identifiziert werden (Abb. [4.4).
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Abbildung 4.4 "H-NMR Spektrum von 10mg Probe, geldst in ND,OD (25 %ig). Die Synthese erfolgte nach Methode 1
(Davisson et al.).

Zunichst fillt der grofie Wasserpeak (gelb markiert) auf. FDP ist ein sehr hygroskopisches Salz,
wodurch der Eintrag von Wasser nur schwer vermeidbar ist. Zudem war das verwendete Losungs-
mittel nicht absolut frei von H,O. Ein deutliches Signal fiir Methanol ist erkennbar, bei dem es sich
um Reste aus der vorhergehenden Umbkristallisation handelte. Die Protonen teilen sich in 5 Peak-
gruppen auf, die anhand der chemischen Verschiebung, der Aufspaltung in Multipletts, sowie dem
Peakintegral (Anzahl der koppelnden Protonen einer Spezies, rot markiert in Abbls.4) eindeutig
der erwarteten Struktur des Molekiils zugeordnet werden konnten.

Peakgruppe Atom-Nr.  Spezies Anzahl Protonen
1 7 CH 1

2 11,15 CH Nahe Doppelbindung 2

3 6 CH, Nahe Sauerstoff 2

4 9,10,13,14 CH, 8

5 22,23,24,17 CH, 12

Besonders hervorzuheben ist hierbei das einzelne Proton an Position 6, welches sich in direkter
Nachbarschaft zu der stark negativ geladenen Kopfgruppe befindet. Es ermoglicht die direkte Un-
terscheidung von FDP und dem Monophosphat (FMP) sowie dem Farnesylchlorid. Je elektronegati-
ver die benachbarte Kopfgruppe ist, desto hoher ist die chemische Verschiebung. Die Verschiebung
von J = 4,46 ppm bestdtigte somit zusitzlich die Identitdt des FDP. FMP wiirde eine Verschiebung
von & ~ 4,35 ppm aufweisen.

Da FDP in Losung am stabilsten lagerfdhig ist, wurde der Feststoff in wéssrigem
25 mmol L™ NH,HCO;-Puffer gelost und bei —80 °C gelagert.

Die Synthese nach Methode 2 [151] wihlt einen von Grund auf verschiedene Herangehensweise.
Farnesol wird direkt phosphoryliert, wobei neben dem gewtinschten Diphosphat auch im gleichen
Verhiltnis Mono- und Triphosphatester entstehen. Desweiteren werden noch instabilere Tetra- und
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Polyphosphate in geringeren Mengen gebildet. Die theoretische Ausbeute an FDP ist somit niedri-
ger als bei Methode 1. Laut Literatur wurden Ausbeuten von maximal 30 % erzielt [151].

Ein Vorteil von Methode 2 ist die sehr ziigig durchfiihrbare Ein-Gefaf3-Synthese (30 min), an die
jedoch im Anschluss eine Aufreinigung der Phosphatspezies iiber Silica-Sdulen gekoppelt ist. Eine
detaillierte Synthesevorschrift kann im Anhang nachvollzogen werden (vgl. [B.1.4).

FMP
X X X o-P-0
&
) % TEAP, Cl4CCN, FDP
H 37 °C, 15 min
' o o} 3 NHg*
X X X : /]\/\/k/\/l\/\ B B !
OH; N = NNo—p-0-P-0
Farnesol , ('3 CI)
FTP
x X N N0-p-0-b-0-b-0
o O O
+ Polyphosphate

Abbildung 4.5 Syntheseroute von FDP nach Methode 2

Nachdem Farnesol in Trichloracetonitril gelost war, wurde bei 37°C unter starkem Riihren,
portionsweise Triethylammoniumphosphat (TEAP) hinzugegeben (Abb. [4.5). Die Losung war zu-
néchst gelblich, wurde durch die Zugabe jedoch stetig brdunlicher. Die Reaktionslosung wur-
de nach 5min auf eine zuvor gepackte Silica-Saule (Kieselgel 60, Korngrofie 4063 pm, mittlerer
Porendurchmesser 6 nm) gleichméfiig aufgebracht. Die Auftrennung erfolgte mit einem Gemisch
Isopropanol/30 % NH,OH/H,0 6:3:1 als mobile Phase.

Das im Laufmittel enthaltene Ammoniak erfiillte hier zwei Aufgaben. Zum einen wirkt Kiesel-
gel als Sdure und wiirde ohne Neutralisation die sdurelabilen Isoprenoidphosphate zerstoren. Zum
anderen maskieren Ammonium-Kationen die negativen Ladungen an den endstandigen Sauerstof-
fatomen. Ohne NH,OH in der mobilen Phasen wiren die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Phosphaten und der Silica-Matrix zu stark und es konnte keine Auftrennung der Phosphatspe-
zies erfolgen.
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Abbildung 4.6 Diinnschichtchromatographie der gesammelte Fraktionen (nach S&dulenchromatographie, Methode 2).
Als Laufmittel wurde Isopropanol/30% NH,OH/H,O 6:3:0,5 verwendet. DC-Platte mit Anisaldehyd-
Féarbereagenz entwickelt.
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Nach Durchfluss der braun gefarbten Reaktionsschlacke wurden kontinuierlich Proben in 150 Ein-
zelfraktionen aufgefangen.

Wenige mL von jeweils fiinf Fraktionen wurden vereint, auf eine DC-Platte aufgetragen, in einer
DC-Kammer aufgetrennt und nach einem Tauchbad in Anisaldehyd-Farbereagenz mit einem Heifs-
luftfon entwickelt. Ein spezifisches Farbereagenz zur Detektion terpenoider Verbindungen tiber
DC ist nicht bekannt. Anisaldehyd dient zum qualitativen Nachweis unterschiedlichster Naturstof-
fe wie z. B. Phenolen, Steroiden oder auch Terpenen in essentiellen Olen. Das Aldehyd reagiert
bevorzugt mit Doppelbindungen oder nukleophilen, funktionellen Gruppen unter Ausbildung von
chromophoren Verbindungen. Der exakte Reaktionsmechanismus ist noch nicht vollstandig geklart
[155, [156].

Eine Skizze der entwickelten Platte ist in Abb. dargestellt, da die schwach violette Farbung
auf dem magentafarbenem Hintergrund schwer erkennbar war. In der Reaktionsrohlésung vor chro-
matographischer Aufarbeitung sind insgesamt vier Komponenten erkennbar (ganz links). Ein au-
thentischer FDP-Standard wies den gleichen Retentionsfaktor (R¢) wie die zweite Komponente (von
unten) auf.

In den ersten 30 Fraktionen ist keine terpenoide Verbindung detektierbar. Ab Fraktion 35 sind
zundchst schwache, spiter stiarker angefarbte Spots erkennbar. Dies war moglicherweise nicht voll-
standig umgesetztes Farnesol. Aufgrund des R¢-Werts im Vergleich zum authentischen Standard
kann FDP den Fraktionen 95-115 zugeordnet werden. Der Retentionsfaktor des Diphosphats liegt
somit zwischen dem des Monophosphats und des Triphosphats, da die Auftrennung im Kieselgel
auf Wechselwirkungen mit den negativ geladenen Kopfgruppen beruht. Das am stiarksten nega-
tiv geladene Farnesyltriphosphat legte somit die kiirzeste Laufstrecke auf der Silica-Matrix zurtick

(Abb. [18).
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Abbildung 4.7 "H-NMR Spektrum von 1omg Probe, geldst in ND,OD (25 %ig). Die Synthese erfolgte nach Methode 2
(Keller et al.).

Nach Vereinigung der (It. DC) FDP-enthaltenden Fraktionen, wurden 20mL Losung in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet und der Feststoff mittels "H-NMR vermessen (Abb. [4.7). Analog zum
Spektrum bei Synthese nach Methode 1 (vgl. Abb. [1.4), konnte auch hier eindeutig die Bildung
des Produkts FDP nachgewiesen werden. Die Kopplungssignale entsprechen in ihren chemischen
Verschiebungen und den Peakintegralen (Anzahl der H-Atome), der erwarteten Struktur.
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Auffillig sind hierbei jedoch die Signale bei einer Verschiebung von 4.34 ppm. Dieses Signale
entsprechen der CH, Gruppe an Position 6, allerdings von Farnesylmonophosphat. Durch die nied-
rigere Elektronegativitdt der Kopfgruppe ist auch die chemische Verschiebung an dieser Position
geringer. Das Spektrum beweist so, dass das FDP in der Probe noch eine gewisse Verunreinigung
mit FMP aufweist. Die Signale bei 3.18, 3.01 und 1.25 ppm konnten weder FMP noch FDP zugeord-
net werden und waren somit weitere Verunreinigungen.
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Abbildung 4.8 3'P-NMR Spektrum von 10mg Probe, geldst in ND,OD (25 %ig). Die Synthese erfolgte nach Methode 2
(Keller et al.).

Zur weiteren Absicherung wurde durch eine modifizierte NMR-Methode ein 3'P-NMR Spektrum
vermessen (Abb. [4.8). Die Dupletts bei 6,22 ppm und —10,01 ppm belegen eindeutig das Vorhan-
densein von zwei Phosphoratomen im Molekiil. Die Aufspaltung in Dupletts beweist die direkte
chemische Nachbarschaft und chemische Kopplung der Phosphorkerne, womit es sich daher um
das Diphosphat im Molekiil handeln muss.

4.1.2  Entwicklung einer Analytik fiir Terpenintermediate

Zur Quantifizierung von FDP musste zunédchst eine robuste HPLC-Analytik etabliert werden. Im
Gegensatz zu seinen Zyklisierungsprodukten, ist das Edukt nicht GC-gangig, weshalb eine Auftren-
nung {iber Fliissigchromatographie in Frage kam. Es wurden bereits einige analytische Methoden
fiir die Substanzklasse der Isoprenoide bzw. fiir Terpenvorldufer beschrieben, die auf HPLC oder
HPLC-MS aufbauen [157-159].

Diese Verfahren dienen jedoch in den meisten Féllen dem Nachweis von Spurenkonzentrationen
an FDP z. B. in Blutplasmaproben [158] oder im Cytosol einzelner Zellen [159]. Es werden sehr
aufwindige und unverhiltnisméaflig teure Derivatisierungen mit Fluoreszenzfarbstoffen oder radio-
aktiven Sonden eingesetzt [160]]. Diese erlauben die Quantifizierung bis in den unteren pmol L7*-
Bereich, wurden hier jedoch als nicht zielfithrend erachtet.

Eine stufenlose RP-HPLC-Methode (reversed phase) bei Verwendung einer C g-Sdule und
MeOH/25 mmol L™ NH 4HCO, 8:2 als mobilen Phase [161] konnte nicht erfolgreich reproduziert
werden. Daher wurde eine dhnliche Trennmethode basierend auf [162] und [163] zusammengestellt
und optimiert. Hierbei wurde abweichend keine Cg, sondern eine C,g-Sdule XTerra MS (125 A Po-

rengrofie; 3,5 pm Partikeldurchmesser; 3 mm x50 mm) der Firma Waters (USA) eingesetzt.
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Ein optimiertes Gradientenprogramm (vgl. Anhang mit Acetonitril/H,O (80 %/20 %) und
20mmol L™ NH,HCO,-Puffer als Eluenten lieferte bei einer Flussrate von 2mLmin™" dabei die
besten Trennresultate. Die hohe Flussrate bei Verwendung einer extrem kurzen RP-HPLC Saule,
ermoglichte sehr kurze Analysenzeiten von unter 20 min pro Lauf. Da die Phosphatspezies bereits
bei Raumtemperatur leichte Zersetzung aufwiesen, wurde die Sdulentemperatur minimiert. Eine
Ofentemperatur von konstant 25 °C lieferte den besten Kompromiss aus Trennleistung und Proben-
stabilitat.

Die Detektion erfolgte tiber einen Diodenarray-Detektor bei 214 nm, wobei hier relativ unspezi-
fisch die 7-Elektronensysteme (der Doppelbindungen) nachgewiesen werden. Dieses Detektions-
verfahren machte eine aufwéndige Derivatisierung unnétig.
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(a) RP-HPLC-Auftrennung der Farnesylpolyphosphats- (b) Kalibrationsreihe zur Quantifizierung der FDP-
pezies Konzentration

Abbildung 4.9|(a)) HPLC-Analytik von Farnesylpolyphosphatspezies mit hier etablierter und optimierter Methode. Synthese
erfolgte nach Methode 2. [(b)] Kalibrationsgerade von FDP iiber authentischen Standard (Stammlsg. 1 gL™).

Beispielhaft ist in Abb.[4.9]ein HPLC-Chromatogramm einer nach Methode 2 synthetisierten Pro-
duktmischung dargestellt. Deutlich sind die drei erwarteten Produktpeaks erkennbar. Die Retenti-
onszeit von FDP (ca. 4,45 min) wurde durch Vergleich mit dem authentischen Standard bestitigt.
Eine Basislinientrennung der drei Phosphatspezies konnte trotz Methodenoptimierung nicht erzielt
werden. Die chemische Ahnlichkeit der Produkte erschwerte die Auftrennung. Selbst durch Va-
riation und Verlangerung des Gradienten sowie Anpassung von Sdulentemperatur und Flussrate,
konnte keine nennenswert bessere Trennungen erzielt werden.

Fiir den Nachweis und eine ndherungsweise Quantifizierung des Enzymsubstrats, wurde die
hier optimierte Methode zunéchst als ausreichend erachtet. Die Kalibration mit authentischem Stan-
dard von FDP (Stammlsg. 1 g L™") erfolgte im linearen Konzentrationsbereich von 0,013-0,214 g L™
(Abb. [4.9).

Als mogliche photometrische Quantifizierungsmethode sollte das Prinzip des Anisaldehyd-
Spriithassays von der Diinnschichtchromatographie, auf in Losung befindliche Terpenintermediate
iibertragen werden. Da zunéchst FDP nur in limitierten Mengen verfiigbar war, wurde das Edukt
Farnesol als Modellanalyt verwendet. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit und iibereinstimmen-
den Anzahl an Doppelbindungen (mit denen Anisaldehyd reagiert), wurde von einer Ubertragbar-
keit auf FDP ausgegangen.

Nach Zugabe des Anisaldehyd-Reagenzes zur Probe, wurden diese fiir 2 min bei 100 °C inkubiert.
Eine Anfiarbung entsprechend der Konzentration kann bereits mit bloffem Augen nachvollzogen
werden (Abb. . Ein linearer Bereich zwischen o,11—22,2gL™" (entspricht o,5-100mmolL™)
konnte durch Vermessen der Adsorption bei 534 nm aufgezeigt werden (Abb. .
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Abbildung 4.10[@@)] Mit Anisaldehyd behandelte Farnesol-Verdiinnungsreihe. Die farbliche Intensitdt der Magentaférbung
nimmt mit steigenden Konzentrationen zu. |U_35|Die bei 534 nm im Photometer vermessene Kalibrationsgera-
de.

Diese photometrische Quantifizierungsmethode wurde fiir eine erste grobe Konzentrationsab-
schdtzung herangezogen, da die Messung innerhalb weniger Sekunden Messergebnisse lieferte. Im
Hinblick auf ein Scale-up von Synthesemethode 2 war das Assay jedoch zur Quantifizierung un-
geeignet. Es ermoglichte keine Differenzierung der unterschiedlichen Phosphatspezies, so dass die
Konzentration an FDP nicht prizise bestimmt werden konnte.

Fiir die weitere Isoprenoidanalytik wurde stets auf die hier etablierte HPLC-Methode zurtiickge-
griffen.

4.1.3 Scale-up der Synthesereaktion

Nach Vergleich der Synthesemethoden fiir FDP (vgl. erwies sich die Methode 2 (Keller et
al.) als geeigneter fiir eine Mafistabstibertragung. Vor allem sollte die Ein-Gefaf3-Synthese (one-pot
synthesis) einfacher skalierbar sein, da die Bereitstellung der Vorstufe (Methode 1) entfallt. Als
limitierende Faktor in der praktischen Umsetzung wurde allerdings die sdulenchromatographische
Auftrennung der Phosphatspezies angesehen.

Da in den meisten Fillen FDP nur in Spuren als Standardverbindung benétigt wird, sind in
der Literatur lediglich Synthesen in kleinen Mafistaben beschrieben (ausgehend von Edukt im pL-
Bereich). Die Ausgangsmengen wurden daher signifikant erhoht (mehrere mL) und die Volumina
der Losungsmittel und Reaktanden entsprechend aufskaliert.

Es musste beachtet werden, dass selbst bei einer kleinen Mafistabsvergrofierung chemischer Reak-
tionen, diese moglicherweise komplett anders ablaufen konnen. Aufgrund verdnderter Warmezu-
und -abfiihrung, veranderter Mischzeiten oder auch Verunreinigungen der Edukte konnen die Aus-
beuten im Vergleich deutlich sinken [164]. Ausgehend von 2mL Farnesol wurde die Synthese, wie
zuvor beschrieben, durchgefiihrt. Abweichend verlief die Reaktion bei Zugabe von TEAP exotherm,
und musste gekiihlt werden, um einen Anstieg der Temperatur iiber 50 °C zu vermeiden. Als End-
produkt vor Aufarbeitung verblieb eine tiefbraune Losung.

Um die Trennleistung der Chromatographie zu erhohen, wurde Kieselgel 60 mit einer noch fei-
neren Korngrofle (20-45 um) verwendet. Als Sdule wurde eine extra breite Spezialanfertigung (Di-
mension = 54 cmx8cm) eingesetzt, die aufgrund der Hohe nicht mehr in einem Abzug betrieben
werden konnte.
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Abbildung 4.11 Aufbau der Chromatographiesdule zum scale-up der FDP-Synthese

Um eine konstante Flussrate ohne gefahrliche Druckspitzen zu erhalten, wurde der Sdulenkopf
tber ein Druckminderungsventil an die Gebdudeversorgung angeschlossen werden. Das 4L fas-
sende Losungsmittelreservoir wurde mit einer eigens angefertigten Polymerklammer mit der Saule
verbunden. Der gesamte Aufbau der Chromatographieapparatur kann in Abb. nachvollzogen
werden. Vor den Trennungsldufen wurde die Sdule mit aufgeschwammtem Kieselgel moglichst
dicht gepackt.

Die Auftrennung erfolgte jeweils bei einem konstanten Fluss von 10mL, es wurden 8o Fraktionen
mit je gomL aufgefangen. Die ersten 1,5L des Eluats wurden verworfen, da in den Vorversuchen
gezeigt werden konnte, dass sie kein nennenswerten Konzentrationen an FDP enthielten.

—— 11— ————————1— 0,45

Konzentration [g/L]

Abbildung 4.12 Analyse der beim scale-up gesammelten Fraktionen mittels HPLC



4.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE ARBEITEN PATCHOULOLSYNTHASE

Die FDP-Konzentrationen in den Fraktionen wurden tiber HPLC quantifiziert. Die Ergebnisse
(Abb. zeigen deutlich eine Konzentrationsspitze von FDP in den Fraktionen 31—46. Auch die
FMP und FTP Konzentration in diesen Fraktionen war minimal. Allerdings ist erkennbar, dass die
FPD Konzentration selbst in den spédteren Fraktionen nicht wieder auf ogL™" abfillt. Es lag also
eine gewisse Diffusion (und somit Peakverbreiterung), bedingt durch die manuell gepackte Sdule
sowie die relativ langsame Flussrate, vor.

Anhand der gemessenen Konzentrationen wurde eine Reaktionsausbeute von niherungsweise
460mg FDP (entspricht einer Ausbeute von 15% bezogen auf Farnsol als Edukt) bestimmt. Bei
einem Verkaufspreis von 330 € netto pro mg (Sigma-Aldrich, USA; Preisanfrage Dezember 2014)
entspricht dies einem Marktwert von (hypothetischen) 152.000 €.

4.1.4 Zusammenfassung Substratsynthese FDP

Die Synthesemethoden nach Davisson et al. [150] (hier Methode 1 genannt) wurde bezogen auf
Durchfiihrung, Produktreinheit und moglich Skalierbarkeit mit der Methode nach Keller et al.
[151] (hier Methode 2) verglichen. Hierbei wurde deutlich, dass Methode 1 generell aufwandiger
und komplexer in der praktischen Durchfiihrung ist. Grund dafiir ist der dreistufige Prozess mit
langwierigen Gefriertrocknungsschritten der Reaktionsintermediate. Zudem zeigte das Produkt in
HPLC-Analysen starke Verunreinigungen mit unbekannten Nebenprodukten.

Methode 2 kann als einfache, polytrope Reaktion in einem Riihrkesselreaktor (Rundkolben) ver-
standen werden. Obwohl die eigentliche Phosphorylierung sehr schnell ablduft, ist die anschlie-
Bende sdulenchromatographische Aufarbeitung zur Trennung der drei moglichen Phosphatspezies,
zeitaufwiandiger. Aufgrund der hohen Produktreinheit wurde diese Methode als Kandidat fiir eine
MafSstabsiibertragung ausgewdihlt.

Die erfolgreiche Darstellung des Zielprodukts FDP wurde anhand der Auswertung von 'H-
und 3'P-NMR Spektren gezeigt. Zur qualitativen Produktanalytik im Verlauf der Reaktion wur-
de Diinnschichtchromatographie eingesetzt. Eine robuste HPLC-Methode zur Quantifizierung von
FDP konnte erfolgreich etabliert werden.

Nach Mafsstabstibertragung (mit vergrofierter Chromatographieapparatur) ermoglicht der hier
etablierte Syntheseprozess die Bereitstellung grofierer Mengen des Enzymsubstrats FDP, und zwar
von ~0,5¢g pro Ansatz. Die kurze Synthese, ausgehend vom nachwachsenden Rohstoff Farnesol,
war der erste Schritt auf dem Weg zur biokatalytischen Darstellung der Sesquiterpenverbindun-
gen. Die weiteren Arbeiten setzten sich nun mit der Bereitstellung der einzelnen Biokatalysatoren
auseinander.

4.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE ARBEITEN PATCHOULOLSYNTHASE
4.2.1 Identifikation des Patchoulolsynthase-Isoenzyms

Der Patchouli-Strauch (Pogostemon cablin) wurde fiir molekularbiologische Arbeiten als dufSerst viel-
versprechender Modellorganismus angesehen. Zum einen produziert er ein terpenhaltiges essenti-
elles Ol mit charakteristischen Dufteigenschaften, zum anderen konnten bereits zuvor einige STPS
der Pflanze identifiziert werden [165]]. Die beschriebenen STPS aus P. cablin weisen ein, im Vergleich
zu anderen beschriebenen Synthasen, extrem breites Produktspektrum auf.

Ziel war es, neue Enzyme oder Enzymvarianten mit Terpensynthaseaktivitdt aus dem Strauch
isolieren zu koénnen, die die Bildung von vielen Sesquiterpenen katalysieren (hohe Produktpromis-
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kuitdt). Die Isolation der nativen (-)-Patchoulolsynthase direkt aus dem aufgeschlossenen Pflanzen-
material wurde gezeigt [166, [167], doch aufgrund der limitierten Verfiigbarkeit vor Ort und der
extrem geringen Enzymausbeuten, ist dieser Ansatz nicht zielfithrend.

Um nahezu beliebige Mengen an aktivem Enzym fiir proteinchemische Versuche zu erhalten,
sollte die pflanzliche STPS stattdessen direkt heterolog in E. coli exprimiert werden. Obwohl alle in
dieser Arbeit produzierten TPS pflanzliche (eukaryotische) Enzyme sind, wurde generell auf E. coli
(Prokaryot) als Produktionsorganismus gesetzt. Ausschlaggebend fiir die Wahl des Wirtes waren
die robusten und lange etablierten molekularbiologischen Techniken fiir diesen Organismus [168].
Im Vergleich zu Eukaryoten (Hefen), wie P. pastoris oder S. cerevisiae, lassen sich Produktionsstam-
me von E. coli zligig durch Transformation von Plasmidkonstrukten erzeugen. Eine genomische
Integration entféllt [169]. Zudem gilt E. coli aufgrund der giinstigen Wachstumsmedien, der kurzen
Verdopplungszeit und der hohen Produktausbeuten als Standardorganismus, sowohl im biotechno-
logischen Labor als auch in der Industrie [168)} |170-173]. Neben Bulkenzymen wird auch ein sehr
grofser Teil der pharmazeutischen Proteine iiber die E. coli-Produktionsplattform hergestellt [174,
175].-

Eine Herausforderung bei heterologer Expression mit E. coli, ist die hdufig Tendenz von eukaryo-
tischen Proteinen, unlosliche Aggregate (inclusion bodies) auszubilden. Je nach Zielprotein kann
es ein langwierige Prozess sein, diese Aggregate wieder in loslicher und aktiver Form zu erhalten.
Es existieren jedoch einige Methoden wie z. B. Fusionsstrategien, um diese Limitierung gezielt zu
umgehen [176].

Viele Proteine werden nach der Translation noch stark modifiziert. Eine hdufige posttranslationale
Modifikation ist die Glykosylierung, bei der Zuckerreste auf des Polypeptid iibertragen werden. E.
coli kann eukaryotische Glykolysierungsmuster nicht nachbilden [168]. Da jedoch Pflanzen haufig
nur zur Stabilisierung und zum Schutz vor Peptidaseverdau glykosylieren [177, 178], wurde diese
Einschrankung der Produktionsplattform in Kauf genommen.

(a) (b)

Abbildung 4.13 @Strauch des indischen Patchouli (Pogostenon cablin). @Vorder- und Riickansicht frisch geernteter Blatter
verschiedenen Alters.

Um eine cDNA-Bibliothek anzulegen, die den gesamten, transkribierten mRNA-Pool eines P. ca-
blin Kultivars abdeckte, wurden frische Pflanzen bezogen (Riithlemann’s Krauter und Duftpflanzen,
Horstedt). Die Kultivierung der Straucher erwies sich trotz Diingung und zusitzlicher Warme-



4.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE ARBEITEN PATCHOULOLSYNTHASE

und Lichtquellen als anspruchsvoll. Die subtropische Pflanze ist, auler im Hochsommer, auf ein
entsprechendes Gewéachshaus angewiesen.

Abbildung zeigt Aufnahmen eines vitalen Strauchs mit Detailansichten einzelner Blatter.
Die frische Pflanze verstromte nur eine schwache Duftnote nach dem holzigen Patchouli-Aroma,
da viele fliichtige Aromakomponenten erst durch Oxidations- und Zerfallsprozesse wahrend des
Trocknungsprozesses der Blitter entstehen. Uber zwei Tage im Trockenschrank bei 100 °C getrock-
nete Bldtter, wiesen ein dufSerst kraftiges, holzig-frisches Aroma aulf.

Aus frisch geernteten Blitter wurde nach Homogenisierung zunichst die Gesamt-RNA isoliert.
Sie besteht zum Grofsteil aus nicht-codierenden Ribonukleinsduren und zu einem kleinen Anteil aus
Protein-codierender mRNA [179]. Hierbei musste eine vollstindige Trennung von pflanzlichen Pro-
teinen und genomischer DNA erfolgen. Als Extraktionsmethode wurde die AGPC-Methode [180]
angewandt, die auf dem Einsatz von saurem Guanidin-Thiocyanat, Phenol und Chloroform beruht
(vgl.[B.2.1). Durch den sauren pH wird eine Trennung von RNA und DNA realisiert. Nach Zentrifu-
gation verbleibt die Gesamt-RINA im wéssrigen Uberstand, wihrend sich DNA und Proteine in der
organischen Chloroform-Phase anreichern. Etwaige Kontaminationen durch genomische DNA, die
in spateren PCR-Amplifikationen storend wirken wiirden, werden durch DNAse I Verdau entfernt.
Nach Zugabe von Phenol/Chloroform /Isoamylalkohol erfolgte eine sehr langsame und selektive
Fallung der RNA bei —80 °C, die zur weiteren Aufreinigung diente.

Als Ma8 fiir die Reinheit der RNA wird das Verhiltnis der Absorption bei 260nm und 280 nm
(Age0/ Azgo) angesehen, wobei ein Verhiltnis zwischen 1,8 und 2,0 als sehr rein gilt. Ein Verhaltnis
kleiner als 1,8 weist auf eine Kontamination durch Protein oder Phenol hin [180].

Tabelle 4.1 RNA-Ausbeuten und Reinheit

Ansatz  Volumen Konzentration Ajgy/ Ao

RNATI 5oL 291,4ngpl™ 2,09
RNATII s50upL 280,4ngpL™" 2,09
RNAIII soul 262,2ngpl™ 2,08
RNAIV s5ouL 285,4ngul™ 2,13

RNAV s5oul 295,5ngpL™" 2,08

Die RNA Ausbeuten von 5 parallelen Ansédtzen mit 100 mg zermorsertem Pflanzenpulver lagen
im Bereich um 300ngpL™", was somit ca. 14 ug Gesamt-RNA je Probe entspricht. Da aus jedem
Ansatz lediglich 1 ug RNA fiir die cDNA-Synthese verwendet werden, sind die erhaltenen Konzen-
trationen ausreichend. Auch die photometrisch bestimmten Reinheiten tiber 2 (Azs0/ A2g0) deuteten
auf sehr reine RNA, mit geringer Kontamination durch genomische DNA, hin.

Lediglich die codierende mRNA (besitzt Poly(A)-Schwanz) wurde in einem zweiten Schritt durch
eine reverse Transkriptase, nach Bindung eines oligo(dT)-Primers, in die komplementdre cDNA um-
geschrieben (vgl.[B.3). Hierfiir wurde eine hoch-prozessive Transkriptase aus dem Maus-Leukamie-
Virus eingesetzt. Mogliche Hybride aus RNA und ¢cDNA wurden durch Verdau mit RNAse H
entfernt. Da die dNTPs im grofien Uberschuss zu der Transkriptionsreaktion gegeben werden, ist
eine Konzentrationsbestimmung der erhaltenen cDNA photometrisch nicht moglich.

Fiir einen ersten Nachweis, ob eine STPS-codierende Sequenz in den erhaltenen cDNA-
Bibliotheken vorhanden war, wurde die PCR-Methode mit Tag-Polymerase durchgefiihrt (vgl.
Die Primer wurden dafiir von einer zuvor beschriebenen Sequenz einer (-)-Patchoulolsynthase, Gen-
Bank AY508730 [72], abgeleitet (Primersequenzen in Tab. im Anhang). Nach Optimierung der
Annealing-Temperatur (56 °C), konnte ein Sequenzabschnitt mit einer Gréfle von ~1.600 Bp erfolg-
reich amplifiziert werden (Abb. [4.14).
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(a) Standard PCR-Amplifikationen (b) Optimierte PCR-Amplifikationen

Abbildung 4.14 [(a) DNA-Gel von PCR-Amplifikationen mit PTS-spezifischen Primern. Verwendung von 5 cDNA- Bibliothe-
ken aus P. cablin. Oberhalb der 1.500 Bp Markerbande ist bei Ansatz cDNA II und ¢cDNA III ein schwaches
Amplifikat erkennbar. [(b)] Die Annealing-Temperaturen und Zyklenzahl wurde zur Ausbeutesteigerung
erfolgreich optimiert. M = Marker, K = Kontrolle.

Der amplifizierte Sequenzabschnitt musste nun zum Sequenzieren stabil in einen Sequenzie-
rungsvektor ligiert werden (Abb. [4.16a). Der linearisierte Vektor pCR4-TOPO (vgl. sec:vektoren)
besitzt einzelne Thymidinnukleotide (T) an den 3’-Ende. Tag-Polymerase fiigt an PCR-Produkte
einzelne Adenosinnukleotide (A) an, so dass die Amplifikate direkt iiber die erzeugten Uberhinge
(sticky ends) in den Vektor kloniert werden konnten. Das als TA-Klonierung (vgl. bekannte
Verfahren ist jedoch ungerichtet [181]. Das Produkt wird daher im Verhiltnis 50/50 mit und gegen
den Uhrzeigersinn einkloniert, was jedoch auf die Sequenzierreaktion keinen Einfluss hatte.

Da eine Standard Tag-Polymerase keine Korrekturlesefunktion besitzt, und fehlerhafte Nukleoti-
de wihrend der Amplifikation tiber PCR in die Sequenz einfiigen wiirde, musste zwingend eine
Korrekturlese-PCR mit Proofreading-Polymerase (vgl. eingesetzt werden. Bei einem Amplifi-
kat von 1.600 Bp Linge und 35 PCR-Zyklen, betrdgt der rechnerische Anteil von fehlerhaften PCR-
Produkten bei Einsatz von Taq etwa 128 %. Somit besitzt jedes Amplifikat statistisch mindestens ein
falsch eingebautes Nukleotid. Bezogen auf die verwendete Phusion-Polymerase (NEB, USA), wer-
den bei gleichen Parametern maximal 2 % der Produkte eine einzelnen Basenfehler aufweisen'®.

Proofreading-Polymerasen besitzen eine 35" Exonukleaseaktivitit und entfernen somit wahrend
der PCR sofort eingebaute Nukleotide, die nicht komplementar zum Mutterstrang sind [182]. Bei
der Korrekturlese-PCR werden jedoch keine Adenosine zur TA-Klonierung an die Enden ange-
fugt. In einem einfachen Protokoll wurde daher die terminale poly-Adenylierungsfunktion der Tag-
Polymerase ausgenutzt (vgl. [B.5.1). Nach Transformation der TA-klonierten Konstrukte in einen
kompetenten E. coli Klonierungsstamm (TOP10), wurden tiber Kolonie-PCR (vgl. die korrek-
ten Klonen ausgewéahlt und deren Plasmid-DNA aufgereinigt (vgl.[B.6.1).

Die Sequenzierungen erfolgten tiber cycle-sequencing, einer Weiterentwicklung der traditionellen
Didesoxy-Sequenziermethode (nach Sanger et al.) [185]]. Es wurde Plasmid-DNA von 2 unterschied-
lichen Klonen zwischen den Primersequenzen M13-FWD und M13-REV abgelesen (Tab. [A.10).

Das sequenzierte Fragment beinhaltete ein offenes Leseraster (ORF) von 1.659 Bp, was einem
translatierten Protein von 552 AS Liange entspricht (theor. MW von 64,2 kDa). Uber die Datenbank-
suche blastp [186] wurde die Proteinsequenz Acc. No. AAS86323 der urspriinglich beschriebenen
(-)-Patchoulolsynthase (PTS) [72] mit einer Identitdt von 96,6 % als Protein mit hochster Ahnlich-
keit identifiziert. Insgesamt unterschieden sich die Sequenzen bei 45 Nukleotiden. Dadurch erga-
ben sich 26 stille Mutationen (Aminosaure identisch, nur anderes Codon) und 19 Aminosdure-

Annahme: statistische Fehlerwahrscheinlichkeiten 1t. Hersteller Tag = 2,28 - 1075, Phusion = 4,4 - 1077. PCR Fidelity Calculator,
Life Technologies.
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................................................ 550..

Abbildung 4.15 Aminosdure-Sequenzalignment der urspriinglich beschriebenen PTS mit der in dieser Arbeit identifi-
zierten PTS Isoform PTSi [183]. GenBank ID der Sequenzen in Klammern. Paarweises Sequenzalignment
durchgefiihrt mit Clustal W [184] Algorithmus.

austausche. Ein paarweises Sequenzalignment (Abb. zeigt die abweichenden Bereiche. Man
erkennt, dass keinerlei Aminosdureaustausche in den hoch-konservierten Motiven (DDXXD-Motiv
und NSE/DTE-Motiv, vgl. stattgefunden haben.

Fiir die gezeigten Sequenzabweichungen gibt es einige mogliche Erkldarungen. Es ist moglich,
dass die in dieser Arbeit verwendete Pflanze zu einer anderen Subspezies von P. cablin zihlte. Ein-
zelne Terpensynthasen konnen Mitglieder grofierer Gen-/ Allelfamilien sein. Deshalb ist eine gewis-
se Abweichung in der Aminosduresequenz zwischen einzelnen Kultivaren, oder auch individuellen
Pflanzen, ein hédufig beobachtetes Phanomen™.

Da wahrscheinlich ein zuvor unbekanntes Isoenzym/Variante der (-)-Patchoulolsynthase aus der
cDNA-Bibliothek amplifiziert werden konnte, wurde die Sequenz zur Abgrenzung der urspriing-
lich PTS als PTSi (i fiir Isoenzym/Isoform) deklariert. Zudem wurde die Nukleotid-Sequenz
unter Acc. No. KF983531 (Proteinsequenz unter Acc. No. AHL24448) bei GenBank veroffentlicht
[183].

Eine Fragestellung war nun, ob und gegebenenfalls auf welche Weise, die Variante in Bezug auf
das Produktspektrum von der PTS abweicht. Insbesondere, da bei PTS die Katalyse verschiedenster
terpenoider Verbindungen nachgewiesen werden konnte [26].

Der Sequenzierungsvektor pCR4 ist nicht zur Proteinexpression geeignet, da er keine Promoto-
relemente aufweist. Als Expressionsvektor wurde zundchst pET-17b eingesetzt. Alle Vektoren der
pET-Familie nutzen zur robusten Proteinproduktion den sehr starken und stringenten T7-Promotor.
Werden diese Vektoren in E. coli Expressionsstimme mit T7-Polymerase transformiert (sog. DE3-
Stamme, zur Erlauterung von Genotypen vgl. Tab.[A.8), so wird das entsprechende gene-of-interest
(GOI) nach Zugabe eines Induktors (meist IPTG) stark tiberexprimiert [187]. Das pET-System ist
aktuell die mit Abstand am meisten verwendete Expressionsplattform. Uber 9o % der in E. coli
produzierten rekombinanten Proteine werden aktuell dariiber hergestellt [170].

Personliche Kommunikation Prof. Dr. Helge Kiister vom 26.02.2013, Institut fiir Pflanzengenetik, Leibniz Universitdt Hanno-
ver.
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Die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren weisen keine Signalpeptide zur Translokation in den
periplasmatischen oder extrazelluldaren Raum auf. Die rekombinant produzierten Zielproteine akku-
mulierten daher alle im intrazelluliren Raum (Cytosol) und werden nicht in das Medium sekretiert.

Zur klassischen Restriktions/Ligationsklonierung wurden passende Restriktionsschnittstellen an
das 5'- sowie 3'-Ende der Sequenz angefiigt. Als passende Restriktionsendonukleasen fiir den
Verdau kamen Kpnl und Spel in Frage, da diese den Zielvektor jeweils einmal schneiden, aller-
dings nicht in der cDNA-Sequenz. Nach PCR-Amplifikation mit entsprechend verldangerten Pri-
mern (Tab. [A.10), wurden der pET-17b Vektor und das Insertfragment mit den Endonukleasen
geschnitten (vgl. [B.6.2). Nach Aufreinigung durch Gelextraktion (vgl. und Dephosphorylie-
rung des Vektors, wurden die Teilfragmente ligiert (vgl. [B.5.2). Trotz Variation des Vektor:Insert-
Verhiltnisses wurden nach Transformation keine Kolonien erhalten.

Da Restriktionsendonukleasen nur innerhalb (endo) einer DNA-Sequenz schneiden, wurden an
die verlangerten Primer zufillige Nukleotide angehéngt. In einigen Fallen reicht dies aber nicht fiir
einen effizienten Verdau aus und die Fragmente werden nur unvollstindig geschnitten. Nach der
PCR-Amplifikation mit einer Korrekturlese-Polymerase, wurden die Fragmente daher mit Adeno-
siniiberhidngen versehen und iiber TA-Klonierung erneut stabil in pCR4-TOPO kloniert (Abb. [4.16a).
Dieser Zwischenschritt ermoglichte nun den Verdau und die anschlieffende Ligation.

Kpni Patchoulolsynthase Isoenzym Spel T7-Tag  Patchoulolsynthase Isoenzym
s I | N = ]~ I - ©
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Abbildung 4.16 Plasmidkarten der durch TA-Klonierung und Restriktion/Ligation erzeugten Konstrukte zur Sequenzie-
rung/Expression der Patchoulolsynthase.

A B L,QQ} S

x &P
NN D N
M Insert Vektor M M &g \,s@
6000 B
3000 6o S S
2000 Bp- -— a 2500 Bp2&
1500 Bp— s — 2000 Bp— ~ s
1000 Bpo— e — 1500 Bp— *
750 Bp— W S—— 1000 Bp— e
500 Bp— #= — 750 Bp— =
500 Bp— -
250 Bp— = —
T 250 Bp—

Abbildung 4.17 (A) Analytisches DNA-Gel zum Nachweis von Insert- und Vektorfragment nach Restriktionsverdau und
Gelextraktion. (B) Testverdau der aufgereinigten Plasmid-DNA eines Klons, zur Bestiatigung der korrekten
Ligation. Erwartete Grofle Insert = 1.662 Bp, Vektor = 3.292 Bp, linearisiert (einfach geschnitten) = 4.954 Bp.

Eine DNA-Gelanalyse der aufgereinigten Fragmente vor Ligation, sowie ein Testverdau der auf-
gereinigten Plasmid-DNA eines Klons, sind in Abb. dargestellt. Nach Sequenzierung wurde
der Expressionsvektor (Abb. in E. coli BL21(DE3) transformiert.
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4.2.2  Expressionsversuche T7-Tug-PTSi

Erste Experimente zur Proteinexpression des rekombinanten Stammes wurden in LB-Medium bei
einer Temperatur von 37°C in 100 mL-Schiittelkolben durchgefiihrt. Eine Ubernachtkultur wurde
so in der Hauptkultur verdiinnt, dass eine Startzelldichte von ODg_, 0,05 erreicht wurde. Induktion
erfolgte bei OD; , 0,8 mit 0,5 mM IPTG. Die Schiittelgeschwindigkeit betrug konstant 180 rpm.
Das SDS-PAGE Gel des unloslichen Proteinpellets (A) sowie des 16slichen Uberstands (B) sind in

Abb. abgebildet.

Tabelle 4.2 Berechnete Proteinparameter des Proteins Ty-Tag-PTSi
Konstrukt/ORF  Bezeichnung theor. MW [kDa] theor. pI = Ext. Koeff. [M™" cm™]

pET-17b::PTSi T7-PTSi 65,946 534 89.200

Im Laufe der Kultivierung ist die Uberexpression der PTSi unterhalb der 66,2 kDa Markerbande
erkennbar. Das apparente Molekulargewicht (MW) im SDS-Gel (geschétzt 60 kDa) weicht von dem
anhand der Aminosduresequenz errechneten Gewicht (65,9 kDa; Tab. etwas ab°.

A Zeit nach Induktion [h] B Zeit nach Induktion [h]
116 kDa 116 kDa
66,2 kDa 66,2 kDa
45 kDa

45 kDa 35 kDa |

35 kDa 25 kDa

25 kDa 18,4 kDa
18,4 kDa 14,4 kDa
14,4 kDa

Abbildung 4.18 (A) Coomassie-gefarbtes SDS-PAGE Gel der unlgslichen Proteinfraktion eines Expressionversuchs von
pET17b::PTSi bei 37°C. Proben anhand der Zelldichte normiert. (B) Silber-gefarbtes SDS-PAGE Gel des
gleichen Experiments, Auftrennung der 15slichen Proteinfraktion (Uberstand).

Die Abweichung lésst sich tiber die physikochemischen Eigenschaften des Proteins sowie des-
sen Bindung an SDS erklédren. In vorhergehenden Arbeiten konnte ein dhnliches Laufverhalten bei
elektrophoretischen Auftrennung beobachtet werden [72]. Die Grofe der rekombinanten PTSi in
Relation zu dem verwendeten Proteinmarker war reproduzierbar, die eindeutige Identifizierung
erfolgte spéter iiber MALDI-TOF-MS (vgl. [4.5.1). Die urspriinglich aus P. cablin aufgereinigte PTS
(natives Enzym) wies ein MW von 40 kDa auf, moglicherweise aufgrund post-translationaler
Modifikation (Glykosylierung) des Enzyms in planta. Diese Modifikation werden bei heterologer
Expression in E. coli nicht durchgefiihrt.

Eine 16sliche Uberexpression der PTSi ist selbst nach sensitiver Silberfirbung nicht erkennbar
(Abb. B). Durch Variation der Induktor-Konzentration sowie Absenkung der Kultivierung-
stemperatur auf 20 °C, sollte nun 16sliches Protein erhalten werden.

Eine 200 mL-Hauptkultur wurde bei einer OD;, 0,5 auf sechs 20 mL-Kolben aufgeteilt, mit ver-
schiedenen IPTG-Konzentrationen induziert und fiir 16 h kultiviert (20°C, 180 rpm). Die Wachs-
tumskurven anhand der Zelldichte sind in Abb. geplottet.

Bei hoheren IPTG-Konzentrationen sinkt die erreichbare Endzelldichte. Durch grofiere Mengen
des Induktor wird die Transkription des rekombinanten Gens verstdrkt, und der Stoffwechsel der

Zellen wird primér auf Proteinproduktion umgestellt. Es verbleiben somit weniger Ressourcen fiir

20 Proteinparameter bestimmt tiber EXPASy ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)
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Abbildung 4.19 Zelldichte ODy, der mit unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen induzierten Kulturkolben.

die Zellteilung. Zudem iibt moglicherweise das rekombinante Protein in hoheren Konzentrationen
einen toxischen oder wachstumsinhibierende Effekt auf die Zellen aus.

Die SDS-PAGE Analyse der Proben (Abb. A) zeigt einen Anstieg der Konzentration an
Zielprotein ab 0,1 mM IPTG. Auch in den loslichen Fraktionen (Abb. B) ist eine zunehmen-
de Proteinbande bei der erwarteten Molekiilgrofie sichtbar. Allerdings sind die Konzentrationen
duflerst niedrig und entsprechen nicht den Ausbeuten, die man von einem pET-System erwarten

wiirde.
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Abbildung 4.20 (A) Unlosliches Proteinpellet nach 16h Kultivierungsdauer bei unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen.
(B) Loslicher Uberstand der jeweiligen Proben. M = Proteinmarker.

Vor dem Zellaufschluss wurde die Feuchtzellmasse (FZM) in einem speziellen Aufschlusspuffer
resuspendiert. Die Zusammensetzung und Additive dieses Extraktionspuffers konnen einen grofien
Einfluss auf die Loslichkeit der Proteine, nach Freisetzung aus dem Cytosol, haben. Ungeeignete
Pufferkomponenten oder pH-Werte konnen zum Ausfallen des Proteins fithren. Die Zugabe von
Detergenzien (z. B. Triton X-100), DTT, EDTA, Kohlenhydraten, Aminosduren oder auch das exakte
Steuern der lonenstdrke (iiber Salzkonzentration), kann einen positiven Einfluss auf Loslichkeit
und Stabilitdt des Proteins austiben [188]. Um eine Aggregation zu vermeiden, sollte der Puffer-
pH zudem mindestens um zwei Einheiten vom isoelektrischen Punkt des heterologen Zielproteins
abweichen (hier von pl 5,34).

Um den Einfluss des Puffers niher zu untersuchen, wurde der Zellaufschluss mit variierter Zu-
sammensetzung des Extraktionspuffer durchgefiihrt. Die Pufferkonzentration und der pH (50 mM
MOPS; pH 7,5) wurden jeweils konstant beibehalten. Das reduzierende Agenz DTT verhindert (in
niedrigen Konzentrationen, hier 5 mM) die Ausbildung unerwiinschter inter- und intramolekularer

Disulfidbriicken zwischen Cysteinen [188].
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Tabelle 4.3 Zusammensetzung der getesteten Extraktionspuffer. Puffer 1 wurde urspriinglich fiir den Zellaufschluss einge-

setzt.

Nr.1 50mMMOPS (pH7,5) 150mMNaCl 5mMDIT  10% (v/v) Glycerol -
Nr.2 50mM MOPS (pH7,5) 300mMNaCl 5mMDIT 10% (v/v) Glycerol -
Nr.3 50mM MOPS (pH 7,5) s500mM NaCl 5mMDITT  10% (v/v) Glycerol -
Nr.4 50mMMOPS (pH7,5) 150mMNaCl 5mMDTT 10% (v/v) Glycerol  0,1% (w/v) Triton X-100
Nr.5 50mM MOPS (pH7,5) 500mMNaCl 5mMDIT  10% (v/v) Glycerol 2% (w/v) Triton X-100
N v % ™ “
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Abbildung 4.21 Zellaufschluss einer Probe mit fiinf verschiedenen Extraktionspuffern. Jeweils 16sliche Proteinfraktion auf-
getrennt (Uberstand), SDS-PAGE Proteingel wurde silbergefarbt.

Glycerol tragt zur Stabilisierung bei, insbesondere wenn Enzymaliquots eingefroren werden
(Frostschutz). Variiert wurde die Ionenstiarke unter Einsatz von bis 500mM NaCl. Auch die Zu-
gabe des milden Detergenz Triton X-100 (nichtionisch, nichtdenaturierend) sollte die Loslichkeit
steigern. Die jeweiligen Pufferkomponenten kénnen in Tab. |4.3| nachvollzogen werden.

Die SDS-PAGE Analyse des loslichen Uberstands nach Zellaufschluss (Abb. zeigte keine
ersichtliche Ausbeutesteigerung. Zusitze, wie Detergenzien oder sehr hohe Salzkonzentrationen,
iibten in diesem Fall keinen Effekt auf die Proteinloslichkeit aus. In allen weiteren Versuchen wurde
daher stets auf Puffer Nr. 1 als Standard STPS-Extraktionspuffer zurtickgegriffen.

Obwohl das relativ kurze T7-Epitop-Tag (AS-Sequenz = MASMTGGQQMG) aufgrund der gerin-
gen Grofse eigentlich keinen Einfluss auf die Faltung des rekombinanten Enzyms ausiiben mdisste,
zeigte sich hier, dass eine 16sliche Uberexpression des Zielproteins selbst bei Variation von Kultivie-
rungsparametern nicht moglich war. Mit beiden Proteinfraktionen von pET-17b:PTSi (Pellet und
Uberstand) wurden zudem Bioaktivitétstests durchgefiihrt. Es konnten keine GC-géngigen Produk-
te und somit keine Enzymaktivitit nachgewiesen werden.

Es sollte im Folgenden durch Evaluation verschiedener Expressionskonstrukte eine 16sliche und

vor allem aktive Produktion von PTSi ermoglicht werden.

4.2.3  Klonierung weiterer Konstrukte fiir das PTS-Isoenzym

Es wurden nun drei Ansdtze parallel verfolgt: N-terminale Fusion der PTSi Sequenz mit ei-
nem polyHis-Tag (10xHistidin), Codon-Optimierung der Sequenz (gleiches Vektorriickgrat mit
polyHis-Tag) sowie N-terminale Fusion einer Thioredoxin-Domine. Das polyHis-Epitop ist weit
verbreitet und gilt als eines der bekanntesten Aufreinigungstags/Epitope fiir rekombinante Pro-
tein. Mit dem Epitop fusionierte Zielmolekiile lassen sich effizient tiber eine Metall-Chelat-
Affinitdtschromatographie aufreinigen (IMAC) [189]. Es wurde eine N-terminale Fusion (Beginn
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der Peptidkette) gewdhlt, da dies haufig eine robuste Expression unterstiitzt und die Stabilitdt des
Zielproteins erhoht [173].

Das Tag ermoglicht zudem die immunochemische Detektion z. B. mittels Western-Blot (Anti-His-
Antikorper), da monoklonale Antikorper gegen STPS kommerziell aktuell nicht verfiigbar sind. Als
Vektorsystem wurde pET-16b (vgl. gewdhlt, der zudem eine Schnittstelle (Sequenz IEGR/)
zum Entfernen des Epitops iiber eine Factor Xa Peptidase [190] aufweist (Abb. [4.22a).

_ Patchoulolsynthase Isoenzym
polyHis-Tag  FXa (codon optimiert) Thioredoxin polyHis TEV  Patchoulolsynthase Isoenzym
polytisTag  FXa _Patchoulolsynthase Isoenzym N=[C7 - [ - I - C N - ] ] - I - C
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Abbildung 4.22 Weitere Plasmidkarten der erzeugten Konstrukte zur Expression von PTSi.

Um zu testen, ob die Codon-Verteilung der zuvor aufgeklarten PTSi Sequenz einen Einfluss auf
Loslichkeit oder Expressionsverhalten austibte, wurde die cDNA-Sequenz bezogen auf den Produk-
tionswirt Codon-optimiert. Es wurde eine Codon-Nutzungstabelle fiir E. coli K12 zugrundegelegt,
die sich auf hoch exprimierte Gene in diesem Organismen stiitzt (HEG-DB Datenbank, [191]). Es
hat sich gezeigt, dass die Optimierungsstrategie ,eine Aminosaure — jeweils ideales Codon” haufig
nicht zielfithrend ist. Diese Art der Sequenzoptimierung fiihrt zu einem unnattirlichen Ungleichge-
wicht im tRNA-Pool der Zelle, was sich negativ auf die Translation auswirkt [192]. Daher wurde
eine ,,guided random” Strategie (gerichtete Wahrscheinlichkeiten) angewendet, wo generell jedes
der vier moglichen Codons fiir die entsprechende Aminosédure ausgetauscht wird, jedoch die in E.
coli jeweils bevorzugten Codons mit hoherer Wahrscheinlichkeit verwendet werden.

Die Codon-Optimierung wurde tiber den OPTIMIZER Algorithmus durchgefiihrt [193], die fina-
le, optimierte Sequenz ist in Kap. [C| aufgelistet. Insgesamt wurden 217 Transitionen (Purin gegen
Purin bzw. Pyrimidin gegen Pyrimidin) und 183 Transversionen (Purin gegen Pyrimidin und um-
gekehrt) bei 1.659 Nukleotiden durchgefiihrt. Der Codon-Adaptionsindex (CAI) [194] wurde von
0,299 auf 0,746 erhoht (Skala von o = schlechte bis 1 = perfekte Codon-Zusammensetzung), was
einer deutlich verbesserten Codon-Nutzung entspricht. Die Nukleotidsequenz wurde in Form von
doppelstrangigen DNA-Fragmenten (Strings) mit den Langen 994 Bp und 710 Bp synthetisiert.
Auch hier wurde zur Klonierung der bereits erwdhnte pET-16b Vektor als Riickgrat verwendet
(Abb. [4.22b).

Thioredoxine (TRX) sind Redox-Proteine (Oxidoreduktasen), die in allen Organismen vorkom-
men. Sie sind fiir Reduktionen verschiedener endogener Proteine verantwortlich. Zudem wirken
sie als Regulatoren in vielen Bereichen der Signaltransduktion [195]. Bakterielles Thioredoxin aus
E. coli (trxA) ist ein relativ kleines Protein (109 AS; 11,7 kDa MW) mit charakteristischer Tertidrstruk-
tur. Es ist hochloslich und sehr stabil in E. coli [196]. Durch Proteinfusion kann TRX in vielen Fillen
die 16sliche Expression von eukaryotischen Zielproteinen in einem prokaryotischen Organismus

verbessern [197], da es die korrekte Faltung des Fusionspartners unterstiitzt.



4.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE ARBEITEN PATCHOULOLSYNTHASE

Es existieren bereits viele verschiedene Fusionsproteine zur Ausbeutesteigerung und Faltungs-
unterstiitzung in E. coli (u. a. Glutathion-S-Transferase (GST) [198]], N-Utilization substance (Nu-
sA) [199], Maltose-binding protein (MBP) [200]), die je nach Zielprotein besser oder schlechter
wirken [201]. Zuvor konnten, bei mit PTSi nah verwandten STPS, Loslichkeitssteigerungen tiber
TRX-Fusion erzielt werden [202} |203|]. Die PTSi Sequenz wurde daher in einen pET-32b (vgl.
kloniert. Dieses Vektorriickgrat wurde in vorhergehenden Arbeiten [197] leicht angepasst, so dass
nun eine spezifische Schnittstelle (Sequenz ENLYFQ/X) fiir die TEV-Peptidase (Tobacco Etch Vi-
rus) verfiigbar war [204]. Das polyHis-Epitop (6 x Histidin) ist hierbei tiber kurze Linker-Sequenzen
intramolekular (zwischen TRX-Doméne und der PTSi) lokalisiert (Abb. [4.22d).

Zur Klonierung wurde stets auf die mit Gibson assembly [121] verwandte Methode seamless clo-
ning (vgl. zurtickgegriffen. Sie ermoglicht es, nahtlos und ohne Restriktionsschnittstellen, in
kurzer Zeit korrekte Plasmidkonstrukte zu erzeugen. Die Zielsequenzen, sowie die entsprechenden
Vektoren, wurden mittels PCR amplifiziert und linearisiert. Die Primer wurden so gewéhlt, dass
iiberlappende Bereiche von exakt 15 Bp an die Sequenzen angefiigt wurden.

Alle Reaktionen wurden ausschliefSlich mit Korrekturlese-Polymerasen und unter Minimierung
der PCR-Zyklenzahl (vgl. durchgefiihrt, um nur fehlerfreie Amplifikate zu erhalten. Die ver-
wendeten Primer sind jeweils in Tab. aufgefiihrt.

Tabelle 4.4 Optimierte PCR-Ausbeuten der amplifizierten Fragmente vor Assemblierung

Amplifikatname Produtklinge [Bp]  Ausbeute [ug] Molare Ausbeute [pmol]

pET-16b Vektor 5.751 Bp 12,39 3,26
PTSi cDNA 1.616 Bp 8,9 8,34
PTSi(co) String 1 1.000 Bp 9,0 13,64
PTSi(co) String 2 716 Bp 8,05 17,03
pET-32b Vektor 5.780 Bp 6,46 1,69
PTSi cDNA 1.616 Bp 4,29 4,02

Aufgrund der teilweise relativ langen Fragmente (~6.000 Bp bei Vektoren), mussten die optima-
len Annealing-Temperaturen zunéchst iiber Gradienten-PCR bestimmt werden. Als eine sehr gute
Methode um die Spezifitit, Sensitivitat und Ausbeuten der PCR-Amplifikationen weiter zu erho-
hen, erwies sich die Touchdown-PCR [205|]. Hierbei wird in den ersten 10 PCR-Zyklen eine sehr
hohe Annealing-Temperatur (72 °C) gewdhlt, sodass die Primer sehr spezifisch binden.

Die Temperatur wird anschlieffend schrittweise um o,5 °C pro Zyklus abgesenkt. Die Idee basiert
auf dem exponentiellen Verlauf der PCR: Falsch gebundene Primer in den ersten Zyklen (durch
zu niedrige Annealingtemperatur) generieren Fehler, die sich in spéteren Zyklen anreichern. Liegt
nach den ersten Zyklen zunichst ein fehlerfreier Pool an Fragmenten vor, wird die Ausbeute je
Schritt sukzessive durch Temperatursenkung erhtht. Diese Methode macht somit die Bestimmung
einer idealen Annealing-Temperatur durch empirische Versuchsreihen {tiberfliissig [205].

In Abb. sind die jeweiligen Fragmente, Vektoren und Strings nach Amplifikation und Aufrei-
nigung in analytischen DNA-Gelen aufgetrennt worden. Fiir das korrekte molare Insert-zu-Vektor
Verhiltnis von 2:1 wurden die Konzentrationen photometrisch bestimmt (Tab. [.4). Die Transforma-
tion erfolgte zundchst in kompetente E. coli TOP10 Zellen.

Zur Identifikation der korrekt zusammengefiigten Konstrukte wurden jeweils Kolonie-PCR Re-
aktionen (vgl. mit den Insert- und Vektor-spezifischen Primern durchgefiihrt. Klone mit kor-
rektem Konstrukt wurden iiber Nacht angezogen (20 mL Kolben) und die Plasmid-DNA préapariert
(vgl.[B.6.1). Zum eindeutigen Nachweis der korrekten Assemblierung wurde die Plasmid-DNA, vor

Transformation in den Expressionsstamm, jeweils zweifach sequenziert (zusammengesetzte Sequen-
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Abbildung 4.23 (A) DNA-Gel der aufgereinigten PCR-Produkte zur Klonierung von pET-16b::PTSi. Erwartete Amplifikat-
lange pET-16b = 5.751 Bp, PTSi cDNA = 1.616 Bp. (B) Kolonie-PCR von 5 Klonen, positiver Nachweis des
korrekten Konstrukts in allen Klonen. (C) DNA-Gel zur Klonierung von pET-16b::PTSi(co). Erwartete Am-
plifikatlinge pET-16b = 5.711 Bp, PTSi String 1 = 1.000 Bp, PTSi String 2 = 716 Bp. (D) Kolonie-PCR von
8 Klonen, korrektes Plasmid nur in Klonen 5 und 8 vorhanden. (E) DNA-Gel Klonierung von pET-32b::PTSi.
Erwartete Amplifikatlingen pET-32b = 5.780 Bp, PTSi ¢cDNA = 1.616 Bp. (F) Kolonie-PCR von 5 Klonen,
positiver Nachweis des Konstrukts in Klonen 4 und 5.

zen in Kap. [C). Aus den erhaltenen Sequenzdaten konnte die AS-Zusammensetzung des offenen
Leserasters abgeleitet werden. Die daraus errechneten Proteinparameter sind in Tab. aufgelis-
tet*".

21 Proteinparameter bestimmt iiber ExXPASy ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)



4.3 VERGLEICH DER EXPRESSIONSSYSTEME FUR DAS PTS-ISOENZYM

Tabelle 4.5 Berechnete Proteinparameter der weiteren PTSi-Konstrukte

Konstrukt/ORF Bezeichnung  theor. MW [kDa] theor. pI  Ext. Koeff. [M™" cm™]

pET-16b::PTSi His-PTSi 66,363 5,17 89.200
pET-16b::PTSi(co)  His-PTSi(co) 66,363 5,17 89.200
pET-32b::PTSi TRX-PTSi 78,288 5,41 104.795

4.3 VERGLEICH DER EXPRESSIONSSYSTEME FUR DAS PTS-ISOENZYM

Es wurden drei Expressionsstimme pro Plasmidkonstrukt transformiert. Verwendet wurden, iiber
die TSS-Methode (vgl. erzeugte, kompetente Zellen von BL21(DE3), Tuner(DE3) und Roset-
ta 2(DE3)pLysS. Eine umfassende Zusammenstellung der jeweiligen Genotypen mit Erlduterungen
findet sich im Anhang unter Abschn.

Als Basisstamm fiir T7-Promotorsysteme gilt der bereits zuvor verwendete BL21(DE3), der sich
als Standard fiir viele Proteinexpressionen etabliert hat. Die Abkiirzung (DE3) bezieht sich auf eine
Infektion mit dem A(DE3) Phagen, der die genetische Information seiner RNA-Polymerase in das
Bakteriengenom integriert hat. Die nun genomisch codierte T7-RNA-Polymerase steht unter der
Kontrolle des sehr starken lacUV5-Promotors, einer Mutante des lac-Promotors [[187].

Der proprietdre Tuner(DE3) stellt eine Deletionsmutante von BL21(DE3) dar, bei der Genabschnitt
lacZY aus dem Genom entfernt wurde. Durch eine weitere Mutation im lac Permease Gen, ermog-
licht dieser Stamm eine konzentrationsabhéngige Induktion des T7-Promotors. Zudem wird der
Induktor homogen {iber die gesamte Kultur aufgenommen. Durch Titration mit unterschiedlichen
Konzentrationen an IPTG, kann somit theoretisch das Expressionslevel prizise eingestellt werden.
So wird ein fiir das Produkt ideales Verhiltnis von 16slicher zu unloslicher Produktion erméglicht.
Haufig fiihren niedrigere Expressionslevel zu hoheren 16slichen Ausbeuten an Zielprotein, wahrend
eine extreme Uberexpression zur Agglomeration fithren kann. Stimme ohne diese Mutation (z. B.
BL21) zeigen meist ein an/aus Verhalten: Geringe IPTG-Konzentrationen aktivieren die Transkrip-
tion bereits zu 100 %, ohne eine proportionale Abstufung.

Rosetta 2(DE3)pLysS besitzt das zusitzliche Plasmid pRARE2, auf dem sieben fiir E. coli selte-
ne tRNAs codiert liegen. Dies ermoglicht eine universelle Translation rekombinanter Proteinen, in
Fillen, wo die Codon-Nutzung von E. coli aufgrund fehlender tRNAs limitiert wére [206]. Dieser
Stamm soll somit eine vollstindige Codon-Optimierung (und damit eine DNA-Synthese) der Ziel-
sequenz ersetzen [207].

Ein hiufiges Problem bei (DE3)-Stimmen im Allgemeinen ist die Basalexpression (leaky expres-
sion). Selbst in nicht induzierten Kulturen werden geringe Mengen an T7-RNA-Polymerase in den
Zellen produziert. Aufgrund ihrer starken Prozessivitit fithrt selbst diese geringe Konzentration
der Polymerase zu einer unerwiinschten Proteinexpression in der ersten Wachstumsphase. Dies
fiihrt besonders bei toxischen Proteinen zu Problemen. Das Plasmid pLysS kodiert fiir T7-Lysozym,
welches die T7-RNA-Polymerase inhibiert [208]. Erst durch aktive Zugabe des Induktors wird so
viel RNA-Polymerase transkribiert, dass die Inhibierung tiberwunden werden kann und eine Gen-
expression erfolgt. Die Proteinexpression wird somit stringenter, d. h. strikter kontrollierbar.

Alle hier verwendeten Stimme verfiigen zudem {iiber die Deletionen Alon und AompT (codieren
zwei Peptidasen), die zu grofierer Stabilitit und hoheren Ausbeuten an heterolog exprimierten
Proteinen fiihrt.

Eine bioinformatische Analyse der PTSi-Sequenz prognostizierte die Ausbildung von drei mog-
lichen Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen an Position AS 101-AS 126, AS 454-AS 469 und
AS 330-AS 405. Die errechneten Wahrscheinlichkeiten, dass diese Disulfidbindungen intramoleku-
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lar entstehen, liegen aufgrund struktureller und energetischer Betrachtungen jedoch unterhalb des
signifikanten Niveaus. Die zwei verglichenen Algorithmen Dinosolve [209] und DIpro [210] stufen
daher die PTSi als ein Protein ohne Cysteinbriicken ein. Auf Basis dieser Berechnungen wurde da-
her auf Testung von sogenannten Agor- und AtrxB-Mutanten (z. B. Rosetta-gami Stamme) verzichtet,

die die Ausbildung dieser Tertidrstrukturelemente im Cytosol ermoglichen.

4.3.1 Variation der Expressionstemperatur

Durch parallele Kultivierungen von BL21(DE3) pET-16b::PTSi (produziert His-PTSi) sollte das Ex-
pressionsverhalten des Stammes bei verschiedenen Temperaturen verglichen werden. Eine ange-
impfte Hauptkultur in LB-Medium wurden bei OD, 0,5 auf mehrere Schiittelkolben verteilt, die
nach Induktion mit 1 mM IPTG bei 20 °C, 30 °C und 37 °C (180 rpm) fiir 21 h weiter kultiviert wur-
den.

SDS-PAGE Analyse der 16slichen und unloslichen Proteinfraktionen zeigte eine klar erkennba-
re Uberexpression von His-PTSi nach 21h bei 20°C (Abb. . Bei den hoheren Temperaturen
kann eine starke Proteinproduktion festgestellt werden, jedoch fast ausschliefilich in Form unl¢sli-
cher Aggregate. Fiir alle weiteren Versuche wurde daher die niedrige Temperatur von 20 °C nach

Induktion als notwendiger Parameter angesehen.

A I6sliche Fraktion B unlésliche Fraktion
20 °C 30°C 37°C 20 °C 30 °C 37°C
170 kDay Mt t1 t2 t0 t1 t2 t0 t1 t2 170 kD2 M t0 t1 t2 t0 t1 t2 t0 t1 t2
130 kDaJ== —— =y} ] 130 kDa-J =
100 kDa-, 100 kDa— o :
70 kDa 70kDa w = o — = — —
55 kDa 55 kDa .I - I
40 kDa 40kDa = = +
35kDa 35kDa o e
25 kDa 25 kDa ==
15 kDa P 15 kDa &
— =
10 kDa W 10 kDa &%

Abbildung 4.24 (A) SDS-Gel der 16slichen Fraktionen nach Kultivierung bei 20 °C, 30 °C und 37 °C. (B) Gel des entsprechen-
den Proteinpellets (unlosliche Fraktion). to = vor Induktion, t1 = nach 2h, t2 = nach 21 h.

Niedrige Temperaturen verlangsamen die Translationsmachinerie (Ribosomen) der Zelle, so dass
gentigend Zeit fiir eine korrekte Faltung des Enzyms verbleibt. Hohe Temperaturen (in diesem Fall
tiber 30 °C) fithren moglicherweise zu lokalen Konzentrationsmaxima im Cytosol und destabilisie-
ren die Tertidrstruktur, was eine Aggregation begiinstigen kann. Dieses Verhalten konnte zuvor
bereits bei sehr vielen rekombinanten Proteinen beobachtet werden [211]. Einige Enzyme (z. B. Li-
poxygenasen) konnten sogar nur bei Temperaturen um 15 °C 16slich in E. coli produziert werden
[212].

Aufgrund der niedrigen Kultivierungstemperatur unterhalb des Temperaturoptimums von E. coli
(37°C, da Darmbakterium) wird das Wachstum verlangsamt und die Verdopplungszeit stark ver-
langert. Dies spiegelt sich auch in den erhaltenen Endzelldichten wieder (20 °C = ODg_, 2,51; 30 °C

= ODgy, 3,44; 37 °C = ODgy, 4,57)-
4.3.2  Variation der Induktorkonzentration bei Tuner-Stimmen

Die ideale IPTG-Konzentration zur Induktion der Tuner-Staimme musste empirisch ermittelt wer-
den. Fraglich war hierbei, ob durch Zugabe einer definierten Menge an Induktor die 16slichen
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Abbildung 4.25 Zelldichte ODy, der mit unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen induzierten Kulturkolben.

Enzymausbeuten moglicherweise etwas gesteigert werden konnten. Zudem war unklar, ob eine
Korrelation zwischen IPTG-Konzentration und produzierter Proteinmenge, bedingt durch die lac-
ZY-Mutation, in E. coli Tuner vorliegt.

Eine Hauptkultur (LB-Medium) von Tuner pET16b::PTSi wurde bei einer Zelldichte OD;_, 0,3 auf
finf 1 L-Kolben aufgeteilt, mit IPTG-Konzentrationen zwischen 0,01-1 mM induziert und fiir 21h
kultiviert (20°C, 180 rpm). Im Verlauf der Zelldichte (Abb. zeigte sich eine Abhéngigkeit der
Induktor-Konzentration zur Zelldichte. Hohere IPTG-Konzentrationen veranlassen den Organis-

mus dazu, mehr Ressourcen in die Proteinproduktion umzuleiten, da sehr viel mRNA transkribiert
wird.

A IPTG Konz. IPTG Konz.
[1 mM] [0,5mM]  [0,25 mM] [0,1 mM] [0,01 mM]
0 t1 2 M1t 2 t0 t1 t2 Wt 2 0t 12 M
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====—= 35K
=== <= 25kDa
-:.-a — =z — = & 18,4 kDa
— - —— — 43— +— - 14,4 kDa
—_—— —
B IPTG Konz. IPTG Konz.
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Abbildung 4.26 (A) SDS-PAGE Gel der I6slichen Fraktionen induzierter Kulturen des Tuner pET16b::PTSi. Verwendete IPTG

Konzentrationen zwischen 0,01—-1 mM. (B) Unlosliche Proteinfraktionen. Alle Proben normiert anhand ihrer
optischen Dichte ODy,,.

Die SDS-PAGE Analyse des loslichen Uberstands zeigte eine leichte Zunahme der Zielproteinkon-

zentration bei steigenden Induktormengen (Abb. [4.26). Eine nahezu lineare Korrelation zwischen
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IPTG-Konzentration und 16slicher Enzymausbeute ist nur im niedrigen Konzentrationsbereich zwi-
schen 0,00 mM und o,1 mM vorhanden. Bei hoheren IPTG-Konzentrationen stagniert die 16sliche
Produktkonzentration auf einem konstanten Niveau.

Die Auftrennung des Proteinpellets bewies, dass eine stirker Induktion zur Bildung von mehr
Aggregaten fiihrte. Bei 0,01 mM IPTG liegt das Zielenzym PTSi nahezu vollstindig in 19slicher Form
vor, es werden kaum inclusion bodies gebildet, wahrend bei 1 mM IPTG eine grofle Menge Enzym
in inclusion bodies ausfallt, der Anteil an 16slichem Produkt jedoch nicht signifikant hoher liegt.

Dies legt die Vermutung nahe, dass die Ausbeuten an loslicher PTSi nicht unmittelbar mit der
Stirke der Expression zusammenhédngen. Ab einer gewissen Konzentration des Enzyms im Cytosol
scheint ein starker Hang zur Agglomeration vorzuliegen (Loslichkeitsschwelle). Dies ist moglicher-
weise durch die inhdrente Struktur von PTSi bedingt (grofle hydrophobe Bereiche) [211) |213].

Aufgrund der hochsten relativen Produktausbeute (densitometrisch bestimmt) und dem im Ver-
gleich besten Wachstumsverhalten trotz niedriger Endzelldichte (ODg, 0,93), wurden bei weiteren
Experimenten mit Tuner-Stammen stets 0,1 mM IPTG zur Induktion eingesetzt.

4.3.3 Vergleich der Expressionsstimime

Da nun die grundlegenden Kultivierungsparameter festgelegt waren (0,1 mM IPTG fiir Tuner;
o,5 mM IPTG fiir alle weiteren Stamme; 20 °C; 180 rpm; 200 mL SK-Medienvolumen; LB-Medium)
wurden zundchst die drei His-PTSi Stimme mit den drei TRX-PTSi Stammen im Hinblick auf 16sli-
che Expression direkt verglichen. Die Zellernte erfolgte nach 24 h. Nach Normalisierung der Proben
anhand der Zellkonzentration wurde der Ultraschallaufschluss in STPS-Extraktionspuffer (Tab.

durchgefiihrt.
A His-PTSi B TRX-PTSi
BL21 Tunher Rosetta 2 BL21 Tuner Raosetta 2
Mt t1 0 t1 o t M t0 t1 t0 t1 to t1
130 kDa == 130 kDa ==
P b gy sy b e i
100kD2 @ &= 55 8= = £ 100 kDa
SN S S e
70kDa g &5 = B = 70 kDa
s O B Sl b
— gu— S = —
55 kDa — §__; s B8 55 kDa
2
=1 - =
— e A T . —
£ SN e =— =
KD : ! i
35kDa g = - - 35 kDa

Tuner(DE3) TRX-PTSi

Rosetta2 His-PTSi

BL21(DE3) His-PTSi

Tuner(DE3) His-PTSi

Rosetta2 TRX-PTSi

BL21(DE3) TRX-PTSi
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relative |6sliche Enzymausbeuten [%]

Abbildung 4.27 (A) SDS-PAGE Gel der 16slichen Fraktion der His-PTSi Expressionsstimme. (B) Losliche Fraktion der TRX-
PTSi Expressionsstimme. to = Probe vor Induktion, t1 = Probe 6 h nach Induktion. Kultivierung bei 20 °C,
Probe normalisiert anhand ODy,,. (C) Relative Proteinausbeuten im Vergleich (densitometrisch bestimmt).

Proteingele des Ioslichen Uberstands zeigen fiir alle 6 verglichenen Stimme eine deutliche Uber-
expression der PTSi bei den jeweils erwarteten Molekiilgrofien (Abb. A+B). Insgesamt lie-
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gen die relativen Enzymausbeuten bei Thioredoxin-fusionierter Synthase hoher als bei der nicht-
fusionierten Variante (Abb. Q).

Die Ausbalanzierung des tRNA-Pools durch den pRARE2 Plasmiden (Rosetta2-Stimme), beein-
flusste die losliche Expression nur marginal. Im Vergleich zum Standard BL21(DE3) liegen die
Produktausbeuten der Tuner- und Rosetta-Stimme nicht signifikant hoher. Generell wurde jedoch
bei diesen Stimmen in allen Kultivierungen ein deutlich schlechteres Wachstumsverhalten beobach-
tet. Dies ldsst sich im Falle von Rosettaz tiber den zusétzlich transformierten Plasmiden erklédren.
Dessen Replikation vor jedem Teilungszyklus bindet Ressourcen fiir die Zellteilung. Zudem muss
die Kultivierung unter Verwendung eines zweiten Antibiotikums (Chloramphenicol) zur Selektion
erfolgen, um das pRARE2-Plasmid stabil in der Kultur zu halten.

Im Falle der Tuner-Staimme beeinflussen moglicherweise die Mutationen der lacZY-Permease
auch weitere metabolischen Vorginge in den Zellen. Bei Vergleichskultivierungen in Schiittelkol-
ben unter identischen Bedingungen wurde eine Wachstumslimitierung nach wenigen Stunden be-
obachtet. Wahrend mit BL21(DE3) Endzelldichten um ODg_, 3,0 nach 20h erzielt werden konnten,
wurden optischen Dichten von maximal ODy, 1,5 fiir die Tuner-Stimme gemessen.

Aufgrund der im Vergleich guten lslichen Enzymkonzentrationen bezogen auf die FZM und der
hochsten absoluten Biomasseausbeuten, wurde der BL21(DE3) als idealer Produktionsstamm zur
Expression der Terpensynthase ausgewahlt.

A PTSi(co) PTSi B PTSi{co) PTSi
M t0 t1 t0 t1 M t0 t1 10 11
130 kDa 130 KDa
—— . gy
100 kDa i :“ =t 100 kDa
70 kDa = - Beg o
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70 kDa W

- - 55 kDa w
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- - - -

Abbildung 4.28 (A) SDS-PAGE Gele mit loslichen und (B) unloslichen Proteinfraktionen von BL21(DE3) pET-16b::PTSi(co)
sowie pET-16b::PTSi. to = Probe vor Induktion, t1 = 16 h nach Induktion. Expression bei 20 °C in LB-Medium.

Direkte Vergleiche der codon-optimierten mit der unoptimierten PTSi-Variante zeigten einen
leichten Anstieg der l6slichen Enzymausbeuten (Abb. A). Interessant ist hierbei die Gelanalyse
der unloslichen Fraktion: Die Gesamtproteinkonzentration wurde durch die Codon-Optimierung
dramatisch gesteigert. Die Optimierung ermoglichte eine noch schnellere und effizientere Transla-
tion der Peptidketten. Es wurde mehr Enzym produziert, doch durch die hohe Konzentration im
Cytosol kommt es auch hier zur bereits beobachteten Agglomeration; eine korrekte Faltung des Po-
lypeptids kann nicht mehr erfolgen. Die Anpassung der codon usage der pflanzlichen Synthase auf
den Wirtsorganismus E. coli, konnte also in diesem Fall nur begrenzt zu einer Ausbeutesteigerung
beitragen.

4.3.4 Vergleich LB- und TB-Medium

LB-Medium (lysogeny broth) gilt als Standard-Komplexmedium fiir E. coli und liefert insbesondere
bei molekularbiologischen Arbeiten (Plasmidpropagation, Stammselektion und -haltung, usw.) die
ideale Nahrstoffzusammensetzung fiir viele Prokaryoten.
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Héufig kann jedoch die Biomasse- sowie Proteinausbeute durch Verwendung des reichhaltigeren
TB-Mediums (terrific broth) noch weiter gesteigert werden. Im Gegensatz zu LB- ist TB-Medium
gegen Schwankungen des pH-Werts gepuffert, besitzt Glycerol als weitere Kohlenstoffquelle sowie
eine hohere Konzentration an Aminosduren (Trypton/Hefeextrakt). Es werden meist hohere abso-
lute Biomassekonzentrationen pro Volumen in TB-Medium erhalten (teilweise doppelt so hoch), da
Wachstum in LB-Medium schnell durch die fehlende Kohlenstoffquelle limitiert wird [214].

LB-Medium TB-Medium

His-PTSi(co) = TRX-PTSi His-PTSi(co) TRX-PTSi

M to t1 t0 t1 t0 t1 t0o t1
170 kDa ww

130 kDa

e
100kDa s = = T BE= oo o o -
70 kDa e

55kDa # s L

[ Y o
- o [ .
22 5S &

—
40kDa ™= o o :

Abbildung 4.29 SDS-PAGE Analyse von Proben des BL21(DE3)::PTSi(co) und BL21(DE3)::TRX-PTSi kultiviert in LB- und
TB-Medium bei 20°C. to = vor Induktion, t1 = Probe nach 24h. Proben normiert anhand ihrer optischen
Dichte.

Abb. zeigt die loslichen Fraktionen einer Kultivierung von BL21(DE3)::PTSi(co) und
BL21(DE3)::TRX-PTSi in den beschriebenen Komplexmedien. Durch Verwendung von TB-Medium
konnten die Biomasseausbeuten (ODg ,~7 anstatt ODy ,~3) sowie die Proteinausbeuten pro Bio-
masse weiter gesteigert werden. Durch densitometrische Analyse konnte das im Falle von His-
PTSi(co) bis zu 113 % und im Falle von TRX-PTSi bis zu 57 % mehr Enzym pro g Biomasse produ-
ziert werden konnten.

Das reichhaltigere TB-Medium verldngert nicht nur die Wachstumsphase, sondern erhht auch
die losliche Enzymausbeute pro Zelle. TB-Medium wurde daher als Standard-Komplexmedium fiir

alle zukiinftigen Kultivierungen eingesetzt.

4.3.5 Zusammenfassung Expressionssysteme PTS-Isoenzym

Im direkten Vergleich der Produktionsstimme zeigte der etablierte BL21(DE3) die hochsten PTSi
Enzymausbeuten. Trotz Bestimmung der idealen IPTG-Konzentration fiir Tuner-Stimme, lag die
16sliche Enzymproduktion nicht signifikant hoher. Zwar konnte eine gewisse Abhingigkeit der
Produkt- von der Induktorkonzentration gezeigt werden, dies galt jedoch nur bezogen auf das
Ganzzellprotein.

Auch die zusétzlich kodierten tRNAs in Rosetta2-Staimmen konnten die I6slichen Produktausbeu-
ten nicht steigern. Zudem zeigten Vergleiche mit Proteinproben vor Induktion, dass Basalexpressi-
on in BL21(DE3) kein Problem darstellte. Vor Zugabe des Induktors konnte nur eine minimale

Enzymexpression detektiert werden, was auf eine stringente Transkriptionskontrolle des Promoters
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TRX-PTSi

His-PTSi(co)

His-PTSi
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Abbildung 4.30 Vergleich der loslichen Proteinkonzentrationen bezogen auf die Biotrockenmasse aller hier erzeugten PTSi-

Konstrukte. Konzentrationen densitometrisch tiber normierte SDS-PAGE Gele bei identischen Kultivie-
rungsparametern bestimmt.

schliefSen ldsst. Desweiteren lagen die bestimmten Endzelldichten (ODg,,) der Tuner- und Rosetta2-
Stamme in allen Versuchen niedriger als bei BL21(DE3).

Durch Codon-Optimierung der PTSi-Sequenz konnte die Proteinausbeute um im Mittel 22 %
(Abb. verglichen zur unoptimierten cDNA-Sequenz gesteigert werden. Obwohl die Translation
der PTSi durch die Optimierung stark gesteigert werden konnte, stieg der 19sliche Anteil nicht im
selben Mafle. Die His-PTSi(co) lag zum grofiten Teil in Form unloslicher Aggregate in der Zelle vor.

Im Vergleich mit den His-getaggten Enzymen ermoglichte das mit Thioredoxin fusionierte Kon-
strukt eine starke Steigerung des 16slichen Produktanteils. Zielproteinkonzentrationen pro BTM
(Biotrockenmasse) stiegen signifikant um bis zu 40 % im Mittel (Abb. [4.30). Die Ergebnisse zeigen,
dass Thioredoxin ein geeigneter Loslichkeitsvermittler fiir die rekombinante Terpensynthase ist.
Trotzdem kann die Fusion die Bildung von inclusion bodies nicht vollstindig verhindern, wie in
SDS-PAGE Analysen des Proteinpellets gezeigt werden konnte. Auch im Falle von TRX-PTSi wird
eine niedrige Expressionstemperatur zwingend benétigt, da bereits bei Temperaturen {iber 30 °C,
selbst in Silber-gefarbten Proteingelen, kaum l6sliches Enzyme detektiert werden konnte (Gelbilder
nicht gezeigt).

Die erzeugten Produktionsstimme BL21(DE3) pET-16b::PTSi(co) und BL21(DE3) pET-32b::PTSi
ermoglichten unter den optimierten Kultivierungsbedingungen (TB-Medium; 20 °C; 0,5 mM IPTG;
24h) die Produktion der loslichen His-PTSi und TRX-PTSi in Konzentrationen von im Mittel
45pgmg~" BTM bzw. 52pugmg™" BTM (Abb. [4.30). Dies stellte eine fundamentale Verbesserung
im Vergleich zum urspriinglich erzeugten Plasmidkonstrukt (pET-17b::PTSi) dar und ermdglichte

nun die Aufreinigung und funktionelle Charakterisierung der rekombinanten PTS-Isoform.

4.4 AUFREINIGUNG DER PTS-ISOFORM UBER IMAC

Da alle Enzymkonstrukte mit einem polyHis-Tag ausgestattet wurden, sollte eine effiziente und
selektive Aufreinigung der Zielenzyme tiber eine Metall-Chelat-Affinititschromatographie erzielt
werden (IMAC). Bei dieser etablierten Methode werden zweiwertige Metallkationen wie Nickel-,
Kupfer-, Cobalt- oder Zink-Ionen auf einem Trdgermaterial immobilisiert [215]. Bei der Trdgerma-
trix handelt es sich zumeist um Sepharose oder Agarose, die zuvor mit einem Chelator wie z. B. Imi-
nodiessigsdure (IDA) oder Nitrilotriessigsdure (NTA) funktionalisiert wurde. Nach Verdrangung
von Wasser reagieren die Histidin-Reste unter Ausbildung eines stabilen Chelatkomplexes [216,

217] (Abb. [4.31d).



58 EXPERIMENTELLE ARBEITEN
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Abbildung 4.31@ Darstellung von IDA und NTA zur Funktionalisierung der Triagermatrix. Ablauf der Chelatisierung
von zwei Histidin-Resten an ein Metallkation. Darstellung angelehnt an [216]. @ Verhiltnis Affinitdt zu
Spezifitat von haufig verwendeten Metallkationspezies.

Die Affinitdt des Liganden zum Chelatbildner variiert je nach Metallkationspezies, die eingesetzt
wird. Sie ist abhéngig von der Stabilitit der gebildeten Ubergangsmetall-Komplexe und folgt
der Irving-Williams-Regel [219]. Somit steigt die Affinitit des getaggten Zielproteins gegeniiber
dem Kation in der Reihenfolge Co** < Zn*" < Ni** < Cu®" an, wihrend die Selektivitit in gleicher
Reihenfolge abnimmt.

Cobalt besitzt eine sehr niedrige Affinitit, es bindet also den Liganden relativ schwach. Dafiir ist
die Bindung duflerst selektiv, d. h. neben dem Zielenzym bindet sonst kein weiteres endogenes E.
coli Protein. In gleicher Weise ist die Bindungsaffinitat von Kupfer dufierst hoch, allerdings koénnen
nach Elution moglicherweise auch viele E. coli Proteine mit hohem Histidin-Anteil in der Losung
wiedergefunden werden (Abb. [4.31D).

4.4.1  Einfluss von Peptidase-Inhibitoren

A TRX-PTSi TRX-PTSi B TRX-PTSi TRX-PTSi
+Pl -Pl +Pl -Pl
170 kDa
130 kba 120 kba
100 kDa 100 kDa
55 kDa 55 kDa e
40 kDa 40 kDa v ——
35 kDa 35 kDa e
25 kDa 25 kDa
15 kDa 15kba
10 kDa 10 kDa

Abbildung 4.32 (A) SDS-PAGE des Rohlysats nach Zellaufschluss von BL21(DE3) pET32b::PTSi (TRX-PTSi) unter Zugabe
mehrerer Peptidase-Inhibitoren (+PI). Kontrolle ohne Zugabe von Peptidase-Inhibitoren (-PI). (B) Western-
Blot des Proteingels mit His-Epitop Antikorper.

In Vorversuchen wurden zundchst Western-Blots von aufgetrennten Rohextrakten der einzelnen
Stamme angefertigt. Da keine spezifischen monoklonalen Antikorper fiir STPS kommerziell verfiig-

bar sind, wurde ein polyHis-Epitop Antikorper aus der Maus eingesetzt. Als sekundérer Antikor-
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per wurde ein Anti-Maus Meerrettich-Peroxidase-Konjugat verwendet. Die Entwicklung der Blots
erfolgte durch Zugabe von Tetramethylbenzidin, das durch die Peroxidase in einen blau-violetten
Farbstoff umgesetzt wird (vgl. [B.10.7).

Hierbei zeigten sich im Falle der fusionierten TRX-PTSi neben dem eigentlichen Zielenzym eini-
ge unspezifische Bandensignale, wihrend bei Rohlysaten der unfusionierten PTSi nur die erwartete
Bande immunochemisch markiert wurde (Blots nicht gezeigt). Es wurde vermutet, dass TRX-PTSi
ziigig von verschiedenen Peptidasen im E. coli Lysat, trotz durchgehender Kiithlung, proteolytisch
verdaut wird. Eine Vergleichsprobe wurde daher mit 10 uL Peptidase-Inhibitor-Mix je 100 mg FZM
versetzt. Der Inhibitor-Mix setzte sich aus 100 mM AEBSF (Serinproteaseinhibitor); 5 mM Bestatin
(Aminopeptidaseinhibitor); 1,5 mM E-64 (Cysteinproteaseinhibitor); 0o,2mM Pepstatin A (Aspartat-
proteaseinhibitor) und 2 mM Phosphoramidon (hemmt Metalloendopeptidasen) zusammen??. Die-
se Inhibitor-Mischung deckte einen Grofiteil der wichtigsten Peptidasen ab, ohne dabei die Auf-
reinigung tiber IMAC zu storen. Auf die Zugabe von EDTA musste verzichtet werden, da STPS
(sowie die IMAC-Aufreinigung) zwingend auf zweiwertige Kationen angewiesen sind, die durch
das EDTA chelatisiert werden wiirden.

Das SDS-PAGE Proteingel sowie der anschliefende Western-Blot (Abb. zeigen keinerlei
Unterschiede zwischen der mit Inhibitoren behandelten, und der unbehandelten Probe. In beiden
Fédllen sind Bandensignale mit niedrigerem Molekulargewicht erkennbar. Die Konzentration des
priméren Antikérpers wurde weiter heruntergesetzt, um unspezifische Bindungen zu minimieren.
Dies hatte jedoch keinen Einfluss auf die Bandensignale der Western-Blots. Es wurde vermutet, dass
die Thioredoxin-Doméne von TRX-PTSi eine gewisse inhdrente Instabilitdt aufweist. Um jedoch
einen moglichen zusitzlichen Verdau durch E. coli Proteasen im Zeitraum zwischen Zellaufschluss
und Aufreinigung auszuschliefen, wurden alle Proben vor Zellauschluss mit dem angegebenen
Proteaseinhibitor-Mix versetzt.

4.4.2 Testung von Metallspezies

Zur Aufreinigung von PTSi(co) und TRX-PTSi, wurden ein eher unspezifisches Kation (Ni**) und
ein hochspezifisch bindendes Kation (Co**) evaluiert. Ein mit IDA funktionalisierter Membranad-
sorber (Sartobind IDA 75, Sartorius Stedim) wurde dazu kurz vor der Beladung mit der jeweiligen
Metallionenlosung (0,1 M) dekoriert. Die Cellulosemembran in dem Adsorbermodul besitzt eine
Oberfldche von 75cm?* bei einer PorengrofSe im Bereich von ~3pm. Die maximale Bindekapazitét
von His-getaggten Proteinen liegt bei ca. 7,5 mg?3.

Das in Bindungspuffer (vgl. vorliegende Rohlysat (aus jeweils 1 g FZM) wurde iiber eine
FPLC-Anlage auf den Adsorber geladen, die nicht bindenden Proteine iiber einen Waschschritt
entfernt, und anschlieffend mit erhchter Imidazol-Konzentration das Zielenzym eluiert. Die mi-
nimale Proteinkonzentration im Rohlysat, die Dauer der Spiilphase sowie die ideale Imidazol-
Konzentration, wurden in Vorversuchen bestimmt. Bei Elution mit 0,25 M Imidazol konnte keine
vollstindige Trennung des gebundenen Proteins von der Adsorbermatrix erzielt werden, so dass
die Konzentration auf 0,5 M erhoht werden musste.

In Abb. ist das FPLC-Chromatogramm sowie die SDS-PAGE Analyse einer Aufreinigung
von pET16b::PTSi(co) Rohlysat bei Raumtemperatur dargestellt (Ni**-Dekoration). Ein Durchbruch
der Proteinfraktion wéhrend der Beladungsphase ist erkennbar (maximale Absorption bei 20 min).
Nach einem 40 min langen Spiilschritt erfolgte die Elution, erkennbar an einem rapiden Anstieg der
Leitfahigkeit (Imidazol). Im Vergleich zum Rohextrakt (RE) nach Zellaufschluss ist in der Durch-

22 Zusammensetzung adaptiert von Carl Roth GmbH - Manual: protease inhibitor cocktails. http:/ /www.carlroth.com/.
23 Herstellerangaben: Sartobind® IDA 75, application manual
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Abbildung 4.33 (A) Chromatogramm der Aufreinigung von PTSi(co) mit IDA 75 Membranadsorber (Dekoration = Ni**
Kationen). (B) SDS-PAGE Analyse des Rohextrakts (RE), der Wasch-/Durchflussfraktion (DF) und der ge-
poolten Elutionsfraktion (EF).

flussfraktion (DF) nach Beladung kein Zielprotein im Gel erkennbar. Dies deutet auf eine voll-
stindige Bindung des His-getaggten Enzyms hin, die maximale Bindungskapazitidt des Adsorbers
wurde nicht erreicht. In der Elutionsfraktion (EF) ist die PTSi(co) bei dem erwarteten MW erkenn-
bar. Allerdings haben einige endogene E. coli-Proteine an die Adsorbermatrix gebunden, so dass

sich Verunreinigungen in der Probe befinden. Die Reinheit des Enzyms lt. Densitometrie lag bei

91 %.
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Abbildung 4.34 (A) Chromatogramm der Aufreinigung von PTSi(co) mit IDA 75 Membranadsorber (Dekoration = Co**
Kationen). (B) SDS-PAGE Analyse des Rohextrakts (RE), der Wasch-/Durchflussfraktion (DF) und der ge-
poolten Elutionsfraktion (EF).

Die Proteinisolation wurde mit einem Aliquot der gleichen Probe wiederholt, allerdings diesmal
nach Co*"-Dekoration des Moduls. Zunichst fallt der flichenmiBig deutlich kleinere Produktpeak
auf (Abb. [4.34). Aufgrund der niedrigeren Bindungsaffinitit hat weniger Zielenzym an den Chelat-
komplex binden kénnen. Da auch in diesem Fall keine grofsere Bande bei dem erwarteten MW in
der Durchflussfraktion (DF) erkennbar war, wurde moglicherweise ein grofer Teil des Zielproteins
wihrend des Waschschritts vom Adsorber gelost (niedrigere Affinitat). Allerdings war die Protein-
konzentration in der gepoolten Waschfraktion aufgrund des grofien Volumens so gering, das selbst
im Silber-gefarbten SDS-Gel kein Protein nachweisbar war (Gelbild nicht gezeigt). Die Auftrennung
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nach Elution (EF) zeigte auch hier das Zielenzym in niedrigerer Konzentration, allerdings ohne er-
kennbare Verunreinigungen (100 % Reinheit).
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Abbildung 4.35 (A) Chromatogramm der Aufreinigung von TRX-PTSi mit IDA 75 Membranadsorber (Dekoration = Co**
Kationen). (B) SDS-PAGE Analyse des Rohextrakts (RE), der Wasch-/Durchflussfraktion (DF) und der ge-
poolten Elutionsfraktion (EF).

Da fiir spatere Experimente zur Charakterisierung von PTSi eine hohe Reinheit von grofier Be-
deutung war, wurde auch die Aufreinigung der fusionierten TRX-PTSi analog mit einem mit Co*"
dekorierten Adsorbermodul erprobt. Das polyHis-Tag von TRX-PTSi befindet sich weder am C-
noch am N-Terminus des Polypeptids, sondern laut Sequenzierung des codierenden Bereichs, in-
tramolekular zwischen TRX und PTSi. Allerdings war zunéchst unklar, ob sich das Epitop nach
korrekter Faltung versteckt innerhalb der Proteinstruktur, oder exponiert auf der Oberfldche, befin-
den wiirde. Im ersten Fall hétte dies eine stark verminderte Affinitat zur Folge.

In Abb. ist ein typisches FPLC-Chromatogramm mit korrespondierendem Proteingel darge-
stellt. Die TRX-PTSi konnte sehr spezifisch gebunden und mit grofier Reinheit (96 % laut Densitome-
trie) vom Adsorber eluiert werden. Diese Ergebnisse verdeutlichten, dass sich das polyHis-Tag bei
TRX-PTSi sehr wahrscheinlich auf einer Schleifenstruktur an der Oberfliche der Molekiils befand,
und somit effizient an das Metallkation binden konnte.

Nach Dialyse mit 10 kDa MWCO gegen Aktivitdtspuffer, wurden Biotransformationsversuche
(vgl. mit den aufgereinigten Synthasen durchgefiihrt. Dabei konnte in parallelen Anséitzen
zundchst keine Produktbildung iiber GC-FID gezeigt werden. Da fiir die pflanzliche PTS bereits
zuvor ein Aktivitdtsverlust von tiber 8o % innerhalb weniger Stunden bei Raumtemperatur nach-
gewiesen werden konnte [167], wurde ein dhnlicher Verlust auch bei dem rekombinanten Isoform
vermutet.

Insbesondere die lange Verweildauer der gebundenen Synthase auf dem Adsorber wurde hier
als kritischer Schritt erachtet. Da die Flussraten bereits am Limit des Pumpsystem lagen, konnten
die Waschschritte nicht weiter beschleunigt werden. Alle weiteren Aufreinigungsversuche sollten
daher gekiihlt durchgefiihrt werden.

4.4.3 Gekiihlte Aufreinigung iiber Membranadsorber

Es wurde eine Kiihlapparatur fiir die Membranadsorbermodule zusammen mit der Feinmechani-
kerwerkstatt des Institut entwickelt. Das Modul war dabei in einen Edelstahlzylinder eingefasst,
dessen Doppelwand von gekiihltem Wasser aus einem Thermostaten durchstromt wurde. Offnun-
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gen an der Ober- und Unterseite des Zylinders ermoglichten den einfachen Anschluss an die vor-
handenen FPLC-Pumpen. Der Aufbau des Edelstahlgehduses kann im Anhang unter nach-
vollzogen werden. Diese Losung ermoglichte eine ununterbrochene Kiihlung der Enzyme vom
Zellaufschluss bis zum Einsatz bei der Biotransformation von FDP.
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Abbildung 4.36 (A) Aufreinigung von PTSi(co) iiber Ni**-IMAC. (B) Aufreinigung von PTSi(co) iiber Co**-IMAC. (C) Auf-
reinigung von TRX-PTSi iiber Co**-IMAC. (D) Western-Blot der aufgereinigten Enzyme nach Ultrafiltration
mit His-Epitop Antikoérper. IMAC-Chromatographie mit gekiihltem Membranadsorber (8 °C durchgefiihrt.
RE = Rohextrakt, DF = Durchfluss, EF = gepoolte Elutionsfraktionen, UF = nach Pufferwechsel durch Ultra-
filtration mit 10 kDa MWCO.

Aufgrund der erhohten Viskositit der Puffer, wurde bei einer Thermostattemperatur von 4 °C
ein hoher Gegendruck der Anlage beobachtet, so dass die Flussraten stark verlangsamt werden
mussten. Zusétzlich war aufgrund der niedrigeren Temperatur die Wechselwirkung der Polypepti-
de mit der Adsorbermatrix etwas schwacher, so dass im Durchfluss noch groiere Konzentrationen
an Zielenzym nachgewiesen werden konnten (Proteingele nicht gezeigt).

Eine Temperatur von 8 °C erwies sich als ideal zur ziigigen Beladung und Elution durch hohe
Flussraten. In Abb. sind SDS-PAGE Analysen der jeweiligen Fraktionen sowie ein Western-
Blot aller Zielmolekiile nach Ultrafiltration dargestellt. Vergleichbar mit den erzielten Ergebnissen
bei Raumtemperatur, konnte auch hier in allen Féllen eine Reinheitsgrad von ndherungsweise 9o %
erzielt werden. In Vorversuchen wurden durch Pufferwechsel iiber Dialyseschlduche, grofie Aus-
beuteverluste verzeichnet (Proteinprézipitation tiber Nacht bei 4 °C).

Die Dialyse wurde daher auf Ultrafiltration mit Vivaspin 20 (10 kDa MWCO, 20mL Volumen,
Sartorius-Stedim, Deutschland) umgestellt, so dass der Pufferwechsel tiber drei 2-stiindige Zentri-
fugationsschritte erfolgen konnte (jeweils 1:20 Verdiinnung der Enzymldsung, insgesamt 1:8.000
Verdiinnung). Der Produktverlust durch diesen Prozessschritt ist minimal, was ein direkter Ver-
gleich der Proben vor und nach Ultrafiltration aufzeigt (Abb. A-C).
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Im Proteingel der TRX-PTSi Aufreinigung (Abb. C) befindet sich unterhalb der erwarteten
Bande ein Protein mit entsprechendem Molekulargewicht einer unfusionierten PTSi. Aufgrund der
sehr spezifischen Erkennungssequenz der TEV-Peptidase ist es unwahrscheinlich, dass eine unspe-
zifische Peptidase die Thioredoxin-Doméne abgespalten hat. Zudem muss die Spaltung noch vor
der polyHis-Sequenz stattgefunden haben, da der His-Epitop Antikorper die verkiirzte TRX-PTSi
bindet (Abb. D). Die TEV-Peptidaseschnittstelle befindet sich jedoch 8 AS hinter dem polyHis-
Tag (vgl. Sequenzdaten [C).

Moglicherweise fiihrt Instabilitdt der Schleifenstruktur zwischen Thioredoxin und dem polyHis-
Tag zur Bildung dieses Spaltprodukts. Zudem besteht die Moglichkeit, dass die Translation des
Enzyms aufgrund von Sekundérstrukturen der mRNA gelegentlich vorzeitig abbrach. Dies wiirde
die Entstehung eines verkiirzten Translationsprodukts erkldren.

4.4.4 Zusammenfassung Aufreinigung PTSi iiber IMAC

Durch Aufreinigung von Rohlysaten tiber einen Co*"-dekorierten Membranadsorber konnte die
fusionierte TRX-PTSi sowie PTSi(co) in Reinheiten von tiber 95% erhalten werden. Das intramo-
lekularen His-Epitop von TRX-PTSi war aufgrund der effizienten Bindungen sehr gut zugang-
lich. Nach Ultrafiltration wurden Proteinausbeuten von bis zu 1,93mgg™ FZM (PTSi(co)) und
2,84mgg~" FZM (TRX-PTSi) erhalten.

Wie im folgenden Kapitel dargestellt, blieb durch die gekiihlte Aufreinigung bei 8 °C die Strukur
und Aktivitit der rekombinanten STPS erhalten. Dies ermoglichte die umfassende funktionelle
Charakterisierung des Isoenzyms in seiner nativen Form.

4.5 ENZYMCHARAKTERISIERUNG PTS-ISOENZYM
4.5.1 Identititsnachweis PTSi iiber MALDI-TOF-MS

Zum Identitdtsnachweis des rekombinant exprimierten und aufgereinigten Enzyms, wurde ein
Peptidmassen-Fingerabruck iiber MALDI-MS (Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/Ionisation)
durchgefiihrt. Durch die validierten Sequenzdaten der Expressionsplasmide, konnten bereits die
Proteinsequenzen abgeleitet, und die theoretischen MW berechnet werden. Diese unterschieden
sich jedoch von den iiber SDS-PAGE abgeschitzten Molekiilgrofsen (apparentes MW 1t. Proteingel
geringer als errechnetes MW).

Fraglich war, ob die biochemischen Eigenschaften das Enzyms fiir diese Abweichung verantwort-
lich waren, oder ob die Translation moglicherweise vorzeitig abbrach und zu verkiirzten Enzym-
produkten fiihrte. Da E. coli im Gegensatz zu eukaryotischen Organismen nicht in der Lage ist,
posttranslationale Modifikation durchzufiihren, wurde diese Moglichkeit ausgeschlossen.

1 MGHHHHHHHH HHSSGHIEGR ELYAQSVGVG AASRPLANFH QCVWGDKIENN NWNBOSSQABE REQAEELKVE LKRELKEASD NYMRQLKMVD
91 AIQRLGIDYL FVEDVDEALK NLFEMFDAFC KNNHDMEEES BSER| | RQHG YRVSCEVFEK FKDGKDGFKE ENEDGEVEAVE EESSAIHERY
181 HEEDVEDNAE MEERNYLESV YATLNDPTAN QVHNALNEFS FRRGLPRVEA RKNIISHNEDN ESHEEGLLKL AKEDENEV@A BERRELSEDS
271 RwwWKINGUEN ENSEVRORIEN ESVENASESN EERNNSWARM ILAKGLAVLS LMDDVYDAYG TFEELQVFTD AIERWDASCL DKLPEYMKIV
361 YKALLDVFEE VDEEVIKLGA PYRVYYGKEA MKYAARMNMIE EB@WREQKHK PTTKEYMKLA TKTCGYITLI ILSFLGVEEG IVTKEAFDWV
451 FSRPPFVEAT LIIARLINDI TGCEFENKRE HVRTAVECYM EEHKVGKQEV VSEFYNQMES AWKDINECLL RPAEFPIPLL NLILNSVRTL
541 EVIYKEGDSY THVGPAMQNI IKEININERNE M-

63



64

EXPERIMENTELLE ARBEITEN

Tabelle 4.6 Uber MALDI-MS nachgewiesene Peptidmassen einer Probe von PTSi

Nr. Start-Ende  Peptidsequenz Bestimmte Masse =~ Theoretische Masse
[Position] [M+H]* [M+H]*
1 48-61 FIVYNPQSSQAGER 1.595,7817 1.595,7812
2 122-134 NNHDMHATALSFR 1.513,6686 1.513,6964
3 160-179 VPNEDGAVAVLEFFEATHLR 2.214,1231 2.214,1189
4 180-194 VHGEDVLDNAFVFTR 1.718,8513 1.718,8496
5 233-245 YISIYEQYASHHK 1.638,8092 1.638,7911
6 253-263 LDFNLVQALHR 1.325,7234 1.325,7324
7 275-286 TLQVPTELSFVR 1.389,7652 1.389,7736
8 289-309 LVESYFWASGSYFEPNYSVAR  2.472,1557 2.472,1506
9 397-405 AYMEEAQWR 1.183,4858 1.183,4900
10 563571 QLYLHPVPY 1.129,5903 1.129,6040

Eine aufgereinigte Probe von PTSi(co) wurde iiber SDS-PAGE aufgetrennt und die einzelne Pro-
teinbande aus der Gelmatrix ausgeschnitten. Das Proteingel musste zuvor mit Coomassie angefarbt
werden, da eine Silberfarbung die nachfolgende Messung stéren wiirde.

Das Zielprotein wurde zundchst mit DTT behandelt, um mogliche inter- oder intramolekularen
Cysteinbriicken zu reduzieren. Das linearisierte Peptid war so besser fiir den Peptidaseverdau zu-
géanglich. Eine weitere Behandlung mit Iodacetamid (Protokoll siehe fithrte zur Alkylierung
der Cysteine. Diese Abschirmung verhindert Nebenreaktionen, die die spéatere Messung storen
wiirden. Hierbei musste beachtet werden, dass Cystein in den Peptidfragmenten nun in Form des
Carbamidomethyl-Cysteins vorlag. Je Cysteinrest erhohte sich somit die Fragmentmasse um 57 Da.

Nach der Vorbehandlung wurde ein Verdau des Zielenzyms mit der Endopeptidase Trypsin
durchgefiihrt. Trypsin schneidet Proteine sehr spezifisch am Carboxy-Ende von Lysin- und Arginin-
Resten (aufler die ndchste Aminosdure in der Kette ist ein Prolin). Durch die statistische Verteilung
von Lysin und Arginin in Proteinen, wird somit ein charakteristische Fragmentmuster erhalten.
Nach tryptischen Verdau tiber Nacht wurden die Peptide extrahiert und massenspektrometrisch
vermessen>4.

Durch einen bioinformatischen Verdau der erwarteten Aminosduresequenz tiber PeptideMass>
[220], wurden theoretische Peptidmassen erhalten, die den vermessenen Massen zugeordnet wer-
den konnten (Tab. [4.6). Insgesamt wurden 10 Peptide mit Massen iiber 500 Dalton direkt zugeordnet.
Geringe Abweichungen von bis zu 0,1 Da sind dabei Messungenauigkeiten geschuldet. Es wurde
eine Sequenzabdeckung von 24 % erzielt.

Die bestimmten Peptidsequenzen wurden zusitzlich tiber Mascot?® [221] mit den géngigen Pro-
teindatenbanken verglichen. Hierbei wurde die urspriinglich beschriebene Patchoulolsynthase [72]
mit einem score von 95 (grofier 7o gilt als signifikant, mit p < 0,05) und einem E-Wert (Erwar-
tungswert) von 0,00018 als bester Treffer identifiziert. Es konnten allerdings nicht alle manuell iden-
tifizierten Peptide der Datenbanksequenz zugeordnet werden, da sich (wie erwartet) die Massen
aufgrund der AS-Mutationen zwischen PTS und PTSi unterschieden. Mittels der Methode wurde

somit die Identitat des hier untersuchten Isoform zusitzlich bestitigt.

4.5.2 Bestimmung des isoelektrischen Punkts von PTSi

Am isoelektrischen Punkt (pl) gleichen sich alle Ladungen der Aminosduren (Zwitterionen) voll-
standig aus, so dass das Protein im Ganzen keinerlei Ladung trégt. Der pl ist eine weiterer, wichtiger

24 Analysen durchgefiihrt am HZI Braunschweig, siehe Kooperierende Arbeiten.
25 http://web.expasy.org/peptide_mass/
26 Matrix Science, http://www.matrixscience.com/
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Abbildung 4.37 Eine Probe der aufgereinigten PTSi(co) wurde zunéchst {iber einen pH-Gradienten isoelektrisch fokussiert
und anschlieend anhand der MolekiilgroSe elektrophoretisch im 2D-Gel aufgetrennt.

biochemischer Proteinparameter und dient u. a. als weiteres Identitdtsmerkmal. Falls das Protein
durch eine Ionenaustauscherchromatographie (IEX) aufgereinigt werden soll, spielt der pI und die
verwendeten Puffer eine zentrale Rolle. Liegt der pH-Wert tiber dem pl, besitzt das Protein eine
negative Ladung, wéahrend bei pH < pI das Protein positiv geladen ist.

Allgemein sollten sich Extraktionspuffer bzw. Aktivitatspuffer immer um mindestens 2 pH-Werte
vom pl unterscheiden, da es ansonsten zu einer Agglomeration bzw. Fillung des jeweiligen Prote-
ins kommen kann (wenn pH = pI). Uber die Sdurekonstanten (pKs) der Aminosduren wurde ein
theoretischer pl von 5,17 fiir die PTSi AS-Sequenz errechnet (vgl. Tabelle auf Seite [51). Diesen galt
es nun experimentell abzusichern, da noch kein pI Wert fiir das Isoenzym zuvor bestimmt wurde.
Bei der urspriinglich beschriebenen PTS wurde ein pI~5 ermittelt [72].

Eine Probe der aufgereinigten PTSi wurde zunéchst mit einem pH-Gradientengel von pH 3-10
tiber isoelektrisches Fokussierung anhand des pl aufgetrennt. Anschlieffend erfolgte die Auftren-
nung anhand des Molekulargewichts in der zweiten Dimension (vgl. [B.10.8). In Abb. ist das
silbergefarbte 2D-Gel abgebildet. Dem Proteinspot bei dem erwarteten MW kann ein angendherter
pl-Wert von ~5,0 zugeordnet werden. Der pl liegt somit im Bereich des zuvor theoretisch ermit-
telten Wertes und deckt sich mit dem der urspriinglich beschriebenen PTS. Fiir alle Puffersysteme
sollte stets ein pH-Wert iiber 7 gewdhlt werden (pH 7,5 wurde verwendet), um ein Ausféllen (mit

Aktivitatsverlust) zu vermeiden.

4.5.3  Aktivitidtsnachweise iiber GC-FID

Zundchst wurde eine reproduzierbare und sensitive GC-Methode entwickelt, um die Sesquiter-
penprodukte effizient auftrennen und prézise quantifizieren zu kénnen. Dazu wurden Testreihen
mit dem komplexen Patchouli-Ol (kommerzieller Standard) durchgefiihrt, welches aus iiber
24 Sesquiterpenoiden zusammengesetzt ist. Als Sdule wurde eine unpolare Silica-Kapillarsdule
(5% Diphenyl-, 95% Dimethyl-Siloxan) verwendet. Ein zweistufiges Temperaturprogramm
(vgl. lieferte fiir das Aromadl ein ideales Trennergebnis. Die Fraktion der Sesquiterpene
besafsen bei dieser Methode eine Retentionszeit im Bereich zwischen 8-16 min. Ein Flammenio-
nisationsdetektor (FID) wurde zum Nachweis der Terpenverbindungen eingesetzt, da sich dieser
besonders zur Detektion von Kohlenwasserstoffen tiber einen sehr weiten Konzentrationsbereich
eignet. Zudem liegt die Nachweisgrenze bei einem FID sehr niedrig.

Fiir Biotransformationsversuche im mL-Mafistab wurde eine Einzelgefafs-Assaymethode fiir Ter-
pensynthasen adaptiert [222]. In 5mL-Glasrohrchen wurde, mit Mg®" supplementierter, STPS-
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Aktivitdtspuffer vorgelegt (Tab. [A.5). Die Gefae waren durch PTFE/Butylgummi-Septen luftdicht
verschliefSbar, um Entweichen der fliichtigen Produkte zu minimieren. Durch Einsatz der PTFE-
Beschichtung wurde ein Herauslosen von Kontaminanten (leachables) aus dem Gummi vermieden,
die die empfindliche Messmethode stéren wiirden. Die Zugabe von zweiwertigen Kationen war
fur die Aktivitat der Synthase essentiell. In Ansdtzen ohne Magnesiumchlorid konnte zuvor keine
Aktivitdt nachgewiesen werden.

~g—— luftdichtes
PTFE-Septum

organische Phase
(Pentan, Isooctan,
Hexamethyldisiloxan)

STPS-Aktivitatspuffer
~&— (mit MgCl,) + FDP +
Enzym (rein oder Lysat)

Abbildung 4.38 Zu dem STPS-Aktivitatspuffer mit MgCl, wird die Enzymlosung und das Substrat FDP hinzupipettiert.

Durch Uberschichtung mit einem organischen Losungsmittel (Pentan, Isooctan und Hexamethyldisilox-
an wurden verwendet), werden die zyklisierten Sesquiterpene eingefangen. Aufgrund der Volatilitdt der
Verbindungen, muss ein luftdichter Abschluss des Reaktionsgefafses durch ein Teflon (PTFE)/Butylgummi-
Septum erfolgen.

Das aufgereinigte Enzym wurde in einer Konzentration von 25 pugmL™" eingesetzt. Bei Testung
von Rohextrakten wurden direkt 100 L des Zelllysats nach Aufschluss hinzugegeben. Das zuvor
synthetisierte FDP besafl eine Endkonzentration von 150 uM im Puffersystem. Der Reaktionsan-
satz wurde mit Aktivititspuffer auf ein konstantes Endvolumen von 1 mL aufgefiillt, und sofort
mit organischem Losungsmittel tiberschichtet. Die organische Phase diente dazu, die hydrophoben
Terpenkohlenwasserstoffe direkt nach ihrer Zyklisierung aufzufangen (Abb. [4.38).

In vorhergehenden Arbeiten wurde ein Temperaturoptimum fiir eine urspriinglich beschriebene
PTS von 40°C ermittelt [72], so dass diese Temperatur auch fiir das Isoenzym PTSi als optimal
angesehen wurde. Nach Inkubation der Proben fiir 30 min, wurden diese extrahiert und die Phasen
mittels Zentrifugation getrennt. Die obere organische Phase wurde in ein weiteres Reaktionsgefafs
tberfiihrt und unter Stickstoff aufkonzentriert.

30000

22500

15000

7500

normalisierte Intensitat [pV]

0

Patchouli-O1

PTSi(co) rein

PTSi(co) Lysat

Kontrolle [-FDP,+Enzym]

Kontrolle [+FDP,-Enzym]

10,0 12,5 15,0

Zeit [min]

Abbildung 4.39 GC-FID Chromatogramme von Umsetzungsversuchen mit Lysat und aufgereinigtem PTSi(co) Enzym.

Hierbei zeigte sich ein Nachteil von Pentan als eingesetztes Losungsmittel. Aufgrund seines sehr
niedrigen Siedepunkts von 36 °C weist Pentan bereits bei Raumtemperatur einen hohe Dampfdruck
auf. Dies erschwerte die Handhabung da die Aufkonzentration auf ein konstantes Volumen von
sopL nicht reproduzierbar durchgefiihrt werden konnte. Es wurden daher Hexamethyldisiloxan
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sowie Isooctan als Alternativen eingesetzt. Beide Losungsmittel sind durch ihren hohen Siedepunkt
(ca. 100 °C) einfacher handhabbar, allerdings verlangerte sich die Zeitspanne zur vollstindigen Auf-
konzentration der Produktlosungen. Im Gegensatz zu Isooctan ist Hexamethyldisiloxan gesund-
heitlich unbedenklich und fiir die Applikation auf der Haut zugelassen (Verwendung in Pflastern
um Hautirritation zu vermeiden) [223]. Dies wiirde somit zukiinftig die direkte Verwendung der
geldsten Enzymprodukte z. B. als Parfiim ermoglichen.

Als Negativkontrollen wurden Ansédtze von Enzym/Rohlysat ohne die Zugabe des Substrats ver-
wendet. Zusatzlich wurden Umsetzungsversuche mit Rohextrakt aus einem nicht transformierten
BL21(DE3)-Stamm durchgefiihrt, um die Zyklisierung der Terpenoide durch endogen vorhandene
E. coli Enzyme auszuschliefien.

Im Wasserfalldiagramm sind die Chromatogramme von Umsetzungsversuchen mit PTSi(co)
(aufgereinigt und Zelllysat des Expressionsstammes) dargestellt. Es wurde aufgrund der bekannten
Zusammensetzung [70] angenommen, dass es sich bei dem Peak mit grofster Flache im Patchouli-
Ol Standard (Ret. Zeit ca. 14 min) um (-)-Patchoulol handeln muss. Auch die Ansitze mit PTSi(co)
zeigten die Zyklisierung des Terpenalkohols (-)-Patchoulol. Zudem wurden weitere Bestandteile
des Patchouli-Ols gebildet, allerdings in niedrigeren Konzentrationen. Auffillig ist ein Produktpeak
bei ca. 12,5 min, der sich nicht im Standard wiederfinden lasst. Die Konzentration dieser unbekann-
ten Substanz schwankte, lag jedoch hoher als die des erwarteten Hauptprodukts (-)-Patchoulol. Die
Retentionszeit lief$ auf ein mogliches Sesquiterpenoid schlieflen.

In den Ansédtzen ohne FDP (nur Rohlysat) lassen sich keine Terpenprodukte nachweisen. E.
coli synthetisiert fiir eigene intrazelluldre Stoffwechselprozesse FDP. Allerdings sind die Konzen-
trationen wie erwartet zu niedrig, um sie nach Zyklisierung durch die heterologe Synthase mit
der verwendeten Methode nachweisen zu konnen. Auch die Umsetzung mit Rohlysat eines nicht-
transformierten Stammes zeigte keine Biokatalyse von Sesquiterpenoiden bei den betrachteten Re-
tentionszeiten. Es ist daher davon auszugehen, dass alle Terpenprodukte ausschliefilich durch die
exprimierte PTSi zyklisiert wurden.
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Abbildung 4.40 GC-FID Chromatogramme von Umsetzungsversuchen mit Lysat und aufgereinigtem TRX-PTSi Enzym.

Auch das mit Thioredoxin fusionierte Isoenzym katalysierte die Bildung von (-)-Patchoulol
(Abb. [4.40). Auch in diesem Fall wurde ein in der Intensitét stark schwankender zweiter Produkt-
peak identifiziert, der nicht im Standard wiederzufinden war. Obwohl die TRX-Doméne nach Auf-
reinigung nicht abgespalten wurde, konnte in allen Féllen eine Aktivitdt der Synthase nachgewie-
sen werden. Eine aufwindiger Peptidaseverdau mit angeschlossenen Aufreinigungsschritten, die
unweigerlich zu Ausbeuteverlusten fiihren wiirden, sind daher fiir das TRX-PTSi Konstrukt nicht
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notwendig. Auch die Ansdtze mit TRX-PTSi katalysierten die Bildung von weiteren, zundchst noch
unbekannten, Komponenten des Patchouli-Ols.

Umsetzungsversuche mit unloslichen Proteinpellets (inclusion bodies) zeigten keinerlei Ausbil-
dung von Sesquiterpenoiden (Chromatogramme nicht gezeigt). Die korrekte Faltung und Loslich-
keit des rekombinanten Enzyms scheint somit essentiell fiir dessen Aktivitdt zu sein. Da keine
Standards einzelner Patchouli-Ol Komponenten als Reinstoffe verfiigbar waren, musste die Pro-
duktidentifizierung massenspektrometrisch (GC-MS) erfolgen.

4.5.4 Produktspektrum PTSi iiber GC-MS Analytik

Fiir die MS-Analytik wurden alle Proben kalt (ohne beheizten Probenport), direkt auf die Sdule inji-
ziert (cold on-column injection). Dadurch wurden Zersetzungsreaktionen verhindert, die das native
Produktspektrum verfilschen wiirden. Die aufgetrennten Substanzen wurden durch Ionenbeschuss
aus einer Ionenquelle (EI, electron ionization) in Molekiilfragmente zerlegt und diese entsprechend
ihres m/z-Verhiltnisses (Masse-zu-Ladung) aufgetrennt (Parameter im Anhang unter [B.15). Da-
durch wurde fiir jeden einzelnen Produktpeak ein charakteristisches Fragmentionenspektrum er-
halten. Durch Vergleich mit Literaturdaten und einer Datenbankrecherche®” konnte den einzelnen
Spektren eine wahrscheinliche Molekiilstruktur zugeordnet werden.
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Abbildung 4.41 Vergleich der GC-MS Spektren von Patchouli-Ol Standard (kommerziell) und dem Enzymprodukt von
TRX-PTSi (Rohextrakt verwendet). Die sechs hédufigsten Sesquiterpenkomponenten sind in beiden Proben
vorhanden und wurden ihren jeweiligen Fragmentspektren zugeordnet.

Durch Auftrennung von Patchouli-Ol, sowie der Umsetzungsprodukte von TRX-PTSi bei identi-
schen Parametern, konnten die einzelnen Verbindungen anhand ihrer tibereinstimmenden Retenti-
onszeiten und Fragmentspektren eindeutig zugeordnet werden. Die hdufigsten Komponenten des
Patchouli-Ols sind auch im Enzymprodukt enthalten. Es finden sich sowohl der Terpenalkohol (-)-
Patchoulol (1), als auch Mitglieder der Guaianyl- (4, 6) und der Patchoulen-Familie (5) in beiden Pro-
ben wieder (Abb. [4.41). Die Produktmischung des Rohlysats enthielt zudem die Farnesol-Isomere,
die in Proben des aufgereinigten Enzyms nicht wiedergefunden werden konnten. Die Bildung von
Farnesol kann iiber endogene Phosphatasen erklart werden, die die Phosphate des Substrats FDP
hydrolisieren, so dass wieder die Ausgangsverbindung Farnesol (Isomerengemisch) erhalten wird.

27 Spektrendatenbanken Wileyo8/NISTo8
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Aufgrund der angewandten Methode war es es nicht moglich, einzelne Enantiomere der Ses-
quiterpenverbindungen eindeutig zu identifizieren. Da jedoch bei den Produktmischungen der
charakteristische Patchouli-Duft olfaktorisch wahrgenommen wurde, kann von der Bildung des
(-)-Patchoulols ausgegangen werden. Das Enantiomer (+)-Patchoulol riecht nur duflerst schwach
oder ist teilweise gar nicht wahrnehmbar [73].

Abweichend zum kommerziellen Aromaol war (-)-Patchoulol nicht die Hauptkomponente in den
Enzymprodukten von TRX-PTSi bzw. PTSi(co), wie bereits die zuvor durchgefiihrten GC-FID Mes-
sungen darlegten. Interessanterweise konnte Germacren A, ein direkter Vorldufer des Guaianyl-
Kations, als haufigstes Sesquiterpen identifiziert werden (4). Germacren A kann nur durch kalte
Injektion gaschromatographisch detektiert werden, da es bei hoheren Temperaturen eine Cope-
Umlagerung zu p-Elemen vollzieht [224]. Bei den unbekannten Produktpeaks der GC-FID Messun-
gen scheint es sich daher um zu S-Elemen umgelagertes Germacren A zu handeln, da tiber einen
240 °C heifien Probenport injiziert werden musste.

Weder Germacren A noch B-Elemen lassen sich im nativen Patchouli-Ol wiederfinden. Dies be-
ruht moglicherweise auf der Instabilitdt der Verbindung, da die Blétter einige Wochen in der Sonne
trocknen, bevor sie iiber Wasserdampfdestillation extrahiert werden. Viele thermolabile Sesquiter-
penverbindungen werden unter diesen Bedingungen zersetzt, oxidiert oder umgelagert. Die Zu-
sammensetzung des Aromaols unterscheidet sich also zwangsldufig etwas von dem biokatalytisch
erzeugten Terpengemisch. Umsetzungen mit nativer, pflanzlicher PTS bestétigten bereits zuvor die-
se Vermutung [167].

Vielleicht sind in P. cablin noch nicht identifizierte Synthasen vorhanden, die das Germacren A als
Substrat weiter derivatisieren oder zu komplexeren Terpenprodukten umlagern. Fiir die urspriing-
lich rekombinant produzierte PTS konnte die Bildung von Germacren A/ S-Elemen nur in absoluten
Spurenkonzentrationen (unter 1 %) nachgewiesen werden [72].

Durch Modellierung der Enzymstruktur, Docking des Substratmolekiils und Vergleich der ak-
tiven Zentren, sollte nun ein moglicher Erkldrungsansatz fiir das abweichende Produktspektrum
postuliert werden. Die dreidimensionalen Strukturen der Patchoulolsynthase oder des Isoenzyms
wurden noch nie zuvor ndher untersucht. Es existieren keine Rontgenkristallstrukturdaten.
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Die Ableitung einer (moglichst realitdtsnahen) Tertidrstruktur fiir ein neuartiges Protein, gilt trotz
moderner Algorithmen als duflerst komplexe Aufgabe. Bei einem kritischen Vergleich von Ront-
genkristallstrukturen mit den zuvor errechneten bioinformatischen Modellen, konnte innerhalb der
letzten Jahre eine stetige Verbesserung der Strukturvorhersagen gezeigt werden (CASP, Critical As-
sessment of Techniques for Protein Structure Prediction) [225].

Als anspruchsvoll und fehlerbehaftet gilt die ab initio bzw. de novo Modellierung. Dabei wird ohne
jegliche Strukturvorlage das Modell ausgehend von physikalischen und molekularen Gesetzmaéflig-
keiten errechnet. Dieser Vorgang ist duferst zeitintensiv und Bedarf enormer Rechenkapazititen.
Zudem sind noch nicht alle energetischen Wechselwirkungen auf atomarer oder subatomarer Ebe-
ne aufgeklirt, so dass in vielen Féllen Vereinfachungen und Modelle angewendet werden miissen.

Aufgrund der unzihligen moglichen Konformationen, die ein gefaltetes Polypeptid einnehmen
konnte, kann durch die ab initio Modellierung nur eine sehr grobe Struktur des realen Proteins
abgeleitet werden. Es konnten zwar bereits einzelne Faltungsstufen von Peptiden ansatzweise dy-
namisch simuliert werden [226]], zur Zeit gilt diese Methode jedoch nur bei sehr kleinen Proteinen
(unter 10 kDa) als aussagekriftig [227]. Aufgrund der Grofle von PTSi wurde dieser Ansatz als nicht
zielfiihrend erachtet.
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Tabelle 4.7 Alle aktuell (Stand: Ende 2014) bekannten Réntgenkristallstrukturen von Terpensynthasen

Nr. PDBID Name Klasse Organismus Jahr  Quelle
1 5EAS 5-Epi-Aristolochensynthase STPS Tabak 1997  [34]
2 1N1B (+)-Bornyldiphosphatsynthase =~ MTPS Salbei 2002 [228]
3 2]5C Cineolsynthase MTPS Salbei 2007  [229]
4 20NG Limonensynthase MTPS Minze 2007  [230]
5 3G4D (+)-6-Cadinensynthase STPS Baumwolle 2009  [231]
6 3NoG Isoprensynthase Pathway  Pappel 2010  [232]
7 3SAE «-Bisabolensynthase STPS Kisten-Tanne 2011 [233]
8 3P5P Taxadiensynthase DTPS Pazifische Eibe 2011  [234]
9 359V Abietadiensynthase DTPS Kiisten-Tanne 2012 [235]
10  4FQ Amorphadiensynthase STPS Beifufl 2013 [236]

Bei homology modelling wird von einer homologen Rontgenkristallstruktur eines nahe ver-
wandeten Proteins ausgegangen. Mittels Sequenzdatenbanken werden zunéchst dhnliche Protein-
sequenzen identifiziert (z. B. PSI-BLAST [186]). Uber die PDB-Strukturdatenbank (Protein Data
Bank?® [237]) konnen die experimentell ermittelten Rontgenkristall- oder NMR-Strukturen abge-
rufen werden. Die Auswahl einer moglichst prazisen und dhnlichen Struktur als Vorlage gilt als
zentraler Schritt in jedem Modellierungsprozess.

Im Falle der PTSi waren die Auswahlmoglichkeiten duflerst begrenzt, da aktuell lediglich 4 STPS
Kristallstrukturen und 10 TPS Strukturen insgesamt bekannt sind (Tab. [4.7). Durch einen systema-
tischen Sequenzvergleich konnten jedoch sowohl die Isoprensynthase (PDB 3NoG [232], moglicher
evolutorischer Vorldufer aller TPS) als auch die Limonensynthase (PDB 20NG [230]) als geeigne-
te Strukturvorlagen ausgewdhlt werden. Als nachste (strukturverwandte) STPS wurde die 5-Epi-
Aristolochensynthase (PDB 5EAS [34]]) ermittelt.

Zundchst erfolgte der Aufbau des a-C-Proteinriickgrats anhand der festgelegten homologen Kris-
tallstrukturen. Dabei werden Konflikte wie sterische Hinderungen beachtet. Die Modellierung ein-
zelner Aminosdure-Seitenketten ist hdufig problematisch, da hierbei zusétzlich unterschiedliche
Atomradien, Bindungswinkel und Drehwinkel mit einbezogen werden miissen.

Kombiniert wurde dieser Prozess mit einem als threading/fold recognition bezeichneten Verfah-
ren. Trotz der haufig grofsen Sequenzdiversitit zwischen Proteinen wird vermutet, dass nur eine
begrenzte Zahl an charakteristischen Faltungsmustern in der Natur existiert [238]. Neue Proteine
werden daher manuell anhand ihrer Funktion, Struktur und Sequenz in Klassen, Folds, Superfami-
lien, Familien und Doménen eingeteilt. Die Datenbanken SCOP [239], CATH [240] und PFAM [241]
haben sich als Standard fiir die Proteinklassifizierungen durchgesetzt.

Somit konnten auch Strukturvorlagen aus entfernten Proteinfamilien mit in den Prozess integriert
werden (z. B. a-helicale Strukturen mit Metallbindungsdomaéne, charakteristisch fiir STPS). Durch
threading konnte die rdumliche Struktur, inbesondere die Lage der Seitenketten, weiter verfeinert
werden. Als lokale Software fiir den iterativen Modellierungsvorgang wurde I-TASSER? [242] ein-
gesetzt. Wie zuvor in groflen Vergleichsstudie gezeigt werden konnte [225]], liefert I-TASSER insbe-
sondere dann sehr realitdtsnahe Strukturmodelle, wenn nur wenige homologe Vorlagen verfiigbar
sind.

Die hochvariablen Schleifen-Regionen zwischen einzelnen a-Helizes wurden dabei tiber eine
komplexe Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion, unter Einbeziehung von geometrischen Kriterien (Ste-
rik, Ladung, etc.), angendhert [243]. Allerdings muss man in diesen Bereichen des Modells, insbe-

28 Bekannteste Datenbank mit tiber 100.000 Proteinstrukturen, verfligbar unter http://www.rcsb.org/
29 http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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sondere am C- und N-Terminus, von der grofiten Abweichung zur (unbekannten) realen Kristall-
struktur ausgehen.

Tabelle 4.8 Giitebewertung der besten PTSi-Strukturmodelle

Name C-score Erw. RMSD [A] Erw. TM-score
PTSi 1,04 5,3%3,4 0,86+0,07
TRX-PTSi 0,43 7,01t4,1 0,77+0,1

Nach Energieminimierung des gesamten Molekiils wurde das beste Modell anhand seines errech-
neten C-scores [242]. ausgewihlt. Eine endgiiltige Qualitétsiiberpriifung und Energieminimierung
erfolgte tiber Anolea3° (atomic non-local assessment) .

In Tab. sind die erhaltenen Giitebewertungen der besten erzielten Proteinmodelle von PTSi
und TRX-PTSi aufgelistet. Als kombiniertes Mafl der Modellqualitat gilt der C-score. Er trifft eine
Aussage dartiber, wie gut sich das jeweilige Modell mit der (wahrscheinlichen) realen Struktur des
Enzyms deckt. Er bezieht mehrere Modellparameter mit ein, und liegt im Wertebereich zwischen —5
und 2, wobei ein hoherer Wert auf eine hohere Modellgtite hinweist. Generell kénnen Modelle
mit einem C-score tiiber o bereits als aussagekriftige Anndherungen an die Rontgenkristallstruktur
angesehen werden.

Durch den RMSD-Wert (root-mean-square deviation of atomic positions) wird der durchschnitt-
liche Abstand aller einzelnen Atome zwischen zwei verglichenen Strukturen quantifiziert. Es wer-
den die rdumlichen Entfernungen iiber das gesamte Molekiil (global) herangezogen. Die Einheit
des RMSD-Werts ist Angstrom (A) . Aufgrund der globalen Betrachtung der Atomabstinde,
konnen lokale Abweichungen (z. B. am Anfang und Ende der Polypeptidkette) den RMSD stark
erhohen, obwohl die generelle Topologie des Modells korrekt ist.

Um diese Ubergewichtung etwas abzumildern, wurde der TM-score eingefiihrt. Bei diesem
Giitekriterium werden kleine Atomabstidnde stdrker gewichtet als sehr grofie Abstande. Lokal be-
grenzte Modellfehler gehen so nicht mehr tiberproportional in die Bewertung ein. Ein TM-score
iiber 0,5 (ein Wert von 1 wire eine exakte Ubereinstimmung) deutet auf ein solides Strukturmodell
hin. Da keine Kristallstrukturen zur Verfiigung stehen, sind die RMSD-Werte und TM-scores in die-
sem Fall als abgeschéitzte Werte zu verstehen, die sich auf eine hypothetische Struktur mit C-score 2
beziehen.

PTSi TRX-PTSi
10xHis-Tag

6xHis-Tag
PTSi Doméne )

Thioredoxin
Doméne

Abbildung 4.42 Cartoon-Darstellung von PTSi mit Thioredoxin-Fusionsdoméne. Das His-Tag befindet sich an der Oberfla-
che des Proteins.

30 iiber SWISS-MODEL Structure & Model Assessment Tools, http:/ /swissmodel.expasy.org/
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Frontalansicht Seitenansicht

Abbildung 4.43 Front- und Seitenansicht eines errechneten PTSi-Strukturmodells. Die beiden Sequenzmotive am Eingang
des (postulierten) aktiven Zentrums sind hervorgehoben.

Durch die hier angewandte Modellierungsstrategie, eine Kombination aus homology modelling
und threading, konnten somit realitdtsnahe Strukturen von PTSi und TRX-PTSi erzeugt werden. Al-
le typischen Qualitédtskriterien fiir Proteinmodelle konnten erfolgreich erfiillt werden (Tab. . Dies
ermoglicht nun fundierte Aussagen iiber strukturelle und funktionelle Eigenschaften des Enzyms.
PTSi ist ausschliefSlich aus parallelen und antiparallelen a-Helizes, verbunden tiber kurze Schlei-
fen, aufgebaut (Abb. [.42). Diese Zusammensetzung entspricht dem charakteristischen Aufbau von
bereits kristallisierten STPS [226].

Da TRX-PTSi mit Thioredoxin {iber Linkersequenzen verkniipft ist, die langere Schleifenstruk-
turen ausbilden, befindet sich das intramolekulare His-Tag exponiert an der Oberfldche und nicht
versteckt im Inneren der Struktur. Dies ermoglichte die (experimentell bestatigte) effiziente Bin-
dung an den IMAC-Chelatkomplex. Anhand der reinen AS-Sequenz kann keine Aussage iiber den
raumlichen Abstand der einzelnen Doménen getroffen werden. Die Struktur verdeutlicht allerdings
auf den ersten Blick die grofie Entfernung der Thioredoxin-Doméne vom eigentlichen Enzym. Dies
erklirt den geringen Einfluss des Fusionsproteins auf die Enzymaktivitéit (Abb. [4.42).

In Abb. sind die beiden zentralen Sequenzmotive farblich hervorgehoben. Die Motive bin-
den Metallkationen (Mg>") und gelten somit auch als primédre Bindungsstelle fiir das Substrat, wie
bereits in Cokristallisationsstudien mit einer verwandten STPS gezeigt werden konnte [34]. Sie flan-
kieren das aktive Zentrum, dass im Falle der PTSi aus einer tunnelartigen Struktur mit 6 parallelen
und anti-parallelen a-Helizes aufgebaut ist.

Die mogliche Bindung des Substrats FDP an die Strukturmotive iiber Mg>*-Kationen, sowie des-
sen Orientierung am Eingang der aufgezeigten Tunnelstruktur, sollte nun anhand von Docking-
Simulationen analysiert werden.

4.6.1  Docking-Simulationen mit dem Substrat FDP

Die Simulationen wurden aufgrund des elektrochemisch komplexen Bindungssystems
(Aminosdurerest—-Metallkation—-Phosphatrest) und des hohen Rechenaufwands in Zusammenar-
beit mit einem externen Dienstleister durchgefiihrt (Cam-D Technologies GmbH, Essen)3'. Bei
einem Protein-Docking wird die Bindung eines Liganden (hier: Substratmolekiil) an einen Re-
zeptor (das Enzym) anhand von Kraftfeldern und energetischen Wechselwirkungen berechnet.

31 Beschreibung des Vorgehens zusammengestellt nach personlicher Kommunikation mit Frau Dr. Annamarie Fiethen, Mitar-

beiterin Cam-D. Auswertung der Daten erfolgte durch den Autor.
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Dadurch konnen Aussagen getroffen werden, wo das Substrat am Enzym bindet (wahrscheinliches
aktives Zentrum) und welche Orientierung/Lage es dort nach Energieminimierung einnehmen
wird.

Hierbei ist jedoch zu beachten, dass tiber Docking keine dynamischen, biokatalytischen Reaktio-
nen (Bindungsbriiche, Umlagerungen, usw.) simuliert werden. Die Produktbildung ist ein mehrstu-
figer Prozess, der teilweise im Inneren des Enzyms stattfindet. Auch der Bildungsmechanismus von
Zwischenprodukten kann nicht nachvollzogen werden. Dies bedarf weitaus komplexerer moleku-
lardynamischer Simulationen, die aufgrund mangelnder Kenntnisse iiber den exakten Reaktions-
mechanismus nicht durchgefiihrt werden konnten.

Zunichst wurden alle Wasserstoffatome an das Modell angefiigt. Um den korrekten Protonie-
rungsgrad der Aminosdurereste abbilden zu konnen, wurde der experimentell bestimmte isoelek-
trische Punkt als eine von vielen Randbedingungen mit einbezogen. Auch der optimale pH-Wert
(Aktivitatsoptimum) musste hierbei beachtet werden. Das Enzym wird (virtuell) in ein Losungsmit-
tel (H,O) tberfiihrt und ein fiir Proteine standardisiertes Kraftfeld angelegt. Die gesamte Struktur
relaxiert und ein absolutes Energieminimum wird erreicht.

Das so vorbereitete Proteinmodell der PTSi wurde anschliefend in eine starre Struktur
(grid = dreidimensionales Gitter) eingebunden. Einzelne Aminosduren waren nun nicht mehr be-
weglich. Alle Atome wurden fest in Raum fixiert, wodurch das Modell jegliche Dynamik verlor.
Nur das Substratmolekiil war wihrend der Simulation beweglich. Diese Vereinfachung ist notwen-
dig um die Simulationen in endlicher Rechenzeit durchfiihren zu kénnen. Das erhaltene Grid bil-
dete alle Eigenschaften der PTSi (Partialladungen, inter- und intramolekulare Kréfte, komplexierte
Mg?**-Ionen, Schleifen, Schichtstrukturen) exakt ab. Obwohl die Lage bekannt war, wurde die Po-
sition des aktiven Zentrums (DDXXD- und NSE/DTE-Motive) explizit nicht als Randbedingung
definiert.

A

« Substrat FDP
2\ N

Mg et g }\0/ N

.<"4/ N
Mg

NSE/DTE

Abbildung 4.44 (A) Ideale Lage und Orientierung des Substrats FDP nach den Simulationslaufen. DDXXD-Motiv an Kom-
plexierung von 2 Mg** beteiligt. (B) Abstdnde der Phosphatreste und beteiligten Aminosduren von den
komplexierten Mg>*-Ionen. Alle Entfernungen in Angstrt’)m.

Das Substratmolekiil wurde nun wahllos im dreidimensionalen Raum ausgesetzt und wanderte
aufgrund molekulare Wechselwirkungen entlang des Gitters. Am Ende der iterativen Simulation
wurden jeweils mehrere mogliche Konformationen fiir das Substrat erhalten, bei denen ein Ener-
gieminimum erreicht wurde. Diese gedockten Strukturen, auch Posen genannt, zeigen mit hoher
Wahrscheinlichkeit die Region der ersten Substratbindung an.

In Abb. ist eine ideale Konformation des Substrats am Eingang des aktiven Zentrums dar-
gestellt. Das DDXXD-Motiv ist laut Berechnungen an der Bindung von zwei Magnesium-Ionen
beteiligt, wihrend das dritte Kation im Bereich des NSE/DTE-Motivs komplexiert. Die drei Ionen
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spannen ein Dreieck mit den Kantenldngen 5,3 A, 11,7A und 15,2A in der Ebene auf. Das Sub-
strat FDP orientiert sich an den Eingang des hydrophoben Tunnels. Das weiter entfernt liegende
Magnesium-Ion ist an der initialen Bindung zunéchst scheinbar nicht direkt beteiligt (Abb. A).
Man kann vermuten, dass die an DDXXD komplexierten Kationen die Abspaltung des Pyrophos-
phats initiieren, wihrend das NSE/DTE-Magnesium im Falle der PTSi zuné&chst einen stabilisieren-
den Effekt auf das entstehende Carbokation austibt.

In Abb. (B) sind die Abstidnde des Substrat-Enzym Komplexes dargestellt. Wahrend die Ent-
fernungen der Metallkationen von den Sauerstoffatomen (der Phosphate am FDP) im Mittel zwi-
schen 2—4 A liegen, befinden sich die Carboxyfunktionen der beteiligten AS-Reste durchschnittlich
4-7 A entfernt. Die eher grofien molekularen Abstinde lassen auf eine schwache Wechselwirkung
schlieflen, dennoch konnten bei einer verwandeten Rontgenkristallstruktur zuvor dhnliche Entfer-
nungen vermessen werden [34].

Es muss beachtetet werden, dass die gedockte Struktur nur einen einzelnen statischen Zeitpunkt
wiahrend der Komplexierung abbildet und sich die Bindungslangen durch dynamische Verschiebun-
gen noch verkiirzen werden. Der Ionenradius des Mg>" ist mafstabsgetreu dargestellt und betrigt
bei der hier dargestellten Koordinationszahl von IV 0,57 A [247].

Um die Bindungsaffinitat des Liganden quantifizieren zu kénnen, wurden empirische Scoring-
Werte fiir die einzelnen Konformationen anhand einer komplexen Scoring-Funktion errechnet.
Diese Funktion bezieht lipophile Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen sowie pola-
re Wechselwirkungen zwischen Substrats und Enzym mit ein [248]. Die Scoring-Werte spiegeln
die Gibbs-Energie (AG) der Ligand-Rezeptor/Substrat-Enzym Bindung wieder und werden in
kJmol™" angegeben. Fiir die besten Posen/Konformationen wurde fiir das Substrat ein AG von
-3,406 k] mol™"(£0,053) erhalten. Negative Werte deuten auf eine exergone Reaktion hin, die freiwil-
lig ablauft.

4.6.2  Strukturvergleiche mit PTS

Durch einen strukturellen Vergleich mit einem Proteinmodell der urspriinglich beschriebenen PTS
[72] sollten nun AS identifiziert werden, die moglicherweise fiir das verdnderte Produktspektrum
verantwortlich sind. In Abb. sind alle iiber das zuvor durchgefiihrte Alignment (Abb.
auf S.|43) bestimmten Aminosdureaustausche griin hervorgehoben. Viele Austausche fanden in Be-
reichen weit entfernt von der initialen Binderegion bzw. dem aktiven Zentrum statt. Ein Einfluss
dieser Variationen auf das Produktspektrum kann als sehr unwahrscheinlich angesehen werden.
Das DDXXD-Motiv ist auch in der PTS-Isoform konserviert. Durch umfassende Mutationsstudien
konnte zuvor gezeigt werden, dass insbesondere das NSE/DTE-Motiv als zweite Binderegion einen
groflen Einfluss auf das Produktspektrum austibt. Mutationen in diesem Sequenzbereich fiihren
haufig zu einer erhohten Produktanzahl oder verschieben das Produktspektrum. Weitere Zyklisie-
rungsreaktionen werden so ermoglicht bzw. finden bevorzugt statt [26, |43]]. Auch PTSi weist einige
Aminosdureaustausche in dieser wichtigen Region auf.

Zum direkten Strukturvergleich wurde ein Proteinmodell der PTS analog zur PTSi mit tiber-
einstimmenden Strukturvorlagen und Parametern berechnet. Anschlieffend wurden beide Modelle
strukturell mit dem SALIGN Algorithmus iiberlagert [249]. Ubereinstimmende Helizes werden da-
bei Atom-fiir-Atom auf der jeweils anderen Struktur abgebildet. In Bereichen mit verdnderter Ami-
nosdurezusammensetzung werden strukturelle Variationen sichtbar. Abb. (A) zeigt die Verdn-
derungen in der Binderegion am Eingang des aktiven Zentrums (Lysin nach Asparagin Pos. 458,
Histidin nach Cystein Pos. 454 und Valin nach Isoleucin Pos. 448). Sechs weitere Austausche fan-
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Abbildung 4.45 Front- und Seitenansicht eines errechneten PTSi-Strukturmodells, bei dem die abweichenden AS (im Ver-
gleich zur PTS) griin hervorgehoben wurden. DDXXD-Motiv rot markiert, NSE/DTE-Motiv blau markiert.
Beiden zusammen bilden den Eingang des aktiven Zentrums.

den direkt am anderen Ende der Tunnelstruktur statt, dem moglichen Ausgang der zyklisierten
Produkte aus dem Enzym (Abb. B).

A B VAL- CYS-
ALA504 PHE415 ﬁ ILE-
LYS- P VAL438
ASN458
GLY-
CYS499
VAL-
ILE448 g
TYR-
HIS- ASN512
CYS454
C D
HIS LYS-
- Germacradienyl-Kation
VAL-  CYS454 GELLE i ’

ILE448 A
% DDXXD-
g Motiv o - //

’, / St

(-)-Patchoulol Ve N
NSE/DTE- Verlasst vorzeitig Pogostol
Motiv aktives Zentrum (?) Guaia-4,11-dien
a-Guaien
a-Bulnesen

Abbildung 4.46 (A) Seitliche Ansicht des Eingangs vom aktiven Zentrum. AS-Anderungen unmittelbar am NSE/DTE-Motiv
sind hervorgehoben. (B) Verdnderte Aminosduren am Ende der Tunnelstruktur (moglicher Ausgang). (C)
Frontale Ansicht aus Richtung, von der FDP an aktives Zentrum bindet. Zur besseren Ubersichtlichkeit
wurden Teile der Proteinstruktur transparent dargestellt. (D) Postulierter Reaktionsmechanismus der Pro-

duktbildung durch das Isoenzym. Angepasst nach einem zuvor experimentell abgeleiteten (hypothetischen)
Mechanismus [166]. weifle AS = PTS, schwarze AS = PTSi-Isoform.

Generell konnten alle g gezeigten AS-Austausche die nachgewiesene Verschiebung des Produkt-
spektrums verursachen. Aufgrund der Lage direkt am/in der zweiten katalytischen Region (C) und
den verdnderten physikalisch-chemischen Eigenschaften, tiben jedoch wahrscheinlich HIS-CYS454
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(schwach basisch vs. neutral) und LYS-ASN458 (basisch vs. neutral) den grofiten Einfluss auf die
Reaktion aus. Es kann postuliert werden, dass durch diese AS-Substitutionen die Deprotonierung
des Germacradienyl-Kations nun bevorzugt ablduft (D). Dies wiirde den Anteil von Germacren A
im Produktgemisch erhohen. Zudem konnte Germacren A durch die verdnderte Struktur mogli-
cherweise das Enzym vorzeitig verlassen, bevor weitere Zyklisierungsreaktionen (z. B. Bildung von
Pogostol, a-Bulnesen, - - ) stattfinden konnen.

Da weder der genaue Reaktionsmechanismus der PTSi noch die exakte Struktur-Aktivitats-
Beziehung von STPS bekannt sind, miissten diese bioinformatisch abgeleiteten Hypothesen durch
zukiinftige Punktmutationsstudien bewiesen werden.

4.6.3 Zusammenfassung Charakterisierung PTSi

Uber MALDI-MS Analysen konnte die Identitét des aufgereinigten Isoenzyms eindeutig nachgewie-
sen werden. Durch 2D-Gelelektrophorese wurde der noch unbekannte isoelektrische Punkt des En-
zyms experimentell angenédhert. Wie GC-FID Messungen von Sesquiterpenprodukten zeigten, blieb
die Aktivitdt des fusionierten Enzyms erhalten. Eine proteolytische Abspaltung der Thioredoxin-
Domaéne nach Aufreinigung war daher tiberfliissig. Interessanterweise wich das Produktspektrum
der Isoform von der beschriebenen PTS |72 ab. Wahrend (-)-Patchoulol, als Hauptkomponente des
dtherischen Patchouli-Ols, auch von PTSi gebildet wird, ist nun Germacren A (bzw. das Umlage-
rungsprodukt S-Elemen) die Hauptkomponente der hier identifizierten Isoform.

Durch fundierte Proteinmodelle und Docking-Simulationen konnten erste Hinweise, zu den
wabhrscheinlich an der Produktbildung beteiligten Aminosdurresten erhalten werden. Es wurden
sinnvolle Ziele fiir zukiinftige Punktmutationsstudien ausgewihlt, die weiter Informationen zum

exakten Katalysemechanismus von PTSi liefern konnten.

4.7 PRODUKTION DER A-HUMULENSYNTHASE

Die zuvor anhand von PTSi gewonnenen Erkenntnisse iiber STPS, sollten nun als Basis fiir Unter-
suchungen an weiteren rekombinanenten Synthasen dienen. Ziel war es, ein breites Portfolio an
STPS-exprimierenden Stimmen zu erzeugen, die spéter als Modellorganismen fiir die Stoffwechsel-
Coexpression dienen sollten. Ein Auswahlkriterium war dabei, dass die Zyklisierungsprodukte
hochwertige und funktionelle Sesquiterpene seien mussten.

Héufig weisen STPS eine hohe Produktpromiskuitdt auf, was jedoch die Produktanalytik und
-quantifizierung sehr erschwert. Daher wurden solche Zyklasen ausgewdhlt, von denen bekannt
oder vermutet wurde, dass sie nur ein begrenztes Produktspektrum mit moglichst einem Haupt-
produkt aufweisen.

Analog zu PTSi sollten mogliche Isoformen oder cDNA-Varianten in den cDNA-Bibliotheken der
exotischen Pflanzen identifiziert und umfassend charakterisiert werden. Da bereits Literaturdaten
zur x-Humulensynthase verfiigbar waren [86]], sollte im Fall dieser STPS lediglich die rekombinante
Produktion ermoglicht und die Produktbildung nachgewiesen werden.

4.7.1  Plasmidkonstruktion a-Humulensynthase

Bereits zuvor konnte eine a-Humulensynthase (kurz HUM) aus Shampoo Ingwer (Zingiber zerumbet)
in einer cONA-Bibliothek der Pflanze nachgewiesen und ansatzweise beschrieben werden [86]. Die
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Abbildung 4.47@Sténgel und Laubblitter des Shampoo-Ingwer (Zingiber zerumbet). @Detailansicht der glatten Blatter.
Aus der Erde ragender Teil des Ingwer-Rhizoms. [(d)] Skalpell-Anschnitte des Rhizoms vor RNA-Extraktion.

Synthase HUM katalysiert, mit einem Anteil von tiber 95 %, fast ausschliefslich die Bildung des
Sesquiterpens a-Humulen.

Das strukturverwandte B-Caryophyllen ist mit 5% der einzige Minorbestandteil im Produktge-
misch [86]. Die STPS ist somit eine Ausnahme von der Regel, dass Mitglieder der Enzymklasse
hdufig eine hohe Produktpromiskuitdt aufweisen. Mit einer Sequenzldnge von 1.647 Bp (548 AS)
liegt HUM im fiir STPS charakteristischen Grofsenbereich um 1.500 Bp.

Durch ein multiples Sequenzalignment konnten die p-Eudesmolsynthase und Germacren-D-
synthase (Abb. [4.48), anhand der Sequenzhomologie, als am nichsten verwandte Zyklasen iden-
tifiziert werden. -Eudesmol und Germacren D dhneln a-Humulen in ihren Terpengrundkorpern
(zwei Sechsringe, bei Humulen zu 11-Ring erweitert), was in diesem Fall durch die vergleichbare
Enzymstruktur bedingt sein konnte (Struktur-Aktivitdts-Beziehung).

a-Humulen, als direkter Vorlaufer des potenten Zytostatikums Zerumbon [89], ist eine duferst
wertvolle und funktionell interessante Terpenverbindung. Aufgrund der wenigen charakteristi-
schen Gruppen am Molekiil gestaltet sich eine chemische Synthese des Humulen-Grundkorpers
als schwierig (vgl. Schema Abb. auf S. [20), was einen biokatalytischen Ansatz auch hier du-
Berst attraktiv macht und sinnvoll erscheinen lasst.

Durch Amplifikation mit, von der verdffentlichten Sequenz (Acc. No. AB247331) abgeleiteten, Pri-
mern (Tab. [A.10), sollte die codierende Sequenz fiir eine a-Humulensynthase aus der pflanzlichen
Genbibliothek isoliert werden. Frische Exemplare der Gattung Zingiber zerumbet (Abb. wurden
bezogen (Exotische Nutz- und Zierpflanzen, Seeheim-Jugenheim) und eine cDNA-Bibliothek, ana-
log zu Patchouli, durch Extraktion und reverse Trankription der mRNA angelegt. Die Expression
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Abbildung 4.48 Aminosdure-Sequenzalignment der in dieser Arbeit verwendeten a-Humulensynthase [86] mit anderen
bekannten STPS, welche die hochste Sequenzidentitit aufwiesen (identifiziert tiber PSI-Blast [186]). Gen-
Bank ID der Sequenzen jeweils in Klammern. Multiples Sequenzalignment durchgefiihrt mit Clustal W [[184]

Algorithmus.

der STPS ist in planta stark gewebeabhdngig und findet fast ausschliefllich in dem Rhizom/Erd-

spross statt, was durch Analyse der Genexpression in den verschiedenen Organellen gezeigt wer-

den konnte [36].

Durch die auch zuvor bei Patchouli angewandte AGPC-Extraktionsmethode (vgl. [B.2.1), konn-
te aus dem polysaccharidreichen und verholztem Pflanzenmaterial keine nachweisbare Menge an
RNA extrahiert werden. Es wurde daher ein Protokoll fiir eine auf CTAB basierende Extraktion-
methode (vgl. angepasst und erweitert, welche sich insbesondere zur RNA-Gewinnung aus
schwierigen Matrizes eignet. Das Verfahren findet z. B. in der Gerichtsmedizin (Fingerndgel oder
Knochenmaterial) Anwendung. Durch mehrstufige Abtrennung der Polysaccharide und langsames
Ausfallen tiber Lithiumchlorid konnten bis zu 18,35 ng Gesamt-RNA aus urspriinglich 2 g Rhizom

erhalten werden.

Allerdings wurde auch nach Optimierung des PCR-Programms, Verldngerung/Verkiirzung der
Primern und nach mehrmaliger Wiederholung der Extraktion unter variierten Bedingungen, kein
spezifisches PCR-Amplifikat im Grofienbereich um 1.500 Bp erhalten (Beispiel DNA-Gel im An-

hang D.1).

Dies deutete auf eine qualitativ zu schlechte Genbibliothek hin, wodurch eine Amplifikation
der STPS-cDNA nicht durchfithrbar war. Neben der schwierigen Probenmatrix kénnte hier auch
die transiente Expression der STPS eine Rolle gespielt haben. Wahrscheinlich befanden sich die
verwendeten Ingwer-Pflanzen alle in einem Wachstumsstadium, in dem (temporér) nur sehr wenig

a«-Humulen durch die Pflanze produziert wurde. Somit lag womoglich die allgemein schon sehr

geringe Konzentration an STPS-codierender mRNA nochmals niedriger.

Aufgrund der schwierigen Verfiigbarkeit des exotischen Ingwers war es nicht moglich, Pflan-
zenmaterial in unterschiedlichen Wachstumsstadien zu beziehen. Um eine funktionale heterologe
Expression der a-Humulensynthase in E. coli trotz dieser Limitierungen dennoch realisieren zu kon-
nen, wurde als Alternativstrategie die codierende Sequenz in Form doppelstrangiger DNA Strings

synthetisiert.
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Abbildung 4.49 (A) Analytisches DNA-Gel der PCR-Amplifikate vor Klonierung des Konstrukts. Erwartete Fragmentlangen:
5.711 Bp pET-16b (Vektor), 1.010 Bp String 1 und 694 Bp String 2. Klon 1 und Klon 8 positiv. (B) Kolonie-PCR
tranformierter Klone mit genspezifischen Primern. Erwartete Lange = 1.704 Bp.
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Abbildung 4.50 Plasmidkarte des Konstrukts zur Expression der a-Humulensynthase

Um eine erwartete Expressionslimitierungen in E. coli von Beginn an auszuschlieffen, wurde die
urspriinglich publizierte native cDNA-Sequenz zuvor Codon-optimiert. Der Adaptionsindex CAI
[194] konnte durch 211 Transitionen und 198 Transversionen von 0,488 auf 0,708 erhoht werden.

Seamless cloning in das Vektoriickgrat pET-16b wurde nach PCR-Amplifikation durch spezifi-
sche tiberlappende Primer durchgefiihrt (Abb. A). Durch Kolonie-PCR konnten zwei korrek-
te Klone identifiziert werden, deren Plasmidkonstrukte zur Absicherung des korrekten ORFs je-
weils doppelt sequenziert wurden (vgl. [C). Die schematische Plasmidkarte des Codon-optimierten
a-Humulensynthasekonstrukts kann in Abb. nachvollzogen werden.

4.7.2  Expressionsoptimierung im SK-Mafistab

Das sequenzierte Plasmid pET-16b::HUM(co) wurde in einen BL21(DE3) Expressionsstamm trans-
formiert. Bevor dieser als Modellstamm fiir Stoffwechsel-Coexpression eingesetzt werden konnte,
musste zunéchst die 16sliche Enzymexpression nachgewiesen, und grundlegende Kultivierungspa-
rameter bestimmt werden. Die biochemischen (theoretischen) Proteinparameter von HUM(co) laut
Sequenz des OREF sind in Tab. |4.9| aufgelistet3>.

32 Proteinparameter bestimmt tiber ExXPASy ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)

79



8o

EXPERIMENTELLE ARBEITEN

Tabelle 4.9 Berechnete Proteinparameter der a-Humulensynthase

Konstrukt/ORF theor. MW  theor. pI  Ext. Koeff.

pET-16b::HUM(co) 66,770 kDa 5,65 90.815 Mt cm™

Parallele Kultivierungen in LB- (Abb. und TB-Medium (Abb. bei Temperaturen zwi-
schen 18-37°C nach Induktion wurden durchgefiihrt. Die IPTG-Konzentrationen wurden im Be-
reich zwischen 0,01—1 mM variiert.

Bereits nach 4 h konnte eine Uberexpression des Enzyms in der loslichen Fraktion nachgewiesen
werden, allerdings nur bei einer niedrigen Kultivierungstemperatur von 18 °C. Hohere Tempera-
turen fithrten zur vollstindigen Agglomeration des Zielproteins in inclusion bodies (Gele des un-
loslichen Zellpellets nicht gezeigt). Nach 22 h wurde eine maximale Zielproteinkonzentration von
61mgg~" BTM bei einer optischen Dichte von ODy 4,2 erzielt (18 °C). Die Induktorkonzentration
hatte hier keinen nachweisbaren Einfluss auf die Produktausbeuten (Abb. [4.51).
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Abbildung 4.51 Expressionsexperimente pET-16b::HUM(co) in LB-Medium bei unterschiedlichen Kultivierungstemperatu-
ren und Induktorkonzentrationen. Schiittelgeschwindigkeit 150 rpm. Gele des 16slichen Rohextrakts nach
Zellaufschluss. Proben normiert anhand der Zelldichte.

Durch Kultivierung in reichhaltigerem TB-Medium, konnten die Enzymausbeuten weiter gestei-
gert werden. Auch hier zeigte sich bei 30°C und 37 °C eine starke Agglomeration bei der erwar-
teten Proteinbande im Gel (Gelbild nicht gezeigt), so dass selbst nach 22 h keine Uberexpression
von HUM erkennbar war (Abb. [4.52). Die Produktausbeuten bezogen auf die Biomasse wurden
um 39 % auf 66,7mgg™" BTM bei 18 °C erhoht (optische Dichte bei Zellernte ODy, 9,1). Auch hier
konnte keine Korrelation zwischen IPTG-Konzentration und 16slichen Enzymausbeuten festgestellt
werden.

Zur Produktion der rekombinanten a-Humulensynthase in BL21(DE3) wurde daher in nach-
folgenden Versuchen stets TB-Medium und eine niedrige Kultivierungstemperatur unterhalb von
20 °C eingesetzt. Um eine vollstandige Induktion zu gewihrleisten, wurden o,5 mM IPTG verwen-
det.

Da die Enzymausbeuten bereits hoher lagen als bei der Thioredoxin-fusionierten PTSi
(66,7mgg™" vs. 53mgg~" BIM), wurde auf Einsatz von Fusionsstrategien bei HUM verzichtet.
Die Expressionsergebnisse lassen vermuten, dass HUM eine etwas einfachere Struktur als PTSi auf-
weist, wodurch wahrscheinlich eine effizientere Faltung in E. coli Expressionsstimmen ermoglicht
wird.

Auch die Verteilung von hydrophoben Bereichen an der Oberfliche kénnte hier eine Rolle spielen.
Rontgenkristallstrukturen von HUM sind noch nicht verfiigbar. Die hohe Tendenz von STPS zur
Bildung von inclusion bodies bei normalen Kultivierungstemperaturen, konnte jedoch auch bei

HUM nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.52 Expressionsexperimente pET-16b::HUM(co) in TB-Medium bei unterschiedlichen Kultivierungstemperatu-
ren und Induktorkonzentrationen. Schiittelgeschwindigkeit 150 rpm. Gele des 19slichen Rohextrakts nach
Zellaufschluss. Proben normiert anhand der Zelldichte.

4.7.3 Aktivititsnachweis Humulensynthase

Zum Nachweis der Produktbildung wurde 16sliches Zelllysat (Gesamtproteingehalt 10 mgmL™)
von induzierter Biomasse des BL21(DE3) pET-16b::HUM(co) Expressionsstammes verwendet. Der
Zellaufschluss wurde gekiihlt in mit 5 mM MgCl, supplementiertem STPS-Aktivitatspuffer durch-
gefiihrt (Tab. [A.s).

Verschiedene Konzentrationen zwischen 100—400 uM des Substrats FDP wurden fiir die Umset-
zungsversuche eingesetzt. Nach Uberschichtung mit Isooctan wurde fiir gomin beim bekannten
Temperaturoptimum von 30 °C [86] inkubiert. Die Produktanalytik erfolgte tiber GC-FID mit der
zuvor etablierten Chromatographiemethode. Der kommerziell verfiigbare, authentische a-Humulen
Standard (Sigma-Aldrich, USA) wies eine Retentionszeit von 8,84 min auf (Abb. B).
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Abbildung 4.53 (A) Umsetzung von FDP mit Rohextrakt eines BL21(DE3)-Wildtyps als Negativkontrolle. (B) Authenti-
scher a-Humulenstandard in 1:1000 Verdiinnung. (C) Aktivitdtstest mit Rohextrakt nach Kultivierung von
BL21(DE3) pET-16b::HUM(co). Es wurden 100 uM FDP eingesetzt.

In organischen Phasen von Proben des inkubierten Enzyms, konnte bei identischer Retentionszeit
ein einzelner Terpenpeak identifiziert werden, bei dem es sich um a-Humulen handelte (Abb.
C). Die Zyklisierungsreaktion hin zum Minorbestandteil 3-Caryophyllen konnte nicht direkt besta-
tigt werden, da ein authentischer Standard dieser Verbindung nicht verfiigbar war. Moglicherweise
entspricht der Peak bei 8,21 min diesem Nebenprodukt, da man fiir f-Caryophyllen aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit zu a-Humulen einen dhnliche Retentionszeit erwarten kann (Strukturen
in Abb. auf S.[19). Das Peakintegral des undefinierten Minorbestandteils lag jedoch unterhalb
von 2 %, bezogen auf das Integral tiber das gesamte Chromatogramm. Zuvor wurde ein Produktan-
teil des B-Caryophyllens von 5 % ermittelte [86].

In umgesetzten Proben eines nicht-transformierten BL21(DE3)-Stammes (Abb. A), sowie in
Proben mit Rohextrakt ohne Zugabe des Substrats (Chromatogramme nicht gezeigt), konnte keine
Produktbildung gezeigt werden. Die spontane Zyklisierung des Substrats zum Produkt kann durch
die Negativkontrollen ausgeschlossen werden.
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4.7.4 Zusammenfassung a-Humulensynthase

Die Amplifikation der codierenden Sequenz einer Humulensynthase, ausgehend cDNA-Bibliothek
von Shampoo Ingwer, war aufgrund der Probenbeschaffenheit nicht direkt moglich. Durch As-
semblierung von synthetischen DNA Strings konnte ein Expressionsstamm erzeugt werden, der
diese Synthase mit vergleichsweise hohen Ausbeuten 16slich sowie aktiv tiberexprimiert. Die pro-
duzierte Synthase ermoglichte die biokatalytische Darstellung des wertvollen Zerumbon-Vorldufers
a-Humulen aus chemisch-synthetisierten FDP.

Im spédteren Abschnitt |4.9| wird dieser Modellstamm, nach Cotransformation mit Stoffwechselen-
zymen, zur erstmaligen Darstellung dieses funktionellen Sesquiterpens durch synthetische Biotech-
nologie eingesetzt.

48 PRODUKTION UND CHARAKTERISIERUNG EINER (+)—ZIZAENSYNTHASE

Die Nukleotidsequenz einer postulierte (+)-Zizaensynthase wurde zuvor patentiert [250], allerdings
waren keine ndheren experimentellen Daten tiber dieses Enzym verfiigbar. Daher wurde die Zykla-
se auf mehreren Ebenen charakterisiert. Im Fokus stand dabei unter anderem die Expressionsopti-
mierung, Aufreinigung und Bestimmung der Reaktionskinetik, die im Falle von STPS aus Mangel
an einfachen Enzymassays in der Durchfiihrung sehr aufwandig ist.

4.8.1  Plasmidkonstruktion (+)-Zizaensynthase

Die cDNA-Sequenz einer STPS mit moglicher Zizaensynthase-Aktivitit wurde zuvor patentiert
[250], allerdings nicht ndher beschrieben und charakterisiert. Da (+)-Zizaen ein unmittelbarer Vor-
laufer der wertvollen Duftkomponenten Khusimol und Khusimon ist (vgl. auf S. [21), wurde
die Verbindung als hoch interessantes Modellterpen erachtet.

Uber eine Datenbankrecherche der translatierten Nukleotidsequenz (KP231534) konnten die f-
Sesquiphellandrensynthase (C5YHI2) sowie eine -Caryophyllensynthase (ABY79211) als STPS mit
hochster Sequenzéahnlichkeit ermittelt werden, wobei die Identitdt allerdings unterhalb von 52 %
lag. Durch ein Alignment auf AS-Ebene, konnten sowohl das konservierte DDXXD-, als auch das
NSE/DTE-Motiv zugeordnet werden (Abb. [4.55). Das Polypeptid ist daher zweifelsohne ein Mit-
glied der Terpenzyklasen Protein-Superfamilie.

Zunichst sollte auch bei dieser Zyklase eine direkte Amplifikation der nativen Sequenz durch
abgeleitete Primer erfolgen, um mogliche Isoformen erfolgreich isolieren zu kénnen. Hierzu konn-
te getrocknetes Wurzelmaterial von Chrysopogon zizanoides aus Madagaskar tiber die Symrise AG
(Holzminden) bezogen werden (Abb. und [4.54b). Da die Wurzeln mehrere Wochen nach Ern-
te getrocknet wurden, konnte selbst durch die zuvor optimierte CTAB-Extraktionsmethode keine
quantifizierbare Menge an RNA isoliert werden.

Es wurde daher nochmals frisches Pflanzenmaterial von der Symrise AG zur Verfiigung gestellt.
Es handelte sich um zwei Kultivare von unterschiedlichen Plantagen, die nur wenige Tage zu-
vor geerntet und vor Transport Vakuum-versiegelt wurden, um so ein Austrocknen zu verhindern
(Abb. und[4.54d). Dennoch wurde mit einer erheblichen Degradation der RNA durch RNAsen
gerechnet, da ein gekiihlter Transport nicht moglich war.

Aus jeweils 2,5 g Wurzelmaterial konnten bis zu 3,475 pg (Kultivar 1) bzw. 1,22 png (Kultivar 2)
Gesamt-RNA erfolgreich extrahiert werden. Nach reverser Transkription der mRNA, konnte durch
PCR mit abgeleiteten Primern ein spezifisches Amplifikat im Léngenbereich um 1.600 Bp in einer



48 PRODUKTION UND CHARAKTERISIERUNG EINER (+)-ZIZAENSYNTHASE

Abbildung 4.54 [[@)] Stark getrockneter Wurzelballen von Vetiver-Gras (Chrysopogon zizanoides). [(b)] Detailansicht der Wurzel-
strange. [(c)] Vetiver-Gras mit frischen Wurzeln und Erdanhaftungen (Kultivar 1, direkt aus Madagaskar).[[d)]
Vetiver-Gras mit frischen Wurzeln und Erdanhaftungen (Kultivar 2, Madagaskar).

Probe des Kultivars 1 nachgewiesen werden. Nach Optimierung der Ausbeute durch Erhchung der
PCR-Zyklenzahl, wurde das erhaltene Fragment in das pET-16b Vektorriickgrat kloniert, transfor-
miert und sequenziert (DNA-Gele im Anhang D.2).

Die Auswertung der Sequenzierdaten ergab, dass keine STPS, sondern eine ATP-bindende Domé-
ne, konjugiert an einen Transkriptionsregulator, aus dem ubiquitdr vorhandenen Bodenbakterium
Comamonas testosteroni (WP_043376045) amplifiziert wurde. Die Gesamtlange der klonierten Nu-
kleotidsequenz betrug 1.557 Bp. Moglicherweise waren, trotz einem Waschschritt in Wasser und
Ethanol, noch kleine Erdanhaftungen mit Kolonien des Bakteriums am rauhen Wurzelmaterial vor-
handen, wodurch die cDNA-Bibliothek kontaminiert wurde. Die fiir die gesuchte STPS codierende
mRNA war hochstwahrscheinlich in dem verfiigbaren Material bereits ganz oder teilweise degra-
diert, und konnte daher nicht in voller Lange isoliert werden. Eine direkte Nukleinsdureisolation
nach Ernte des Pflanzenmaterials ist aufgrund der prozessiven RNAsen sehr wichtig, war jedoch
im Falle von Vetiver-Gras nicht umsetzbar.

Um dennoch eine rekombinante Produktion mit anschliefender Charakterisierung des Enzyms
zu ermoglichen, wurde wie zuvor bei der a-Humulensynthase vorgegangen. Die Nukleotidsequenz
aus dem Patent (HIg31360) wurde Codon-optimiert, und der CAI somit von 0,551 auf 0,707 erhoht.
Die Sequenz konnte in Form von mehreren doppelstrangigen DNA-Strings synthetisiert werden,
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Abbildung 4.55 Aminosiure-Sequenzalignment der in dieser Arbeit charakterisierten (+)-Zizaensynthase ([250], [251]) mit
anderen bekannten oder postulierten STPS, welche die hochste Sequenzidentitdt aufwiesen (identifiziert
tiber PSI-Blast ). GenBank ID der Sequenzen jeweils in Klammern. Multiples Sequenzalignment durch-
gefiithrt mit Clustal W Algorithmus.

und wurde {iber seamless cloning in das etablierte Vektorriickgrat pET-16b einkloniert (Abb.
A+B).

Hierbei zeigte sich erneut die anscheinend starke Abhdngigkeit der STPS-Expression vom je-
weils gewédhlten Produktionssystem. Obwohl sowohl PTSi als auch HUM sehr erfolgreich 16slich
in pET-16b exprimiert werden konnten, war dies mit der Codon-optimierten (+)-Zizaensynthase
(kurz ZIZA) nicht mal ansatzweise moglich. In Schiittelkolbenversuchen war eine aktive Produkti-
on selbst bei niedrigen Temperaturen unter 20 °C sowie nach Variation der IPTG-Konzentrationen,
nicht moglich (Beispiel folgt in Abschn. [4.8.2).

Die 16sliche und aktive Produktion von ZIZA stellte zunichst eine grofle Herausforderung dar,
die durch zwei Losungsansdtze angegangen werden sollte. Zum einen sollte die Expression durch
Verkniipfung mit einem Ubiquitin-dhnlichen Fusionsprotein gesteigert bzw. erst ermoglicht wer-
den. Das SUMO-Protein (small Ubiquitin-like modifier) bindet als posttranslationale Modifikation
kovalent an Polypeptide in der Zelle. Im Gegensatz zur Bindung an Ubiquitin, wird jedoch nicht
anschliefend die Degradation des Proteins initiiert. Vielmehr dient es der Stabilisierung der Pro-
teinstruktur, sowie als transkriptionaler Regulator in vivo. Die Mitglieder der SUMO-Familie sind
meist ~100 AS lang und haben somit ein MW im Bereich um 12 kDa, abhédngig vom Organismus
53 B53).

Durch N-terminale Fusion an die Zielsequenz konnte bereits zuvor eine erhebliche Steigerung
des 1oslichen Expressionslevels bei einigen rekombinant produzierten Proteinen gezeigt werden
[254}[255]. Es wird angenommen, dass in E. coli die schnelle Faltung der kompakten SUMO-Doméne
die Ausbildung der korrekten Tertidrstruktur eines C-terminal angefiigten Polypeptids unterstiitzt.
Durch proteolytischen Verdau mit der hochspezifischen SUMO-Protease (ULP-1) [256], besteht zu-
dem die Option, dass Fusionsprotein effizient vom Zielprotein zu entfernen. Dabei wird, im Unter-
schied zu anderen haufig verwendeten Peptidasen, nicht eine AS-Sequenz als Schnittstelle benotigt.
Vielmehr wird die gesamte Struktur von SUMO durch ULP-1 erkannt und geschnitten [255].
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Abbildung 4.56 (A) Aufgereinigte PCR-Amplifikate vor seamless cloning fiir Konstrukt pET-16b::ZIZA(co). Erwartete Frag-
mentldngen: 5.711 Bp pET-16b (Vektor), 994 Bp String 1 und 719 Bp String 2. (B) Kolonie-PCR mit 8 ausge-
wihlten Klonen nach Transformation zum Nachweis der korrekten Insert-Sequenz. Erwartete Amplifikat-
lange: 1.697 Bp. (C) PCR-Amplifikate zur Assemblierung von Konstrukt pColdI::ZIZA(co). Erwartete Frag-
mentlidngen: 4.407 Bp pColdl (Vektor), 1.000 Bp String 1 und 725 Bp String 2. (D) Analytischer Restriktions-
verdau der aufgerinigten Plasmid-DNA ausgewahlter Klone mit Kpnl. ug = ungeschnitten, g = geschnitten.
Erwartete Grofie des linaren Plasmids: 6.072 Bp. (E) PCR-Amplifikate zur Assemblierung von Konstrukt
pET-SUMO::ZIZA(co). Erwartete Fragmentldangen: 5.643 Bp pET-SUMO (Vektor), 1.000 Bp String 1 und
725 Bp String 2. (F) Doppelter Restriktionsverdau von Plasmid-DNA ausgewéhlter Klone mit EcoRI und
HindlIII. Erwartete Lange der Fragmente: 1.752 und 5.556 Bp.

Als zweite Strategie sollte eine Plasmidkonstrukt erstellt werden, dass diesmal nicht auf dem
T7-Promotor, sondern auf einem Kélteschock-Promotor aufbaute. Dieser cspA-Promotor (abgeleitet
von E. coli cold shock protein A) ermoglicht die Induktion der Proteinproduktion {iber niedrige
Temperaturen von ~15 °C [257].

Dieser Effekt fufst auf zwei bekannten Mechanismen. Zwar findet auch bei diesen Staimmen bei
37°C eine Transkription {iber den cspA-Promotor statt. Allerdings ist die Region unterhalb des
Promotors bei dieser hohen Temperatur extrem labil, so dass nur eine ineffiziente Transkription der
Zielsequenz erfolgen kann. Erst bei 15 °C wird dieser Sequenzbereich sehr stabil und eine effiziente

Transkription wird ermoglicht [258].
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Zudem fiithrt die Transkription des N-Terminus von CspA zu einem ,ribosome trapping” ge-
nannten Phianomen. Nahezu alle Ribosomen im Cytosol binden an diesen Bereich und erméglichen
die starke Translation des rekombinanten Proteins. Da sie fiir die Translation zentraler Proteine des
Zellstoffwechsels nun nicht mehr zur Verfiigung stehen, fiihrt dies jedoch zu einer Limitierung des

Zellwachstums sowie der Zellteilung [259].

polyHisTag  FXa Zizaensynthase (codon optimiert) TEE polyHisTag FXa Zizaensynthase (codon optimiert)
- O - e ———— —-0-

-c -0

N -cC polyHIS SUMO  cv Zizaensynthase (codon optimiert)
N=

cspAPromotor

| ez
ORF
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Z2A(co)\string1 _
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(a) pET-16b::ZIZA(co) (b) pColdI::ZIZA(co) (c) pET-SUMO::ZIZA(co)

Abbildung 4.57 Plasmidkarten der Konstrukte zur Expression der (+)-Zizaensynthase

In vielen Fallen konnte durch die Kultivierung bzw. Proteintranslation bei niedriger Temperatur
eine starke Erhohung der 16slichen Produktausbeuten verzeichnet werden. Durch Induktion bei
15 °C wird die Translationsmachinerie der Zelle verlangsamt, so dass der sich bildenden Polypep-
tidkette mehr Zeit zur korrekten Faltung bleibt [257].

Die synthetischen DNA-Strings der (+)-Zizaensynthase wurden in das pET-SUMO- bzw. das
pColdI-Vektorriickgrat eingeftigt. Alle erhaltenen PCR-Fragmente fiir die Assembly-Reaktionen
sind in Abb. zusammen mit den Screening-Ergebnissen (Kolonie-PCR und analytischer Re-
striktionsverdau) dargestellt. Alle positiven Plasmidkonstrukte fiir ZIZA(co) wurden zur Kontrolle
auf Sequenzfehler doppelt sequenziert. Die daraus abgeleiteten Plasmidkarten sind in Abb.[4.57mit
dem schematischen Aufbau der translatierten Region (ROI) dargestellt. Vollstindige Sequenzdaten
sind in Kapitel [C| verfiigbar.

Alle Proteinvarianten besitzen zur Aufreinigung und zum immunochemischen Nachweis einen
N-terminalen poly-His Tag. Die Proteinparameter der verschiedenen Zizaensynthase-Konstrukte
sind in Tab. zusammengestellt33.

Tabelle 4.10 Berechnete Proteinparameter der (+)-Zizaensynthase

Konstrukt/ORF theor. MW  theor. pI  Ext. Koeff.

pET-16b::Z1ZA(co) 66,471 kDa 5,48 88.210M*cm™
pColdl::ZIZA(co) 65,976 kDa 5,38 88.210MTem™
pET-SUMO::ZIZA(co) 77,486 kDa 5,25 89.700M™ cm™

4.8.2  Produktion und Aufreinigung von ZIZA

In Schiittelkolbenversuchen mit TB-Medium unter identischen Bedingungen sollte die Produktion
von ZIZA tiber die drei erzeugten Plasmidkonstrukte gezeigt werden. Die Schiittelgeschwindigkeit
wurde bei 180 rpm konstant gehalten. Nach Induktion mit IPTG, wurde die Temperatur auf 20 °C
bzw. 15°C abgesenkt. Um die Kélteschockinduktion bei pColdl::ZIZA(co) moglichst schlagartig

33 Proteinparameter bestimmt tiber ExXPASy ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)
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starten zu konnen, wurden die entsprechenden Kolben zunichst fiir 30 min in Eiswasser auf knapp
unter 15 °C abgekiihlt.

Bereits nach 2h ist eine zunehmende Uberexpression bei der erwarteten Proteingrole im SDS-
PAGE Proteingel erkennbar (Abb. A). Ein Einfluss der Induktorkonzentration konnte auch
hier nicht festgestellt werden. Auch bei der SUMO-fusionierten Variante von ZIZA ist eine deutliche
tiberexprimierte Proteinbande nach 18 h im Gelbild erkennbar. Aufgrund des Fusionsproteins liegt
die Molekiilgrofie hier um ca. 13 kDa tiber dem unfusionierten Protein (Abb. B). Eine niedrige

IPTG-Konzentration von 0,1 mM war fiir eine vollstindige Induktion ausreichend.
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Abbildung 4.58 SDS-PAGE Proteingele von Expressionsexperimenten in komplexem TB-Medium mit den Konstruk-
ten (A) pColdl::ZIZA(co), (B) pET-SUMO::ZIZA(co) und (C) pET-16b::ZIZA(co). Verschiedene IPTG-
Konzentrationen (in mM) wurden zur Induktion verwendet. Kultivierungstemperatur 20 °C nach Induktion
(15 °C bei pColdI-Stamm). LF = l6sliche Fraktion (Uberstand), P = unlgsliches Pellet.

Im Vergleich dazu konnte fiir das zuvor erfolgreich eingesetzte pET-16b Vektorkonstrukt bei der
Zizaensynthase keine 16sliche Proteinproduktion, selbst nach 20h, detektiert werden. Eine elektro-
phoretische Auftrennung der unloslichen Pelletfraktion zeigte deutlich die Akkumulation des Ziel-
proteins in Aggregaten (Abb. C). Auch mehrfache Reproduktion der Kultivierung bei weiter
abgesenkten Temperaturen bestétigten die Beobachtungen. Der pET-16b Vektor war zur Expression
von ZIZA ungeeignet. Alle weiteren Produktionsansétze fiir ZIZA wurden daher mit den Stimmen
BL21(DE3) pColdl::ZIZA(co) und pET-SUMO::ZIZA(co) durchgefiihrt.

Aufgrund der starken Verlangsamung des Zellstoffwechsels, stagnierte das Wachstum der durch
Kalteschock-induzierten Kulturen bereits bei einer ODg , von 1,940,2; wihrend bei der SUMO-
fusionierten ZIZA Zelldichten von ODg, 5,84+0,3 erzielt werden konnten. Die loslichen Enzy-
mausbeuten pro Zelle (bezogen auf Biotrockenmasse) war bei pET-SUMO::ZIZA(co) bei bis zu
~48mgg™" BTM und somit etwas hoher als bei pColdl::ZIZA(co) mit bis zu ~42mgg™ BIM
(100 mL-SK-Mafistab, TB-Medium). Aufgrund der zusétzlich signifikant hoheren Biomasseausbeu-
te, wurde die Enzymproduktion mit SUMO-Fusion als Methode der Wahl angesehen. Beide hier
gezeigten Ansdtze erwiesen sich dennoch als geeignete Moglichkeiten zur Umgehung Aggregat-
Bildung, wobei jedoch auch hier ein gewisser Anteil in Form unloslicher inclusion bodies vorlag
(Gelbilder nicht gezeigt).

Zur Aufreinigung der Synthase wurde zundchst die zuvor fiir STPS optimierte IMAC-
Affinitdtschromatographie eingesetzt. Uber eine mit Ni** dekorierte Sepharosesdule konnte die
unfusionierte Enzymvariante sehr erfolgreich aufgereinigt werden (Abb. A). Auch hier wurde
ein Pufferwechsel zum STPS-Aktivitdtspuffer sowie eine Aufkonzentration mittels Ultrafiltration
durchgefiihrt (10 kDa MWCO). Ein typisches Chromatogramm der FPLC-Aufreinigung ist in
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Abbildung 4.59 (A) Aufreinigung der unfusionierten (pColdI-Konstrukt) sowie (B) ein Chromatogramm eines typischen
IMAC-Chromatographielaufs. (C) Aufreinigung der mit SUMO-fusionierten (+)-Zizaensynthase (pET-
SUMO-Konstrukt) iiber Streptavidin-Saule (His-STREPPER System). (D, E) Western-Blots mit His-Epitop
Antikorper der eluierten Fraktionen. LF = 19sliche Fraktion; RE = Rohextrakt; DF = Durchfluss; WF = Wasch-
fraktionen; EF = Elutionsfraktionen; UF = nach Ultrafiltration mit 10 kDa MWCO.

Abb. (B) dargestellt. Die Affinitdt des His-Epitops gegentiiber der Sdulenmatrix war geringer
im Vergleich zur PTSi, da sowohl im Durchfluss als auch in der Waschfraktion noch Zielprotein
vorhanden war. Moglicherweise ist dies auf die geringere Anzahl an Histidinen in der Tag-Sequenz
zuriickzufiihren (pET-16b = 10 His vs. pColdl = 6 His). Die erzielte Reinheit lag bei ~94 % nach
Ultrafiltration.

Bei pET-SUMO::ZIZA(co) wurde eine zusitzliche Aufreinigungsstrategie evaluiert. Der 19sliche
Uberstand von aufgeschlossener Biomasse wurde mit einem Uberschuss des Adaptermolekiils
His-STREPPER (IBA GmbH, Deutschland) inkubiert. Dieser bivalente Adapter besteht aus Nickel-
beladenem Tris-NTA auf der einen, und einem Strep®-Tag II (AS-Sequenz WSHPQFEK) auf der
anderen Seite. Er bindet an das His-Epitop und konvertiert es somit in ein Strep®-Tag II. Dadurch
wird eine Aufreinigung tiber Bindung an Strep-Tactin (Streptavidin) Sdulenmatrizes ermoglicht. Im
Gegensatz zur IMAC kann somit eine noch effizientere und spezifischere Aufreinigungsstrategie
realisiert werden.

Die Durchfiihrung erfolgte nach Anpassung eines Herstellerprotokolls (vgl. [B.12.3), unter Ver-
wendung einer Strep-Tactin gravity flow Saule. Nach Bindung von SUMO-ZIZA(co), wurde mit
PBS-Puffer gewaschen und mit einer niedrigen Konzentration an Desthiobiotin eluiert. Mehrere
Elutionsfraktionen wurden gesammelt und mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. C). In EF 1II
war bereits der grofite Teil der gebundenen Synthase enthalten.

Nach Ultrafiltration wurde eine sehr hohe Reinheit von 98 % densitometrisch bestimmt. Die Bin-
dung tiber die Strep-Tag Sequenz erfolgte spezifischer als durch das polyHis-Tag. Uber Western-
Blots mit His-Epitop Antikorper konnte die Reinheit und Identitdt der eluierten Proteinfraktionen
nachgewiesen werden (Abb. D+E). Dabei zeigte jedoch das Produkt von pColdl::ZIZA(co) eine
breiteres Bandensignal (D), was moglicherweise auf eine leichte Degradation zuriickzufiihren sein
konnte. Bei der SUMOylierten ZIZA war kein Degradation im Western-Blot erkennbar (E).

Um die Effizienz der Kopplung des Adaptermolekiils His-STREPPER an das Protein zu ermit-
teln, wurden die eluierten Proteinfraktionen quantifiziert und aufsummiert. Es konnten insgesamt
1,02mg reiner ZIZA erhalten werden, dies entspricht 13,18 nmol bei einem MW von 77,5 kDa. Da
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der Rohextrakt mit 20nmol His-STREPPER inkubiert wurde, konnten nur 65,9 % der theoretisch
moglichen Ausbeute erzielt werden.

Durch Verdau mit SUMO-Protease konnte das aufgereinigte Fusionsprotein in seine native Kon-
formation {iberfiihrt werden. Es wurden in Vorversuchen Aliquots des Enzyms bei verschiedenen
Temperaturen (4—30°C) und fiir unterschiedliche lange Zeitspannen (0,5-6 h) zusammen mit der
spezifischen Peptidase inkubiert. Es wurden jeweils 10 units (1opuL) pro 20ug Fusionsprotein ver-
wendet. Die nachfolgende SDS-PAGE Analyse (Abb. im Anhang) zeigte eine hohe Effizienz
von ULP-1, selbst bei niedrigen Temperaturen von lediglich 4 °C. Die Peptidase hatte SUMO bereits
nach o,5 h bei allen getesteten Temperaturen nahezu vollstindig von der Synthase abgetrennt. Um
die Stabilitdt des aufgereinigten Enzyms zu gewihrleisten, wurden alle weiteren Spaltungsansitze
ftir 1h bei 12 °C inkubiert.

4.8.3 Identititsnachweis ZIZA iiber MALDI-TOF-MS

1 MGSSHHHHHH GSGLVPRGSA SMSDSEVNQE AKPEVKPEVK PETHINLKES DESSENEERI KKTTPLRRLM EAFAKRQGKE MDSLRFLYDG
91 IRNDADDURE DEDMEDNDIN EMEREQIGGA TTAAFCLTTT PIGEPVCRRQ YLPTVWGSFF LTYQPCTPEE VQSMEERALA KKTEVGREEE
181 ENAASSNIAR KLGLVDELER IGNMBNENETE INDLLGAIYN GKDDDNGGSD DDLYITSLKF YLLRKHGNEE SSBMEEEFRD EQGNISSDDV
271 KEINNINDAS EBRIHEEKIL DNINSFTKSC LQSVLETNLE PALQEEVRCT LETPRFRRVE RIEAKRFISA YEKNIARDEE IEEEERLDYN
361 IVQILYCKEL KELTVWWKEF HSRTNLTFAR DRIVEMYFWV MAIIYEPCYS YSRIWVTKMF LSVALLDDIY DNYTSTEESN IFTTAMERWD
451 VKENEQEEAN MRTFYDYLIC TTDEVVEELK LQNNKNAELV KKVLIDAAKC YHSEVKWREE HNNENDUGEE B@ESHMRSIAA MHSINFVFIS
541 LGAVCTREMN EGEEINBRII RGICVHARIS NDIASHEREQ ASEHMASTLQ TCMKQYGITV EEAAEKLRVI NEESWMDIVE ECLYKDENEN
631 HESERVVAFA QSICFMYNGV DKYTIPSKLK DSLDSLYVNL IPVE

Tabelle 4.11 Uber MALDI-TOF-MS nachgewiesene Peptidmassen einer Probe von SUMO-ZIZA

Nr. Start-Ende  Peptidsequenz Bestimmte Masse =~ Theoretische Masse
[Position] [M+H]* [M+H]*
1 49-59 VSDGSSEIFFK 1.215,5652 1.215,5892
2 93-114 IQADQTPEDLDMEDNDIIEAHR  2.568,1294 2.568,1518
3 178-190 MLQEVAASSNLAR 1.389,6930 1.389,7154
4 201-208 LGVDYHYK 994,4658 994,4992
5 246-257 HGYALSSDVFLK 1.336,6452 1.336,6895
6 272283 CLIMLYDASHLR 1.491,7093 1.491,7446
7 348-356 DDALLEFAR 1.049,5045 1.049,5262
8 453—462 ATEQLPANMR 1.130,5341 1.130,5622
9 500-526 DDHYVPNDVGEHLQLSMR 2.124,9081 2.124,9769
10 548-558 EAVECAFTYPK 1.314,5814 1.314,6034
11 626-635 DQYPLALSER 1.191,5849 1.191,6004

Um die Identitit des aufgereinigten Proteins vor Aktivitdtsnachweis und den kinetischen Studi-
en bestdtigen zu konnen, wurde auch bei ZIZA ein MALDI-TOF-MS Peptidmassenfingerabdruck
angefertigt. Die erhaltene Proteinfraktion nach Affinitdtschromatographie und Ultrafiltration von
Biomasse des pET-SUMO::ZI1ZA(co) wurde aus dem Proteingel sauber ausgeschnitten und das Po-
lypeptid direkt in der Gelmatrix tiber einen Verdau mit Trypsin (vgl. in die charakteristischen
Fragmente gespalten. Die gemessenen Peptidmassen konnte nicht automatisiert tiber Mascot [221]
ausgewertet werden, da die entsprechende Proteinsequenz noch nicht in Datenbanken verfiigbar
war.

Die Berechnung der theoretischen Peptidmassen anhand der DNA-Sequenzierung erfolgte auch
hier mittels PeptideMass [220]. Einzelne Massenpeaks wurden manuell den theoretisch abgeleiteten
Peptiden zugeordnet. Insgesamt konnten 11 Fragmente eindeutig anhand ihrer Masse zugeordnet
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werden (Tab. [4.11). Insgesamt betrug die Sequenzabdeckung der identifizierten Peptide 18,6 % (rot
in Sequenz hervorgehoben). Bei der aufgereinigten Proteinfraktion handelte es sich somit mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit um die klonierte Synthase.

4.8.4 Bestimmung des isoelektrischen Punkts von ZIZA

Um den pl der Synthase zu bestimmen, wurde nach Strep-Tactin-Aufreinigung von pET-
SUMO::ZIZA(co) Biomasse ein spezifischer Verdau mit SUMO-Protease durchgefiihrt (1 h bei 12 °C)
und die Probe anschlieflend tiber Ultrafiltration mit einem MWCO von 30 kDa aufkonzentriert. Der
grofere cut-off sollte sowohl die SUMO-Protease (ca. 26 kDa) als auch die abgeschnittene SUMO-
Domaine (13 kDa) aus der Proteinlosung entfernen. Da der MWCO bei einer Ultrafiltration ca. 1/3
des Molekulargewichts des Zielproteins betragen sollte (hier also 20 kDa), wurde mit einem gewis-
sen Produktverlust gerechnet.
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Abbildung 4.60 Eine Probe der aufgereinigten (+)-Zizaensynthase wurde zunéchst iiber einen pH-Gradienten isoelektrisch
fokussiert und anschliefend anhand der Grofe aufgetrennt.

Die so behandelte Proteinprobe wurde zundchst in der ersten Dimension isoelektrisch im
pH-Bereich von pH 3-10 fokussiert, bevor anschliefend eine Auftrennung anhand des Moleku-
largewichts erfolgte. Das silbergefarbte 2D-Proteingel ist in Abb. dargestellt. Fir die (+)-
Zizaensynthase wurde somit ein pl von ~4,95 bestimmt, der relativ Nahe am berechneten pl
von 5,09 liegt. Genau wie zuvor bei PTSi liegt somit der experimentell nachgewiesene isoelek-
trische Punkt der Synthase im leicht sauren pH-Bereich. Im routineméfiig eingesetztem STPS-
Extraktionspuffer (pH 7,5) besitzt das Enzym somit eine negative Gesamtladung, was theoretisch
eine Aufreinigung tiber Anionenaustauscher-Matrizes ermoglichen wiirde.

4.8.5 Produktnachweis (+)-Zizaen

Nach Umpufferung und Aufkonzentration in STPS-Aktivitatspuffer wurden Proben der aufgerei-
nigten Enzyme mit synthetisiertem FDP-Salz supplementiert und, analog zu PTSi und HUM, Bio-
aktivitatstests nach bekanntem Schema durchgefiihrt. Die Ansédtze wurden bei 40 °C inkubiert und
iiber GC-FID vermessen. Bei Proben von beiden Expressionsstimme wurde ein einzelnes fltichtiges
Produkt mit einer Retentionszeit im typischen Bereich fiir STPS nachgewiesen. Sowohl bei pCol-
dI::ZIZA(co) (Abb. B), als auch bei pET-SUMO::ZIZA(co) (Abb. C) wies der Produktpeak
eine Retentionszeit von 7,95 min auf. Keine Produktbildung konnte bei Kontrollansiatzen ohne Zu-
gabe von FDP (Abb. A) detektiert werden.

Proben mit dem Produktpeak wurden anschliefend tiber GC-MS weiter analysiert (Abb. A).
Das abgeleitete Fragmentionenspektrum (Abb. B+C) stimmte mit dem zuvor veroffentlichten
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Abbildung 4.61 (A) Kontrollansatz von aufgereinigter ZIZA ohne Supplementierung von FDP. (B) Aktivitatstest aufgerei-
nigter (+)-Zizaensynthase aus Stamm BL21(DE3) pColdI::ZIZA(co). (C) Aktivitdtstest des aufgereinigten
SUMO-Fusionsproteins produziert mit BL21(DE3) pET-SUMO::ZIZA(co).
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Abbildung 4.62 (A) GC-MS-Chromatogramm einer mit Umsetzungsprodukt der (+)-Zizaensynthase angereicherten organi-
schen Phase. (B) Literaturspektrum von authentischem (+)-Zizaen Standard [260]. (C) Fragmentspektrum
von Peak 1.

Spektrum eines authentischen (+)-Zizaenstandards [260] tiberein. Alle 5 Hauptmassen (m/z 134, 91,
41, 79 und 119) waren identisch. Auch das fiir alle STPS charakteristische Mutter-lon M* m/z 204
war vorhanden.

Nach Vermessung einer n-Alkan-Reihe (C8-C25) bei tibereinstimmenden Trennungsparametern
(Abb. wurde der gerateunabhingige Kovats-Retentionsindex [261] nach folgender Gleichung
abgeleitet:

tprove
RI =100 (y — x) g(’?) +100 - x
log(#)
mit:
x = Anzahl C-Atome des Alkans vor Probenpeak,
y = Anzahl C-Atome des Alkans nach Probenpeak,
t; = Retentionszeiten in Minuten.

Der fiir den Hauptpeak 1 errechnete Retentionsindex (RI) von 1613 lag sehr nahe an dem fiir
die Reinsubstanz (+)-Zizaen bestimmten RI von 1597 [262]. Die Erhohung des Indizes im Vergleich
zum Literaturwert lasst sich auf die leicht polarere, stationidre Phase der verwendeten Kapillarsaule
zurtickfiihren. Sowohl iiber das Fragmentspektrum als auch durch Vergleich des Retentionsindexes,

konnte Peak 1 somit dem Khusimol-Vorldufer (+)-Zizaen eindeutig zugeordnet werden. Die weite-
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ren Peaksignale 2 und 3 konnten aufgrund der niedrigen Konzentration nicht eindeutig identifi-
ziert werden, selbst nachdem die Proben weiter aufkonzentriert wurden. Lediglich das Mutter-lon
M* m/z 204 konnte nachgewiesen werden, womit es sich bei den beiden unbekannten Nebenpro-
dukten hochstwahrscheinlich um Sesquiterpenverbindungen handelte.

Kommerziell war kein authentischer Standard von (+)-Zizaen verfiigbar und die hochkomplexe,
chemische Totalsynthese [101, [103] konnte mit den vorhandenen Ressourcen nicht durchgefiihrt
werden. Daher wurden die Produktkonzentrationen iiber a-Cedren Aquivalente bestimmt, in dem
eine Kalibrationsgerade mit der verfiigharen Reinsubstanz aufgezeichnet wurde (Abb. B.6). Das
Sesquiterpen a-Cedren ist strukturell sehr nahe mit (+)-Zizaen verwandt und weist zudem die ex-
akte Elementarzusammensetzung (C,;H,,) auf. Somit wurde von einem identischen Peakintegral
bei dem verwendeten FID-Detektor ausgegangen, da diese Detektionsmethode lediglich vom Koh-
lenstoffgehalt des Analyten abhéngt.

4.8.6 Enzymkinetik
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T T T 35 T T T T T T T T T T

1 3,04

2,54

2,04

y=0,09175x |
R =0,99325 1,0

y=0,31071x
R*=0,99945 - 07

y =0,3298 x
R*=0,9958

Produktkonzentration [uM]

T T T T T T T T T T
2 4 6 2 4 6 8 10 2 4 6 8 10

Reaktionszeit [min]

Abbildung 4.63 Einige Beispiele von enzymatischen Umsetzungen von FDP mit der (+)-Zizaensynthase (verschiedene Sub-
stratkonzentrationen). Durch mehrfache Bestimmung der Reaktionsrate {iber einen weiten Konzentrations-
bereich kann somit ein Michaelis-Menten-Plot generiert werden.

Die Enzymkinetik der aufgereinigten und umgepufferten Synthase (pET-SUMO:ZIZA(co)-
Konstrukt) wurde durch Bestimmung der Reaktionsraten (Anfangssteigung) nach Inkubation mit
steigenden Substratkonzentrationen abgeleitet. Die Produktkonzentrationen wurden nach GC-FID
Messungen direkt durch Peakintegration, basierend auf der zuvor erstellten a-Cedren Kalibrations-
geraden, berechnet. Die optimale Reaktionstemperatur (Temperaturoptimum von ZIZA) von 30 °C
wurde in Vorversuchen mit niedriger FDP-Konzentration grob ermittelt (Daten nicht gezeigt).

Desweiteren musste eine ideale Menge Enzym gewdhlt werden, bei der sich die Bildungsraten
des Produkts zu Beginn der Reaktion in einem linearen Bereich befanden. Eine konstante Enzym-
konzentration von o,11 pM wurde nach Voruntersuchungen als zielfithrend ermittelt und daher
in allen Ansétzen verwendet. Das zyKlisierte, fliichtige Produkt wurde durch Uberschichtung mit
Isooctan eingefangen. Sesquiterpene in der wissrigen Pufferphase wurde zusétzlich durch kraftiges
Schiitteln fiir 30s extrahiert. Dieser Extraktionsschritt stoppte zusitzlich die Enzymreaktion, da die
Synthase aufgrund des organischen Losungsmittels an der Grenzfliache ausfiel. Die Probenahme
aus einem auf 30 °C aufgeheizten Wasserbad erfolgte im 2 min-Takt im Bereich zwischen o-10 min.
Einige Anfangssteigungen sind in Abb. exemplarisch abgebildet.

Es wurden Substratkonzentrationen im Bereich zwischen o—40 M verwendet. Geradensteigun-
gen wurden vierfach fiir alle eingesetzten FDP-Konzentrationen bestimmt. Basierend auf dem
Michaelis-Menten Modell [263]], wurden die Datenpunkte durch nicht-lineare Regression iiber den
Levenberg-Marquardt Algorithmus (kleinste Fehlerquadrate) [264] an die Funktion angepasst. Der
resultierende Michaelis-Menten-Plot kann in Abb. nachvollzogen werden.
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Abbildung 4.64 Michaelis-Menten-Plot, bei dem die Reaktionsraten (Anfangssteigungen) gegen Substratkonzentrationen
aufgetragen wurden. Jeder Datenpunkt setzt sich aus 4 individuellen Umsetzungsexperimenten zusammen,
bei denen die Produktkonzentration an 5 Zeitpunkten bestimmt wurde (140 Ansitze). Jede Probe zweifach
vermessen {iber GC-FID.

Somit ergibt sich rechnerisch ein Ky, von 1,111 pM (Fo0,113). Dieser relativ niedrige Wert be-
weist eine hohe Bindungsaffinitdt der rekombinanten Synthase gegeniiber ihrem Substrat. Geringe
Km-Werte sind typisch fiir Substrate mit mittlerem Molekulargewicht wie FDP, insbesondere wenn
grofle Funktionalisierungen wie Phosphat am Molekiil vorhanden sind [148]. Die maximale Reakti-
onsrate Vmax = 0,3245 ptM min™" (£0,0035) und die davon abgeleitete Wechselzahl K¢at = 2,95 min™
liegen sehr niedrig im Vergleich zu anderen Enzymklassen. Berticksichtigen muss man hierbei je-
doch die vergleichsweise komplexe Reaktion, die durch die STPS katalysiert wird. Die Wechselzahl
ist vergleichbar mit denen anderer, verwandter STPS (Tab. [4.12).

Desweiteren gehort ZIZA dem pflanzlichen Sekunddrmetabolismus an. Enzyme des sekundédren
Stoffwechsels katalysieren in den meisten Féllen die Produktbildung um mehrere Gréfienordnun-
gen langsamer, als Enzyme des zentralen (priméaren) Stoffwechsels. Ein Grund dafiir konnte der
niedrige Selektionsdruck auf eine optimale katalysierte Reaktion sein, da die Produkte meist nicht
essentiell fiir den Organismus sind [148].

Tabelle 4.12 Zusammenstellung von kinetischen Daten der Zizaensynthase im direkten Vergleich mit verwandten STPS.
n. b. = nicht bestimmt in Literaturquelle. ZIZA = (+)-Zizaensynthase, EPIA = 5-Epi-Aristolochensynthase, BISA
= (5)-B-Bisabolensynthase, VETI = Vetispiradiensynthase.

Organismus ~ Topt K Vmax Keat Keat Keat/Km Enzymkonz. spez. Akt.
[’Cl  [M] [MM min™] [min™] [s7']  [M7'sT'] [uM] [Umg™]
ZIZA |251]  C. zizanoides 30 1,11081+0,1134  0,3246+0,0035 2,95 0,049  4,43-10% 0,11 0,0454
EPIA |265] N. tabacum 30 2,310,4 n. b. 2,9 0,048 2,10 - 104 n. b. n. b.
BISA [266] Z. mays 30 2,14n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
VETI |267] H. muticus 30 0,7£0,4 n. b. 2,4 0,04 n. b. 0,05 n. b.

4.8.7  Upscale der (+)-Zizaensynthaseproduktion

Um die charakterisierte STPS in grofSeren Mengen bereitstellen zu konnen, sollte eine erste Auf-
skalierung der Kultivierung vom 100-500 mL SK-Mafistab auf den 2 L-Bioreaktor erfolgen. Frage-
stellung war, welche Zell- und Enzymkonzentrationen bei geregelter Temperatur, pH-Wert und
optimaler Begasungsrate maximal in diesem Maf3stab erzielt werden konnen.

Fiir die Reaktorkultivierungen wurde auch hier das komplexe TB-Medium eingesetzt. In den
Versuchen sollte die SUMO-fusionierte Variante produziert werden (Expressionsstamm BL21(DE3)
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pET-SUMO::ZIZA(co)). Durch Kultivierung bei fiir E. coli idealen Wachstumsbedingungen (37 °C)
wurde zundchst die maximal erzielbare Zellkonzentration ermittelt. Basierend auf den Vorversu-
chen wurde dabei jedoch, trotz des Loslichkeitsoptimierung durch SUMO, mit einer intrazelluldren
Prézipitation des Zielproduktes gerechnet.
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Abbildung 4.65 Reaktorkultivierung (2L-Mafistab) von BL21(DE3) pET-SUMO::ZIZA(co) bei 37°C in komplexem TB-
Medium.

Der pH Wert wurde bei pH 7,0 eingeregelt (Titration mit 1M HCI bzw. 1 M NaOH). Das Me-
dium wurde zur Aufrechterhaltung der Plasmidstabilitit mit 5o0mgL™ Kanamycin versetzt. Die
Begasungsrate betrug konstant 2 vvm, wobei durch Steuerung der Riithrerdrehzahl, beginnend bei
200 rpm, ein Sauerstoffpartialdruck von pO, = 30% im Medium gehalten wurde. Eine 25mlL-
Vorkultur (VK) wurde direkt im Verhéltnis 1:1.000 von einem Cryostock angeimpft und nach
10h zur Inokulation einer 100 mL-VK im Verhaltnis 1:2.000 verwendet. Der Reaktor wurde mit
einer Startzelldichte von OD, o,1 beimpft (VK hatte OD, , 6,5 nach 10h). Die Induktion mit
o,1mM IPTG erfolgte anschlieffend bei OD;, 0,9.

Nach 12,5h ging die Kultur, im Anschluss an ein exponentielles Wachstum, in die stationdre
Phase iiber. Die CO,-Konzentration (Abb. stieg rapide an. Die maximale Wachstumsrate pmax
betrug 5,4h™". Es wurde eine Zelldichte von OD,_, 23,5 erreicht, was einer BTM von 8,2gL™" ent-
sprach. Durch SDS-PAGE Analyse der Proteinproben konnte keine 16sliche Enzymproduktion ge-
zeigt werden. In der Pelletfraktion war eine starke Uberexpression bei der erwarteten Molekiilgro-
e erkennbar (Gelbilder nicht gezeigt). Die Konzentration des Ganzzellprotein (WCP) betrug bei
Erreichen der stationdren Phase 214,1mgL™" Medium bzw. 59,5 ugmg™ BTM (densitometrische
Betrachtung des Zielproteinbande). Aufgeschlossene Biomasse zeigte keinerlei Enzymaktivitédt bei
anschliefiend durchgefiihrten Umsetzungsversuchen.

Im direkten Vergleich wurde eine Reaktorkultivierung mit identischen Parametern durchgefiihrt,
diesmal jedoch die Temperatur des Mediums nach Induktion auf 20 °C abgesenkt. Die zur Inokulati-
on verwendete Vorkultur wies eine Zelldichte von ODy, 6,8 auf. Nach einer ersten Wachstumphase
bei 37 °C wurde bei ODy, 0,85 die Temperatur heruntergeregelt und mit o, mM IPTG die Protei-
nexpression induziert. Nach einer 6 h langen Lag-Phase (Abb. ging die Kultur in ein nahezu
lineares Wachstum iiber. Dies war bedingt durch die nicht ideale Temperatur und die Beeinflus-
sung des Zellstoffwechsels durch heterologe Proteinproduktion. Nach 31h wurde die maximale
Zelldichte von ODg, 23,1 erreicht. Zu diesem Zeitpunkt wurde eine mittlere Biomasseausbeute
von BTM 7,9gL™" gemessen. Die beobachtete Wachstumsrate betrug pimax = 0,82h™". Die Kultur
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Abbildung 4.66 Reaktorkultivierung (2 L-Mafstab) von BL21(DE3) pET-SUMO::ZIZA(co) bei 20 °C nach Induktion in kom-
plexem TB-Medium.

wies bei einer Riithrergeschwindigkeit von 200 rpm stets eine Sauerstoffséttigung tiber 30% im
Medium auf. Erst nach 28 h musste die Riihrerdrehzahl stufenartig angehoben werden, um eine
Sauerstofflimitierung zu vermeiden.

Obwohl auch hier in der unléslichen Proteinfraktion eine gewisse Ausbildung von Aggregaten
erkennbar war (Gelbild nicht gezeigt), war der Grofteil des exprimierten Enzyms loslich und aktiv.
Nach 23h war die Konzentration der (+)-Zizaensynthase pro Zelle maximal (52,2 pgmg™" BTM)
und nahm danach, moglicherweise durch intrazelluldre Degradation, kontinuierlich ab. Da die
Zellkonzentration noch weiter anstieg, wurde erst nach 31h die maximale Enzymausbeute von
325 mg L™" Reaktorvolumen erreicht.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass selbst die fusionierte ZIZA-Variante nur bei einer abgesenkten
Kultivierungstemperatur 16slich produziert werden kann. Auch bei 20°C wird eine zur Kultivie-
rung unter optimalen Bedingungen vergleichbare Zelldichte im Bereich von ODy, 23 erzielt. Auf-
grund der bedeutend niedrigeren Wachstumsrate des BL21(DE3)-Expressionsstamms war die Zeit-
spanne bis zum Erreichen der stationdren Phase, sowie der maximalen Enzymausbeute, mehr als
doppelt so lange (13 h vs. 31h). Da keine 16sliches Zielprotein bei htheren Temperaturen nachweis-
bar war, ist eine Verldngerung des Prozesses bei erniedrigter Kultivierungstemperatur die einzige
Moglichkeit, mit dem hier bereitgestellten Expressionsstamm eine funktionelle Enzymproduktion
zu realisieren.

4.8.8 Zusammenfassung Produktion und Charakterisierung weiterer STPS

Eine a-Humulensynthase sowie eine (+)-Zizaensynthase sollten, analog zu PTSi, rekombinant ex-
primiert und anschliefend umfassend charakterisiert werden. Eine direkte Amplifikation der codie-
renden Sequenzen aus eigens angelegten cDNA-Bibliotheken war aufgrund der limitierten Verfiig-
barkeit von frischem Pflanzenmaterial mit grofien Herausforderungen verbunden. Obwohl mehrere
Strategien zur RNA-Extraktion aus schwierigen Probenmatrizes erprobt wurden, war eine Isolation
der vollstindigen Sequenzen nicht moglich.

Eine Codon-optimierte Variante von HUM wurde daher in das etablierte Vektorriickgrat mit
N-terminalem His-Tag kloniert und konnte erfolgreich, ohne Anwendung von Fusionsstrategien,
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16slich produziert werden. Die katalytische Aktivitdt des Enzyms konnte durch Nachweis des ein-
zigen Zyklisierungsprodukts a-Humulen gezeigt werden. Der so etablierte Expressionsstamm gilt
als idealer Modellorganismus fiir Coexpressionsversuche mit mehreren Enzymen des Terpenstoff-
wechsels.

Auch die patentierte Sequenz einer (+)-Zizaensynthase wurde {iiber die etablierte Genassemblie-
rung zu Plasmidkonstrukten zusammengefiigt. Im Gegensatz zu PTSi und HUM war hier eine 16s-
liche und aktive Expression mit N-terminal verbundenem HIS-Tag nicht erfolgreich. Daher wurde
die Proteinfusion mit SUMO sowie die Kalteschock-Expression tiber den cspA-Promotor als wei-
tere Produktionsstrategien erprobt. Beide Varianten ermoglichten die funktionelle Expression des
Enzyms, wobei der SUMO-Stamm im SK-MafSstab hohere Biomasseausbeuten bei nahezu gleicher
Proteinkonzentration pro Zelle (pro BTM) ermoglichte.

Die rekombinante Synthase konnte erfolgreich iiber die bereits fiir STPS optimierte IMAC-
Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden. Eine zweite Isolationsstrategie {iber ein Strep-Tag-
Adaptermolekiil ermoglichte eine noch spezifischere Bindung und Elution von ZIZA. Durch Verdau
mit SUMO-Protease konnte das Fusionsprotein vom Zielprotein abgespalten werden. Ein MALDI-
TOF-MS Peptidmassenfingerabdruck bestdtigte die Sequenzzusammensetzung des Polypeptids.
Durch 2D-Gelelektrophorese nach isoelektrischer Fokussierung, konnte der pl von ZIZA prizise
ermittelt werden. Uber Vergleich von Retentionsindizes und GC-MS Fragmentspektren, wurde der
Khusimol-Vorldufer (+)-Zizaen eindeutig als Hauptprodukt der STPS identifiziert.

Mittels Variation der Substratkonzentration wurden Anfangsreaktionsraten bestimmt, die erfolg-
reich an ein Michealis-Menten-Modell angepasst werden konnten. Die so errechneten Enzympara-
meter waren vergleichbar mit Literaturwerten verwandter Zyklasen, verdeutlichten jedoch noch-
mals die geringe Wechselzahl und die somit eher niedrige katalytische Effizienz dieser Enzymbklas-
se.

Durch eine erste Mafsstabsvergroflerung im 2 L-Bioreaktor konnten bis zu 325 mg L™ aktive Syn-
thase nach 31 h tiber den BL21(DE3) pET-SUMO::ZIZA(co) Produktionsstamm erhalten werden.

4.9 COEXPRESSION VON ENZYMEN DES TERPENSTOFFWECHSELS

Der Begriff ,metabolic engineering” beschreibt die gezielte Beschleunigung oder auch Hemmung
von endogenen Stoffwechselenzymen. Ziel ist es, Engpésse im Metabolismus zu tiberwinden und
Reaktionskaskaden in Richtung eines gewiinschten Intermediates zu lenken. Meist stost das Op-
timierungspotential schnell an Grenzen, da sich Engpésse im Stofffluss an anderen Stellen auftun
oder toxische Zwischenprodukte akkumulieren koénnen [141].

Der in E. coli endogen vorhande DXP/MEP-Weg wurde bereits zur Uberexpression von Lycopin
durch gezielte genomische Verdnderung optimiert, um das Tetraterpen in industriell relevanten
Konzentration bereitstellen zu konnen [268]. Doch erst die parallele Expression von Enzymen des
MEV-Wegs aus der umfassend charakterisierten Backerhefe S. cerevisiae [25], ermoglichte Terpenti-
ter z. B. des Malariawirkstoffs Amorphadien jenseits von 500mgL™" in Schiittelkolben [134] bzw.
27gL™" in Bioreaktoren [143].

Zur nachhaltigen Produktion des als Biotreibstoff einsetzbaren Bisabolans (nach chemischer Hy-
drierung des Terpens Bisabolen), wurden basierend auf den bereits angesprochenen Vorarbeiten,
weitere Optimierungen an dem eukaryotischen MEV-Weg vorgenommen [135]. Zur Ausbalanzie-
rung des Pathways und Maximierung der Produktausbeute ist es wichtig, dass die zentralen Enzy-
me in den korrekten Konzentrationen vorliegen. Dadurch werden Unterschiede in den Umsetzungs-

raten ausgeglichen und eine extreme Akkumulation eines Intermediats in der Zelle vermieden.



4.9 COEXPRESSION VON ENZYMEN DES TERPENSTOFFWECHSELS

Daher wurde durch gezielte Codon-Optimierung sowie durch Entfernen tiberfliissiger Proteindo-
miénen, dass Expressionsverhalten einzelner Stoffwechselenzyme verbessert.

Die drei Enzyme des oberen MEV-Wegs zur Transformation von Acetyl-CoA zu Mevalonat wur-
den unter Kontrolle eines lacUV5-Promotors gestellt (dies betraf die Acetoacetyl-CoA-Synthase
(AtoB), die HMG-CoA-Synthase (HMGS) sowie die verkiirzte HMG-CoA-Reduktase (tHMGR)). Die
Transkription der fiinf bendtigten Enzyme zur Bildung von FDP aus Mevalonat wurde durch den
synthetischen trc-Promotor kontrolliert (betrifft Mevalonatkinase (MK), Phosphomevalonatkinase
(PMK), Phosphomevalonat-Decarboxylase (PMD), IPP-Isomerase (Idi) sowie die E. coli eigene FDP-
Synthase (IspA)).

Uber die BglBrick Klonierungsstrategie [114], konnten alle 8 Komponenten in dem Vektorriick-
grat von pBbAsc in der Reihenfolge des MEV-Wegs zusammengefiigt werden. Der Einsatz eines
weiteren Promotors (trc) und Terminators fiir den zweiten Teil des MEV-Wegs, erhohte die Tran-
skriptionsraten der entsprechenden Enzyme signifikant. Im Zusammenspiel mit den fiir E. coli
Codon-optimierten Sequenzen wurden die Produktausbeuten so nahezu verdoppelt. Durch Co-
expression mit einer optimierten Bisabolensynthase aus der Kiisten-Tanne, wurden {iiber diesen

Ansatz bereits Bisabolentiter im g L™*-Bereich realisiert [135].
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Abbildung 4.67 (A) Plasmidkarte und einzelne ORFs von pBbAsc-MevT(co)-T1-MBIS(co, ispA). AtoB, HMGS und tHMGR
(oberer MEV-Weg) unter Kontrolle des lacUV5-Promotors. MK, PMK, PMD, Idi und IspA (unterer MEV-
Weg) unter Kontrolle des synthetischen trc-Promotors. (B) Testverdau der aufgereinigten Plasmid-DNA mit
Xhol und Notl zum Nachweis des korrekten Konstrukts. ug = ungeschnitten, g = doppelter Verdau mit
Restriktionsenzymen.

Uber einen heterologen, coexprimierten MEV-Weg wurden maximale Terpenausbeuten {iber
die hier charakterisierten STPS-Stimme erwartet. Eine rein biotechnologische Darstellung von a-

Humulen sowie (+)-Zizaen ist noch nicht in der Literatur beschrieben worden. Ein Klonierungs-
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stamm mit dem Plasmid pBbA5sc-MevT(co)-T1-MBIS(co, ispA) wurde freundlicherweise von Jay
Keasling und Taek Soon Lee (Addgene Plasmid Nr. 35152) fiir diese Arbeiten zur Verfiigung ge-
stellt. Eine annotierte Plasmidkarte ist in Abb. (A) dargestellt.

Zunéchst wurden Plasmidisolationen von einzelnen Kolonien des lyophylisierten, plasmidtragen-
den Klonierungsstamms E. coli DH10B durchgefiihrt. Durch einen analytischen Restriktionsverdau
mit Xhol und Notl, wurden zwei Fragmente mit den erwarteten Lingen erzeugt (10.095 Bp und
3.446 Bp) (Abb. B).

Somit konnte die Identitédt des insgesamt 13.541 Bp groflen Plasmidkonstrukts nachgewiesen wer-
den. Auf eine zusitzliche Sequenzierung einzelner Bereiche wurde daher zundchst verzichtet. Von
Klon 1 wurden parallele Plasmidpraparationen im 100 mL SK-Maf$stab durchgefiihrt, so dass insge-
samt 850 ng Plasmid-DNA in mehreren Aliquots fiir zukiinftige Cotransformationen zur Verfiigung
standen.

Zuvor erzeugte chemisch-kompetente Zellen von E. coli BL21(DE3) wurden gleichzeitig mit je-
weils 10ng des jeweiligen STPS-Konstrukts und pBbAsc-MevI-MBIS {iber Hitzeschock transfor-
miert. Generell ist eine Cotransformation zweier verschiedener Plasmide in E. coli moglich [269].
Dabei miissen jedoch einige Kriterien zwingend erfiillt sein. Zum einen wird ein unterschiedli-
cher Selektionsmarker benétigt, um nach korrekt transformierten Klonen zu screenen, und bei-
de Plasmide stabil in der Kultur halten zu konnen. Alle STPS-Konstrukte wiesen entweder eine
Ampicillin/Carbenicillin- oder eine Kanamycin-Resistenz auf, wihrend das Pathway-Plasmid tiber
eine Chloramphenicol-Resistenz verfiigte.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Plasmidkompatibilitdt bzw. die Klasse des jeweiligen Replika-
tionsursprungs [270]. In einer Zelle kann sich nur ein Plasmid einer Plasmidkompatibilitatsgruppe
(Replikationsursprung, ORI) zur gleichen Zeit vermehren. Gehoren zwei Plasmide der gleichen
Gruppe an, so erfolgt keine Replikation der DNA, bis nicht beide auf unterschiedliche Tochterzel-
len aufgeteilt wurden [179]. Die in der Arbeit verwendeten pET-Vektoren sind alles Derivate von
pBR322 und besitzen den Replikationsursprung pMBu1 [271]. Der Vektor pBbAsc, als Derivat von
PACYC, besitzt den ORI p15A [115]. Aufgrund der abweichenden Kompatibilitdtsgruppen kénnen
beide Plasmidtypen in einer Zelle coexistieren und zudem parallel repliziert werden.

Ob das Wachstumsverhalten der cotransformierten Stimme durch die hohere DNA-Last beein-
trachtig wird, ist von der Kopienzahl der Plasmide abhédngig. Bei pMB1 und p15A handelt es sich
um low-copy Replikationsurspriinge, so dass niedrige Plasmidkopienzahlen von 15-20 der pET-
Konstrukte bzw. 18-22 Kopien von pBbAsc pro Zelle vorhanden sein werden. Trotz der hoheren
DNA-Menge wird daher keine starke Beeintrachtigung der Teilungsgeschwindigkeit erwartet. Al-
lerdings konnte die heterologe Expression von nun insgesamt 9 Enzymen einen gewissen Einfluss
auf den Zellmetabolismus austiben. Allerdings wurde nur bei der jeweiligen STPS (unter Kontrolle
des sehr starken T7-Promotors) eine nachweisbare Uberexpression im Proteingel erwartet.

Im Vergleich zu lacUV5- und dem synthetischen trc-Promotor, erzeugt Ty eine bis zu 200fach
hohere Transkriptmenge [272]. Aufgrund der préazisen Ausbalanzierung des MEV-Wegs, wire eine
Akkumulation der Pathway-Enzyme kontraproduktiv, und wiirde nicht zu héheren Produktaus-
beuten fiihren.

In Abb. ist schematisch eine in dieser Arbeit erzeugte, cotransformierte Zelle dargestellt. Eine
Kohlenstoffquelle wie Glukose (definiertes Medium) oder Glycerol (TB-Komplexmedium) wird von
dem Organismus aufgenommen und dem priméren Katabolismus bzw. der Glykolyse zugefiihrt.
Glycerinaldehyd-3-phosphat und Pyruvat bilden den Ausgangspunkt des endogenen DXP/MEP-
Wegs, der schliefilich in den essentiellen Prenylphosphaten (GDP, FDP, etc.) miindet. Diese werden
daraufhin (hier nicht gezeigt) z. B. zu Carotenoiden, Steroiden oder Quinonen verkntipft und weiter
funktionalisiert [273]. Dabei ist FDP lediglich ein Intermediat, das nicht in grofieren Konzentratio-
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Abbildung 4.68 Schematische Darstellung einer Zelle eines in dieser Arbeit erzeugten Pathway-optimierten E. coli Stam-

mes. Coexpression des MEV-Wegs mit 8 Stoffwechselenzymen (kodiert auf Plasmid pBbAsc-MevI-MBIS)
mit einem STPS-Expressionsplasmid (z. B. HUM(co) oder ZIZA(co)). Der nativ im Bakterium vorhandene
DXP/MEP-Weg stellt FDP lediglich in nicht detektierbaren Spurenkonzentrationen zur Verfiigung.

nen intrazelluldar akkumuliert, sondern sofort in angeschlossenen Biotransformationen umgesetzt
wird. Der Pool an Isoprenoiden zur Umsetzung durch die heterologen Terpenzyklasen ist daher
dufSerst begrenzt.

Parallel gelangt der Acylgruppentibertrdager Acetyl-CoA (aktivierte Essigsdure) aus dem pri-
méiren Katabolismus in den hier heterolog eingebrachten Mevalonat-Weg (codiert auf pBbAsc-
MevT-MBIS). Die optimierten Schliisselenzyme fiillen den intrazelluldren Isoprenoid-Pool konti-
nuierlich auf. Die im Uberschuss vorhandene, iiber Fusionsstrategien aktiv exprimierte STPS, nutzt
die Isoprenoidphosphate als Substrat und zyklisiert sie zu den Zielprodukten (a«-Humulen bzw.

(+)-Zizaen). Eine Akkumulation von Isoprenoid-Vorldufern wird verhindert, so dass diese nicht
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wachstumshemmend oder gar cytotoxisch wirken konnen, was bereits zuvor beobachtet wurde [25,
274).

Die Extraktion der Sesquiterpenprodukte erfolgte in situ iiber einen 2-Phasen-Kultivierungsprozess.
Das Kulturmedium ist dabei mit 20 % (v/v) organischem Losungsmittel tiberschichtet, so dass die
hydrophoben Terpene an der Phasengrenze in die organische Phase tibergehen. Sie konnen somit
das Kulturgefafs nicht tiber den Gasraum verlassen. Die Auswahl des Losungsmittels ist kritisch
fiir diesen Prozessschritt.

Aromatische Kohlenwasserstoffe mit einem Verteilungskoeffizienten n-Oktanol/Wasser log Po /w
unter 3 lagern sich in die Zellmembran ein und besitzen eine extreme Cytotoxizitdt gegeniiber
gramnegativen Organismen [275]]. Isooctan wurde aufgrund seines hohen Siedepunktes von g9 °C
(minimaler Produktverlust wihrend Kultivierung bei 20 °C), der hohen Hydrophobizitit (effiziente
Extraktion der Sesquiterpene), geringer Wasserloslichkeit (0,56 mg L™ bei 25°C) sowie der nied-
rigen Toxizitdt gegentiber E. coli (nicht aromatisch, log Po,w = 4,09)3* als geeigneter Kandidat
angesehen.

4.9.1  Biotechnologische Darstellung von a-Humulen

A 0,1 mM 0,5 mM 1mM B
IPTG IPTG IPTG
BL21(DE3) HUM(co) + PW 4
M oh 20h 0h 20h M o0h 20h
170 kDa we
130 kDa s — BL21(DE3) HUM(co) B
100 kDa — o
70 kDa . -y
= - - ' BL21(DE3) VEGF g
55kDa Wy _— — -
—— — —— — — 7
40 kDa e — maximale Zelldichten OD [rel. AU]

Abbildung 4.69 (A) SDS-PAGE Analyse von normierten Proben des Ganzzellproteins vom PW-optimierten HUM(co)-
Stamme bei Verwendung unterschiedlicher IPTG-Konzentrationen. (B) Maximal erzielte Zelldichten von
parallelen Kultivierungen von BL21(DE3) pET-16b::HUM(co) mit/ohne Pathway sowie BL21(DE3) VEGE,
18 h nach Induktion bei 20 °C.

Zunachst wurde das Expressionsverhalten des PW-optimierten HUM(co)-Stammes tiberpriift, um
die Produktion der STPS sowie der weiteren 8 Enzyme nachweisen zu kénnen. Ein Einfluss von
IPTG auf die Expression von HUM(co) wurde nicht beobachtet, in allen induzierten Proben ist
nach 20h bei 20°C eine starke Uberexpression im Ganzzellprotein erkennbar (Abb. A). Wie
bereits vermutet, ist die Expression der 8 Stoffwechselenzyme im SDS-PAGE Proteingel nicht nach-
weisbar. Die Enzyme befinden sich zwar verteilt iiber einen breiten Grofienbereich, sind jedoch alle
kleiner als HUM(co) (66,7 kDa). Idi ist mit 33 kDa das kleinste, wahrend die (verkiirzte) tHMGR
mit 60 kDa das hochste MW aller Pathwayenzyme aufweist. In diesem Bereich ist keine Uberex-
pression erkennbar. Ein Nachweis der erfolgreichen Cotransformation musste durch Bestatigung
der Produktbildung erfolgen.

In parallelen SK-Kultivierungen mit TB-Medium (100mL, 20mL Isooctan, 20°C, 150 rpm,
o,1mM IPTG) wurde das Wachstumsverhalten des PW-optimierten, sowohl mit dem urspriingli-
chen HUM(co)-Stamm, als auch mit einer entsprechenden Negativkontrolle (VEGF-produzierender
BL21(DE3) von Maren Lonne, laufende Dissertation, Leibniz Universitdt Hannover) verglichen.
Nachdem die Kulturen die stationidre Phase erreicht hatten, wurden die oberen organischen Phasen
beprobt und direkt tiber GC-FID analysiert.

34 Stoffparameter aus GESTIS-Stoffdatenbank, http://www.dguv.de/ifa/stoffdatenbank.
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Aufgrund der hoheren DNA-Last (ungefahr vierfache DNA-Menge) und der zusatzlichen Expres-
sionsprodukte, wies der cotransformierte Stamm ein geringfiigig schlechteres Wachstumsverhalten
im Vergleich zum urspriinglichen BL21(DE3) HUM(co) auf. Es wurde eine etwas geringere, ma-
ximale Zelldichte von ODg, 5,3 (im Vergleich zu OD, , 6) nach 18h erzielt (Abb. B). Der
Einfluss auf den Zellmetabolismus war somit weitaus geringer, als zundchst erwartet wurde.

Zudem konnte keine signifikante Toxizitdt des Isooctans nachgewiesen werden, obwohl die Kul-
turen kontinuierlich mit dem organischen Losungsmittel in Kontakt standen. Im Verlauf der Kul-
tivierung l0ste sich das 2-Phasen-System (wéssrig unten, organisch oben) auf und es bildete sich,
aufgrund der Schiittelbewegung, eine Emulsion mit eingeschlossenen Luftblasen aus. Der Sauer-
stoffeintrag sorgte so fiir eine stetige Extraktion der fliichtigen Produkte. Ohne Schiittelbewegung
trennten sich die Phasen innerhalb weniger Minuten wieder vollstandig.
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Abbildung 4.70 GC-Analyse von Proben der organischen Phase (Isooctan) tiberschichteter Kulturen, 20h nach Indukti-
on. (A) Nicht angeimpftes TB-Medium. (B) Ein VEGF produzierender E. coli Stamm als Negativkontrolle.
(C) BL21(DE3) pET-16b::HUM(co), ohne MEV-Weg. (D) BL21(DE3) pET-16b::HUM(co) und pBbA5sc-MevT-
MBIS. (E) a-Humulen, authentischer Standard, 1:1000 verdiinnt.

Abb. zeigt GC-FID Analysen der organischen Phasen sowie eines authentischen Humulen-
standards im Vergleich. Um eine Kontamination von Medienbestandteilen und dem Losungsmittel
auszuschlielen, wurde ein nicht angeimpfter Schiittelkolben mit Isooctan tiberschichtet (A). We-
der durch den VEGF-produzierenden Stamm (B), noch durch HUM(co) ohne MEV-Weg, wurden
Sesquiterpene in quantifizierbaren Konzentrationen produziert. Dies beweist, dass der endogene
FDP-Pool aus dem DXP-Weg das Substrat nicht in signifikanten Mengen bereitstellen kann. Ein
sehr kleiner (moglicher) Terpenpeak bei einer Retentionszeit von 8,5 min (C) deutete jedoch auf
mogliche Spurenkonzentrationen von a-Humulen hin.

Im Gegensatz dazu konnte in Kulturen des PW-optimierten BL21(DE3) (D) die Bildung von a-
Humulen in hoheren Konzentrationen gezeigt werden. Die Retentionszeit des Sesquiterpenpeaks
stimmte exakt mit der des authentischen Standards iiberein. Uber eine Kalibration (vgl. konnte
eine durchschnittliche Produktbildung von 9,85 mgL™"(10,43) in den SK-Versuchen nachgewiesen
werden.

4.9.2  Biotechnologische Darstellung von (+)-Zizaen

Nachdem die erfolgreiche Produktion von a-Humulen durch die MEV-Weg-Coexpression gezeigt
werden konnte, sollte diese Strategie zur Darstellung der Zielverbindung (+)-Zizaen weiter opti-
miert werden. Es galt zunédchst zu kldren, ob eine erhohte Temperatur nach Induktion einen po-
sitiven Einfluss auf die Produkttiter haben wiirde. Bei einer Kultivierungstemperatur von 30 °C
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Abbildung 4.71 Produktion von (+)-Zizaen mit und ohne Coexpression des heterologen MEV-Wegs (+PW = mit Pathway)
bei verschiedenen Temperaturen. (A) Verlauf der Zelldichten (ODy,) bei den unterschiedlichen Schiittelkol-
benkulturen. (B) Akkumulierte Menge an (+)-Zizaen in Isooctan-Phase, bezogen auf Medienvolumen.

wurden hohere Endzelldichten erwartet. Da das Temperaturoptimum von S. cerevisiae bei ca. 28 °C
liegt, wurde zudem mit einer erhohten Aktivitit der MEV-Enzyme gerechnet. Auch die (+)-
Zizaensynthase zeigte wihrend in vitro Umsetzungsversuchen bei 30 °C die hochsten Umsatzraten
(vgl.[4.8.6).

Um einen ausreichenden Sauerstoffeintrag in die sich ausbildenden Emulsion aus Isooctan und
Kulturmedium zu gewdihrleisten, wurde die Schiittelgeschwindigkeit von 150 rpm auf 200 rpm
erhoht. Um eine Limitierung des Terpenstoffwechsels durch die Kohlenstoffquelle zu vermeiden,
wurde zudem die Glycerolkonzentration im Komplexmedium von o,4 % auf 1,2 % verdreifacht.

Nach 22,5h konnten bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C eine Konzentration von
~14,4mgL™" gemessen werden. Bei 20°C stieg die Terpenkonzentration um das fiinffache
(~54,4mgL™"). Fiir die Staimme ohne Coexpression (-PW) wurde keine Produktbildung detektiert
(Abb. A). Trotz der hoheren Endzelldichten (ODg, 8,9 bei 20 °C vs. ODg 13,1 bei 30 °C) und
der wahrscheinlich hoheren Prozessivitdt des MEV-Wegs, war eine Erhohung der Prozesstempera-
tur kontraproduktiv. Limitierend wird hier die verminderte Menge an korrekt gefalteter und somit
aktiver ZIZA gewirkt haben, da die Synthase trotz der SUMO-Fusion bei hoheren Temperaturen
fast ausschliellich in Form von inclusion bodies vorlag (vgl. [4.8.2).

Um in Zukunft eine bessere Prozesscharakterisierung durchfithren zu konnen, sollte der PW-
optimierte ZIZA-Stamm nun an ein definiertes Salzmedium mit Glukose als einziger Kohlenstoff-
quelle adaptiert werden. Als Medium wurde eine angepasste Variante des urspriinglichen Mg-
Minimalmediums [276| |277] eingesetzt, das neben Puffersalzen lediglich chemisch-definierte Spu-
renelementldsungen enthielt (vgl. [A.7).

Das Wachstumsverhalten und die maximal erzielbaren (+)-Zizaentiter in der organischen Phase
sollten bei variierten Glukosekonzentrationen (0,5 %—2 %) in Schiittelkolbenversuchen untersucht
werden. Eine direkte Inokulation der Vorkulturen durch Cryostocks fiihrte, aufgrund der mini-
malen Néahrstoffversorgung, zu keinem Wachstum der Kulturen. Die Vorkulturen mit Minimal-
medium wurden daher stets durch eine, im exponentiellen Wachstum befindlichen, Kultur in TB-
Komplexmedium angeimpft.

Hauptkulturen wurden mit einer Startzelldichte von OD,_, 0,1 angeimpft. Nach Erreichen von
ODy,, 0,8 (ca. 3h bei 37°C) wurde mit 0,1 mM IPTG induziert und, analog zu den vorhergehen-
den Versuchen, die Kulturbriihe mit 20 % (v/v) Isooctan tiberschichtet. In Abb. ist der Verlauf
der Zelldichte, Produktkonzentration und Substratkonzentration tiber 120 h dargestellt (Dreifachbe-
stimmung je Experiment).
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Abbildung 4.72 Produktion von (+)-Zizaen in definiertem Medium bei verschiedenen Glukosekonzentrationen (als einzige
Kohlenstoffquelle). (A) 0,5% (5gL™") Glukose. (B) 1% (10gL™") Glukose. (C) 2% (20gL™") Glukose. (D)
Direkter Vergleich der erzielten (+)-Zizaenkonzentrationen in mg L™ Medium.

Die stationdre Wachstumsphase wurde bei 0,5 % Glukose bereits nach 28 h erreicht (A), wahrend
bei 1% (67h, B) und 2% (9oh, C) eine deutlich lingeres (lineares) Wachstum beobachtet werden
konnte. Entsprechend der hoheren Substratkonzentration wurde bei 2 % Glukose die hochste maxi-
male Zelldichte von ODg_, 14 gemessen (0,5 % = OD¢, 4,8; 1% = ODg_, 7,1).

Nach vollstandigem Verbrauch der Kohlenstoffquelle (Erreichen der stationdren Phase) stieg die
Terpenkonzentration noch weiter an. Dies konnte tiber die Aufnahme von Néhrstoffen aus lysier-
ten Zellen erkldrt werden, die anschliefend durch die noch aktiven Enzyme umgesetzt werden
(dhnlich resting cells). Moglicherweise ist der Anstieg des Produkttiters auch auf die lingere Dau-
er der Extraktion zurtickzufiihren. Ein signifikanter Verlust an organischer Phase, und somit eine
Aufkonzentrierung des Produkts, konnte hierbei jedoch nicht beobachtet werden.

Bei der erhohten Glukosekonzentration von 2% im Medium, wurde bereits vor dem vollstin-
digem Verbrauch des Substrats ein Stagnieren des Zellwachstums beobachtet (C). Dies kann auf
die Bildung von Acetat aus Glukose zuriickzufiihren sein, die bereits in niedrigen Konzentrationen
wachstumshemmend auf E. coli wirkt [278].

Durch FEinsatz eines chemisch-definierten, glukosehaltigen Mediums, wurde unter den
zuvor ermittelten idealen Kultivierungsparametern (20°C; 200 rpm; o,1mM IPTG) (+)-
Zizaenkonzentrationen von maximal 34omgL™" (D) erzielt. Betrachtet man die Stoffbilanz des
Mevalonat-Weges, so ergibt sich eine theoretisch mogliche Ausbeute an Sesquiterpenen von
0,25g pro g Glukose (metabolische Massenausbeute 25%) [279]. Die erzielte Ausbeute der (+)-
Zizaenproduktion betrdgt 0,017gg™" Substrat (340mgL™" nach 115h mit 20gL™" Glukose). Geht
man davon aus, das lediglich die Glukose in den Terpenstoffwechsel einfliest, wurden in dieser
Arbeit bereits 6,8 % der rechnerischen Maximalausbeute erzielt.
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4.9.3 Testung eines polymeren Adsorbermaterial zur Abreicherung

Als Alternative zum bisher verwendeten 2-Phasen-System mit org. Losungsmittel, sollte im direkten
Vergleich ein polymerer Adsorber zur in situ Extraktion der Terpenverbindungen getestet werden.
Das Adsorberharz Amberlite™ XAD4 wurde fiir die Abreicherung der kleinen, hydrophoben Ziel-
molekiile aus der Kulturbriihe als geeignet erachtet. Die farblosen Kugeln (Durchmesser 0,5 mm im
Mittel) besitzen durch ihre makropordse Struktur eine dufierst hohe Oberfléche von tiber 750m? g™*

bei einem Porendurchmesser von 150 A.

C

XAD4 Elution 3 -

XAD4 Elution2 | | Mpesuten? B

uuuuuuuuuu

XAD4 Elution 1 -
o H 10 15 2 P

2-Phasen

(+)-Zizaen [mg]

Abbildung 4.73 (A) Chemische Struktur von Amberlite™ XADy. (B) Partikel/Kugeln des Polymerharzes mit einem Durch-
messer von 0,5 mm. (C) Erzielte (+)-Zizaenmengen im Vergleich. Eingesetzter Graph: Eluierte Produktmen-
ge nach 1., 2. und 3. Extraktionsschritt.

Die chemische Struktur und einzelne Partikel des Polymers sind in Abb. (A, B) dargestellt.
Das Harz ist iiber das gesamte pH-Spektrum stabil und widersteht Temperaturen bis 135 °C sowie
hohen Drticken, so dass es problemlos tiber Autoklavieren sterilisiert werden kann. Industriell wird
es primédr zur Abreicherung volatiler Komponenten aus Gasstromen oder hydrophober Molekiile
aus polaren Losungsmittel (z. B. Wasser) eingesetzt, was exakt der hier geplanten Verwendung
entsprach.

Vor Verwendung wurden die Adsorberpartikel griindlich gespiilt (H,O), mit Isopropanol kondi-
tioniert, erneut gesptilt und autoklaviert. Nach Induktion wurde der Adsorber in einer Konzentra-
tion von 100 g L™* Medium (entsprechend 10% (w/v)) steril zu den Kulturen gegeben (definiertes
Medium; 2 % Glukose; 100omL Schiittelkolben; 20 °C; 200 rpm). GC-FID Analytik der organischen
Phasen nach 100h Kultivierungszeit ergab eine (+)-Zizaenmenge von 30,47 mg(40,43) gelost in je-
weils 20mL Isooctan (Abb. C). Bezogen auf das Medienvolumen, wurden somit durch das
Losungsmittel durchschnittlich 304,7 mg L™ angereichert. Die Konzentrationen waren vergleichbar
zu den zuvor erzielten Ausbeuten unter identischen Bedingungen.

Aufgrund der rauen Struktur hatte sich nach 100h ein dichter Biofilm um die einzelnen Harzpar-
tikel gelegt, der vor Elution durch Spiilen mit H,O entfernt wurde. Zur Elution der hydrophoben
Produkte und Regeneration des Adsorber eignen sich prinzipiell alle hydrophoben Losungsmittel.
Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurden die Adsorber jeweils in 20mL Isooctan resuspendiert
und fiir 5min intensiv extrahiert. Die organische Phase wurde abfiltriert und die Elution zweimal
mit konstantem Volumen wiederholt, um eine vollstindige Abreicherung vom Adsorbermaterial
zu gewdhrleisten.

Im ersten Regenerationsschritt wurde lediglich eine Menge von 25,8 png(4-0,2) des (+)-Zizaen vom
Adsorber gelost. Zudem war die Extraktion durch Isooctan nicht vollstindig, da im 2. und 3. Elu-
tionsdurchlauf noch 65 % bzw. 42 % des Produktes, bezogen auf den 1. Durchlauf, vom Harz abge-
reichert werden konnte. Mit dem verwendeten Losungsmittel wurde selbst nach mehreren Zyklen
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keine vollstandige Elution realisiert, was auf eine starke Bindung des Produkts bzw. eine hierfiir
nicht ausreichende Hydrophobizitit (log Po/w zu niedrig) von Isooctan schliefSen lasst.

Die um den Faktor 1.000 geringeren Konzentrationen kénnte auch auf dem sich ausbildenden
Biofilm um die Harzpartikel beruhen. Moglicherweise besafs der Adsorber bereits nach kurzer Zeit
keine Kontaktfldche zur Kulturbriihe, so dass die volatilen Terpenprodukte nicht adsorbieren konn-
ten und tiber den Kopfraum die Kulturgefafle verlieffen.

4.9.4 Zusammenfassung Coexpression des MEV-Stoffwechselwegs

Die STPS-Expressionsplasmide fiir die a-Humulensynthase sowie die (+)-Zizaensynthase wurden
erfolgreich zusammen mit einem heterologen Mevalonat-Stoffwechselweg cotransformiert. Obwohl
keine Uberexpression der Pathway-Enzyme stattfand, konnte durch Coexpression erstmalig die voll-
standig biotechnologische Darstellung der beiden komplexen Sesquiterpenverbindungen im mg L™
Bereich gezeigt werden.

In Batch-Schiittelkolbenkultivierungen mit chemisch-definierten Medium, wurde unter optimier-
ten Kultivierungsparametern die Produktion von (+)-Zizaen aus der Kohlenstoffquelle Glukose
realisiert. Dies ermoglichte Produktausbeuten von tiber 300 mgL™". Da die, auf den Metabolismus
bezogene Gesamtausbeute des Prozesses, noch unter 10% lag, besteht noch ein grofies Optimie-
rungspotential. Ein zur Vereinfachung des Downstreaming getesteter Polymeradsorber, zeigte eine
ungeniigende Affinitit gegeniiber dem hydrophoben Terpenprodukt. Die eluierten Produktkon-
zentrationen waren um den Faktor 1.000 niedriger, so dass zur Zeit das hier etablierte 2-Phasen-
Kultivierungssystem mit Isooctan als ideale Abreicherungsstrategie anzusehen ist.
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Die Forschungsarbeiten im Rahmen dieser Dissertation verfolgten das Ziel, die Grundlagen zu
schaffen, um in Zukunft einen vollstindig nachhaltigen und ressourcenschonenden Prozess zur
Herstellung wertvoller Duftstoffe realisieren zu konnen. Ein zentrales Ziel war die Bereitstellung,
Charakterisierung und Optimierung von Expressionssystemen fiir ein breites Portfolio an teilwei-
se noch nicht beschriebenen Biokatalysatoren. Ausgehend von einem einfachen Terpenalkohol aus
nachwachsenden, pflanzlichen Quellen sollte das universelle Enzymsubstrat FDP fiir biokatalyti-
sche Umsetzungen hergestellt werden. Die Synthese des Terpenvorldufers sollte moglichst praktibel
sein und hohe Ausbeuten an Substrat erzielen.

Auch die Moglichkeit eines vollstandig biotechnologischen Prozessansatzes, basierend auf lang-
jahrigen Vorarbeiten im Bereich synthetischer Biotechnologie, sollte hier aufgezeigt werden. Nach-
folgend sind alle bedeutenden Schliisselergebnisse der Forschungsarbeit nochmals iibersichtlich
zusammengestellt. Es wird zusétzlich auf weiterfithrende Arbeiten sowie auf potentielle Herausfor-

derungen eingegangen.

Synthese des Substrats Farnesyldiphosphat (FDP)

Nach einem direkten Vergleich von Routen zur Synthese von Farnesol — Farnsyldiphosphat, wur-
de das Verfahren nach Keller et al. [151] aufgrund der praktikablen und schnellen Reaktionfiithrung
ausgewdhlt. Die gute Auftrennung der gebildeten Phosphatspezies durch Sdaulenchromatographie
konnte anhand von DC-Analysen nachvollzogen werden. Eine HPLC-Trennmethode (reversed pha-
se) wurde etabliert, die eine Quantifizierung der Reaktionsprodukte ermoglichte. Die Identitiat von
FDP konnte anhand von '"H-NMR und, zur Unterscheidung von weiteren Phosphatspezies, tiber
3'P-NMR Spektren bestatigt werden.

Durch Aufbau einer vergrofierten Chromatographieapparatur und ersten Aufskalierung der Re-
aktion, wurde die Synthese erfolgreich auf einen grofieren Mafistab iibertragen. Dies ermoglichte
die Herstellung von bis zu 0,5 g pro Batch, bei einer molaren Ausbeute von 15 % bezogen auf das
Edukt. Bei der etablierten Methode erwies sich nicht die Phosphorylierungsreaktion, sondern die
nachfolgende chromatographische Produktaufarbeitung ein limitierender Faktor. Die Auftrennung,
sowohl zur Produktreinigung, als auch bei Analytik via RP-HPLC, war ausreichend aber noch
nicht ideal. Hier besteht durch die Verwendung verbesserter chromatographischer Parameter (ldn-
gere Sdule, hohere Flussraten bzw. Driicke, optimierte Zusammensetzung des Eluenten, kleinere
Partikelgrofien) weiteres Optimierungspotential. Betrachtet man einen moglichen industriellen Ein-
satz des Prozesses, so erscheint eine weitere Aufskalierung in relevante Mafstdbe als realistisch.
Hierbei muss jedoch der zur Zeit noch hohe Preis des natiirlichen Farnesols in Betracht gezogen
werden. Obwohl das Edukt am Markt um Gro8enordnungen giinstiger ist als das Produkt FDP, so
handelt es sich um eine Feinchemikalie und kein Bulk-Rohstoff wie z. B. Glukose.

Expression, Aufreinigung und Charakterisierung des PTS-Isoenzyms
Aus einer cDNA-Bibliothek von P. cablin konnte die Sequenz einer Patchoulolsynthase-Isoform
erfolgreich isoliert werden. Uber Sequenzierung wurden 19 Aminosiaureaustausche im Vergleich
zu einer beschriebenen PTS identifiziert. Das Isoenzym besafs eine starke Tendenz zur Aggregat-
Bildung in E. coli. Durch Assemblierung unterschiedlicher Plasmidkonstrukte, Codon-Optimierung

107



108

FAZIT UND AUSBLICK

sowie Variation des Expressionsstammes konnte ein optimaler Produktionsorganismus erzeugt wer-
den. Unter idealen Kultivierungsbedingungen (TB-Medium; 20 °C; 0,5 mM IPTG), war es moglich,
die mit Thioredoxin fusionierte Synthase in Konzentrationen von 52mgg™" BTM loslich und aktiv
zu produzieren.

Ein intramolekularer His-Tag ermoglichte die effiziente Aufreinigung der Synthase tiber mit
Metall**-dekorierte Membranadsorber. Eine Kiihlung des Adsorbers war zur Aufrechterhaltung
der Stabilitit und Aktivitit erforderlich. Eine Beladung der Membran mit Co**-Kationen, im di-
rekten Vergleich zu Ni**, resultierte in einer hoheren Spezifitdt. In mehreren Aufreinigungsldufen
wurden Enzymreinheiten von {iber 95 % erzielt. Nach Umpufferung durch Ultrafiltration konnten
Proteinausbeuten von bis zu 2,84 mg g™* FZM im Falle von TRX-PTSi realisiert werden. Die Identi-
tat des reinen Enzyms wurde durch einen Peptidmassenfingerabdruck (MALDI-TOF-MS) gezeigt.
Die Sequenzabdeckung betrug 24 %. Durch 2D-Gelelektrophorese nach IEF wurde ein pl von 5,0
experimentell bestimmt. Es besteht somit die Moglichkeit, in Zukunft eine ungetaggte Variante von
PTSi tiber Anionenaustauscherchromatographie aus Zellrohextrakt aufzureinigen.

Es wurde ein Zwei-Phasen-Assay adaptiert, bei dem durch Uberschichten der wassrigen Reakti-
onslosung (Enzym, Substrat, Metallion) durch ein organisches Losungsmittel wie z. B. Isooctan, die
fliichtigen Terpenkomponenten eingefangen und {iber GC analysiert werden konnten. Durch Ver-
gleich mit authentischen Standards sowie Bestimmung der Masse von Fragmentionen tiber GC-MS,
konnten viele Hauptkomponenten des nativen Patchouli-Ols im Produktgemisch wiedergefunden
werden. Interessanterweise war jedoch nicht das charakteristische (-)-Patchoulol die Hauptkompo-
nente im Enzymprodukt, sondern Germacren A (bzw. das Umlagerungsprodukt p-Elemen). Es ist
somit moglich, dass mehrere Isoformen der PTS in der Pflanze vorhanden sind, die alle die Bil-
dung von Komponenten des Ols katalysieren, allerdings in unterschiedlichen Konzentrationen. Die
Expression der Isoformen in planta konnte vielleicht aufgrund von dufleren Umwelteinfliissen ge-
steuert werden. Germacren A gilt als ein potentes Alarmpheromon bei Insekten [280] und wird
moglicherweise als natiirliches Pestizid von der Pflanze eingesetzt.

Da keine Rontgenkristallstrukturen vom Isoenzym verfiigbar waren, wurden fundierte Protein-
modelle in silico errechnet und strukturell analysiert. Docking-Simulationen bestdtigten die Lage
des aktiven Zentrums, dass sich aus zwei Regionen am Eingang einer Tunnelstruktur zusammen-
setzt. Durch eine Uberlagerung der katalytischen Regionen des Isoenzyms mit einem Proteinmodell
der PTS, konnten einzelne Aminoséduren identifiziert werden, die moglicherweise fiir die Verschie-
bung des Produktspektrums verantwortlich sein kénnten. Dies sind die Austausche HIS-CYS454
sowie LYS-ASNy58, die mogliche Kandidaten fiir zukiinftige, gezielte Mutationsstudien mit der
PTS-Isoform darstellen.

Zur weitergehenden Charakterisierung und Anwendung von PTSi (Kinetik, Aufkldrung des Re-
aktionsmechanismus, Enzymimmobilisierung) wurden die Produktionsstimme nach Abschluss der
beschriebenen Arbeiten an tibergeben (Thore Frister, laufende Dissertation, Leibniz Universitdt Han-
nover).

Produktion und Charakterisierung weitere Terpensynthase
Zur Erweiterung des Produktportfolios sollte zundchst eine a-Humulensynthase aus Shampoo
Ingwer, mit bekannter Sequenz [86], rekombinant in E. coli produziert werden. Eine direkte Iso-
lation aus einer Genbibliothek der nativen Pflanze war, trotz intensiver Optimierung der RNA-
Extraktionsstrategie, nicht erfolgreich. Nach Codon-Optimierung wurde ein vollstindiger ORF
durch Assemblierung synthetischer DNA-Fragmente erzeugt. Diese Synthase zeigte ein im Ver-
gleich zur PTSi deutlich besseres Expressionsverhalten in E. coli BL21(DE3). Nach Optimierung
der Kultivierungsbedingungen, wurden Proteinkonzentrationen in Schiittelkolbenversuchen von
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bis zu 66,7mgg™" BTM erzielt. Eine Proteinfusion zur Loslichkeitssteigerung wurde daher nicht in
Erwiégung gezogen. Nach Analyse von Aktivitdtsassays und Vergleich mit authentischem Standard,
wurde a-Humulen als das Hauptprodukt der enzymatischen Umsetzung identifiziert. Ein nur zu
2% im Produktgemisch vorhandenes Nebenprodukt konnte nicht eindeutig zugeordnet werden.
Somit war nun ein Modellstamm verfiigbar, der fiir erste Versuche zur Coexpression von Stoff-
wechselenzymen eingesetzt werden konnte, und zudem mit a-Humulen die Bildung eines direkten
Vorldufers des Zytostatikums Zerumbon katalysierte.

Nach Abschluss der Versuche wurde der erzeugte Stamm zur ndheren Charakterisierung (Ki-
netik, Aufreinigungsstrategie) weiter gereicht (Semra Alemdar, laufende Dissertation, Leibniz Uni-
versitdt Hannover). Durch parallele Expression einer spezifischen Cytochrom-P450 Oxidoreduktase
koénnte in Zukunft eine direkte Biotransformation von FDP zum oxidierten Sesquiterpenoid Zerum-
bon realisiert werden. Auch eine gezielte chemische Oxidation des Terpenriickgrats ist denkbar,
wobei hier jedoch ein dufierst regioselektiver Katalysator zur gezielten Funktionalisierung einge-
setzt werden miisste.

Als weitere Zielverbindung wurde (+)-Zizaen, als Vorldufer mehrerer funktioneller Terpenver-
bindungen, ausgewdhlt. Die patentierte Sequenz einer (+)-Zizaensynthase [250] wurde zuvor nicht
umfassend biochemisch charakterisiert. Obwohl frisches Vetiver-Gras fiir molekularbiologische Un-
tersuchungen bezogen werden konnte, war eine direkte Isolation aus der komplexen Probenma-
trix auch hier nicht moglich. Ein tiber Codon-optimierte DNA-Strings zusammengefiigtes Plas-
midkonstrukt ermoglichte zunéichst keine losliche/aktive Produktion des Zielenzyms. Uber eine
Expressionsstrategie durch einen iiber Kilteschock induzierbaren Promotor, sowie eine Proteinfu-
sion an eine hochlosliche SUMO-Domaéne, konnte die aktive Proteinausbeute dieser schwer expri-
mierbaren STPS signifikant gesteigert werden. Es wurden Proteinkonzentrationen von maximal
48mgg™" BTM (SUMO-Fusion) bzw. 42mgg™" BTM (Kailteschock-Induktion) in TB-Medium er-
zielt. Aufgrund der extrem niedrigen Kultivierungstemperatur von 15 °C stagnierte das Wachstum
des Kilteschock-Stammes bereits bei einer Zelldichte von ODg, 1,9+0,2; wéahrend fiir den SUMO-
Stamm ein ODg, 4,8+0,3 in SK-Kultivierungen erzielt werden konnte.

Eine Aufreinigung von SUMO-ZIZA erfolgte zundchst tiber das fiir STPS adaptierte IMAC-
Protokoll. Um die Reinheit weiter zu steigern, wurde zudem die Abreicherung der Synthase aus Zel-
lextrakt tiber eine Strep-Tag Adaptermolekiil realisiert. Die hohe Spezifitit der Strep-Tag-Sequenz
ermoglichte Reinheiten von tiber 98 %, wobei die Bindeeffizienz des Adapters jedoch nur bei 65,9 %
lag. Pro Durchlauf konnten so 1,02mgg™" FZM reine (+)-Zizaensynthase eluiert werden.

Ein Verdau mit der hochspezifischen SUMO-Protease ULP-1 ermdglichte die Entfernung des
Fusionsproteins vom Zielpeptid, nach Inkubation fiir 1h bei 12°C. Auch fiir ZIZA wurde die
Sequenzidentitidt eindeutig mittels MALDI-TOF-MS bestédtigt. Die Sequenzabdeckung der gemes-
senen Peptidfragmente betrug 18,6 %. Uber 2D-Gelelektrophorese wurde ein pl von 4,9 fiir die
unfusionierte/gespaltene Synthase ermittelt.

Da kein authentischer Standard von (+)-Zizaen verfiigbar war, wurde der Nachweis des Enzym-
produkts durch Vergleich mit publizierten Fragmentspektren (GC-MS) sowie durch Berechnung
von Retentionsindizes durchgefiihrt. Durch Quantifizierung der Produktbildung tiber die Zeit bei
Variation der Substratkonzentration, wurde die Enzymkinetik der rekombinanten ZIZA erstmalig
bestimmt. Ein Ky, von 1,111 uM (40,113) deutete auf eine hohe Substrataffinitiat hin, die von der
maximalen Reaktionsrate abgeleitete Wechselzahl Kot = 2,95 min™ bewies eine aufierordentlich
langsame Produktbildung, die jedoch vergleichbar mit dhnlichen Synthasen ist. Hier konnte durch
gezielte Enzymoptimierungsverfahren wie directed evolution [147] die katalytische Effizienz noch
stark gesteigert werden, was bereits anhand dhnlicher Enzyme des Sekundérstoffwechsels gezeigt
werden konnte [149].
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Bei einer ersten Mafistabsiibertragung in den 2 L-Bioreaktor, unter Steuerung des pH- und pO,-
Werts, konnte die Produktion der 19slichen (+)-Zizaensynthase auf 325 mg L™ in TB-Medium gestei-
gert werden. Auch hier besteht durch Etablierung einer Strategie zur Hochzelldichtekultivierung in
chemisch-definiertem Medium, noch ein grofies Optimierungspotential, um die Synthase zukiinftig
in industriell relevanten Konzentrationen bereitstellen zu kénnen.

Aufgrund der erzielten Enzymausbeuten und Reinheiten wurden Proben von ZIZA dem Insti-
tut fiir Bioanalytische Chemie der Universitit Leipzig zur Verfligung gestellt, wo zur Zeit an einer
Kristallisation mit anschlielender Rontgenstrukturanalyse der neuartigen STPS geforscht wird. Ei-
ne exakte Struktur der Synthase konnte in Zukunft zur Aufklarung des Zyklisierungsmechanismus
von (+)-Zizaen beitragen, tiber den aktuell noch nichts ndher bekannt ist.

Coexpression von Enzymen des Terpenstoffwechsels
Ein Expressionsplasmid mit 8 Enzymen eines heterologen Mevalonatwegs konnte zur erstmaligen,
rein biotechnologischen Darstellung der in dieser Arbeit diskutierten Sesquiterpene bezogen wer-
den [135]]. Die unterschiedlichen Replikationsurspriinge und eine zusétzlicher Selektionsmarker, er-
moglichten die erfolgreiche Cotransformation und anschliefende Coexpression mit zwei von drei
der betrachteten STPS. Uber geeignete Negativkontrollen konnte zunichst gezeigt werden, dass
tiber den nativen E. coli-Isoprenoidstoffwechsel den jeweiligen Synthasen zu wenig Substrat zur
Zyklisierung zu Sesquiterpenen zur Verfiigung stand. Terpenprodukte wurde nur in nicht quantifi-
zierbaren Spuren gebildet.

In den erzeugten Pathway-optimierten Expressionsstimmen war der intrazelluldre Pool an FDP
signifikant erhoht, so dass eine nachweisbare Zyklisierung zu a-Humulen bzw. (+)-Zizaen ermog-
licht wurde. In ersten Schiittelkolbenversuchen mit TB-Komplexmedium (Glycerol als C-Quelle),
wurden iiber diese Strategie Produkttiter von ~10mgL™" («-Humulen) sowie bis zu 54 mg L™ ((+)-
Zizaen) realisiert. Dabei wurde ein 2-Phasen-System mit Isooctan als organisches Losungsmittel zur
Produktabreicherung eingesetzt. Die zuvor angenommene geringe Toxizitdt des Isooctans konnte
bestatigt werden, da vergleichbare Zelldichten in Vorversuchen ohne organische Phase erzielt wer-
den konnten.

Durch Adaption an ein chemisch-definiertes Minimalmedium mit Glukose als C-Quelle, konnte
der Einfluss unterschiedlicher Substratkonzentrationen auf das Wachstum und die Produktbildung
tiberpriift werden. Hohere Glukosekonzentrationen ermoglichten groflere Zelldichten und hohere
Produkttiter. Unter den zuvor optimierten allgemeinen Kultivierungsparametern, wurden so ma-
ximale Zelldichten von ODg, 14 und (+)-Zizaenkonzentrationen von bis zu 340mgL™" nach 120h
erreicht. Bezogen auf den gesamten Prozess wurde somit bereits eine Gesamtausbeute von 6,8 %
der metabolisch moglichen Ausbeute erzielt. Durch eine Optimierung der Substratkonzentration
tber statistische Versuchsplanung sowie Etablierung einer geeigneten Fiitterungsstrategie fiir das
Substrat (Fed-Batch), besteht hier noch ein immenses Optimierungspotential. Aufgrund der gestei-
gerten Acetatbildung ist eine Uberfiitterung der Kultur mit Substrat jedoch nicht zielfiihrend.

Als eine alternative Downstream-Variante wurde in ersten Versuchen ein polymeres Adsorber-
harz zur Produktabreicherung aus der Kulturbriihe evaluiert. Im Vergleich mit der etablierten 2-
Phasen-Kultivierung erwies sich jedoch dieser Ansatz als noch unausgereift. Eine nennenswerte
Adsorption der hydrophoben Zielverbindungen und effiziente Elution waren nicht moglich. Zur
Zeit existiert noch keine optimale Downstream-Variante von Sesquiterpenverbindungen aus wass-
rigen Losungen. Neben der hier adaptierten 2-Phasen-Kultivierung, miissten in Zukunft weitere,
moglichst ressourcenschonende Abreicherungsstrategien evaluiert werden. Hier konnte die Extrak-
tion mittels ionischer Fliissigkeiten/tiberkritischem CO,, das Strippen aus der Gasphase oder der
Einsatz eines spezifischen Adsorbermaterials mit hoher Produktaffinitit in Frage kommen.
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Im Folgenden sind noch einige weitere Herausforderungen aufgelistet, um zukiinftig industri-
ell relevante Ausbeuten der Sesquiterpene iiber die eingesetzte Coexpressionsstrategie erzielen zu
konnen:

1. Ideal ausbalanzierte und hochprozessive Stoffwechselwege im Organismus (Optimierung der
einzelnen Schliisselreaktionen)

2. Umfassendes Verstindnis der teilweise unbekannten Reaktionsmechanismen

3. Gezielte Optimierung/Steuerung der biokatalytischen Reaktion (Steigerung der Wechselzah-
len durch directed-evolution, Enzymoptimierung)

4. Ermittlung einer idealen Prozessstrategie/Prozessparameter durch statistische Versuchspla-
nung (design of experiments)

5. Etablierung eines effizienten und ressourcenschonenden Downstreamings

Abschlieffender Ausblick

nachwachsende
Rohstoffe/Reststrome
der Agrarindustrie
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Organisch-
chemische >
Phosphorylierung

Saulenchromatographie
zur Isolation des
Zielprodukts

Substrat FDP

klassische Biokatalyse

Batch-
Umsetzung mit
org. LM/
Adsorber

16slicher Uberstand Rohextrakt

Reines Enzym

Reaktor/Kolben mit Induktion

Kohlenstoff-/
Stickstoffquelle

BL21(DE3) STPS
Produktions-
stammen

Enzymexpression
unter idealen
Bedingungen

Zellernte >
Aufschluss >
Zentrifugation

Extraktion/destillative

Trennung

T
IMAC-Affinitatschromatographie

synthetische Biotechnologie

Reaktor/Kolben mit
BL21(DE3) STPS-
Stammen + MEV-
Pathway

Uberschichtung mit LM
—»{ (2-Phasen)/Zugabe |—»
Adsorbermaterial

wertvolle
Sesquiterpene

Zielverbindungen

Abbildung 5.1 Flowchart der moglichen Prozessfithrung zur biokatalytischen Gewinnung von Sesquiterpenen aus Restro-
men der Agrarindustrie. Synthetische Biologie erméglicht es, die Zielverbindungen in weniger Prozessschrit-
ten zu erreichen, so dass Zeit und Ressourcen eingespart werden kénnen.

Induktion
Enzymexpression

Extraktion/destillative
Trennung

Die biokatalytische Darstellung von funktionellen Naturstoffen ist im Falle von Sesquiterpenen
eine sowohl okologisch, als auch ckonomisch sinnvolle und umsetzbare Produktionsmoglichkeit.
Im Flowchart Abb. sind die hier etablierten und teilweise charakterisierten Prozessschritte zu-
sammenfassend dargestellt. Auch im Falle der semi-synthetischen Darstellung kam ein nachwach-
sender Rohstoff (Farnesol) zum Einsatz. Sowohl die aufwédndige chemischen Phosphorylierung,
als auch der (vergleichsweise) geringe Marktwert der hergestellen Duftstoffe, ldsst eine industriel-

le Produktion iiber diesen biokatalytischen Ansatz aktuell als eher schwer umsetzbar erscheinen
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(roter+blauer Kasten). Allerdings besteht durch weitere MafSstabsvergroierung und Vereinfachung
der Substratsynthese, sowie Etablierung einer kontinuierlichen Reaktionsfiihrung mit effizienter
Produktabreicherung (Enzymimmobilisierung, Katalyse im Flow-Reaktor/Membranreaktor, Strip-
pen der Komponenten aus Gasphase, etc.) durchaus eine Moglichkeit der Umsetzung.

Aufgrund des sehr hohen Wertschopfungspotentials (einfache Kohlenstoffquelle aus Reststro-
men als einziges Substrat), wird die Darstellung iiber synthetische Biotechnologie (tiirkiser Kasten)
sicherlich einige etablierte Quellen in Kiirze tiberfliissig machen. Ein grofier Vorteil ist die Modu-
larisierung der Produktionsorganismen: Durch Austausch der Enzyme/Stoffwechselwege konnen
vollstandig andere Molekiile realisiert werden, wie hier am Beispiel von a-Humulen/ (+)-Zizaen er-
folgreich gezeigt werden konnte. Insbesondere bei komplexen Zielverbindungen, zu denen kein
geeigneter organisch-synthetischer Zugang besteht, wird die synthetische Biotechnologie in na-
her Zukunft mit hoher Wahrscheinlichkeit nachhaltige Produktionswege ermoglichen und Herstel-
lungskosten senken. Die Identifikation, Charakterisierung und Expressionsoptimierung neuartiger
und interessanter Biokatalysatoren, wie in dieser Arbeit geschehen, wird dabei eine zentrale Rolle

einnehmen.



MATERTALIEN

CHEMIKALIENLISTE

Tabelle A.1 Auflistung der verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalie

Hersteller

a-Cedren

a-Humulen

B-Mercaptoethanol

3,3’,5,5 - Tetramethylbenzidin
Aceton

Acetonitril

Agar-Agar

Agarose

Amberlite™ XAD4 Adsorber
Aminoethylbenzensulfonylfluorid (AEBSF)
Ammoniumdeuteroxid-Lsg. (25 %ig in D,0)
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumhydroxid (30 %ig)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Anisaldehyd

Ascorbinsdure
Aurintricarboxysédure

Bestatin

Borsdure

Bromphenolblau

BSA (bovines Serumalbumin)
Carbenicillin
Cetyltrimethylammoniumbromid
CHAPS

Chloramphenicol

Chloroform
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
Chlorsuccinimid

Cobaltchlorid

Coomassie Brilliant Blau G250
Desthiobiotin

Dichlormethan (DCM)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfid (DMS)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatrium-EDTA
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol

DNA Loading Dye

DNA Marker: GeneRuler™ 1 kB DNA Ladder

dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
Dowex® 50WX8 (H*-Form), 100-200 mesh
E-64

Eisen(III)-chlorid

Eisensulfat

Essigsdure (konzentriert)

Ethanol (verschiedene Reinheiten)
Farnesol

Farnesyldiphosphat

Formaldehyd

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
Glukose

Glycerol

Glycin

Goat anti-mouse HRP conjugate AB No. 401215

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
BD Biosciences, USA

Carl Roth, Deutschland
Dow /Rhom and Haas, USA
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Applichem, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Applichem, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck KGaA, Deutschland
Applichem, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, Deutschland
Applichem, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Invitrogen, USA

Merck KGaA, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Merck KGaA, Deutschland
Applichem, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Applichem, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Merck KGaA, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Carl Roth, Deutschland
Dow Chemicals, USA

Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Mobitec, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Thermo Scientific, USA
Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Calbiochem, USA
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Tabelle A.1 Fortsetzung: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalie

Hersteller

Guanidiniumhydrochlorid
Guanidiniumthiocyanat

Hefeextrakt

Hexamethyldisiloxan

His epitope tag mouse AB No. MA1-21315
His-STREPPER (Strep-tag®II Adapter)
Hydroxyphenylazobenzoesdure (HABA)
Imidazol

Iodacetamid

IPG-Puffer

Isooctan

Isopropanol (verschiedene Reinheiten)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhexacyanidoferrat(III)
Kanamycinsulfat

Kieselgel 60

Kit: GENEART® Seamless Cloning and Assembly
Kit: QIAGEN Plasmid Midi

Kit: QIAprep® Spin Miniprep

Kit: QIAquick® Gel Extraction

Kit: QIAquick® PCR Purification

Kit: TOPO® TA Cloning

Kupfersulfat

Lithiumchlorid

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Manganchlorid

Methanol

MOPS

Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogendiphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriummetabisulfit

Natriummolybdat

Natriumsulfit

Nickelsulfat

Patchouli-Ol (authentischer Standard)
Pentan

Pepstatin A
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Phosphoramidon

Phosphorsdure (ortho)
Polyacrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 40 %ig
Polyethylenglycol (PEG 8000)
Polyvinylpyrrolidon (PVP)
Proteinmarker: PageRuler™ Prestained Ladder
Proteinmarker: Pierce Unstained MW Marker
rATP (Ribonukleotidtriphosphat)
RNAseZAP™

Roti®-Safe GelStain

Salzsdure (konzentriert)

Schwefelsdure (konzentriert)
Silbernitrat
Tetrabutylammoniumhydroxid
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thioharnstoff

Trichloracetonitril

Triethylamin
Triethylammoniumphosphat (TEAP)
TRIS-Base

TRIS-Hydrochlorid

Triton X-100

Trypton

Tween-20

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

BD Biosciences, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Scientific, USA
IBA, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

GE Healthcare, England
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Applichem, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Life Technologies, USA
QIAGEN, Deutschland
QIAGEN, Deutschland
QIAGEN, Deutschland
QIAGEN, Deutschland
Life Technologies, USA
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Saliter, Deutschland

Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Merck KGaA, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck KGaA, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, Deutschland
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
BD Biosciences, USA

Carl Roth, Deutschland




A.4 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle A.1 Fortsetzung: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalie Hersteller
Urea Carl Roth, Deutschland
Zinkchlorid Sigma-Aldrich, USA

A.2 LABORWASSER

Das Laborwasser fiir alle Losungen wurde aus einer Reinstwasseranlage bezogen. Das Reinstwasser
wies stets eine Leitfahigkeit von unter 0,055 uScm™ (entspricht 18,2 M) cm) auf. Aus Griinden der
Lesbarkeit wurde stets die Abktirzung H,O fiir Reinstwasser verwendet.

A.3 LABORGERATE

Tabelle A.2 verwendete Labor- und Analysengerite

Gerdateart

Bezeichnung

Hersteller

2D-Gelsystem

Multiphor™ II Electrophoresis System

GE Healthcare

Analysenwaage Analytik AC 210S Sartorius Stedim Biotech
Autoklav Systec V-150 Systec

Bioreaktor Biostat® A Plus Sartorius Stedim Biotech
DNA-Agarosegel-System Agagel Midi-Wide Biometra
DNA-Geldokumentation Gel IX Imager Intas Science Imaging
FPLC-Anlage BioLogic DuoFlow Bio-Rad
Gaschromatograph GC-14A (manuelle Injektion) Shimadzu
Gaschromatograph GC-2010 plus (mit Autosampler) Shimadzu
Gaschromatograph (MS) GC 8000 Fisons

GC-FID Trenns&ule Supelco SPB®-5 Silica-Kapillarsaule Sigma-Aldrich

GC-FID Trennsaule Zebron ZB-WAXplus Silica-Kapillarsaule Phenomenex

GC-MS Trennsdule Zebron ZB-WAX Silica-Kapillarsaule Phenomenex
Gelscanner Perfection V 750 Pro Epson
Gewebehomogenisator ULTRA-TURRAX® IKA
Glukoseprozessanalytik YSI 2700 SELECT™ Biochemistry Analyzer  YSI Incorporated

HPLC HPLC System LaChrom Merck-Hitachi

HPLC Trennsédule C,g-XTerra MS Waters

IMAC Membranadsorbermodul Sartobind IDA 75 Sartorius Stedim Biotech
IMAC Sepharose-Saule HiTrap™ IMAC FF 5mL Bio-Rad

IPG-Streifen Immobiline™ DryStrip Kit GE Healthcare
Kolbenhubpipetten (versch. Grolen)  Eppendorf® Research Eppendorf

Kugelmdiihle MM 200 Retsch

Lyophille ALPHA 1-4 LSC Martin Christ
Massendetektor (GC-MS) MD 8oo Fisons

NMR DPX 200/400 MHz Bruker

pH-Meter HI 221 Calibration Check Hanna Instruments
Photometer UVIKON 922 Kontron Instruments
Photometer Multiskan Spectrum Thermo Fisher Scientific
Photometer Nano-Drop 1000 UV-Vis Spectrophotometer =~ Thermo Fisher Scientific
Reinstwasseranlage arium® pro VF-B Sartorius Stedim Biotech
Rotationsverdampfer RV 10 control IKA

Schiittelschrank Certomat BS1 Sartorius Stedim Biotech
SDS-PAGE Gelsystem Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad

Strep-Tag-Séule Strep-Tactin® gravity flow column IBA

Thermocycler (PCR) Px2 Thermal Cycler Thermo Fisher Scientific
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf
Ultraschallsonde LABSonic® Sartorius Stedim Biotech
Vakuumzentrifuge RVC 2-18 Martin Christ

Vortexer Vortex Mixer VM-300 Gemmy Industrial
Western-Blot Transfer Zelle Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad

Zentrifuge Heraeus® Fresco 17 Thermo Fisher Scientific
Zentrifuge Heraeus® Megafuge® 1.0 RS Thermo Fisher Scientific

A.4 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Verbrauchsmaterialien wie Pipettenspitzen, Nitril-Handschuhe, Reaktionsgefafse, Zentrifugenrohr-
chen (Falcon-Typ), Kantilen, Spritzen, GC-Vials, Cryorohrchen, Sterilfilter und diverse weitere
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Single-Use Materialien entsprachen den allgemeinen Labor Spezifikationen und werden daher nicht
einzeln gelistet. Die Verbrauchsmaterialien wurden exklusiv von den Firmen Sarstedt, Eppendorf,
B. Braun, VWR oder Omnilab (alle Deutschland) bezogen.

A.5 ENZYME

Tabelle A.3 verwendete Enzyme

Enzym

Hersteller

Calf-Intestinal-Alkaline-Phosphatase
DNAse 1

Dpnl

EcoRI (FastDigest)

GoTaq® DNA Polymerase

HindIII (FastDigest)

Kpnl (FastDigest)

Notl (FastDigest)

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
Q5™ High-Fidelity DNA Polymerase
RNase A

RNase H

RNaseOUT™

Spel (FastDigest)

SuperScript™ III Reverse Transkriptase
T4 DNA Ligase

Trypsin Gold

Xbal (FastDigest)

Xhol (FastDigest)

Thermo Scientific, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Thermo Scientific, USA
Promega, USA

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
QIAGEN, Deutschland
New England Biolabs, USA
Life Technologies, USA
Thermo Scientific, USA
Life Technologies, USA
New England Biolabs, USA
Promega, USA

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA

STANDARD-MEDIEN- UND PUFFERREZEPTE

Tabelle A.4 Zusammensetzung der Standard-Kultivierungsmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

LB-Medium 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) Trypton
1% (w/v) NaCl.
Fiir Platten +1,5 % (w/v) Agar

TB-Medium 2,4 % (w/v) Hefeextrakt
1,2 % (w/v) Trypton
0,4 % (v/v) Glycerol

Nach Autoklavieren 10 % (v/v) 10x TB-Salze steril

SOC-Medium 0,5% (w/v) Hefeextrakt
2% (w/v) Trypton
1ommol L™ NaCl
2,5 mmol L™* KCl
1ommol L™ MgCl,
1ommol L™ MgSO,
20mmol L™ Glukose




A.6 STANDARD-MEDIEN- UND PUFFERREZEPTE

Tabelle A.5 Zusammensetzung der Standard-Puffer

Name

Beschreibung

Zusammensetzung

1M KPP

Kaliumphosphat-Puffer

0,7737molL™* KzHPO4 -3H,0
0,2262mol L™ KH,PO A
pH 7,5 einstellen

10x PBS

Phosphat-gepufferte Saline

18mmol L™* KH,PO,

1oommol L™ Na,HPO, - 12H,0 (w/v)
27mmol L™ KCl

1,37mol L™ NaCl

pH 7,4 einstellen

50x TAE

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer

2mol L™* TRIS-Base

1mol L™ Essigsaure (konz.)
0,05molL™" EDTA - Na, - 2H,O
pH 8,5 einstellen

1xX TE

EDTA-haltiger
TRIS-Puffer fiir DNA/RNA

1ommol L™" TRIS-HCI
1mmol L™ EDTA - Na, - 2H,0
pH 8,0 einstellen

TSS-Puffer

Fiir chemisch-
kompetente Zellen

100g L™" PEG 8000

3omLL™ 1M MgCl,

somL L™ DMSO

sterilfiltrieren, bei —20 °C lagern

10x TB-Salze

Fiir TB-Medium

o,72mol L™" K,HPO, - 3H,0
o,17mol L™ KH,PO,

10x TGS

SDS-Laufpuffer

0,3 % (w/v) TRIS-Base
14 % (w/v) Glycin
1% (w/v) SDS

2x SDS-Probenpuffer

Probenpuffer fiir Laemmli-Puffer

0,315 % (w/v) TRIS-HC1

0,058 % (w/v) EDTA - Na, - 2H,0
5% (w/v) SDS

0,02 % (w/v) Bromphenolblau

STPS-Extraktionspuffer

Zellauschlusspuffer fiir
Sesquiterpensynthasen

s5ommol L™ MOPS
150 mmol L™ NaCl
smmol L™* DTT
10 % (v/v) Glycerol
pH 7,5 einstellen

STPS-Aktivititspuffer

Biotransformationen und
Enzymaktivitdtsassay von STPS

s5ommol L™ MOPS
150 mmol L™ NaCl
smmol L™* DTT
10 % (v/v) Glycerol
15mmol L™ MgCl,
pH 7,5 einstellen

IDA 75 IMAC-Equilibrierpuffer

Equilibrierung fiir

100 mmol L™* NaAc

Membranadsorber o,5mol L™ NaCl
PH 4,5 einstellen

IDA 75 IMAC-Bindungspuffer Bindungspuffer fiir s5ommol L' Na,H,PO,
Membranadsorber o,5mol L™ NaCl

pH 7,5 einstellen

IDA 75 IMAC-Elutionspuffer

Elutionspuffer fiir

100 mmol L™* NaAc

Membranadsorber 0,5 mol L™* Imidazol
0,5 mol L™* NaCl
pH 8 einstellen
HiTrap IMAC-Bindungspuffer Bindungspulffer fiir sommol L™* MOPS

Sepharose-Saule

150 mmol L™ NaCl
5mmol L™" MgCl,
1ommol L™ Imidazol
pH 7,5 einstellen

HiTrap IMAC-Elutionspuffer

Elutionspuffer fiir
Sepharose-Saule

sommol L™ MOPS
150 mmol L™ NaCl
5mmol L™" MgCl,

500 mmol L™ Imidazol
pH 7,5 einstellen
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Tabelle A.5 Fortsetzung: Zusammensetzung der Standard-Puffer

Name Beschreibung Zusammensetzung
HIS-STREPPER Elutionspuffer Elutionspuffer fiir Strep-Tactin/ 1xPBS
HIS-STREPPER 2,5 mmol L™ Desthiobiotin
pH 8 einstellen
HIS-STREPPER Regenerationspuffer fiir 1xPBS
Regenerationspuffer Strep-Tactin 1mmol L™* HABA
gravity flow Saule pH 8 einstellen

Tabelle A.6 Antibiotika-Stammlosungen (1000x)

Antibiotikum Losungsmittel Konzentration
Ampicillin H,O 1oomgmL™"
Carbenicillin H,O 1oomgmL™"
Chloramphenicol 70% Ethanol  34mgmL™
Kanamycin H,O somgmL™*

Antibiotika-Losungen wurden sterilfiltriert, aliquotiert und bei —80 °C gelagert. Die Zugabe zum
Medium erfolgte steril und unmittelbar vor Inokulation im Verhiltnis 1:1000.

A.7 DEFINIERTES MEDIUM

Als chemisch definiertes Medium wurde eine Kombination des ZYP5052-Autoinduktionsmediums
[277] und des Mg-Minimalmediums [276] verwendet. Die Zusammensetzung der Spurenelemente
wurde angepasst fiir E. coli und weiter optimiert (laufende Disseration, Philipp Griinert, Leibniz
Universitdt Hannover). Durch Verwendung von Laktose als zuséatzliche Kohlenstoffquelle, kann
das Medium zur Autoinduktion verwendet werden. Hier wurde allerdings lediglich Glukose als
C-Quelle eingesetzt (standardméfig 2 % Glukose Endkonz.).

Als Stammldsungen werden benétigt:

* 100X MgSO 4 O mol L™ MgSO s 7H,O (sterilfiltrieren)
* 2000x FeCl;: 0,2molL™" FeCl, (sterilfiltrieren)

* 1000x Na,MoO,: tommolL™" Na,MoO, (sterilfiltrieren)
* 20x C-Quelle: 400gL™" Glukose (autoklavieren)

Desweiteren wird eine Spurenelemenlosung (100 mL) angesetzt und sterilfiltriert:

Tabelle A.7 Spurenelementlésung (1000 x) fiir definiertes Medium

Komponente = Menge

ZnCl, 6,54 mg
H,BO, 2mg
MnCl, -4H,O 8,9mg
FeSO,-7H,0  4o0mg
CoCl,-6H,0 5mg
CuSO, -5H,0 10mg
NisO,-6H,0 10mg

H,O ad 10omL




A.8 VEKTOREN UND ZELLEN
Pro Liter Salzlgsung werden folgende Komponenten eingewogen, gelost und autoklaviert:

Tabelle A.8 Salzlosung fiir 1L definiertes Medium

Komponente Menge

KH,PO, 6,8g (=sommol L")
Na,HPO, -12H,0 17,98 (=50mmolL™)
(NH,),SO, 3,38 (=25 mmolL™)
H,O ad 937,5mL

Zu der autoklavierten Salzlgsung werden (je Liter) steril hinzugegeben:

e somL 20x C-Quelle

* 1omL 100x MgSO,

* o,5mL 2000x FeCl,

* 1mL 1000x Na,MoO,

* 1mL 1000x Spurenelemente

A.8 VEKTOREN UND ZELLEN

A.8.1 Vektoren

spA3UTR
multiple cloning site
Factor Xa site

His - Tag

CspA promoter

\‘\\-.) \G

pET SUMO

pCold IDNA
(a,407bp) &

(a) Vektorkarte pCR®4-TOPO® (b) Vektorkarte pET-SUMO (Li- (c) Vektorkarte pColdl (TaKa-
(Life Technologies, USA) fe Technologies, USA) Ra Bio, Japan)

(or61-698) P2

PETiISe

PELITE

oo

e

A im0

(d) Vektorkarte pET-16b (Nova- (e) Vektorkarte pET-17b (Nova- (f) Vektorkarte pET-32b (Nova-
gen, USA) gen, USA) gen, USA)

Abbildung A.1 Karten der in dieser Arbeit verwendeten Klonierungs- und Expressionsvektoren. Bildrechte: Handbticher
der jeweiligen Hersteller.

A.8.2  kompetente Zellen

Als Mikroorganismen wurden in dieser Arbeit Derivate des Laborstamms E. coli K12 verwendet.

¢ E. coli TOP1o0 (Klonierungsstamm); Life Technologies, USA
Genotyp: F mcrA 6(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®8olacZéM15 dlacXy4 recA1 araD139 d(ara-leu)7697
galU galK rpsL (StrR) end A1 nupG

VII
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E. coli DH10B (Klonierungsstamm); Life Technologies, USA

Genotyp: F mcrA 6(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®8olacZéM15 élacXy4 recA1 araD139 d(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL (StrR) end A1 nupG

E. coli BL21(DE3) (Expressionsstamm); Merck KGaA, Deutschland

Genotyp: F" ompT hsdSg(rg my) gal dcm Ion A(DE3)

E. coli Tuner™ (DE3) (Expressionsstamm); Merck KGaA, Deutschland

Genotyp: F" ompT hsdSg(rgmyg) gal dcm Ion lacY1 A(DE3)

E. coli Rosetta™ 2(DE3)pLysS (Expressionsstamm); Merck KGaA, Deutschland

Genotyp: F- ompT hsdSg(ry my) gal dem Ion A(DE3) pLysS pRARE2 (Cam®)

Tabelle A.9 Auflistung der Genotypen von E. coli mit Beschreibung

Abkiirzung Beschreibung

F Besitzt kein F-Plasmid zur Konjugation, keine Fahigkeit zum horizontalen Gentransfer oder
Rekombination.

mcrA Methylierte DNA wird nicht als fremd erkannt und nicht abgebaut. Wichtig zur Klonierung

A(mnrr-hsdRMS-mcrBC)
P8olacZAM15

AlacX74
recA1

araD139
A(ara-leu)7697
galU

galK

gal

rpsL

(Str®)

endA1

nupG

ompT
hsdSgp(rzmy)

dcm
Ion

AMDE3)

lacY1

pLysS

PRARE2

(CamR®)

von genomischer DNA und methylierter cDNA.

Deletion einer Methylase und Restriktionsendonuklease, die fremde DNA an spezifischen
Erkennungssequenzen schneiden wiirde. Wichtig zur Klonierung.

Infiziert mit Prophage ®8o. lacZAM15 kodiert fiir omega-Fragment der -Galaktosidase. Be-
notigt fiir Blau/Wei-Screening.

Vollstandige Deletion der p-Galaktosidase auf dem Chromosom.

Weniger ungewollte Rekombinationen der DNA. Zellen werden allerdings UV-sensitiv und
DNA-Reparaturmechanismen sind ausgeschaltet.

Mutation der L-Ribulose-phosphat-4-epimerase blockiert den Arabinose-Stoffwechsel.
Deletion des leuLABCD Operons. Leucin-auxotroph.

Mutation in Glucose-1-phosphat-uridylyltransferase blockiert Galaktose-Stoffwechsel.
Mutation in Galactokinase blockiert Katabolismus von Galaktose. Zellen konnen nicht auf
einem Medium mit Galaktose als einige C-Quelle wachsen.

Mehrere Mutationen in Enzymen des Galaktose-Katabolismus. Keine Verstoffwechselung von
Galaktose moglich.

Mutation in einem ribosomalen Protein. Wird fiir Streptomycin-Resistenz benotigt.

Stdmme resistent gegen Streptomycin.

Endonuklease I wird nicht mehr kodiert. Dadurch weniger Verdau von Plasmid-DNA und
hohere Ausbeuten bei Plasmid-Préparationen. Gute Eigenschaft fiir Klonierungsstamme.
Regulatorisches Gen, erlaubt Expression von Deoxyribosesynthase-Genen. Ermoglicht Auf-
nahme von grofien Plasmiden.

Deletion einer Peptidase auf der dufleren Zellmembran. Dadurch grofere Ausbeuten an hete-
rolog exprimierten Proteinen.

Bestimmte DNA-Sequenzen werden nicht mehr methyliert und verdaut. Dadurch grofere

Stabilitat von Plasmid-DNA.
Keine Methylierung von Cytosin bei der Sequenz CCWGG.

Stamm besitzt keine ATP-abhéngige Peptidase. Dadurch erhohte Stabilitdt von heterolog ex-
primierten Proteinen.

Infiziert mit dem A(DE3) Phagen, Sequenz in Genom integriert. T7-RNA-Polymerase unter
Kontrolle des lacUVs5-Promotors. Der lacUV5-Promotor ist eine stirkere Mutante des lac-
Promotors. Wird zur Expression von Genen unter Kontrolle des T7-Promotors zwingend
benotigt (z. B. pET-Vektoren).

Keine lac-Permease vorhanden. Titration von IPTG zur Steuerung des Expressionslevels. Zen-
trale Eigenschaft der Tuner™-Stamme.

Plasmid pACYC184 vorhanden. Kodiert fiir T7-Lysozym. Stringenter Kontrolle der Expres-
sion von Genen unter Kontrolle des Ty-Promotors. T7-RNA-Polymerase wird unter nicht
induzierten Bedingungen abgebaut. Chlorampenicol-Resistenz.

Plasmid kodiert fiir 7 tRNAs, die in E. coli selten sind und unter Umstdnden die Expressi-
onseffizienz limitieren konnten. Die tRNAs sind AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA und

CGG.
Resistenz gegen Chloramphenicol. Ist auf Plasmiden pLysS und pRARE2 vorhanden.

Die Beschreibungen der einzelnen Genotypen wurden zusammengestellt anhand von Informatio-
nen in den Handbiichern der Hersteller (Merck KGaA, Life Technologies, Sigma) sowie OpenWet-

Ware35.

35 http://openwetware.org/wiki/E._coli_genotypes
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Tabelle A.10 Auflistung aller verwendeten Primer fiir die PCR-Methode

Nr. Kurzname Verwendung Sequenz (5'-3") Lénge
1 oligo(dT) Erststrang cDNA Synthese TTTTTTTTTITTITTTTIT 18
2 PTS_cDNA_FWD Nachweis der PTS Sequenz (in cDNA Bibliothek) ATGGAGTTGTATGCCCAAAG 20
3 PTS_cDNA_REV Nachweis der PTS Sequenz (in cDNA Bibliothek) TTAATATGGAACAGGGTGAA 20
4 TyPromotor_FWD T7 Promotor Primer (Sequenzierung, Nachweis) TAATACGACTCACTATAGGG 20
5 TyTerminator_REV T7 Terminator Primer (Sequenzierung, Nachweis) GCTAGTTATTGCTCAGCGG 19
6 Mi3_FWD Sequenzierung pCR4-TOPO GTAAAACGACGGCCAG 16
7 M13_REV Sequenzierung pCR4-TOPO CAGGAAACAGCTATGAC 17
8 PTSi_FWD_Kpnl Restriktion/Ligationsklonierung PTSi CTGCGGTACCTATGGAGTTGTATGCCCAAAGT 32
9 PTSi_REV_Spel Restriktion/Ligationsklonierung PTSi CTGCACTAGTTTAATATGGAACAGGGTGAAGG 32
10 pET-16b_PTSi_VEC_FWD PET-16b::PTSi (Vektor) TTCACCCTGTTCCATATTAACATATGCTCGAGGATCCGGC 40
11 pET-16b_PTSi_VEC_REV pET-16b::PTSi (Vektor) ACACTTTGGGCATACAACTCACGACCTTCGATATGGCCGC 40
12 pET-16b_PTSi_INS_FWD pET-16b::PTSi (Insert) GCGGCCATATCGAAGGTCGTGAGTTGTATGCCCAAAGTGT 40
13 pET-16b_PTSi_INS_REV pET-16b::PTSi (Insert) GCCGGATCCTCGAGCATATGTTAATATGGAACAGGGTGAAGGT 43
14 pET-32b_PTSi_VEC_FWD PET-32b::PTSi (Vektor) TTCACCCTGTTCCATATTAAGATCCGGCTGCTAACAAAGC 41
15 pET-32b_PTSi_VEC_REV PET-32b::PTSi (Vektor) ACACTTTGGGCATACAACTCTCCCTGAAAATAAAGATTCTCACC 44
16 pET-32b_PTSi_INS_FWD PET-32b::PTSi (Insert) AGAATCTTTATTTTCAGGGAGAGTTGTATGCCCAAAGTGT 40
17 pET-32b_PTSi_INS_REV PET-32b:PTSi (Insert) GCTTTGTTAGCAGCCGGATCTTAATATGGAACAGGGTGAAGGT 43
18 pET-16b_VEC_FWD PET-16b (nur Vektor) CATATGCTCGAGGATCCG 18
19 pET-16b_VEC_REV PET-16b (nur Vektor) ACGACCTTCGATATGGCC 18
20 PTSi(co)_String1_FWD Amplifikation PTSi(co) String 1 (pET-16b::PTSi(co)) CATATCGAAGGTCGTGAACTGTATGCGCAGTCTG 34
21 PTSi(co)_String1_REV Amplifikation PTSi(co) String 1 (pET-16b::PTSi(co)) AGCTCGCGTCCCAACGTTCGATTGCGTCGGTAA 33
22 PTSi(co)_String2_FWD Amplifikation PTSi(co) String 2 (pET-16b::PTSi(co)) CCGACGCAATCGAACGTTGGGACGCGAGCT 30
23 PTSi(co)_String2_REV Amplifikation PTSi(co) String 2 (pET-16b::PTSi(co)) ATCCTCGAGCATATGTTAATACGGCACTGGGTGC 34
24 pET-16b_HUM_INS_FWD Amplifikation Z. zerumbet cDNA Bibliothek CATATCGAAGGTCGTGAGAGGCAGTCGATGGC 32
25 pET-16b_HUM_INS_REV Amplifikation Z. zerumbet cDNA Bibliothek ATCCTCGAGCATATGTTAAATAAGAAAGGATTCAACAAAT 40
26 pET-SUMO_HUM_INS_FWD Amplifikation Z. zerumbet cDNA Bibliothek GAACAGATTGGTGGTGAGAGGCAGTCGATGGC 32
27 pET-SUMO_HUM_INS_REV Amplifikation Z. zerumbet cDNA Bibliothek TACCTAAGCTTGTCTTTAAATAAGAAAGGATTCAACAAATATGAG 45
28 pET-SUMO_VEC_FWD PET-SUMO (nur Vektor) AGACAAGCTTAGGTATTTATTCG 23
29 PET-SUMO_VEC_REV PET-SUMO (nur Vektor) ACCACCAATCTGTTCTCTG 19
30 HUM(co)_String1_FWD Amplifikation Hum(co) String 1 (pET-16b::HUM(co)) CATATCGAAGGTCGTGAGCGACAATCGATGGCGCT 35
31 HUM(co)_String1_REV Amplifikation Hum(co) String 1 (pET-16b::HUM(c0)) GGAACACAGTCGACCGCCTGCGGTTCCCACCGCTC 35
32 HUM(co)_String2_FWD Amplifikation Hum(co) String 2 (pET-16b::HUM(co)) GTGGGAACCGCAGGCGGTCGACTGTGTTCCCGAAT 35
33 HUM(co)_String2_REV Amplifikation Hum(co) String 2 (pET-16b::HUM(co)) ATCCTCGAGCATATGTTAGATCAAGAAAGATTCCA 35
34 ZIZA_cDNA_FWD Nachweis der ZIZA Sequenz (in cDNA Bibliothek) ATGGCGACGACTGCCGCCTT 20
35 ZIZA_cDNA_FWD Nachweis der ZIZA Sequenz (in cDNA Bibliothek) TCAAACTGGAATCAAATTGACGT 23
36 pET-SUMO_ZIZA_INS_FWD Amplifikation C. zizanoides cDNA Bibliothek GAACAGATTGGTGGTGCGACGACTGCCGCC 30
37 pET-SUMO_ZIZA_INS_REV Amplifikation C. zizanoides cDNA Bibliothek TACCTAAGCTTGTCTTCAAACTGGAATCAAATTGACGT 38
38 ZIZA(co)_String1_FWD Amplifikation ZIZA(co) String 1 (pET-16b::ZIZA(co)) CCATATCGAAGGTCGTGCAACCACTGCTGCGTTTTGCTTA 40
39 ZIZA(co)_String1_REV Amplifikation ZIZA(co) String 1 (pET-16b::ZIZA(co)) GGCAGTCGTGAAGATATTAGACTCCTCGGTGC 32
40 ZIZA(co)_String2_FWD Amplifikation ZIZA(co) String 2 (pET-16b::ZIZA(co)) TATCTTCACGACTGCCATGGAGCGGTGGGACG 32
41 ZIZA(co)_String2_REV Amplifikation ZIZA(co) String 2 (pET-16b::ZIZA(co)) GATCCTCGAGCATATGTCACACCGGAATCAGATTTACATA 40
42 pCold_VEC_FWD pColdI (nur Vektor) CATATGGAGCTCGGTACCCT 20
43 pCold_VEC_REV pColdI (nur Vektor) CCTACCTTCGATATGATGATGATG 24
44 ZIZA(co)_String1_FWD Amplifikation ZIZA(co) String 1 (pColdI::ZIZA(co)) CATATCGAAGGTAGGGCAACCACTGCTGCG 30
45 ZIZA(co)_String1_REV Amplifikation ZIZA(co) String 1 (pColdL. GCTCCATGGCAGTCGTGAAGATATTAGACTCCTCGGTG 38
46 ZIZA(co)_String2_FWD Amplifikation ZIZA(co) String 2 (pCol AGTCTAATATCTTCACGACTGCCATGGAGCG 31
47 ZIZA(co)_String2_REV Amplifikation ZIZA(co) String 2 (pCol ACCGAGCTCCATATGTCACACCGGAATCAGATTTACA 37
48 ZIZA(co)_String1_FWD Amplifikation ZIZA(co) String 1 (pET-SUMO::ZIZA(co)) GAACAGATTGGTGGTGCAACCACTGCTGCG 30
49 ZIZA(co)_String1_REV Amplifikation ZIZA(co) String 1 (pET-SUMO::ZIZA(co)) GCTCCATGGCAGTCGTGAAGATATTAGACTCCTCGGTG 38
50 ZIZA(co)_String2_FWD Amplifikation ZIZA(co) String 2 (pET-SUMO::ZIZA(co)) AGTCTAATATCTTCACGACTGCCATGGAGCG 31
51 ZIZA(co)_String2_REV Amplifikation ZIZA(co) String 2 (pET-SUMO::ZIZA(co)) TACCTAAGCTTGTCTTCACACCGGAATCAGATTTACA 37

IX






METHODEN

B.I SYNTHESE VON FARNESYLDIPHOSPHAT
B.1.1 Anwendung und Regeneration des lonentauschers

Das Ionenaustauscherharz Dowex® 50WX8 (H*-Form) muss vor Verwendung in seine Ammonium-
Form {iberfiihrt werden. Dazu wird das Harz im Becherglas mit H,O aufgeschwemmt und in ei-
ne Chromatographiesdule gepackt. Es wird mit 3 CV 1molL™ NH,OH bei einer Flussrate von
1mLmin™" gespiilt. Anschlieffend wird die Sdule mit 2 CV H,O bei einer Flussrate von 2mL min™"
gewaschen. Das Harz kann nun direkt als Ionenaustauscher eingesetzt, oder feucht in der verschlos-
senen Sdule im Dunkeln gelagert werden.

Nach Anwendung wird das Harz durch Spiilen mit 2 CV Methanol und 2 CV H,O bei einer Fluss-
rate von 2mL min™" gereinigt. Weitere Reinigungsschritte mit 2 CV 1mol L™ HCI und 2 CV H,O
(gleiche Flussrate) regenerieren das Harz, so dass es bis zu 3x wiederverwendet werden kann.

B.1.2 Synthesevorschrift TBAHP

Das Salz Tris(tetra-n-butylammonium)hydrogendiphosphat (TBAHP) wird fiir die Synthese von
FDP nach Davisson et al. [150] als Vorldufer bendttigt und wird in einer ersten Stufe syntheti-
siert. Dazu wird di-Natriumdihydrogendiphosphat (0,44 g; 2mmol; 1 eq) in wassriger, 10 %iger
Ammoniumhydroxid-Lsg. (4,5mL; 7,5 eq) gelost und auf eine 2cmx4,3cm Sédule (9,35 meq) mit
Dowex® 50WX8 (NH4*—Form) aufgebracht. Nach Elution mit 16 mL H,O wird das saure Eluat
(pH 1,29) mit 1,5mol L™ (nBu),NOH auf pH 7,3 titriert. Die erhaltene Lsg. wird aliquotiert und fiir
48 h lyophilisiert.

Das erhaltene TBAHP (1,66g; 1,84mmol; 92%) ist ein farbloser Feststoff, der unter Argon-
Atmosphdre bei —80 °C gelagert wird.

"H-NMR (400 Mhz, D,0/ND,OD, H,O = 4.79 ppm):  3.17 (t, 24H, CH,), 1.63 (m, 24H, CH,),
1.34 (m, 24H, CH,), 0.92 (t, 24H, CH,)

BC-NMR (100 Mhz, D,0/ND,OD): 6 58.1 (t, 12C, N-CH,), 23.1 (t, 12C, CH,), 19.1 (t, 12C, CH,),
12.8 (q, 12C, CH3)

B.1.3 Synthesevorschrift nach Davisson et al.

Die Syntheseroute ist angepasst nach Davisson et al. [150]. N-Chlorsuccinimid (133 mg; 1 mmol;
1,1 eq) werden in 10 mL Dichlormethan (DCM) vollstindig geldst und auf —30 °C mit Acetonitril/-
Trockeneis gekiihlt. Dimethylsulfid (DMS) (81 uL; 1,1 mmol; 1,2 eq) werden langsam und schrittwei-
se hinzupipettiert und die Losung kurz auf RT erwédrmt. Anschliefend Reaktionsgemisch wieder
auf —40 °C kiihlen und Farnesol (225 pL; 0,gmmol; 1 eq, geldst in 1 mL DCM) tiber 3 min kontinu-
ierlich hinzugegeben. Die Reaktionslosung wird langsam iiber 1 h auf 0 °C erwarmt, anschliefiend
fiir 1h bei 0°C und fiir 15 min bei RT gertihrt.

Das Gemisch wird in einen Schiitteltrichter mit 5 mL kalter Saline tiberfiihrt, und die wéssrige
Phase mit Pentan (2 x 5mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 5 mL Pentan
versetzt, 2x mit 5 mL Saline ausgeschiittelt und mit MgSO, getrocknet.

Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in 2mL Ac-
tonitril gelost. Nach Zugabe von TBAHP (1.408mg; 1,8 mmol; 2 eq) wird die Lsg. 2h bei
RT gertihrt und das Losungsmittel anschliefend nochmals entfernt (Rotationsverdampfer). Ei-
ne Ionenaustauschersdule (12cmXx2cm, Dowex® 50WX8 NH4+—Form) wird mit einer Gemisch
1:50 Isopropanol/25 mmol L™ Ammoniumhydrogencarbonat equilibriert. Der Riickstand wird in
diesem Gemisch aufgenommen und auf die Sdule aufgebracht. Zur Elution werden 8omL des
gleichen Isopropanol/ Ammoniumhydrogencarbonat-Puffers bei einem Fluss von 1mLmin™" ein-
gesetzt.

XI
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Das Eluat wird aliquotiert (6x 5o0mL) und fiir 72 h lyophilisiert. Der Riickstand wird aus Metha-
nol umkristallisiert. Das Produkt (35mg) ist ein gelblicher Feststoff, der bei —80 °C unter Argon-
Atmosphdre gelagert wird.

B.1.4 Synthesevorschrift nach Keller et al.

Die Syntheseroute ist angepasst nach Keller et al. [151]]. Zunéachst wird bis-Triethylammoniumphosphat-
Lsg. (TEAP) hergestellt. Hierzu 54 mL Triethylamin und 50 mL Acetonitril in einem 250 mL Rund-
kolben vorlegen und ein Gemisch aus 25 mL ortho-Phosphorsdure und 10omL Acetonitril unter
starkem Riihren langsam hinzupipettieren.

Eine Losung mit Farnesol (35uL; o,2mmol; 1 eq) in Trichloracetonitril (8oouL; 8 mmol;40 eq)
wird mit der zuvor hergestellten bis-Triethylammoniumphosphat Lsg. (TEAP; 2,4 mL; 9 mmol;45 eq)
versetzt. Das Gemisch wird auf 37°C erwdrmt, fiir 5min gertihrt und nochmals TEAP (2,4mL)
hinzupipettiert. Nach weiteren 5 min bei 37 °C erfolgt die Zugabe der letzten Charge TEAP (2,4 mL).

Die Reaktionslosung wird mit 2mL Isopropanol auf eine Kieselgelsdule (36 cmXx2,5cm) gela-
den. Die Sdule wird mit 6:2:0,5 Isopropanol/ Ammoniumhydroxid/H,O als mobiler Phase bei einer
Flussrate von 2mL eluiert. Die Fraktionen werden gesammelt, tiber Diinnschichtchromatographie
analysiert, und die FDP-enhaltenden Fraktionen vereinigt. Die FDP-Losung wird bei —80 °C gela-
gert.

*H-NMR (400 Mhz, D,0/ND,OD, H,O = 4.79 ppm): 4 5.45 (m, 1H, CH), 5.19 (m, 2H, CH), 4.46
(m, 2H, CH,), 2.09 (m, 8H, CH,), 1.71 (s, 3H, CH,), 1.68 (s, 3H, CH,), 1.60 (s, 3H, CH,)

3P-NMR (400 Mhz, D,O/ND,OD): 6 -6.15 (d, ] = 22.30 Hz, 1P, OPO,,.), -10.07 (d, ] = 22.30 Hz,
1P, CH,OPO,0O")

B.1.5 Diinnschichtchromatographie

Zum Nachweis der FDP-Synthese und Identifizierung der FDP-Fraktionen wird eine klassische
Diinnschichtchromatograpie mit DC-Aluminiumplatten (Kieselgel 60, Merck KGaA, Deutschland)
durchgefiihrt. Als Laufmittel kommen unterschiedliche Losungsmittelgemische zum Einsatz (siehe
jeweilige Abb.). Die Analyse erfolgt durch Anisaldehyd-Féarbereagenz. Die Platte wird nach dem
Lauf kurz in den Farbereagenz getaucht und mit mit einem HeifSluftfon entwickelt.

Tabelle B.1 Ansatz fiir Anisaldehyd-Farbereagenz fiir DC

Komponente Volumen
Ethanol (96 %ig) 135 mL
Schwefelsdure (konz.) 5mL
Essigsdure (konz.) 1,5mL
p-Anisaldehyd 3,7mL

Schwefelsdure sowie Essigsdure unter Riihren in Ethanol 16sen. Nach dem Abkiihlen p-
Anisaldehyd hinzufiigen. Die Losung bei 4 °C im Dunkeln lagern.

B.1.6  Siiulenchromatographie

Fiir die sdulenchromatographische Aufreinigung wird Kieselgel 60 mit Korngréfien von 20—45um
in Losungsmittel aufgeschwammt und in mit leichtem Uberdruck in die Glassdule tiberfiihrt. Die
fertig gepackte Sdule wird feucht gelagert.

B.1.7 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Zum Nachweis der synthetisierten Substanzen wurden 'H-, '3C- und 3'P-NMR-Spektren bei
200 MHz und 400 MHz vermessen. Mehrere mg des Feststoffs wurden in ein NMR-R6hrchen iiber-
fiihrt, in dem entsprechend deuterierten Losungsmittel gelost und zur Messung in den Autosampler
gestellt.
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In der Darstellung der NMR-Spektren ist die chemische Verschiebung ¢ in ppm angegeben. Die
Kopplungskonstanten | sind in Hertz aufgefiihrt. Die Multiplizititen wurden nach dem folgenden
Schema abgekiirzt (in Klammern: '3C-NMR-Spektren):

e s = Singulett (quartdares Kohlenstoffatom)
d = Dublett (tertidres Kohlenstoffatom)

t = Triplett (sekunddres Kohlenstoffatom)
q = Quartett (priméres Kohlenstoffatom)
m = Multiplett

br. = breit

B.1.8 HPLC-Methode fiir Isoprene

Zur analytischen Auftrennung der unterschiedlichen Farnesylphosphat-Spezies mittels HPLC
wurde die C,g-Sdule XTerra MS (125 A Porengrofe; 3,5um Partikeldurchmesser; 3 mm x 50 mm)
verwendet. Als mobile Phasen wurde ein Gemisch Acetonitril/H,O (80%/20%) sowie ein
20mmol L™ NH,HCO,-Puffer eingesetzt. Ein Fluss von 2mLmin™ und eine Sdulenofentempe-
ratur von 25 °C wird konstant gehalten.

Pro Lauf werden 10uL Probe injiziert und die Phosphate tiber einen Diodenarray-Detektor bei
214nm detektiert. Ein zuvor beschriebenes Gradientprogramm zur Trennung von Polyphosphaten
[162] wurde modifiziert und fiir eine bessere Trennleistung angepasst.

Tabelle B.2 Gradientprogramm HPLC zur Trennung von Farnesylphosphat-Spezies
Zeit [min] 20mmol L™* NH 4HCO, Acetonitril/H,O (80/20) Flussrate [mL min™]

Start 100 o) 2
2 8o 20 2
10 o 100 2
12 o) 100 2
13 100 o) 2
20 100 o) 2

B.2 RNA-EXTRAKTION AUS PFLANZEN
B.2.1 AGPC-Methode

Alle Verbrauchsmaterialien und Glasgerite miissen zuvor, um Abbau durch RNAsen zu vermeiden,
mit einem universellen RNAse-Inhibitor behandelt werden (z. B. RNAseZap™). Alle Losungen
werden mit DEPC versetzt und vor Verwendung autoklaviert.

Das geerntete Blatt- oder Wurzelmaterial wird griindlich mit Ethanol desinfiziert und mit H,O
gewaschen. Eine definierte Menge wird eingewogen und nach Zugabe von Flussigstickstoff mit
Morser und Pistill zu einem feinen Pulver zerrieben. Das zermorserte Pflanzengewebe wird kalt
mit 1 mL Phenol/Guanidiniumthiocyanat Lsg. (RNAtidy G™) pro 100mg Pulver versetzt und in
durch einen Ultra-Turrax weiter aufgeschlossen.

¢ Phasentrennung: Die homogenisierte Probe wird 5 min inkubiert, damit sich der Nukleopro-
teinkomplex vollstandig trennen kann. Es werden o,2mL Chloroform pro mL hinzugegeben
und fiir 15s per Hand kriftig geschiittelt. Die Lsg. wird 3 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifu-
gation (12.000xg, 4 °C, 5 min) trennt sich das Gemisch in eine rote Phenol-Chloroform Phase
(unten), eine Interphase und eine klare wéssrige Phase (oben), wobei die gesamte RNA in der
wiéssrigen Phase gelost bleibt.

* RNA-Fillung: Nachdem die wissrige Phase in ein neues Reaktionsgefdfs {iberfiihrt wurde,
werden o,5 mL Isopropanol (100 %ig) hinzugegeben, fiir 10 min bei RT inkubiert und zentrifu-
giert (12.000xg, 4 °C, 10 min).

e RNA-Waschschritt: Der Uberstand wird vorsichtig verworfen, wobei das durchsichtige und
gelartige RNA-Pellet im GefdfS verbleibt. Das Pellet wird mit 1 mL Ethanol (75 %ig) pro
1mL Phenol/Guanidiniumthiocyanat Lsg. (im ersten Schritt) gewaschen. Nach Zentrifuga-
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tion (7.500xg, 4°C, 5min) wird der Uberstand verworfen, das Pellet kurz fiir 5min an der
Luft getrocknet.

* RNA-Resuspension: Das angetrocknete RNA-Pellet wird in sopulL DEPC-H,O vorsichtig
durch pipettieren resuspendiert und bei 60 °C fiir 15 min inkubiert.

e DNAse I Verdau: Um die DNA-Kontamination weiter zu minimieren, wird sowohl einzel-
als auch doppelstrangige DNA durch das Enzym DNAse I verdaut. Hierzu werden zu den
50 pL resuspendierter RNA 12,5 uL 25 mmol L™ MgCl,, 25 uL 200 mmol L™* TRIS-HCl (pH
8,0) sowie 2 uL (20 units) DNAse I gegeben. Die Lsg. wird 1h bei 37 °C inkubiert.

¢ PCI-Aufreinigung: 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wird zum DNA-
se I Verdau gegeben, 30s gemischt und zentrifugiert (13.000xg, RT, 1min). Obere wissrige
Phase in neues Reaktionsgefafs, 1 Volumen Chloroform hinzugeben, erneute 30s mischen und
zentrifugieren (13.000xg, RT, 1 min). Obere wéssrige Phase fiir Ethanolfdllung in neues Reak-
tionsgefafs.

¢ Ethanolfillung: 1/10 Volumen 5molL™ NaCl und 2 Volumen Ethanol (96 %ig) werden
zur wissrigen Phase gegeben und die RNA bei —80°C UN ausgefillt. Nach Zentrifugation
(13.000xg, RT, 10min) wird das resultierende Pellet mit 500 uL Ethanol (75 %ig) tiberschich-
tet, erneut zentrifugiert (13.000x g, RT, 10 min) und nach Verwerfen des Uberstandes fiir 5 min
getrocknet. Nun wird die RNA erneut in 5oL DEPC-H,O resupendiert, Reinheit und Kon-
zentration photometrisch bestimmt und die Probe in Aliquots bei —80 °C gelagert.

B.2.2 CTAB-Methode

Die CTAB-Methode eignet sich insbesondere fiir die Extraktion aus schweren Matrizes (reich an
Phenolen und Polysacchariden, verholzte Proben) und wird auch in der Gerichtsmedizin z. B. fiir
Fingerndgel eingesetzt. Das durchgefiihrte Protokoll ist angepasst nach [281] und [282]. Alle Lésun-
gen werden vor dem Autoklavieren mit 0,1 % DEPC versetzt. TRIS-haltige Losungen werden direkt
mit DEPC-H,O angemischt.

Der Probenaufschluss und Extraktion erfolgen mit CTAB-Extraktionspuffer.

Tabelle B.3 Ansatz fiir CTAB-Extraktionspuffer

Komponente Konzentration/Anteil
TRIS-HCI (pH 8,5) 200 mmol L1
SDS 1,5% (W/V)
LiCl 300 mmol L™*
EDTA -Na, - 2H,O 1ommol L7*
Natriumdesoxycholat 1% (W/V)
Triton X-100 1% (W/V)

ad H,0O

nach Autoklavieren hinzugeben:

Thioharnstoff smmol L™
Aurintricarboxysédure 1mmol L7*
DTT 1ommol L7*
Polyvinylpyrrolidon (PVP) 2% (wW/v)

* In mehreren Ansitzen 2g zerkleinertes Pflanzenmaterial (verholzte Wurzeln etc.) abwiegen
und mit Stickstoff schockgefrieren. Mit gekiihlter Kugelmdihle fiir 5 min auf hochster Frequenz
aufschlieffen und Pulver in frisches Zentrifugengefafs tiberfiithren.

e 2omL Extraktionspuffer zu den 2g Pulver geben, kriftig vermischen und mit ULTRA-
TURRAX weiter homogenisieren. Die Suspension nochmals schockfrosten in Stickstoff und
langsam auftauen lassen.

* Zentrifugieren (6.000xg, 4 °C, 20 min), wéssrigen Uberstand mit Pipette abnehmen und durch
ein feines Papiertuch in ein neues Zentrifugengefaf filtrieren. Zu dieser Losung 1/30 Volu-
men 3,3mol L™" Natriumacetat (pH 6,1) und 1/10 Volumen 100 % Ethanol geben, 10 min auf
Eis kiihlen damit Polysaccharide prézipitieren konnen.

* Nach Zentrifugation (6.000x g, 4 °C, 30 min), Uberstand vorsichtig in neues Gefdfs und 1/9 Vo-
lumen 3,3mol L™" Natriumacetat sowie 2/3 Volumen eiskaltes Isopropanol hinzugeben. Die
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Lsg. wird fiir 30min bei —80 °C gelagert. Restliche Polysaccharide und sonstigen Makrobe-
standteile fallen aus.

Durch erneute Zentrifugation (6.000xg, 4°C, 45min) bildet sich ein Pellet, welches in
2mL TE-Puffer (Tab. und 2mL 5molL™" NaCl resuspendiert wird. Hierzu wird die
Suspension fiir 30 min auf Eis inkubiert und gelegentlich kraftig geschiittelt.

Sobald das Pellet gelost ist, wird 1 mL 10 % (w/v) CTAB-Losung hinzugefiigt, gemischt und
fiir 5 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert, um die restlichen Polysaccharide zu fillen.

Die Mischung wird 2x mit gleichem Volumen (5mL) Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ex-
trahiert. Der wissrige Uberstand enthélt die RNA, welche in einem neuen Zentrifugengefaf3
mit 1/4 Volumen 1omol L™ LiCl versetzt wird. Zur Prézipitation wird die Lsg. UN bei 4 °C
gelagert.

Nach erneutem Zentrifugieren (6.000xg, 4 °C, 30min) wird das Pellet an der Luft getrocknet
und in 500 pL TE-Puffer aufgenommen. Die RNA 16st sich tiber den Zeitraum von 1 h auf Eis.
Die Lsg. wird in ein 2mL Reaktionsgefaf$ tiberfiithrt und 450 uL eiskaltes Isopropanol sowie
50puL 3,3mol L™" Natriumacetat hinzugegeben. RNA prézipitiert erneut bei —80 °C fiir 30 min.
Nach Zentrifugation (16.000xg, 4°C, 45min) bildet sich ein RNA-Pellet, das kurz an der
Luft getrocknet und in sopL DEPC H,O resuspendiert wird. Reinheit und Konzentration
der RNA werden photometrisch bestimmt. Anschlieflend wird mit cDNA-Synthese (vgl.
fortgefahren.

REVERSE TRANSKRIPTION VON MRNA

Zur Erstrang-cDNA Synthese ausgehend von mRNA, wurde die SuperScript™ III Reverse Tran-
skriptase verwendet, eine verbesserte Mutante der M-MLV RT [283] (Moloney murines Leukédmie-
virus Reverse Transkriptase). Das Enzym eignet sich zur Synthese von cDNA bis zu einer Lange
von 12 kb.

B.4

B.4.1

Fur

Zu 1pg RNA werden im Reaktionsgefaf soong oligo(dT)-Primer sowie 1 pL 10mmol L™*
dNTP-Mix (jeweils tommol L™* von dATP, dGTP, dCTP und dTTP) gegeben. Auf 13 uL mit
H,O auffiillen.

Lsg. bei 65 °C fiir 5 min inkubieren, im Anschluss 1 min auf Eis

Anzentrifugieren und 4upL 5x First-Strand Puffer (250mmolL™ TRIS-HCl, pH 8§,3;
375mmol L™" KCI; 15 mmol L™ MgCL,), 1pL 10oommolL™ DTT, 1uL RNaseOUT™ (re-
kombinanter RNAse Inhibitor) sowie 1 pL SuperScript™ III RT (200 units/uL) hinzugeben.
Durch Pipettieren vorsichtig mischen. Fiir 60 min bei 50 °C inkubieren. Im Anschluss Reaktion
fiir 15 min bei 70 °C inaktivieren.

RNA komplementdr zur cDNA durch Verdau mit RNase H (aus E. coli) entfernen. Dazu
1pL RNAse H in Reaktionsgefafl geben und bei 37°C fiir 20min inkubieren. Die ¢cDNA-
Bibliothek kann direkt fiir die PCR-Methode eingesetzt werden.

PCR
Standard-, Kolonie-, und Gradienten-PCR mit Taq Polymerase
Nachweisreaktionen von DNA-Sequenzen in gereinigter Plasmid-DNA oder cDNA-

Bibliotheken, sowie direkter Kontrolle von Kolonien, wurde eine Tag Polymerase ohne Korrek-
turlesefunktionalitédt eingesetzt. Zur Minimierung von Pipettierfehlern wurde fiir mehrere Ansatze
zundchst ein Master-Mix angesetzt.
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Tabelle B.4 Tag Polymerase PCR-Ansétze

Komponente Volumen
5x GoTaq® Puffer 1opL
dNTP Nukleotid-Mix (je tommolL™") 4puL
FWD-Primer (10 umol L™7) 1pL
REV-Primer (1opmol L™) 1uL
GoTaq® DNA Polymerase (5 u/uL) 0,25 uL
Template-DNA x pL
H,O ad sopL

Die Menge an Template-DNA muss jeweils an die PCR-Methode angepasst werden. Fiir cDNA-
Amplifikationen, bei denen keine Konzentrationen bestimmt werden koénnen, wird jeweils 1 pL
eingesetzt. Fiir Amplifikationen mit Plasmid-DNA als Vorlage, werden nur Mengen im Bereich von
1pg-10ng benotigt.

Fiir Kolonie-PCR wird ein Master-Mix aliquotiert, mit einem sterilen Zahnstocher in die Kolonie
auf der Agar-Platte gestochen und dieser kurz in das PCR-Gefafs getaucht. Die DNA-Menge aus
wenigen aufgeschlossenen Mikroorganismen reicht fiir eine erfolgreiche Amplifikation aus.

Tabelle B.5 Tag Polymerase Thermocycler-Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklenanzahl
Erste Denaturierung 95 °C 2-10min 1 Zyklus
Denaturierung 95 °C 0,5 min

Anlagerung 42-65°C 1min 25-35 Zyklen
Verldngerung 72°C 1min/kb

Finale Verldangerung 72°C 5min 1 Zyklus
Lagerung 4°C unbegrenzt

Da die idealen Anlagerungs-Temperaturen (Annealing) nicht immer berechnet werden kon-
nen, wurde jeweils eine Gradienten-PCR in Vorversuchen durchgefiihrt, bei der die Annealing-
Temperaturen von 10 Ansétzen iiber einen weiten Temperaturbereich variiert wurden. Die so be-
stimmten idealen Temperaturen wurden dann fiir das jeweilige Primerpaar in weiteren Amplifika-
tionen verwendet.

B.4.2 Proofreading-PCR mit Phusion- und Qs-Polymerase

Um Amplifikationsfehler wie Basenaustausche oder Deletionen bei der PCR-Methode zu verhin-
dern bzw. zu minimieren, kamen fiir die kritischen Klonierungsarbeiten (cDNA-Amplifikation,
nahtlose Klonierung ohne Restriktionsenzyme) Polymerasen mit Korrekturlesefunktion zum Ein-
satz.

Tabelle B.6 Phusion® DNA Polymerase PCR-Ansitze

Komponente Volumen
5% Phusion® HF Puffer 1oplL
dNTP Nukleotid-Mix (je tommolL™") 4puL
FWD-Primer (1o umol L™7) 2,5uL
REV-Primer (1opmol L™) 2,5uL
Phusion® DNA Polymerase (2 u/pL) o,5pL
Template-DNA x pL

H,O ad souL




B.4 Pcr

Tabelle B.7 Q5™ DNA Polymerase PCR-Ansétze

Komponente

Volumen

5x Q5™ Puffer

dNTP Nukleotid-Mix (je 10 mmol L™7)
FWD-Primer (10 pmol L™1)
REV-Primer (1opumolL™7)

Q5™ DNA Polymerase (2 u/uL)

1oL
4pL
1puL
1uL
o,5uL

Template-DNA

x puL

H,O

ad sopL

Die Polymerasen werden als letzte Komponente pipettiert und der Ansatz auf Eis gelagert, um
einen Verdau der Primer zu verhindern. Ansitze werden in den bereits auf 98 °C vorgeheizten
Thermocycler iiberfiihrt. Ein standardméfliges PCR-Programm lauft wie folgt ab:

Tabelle B.8 Korrekturlese-Polymerase Thermocycler-Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklenanzahl
Erste Denaturierung 98°C 30s 1 Zyklus
Denaturierung 98°C 5-10S

Anlagerung 50-72°C 10305 25-35 Zyklen
Verldngerung 72°C 30s/kb

Finale Verlingerung 72°C 2min 1 Zyklus
Lagerung 4°C unbegrenzt

Zur Bestimmung der optimalen Anlagerungs-Temperatur wurde als erste Ndherung der NEB T,
Rechner3® eingesetzt und die Reaktion mittels Gradienten-PCR weiter optimiert, bis eine ausrei-
chend selektive Amplifikation gewéhrleistet werden konnte.

B.4.3 DNA Agarosegele

Zur Kontrolle von PCR-Amplifikationen werden 1-1,5g Agarose in 10omL 1x TAE-Puffer gelost.
Die Lsg. wird 1205 bei 800 W Leistung in der Mikrowelle erhitzt, auf Handwéarme (45 °C) abgekiihlt,
und 5 pL Roti®-Safe GelStain (ungiftige Alternative zu Ethidiumbromid) hinzugegeben. Nach Gie-
en des Gels wird ein Kamm zur Ausformung der Probentaschen eingesetzt. PCR-Proben werden
mit 6 X DNA Loading Dye versetzt (enthilt Glyerol) und jede Probentasche komplett gefiillt.

1% agarose

bp ng/0.5pug %

-~

>

n
o
(2] [S20Ne ] ;; QOICT= DO DN=OOD

Abbildung B.1 DNA-Grof8enmarker 1 kB37

36 http://www.neb.com/TmCalculator
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Als Grolenmarker wird der GeneRuler™ 1 kB DNA Ladder (Abb. eingesetzt. Die Kammer
wird mit 1x TAE-Puffer befiillt und die Proben bei einer Spannung von 100V fiir 45 min aufge-
trennt. Nach dem Lauf konnen die DNA-Banden direkt tiber eine UV-Geldokumentationsanlage
visualisiert und ausgewertet werden.

B.4.4 Aufreinigung von PCR-Produkten

Nach erfolgter PCR-Amplifikation wurden die Produkte mit dem QIAquick® PCR Purification
Kit aufgereinigt, um Primer, tiberschiissige dNTPs und die Polymerasen zu entfernen, da diese in
nachfolgenden Reaktionen storend wirken wiirden. Das Kit eignet sich fiir die Aufreinigung von
Produktldngen zwischen 100 Bp und 10 kB.

* Zu 1 Volumen PCR-Probe werden 5 Volumen Puffer PB (5 mol L™ Guanidiniumhydrochlorid;
30 % (v/v) Isopropanol) gegeben. Durch den pH-Indikator wird die Lsg. gelb.

¢ DNA wird durch Zentrifugation (16.000x g, RT, 1 min) an eine 2 mL Silika-Sdule gebunden.

* Permeat verwerfen. Silika-Sdule mit o,75mL Puffer PE (Ethanol) waschen (16.000xg, RT,
1min).

* Permeat verwerfen. Nochmals Zentrifugieren, um Saule zu trocknen (16.000x g, RT, 1 min).

¢ Sdule in neues Reaktionsgefafs {iberfiihren, 50 uL Puffer EB (1o mmol L™" TRIS-HCI, pH 8,5)
hinzugeben und 1 min inkubieren. Durch Zentrifugation (16.000xg, RT, 1 min) eluieren und
photometrisch Konzentration bestimmen.

Falls trotz Optimierung der Amplifikationsspezifitit mehrere Produktbanden in dem Agarose-
Gel erkennbar sind, wird eine einzelne Bande mit QIAquick® Gel Extraction Kit aus der Gelmatrix
extrahiert.

¢ Produktbande tiber Gréflenmarker identifizieren und mit einem sauberen Skalpell ziigig unter
dem UV-Tisch ausschneiden. Uberschiissiges Gel entfernen. Gelstiick wiegen und 100 pL Puf-
fer QG (5,5 mol L™ Guanidiniumthiocyanat; 20 mmol L™ TRIS-HCI, pH 6,6) je 100mg Gel-
sttick in das Reaktionsgefaf$ pipettieren.

* Bei 40°C im Thermomixer einige Minuten inkubieren, bis Gelstiick vollstindig geschmolzen
ist. Mehrmals 10l 3mol L™" Natriumacetat (pH 5) hinzugeben, bis Lsg. gelblich erscheint.
1 Volumen Isopropanol hinzugeben.

¢ PCR-Produkt durch Zentrifugation (16.000x g, RT, 1 min) an Silica-Sdule binden. Permeat ver-
werfen.

¢ o,5mL Puffer QG auf Sdule geben, Zentrifugation wiederholen (16.000x g, RT, 1 min). Permeat
verwerfen.

¢ o,75mL Puffer PE (1ommol L™" TRIS-HCI (pH 7,5); 80 % (v/v) Ethanol) auf Sdule geben, Zen-
trifugation wiederholen (16.000x g, RT, 1 min). Permeat verwerfen.

¢ Zum Trocknen der Saule erneut zentrifugieren (16.000x g, RT, 1 min).

e Sdule in neues Reaktionsgefdf3 tiberfithren, 50 uL. Puffer EB hinzugeben und 1 min inkubie-
ren. Durch Zentrifugation (16.000xg, RT, 1min) eluieren und photometrisch Konzentration
bestimmen.

Kritische Schritte sind hierbei das ziigige und schonende Schmelzen des Gelstticks (niedrige
Agarose-Konzentration verwenden) sowie der pH-Wert bei der Bindung an die Sdule. Die Lsg.
muss zwingend auf einen pH unterhalb von pH 7,5 angesduert werden (gelber Indikator), da sonst
DNA nicht an die Sdulenmatrix binden kann.

B.5 KLONIERUNGSMETHODEN
B.5.1 TA-Klonierung

TA-Klonierung ermdoglicht das schnelle Klonieren eines tiber Taq Polymerase amplifizierten DNA-
Abschnitts. In dieser Arbeit wurde das TOPO® TA Cloning Kit zusammen mit dem Vektor pCR®4-
TOPO® eingesetzt, welches sich speziell zur Sequenzierung von PCR-Produkten eignet. Das betref-
fende Insert wurde durch PCR mit einer Korrekturlese-Polymerase hergestellt.

37 Bildrechte: ©Thermo Scientific, http:/ /www.thermo.com und Handbuch des Herstellers
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Fiir TA-Klonierung miissen noch 3’-Uberhénge aus einem einzelnen Adenin-Nukleotid an beide
Enden des linearen Fragments angefiigt werden. Hierzu wurde das betreffende Amplifikat zunéchst
aufgereinigt, um anschlieffend die poly-Adenylierungsfunktionalitidt der Tag Polymerase auszunut-
zen:

Tabelle B.g 3" A-Uberhidnge nach Proofreading-PCR

Komponente Volumen
5x GoTaq® Puffer 1ouL
dATP (tommol L) 1pL
GoTaq® DNA Polymerase (5 u/uL) o,25uL
Aufgereinigtes PCR-Fragment x uL
H,O ad sopL

Der Ansatz wurde anschlieBend bei 72 °C fiir 15 min inkubiert und wurde dann direkt fiir die
TOPO® Klonierung eingesetzt.

Tabelle B.10 Ansatz fiir TA-Klonierungsreaktion

Komponente Volumen
PCR-Produkt mit 3" A-Uberhdngen 4uL
Salzlosung (1,2mol L™ NaCl / 0,06 mol L™* MgCl,) 1pL
PCR®4-TOPO® Vektor (1ongulL™) 1pL
Endvolumen 6L

Den Ansatz durch vorsichtiges Pipettieren mischen und fiir 30 min bei RT inkubieren. Anschlie-
flend auf Eis und mit Transformationsprotokoll fiir chemisch-kompetente Zellen fortfahren (vgl.
[B.8). Fiir Transformation 2 pL einsetzen.

B.5.2 Restriktions-/Ligationsklonierung

Der mit geschnittene und mit CIAP-verdaute Vektor wird zusammen mit dem geschnittenen PCR-
Fragment (vgl. in der Ligationsreaktion eingesetzt. Das ideale Insert:Vektor Verhiltnis (mo-
lar) betragt 3:1 (Insert im dreifachen Uberschuss). Dieses Verhiltnis muss jedoch meistens durch
empirische Tests angepasst werden. Die T4 DNA Ligase ist ATP abhéingig (rATP), welches im Puf-
fer vorhanden ist. Da rATP sehr instabil ist, wird es zu jeder Reaktion noch frisch hinzugegeben
(25 mmol L™ Stamm-Lsg.). Nicht mit dATP (fiir PCR Anséitze) verwechseln.

Tabelle B.11 Ligationsansatz mit T4 DNA Ligase

Komponente Volumen
Insert Fragmente (Konzentration variabel) x uL
linearisierte Vektorfragmente (Gesamtmenge ca. 5ong) x pL

10X Ligationspuffer 2ulL
rATP 1pulL

H,O ad 19,5 uL
T4 DNA Ligase (5 units/uL) o,5uL

Die Ligation erfolgt 16 h {iber Nacht. Anschlieflend werden unterschiedliche Volumina des An-
satzes chemisch in kompetente Zellen transformiert.

B.5.3 Nahtlose Klonierung von PCR-Produkten, seamless cloning

Um eine schnelle und prézise Klonierung der codierenden Sequenzen in unterschiedliche Expressi-
onsvektoren zu gewdhrleisten, wurde eine Methode mit dem beschriebenen Gibson assembly ver-
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wandte [121] (vgl. [3.4.1) eingesetzt. Es wurden die Chemikalien und Enzyme aus dem GENEART®
Seamless Cloning and Assembly Kits verwendet.

¢ PCR-Amplifikation: Die jeweiligen Zielsequenzen (cDNA, synthetische Strings) sowie das
Vektorriickgrat mit Gibson-Primern amplifizieren. Primer generieren iiberlappende Bereiche
von exakt 15 Bp Lange. Aufgrund der Lange der Primer und erwarteten Amplifikate, miissen
die Anlagerungstemperaturen in Vorversuchen empirisch ermittelt werden.
Alle PCR-Laufe werden mit Korrekturlese-Polymerase durchgefiihrt (vgl. [B.4.2), um feh-
lerfreie Amplifikate zu gewdhrleisten. Zur Linearisierung der Vektoren, werden maxi-
mal 2ong Plasmid-DNA eingesetzt. Ansdtze mit Plasmid-DNA werden nach der PCR-
Amplifikation mit 1 pL Dpnl versetzt und fiir 1h bei 37°C inkubiert. Nach Aufreinigung
aller Fragmente (vgl. wird tiber einen analytischen Gellauf die Reinheit bestimmt und
photometrisch (Nano-Drop) die Konzentration abgeschitzt.

¢ Assembly-Reaktion: Anhand der Fragment-Linge und Konzentration wird die molare Kon-
zentration sowohl der Inserts als auch des Vektors berechnet. Bei der Assembly-Reaktion
gilt ein Insert:Vektor Verhiltnis (molar) von 2:1 als ideal, wobei eine konstante Masse von
100ng Vektorfragement eingesetzt wird.

Tabelle B.12 Ansatz fiir Seamless-cloning Reaktion

Komponente Volumen
Insert Fragmente (jeweils ca. 20-200ng) x uL
linearisierte Vektorfragmente (100ng) x pL

5x Reaktionspuffer 4pL
H,O ad 18puL
10X Enzymmix 2ulL

Der Enzymmix wird als letztes in den Reaktionsansatz gegeben und das Gemisch bei RT fiir
30 min inkubiert.

¢ Transformation und Analyse: Jeweils 8 uL des Seamless-cloning Ansatzes werden in kompe-
tente E. coli TOP10 transformiert (vgl. . Mindestens 20 Kolonien werden mittels Kolonie-
PCR auf das korrekte Insert tiberpriift und anschliefSend die Plasmid-DNA zur Sequenzierung
und Transformation in Expressionsstimme aufgereinigt (vgl. [B.6.1).

B.6 ARBEITEN MIT PLASMID-DNA
B.6.1 Priparation von Plasmid-DNA

Zur Plasmidisolation im kleinen Mafistab, z. B. fiir Sequenzierungen, werden 5mL LB-Medium
mit einer einzelnen Kolonie transformierter E. coli TOP10 (von Agar-Platte) angeimpft und UN bei
37 °C sowie einer Schiittelgeschwindigkeit von 18o min™" kultiviert (im 50 mL Falcon-Gefaf}). Zur
Plasmidpropagation ist die Verwendung des jeweiligen Selektionsmarkers essentiell.

Zur Aufreinigung wird das QIAprep® Spin Miniprep Kit angewendet. Durch einen stark al-
kalischen pH-Wert lysieren die Zellen und die Plasmid-DNA geht in Lésung. Das Lysat wird in
einem Schritt neutralisiert und fiir die Bindung an Silica-Sdulen mit einem hoch-salzhaltigen Puf-
fer versetzt [284]. Nach Zentrifugation zum Kldren des Lysats, bindet die Plasmid-DNA an die
Silica-Membran, wird gewaschen und abschlieffend mit Puffer eluiert.

* Bakterienkultur zentrifugieren (6.000xg, RT, 15min), Uberstand verwerfen und Zellpellet in
250 uL Resuspensionspuffer P1 16sen (5o0mmol L~ TRIS-HCl (pH 8,0); tommol L™ EDTA -
Na, - 2H,0; 10o0pg mL™" RNaseA).

* Nun 250pL Lysispuffer P2 (200mmolL™" NaOH; 1% (w/v) SDS) hinzugeben und kréftig
vermischen. 5 min bei RT inkubieren lassen. Die Lsg. wird milchig und viskos.

* Durch Zugabe von 350uL Neutralisationspuffer N3 (4,2 mol L™ Guanidiniumhydrochlorid;
0,9mol L™" Kaliumacetat, pH 4,8) wird die alkalische Lsg. neutralisiert und es bildet sich ein
triib-flockiges Prézipitat. Durch Zentrifugation wird die Suspension gekldrt (13.000xg, RT,
10 min).
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e Uberstand wird auf Silica-Saule gegeben (13.000xg, RT, 1min), mit 0,5 mL Puffer PB gewa-
schen und erneut zentrifugiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit o,75 mL Waschpuf-
fer PE (13.000xg, RT, 1 min) wird die Sdule durch erneute Zentrifugation getrocknet.

¢ Es werden 50 pL angewédrmter Puffer EB auf die Sdule pipettiert. Nach einer kurzen Inkubati-
on von 1min wird die gereinigte Plasmid-DNA durch Zentrifugieren in ein neues Reaktions-
gefdfl eluiert und kann direkt fiir weitere Reaktionen (Sequenzierung, Transformation, etc.)
eingesetzt werden.

Durch dieses Verfahren kénnen bis zu 20 ng Plasmid-DNA aus 5 mL Kultur aufgereinigt werden.
Um grofiere Plasmid-Ausbeuten (iiber 100 ug) fiir Restriktionsansdtze oder zur Lagerung bereitstel-
len zu kénnen, werden 100 mL Kulturvolumen tiber das QIAGEN Plasmid Midi Kit aufgereinigt.

Die Durchfiihrung erfolgt analog zum Protokoll des Spin Miniprep Kits (oben). Es werden
4mL Puffer P1 sowie 4 mL Puffer P2 zur alkalischen Lyse eingesezt. Puffer N3 (oben) wird durch
4mL eiskalten Puffer P3 ersetzt (3 mol L™' Kaliumacetat pH 5,5) und dieser zur vollstandigen Neu-
tralisation fiir 15 min inkubiert. Als Sdulen werden zuvor mit 4 mL Puffer QBT (750 mmol L™* NaCl;
sommol L™ MOPS (pH 7,0); 15% (v/v) Isopropanol; 0,15 % Triton X-100) equilibrierte QTAGEN-
tip 100 eingesetzt.

Nach Durchfluss des klaren Uberstands (durch Schwerkraft), wird 2x mit 1omL Puffer QC
(1mol L™ NaCl; 5ommol L™ MOPS (pH 7,0); 15 % (v/v) Isopropanol) gewaschen und mit 5 mL Puf-
fer QF eluiert (1,25 mol L™* NaCl; sommol L™* TRIS-HCI (pH 8,5); 15 % (v/v) Isopropanol).

Die Plasmid-DNA muss abschlielend gefillt werden. Hierzu werden o,7 Volumen Isopropanol
zur der eluierten DNA gegeben, gemischt und zentrifugiert (16.000xg, 4 °C, 30min). Das DNA-
Pellet wird mit 2 mL Ethanol (70 %ig) gewaschen und erneute zentrifugiert (16.000xg, 4 °C, 20 min).
Nach Trocknung des Pellets an der Luft fiir 10min, wird dieses in einer entsprechenden Menge
TRIS-Puffer (tommol L™* TRIS-HCI (pH 8,5)) resuspendiert.

B.6.2 Restriktionsverdau

Zur sticky-end Klonierung von Vektor und PCR-Fragment sowie zum analytischen Verdau von
Plasmid-DNA, wurden FastDigest Enzyme eingesetzt. Besonderheit ist hierbei, das selbst ein gleich-
zeitiger Verdau mit zwei unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen moglich ist, da alle Enzyme
an ein identisches Puffersystem angepasst wurden und alle zu 100 % in diesem aktiv sind.

Tabelle B.13 Restriktionsverdau von DNA

Komponente Volumen
H,O 17pL
10x FastDigest Puffer 2ulL

DNA (PCR oder Plasmid)  1opL
FastDigest Enzym (jeweils) 1uL

Endvolumen zouL

Zum Plasmid-Verdau werden maximal 1 ng eingesetzt, zum PCR-Fragment-Verdau bis zu 0,2 pg.
Der Ansatz wird bei 37°C im Thermocycler fiir 1h inkubiert. Die Endonukleasen werden (falls
denaturierbar durch Hitze) bei 80 °C fiir 5 min inaktiviert.

Um eine Religation von linearisierter Vektor-DNA zu verhindern, miissen die 5’-Enden vor der ei-
gentlichen Ligation zwingend dephosphoryliert werden. Hierzu wird 1 pL Calf-Intestinal-Alkaline-
Phosphatase (CIAP, 1 u/uL) direkt nach Verdau in die Lsg. gegeben und diese bei 50 °C fiir 5min
inkubiert. CIAP kann durch Hitze inaktiviert werden (15 min bei 65 °C).

B.7 HERSTELLUNG CHEMISCH-KOMPETENTER ZELLEN

Die Fahigkeit zur Aufnahme fremder (Plasmid-)DNA bezeichnet man als Kompetenz. Die Zell-
wénde der plasmidfreien Stimme (kommerziell bezogen) werden durch TSS-Puffer porés gemacht
(285 286]. Uber Hitzeschock-Transformation (vgl. kann anschliefSend die aufgereinigte Plasmid-
DNA in die Zellen transformiert werden.

Bei diesem Protokoll ist es wichtig, dass die Zellen nach Ernte stets gekiihlt werden (auf Eis).
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Verdiinnungsausstrich des jeweiligen E. coli-Stammes auf einer LB-Agarplatte anziehen.
Einzelne Kolonie in 5 mL LB-Medium tiberimpfen (Vorkultur) und bei 37 °C tiber Nacht inku-
bieren. Eine 50 mL-Kultur animpfen (1:1000) und bei einer OD;, von o,5 auf zwei 5o0mL Re-
aktionsgefifse verteilen. Fiir 10 min auf Eis inkubieren.

Die Zellen pelletieren durch kurze Zentrifugation (1.000x g, 4 °C, 15 min).

Uberstand vorsichtig verwerfen und das Pellet in gekiihlten TSS-Puffer (Tab. resuspen-
dieren (10 % des urspriinglichen Kulturvolumens).

100pL Aliquots in vorgekiihlte 2mL Reaktionsgefdfle pipettieren, in fliissigem Stickstoff
schockfrosten und bei —8o °C bis zu Transformation lagern.

B.8 TRANSFORMATION VON E. COLI

Das folgende Protokoll wurde zur Transformation und Cotransformation aller chemisch-
kompetenten E. coli (Klonierungsstimme sowie Expressionsstimme) mit Plasmid-DNA durch
Hitzeschock eingesetzt. Die Plasmid-DNA kann dabei aus einer Ligationsreaktion oder einem
Assembly-Ansatz (Seamless cloning) stammen.

¢ Auf Eis ein 50pL Aliquot der jeweiligen kompetenten Zellen (gelagert bei —80 °C) wenige
Minuten auf Eis auftauen.

¢ Je nach erwarteter Plasmid-Menge und Ligationseffizienz 1-5 uL Plasmid-DNA in die Zellsus-
pension pipettieren und vorsichtig durch Klopfen mit dem Finger vermischen.

* Zellsuspension fiir 30 min auf Eis inkubieren lassen. Die Plasmide lagern sich an der Zellwand
an.

e Hitzeschock fiir exakt 30s bei 42 °C im vortemperierten Wasserbad. Anschlieflend fiir 2 min
auf Eis.

¢ 250 L SOC-Medium hinzugeben (RT) und fiir 1h bei 37°C im Thermomixer bei 350 rpm
schiitteln.

¢ Je nach erwarteter Transformationseffizienz wird die Zellsuspension mit SOC-Medium weiter
verdiinnt und verschiedene Volumina (20—200 pL) auf einer vorgewdrmten LB-Agar Platte (mit
Antibiotika als Selektionsmarker) verteilt.

e Platten werden kopfiiber im Inkubator bei 37 °C UN gelagert und Kolonien fiir Plasmidisola-
tion, Kolonie-PCR oder Sequenzierung selektiert.

B.9 STAMMHALTUNG

Um die Reproduzierbarkeit von Expressionsexperimenten zu gewéhrleisten, wird von jedem trans-
formiertem Stamm nach erfolgreicher Sequenzierung eine Master-Cell-Bank aus Cryokulturen an-
gelegt. Hierzu wird eine Vorkultur UN direkt von der Agar-Platte mit einer einzelnen Kolonie
beimpft und bei 37°C und 150 rpm inkubiert. Die Hauptkultur wird mit einer OD,, von 0,05
angeimpft und die Kultur fiir ca. 3h bis zur exponentiellen Wachstumsphase geschiittelt.

Bei einer ODy, zwischen 0,8 und 1,2 werden oo uL Kultur in vorbereitete 2mL Cryokulturge-
fédfie pipettiert, mit sterilem 300 pL Glyerol (80 %ig) versetzt und sofort durch Kippen der Gefafle
vermischt. Die Glycerol-Endkonzentration betragt 24 %. Die Cryokulturen werden sofort bei —80 °C
weggefroren.

B.10 PROTEINANALYTIK
B.10.1 Zellaufschluss

Zur Normierung der Proben fiir die Gelelektrophorese erfolgt eine Normierung der Proben anhand
der OD;, unter Verwendung der Formel

2
ODgqo

Kulturvolumen [mL] =

Die entsprechende Menge Kulturvolumen wird bis zur vollstindigen Klarung des Mediums zen-
trifugiert. Die Biofeuchtmasse wird 300 uL Puffer (z. B. STPS-Extraktionspuffer Tab. oder PBS)
resupendiert.
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Der Zellaufschluss erfolgt mittels Ultraschallsonde (Amplitude = 100 %, Zyklus = 0,6 s). Wahrend
des Aufschlusses miissen die Proben stindig mit Eis gekiihlt werden. Fiir bakterielle Proben wird
die Zellsuspension 10x fiir 20s, mit einer Abkiihlphase von mindestens 305, beschallt. Nach Zen-
trifugation (16.000xg, 4 °C, 6omin) kann der wissrige Uberstand (losliche Proteinfraktion) direkt
fiir Aktivitdtsassays oder SDS-PAGE Analytik eingesetzt werden. Das unlosliche Proteinpellet wird
in denaturierendem Resuspensionspuffer (100 mmol L™* KPP pH 7,0; tommol L™ Natriummetabi-
sulfit; t7ommol L™' S-Mercaptoethanol; 1o mmol L™" Ascorbinsdure; 6 molL™" Urea) angelost und
fiir 1h bei RT und 8oo rpm im Thermomixer geschiittelt.

B.10.2 Bradford Protein-Assay

Fiir die Bestimmung der Proteingesamtkonzentration wird eine BSA-Kalibrationsreihe durch Ver-
diinnung einer BSA-Stammldsung (1 g BSA gelost in 5 mL H,O, Konzentration 2.000 ugmL™) an-
gesetzt.

Es werden Verdiinnungen mit folgenden Konzentrationen angesetzt: 2000, 1000, 800, 700, 600,
500, 400, 300, 250, 200, 150, 100, 50, 25 und opugmL™". In eine Mikrotiterplatte mit g6 Wells werden
dreimal je 10pL der Proben und der Kalibrationsreihe pipettiert. Mit einer Mehrkanalpipette wer-
den 300 L des Bradford-Reagenz in alle Vertiefungen gegeben, die Platte fiir 30s geschiittelt und
im Anschluss fiir 1omin bei RT inkubiert. Die Vermessung erfolgt im Photometer bei 595 nm.

Tabelle B.14 Ansatz fiir Bradford-Reagenzlosung zur Proteinquantifizierung

Komponente Menge
Coomassie Brilliant Blau G250 10mg
Ethanol (96 %ig) 5mL
ortho-Phosphorsédure 1omL
H,O ad 1oomL

B.10.3 Protein SDS-PAGE

Die denaturierende Protein-Polyacrylamidgelelektrophorese unter Verwendung von Natriumdode-
cylsulfat (SDS), wurde mit dem Mini-PROTEAN® Tetra Cell System (Bio-Rad, USA) durchgefiihrt.

Die Rezepte zum Gieflen der Trenn- und Sammelgele kénnen den Tabellen[B.15/und entnom-
men werden. Nach vollstindigem Auspolymerisieren des Polyacrylamidgels werden die Proben im
Verhiltnis 1:1 mit frisch angemischtem Laemmli-Puffer [287] (80 % 2xSDS-Probenpulffer; 10 % §-
Mercaptoethanol; 10 % Glycerol 55 %ig) versetzt und fiir 10 min bei 95 °C aufgekocht. Die Proben
werden in die Geltaschen pipettiert (7-10 pL Probe und 3-5pL des jeweiligen Proteinmarkers) und
das Gel in die mit 1 x TGS-Puffer (Tab. gefiillte Probenkammer eingesetzt.

Der gelelektrophoretische Lauf erfolgt bei 8oV fiir 20 min im Sammelgel. Anschlieffend wird die
Spannung fiir die Auftrennung im Trenngel auf 160V erhoht. Der Gellauf wird gestoppt, sobald
die Bromphenolblau-Bande die untere Begrenzung des Gels erreicht hat.

Tabelle B.15 Rezept zum Gieflen eines 12 %igen Trenngels fiir SDS-PAGE

Komponente Volumen
Polyacrylamid /Bisacrylamid (37,5:1) 40 %ig 3 ml
TRIS-HCI (1,5 molL™*; pH 8,8) 2,8ml
SDS-Losung (1 %ig) 1ml
Hzo 3,2 ml
Radikalstarter

TEMED 20l

APS (25 %ig) 20pL
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Tabelle B.16 Rezept zum Giefen eines 6 %igen Sammelgels fiir die SDS-PAGE

Komponente Volumen
Polyacrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 40 %ig 750 uL
TRIS-HCl (1,5 mol L™*; pH 6,8) 630 L
SDS-Losung (1 %ig) 300l
H,O 3,77 ml
Radikalstarter

TEMED 1oplL
APS (25 %ig) 1opL

Als Proteinmarker wurde, insbesondere bei anschliefenden Western-Blots, die vorgefdrbte Pa-
geRuler™ Prestained Ladder (10-170 kDa, #26616, Thermo Scientific, USA) verwendet. Als un-
gefarbter Proteinmarker kam der Unstained Protein MW Marker (14,4-116 kDa, #26610, Thermo
Scientific, USA) zum Einsatz (Abb. [B.2).

Gel

(a) PageRuler™
10-170 kDa

kDa
—-170-
—~130—

—~100 -

— 40 —
—igag
—iig

— =15

Blot

Prestained Ladder,

kDa
-116.0

- 66.2

- 45.0

- 35.0

- 25.0

= 184
—— 4.4

Gel

(b) Unstained Protein MW Marker,
14,4-116 kDa

Abbildung B.2 Verwendete Proteinmarker fiir SDS-PAGE und Western-Blots (gefarbt und ungefarbt)3®

B.10.4 Kolloidale Coomassie-Firbung

Hinweise zur Herstellung der Losung: Etwas H,O vorlegen, vorsichtig Phosphorsidure hinzugeben;
anschliefend Ammoniumsulfat unter Riithren 16sen. Wenn Ammoniumsulfat vollstindig gelost ist,
Coomassie G-250 hinzufiigen. Auf 8o % des finalen Volumen mit H,O auffiillen. Stufenweise und
langsam Methanol hinzugeben (unter kréftigem Riithren), damit sich Kolloid ausbilden kann. Die
Farbelosung ist 6 Monate bei RT in einer braunen Flasche haltbar.

Tabelle B.17 Rezept fiir die kolloidale Coomassie-Farbelosung (Blue-silver)

Komponente

Volumenanteil

Coomassie Brilliant Blau G250
Ammoniumsulfat
ortho-Phosphorsédure 85 %ig
Methanol (wasserfrei)

H,O

0,12% (W/V)
10% (W/V)
10% (V/V)
20% (v/Vv)
60 % (v/v)

38 Bildrechte: ©Thermo Scientific, http:/ /www.thermo.com und Handbuch des Herstellers
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Die Coomassie-Farbung der Proteingele erfolgt nach dem Protokoll fiir die sensitivere, kolloidale
Coomassie-Farbung (Blue-silver) [288]. Hiermit konnen Proteinmengen ab 50ng detektiert werden.
Das Gel wird nach dem Lauf 2x fiir 1 min mit H,O gewaschen, um Pufferreste auszuspiilen. An-
schlieBend wird die Gelmatrix fiir 10 min in Coomassie-Fixierer fixiert (Tab. [B.18). Die Blue-silver
Farbelosung (Tab. wird hinzugefiigt und das Gel fiir mindestens 2 h (besser UN) gefdrbt. Die
Entfarbung erfolgt durch mehrere Waschschritte mit H,O, bis der Hintergrund des Gels wieder
vollstiandig farblos ist.

Tabelle B.18 Rezept fiir die Fixierlosung fiir Coomassie-gefarbte Gele

Komponente Volumenanteil
Ethanol 96 %ig 50 % (v/V)
ortho-Phosphorsdure 85 %ig 20 % (v/v)
H,O 30% (V/V)

B.10.5 Silberfirbung

Das Gel wird fiir mindestens 30min oder tiber Nacht in Silber-Fixierer (Tab. eingelegt. An-
schlielend wird zweimal kurz fiir 5 min mit H,O gewaschen. Das Gel wird fiir exakt 2,5min in
Farmers-Reducer-Losung (1 Spatelspitze K;[Fe(CN)], 1 Spatelspitze Na,SO,, ad 100mL H,0) in-
kubiert.

Die Losung wird verworfen und mehrere Male bis zur vollstindigen Entfarbung mit H,O gewa-
schen. Darauf folgt ein Inkubationsschritt fiir 30 min in Silbernitrat-Losung (1 Spatelspitze AgNO,
auf 1o0omL H,O). Die Losung wird im Anschluss entsorgt und zweimal fiir 30s mit H,O gewa-
schen. Nun das Gel mit Natriumcarbonat-Losung (2,5 % (w/v) Na,CO; in H,0) kurz equilibrieren.
Zu 100 ml Natriumcarbonat-Losung werden 500 uL. Formaldehyd pipettiert.

Diese Losung wird gleichméfig tiber das Gel gegossen. Sobald die Entwicklung beginnt und
schwarze Proteinbanden erkennbar werden, wird die Losung ziigig verworfen und die Reaktion
mit 5 %iger Essigsaure fiir 10 min abgestoppt. Durch Silberfirbung kénnen Proteinmengen bis in
den unteren ng-Bereich detektiert werden.

Tabelle B.19 Rezept fiir die Fixier-/Entfarbelosung zur Silberfarbung

Komponente Volumenanteil
Ethanol 96 %ig 45% (V/V)
Essigsdure 100 %ig 45 % (v/V)
H,O 10% (V/V)

B.10.6 Densitometrische Quantifizierung von Proteinen

Zur ndherungsweisen Quantifizierung des Zielproteins iiber dessen Proteinbande im SDS-Gel, wur-
de eine densitometrische Analyse durchgefiihrt [289]. Die Proben werden zusammen mit BSA-
Kalibrationslésungen (vgl. in einem Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie
angefarbt (vgl. [B.10.4). Silberfarbung ist fiir die Quantifizierung ungeeignet. Die Gele werden mit
24-bit Farben am Gelscanner digitalisiert und als TIFF-Dateien gespeichert, damit keine Bildinfor-
mationen durch Kompression verloren gehen.

Zur Bestimmung der relativen Farbdichte einzelner Proteinbanden wird die Bildanalysesoftware
Image] [290] verwendet. Die einzelnen Lanes und Banden werden markiert. Die Grofie des Mar-
kierungsrahmens (in Pixeln) um die jeweilige Banden muss fiir eine Auswertung konstant bleiben.
Es werden integrierte Farbdichtewerte erhalten (integrated density values = IDV), die eine Abschét-
zung der Proteinausbeute ermoglichen. Von den Werten muss der Hintergrund des jeweiligen Geles
abgezogen werden (durch Festlegen einer proteinfreien Stelle im Gelbild).

B.10.7 Western-Blot

Western-Blots werden als Semi-Dry Blots mit PVDF-Membran durchgefiihrt.
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¢ Blotting: Zunichst werden zwei Gele mit identischen Proben aufgetrennt. Zur spétere Zuord-
nung der Banden wird eines der Gele angefédrbt, das andere wird auf die Membran geblottet.
Dazu das Gel kurz in H,O waschen. Die PVDF-Membran (Bio-Rad, USA) wird passend zu-
geschnitten und fiir 5 min in Methanol aktiviert, da diese eine stark hydrophobe Oberfldche
besitzt. AnschlieSend fiir 15 min in Towbin-Transferpuffer [291] equilibrieren.

Tabelle B.2o Ansatz fiir Towbin-Transferpuffer

Komponente Volumenanteil

TRIS-Base 0,3 % (W/V)

Glycin 1,5% (W/v)
Methanol 20% (V/V)
ad H,0

Nun Blot als Sandwich auf der Transfer-Apparatur aufbauen. Reihenfolge (von unten betrach-
tet): in Towbin-Puffer getrdanktes Blotpapier, PVDF-Membran, Acrylamid-Gel und getrénktes
Blotpapier als Deckel. Apparatur fest verschlieffen und bei 15V fiir 5omin (oder bis vorge-
farbter Marker auf Membran erkennbar ist) blotten.

¢ Blocken der Membran: Nach erfolgreichem Blot die Membran 3 x fiir 1o min in H,O waschen.
Uber Nacht bei 4 °C in Block-Losung inkubieren, um nicht besetzte Bindungsmoglichkeiten
fiir den Antikorper abzusittigen.

Tabelle B.21 Ansatz fiir Block-Losung

Komponente Volumenanteil
Magermilchpulver 5% (W/V)
Polyvinylpyrrolidon (PVP) 2% (w/v)
Tween-20 1% (V/V)

10x PBS 10% (V/V)

ad H,0

¢ Immunmarkierung: Nach dem Block-Schritt Membran fiir 30 min schiittelnd auf RT aufwiér-
men. 3% fiir 5min mit Waschlosung waschen (1x PBS mit 1% (v/v) Tween-20). Antikorper-
Diluent frisch ansetzen (Block-Losung und Waschlosung im Verhéltnis 1:1). Primdren Anti-
korper (6x-His epitope tag mouse-AB #MA1-21315 von Thermo Scientific, USA) 1:1000 in
Antikorper-Diluent verdiinnen und fiir 1h schiittelnd inkubieren. 3x fiir 5 min mit Wasch-
16sung waschen. Sekundéren Antikorper (Goat anti-mouse HRP conjugate #401215 von Cal-
biochem, USA) 1:5000 in Antikorper-Diluent verdiinnen und fiir 1h schiittelnd inkubieren.
AbschliefSend nochmals 3x fiir 5 min mit Waschlésung waschen und durch Zugabe von 1 mL
TMB (3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin) der Blot angefirbt. Bereiche mit gebundenem Antikorper
werden blau-violett angeférbt.

B.10.8 2D-Gelelektrophorese

Fiir die 1. Dimension, der Auftrennung nach dem isoelektrischen Punkt, werden vorgefertige IEF-
Gelstreifen (Immobiline™ DryStrip Kit) mit einem pH-Gradienten von pH 3 bis pH 10 verwendet.
1ml des Rehydrierungspuffers (8 molL™" Urea; 2% CHAPS; o,5% IPG-Puffer; 0,002% Brom-
phenolblau) wird mit 2,8 mg DTT versetzt und 375 pL dieser Losung mit 25 pL der Zelllysat-/ oder
Proteinprobe gemischt. 340 pL dieses Gemisches werden auf einen IEF-Streifen gegeben. Durch die
Rehydrierung des getrockneten Streifens diffundiert die Probe automatisch iiber 12 h direkt in die
Gelmatrix. Zur isoelektrischen Fokussierung wird folgendes Gradientenprogram angewendet:

1. 500V Startspannung
2. von 500V auf 3.500V in gomin
3. 3.500V fiir mindestens 5h (meist UN)

Die fokussierten Gelstreifen konnen bei —20 °C fiir 12h gelagert werden.
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Vor dem Gellauf der 2. Dimension miissen die IEF-Streifen equilibriert werden. Hierfiir werden
5ml des Equilibrierungspuffers (75 mmol L™" TRIS-HCI (pH 8,8); 6 mol L™" Urea; 29,3 % (v/v) Gly-
cerol; 2% (w/v) SDS; 0,002 % Bromphenolblau) mit 50 mg DTT versetzt und der Streifen fiir 15 min
in der Losung inkubiert.

Im Anschluss erfolgt ein zweiter Equilibrierungsschritt fiir 15min in lodacetamid-Losung
(125 mg Iodacetamid in 5ml des Equilibrierungspuffer). Fiir die zweite Dimension werden fertig
gegossene, homogene Polyacrylamid-Gele verwendet (ExcelGel™ 2D-Gel Homogeneous; 12,5%ig;
von GE Healthcare, Grofibritannien). Der Gellauf erfolgt tiber 1,5h bei 150 V. Das Gel wird nach
der elektrophoretischen Auftrennung silbergeférbt (vgl. [B.10.5).

B.10.9 Trypsin-Verdau fiir MALDI-MS

Der Trypsin-Verdau dient der Probenvorbereitung vor Analyse im MALDI-MS. Es sollten nur spe-
zielle (proteinfreie) Reaktionsgefdfie verwendet werden und &duflerst sauber gearbeitet werden, um
eine Kontamination durch Fremdproteine zu vermeiden.

1. Probenvorbereitung

* SDS-PAGE der Probe, anfarben mit kolloidalem Coomassie (keine Silberfarbung). Pro-
benbande vorsichtig mit eine Skalpell ausschneiden und in Reaktionsgefaf3 iiberfiihren.

* Mindestens 5x jeweils 5 min mit H,O waschen. Gelbande mit Pipettenspitze zerkleinern.
Waschwasser vorsichtig entfernen.

* Durch Zugabe von 200 uL Acetonitril das Gelstiick trocknen (kurz inkubieren). Acetoni-
tril wieder griindlich entfernen.

2. Carbamidomethylierung

* Zu jeder Probe sopL DTT-Lésung geben (20mmolL™ DTT in o,1molL™*
Ammoniumcarbonat-Lsg.).

¢ Fiir 30min bei 56 °C ohne Schiitteln im Thermomixer inkubieren.

e DTT-Losung vorsichtig entfernen. Nochmals mit Acetonitril dehydrieren (wie oben).

50 uL Iodacetamid-Losung (55 mmol L™* Iodacetamid in in 0,1 mol L™" Ammoniumcarbonat-

Lsg.) hinzugeben.

¢ Fiir 30min bei RT im Dunkeln inkubieren. Iodacetamid-Lsg. entfernen und erneut dehy-
drieren (wie zuvor).

¢ Anschlieflend fiir 15min in 200 puL 0,1 molL™* Ammoniumcarbonat-Lsg. quellen lassen,
Losung entfernen, dehydrieren (Acetonitril) und iiber eine Vakuumzentrifuge vollstdn-
dig trocknen (ca. 20 min).

3. Trypsin-Verdau

¢ Trypsin-Arbeitslosung nach Herstellerangaben ansetzen (Promega, USA). 30 puL Trypsin-
Losung zu der getrockneten Gelbande geben. Uber Nacht bei 37 °C zum Verdau inkubie-
ren.

¢ Peptid-Fragemente tiber ZipTips® (Millipore, USA) extrahieren und im MALDI-MS ver-
messen.

B.10.10 Proteinmodellierung

Zum strukturellen Vergleich der Enzyme, wurde ein homology modelling und threading mit dem
I-Tasser Algorithmus [242]] durchgefiihrt. Modelle mit den besten C-Scores wurden strukturell mit
SALIGN |[249] tiberlagert. Die Strukturalignments wurden mit MODELLER [292] verfeinert. Alle
Modelle wurden evaluiert und gerendert mit der Software PyMOL [33] und QuteMol [293].

B.11 OFFLINE-ANALYTIK FUR KULTIVIERUNGEN
B.11.1 optische Dichte ODy,,
Die Messung der mit Saline (0,9 % Natriumchlorid-Losung) verdiinnten Proben erfolgt bei 600 nm

im Photometer. Ab einer OD;_, von ca. 0,8 muss die Probe verdiinnt werden, da die Messung nicht
mehr im linearen Bereich liegt.
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B.11.2 Biotrockenmasse BTM

Jeweils 1ml der Kulturbrithe werden in vorgetrocknete Reaktionsgefiafle tiberfiihrt und fiir 10 min
bei 13.000 X g abzentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wird das erhaltene Zellpellet bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet und ausgewogen.

Als Ndherung der BTM ausgehend von der optischen Dichte, kann zudem ein Korrelationskoef-
fizient von 0,36 g pro OD; , pro Liter angenommen werden, der fiir E. coli BL21(DE3) empirisch

ermittelt wurde [294].

B.11.3 Glukosemessung

Der Medieniiberstand (zellfrei) jeder Probe wird 1:10 mit H,O verdiinnt und im YSI 2700 SE-
LECT™ Biochemistry Analyzer (YSI Incorporated, USA) vermessen.

B.12 ENZYMAUFREINIGUNG UBER IMAC

Die Aufreinigung der His-getaggten STPS erfolgte tiber immobilisierte Metallchelat-
Affinitatchromatographie (FPLC) sowie tiber ein Streptavidin-Tag Adaptermolekiil. Eine BioLogic
DuoFlow FPLC Anlage (Bio-Rad, USA) wurde zur Automatisierung des Aufreinigungsprozesses
eingesetzt, und mit den jeweiligen Modulen/Saulen sowie entgasten Puffern besttickt. Nach der Zel-
lernte durch Zentrifugation wird das Zellpellet in einem entsprechenden Volumen Bindungspuffer
(Zusammensetzung vgl. resuspendiert (10oomgmL™" Puffer) und nach Aufschluss tiber Ultra-
schall das Rohlysat sterilfiltriert (0,2 pm Spritzenfilter). Das Rohlysat und die Produktfraktionen
wurden vor und nach Aufreinigung auf Eis gekiihlt. Zudem wurde der IDA 75 Membranadsorber
durch ein eigens angefertigtes Kithimodul (umgesetzt durch Feinmechanikerwerkstatt des Instituts)

gekiihlt (Abb. [B3).

FPLC- IDA 75

Deckel mit Durchlass Kihlschlauch Probenschlauch Membranadsorber

Abbildung B.3 Kiithlmodul fiir IDA 75 Membranadsorber. Nach Anschluss an ein Kiihlthermostat wird der doppelwandige
Zwischenraum mit Kiihlfliissigkeit durchstromt. Locher im Deckel und Boden ermoglichen den Anschluss
des Adsorbers an die Probenschlduche der FPLC-Anlage. Das Kithimodul erméglicht die Aufreinigung der
Terpensynthasen ohne Unterbrechung der Kiihlkette.

B.12.1 IDA 75 Membranadsorber

Membranadsorbermodule vom Typ Sartobind IDA 75 (Sartorius-Stedim, Deutschland) werden mit
Ni** oder Co** Kationen (0,1 mol L™* NiSO - 7H,0/0,1mol L™ CoCl, - 3H,0 in 0,1 mol L™* NaAc,
o,5mol L™ NaCl) dekoriert und anschlieflend griindlich mit Equilibrierpuffer und Bindungspuffer
gespiilt. Nach Beladung des Adsorbers mit dem Rohextrakt werden ungebundende Proteinfraktio-
nen durch Spiilen mit Bindungspuffer entfernt. Die Elution des Zielproteins erfolgt durch einen
ansteigenden Imidazol-Gradienten (Elutionspuffer).
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Tabelle B.22 IDA 75 Membranadsorber FPLC-Programm

Komponente Fluss [mLmin™'] Dauer [min]
Bindungspuffer (Vorspiilen) 1 50
Beladung 0,5 20
Bindungspulffer (Spiilen) 1 40
Elutionspuffer (Elution) 1 10
Gesamtdauer 120

B.12.2 HiTrap™-Sepharosesiiule

Die HiTrap IMAC FF 5 mL Saule (GE Healthcare, USA) wird zur Aufreinigung groierer Enzymmen-
gen eingesetzt. Der Bindungspuffer und Elutionspuffer sind auf die Terpensynthasen angepasst
worden (vlg.[A.5). Der Bindungspulffer enthilt bereits eine niedrige Konzentration an Imidazol, um
unspezifische Bindungen zu vermeiden. Nach griindlichem Equilibrieren der Sdule mit Bindungs-
puffer wurde das Rohlysat gekiihlt auf die Saule geladen, nicht gebundene Proteine durch Spiilen
entfernt und die Zielfraktion durch kompetitive Verdrangung mit Imidazol vom Saulenmaterial
eluiert. Dabei wurde eine Konzentrationsstufe eingefiihrt, bei der zunidchst von somM Imidazol
auf 500 mM Imidazol umgespiilt wurde. Diese verbesserte FPLC-Methode zur Aufreinigung von
Sesquiterpensynthasen wurde entwickelt von Thore Frister (laufende Dissertation, Leibniz Univer-
sitdit Hannover).

Tabelle B.23 HiTrap Sepharose IMAC FPLC-Programm

Komponente Fluss [°Cmin™] Dauer [min]
Vorspiilen (H,O) 3 20
Equilibrieren 3 10
Beladung 1,5 15

Spiilen (Bindungspuffer) 3 20

Elution 1. Stufe 3 20

Elution 2. Stufe 3 20
Regeneration (H,O) 3 20
Gesamtdauer 125

B.12.3 Strep-Tactin/His-STREPPER System

Aufschluss der Feuchtzellmasse erfolgt in PBS-Puffer. Es wird das Adaptermolekiil His-STREPPER
(2,8 kDa MW, gelost in PBS) in stochiometrischen Mengen zu dem Rohlysat gegeben. Daftir muss
die erwartete Konzentration an His-getaggtem Zielenzym abgeschétzt werden. Nach Zugabe des
His-STREPPERs wird die Losung fiir 15 min inkubiert, damit der Adapter fest an das His-Epitop
binden kann.

Die gravity flow Sédule (Strep-Tactin Superflow, 1 mL Saulenvolumen) wird mit 2x1 CV equili-
briert. Nach Bindung des Rohextrakts wird mit 5x1 CV PBS pH 8,0 gewaschen. Die Elution erfolgt
in 4 Stufen: 0,8 CV (E1); 1,4 CV (E2); 1 CV (E3) und 1 CV (E4). Der Grofsteil (iiber 8o %) des Zielpro-
teins befindet sich in Fraktion E2.

Die Saule wird durch Spiilen mit 3x4 CV Regenerationspuffer (enthilt Hydroxyphenylazoben-
zoesdure) regeneriert.

B.12.4 Dialyse/Ultrafiltration

Die Produktfraktionen aus den jeweiligen Aufreinigungsprozessen werden gepoolt und tiber Vi-
vaspin 20 Ultrafiltrationsmodule (Sartorius-Stedim, Deutschland) mit 10 kDA MWCO (molecular
weight cut-off) bis zum Endpunktvolumen von 1 mL aufkonzentriert (4.000xg, 4 °C, Zeit variabel).
Anschlieflend wird das Ultrafiltrationsmodul 3 x auf 20 mL mit STPS-Aktivitatspuffer (vgl. auf-
gefiillt und die Zentrifugation wiederholt. Aliquots der aufgerinigten Enzymldsungen werden in
flissigem Stickstoff schockgefrostet und bei —80 °C gelagert.
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B.13 AKTIVITATSASSAY TERPENSYNTHASE

Fir Biotransformationen und Enzymaktivititsnachweise im mL-Mafistab wurde ein zuvor be-
schriebenes Assay fiir Terpensynthasen [222]] adaptiert. Die enzymatische Reaktion wird in 5mL
Glasgefaflen durchgefiihrt, die mit PTFE/Butylgummi Septen luftdicht verschlossen werden.
Es werden 100pL Enzymlosung (Rohextrakt nach Zellaufschluss oder aufgereinigte STPS) mit
150 pmol L™ FDP supplementiert und STPS-Aktivitdtspuffer (Tab. enthdlt MgCl,) bis zu ei-
nem finalen Volumen von 1 mL aufgefiillt.

Die Pufferlosung wird ziigig mit 1 mL organischem Losungsmittel (Pentan, Hexamethyldisiloxan
oder Isooctan) iiberschichtet, um die fliichtigen Produkte aufzufangen. Die verschlossenen Glasge-
fae werden je nach Enzymoptimum bei 30—40 °C fiir 1omin bis 16 h inkubiert. Die untere Puffer-
phase wird durch mehrmaliges, kréftiges Schiitteln extrahiert, die Phasen durch kurze Zentrifuga-
tion separiert (1.000xg, RT, 10min) und die obere organisch Phase in ein neues Reaktionsgefaf3
tiberfiihrt. Die organische Produktmischung wird unter Stickstoff eingeengt und mittels Gaschro-
matographie analysiert.

B.14 GC-FID ANALYTIK VON SESQUITERPENEN

Die Analytik der Sesquiterpenproben erfolgte an zwei unterschiedlichen Gaschromatographen. Tra-
gergas war in allen Fallen Wasserstoff. Die Injektortemperatur/Splittemperatur betrug 240 °C. Der
Flammenionisationsdetektor (FID) zur Detektion der Molekiilionen wurde auf 300 °C beheizt.

Der Gaschromatograph Shimadzu GC-14A wurde mit einer Sigma-Aldrich Supelco SPB®-5 Silica-
Kapillarsdule (Ldnge 30m, Innendurchmesser 0,32 mm, Filmdicke o,251m) ausgestattet. Es wird
1 pL Probe manuell injiziert (Split 1:40).

Tabelle B.24 GC-Temperaturprogramm GC-14A

Schritt Temperatur [°C] Rate [°Cmin™"] Dauer [min]
Start 8o 0 0

1. Stufe 80-210 7,5 17

2. Stufe 210280 20 3,5

Halten 280 0 2
Gesamtdauer 22,5

Der Gaschromatograph Shimadzu GC-2010 mit Autosampler (150 Proben) wurde mit einer Phe-
nomenex Zebron ZB-WAXplus Silica-Kapillarsdule (Lange 30 m, Innendurchmesser 0,25 mm, Film-
dicke 0,25 pm) bestiickt. Diese Sdule eignet sich aufgrund der Filmeigenschaften insbesondere fiir
Terpenanalytik und ist zudem dufSerst wasserstabil. Es werden 2L Probe tiber den Autosampler
injiziert (splitlos).

Das Temperaturprogramm musste an das Gerdt und die verdnderte Sdule adaptiert werden (Zu-
sammenarbeit mit Thore Frister, laufende Dissertation, Leibniz Universitat Hannover).

Tabelle B.25 GC-Temperaturprogramm GC-2010

Schritt Temperatur [°C] Rate [°Cmin™"] Dauer [min]
Start 40 0 0,3

1. Stufe 40-210 10 17

Halten 210 0 1

2. Stufe 210-230 30 0,6

Halten 230 o 3
Gesamtdauer 22

B.14.1 Kalibrationsgeraden fiir Quantifizierung

Zur quantitativen Bestimmung der drei Zielverbindungen wurden logarithmische Verdiinnungsrei-
hen von authentischen Standards dreifach vermessen. (-)-Patchoulol ist nicht als Reinstoff verfiig-
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bar, es wurde daher reines Patchouli-Ol als Standard eingesetzt. a-Humulen ist als authentischer
Standard kommerziell verfiigbar. Da eine Synthese von (+)-Zizaen im Rahmen dieser Arbeit als
nicht praktikabel erachtet wurde und keine Standardverbindung kommerziell erhiltlich ist, wurde
a-Cedren als Standardverbindung zur Quantifizierung von (+)-Zizaen eingesetzt. a-Cedren weisst
eine identische Elementarzusammensetzung und ein vergleichbares Kohlenstoffgeriist auf, so dass
die Detektorantwort des FID mit der von (+)-Zizaen nahezu tibereinstimmt.

Die Kalibrationsgeraden wurden am Gaschromatographen GC-2010 plus mit der entsprechenden

Methode vermessen (vgl. [B.14).
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Abbildung B.4 Lineare Regression einer logarithmischen Verdiinnungsreihe von Patchouli-OL Quantifizierung des (-)-
Patchoulol-Signals.
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Abbildung B.5 Lineare Regression einer logarithmischen Verdiinnungsreihe von a-Humulen (auth. Standard).
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Abbildung B.6 Lineare Regression einer logarithmischen Verdiinnungsreihe von a-Cedren (auth. Standard).

B.15 GC-MS ANALYTIK VON SESQUITERPENEN

Fiir die eindeutige Identifikation der Sesquiterpenverbindungen wurden GC-MS Messungen an ei-
nem Fisons GC 8ooo Gaschromatographen, verbunden mit einem Fisons MD 8oo massenselektiven
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Detektor, durchgefiihrt. Zentrale Gerdteparameter: Interfacetemperatur 230 °C, Ionenquelle 200 °C,
Quadropol 100 °C, EI Ionisation 70 eV, Scanbereich 33-300 amu. Die Probe wurde kalt direkt on-
column injiziert.

Das Tragergas war Helium mit einer Fliefigeschwindigkeit von 38 cms™. Als Séule fiir die iso-
thermale Auftrennung wurde eine Phenomenex Zebron ZB-WAX Silica-Kapillarsdule (Lange 30m,
Innendurchmesser 0,25 mm, Filmdicke 0,25 um) eingesetzt. Massenspektren wurde mit einer digi-
talen Bibliothek (Wileyo8/NISTo08, 2008) oder manuell mit Spektren von authentischen Standards
abgeglichen.
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Abbildung B.7 Alkan-Standardreihe C8-C25 vermessen mit isothermaler GC-MS Trennmethode. Retentionszeiten wurden
zur Berechnung von Retentionsindizes (RI) verwendet.



SEQUENZDATEN

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Sequenzen und Sequenzierungsergebnisse
aufgefiihrt. Sofern die Daten bereits in der Datenbank GenBank des NCBI3? (National Center for
Biotechnology Information) hinterlegt wurden, ist die entsprechende accession number mit angege-
ben. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden markante Bereiche farblich markiert (Tab. .

Tabelle C.1 Farbschema Sequenzdaten

Art Farbcodierung
Startcodon/Methionin gelb
Stoppcodon/Translationsende  [E8Hl

His-Tag / Ty-Tag cyan

DDXXD und NSE/DTE Motive |griin
Peptidase-Schnittstellen -

Fusionsproteine -

(1) Patchoulolsynthase cDNA, GenBank AY508730 |72], Linge = 1659 Bp

ATGGAGTTGT ATGCCCAAAG TGTTGGAGTG GGTGCTGCTT CTCGTCCTCT TGCGAATTTT CATCCATGTG TGTGGGGAGA CAAATTCATT GTCTACAACC
101 CACAATCATG CCAGGCTGGA GAGAGAGAAG AGGCTGAGGA GCTGAAAGTG GAGCTGAAAA GAGAGCTGAA GGAAGCATCA GACAACTACA TGCGGCAACT
201 GAAAATGGTG GATGCAATAC AACGATTAGG CATTGACTAT CTTTTTGTGG AAGATGTTGA TGAAGCTTTG AAGAATCTGT TTGAAATGTT TGATGCTTTC
301 TGCAAGAATA ATCATGACAT GCACGCCACT GCTCTCAGCT TTCGCCTTCT CAGACAACAT GGATACAGAG TTTCATGTGA AGTTTTTGAA AAGTTTAAGG
401 ATGGCAAAGA TGGATTTAAG GTTCCAAATG AGGATGGAGC GGTTGCAGTC CTTGAATTCT TCGAAGCCAC GCATCTCAGA GTCCATGGAG AAGACGTCCT
501 TGATAATGCT TTTGACTTCA CTAGGAACTA CTTGGAATCA GTCTATGCAA CTTTGAACGA TCCAACCGCG AAACAAGTCC ACAACGCATT GAATGAGTTC
601 TCTTTTCGAA GAGGATTGCC ACGCGTGGAA GCAAGGAAGT ACATATCAAT CTACGAGCAA TACGCATCTC ATCACAAAGG CTTGCTCAAA CTTGCTAAGC
701 TGGATTTCAA CTTGGTACAA GCTTTGCACA GAAGGGAGCT GAGTGAAGAT TCTAGGTGGT GGAAGACTTT ACAAGTGCCC ACAAAGCTAT CATTCGTTAG
801 AGATCGATTG GTGGAGTCCT ACTTCTGGGC TTCGGGATCT TATTTCGAAC CGAATTATTC GGTAGCTAGG ATGATTTTAG CAAAAGGGCT GGCTGTATTA
901 TCTCTTATGG ATGATGTGTA TGATGCATAT GGTACTTTTG AGGAATTACA AATGTTCACA GATGCAATCG AAAGGTGGGA TGCTTCATGT TTAGATAAAC
1001 TTCCAGATTA CATGAAAATA GTATACAAGG CCCTTTTGGA TGTGTTTGAG GAAGTTGACG AGGAGTTGAT CAAGCTAGGC GCACCATATC GAGCCTACTA
1101 TGGAAAAGAA GCCATGAAAT ACGCCGCGAG AGCTTACATG GAAGAGGCCC AATGGAGGGA GCAAAAGCAC AAACCCACAA CCAAGGAGTA TATGAAGCTG
1201 GCAACCAAGA CATGTGGCTA CATAACTCTA ATAATATTAT CATGTCTTGG AGTGGAAGAG GGCATTGTGA CCAAAGAAGC CTTCGATTGG GTGTTCTCCC
1301 GACCTCCTTT CATCGAGGCT ACATTAATCA TTGCCAGGCT CGTCAATGAT ATTACAGGAC ACGAGTTTGA GAAAAAACGA GAGCACGTTC GCACTGCAGT
1401 AGAATGCTAC ATGGAAGAGC ACAAAGTGGG GAAGCAAGAG GTGGTGTCTG AATTCTACAA CCAAATGGAG TCAGCATGGA AGGACATTAA TGAGGGGTTC
1501 CTCAGACCAG TTGAATTTCC AATCCCTCTA CTTTATCTTA TTCTCAATTC AGTCCGAACA CTTGAGGTTA TTTACAAAGA GGGCGATTCG TATACACACG
1601 TGGGTCCTGC AATGCAAAAC ATCATCAAGC AGTTGTACCT TCACCCTGTT CCATATIEE

-

(2) Patchoulolsynthase Protein, GenBank AAS86323 [72], Linge = 552 AS

MELYAQSVGV GAASRPLANF HPCVWGDKFI VYNPQSCQAG EREEAEELKV ELKRELKEAS DNYMRQLKMV DAIQRLGIDY LFVEDVDEAL KNLFEMFDAF
101 CKNNHDMHAT ALSFRLLRQH GYRVSCEVFE KFKDGKDGFK VPNEDGAVAV LEFFEATHLR VHGEDVLDNA FDFTRNYLES VYATLNDPTA KQVHNALNEF
201 SFRRGLPRVE ARKYISIYEQ YASHHKGLLK LAKLDFNLVQ ALHRRELSED SRWWKTLQVP TKLSFVRDRL VESYFWASGS YFEPNYSVAR MILAKGLAVL
301 SLMDDVYDAY GTFEELQMFT DAIERWDASC LDKLPDYMKI VYKALLDVFE EVDEELIKLG APYRAYYGKE AMKYAARAYM EEAQWREQKH KPTTKEYMKL
401 ATKTCGYITL IILSCLGVEE GIVTKEAFDW VFSRPPFIEA TLIIAREVND ITGHEFEKKR EHVRTAVECY MEEHKVGKQE VVSEFYNQME SAWKDINEGF
501 LRPVEFPIPL LYLILNSVRT LEVIYKEGDS YTHVGPAMQN IIKQLYLHPV PYH

[

(3) Patchoulolsynthase cDNA Variante (Sequenzierung pCR4-TOPO::PTSi), GenBank KF983531 [183], Linge = 1659 Bp
ATGGAGTTGT ATGCCCAAAG TGTTGGAGTG GGTGCTGCCT CTCGTCCTCT TGCGAATTTT CATCAATGTG TGTGGGGAGA CAAATTCATT GTGTACAACC
101 CACAATCAAG CCAGGCTGGA GAGAGAGAAC AGGCTGAGGA GCTGAAAGTG GAGCTGAAAA GAGAGCTGAA GGAAGCATCA GACAACTACA TGCGGCAACT
201 GAAAATGGTG GATGCAATAC AACGATTAGG CATTGACTAT CTTTTTGTGG AAGATGTTGA TGAAGCTTTG AAGAATCTGT TTGAAATGTT TGATGCTTTC
301 TGCAAGAATA ATCATGACAT GCACGCCACT GCTCTCAGCT TTCGCCTTCT AAGACAACAT GGCTATAGAG TTTCATGTGA AGTTTTTGAA AAGTTTAAGG
401 ATGGCAAAGA TGGATTTAAG GTTCCAAATG AGGATGGAGC GGTTGCAGTC CTTGAATTCT TCGAAGCCAC GCATCTCAGA GTCCATGGAG AAGACGTCCT
501 TGATAATGCT TTTGTCTTCA CTAGGAACTA CTTGGAATCA GTCTATGCAA CTTTGAACGA TCCAACCGCG AATCAAGTCC ACAACGCATT GAATGAGTTC
601 TCTTTTCGAA GAGGATTGCC ACGCGTGGAA GCAAGGAAGT ACATATCAAT CTACGAGCAA TACGCATCTC ATCACAAAGG CTTGCTCAAA CTTGCTAAGC
701 TGGATTTCAA CTTGGTACAA GCTTTGCACA GAAGGGAGCT GAGTGAAGAT TCTAGGTGGT GGAAGACTTT ACAAGTGCCC ACAGAGCTAT CATTCGTTAG
801 AGATCGATTG GTGGAGTCCT ACTTTTGGGC TTCGGGATCT TATTTCGAAC CGAATTATTC GGTAGCTAGG ATGATTTTAG CAAAAGGGCT GGCTGTATTA
901 TCTCTTATGG ACGATGTGTA TGATGCATAT GGTACTTTTG AGGAATTACA AGTGTTCACA GATGCAATCG AAAGGTGGGA TGCTTCGTGT TTAGATAAAC
1001 TTCCAGAGTA CATGAAAATA GTATACAAGG CCCTTTTGGA TGTGTTTGAG GAAGTTGACG AGGAGGTGAT CAAGCTAGGT GCACCATATC GAGTCTACTA
1101 TGGAAAAGAA GCCATGAAAT ATGCCGCTAG AGCTTACATG GAAGAGGCCC AATGGAGGGA GCAAAAGCAC AAACCCACAA CTAAGGAGTA TATGAAGCTG
1201 GCAACAAAGA CCTGTGGCTA TATAACTCTA ATAATATTAT CATTTCTTGG AGTGGAAGAG GGCATTGTGA CTAAAGAAGC CTTCGATTGG GTTTTCTCCC
1301 GACCTCCTTT CGTCGAGGCT ACGTTAATCA TTGCTAGGCT CATCAATGAT ATTACAGGAT GCGAGTTTGA GAACAAACGA GAGCACGTTC GCACTGCAGT
1401 AGAATGCTAC ATGGAAGAGC ACAAAGTGGG AAAGCAAGAG GTGGTGTCTG AATTCTACAA CCAAATGGAG TCAGCATGGA AGGACATAAA TGAGTGCCTC
1501 CTCAGACCAG CTGAATTTCC AATCCCTCTA CTTAATCTTA TTCTCAATTC TGTCCGAACA CTTGAGGTTA TTTACAAAGA GGGCGATTCC TATACACACG
1601 TGGGTCCTGC AATGCAAAAC ATCATCAAGC AGTTGTACCT TCACCCTGTT CCATATIEE

=

(4) Patchoulolsynthase Protein (Isoenzym), GenBank AHL24448 [183], Linge = 552 AS

1 MELYAQSVGV GAASRPLANF HQCVWGDKFI VYNPQSSQAG EREQAEELKV ELKRELKEAS DNYMRQLKMV DAIQRLGIDY LFVEDVDEAL KNLFEMFDAF
101 CKNNHDMHAT ALSFRLLRQH GYRVSCEVFE KFKDGKDGFK VPNEDGAVAV LEFFEATHLR VHGEDVLDNA FVFTRNYLES VYATLNDPTA NQVHNALNEF
201 SFRRGLPRVE ARKYISIYEQ YASHHKGLLK LAKLDFNLVQ ALHRRELSED SRWWKTLQVP TELSFVRDRL VESYFWASGS YFEPNYSVAR MILAKGLAVL

39 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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301 SLMDDVYDAY GTFEELQVFT DAIERWDASC LDKLPEYMKI VYKALLDVFE EVDEEVIKLG APYRVYYGKE AMKYAARAYM EEAQWREQKH KPTTKEYMKL
401 ATKTCGYITL IILSFLGVEE GIVTKEAFDW VFSRPPFVEA TLIIAREIND ITGCEFENKR EHVRTAVECY MEEHKVGKQE VVSEFYNQME SAWKDINECL
501 LRPAEFPIPL LNLILNSVRT LEVIYKEGDS YTHVGPAMQN IIKQLYLHPV PYH

(5) Sequenzierung ROI pET-16b::PTSi, Linge = 1792 Bp

TAGAATAATT TTGTTTAACT TTAAGAAGGA GATATACCAT GGGCIEATCAT CATCATCATC ATCATCATCA TWEAGAGCAGC GGCCATATEG AAGGTCGTGA
101 GTTGTATGCC CAAAGTGTTG GAGTGGGTGC TGCCTCTCGT CCTCTTGCGA ATTTTCATCA ATGTGTGTGG GGAGACAAAT TCATTGTGTA CAACCCACAA
201 TCAAGCCAGG CTGGAGAGAG AGAACAGGCT GAGGAGCTGA AAGTGGAGCT GAAAAGAGAG CTGAAGGAAG CATCAGACAA CTACATGCGG CAACTGAAAA
301 TGGTGGATGC AATACAACGA TTAGGCATTG ACTATCTTTT TGTGGAAGAT GTTGATGAAG CTTTGAAGAA TCTGTTTGAA ATGTTTGATG CTTTCTGCAA
401 GAATAATCAT GACATGCACG CCACTGCTCT CAGCTTTCGC CTTCTAAGAC AACATGGCTA TAGAGTTTCA TGTGAAGTTT TTGAAAAGTT TAAGGATGGC
501 AAAGATGGAT TTAAGGTTCC AAATGAGGAT GGAGCGGTTG CAGTCCTTGA ATTCTTCGAA GCCACGCATC TCAGAGTCCA TGGAGAAGAC GTCCTTGATA
601 ATGCTTTTGT CTTCACTAGG AACTACTTGG AATCAGTCTA TGCAACTTTG AACGATCCAA CCGCGAATCA AGTCCACAAC GCATTGAATG AGTTCTCTTT
701 TCGAAGAGGA TTGCCACGCG TGGAAGCAAG GAAGTACATA TCAATCTACG AGCAATACGC ATCTCATCAC AAAGGCTTGC TCAAACTTGC TAAGCTGGAT
801 TTCAACTTGG TACAAGCTTT GCACAGAAGG GAGCTGAGTG AAGATTCTAG GTGGTGGAAG ACTTTACAAG TGCCCACAGA GCTATCATTC GTTAGAGATC
901 GATTGGTGGA GTCCTACTTT TGGGCTTCGG GATCTTATTT CGAACCGAAT TATTCGGTAG CTAGGATGAT TTTAGCAAAA GGGCTGGCTG TATTATCTCT
1001 TATGGACGAT GTGTATGATG CATATGGTAC TTTTGAGGAA TTACAAGTGT TCACAGATGC AATCGAAAGG TGGGATGCTT CGTGTTTAGA TAAACTTCCA
1101 GAGTACATGA AAATAGTATA CAAGGCCCTT TTGGATGTGT TTGAGGAAGT TGACGAGGAG GTGATCAAGC TAGGTGCACC ATATCGAGTC TACTATGGAA
1201 AAGAAGCCAT GAAATATGCC GCTAGAGCTT ACATGGAAGA GGCCCAATGG AGGGAGCAAA AGCACAAACC CACAACTAAG GAGTATATGA AGCTGGCAAC
1301 AAAGACCTGT GGCTATATAA CTCTAATAAT ATTATCATTT CTTGGAGTGG AAGAGGGCAT TGTGACTAAA GAAGCCTTCG ATTGGGTTTT CTCCCGACCT
1401 CCTTTCGTCG AGGCTACGTT AATCATTGCT AGGCTCATCA ATGATATTAC AGGATGCGAG TTTGAGAACA AACGAGAGCA CGTTCGCACT GCAGTAGAAT
1501 GCTACATGGA AGAGCACAAA GTGGGAAAGC AAGAGGTGGT GTCTGAATTC TACAACCAAA TGGAGTCAGC ATGGAAGGAC ATAAATGAGT GCCTCCTCAG
1601 ACCAGCTGAA TTTCCAATCC CTCTACTTAA TCTTATTCTC AATTCTGTCC GAACACTTGA GGTTATTTAC AAAGAGGGCG ATTCCTATAC ACACGTGGGT
1701 CCTGCAATGC AAAACATCAT CAAGCAGTTG TACCTTCACC CTGTTCCATA TIMBCATATG CTCGAGGATC CGGCTGCTAA CAAAGCCCGA AA

=

(6) Sequenzierung ROI pET-16b::PTSi (codon-optimiert), Linge = 1774 Bp

AATTTTGTTT AACTTTAAGA AGGAGATATA CCATGGGCEA TCATCATCAT CATCATCATE ATCATEAGAG CAGCGGCCAT ATEGAAGGTE GTGAACTGTA
101 TGCGCAGTCT GTTGGTGTGG GTGCTGCATC GCGTCCGCTG GCGAATTTTC ACCAGTGTGT GTGGGGAGAC AAGTTTATCG TCTATAACCC GCAGTCGTCT
201 CAGGCGGGTG AACGTGAACA AGCGGAAGAG CTGAAAGTTG AACTGAAACG CGAACTGAAG GAAGCTAGCG ATAACTATAT GCGTCAGCTG AAAATGGTGG
301 ACGCCATTCA GCGTCTGGGC ATCGATTACC TGTTTGTTGA AGATGTTGAT GAGGCGCTGA AGAACCTGTT CGAAATGTTT GATGCTTTTT GCAAAAACAA
401 CCATGACATG CACGCCACCG CCCTGAGCTT CCGTCTGCTG CGTCAGCACG GCTACCGTGT ATCCTGCGAA GTATTCGAAA AGTTCAAAGA TGGTAAAGAT
501 GGCTTTAAAG TCCCGAACGA AGACGGCGCC GTTGCTGTTC TGGAGTTCTT TGAAGCTACT CATCTGCGTG TGCACGGTGA AGATGTACTG GATAACGCTT
601 TCGTGTTCAC CCGTAACTAC CTGGAGTCGG TATACGCAAC CCTGAACGAC CCGACCGCGA ACCAGGTCCA CAACGCACTG AACGAATTCA GCTTCCGTCG
701 CGGTCTGCCG CGCGTCGAAG CCCGTAAGTA CATCTCCATT TATGAACAGT ACGCCAGTCA CCACAAAGGC CTTCTCAAAC TGGCTAAACT GGACTTTAAT
801 CTCGTGCAGG CACTGCACCG TCGTGAACTG TCTGAAGACA GTCGTTGGTG GAAAACTCTG CAGGTTCCTA CCGAGCTCTC TTTTGTGCGT GATCGTCTGG
901 TGGAAAGCTA CTTCTGGGCA TCAGGTTCTT ACTTCGAACC GAACTATAGC GTTGCGCGCA TGATTCTGGC AAAAGGTCTG GCGGTCCTGT CCCTGATGGA
1001 TGACGTTTAT GATGCGTACG GTACTTTCGA AGAGCTGCAG GTATTTACCG ACGCAATCGA ACGTTGGGAC GCGAGCTGTC TGGATAAACT GCCGGAATAC
1101 ATGAAAATCG TGTATAAAGC TCTGCTGGAT GTGTTTGAAG AAGTGGACGA AGAAGTTATT AAACTGGGCG CCCCATATCG CGTGTACTAT GGTAAAGAGG
1201 CGATGAAATA CGCTGCGCGC GCTTACATGG AAGAAGCGCA GTGGCGTGAA CAGAAACACA AACCGACCAC CAAAGAATAC ATGAAACTGG CCACCAAAAC
1301 CTGCGGCTAT ATCACGCTTA TCATCCTGTC TTTCCTGGGT GTTGAGGAAG GTATCGTGAC AAAAGAGGCT TTTGATTGGG TTTTCTCCCG CCCGCCGTTC
1401 GTTGAGGCGA CCCTGATTAT CGCGCGCCTC ATTAACGACA TCACTGGCTG TGAATTTGAA AACAAACGTG AACACGTTCG TACCGCTGTA GAATGCTACA
1501 TGGAGGAACA TAAAGTTGGC AAACAGGAAG TAGTGTCAGA ATTTTACAAC CAGATGGAAT CTGCGTGGAA AGATATCAAC GAATGCCTGC TGCGCCCGGC
1601 GGAGTTTCCT ATCCCGCTGC TGAACCTAAT CCTGAACTCT GTACGCACTC TGGAAGTTAT CTATAAAGAA GGCGACTCTT ACACTCATGT TGGTCCGGCA
1701 ATGCAGAACA TCATCAAACA GTTGTACTTG CACCCAGTGC CGTATIMMECA TATGCTCGAG GATCCGGCTG CTAA

=

(7) Translation ORF pET-16b::PTSi / pET-16b::PTSi (codon-optimiert), Linge = 571 AS

1 MGHHHHHHHH HHSSGHEEGR ELYAQSVGVG AASRPLANFH QCVWGDKFIV YNPQSSQAGE REQAEELKVE LKRELKEASD NYMRQLKMVD AIQRLGIDYL
101 FVEDVDEALK NLFEMFDAFC KNNHDMHATA LSFRLLRQHG YRVSCEVFEK FKDGKDGFKV PNEDGAVAVL EFFEATHLRV HGEDVLDNAF VFTRNYLESV
201 YATLNDPTAN QVHNALNEFS FRRGLPRVEA RKYISIYEQY ASHHKGLLKL AKLDFNLVQA LHRRELSEDS RWWKTLQVPT ELSFVRDRLV ESYFWASGSY
301 FEPNYSVARM ILAKGLAVLS LMDDVYDAYG TFEELQVFTD AIERWDASCL DKLPEYMKIV YKALLDVFEE VDEEVIKLGA PYRVYYGKEA MKYAARAYME
401 EAQWREQKHK PTTKEYMKLA TKTCGYITLI ILSFLGVEEG IVTKEAFDWV FSRPPFVEAT LIIAREINDI TWGCEFENKRE HVRTAVECYM EEHKVGKQEV
501 VSEFYNQMES AWKDINECLL RPAEFPIPLL NLILNSVRTL EVIYKEGDSY THVGPAMQNI IKQLYLHPVP YR

(8) Sequenzierung ROI pET-17b::PTSi, Linge = 1747 Bp

AAGGAGATAT ACATATGGET AGCATGACTG GTGGACAGECA AATGGGINCGG GATTCAAGCT TGGTACCTAT GGAGTTGTAT GCCCAAAGTG TTGGAGTGGG
101 TGCTGCCTCT CGTCCTCTTG CGAATTTTCA TCAATGTGTG TGGGGAGACA AATTCATTGT GTACAACCCA CAATCAAGCC AGGCTGGAGA GAGAGAACAG
201 GCTGAGGAGC TGAAAGTGGA GCTGAAAAGA GAGCTGAAGG AAGCATCAGA CAACTACATG CGGCAACTGA AAATGGTGGA TGCAATACAA CGATTAGGCA
301 TTGACTATCT TTTTGTGGAA GATGTTGATG AAGCTTTGAA GAATCTGTTT GAAATGTTTG ATGCTTTCTG CAAGAATAAT CATGACATGC ACGCCACTGC
401 TCTCAGCTTT CGCCTTCTAA GACAACATGG CTATAGAGTT TCATGTGAAG TTTTTGAAAA GTTTAAGGAT GGCAAAGATG GATTTAAGGT TCCAAATGAG
501 GATGGAGCGG TTGCAGTCCT TGAATTCTTC GAAGCCACGC ATCTCAGAGT CCATGGAGAA GACGTCCTTG ATAATGCTTT TGTCTTCACT AGGAACTACT
601 TGGAATCAGT CTATGCAACT TTGAACGATC CAACCGCGAA TCAAGTCCAC AACGCATTGA ATGAGTTCTC TTTTCGAAGA GGATTGCCAC GCGTGGAAGC
701 AAGGAAGTAC ATATCAATCT ACGAGCAATA CGCATCTCAT CACAAAGGCT TGCTCAAACT TGCTAAGCTG GATTTCAACT TGGTACAAGC TTTGCACAGA
801 AGGGAGCTGA GTGAAGATTC TAGGTGGTGG AAGACTTTAC AAGTGCCCAC AGAGCTATCA TTCGTTAGAG ATCGATTGGT GGAGTCCTAC TTTTGGGCTT
901 CGGGATCTTA TTTCGAACCG AATTATTCGG TAGCTAGGAT GATTTTAGCA AAAGGGCTGG CTGTATTATC TCTTATGGAC GATGTGTATG ATGCATATGG
1001 TACTTTTGAG GAATTACAAG TGTTCACAGA TGCAATCGAA AGGTGGGATG CTTCGTGTTT AGATAAACTT CCAGAGTACA TGAAAATAGT ATACAAGGCC
1101 CTTTTGGATG TGTTTGAGGA AGTTGACGAG GAGGTGATCA AGCTAGGTGC ACCATATCGA GTCTACTATG GAAAAGAAGC CATGAAATAT GCCGCTAGAG
1201 CTTACATGGA AGAGGCCCAA TGGAGGGAGC AAAAGCACAA ACCCACAACT AAGGAGTATA TGAAGCTGGC AACAAAGACC TGTGGCTATA TAACTCTAAT
1301 AATATTATCA TTTCTTGGAG TGGAAGAGGG CATTGTGACT AAAGAAGCCT TCGATTGGGT TTTCTCCCGA CCTCCTTTCG TCGAGGCTAC GTTAATCATT
1401 GCTAGGCTCA TCAATGATAT TACAGGATGC GAGTTTGAGA ACAAACGAGA GCACGTTCGC ACTGCAGTAG AATGCTACAT GGAAGAGCAC AAAGTGGGAA
1501 AGCAAGAGGT GGTGTCTGAA TTCTACAACC AAATGGAGTC AGCATGGAAG GACATAAATG AGTGCCTCCT CAGACCAGCT GAATTTCCAA TCCCTCTACT
1601 TAATCTTATT CTCAATTCTG TCCGAACACT TGAGGTTATT TACAAAGAGG GCGATTCCTA TACACACGTG GGTCCTGCAA TGCAAAACAT CATCAAGCAG
1701 TTGTACCTTC ACCCTGTTCC ATATIMMBACT AGTAACGGCC GCCAGTG

=

(9) Translation ORF pET-17b::PTSi, Linge = 570 AS

1 MASMTGGQQM GRDSSLVPME LYAQSVGVGA ASRPLANFHQ CVWGDKFIVY NPQSSQAGER EQAEELKVEL KRELKEASDN YMRQLKMVDA IQRLGIDYLF
101 VEDVDEALKN LFEMFDAFCK NNHDMHATAL SFRLLRQHGY RVSCEVFEKF KDGKDGFKVP NEDGAVAVLE FFEATHLRVH GEDVLDNAFV FTRNYLESVY
201 ATLNDPTANQ VHNALNEFSF RRGLPRVEAR KYISIYEQYA SHHKGLLKLA KLDFNLVQAL HRRELSEDSR WWKTLQVPTE LSFVRDRLVE SYFWASGSYF
301 EPNYSVARMI LAKGLAVLSL MDDVYDAYGT FEELQVFTDA IERWDASCLD KLPEYMKIVY KALLDVFEEV DEEVIKLGAP YRVYYGKEAM KYAARAYMEE
401 AQWREQKHKP TTKEYMKLAT KTCGYITLII LSFLGVEEGI VTKEAFDWVF SRPPFVEATL ITAREINDIT GCEFENKREH VRTAVECYME EHKVGKQEVV
501 SEFYNQMESA WKDINECLLR PAEFPIPLLN LILNSVRTLE VIYKEGDSYT HVGPAMQNII KQLYLHPVPY

(10) Sequenzierung ROI pET-32b::PTSi, Linge = 2064 Bp

1 GATATACATA TGAGCGATAA AATTATTCAC CTGACTGACG ACAGTTTTGA CACGGATGTA CTCAAAGCGG TTCTGGGCAG
101 AGTGGTGCGG TCCGTGCAAA ATGATCGCCC CGATTCTGGA TGAAATCGCT GACGAATATC AGGGCAAACT TCGATCAAAA
201 CCCTGGCACT GCGCCGAAAT ATGGCATCCG TGGTATCCCG ACTCTGCTGC TGTTCAAAAA CGGTGAAGTG ACTGTCTAAA
301 GENCAGINGA AAGAGINOON CGAGGONANE BNGGEEGGTT CTGGTTCTGG CCATATGEAC CATCATCATE ATEATNTCTTC TGGTGAGAAT CTTTATTTIC



401
501
601
701
801
901
1001
1101
1201
1301
1401
1501
1601
1701
1801
1901
2001

BGGGAGAGTT
CCCACAATCA
CTGAAAATGG
TCTGCAAGAA
GGATGGCAAA
CTTGATAATG
TCTCTTTTCG
GCTGGATTTC
AGAGATCGAT
TATCTCTTAT
ACTTCCAGAG
TATGGAAAAG
TGGCAACAAA
CCGACCTCCT
GTAGAATGCT
TCCTCAGACC
CGTGGGTCCT

GTATGCCCAA
AGCCAGGCTG
TGGATGCAAT
TAATCATGAC
GATGGATTTA
CTTTTGTCTT
AAGAGGATTG
AACTTGGTAC
TGGTGGAGTC
GGACGATGTG
TACATGAAAA
AAGCCATGAA
GACCTGTGGC
TTCGTCGAGG
ACATGGAAGA
AGCTGAATTT
GCAATGCAAA

AGTGTTGGAG
GAGAGAGAGA
ACAACGATTA
ATGCACGCCA
AGGTTCCAAA
CACTAGGAAC
CCACGCGTGG
AAGCTTTGCA
CTACTTTTGG
TATGATGCAT
TAGTATACAA
ATATGCCGCT
TATATAACTC
CTACGTTAAT
GCACAAAGTG
CCAATCCCTC
ACATCATCAA

TGGGTGCTGC
ACAGGCTGAG
GGCATTGACT
CTGCTCTCAG
TGAGGATGGA
TACTTGGAAT
AAGCAAGGAA
CAGAAGGGAG
GCTTCGGGAT
ATGGTACTTT
GGCCCTTTTG
AGAGCTTACA
TAATAATATT
CATTGCTAGG
GGAAAGCAAG
TACTTAATCT
GCAGTTGTAC

CTCTCGTCCT
GAGCTGAAAG
ATCTTTTTGT
CTTTCGCCTT
GCGGTTGCAG
CAGTCTATGC
GTACATATCA
CTGAGTGAAG
CTTATTTCGA
TGAGGAATTA
GATGTGTTTG
TGGAAGAGGC
ATCATTTCTT
CTCATCAATG
AGGTGGTGTC
TATTCTCAAT
CTTCACCCTG

(11) Translation ORF pET-32b::PTSi, Linge = 683 AS
1 MSDKITHLTD DSFDTDVLKA DGAILVDFWA

101 KEEEDANBAG SGSGHMHHHH HHSSGENIYE QGELYAQSVG VGAASRPLAN
201 VDAIQRLGID YLFVEDVDEA LKNLFEMFDA FCKNNHDMHA TALSFRLLRQ
301 AFVFTRNYLE SVYATLNDPT ANQVHNALNE FSFRRGLPRV EARKYISIYE
401 LVESYFWASG SYFEPNYSVA RMILAKGLAV LSLMDDVYDA YGTFEELQVF
501 EAMKYAARAY MEEAQWREQK HKPTTKEYMK LATKTCGYIT LIILSFLGVE
601 YMEEHKVGKQ EVVSEFYNQM ESAWKDINEC LLRPAEFPIP LLNLILNSVR

Fusionsprotein =

CTTGCGAATT
TGGAGCTGAA
GGAAGATGTT
CTAAGACAAC
TCCTTGAATT
AACTTTGAAC
ATCTACGAGC
ATTCTAGGTG
ACCGAATTAT
CAAGTGTTCA
AGGAAGTTGA
CCAATGGAGG
GGAGTGGAAG
ATATTACAGG
TGAATTCTAC
TCTGTCCGAA
TTCCATATIE

TTCATCAATG
AAGAGAGCTG
GATGAAGCTT
ATGGCTATAG
CTTCGAAGCC
GATCCAACCG
AATACGCATC
GTGGAAGACT
TCGGTAGCTA
CAGATGCAAT
CGAGGAGGTG
GAGCAAAAGC
AGGGCATTGT
ATGCGAGTTT
AACCAAATGG
CACTTGAGGT
BGAT

TGTGTGGGGA
AAGGAAGCAT
TGAAGAATCT
AGTTTCATGT
ACGCATCTCA
CGAATCAAGT
TCATCACAAA
TTACAAGTGC
GGATGATTTT
CGAAAGGTGG
ATCAAGCTAG
ACAAACCCAC
GACTAAAGAA
GAGAACAAAC
AGTCAGCATG
TATTTACAAA

GACAAATTCA
CAGACAACTA
GTTTGAAATG
GAAGTTTTTG
GAGTCCATGG
CCACAACGCA
GGCTTGCTCA
CCACAGAGCT
AGCAAAAGGG
GATGCTTCGT
GTGCACCATA
AACTAAGGAG
GCCTTCGATT
GAGAGCACGT
GAAGGACATA
GAGGGCGATT

SEQUENZDATEN XXXV

TTGTGTACAA
CATGCGGCAA
TTTGATGCTT
AAAAGTTTAA
AGAAGACGTC
TTGAATGAGT
AACTTGCTAA
ATCATTCGTT
CTGGCTGTAT
GTTTAGATAA
TCGAGTCTAC
TATATGAAGC
GGGTTTTCTC
TCGCACTGCA
AATGAGTGCC
CCTATACACA

FHQCVWGDKF
HGYRVSCEVF
QYASHHKGLL
TDAIERWDAS
EGIVTKEAFD
TLEVIYKEGD

(12) a-Humulensynthase cDNA, GenBank AB247331 [86], Linge = 1647 Bp

-

101
201
301
401
501
601
701
801
901
1001
1101
1201
1301
1401
1501
1601

-

101
201
301
401
501
601
701
801
901
1001
1101
1201
1301
1401
1501
1601
1701

ATGGAGAGGC
ACTACTCTTG
GCAAATTATG
GTTGAGAATT
ATAAGGGCAG
CGAAGCTATT
TATCGAAGAA
TCAATCTACT
AGTAGTGGAA
ATGGATGACA
AATACTTAAA
GGAAATAAAA
ACAGCCGGGT
TTAAATCCTG
GAAAGAGCAT
CAAGTAGCTC
TGAAAGACAA

ACTTTAAGAA
TGGTGGGAGA
AAAGGAGTGT
TCCATTCAAT
AGGTGTCGCT
GCTGAACGGC
TGCCAGTTAG
TGGTGCGCAA
CCAGGAAGAA
ATCGTTGCAG
ACTCGACTCT
AAAACTGCTT
GCATATTTTC
CTTGCGCCTC
CCGCTTGATG
AAAGTGGCTT
AAATTATCCT
CTTTGTGGAA

AGTCGATGGC
TTTGCCCCTC
ATTTTGGTTG
ATGGGCTTTA
ATTTTTGCCG
TCTTTTACAA
CTAGAAGACT
ACAATCTCTC
TGTTATTATT
TCTATGATAA
AGACTTTTAT
GTTCTATCAA
ATTTTGCGGT
CAGTATACAT
GGTACAAGTG
GGCCTTTAAT
TGTCTCTCTC

GGAGATATAC
TAAAGAGGAA
ATGATTAAGC
TATTAGGGTT
GCGATTCCGC
GATGCGAAAG
AATCCCTGCT
ATACATTCCG
GTCAAAAAAA
TGTATTTCGA
GGAAGAATCA
AAAACGTACA
AGGAGGCAAA
GTACGTGGGT
GATGATATCA
GTGAGAAACT
GAACCTGTCT
TCTTTCTTGA

CCTTGTTGGT
GAAAAGGAGT
ATTCGATTCA
TGAAGTTTCC
ACCTTGAATG
AGTGCCAACT
CTTGGTGAGA
CATCAAGAGG
GGATAGTTGC
CTACAGCACA
CTCAAGCTAT
GAGCTTATTT
TGCATGTGCC
TGTAGACTTA
CAAAAGTGGC
TGAAATAATA
ATATTTGTTG

CATGGGCEAT
ATCATCCGCA
GCGTGGAAGA
AGATTATCAC
CTGCTGCGCC
GGCTGCTGAA
GGGGGAACTG
ATTTATCAAG
TCACCATCTG
ACCTCAGTAT
CGCCTGCTGA
AAGATTTTGA
GTGGGGCGTC
TTGGGTGAAG
CGTCGCATCA
TCAGGTCATG
CGTGCTATGG
TCIBBCATAT

GATAAGGAAG
GCATGATAAA
ACTTCTTGGA
CTTCGATTTA
GAGATGCAAA
TGAATCTTTG
AAATATATAC
AAGTGAAGAA
GGTGTATTTT
TTAGAAGAAA
TAAAGACTTA
CCAAGAAGCT
TCTTACGTAG
TGGATGATAT
TTGCGAGAAG
TTGAACCTCT
AATCCTTTCT

CATCATCATC
AATCCTTTGA
ACTGAAGGAC
TTTGAGAAAG
AACATGGCTA
TCTGTACAAT
GAACAGCCGC
AGAAAGTTAT
GTGGAACGAT
TCACGCGCTC
CCGAGGCTAT
AGACGAATTG
GAACGCTACG
ATGCAACCAA
ACGGGAACAG
GTAGAACAAA
AAGACATTTA
GCTCGAGGAT

AGATAATTCG
GAGGGTGGAA
TTGGATTATC
GATTGCTTAG
GGGACTACTA
TTGGGTGAAC
CTATTTATCA
AATTACAATA
GAACCTCAAT
GTCGACTATT
CAAAGATTTC
AAATGGGGTG
GTTTGGGAGA
AACTTCACAC
TTGCAAGTGA
CAAGAGCCAT
TATTIEE

GTACCACCCG
CGTGTCCGCA
AAATTACGGC
CAACCTGTCC
GCGGCGTACC
TGGCGATCGA
GAGGAACGAT
CTGGCGCTGA
GTGTCATTAC
CGAGCGGTGG
GAGCCGAACG
TCCCGGCCCT
AGAAACCTTT
GAGCGCGATC
AATGGAAAGA
CAAACACAAA
CCGGCTGC

TAAGTCATTT
GAGTTAAAAG
ATTTTGAGAA
GCAACATGGA
AACTTATACA
TTGAGCAGCC
AGAGAAAGTG
TGGTGGAATG
ATTCTCGAGC
AACTGAGGCA
GAAGATGAAC
TGGAAAGATA
AGATGCAACA
CAGCGGGAAC
TGGTGGAGCA
GGAAGACATA

(13) Sequenzierung ROI pET-16b::HUM (codon-optimiert), Linge = 1748 Bp
ATCATCATCA

EATCEACAGC
ACCGTGTGGG
ATCTGTTCGA
AGCGCTTCGT
CCTGATGTAT
TCGGTACGCA
GGTGTCGCTG
ACGATTTTGG
CGAAGTCTCT
TAGCAAAGCC
GAACCGCAGG
AAAAATATCG
GGAAGAGCAC
GAATGGGTGG
ATTTTGCATC
TCTCAACGAA
GATACCTACA

(14) Translation ORF pET-16b::HUM (codon-optimiert), Linge = 567 AS
MGHHHHEHEEH HHSSGHEEGR ERQSMALVGD KEEIIRKSFE
DYHFEKEITA ALRLIYEADV ENYGLYEVSL RFRLLRQHGY
GELEQPLAIE VSLFLETPLY RRTRRLLVRK YIPIYQEKVM
PQYSRARVIT SKAISLMSIM DDI¥DNYSTL EESRLLTEAI
WGVERYVPAL EEHLLVSLIT AGYFAVACAS YVGLGEDATK
QVMVEQKWKD LNEECLRPTQ VARPLIEIIL NLSRAMEDIY

1
101
201
301
401
501

YHPTVWGDYF
NLSPDVFNKF
RNDTILELAK
ERWEPQAVDC
ETFEWVASSP
KHKDTYTNSN

IRNYSCLPLE
KDDKGRFLPT
LDFNLLQSLH
VPEYLKDFYL
KILKSCSIHC
TRMKDNVSLI

IVYNPQSSQA
EKFKDGKDGF
KLAKLDFNLV
CLDKLPEYMK
WVFSRPPFVE
SYTHVGPAMQ

GAATATCACC
ATCGAGTGAG
AGAAATAACT
TATAATTTGT
ATGCGGCTTA
TTTAGCAATA
ATGCGAAATG
ATTTAGCACT
ACGAGTAATT
ATCGAAAGGT
TAGAACCCAA
TGTACCAGCA
AAAGAGACAT
AAGAAAGAGA
AAAATGGAAG
TACAAGCACA

GEREQAEELK
KVPNEDGAVA
QALHRRELSE
IVYKALLDVF
ATLIIAREIN
NIIKQLYLHP

CTACTGTTTG
AAACCTATTC
GCGGCACTAA
CTCCAGATGT
TCTTGGAACA
GAGGTGTCTC
ATACTATATT
GACTAAATCT
ACTTCCAAGG
GGGAACCCCA
TGAAAAGTAT
CTCGAGGAGC
TTGAATGGGT
CCATTTCGCT
GATTTGAACG
AAGATACTTA

VELKRELKEA
VLEFFEATHL
DSRWWKTLQV
EEVDEEVIKL
DITGCEFENK
VPYR

GGGTGACTAT
GAGGAAACAC
GATTGATTTA
TTTCAACAAG
CATGAAGAGA
TTTTCCTTGA
AGAACTTGCA
TTAAAATTTG
CCATTTCTCT
AGCAGTTGAT
CGCATACCAT
ATCTTCTTGT
TGCTAGTTCC
TCAACAGTTG
AGGAATGCCT
TACTAATTCC

AGCGGCCATA TEGAAGGTEG MGAGCGACAA

GTGATTATTT
GGAAACCCAC
CTGATTTATG
TTAATAAATT
CGAGGAAACT
TTCTTGGAAA
AACTTGCAAA
CAAATTTGCG
ATCAGTCTGA
CGGTCGACTG
CATCCCATAT
CTGCTAGTGT
CTTCGAGCCC
GACCGTGGAA
GAGTGTTTAA
CCAATTCTAA

KECMIKRVEE
LNGDAKGLLN
QEEVKKITIW
KLLKTYKDFE
RLMDDITSHQ
FVESFLIE

CATCCGTAAT
GACGTTCTGC
AGGCGGATGT
TAAAGATGAC
ATCCTTGATG
CGCCATTGTA
ATTGGATTTC
CGTGATCGTG
TGTCCATTAT
TGTTCCCGAA
CTGCAGGAAG
CTCTTATCAC
GAAAATCTTA
TCGTACATGA
GACCCACCCA
CACCCGCATG

LKDRVRNLFE
LYNAAYLGTH
WNDLALTKSL
DELEPNEKYR
REQERDHFAS

TACAGTTGCC
AGATCATGAT
GGAGAATTAT
AAAGGTCGCT
AAGCGATTTC
CCGACGTACG
AATCTCCTAC
TGGTGGAGTG
GGATGACATT
TATCTGAAAG
AGATAAAAGT
GGCGGGTTAC
AAAAGCTGCT
AGGAACACGG
GGTAGCACGT
AAAGATAATG

ETHDVLQIMI
EETILDEAIS
KFARDRVVEC
IPYLQEEIKV
TVESYMKEHG

SDNYMRQLKM
RVHGEDVLDN
PTELSFVRDR
GAPYRVYYGK
REHVRTAVEC

TTCATCCGGA
ATGACGTATT
CGAGGCTGAT
TTCAAAGATG
CTATACTCGA
AACACCACTA
AAGTTGGATT
CTCGTGACCG
TATGTCGATT
TGTGTACCAG
ATCTTCAAGA
TTCATTGATA
CCTAAGATCC
AGAGTTACAT
ACGTCCAACA
AACACTAGGA

TCGATGGCGC
TGCCGCTCGA
TTTGGTTGAC
GGACTGTATG
TTCTGCCCAC
GTTCACGAAA
CGTCGGTTGT
AGAGTCTTCA
TTATTATTGG
TATGACAATT
ATTTTTATTT
ATTATCTCGT
TTCGCAGTCG
CGATCCATTG
TACCTCAGCA
CCTTTGATTG
TGTCGCTGAT

LVDSIQLLGL
FTKCQLESLL
YYWIVAVYFE
LSRAYFQEAK
TSAKVACEKL



XXXVI

SEQUENZDATEN

(15) Zizaensynthase cDNA, GenBank HI931360, Sequenz 2 aus Patent WO2010134004 [250], Linge = 1668 Bp

101
201
301
401
501
601
701
801
901
1001
1101
1201
1301
1401
1501
1601

1 ATGGCGACGA
CCTACCAGCC
CAGTAACCTC
TATAATGGCA
CAGATGTGTT
TGAGGAGAAA
TGCACATTGG
TAGAGTTTGC
TCTGACATTT
ATGTTTCTAT
AGGCCACCGA
GAATGCTGAA
GAGCACCTGC
GTGCTTTCAC
GGCATCAACG
GTTGAGGAAT
AATACACCAT

CTGCCGCCTT
ATGCACGCCG
GCACGGAAGC
AGGACGACGA
TCTGAAGTTC
ATTCTTGACA
AGACACCTCG
AAGGCTGGAC
GCACGAGATA
CCGTGGCATT
ACAACTGCCA
TTAGTCAAGA
AGCTTTCAAT
TTATCCAAAA
TTGCAAACTT
GCCTTTATAA
ACCATCAAAA

CTGCCTCACC ACCACTCCGA
GAAGAGGTCC AGTCCATGGA
TGGGCCTTGT CGATGAGCTA
TAATGGAGGT TCTGATGACG
AGAGATGAGC AAGGAAATAT
ACATCAACAG TTTCACCAAG
ATTCAGAAGG GTTGAGAGAA
TACAATATCG TGCAAATTCT
GAATTGTGGA GATGTATTTC
GTTGGATGAC ATCTATGACA
GCAAACATGA GGACATTCTA
AAGTGCTGAT TGACGCCGCT
GCGAAGCATT GCAGCTATGC
ATTATTAGAG GTATATGTGT
GCATGAAGCA GTATGGGATT
GGACCAGTAT CCCCTGGCGC
CTCAAGGACA GTCTAGACTC

TCGGCGAGCC
GGAGAGGGCT
GAGCGGCTCG
ACCTCTATAT
TTCAAGTGAT
AGCTGCCTCC
TCGAAGCGAA
CTACTGCAAG
TGGGTCATGG
ATTATACGAG
CGATTACTTA
AAATGCTACC
ACTCCATCAA
TCACGCACGT
ACAGTAGAGG
TTTCGGAGAG
ATTGTACGTC

AGTCTGTCGC
CTGGCCAAGA
GGGTGGACTA
CACATCGCTT
GATGTGAAAT
AATCAGTTTT
ACGCTTTATC
GAGCTGAAAG
CAATTATTTA
CACAGAGGAG
ATTTGTACAA
ATTCGGAGGT
CTTTGTCTTC
ATTAGTAACG
AAGCTGCTGA
GGTGGTGGCT
AATTTGATTC

CGGCAGTACC
AGACGGAGGT
TCACTACAAG
AAGTTCTATC
GCCTGATCAT
AGAAACAAAT
TCAGCGTACG
AACTTACAGT
CGAGCCTTGT
AGCAATATCT
CAGATGAGGT
CAAATGGCGT
ATTTCACTGG
ATATCGCGTC
AAAGCTCAGA
TTTGCACAAT
CAGTTINGA

TCCCAACCGT
GGGGCGCATG
ACGGAGATCA
TGCTCAGGAA
GTTGTATGAT
TTGGAACCGG
AAAAGAACAT
ATGGTGGAAG
TACTCGTATT
TTACTACGGC
CGTAGAAGAA
GATGACCACT
GAGCTGTGTG
ACATGAGCGA
GTAATAAACG
CAATATGTTT

(16) Zizaensynthase cDNA (codon-optimiert), GenBank KP231534 [251], Linge = 1668 Bp

1
101
201
301
401
501
601
701
801
901

1001
1101
1201
1301
1401
1501
1601

ATGGCAACCA
CGTACCAGCC
TTCTAATTTA
TACAATGGGA
GCGATGTTTT
CGAGGAAAAA
TGTACATTAG
TGGAATTTGC
TTTAACCTTT
ATGTTTTTAA
AAGCAACCGA
AAATGCGGAA
GAGCATCTGC
GTGCATTTAC
GGCCTCTACC
GTCGAGGAGT
AATACACTAT

CTGCTGCGTT
GTGTACCCCG
GCGCGCAAAC
AAGACGATGA
TTTAAAATTT
ATTTTAGACA
AGACCCCGCG
CCGTCTGGAC
GCGCGTGACC
GTGTGGCGCT
ACAGCTGCCG
CTCGTTAAGA
AGCTGTCGAT
GTACCCAAAA
CTGCAGACCT
GCCTGTATAA
CCCATCAAAA

TTGCTTAACA ACTACGCCAA
GAGGAAGTGC AATCGATGGA
TGGGCTTGGT TGATGAACTG
CAATGGGGGC AGTGATGATG
CGCGACGAAC AGGGAAACAT
ATATCAACTC ATTCACTAAA
CTTCCGCCGC GTGGAGCGGA
TACAACATTG TGCAAATCCT
GTATCGTGGA GATGTATTTT
CCTGGATGAT ATCTATGACA
GCAAACATGC GCACGTTCTA
AAGTGCTGAT TGATGCAGCG
GAGGAGTATC GCGGCGATGC
ATCATTCGCG GGATTTGTGT
GTATGAAACA ATATGGGATT
AGATCAGTAT CCGTTGGCCC
CTGAAGGACA GCCTTGATAG

TTGGGGAGCC
GGAACGCGCG
GAACGACTTG
ACCTTTATAT
TTCGAGCGAT
TCCTGTCTGC
TCGAAGCGAA
CTATTGTAAA
TGGGTCATGG
ATTATACTAG
TGACTACTTG
AAATGTTACC
ACAGTATCAA
GCATGCGCGT
ACCGTGGAGG
TCTCCGAGCG
CTTGTATGTA

GGTGTGCAGA
TTGGCGAAGA
GTGTAGATTA
CACTTCACTG
GATGTCAAAT
AGTCTGTACT
ACGCTTCATT
GAACTCAAAG
CGATTATCTA
CACCGAGGAG
ATCTGCACCA
ACAGCGAAGT
TTTCGTCTTC
ATAAGTAATG
AGGCGGCCGA
GGTTGTAGCT
AATCTGATTC

(17) (+)-Zizaensynthase Protein, GenBank AJQ30127 [251], Linge = 555 AS

1 MATTAAFCLT TTPIGEPVCR
101 YNGKDDDNGG SDDDLYITSL
201 CTLETPRFRR VERIEAKRFI
301 MFLSVALLDD TYDNYTSTEE
401 EHLQLSMRSI AAMHSINFVF
501 VEECLYKDQY PLALSERVVA

1
101
201
301
401
501
601
701
801
901

1001
1101
1201
1301
1401
1501
1601
1701

TTGTTTAACT
GCGTTTTGCT
CCCCGGAGGA
CAAACTGGGC
GATGACAATG
AATTTCGCGA
AGACAATATC
CCGCGCTTCC
TGGACTACAA
TGACCGTATC
GCGCTCCTGG
TGCCGGCAAA
TAAGAAAGTG
TCGATGAGGA
CAAAAATCAT
GACCTGTATG
TATAAAGATC
CAAAACTGAA

TTAAGAAGGA
TAACAACTAC
AGTGCAATCG
TTGGTTGATG
GGGGCAGTGA
CGAACAGGGA
AACTCATTCA
GCCGCGTGGA
CATTGTGCAA
GTGGAGATGT
ATGATATCTA
CATGCGCACG
CTGATTGATG
GTATCGCGGC
TCGCGGGATT
AAACAATATG
AGTATCCGTT
GGACAGCCTT

RQYLPTVWGS FFLTYQPCTP EEVQSMEERA LAKKTEVGRM
KFYLLRKHGY ALSSDVFLKF RDEQGNISSD DVKCLIMLYD
SAYEKNIARD DALLEFARLD YNIVQILYCK ELKELTVWWK
SNIFTTAMER WDVKATEQLP ANMRTFYDYL ICTTDEVVEE
ISLGAVCTRE AVECAFTYPK IIRGICVHAR ISNDTASHER
FAQSICFMYN GVDKYTIPSK LKDSLDSLYV NLIPVE

GATATACCAT GGGCICATCAT
GCCAATTGGG GAGCCGGTGT
ATGGAGGAAC GCGCGTTGGC
AACTGGAACG ACTTGGTGTA
TGATGACCTT TATATCACTT
AACATTTCGA GCGATGATGT
CTAAATCCTG TCTGCAGTCT
GCGGATCGAA GCGAAACGCT
ATCCTCTATT GTAAAGAACT
ATTTTTGGGT CATGGCGATT
TGACAATTAT ACTAGCACCG
TTCTATGACT ACTTGATCTG
CAGCGAAATG TTACCACAGC
GATGCACAGT ATCAATTTCG
TGTGTGCATG CGCGTATAAG
GGATTACCGT GGAGGAGGCG
GGCCCTCTCC GAGCGGGTTG
GATAGCTTGT ATGTAAATCT

GCAGACGTCA
GAAGAAAACC
GATTACCACT
CACTGAAATT
CAAATGCCTG
GTACTTGAGA
TCATTTCAGC
CAAAGAGTTA
ATCTATGAAC
AGGAGTCTAA
CACCACCGAT
GAAGTTAAAT
TCTTCATCTC
TAATGACATT
GCCGAGAAAT
TAGCTTTTGC
GATTCCGGTG

(18) Sequenzierung ROI pET-16b::ZIZA (codon-optimiert), Linge = 1776 Bp
CATCATCATC ATCATCATCA

ATATCTGCCG
GAAGTTGGCC
ACAAAACCGA
CTACCTCCTG
ATCATGCTCT
CGAACCTAGA
CTATGAGAAA
ACAGTATGGT
CCTGCTACAG
TATCTTCACG
GAAGTGGTGG
GGCGGGACGA
ACTGGGAGCA
GCTAGCCACG
TGCGCGTGAT
ACAGTCCATT
MEACATATGC

(19) Translation ORF pET-16b::ZIZA (codon-optimiert), Linge = 574 AS

1 MGHHHHHHHH HHSSGHIEGR ATTAAFCLTT TPIGEPVCRR QYLPTVWGSF FLTYQPCTPE
101 RLGVDYHYKT EINDLLGAIY NGKDDDNGGS DDDLYITSLK FYLLRKHGYA LSSDVFLKFR
201 CLQSVLETNL EPALQEEVRC TLETPRFRRV ERIEAKRFIS AYEKNIARDD ALLEFARLDY
301 VMAIIYEPCY SYSRIWVTKM FLSVALLDDI ¥DNYTSTEES NIFTTAMERW DVKATEQLPA
401 CYHSEVKWRD DHYVPNDVGE HLQLSMRSIA AMHSINFVFI SLGAVCTREA VECAFTYPKI
501 VEEAAEKLRV INEESWMDIV EECLYKDQYP LALSERVVAF AQSICFMYNG VDKYTIPSKL

1
101
201
301
401
501
601
701
801
901

AATTATTAAG
CCAATTGGGG
TGGAGGAACG
ACTGGAACGA
GATGACCTTT
ACATTTCGAG
TAAATCCTGT
CGGATCGAAG
TCCTCTATTG
TTTTTGGGTC

AGGTAATACA
AGCCGGTGTG
CGCGTTGGCG
CTTGGTGTAG
ATATCACTTC
CGATGATGTC
CTGCAGTCTG
CGAAACGCTT
TAAAGAACTC
ATGGCGATTA

CCATGAATCA CAAAGTGEAT
CAGACGTCAA TATCTGCCGA
AAGAAAACCG AAGTTGGCCG
ATTACCACTA CAAAACCGAA
ACTGAAATTC TACCTCCTGC
AAATGCCTGA TCATGCTCTA
TACTTGAGAC GAACCTAGAA
CATTTCAGCC TATGAGAAAA
AAAGAGTTAA CAGTATGGTG
TCTATGAACC CTGCTACAGC

CCGTGTGGGG
CATGCTTCAG
ATCAACGATT
GTAAACACGG
TGACGCATCG
CCAGCGTTAC
ACATTGCACG
GAAAGAGTTC
TACTCGCGTA

(20) Sequenzierung ROI pColdI::ZIZA (codon-optimiert), Linge = 1797 Bp
CATCATCATC ATCATATCGA

CAGCTTCTTC
GAAGTGGCCG
TGTTAGGAGC
ATACGCTCTG
CATCTGCGCA
AGGAAGAGGT
CGATGACGCA
CACTCGCGCA
TTTGGGTGAC

CGTCAATATC
AAACCGAAGT
CCACTACAAA
AAATTCTACC
GCCTGATCAT
TGAGACGAAC
TCAGCCTATG
AGTTAACAGT
TGAACCCTGC
TCTAATATCT
CCGATGAAGT
TAAATGGCGG
ATCTCACTGG
ACATTGCTAG
GAAATTGCGC
TTTGCACAGT
CGGTGHEH

LQEVAASSNL
ASHLRIHEEK
EFHSRTNLTF
LKLQNNKNAE
EQASEHMAST

MEABAGCAGC
ACCGTGTGGG
GCATGCTTCA
AATCAACGAT
CGTAAACACG
ATGACGCATC
ACCAGCGTTA
AACATTGCAC
GGAAAGAGTT
CTACTCGCGT
ACTGCCATGG
AGGAACTGAA
TCATTATGTT
GTTTGCACAC
AGCGCGAACA
TAACGAAGAA
TGCTTTATGT
TCGAGGATCC

EVQSMEERAL
DEQGNISSDD
NIVQILYCKE
NMRTFYDYLI
IRGICVHARI
KDSLDSLYVN

AGGTAGGGCA
CTGACGTACC
CCAGTTCTAA
CATTTACAAT
TCCAGCGATG
TCCACGAGGA
GCGTTGTACA
CTGCTGGAAT
CCAATTTAAC
CAAGATGTTT

TGCCGACCGT
TGGCCGCATG
ACCGAAATCA
TCCTGCGTAA
GCTCTATGAC
CTAGAACCAG
AGAAAAACAT
ATGGTGGAAA
TACAGCTACT
TCACGACTGC
GGTGGAGGAA
GACGATCATT
GAGCAGTTTG
CCACGAGCGC
GTGATTAACG
CCATTTGCTT

ARKLGLVDEL
ILDNINSFTK
ARDRIVEMYF
LVKKVLIDAA
LQTCMKQYGI

GGCCATATCG
GCAGCTTCTT
GGAAGTGGCC
TTGTTAGGAG
GATACGCTCT
GCATCTGCGC
CAGGAAGAGG
GCGATGACGC
CCACTCGCGC
ATTTGGGTGA
AGCGGTGGGA
ACTTCAAAAC
CCGAATGATG
GCGAAGCCGT
AGCAAGTGAA
AGCTGGATGG
ATAATGGCGT
GGCTGC

AKKTEVGRML
VKCLIMLYDA
LKELTVWWKE
CTTDEVVEEL
SNDIASHERE
LIPVE

ACCACTGCTG
AGCCGTGTAC
TTTAGCGCGC
GGGAAAGACG
TTTTTTTAAA
AAAAATTTTA
TTAGAGACCC
TTGCCCGTCT
CTTTGCGCGT
TTAAGTGTGG

CTGGGGCAGC
TTGCAGGAGG
ACGACTTGCT
GCATGGGTAC
GCCTCACATT
CTCTCCAAGA
AGCACGAGAT
GAGTTCCATT
CACGGATATG
CATGGAAAGG
TTGAAACTTC
ACGTCCCTAA
TACTAGGGAG
GAACAAGCTT
AGGAGTCATG
CATGTACAAT

GTGGGGCAGC
CTTCAGGAAG
ACGATTTGTT
ACACGGATAC
GCATCGCATC
CGTTACAGGA
TGCACGCGAT
GAGTTCCACT
CGCGTATTTG
CATGGAGCGG
CTGAAACTTC
ATGTTCCGAA
CACACGCGAA
GAACAAGCAA
AAGAAAGCTG
TATGTATAAT

ERLGVDYHYK
SCLQSVLETN
WVMAIIYEPC
KCYHSEVKWR
TVEEAAEKLR

AAGGTCGTGC
CCTGACGTAC
GCCAGTTCTA
CCATTTACAA
GTCCAGCGAT
ATCCACGAGG
TGCGTTGTAC
ACTGCTGGAA
ACCAATTTAA
CCAAGATGTT
CGTCAAAGCA
AACAAAAATG
TGGGAGAGCA
TGAATGTGCA
CATATGGCCT
ATATCGTCGA
GGATAAATAC

QEVAASSNLA
SHLRIHEEKI
FHSRTNLTFA
KLQNNKNAEL
QASEHMASTL

CGTTTTGCTT
CCCGGAGGAA
AAACTGGGCT
ATGACAATGG
ATTTCGCGAC
GACAATATCA
CGCGCTTCCG
GGACTACAAC
GACCGTATCG
CGCTCCTGGA

TTCTTCCTCA
TCGCCGCCTC
GGGTGCCATT
GCTTTATCTT
TGAGGATTCA
GGAGGTGCGG
GACGCCCTAC
CACGGACAAA
GGTTACAAAA
TGGGATGTGA
AGAATAATAA
TGATGTTGGA
GCGGTTGAGT
CGGAGCATAT
GATGGACATC
GGTGTAGATA

TTCTTCCTGA
TGGCCGCCAG
AGGAGCCATT
GCTCTGTCCA
TGCGCATCCA
AGAGGTGCGT
GACGCACTGC
CGCGCACCAA
GGTGACCAAG
TGGGACGTCA
AAAACAACAA
TGATGTGGGA
GCCGTTGAAT
GTGAACATAT
GATGGATATC
GGCGTGGATA

TEINDLLGAI
LEPALQEEVR
YSYSRIWVTK
DDHYVPNDVG
VINEESWMDI

AACCACTGCT
CAGCCGTGTA
ATTTAGCGCG
TGGGAAAGAC
GTTTTTTTAA
AAAAAATTTT
ATTAGAGACC
TTTGCCCGTC
CCTTTGCGCG
TTTAAGTGTG
ACCGAACAGC
CGGAACTCGT
TCTGCAGCTG
TTTACGTACC
CTACCCTGCA
GGAGTGCCTG
ACTATCCCAT

RKLGLVDELE
LDNINSFTKS
RDRIVEMYFW
VKKVLIDAAK
QTCMKQYGIT

AACAACTACG
GTGCAATCGA
TGGTTGATGA
GGGCAGTGAT
GAACAGGGAA
ACTCATTCAC
CCGCGTGGAG
ATTGTGCAAA
TGGAGATGTA
TGATATCTAT



SEQUENZDATEN XXXVII

1001
1101
1201
1301
1401
1501
1601
1701

GACAATTATA
TCTATGACTA
AGCGAAATGT
ATGCACAGTA
GTGTGCATGC
GATTACCGTG
GCCCTCTCCG
ATAGCTTGTA

CTAGCACCGA
CTTGATCTGC
TACCACAGCG
TCAATTTCGT
GCGTATAAGT
GAGGAGGCGG
AGCGGGTTGT
TGTAAATCTG

GGAGTCTAAT
ACCACCGATG
AAGTTAAATG
CTTCATCTCA
AATGACATTG
CCGAGAAATT GCGCGTGATT
AGCTTTTGCA CAGTCCATTT
ATTCCGGTGH EHCATATGGA

ATCTTCACGA
AAGTGGTGGA
GCGGGACGAT
CTGGGAGCAG
CTAGCCACGA

CTGCCATGGA
GGAACTGAAA
CATTATGTTC
TTTGCACACG
GCGCGAACAA
AACGAAGAAA
GCTTTATGTA
GCTCGGTACC

GCGGTGGGAC
CTTCAAAACA
CGAATGATGT
CGAAGCCGTT
GCAAGTGAAC
GCTGGATGGA
TAATGGCGTG
CTCGAGGGAT

GTCAAAGCAA
ACAAAAATGC
GGGAGAGCAT
GAATGTGCAT
ATATGGCCTC
TATCGTCGAG
GATAAATACA
CCGAATTCAA

CCGAACAGCT
GGAACTCGTT
CTGCAGCTGT
TTACGTACCC
TACCCTGCAG
GAGTGCCTGT
CTATCCCATC
GCTTGTCGAC

GCCGGCAAAC
AAGAAAGTGC
CGATGAGGAG
AAAAATCATT
ACCTGTATGA
ATAAAGATCA
AAAACTGAAG
CTGCAGTCTA

ATGCGCACGT
TGATTGATGC
TATCGCGGCG
CGCGGGATTT
AACAATATGG
GTATCCGTTG
GACAGCCTTG
GATAGGT

(21) Translation ORF pColdI::ZIZA (codon-optimiert), Linge = 569 AS

1 MNHKVHHHHH HIEGRATTAA FCLTTTPIGE PVCRRQYLPT VWGSFFLTYQ PCTPEEVQSM
101 YHYKTEINDL LGAIYNGKDD DNGGSDDDLY ITSLKFYLLR KHGYALSSDV FLKFRDEQGN
201 LETNLEPALQ EEVRCTLETP RFRRVERIEA KRFISAYEKN IARDDALLEF ARLDYNIVQI
301 YEPCYSYSRI WVTKMFLSVA LLDDI¥DNYT STEESNIFTT AMERWDVKAT EQLPANMRTF
401 VKWRDDHYVP NDVGEHLQLS MRSIAAMHSI NFVFISLGAV CTREAVECAF TYPKIIRGIC
501 EKLRVINEES WMDIVEECLY KDQYPLALSE RVVAFAQSIC FMYNGVDKYT IPSKLKDSLD

EERALAKKTE
ISSDDVKCLI
LYCKELKELT
YDYLICTTDE
VHARISNDTA
SLYVNLIPVE

VGRMLQEVAA
MLYDASHLRI
VWWKEFHSRT
VVEELKLQNN
SHEREQASEH

SSNLARKLGL
HEEKILDNIN
NLTFARDRIV
KNAELVKKVL
MASTLQTCMK

VDELERLGVD
SFTKSCLQSV
EMYFWVMAII
IDAAKCYHSE
QYGITVEEAA

(22) Sequenzierung ROI pET-SUMO::ZIZA (codon-optimiert), Linge = 2063 Bp

1 TAAGAAGGAG ATATACATAT GGGCAGCAGC AMEATEAEGG CAGCGGCCTG GTGCCGCGCG GCAGCGCTAG CHNGHOGEAE
101 TGGATCTTCA GAGATCTTCT
201 AGATTCTTGT ACGACGGTAT
301 BEBGEGCAAC CACTGCTGCG
401 GACGTACCAG CCGTGTACCC
501 AGTTCTAATT TAGCGCGCAA
601 TTTACAATGG GAAAGACGAT
701 CAGCGATGTT TTTTTAAAAT
801 CACGAGGAAA AAATTTTAGA
901 GTTGTACATT AGAGACCCCG
1001 GCTGGAATTT GCCCGTCTGG
1101 AATTTAACCT TTGCGCGTGA
1201 AGATGTTTTT AAGTGTGGCG
1301 CAAAGCAACC GAACAGCTGC
1401 AAAAATGCGG AACTCGTTAA
1501 GAGAGCATCT GCAGCTGTCG
1601 ATGTGCATTT ACGTACCCAA
1701 ATGGCCTCTA CCCTGCAGAC
1801 TCGTCGAGGA GTGCCTGTAT
1901 TAAATACACT ATCCCATCAA
2001

CATCATCATC
ATCAAGAAGC TAAGCCAGAG GTCAAGCCAG AAGTCAAGCC TGAGACTCAC ATCAATTTAA AGGTGTCCGA
AAAGACCACT CCTTTAAGAA GGCTGATGGA AGCGTTCGCT AAAAGACAGG GTAAGGAAAT GGACTCCTTA
GCTGATCAGA CCCCTGAAGA TTTGGACATG GAGGATAACG ATATTATTGA GGCTCACAGA GAACAGATTG TTTTGCTTAA
CGGAGGAAGT
ACTGGGCTTG
GACAATGGGG
TTCGCGACGA
CAATATCAAC
CGCTTCCGCC
ACTACAACAT
CCGTATCGTG
CTCCTGGATG
CGGCAAACAT
GAAAGTGCTG
ATGAGGAGTA
AAATCATTCG
CTGTATGAAA
AAAGATCAGT
AACTGAAGGA

CAACTACGCC
GCAATCGATG
GTTGATGAAC
GCAGTGATGA
ACAGGGAAAC
TCATTCACTA
GCGTGGAGCG
TGTGCAAATC
GAGATGTATT
ATATCTATGA
GCGCACGTTC
ATTGATGCAG
TCGCGGCGAT
CGGGATTTGT
CAATATGGGA
ATCCGTTGGC
CAGCCTTGAT

AATTGGGGAG
GAGGAACGCG
TGGAACGACT
TGACCTTTAT
ATTTCGAGCG
AATCCTGTCT
GATCGAAGCG
CTCTATTGTA
TTTGGGTCAT
CAATTATACT
TATGACTACT
CGAAATGTTA
GCACAGTATC
GTGCATGCGC
TTACCGTGGA
CCTCTCCGAG
AGCTTGTATG

CCGGTGTGCA
CGTTGGCGAA
TGGTGTAGAT
ATCACTTCAC
ATGATGTCAA
GCAGTCTGTA
AAACGCTTCA
AAGAACTCAA
GGCGATTATC
AGCACCGAGG
TGATCTGCAC
CCACAGCGAA
AATTTCGTCT
GTATAAGTAA
GGAGGCGGCC
CGGGTTGTAG
TAAATCTGAT

GACGTCAATA TCTGCCGACC
GAAAACCGAA GTTGGCCGCA
TACCACTACA AAACCGAAAT
TGAAATTCTA CCTCCTGCGT
ATGCCTGATC ATGCTCTATG
CTTGAGACGA ACCTAGAACC
TTTCAGCCTA TGAGAAAAAC
AGAGTTAACA GTATGGTGGA
TATGAACCCT GCTACAGCTA
AGTCTAATAT CTTCACGACT
CACCGATGAA GTGGTGGAGG
GTTAAATGGC GGGACGATCA
TCATCTCACT GGGAGCAGTT
TGACATTGCT AGCCACGAGC
GAGAAATTGC GCGTGATTAA
CTTTTGCACA GTCCATTTGC
TCCGGTGHMEA AGACAAGCTT

GTGTGGGGCA
TGCTTCAGGA
CAACGATTTG
AAACACGGAT
ACGCATCGCA
AGCGTTACAG
ATTGCACGCG
AAGAGTTCCA
CTCGCGTATT
GCCATGGAGC
AACTGAAACT
TTATGTTCCG
TGCACACGCG
GCGAACAAGC
CGAAGAAAGC
TTTATGTATA
AGGTATTTAT

GCTTCTTCCT
AGTGGCCGCC
TTAGGAGCCA
ACGCTCTGTC
TCTGCGCATC
GAAGAGGTGC
ATGACGCACT
CTCGCGCACC
TGGGTGACCA
GGTGGGACGT
TCAAAACAAC
AATGATGTGG
AAGCCGTTGA
AAGTGAACAT
TGGATGGATA
ATGGCGTGGA
TCG

(23) Translation ORF pET-SUMO::ZIZA (codon-optimiert), Linge = 673 AS
PETHINLKVS DGSSEIFFKI

1 MGSSHHHHHH GSGLVPRGSA
101 DLDMEDNDII EAHREQIGGA
201 LGVDYHYKTE INDLLGAIYN
301 LQSVLETNLE PALQEEVRCT
401 MAIIYEPCYS YSRIWVTKMF
501 YHSEVKWRDD HYVPNDVGEH
601 EEAAEKLRVI NEESWMDIVE

Fusionsprotein =

(24) DNA Fragment 1 Patchoulolsynthase-Isoenzyme (codon-optimiert), Linge = 994 Bp

[

GTTTACACGC
TCTATAACCC
GCGTCAGCTG
GATGCTTTTT
AGTTCAAAGA
AGATGTACTG
AACGAATTCA
TGGCTAAACT
TTTTGTGCGT
GCGGTCCTGT

CGGAACTGTA
GCAGTCGTCT
AAAATGGTGG
GCAAAAACAA
TGGTAAAGAT
GATAACGCTT
GCTTCCGTCG
GGACTTTAAT
GATCGTCTGG
CCCTGATGGA

101
201
301
401
501
601
701
801
901

(25) DNA Fragment 2 Patchoulolsynthase-Isoenzyme (codon-optimiert), Linge = 710 Bp

1 GACGTATTAC
101 AGAAGTTATT
201 CAGAAACACA
301 GTATCGTGAC
401 TGAATTTGAA
501 CAGATGGAAT
601 TGGAAGTTAT
701 GGCGAGTCCT

TTGTTGGGAC
AAACTGGGCG
AACCGACCAC
AAAAGAGGCT
AACAAACGTG
CTGCGTGGAA
CTATAAAGAA

SMSDSEVNQE AKPEVKPEVK
TTAAFCLTTT PIGEPVCRRQ
GKDDDNGGSD DDLYITSLKF
LETPRFRRVE RIEAKRFISA
LSVALLDDIY DNYTSTEESN
LQLSMRSIAA MHSINFVFIS
ECLYKDQYPL ALSERVVAFA

TGCGCAGTCT
CAGGCGGGTG
ACGCCATTCA
CCATGACATG
GGCTTTAAAG
TCGTGTTCAC
CGGTCTGCCG
CTCGTGCAGG
TGGAAAGCTA
TGACGTTTAT

GTTGGTGTGG
AACGTGAACA
GCGTCTGGGC
CACGCCACCG
TCCCGAACGA
CCGTAACTAC
CGCGTCGAAG
CACTGCACCG
CTTCTGGGCA
GATGCGTACG

GCGAGCTGTC
CCCCATATCG
CAAAGAATAC
TTTGATTGGG
AACACGTTCG
AGATATCAAC
GGCGACTCTT

TGGATAAACT
CGTGTACTAT
ATGAAACTGG
TTTTCTCCCG
TACCGCTGTA
GAATGCCTGC
ACACTCATGT

YLPTVWGSFF LTYQPCTPEE
YLLRKHGYAL SSDVFLKFRD
YEKNIARDDA LLEFARLDYN
IFTTAMERWD VKATEQLPAN
LGAVCTREAV ECAFTYPKII
QSICFMYNGV DKYTIPSKLK

GTGCTGCATC
AGCGGAAGAG
ATCGATTACC
CCCTGAGCTT
AGACGGCGCC
CTGGAGTCGG
CCCGTAAGTA
TCGTGAACTG
TCAGGTTCTT
GTACTTTCGA

GCGTCCGCTG
CTGAAAGTTG
TGTTTGTTGA
CCGTCTGCTG
GTTGCTGTTC
TATACGCAAC
CATCTCCATT
TCTGAAGACA
ACTTCGAACC
AGAGCTGCAG

GCCGGAATAC
GGTAAAGAGG
CCACCAAAAC
CCCGCCGTTC
GAATGCTACA
TGCGCCCGGC
TGGTCCGGCA

ATGAAAATCG
CGATGAAATA
CTGCGGCTAT
GTTGAGGCGA
TGGAGGAACA
GGAGTTTCCT
ATGCAGAACA

VQSMEERALA
EQGNISSDDV
IVQILYCKEL
MRTFYDYLIC
RGICVHARIS
DSLDSLYVNL

GCGAATTTTC
AACTGAAACG
AGATGTTGAT
CGTCAGCACG
TGGAGTTCTT
CCTGAACGAC
TATGAACAGT
GTCGTTGGTG
GAACTATAGC
GTATTTACCG

TGTATAAAGC
CGCTGCGCGC
ATCACGCTTA
CCCTGATTAT
TAAAGTTGGC
ATCCCGCTGC
TCATCAAACA

(26) DNA Fragment 1 x-Humulensynthase (codon-optimiert), Linge = 1000 Bp

1 ATTTCCCTTG
101 ATCCGTAATT
201 ACGTTCTGCA
301 GGCGGATGTG
401 AAAGATGACA
501 TCCTTGATGA
601 GCCATTGTAC
701 TTGGATTTCA
801 GTGATCGTGT
901 GTCCATTATG

GAGCGACAAT
ACAGTTGCCT
GATCATGATT
GAGAATTATG
AAGGTCGCTT
AGCGATTTCG
CGACGTACGC
ATCTCCTACA
GGTGGAGTGT
GATGACATTT

CGATGGCGCT
GCCGCTCGAA
TTGGTTGACT
GACTGTATGA
TCTGCCCACG
TTCACGAAAT
GTCGGTTGTT
GAGTCTTCAC
TATTATTGGA
ATGACAATTA

GGTGGGAGAT
AAGGAGTGTA
CCATTCAATT
GGTGTCGCTG
CTGAACGGCG
GCCAGTTAGA
GGTGCGCAAA
CAGGAAGAAG
TCGTTGCAGT
CTCGACTCTG

AAAGAGGAAA
TGATTAAGCG
ATTAGGGTTA
CGATTCCGCC
ATGCGAAAGG
ATCCCTGCTG
TACATTCCGA
TCAAAAAAAT
GTATTTCGAA
GAAGAATCAC

TCATCCGCAA
CGTGGAAGAA
GATTATCACT
TGCTGCGCCA
GCTGCTGAAT
GGGGAACTGG
TTTATCAAGA
CACCATCTGG
CCTCAGTATT
GCCTGCTGAC

ATCCTTTGAG
CTGAAGGACC
TTGAGAAAGA
ACATGGCTAC
CTGTACAATG
AACAGCCGCT
GAAAGTTATG
TGGAACGATC
CACGCGCTCG
CGAGGCTATC

KKTEVGRMLQ
KCLIMLYDAS
KELTVWWKEF
TTDEVVEELK
NDIASHEREQ
IPVE

ACCAGTGTGT
CGAACTGAAG
GAGGCGCTGA
GCTACCGTGT
TGAAGCTACT
CCGACCGCGA
ACGCCAGTCA
GAAAACTCTG
GTTGCGCGCA
ACGCAATCGA

TCTGCTGGAT
GCTTACATGG
TCATCCTGTC
CGCGCGCCTC
AAACAGGAAG
TGAACCTAAT
GTTGTACTTG

TACCACCCGA
GTGTCCGCAA
AATTACGGCA
AACCTGTCCC
CGGCGTACCT
GGCGATCGAG
AGGAACGATA
TGGCGCTGAC
TGTCATTACT
GAGCGGTGGG

EVAASSNLAR
HLRIHEEKIL
HSRTNLTFAR
LQNNKNAELV
ASEHMASTLQ

GTGGGGAGAC
GAAGCTAGCG
AGAACCTGTT
ATCCTGCGAA
CATCTGCGTG
ACCAGGTCCA
CCACAAAGGC
CAGGTTCCTA
TGATTCTGGC
ACCCTGTCGC

GTGTTTGAAG
AAGAAGCGCA
TTTCCTGGGT
ATTAACGACA
TAGTGTCAGA
CCTGAACTCT
CACCCAGTGC

CCGTGTGGGG
TCTGTTCGAG
GCGCTTCGTC
CTGATGTATT
CGGTACGCAC
GTGTCGCTGT
CGATTTTGGA
GAAGTCTCTC
AGCAAAGCCA
AACCGCAGGC

KLGLVDELER
DNINSFTKSC
DRIVEMYFWV
KKVLIDAAKC
TCMKQYGITV

AAGTTTATCG
ATAACTATAT
CGAAATGTTT
GTATTCGAAA
TGCACGGTGA
CAACGCACTG
CTTCTCAAAC
CCGAGCTCTC
AAAAGGTCTG
GAAG

AAGTGGACGA
GTGGCGTGAA
GTTGAGGAAG
TCACTGGCTG
ATTTTACAAC
GTACGCACTC
CGTATTAAAA

TGATTATTTC
GAAACCCACG
TGATTTATGA
TAATAAATTT
GAGGAAACTA
TCTTGGAAAC
ACTTGCAAAA
AAATTTGCGC
TCAGTCTGAT
TCACGGTCTG
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(27) DNA Fragment 2 x-Humulensynthase (codon-optimiert), Linge = 684 Bp

1 CCGCACCCTT GGTCGACTGT GTTCCCGAAT ATCTGAAAGA TTTTTATTTA AAACTGCTTA AAACGTACAA
101 AAAATATCGC ATCCCATATC TGCAGGAAGA GATAAAAGTA TTATCTCGTG CATATTTTCA GGAGGCAAAG
201 GAAGAGCACC TGCTAGTGTC TCTTATCACG GCGGGTTACT TCGCAGTCGC TTGCGCCTCG TACGTGGGTT
301 AATGGGTGGC TTCGAGCCCG AAAATCTTAA AAAGCTGCTC GATCCATTGC CGCTTGATGG ATGATATCAC
401 TTTTGCATCG ACCGTGGAAT CGTACATGAA GGAACACGGT ACCTCAGCAA AAGTGGCTTG TGAGAAACTT
501 CTCAACGAAG AGTGTTTAAG ACCCACCCAG GTAGCACGTC CTTTGATTGA AATTATCCTG AACCTGTCTC
601 ATACCTACAC CAATTCTAAC ACCCGCATGA AAGATAATGT GTCGCTGATC TTTGTGGAAT CTTTCTTGAT

(28) DNA Fragment 1 (+)-Zizaensynthase (codon-optimiert), Linge = 1000 Bp

1 GCCTGGACTC AGCTGGCAAC CACTGCTGCG TTTTGCTTAA CAACTACGCC AATTGGGGAG CCGGTGTGCA
101 GCTTCTTCCT GACGTACCAG CCGTGTACCC CGGAGGAAGT GCAATCGATG GAGGAACGCG CGTTGGCGAA
201 AGTGGCCGCC AGTTCTAATT TAGCGCGCAA ACTGGGCTTG GTTGATGAAC TGGAACGACT TGGTGTAGAT
301 TTAGGAGCCA TTTACAATGG GAAAGACGAT GACAATGGGG GCAGTGATGA TGACCTTTAT ATCACTTCAC
401 ACGCTCTGTC CAGCGATGTT TTTTTAAAAT TTCGCGACGA ACAGGGAAAC ATTTCGAGCG ATGATGTCAA
501 TCTGCGCATC CACGAGGAAA AAATTTTAGA CAATATCAAC TCATTCACTA AATCCTGTCT GCAGTCTGTA
601 GAAGAGGTGC GTTGTACATT AGAGACCCCG CGCTTCCGCC GCGTGGAGCG GATCGAAGCG AAACGCTTCA
701 ATGACGCACT GCTGGAATTT GCCCGTCTGG ACTACAACAT TGTGCAAATC CTCTATTGTA AAGAACTCAA
801 CTCGCGCACC AATTTAACCT TTGCGCGTGA CCGTATCGTG GAGATGTATT TTTGGGTCAT GGCGATTATC
901 TGGGTGACCA AGATGTTTTT AAGTGTGGCG CTCCTGGATG ATATCTATGA CAATTATACT AGCACCGAGG

(29) DNA Fragment 2 (+)-Zizaensynthase (codon-optimiert), Linge = 725 Bp
ACCAACTTAC TGAGGCGACT GCCATGGAGC GGTGGGACGT CAAAGCAACC GAACAGCTGC CGGCAAACAT
101 CACCGATGAA GTGGTGGAGG AACTGAAACT TCAAAACAAC AAAAATGCGG AACTCGTTAA GAAAGTGCTG
201 GTTAAATGGC GGGACGATCA TTATGTTCCG AATGATGTGG GAGAGCATCT GCAGCTGTCG ATGAGGAGTA
301 TCATCTCACT GGGAGCAGTT TGCACACGCG AAGCCGTTGA ATGTGCATTT ACGTACCCAA AAATCATTCG
401 TGACATTGCT AGCCACGAGC GCGAACAAGC AAGTGAACAT ATGGCCTCTA CCCTGCAGAC CTGTATGAAA
501 GAGAAATTGC GCGTGATTAA CGAAGAAAGC TGGATGGATA TCGTCGAGGA GTGCCTGTAT AAAGATCAGT
601 CTTTTGCACA GTCCATTTGC TTTATGTATA ATGGCGTGGA TAAATACACT ATCCCATCAA AACTGAAGGA
701 TCCGGTGTGA TCGTGATGTC GGTTC

[

AGATTTTGAA
TGGGGCGTCG
TGGGTGAAGA
GTCGCATCAA
CAGGTCATGG
GTGCTATGGA
CTAAATTGCT

GACGTCAATA
GAAAACCGAA
TACCACTACA
TGAAATTCTA
ATGCCTGATC
CTTGAGACGA
TTTCAGCCTA
AGAGTTAACA
TATGAACCCT
AGTCTAATAT

GCGCACGTTC
ATTGATGCAG
TCGCGGCGAT
CGGGATTTGT
CAATATGGGA
ATCCGTTGGC
CAGCCTTGAT

GACGAATTGG
AACGCTACGT
TGCAACCAAA
CGGGAACAGG
TAGAACAAAA
AGACATTTAC
AAAC

TCTGCCGACC
GTTGGCCGCA
AAACCGAAAT
CCTCCTGCGT
ATGCTCTATG
ACCTAGAACC
TGAGAAAAAC
GTATGGTGGA
GCTACAGCTA
CTTCACAGCT

TATGACTACT
CGAAATGTTA
GCACAGTATC
GTGCATGCGC
TTACCGTGGA
CCTCTCCGAG
AGCTTGTATG

AGCCGAACGA
CCCGGCCCTG
GAAACCTTTG
AGCGCGATCA
ATGGAAAGAT
AAACACAAAG

GTGTGGGGCA
TGCTTCAGGA
CAACGATTTG
AAACACGGAT
ACGCATCGCA
AGCGTTACAG
ATTGCACGCG
AAGAGTTCCA
CTCGCGTATT
CTTCATACAT

TGATCTGCAC
CCACAGCGAA
AATTTCGTCT
GTATAAGTAA
GGAGGCGGCC
CGGGTTGTAG
TAAATCTGAT
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Abbildung D.1 PCR-Amplifikationen mit HUM-spezifischen Primern. Verschiedene cDNA-Bibliotheken aus Shampoo Ing-
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Abbildung D.2 (A) PCR-Ansétze von Proben der beiden Vetiver-Gras Kultivare (Vet1, Vet2) bei unterschiedlichen Annealing-

Temperaturen von 60 °C und 70 °C. Anhand der Nukleotidlange wurde das amplifizierte Fragment in Pro-
be 1 von Kultivar 1 als Kandidat fiir die Sequenzierung ausgewahlt (Bande schwarz markiert). (B) Vektor
und Insert nach PCR-Lauf und Aufreinigung von Vektor und Veti-Insert zum seamless cloning von pET-
16b::Vet1. Durch Sequenzierung konnte spéter gezeigt werden, dass es sich bei dem einklonierten Fragment
nicht um die cDNA einer STPS handelt.
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Abbildung D.3 Proteolytischer Verdau des his-SUMO-ZIZA(co) Proteins mit rekombinanter SUMO-Peptidase bei unter-
schiedlichen Temperaturen und tiber verschieden lange Zeitraume. o h = vor Zugabe der Peptidase. Die
SUMO-Peptidase (26 kDa) ist als schwach sichtbare Bande oberhalb der 25 kD Markerbande erkennbar. Die
(+)-Zizaensynthase mit Fusionsprotein besitzt ein MW von 77,5 kDa, wihrend das geschnittene Enzym ein
MW von 64 kDa aufweist. Die 13 kDa schwere SUMO-Domaéne hat das Gel vor Beendigung des elektropho-
retischen Laufs bereits passiert und ist nicht mehr erkennbar.
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