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Einleitung

Von terrestrischen und marinen Naturstoffen

Die Natur ist seit jeher die Quelle zur Befriedigung der grundlegenden menschlichen
Bediirfnisse, wie zum Beispiel Nahrung und Kleidung, aber auch von Medizin. Der Mensch
hat im Laufe der Zeit durch das Probieren der unterschiedlichsten Tier- und Pflanzenteile
gelernt, welche der vorhandenen Pflanzen wann zu verwenden sind und welche als
Heilkrduter ungeeignet sind. Die ersten Aufzeichnungen iiber die Verwendung von Drogen
sind iiber vier Tausend Jahre alte Tontafeln aus dem Zweistromland, die unter anderem von
der Verwendung der StiBholzwurzel (Glycyrrhiza glabra ) und des Schlafmohns (Papaver
somniferum) sprechen (Cragg and Newman 2005). Diese Drogen sind noch heute in
Verwendung, zum Beispiel die SiiBholzwurzel als Teedroge oder als Ausgangsdroge fiir
Lakritz und der Schlafmohn als Ausgangsdroge zur Extraktion verschiedener
Morphinalkaloide, unterschiedlichster Wirkung.

Vom Papyrus Ebers, einer Textsammlung mit iber 700 Hundert pflanzenbasierten Arzneien
aus dem 15 Jahrhundert vor Christus, tiber die Arbeit Galenus, bis hin zu den mittelalterlichen
Klostern, wurde das Wissen iiber die Benutzung von Heilpflanzen aufgeschrieben, erweitert
und weitergegeben. Der Begriff , Klostermedizin®, der fiir die Medizin des Abendlandes im
Mittelalter steht, verdeutlicht die Bedeutung der Kldster in dieser Zeit.

Mit der Benutzung der Drogen, kam mit der Zeit auch das Interesse an den Inhaltstoffen
(Butler 2004). Dies fiihrte im 19. Jahrhundert zur Isolierung diverser pharmakologisch aktiver
und pharmazeutisch relevanter Naturstoffe, wie Morphin, Chinin und Reserpin, die auch
heute, nach mehr als 150 Jahren, noch von Bedeutung sind.

In dieser ganzen Zeit galt dem Meer, als mogliche Quelle neuer Arzneien, kaum Interesse. In
der Volksmedizin gab es tiber die Jahrtausende nur wenige arzneiliche Nutzungen aus der
marinen Umwelt (Dias, Urban et al. 2012). So wurden zum Beispiel Aufgiisse aus den
Rotalgen Chondrus crispus und Mastocarpus stellatus bei Erkrankungen der oberen
Atemwege verwendet.

Die ersten nennenswerten Reinsubstanzen, die aus Meeresorganismen, in diesem Fall der in
der Karibik vorkommende Schwamm Cryptotheca crypta, isoliert wurden, waren
Spongouridin und Spongothymidin, zwei Nucleosidanaloga, die als Leitsubstanzen fiir das

spater entwickelte Virustatikum Ara-A dienten. Mit dem rasant fortschreitendem
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technologischem Fortschritt in der zweiten Hélfte des 20. Jahrhunderts und der Entwicklung
neuer Technologien zur ErschlieBung des Meeres, wie bemannter Tauchboote oder
ferngesteuerter Unterwasserfahrzeuge (ROV) (Dias, Urban et al. 2012), wurde das
Augenmerk der Naturstoffforscher immer mehr auf marine Organismen gelenkt. Mittlerweile
wurden, neben Ara-A, noch weitere Substanzen aus marinen Organismen, oder deren
Derivate, auf den Arzneimittelmarkt gebracht, oder befinden sich in klinischen Studien. So
sind zum Beispiel Ziconotid unter dem Handelsnamen Prialt® als Anagetikum, Trabectedin
unter Yondelis® als Chemotherapeutikum und Omega-3-fettsiureethylester unter Lovaza® bei
Hyperlipiddmie kéuflich erhiltlich. Die in klinischen Studien befindlichen Substanzen sind
fast allesamt zur Anwendung bei Krebs gedacht. Unter den gerade klinisch gepriiften
Substanzen zeigt sich, dass die Quellen aus denen diese erhalten wurden, nicht nur
Schwimme, sondern auch Manteltiere, Mollusken, Korallen, Moostierchen, Wiirmer und
Pilze umfassen (Gerwick and Moore 2012). Bei dieser Vielfiltigkeit und der Tatsache, dass
mehr als ein Drittel der Erdoberfliche von Wasser bedeckt ist, ist die Erwartung und
Hoffnung groB3, viele weitere Substanzen zumindest als Leitstrukturen fiir die grof3en
Krankheiten des 21. Jahrhunderts, wie Krebs, neuen wie alten Viruserkrankungen, oder auch
geriatrischen Erkrankungen, die mit der Zunahme der durchschnittlichen Lebenserwartung

ebenfalls zunehmen werden, zu entdecken.

Okologische Funktion sekundirer mariner Naturstoffe

Sekundire Naturstoffe unterscheiden sich von priméren dadurch, dass sie fiir das Wachstum,
die Entwicklung und Reproduktion nicht von essentieller Bedeutung sind (Dias, Urban et al.
2012). Jedoch konnen diese von groBer Bedeutung fiir das Wohl des produzierenden
Organismus sein, indem die Sekundidrmetabolite aufgrund von Toxizitit vor FraBfeinden
schiitzen, oder durch ihre Farbung andere Spezies anlocken oder warnen (Derwick 2009).

Interessanterweise gibt es Substanzen, die einerseits schiitzend vor Fraflfeinden wirken und
gleichzeitig von anderen Lebewesen als Locksignal fiir das Vorhandensein von Nahrung
wahrgenommen werden. Einer der Hauptmetabolite des karibischen Seetangs Chlorodesmis
fastigiata wirkt abschreckend auf Fische, dient aber gleichzeitig als Signal fiir die Krabbe
Caphyra rotundifrons, welche sich ausschlieBlich von diesem Seetang erndhrt (Hay 2009).
Ein weiteres Beispiel dieser Art bietet die Schnecke Tylodina perversa, ein spezialisierter

Frafeind von Aplysina-Schwammen, welche einen hohen Anteil an fraBhemmenden
2



Einleitung

Alkaloiden enthalten, die die Sekunddrmetabolite ihrer Nahrung selber im Gewebe als Schutz
vor grofleren Feinden lagert (Ebel, Marin et al. 1999). Anders als bei Tylodina perversa gibt
es eine Krebsart, Pseudamphithoides incurvaria, die sich nicht durch die Akkumulation
artfremder Metabolite schiitzt, sondern mit einem Seetang bedeckt, welcher wiederrum eine
Substanz mit fraBhemmender Wirkung besitzt (Hay, Duffy et al. 1990).

Eine weitere wichtige Rolle kommt zum Beispiel auch der chemisch vermittelten
Verstdndigung zu. So konnen einige Meerestiere an noch unbekannten Substanzen, die im
Urin ausgeschieden werden, erkennen, wenn sie ein Tier antreffen, mit dem sie bereits einmal
in eine Auseinandersetzung geraten sind. Sie verhalten sich dementsprechend dominant oder
unterwiirfig, in Abhéngigkeit davon, ob sie das erste Aufeinandertreffen gewonnen oder
verloren haben (Hay 2009).

Eine Gefahr fiir marine Organismen stellt das Fouling dar. Fouling beschreibt den Bewuchs
von Oberflichen, wie zum Beispiel Steinen oder auch marinen Organismen, wie
Schwiammen, durch Mikro- als auch Makroorganismen (zum Beispiel Bakterien und Algen),
beschrinkt sich aber nicht nur auf natiirliche Oberflichen, da auch der Bewuchs von
kiinstlichen Oberflachen, wie Schiffsriimpfen, vorkommt. Bei Schwidmmen kann das Fouling
lebensbedrohlich sein, wenn der Bewuchs die Ostien, der fiir die Nahrungsaufnahme
verantwortlichen Kanile, betrifft und somit die Nahrungszufuhr verhindert. Die
Naturstoffchemie hat aber gezeigt, dass eine Grof3zahl der isolierten marinen Naturstoffe eine

Antifouling Aktivitdt aufweisen (Fusetani 2011).

Verteidigungs- und Schutzmechanismen im Tier- und Pflanzenreich

Wie bereits erwihnt, unterscheiden sich Primér- und Sekundidrmetabolite in ihrer Funktion.
Jedoch bildet der Primérstoffwechsel (der Stoffwechsel, der die Primdrmetabolite
biosynthetisiert) generell die Vorstufen vieler sekundérer Inhaltssstoffe (Iriti and Faoro 2009).
Sekundire Pflanzeninhaltsstoffe, die zum Schutz vor antimikrobiellem Befall gebildet
werden, kann man in zwei Gruppen einteilen, die Phytoanticipine und Phytoalexine. Die
Phytoanticipine beschreiben Substanzen, die entweder vor dem Befall schon in der Pflanze
vorhanden sind, oder nach dem Befall aus Vorstufen gebildet werden. Phytoalexine hingegen
sind Substanzen, die erst nach dem Befall de novo synthetisiert und gespeichert werden (Iriti

and Faoro 2009).
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Hierin wird ein grundsétzlicher Unterschied zwischen zwei verschiedenen Arten von
Abwehrmechanismen deutlich, einerseits der konstitutiven und andererseits der induzierten
Abwehr. Zu den konstitutiven Verteidigungsmechanismen zihlt nicht nur die konstante
Einlagerung von chemischen Substanzen, sondern auch die Ausbildung von mechanischen
Abwehrbarrieren, wie zum Beispiel Stacheln. Solche Schutzmechanismen werden gebildet,
wenn der Organismus einem stetigen Druck ausgesetzt ist (Hay and Fenical 1988). Anders
sicht es bei der induzierten Abwehr aus, wobei dic Abwehrsubstanzen erst nach dem
Auftreten eines Reizes neu gebildet werden. Dies bedeutet wiederum, dass diese Abwehr fiir
den akuten Notfall ungeeignet ist, da die Synthese Zeit erfordert und somit die Substanzen
den Organismus auf zukiinftige Angriffe vorbereiten. Zu den Phytoanticipinen zdhlen nicht
nur Substanzen, die zur induzierten Abwehr gehoren, sondern auch zu einer weiteren, dritten
Art des Schutzes, der aktivierten Abwehr. Die aktivierte Abwehr zeichnet sich durch ihre
Schnelligkeit aus. Dabei werden aus gespeicherten Vorstufen in einer direkten Antwort auf
einen Angriff in kurzer Zeit Toxine gebildet (Paul and Van 1992).

Saponine, eine pharmazeutisch wichtige Pflanzeninhaltsstoffgruppe, sind ein in der
Pflanzenwelt weit verbreitetes Beispiel fiir die konstitutive Abwehr gegen Mikroorganismen.
Als Eigenschutz vor der Wirkung der Saponine, werden diese in speziellen Zellorganellen
gespeichert. Die Saponine entfalten ihre Wirkung durch Interaktion mit den Zellmembranen
von Mikroorganismen, wodurch deren Zellwéinde destabilisiert werden.

Ein gut untersuchtes Model fiir die induzierte Abwehr ist die Gartenbohne, Phaseolus
vulgaris, die sich vor dem Pilzbefall mit Colletotrichum lindemuthianum durch die Bildung
von unterschiedlichen Isoflavonoiden schiitzt (Iriti and Faoro 2009). Cyanogene Glykoside
stellen ein gutes Beispiel fiir die aktivierte Abwehr dar. Diese Glykoside kommen in iiber
2500 unterschiedlichen Pflanzengattungen vor (Zagrobelny, Bak et al. 2008) und werden
enzymatisch nach einer Gewebeverletzung aus speziellen Zellorganellen freigesetzt, kommen
dadurch mit einer entsprechenden Glukosidase und anschlieend mit einer Lyase in Kontakt,
was letztendlich zur Bildung von Blausdure fiihrt, welche als Atmungsgift wirkt.

Ein weiteres Beispiel dieser Art der verletzungsinduzierten Biotransformationsreaktion lief3
sich erstmals im marinen Umfeld in der karibischen Griinalge Halimeda ssp. finden (Paul and
Van 1992). Die Alge enthédlt genuin als einen der Hauptmetabolite das Diterpen
Halimedatetraacetat, welches nach Gewebsverletzung zum stirker fraBhhemmenden
Halimedatrial umgesetzt wird. Bei Schwdmmen wurde solch eine Reaktion erstmals 1993 fiir
den Mittelmeerschwamm Aplysina aerophoba postuliert (Teeyapant and Proksch 1993). Auf

einen Teilschritt dieser Reaktion wird im Folgenden weiter eingegangen.
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Schwamme der Gattung Aplysina

Schwiamme der Gattung Aplysina sind weit verbreitet und kommen sowohl in der Karibik, als
auch im atlantischen Ozean und Mittelmeer vor (Pawlik, Chanas et al. 1995). Die
Inhaltsstoffmuster der verschiedenen Arten sind gut untersucht und weisen unter anderem
unterschiedliche bromierte, von Tyrosin abgeleitete, Isoxazolinalkaloide auf (Ciminiello,
Costantino et al. 1994; Ciminiello, Dell'Aversano et al. 1996; Ciminiello, Fattorusso et al.
1997; Ciminiello, Dell'Aversano et al. 1999; Ciminiello, Dell'Aversano et al. 2001). Die im
Mittelmeer vorkommenden und dort einen Grofteil der Schwammpopulation ausmachenden
Arten sind A.aerophoba und A.cavernicola. Der Erstgenannte bevorzugt als Lebensraum
flachere Gewisser von bis zu 15 m Tiefe und der zweite tiefer gelegene und abgedunkelte

Orte und Hohlen in einer Tiefe von bis zu 40 m (Wilkinson 1979; Thoms, Ebel et al. 2003).

Vergleich der Inhaltsstoffmuster von A.aerophoba und A.cavernicola

Aufgrund ihrer sehr &hnlichen morphologischen FEigenschaften war es eine Zeit lang
umstritten, ob die Schwidmme A.aerophoba und A.cavernicola zwei verschiedene Arten
bezeichnen.

Ciminiellos Untersuchung von zwei in situ klar voneinander unterschiedenen Aplysina
Spezies, die als A.aerophoba und A.cavernicola identifiziert wurden, zeigten deutlich die
Unterschiede in den Inhaltsstoffspektren der beiden Arten auf (Ciminiello, Fattorusso et al.
1997). Den Hauptunterschied im Alkaloidmuster machen demnach Aerothionin (1) und
Isofistularin-3 (2) aus. Aerothionin (1) stellt den Hauptanteil der Isoxazolinalkaloide von
A.cavernicola aus, wéihrend es aus Schwammen der zweiten Mittelmeerart- wenn tiberhaupt-
lediglich in verschwindend geringen Mengen isoliert werden kann. Im Gegensatz dazu steht
Isofistularin-3 (2), welches einen Hauptmetaboliten von A.aerophoba ausmacht. Neben dem
Alkaloidmuster kann man die beiden Schwammarten auch anhand ihrer zwei typischen
Schwammpigmente unterschieden. Wahrend A4.aerophoba sich durch das polymerisierende
Farbpigment Uranidin (5) an der Luft dunkel verfiarbt (Cimino, De et al. 1984), bleibt diese
Reaktion in A.cavernicola, welcher stattdessen 3,4-Dihydroxychinolin-2-carboxylsdure (6)

akkumuliert (Thoms, Ebel et al. 2003; Thoms, Wolff et al. 2004), aus.
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Abbildung 1: Typische Inhaltsstoffe der Mittelmeerschwiamme A.aerophoba und A.cavernicola, sowie deren

CH,

typische Farbpigmente.
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Verletzungsinduzierte Biotransformationsreaktion der Aplysina-Schwimme

Im Jahr 1993 wurde erstmals eine enzymatische Umsetzung der Hauptmetabolite von
A.aerophoba postuliert (Teeyapant and Proksch 1993). Extrakte des Schwammes zeigten in
Abhingigkeit von der Vorbehandlung der Proben, zum Beispiel mit Siure oder durch
Hitzezufuhr, unterschiedliche Gehélter an Isoxazolinalkaloiden und den Reaktionsprodukten.
Weitere Untersuchungen (Weiss, Ebel et al. 1996; Ebel, Brenzinger et al. 1997; Thoms, Ebel
et al. 2006) bestitigten den enzymatischen Abbau der Alkaloide.

Der enzymatische Abbau der Isoxazolinalkaloide fiihrt zur Bildung von Aeroplysinin-1 (3),
welches wiederum weiter zu einem Dienon (4) umgesetzt wird. Diese Abbaureaktion ist fiir
den Schwamm insofern wichtig, als die genuin enthaltenen Alkaloide eine fraBhemmende
Eigenschaft besitzen (Thoms, Wolff et al. 2004), die den Schwamm vor eventuellen
Angriffen schiitzen sollen und die Abbauprodukte antibiotische und cytotoxische
Eigenschaften aufweisen (Teeyapant, Woerdenbag et al. 1993), die den Schwamm nach
einem erfolgten Angriff vor einem moglichen mikrobiellem Befall schiitzen sollen.

Seit der Dissertation von Teeyapant im Jahr 1994 (Teeyapant 1994) arbeiteten noch weitere
Doktoranden im Arbeitskreis Prof. Dr. Proksch (in Wiirzburg wie auch in Diisseldorf) an der
Abbaureaktion und konnten in der Zeit beweisen, dass die genannte Reaktion erstens
enzymkatalysiert und zweitens verletzungsinduziert ist, was zwischenzeitlich in der Literatur
bezweifelt wurde (Puyana, Fenical et al. 2003).

Ebel erbrachte in seiner Arbeit den wichtigen Beweis, dass es sich bei der Abbaureaktion der
Isoxazolinalkaloide um eine artspezifische Reaktion handelt, die mit Enzymextrakten anderer
Schwamm Familien und Gattungen nicht ablduft (Ebel 1998).

Wihrend dieser Arbeiten lag das Hauptaugenmerk auf dem ersten Schritt der Reaktion, der
Spaltung des Spirozyklus und der Bildung des Nitrils. Erste Charakterisierungsversuche von
Teeyapant, Ebel und Fendert (Teeyapant 1994; Fendert 2000) ermittelten fiir das Isoxazolin-
spaltende Enzym

Temperatur- und pH-Optima bei 50 °C und pH 5,8. Zudem wurde von Ebel und Fendert die
Substratspezifitit untersucht, die ergab, dass Substrate mindestens drei Charakteristika
erfillen miissen, um vom Enzym akzeptiert zu werden. Zum einen muss das
Spirohexadienonisoxazolin-Ringsystem intakt sein, zweitens muss eine Sédureamid-
Seitenkette vorliegen und drittens miissen die Position 1 des Cyclohexadienon-Rings
hydroxyliert und die Kohlenstoffe zwei und vier bromiert vorliegen. Die Charaketerisierung

des Enzyms erfolgte in den oben genannten Arbeiten jeweils mit einem Enzymrohextrakt,
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Abbildung 2: Verletzungsinduzierte Biotransformation der Hauptalkaloide in Aplysina-Schwimmen am Beispiel

von Isofistularin-3 nach Teeyapant und Proksch 1993 (Teeyapant and Proksch 1993).
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wobei eine Aufreinigung des fiir die Reaktion verantwortlichen Enzyms in keiner der
Arbeiten gelang. Erst mit der Arbeit von Frau Putz im Jahr 2009 konnte ein Erfolg, was die
Aufreinigung betrifft, verbucht werden (Putz 2009). Sie konnte aus dem Rohextrakt durch
differentielle Ultrazentrifugation, Ionenaustausch- und Affinitdtschromatographie und
anschliefendem Western Blot fiinf Proteine identifizieren, die eine Affinitit zum Substrat
Aerophobin-2 aufweisen. Eine anschlieBende Massenanalyse der Proteine konnte eines der
Proteine als Actin identifizieren.

Das Enzym, das in der zweiten Reaktion Aeroplysinin-1 (3) zum Dienon (4) umsetzt, wurde
zuletzt von Fendert (Fendert 2000) im Jahr 2000 charakterisiert. Seine Ergebnisse zu dem

Thema werden weiter unten zusammengefasst.

Nitrilhydratasen

Bereits in den 70 iger Jahren des 20. Jahrhunderts wurde in Versuchen mit Zellen von
Corynebacterium (Fukuda, Fukui et al. 1971) und Nocardia rhodochrous (DiGeronimo and
Antoine 1976) festgestellt, dass Nitrile zu den korrespondierenden Sdureamiden umgesetzt
werden. Das verantwortliche Enzym wurde allerdings erst Anfang der 1980 iger Jahre von
Asano isoliert und als Nitrilhydratase bezeichnet (Asano, Tani et al. 1980; Asano, Fujishiro et
al. 1982). 1982 wurde ebenfalls von Asano eine Methode zur enzymatischen Herstellung von
Acrylamid vorgestellt (Asano, Yasuda et al. 1982), wodurch die Herstellung diverser
Sdureamide revolutioniert wurde (Prasad and Bhalla 2010). Der Vorteil, den die neue
Methode brachte, lag in den Reaktionsbedingungen. Die enzymatische Umwandlung erfolgte
in einem wassrigen, fast neutralen Milieu, bei Temperaturen von unter 30 °C und fiihrte mit
einer sehr hohen Ausbeute zu den gewiinschten Produkten. Im Gegensatz dazu stand die
chemische Umsetzung, fiir die entweder stark saure oder basische Katalysatoren bei
Temperaturen von {iber 200 °C unter groBem Druck verwendet werden mussten und die eine
geringe Ausbaute lieferte. Die heutige Produktion von Acrylamid unter Verwendung einer
Nitrilhydratase belduft sich auf mehrere hunderttausend Tonnen im Jahr (van, Quignard et al.
2008). Nicotinamid wird ebenfalls in einem Mafistab von mehreren tausend Tonnen pro Jahr

hergestellt (Shaw, Robins et al. 2003).
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In der Natur liegt die Rolle der Nitrilhydratasen in der Stickstoffversorgung von
Microorganismen (Nagasawa and Yamada 1989; Hjort, Godtfredsen et al. 1990; Kobayashi,
Yanaka et al. 1992; Shaw, Robins et al. 2003). Dabei ist die Nitrilhydratase Teil eines
Enzymsystems, dass ein Nitril zunichst durch die Nitrilhydratase in das korrespondierende
Saureamid umwandelt und dann durch ein weiteres Enzym, eine Amidase, das Sdureamid zur
entsprechenden Carbonsdure und Ammoniak abbaut (Martinkova and Kren 2002). Eine
zweite Moglichkeit der Biotransformationsreaktion von Nitrilen ist der Abbau durch
sogenannte Nitrilasen, die Nitrile ohne ein Zwischenprodukt in die korrespondierende Sdure
umwandeln (Mahadevan and Thimann 1964; Thimann and Mahadevan 1964). Somit gibt es
zwei verschiedene Wege des Nitrilabbaus zur Stickstoffgewinnung in der Natur.

Ein GroBteil der bis heute isolierten und charakterisierten Nitrilhydratasen stammt aus
Bakterien der Stidmme Proteobacteria, Actinobacteria, Cyanobacteria und Firmicutes.
Zusitzlich ist diese Enzymklasse auch aus Pilzen bekannt. Neueste Untersuchungen zeigten,
dass fiir die Nitrilhydratase codierende Gene auch in weiteren Eukaryoten gefunden werden
konnten. Foerstner et al. entdeckten 2008 in Kragengei3eltierchen, der mit den Metazoa
engsten Verwandten, entsprechende Genmuster, die flir eine Nitrilhydratase codieren
(Foerstner, Doerks et al. 2008). Weitere Untersuchungen in diese Richtung ergaben 2012,
dass entsprechende Genmuster in mehreren iibergeordneten eukaryotischen Gruppen
(,eukaryotic supergroups® (Adl, Simpson et al. 2005)) gefunden werden konnten (Marron,
Akam et al. 2012). Die Autoren der Arbeit gestehen jedoch ein, dass iiber die Funktion und
entsprechende natiirliche Substrate der theoretisch gefundenen Nitrilhydratase iiberhaupt
nichts bekannt ist.

Nitrilhydratasen kénnen in zwei Gruppen eingeordnet werden: in die Eisen- oder Cobalt-
haltigen Nitrilhydratasen. Sie sind im Normalfall aus einer a- und einer B-Untereinheit
zusammengesetzt, deren GroBe ungefihr bei 27 kDa liegt. Diese konnen dann in di- oder
tetrameren Zustdnden vorliegen. Die Grof3e der Nitrilhydratasen variiert zwischen 54 und 530
kDa. Eine kiirzlich isolierte Nitrilhydratase mit einer GroBe von 430 kDa besteht aus
insgesamt sechs Untereinheiten und weist die Besonderheit auf, dass es im katalytischen
Zentrum ein Cobalt, zwei Kupfer und ein Zink Atom pro Enzymmolekiil enthdlt (Okamoto
and Eltis 2007). Die meisten Nitrilhydratasen sind thermolabil und weisen Temperaturoptima
zwischen 20 und 35 °C auf. Fur die Biosynthese einer Nitrilhydratase ist das Vorhandensein
der entsprechenden Zentralatome unerldsslich (Song, Yuan et al. 2008; Rzeznicka, Schaetzle

et al. 2010).
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Eine Strukturanalyse der a- und B-Untereinheiten zeigte, dass es einen hochkonservierten
Bereich in der Aminosduresequenz der a-Untereinheiten gibt. Die Metall-bindende Doméne
weist folgende Sequenz auf VC(T/S)LCSC(Y/T), die fiir alle Nitrilhydratasen, egal ob
Cobalt- oder Eisen-abhingig, gleich ist. Die Cobalt-abhidngigen Nitrilhydratasen weisen
Threonin und Tyrosin als dritte und achte Aminosdure auf, wihrend die Eisen-abhéngigen
Serin und Threonin enthalten (Prasad and Bhalla 2010). Der Grund fiir die Einlagerung eines
der beiden Metalle in das katalytische Zentrum ist bisher nicht bekannt. Es konnte aber
gezeigt werden, dass der Austausch von Eisen durch Cobalt in einer Eisen-abhéngigen

Nitrilhydratase zu einem Aktivitédtsverlust (Nojiri, Nakayama et al. 2000) fiihrt.

(a) M 3+ 1\./[ 37 M T
: “-H™ : ~+
M 3+ RCN N HB H Y H NEL
R A N
/] HO R o "R
H,0 R B Vi
(b) 3+
M- M3
M3— RCN IY[S— O o H*
(0° uB
o OH 00 - [
vy H 4 .\R /N
1:1/5(' R H-N R
BH
(c) M3+ 1\2-13‘ M 3T
: O ©0
MS— RCN H#/_\ O\@H H/ \H _H* \H
/
©OH H =\y HO\ O%
N=CR C—R JC—R
pH < N7 H,N

Abbildung 3: a) ,Inner-sphere mechanism*; b) ,Outer-sphere mechanism* ; ¢) ,Second outer-sphere mechanism*

nach Huang et al. 1997
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Der Reaktionsmechanismus der Nitrilhydratasen ist bis heute nicht vollstindig geklart. Es
werden momentan drei Reaktionsmodelle, ,Inner-sphere mechanism‘, ,Outer-sphere
mechanism* und ,Second outer-sphere mechanism‘ nach Huang et al. (Huang, Jia et al. 1997),
diskutiert.

Im ersten Mechanismus ersetzt das Nitril einen enzymassoziierten Hydroxid-Liganden des
Metallions und wird anschlieBend von einem Wassermolekiil hydrolisiert. Daraus entsteht in
einer Zwischenstufe ein Iminol, welches sich zum Amid umstrukturiert.

Im zweiten moglichen Reaktionsmechanismus kommt es zu einem nucleophilen Angriff des
enzymassoziierten Hydroxid-Liganden am Nitril-Kohlenstoff. Es entsteht ein Iminolation,
welches tiber die Sauerstofffunktion des Iminolats am Metallion gebunden ist. Nach einer
Neuanordnung zum Amid, wird das Produkt aus dem katalytischen Zentrum entlassen.

Im dritten moglichen Fall, wird ein freies Wassermolekiil, welches sich in der Nihe des
katalytischen Zentrums befindet, vom Hydroxid-Liganden deprotoniert. Die folgende

Hydrolyse wird dann vom neu entstandenen Hydroxidion durchgefiihrt.

Nitrilhydratasen in Aplysina-Schwammen

Die Charakterisierung des Enzyms, das Aeroplysinin-1 (3) zum Dienon (4) abbaut, erfolgte
durch Fendert, wie schon beim bereits besprochenen Isoxazolinin-spaltendem Enzym,
ebenfalls mit einem Enzymrohextrakt, welcher iiber eine PD-10 S&ule zusitzlich entsalzt
wurde. Als funktionale Temperatur- und pH-Optima wurden 20 bis 30 °C und ein pH-Bereich
von 7,0 bis 7,5 ermittelt. Das Stabilititsoptimum des Enzyms wurde in einem
Lagerungsversuch bei pH 8 angesiedelt. Auch fiir dieses Enzym wurden Versuche zur
Substratspezifitat durchgefiihrt, wobei sich hier zeigte, dass es spezifisch zu sein scheint, da
es nur das natiirliche Substrat umsetzte. Jedoch wurden fiir den Versuch nur entfernt
vergleichbare Substrate verwendet, sodass keine genauen Aussagen dariiber getroffen werden
konnten, welche Voraussetzungen ein Molekiil haben muss, um vom Enzym transformiert zu
werden.

Zusitzlich wurde der Einfluss verschiedenster Agenzien auf die enzymatische Aktivitét
untersucht. Die Ergebnisse legten nahe, dass im aktiven Zentrum des Enzyms Schwefelhaltige
Aminoséduren bei der Reaktion eine Rolle spielen und dass mehrwertige Kationen an der
Reaktion beteiligt sind. Sehr interessant war ein Experiment zur Kldrung, ob die Hydrolyse

von Aeroplysinin-1 (3) unter Einbeziehung der Hydroxylgruppe an Postion 1 ablduft, was
12
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unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen aus dem erhaltenen Ergebnis geschlossen wurde.
Bei diesem Versuch wurde der Umsatz von Aeroplysinin-1 (3) zum Dienon (4) in
deuteriertem Wasser durchgefiihrt und mit einem Parallelansatz mit normalem Wasser
verglichen. Es wurde vermutet, dass eine intramolekulare Wasserumlagerung dann bewiesen
ist, wenn das entstandene Produkt ein um zwei Masseneinheiten geringeres Masse-
Ladungsverhéltnis aufweist, als ein Produkt, welches durch deuteriertes Wasser, also Wasser
aus dem Losungsmittel, hydrolisiert wurde. Untersuchungen zur Enzymkinetik ermittelten
einen ungewohnlich hohen K,,-Wert von 84 mM.

Obwohl in Fenderts Arbeit das Enzym nicht isoliert werden konnte, postulierte er, dass es sich
bei dem gesuchten Enzym um eine Nitrilhydratase handeln muss, da die ablaufende Reaktion,
die Bildung eines Sdureamids aus dem korrespondierenden Nitril, typisch fiir eine

Nitrilhydratase ist.

Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit lag in der Isolierung und Charakterisierung der Nitrilhydratase aus dem
Schwamm Aplysina cavernicola.

Es sollte einerseits ein Reinigungsprotokoll entwickelt werden, welches es erlaubte, die
Nitrilhydratase aus einem Enzymrohextrakt zu isolieren. Als zweites sollten Untersuchungen
beziiglich des zentralen Metallions unternommen werden, um dieses zu bestimmen. Drittens

sollte das isolierte Enzym biochemisch charakterisiert werden.

Material und Methoden

Chemikalien und Materialien

Allgemeine Materialien
e Pipettenspitzen (2,5ul; 10 pl; 100 pl; 200 pl; 1000 pl), Eppendorf AG, Hamburg
e Pipetten (2,5 pl; 10 pl; 100 ul; 200 ul; 1000 ul), Eppendorf AG, Hamburg
e Multipette Plus, Eppendorf AG, Hamburg

e Combitips Plus, Eppendorf AG, Hamburg
13
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e Eppendorf-Reaktionsgefdlie (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml), Eppendorf AG, Hamburg
e Konische Probenrohrchen ,Falcon tubes® (15 und 50 ml), Beckton Dickinson GmbH

e Mikrotiterplatten 96 Népfchen, Greiner

Chemikalien

Tabelle MM 1 listet alle Chemikalien auf, die fiir Puffer, Elektrophoresen, die Synthese und

Chromatographie verwendet wurden.

Acrylamid/Bis-solution 30%
Aluminiumsulfathydrat
Ammoniak 25%
Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat, p.a.
Benzylchlorid z.S.
Bis(2-hydroxyethyl)amino-
tris(hydroxymethyl)methan (BisTris)
Blei(IV)-tetraacetat p.a.
Bovines serum albumin (BSA)
Bromphenolblau
Citronensduremonohydrat
Chloroform p.a.

Ciprofloxacin p.a.
Cobalt(IT)chlorid

Coomassie Brilliant blue G 250
Dichlormethan
Dimethylformamid
Eisen(Il)sulfatheptahydrat
Eisen(IlT)chlorid

Essigsdure 99-100 %

Ethanol absolut

Ethylacetat p.a.
Ethylendiaamintetraessigsiure
Formaldehyd p.a.

Chemikalien Hersteller
2-(N-morpholino)ethansulfonsiure Roth

(MES)

4-(2-hydroxyethyl)-1- Roth
piperazinethansulfonsidure (HEPES)
2-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd Sigma-Aldrich
>98 %

Acetanhydrid z.S Merck

Aceton Acros Organics

Roth

Roth

Grlissing
Merck

Acros Organics
Merck
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Roth
Riedel-deHaen
Griissing
VWR

Fluka

Merck

Roth

VWR
Sigma-Aldrich
Fluka

Fluka

VWR

Prolabo

VWR

Merck

VWR
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Glycerol

Glycin p.a.

Hippursaure 98 %
Hydroxylaminhydrochlorid p.a.
Kaliumcarbonat wasserfrei p.a.
Kaliumhydroxid p.a.
Kupfer(Il)sulfatpentahydrat
Mangan(II)sulfatmonohydrat
Methanol (HPLC)

Milchsdure 90 % DAB

NanoPure Wasser*

NativeMark Unstained Protein Standard
Natriumacetat p.a.
Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Natriumthiosulfatpentahydrat p.a.
Nickel(IT)chloridhexahydrate

PageRulertm prestained protein ladder (10 to 170

kDa)

Palladium/Aktivkohle 10% Pd
Phosphorséure 85 %

Ponceau S
Pyridiniumbromidperbromid z.S.
Pyridin wasserfrei

Rifampicin p.a.

Salzsdure 37%

Schwefelsdure (95 %)

SDS ultra pure

Silbernitrat > 99,9%
Tetramethylethylendiamin
Tetrazyklin p.a.
Trichloressigsédure
N-(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin
(Tricin)

Trifluoressigsdure (99%)
Tri-Natriumcitrat
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Vancomycin p.a.

Zink(II)chlorid
B-Mercaptoethanol

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Applichem
VWR

VWR

VWR

Merck
Prolabo

Caelo

Invitrogen
Roth
J.T.Baker
J.T.Baker
Roth
Merck
Fermentas

Merck
AppliChem
Roth

Merck

VWR
AppliChem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Merck
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich

Prolabo
Prolabo
Sigma-Aldrich
AppliChem
Sigma-Aldrich
Roth

Tabelle MM 1: Verwendete Chemikalien.
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Das fiir alle Puffer und biochemischen Experimente verwendete Wasser wurde vor Benutzung
durch Ionenaustauschchromatographie (NANOpure, Barnstead gereinigt) und wird

nachfolgend als Nanopure Wasser bezeichnet.

Gerdite

-86 °C Gefrierschrank Forma Scientific
AKTAPrime plus FPLC-system Amersham Biosciences
ChemiGenius2 Biolmaging System Syngene
Digitales pH-Meter 420 Aplus Orion

Digitalwaagen 2354/TE1502S/ Analysenwaagen MC1 Sartorius

Fast sequential atomic absorption spectrometer AA240FS Varian

Heizbad B-490 Biichi
Heizblock UBD Grant
Heizplatte/magnetrithrer Combi Mag IKA
Kiihlkabinett Minicoldlab 2023 Pharmacia Biosystems
Kiihlkabinett UniChromat 1500-Duo UniEqip GmbH
Tecan Genios Mikrotiterplattenleser Labtech
Ultraschallbad Sonorex RK 510H Bandelin
Ultrazentrifuge Airfuge Beckmann
Ultrazentrifuge Sorvall Discovery, Rotor Ti60 Beckmann

UV Lampe und DC-Platten Betrachter Camag

Vibrax VXR Basic IKA

Vortex VF2 IKA

Zentrifuge 5417R Eppendorf
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus

Herkunft des Schwammmaterials

Das fiir die Untersuchungen verwendete Schwammmaterial wurde Ende Oktober 2009 vor
der Kiiste der italienischen Mittelmeerinsel Elba von Mitarbeitern der auf der Insel
befindlichen Meeresstation Hydra gesammelt. Nach Angaben der dortigen Mitarbeiter wurde
das Schwammmaterial an der gleichen Stelle gesammelt wie neun Jahre zuvor, als mehrere
Individuen des Schwammes Aplysina cavernicola fir Dr. Carsten Thoms, in einer Tiefe von
40 m vor dem ,,Capo di Fonza“, gesammelt wurden.

Das gesammelte Schwammmaterial wurde nach der Bergung sofort in flissigem Stickstoff

gefroren und iiber Nacht mit Trockeneis an die HHU Diisseldorf geschickt. Die einzelnen
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Schwammindividuen wurden gefriergetrocknet, von Schmutz, Salz und angelagerten

Meeresorganismen, wie Krustentieren, gesdubert, gemorsert und bei -80 °C gelagert.

Herkunft des verwendeten Substrats Aeroplysinin-1

Das fiir die diese Arbeit verwendete Aeroplysinin-1 wurde wéhrend der Promotionsarbeit von
Dr. Carsten Thoms isoliert. Die daraus hergestellte Substratlosung wurde in einer

Konzentration von 0,1 % in Methanol hergestellt und im Tiefkiihlfach bei -20 °C gelagert.

HPLC

Die Untersuchung derenzymatischen Aktivitdt des Schwammmaterials erfolgte mittels der
High Performance Liquid Chromatography, HPLC. Das verwendete System bestand aus einer
Waters 510 Pumpe, einem Waters 717plus Autosampler, einem Sadulenofen K3, der Firma
TechLab, einer Sdule der Firma Knauer, Eurospher 100-C18, 5 pm,125x4 mM 1i.d. und einem
Waters 996 Photo Dioden Array Detektor.

Die Elution wurde isokratisch mit einer Flussrate von 1,5 ml pro Minute und einem
Verhiltnis von Methanol zu 0,1% Trifluoressigsdure von 0,34/0,66 durchgefiihrt.

Zur Untersuchung der Nitrilhydratase wurden 10 pl in die HPLC eingespritzt. Die

Auswertung erfolgte im Absorptionsmaximum von Aeroplysinin-1 bei 280nm.

Zur Uberpriifung der einzelnen Syntheseschritte wurde das beschriebene System verwendet,
mit dem Unterschied, dass nicht isokratisch, sondern mit einem linearen Gradienten, wie

folgt, eluiert wurde:

0 min 10% Methanol
5 min 10% Methanol
35 min 100% Methanol
40 min 100% Methanol
45 min 10% Methanol
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Wihrend der Untersuchung des Abbaus der synthetisierten Substanzen und des

Inhibitionsassays musste das Programm ebenfalls gedndert werden.

0 min 34% Methanol
4 min 34% Methanol
35 min 100% Methanol
40 min 100% Methanol
15 min 34% Methanol

Aktivitatsassay Nitrilhydratase

Zur Untersuchung der Nitrilhydratase wurden 20 pl der zu untersuchenden Proteinfraktionen
mit 8 pl einer Aeroplysinin-1 Losung 10 mg/ml (29 mM) und 12 pl einer 1 zu 1 Mischung aus
HEPES Puffer pH 7 1 M und Tris-HCI Puffer pH 8,8 1,5 M (Tris-HEPES Puffer) in ein 0.5
ml Eppendorf Reaktionsgefdll pipettiert und 20 Minuten bei Raumtemperatur (21 °C)
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und
einzeln aufgetaut, auf 100 pl mit HPLC Methanol aufgefiillt, kurz zentrifugiert und sofort per
HPLC vermessen. Kontrollen wurden auf die gleiche Art ohne Substratzusatz hergestellt. Fiir
jede Probe wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die enzymatische Aktivitit jeder
einzelnen Fraktion wurde als Abnahme der Fliche an Aeroplysinin-1 im Vergleich zur
Aeroplysinin-1 Kontrolle ohne Enzymumsatz berechnet.

Abweichende Pipettierschema werden bei den entsprechenden Experimenten erlautert.

Eine Ubersicht iiber das Pipettierschema:

20 Wl Enzymlsg.

6 ul HEPES PufferpH7 1 M

6 ul Tris-HCI Puffer pH 8,8 1,5 M
8 ul Aeroplysininlsg. 29mM

Pufferaquilibrierung

Enzyme besitzen neben einem Temperaturoptimum auch ein pH-Optimum, welches im

Normalfall dem pH-Wert des Kompartiments, in dem das Enzym lokalisiert ist, entspricht.
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Die Aktivitit des Enzyms wird durch Abweichungen des pH-Werts vom Optimum durch z.B.

strukturelle Verdanderungen des Enzyms verringert. Zu grofle Verdanderungen des pH-Wertes

konnen zu irreversiblen strukturellen Verdnderungen am Enzym und damit zu totalem

Aktivititsverlust fithren.

Untersuchungen von Dr. Fendert in seiner Dissertation wiesen ein pH-Optimum von 7 bis 7,5

auf. Um ein optimales Puffersystem, welches in diesem genannten Bereich liegt und die

Enzymlosungen auch aus pH Bereichen von drei bis vier abpuffert, fiir das Aktivitdtsassay zu

finden, wurden sieben verschiedene Mischungen aus HEPES Puffer pH 7 1 M und Tris-HCl

Puffer pH 8,8 1,5 M hergestellt. 12 pl dieser Mischungen wurden zu 20 pl Fraktion pipettiert

und nach Zugabe von 8 pul Substratlosung 20 min lang inkubiert, in fliissigem Stickstoff

gefroren und kurz vor der Vermessung aufgetaut und mit 60 pl Methanol verdiinnt.

Das Pipettierschema sah wie folgt aus:

20 ul  Enzymlsg.

12l Tris-HEPES Puffer

8 ul Aeroplysininlsg. 29 mM

Tabelle MM 2 zeigt die verschiedenen Mischungen der beiden Puffersysteme.

Probe HEPES PufferpH 7,8 1 M Tris-HCI Puffer pH 8,8 1,5 M
pH 7 12 pl 0wl

pH7,2 |10l 2 ul

pH7,5 |8ul 4 ul

pH7,8 |6ul 6 ul

pHS8,1 |[4ul 8 ul

pH&S5 |2ul 10 pl

pH 8,8 | 0wl 12 wl

Tabelle MM 2: Verschiedene Mischungen des HEPES Puffer pH 7,8 1 M mit Tris-HCI Puffer pH 8,8 1,5 M, die

zur Pufferdquilibrierung verwendet wurden.

Zu jeder Puffermischung wurden Negativkontrollen erstellt, bei denen die Enzymlosung

durch MES-Puffer 50 mM pH 5,8 ersetzt wurde.
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Zellaufschluss

Der erste Schritt einer Proteinaufreinigung ist die Zerstérung der Zellverbande, in denen das
Zielprotein enthalten ist. Nach dem Aufbrechen der Zellen kann ein Gemisch aus intakten und
beschéddigten Zellen, Zellorganellen, Membranfragmenten und kleiner chemischer
Verbindungen aus zerstorten Zellkompartimenten vorliegen. Danach erfolgt oft eine grobe
Fraktionierung durch die differentielle Zentrifugation. Das Probenmaterial wird aufsteigend
mit unterschiedlichen Kréften zentrifugiert, um die Zellbestandteile grob voneinander zu
trennen, wobei bei 800 x g z.B. Zellen und Zellkerne, bei 10.000 x g Kern- und
Plasmamembranen, sowie Mitochondrien und bei 100.000 x g Membranproteine
sedimentieren und als Niederschlag zuriickbleiben. Nach einer mehr als einstiindigen
Zentrifugation bei 100.000 x g findet man im Uberstand noch Ribosomen und 16sliche
Proteine.

Die Aufreinigung des Schwammmaterials wurde mit einem Zellaufschluss durch
Ultraschallwellen begonnen. Dazu wurden 2,5 g gefriergetrocknetes Probenmaterial in
Zentrifugationsrohrchen gewogen und mit 20 ml Citratpuffer pH 5,8 50 mM versetzt. Nach
einer 45 miniitigen Inkubation in einem eisgekiihlten Ultraschallbad wurden die Proben 20
Minuten lang bei 800 x g und 4° Celsius zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgetrennt und
der Niederschlag P1 in 5 ml Citratpuffer suspendiert und fiir weitere 15 min zentrifugiert.
Danach wurden die Uberstinde, S1, vereinigt und der Niederschlag P1 in 2 ml Puffer
resuspendiert. In diesem ersten Schritt wurden nicht geloste Zellen, Zelltrimmer und
Zellkerne abgetrennt. Der Uberstand S1 wurde danach zur Abtrennung der Zellorganellen fiir
eine halbe Stunde bei 10.000 x g und 4° Celsius zentrifugiert. Der Niederschlag P2 wurde in 2
ml resuspendiert. Im letzten Schritt wurden die Zellmembranen aus dem Uberstand S2 durch
Ultrazentrifugation bei 100.000 x g abzentrifugiert. Im Uberstand S3 blieben alle 16slichen
Zellbestandteile librig. Der Niederschlag P3 wurde mit 750 pl Citratpuffer gewaschen. Von
jeder Fraktion wurden jeweils 200 bis 500 pl abgenommen und fiir Aktivitétstests und SDS-
Gelelektrophoresen aufbewahrt. Der Zellaufschluss wurde in den meisten Fillen mit 4 bis 8
mal 2,5 g Schwammmaterial durchgefiihrt. Im Verlauf der Arbeiten wurde der

Citratpuffer 50 mM pH 5,8 durch einen MES-Puffer 50 mM pH 5,8 ersetzt. Nachdem sich
zeigte, dass es sich bei dem gesuchten Enzym um ein 16sliches Protein handelt, wurde auf den
zweiten Zentrifugationsschritt im oben genannten Protokoll verzichtet.

Die Proteinkonzentrationen wurden mittels des Bradford Assays bestimmt. Zur

Aktivitdtsbestimmung wurden zu 20 ul Fraktion 8 pl Substrat und 12 pl Tris-HEPES Puffer
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gegeben. Nach einer 20 miniitigen Inkubation wurden die Proben mittels HPLC vermessen
und die Substratabnahme bestimmt. Das Proteinspektrum wurde durch
SDS-Gelelektrophoresen iiberpriift, wobei pro Fraktion ca.150 pg auf das Gel aufgetragen

wurde.

Entsalzung

Das Entsalzen der ersten erhaltenen Rohextrakte wurde mittels PD-10 Séulen, gefiillt mit
Sephadex G 250, welches einen cut-off von 5 kDa aufweist, durchgefiihrt. Die Entsalzung
verlduft nach demselben Prinzip wie die GroBenausschlusschromatographie, welche unter
dem entsprechenden Absatz néher erléutert wird.

Ein Entsalzen von Probelosungen ist normalerweise dann angebracht, wenn z.B. die
Ionenstdrke der vorliegenden Losung aus einem vorherigen Reinigungsschritt fiir den
Folgenden zu hoch ist.

Dies war nach der Ultrazentrifugation und dem Erhalt der S3 Fraktion nicht der Fall. Das Ziel
war es, die im Enzymextrakt enthaltenen niedermolekularen Substanzen, die im
Aktivitdtsassay storen, Aeroplysinin und Dienon, zu entfernen, um Chromatogramme der S3
Fraktion zu erhalten, die frei von dem natiirlichen Substrat und dem Produkt der
Enzymreaktion waren.

Die Saulen wurden mit dem fiinffachen Sdulenvolumen dquilibriert. 2,5 ml der S3 Fraktion
wurden auf die Sdule aufgetragen und nachdem die Probe in das Sdulenmaterial eingelaufen
war, wurde mit 3,5 ml Puffer eluiert. Das erhaltene Eluat wurde bei -20°C fiir Aktivititstests
gelagert.

Zur Messung der Aktivitdt wurde der Aktivitdtsassay wie unter Aktivitdtsassay beschrieben

durchgefiihrt.

Ammoniumsulfatfallung

Ein grundlegender Reinigungsschritt in der Proteinanalytik ist die Aussalzung. Dieser

Methode liegen zwei Effekte zu Grunde, einerseits die Erhohung der Clusterstruktur des

21



Material und Methoden

Wassers und andererseits die Dehydratation der Proteine durch Aufbau einer groflen
Hydrathiille an den eingesetzten Salzen.

Wasser hat die besondere Eigenschaft im flissigen Zustand durch die Moglichkeit der
Wasserstoffbriickenbindungen tetraedisch strukturierte Netzwerke zu bilden. So konnen
Temperaturzufuhr und einige Salze (Strukturbrecher, z.B. Harnstoff) diese Clusterstrukturen
aufbrechen, wodurch das Wasser hydrophiler wird und sich somit die Losungseigenschaften
des Wassers gegeniiber polaren Substanzen erhohen. Umgekehrt fithren eine
Temperaturerniedrigung und die Zugabe von Strukturbildnern, wie Ammoniumsulfat, zu
einer Verstirkung der Netzstruktur, wodurch das Wasser hydrophober wird. Somit kann bei
ausreichender Zugabe eines Strukturbildners die Loslichkeit eines Proteins unterschritten
werden, wodurch dieses ausfillt.

Des Weiteren fiihrt die Zugabe von Ammoniumsulfat dazu, dass es Wassermolekiile aus der
Hydrathiille von Proteinen entfernt um eine Eigene aufzubauen. In diesem Fall fiihrt der
Wegfall der Hydrathiille ebenfalls zu einer Fillung der Proteine.

Die Ammoniumsulfatfillung wurde wihrend der Benutzung des Citratpuffers bei pH 8- beim
Wechsel zum MES-Puffer wurde der pH-Wert der zu féllenden Losung nicht mehr auf 8
eingestellt, da es zu unerwarteten Niederschldgen in der Proteinlésung kam- und ca. 4°C im
Kiihlkabinett durchgefiihrt, wobei der Probe wunter stindigem Rithren zunichst
Ammoniumsulfat bis zu einer 41% Séttigung langsam zugegeben wurde. Nachdem die
erwiinschte Sittigung erreicht wurde, liel man die Probe noch fiir eine halbe Stunde rithren.
Danach wurde die Probe bei 13000 rpm fiir zehn Minuten zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und diesmal bis zu einer 67% Sittigung mit Ammoniumsulfat versetzt. Nach
Erreichen der Siattigung verfuhr man mit der Probe wie beim ersten Schritt. Nach der
Zentrifugation wurde allerdings der Uberstand verworfen und der Niederschlag mit dem
entsprechendem Puffer aufgenommen und anschlie3end dialysiert.

Nachdem sich zeigte, dass das Enzym bei pH 4 noch stabil war, wurde das zweite erhaltene

Pellet mit Lactatpuffer 50 mM pH 3,9 aufgenommen.

Dialyse

Nach einer Ammoniumsulfatfillung ist die Dialyse der gefillten Enzyme der nachfolgende
Schritt. Die Dialyse ist eines der gdngigsten Entsalzungsverfahren. Verwendet wird dafiir ein

Dialyseschlauch, der aus einer semipermeablen Membran mit einer bekannten Porengrof3e
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besteht. Molekiile, die kleiner als die PorengroBe (Molekulargewichtsauschlussgrof3e, cut off-
Wert) sind, konnen ungehindert durch die Membran diffundieren. Dem Konzentrationsgetille
folgend, wird die in den Schlauch gefiillte Losung von allen Molekiilen, die kleiner als der cut
off sind, befreit.

Die Dialyse erfolgte bei 4°C unter stindigem Riithren und mehrmaligem Pufferwechsel. Der
Schlauch wurde zu zwei Drittel gefiillt. Die erhaltene Probe wurde als P2 dialysiert

bezeichnet.

Aufkonzentrierung

Die teilweise niedrige Proteinkonzentration der erhaltenen Enzymfraktionen und die damit
verbundene niedrige Aktivitdt der Proben, machte es notig, die Proben aufzukonzentrieren. Zu
diesem Zweck wurden Amicon Ultra-15 Zentrifugationsfiltereinheiten der Firma Millipore
mit einem Ausschlussvolumen von 3 kDa verwendet. Diese Zentrifugationsfiltereinheiten
bestehen aus einem &ulleren Reaktionsgefdl und einer inneren Filtereinheit mit einer
Membran definierter Porengrof3e. Die aufzukonzentrierende Probe wird in die innere Einheit
gefiillt. Bei der anschlieBenden Zentrifugation verringert sich das Volumen dadurch, dass das
Losemittel mit allen gelosten Substanzen, die kleiner als das Ausschlussvolumen sind, durch
die Membran flieen kénnen.

Die Proben wurden bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert, bis das gewiinschte Volumen erreicht

war.

Abtrennung niedermolekularer Substanzen

Die Tatsache, dass das Enzym nach der Entsalzung keine Aktivitdt mehr aufwies und erst
durch eine inaktivierte Enzymprobe wieder in den aktiven Zustand tiberfiihrt werden konnte,
zeigte, dass Molekiile, deren Grof3e unterhalb der Ausschlussgrenze der PD-10 Séulen lag, fiir
die Aktivitdit mitverantwortlich sein mussten. Um diese niedermolekularen Substanzen
abzutrennen wurde die oben beschriebene Methode verwendet, wobei jedoch fiir die darauf
folgenden Versuche der Durchfluss verwendet wurde und nicht die Probe innerhalb der

Filtereinheit.
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Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationen der erhaltenen Fraktionen wurden mittels des Bradford Assays
gemessen. Bei diesem kolorimetrischen Assay entsteht aus dem roten Coomassie Reagenz
durch Proteinbindung Coomassie Blau. Die steigende Lichtabsorption des gebildeten
Coomassie Blau bei 595 nm ist proportional zur Proteinkonzetration, wodurch sich die in den
Proben enthaltende Konzentration an Proteinen bestimmen ldsst. Zur Kalibrierung der
Messung verwendet man Poteinstandards, fiir gewo6hnlich bovines Rinderalbumin.
Fiir die Messung wurde eine BSA Konzentrationsreihe mit 0, 5, 10, 30, 50, 70, 90, 100 und
1000 pg/ml hergestellt.
Die Bradford Stamml6sung wurde wie folgt hergestellt:
Bradford Stammlosung: 70 mg Coomassie Brilliant Blue

gelost in 50 ml Ethanol p.a.

Zugabe von 100 ml Phosphorséure (85 %)

Auffiillen mit Nanopure Wasser ad 200 ml

lichtgeschiitzte Lagerung bei 4 °Celsius

Fir die Bradford Messungen wurde die Stammlosung 1 zu 5 verdiinnt, iiber Nacht kiihl
gelagert und filtriert.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 10 pl der zu messenden Probe mit 300 ul
der verdiinnten Bradford Losung in ein Feld einer Mikrotiterplatte pipettiert, 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und bei 595 nm vermessen. Um Pipettierungenauigkeiten zu
minimieren wurden immer 3 Messungen fiir jede Fraktion durchgefiihrt und der Mittelwert

bestimmt.

TCA Fillung

Geringe Proteinkonzentrationen machten es notig, die meisten Proben fiir die SDS PAGE
durch eine Fillung mit Trichloressigsdure aufzukonzentrieren. Zur Féllung von 4 Teilen
Probe wurde ein Teil TCA hinzupipettiert und zehn Minuten bei 4° Celsius inkubiert. Danach
wurden die Proben zehn Minuten lang bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Pellets mit 200 ul kaltem Aceton gewaschen und erneut zehn Minuten lang bei

13000 rpm zentrifugiert. Der Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt.
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Nachdem die Proben mit Aceton gewaschen wurden und der Acetoniiberstand entfernt wurde,
wurden die Proteinniederschldge kurz bei 95 °Celsius im Heizblock getrocknet. Die trockenen
Niederschldge wurden mit 12 pl Nanopure Wasser und 3ul des 5-fachen Probenpuffers
resuspendiert. Zeigte diese Losung ein gelb-griinliche Fiarbung, so wurde so viel Tris-HCI
Puffer 1,5 M pH 8.8 zugegeben, bis sich die Losung blau férbte.

Nachdem sich zeigte, dass die aktiven Fraktionen aus der GréBenausschlusschromatographie
meist eine sehr geringe Proteinkonzentration aufwiesen, wurde bei der Proteinfillung auf den
zweiten Waschschritt verzichtet. Zudem wurden die getrockneten Proteinniederschlége nicht

mit Nanopure Wasser, sondern mit 12 pl Tris-HCI Puffer 1.5 M pH 8.8 aufgenommen.

Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS PAGE)

Nach jedem Reinigungsschritt wurden die aktiven und benachbarten Fraktionen auf ihre
Proteinzusammensetzung hin untersucht. Zu diesem Zweck wurden
SDS-Polyacrylamidgelelektrophoresen durchgefiihrt, bei denen die Proteine nach Grof3e
getrennt werden. Die Zugabe des anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) zu
Proteinproben fiihrt zu einer Uberlagerung der Eigenladung von Proteinen mit negativ
geladenem SDS. Durch LadungsabstoBung der negativen Ladungen kommt es zu einer
Langsstreckung der Proteine. Um Cysteinbriicken zu spalten werden reduzierende Thiole,
z.B. B-Mercaptoethanol, den Proben zugesetzt. Danach werden die Proben meistens 5 min bei
95 °C im Heizblock denaturiert.

Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE werden die Proteine zunéchst in einem Sammelgel
aufkonzentriert und erst danach im Trenngel nach GroBe aufgetrennt. Dabei dient das
Trenngel als eine Art Sieb, bei der die Maschengrof3e vom Acrylamidgehalt abhéngt. Kleinere
Proteine konnen durch die Maschen einfacher wandern als Grof3e und laufen somit schneller
durch das Gel.

Mit dieser Methode konnte die Komplexitit der gemessenen Fraktionen beziiglich der
Proteinmuster untersucht und gleichzeitig die aktiven und inaktiven Fraktionen auf
Unterschiede in ihrem Bandenmuster hin verglichen werden.

Es wurden jeweils pro Ansatz 15 pl groBBe Probenmengen aus 12 pl Nanopure Wasser und 3
ul des 5-fachen Probenpuffers hergestellt, die dann bei 37 °C im Wasserbad erhitzt wurden,
von denen 10 pl aufs Gel aufgetragen wurden. Die eingesetzte Proteinmenge variierte in den

einzelnen Reinigungsschritten.
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Mit jedem Gel wurde eine Protein-Standard-Leiter mit Referenzproteinen von 10 bis 170 kDa
vermessen. Das Gel wurde bei 70 V laufen gelassen, bis die Lauffront das Trenngel erreichte.
Danach wurde die Spannung auf 100 V erhoht. Der Lauf wurde beendet, kurz bevor die
Lauffront das Ende des Gels erreichte.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel dreimal jeweils fiir zehn Minuten mit Nanopure
Wasser gewaschen und dann {iber Nacht in die Farbelosung eingelegt. Nach dem Farbeschritt
wurde das Gel nochmals mit Nanopure Wasser gewaschen, um die Hintergrundfirbung zu
entfernen. Die Gele wurden gescannt und danach im Kiihlschrank in Plastikfolien aufbewahrt.
Fiir ein SDS-Gel mit besonders niedrigen Proteinkonzentrationen wurde eine Silberfarbung
versucht. Dazu wurde das fertige Gel 30 min in einer Fixierlosung geschwenkt, bei diese nach
20 min gewechselt wurde. Danach wurde das Gel zweimal je 20 min in der Waschl6sung
geschwenkt. Anschliefend wurde es noch eine halbe Stunde mit Nanopure Wasser, welches
nach 10 min gewechselt wurde, gewaschen. Alle weiteren Arbeiten erfolgten im Kiihlraum.
Das Gel wurde eine Minute in der Sensitizer-Losung inkubiert, dann zweimal fiir 30 Sek. mit
Nanopure Wasser gewaschen und dann 20 min in der Silber-16sung inkubiert. Diese wurde
dann vollstindig entfernt und das Gel noch dreimal fiir 15 Sek. mit Nanopure Wasser
gewaschen, bevor es in die Entwickler-Losung gelegt wurde. Der Fiarbeprozess wurde durch
Abspiilen der Losung mit Nanopure Wasser gestoppt. Zum Schluss wurde das Gel 5 min in

5 % Essigsdure eingelegt.

Beschreibung Komponenten Volumenanteile
Fixierlosung Nanopure Wasser 50%
Ethanol 40%
Essigsédure 10%
Waschlosung Nanopure Wasser 70%
Ethanol 30%
Sensitizer-Losung | Natriumthiosulfat 0,02%
Nanopure Wasser 99,98%
Silberlosung Silbernitrat 1,69 g
Nanopure Wasser ad 100 ml
Formaldehyd 0,02%
Entwicklerlosung | Natriumcarbonat 2%
Formaldehyd 0,04%
Reinstwasser 97,96%

Tabelle MM 3: Verwendete Losungen fiir eine Silbernitratfarbung eines SDS-Gels.
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Beschreibung Komponenten Volumen
Sammelgel 4% Nanopure Wasser 6.1 ml
0.5M Tris-HCI, pH 6,8 2.5 ml
10%(m/v) SDS-Losung 0. Iml
30%(m/v) Acrylamid-Bis-Losung 1.3 ml
10%(m/v) APS-Losung 0.05 ml
TEMED 0.01 ml
Trenngel 12% Nanopure Wasser 3,4 ml
0.5M Tris-HCI, pH 6,8 2.5ml
10%(m/v) SDS-Losung 0.1 ml
30%(m/v) Acrylamid-Bis-Losung 4.0 ml
10%(m/v) APS-Losung 0.05 ml
TEMED 0.005 ml
Probenpuffer 5x Nanopure Wasser 2.75 ml
0.5M Tris-HCl, pH 6,8 1.25 ml
Glycerol 2.5 ml
10%(m/v) SDS-Losung 2.0 ml
0.5%(m/v) Bromphenolblau-Losung 1.0 ml
SDS-Puffer 10x Tris 303 ¢g
Glycin 1440 ¢
SDS 100 ¢g
Nanopure Wasser ad 1000 ml
Férbelosung 0.02% Coomassie Brilliant Blau 100 mg
2%(m/v) Phosphorsdure 12 ml (85%)
5% Aluminiumsulfat 25¢g
10% Ethanol 50 ml
Nanopure Wasser 438 ml

Tabelle MM 4: Gele und Puffer fiir die SDS-PAGE.

Wiederherstellung der Aktivitiat durch hitzeinaktivierte Proteinproben

Der Verlust der Aktivitit einer aktiven Enzymlosung durch Entsalzen beziehungsweise durch
Ammoniumsulfatfallung mit anschlieBender Dialyse, hitte einen Grund darin haben konnen,
dass niedermolekulare, nicht proteinartige Substanzen, die fiir die Aktivitdt notwendig sind,
durch Entsalzen wie auch durch Dialyse entfernt wurden.

Um zu beweisen, dass es sich bei diesen Substanzen tatsdchlich nicht um Proteine handelt,
wurde eine aktive S3 Fraktion durch Hitze inaktiviert und danach zu einer dialysierten Probe
gegeben, um daraufhin einen Aktivitdtsassay mit der Probe durchzufiihren.

Eine aktive S3 Fraktion wurde fiir 20 min bei 95°C inkubiert und anschlieBend fiir 5 min bei
13000 x g zentrifugiert. 30 pl des Uberstandes wurden zu der gleichen Menge einer P2
dialysierten Fraktion, sowie zur entsalzten S3 Fraktion gegeben. Nach Zugaben von 12 pl
Tris-HEPES Puffer und der Substratlosung wurden die Proben 20 min lang inkubiert, in
flissigem Stickstoff tiefgefroren und kurz vor der Messung aufgetaut und mit 20 pl Methanol

verdiinnt.
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Fiir diesen Versuch wurden zwei Arten von Kontrollen hergestellt, Kontrollproben ohne
jegliche Proteinlosung, sondern lediglich 60 pl Puffer und Kontrollen mit inaktivierter S3
Fraktion ohne die P2 dialysiert bzw. S3 entsalzt Fraktion.

Das Pipettierschema zu diesem versuch stellt sich wie folgt dar:

30 ul  S3 inaktiviert

30 ul P2 dialysiert/S3 entsalzt
12 ul  Tris-HEPES Puffer

8 ul Aeroplysininlsg. 29mM

Ionenaustauschchromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie (IEX) ist ein analytisches Trennverfahren, mit dem man
Substanzen nach ihrer Ladung trennen kann. Diesem Verfahren liegen reversible
Adsorptionsvorgénge von geladenen Molekiilen und gegensitzlich geladenen immobilisierten
Gruppen zu Grunde. Als stationdre Phasen dienen geladene Tridgermaterialien, die als
Kationenaustauscher zum Beispiel Sulfonsdurereste und als Anionenaustauscher quartire
Amine tragen.

Proteine konnen in ihren Seitenketten Carbonyl- und Aminfunktionen tragen und haben
dementsprechend pH-abhéngig nach aulen hin eine Eigenladung. AuBler am isoelektrischen
Punkt (IEP), wo die positiven und negativen Ladungen der verschiedenen funktionellen
Gruppen sich gegenseitig autheben und das Molekiil nach auBlen hin ungeladen erscheint,
liegen Proteine bei pH-Werten iiber ihrem IEP als Anionen und bei pH-Werten unter ihrem
IEP als Kationen vor. So kénnten zum Beispiel Proteine, die bei einem bestimmten pH-Wert
als Anionen und an einen Anionenaustauscher gebunden vorliegen, durch pH-Anderungen
oder durch Elution mit steigender lonenstirke der mobilen Phase von der Saule eluiert

werden.

lonenaustauschchromatographie fiir das Cosubstrat

Nachdem sich herausstellte, dass eine niedermolekulare Substanz mit einer Grof3e unter
5 kDa Einfluss auf die Aktivitdt hat, wurde der Versuch unternommen, diese Substanz zu

identifizieren. Zu diesem Zweck wurde eine aktive S3 Fraktion mittels einer
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Zentrifugationsfiltereinheit mit einer Ausschlussgrofle von 3 kDa 45 min lang bei 4000rpm,
unter gelegentlichem Waschen der Filtermembran, um ein Verstopfen dieser zu verhindern,
zentrifugiert.

Eine HiTrap Siule SP Sepharose XL (starker Kationenaustauscher) und ein AKTAprime plus
FPLC System wurden zur Aufreinigung des enzymfreien Extraktes verwendet. Das

AKTAprime plus FPLC System ist aus folgenden Geriten aufgebaut:

Pump P-900, Amersham Biosciences
Autosampler Frac-920, Amersham Biosciences
Detector UV-900, Amersham Biosciences
Software Unicorn

Bevor die Probe auf die Sdule aufgetragen wurde, wurde die Sdule mit 10 Sdulenvolumina
(Sdulenvolumen 1ml) Nanopure Wasser gewaschen und danach mit mindestens 10

Sdulenvolumina von Puffer A (siehe unten) mit einer Flussrate von 1ml/min dquilibriert.

Puffer A: HEPES-Puffer 50 mM pH 7
Puffer B: HEPES-Puffer 50 mM pH 7 + NaCl 2 M

6,5 ml der Probe wurden {iber eine 7ml Injektionsschleife auf die Sdule aufgetragen und
ungebundene Substanzen heruntergewaschen. Die Elution erfolgte mit einem Gradienten von
0 bis 100 % Puffer B iiber eine Zeit von 22,5 min und detektiert wurde mit einem
UV-Detektor bei 280 nm. Der ungebundene Durchfluss wurde in zwei Fraktionen a 5 ml in
zwei 15 ml Falcon tubes gesammelt. Wéhrend der Elution wurden 15 Fraktionen a 1,5 ml in 2
ml Reaktionsgefilen gesammelt. Nach der Benutzung wurde die Sdule erneut mit Nanopure
Wasser gewaschen und bei 4 °Celsius im Kiihlschrank bis zur erneuten Benutzung gelagert.
Noch am selben Tag wurden fiir die Aktivititsassays zu 40 pl jeder Fraktion 20 pl P2
dialysiert, 12 ul Tris-HEPES Puffer und 8 pl Substrat pipettiert und weiter wie unter
Aktivitdtsassay Nitrilhydratase beschrieben behandelt.

Das Pipettierschema:

20 ul  Enzymlsg.

40 Wl IEX Fraktion

12 ul  Tris-HEPES Puffer

8 ul Aeroplysininlsg. 29 mM
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lonenaustauschchromatographie fiir die Nitrilhydratase

Um die Nitrilhydratase zu reinigen, wurden mehrere Versuche mit Kationen- und
Anionenaustauschern unternommen. Als erstes wurden ein starker Anionenaustauscher
(HiTrap Sédule Q Sepharose XL) und ein starker Kationenaustauscher (HiTrap S&ule SP
Sepharose XL) zu Trennung verwendet. In beiden Féllen erfolgte die Durchfithrung wie oben
beschrieben, jedoch wurde der Gradient auf 24 min verlédngert und es wurde jeweils 1 ml pro

Fraktion gesammelt. Verwendet wurden folgende Puffer:

Puffer A: Citratpuffer 50 mM pH 5.8
Puffer B: Citratpuffer 50 mM pH 5,8 + NaCl 2 M

Da die Elution mit diesem Puffer nicht erfolgreich war, wurde ein neuer Versuch mit einem
anderen Puffersystem unternommen. Dazu wurde ein neuer Zellaufschluss unter der
Benutzung eines MES-Puffers 50 mM pH 5,8, wie unter dem Abschnitt Zellaufschluss
beschrieben, durchgefiihrt. Die S3 Fraktion wurde beim ersten Versuch lediglich dialysiert
und beim Zweiten ausgesalzt und dialysiert und mit dem vorher beschrieben starken

Anionenaustauscher chromatographiert. Als Puffer dienten:

Puffer A: MES-Puffer 50 mM pH 5.8
Puffer B: MES-Puffer 50 mM pH 5,8 + NaCl2 M

Nachdem diese Methode noch keine ausreichend guten Ergebnisse zeigte, wurde mit weiteren
Pufferwechseln versucht, den Trennerfolg zu vergroBBern. Es wurden die zwei folgenden

Puffersysteme mit einer P2 dialysiert Fraktion ausprobiert.

1. Puffer A: Acetatpuffer 50 mM pH 4,9
Puffer B: Acetatpuffer 50 mM pH 4,9 + NaCl 2 M

2. Puffer A: Lactatpuffer 50 mM pH 3,9
Puffer B: Lactatpuffer 50 mM pH 3,9 + NaCl IM
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Alle erhaltenen Fraktionen, die zu einer Absorptionssteigerung bei 280 nm fiithrten, wurden
jeweils am gleichen Tag im Aktivitdtsassay vermessen. Zu 50 ul Fraktion wurden

30 pl Mangan(Il)-Lsg. 25 mM, 12 pl Tris-HEPES Puffer und 8 pl Substrat pipettiert und
weiter wie unter Aktivitdtsassay Nitrilhydratase beschrieben behandelt.

Hier das Schema in der Ubersicht:

50 ul  Enzymlsg.

30l Mangan(Il)-16sung 25mM
12 ul  Tris-HEPES Puffer

8 ul Aeroplysininlsg. 29mM

Flammenabsorptionsspektroskopie

Um einen Eindruck iiber das Vorkommen verschiedener Metalle in aktiven Proteinfraktionen
zu erhalten, wurden diese spektroskopisch vermessen.

Bei der Flammenabsorptionsspektroskopie emittiert eine Lampe Licht, mit einer fiir das zu
messende Element entsprechenden Wellenldnge. Die Proben werden in einer Flamme aus
einem Acetylen/Luft Gemisch atomisiert und in anregbare Atome iiberfiihrt. Befinden sich
Atome im Strahlengang, die das entsprechende Licht absorbieren, wird dessen Intensitét
geschwicht und diese Schwichung registriert. Die Absorption unterliegt dem Lambert-
Beer’schen Gesetz und kann zur quantitativen und qualitativen Analyse herangezogen
werden.

Die Flamme des verwendeten Spektrometers wurde mit einem Acetylen/Luft Gemisch
(Acetylen 13,5 1/min, Luft 2 I/min) betrieben. Die Multielement-Hohlkathodenlampe wurde
eine halbe Stunde vor Beginn der Messungen eingeschaltet, um konstante Ergebnisse zu
erhalten. In Abhingigkeit von dem zu messenden Atom wurde die Wellenldnge entsprechend
eingestellt, das Gerdt gegen Luft und danach gegen den entsprechenden Puffer genullt.

Da vor der ersten Messung aus der Literatur nichts tiber die in dem Schwamm vorkommenden
Elemente bekannt war, wurde zunéchst eine S3 Fraktion auf alle von der Hohlkathodenlampe
messbaren Elemente -Chrom, Mangan, Eisen, Kobalt, Nickel, Kupfer-, gepriift. Chrom,
Kupfer und Eisen waren in der Probe nicht vorhanden. Weitere Messungen erfolgten mit einer
S3, sowie einer dialysierten P2 Fraktion, wobei diese nur noch auf die vorher gefundenen

Elemente untersucht wurden. S3 und die dialysierte P2 Fraktion wurden fiir jedes zu
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bestimmende Element in einer Doppelbestimmung, mit einer vier sekiindigen Pause zwischen
den zwei Messungen, vermessen, wihrend die Standardlosungen der Elemente in einer
Dreifachbestimmung vermessen wurden.

Die aus der Ionenaustauschchromatographie der niedermolekularen Substanzen erhaltenen
Fraktionen wurden aufgrund der geringen Probenmenge lediglich auf Mangan getestet.
Zwischen jeder Messreihe wurde der Injektionsschlauch, iiber den die Proben manuell
eingefiihrt wurden, intensiv mit Nanopure Wasser gewaschen.

Zur Gehaltsbestimmung der einzelnen Elemente wurde jeweils eine Kalibriergerade erstellt.
Verwendet wurden Losungen der Elemente mit einer Konzentration zwischen 0,05mM und
1,25mM. Da Citronensdure die Eisenbestimmung storen kann, wurden alle Messungen fiir
Eisen in einem MES-Puffer pH 5,8 50 mM durchgefiihrt, wihrend alle anderen Messungen
mit Citronensdurepuffer pH 5,8 50 mM erfolgten.

Einfluss von EDTA auf die Enzymaktivitat

Die Ergebnisse, die aus der Entsalzung, Dialyse und Ionenaustauschchromatographie, sowie
der Atomabsorptionsspektroskopie erhalten wurden, deuteten auf die Beteiligung
mehrwertiger lonen bei der Enzymreaktion hin. Die Zugabe des Komplexbildners EDTA, der
als nichtkompetitiver Hemmer bekannt ist, zu einer aktiven S3 Probe, miisste unter der oben
genannten Voraussetzung, der Beteiligung mehrwertiger Ionen bei der Enzymreaktion, die
Aktivitdt mindern oder ganz verhindern.

Zu Beginn wurden 20 pl S3 mit 10 pl einer 100 mM EDTA-Lsg. fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 10 min wurden 50 pul Nanopure Wasser, 12 ul Tris-HEPES
Puffer und 8 pl Substratlosung hinzugegeben und fiir weitere 20 min inkubiert. Um die
Reaktion zu stoppen, wurden die Proben nach 20 min in fliissigem Stickstoff eingefroren und
erst kurz vor der Vermessung aufgetaut.

Es wurde wie folgt pipettiert:

20l S3

10ul  EDTA-Lsg. 100 mM
50 ul  Nanopure Wasser

12 ul  Tris-HEPES Puffer

8 ul Aeroplysininlsg. 29 mM
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Einfluss verschiedener Metallionen auf EDTA-inaktiviertes Enzym

Die Zugabe unterschiedlicher Salze zu einer S3 Fraktion, welche mit EDTA inaktiviert
wurde, sollte einen Hinweis darauf geben, welches lon einen Einfluss auf die Enzymaktivitit
besitzt. Es wurden 25 mM Losungen der folgen Salze hergestellt: Mangan(II)sulfat-
Monohydrat,  Nickel(Il)chlorid-Hexahydrat, = Cobalt(Il)chlorid und  Eisen(II)sulfat-
Heptahydrat.

Zunichst wurden 20 pl der S3 Fraktion und 12 pl Tris-HEPES Puffer mit 10 pl 100 mM
EDTA-Lsg. fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 50 pl der
entsprechenden Salzlosung und 8 pl Substratlésung zu den Proben gegeben und fiir weitere 20
min inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben in fliissigem Stickstoff eingefroren
und erst kurz vor der Vermessung aufgetaut.

Bei dieser Versuchsreihe stellte sich das Pipettierschema so dar:

20l S3

10ul  EDTA-Lsg. 100 mM
12yl Tris-HEPES Puffer
50pul  Salzlsg. 25 mM

8 ul Aeroplysininlsg. 29 mM

pH Stabilitat

Die ersten Aufreinigungen per IEX bei einem pH von 5,8 fiithrten zu keinem befriedigenden
Ergebnis. Aus diesem Grund sollten weitere Versuche bei niedrigeren pH-Werten
unternommen werden. Vorher musste allerdings die pH-Stabilitit des Enzyms ermittelt
werden, um zu lberpriifen, wie weit man mit dem pH-Wert der verwendeten Puffer herunter
gehen kann, ohne das Enzym dauerhaft zu beschidigen.

Um zu ermitteln, wie unterschiedliche pH-Bereiche die Aktivitit beeinflussen, wurde eine S3
Fraktion mit Salzsdure 3,7 % bzw. Natronlauge 0,1 M auf die pH-Werte von
2,3,4,5,6,7,8und 9

eingestellt und 30 min lang inkubiert. Nach der Inkubation wurden jeweils 200 pl der
einzelnen Proben mit 120 pl Tris-HEPES Puffer auf einen pH von ca. 7,8 eingestellt. Aus
diesen Proben wurden die Proteingehalte mittels Bradfordassay, wie in dem besagten

Abschnitt beschrieben, ermittelt.
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Von allen Proben wurden fiir den Aktivitdtsassay 32 pl mit einer Proteinmenge von 25,4 ug
(was fur einige Proben durch Verdiinnung mit Nanopure-Wasser erreicht wurde) eingesetzt.
Zu 32 pl Probelosung wurde die Substratlosung- fiir die Kontrollen nur Methanol-
hinzupipettiert. Nach 20 min Inkubationszeit wurden die Proben in fliissigem Stickstoff
gefroren und kurz vor dem Vermessen aufgetaut und mit 60 pl Methanol verdiinnt.

Hier zeigt sich das Pipettierschema wie folgt:

32 ul Enzymlsg.(1,26 mg/ml)
8 ul Aeroplysininlsg. 29mM

Grofenauschschlusschromatographie

Die GroBenausschlusschromatographie ist im Gegensatz zur lonenaustauschchromatographie
ein analytisches Trennverfahren, bei dem Molekiile nach ihrer Grofe getrennt werden. Das
Sdulenmaterial, oft aus Agarose und Dextran aufgebaut, bildet eine Porenmatrix, welche
einen Molekularsiebeffekt besitzt. Molekiile, die groBer als das Ausschlussvolumen des
Sdulematerials sind, konnen in die Poren nicht eindringen, werden somit von der stationéren
Phase nicht zuriickgehalten und eluieren vor den Molekiilen, die von den Poren
zuriickgehalten werden.

Die Aufreinigung per lonenaustauschchromatographie erzielte auch im besten Fall keine
reinen Proteinfraktionen. Aus diesem Grund wurden im Anschluss an die
Ionenaustauschchromatographie identische aktive Fraktionen zusammengefiihrt, auf ein
Volumen von 500 ul eingeengt und mit einer Superdex 200 10/300 Gelfiltrationssdule der
Firma GE Healthcare und dem, unter Ionenaustauschchromatographie beschriebenem,
AKTAprime plus FPLC System getrennt. Mit steigender Flussrate von zunichst 0,2ml/min
bis maximal 0,5ml/min wurde die Sdule vor der Benutzung mit dem anderthalbfachen des
Saulenvolumens und dem entsprechenden Puffer, MES Puffer 50 mM pH 5,8 + NaCl 0,1 M,
gewaschen. Um einen Schaden an Sdule und Pumpe zu verhindern wurde der Maximaldruck
auf 1 MPa gesetzt. Die eingeengte Probe wurde iiber eine 500 pl Injektionsschleife Injekt-F
der Firma Braun, unter einem Fluss von

0,5 ml/min, auf die Sdule gegeben. Die Detektion erfolgte bei 280 nm, wihrend Fraktionen

von 0,5 ml GroBe tiber den Fraktionssammler gesammelt wurden.
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Nach der Benutzung der Sdule wurde diese intensiv mit Nanopure Wasser und im Anschluss
mit 20 % Ethanol gewaschen. Jeweils 5 pl der erhaltenen Fraktionen wurden im
Aktivitatsassay mit 3 pl Mangan(Il)-16sung 25mM, 1,2 pl Tris-HEPES Puffer und 0,8 pl
Aeroplysinin-1 vermessen. Die Proben wurden inkubiert, in fliisssigem Stickstoff tiefgefroren
und kurz vor der Messung aufgetaut und mit 60 pl Methanol verdiinnt.

Das Pipettierschema sah wie folgt aus:

Sul Enzymlsg.

3ul Mangan(Il)-16sung 25mM
1,2 ul  Tris-HEPES Puffer

0,8 ul  Aeroplysininlsg. 29mM

Blaue Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Aufreinigung des Enzymextrakts per Zentrifugation, Aussalzung,
Ionenaustauschchromatographie und GroBenausschlusschromatographie fiihrte in den besten
Fillen zu Proteinfraktionen, die in der SDS-PAGE zwei Banden aufwiesen. Um zu
iberprifen, ob die zwei Banden in einem Zusammenhang zueinander stehen und
Untereinheiten  des  gleichen  Proteins  sind, wurde die Blaue  Nativ-
Polyacrylamidgelelektrophorese mit aufgereinigten Proben durchgefiihrt.

Bei der Blauen Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese dient das Acrylamidgel wie bei der
SDS-PAGE als Sieb, so dass auch bei dieser Methode die Proteine nach GroBe getrennt
werden. Es wird aber bei dieser Methode auf den Zusatz von denaturierenden Substanzen, wie
SDS oder B-Mercaptoethanol, verzichtet, wodurch die Proteine im nativen und aktiven
Zustand verbleiben.

Wihrend des Laufs lagert sich der anionische Farbstoff Coomassie-Blau, welcher sich im
Kathodenpuffer befindet, an die hydrophoben Seitenketten der Proteine und verleiht diesen
eine negative Ladung, wodurch sie im elektrischen Feld zur Anode wandern und der Grofle
nach aufgetrennt werden. Der Farbstoff hat zusitzlich den Vorteil, dass die Proteine direkt
angefirbt werden.

Die zu vermessenden Proben wurden wie unter Aufkonzentrierung beschrieben auf ein
Minimum an Volumen aufkonzentriert. 18,75 pul der Probe und 6,25 pl NativePAGE Sample

Buffer (4x) wurden gemischt und auf ein 10 Well NativePAGE Novex 4-16% Bis-Tris Gel
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aufgetragen. Fur 15 Well Gele wurden 10 pl der Probe und 3,3 pl NativePAGE Sample
Buffer (4x) gemischt. Als Protein Standardleiter wurde NativeMark Unstained Protein
Standard mit Standards der GroéBen von 20 bis ca. 1200 kDa verwendet. Leere Taschen
wurden mit 10 pl NativePAGE Sample Buffer (4x) gefiillt, um eine gleichméfige Lauffront
zu erhalten. Der Anodenpuffer NativePAGE Running Buffer (20x) wurde vor der
Verwendung 1:20 mit demineralisiertem Wasser verdiinnt. 10 ml des NativePAGE Cathode
Buffer (20x) wurden, zur Herstellung der Kathodenpuffers, mit 10 ml NativePAGE Running
Buffer (20x) gemischt und auf 200 ml mit demineralisiertem Wasser aufgefiillt.

Die Elektrophorese wurde im Kiihlraum bei ungefihr 8°C eine Stunde lang bei 150 V und
danach fiir den Rest der Zeit bei 200 V unter Verwendung einer XCell SureLock Mini-Cell
durchgefiihrt. Beendet wurde die Elektrophorese, wenn die Lauffront -deutlich sichtbar durch
das im Kathodenpuffer enthaltene Coomassie- das Ende des Gels erreichte. Die geringe
Proteinmenge der Proben und dementsprechend die ebenfalls geringe Proteinmenge pro
Proteinbande machte es notig, dass das Gel nach der Elektrophorese zusétzlich in der, unter
SDS-PAGE beschriebenen, sensitiven Coomassie Farbelosung tiber Nacht gefiarbt und danach

dreimal fiir zehn Minuten mit Nanopure Wasser gewaschen werden musste.

Beschreibung Komponenten Volumen
NativePAGE Running Buffer 20x BisTris 209,2 g
Tricine 179,2 g
ad 1000
Nanopure Wasser ml
NativePAGE Sample Buffer 4x BisTris 0,418¢
6 N HCI 0,107 g
Glycerol 4g
NaCl 0,117 g
Ponceau S 0,4 mg
Nanopure Wasser | ad 10 ml
NativePAGE Cathode Buffer 20x | Coomassie G-250 1lg
Nanopure Wasser | ad 250 ml|

Tabelle MM 5: Verwendete Puffer fiir die Blau Nativ-PAGE.

In Gel Anfarben

Die Anionenaustauschchromatographie bei pH 3,9 und eine daran anschlieende
GroBenausschlusschromatographie fithrten in den reinsten Fraktionen dazu, dass man bei der

dazugehorigen SDS- und Native-PAGE jeweils nur noch zwei Banden erkennen konnte.
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Zur Klarung der Frage, welche der zwei Banden im Nativ-Gel der gesuchten Nitrilhydratase
zuzuordnen war, wurde der Versuch unternommen, eine Methode zu entwickeln, das Protein
im Gel anzuféirben.

Es wurde iiberlegt, das Produkt der Reaktion, das entstehende Sdureamid, im Gel, an der
Stelle, an der es umgesetzt wurde und wo sich demnach das Enzym befinden musste,
anzufirben. Eine Arzneibuchmethode zum Nachweis von Estern, Lactonen, Lactamen,
Sdureanhydriden, sowie B-Lactamen und Sdureamiden, bei letzteren allerdings schlechter, ist
die Bildung einer Hydroxamséaure im alkalischen und eine darauf folgende Komplexbildung

mit Fe’*-Tonen im sauren, was zu einer Rot- bis Braunfirbung fiihrt.
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Um diesen Versuch durchzufiihren, wurden zwei aktive Fraktion aus der
Anionenaustauschchromatographie eingeengt und auf ein NativePAGE 4-16% BT 1.0 15 well
der Firma Invitrogen aufgetragen und das Gel entsprechend dem Abschnitt Blaue Nativ-
Polyacrylamidgelelektrophorese laufen gelassen.

Nachdem das Gel fertig gelaufen war, wurde es in MES-Puffer 50 mM pH 5,8 eingelegt und
bei 8 °C auftbewahrt. Eine Bahn des Gels, auf die die Enzymprobe aufgegeben wurde, wurde

ausgeschnitten und in ein Schnappdeckelglas gelegt, welches eine Losung aus

2500 I MES-Puffer 50 mM pH 5,8
1500 ul Mangan(II)-16sung 25 mM
600 ul  Tris-HEPES Puffer

400 pul  Aeroplysininlsg. 29 mM
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enthielt. Das Gelstiick wurde eine halbe Stunde lang in dieser Losung inkubiert. Danach
wurde die Losung abgegossen und mit einer 10 % igen Kaliumhydroxidlosung {iberschichtet,
in der 300 mg Hydroxylaminhydrochlorid gelost waren. Das Schnappdeckelglas wurde
verschlossen und eine halbe Stunde bei 80 °C im Wasserbad erhitzt und danach mit einer 1 %
igen Eisen(Il)Iosung versetzt. Nach der Zugabe der Eisen(Ill)-chloridlosung gab es keine
sichtbare Verdnderung der Gelbahn.

Darauthin wurde am néchsten Morgen eine weitere Bahn aus dem Nativgel geschnitten und

diesmal in folgende Losung gelegt:

3000 ul Mangan(Il)-16sung 25mM
1200 wl Tris-HEPES Puffer
400 ul  MES-Puffer 50 mM pH 5,8

Diese Vorinkubation sollte erreichen, dass das Enzym im Gel geniigend Zeit hat, um mit den
fir die Aktivitdit notigen Manganionen in Kontakt zu kommen. Nach einer Stunde
Inkubationszeit wurden 400 pl Aeroplysininlsg. 29 mM hinzupipettiert und fiir weitere zwei
Stunden inkubiert. Dann wurde die Losung abgegossen und das Gel kurz mit Nanopure
Wasser gewaschen. Die Gelbahn wurde mit 7 ml einer methanolischen KOH (5g KOH auf
10ml Wasser/Methanol 1:1), in der 300 mg Hydroxylaminhydrochlorid gelést waren,
tiberschichtet und auf pH 10 eingestellt. Daraufhin wurde das Schnappdeckelglas eine Stunde
lang bei 95 °C im Wasserbad erhitzt. Nach der Inkubation wurde die Losung mit Salzsdure

auf pH 1 eingestellt und mit einer 1 % igen Eisen(III)I6sung versetzt.

Uberpriifung der Spezifitit des Nachweises

Nach mehreren Durchfithrungen des Assays, zeigte sich, dass nicht nur eine Bande spezifisch,
sondern neben dem Gel selbst auch andere Banden unspezifisch, angefarbt wurden. Um dies
zu Uberpriifen wurde ein Experiment durchgefiihrt, bei dem mit vier Gelstiicken eines
vorgefertigten SDS-Gels, Precise Protein Gel, 4-20 %, 10 Well, Thermo Scientific, eine
Abwandlung des Assays durchgefiihrt wurde.

Die vier gleich grolen Gelstiicke wurden in Schnappdeckelgliser gelegt, die mit
unterschiedlichen Losungen gefiillt waren. Das Proben 1 und 2 enthielten 4,6 ml MES-Puffer
und 0,4 ml einer methanolischen 1 % igen Nicotinsdureamidlésung. Die Proben 3 und 4

enthielten anstatt der Nicotinsdureamidlosung nur Methanol. Die Proben wurden zwei
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Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und danach einmal mit Nanopure Wasser gewaschen.
Danach wurden den Proben 1 und 3 7 ml einer methanolischen KOH (5g KOH auf 10ml
Wasser/Methanol 1:1), in der 300 mg Hydroxylaminhydrochlorid gelost waren, mit einem
pH-Wert von 10 zugegeben. Die Proben 2 und 4 wurden nur mit 7 ml der methanolischen
KOH {iberschichtet. Alle Proben wurden eine Stunde lang bei 95 °C im Wasserbad inkubiert.
Danach wurden alle Proben angeséduert und mit einer einer 1 % igen Eisen(III)I6sung versetzt.
Es wurde zusitzlich ein weiteres Experiment durchgefiihrt, bei dem ein Precast-Gel mehrere

Tage in Wasser gewaschen und dann nochmal, wie oben beschrieben, untersucht wurde.

Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese, oder 2D- Gelelektrophorese, stellt eine
Kombination aus zwei aufeinander folgenden gelelektrophoretischen Schritten, die orthogonal
zueinander erfolgen, dar. Die urspriingliche 2D- Gelelektrophorese bestand aus der
1soelektrischen Fokussierung, bei der die Proteine anhand ihrer Landung innerhalb eines pH-
Gradienten getrennt werden, als erstem und einer anschlieBenden SDS-PAGE als zweiten
Schritt.

Fiir diese Methode wurde jedoch eine andere, hiufig genutzte, Kombination der moglichen
Trennverfahren gewédhlt. Die nach der kompletten Aufreinigung erhaltenen Proben enthielten
in der Nativ-PAGE und SDS-PAGE immer noch zwei Banden. Um einen Zusammenhang
zwischen den Banden aus beiden Methoden herstellen zu kénnen, wurden diese kombiniert,
indem zunichst eine Nativ-PAGE und im zweiten Schritt eine SDS-PAGE durchgefiihrt
wurde.

Aus aufkonzentrierten Fraktionen der GrofBenausschlusschromatographie wurde im ersten
Schritt  eine Blaue Nativ-Gelelektrophorese, wie unter dem entsprechendem Absatz
beschrieben, durchgefiihrt. Dabei wurden von jeder Probe jeweils zwei Bahnen aufgetragen,
um eine Bahn fiir die Anfirbung im Gel und die andere fiir eine weitere SDS-PAGE zu
verwenden. Nach dem Lauf wurde eine der zwei Bahnen ausgeschnitten und fiir 15 min in
eine 1 % ige SDS- und P-Mercaptoethanollosung eingelegt, um die in dem Gelstiick
enthaltenen Proteine einerseits mit SDS gleichmidBig zu laden und zusétzlich mit
Mercaptoethanol zu denaturieren. Nach der Inkubation wurde das Gelstiick in eine
entsprechende Gelkassete fiir SDS-PAGE gelegt und mit einem, im Abschnitt SDS-PAGE

beschriebenen, 12 % igen Trenngel umschlossen.
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Nach der Polymerisierung des Gels, konnte es in der zweiten Dimension entwickelt werden.
Da das verwendete Gelkammersystem den gleichzeitigen Lauf von zwei Gelen erlaubt, wurde
zu dem vorbereiteten Gel ein weiteres Gel hergestellt, auf welches die fiir den Versuch
verwendete Proteinprobe aufgetragen wurde. Hierbei musste besonders beachtet werden, dass
die Laufstrecken fiir die beiden Gele, die gleichzeitig laufen sollten, so gut wie identisch sein
musste, um die Proben im Nachhinein miteinander vergleichen zu kdnnen.

Die Durchfithrung der Elektrophorese, das anschlieBende Waschen der Gele, sowie die

Féarbung der Gele erfolgten nach der Beschreibung im Abschnitt SDS-PAGE.

Aktivitiatsnachweis im Gel

Die Ergebnisse, die mittels der Blau Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese erhalten wurden,
zeigten, dass sich, wie bei den reinsten Proben, die mittels SDS-PAGE getrennt wurden, auch
hier zwei Banden befanden. Es stellte sich somit die Frage, ob beide Enzyme aktiv sind. Um
dieser Fragestellung nachzugehen wurde ein Aktivititsnachweis der Enzyme im Gel versucht.
Zunidchst wurde eine Blau Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese mit einer aufgereinigten
Probe durchgefiihrt. Neben dem Standard wurden zwei weitere Bahnen mit derselben
Proteinprobe befiillt. Nach der FElektrophorese wurde das Gel zwischen den beiden
Proteinbahnen in zwei Teile getrennt. Das Gelstiick, welches den Standard und eine
Proteinbahn enthielt (Gel A), wurde mit einer Coomassieldsung gefirbt, das zweite Gelstiick
(Gel B) iiber Nacht im MES-Puffer 50 mM pH 5,8 gelagert. Am nichsten Morgen wurde das
Gel B dreimal fiir 10 min mit Wasser gewaschen. Danach wurden die Gele A und B
nebeneinander gelegt und in der ungefirbten Proteinbahn wurden zwei Banden
ausgeschnitten, die sich auf Hohe der Banden der gefarbten Proteinbahn befanden.

Die ausgeschnittenen Banden wurden eine halbe Stunde lang in einer Losung aus

500 ul  MES-Puffer 50 mM pH 5,8
300 uI  Mangan(II)-16sung 25mM
150 ul ~ Tris-HEPES Puffer

inkubiert. Danach wurde eine Aeroplysininlosung 0,03mg/100 pl hinzupipettiert. Nach 20
min wurden 100 pl entnommen, in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und kurz vor der HPLC-

Messung aufgetaut.
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Es wurden Vergleichsproben auf dieselbe Weise durchgefiihrt, wobei das dabei vermessene
Gelstiick kein Protein enthielt. Als Kontrollen dienten Proben, die weitere Gelstiicke aus Gel

B enthielten.

Einfluss verschiedener Metallionen auf die enzymatische Aktivitat

Nachdem sich zu Beginn der Untersuchungen zeigte, dass das Enzym ein Cosubstrat fiir seine
Funktion benétigt, wurde ein Experiment durchgefiihrt, um den Einfluss verschiedener Salze
auf die Aktivitdt des Enzyms zu beobachten.

Fir Enzyme ist bekannt, dass diese aus einem Proteinanteil und einer reversibel oder
irreversibel gebundenen Gruppe bestehen. Als reversible Gruppe koénnen Metallionen in
Frage kommen. Fiir Nitrilhydratasen ist bekannt, dass diese entweder Eisen oder Cobalt
tragen.

Die Abhingigkeit der Nitrilhydratase von einem Cosubstrat wurde zwei Mal untersucht.
Nachdem sich bei der Atomabsorptionsspektroskopie die Hypothese aufstellen lieB3, dass die
Nitrilhydratase womoglich von einem Metallion abhingig ist, wurde der Einfluss von
Cobalt(IT)chlorid, Eisen(Il)sulfat-Heptahydrat, Mangan(II)sulfat-Heptahydrat und
Nickel(Il)chlorid-Hexahydrat auf P2 dialysiert untersucht. Die Salzlosungen wurden in einer
25 mM Konzentration hergestellt und fiihrten in diesem Versuch zu einer Endkonzentration
von 7,5 mM im Probenvolumen.

Aus diesen Ergebnissen sollte geschlossen werden, welches der genannten Metallionen das
fuir die Aktivitét verantwortliche Zentralatom der Nitrilhydratase ist.

Das Pipettierschema fiir den ersten Versuch:

30 ul  Enzymlsg.

30 ul  Salzlosung 25 mM
12yl Tris-HEPES Puffer

8 ul Aeroplysininlsg.29 mM

Ein zweites Mal wurde der Versuch durchgefiihrt, um die Ergebnisse am aufgereinigten
Enzym zu bestitigen. Aufgereinigtes Enzym aus der GroBenausschlusschromatographie
wurde mit verschiedenen Salzen inkubiert und im Aktivitdtsassay vermessen. Es wurden

folgende Salze eingesetzt: Cobalt(II)chlorid , Eisen(II)sulfat-Heptahydrat , Eisen(III)chlorid, ,
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Kupfer(IT)sulfat-Pentahydrat, Mangan(Il)sulfat-Heptahydrat, Nickel(II)chlorid-Hexahydrat
und Zink(IT)chlorid,.

5 pl der Enzymlosung wurden mit 3 pl der jeweiligen Salzlosung 25 mM, 1,2 ul Tris-HEPES-
Puffer und 0,8 pl Substratlosung 20 min inkubiert, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und
kurz vor der Messung aufgetaut und mit 60 ul Methanol versetzt.

Das Pipettierschema war wie folgt:

Sul Enzymlsg.

3ul Salzlosung 25 mM

1,2 ul  Tris-HEPES Puffer

0,8 ul  Aeroplysininlsg.29 mM
Es wurden von jedem Ansatz drei Proben hergestellt. Kontrollen wurden mit entsprechendem
Puffer anstatt der Enzymlosung hergestellt.
Zusitzlich gab es noch einen weiteren Ansatz bei dem die Salzlosung durch Nanopure Wasser

ersetzt wurde.

Einfluss verschiedener Metallionenkonzentrationen auf die Enzymaktivitat

Neben dem Einfluss der verschiedenen Salze auf die Enzymaktivitit, wurde mit
Mangan(Il)sulfat-Heptahydrat, dem Salz, welches den stirksten Einfluss auf die Aktivitit
besitzt, der Einfluss der Salzkonzentration auf die Enzymaktivitit tiberprift.

Dazu wurden sieben unterschiedlich konzentrierte Mangan(Il)-16sungen mit folgenden

Konzentrationen hergestellt:

3125 mM 625mM 125mM 25mM 90mM 170 mM 250 mM

Diese Losungen erreichten im Probenvolumen eine Endkonzentration in mM von:

094mM 1,875mM 3, 75mM 75mM 30mM 51mM 75mM

Es wurde mit allen Losungen in Dreifachbestimmungen das Aktivitédtsassay durchgefiihrt. Zu

allen Proben gab es entsprechende Kontrollen ohne Enzym. Zusitzlich wurde Kontrollen

hergestellt, die anstatt der Salzlosung Nanopure Wasser enthielten.
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So sah das Pipettierschema aus:

Sul Enzymlsg.

3ul Salzlosung

1,2l Tris-HEPES Puffer

0,8 ul  Aeroplysininlsg. 29 mM

Fiir die letzten Kinetik Messungen sollte die geringste Salzkonzentration gewéhlt werden, die
noch eine deutliche Aktivitdt bei der Nitrilhydratase hervorruft.

Zu diesem Zweck wurde der obige Versuch mit folgenden Konzentrationen in mM
durchgefiihrt:

0,0025 0,025 0,25 2,5 25

Diese eingesetzten Losungen fiihrten zu folgenden Endkonzentrationen in uM in den Proben:
0,75 uM 7,5 uM 75 uM 750 uM 7500 uM

Da die letzten Kinetikmessungen auch fiir Cobalt und Nickel durchgefiihrt wurden und fiir die
drei Metalle dieselbe Konzentration eingesetzt werden sollte, wurden nach obigem Schema
ebenfalls Messungen fiir diese zwei Salze gemacht. Es wurden aber nur vier verschiedene
Konzentrationen in mM gewihlt:

0,0025 mM 0,25 mM 2,5 mM 25 mM

Diese erreichten im Endvolumen folgende Konzentrationen in uM:

0,75 uM 75 uM 750 uM 7500 uM

Diese Messungen erfolgten in einer Einfachbestimmung.

Nachdem die endgiiltigen Kinetikmessungen keine eindeutigen Ergebnisse lieferten, wurde

der obige Versuch ein weiteres Mal wiederholt, um zu sehen, welches der Metallionen in der
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geringsten Konzentration noch die groffte Aktivitdt hervorruft,

Konzentrationsbereich die halbmaximale Aktivitdt des Enzyms erreicht wird.

bzw.

in

Dazu wurden folgende Konzentrationen der Stammldsungen in mM eingesetzt:

0,05mM 0,1 mM 0,5mM 0,75 mM 1,75 mM 2,5 mM 25 mM

Es wurden folgende Endkonzentrationen im Assay in pM erreicht:

15uM 30 uM 150 pM 225 uM 525 uM 750 pM 7500 uM

Einfluss von DMSO auf die Enzymaktivitit

welchem

Bevor die synthetisierten Substanzen, siehe Synthese von Aeroplysinin-1 Derivaten, in

Enzymassays untersucht werden konnten, musste ein geeignetes Losungsmittel fiir diese

gefunden werden, da ein 8 % iger Methanolanteil am Probenvolumen nicht ausreichte, um die

Derivate in Losung zu halten. Aus diesem Grund wurde eine Messreihe gestartet, bei der das

Probenvolumen am Ende 5 bzw. 10 % DMSO enthalten sollte.

Es wurde ein Aktivititsassay durchgefiihrt, bei dem zu 4 pl Enzymlosung 3 pl Mangan(II)-
16sung 25mM, 1,2 pl Tris-HEPES Puffer, 1 ul Wasser und 0,8 pl der Substratlosung 29 mM

pipettiert wurden. In einer zusdtzlichen Probe wurden 0,5 ul Wasser durch 0,5 ul DMSO und

in einer weiteren 1 pl Wasser durch dasselbe Volumen an DMSO ersetzt. Es wurde eine

Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

1 2 3 4 5 6
Enzymisg. 4 ul 0l 4yl 0 ul 4 yl oul
Mn(Il)lsg. 25 mM 3ul 3yl 3 ul 3 ul 3yl 3ul
Tris-HEPES Puffer 120 [12p [12u |12 1,24 1,2
Substratiésung 29 mM 08ul |08ul |08ul [08p |08yl 0,8 ul
Nanopure Wasser 1 ul 5 ul 05ul |45 |0yl 4 yl
DMSO 0 ul 0 ul 05ul |05u |1l 1 ul

Tabelle MM 6: Verschiedene Pipettierschemata fiir den Vergleich des Einflusses von unterschiedlichen DMSO-

Volumina auf die Enzymaktivitt.
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Aktivititsassay mit Aeroplysinin-1 Derivaten

Ein wichtiges Kriterium zur Beschreibung eines Enzyms ist die Selektivitit des Enzyms
gegeniiber angebotenen Substraten. Um das Charakteristikum der Spezifitit zu untersuchen,
wurden die synthetisierten Substanzen mit Hilfe des Aktivitdtsassays untersucht.

Die GroBe des katalytischen Zentrums, sowie die sterische Konfiguration ergeben eine
starkere oder wenige starke Spezifitit.

Von jeder untersuchten Substanz wurden jeweils drei Ansédtze mit und ohne Enzym
vermessen. Als Positivkontrolle diente eine Versuchsreihe mit dem natiirlichen Substrat,
wobei diese Aktivitdt als maximale Aktivitit festgesetzt wurde. Alle verwendeten Substanzen
wurden nicht in Methanol 100 %, sondern in einer 1:1 Mischung aus Methanol und DMSO
gelost.

Um das eingesetzte Volumen des aufgereinigten Enzyms so gering wie moglich zu halten,

wurde folgendes Pipettierschema gewdhlt:

S5ul Enzymlsg.

3ul Mangan(Il)-16sung 25mM
1,2l Tris-HEPES Puffer

0,8 ul  Substratlosung 29mM

Nach der zwanzig miniitigen Inkubation wurde den Proben 60 pl Methanol zugesetzt und
diese weiter wie unter Aktivitditsassay beschrieben behandelt. Die HPLC Auswertung erfolgte

tiber einen Total Plot.

Probenbezeichnung Substanzname

1 Aeroplysinin-1

2-Hydroxy-4-methoxyphenylacetonitril

3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxyphenylacetonitril

3,5-Dibromo-2-acetyl-4-methoxyphenylacetonitril

3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxyphenylacetonitril

3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoesdure

3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoesduremethylester

ol | N W B W N

3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxybenzoesduremethylester
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9 2-(3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxypehyl)-2-
oxoacetaldehyde O-methyloxim

10 6,8-Dibromo-7-methoxy-1,2-benzoxazin-3,4(2H)-dion

11 Diacetylaeroplysinin

Tabelle MM 7: Probenbezeichnungen und Substanznamen der synthetisierten Aeroplysinin-1 Derivate und

Aeroplysinin-1.

1 11
2 3
Br Br
HO HO
NZ N
4 O/CH3 5 O/CH3
Br Br Br Br
0] O
NF NF
6 O/CH3 7 O/CH3
Br Br Br Br
HO HO
CH
0” OoH o So~ °
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CH CH
8 o/ 3 9 O/ 3
Br Br Br Br
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CH,
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10 o e
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7
HN N
o
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Abbildung MM 1: Strukturformeln der synthetisierten Aeroplysinin-1 Derivate und Aeroplysinin-1.

Enzyminhibition durch Aeroplysinin-1 Derivate

Nach der Uberpriifung der Selektivitit der Nitrilhydratase, stellte sich die Frage, ob die
Derivate womdglich eine kompetitiv hemmende Wirkung auf das Enzym haben.

Inhibitoren, die dem natiirlichen Substrat #hneln, konnen mit dem Substrat um die
Bindungsstelle im aktiven Zentrum des Enzyms konkurrieren. Bei einer geniigend hohen
Konzentration an Inhibitor, kann das natiirliche Substrat sogar vollkommen verdringt werden.
Im Umkehrschluss ist es moglich mit steigender Substratkonzentration den Inhibitor von der
Bindungsstelle zu verdriangen. In solch einem Fall liegt eine kompetitive Hemmung vor.

Die Versuchsdurchfithrung erfolgte wie im Abschnitt Abbau synthetisierter Substanzen
beschrieben, mit dem Unterschied, dass 0,8 ul einer dquimolaren Mischung aus Aeroplysinin-
1 und eines Derivats eingesetzt wurden. Als Positivkontrolle diente eine Versuchsreihe mit
0,4 pl des natiirlichen Substrats und 0,4 pl einer 1:1 Mischung aus Methanol und DMSO. Alle
verwendeten Substanzen in einer 1:1 Mischung aus Methanol und DMSO gel6st.

Das Pipettierschema fiir diesen Versuch:
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Sul Enzymlsg.

3ul Mangan(II)-16sung 25mM
1,2 ul  Tris-HEPES Puffer

0,4 ul  Aeroplysininlsg. 29mM
0,4 pul  Derivatlsg. 29mM

Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration der Aeroplysininderivate

Es wurde fiir Aeroplysinin-1 und die synthetisierten Substrate, durch Mitarbeiter des Institutes
fiir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie AK Brotz, die MHK (minimale
Hemmkonzentration) nach den Richtlinien des Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (CLSI M7-A8, 2008) durch Verwendung der,,broth microdilution method* bestimmt.
Fiir die Herstellung des Inokulums eines Bakterienstammes wurde die ,,direct colony
suspension method* verwendet.

Es wurden folgende Bakterienstimme verwendet:

E. coli ATCC 25922
S. aureus ATCC 29213
P. aeroginosa PAOI

Die Kultivierung der Stimme erfolgte fiir 18 bis 24 Stunden bei 37 °C auf Mueller-Hinton-
Agar. 3 - 5 morphologisch dhnliche Kolonien wurden in 0.9 % NaCl-Losung resuspendiert
und auf eine optische Dichte (ODggo) von 0.1 eingestellt. Die Zellzahl wurde anschlieend
durch Verdiinnung in Mueller-Hinton-Medium auf 2 x 10° KbE / ml eingestellt.
50 uL jeder in Mueller-Hinton-Bouillon hergestellten Probenlosung wurden mit einer
Konzentration von 64 pg/ml in einer 96-well — Mikrotiterplatte (=MTP) (von Sarstedt)
vorbereitet und mit 50 pl Bakteriensuspension beimpft.
Die Endkonzentration der Bakterien von ca. 1 x 10° KbE / ml in einem Volumen von 100 ul
Mueller-Hinton-Bouillon ~ wurde  durch die  Bestimmung der Keimzahl der
Bakteriensuspension kontrolliert. Es wurden folgende Kontrollproben in der MTP angefertigt:
Wachstumskontrolle (nur Bakteriensuspension), Sterilkontrolle (nur Mueller-Hinton-
Bouillon) und Probenkontrolle (nur Testsubstanz und Mueller-Hinton-Bouillon um falsch
positive Ergebnisse bei Konzentrationsproblemen der Substanz im Medium (Prézipitation) zu

vermeiden).
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Als Positivkontrolle wurde die MHK fiir Antibiotika mit bekannten, bakteriellen Targets
(Ciprofloxacin (Fluka), Rifampicin (AppliChem), Tetracyclin (Sigma-Aldrich) und
Vancomycin (AppliChem)) parallel bestimmt.

Die Mikrotiterplatten wurden fiir 16 - 20 h in einem Inkubator bei 37 °C bebriitet.
Die MHK wurde durch visuelle Auswertung, als die niedrigste Konzentration einer

Verbindung, die sichtbar das Koloniewachstum hemmte, bestimmt.

Temperaturabhingigkeit

Chemische Reaktionen konnen durch Energie- oder Wirmezufuhr gestartet und die
Reaktionsgeschwindigkeit erhoht werden. Die Arrhenius Gleichung

k=A.ewf
(k = Reaktionsgeschwindigkeitskonstante, A = prdexponentieller Faktor, Ex =
Aktivierungsenergie, R = allgemeine Gaskonstante, T = absolute Temperatur) beschreibt die
Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur. Nach der van-’t-Hoff’schen
Regel verdoppelt bis vervierfacht sich die Reaktionsgeschwindigkeit bei einer
Temperaturdnderung von 10 K.
Die Annahmen stimmen auch fiir Enyzmreaktionen. Jedoch muss man bei Enzymreaktionen
beachten, dass mit der Temperatursteigerung auch eine Verinderung der Proteinstruktur
einhergehen kann, was zu einer Verminderung der Aktivitdt fithrt. Das bedeutet, dass in
einem bestimmten Temperaturbereich, meistens zwischen 0 °C und 40 °C, der positive Effekt
der Temperatursteigerung iiberwiegt und ab einer Temperatur von ungefihr 40 °C jede
weitere Temperaturerhohung die Proteinstruktur so weit zerstort, dass es zu einer
Aktivitdtsabnahme kommt.
Die Bestimmung der Temperatur erfolgte bei sieben verschiedenen Temperaturen:
10 °C 20 °C 30°C 40 °C 50°C 60 °C 80 °C

Es wurde fiir diesen Versuch folgendes Pipettierschema verwendet:

Sul Enzymlsg.

3ul Mangan(Il)-l6sung 25 mM
1,2 ul  Tris-HEPES Puffer

0,8 ul  Aeroplysininlsg. 29 mM
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Die Proben wurden nach Zugabe der Substratlosung fiir 20 min bei der entsprechenden
Temperatur inkubiert und danach direkt in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und erst kurz vor
der Messung einzeln aufgetaut und mit 60 pul Methanol versetzt.

Alle Proben wurden in dreifacher Ausfithrung hergestellt. Kontrollproben enthielten anstatt

der Substratlosung nur Methanol.

Kinetikmessungen

Wie in der anorganischen und organischen Chemie, kénnen auch in der Biochemie
enzymatisch katalysierte Reaktionen auf ihren zeitlichen Reaktionsverlauf hin untersucht
werden. Fiir Kinetik Messungen in der Biochemie legt man die Theorie von Michaelis-
Menten zugrunde. Diese Theorie geht von folgendem Reaktionsmodell aus:

E+S=——ES =— E+P;+P;
Fir die Gesamtreaktion ist die Reaktion aus dem Enzym-Substrat-Komplex ES heraus
geschwindigkeitsbestimmend.
Michaelis und Menten formten von dieser Annahme ausgehend und nach Ausformulierung
der dazugehorigen Formeln die allgemein anerkannte Michaelis-Menten-Gleichung:
_ Umax - [S]
- K+ 9]
Dabei ist die Reaktionsgeschwindigkeit gleich dem Quotienten aus der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit Vya.x multipliziert mit der Substratkonzentration und der Summe
aus selbiger und der Substratkonzentration bei halbmaximaler Enzymséttigung K., bekannt
als Michaelis-Menten-Konstante.
Liegt die Hilfte des Enzyms als Enzym-Substrat-Komplex vor, ist K, erreicht. Am K,,-Wert
lasst sich die Affinitdt eines Enzyms zum dargebotenen Substrat abschétzen. Ist der Wert
niedrig, ist eine geringe Substratkonzentration nétig um Halbsittigung zu erreichen, sodass
die Affinitdt zum Substrat hoch ist und vice versa.
Um eine Ezymsittigung, oder die maximale Reaktionsgeschwindigkeit V., zu erreichen
sind in der Regel Substratkonzentrationen nétig, die ungefihr dem zehnfachen Wert von K,
entsprechen.
Eine gingige Form zur Ermittlung des K- und Vp.,-Wertes ist die Linearisierung der

Michaelis-Menten-Kurve nach Lineweaver und Burk. Durch Doppellogarythmierung der x-
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und y-Achse erhdlt man aus der Kurve eine Gerade der Form y=ax+b, bei der der y-
Achsenabschnitt dem Kehrwert von Vi,.x und der Betrag des x-Achsenabschnittes dem

Kehrwert von K, entspricht.

o4 07
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Um die Enzymkinetik zu messen, wird bei gleich bleibender Enyzmmenge, die
Substratkonzentration so weit erhoht, bis die Sattigung erreicht wird.

Nachdem zunéchst Messungen mit nicht komplett aufgereinigtem Enzym darauf hindeuteten,
dass lediglich Manganionen die Aktivitdt wieder herstellen, im Nachhinein allerdings gezeigt
werden konnte, dass Cobalt und Nickel ebenfalls einen positiven Effekt auf die Aktivitat
haben, wurden die Kinetikmessungen unter Zugabe aller drei Metallionen durchgefiihrt.

Folgendes Pipettierschema wurde gewéhlt:

Sul Enzymlsg.

3ul Salzlosung 250 uM
1,2 ul  Tris-HEPES Puffer
0,8 ul  Aeroplysininlsg.

Fiir die Messungen wurden folgende Substratkonzentrationen in pmol/ml im Probenvolumen

gewihlt:

0,009 0,09 045 09 45 9 18 36 54 72 90 108

Alle Proben, deren Substratkonzentration {iber 36 mM lag, fithrten aufgrund der schlechten
Loslichkeit zur Ausfillung des Substrats im Probenvolumen und wurden deswegen nicht
weiter fiir die Ergebnisse beachtet.

Nach 20 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Proben in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bis kurz vor der Messung bei -80°C gelagert. Den Proben wurden vor
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dem Vermessen 60 pl Methanol hinzugegeben. Alle Proben wurden in sechsfacher
Ausfiihrung erstellt. Kontrollen wurden durch Ersetzen der Substratlosung durch Methanol

hergestellt.

Trypsin-Verdau und Massenanalyse der Nitrilhydratase

Die Aufreinigung des Enzymextraktes fiihrte in den reinsten Proben zu SDS-Gelen, die nur
noch zwei deutliche Banden aufwiesen. Diese Banden wurden ausgeschnitten und zum
Trypsin-Verdau und anschlieBender Massenanalyse beim BMFZ (Biologisch-Medizinisches
Forschungszentrum, Heinrich Heine Universitit) abgegeben. Alle weiter beschriebenen
Arbeiten wurden von Mitarbeitern des BMFZ durchgefiihrt. Tabelle MM 8 zeigt die vom

Forschungszentrum verwendeten Chemikalien.

Marke Chemikalie

Merck Acetonitril, HPLC Grad

Fluka Ammoniumhydrogencarbonat, p.a.
Ameisensdure

Promega Trypsin V511a, Sigma proteomics Grad T6567

Tabelle MM 8: Verwendete Chemikalien fiir den Trypsin-Verdau und die Massenanalyse.

Auswaschen der Proteine

Die in Frage kommenden Proteinbanden wurden so eng wie moglich aus dem Gel
ausgeschnitten und vorsichtig, unter Vermeidung einer Kontamination des Gelstiicks mit
Keratin, in 500 pul Eppendorf-Reaktionsgefifle tiberfithrt. Die Coomassie Farbung wurde mit
einer entsprechenden Entfiarbelosung entfernt und die Gelstiicke zehn Minuten lang in 100 pl
einer eins zu eins Mischung aus Ammoniumhydrogencarbonat 25 mM und Acetonitril
inkubiert. Die Losung wurde vorsichtig entfernt und in ein separates Reaktionsgefil3
iberfiihrt. Die Gelstiicke wurden ein weiteres Mal mit 100 pl der genannten Mischung
tiberschichtet und dieses Mal eine halbe Stunde lang unter Schiitteln inkubiert. Nach dem
Abnehmen der Fliissigkeit und der Uberfiihrung in ein separates Reaktionsgefi wurde dieser

Schritt zwei weitere Male wiederholt. Zuletzt wurden die Gelstiicke in Acetonitril 30 Minuten
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lang bis zur vollstdndigen Dehydrierung der Gele gewaschen. Danach wurde das Acetonitril

entfernt, gesammelt und die Gelstiicke in einer Zentrifuge unter Vakuum getrocknet.

Trypsinverdau und Elution der Proteine

Die getrockneten Gelstiicke wurden in einem bestimmten Volumen, welches sich nach der
Anzahl der Gelstiicke richtete und ausreichend sein musste, um diese vollstindig zu
bedecken, einer Trypsinlosung (0,1 pg/ pl in kaltem Ammoniumhydrogencarbonat Puffer 25
mM pH 8) 30 Minuten lang rehydratisiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die
Gelstiicke mit Ammoniumhydrogencarbonat Puffer 25 mM iiberschichtet und 12 bis 16
Stunden bei 37 °C inkubiert.

Nach dem Verdau wurden die Gelstiicke abzentrifugiert und der Uberstand in einem neuen
Reaktionsgefdll gesammelt. Das Doppelte des Volumens, in dem die Gelstiicke vorher iiber
Nacht inkubierten, wurde den Gelstiicken in Form von Wasser zugefiihrt. Die Stiicke wurden
fiinf Minuten geschiittelt und weitere fiinf Minuten im Ultraschallbad inkubiert und dann noch
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in einem separaten Reaktionsgefif
gesammelt. Die Gelstliicke wurden daraufhin in einer Elutionslosung, bestehend aus 50 %
Acetonitril, 45 % Ameisensdure und 5 % Wasser, eingelegt und 30 min geschiittelt. Der
Uberstand wurde abgenommen und gesammelt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt.
Im Anschluss wurden die Gele noch mit Acetonitril iiberschichtet, was diese vollstindig
entwisserte und alle verbliebenen Proteine herausloste. Die Proben wurden unter Schiitteln 30
min inkubiert, danach zentrifugiert und der Uberstand mit den restlichen Uberstéinden vereint.
Die eluierten Proteine wurden an einer Vakuumzentrifuge bis zur Trockene eingeengt und

dann bei -20 °C gelagert.

Massenanalyse

Die eluierten Proteine wurden iiber ein MALDI-TOF Gerdt analysiert. Die erhaltenen
Aminosédurebruchstiicke wurden von den Mitarbeitern des Forschungszentrums de novo
sequenziert. Sequenzierte Bruchstiicke wurden in verschiedenen Proteindatenbanken (EMBL,
NCBI blast, Mascot durch das BMFZ) gesucht, um eine Verbindung zu bereits bekannten

Nitrilhydratasen herzustellen.
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Synthese von Aeroplysinin-1 Derivaten

Die Synthese von Aeroplysinin-1 und seiner Derivate wurde bereits 1975 von Andersen und
Faulkner berichtet. Die erhaltenen Derivate eigneten sich als mogliche Substrate fiir die
Nitrilhydratase, was Hinweise auf die Substratspezifitit hitte geben konnen, sodass diese
nachsynthetisiert werden sollten.

Fiir die Synthese wurden die Ver6ffentlichung von Farkas et al. (1971) (Farkas, Gottsegen et
al. 1971) und der Bericht von Andersen und Faulkner (1975) (Andersen and Faulkner 1975)
als Kochvorschriften verwendet.

a) Als Ausgangssubstanz diente 2-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd. 25 g davon wurden in
41,6 ml Dimethylformamid mit 20,7 ml Benzylchlorid und 20,7 g wasserfreiem
Kaliumcarbonat dreieinhalb Stunden auf dem Wasserbad geriihrt. Die Losung wurde danach
mit Wasser verdiinnt, was zum Ausfallen des Produkts 2-Benzyloxy-4-methoxybenzaldehyd
fiihrte.

b) 14,38 g des 2-Benzyloxy-4-methoxybenzaldehyd wurden fiinf Stunden in 150 ml
Acetanhydrid mit 14,38 g wasserfreiem Natriumacetat und 26 g Hippursdure erhitzt. Das
erhaltene Produkt, 4-(2-Benzyloxy-4methoxybenzyliden-)2-phenyl-A*-oxazolin-5-on, konnte
als Niederschlag abfiltriert werden.

¢) 36 g des Azlactons wurden zwei Stunden in 170 ml einer 30 % igen Kaliumhydroxidlésung
unter Riickfluss erhitzt. Zur abgekiihlten Losung wurden 15,6 g Hydroxylaminhydrochlorid in
32 ml Wasser gegeben. Nach zwei Stunden bei Raumtemperatur wurde die Losung mit 10 %
iger Salzsdure bis zur vollstindigen Féllung von (2-Benzyloxy-4-methoxyphenyl)-
brenztraubensdureoxim angesduert.

d) 18,5 g des getrockneten Oxims wurden portionsweise bei 40-50°C zu 70 ml Acetanhydrid
gegeben. Nach zehn Minuten wurde die Losung mit Wasser verdiinnt und mit
Natriumhydroxid bis zur vollstandigen Féllung des korrespondierenden Nitrils alkalisiert.

e) 14,9 g von (2-Benzyloxy-4-methoxyphenyl)acetonitril wurden {iber Nacht {iber Palladium
hydriert.

) 5,3 g des Nitrils wurden in 63,3 ml Pyridin gelost. 23,6g Pyridiniumbromidperbromid in
63,3 ml Pyridin wurden hinzugegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Danach wurde die Losung in Eiswasser gegeben. Es fiel 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-
methoxyphenylacetonitril aus.

g) Zu 8 g des bromierten Nitrils in 360 ml Essigsdure wurden 25 g Blei(IV)tetraacetat in 553

ml Essigsdure gegeben und 18 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wurde
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in Eiswasser gegeben, dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt und einrotiert. Aus diesem
Schritt entstand entgegen der Angabe in dem Bericht nicht zu 35 % das diacetylierte Dienon,
sondern 11 g eines Gemisches verschiendster Substanzen, die chromatographisch getrennt
werden mussten.

Reaktionsschritt g) wurde aufgrund fehlender Angaben im Bericht von Andersen und
Faulkner anhand einer Reaktionsvorschrift von Lee und Su (2007) (Lee and Su 2007)

durchgefiihrt. Verunreinigungen mit Benzylchlorid fithrten zu den Benzoyloxy-Derivaten.

10,4 g Produkt aus dem letzten Reaktionsschritt wurden in Dichlormethan umkristallisiert.
Nach der Umkristallisation blieben 4,9 g {ibrig. Diese wurden mittels einer HP20 Siule
getrennt. Die zwei Fraktionen, die bei 85 und 90 % Methanol eluierten (insgesamt ca. 760
mg), hatten identische Chromatogramme und wurden zusammengefithrt. Mit der
zusammengefiihrten Probe, sowie den Fraktionen, die bei 95 % Methanol und 100 % Aceton
eluierten, wurden Sephadex Saulen laufen gelassen.

Ungefidhr 950 mg einer Fraktion aus der Aceton-Fraktion wurden weiter iiber eine
Kieselgelsédule getrennt.

Alle erhaltenen Fraktionen wurden per HPLC auf ihre Zusammensetzung und Reinheit
gepriift. Geeignete Proben wurden bei unzureichender Reinheit noch mittels der
semipriparativen HPLC aufgereinigt.

Reine Substanzen wurden per HPLC-MS, oder GC-MS sowie {iber NMR aufgeklart.

Acetylierung von Aeroplysinin-1

Neben der Synthese einiger Aeroplysinin-1 Derivate wurde noch ein weiteres Derivat durch
Acetylierung des natiirlichen Substrats erhalten.

Dazu wurden 10 mg Aeroplysinin-1 in 0,75 ml Pyridin gelést und mit 1 ml Acetanhydrid
versetzt und iiber Nacht in einem verschlossenen Gefdll stehen gelassen. Dann wurde das
restliche Acetanhydrid abgedampft und das Pyridin dreimal mit 5 ml saurem Wasser pH 4-5
gegen Ethylacetat ausgeschiittelt. Die vereinigten Ethylacetatphasen wurden einrotiert.

Es wurden 11,52 mg Substanz erhalten.

Die Struktur wurde per NMR und MS bestimmt.
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HP 20 Sdulenchromatographie

Die Auftrennung der nach Oxidation von 3,5-Dibromo-2-hyroxy-4-methoxyphenylacetonitril
mit Bleitetraacetat entstandenen Produkte erfolgte sdulenchromatographisch. Als
Sdulenmaterial diente DIAION HP20. Dieses Material gehort zu den synthetischen
Adsorbentien, bestehend aus einer polymerisierten Polystyrenmatrix, welche sphérische
Partikel bilden. Die sphérischen Partikel besitzen ein Porennetz, welches Substanzen, die in
die Poren hinein diffundieren konnen, stirker zurtickhilt, als Substanzen, die nicht in die
Poren, oder nicht so weit in die Poren, diffundieren konnen. Es erfolgt eine Auftrennung nach
dem Prinzip des GréBenausschlusses.

Das Sdulenmaterial wurde einen Tag vor der Benutzung in Wasser aufgeschlemmt und in
einer entsprechend groflen Saule bis zum darauf folgenden Tag stehen gelassen. Die Probe
wurde in Methanol gelost, auf eine kleine Menge des Sadulenmaterials aufgetragen und
ebenfalls, zum Abdampfen des Methanols, iiber Nacht stehen gelassen. Am néchsten Tag gab
man die adsorbierte Probe gleichmifig auf das vorher getrocknete Sdulenmaterial in der
S4ule und fiillte anschlieBend noch Glaswolle auf die Startzone, um ein Aufschwimmen des
DIAIONSs zu verhindern.

Beginnend mit 100% Wasser wurde danach mit aufsteigenden Gehiltern an Methanol eluiert.

Jeder Elutionsschritt wurde bis zum Trockenlaufen der Sdule durchgefiihrt.

Sephadex LH20 Siaulenchromatographie

Nach der groben Auftrennung der mit Blei-(IV)-tetraacetat oxidierten Substanzen mittels HP
20 wurden anschlieBend einzelne Fraktionen durch die Verwendung von Sephadex LH20
weiter aufgereinigt. Sephadex LH20 besteht aus hydroxypropylierten Dextranpartikeln, die
ebenso wie DIAION HP20 ein Porennetz aufweisen. Wie bei DIAION HP20 erfolgt die
Auftrennung durch GroBenausschluss. Im Unterschied zu DIAION HP20 ist aber bei
Sephadex LH20 der Partikeldurchmesser in Methanol um fast ein Fiinftel geringer, womit
auch die Porengroe anders sein muss, was bei einer Auftrennung von identischen Proben zu
einer unterschiedlichen Trennung fithren wiirde.

Vor der Benutzung des Sdulematerials wurde dieses zunédchst im FlieBmittel, Methanol,

quellen gelassen, da sich das Volumen des Materials in Abhéngigkeit vom Ldsemittel &ndern

56



Material und Methoden

kann. Die Proben wurden mit Methanol 100% eluiert. Fraktionen wurden alle 20 min
gesammelt.
Eine Fraktion, die sich nur mit Aceton von der HP20 Siule spiilen lie3, wurde mit einem

dquivalenten Gemisch aus Methanol und Dichlormethan iiber die Sephadex Siule getrennt.

Kieselgel Saulenchromatographie

Eine weitere Chromatographiemethode, die zur Auftrennung der Syntheseprodukte
herangezogen wurde, war die Sdulenchromatographie mit Kieselgel als stationdrer Phase.
Nachdem die Probe HP 20 Aceton iiber eine Sephadex LH20 Saule getrennt wurde, wurde
eine der daraus erhaltenen Fraktionen tiber eine Kieselgelsdule getrennt.

Kieselgel besteht aus vernetztem Siliciumdioxid, welches an seiner Oberfliche
Silanolgruppen tragt. Das Sdulenmaterial kann in unterschiedlichen PartikelgroBBen verwendet
werden, was sich auf die Adsorptions- bzw. Trennleistung auswirkt. Die Trennung erfolgt
durch reversible Sorptionsprozesse zwischen dem Analyten und der stationdren und mobilen
Phase. Verwendet wird Kieselgel als stationdre Phase dann, wenn man semi- bis unpolare
Substanzgemische auftrennen mochte.

Die zu trennende Probe wurde zunichst mit Dichlormethan und nach einem Tag mit einem
Methanol/Dichlormethan Gemisch von 1:9 eluiert. Alle 20 min wurde eine neue Fraktion

gesammelt.

Semipraparative HPLC

Diese Methode diente der endgiiltigen Reinigung der bei der Synthese erhaltenen Fraktionen.
Die geeigneten FlieBmittelzusammensetzungen wurden abhidngig von der gesuchten Substanz
vor jeder Reinigung in separaten Laufen ermittelt. Als FlieBmittel dienten Methanol und
Trifluoressigsdure 0,1 %. Die aufzureinigenden Proben wurden in Methanol in einer
Konzentration von 1mg/100ul gelost. Es wurden pro Injektion 100 pl tiber eine 100 pl
Injektionsschleife auf die Sdule aufgetragen. Die FlieBmittel wurden mit einer Flussrate von 5
ml/min gewdhlt und die Detektion der Proben erfolgte bei den entsprechenden
Absorptionsmaxima der gesuchten Substanzen. Die aufgesammelten Proben wurden in

Rundkolben gesammelt und nach beendeter Aufreinigung einrotiert.
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Fir diese Aufreinigungsmethode wurde ein Merck-HPLC System verwendet. Als
Gradientenpumpe diente eine LaChrom L-7100, als Detektor eine LaChrom L-7400. Es

wurde eine Eurospher 100-C18, 5 um, 300 mm x 8 mm, der Firma Knauer verwendet.

HPLC-MS

Die Untersuchung der Masse einiger der Syntheseprodukte erfolgte iiber ein Finnigan LCQ-
DECA Massenspektrometer, an welches ein Agilent 1110 HPLC-System angeschlossen war.
Bei der verwendeten Sdule handelte es sich um eine Knauer, Eurospher 100-C18, 5 um,
250x2 mM i.d.

Massenspektrometer  unterscheiden gemessene  Substanzen nach ihrem  Masse-
Ladungsverhiltnis. Es kann zur Identifizierung und/oder Bestimmung bekannter, sowie
unbekannter Substanzen dienen und sogar Informationen {iber die chemische
Zusammensetzung der Molekiile liefern, wenn in dem Molekiill Atome mit definierten
Isotopenmustern auftreten. Massenspektrometer bestehen aus einer lonenquelle, einem
Analysator und einem Detektor.

Als MS diente eine Finnigan LCQpeca, Thermoquest mit einer Vakuumpumpe, Edwards 30,

BOC.

GC-MS

GC-MS Messungen wurden in der Abteilung Massenspektrometrie der Anorganischen und
Organischen Chemie an der Heinrich Heine Universitdt durchgefiihrt.

Mit der Gaschromatographie (GC) konnen Substanzen, die sich bis 350 °C unzersetzt und
vollstindig verdampfen lassen, quantitativ und qualitativ bestimmt werden. Die zu
untersuchende Probe wird verdampft und gelangt mit dem inerten Trdgergas in die
temperierte Sdule. Dort kommt es je nach Beschaffenheit der stationdren Phase zu
Verteilungs- oder De- und Adsorptionsvorgingen. Diese Verteilungsvorginge werden durch
die Temperatur der Séule beeinflusst. Die Elution kann dabei isothermisch erfolgen, oder
durch einen programmierten Anstieg der Sdulentemperatur in einem vorgegebenen
Zeitintervall.
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Die Detektion kann bei der GC auf verschiedene Weisen erfolgen. Die hiufigsten Detektoren
sind die FIDs (Flammenionisationsdetektoren) und Warmeleitfahigkeitsdetektoren. Bei FIDs
wird die Probe am Detektor verbrannt und eine dadurch verdnderte Spannung in einem
elektrischen Feld im Detektor registriert. Bei Warmeleitfahigkeitsdetektoren vergleicht man
die Warmeleitfahigkeit des Trigergases mit dem Gemisch aus Triagergas und Substanz in
einer zweigeteilten Messzelle.

Die verwendete GC war eine Thermo Finnigan Trace GC Ultra. Es wurde eine Kapillarsdule
DB 5ms mit einer Linge von 15 m verwendet. Das Temperaturprogramm startete bei 50 °C
und endete bei 250 °C, bei einer Auftheizrate von 20 °C/min.

Die angeschlossene MS war eine Thermo Finnigan Trace DSQ. Als Ionisierungsmethode

diente EI (Elektronenstofionisation) mit einer Spannung von 70 eV. Die Quellentemperatur

lag bei 210 °C.

NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie, Kernspinresonanzspektroskopie, ist eine Methode zur
Untersuchung von Molekiilstrukturen. Sie beruht auf der Tatsache, dass bestimmte Atome,
die eine ungerade Anzahl von Protonen und/oder Neutronen enthalten, einen sogenannten
Kernspin besitzen. Solche Atome konnen in magnetischen Feldern unter bestimmten
Voraussetzungen die durch das Gerit eingestrahlte Energie adsorbieren. Der eintretende
Energieverlust wird registriert und fithrt zu entsprechenden Kernresonanzspektren (NMR-
Spektrum). Die Resonanzfrequenz ist charakteristisch fiir Atome und deren Umgebung.

Die Messungen (1H NMR, 13C NMR, HMBC, HMQC) wurden bei 300 °K auf einem Bruker
ARX-500 Gerdat am Institut fiir Anorganische und Strukturchemie, HHU Diisseldorf,
durchgefiihrt.
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Ergebnisse

Diese Kapitel faft die Ergebnisse der Versuche, die im Methodenteil beschrieben wurden und
die der Isolierung und Charakterisierung der Nitrilhydratase des Schwammes Aplysina

cavernicola dienen, zusammen.

Pufferdquilibrierung

Fiir ein funktionierendes Assay musste ein Puffer bzw. ein Puffersystem gefunden werden,
welches es erlaubte, das Assay im pH-Optimum der Nitrilhydratase durchzufiihren.

Dieses wurde zuletzt von Fendert (2000) bestimmt und sollte bei pH 7 bis 7,5 liegen.

Die Schwammextraktion wurde fiir diese Arbeit, in Anlehnung an die Arbeit von Frau Putz,
bei pH 5,8 durchgefiihrt. Weitere Chomatographieschritte erfolgten bei pH 4, sodass ein
Puffer fiir die Assays gewdhlt werden musste, der in der Lage war, die pH-Werte auf den
entsprechenden pH einzustellen und am Ende noch geniigend Pufferkapazitit aufwies, um die

Reaktion im pH-Optimum zu halten.
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Diagramm 1: Relative Aeroplysininabnahme in % in Abhéngigkeit vom zugesetzten Probenpuffer. Der relative
Acroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 10

ne.
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Fiir diesen Zweck wurden verschiedene Mischungen aus HEPES Puffer pH 7,8 1 M und Tris-
HCI Puffer pH 8,8 1,5 M hergestellt und zur Enzymlosung gegeben. Danach wurde die
Substratlosung hinzupipettiert und die Reaktion nach 20 min gestoppt.

Die Aktivitdten der einzelnen Enzym-Puffermischungen zeigt Diagramm 1.

Die Ergebnisse zeigten, dass ein pH Anstieg von pH 7, zu pH 7,8 eine gleichzeitige
Aktivitatszunahme von 9 auf bis zu 35 % bewirkte. Eine weitere Erhohung des pH-Wertes auf
8,8 hatte keine weiteren positiven Effekte. Es war ein Aktivitdtsverlust von fast 30 % zu
verzeichnen. Bei pH 7,8, einer eins zu eins Mischung aus HEPES Puffer und Tris-HCI Puffer,
war die hochste Aktivitdit messbar. Aus diesem Grund wurde fiir alle weiter folgenden

Aktivititsmessungen immer eine eins zu eins Mischung dieser beiden Puffer verwendet.

Zellaufschluss

Frithere Arbeiten, die sich mit der enzymatischen Umsetzung des Aeroplysinins zum
korrespondierenden Dienon beschiftigten, wurden mit einem, durch Zellaufschluss
hergestellten, Enzymrohextrakt mit anschlieBender PD-10 Entsalzung durchgefiihrt. Fiir
diese Arbeit standen diverse Laborgerite, die eine weitere Auftrennung des Rohextraktes
erlaubten, zur Verfiigung.

Um eine grobe Fraktionierung der aus dem Schwamm isolierten Proteine zu erhalten, wurde
die differentielle Zentrifugation eingesetzt. Mit Hilfe des Aktivitdtsassays wurde der Verlauf
der Aufreinigung kontrolliert.

Im ersten Zentrifugationsschritt bei 800 x g wurden ungeloste Zellen, Zellbruchstiicke und
Zellkerne abzentrifugiert. Der abzentrifugierte Niederschlag zeigte nach Resuspendierung
keine Aktivitit, wohingegen der Uberstand S1 deutlich aktiv war, mit einer relativen
Eduktabnahme von ungeféhr 17 %. Im zweiten Zentrifugationsschritt bei 10.000 x g, in dem
alle Zellorganellen entfernt wurden, zeigt sich ebenfalls, dass der Uberstand eine viel hohere
Aktivitdt von ungefihr 23 % aufweist, als der Niederschlag. Die hochste Aktivitdt zeigte sich
im Uberstand, in dem die 16slichen Proteine des aufgeschlossenen Probenmaterials enthalten
sind, nach der Ultrazentrifugation bei 100.000 x g. Mit einer relativen Aktivitét von ca. 27 %
gegeniiber knapp 0,6 % in der Pelletfraktion, welche Membranproteine enthilt, konnte gezeigt
werden, dass es sich bei der Nitrilhydratase um ein l6sliches Protein handelt (sieche Diagramm
2).

61



Ergebnisse

30
25
X mP1
=}
§ 20 mS1
©
% ES2
(<]
810 - mP3
E’ mS3
5 .
0 _

Diagramm 2: Relative Aeroplysininabnahme in % im Aktivititsassay mit Proben aus der Ultrazentrifugation.
Pellet (P1) und Uberstand (S1) aus dem ersten, Pellet (P2) und Uberstand (S2) aus dem zweiten und Pellet (P3)
und Uberstand (S3) aus dem dritten Zentrifugationsschritt. Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den

Substratabbau im Aktivititsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 10 pg.

Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Fraktion wurden mit dem Bradfordassay ermittelt.
Tabelle 1 zeigt die Proteinkonzentrationen der sechs Fraktionen.

Die Gesamtmenge der aus dem Schwamm isolierten Proteine im Uberstand aus der
Ultrazentrifugation war reproduzierbar. Die Ergebnisse mehrerer Aufreinigungen (n = 3)
zeigten, dass durchschnittlich 1,8 mg/ml +/- 0,2 mg/ml in der, die Nitrilhydratase

enthaltenden, S3 Fraktion zu finden waren.

Fraktion | Proteinkonzentration [mg/ml] | Gesamtvolumen [ml] | Gesamtproteinmenge [mg]
P1 1,0 10 10

S1 1,8 89,5 161

P2 1,3 8 10

S2 1,8 82,9 149

P3 1,7 3 5

S3 1,7 83 140

Tabelle 1: Proteinkonzentration, Gesamtvolumina und Gesamtgehalt der einzelnen Fraktionen aus der

differentiellen Ultrazentrifugation. Die Proteinkonzentrationen wurden in einer Dreifachbestimmung ermittelt.
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Abbildung 4: SDS-PAGE (12%) der Niederschlige und Uberstinde aus der differenticllen Zentrifugation.
Niederschlag (P1) und Uberstand (S1) aus dem ersten, Niederschlag (P2) und Uberstand (S2) aus dem zweiten
und Niederschlag (P3) und Uberstand (S3) aus dem dritten Zentrifugationsschritt.

Die SDS-Gelelektrophorese sollte einen Eindruck tiber die Komplexitit der einzelnen
Fraktionen aus der Zentrifugation vermitteln (Abbildung 4).

Zwar war das Bandenmuster duferst komplex, jedoch konnte man bereits intesive Banden,
welche in allen Fraktionen, also auch denen, in denen keine Aktivitit gemessen wurde,
vorkamen, wie zum Beispiel die Banden bei 17 kDa und kurz tiber dem 43 kDa Standard, als

mogliche Bruchstiicke des Enzyms ausschlieB3en.

Entsalzung

Die durchgefiihrte Entsalzung durch PD-10 Séulen fiihrte zu einem erstaunlichen Ergebnis.
Das erhaltene Eluat war inaktiv, obwohl die auf die Siule aufgetragene Probe aktiv war. In
der Dissertation von Fendert, der diese Methode als einzigen Reinigungsschritt nach dem
Zellaufschluss durchgefiihrt hat, wird dieses Phanomen nicht erwéhnt.

Dieses Ergebnis lieB die Vermutung zu, dass eine Substanz, die kleiner als die
AusschlussgroBBe des Sdulenmaterials ist, in diesem Fall 5000 Da, einen wichtigen Einfluss
auf die Enzymaktivitét besitzt.

Da zu Beginn der Bearbeitung des Enzyms noch nichts iiber die, die Aktivitit beeinflussende,

Substanz bekannt war, wurden keine weiteren Entsalzungen mehr durchgefiihrt.
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Ammoniumsulfatfallung

Als ein Reinigungsschritt nach der Ultrazentrifugation etablierte sich die
Ammoniumsulfatfallung der S3 Fraktion. In einer Zwei-Schritt-Féallung wurden im ersten
Schritt, bei einer Ammoniumsulfatkonzentration von 41 % m/v Proteine mit einem hohen
Anteil an hydrophoben Resten abgetrennt. In einem zweiten Schritt bis zur 67 % igen m/v
Sattigung, wurden Proteine gefillt, deren Seitenketten iiberwiegend polar waren.

Keine der vier erhaltenen Fraktionen, zwei Pellets (P1 41 % und P2 67 %) und zwei
Uberstéinde (S1 41 % und S2 67 %), zeigte Aktivitit. Die Proteingehélter und Bandenmuster
im SDS-Gel (Abbildung 5) der einzelnen Fraktionen zeigten allerdings, dass grundsitzlich
eine Trennung der Proteine erfolgt war.

Betrachtet man die fehlende Aktivitit der Proben, ist dies nicht verwunderlich, da die Struktur
der Proteine reversibel verdndert wird und somit die Aktivitdt verloren gehen kann. Eine
anschlieBende Dialyse des Pellets P2 67 % und Mangan(Il)-Zugabe zeigten, dass die

Nitrilhydratase in dieser Fraktion zu finden war.

Fraktion | Proteinkonzentration [mg/ml] Gesamtvolumen [ml] | Gesamtproteinmenge [mg]
P141% |14 11 15,4

S141% |0,7 22,5 15,75

P267% |15 10 15

S267% |04 1,8 0,72

Tabelle 2: Proteinkonzentrationen, Gesamtvolumina und Gesamtproteinmengen der Fraktionen aus der
Ammoniumsulfatfillung. Niederschlag (P1 41%) und Uberstand (S1 41%) aus dem ersten, Niederschlag (P2
67%) und Uberstand (S2 67%) aus dem zweiten Fillungsschritt.

Die Tabelle zeigt, dass 50 % aller in der eingesetzten Probe enthaltenen Proteine im ersten
Schritt als Pellet P1 41 % gefillt wurden. Fast 95 % der im Uberstand S1 41 % befindlichen
Proteine wurden im zweiten Schritt gefallt.

Schaut man auf das entsprechende Bandenmuster der einzelnen Fraktionen, sieht man
deutliche Unterschiede zwischen beiden Pellets. Knapp tiber dem 95 kDa Standard sieht man
bei P1 41 % eine der Hauptbanden des Pellets, die im P2 67 % fehlt. Die nédchsten zwei
Hauptbanden von P1 41 % liegen knapp {iiber, bzw. auf Hohe des 43 kDa Standards. Die
etwas hoher gelegene Bande tritt im Vergleichspellet nur sehr schwach auf, wohingegen die
tiefer liegende fehlt.

Das Pellet P2 67 % hat zwei Hauptbanden auf Hohe des 95 kDa und 72 kda Standards,
welche bei P1 41 % nicht auftreten. Eine dritte, deutlich hervortretende Bande, die bei
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P1 41 % nur schwach auftritt, aber bei P2 67 % stark sichtbar ist, liegt knapp oberhalb von

26 kDa.
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Abbildung 5: SDS-PAGE der Fraktionen aus der Ammoniumsulfatfillung. Niederschlag (P41%) und Uberstand
(S41%) aus dem ersten, Niederschlag (P67%) aus dem zweiten Fallungsschritt.

Dialyse

Die Dialyse des Pellets P2 67 % wurde durchgefiihrt, um das Ammoniumsulfat, welches zum
Fillen der Proteine benétigt wurde, aus den Proben zu entfernen.

Die meisten Proteine vertragen das Aussalzen. Nach erfolgter Dialyse liegen die Proteine
wieder im aktiven Zustand vor und stehen fiir eine weitere Aufreinigung bereit.

In diesem Fall war die erhaltene Proteinfraktion P2 nicht aktiv, trotz der Tatsache, dass
aktives Enzym fiir die Féallung eingesetzt wurde. Es bestand in dem Fall die Moglichkeit, dass
das Enzym unter den Bedingungen der Ammoniumsulfatfillung irreversibel beschiadigt wurde
und man diesen Aufreinigungsschritt nicht weiter verwenden sollte.

Andererseits zeigte schon das Entsalzen per PD-10 Séulen, dass niedermolekulare Substanzen
die Aktivitdt womoglich beeinflussen. Wenn dies der Fall war, hitten die niedermolekularen
Substanzen wihrend der Fillung im Uberstand S2 67 % bleiben konnen, oder hitten wihrend
der Dialyse aus dem Dialyseschlauch in den Puffer diffundieren koénnen, da der cut-off des
Schlauch (4-6 kDa) dhnlich dem Ausschlussvolumen der PD-10 Saulen (5 kDa) war.
Ausgeschlossen werden konnte, dass die Nitrilhydratase, wenn sie kleiner als der cut-off des
Schlauchs wire, wihrend der Dialyse aus der Probe hinausdiffundierte, da sich der
Gesamtproteingehalt, unter der Annahme von exakten Messungen, zwischen den eingesetzten
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Proben fiir die Dialyse und den Erhaltenen aus der Dialyse nicht verdnderte, wie man aus

Tabelle 3 entnehmen kann.

Fraktion | Proteinkonzentration [mg/ml] | Gesamtvolumen [ml] | Gesamtproteinmenge[mg]
P267% |15 10 15

P2 dial. 1,25 12 15
Tabelle 3: Proteinkonzentration, Gesamtvolumina und Gesamtproteinmenge des Pellets aus der

Ammoniumsulfatfillung (P2 67%) und der daraus durch Dialyse entstandenen Probe (P2 dial.).

Wiederherstellung der Aktivitiat durch eine hitzeinaktivierte Proteinprobe

Die Ergebnisse des Entsalzens der aktiven S3 Fraktion, sowie der Aktivitdtsverlust der
Enzymlosung nach der Ammoniumsulfatfillung und anschlieBender Dialyse, deuteten darauf
hin, dass niedermolekulare Substanzen einen Einfluss auf die Aktivitit der Nitrilhydratase
haben konnten.

Es wurde deswegen ein Versuch unternommen, die Aktivitdt der besagten Proben mit einer,
durch Hitze, inaktivierten S3 Probe wiederherzustellen.

Diagramm 3 zeigt die Aktivitdten der entsprechenden Proben. Eine unbehandelte S3 Fraktion,
die als Kontrolle herangezogen wurde, zeigte einen Aeroplysininabbau von ungeféhr 36 %.
Mit der inaktivierten Probe, die bei 95°C vorinkubiert wurde, war kein Aeroplysininumsatz zu
verbuchen. Genauso verhielt es sich bei der entsalzten S3 Fraktion und der dialysierten Probe.
Nach Zugabe der inaktivierten Probe zur entsalzten Fraktion und dem Dialysat wurde in
beiden Fillen eine Aktivitdt messbar.

In der entsalzten Probe kam es zu einem 5 % igen Umsatz und in der dialysierten Probe zu
einer Aktivitdt von ca. 8 % Umsatz.

Das Fehlen der Aktivitit in der inaktivierten Probe machte deutlich, dass die
Wiederherstellung der Aktivitdt unter keinen Umstdnden durch das in der inaktivierten Probe
enthaltene Enzym an sich zustande gekommen war. Auch war es unwahrscheinlich, dass
generell eine proteinartige Substanz den positiven Effekt hervorrufen konnte, da die

Inkubation bei 95°C die Proteine denaturieren wiirde.
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Diagramm 3: Relative Aeroplysininabnahme in % einer dialysierten (P2 dialysiert) und einer entsalzten (S3
entsalzt) Proben ohne sowie mit einer inaktivierten Probe (S3 inaktiviert). Als Positivkontrolle dient die Fraktion
S3+Ae (n=3).. Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay bezogen

auf eine Proteinmenge von 10 pg.

IEX der Protein-freien Fraktion

Der Beweis, dass niedermolekulare Substanzen fiir die Nitrilhydratase von immenser
Bedeutung sind, machte es notig, herauszufinden, worum es sich bei der besagten Substanz
handelt, bevor man die Aufreinigung des Enzyms fortfiihrte.

Es konnte, wie bereits beschrieben, gezeigt werden, dass die fragliche Substanz, bzw. die
Substanzen in der S3  Fraktion noch vorzufinden sind und  durch
GroBenausschlusschromatographie entfernt werden konnten. Durch die Kenntnis des
Ausschlussvolumens der PD-10 Sidulen war bekannt, dass die Substanzen kleiner sein
mussten als 5000 Da. Um diese Substanzen aufzureinigen, mussten sie erst von dem
Proteinanteil der S3 Fraktion getrennt werden. Dazu wurde Zentrifugationsfiltereinheiten mit
einem cut-off von 3 kDa verwendet.

Fiir Nitrilhydratasen sind Eisen- und Cobaltionen als Zentralatome bekannt. Es bestand also
die Moglichkeit, dass es sich bei den gesuchten, niedermolekularen Substanzen um
Metallionen handelt, sodass als Ionenaustauschchromatographiesdule ein starker

Kationenaustauscher verwendet wurde, an den die Metallkationen hitten binden kénnen.
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Fiir diesen Versuch wurde ein ungekiihltes AKTAprime plus FPLC System, sowie ein fertig
gepackter Kationenaustauscher HiTrap Sédule SP Sepharose XL, verwendet. Als Puffer
dienten HEPES-Puffer 50mM pH 7, wobei im Elutionspuffer zusitzlich noch Kochsalz in
einer Konzentration von 2 M gelost war. Die Elution erfolgte mittels eines Gradienten von 0
bis 100 % Puffer B iiber 22,5 min. Die Detektion erfolgte bei 280 nm.

Es wurden zwei mal 5 ml Durchfluss aufgefangen bis alle ungebundenen Substanzen von der
Sdule gewaschen wurden. Danach wurde der Gradient gestartet und es wurden bis zum
Erreichen der maximalen Salzkonzentration Fraktionen von eciner Gréfe von 1,5 ml
gesammelt.

Im Chromatogramm (Diagramm 4) sieht man den Anstieg der Absorption zu Beginn des
Laufes, bei dem die ungebundene Fraktion ausgewaschen wird und einen zweiten Anstieg bei
Erreichen der maximalen Salzkonzentration. Da jedoch nicht bekannt war, was fiir eine
Substanz fiir die Aktivitit des Enzyms verantwortlich ist, konnte man sich im
darauffolgenden Aktivititsassay, bei dem zur dialysierten Pelletfraktion P2 die gesammelten
Fraktionen aus der lonenaustauschchromatographie hinzugegeben wurden, nicht auf die
Fraktionen beschrianken, welche im Bereich des Absorptionsanstiegs eluierten.

Es wurden alle gesammelten Fraktionen auf die Wiederherstellung der Aktivitdt einer

dialysierten Probe getestet.
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Diagramm 4: Chromatogramm der Aufreinigung der proteinfreien Probe iiber eine Kationenaustauschersiule

(HiTrap Sdule SP Sepharose XL). Die Detektion erfolgte bei 280 nm.
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Diagramm 5: Relative Aeroplysininabnhame in % einer dialysierten Fraktion (P2) nach Zugabe der aus der

Ionenaustauschchromatographie der proteinfreien Probe erhaltenen Fraktionen (n=3).

Das Diagramm 5 zeigt, dass mehrere Fraktionen aus der Ionenaustauschchromatographie in
der Lage waren, die Aktivitdt einer dialysierten, inaktiven Probe wiederherzustellen. Die erste
Durchflussfraktion hatte den groften Effekt und fithrte zu einer 12 % igen Substratabnahme.
Die zweite Durchflussfraktion, sowie die Fraktionen 22 und 24 hatten einen sehr dhnlichen
Effekt und fiihrten zu einer Aktivitdt von ca. 8-9 %. Die Fraktionen 21 und 23 hatten eine
geringere Umsatzrate zur Folge mit einem Umsatz von 4 bis 6 %, jedoch war dieser immer
noch deutlich iiber der Aktivitit der Fraktionen 1 bis 20 und 25 bis 28, die lediglich zu einem
Umsatz von unter 1 % fiihrten.

Alle diese Proben lagen in Bereichen einer Absorptionssteigerung im Chromatogramm. Einen
direkten Hinweis auf die Identitdt der gesuchten Substanz lieferte die Absorptionssteigerung
jedoch nicht, da neben organischen Molekiilen, die als Cosubstrate bekannt sind, wie z-B.
NAD/NADH, welches auch bei 280 nm Licht absorbieren wiirde, ebenfalls Metallionen in

diesem Spektralbereich absorbieren konnten.

Flammenatomabsorptionsspektroskopie

Die Flammenatomabsorptionsspektroskopie wurde als Methode gewéhlt, um einen Einblick

in die Zusammensetzung einer aktiven Enzymldsung zu erhaltenen. Nitrilhydratasen sind
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Enzyme, die im aktiven Zentrum Eisen oder Cobalt tragen. Fdnde man lediglich eines der
beiden Metalle in der Probe, konnte man dieses dem Enzym als Zentralatom zuordnen.

Das fiir die Messung verwendete Gerédt erlaubte neben der Messung von Eisen und Cobalt
noch die Quantifizierung von Chrom, Kupfer, Mangan und Nickel, sodass auch der Gehalt
dieser Metalle bestimmt wurde.

Fiir eine erste Ubersicht, wurde mit einer S3 Fraktion iiberpriift, welche Metalle ein Signal
tiber dem Hintergrundrauschen geben. Eisen - fiir die Bestimmung wurde ein gesonderter
Ansatz mit einer S3 Fraktion in MES-Puffer durchgefiihrt, da Citronensdure bei
Eisenbestimmungen stort -, Chrom und Kupfer wurden nicht gefunden.

Es folgte eine genaue Bestimmung der Cobalt-, Mangan- und Nickelgehélter in einer S3
Fraktion und einer, aus der entsprechenden S3 Fraktion hergestellten, dialysierten P2
Fraktion. Fiir alle Messungen wurden immer frische Eichgeraden der entsprechenden Metalle
vor der Probenvermessung erstellt.

Den hochsten Gehalt in allen Proben zeigte Mangan, gefolgt von Nickel und Cobalt. Es wurde
zwar lediglich der Uberstand aus der Ultrazentrifugation vermessen, trotzdem kann man mit
den erhaltenen Werten zumindest einen Anhaltspunkt iiber die im Schwamm mindestens

enthaltenen Mengen an diesen drei Metallionen erhalten.

Mn-Gehalt/ g TG [ug] | Co-Gehalt/ g TG [ug] Ni-Gehalt / g TG [ug]
104 8,9 22,7

Tabelle 4: Aus einer S3 Fraktion ermittelte Gehélter an Mangan, Cobalt und Nickel in pg bezogen auf 1 g

gefriergetrocknetem Schwammmaterial.

Fiir Cobalt errechnete sich ein Gehalt von 8,9 pg in einem Gramm gefriergetrocknetem
Schwamm. Bei Mangan lag der Wert bei 104 pg und bei Nickel waren es 22,7 png.
Fiir die dialysierte Probe, mit einem Probenvolumen von 10 ml, sahen die Werte wie folgt

aus:

Mn-Gehalt / ml [ng] | Co-Gehalt/ ml[ng] | Ni-Gehalt// ml[ng]
428,5 58,9 278,6

Tabelle 5: Aus einer dialysierten Probe ermittelte Gehélter an Mangan, Cobalt und Nickel in ng/ml.

Daraus ergaben sich die Gesamtgehilter der drei Metalle in der dialysierten Probe mit 4,3 pg

Mangan, 589 ng Cobalt und 2,8 ng Nickel.
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Die Tatsache, dass Mangan die hochste Konzentration, in Hinsicht auf die drei Metalle,
aufwies, fuhrte dazu, dass die lonenaustauschchromatographiefraktionen der

niedermolekularen Substanzen auf ihren Mangangehalt hin gepriift wurden.

Fraktion |Mn Konz. [uM]
D1 138,2

D2 110,7

Fr. 21 7,7

Fr. 22 24.8

Fr. 23 1,6

Fr. 24 2,6

Tabelle 6: Mangangehdlter in pM in den Fraktionen aus der Ionenaustauschchromatographie der

niedermolekularen Substanzen, die einen aktivititswiederherstellenden Effekt aufwiesen.

Die Fraktionen IEX 1 bis 20 wiesen keinen Mangangehalt auf. Die hochste
Mangankonzentration war in den zwei Durchflussfraktionen zu finden. D1 und D2 zeigten
eine Konzentration von 138 und 110 pM auf. Mit Fraktion 21 beginnend, konnte in den
folgenden Fraktionen Mangan nachgewiesen werden. Fraktion 21 enthielt eine Konzentration
von 7,7 uM, Fraktion 22 eine Konzentration von ungefihr 25 uM und die folgenden
Fraktionen 23 und 24 eine Konzentration zwischen 1,6 und 2,6 uM.

Der Gesamtgehalt an Mangan in den besagten Proben war wie folgt:

Fraktion | Mn Gehalt [ug]
D1 37,9
D2 32,6
Fr. 21 0,63
Fr. 22 2,04
Fr. 23 0,13
Fr. 24 0,21

Tabelle 7: Mangangehilter in pg in den Fraktionen aus der Ionenaustauschchromatographie der

niedermolekularen Substanzen, die einen aktivititswiederherstellenden Effekt aufwiesen.

Betrachtet man die Aktivitdtsassays, in denen die IEX Fraktionen der niedermolekularen
Substanzen zusammen mit einer dialysierten P2 Fraktion vermessen wurden, im Hinblick auf
den Mangangehalt der Proben im Probenvolumen von 80 pl, so sehen die Konzentrationen so

aus:
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Fraktion | Mn Konz. [uM]
D1 69,1

D2 55,35

Fr.21 3,85

Fr. 22 12,4

Fr.23 0,8

Fr. 24 1,3

Tabelle 8: Mangangehélter in uM im Gesamtprobenvolumen in den Aktivitétsassays mit den Fraktionen aus der

Ionenaustauschchromatographie der niedermolekularen Substanzen.

Fiir die Fraktionen D1, D2 und IEX 21 bis 24, die einen wiederherstellenden Effekt auf die
Aktivitit einer dialysierten Probe hatten, wurde die Hypothese des Zusammenhangs zwischen

der Aktivitdt des Enzyms und der Mangankonzentration aufgestellt.

Einfluss von EDTA auf die Enzymaktivitat

Es lag die Vermutung nahe, dass mehrwertige Metallionen an der Aktivitét beteiligt sind.
Wire das der Fall, hitte man diese Ionen in einer aktiven Probe durch Zugabe eines
Komplexbildners, in diesem Fall EDTA, komplexieren kénnen, wodurch man einen Abfall

der Aktivitit hatte beobachten konnen.
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Diagramm 6: Relative Aeroplysininabnahme in % einer aktiven Probe (S3+Ae) aus der Ultrazentrifugation und
der entsprechenden Probe nach Zugabe einer EDTA-Losung (S3+EDTA 10 mM+Ae) (n=3). Der relative
Acroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivitdtsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 10
ng.
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Die Inkubation der Enzymlosung vor der Durchfithrung des Aktividtsassays mit einer EDTA-
Losung fithrte im Vergleich zu einer dquivalenten Probe ohne EDTA zu einem totalen
Aktivitatsverlust. Diagramm 6 weist die Aktivitdt der ungehemmten Probe mit knapp

25 % igem Substratabbau aus, wohingegen die EDTA-haltige Probe keine Verdanderung in der

Substratmenge aufweist.

Einfluss verschiedener Metallionen auf EDTA-inaktiviertes Enzym

Der Verlust der Aktivitét der Nitrilhydratase nach vorheriger Zugabe von EDTA war ein sehr
starkes Indiz dafiir, dass mehrwertige Metallionen an der Aktivitit des Enzyms beteiligt sind.
Daraus folgte die Uberlegung, dass es moglich sein sollte, die Inaktivierung des Enzyms mit
EDTA durch Zufithrung des entsprechenden Kations aufzuheben.

Nach der Vorinkubation der Enzymlosung mit EDTA wurden dem Enzym verschiedene
Salzlosungen in einem 1,25-fachen Uberschuss zur EDTA-LSsung zugegeben.

Entgegen dem ersten Ergebnis aus dem Versuch der Cosubstratabhéngigkeit, bei dem eine
Wechselbeziehung des Enzyms mit Mangan festgestellt wurde, stellten in diesem Versuch
alle vier der, dem Enzym dargebotenen Metallionen, die Aktivitidt der Nitrilhydratase, in
unterschiedlichem Malle, her.

Man erkennt im Diagramm 7, dass die Zugabe von Eisen den geringsten Effekt ausiibte. Es
kam dabei lediglich zu einem ca. 4 % igen Substratabbau. Der Nickel-Einfluss war etwas
groBBer, wobei ein ungefihr 6 % iger Aeroplysininabbau zu verzeichnen war. Die Wirkung
von Mangan auf die Enzymaktivitdt war mit 8,5 % geringer als bei Cobalt, welches mit einer

fast 12 % igen Substratabnahme die groBte Wirkung erzielte.
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Diagramm 7: Relative Aeroplysininabnahme in % mit EDTA inaktivierter Proben nach Zugabe diverser Salze
(n=3). Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay bezogen auf eine

Proteinmenge von 10 pg.

pH Stabilitat

Die durchgefiihrte Ionenaustauschchromatographie bei pH 5,8 lieferte nach einer
anschlieBenden GroBenausschlusschromatographie Proben, deren Bandenmuster in der SDS-
PAGE noch sehr komplex waren. Es musste eine Methode gefunden werden, wie man den
Trennerfolg erhoht. Eine Moglichkeit war, die Bedingungen wihrend der
Ionenaustauschchromatographie zu verdndern, zum Beispiel durch die Verdnderung des pH
Wertes. Um eine irreversible Schiddigung des Enzyms durch die pH-Anderung zu verhindern,
musste vorher gepriift werden, bei welchen pH Werten das Enzym unwiederbringlich
geschadigt wird.

Es wurde eine S3-Fraktion auf pH Werte zwischen 2 und 9 eingestellt und nach einer
halbstiindigen Inkubation auf einen pH von 7,8 gepuffert. Fiir den Aktivitdtsassay wurden von

allen Proben Proteinmengen von 25,4 pug verwendet.
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Diagramm 8: Relativer Aeroplysininabbau in % nach einer halbstiindigen Inkubation einer S3 Fraktion bei pH
Werten zwischen 2 und 9 (n=1). Der relative Aecroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im

Aktivitdtsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 10 pg.

Diagramm 8 gibt die Aktivititen fiir diesen Versuch wieder. Eindeutig sind die Ergebnisse fiir
die pH Werte 2 und 3. Eine Uberfiihrung der Enzymlosung auf diese zwei Werte mit
anschlieBender halbstiindiger Inkubation fiihrte trotz einer Riickfithrung auf einen fast
neutralen pH Wert von 7,8 zu einem totalen Aktivititsverlust. Alle anderen Proben, die im
pH-Bereich zwischen 4 und 9 lagen, zeigten nach der Abpufferung auf pH 7,8 wieder eine
deutliche Aktivitit. Trotz der Tatsache, dass alle Proben in einer Einfachbestimmung
vermessen wurden, reichte dies, um festzuhalten, dass pH Werte von 2 und 3 zur irreversiblen
Denaturierung des Enzyms fithren und somit nicht fiir die lonenaustauschchromatographie
geeignet sind. Da die Proben, die auf pH 5, bzw. 4 eingestellt wurde, noch Aktivitit zeigten,
wurde fiir die folgenden Ionenaustauschchromatographieversuche entsprechende Puffer

gewdhlt, in diesem Fall Acetat- und Lactatpuffer.

Ionenaustausch-und Gréfdenausschlusschromatographie fiir die Nitrilhydratase

Ionenaustausch- und Gréfdenausschlusschromatographie bei pH 5,8 ohne Aussalzen

Nachdem mit den ersten Ergebnissen aus den Versuchen der Metallionenzugabe festgestellt
wurde, dass Manganionen als mogliche Cofaktoren fiir die Nitrilhydratase dienen, konnte mit

der Aufreinigung des Enzyms fortgefahren werden.
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Zu Beginn der Bearbeitung des Schwammmaterials wurde Citratpuffer als
Extraktionsmedium  verwendet, so dass auch die ersten Versuche zur
Ionenaustauschchromatographie mit Citratpuffer bei pH 5,8 durchgefiihrt wurden. Als Probe
fiir diesen Chromatographieschritt diente eine dialysierte P2 Fraktion. Verwendet wurde das
bereits erwihnte AKTAprime plus FPLC System. Es wurde ein Gradient iiber 24 min
gefahren von 100 % Puffer A (Citratpuffer 50 mM pH 5,8) zu 100 % Puffer B (Puffer A +
NaCl 2 M). Die Detektion erfolgte bei 280 nm. Es wurden 1 ml pro Fraktion bei einer
Flussrate von 1 ml/min gesammelt.

Da der isoelektrische Punkt des Enzyms unbekannt war, mussten zwei Versuche zur
Aufreinigung per lonenaustauschchromatographie durchgefiihrt werden und zwar erstens
mittels eines Kationen (HiTrap Sédule SP Sepharose XL) - und zweitens mittels eines
Anionenaustauschers (HiTrap Sdule Q Sepharose XL), beides vorgepackte Sdulen. In beiden
Féllen wurden jeweils starke Austauscher verwendet.

Weder am Anionenaustauscher, noch am Kationenaustauscher konnte das Enzym gebunden
werden. Lediglich die Durchflussfraktionen aus beiden Aufreinigungsversuchen zeigten eine
Aktivitdt. Eine Erklarung fiir die ausbleibende Bindung des Enzyms an einen der Austauscher
war entweder die Tatsache, dass mit dem gewihlten pH zufillig der isoelektrische Punkt des
Enzyms getroffen wurde, das Enzym somit ungeladen war, was aber im Normalfall zu einer
sichtbaren Féllung des Enzyms gefiihrt hétte, oder dass der Puffer fiir diese Art der
Chromatographie in diesem Fall ungeeignet war. Citratpuffer haben durch ihre
Mehrfachladung eine hohe lonenstirke, sodass es moglich war, dass den Proteinen beim
Auftragen auf die Séule nicht die Moglichkeit zur Ausbildung einer Ionenbindung zum
Saulenmaterial gegeben und diese sofort wieder ausgewaschen wurden. Der Citratpuffer
wurde durch MES-Puffer ersetzt, der auch schon fiir die Eisenmessungen mittels AAS
verwendet wurde. MES hat den Vorteil, dass es lediglich nur einen geladenen bzw.
ungeladenen Sulfonsdurerest tragen kann und damit die Ionenstirke gegeniiber dem maximal
dreifach geladenen Citronensdureanion geringer ist.

Fiir diesen Versuch wurde zunéchst der beschriebene Anionenaustauscher verwendet. Als
Probe diente hier jedoch lediglich eine dialysierte S3 Probe, da sich bei der
Ammoniumsulfatfillung zeigte, dass sich beim Finstellen des pH-Werts der Losung
Niederschldge bildeten, die bei Verwendung des Citratpuffers nicht auftraten. So wurde
zunéchst auf ein Aussalzen der Proteine als Reinigungsschritt verzichtet.

Mit diesem System aus MES-Puffer 50 mM pH 5,8 (Puffer A) und dem starken

Anionenaustauscher gelang es die Nitrilhydratase unter den oben genannten Bedingungen an
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die Sdule zu binden und mit dem entsprechenden Puffer B (Puffer A + NaCl 2 M) wieder zu
eluieren, was bewies, dass der Versuch mit dem Citratpuffer an der Ionenstiarke des Citrats
scheiterte.

Diagramm 9 zeigt das erhaltene Chromatogramm aus der ersten gelungenen
Ionenaustauschchromatographie fiir die Nitrilhydratase. Tabelle 9 gibt die Aktivititen der
aktivsten Fraktionen wieder.

Zur Uberpriifung der Reinheit der erhaltenen Fraktionen wurde ein SDS-Gel gegossen und die

in Tabelle 9 genannten Proben wurden auf dieses aufgetragen (Abbildung 6).
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Diagramm 9: Chromatogramm der Aufreinigung der S3 Fraktion ohne vorherige Ammoniumsulfatfillung tiber

eine Anionenaustauschersdule (HiTrap Sdule Q Sepharose XL). Die Detektion erfolgte bei 280 nm.

Das Bandenmuster aller aufgetragenen Fraktionen war duflerst komplex und schwer zu
interpretieren. Es  waren lediglich geringe Unterschiede zwischen den drei
Durchflussfraktionen und den mit Puffer B eluierten Fraktionen sichtbar. So sieht man zum
Beispiel in den nicht gebundenen Fraktionen eine deutliche Bande kurz oberhalb des 92 kDa
Standards, welche bei allen gebundenen Fraktionen fehlt. Andersherum tritt in diesen

Fraktionen eine Bande leicht unterhalb des 92 kDa Standards auf, die im Durchfluss fehlt.
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Fraktion |rel. Aktivitat [%] | Proteinkonzentration [ug/ml] | spez. Aktivitat [U/mg]
D1 16,4 1109 0,193
D2 16,5 1149 0,194
D3 13,0 664 0,154
F21 21,9 768 0,258
F22 15,2 1275 0,180
F23 14,8 1277 0,175
F24 16,8 963 0,198
F25 19,3 544 0,228

Tabelle 9: Relative Aktivitdten, Proteinkonzentrationen und spezifische Aktivititen der aktivsten Fraktionen aus
der Anionenaustauschchromatographie einer S3 Fraktionen ohne vorherige Ammoniumsulfatfillung. Die

relative Aktivitét in % beschreibt den Substratabbau im Aktivitdtsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 10

ne.
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Abbildung 6: SDS-PAGE der aktivsten Fraktionen aus der Anionenaustauschchromatographie einer S3

Fraktionen ohne vorherige Ammoniumsulfatfillung.

Eine intensive Bande zeigt sich auf Hohe des 17 kDa Standards im Durchfluss, welche auch
noch sichtbar in den Fraktionen 21 und 22 ist und sich danach abschwicht.

Auf Hohe des 26 kDa Standards treten in den Fraktionen 22 bis 25 sehr deutliche Banden auf,
die zu den am stédrksten sichtbaren gehoren. Im Durchfluss allerdings sind diese Banden nur
schwach vertreten. Dafiir tragen diese Fraktionen deutlichere Banden kurz oberhalb dieses
Markers. Fraktion 21 hingegen hat eine seiner stirksten Banden kurz unterhalb dieses

Markers.
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Aus diesem Chromatographieschritt war aufgrund der Komplexitdt des Bandenmusters nicht

abzulesen, welche der Banden der Nitrilhydratase hétte entsprechen kénnen.

Der néchste Schritt in der Aufreinigung war die weitere Auftrennung einer, in diesem Fall
zweier, Fraktionen aus der Ionenaustauschchromatographie unter Verwendung der
GroBenausschlusschromatographie. Die Fraktionen 21 und 22 wurden zusammengefiihrt und
auf ein Volumen von ungefihr 600 pl eingeengt. Die Probe wurde iiber eine 500 pl
Injektionsschleife auf eine Gelfiltrationssdule Superdex 200 10/300 GL aufgetragen. Auch in
diesem Fall wurde das verwendete AKTAprime plus FPLC System bei Raumtemperatur
verwendet. Es wurde ein Fraktionsvolumen von jeweils 500 pl bei einer Flussrate von

0,5 ml/min gesammelt. Die Elution erfolgte mit einem MES-Puffer 50 mM pH 5,8 + 0,1M

NaCl. Eluierte Fraktionen wurden bei einer Wellenldnge von 280 nm detektiert.
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Diagramm 10: Chromatogramm der Aufreinigung der zusammengefiihrten Fraktionen 21 und 22 aus der
Anionenaustauschchromatographie der S3 Fraktion ohne vorherige Ammoniumsulfatféllung iiber eine Superdex

200 10/300 GL Gelfiltrationsséule. Die Detektion erfolgte bei 280 nm.

Diagramm 10 zeigt das erhaltene Chromatogramm aus der Gréenausschlusschromatographie
der zwei zusammengefiihrten Ionenaustauschchromatographiefraktionen. Bei genauer
Betrachtung des Chromatogramms erkennt man, dass es zu einem deutlichen Anstieg der
Absorption ab der 23. min kommt.

Betrachtet man den Kurvenverlauf, erkennt man eine Trennung der in der aufgetragenen

Probe enthaltenen Proteine. Bei ca. 17 min kommt es zu einem ersten Peak. Ab der 23. min
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eluiert erneut eine Proteinfraktion, deren Peak ein Maximum bei ca. 27 min. erreichen wiirde.
Ab der 27. min wird das Gros der aufgetragenen Enzyme eluiert. Kurz vor der 40. min
schlieft sich noch ein kleiner Peak dem Hauptpeak an.

Der Proteingehalt und die dazugehorigen Aktivitdten der aktiven Fraktionen werden in
Tabelle 10 dargestellt.

Fraktion 9 wurde ab der 23. min gesammelt. Die zwei aktivsten Fraktionen eluierten zwischen
der 25. und 27. min, was den Fraktionen 11 und 12 entspricht. In beiden Fillen sieht man eine
spezifische Aktivitit von ungefihr 0,36. Allerdings beobachtet man, dass Fraktionen mit
abnehmender Aktivitdt bis zur 30. min von der Séule gespiilt werden. Bei einer schlechten
Trennleistung der verwendeten Séule, hitte das eine mogliche Erklarung dafiir sein konnen,

dass die Nitrilhydratase iiber einen langen Zeitraum von der Sdule kommt.

Fraktion |rel. Aktivitat [%] | Proteinkonzentration [ug/ml] | spez. Aktivitat [U/mg]
9 0 n.b. 0

10 6,2 93 0,073

11 60,4 146 0,356

12 63,2 199 0,373

13 40,6 266 0,239

14 23,5 351 0,139

15 11,9 466 0,070

16 0 n.b. 0

Tabelle 10: Relative Aktivitdten, Proteinkonzentrationen und spezifische Aktivitdten der aktivsten Fraktionen
aus der GroBenausschlusschromatographie nach der Anionenaustauschchromatographie der S3 Fraktion ohne
vorherige Ammoniumsulfatfillung.Fiir die Fraktionen 9 und 16 wurden die Proteinkonzentrationen nicht
bestimmt (n.b). Die relative Aktivitdt in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay bezogen auf eine

Proteinmenge von 10 pg.

Zur Uberpriifung der Trennleistung wurden mit dem oben genannten Puffer
Alkoholdehydrogenase mit einer Grofle von 150 kDa und BSA mit einer GréB3e von 66 kDa
zusammen auf die Sdule aufgetragen. Diagramm 11 zeigt die gute Trennung der beiden

Proteine.
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Diagramm 11: Chromatogramm der Standards Alkoholdehydrogenase und BSA.

Da man im Diagramm 11 eine deutliche Trennung der beiden Enzyme sieht, konnte man
davon ausgehen, dass auch eine Trennung der Proben aus der lonenaustauschchromatographie
erfolgte. Daraus lie} sich eine mogliche Erkldrung fiir das breite Ausschlussvolumen der
Nitrilhydratase ableiten und zwar das Vorhandensein mehrerer Isoformen. Immerhin ist
bekannt, dass bakterielle Nitrihydratasen in di- und tetrameren Zustdnden vorkommen.

Unter dieser Annahme, dass zwei Nitrilhydratasen isoliert wurden, hitten die Retentionszeiten
dafiir gesprochen, dass die eine Isoform eine Grofle von iiber 160 kDa aufweist und die zweite

eine GroBe von ungefidhr 140 kDa.
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Abbildung 7: SDS-PAGE der aktivsten Fraktionen aus der Grofenausschlusschromatographie.
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Die Uberpriifung der Reinheit der Proben, welche in Tabelle 10 aufgefiihrt werden, erfolgte
mittels SDS-PAGE (Abbildung 7).

Man sah auch hier noch ein sehr komplexes Bandenmuster, wobei sich bei den Fraktionen 10
und 11 bereits einzelne klare Banden erkennen lieen. Aber die Komplexitit aller Fraktionen
erlaubte trotzdem noch keine Zuordnung der gesuchten Nitrilhydratase zu einer der
Proteinbanden. Jedoch konnte man hier schon mogliche Banden als die Gesuchten
ausschliefen, wenn man die Bandenmuster mit der spezifischen Aktivitdt kombinierte.
Banden, die bei gleichzeitiger Aktivitdtsabnahme an Intensitit zunahmen, konnten
ausgeschlossen werden. So erschien zum Beispiel eine Bande knapp oberhalb der Lauffront
ab Fraktion 13, die ausgeschlossen werden konnte. Gleiches galt fiir die Bande, die knapp

oberhalb des 55 kDa Standards erschien.

Ionenaustausch- und Gréfdenausschlusschromatographie bei pH 5,8 mit Aussalzen

Die SDS-PAGE der ersten Grofenausschlusschromatographie zeigte, dass die Aufreinigung
nicht gut genug war, um die Nitrilhydratase rein zu isolieren. Es mussten Verédnderungen am
Extraktionsprotokoll vorgenommen werden.

Die erste Anderung war, dass nach der Ultrazentrifugation der Uberstand S3 ohne Einstellen
des pH-Wertes ausgesalzt wurde. Die Fillung erfolgte mit Ammoniumsulfat in zwei
Schritten. Der erste Schritt erfolgte bis zu einer 41 % igen Séttigung, der Zweite bis zur

67 % igen Sittigung. Der erhaltene Niederschlag aus dem zweiten Schritt wurde mit
MES-Puffer 50 mM pH 5,8 aufgenommen und dialysiert.

Die dialysierte Probe wurde per Anionenaustauschchromatographie aufgetrennt. Uber das
AKTAprime plus FPLC System wurde ein Gradient iiber 24 min gefahren von 100 % Puffer
A (MES-Puffer 50 mM pH 5.8) zu 100 % Puffer B (Puffer A + NaCl 2 M). Die Detektion
erfolgte bei 280 nm. Es wurden 1 ml pro Fraktion bei einer Flussrate von 1 ml/min
gesammelt. Der Verlauf des dazugehorigen Chromatogramms (Diagramm 12) zeigte keine

Unterschiede zur Chromatographie ohne Aussalzen.
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Diagramm 12: Chromatogramm der Aufreinigung der S3 Fraktion mit vorheriger Ammoniumsulfatfillung tiber

eine Anionenaustauschersdule (HiTrap Sdule Q Sepharose XL). Die Detektion erfolgte bei 280 nm.

Die Aktivitdten der erhaltenen Fraktionen allerdings waren deutlich anders als bei der ersten
Ionenaustauschchromatographie (Tabelle 11).

Spéter zeigte sich, dass die geringe Aktivitit dieser und der daraus folgenden Proben aus der
GroBenausschlusschromatographie an einem falsch hergestellten Tris-HEPES Puffer, dessen
pH-Wert bei fiinf bis sechs war, lag.

Im SDS-Gel der Fraktionen 16 bis 18 (Abbildung 8) sah man allerdings schon den Vorteil,
den das Aussalzen brachte. Die Bandenmuster aller Fraktionen schienen annidhernd so sauber,

wie die Fraktionen aus der Grof3enausschlusschromatographie ohne vorherige Proteinféllung.

Fraktion |rel. Aktivitat [%] | Proteinkonzentration [ug/ml] | spez. Aktivitat [U/mg]
14 3,9 n.b. 0

15 53 883 0,047

16 5,1 1295 0,063

17 3,3 1469 0,060

18 1,7 1397 0,039

Tabelle 11: Relative Aktivitdten, Proteinkonzentrationen und spezifische Aktivitidten der aktivsten Fraktionen
aus der Anionenaustauschchromatographie einer S3 Fraktionen mit vorheriger Ammoniumsulfatfillung. Fiir
Fraktion 14 wurde die Proteinkonzentration nicht bestimmt (n.b.). Die relative Aktivitit in % beschreibt den

Substratabbau im Aktivitdtsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 10 pg.
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Abbildung 8: SDS-PAGE der aktivsten Fraktionen aus der Anionenaustauschchromatographie einer S3
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Fraktionen mit vorheriger Ammoniumsulfatféllung.

Auch hier war eine Interpretation immer noch sehr schwierig. Jedoch konnte man weitere
Banden als mogliche Indikatoren fiir die Nitrilhydratase ausschlieBen. Zwischen dem 72 und
95 kDa Standard sah man eine Bande, deren Intensitit von Fraktion 15 zu Fraktion 18
zunahm, trotz sinkender relativer und spezifischer Aktivitdt. Knapp oberhalb des 55 kDa

Standards erschien ab Fraktion 16 eine Bande, die ausgeschlossen werden konnte.

Die nach diesem Schritt folgende Grofenausschlusschromatographie wurde mit Fraktion 16
durchgefiihrt. Die Fraktion wurde mittels einer Zentrifugationsfiltereinheit auf ein Volumen
von ungefihr 600 pl eingeengt und tber eine 500 pl Injektionsschleife auf eine
Gelfiltrationssdule Superdex 200 10/300 GL aufgetragen. Gearbeitet wurde mit dem
AKTAprime plus FPLC System. Die Elution erfolgte mit einem MES-Puffer 50 mM pH 5,8 +
0,1M NacCl und die eluierten Proben wurden bei 280 nm detektiert.
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Diagramm 13: Chromatogramm der Aufreinigung der Fraktion 16 aus der Anionenaustauschchromatographie
der S3 Fraktion mit vorheriger Ammoniumsulfatfillung {iber eine Superdex 200 10/300 GL Gelfiltrationssdule.
Die Detektion erfolgte bei 280 nm.

Das Verlaufsmuster des Chromatogramms (Diagramm 13) entspricht dem Verlauf aus dem
bereits gezeigten Diagramm 10.

Wie bereits erwdhnt, war der Tris-HEPES Puffer falsch hergestellt worden, sodass die
Aktivitditen aus der aus diesem Reinigungsschritt erhaltenen Fraktionen nicht als
Aeroplysininabbnahme messbar waren. Jedoch war trotz einer kaum messbareren
Substratabnahme eine sichtbare Produktzunahme zu verzeichnen (Diagramm 14).

Da die Proben nach der Gelfiltration alle frei von Aeroplysinin und Dienon waren, kann die
Dienonzunahme nicht an einer Produktverunreinigung innerhalb der Proben liegen. Eine
mogliche Erklarung hétte sein konnen, dass es Dbei dieser Testrethe zu
Pipettierungenauigkeiten gekommen ist, bei denen den Proben ein hoheres Substratvolumen
als der Referenzprobe zugegeben wurde. Das hétte dazu fithren konnen, dass Aeroplysinin bis
zu einer Substratmenge, die in der Referenzprobe enthalten ist, umgesetzt wird. Dadurch
entsteht Dienon, aber aufgrund dhnlicher Aeroplysininpeakflichen hat man den Eindruck,

dass nichts umgesetzt wurde.
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Diagramm 14: Dienon Peakfldchen der Fraktionen aus der GroBenausschlusschromatographie der Fraktion 16
aus der Anionenaustauschchromatographie der S3 Fraktion mit vorheriger Ammoniumsulfatfidllung nach dem

Aktivititsasssay.

Bei dem Versuch aus den Proben eine SDS-Page zu machen, wurden drei der Proben,
Fraktionen 14, 15 und 17, in der Zentrifuge zerstort. Das SDS-Gel (Abbildung 9) zeigt
lediglich die Fraktionen 13, 16 und 18. Zwischen Fraktion 13 und 16 wurde noch ein wenig
von Fraktion 14, was sich aus dem in der Zentrifuge zerstérten Eppendorfgefd3 abnehmen
lieB3, aufgetragen.

Das Fehlen verldsslicher Aktivitdtsmessungen fiir diesen Reinigungsschritt machte es schwer,
wenn nicht gar unmoglich, die Bandenmuster auf ihren Informationsgehalt hin zu analysieren
und interpretieren. Allerdings war es moglich, den Effekt des zusitzlichen Féllungsschritts
nach der Ultrazentrifugation zu bewerten. Fraktion 13 zeigt nur noch wenige, klar
voneinander differenzierbare Banden.

Im Vergleich zu der Aufreinigung ohne vorherige Féllung ist dieses Ergebnis ein grofler
Fortschritt und zeigt den positiven Effekt des Aussalzens auf die Reinheit der zum Schluss
erhaltenen Proben.

Vergleicht man die Fraktion 13 mit Fraktion 16 sieht man ebenfalls, dass sich die Banden-
muster deutlich sichtbar voneinander unterscheiden. Oberhalb des 26 kDa Markers sieht man
bei Fraktion 16 eine sehr intensive Bande, die bei Fraktion 13 zu fehlen scheint. Oberhalb
dieser Bande treten zusétzlich mehrere Banden gebiindelt auf, die bei Fraktion 13 fehlen.
Dahingegen fehlen Fraktion 16 klare Banden oberhalb des 55 kDa Markers, die aber in
Fraktion 13 noch sichtbar sind.
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Abbildung 9: SDS-PAGE Fraktionen aus der GréBenausschlusschromatographie.

Ionenaustausch- und Gréfdenausschlusschromatographie bei pH 4,9 mit Aussalzen

Das oben gezeigte Ergebnis der Reinigung war ein erster Erfolg hinsichtlich der Proben-

Reinheit, jedoch musste weiter versucht werden, das Enzym rein zu isolieren. Eine
Moglichkeit ~war die  Verinderung des pH  Bereiches, bei dem  die
Ionenaustauschchromatographie durchgefiihrt wurde. Der Vorteil einer pH-Anderung liegt
darin, dass die Moglichkeit besteht den Ladungszustand der Proteine so zu verdndern, dass
diese nicht mehr an die Sdule binden und somit entfernt werden. So kann man zum Beispiel
durch Erniedrigen des pHs anionische Proteine in Proteinkationen tiberfithren, wodurch diese

nicht mehr an Anionenaustauscher binden.

Fraktion |rel. Aktivitat [%] | Proteinkonzentration [ug/ml] | spez. Aktivitat [U/mg]
28 0 13 0

29 8,5 58 0,101

30 5,6 265 0,066

31+32 | 3,1 723 0,037

33 12,9 226 0,152

34 9,1 145 0,107

35 0 80 0

Tabelle 12: Relative Aktivitdten, Proteinkonzentrationen und spezifische Aktivitidten der aktivsten Fraktionen
aus der Anionenaustauschchromatographie einer S3 bei pH 4,9. Die relative Aktivitdt in % beschreibt den

Substratabbau im Aktivitdtsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 10 pg.

87



Ergebnisse

Aus diesem Grund wurde versucht, den pH-Bereich der Aufreinigung zu senken. Vorher
musste allerdings die pH-Stabilitdt des Enzym {tberpriift werden, da verhindert werden
musste, dass die Verdnderung des pH-Wertes einen negativen Einfluss auf die Enzymaktivitét
hat, oder das Enzym irreversibel beschéddigt wird. Die Ergebnisse sind in dem Abschnitt
pH-Stabilitdt erklart.

Nach Uberpriifung der Stabilitit des Enzyms wurde ein Reinigungsschritt bei pH 4.9
durchgefiihrt. Dafiir wurde ein neuer Zellaufschluss durchgefiihrt, die S3 Fraktion mit
Ammoniumsulfat gefillt und das gefillte Enzym dialysiert. Der zweite gefillte Niederschlag
wurde mit Acetatpuffer 50 mM pH 4,9 aufgenommen. Wihrend der Dialyse dieser Probe

kam es im Dialyseschlauch zu einer Niederschlagsbildung der Proteine, welche in dem
Bereich um pH 5 ihren isoelektrischen Punkt aufweisen.

Die erhaltene Fraktion P2 dialysiert wurde im Anschluss per lonenaustauschchromatographie
aufgetrennt. Verwendet wurde auch hier das AKTAprime plus FPLC System. Es wurde ein
Gradient tiber 24 min gefahren von 100 % Puffer A (Acetatpuffer 50 mM pH 4,9) zu 100 %
Puffer B (Puffer A + NaCl 2 M). Die Detektion erfolgte bei 280 nm. Es wurden 1 ml pro
Fraktion bei einer Flussrate von 1 ml/min gesammelt.

Im Diagramm 15 sieht man, dass sich der Elutionspeak bei pH 4,9 etwas deutlicher auftrennt,
als es bei den vorherigen Schritten war. Dem steilen Hauptteil des Peaks um die 51 min
herum, ist eine deutliche Schulter vorgelagert.

Die Aktivitdten der einzelnen Fraktionen waren aufgrund des Puffers, der erst nach dieser
Messreihe und vor der darauf folgenden GroBenausschlusschromatographie ausgetauscht
wurde, sehr gering. Nach dem Austausch des Tris-HEPES Puffers wurde Fraktion 31 erneut
im Aktivitdtsassay vermessen und erreichte dort eine 60 % Substratabnahme, was einer
ungefihren spezifischen Aktivitdt von 0,22 U/mg entspriche.

Abbildung 10 zeigt das dazugehorige SDS-Gel.
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Diagramm 15: Chromatogramm der Aufreinigung der S3 Fraktion bei pH 4,9 iiber eine Anionenaustauscherséule

(HiTrap Sdule Q Sepharose XL). Die Detektion erfolgte bei 280 nm.
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Abbildung 10: SDS-PAGE der aktiven Fraktionen aus der Anionenaustauschchromatographie bei pH 4,9.

Fraktion 31 wurde auf ein Volumen von ungefihr 600 pl eingeengt und iiber eine 500 pl
Injektionsschleife auf eine Gelfiltrationssdule Superdex 200 10/300 GL aufgetragen.

Die Probe wurde mit einem MES-Puffer 50 mM pH 5,8 + 0,1M NaCl auf dem AKTAprime
plus FPLC System eluiert und Fraktionen bei 280 nm detektiert und mit einer Gré3e von
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500 pl gesammelt. Die Flussrate war auf 0,5 ml/min eingestellt.

Tabelle 13 zeigt die Aktivititen und Proteinkonzentrationen der dem Diagramm 16
zugeordneten Fraktionen. Nach dem Austausch des Tris-HEPES Puffers konnten wieder
deutliche Substratabnahmen verzeichnet werden.

Die aktivsten Fraktionen aus diesem Reinigungsschritt waren, wie auch bei der Gelfiltration
ohne vorheriges Aussalzen (Tabelle 13), die frith eluierenden Fraktionen. Fraktion 10 zeigte
noch eine relative Aktivitit von 25 %, wohingegen die Fraktionen 11 und 12 bereits relative

Aktivititen von iiber 90 % aufwiesen. Ab Fraktion 13 sank die relative Aktivitit wieder.

Fraktion |rel. Aktivitat [%] | Proteinkonzentration [ug/ml] | spez. Aktivitat [U/mg]
10 67,9 37,3 1,604
11 164,0 52,9 3,871
12 96,3 91,4 2,273
13 55,7 135 1,315
14 37,6 186 0,887
15 27,1 263 0,640
16 7,6 422 0,179
17 4,5 302 0,105
18 6,1 246 0,144
19 0 161 0

Tabelle 13: Relative Aktivitdten, Proteinkonzentrationen und spezifische Aktivititen der aktivsten Fraktionen
aus der GroBenausschlusschromatographie nach der Anionenaustauschchromatographie bei pH 4,9. Die relative

Aktivitdt in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 5 pg.

Die zwei aktivsten Fraktionen 11 und 12 stimmten ebenfalls in ihren Retentionszeiten mit den
Proben tiberein, die aus der Gelfiltration ohne vorheriges Aussalzen stammten. Sie wurden
zwischen der 25. und 27. Minute gesammelt. Es zeigte sich sogar, dass bereits ab der 24. min

(Fraktion 10) aktives Enzym eluierte.
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Diagramm 16: Chromatogramm der Aufreinigung von Fraktion 31 aus der Anionenaustauschchromatographie

bei pH 4,9 tiber eine Superdex 200 10/300 GL Gelfiltrationssdule. Die Detektion erfolgte bei 280 nm.

Aus den Fraktionen 10 bis 19 wurde ein 12 % iges SDS-Gel angefertigt (Abbildung 11). Das
Ergebnis dieser SDS-PAGE war das bis dahin beste. Fraktion 10 war leider in einer zu
geringen Konzentration aufgetragen worden, aber Fraktion 11 schien fast sauber zu sein. Man
konnte bei dieser Fraktion zwei deutliche Banden auf Hohe der 26 und 72 kDa Standards
erkennen.

Zwischen den beiden Banden waren nur sehr schwache und unscheinbare Banden sichtbar.
Ab Fraktion 12 wurden die Bandenmuster wieder komplexer, jedoch waren bis zu Fraktion 15

alle Banden scharf, sowie klar und deutlich voneinander getrennt.
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Abbildung 11: SDS-PAGE der Fraktionen aus der GréBenausschlusschromatographie.
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Die Tatsache, dass Fraktion 11 nur zwei deutlich sichtbare Banden aufwies und gleichzeitig
die zweitgrofBte relative sowie spezifische Aktivitit aufwies, liel die Vermutung zu, dass die
Banden auf Hohe des 26 und 72 kDa Standards Fragmente der gesuchten Nitrilhydratase
sind. Alle Banden, die zwischen diesen beiden Markern vermehrt bei den spét eluierten
Fraktionen vorkamen, konnten als mdogliche Bestandteile des Enzyms so gut wie

ausgeschlossen werden.

lonenaustausch- und Grofdenausschlusschromatographie bei pH 3,9 mit Aussalzen

Es konnte gezeigt werden, dass die Erniedrigung des pH-Wertes bei der
Ionenaustauschchromatographie einen positiven Einfluss auf die Reinheit der Proben nach
dem letzten Chromatographieschritt hatte. Die Verdnderung des pH-Werts von 5,8 auf 4,9
fithrte zu einer fast reinen Probe, welche nur noch zwei Hauptbanden enthielt.

Da im Versuch der pH-Stabilitit das Enzym noch bei pH 4 stabil zu sein schien, wurde ein
weiterer  Zellaufschluss  durchgefiihrt, bei dem die Bedingungen wihrend der
Ionenaustauschchromatographie noch ein weiteres Mal verdndert wurden. Der Acetatpuffer
wurde gegen einen Lactatpuffer 50 mM pH 3,9 ausgetauscht. Wihrend der Dialyse der
ausgesalzten Fraktion fiel erneut ein Teil der Proteine aus.

Uber das AKTAprime plus FPLC System wurde ein Gradient {iber 24 min gefahren von

100 % Puffer A (Lactatpuffer 50 mM pH 3,9) zu 100 % Puffer B (Puffer A + NaCl 2 M). Es
wurden 1 ml pro Fraktion bei einer Flussrate von 1 ml/min gesammelt und die Detektion
erfolgte bei 280 nm.

Die vorherigen Chromatogramme der Austauschchromatographie zeigten, dass ein gréBerer
Anteil der aufgetragenen Proben nicht an die Sdule gebunden wurde. Diagramm 17 zeigt, dass
der Wechsel zum Lactatpuffer unter anderem dazu fiihrte, dass ein GroBteil der aufgetragenen
Fraktion an die Séule gebunden werden konnte und dass nur noch ein kleiner Anteil

ungebunden blieb.
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Diagramm 17: Chromatogramm der Aufreinigung der S3 Fraktion bei pH 3,9 iiber eine Anionenaustauscherséule

(HiTrap Sdule Q Sepharose XL). Die Detektion erfolgte bei 280 nm.

Die Aktivitdten der eluierten Fraktionen zeigt Tabelle 14.

Fraktion |rel. Aktivitat [%] | Proteinkonzentration [ug/ml] | spez. Aktivitat [U/mg]
8 0 25 0

9 3,6 299 0,421

10 24,9 62 2,940

11 249 71 2,934

12 26,4 61 3,111

13 26,4 42 3,113

14 54,0 11 6,371

15 21,5 18 2,542

16 2,2 5 0,254

Tabelle 14: Relative Aktivitdten, Proteinkonzentrationen und spezifische Aktivitidten der aktiven und zweier

benachbarter Fraktionen aus der Anionenaustauschchromatographie bei pH 3,9. Die relative Aktivitit in %

beschreibt den Substratabbau im Aktivitétsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 1 pg.

Die gelungene Aufreinigung wurde durch die hohen relativen und spezifischen Aktivitdten

sichtbar.

Die SDS-Gele der Fraktionen sind in Abbildung 12 abgebildet.
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Abbildung 12: SDS-PAGE der aktivsten Fraktionen aus der Anionenaustauschchromatographie bei pH 3,9.
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Im Vergleich zu dem Reinigungsschritt bei pH 4,9 unter Verwendung des Acetatpuffers sah

man eine weitere deutliche Verbesserung der Aufreinigung. Alle aufgetragenen Fraktionen

zeigten Bandenmuster, bei denen die einzelnen Banden gut voneinander getrennt waren. Auch

sah man in allen Fraktionen die bereits erwihnten Banden auf Hohe des 72 kDa Standards.

Etwas schwicher konnte man Banden leicht oberhalb des 26 kDa Standards erkennen.
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Diagramm 18: Chromatogramm der Aufreinigung der zusammengefiihrten Fraktion 9 bis 11 aus der

Anionenaustauschchromatographie bei pH 3,9 {iber eine Superdex 200 10/300 GL Gelfiltrationssidule. Die

Detektion erfolgte bei 280 nm.
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Im Anschluss an die Austauschchromatographie wurde wieder eine
GroBenausschlusschromatographie  durchgefiihrt. Fraktionen 9, 10 und 11 wurden
zusammengefilhrt und auf ein  Volumen von ungefihr 600 pl mit einer
Zentrifugationsfiltereinheit eingeengt. Die Probe wurde tiber eine 500 ul Injektionsschleife
auf die Superdex 200 10/300 GL Gelfiltrationssdule aufgetragen und mit MES-Puffer 50 mM
pH 5,8 + 0,IM NaCl bei einer Flussrate von 0,5 ml/min eluiert. Die Probe lief iiber das
AKTAprime plus FPLC System. Detektiert wurden die erhaltenen Fraktionen bei einer
Wellenlédnge von 280 nm.

Das erhaltene Chromatogramm (Diagramm 18) zeigte einen #dhnlichen Verlauf zu den
vorherigen aus der GroBenausschlusschromatographie, mit dem Unterschied, dass man
diesmal eine Trennung zweier Peaks zwischen der 25. und 30. min erkennen konnte. In den
vorherigen Fillen sah man lediglich eine vorgelagerte Schulter am Hauptpeak mit einem
Absorptionsmaximum bei ungefihr 30 min. In diesem Chromatogramm war auch der
Absorptionsanstieg ab der 23. min sichtbar. Die Aktivitidten der einzelnen Fraktionen zeigt

Tabelle 15.

Fraktion |rel. Aktivitat [%] | Proteinkonzentration [ug/ml] | spez. Aktivitat [U/mg]
11 23,8 n.d. -

12 6,6 5 28,100

13 4,3 7 7,816

14 4,0 8 5,126

15 23,8 14 4,721

16 0 n.b. -

Tabelle 15: Relative Aktivitdten, Proteinkonzentrationen und spezifische Aktivititen der aktiven und einer
benachbarten Fraktion aus der Grofenausschlusschromatographie nach der Anionenaustauschchromatographie
bei pH 3,9. Die relative Aktivitdt in % beschreibt den Substratabbau im Aktivitdtsassay bezogen auf eine
Proteinmenge von 0,1 pg. Fiir Fraktion 16 wurde die Proteinkonzentration nicht bestimmt (n.b.). Fiir Fraktion 11

war die Proteinkonzentration nicht detektierbar (n.d.).

Fiir Fraktion 11 konnte die Proteinkonzentration nicht bestimmt werden, da sie zu gering war.
Die Fraktionen 12 bis 15 zeigten eine ebenfalls sehr geringe Proteinkonzentration. Trotz der
geringen Konzentrationen konnte man bei den Fraktionen 11 bis 15 eine deutliche relative
Aktivitit messen. Die spezifische Aktivitét der aktivsten Fraktionen erreichte sogar 28 U/mg.
Fraktion 11 wurde ab der 25. min gesammelt.

Aufgrund der geringen Proteinmenge pro Probe wurde befiirchtet, dass ein Coomassie
gefirbtes Gel der Proben nichts zeigen wird. Aus diesem Grund wurde das Gel versucht mit

einer Silberfarbung anzufirben, was nicht gelang. Da alles, was an Proben zur Verfiigung
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stand, fiir das missgliickte SDS-Gel verbraucht wurde, musste ein neuer Ansatz aufgereinigt
werden.
Das Chromatogramm der GroBenausschlusschromatographie der neuen Aufreinigung zeigt

Diagramm 19.
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Diagramm 19: Chromatogramm der zweiten Aufreinigung aus der Anionenaustauschchromatographie bei pH 3,9

iiber eine Superdex 200 10/300 GL Gelfiltrationssédule. Die Detektion erfolgte bei 280 nm.

Auch hier zeigte sich derselbe Verlauf wie nach der vorherigen Reinigung. Tabelle 16 zeigt

die Aktivitidten der eluierten Proben.

Fraktion |rel. Aktivitat [%] | Proteinkonzentration [pug/ml] | spez. Aktivitat [U/mg]
11 14,1 5 16,2

12 9,6 23 11,1

13 3,9 64 4,5

14 4,0 49 4,5

15 1,5 83 1,7

16 1,2 83 1,4

17 Messfehler 63 -

18 0 50 0

Tabelle 16: Relative Aktivitidten, Proteinkonzentrationen und spezifische Aktivititen der aktiven und einer
benachbarten Fraktion aus der zweiten GroBenausschlusschromatographie nach der
Anionenaustauschchromatographie bei pH 3,9. Die relative Aktivitdt in % beschreibt den Substratabbau im

Aktivitdtsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 0,1 pg.

Da der aufgereinigte Ansatz groBBer war als der vorherige, waren die Proteinkonzentrationen
der einzelnen Fraktion ebenfalls hoher. Fraktion 11 wurde ab Minute 23,5 gesammelt, also

frither als die Proben aus den vorangegangenen Reinigungen. Das und die Tatsache, dass
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Fraktion 11 bereits eine spezifische Aktivitdt von 16,2 U/mg besal}, zeigte, dass das Protein
schon vor der 25. min eluierte. Das aus den Proben gegossene SDS-Gel wurde wieder wie
gewohnt mit Coomassie gefiarbt (Abbildung 13).

Fraktion 11 enthielt zwei deutliche Banden, eine zwischen dem 55 und 72 kDa Standard,

ungefdhr bei 60 kDa und eine kurz unterhalb des 55 kDa Standards.
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Abbildung 13: SDS-PAGE der aktivsten Fraktionen aus der Anionenaustauschchromatographie bei pH 3,9.

Die Fraktionen 12 und 13 waren identisch und enthielten ebenfalls die Banden auf Hohe des
72 und des 26 kDa Standards. Fraktion 14 zeigte zwei zusitzliche Banden, eine bei 60 kDa
und eine unterhalb des 55 kDa Markers. Die Fraktionen 15 bis 18 wurden in ihren
Bandenmustern komplizierter. Diese Proben enthielten Hauptbanden kurz oberhalb des 26
kDa Markers und zwischen dem 34 und 43 kDa Marker. Die inaktive Fraktion 18 enthielt
keine Banden mehr, die in den Fraktionen 12 und 13 vorkamen.

Unter der Annahme, dass alle in den Proben vorhandenen Proteine auch auf das Gel
aufgetragen und deutlich sichtbar angefdrbt wurden, konnten nur zwei Proteinbanden als in
Frage kommende Bruchstiicke der Nitrilhydratase angesehen werden, die Banden auf Hohe
des 26 und 72 kDa Standards.

Das mehr als zufriedenstellende Ergebnis dieser Aufreinigung bestitigte die Sinnhaftigkeit
der pH-Anderung bei der Ionenaustauschchromatographie. So wurde folgendes

Reinigungsprotokoll fiir alle weiter folgenden Untersuchungen festgelegt:
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1. Zellaufschluss und differentielle Ultrazentrifugation
Ammoniumsulfatfillung der S3 Fraktion
Dialyse der P2 Fraktion

Anionenaustauschchromatographie der dialysierten P2 Fraktion bei pH 3,9

AN

GroBenausschlusschromatographie

Blaue Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese

Das festgelegte Reinigungsprotokoll fiir die Nitrilhydratase erlaubte es den Enzymrohextrakt
so weit aufzureinigen, dass nur noch zwei Proteinbanden in den aufgereinigten Proben zu
finden waren. Es musste darauthin festgestellt werden, ob diese zwei Proteinbruchstiicke von
ein und demselben Protein kommen, oder ob die reinen Proben immer noch mehr als ein
Protein enthalten. Eine Moglichkeit dies in Erfahrung zu bringen war es, aufgereinigte Proben
mit zwei unterschiedlichen elektrophoretischen Methoden zu vermessen und die Ergebnisse
zu kombinieren.

Es wurde ein neuer Zellaufschluss durchgefiihrt. Wéhrend der Aufreinigung wurde die
Reinheit der Proben mittels der SDS-PAGE {iberpriift. Abbildung 14 zeigt das Bandenmuster

einiger der fiir die Gr6Benausschlusschromatographie verwendeten Fraktionen.

kDa
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Abbildung 14: SDS-PAGE aktiver Proteinfraktionen aus der Ionenaustauschchromatographie.
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Einige der Proben aus der Ionenaustauschchromatographie wurden zusammengefiihrt und per
GroBenausschlusschromatographie aufgetrennt.

Diese Proben wurden parallel per SDS- und Blue Native-PAGE getrennt. Dazu wurden sie
von 500pl auf ungefahr 75 pl mittels Zentrifugationsfiltereinheiten eingeengt.

Fiir das Blau Nativ-Gel wurden jeweils 12,5 pl jeder Fraktion mit 4,1 pl NativePAGE
Sample Buffer (4x) gemischt. Diese Proben wurden auf ein 15 Well NativePAGE Novex
4-16% Bis-Tris Gel aufgetragen. Fiir den Lauf wurde eine XCell SureLock Mini-Cell
verwendet. Die erste Stunde lang wurde eine Spannung von 150 V angelegt, danach wurde
diese auf 200 V erhoht. Das Ende des Laufs war erreicht, als die Lauffront das untere Ende
des Gels erreichte und kurz davor stand aus dem Gel zu laufen.

Da das Gel nach dem Lauf aufgrund der geringen Proteinmenge keine Bandenfdrbung
aufwies, musste es zusitzlich iiber Nacht mit der fiir die SDS-PAGE verwendeten sensitiven
Coomassie Farbung gefirbt werden.

Parallel zu dieser Native-PAGE wurde ein 12 % iges SDS-Gel der Proben angefertigt, um die

Ergebnisse aus beiden Methoden zu vergleichen und zu kombinieren.

spez. Aktivitdt [U/mg] spez. Aktivitdt [U/mg]
- nd. 16 106 54 43 22 13 09 .o nd. 16 106 54 43 22 13 09
1048 170 .
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Abbildung 15: links) Blau Nativ-PAGE der aus der Groflenausschlusschromatographie erhaltenen Fraktionen.

rechts) Die entsprechende SDS-PAGE der aus der GréBenausschlusschromatographie erhaltenen Fraktionen.

Abbildung 15 zeigt die Gele der Native- und SDS-PAGE. Die Banden der SDS-PAGE waren

in diesem Durchlauf unscharf. Trotzdem konnte man in der Negativdarstellung der SDS-
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PAGE erkennen, dass Fraktion 13 zwei erwartete Banden auf Hohe des 26 und 72 kDa
Standards enthielt. Die Fraktionen 14 bis 16 zeigte diese Muster ebenfalls, jedoch konnte man
dort schon weitere diffuse Banden zwischen dem 72 und 55 kDa Marker erkennen.

AuBlerdem konnte man sehen, dass die Intensitdten der 72 und 26 kDa Banden parallel zur
relativen Aktivitdt zundchst von Fraktion 13 zu Fraktion 16 zunehmen und dann wieder
abnehmen, wobei die grofere der beiden Banden auch die intensivere war.

Die Bandenmuster der Fraktionen 13 und 14 im Nativ-Gel schienen fast gleich zu sein. Bei
Fraktion 13 sah man am deutlichsten eine Bande auf Hohe des 146 kDa Markers, sowie etwas
schwiicher, da diffuser, eine Bande auf Hohe des 242 kDa Standards. Bei Fraktion 14 ist die
groBBere der beiden Proteinbanden ein wenig intensiver als die kleinere. Zusitzlich konnte
man ganz leicht eine Bande kurz unterhalb des 146 kDa Markers erkennen. Diese drei
genannten Proteinbanden wurden in allen Fraktionen beobachtet, wobei auch hier in der
Native-PAGE, wie in der SDS-PAGE, die Bandenintensitdt bis Fraktion 16 zu und im
Anschluss wieder abnimmt.

Ab Fraktion 15 zeigten sich immer mehr kleinere Banden, was fiir die gute Trennleistung der
Chromatographiesdule sprach. Man konnte ab Fraktion 16 ungefdhr in der Mitte zwischen
dem 20 und 66 kDa Marker zwei scharfe Banden erkennen. Fraktion 18 und folgende zeigten
eine scharfe Bande kurz oberhalb des 66 kDa Standards, sowie mehrere schwache oberhalb
des 20 kDa Standards.

Durch das Ausschlussprinzip konnte man abschétzen, welche der angefdrbten Banden, unter
der Voraussetzung, dass alle Proteine auch angefirbt wurden, die Nitrilhydratase hitte sein
konnen. Die wahrscheinlichsten Kandidaten waren die 146 und 242 kDa Banden, da diese
bereits ab Fraktion 13 zu sehen waren und deren Intensitét analog zur relativen Aktivitit, zu-
und wieder abnahm. Die spezifische Aktivitit nahm zudem von Fraktion 13 mit der Zunahme
der Intensitdt weiterer Banden immer mehr ab.

Leider konnte dieses Ergebnis die Frage nicht kldren, ob die 26 und 72 kDa Banden aus den
SDS-Gelen in einem Zusammenhang standen, da in allen Fraktionen mehr als Bande zu sehen
war.

Aus diesem Grund musste eine eindeutige Methode entwickelt werden, welche es erlaubte,

die Nitrilhydratase im Nativ-Gel zu identifizieren.
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In Gel Anfarben

Die fehlende Eindeutigkeit der Ergebnisse aus der Blau Nativ-Polyacrylamidgel-
elektrophorese erforderte die Etablierung einer Methode die eindeutig die Nitrilhydratase im
Blau Nativ-Gel identifizierte. Die einfachste Moglichkeit hitte die Verwendung von
geeigneten Antikorpern und eine angeschlossene Sichtbarmachung dargestellt. Das Fehlen
dieser Antikdrper machte es nétig, eine andere Methode zu entwickeln.

Der Gedanke des Koppelung des Substrats an einen moglichen Farbindikator musste
verworfen werden, da die einzigen in Frage kommenden Substituenten Hydroxylgruppen
waren. Fiir diese gab es erstens keine spezifischen Marker, zweitens liegen beide
Hydroxylgruppen sehr nah an dem Kohlenstoff, an dem die Hydrolyse stattfindet und drittens
wird eine der Hydroxylgruppen wihrend der Reaktion abgespalten. So musste iiberlegt
werden, wie und ob man das Endprodukt der Reaktion nachweisen kann.

Dabei wurde folgende Uberlegung angestellt: Wenn das Enzym im Nativ-Gel noch aktiv war,
hétte es, unter geeigneten Bedingungen, Aeroplysinin-1 in das Sdureamid umwandeln
miissen. An der Stelle im Gel, an der sich das Enzym befindet, wiare womoglich ein Teil des
Reaktionsproduktes zuriickgeblieben, welches man nasschemisch hétte nachweisen konnen.
Ein nasschemischer Nachweis fiir Carbonsdureester, Lactame, sowie auch Carbonsidureamide,
ist die Hydroxamatreaktion, bei der die Carbonsdurederivate zu Hydroxamsduren umgesetzt
werden, die farbige Komplexe mit Eisen(IIl)-Ionen bilden.

Fiir den ersten Versuch wurden die Fraktionenen aus einer lonenaustauschchromatographie
eingeengt und jeweils 18,75 pl der Proben mit 6,25 ul NativePAGE Sample Buffer (4x)
gemischt und auf ein 10 Well NativePAGE Novex 4-16% Bis-Tris Gel aufgetragen.

Unter Verwendung einer XCell SureLock Mini-Cell wurde die Elektrophorese eine Stunde
lang bei 150 V und danach fiir den Rest der Zeit bei 200 V durchgefiihrt. Nach dem Lauf
wurde eine der beiden Proteinbahnen ausgeschnitten und fiir die weitere
Versuchdurchfithrung verwendet. Der Rest des Gels wurde in MES-Puffer 50 mM pH 5,8 im
Kiihlschrank gelagert.

Die ausgeschnittene Proteinbahn wurde in Schnappdeckelglas eingelegt, welches 2500 pl
MES-Puffer 50 mM pH 5,8, 1500 pl Mangan(I)-16sung 25 mM, 600 pl Tris-HEPES Puffer
und 400 pl Aeroplysininlsg. 29 mM enthielt. Die Losung wurde nach einer halbstiindigen
Inkubationszeit entfernt und das Gel mit einer 10 % igen Kaliumhydroxidlosung

tiberschichtet, in der 300 mg Hydroxylaminhydrochlorid geldst waren. Nach einer halben
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Stunde bei 80 °C im Wasserbad wurde eine 1 % ige Eisen(Ill)-l16sung der Losung
hinzugegeben.

Dies fithrte weder zu einer Farbung des Gels, noch zu einer Farbung der Losung. Der Fehler
bei dieser Durchfihrung war die fehlende Einstellung des pH-Werts der
Kaliumhydroxidlosung, in der das Hydroxylaminhydrochlorid gelost war, da es fiir den
nucleophilen Angriff als freie Base vorliegen muss. Des Weiteren wurde vergessen, nach der
Inkubation mit Hydroxylaminhydrochlorid, die Losung anzusduern, da die Hydroxamséure
fiir die Komplexbildung protoniert vorliegen muss. Auflerdem miisste die Losung nach der
Zugabe der Eisenionen auf einen sauren pH eingestellt werden.

Am nichsten Morgen wurde ein neuer Versuch mit der zweiten Proteinbahn gestartet. Die
Gelbahn wurde ausgeschnitten zunéchst in einer Losung aus 3000 pl Mangan(Il)-16sung
25mM, 1200 pl Tris-HEPES Puffer und 400 ul MES-Puffer 50 mM pH 5,8 vorinkubiert.
Danach wurde die Substratlosung zugegeben und das Gel erneut inkubiert. Als nichstes
wurde es einmal mit Nanopure Wasser gewaschen und mit einer methanolischen
Kaliumhydroxidlosung, in der 300 mg Hydroxylaminhydrochlorid gel6st waren und deren
pH-Wert auf 10 eingestellt war, {iberschichtet und bei 95 °C inkubiert. Nach der Inkubation
wurde die Losung angesduert und mit einer 1 % ige Eisen(Ill)-16sung versetzt. Das Gel

verfarbte sich schlagartig rotbraun (Abbildung 16).

Abbildung 16: Ausgeschnittene Bahn aus der Blau Nativ-PAGE nach der In Gel Anfirbung.

Im Gel konnte man auch eine Bande auf Hohe des unteren Drittels erkennen, die sich von der
Braunfiarbung des Gels abhob (im Scan nicht sichtbar).

Die Tatsache, dass nach der Versuchsdurchfithrung eine Bande im Gel erkennbar war, das Gel
sich allerdings ebenfalls anfirbte, bedingte weitere Wiederholungen dieses Experiments, unter
Verwendung der als zweites beschriebenen Versuchsbedingungen.

Zum einen wurde diese Versuchsdurchfithrung parallel zu einer 2D-Gelektrophoresse
durchgefiihrt (siehe Zweidimensionale Gelelektrophorese), sowie ein weiteres Mal mit einer
Probe, die aus mehreren Fraktionen, die aus der GréBenausschlusschromatographie stammten,

zusammengefiihrt wurde.
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Diese Proben aus der GroBenausschlusschromatographie zeigten folgende Bandenmuster in

der SDS-PAGE (Abbildung 17).
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Abbildung 17: SDS-PAGE zusammengefiihrter Enzymfraktionen aus der Grof3enausschlusschromatographie.

Nach der, wie oben beschriebenen Versuchsdurchfiithrung, zeigte die erhaltene Bahn mehrere

angefirbte Banden (Abbildung 18).

-

Abbildung 18: Ausgeschnittene Bahn aus der Blau Nativ-PAGE der zusammengefiihrten Fraktionen aus
Abbildung 17 und anschlieBender In Gel Féarbung.

Das fiihrte zu der Vermutung, dass die spezifische Anfarbung des Sédureamids nicht gelungen
ist.
Um diese Vermutung zu untersuchen, wurde eine Testreihe durchgefiihrt, die zeigen sollte, ob

sich das Gel unspezifisch anférben ldsst.

Uberpriifung der Spezifitit des Nachweises

Fiir diese Uberpriifung wurden vier Gelstiicke eines vorgefertigten Gels in MES-Puffer, in
welchem in zwei Fillen Nicotinsdureamid gelost war, eingelegt. Das Nicotinsdureamid sollte

in dieser Testreihe als Substrat fiir die Hydroxamsédurereaktion dienen. Nach einer
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Inkubationszeit von zwei Stunden wurden die vier Gelbahnen gewaschen. Jeweils ein Gel mit
und ohne Nicotinsdureamid wurde entweder in eine Hydroxylaminhydrochlorid-haltige bzw.
-freie Kalilauge gelegt und im Wasserbad inkubiert. Danach wurden die Proben angesduert
und es wurde eine 1 % ige Eisen(IlI)-16sung zugesetzt und die Losung angeséuert.

Dabei bestitigte sich die Vermutung, dass sich das Gel unspezifisch anfirbt, unabhéngig
davon, ob das Gel mit einem fiir die Hydroxamséurereaktion geeignetem Substrat getrinkt
war, oder nicht. Proben, die mit Hydroxylaminhydrochlorid versetzt wurden, reagierten bei
dieser Versuchsanordnung positiv und verfirbten sich auf dieselbe Art und Weise braun, wie
es auch in den vorangegangenen Experimenten mit der Enzymlosung und Aeroplysinin-1 der
Fall war. Dies war unabhéngig davon, ob die Probe Nicotinamid als Substrat enthielt oder
nicht. Das liel nur die Schlussfolgerung zu, dass die Gele entweder eine Substanz enthielten,
die sich anfirben lies, oder sie reagierten selber direkt in der Reaktion.

Da Nativ-Gele meistens mit Glycin, oder dhnlichen a-Aminocarbonsduren laufen, die die
Reaktion ebenfalls eingehen konnen, wurde nach einem System gesucht, welches keine
Substanzen enthilt, die bei der Versuchsdurchfithrung zu einer Braunfirbung des Gels fithren
wiirden. Da kein System gefunden wurde, wurde das oben genannte Experiment mit einem
Gel, welches exzessiv mit Wasser ausgewaschen wurde, durchgefiihrt, um zu sehen, ob sich
die storenden Substanzen aus dem Gel auswaschen lassen. Aber auch hier zeigte sich
ebenfalls, dass die Proben mit Hydroxylamin zu einer Braunfirbung fiihrten. Dies deutete
darauf hin, dass die Gele selber die Reaktion eingehen und dass somit dieses Experiment in

dieser Art nicht geeignet dafiir war, die Nitrilhydratase im Gel anzuférben.

Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die 2D-Gelelektrophorese ist eine gute Moglichkeit um Zusammenhdnge zwischen
verschieden groflen Proteinen herzustellen und um in Proteingemischen Proteinbruchstiicke
aus der SDS-PAGE den tatséchlichen Proteinen zuzuordnen.

Diese Methode wurde hier in der Form der Blau Nativ-Gelelektrophorese und anschlieBender
SDS-PAGE verwendet. Es sollte unter anderem gepriift werden, ob die 72 und 26 kDa
Banden aus der SDS-PAGE im Zusammenhang mit den 242 und 146 kDa Banden aus der
Nativ-PAGE stehen. Zu diesem Zweck wurde zunéchst ein Blau Nativ-Gel mit Proben aus der
GroBenausschlusschromatographie durchgefiihrt, danach eine Proteinbahn aus dem Gel

ausgeschnitten und in eine SDS-/Mercaptoethanollésung eingelegt, um die Proteine zu laden
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und Schwefelbriicken zu spalten und zum Schluss in der entsprechenden Apparatur mit einem
12 % igem Polyacrylamidgel umschlossen. Gleichzeitig wurde von derselben Probe ein
normales SDS-Gel, ohne vorherige Trennung per Nativ-PAGE, gemacht, um dieses spéter mit
dem 2D-Gel zu vergleichen. Beide Gele wurden gleichzeitig elektrophoretisch getrennt und
mit Coomassie gefirbt.

Abbildung 19 zeigt die erhaltenen Gele.

kDa SDS-PAGE 2D-PAGE

170
130
95
7”2
33
43

34
26

17
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Abbildung 19: links) SDS-PAGE von vier Fraktionen aus der Grof3enausschlusschromatographie. rechts) 2D-Gel
der Fraktion 13 (Abbildung links). Die roten Pfeile deuten auf das gefdrbte Punktmuster im Gel, welches anzeigt,
dass zwei Proteine, die nach der Trennung in der ersten Dimension (in der Abbildung wire das von links nach
rechts) zwei voneinander getrennte Proteinbanden ergaben, nach der Trennung in der zweiten Dimension in

dieselben Bruchstiicke zerfallen.

Fiir die Erstellung des 2D-Gels wurde die Fraktion 13 gewéhlt, deren Bandenmuster in der
SDS-PAGE in Abbildung 19 links zu sehen ist. Die Fraktion wies zwei deutliche Banden auf
Hohe des 72 kDa Markers und eine weitere kurz darunter zwischen diesem und dem 55 kDa
Marker, ungefahr bei 60 kDa auf. Es waren noch zwei weitere schwache Banden erkennbar
auf Hohe des 43 und 34 kDa Standards.

Im 2D-Gel waren vier angefirbte Proteinpunkte sichtbar. Da das SDS- und 2D-Gel so
gefertigt wurden, dass die Laufstrecken so gut wie identisch waren, konnte man die Gr63e der
Proteinbruchstiicke im 2D-Gel am Marker des SDS-Gels abschétzen. Daraus ergab sich, dass
die beiden hoher gelegenen Punkte sich auf der Hohe des 72 kDa Markers und die zwei tiefer
liegenden sich zwischen dem 72 und 55 kDa Marker befanden. Legte man beide Gele
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tibereinander, stimmte das Vierpunktmuster des 2D-Gels genau mit den zwei oben genannten
Proteinbanden im SDS-Gel, der 72 und knapp 60 kDa Bande, iiberein. In der ersten
Dimension bei der Blue Native-PAGE lagen die hier abgebildeten Proteine bei ungeféhr 242
und knapp auf Hohe des 146 kDa Markers, also den im Abschnitt Blau Nativ-
Gelelektrophorese aufgefallenen Proteinen, welche mit der Aktivitit in Verbindung gebracht
wurden.

Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die zwei Proteine, die in der Native-PAGE eine
ungefihre Grofle von 242 und 146 kDa aufwiesen, in dieselben Bruchstiicke zerfallen und
diese Bruchstiicke den Proteinbanden entsprachen, die auch in den reinsten Fraktionen der
GroBenausschlusschromatographie per SDS-PAGE detektierbar waren. Vermutlich handelte
sich somit um zwei Proteine mit denselben Untereinheiten, die aber in unterschiedlichen

oligomeren Zustédnden vorlagen.

Aktivitiatsnachweis im Gel

Da der Anfirbenachweis fiir die Nitrilhydratase im Blau Nativ-Gel kein positives Ergebnis
zeigte, wurde eine weniger elegante Losung herangezogen.

Es wurde tiberlegt einen Aktivititsassay mit ausgeschnittenen Banden aus einem Nativ-Gel zu
machen und dann den Substratgehalt der Losungen im Vergleich zu einer Kontrolle zu
messen.

Fiir diesen Versuch wurde eine Probe, die aus mehreren Fraktionen aus der Gelfiltration, die
alle zwischen 24 und 26 min eluierten, zusammengefiithrt und aufkonzentriert wurde, mit
einer Proteinkonzentration von 10 pg/ml verwendet.

Neben dem Marker NativeMark Unstained Protein Standard wurden zwei Bahnen eines 15
Well NativePAGE Novex 4-16% Bis-Tris Gels mit 10 ul der Probe, gemischt mit 3,3 pl
NativePAGE Sample Buffer (4x), gefiillt. Damit wurden 100 ng Protein pro Bahn
aufgetragen. Das Gel wurde weiter behandelt wie unter Blaue  Nativ-
Polyacrylamidgelelektrophorese beschrieben. Nachdem der Lauf beendet war, wurde das Gel
aus der Kassette entnommen und zwischen den beiden Proteinbahnen geteilt. Eine
Proteinbahn wurde mit dem Marker {iber Nacht in der sensitiven Coomassie Farbung geférbt,
wihrend die zweite Bahn tiber Nacht im Kiihlschrank in MES-Puffer 50 mM pH 5,8 gelagert

wurde.
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Abbildung 20: Blau Nativ-PAGE des Standards und des Vergleichs fiir den In Gel Aktivitidtsnachweis. Pfeile

markieren die Stellen auf deren Hohe in der Probenbahn die Gelstiicke ausgeschnitten wurden.

Am folgenden Morgen wurde die gefdrbte Proteinbahn neben die ungefirbte gelegt. Auf
Hohe der gefiarbten Banden (siehe Abbildung 20) wurden die entsprechenden Gelstiicke, zwei
an der Zahl, aus dem ungefirbten Gel ausgeschnitten. Diese Gelstiicke wurden jeweils in eine
Losung aus MES-Puffer, Mangan(I)-16sung und TRIS-HEPES-Puffer gelegt und eine halbe
Stunde lang inkubiert. Danach wurde die Substratlosung hinzugefiigt und nach 20 min
wurden 100 pl jeder Probe entnommen und in der HPLC auf ihren Substratgehalt in Bezug
auf den Substratgehalt einer Vergleichslosung vermessen. Die Vergleichslosung entsprach
einer Probenlésung ohne ein Gelstiick. Die Kontrollproben enthielten weitere Gelstiicke aus
der ungeférbten Proteinbahn.

Diagramm 20 zeigt das Ergebnis. Aufgrund der geringen Probenmenge, konnten nur zwei
Bahnen mit Probe belegt werden, sodass es fiir die beiden iiberpriiften Banden keine
Standardabweichung fiir die Aktivitét gibt.

Im Diagramm konnte man erkennen, dass der Substratabbau der beiden Proteinbanden

deutlich hoher war als der in der Kontrolle.
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Diagramm 20: Relative Aeroplysininabbau in % der ausgeschnittenen Banden aus einer Blau Nativ-PAGE. Als
Kontrollen wurden Protein-freie Gelstiicke gleicher GroBBe verwendet. Der relative Aeroplysininabbau in %
beschreibt die prozentuale Abnahme des Substrats in den Proben bezogen auf den Substratgehalt in

Negativkontrollen.

Die obere Bande fiihrte zu einem Abbau von ungefihr 13 %, wihrend die untere Bande sogar
zu einer fast 16 % igen Substratabnahme fiihrte. Die Kontrolle zeigte einen Abbau von ca.

0,9 %, wobei die Standardabweichung sogar unter einen Substratabbau von 0 reichte und
somit als inaktiv zu sehen war.

Abbildung 20 zeigte die gefiarbte Proteinbahn sowie den Marker. Man konnte kurz unterhalb
des 242 kDa Markers (an der Stelle, an der die Bahn gerissen ist) eine Bande erkennen, sowie
eine leicht gefarbte Bande auf Hohe des 142 kDa Markers. Dies sind auch die Proteine,
welche in den reinsten Fraktionen aus der Gelfiltration zu erkennen waren (siche Blau Nativ-
Polyacrylamidgelelektrophorese).

Dieses Ergebnis sprach dafiir, dass beide isolierten Enzyme Nitrilhydratasen in
unterschiedlichen oligomeren Zustidnden darstellten. Dies konnte dann auch erkldren, warum
bei der Gelfiltration tiber einen gréBeren Zeitraum in den Fraktionen eine Aktivitdt messbar

war, obwohl die Trennleistung der Sdule gut war.

Einfluss verschiedener Metallionen auf die enzymatische Aktivitat

Der Einfluss unterschiedlicher Schwermetallsalze auf die Aktivitit der Nitrilhydratase wurde

zwel Mal untersucht. Das erste Mal ging es darum festzustellen, welches Metallion vom
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Enzym fiir seine Aktivitdt gebraucht wird, wobei eine dialysierte P2 Probe verwendet wurde.
Diese Kenntnis war wichtig, um die Aufreinigung des Enzyms voranzutreiben. Ansonsten
hitte wihrend der Aufreinigung jedes Mal fiir die Aktivititsassays eine S3 Probe inaktiviert
werden miissen, um das gesuchte Cosubstrat dem Enzym zuzufithren. Dies hitte einen
enormen Verbrauch an Schwammmaterial mit sich gebracht.

Ein zweites Mal wurde der Versuch mit einem gréferen Ansatz und weiteren Salzen

wiederholt, um die Ergebnisse des ersten Versuchs fiir das aufgereinigte Enzym zu bestitigen.

30,00

25,00 T
X
= 20,00 -
§ E MnSO4 7,5 mM
g 15,00 4 m CoCl2 7,5 mM
‘B .
_: 10,00 - NiCI2 7,5 mM
e FeS04 7,5 mM
< 500 -
g

0,00 - L ¥ I .
J. 1
-5,00

Diagramm 21: Relative Aeroplysininabnahme in % einer dialysierten Probe (P2 dialysiert) nach Zugabe diverser
Metallionen (n=3). Der relative Aecroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay

bezogen auf eine Proteinmenge von 10 pg.

Diagramm 21 zeigt den Einfluss von Mn”*, Co*", Ni*" und Fe*" Tonen auf die Enzymaktivitiit.
Bis auf das Mangan-Salz stellte keines der dem Enzym dargebotenen Metalle die Aktivitit
der Nitrilhydratase wieder her. Das fiithrte zu der Schlussfolgerung, dass das Enzym
manganabhégig ist, sodass ab diesem Zeitpunkt zu allen Proben ab der Dialyse 25 mM
Manganlosungen zugeben wurden, um im Endvolumen eine Konzentration von 7,5 mM zu
erreichen.

Nachdem ein Aufreinigungschema fiir die Nitrilhydratase erarbeitet wurde, wurde erneut der

Einfluss verschiedener Metallionen auf die aufgereinigte Nitrilhydratase tiberpriift.
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Diagramm 22: Relative Aeroplysininabnahme in % einer dialysierten Probe (P2 dialysiert) nach Zugabe diverser
Metallionen (7,5 mM) (n=3). Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im

Aktivitdtsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 0,1 pg.

Mit einer frisch isolierten Enzymlosung aus der Grofenausschlusschromatographie wurden
Ergebnisse erhalten, die nicht denen entsprachen, die mit der dialysierten Probe erhalten
wurden. Mangan hatte zwar immer noch den grofiten Effekt auf die Enzymaktivitét, jedoch
wiesen nun auch Cobalt und Nickel in absteigender Reihenfolge einen positiven Effekt auf.
Mangan fiihrte zu einer ca. 60 % igen Substratabnahme, wohingegen Cobalt nur zu einer

35 % igen und Nickel zu einer knapp 10 % igen Abnahme fiihrte. Zink>*, Kupfer®", Eisen®"
und Eisen®" hatten keinen Effekt auf das Enzym.

Im Diagramm 22 wird der Effekt der Manganzugabe (7,5 mM) zu einer aufgereinigten
Enzymlosung aus der GroBenausschlusschromatographie gezeigt. Man sieht deutlich, dass die
Probe ohne Zusatz des Metallions keine Aktivitit besitzt, sondern, dass es erst durch Zugabe
des Metallions zum Aeroplysininabbau kommt. In diesem Versuch fiihrte die Addition von

Mangan zu einer fast 63 % igen Abnahme des angebotenen Substrats
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Diagramm 23: Relative Aeroplysininabnahme in % einer aufgereinigten Probe mit und ohne Zugabe von Mn**
(n=3). Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay bezogen auf eine

Proteinmenge von 0,1 pg.

Einfluss verschiedener Metallionenkonzentrationen auf die Enzymaktivitit

Mangan-, Cobalt- und Nickelsalze stellten die Enzymaktivitét in einer Konzentration von 7,5
mM wieder her. Daraus stellte sich die Frage, in welchem Bereich eine Mindestkonzentration
fir eine messbare Aktivititssteigerung liegt und ob wo das Maximum fiir den
aktivitdtssteigernden Effekt liegt.

Zunichst wurde eine Messreihe fiir Mangan durchgefiihrt, bei der der Einfluss von
Mangankonzentrationen zwischen 0,9 und 75 mM gemessen wurde.

Diagramm 24 zeigt die, in unserer Versuchsanordnung, maximal erreichbare
aktivitdtssteigernde Konzentration fiir Mangan. Diese liegt hier zwischen 0,94 und der tiblich
eingesetzten Konzentration von 7,5 mM. Eine Vervierfachung der Konzentration von 7,5 auf
30 mM hatte bereits negative Auswirkungen auf die Aktivitdt, da diese bereits um knapp

30 % auf ca. 44 % sank. Eine weitere Erhohung auf eine Endkonzentration von 75 mM, also
dem Zehnfachen der normal eingesetzten Konzentration an Mangan fiihrte zu einer 48 %

Abnahme der Aktivitit gegentiber dem im diesem Experiment erreichtem Optimum von ca.
62 %.
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Daraus konnte geschlossen werden, dass Mangankonzentrationen iiber 7,5 mM eine
denaturierende Wirkung auf das Enzym besitzen, was zu einer, nach Verzehnfachung dieser

Konzentration, Halbierung der Aktivitét fiihrt.
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Diagramm 24: Einfluss verschiedener Mangankonzentrationen zwischen 0,94 und 75 mM auf die Enzymaktivitt
(n=3). Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay bezogen auf eine

Proteinmenge von 0,1 pg.

Fiir die vergleichenden Kinetikmessungen zwischen Mangan, Cobalt und Nickel sollte die
geringste mogliche Salzkonzentration gewéhlt werden, bei der noch eine deutliche Aktivitét
messbar war. Zu diesem Zweck wurden fiinf verschiedene Mangankonzentrationen zwischen
7,5 und 0,00075 mM auf ihren Einfluss auf die Nitrilhydratase hin in einer Dreifachmessung

vermessen.
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Diagramm 25: Einfluss verschiedener Mangankonzentrationen zwischen 7,5 und 0,00075 mM auf die
Enzymaktivitit (n=3). Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay

bezogen auf eine Proteinmenge von 0,1 pg.

Die Ergebnisse aus Diagramm 25 zeigten, dass eine Konzentration von 75 uM noch eine
deutlich messbare Aktivitdt hervorrief, sodass diese Konzentration fiir die folgenden Kinetik-
messungen gewdhlt wurde. Die in dieser Versuchsreihe verwendeten geringeren
Konzentrationen von 7,5 uM und 0,75 pM hatten eine zu grofle Standardabweichung, um als
aussagekriftiges Ergebnis gewertet zu werden und wurden als ein Ausbleiben der
enzymatischen Aktivitit angesehen.

Um vor den Kinetikmessungen noch einen kleinen Uberblick iiber die Einfliisse von Cobalt
und Nickel im Konzentrationsbereich von 7,5 bis 0,0075 mM zu haben, wurde eine Messreihe
in einer Einfachbestimmung fiir diese zwei Salze durchgefiithrt. Diagramm 26 zeigt das
Ergebnis. Beide Salze zeigten bei einer Konzentration von 7,5 mM noch eine deutliche
Aktivitidt von knapp 30 bzw. 20 %. Die Konzentrationsabnahme um zwei Zehnerpotenzen
fithrte zu einer gleichzeitigen Aktivitdtsabnahme, wobei diese noch bei tiber 5 % lag, sodass
mit den Ergebnissen aus den Manganmessungen flir die Kinetikmessungen eine
Salzkonzentration von 75 uM gewéhlt wurde.

Da sich zeigen sollte, dass die Kinetikmessungen keine eindeutigen Ergebnisse lieferten
wurde tiberlegt, eine neue Messreihe mit allen drei Salzen durchzufiihren, bei der verglichen

werden sollte, welches der drei Metallionen in der geringstmoglichen Konzentration noch
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Diagramm 26: Einfluss verschiedener Cobalt- und Nickelkonzentrationen zwischen 7,5 und 0,0075 mM auf die
Enzymaktivitit (n=1). Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivitétsassay

bezogen auf eine Proteinmenge von 0,1 pg.

einen aktivititssteigernden Effekt besitzt, wodurch auf das tatsdchliche Zentralatom im
Enzym zuriickgeschlossen werden sollte.

So wurden fiir Mangan, Cobalt und Nickel jeweils in einer Dreifachbestimmung acht
Konzentrationen zwischen 7,5 mM und 15 uM getestet (Diagramme 27 und 28).

Zunichst einmal zeigte sich, dass die verwendete Enzymlosung, die zu dem Zeitpunkt bereits
mehrere Wochen eingefroren war, durch die Lagerung an Aktivitit verloren hatte. Zwar lag
die Enzymaktivitét bei der maximalen Salzkonzentration von 7,5 mM immer noch zwischen
40 und 50 % (Vergleich Diagramm 25), jedoch sank diesmal die Enzymaktivitit bei der
Konzentrationsabnahme um eine Zehnerpotenz rapide um fast 50 % auf knapp 25 %, was bei
der ersten Messung (Diagramm 25) nicht der Fall war. Dort blieb die Aktivitdt fast konstant.
Eine weitere Reduktion der Mangankonzentration auf 525 uM halbierte erneut die Aktivitit,
die nur noch bei ungefihr 12 % lag. Die Konzentrationen von 150 und 30 puM lieferten
dhnliche Ergebnisse mit einer Aktivitdt von ungefihr 7 %, wohingegen die nichstniedrigere
Konzentration von 15 uM bereits keine Aktivitdt mehr aufwies. Somit konnte fiir diesen
Versuch ein Konzentrationsminimum an Mn”" von 30 UM und eine halbmaximale Aktivitat

bei 0,75 mM ermittelt werden.
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Diagramm 27: Einfluss verschiedener Mangankonzentrationen zwischen 7,5 und 0,015 mM auf die
Enzymaktivitit (n=3). Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay

bezogen auf eine Proteinmenge von 0,1 pg.
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Diagramm 28: Einfluss verschiedener Cobalt- und Nickelkonzentrationen zwischen 7,5 und 0,3 mM auf die
Enzymaktivitidt (n=3). Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay

bezogen auf eine Proteinmenge von 0,1 pg.

Die Messergebnisse von Cobalt und Nickel wiesen den Aktivitdtsverlust der Enzymprobe
sogar noch stirker auf. Alle verwendeten Konzentrationen, auller 7,5 mM, hatten keinen
Effekt mehr auf das Enzym. Dies zeigte im Vergleich mit Mangan deutlich, dass Mangan

ganz offensichtlich eine viel hohere Affinitét zur Nitrilhydratase aufweist, da es in wesentlich
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geringeren Konzentrationen als Cobalt oder Nickel die Aktivitdt des Enzyms fordert. Dies

legt nahe, dass Mangan das natiirliche Zentralatom fiir die Nitrilhydratase ist.

Einfluss von DMSO auf die Enzymaktivitit

Es wurde vor der Vermessung der synthetisierten Substanzen, die aufgrund ihrer lipophilen
Eigenschaften schlecht wasser- und teilweise auch methanolloslich waren, untersucht,
welchen Einfluss Dimethylsulfoxid auf die Enzymaktivitét hat, da tiberlegt wurde, dieses dem
Probenvolumen als Losungsvermittler zuzusetzen. Dazu wurden Aktivititsassays
durchgefiihrt, die einen Anteil von 0, 5 und 10 % DMSO enthielten.

Diagramm 29 gibt das Ergebnis dieses Versuchs wieder. Es wird deutlich, dass eine 10 % ige
DMSO-Zugabe zum Probenvolumen keinen negativen Einfluss auf die Enzymaktivitit
besitzt. Die Aktivitét liegt bei allen drei Proben um die 60 % Substratabbau.

So konnte fiir die Experimente mit den synthetisierten Substanzen DMSO als Cosolvens
genommen werden, ohne dass eine Beeinflussung der Enzymaktivitit oder ein Ausfallen der

Substrate im zu hydrophilen Probenvolumen befiirchtet werden musste.

70

rel. Aeroplysininabbau [%]
N w B w1 ()]
o o o o o
1 1 1 1 1

[any
o
I

0 % DMSO 5 % DMSO 10 % DMSO

Diagramm 29: Relativer Aeroplysininabbau in % unter Zugabe von 0, 5 und 10 % DMSO zum Probenvolumen
(n=3). Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay bezogen auf eine

Proteinmenge von 0,1 pg.
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Aktivititsassay mit Aeroplysinin-1 Derivaten

Um die Selektivitdt der Nitrilhydratase zu untersuchen, wurden aufgrund der Tatsache, dass
keine Substratanaloga kauflich zu erwerben waren, die einen zweifach bromierten,
hydroxylierten und methylierten Sechsring mit einer Acetonitrilseitenkette enthielten,
Aeroplysinin-1 Derivate synthetisiert. Die Synthese erfolgte ausgehend von 2-Hydroxy-4-
methoxyphenylbenzaldehyd und lieferte nach mehreren Syntheseschritten 2-Hydroxy-4-
methoxyphenylacetonitril als erstes Derivat. Weitere Reaktionsschritte fithrten zu den
Syntheseprodukten in Abbildung MM 1. Diacetylaeroplysinin wurde durch Acetylierung von
Aeroplysinin-1 partialsynthetisch gebildet.
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Diagramm 30: Relativer Substratabbau in % von Aeroplysinin-1 und allen synthetisierten Derivaten (n=3).

1 = Aeroplysinin-1, 2 = 2-Hydroxy-4-methoxyphenylacetonitril, 3 = Dibromo-2-hydroxy-4-methoxyphenyl-
acetonitril, 4 = 3,5-Dibromo-2-acetyl-4-methoxyphenylacetonitril, 5 = 3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-
methoxyphenylacetonitril, 6 = 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoesédure, 7 = 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-
methoxybenzoesduremethylester, 8 = 3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxybenzoesiduremethylester,

9 = 2-(3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxypehyl)-2-oxoacetaldehyde O-methyloxim, 10 = 6,8-Dibromo-7-
methoxy-1,2-benzoxazin-3,4(2H)-dion, 11 = Diacetylaeroplysinin. Der relative Substratabbau in % beschreibt

den Substratabbau im Aktivititsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 0,1 ug.

Von den 11 eingesetzten Substraten wurde keines aufler Aeroplysinin-1 in einem

nennenswerten Umfang umgesetzt. Fir keines der Derivate konnte im HPLC-
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Chromatogramm ein Produktpeak ermittelt werden. Um alle Eventualitidten auszuschlief3en,
wurde alle Assays mit einem Total Plot in der HPLC tiberpriift.

Dieses Ergebnis zeigte, dass die Nitrilhydratase spezifisch sein natiirliches Substrat
Aeroplysinin-1 umsetzt, sagte allerdings noch nichts dariiber aus, ob die Derivate nicht
trotzdem eine Bindung zum Xkatalytischen Zentrum des Enzyms eingehen. Um das zu

untersuchen, wurde ein Inhibitionsassay durchgefiihrt.

Enzyminhibition mit Aeroplysinin-1 Derivaten

Das Experiment zum enzymatischen Abbau der Derivate zeigte die Spezifitit der
Nitrilhydratase deutlich auf, da nur das natiirliche Substrat vom Enzym akzeptiert und
umgesetzt wurde. Da aber die Moglichkeit bestand, dass die Derivate trotz fehlendem
enzymatischem Umsatz eine Affinitdt zum Enzym besitzen, wurde ein neuer Versuch
durchgefiihrt, bei dem dquimolare Mengen von Aeroplysinin-1 und jeweils einem Derivat
dem Enzym angeboten wurden. Als Kontrolle diente eine Probe ohne Derivatzusatz. Eine
Abnahme des Aeroplysininumsatzes wiirde die Hemmung des Enzyms bedeuten und zeigen,
welche Derivate an das Enzym binden und womoglich auch, welche Charakteristika eine
Substanz haben muss, damit eine Bindung zwischen dem Enzym und einer Substanz zustande
kommt.

Diagramm 31 zeigt die Ergebnisse dieses Versuchs. Im Umsatz von Aeroplysinin-1 konnten
keine klar erkennbaren Unterschiede zwischen der Aerolysinin-1 Kontrolle und den
Aeroplysinin/Derivat-Mischungen  festgestellt werden. Alle Umsédtze befinden sich im
Bereich von 50 bis 60 %, wobei sich die Standardabweichungen jeweils auch iiberschneiden.
Somit konnte abschlieBend nach den Ergebnissen der Substratspezifitit und des
Inhibitionsassays festgehalten werden, dass die Nitrilhydratase ein sehr spezifisches Enzym

Aeroplysinin-1 gegeniiber ist und nur dieses akzeptiert.
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Diagramm 31: Relativer Aeroplysininabbau in % von Aeroplysinin-1 und &quimolaren Mischungen von
Aeroplysinin-1 jeweils einem der synthetisierten Derivate (n=3). 1 = Aeroplysinin-1, alle weiteren Proben sind
Mischungen aus Aeroplysinin-1 mit: 2 = 2-Hydroxy-4-methoxyphenylacetonitril, 3 = Dibromo-2-hydroxy-4-
methoxyphenyl-acetonitril, 4 = 3,5-Dibromo-2-acetyl-4-methoxyphenylacetonitril, 5 = 3,5-Dibromo-2-
benzoyloxy-4-methoxyphenylacetonitril, 6 = 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoesdure, 7 = 3,5-Dibromo-
2-hydroxy-4-methoxybenzoesduremethylester, 8 = 3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4methoxybenzoeséure-
methylester, 9 = 2-(3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxypehyl)-2-oxoacetaldehyde O-methyloxim, 10 = 6,8-
Dibromo-7-methoxy-1,2-benzoxazin-3,4(2H)-dion, 11 = Diacetylaeroplysinin. Der relative Aeroplysininabbau

in % beschreibt den Substratabbau im Aktivititsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 0,1 pg.

Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration der Aeroplysininderivate

Die Synthese der Aeroplysininderivate sollte Aufschluss {iber die Spezifitit der
Nitrilhydratase geben, wobei in den durchgefiihrten Versuchen gezeigt werden konnte, dass
unter den gewihlten Bedingungen keines der Derivate, trotz struktureller Ahnlichkeiten, vom
Enzym akzeptiert wurde.

Das fiihrte zu der Frage, ob die Derivate zumindest vergleichbare antibiotische Eigenschaften
wie Aeroplysinin-1 besitzen. Alle Substanzen inklusive Aeroplysinin-1 wurden in einer
Konzentration von 64 pg/ml auf ihre antibiotische Aktivitét hin gepriift. Aeroplysinin-1 diente
neben Ciprofloxacin, Rifampicin, Tetracyclin und Vancomycin als interner Standard und

sollte einen Vergleich zu den Derivaten vereinfachen.
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AulBler Aeroplysinin-1 zeigte keines der Derivate eine antibiotische Aktivitdt gegen die
verwendeten Bakterienstimme. Da die synthetisierten Substanzen bereits in der
Anfangskonzentration inaktiv waren, wurden keine weiteren Messungen mit niedrigeren

Substanzkonzentrationen durchgefiihrt.

Temperaturabhingigkeit

Die Temperaturabhéngigkeit des aufgereinigten Enzyms wurde durch Inkubation der
Probenlosungen bei sieben verschiedenen Temperaturen untersucht. Frithere Bestimmungen
des Temperaturoptimums durch Dr. Fendert zeigten ein Temperaturintervall von 20 bis 30 °C
auf.

Die Untersuchung des reinen Enzyms wies ein Maximum des Substratumsatzes bei 35 °C auf

und war somit etwas hoher als der frither ermittelte Wert.
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Diagramm 32: Relativer Aeroplysininabbau in % in abhéngig von unterschiedlichen Unkubationstemperaturen
zwischen 10 und 80 °C (n=3). Der relative Aeroplysininabbau in % beschreibt den Substratabbau im

Aktivitatsassay bezogen auf eine Proteinmenge von 0,1 pg.

Kinetikmessungen

Die Untersuchungen der Enzymkinetik sollten einen Abschluss der Charakterisierung der

Nitrilhydratase bilden. Wéhrend der vorangegangenen Versuche hatte sich gezeigt, dass drei
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Metallionen als mogliche Zentralatome fiir das Enzym in Frage kommen, Mangan, Cobalt
und Nickel, da lediglich diese drei einen positiven Einfluss auf die enzymatische Aktivitit
austibten. Kinetikuntersuchungen des Enzyms mit diesen drei Cosubstraten, hitten eindeutig,
durch den Vergleich der K,-Werte klidren sollen, welches nun das tatséchliche Cosubstrat
darstellt. Das Salz, dass zum kleinsten K,,-Wert fiihrt, bei dem also mit der geringsten
Substratkonzentration die halbmaximale Umsatzgeschwindigkeit erreicht wird, wire das
gesuchte, natiirliche Cosubstrat.

Um eine bessere Differenzierung der Ergebnisse zu erhalten, wurde in Vorversuchen die
geringste gemeinsame Salzkonzentration ermittelt, mit der alle drei Salze noch zu einer
sichtbaren Aktivitdt fithren. Die fiir den Versuch verwendeten Substratkonzentrationen
wurden so breit gefachert gewdhlt, dass sie auch den recht hoch ausgefallenen von Fendert
(2009) in seiner Arbeit ermittelten K,,-Wert von 84 mM einschlossen.

Wihrend der Messungen zeigte sich allerdings, dass das Substrat trotz der Tatsache, dass
Methanol mit einem Volumenanteil von 8 % im Probenvolumen als Cosolvens diente, bei
Konzentrationen von tiber 36 mM ausfiel. Somit fehlten fiir einen vollstindigen Datensatz
Ergebnisse fiir Substratkonzentrationen von 54 bis 108 mM, also auch die von Fendert
ermittelte Konzentration beim K;,-Wert.

Trotz einer Vierfachbestimmung waren die Ergebnisse der Messungen im Hinblick auf das
gesuchte Zentralatom nicht eindeutig. In den gemessenen Konzentrationsbereichen zeigten
sich fiir alle drei verwendeten Salze lediglich Geraden der Form y = ax + b (Abbildung 21),
so wie es bei der Michaelis-Menten Kinetik bei geringen Substratkonzentrationen im
Anfangsbereich der Kurve iiblich ist.

Das Wegfallen der hoheren Substratkonzentrationen verhinderte jedoch, dass das Enzym mit
Substrat geséttigt werden konnte. Somit konnten aus den ermittelten Graphen keine K.,- und
Vmax-Werte bestimmt werden. Dementsprechend fiihrte die doppelt-reziproke Darstellung der
Daten im Lineweaver Burk-Plot ebenfalls zu keinem sinnvollen Ergebnis, da sehr geringe K-
Werte unter 1| mM errechnet wurden. Solch niedrige K,,-Werte hédtte man somit auch im
direkten Michaelis-Menten Diagramm erkennen miissen, wenn man bedenkt, dass eine
Sattigung des Enzyms bei einer Substratkonzentration erreicht, die dem zehnfachfachen des
K-Werts entsprechen. Bei einem theoretischen K, von unter 1| mM hitte man also ab einer

Substratkonzentration von 10 mM eine Séttigungskurve sehen miissen.
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Abbildung 21: Aufgenommene Reaktionskinetiken des Aeroplysinin-1 Umsatzes unter Zugabe von a)

Mangan(Il), b) Cobalt(IT) und c) Nickel(II) zum Probenvolumen in einer Endkonzentration von 75 uM.

Bei einem Lineweaver Burk-Plot fallen geringe Substratkonzentrationen durch die
Reziprokisierung viel schwerer ins Gewicht als die hoheren. Das Weglassen der geringsten im
Versuch verwendeten Substratkonzentration von 9 uM fiihrt demnach zu verinderten
Ergebnissen, die zu den vorher angestellten Vermutungen beziiglich des Zentralatoms

passten.
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Abbildung 22: Lineweaver Burk-Plots fiir alle drei verwendeten Cosubstrate. Die geringste gemessene

Substratkonzentration wurde nicht beriicksichtigt.

Fiir Mangan und Cobalt lieBBen sich aus den Darstellungen in Abbildung 22 K,,-Werte von 3,1
mM fiir Mangan und 18,2 fiir Cobalt errechnen. Die Vy.x-Werte fiir beide Metallionen
lauteten 0,11 bzw. 0,43 pmol/ml/min fiir Mangan und Cobalt. Fiir Nickel war auch in dieser
Darstellung noch kein Wert erfassbar. Erst das Weglassen der zweitniedrigsten
Substratkonzentration fiihrte zu einem Ergebnis von 26,3 mM fiir K;, und 0,59 pmol/ml/min
fir Vmax.

Diese mithilfe des Lineweaver Burk-Plots errechneten Werte deuteten wie schon die
Versuche mit unterschiedlichen Salzen und Salzkonzentrationen darauf hin, bei denen
Mangan den stirksten Einfluss hatte, dass eben Mangan das tatsdchliche Zentralatom des
Enzyms ist, da hierfiir der geringste K,,-Wert bestimmt wurde. Verwunderlich war allerdings,
dass bei den drei Salzen mit steigendem K,,-Wert der V,,-Wert ebenfalls ansteigt und somit

Nickel zur hochsten zu erreichenden Umsatzgeschwindigkeit fithrt. Man hétte eher erwartet,
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dass das Salz bei dem die geringste Substratkonzentration zum Erreichen der halbmaximalen
Reaktionsgeschwindigkeit gebraucht wird, gleichzeitig zum grofiten Umsatz und grofiten
Reaktionsgeschwindigkeit fiihrt. Dies ldsst wiederum an der Sinnhaftigkeit der Linearisierung

der Geraden aus den Michaelis-Menten Graphen zweifeln.

Trypsin Verdau und Massenanalyse der Nitrilhydratase

Wihrend der Untersuchung der Enzymproben wurden beim Betrachten der einzelnen
Enzymfraktionen in der SDS-PAGE, die durch unterschiedliche Reinigungsschritte erhalten
wurden, besonders zwei Proteinbanden sichtbar, deren Intensitit mit steigender enzymatischer
Aktivitdt zu- und mit fallender Aktivitdt auch wieder abnahm. Desweiteren konnte die
Auswahl der fiir die NHase in Frage kommenden Proteinbruchstiicke durch Ausschluss mit
dem oben genannten Kriterium der zu- bzw. abnehmenden Enzymaktivitit, auf zwei
Proteinbanden bei 72 und 26 kDa begrenzt werden. Die im spiteren Verlauf der
Untersuchungen aufgefallene 60 kDa Bande trat in den reinsten Fraktionen so schwach
konzentriert auf, dass dies nicht fiir eine Massenanalyse ausreichte.

So wurden per Trypsin Verdau und anschlieBender MALDI-TOF-Massenanalyse die 72 und
26 kDa Proteinbanden untersucht. Die 72 kDa Bande lieferte 14 de novo sequenzierte
Proteinsequenzen, wohingegen die 26 kDa Bande entweder durch unzureichenden Trypsin
Aufschluss oder schlechte MS-analytische Eigenschaften kein Ergebnis lieferte.

Tabelle 17 zeigt einen Uberblick iiber die erhaltenen Teilsequenzen.

Die erhaltenen Sequenzen wurden in Online-Datenbanken auf Homologien gepriift. Zwar
konnten fiir jede Sequenz (bei NCBI Blast) viele unterschiedliche Treffer in den Datenbanken
gefunden werden, jedoch gab es keine Ubereinstimmungen mit bekannten Nitrilhydratasen.
Zudem gab es keine Ubereinstimmungen in den gefundenen Homoogien zwischen den
einzelnen Proteinsequenzen, sodass der Aussagewert der einzelnen Suchergebnisse
zweifelhaft war. Somit musste festgehalten werden, dass dies entweder bedeutete, dass a) die
72 kDa Bande nicht zu einer Nitrilhydratase gehort, b) die Bande der Nitrilhydratase
zuzuordnen ist, diese jedoch vollkommen anders aufgebaut ist, als bakterielle Nitrilhydratasen
oder dass c) die Bande der Nitrilhydratase zuzuordnen ist, jedoch beim Trypsin Verdau
zufillig keine Proteinsequenzen erhalten wurden, die typisch fiir eine Nitrilhydratase sind.
Proteinsequenz 6 ((PS/LA)LDLELATYR) stellt eine Verunreinigung mit menschlichen
Hautschuppen dar. Eine Datenbanksuche fiir diese Sequenz ergab eine Ubereinstimmung mit

Keratin.
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Proteinbande (kDa) Proteinsequenz Aminosdurenldnge
72 LSSEFGFK 8

72 FVTPDLR 7

72 WDETVVALVR 10

72 (FN)FDLTHQQQLDYLR 15

72 DLPASANDLPYFLLHAQDR 19

72 (PS/LA) LDLELATYR 11

72 xxVPDIEAGExxK 13 (4%)
72 ALEAWMoxR 7

72 TSDQKIIVR 9

72 SAFPR(HM)R 8

72 xxxxNNAEDxxx 12 (7%)
72 (TE)FIVAxxxxR 11 (4%)
72 xxxXxYPPFIQxxASSK 16 (6*)
72 xxDVIEGNEQKFLNAAR 17 (2%)

Tabelle 17: Erhaltene Peptidsequenzen der 72 kDa Bande nach Trypsin Verdau und anschlieender
Massenanalyse. Mit * markierte Zahlen stehen fiir die Anzahl nicht identifizierter Aminosduren in der

Teilsequenz.

Diskussion

Verletzungsinduzierte Biotransformation in Aplysina-Schwammen

Die zur Verteidigung dienende Reaktionskaskade, die nach Verletzung des
Schwammorganismus enzymatisch innerhalb von Sekunden (Thoms, Ebel et al. 2006) ablauft
und die aus Isoxazolinalkaloiden entstehenden Metabolite Aeroplysinin-1 und das Dienon,
schiitzen den Organismus vor mikrobiellem Befall (Weiss, Ebel et al. 1996). Im ersten Schritt
der Biotransformation werden die im Schwamm akkumulierten Isoxazolinalkaloide durch ein
Isoxazolin-spaltendes Enzym in einer biochemisch ungewohnlichen Reaktion (Putz 2009) in
ein Nitril, das Aeroplysinin-1, umgewandelt (Teeyapant and Proksch 1993; Ebel 1998;
Fendert 2000; Putz 2009). In einer zweiten Reaktion wird das entstandene Produkt
enzymatisch zum korrespondierenden Sédureamid umgesetzt (Ebel 1998; Fendert 2000).

Das Isoxazolin-spaltende Enzym wurde teilweise von Putz (2009) aufgereinigt, wobei durch

Western-Blot gezeigt werden konnte, dass mehrere Enzyme, unter anderem Actin, an der
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Reaktion beteiligt sind (Putz 2009; Proksch, Putz et al. 2010). Das Enzym, welches fiir den
zweiten Schritt der Biotransformation von Aeroplysinin-1 zum Sdureamid verantwortlich ist,
wurde von Fendert unter Verwendung eines Enzymrohextraktes grob charakterisiert (Fendert
2000). Aus der Art der ablaufenden Reaktion wurde gefolgert, dass es sich bei dem
verantwortlichen Enzym um eine Nitrilhydratase handelt.

Nitrilhydratasen sind gut untersuchte Bakterien- und Pilzenzyme, die der Assimilation von
Stickstoff dienen, indem sie Nitrile zu Sdureamiden umwandeln. Bisher wurden noch keine
Nitrilhydratasen isoliert und charakterisiert, die a) einen anderen Zweck als den oben
genannten aufweisen und b) aus mehrzelligen Tieren stammen.

Das Ziel dieser Arbeit lag in der Isolierung und partiellen Charakterisierung einer

Nitrilhydratase aus dem Schwamm A.cavernicola.

Aufreinigung der Nitrilhydratase aus dem Schwamm A.cavernicola

Zellaufschluss und Entsalzung

Die differentielle Zentrifugation wurde nach dem ZellaufschluB zur ersten, groben
Fraktionierung der aus dem Schwammmaterial extrahierten Enzyme herangezogen. Diese
Methode war erfolgreich, da nach dem letzten Zentrifugationsschritt enzymatische Aktivitit
nur im Uberstand messbar war. Vergleiche der Proteinmuster der erhaltenen Fraktionen per
SDS-PAGE zeigten allerdings auch den groben Charakter der Fraktionierung auf.

Nach der Ultrazentrifugation war die Enzymaktivitit im Uberstand S3 zu finden, was darauf
schlieBen ldsst, dass es sich bei der Nitrilhydratase nicht um ein membranstdndiges oder —
assoziiertes, sondern um ein losliches Protein handelt. Ein Vergleich zu bekannten NHasen
fallt schwer, da es dazu keine Referenzen gibt. In den Reinigungsprotokollen wird meist mit
einer Kraft von maximal 20.000 x g zentrifugiert. Es ist allerdings sehr gut moglich, dass es
sich bei diesem Fund lediglich um ein Artefakt handelt und die NHase tatsdchlich lose mit
einem membranstindigen Enzym assoziiert ist. Hier wiirde das Isoxazolin-spaltende Enzym
in Frage kommen. Eine rdumliche Nédhe zu diesem Enzym hitte den Vorteil, dass es auch
gleichzeitig rdumlich nah am neugebildeten Substrat lige. Zudem besteht die Mo6glichkeit,
dass eine Assoziation der Enzyme die kinetischen Parameter der NHase verdndert, wodurch

die Affinitdt und die Umsatzgeschwindigkeit positiv verdndert werden kann.

126



Diskussion

Die Entsalzung des Uberstandes S2 aus der Ultrazentrifugation mittels PD-10 Siulen lieferte
ein erstes, iiberraschendes Ergebnis. Anders als in Fenderts Arbeit (Fendert 2000), fiihrte die
Entsalzung zum totalen Aktivitdtsverlust der Probe. Eine mogliche Erkldrung fiir diesen
Unterschied konnte sein, dass in dieser Arbeit die Entsalzung mit einer Probe aus der
Ultrazentrifugation durchgefiihrt wurde und nicht mit dem Enzymrohextrakt. Allerdings
befinden sich im Uberstand der Ultrazentrifugation alle 16slichen Substanzen, die auch im
Rohextrakt enthalten waren. Somit ist es duflerst unwahrscheinlich, dass ein Unterschied in
der Probenzusammensetzung flir das unterschiedliche FErgebnis verantwortlich ist.
Wabhrscheinlicher ist es, dass sich Aplysina-Schwiamme untereinander in dem Aufbau ihrer
Nitrilhydratasen unterscheiden.

Aufgrund des Aktivitdtsverlustes wurde bei darauffolgenden Aufreinigungen auf die
Entsalzung verzichtet. Aber immerhin lieferte dieser Versuch einen ersten Hinweis darauf,
dass die in dem Schwamm enthaltene NHase von einer leicht abspaltbaren bzw. abgehenden
prosthetischen Gruppe, die kleiner als das Ausschlussvolumen der PD-10 Séulen (5 kDa) war,

abhing.

Ammoniumsulfatfallung, Dialyse und Wiederherstellung der Aktivitat durch eine

hitzeinaktivierte Probe

Nach der differentiellen Zentrifugation wurde eine weitere grobe Fraktionierung der Proteine
mittels einer Zwei-Schritt-Ammoniumsulfatfdllung durchgefiihrt. Die anschlieBende Dialyse
fiihrte, wie die Entsalzung per PD-10 Saulen, ebenfalls zu inaktiven Proben. Dies unterstiitzte
die These, dass niedermolekulare Substanzen, die dem Enzym als prosthetische Gruppe
dienen, leicht abgetrennt werden konnen. Ein weiterer Beweis fiir das Zusammenspiel eines
nicht-proteinogenen Cosubstrats mit der NHase lieferte die Zugabe einer hitzeinaktivierten
Probe zu entsalzten (PD-10 Saule) und dialysierten Proben. So konnte eine aktive S3 Fraktion
aus der Ultrazentrifugation, die durch eine 20 miniitige Inkubation bei 95 °C inaktiviert
wurde, die Enzymaktivitét der entsalzten Proben teilweise wiederherstellen.

In der Festigkeit der Bindung der Cosubstrate scheint sich die Nitrilhydratase des
Schwammes von den bakteriellen zu unterscheiden. Es gibt nur wenige Publikationen, die
explizit auf die Bindung des Cosubstrats eingehen. Asano et al. (Asano, Fujishiro et al. 1982)
erwdhnen zwar Dialyseschritte, jedoch bleibt die Enzymaktivitit dadurch unbeeinflusst. Bei
Nagasawa et al. (Nagasawa, Nanba et al. 1987; Nagasawa, Takeuchi et al. 1991) wird deutlich

ausgesagt, dass die Cosubstrate der untersuchten NHasen fest an die Enzyme gebunden sind
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und sogar eine mehrtidgige Dialyse bei verschiedenen pH-Werten nichts daran &andert.
Ahnliche Aussagen finden sich auch bei Kobayashi et al. (Kobayashi, Nishiyama et al. 1991),
sowie Okamoto et al. (Okamoto and Eltis 2007). Ein gegensétzlicher Sachverhalt wird nicht
erwédhnt. Somit scheint die in 4.cavernicola enthaltene Nitrilhydratase eine Besonderheit fiir
diese Enzymklasse darzustellen.

Nichtsdestotrotz konnte die Ammoniumsulfatfillung als Erfolg in der Aufreinigung gewertet
werden, da die SDS-PAGE der erhaltenen Fraktionen bereits Unterschiede im Bandenmuster
aufwiesen. So konnten in den Niederschldgen der Ammoniumsulfatfillung unterschiedliche
Hauptbanden ausgemacht werden, die vornehmlich nur in einer der Fraktionen vorkamen. So
fielen in der spiter fiir weitere Reinigungsschritte verwendeten Niederschlagsfraktion drei
Hauptbanden auf Hohe des 95 kDa und des 72 kDa Standards auf, sowie eine Bande knapp
oberhalb von 26 kDa Markers.

Allerdings wurde deutlich, dass eine weitere Aufreinigung des Enzyms ohne die Kenntnis des
Cosubstrats schwierig werden wiirde. Es sollte per lonenaustauschchromatographie versucht

werden, das Cosubstrat aufzureinigen.

lonenaustauschchromatographie der proteinfreien Fraktion

Fir die lonenaustauschchromatographie ~wurden aus dem Uberstand S3  der
Ultrazentrifugation alle Substanzen abgetrennt, die gréBer als 3 kDa waren. Die verbliebene
Probe wurde mit einem starken Kationenaustauscher HiTrap Sdule SP Sepharose XL
aufgetrennt. Alle erhaltenen Fraktionen wurden auf einen aktivitétssteigernden Einfluss hin
tiberpriift. Die Tatsache, dass einige der Fraktionen aktivitdtssteigernde Eigenschaften
aufwiesen, lieferte den endgiiltigen Beweis, dass nichtproteinogene, niedermolekulare

Substanzen als Cosubstrate fungieren.

Flammenatomabsorptionsspektroskopie

Die Flammenatomabsorptionsspektroskopie sollte einen Hinweis darauf geben, welches
Metallion als Zentralatom in der NHase dient. Eisen- und Cobalt-abhéngige NHasen sind
bisher bekannt (Kobayashi and Shimizu 1998; Kobayashi and Shimizu 2000; Prasad and
Bhalla 2010). Normalerweise werden aufgereinigte Enzymproben fiir die Ermittlung des

Zentralatoms verwendet (Nagasawa, Nanba et al. 1987; Nagamune, Kurata et al. 1990;
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Nagasawa, Takeuchi et al. 1991; Payne, Wu et al. 1997; Wieser, Takeuchi et al. 1998;
Okamoto and Eltis 2007). In diesem Fall wurde lediglich die S3-Fraktion aus der
Ultrazentrifugation verwendet, sodass keine eindeutigen Aussagen iiber das Zentralatom
getroffen werden konnten. Jedoch konnte zumindest festgestellt werden, dass das Fehlen von
Eisen in der vermessenen Probe gleichzeitig auch bedeutet, dass die Schwamm-NHase nicht
Eisen-abhingig ist. Stattdessen wurden Mangan, Nickel und Cobalt in absteigenden
Konzentrationen gefunden. Es wurden 104 pg Mangan, 22,7 pg Nickel und 8,9 pg Cobalt auf
ein Gramm gefriergetrockneten Schwamm errechnet. Diese Werte geben nicht den absoluten
Gehalt der Metalle wieder, da hier nur der extrahierbare Anteil vermessen wurde.

Der Vergleich dieser Werte mit Werten aus der Literatur ist kaum moglich, da bisher noch
keine Untersuchungen gemacht wurden, bei denen Metallgehélter in Enzymproben aus
Schwiammen bestimmt wurden. Es gibt Untersuchungen zu Schwermetallverteilungen in
Schwimmen (Araujo, Conceicao et al. 2003; Perez, Longet et al. 2005; Padovan, Munksgaard
et al. 2012), aber auch diese konnen nicht als Vergleich herangezogen werden, da in diesen
Féllen der ganze Schwamm und nicht der Zellinhalt vermessen wurde. Allerdings gehorte
Mangan in den untersuchten Schwimmen teilweise zu den am stdrksten vertretenen
Schwermetallen.

Betrachtet man den Metallgehalt von A4.cavernicola, so miissen die Metallkonzentrationen des
Meerwassers beriicksichtigt werden. Untersuchungen in den Kiistengewidssern des
Tyrrhenischen Meeres (Manfra and Accornero 2005) zeigten eine zehnmal hohere Mangan-
als Nickelkonzentration auf, die bei ungefdhr 90 nM liegt. Mit einem Durchschnittswert von
0,05 nM liegt die Cobaltkonzentration im westlichen Mittelmeer sogar um zwei
Zehnerpotenzen niedriger als die Nickelkonzentration (Morley, Burton et al. 1997). Diese
Konzentrationsunterschiede machen deutlich, dass die Mengenunterschiede der drei Metalle
im Schwamm nicht verwundern diirfen. Sie fithrten aber zu dem Gedanken, alle Fraktionen
aus der Ionenaustauschchromatographie der proteinfreien Probe auf Mangan hin zu
untersuchen. Tatsdchlich konnte Mangan in den aktivitétssteigernden Fraktionen gefunden

werden, was die These aufstellte, dass Mangan etwas mit der Enzymaktivitét zu tun hat.

Ionenaustauschchromatographie fiir die Nitrilhydratase

Die Ionenaustauschchromatographie erwies sich als guter Zwischenschritt zur Aufreinigung

des Enzyms. Fiir eine erfolgreiche Durchfiihrung musste der Citronensdure-Puffer durch
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MES-Puffer ersetzt werden und es musste ein starker Anionenaustauscher (HiTrap Sédule Q
Sepharose XL) verwendet werden. Der Reinigungserfolg konnte verbessert werden, indem
der pH-Wert fiir die Reinigung gesenkt wurde. Die Fraktionen aus Chomatographieschritten
bei pH 5,8 zeigten in der SDS-PAGE noch sehr komplexe Proteinmuster, die sich immer
mehr lichteten mit abnehmendem pH-Wert des verwendeten Puffers. Eine Chromatographie
mit Acetatpuffer bei pH 4,9 zeigte schon den ersten Erfolg, da die resultierenden Proben in
der SDS-PAGE klar definierte und scharfe Banden lieferten. Eine weitere Absenkung des pH-
Werts durch die Umstellung vom Acetat- zum Lactatpuffer pH 3,9 fiihrte zum besten
Trennergebnis. In der dazugehoérigen SDS-PAGE war eine weitere Ausdiinnung im
Bandenmuster zu erkennen. Auferdem traten jetzt einige Banden deutlich als Hauptbanden
hervor, zu denen auch die spiter untersuchte 72 kDa Bande zéhlte. Da das Enzym bei pH 3,9
noch als Anion vorlag, ist es zu einem groen Teil aus sauren Aminosduren aufgebaut ist und
besitzt einen niedrigen isoelektrischen Punkt.

Der Trennerfolg war reproduzierbar, was man durch den Vergleich unterschiedlicher SDS-
PAGEs erkennen konnte. Aus diesem Grund wurde die lonenaustauschchromatographie bei

pH 3,9 auch fiir alle folgenden Aufreinigungen des Schwammmaterials durchgefiihrt.

Grofdenausschlusschromatographie fiir die Nitrilhydratase

Die GroBenausschlusschromatographie als abschlieBende Reinigungsmethode lieferte gute
Ergebnisse. Mit der Verbesserung der Reinigungsqualitit der Anionenaustausch-
chromatographie verbesserten sich auch die Ergebnisse der GroBenausschluss-
chromatographie.  Letztendlich  fithrte die  GroBenausschlusschromatographie  zu
Proteinfraktionen, die nur noch zwei Proteinhauptbanden in der SDS-PAGE zeigten. Aus der
Korrelation zwischen den Bandenmustern der SDS-PAGEs und der Enzymaktivitdt der
Proben lieBen sich auch Riickschliisse auf die GroBe der Nitrilhydratase, bzw. deren
Bruchstiicken ziehen. Als wahrscheinlichste Bruchstiicke kamen dadurch eine 26 und 72 kDa

Bande in Frage.

Blaue Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese

Mit der Native-PAGE sollte der Zusammenhang zwischen den auffilligen

Peptidbruchstiicken der Groflen von 26 und 72 kDa aus der SDS-PAGE {iberpriift werden.
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Dazu wurde neues Schwammmaterial aufgeschlossen und bis zur
GroBenausschlusschromatographie gereinigt. Daraus erhaltene Fraktionen wurden in einer
SDS- und Native-PAGE elektrophoretisch getrennt und die Elektropherogramme nach der
Entwicklung verglichen. Es konnte kein Zusammenhang zwischen den genannten
Bruchstiicken festgestellt werden, da die reinsten Proben in beiden Elektropherogrammen
mehr als eine Bande aufwiesen. Allerdings lie3 das Ergebnis die Vermutung zu, dass der
Schwamm womoglich nicht nur eine, sondern zwei Nitrilhydratasen enthélt, da die reinste
Probe in der Native-PAGE zwei Banden auf der Hohe der 146 und 242 kDa Standards

aufwies.

In Gel Anfiarben

Das Fehlen von spezifischen Antikorpern gegen Nitrilhydratasen fiihrte zu dem Versuch, das
Enzym im Blau Nativ-Gel spezifisch durch einen nasschemischen Nachweis anzufirben.
Unter der Voraussetzung, dass die Enzyme im Nativ-Gel aktiv sind, sollte mit Hilfe der
Hydroxamatreaktion das Dienon im Gel angefiérbt werden und die Stelle farblich markieren,
an der das Enzym lag.

Zwei unterschiedliche Farbeprotokolle fithrten zunichst zu einem falsch positiven Ergebnis.
Weiterfithrende Versuche zeigten, dass entweder die Gele selbst oder Substanzen aus den
Laufpuffern zu einer Einfarbung der Gele fiihren, sodass keine weiteren Experimente mehr in

diese Richtung unternommen wurden.

Zweidimensionale Gelelektrophorese und Aktivititsnachweis im Gel

Eine aktive Fraktion aus der GroBenausschlusschromatographie wurde erst per Native-PAGE
und dann im Anschluss in der zweiten Dimension per SDS-PAGE aufgetrennt. Die fiir diesen
Versuch verwendete Probe war keine der frith eluierenden Proben, sodass in der SDS-PAGE
neben der 72 kDa noch eine ca. 60 kDa grofle Hauptbande auftrat. Das 2D-Gel dieser Probe
zeigte zwei Enzyme der Groflen 146 und 242 kDa, die auch schon in den reinsten Proben der
Blaue Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgefallen waren. Diese Enzyme zerfielen
beide in der zweiten Dimension in ein 72 und ein 60 kDa. Da vermutet wurde, dass die 72

kDa Bande mit der Aktivitit des NHase korrelierte, bedeutete dieses Ergebnis, dass
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A.cavernicola womoglich zwei Nitrilhydratasen enthielt, von denen die eine als Heterodimer
und die andere als Tetramer vorlag.

Endgiiltige Klarheit dariiber, ob es mehr als eine Nitrilhydratase im untersuchten Schwamm
gab, sollte ein Aktivititsnachweis im Gel liefern. FEine aktive Probe aus der
GroBenausschlusschromatographie wurde dazu per Native-PAGE aufgetrennt. Mit zwei
ausgeschnittenen Proteinbanden, deren GroBe den vorher bereits identifizierten Enzymen
entsprach (146 und 242 kDa), wurde anschlieend ein Aktivitdtsnachweis durchgefiihrt, der
positiv verlief. Beide Proteinbanden zeigten eine deutliche Aktivitit gegeniiber einer
Kontrolle auf, was bewies, dass der Mittelmeerschwamm A.cavernicola mindestens zwei
Nitrilhydratasen enthélt.

Das Vorhandensein von zwei NHasen in einem Organismus ist z.B. fiir Rhodococcus
rhodochrous JI, den wichtigsten Biokatalysator fiir die industrielle Produktion von
Acrylamid (Kobayashi, Nagasawa et al. 1992), bekannt, der eine NHase mit einem hohen und
niedrigen Molekulargewicht enthélt (Wieser, Takeuchi et al. 1998). Die beiden Formen
unterscheiden sich zum Beispiel in ithrem pH- und Temperaturoptimum. Fiir die
Nitrilhydratasen aus A.cavernicola konnte es vielleicht dhnlich sein. Zwei NHasen mit
unterschiedlichen Temperaturoptima konnten zum Beispiel bei Verdnderungen der
Wassertemperatur ein bestimmtes Aktivitdtsniveau iiber einen breiteren Temperaturbereich
halten. Damit konnte sich das enzymatische Verteidigungssystem gegen Umwelteinfliisse, die
das System negativ beeinflussen kénnten, schiitzen.

Da aber die zwei Enzyme nicht voneinander getrennt werden konnten, miissen weitere

Untersuchungen in diese Richtung folgen.

Charakterisierung der Nitrilhydratase aus dem Schwamm A.cavernicola

pH und Temperaturoptima

Vor Beginn der Aufreinigung, musste zundchst ein funktionierendes Assay fiir das zu
isolierende Enzym erstellt werden. Fiir diesen Assay sollte ein Puffersystem verwendet
werden, welches im von Fendert bestimmten pH-Bereich von 7,0 bis 7,5 lag. Zur Verfligung
standen ein HEPES-Puffer pH 7,0 und ein Tris-HCI1 Puffer pH 8,8. Es wurde ein Versuch

durchgefiihrt, bei dem die genannten Puffer in verschiedenen Mischungsverhéltnissen einer
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Enzymprobe und Aeroplysinin-1 zugegeben wurden. So konnte der Einfluss des pH-Wertes
auf die Enzymaktivitidt beobachtet und gleichzeitig ein geeignetes Puffersystem fiir das zu
etablierende Assay ausgewdhlt werden. Als giinstigster pH-Wert, bei dem der grofBte
Aeroplysinin-1 Umsatz gemessen werden konnte, wurde bei pH 7,8 ermittelt werden. Dieses
Ergebnis weicht nur wenig von dem von Fendert ermittelten pH Bereich ab und kann zum
Teil sicherlich Unterschieden im Assay einerseits und andererseits der Verwendung einer
anderen Aplysina-Art und einer bereits durch differentielle Zentrifugation aufgereinigten
Probe zugerechnet werden. Mit einem pH-Optimum von 7,8 liegt dieser im Bereich der bisher
bekannten Nitrilhydratasen, die im Normalfall ihr Optimum zwischen pH 6,5 und 8,5
(Nagasawa, Takeuchi et al. 1991; Wieser, Takeuchi et al. 1998; Cramp and Cowan 1999)
haben. Zudem liegt das pH-Optimum von pH 7,8 gleichfalls im Bereich des pH-Werts des
Meerwassers (Rodolfo-Metalpa, Lombardi et al. 2010), wenn man das Tyrrhenische Meer als
Beispiel nimmt. Dies ist nicht verwunderlich, da im Normalfall das pH-Optimum eines
Enzyms dem pH-Wert des Kompartiments, in dem das Enzym lokalisiert ist, entspricht, bzw.
in dem es seine katalytische Funktion ausiibt.

Das Temperaturoptimum wurde mit einer aufgereinigten Probe aus der GroBenausschluss-
chromatographie bestimmt und liegt bei 35 °C und unterscheidet sich damit kaum von
bekannten Enzymen dieser Klasse (Asano, Fujishiro et al. 1982; Endo and Watanabe 1989;
Nagasawa, Takeuchi et al. 1991; Prepechalova, Martinkova et al. 2001). Damit liegt die
optimale Temperatur allerdings iiber den durchschnittlichen Wassertemperaturen vor Elba in
einer Meerestiefe von 35 m, die laut Angaben der Meeresstation Hydra zwischen einer
Tiefsttemperatur von 13 °C im Februar und einer Hochsttemperatur von 24 °C im August

schwanken.

pH Stabilitat

Fiir die Durchfiihrung der lonenaustauschchromatographie bei verschiedenen pH Werten
musste gepriift werden, in welchem pH-Bereich das Enzym stabil ist und seine Aktivitdt nicht
dauerhaft verliert. Eine Inkubation einer Enzymprobe bei pH-Werten zwischen 2 und 9 und
eine anschlieBende Riickfiihrung auf pH 7,8 zeigte, dass Enzym in einem recht weiten
Bereich von 4 bis 9 fiir mindestens einen Zeitraum von 30 min stabil ist. Die Inkubation des
Enzyms unter einen pH von 4 fiihrte zu unwiederbringlichem Aktivitdtsverlust durch
Denaturierung der Probe. Damit gehort das Enzym zu den NHasen mit einem recht weiten

Stabilitdtsbereich. Die meisten NHasen haben einen Stabilitdtsbereich von pH 6 bis pH 8
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(Nagasawa, Nanba et al. 1987; Nagasawa, Takeuchi et al. 1991; Wieser, Takeuchi et al. 1998;
Cramp and Cowan 1999; Prepechalova, Martinkova et al. 2001). Selten hingegen ist ein sehr
weiter Stabilitdtsbereich, wie zum Beispiel bei der NHase aus Rhodococcus sp.

Bakterienstamm YH3-3 (Kato, Tsuda et al. 1999), mit einem Bereich von pH 2,5 bis 11.

Einfluss von EDTA auf die Enzymaktivitit

Nachdem gezeigt werden konnte, dass niedermolekulare Substanzen die Aktivitit
wiederherstellen und Mangan zu diesen Substanzen zéhlt, sollte die Zugabe von EDTA zu
aktiven Enzymproben kldren, ob es sich bei den Cosubstraten nur um mehrwertige lonen
handelt. So fiihrte EDTA durchaus zu vollkommendem Aktivitdtsverlust und bewies
gleichzeitig, dass es sich bei den Cosubstraten, die durch Entsalzen, in welcher Form auch
immer, entfernt werden, um mehrwertige Ionen handelt. Dieses Ergebnis entspricht auch dem,
dass Fendert fiir die Nitrilhydratase aus A.cauliformis erhielt.

Weiterfithrend wurde nach vorheriger Inaktivierung des Enzyms mit EDTA der Einfluss eines
1,25-fachen Uberschusses von Mangan, Cobalt, Eisen und Nickel gegeniiber dem
Komplexbildner getestet. Alle Metallionen fithrten zu einer Wiederherstellung der Aktivitit,
sodass daraus erst einmal nicht abgeleitet werden konnte, welches Metallion das natiirliche
Zentralatom der NHase ist. Betrachtet man die Komplexbildungskonstanten (Rauscher and
Friebe 2000) der vier Metallionen mit EDTA, sieht man, dass Mangan die niedrigste
Komplexbildungskonstante aufweist. Die nichsthdheren Konstanten weisen Fe**, Co*", Ni**
und Fe’" in dieser Reihenfolge auf. Unter der Annahme, dass nur ein einziges Kation als
Cosubstrat fugieren kann, hitte das in diesem Versuchsaufbau bedeutet, dass Mangan das
natiirliche Cosubstrat fiir die NHase ist. Das lédsst sich wie folgt erkldren: Das in der Probe
enthaltene Mangan wird durch EDTA vollkommen komplexiert, was zur Inaktivierung des
Enzyms fithrt. Die Zugabe von Metallionen, die eine hohere Affinitdt zu EDTA haben, fiihrt
zu einer Verdringung von Mangan aus dem EDTA-Mangan-Komplex, sodass wieder
geniigend Mangan fiir die Aktivitdt vorhanden ist. Die Zugabe von Mangan zur inaktivierten
Probe fiihrt zu einer direkten Reaktivierung des Enzyms.

Spater durchgefiihrte Experimente zeigten jedoch, dass nicht nur Mangan positiv auf das
Enzym wirkt, sodass aus dem Experiment kein Riickschluss auf das natiirliche Zentralatom

gezogen werden kann.
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Ublicherweise wird bei der Charakterisierung eines Enzyms der Einfluss vieler
unterschiedlicher Reagenzien auf die Enzymaktivitit einer aktiven Probe gemessen, so wie es
auch Fendert getan hat (Fendert 2000). In dieser Arbeit wurden solche Experimente, auller
mit EDTA, nicht unternommen, da aufgereinigte Proben, durch den Verlust ihrer

prosthetischen Gruppe von alleine inaktiv waren.

Einfluss verschiedener Metallionen auf die enzymatische Aktivitat

Die Abhéngigkeit der enzymatischen Aktivitdt von mehrwertigen Kationen konnte bereits mit
der Hemmung der Enzymaktivitit durch EDTA bewiesen werden. Es sollte daraufthin der
Einfluss unterschiedlicher Metallionen auf die Aktivitdt einer dialysierten Probe, sowie einer
aufgereinigten Probe aus der GroBenausschlusschromatographie untersucht werden.

In der dialysierten Probe konnte nur Mangan die Aktivitidt wiederherstellen. Cobalt, Eisen und
Nickel hatten in diesem Versuch keinen Einfluss. Die Aktivitit der Probe aus der GroBen-
ausschlusschromatographie konnte jedoch durch Mangan, Cobalt und Nickel in absteigender
Reihenfolge wiederhergestellt werden. Eisen, Zink und Kupfer hatten hier keinen Einfluss.
Die geringe Aktivitdt der dialysierten Probe, in der die Manganzugabe nur zu einem 23 %
Umsatz fithrte, verschleierte den positiven Einfluss von Cobalt und Nickel. Erst in der stirker
aktiven Probe aus der GroBenausschlusschromatographie wurde der Effekt sichtbar, wobei
dieser allerdings deutlich schwicher ausfiel als bei Mangan.

Wie erwihnt, sind solche Versuche aus der Literatur mit aktiven Enzymen durchaus bekannt
(Asano, Fujishiro et al. 1982; Nagasawa, Nanba et al. 1987; Nagamune, Kurata et al. 1990;
Nagasawa, Takeuchi et al. 1991). Es gibt allerdings keine allgemeingiiltigen Regeln fiir die
Einfliisse der einzelnen Metallsalze auf die enzymatische Aktivitit. Interessanterweise wird
ein positiver Einfluss von Mangan auf das Enzym ausgeschlossen (Kobayashi and Shimizu
1998). Auch in Fenderts Arbeit zur Nitrilhydratase aus A.cauliformis wird dem Mangan keine
Bedeutung zugesprochen, was deutlich zeigt, dass sich die Nitrilhydratasen innerhalb der

Gattung Aplysina deutlich voneinander unterscheiden.

Einfluss verschiedener Metallionenkonzentrationen auf die Enzymaktivitat

Neben dem Einfluss verschiedener Salze wurde auch der Effekt der Salzkonzentrationen von

Mangan, Cobalt und Nickel untersucht. Der positive Effekt von Mangan war in den
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Versuchen limitiert und wurde bei einer Mangankonzentration von 7,5 mm erreicht. 30 mM
Mangankonzentrationen im Probenvolumen fiihrten sogar zu deutlichen Aktivititsverlusten,
die auf das Ausfillen der Proteine zuriickzufiihren waren. Eine Mindestkonzentration an
Mangan von 30 uM wurde ermittelt, obwohl diese wahrscheinlich bei frisch aufgereinigten
Proben noch niedriger liegen wird. Wihrend Mangan in einer nicht ganz frisch aufgereinigten
Probe noch bei einer Konzentratrion von 30 uM zu einer messbaren Aktivitét fiihrte, hatten
Cobalt und Nickel nur noch in einer 7,5 mM Konzentration Einfluss auf das Enzym.

Mangan hatte demnach den stdrksten Einfluss auf das Enzym und konnte im Gegensatz zu
Cobalt und Nickel noch in mikromolaren Konzentrationen aktivititssteigernde Eigenschaften
aufweisen. Dies und die per AAS gemessenen Metallkonzentration in der S3 Fraktion, sowie
den aktivitdtswiederherstellenden Fraktionen aus der lonenaustauschchromatographie der
proteinfreien Fraktion lassen darauf hindeuten, dass es sich bei der Nitrilhydratase aus

A.cavernicola um ein manganabhingiges Enzym handelt.

SubstratSpezifitiat und die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration der

Derivate

Zehn Aeroplysinin-1 Derivate wurden als mogliche Substrate und Inhibitoren fiir die NHase
getestet. Keine der Substanzen wurde umgesetzt. Es wurde weder eines der Substrate in
einem nennenswerten Umfang vom Enzym abgebaut, noch verhinderte eines der Substrate in
dquimolaren Mengen zum Aeroplysinin-1 dessen Abbau. Es konnte damit gezeigt werden,
dass es sich bei den untersuchten NHasen um ein sehr spezifisches Enzym handelt, was im
Gegensatz zu den meisten anderen NHasen aus der Literatur steht (Kobayashi, Nagasawa et
al. 1992; Thomas, DiCosimo et al. 2002; Shaw, Robins et al. 2003; Wang 2005). Eine hohe
Substratspezifitit ist eher selten (Maier-Greiner, Obermaier-Skrobranek et al. 1991).

Die Derivate 2 und 3, die neben dem Diacetylaeroplysinin, die groBte Ahnlichkeit zum
natilirlichen Substrat aufwiesen, unterscheiden sich von Aeroplysinin-1 durch ihren
aromatischen Zustand und das dadurch bedingte Fehlen der Hydroxylgruppe an Position C-1.
Diacetylaeroplysinin unterscheidet sich lediglich durch die acetylierten Hydroxylfunktionen
an den Positionen C-1 und C-2. Offensichtlich spielen die Hydroxylgruppen eine
entscheidende Rolle bei der Hydrolyse der Nitrilseitenkette.

Fendert zeigte in seiner Arbeit, dass die Hydrolyse des Substrats nicht durch das

Losungsmittel geschieht, indem er Schweres Wasser als Reaktionsmedium verwendete und
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das entstandene Produkt auf seine Masse hin untersuchte. Er konnte zeigen, dass sich die
Masse des Produkts nicht um zwei Masseneinheiten vom Produkt der Kontrollreaktion in
normalem Wasser unterschied, was der Fall hitte sein miissen, wenn das Wasser aus dem
Reaktionsmedium fiir die Hydrolyse verantwortlich wére. Daraus schloss er, dass es zu einer
intramolekularen Hydrolyse unter Beteiligung der Hydroxylgruppe an C-2 kommt (Fendert
2000). Dies verdeutlicht die Wichtigkeit der Hydroxylgruppe an C-2 und erklért, warum eine
Derivatisierung der Hydroxylgruppe dazu fiihrt, dass das Substrat nicht mehr umgesetzt wird.
Keines der getesteten Derivate zeigte im Vergleich zum antibiotisch wirksamen
Aeroplysinin-1 eine antibiotische Aktivitdt auf, was ebenfalls auf die genannten strukturellen

Unterschiede zuriickzufiihren ist.

Kinetikmessungen

Eine zufriedenstellende Kinetikmessung war nicht moglich, da die schlechte Loslichkeit von
Aeroplysinin-1 in wéssrigem Milieu dazu fiihrte, dass es bei Konzentrationen von tiber 36
mM ausfiel. Somit konnten nicht gentigend Daten gesammelt werden. Dies fiihrte auch dazu,
dass man leider nicht den Einfluss von Mangan, Cobalt und Nickel auf die Enzymkinetik
untersuchen konnte, wodurch man einen weiteren Hinweis auf das tatsdchliche Cosubstrat
hitte bekommen konnen. Messungen die Alkaloidkonzentration betreffend zeigten, dass die
36 mM Substratkonzentration eine physiologisch vorkommende Substratkonzentration sein
kann und tatsachlich relevant ist. Die fiir die Enzymisolierung verwendeten Schwammproben

enthielten 35 mM Alkaloide (berechnet als Aerothionin) pro kg (1) Schwamm (frisch).

Trypsin Verdau und Massenanalyse der Nitrilhydratase

Es wurden keine Homologien mit bekannten Nitrilhydratasen fiir die identifizierten
Bruchstiicke der 72 kDa Bande gefunden. Zudem zeigten Vergleiche der fiir die
Aminosduresequenzen  erhaltenen  Ergebnisse  untereinander  ebenfalls  keine
Ubereinstimmungen. Dies kann mehrere Griinde haben. Zum einen besteht die Méglichkeit,
dass es sich bei der 72 kDa Bande nicht um ein Bruchstiick der gesuchten Nitrilhydratase
handelt. Dann kann es auch sein, dass es sich bei der untersuchten Bande zwar um einen Teil

der NHase handelt, die identifizierten Sequenzen allerdings nicht zu den konservierten
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Bereichen gehoren. Eine dritte Moglichkeit ist die, dass die Nitrilhydratase des Schwammes

vollkommen anders aufgebaut ist als die gut untersuchten bakteriellen NHasen.

Okologische Funktion der Nitrilhydratase

Bisher isolierte Nitrilhydratasen haben in der Natur im Zusammenspiel mit der Amidase die
Funktion der Stickstoffversorgung von Mikroorganismen (Nagasawa and Yamada 1989;
Hjort, Godtfredsen et al. 1990; Kobayashi, Yanaka et al. 1992; Martinkova and Kren 2002;
Shaw, Robins et al. 2003). Die in dieser Arbeit untersuchte Nitrilhydratase hat, wie durch
Teeyapant (Teeyapant and Proksch 1993), Ebel (Ebel, Brenzinger et al. 1997) und Thoms
(Thoms, Ebel et al. 2006) vermutet und aufgezeigt wurde, eine wichtige Rolle im
Sekundédrmetabolismus als ein Bestandteil der Enzymkaskade, welche die genuin enthaltenen
Isoxazolinalkaloide in antibiotische und zytotoxische Produkte (Teeyapant, Woerdenbag et al.
1993; Weiss, Ebel et al. 1996) umwandelt. Somit ist die untersuchte Nitrilhydratase aus
Aplysina cavernicola die erste isolierte und charakterisierte NHase mit einer anderen
Funktion als dem Primirmetabolismus.

Die Herkunft der Nitrilhydratase ist allerdings nicht geklédrt. Es besteht natiirlich die
Moglichkeit, dass die Nitrilhydratase ein schwammeigenes Enzym ist. Immerhin wurden
Gene fiir NHasen in den nichsten Verwandten mehrzelliger Tiere, den KragengeiB3eltierchen,
gefunden (Foerstner, Doerks et al. 2008). Allerdings ist die NHase ein Enzym, welches
hauptsédchlich aus Bakterien bekannt ist. Da Bakterien als Schwammsymbionten bekannt sind
und bis zu 40 % der Schwammmasse ausmachen koénnen (Vacelet 1975; Vacelet and
Donadey 1977), besteht auch die Moglichkeit, dass die NHase aus Bakterien stammt.
Dagegen spricht allerdings, dass bisher keine Hinweise auf eine Amidaseaktivitidt in
A.cavernicola gefunden wurden, da bis jetzt noch nie die korrespondierende Sdure zum
Dienonamid isoliert wurde. Bekanntlich treten Nitrilhydratasen in Bakterien ausschlielich

zusammen mit Amidasen auf.

138



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Nitrilhydratase aus dem Schwamm Aplysina
cavernicola untersucht. Zusammen mit dem Isoxazolin-spaltenden Enzym bildet es die
Grundlage fiir den enzymatischen Verteidigungsmechanismus der Schwammgattung
Aplysina. Bei einer Gewebsverletzung werden genuin enthaltene fraBhemmende Alkaloide,
wie Aerothionin, in einem ersten Schritt zu Aeroplysinin-1 und in einem zweiten Schritt
durch die Nitrilhydratase zu einem Siureamid abgebaut. Die Produkte dieser Reaktionen
zeigen starke antimikrobielle Eigenschaften gegen marine Mikroorganismen und schiitzen
den Schwamm, bzw. das verletzte und offenliegende Gewebe vor einem schédigenden Befall
durch Mikroorganismen.

Es sind bis heute keine Nitrilhydratasen aus Tieren isoliert worden, sodass das Ziel dieser
Arbeit darin lag, erstmals ein solches Enzym aus einem Schwamm zu isolieren und zu
charakterisieren.

Es wurde ein Reinigungsprotokoll fiir die NHase aus A. cavernicola bestehend aus der
differentiellen Zentrifugation, Ammoniumsulfatfillung, Anionenaustauschchromatographie
und GroBenausschlusschromatographie erarbeitet. Eine Kombination aus unterschiedlichen
gelelektrophoretischen Methoden und eines Aktivitétsassays im Gel zeigte das Vorhandensein
von mindestens zwei Nitrilhydratasen unterschiedlicher molekularer Grofle auf. Eine SDS-
PAGE aufgereinigter Proben lieB vermuten, dass eine Untereinheit des Enzyms eine Grofie
von ungefihr 72 kDa aufwies. In-Gel Trypsinverdau und anschlieBende Massenanalyse
konnten fiir dieses Peptid allerdings keine Ubereinstimmungen mit bekannten
Nitrilhydratasen finden.

Das Enzym hatte seine pH und Temperaturoptima bei pH 7,8 und 35 °C. In entsalzter Form
war es inaktiv und konnte erst durch Zugabe von Mangan-, Nickel- oder Cobaltsalzen wieder
aktiviert werden, wobei Mangan die stirkste Wirkung aufwies und im Vergleich mit Nickel
und Cobalt iiber einen breiteren Konzentrationsbereich hinweg seine positive Wirkung
behielt. Mittels spektroskopischer Messungen des Enzymextrakts wurden die Gehélter von
Mangan, Cobalt und Nickel bestimmt, wobei Mangan den hochsten Gehalt aufwies, gefolgt
von Nickel und Cobalt. Dies und der Manganeinfluss auf die Enzymaktivitét fiihrten zu der
Hypothese, dass es sich bei der Nitrilhydratase um ein manganabhéngiges Enzym handelt.
Untersuchungen zur SubstratSpezifitdt ergaben, dass das Enzym seinem natiirlichen Substrat

Aeroplysinin-1 gegeniiber duBerst spezifisch ist, da keines der synthetisierten Derivate
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abgebaut wurde. Aullerdem besallen die Derivate weder eine inhibierende Wirkung auf das
Enzym, noch zeigten sie eine antibiotische Wirkung. Enzymkinetische Untersuchungen
lieferten keine Ergebnisse, da die Loslichkeit von Aeroplysinin-1 verhinderte, dass eine

ausreichende Datenmenge fiir eine Michaelis-Menten Kinetik gesammelt werden konnte.

Summary

In this thesis we investigated a nitrile hydratase from the sponge Aplysina cavernicola. It
forms together with isoxazolin-cleaving enzyme the basis of the enzymatic defence
mechanism of the sponge genus Aplysina. Upon tissue wounding, fish deterring alkaloids,
such as aerothionin, are enzymatically cleaved and lead to aeroplysinin-1 in a first step and in
second step aeroplysinin-1 is transformed to a dienone amide by the nitrile hydratase. The
products of these reactions show strong antibiotic properties against marine microorganisms
and protect the sponge or rather the injured and exposed tissue from those microorganisms.

Up to date there are no reports of isolated nitrile hydratases from animals, so the objective of
this work was to isolate and characterize such an enzyme from a sponge.

A purification protocol for the NHase from A.cavernicola was developed consisting of
differential  centrifugation, ammonium sulphate precipitation, anion exchange
chromatography and size exclusion chromatography. A combination of different
electrophoretic methods and an in gel activity assay revealed the presence of at least two
nitrile hyratases with differing molecular sizes. SDS-PAGE of purified samples suggested that
one subunit of the enzyme had a size of approximately 72 kDa. In gel trypsin digestion and
subsequent mass analysis of that peptide did not show any homologies with known nitrile
hydratases.

The enzyme had its pH and temperature optimum at pH 7.8 and 35 °C. In its desalted form the
enzyme was inactive and only the addition of manganese, nickel or cobalt restored the
enzyme activity. Manganese had the strongest effect compared to nickel and cobalt and
restored the enzyme activity within a wide range of concentration of cosubstrates.
Spectroscopic measurements of the enzyme extract determined the concentration of
manganese, cobalt and nickel. Manganese had the highest concentration followed by nickel
and cobalt. This and the influence of manganese on the enzymatic activity led to the

hypothesis that the nitrile hydratase is manganese-dependent.
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Studies on the substrate specificity revealed that the enzyme has a high affinity towards its
natural substrate aeroplysinin-1, since none of synthesized derivatives was converted. The
derivatives also possessed neither an inhibitory effect on the enzyme, nor antibiotic activities.
Enzyme kinetics did not give satisfactory results. Because of the low solubility of the

substrate there were not sufficient data for a complete Michaelis-Menten kinetics.
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3.5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxyphenylacetonitril
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3.5-Dibromo-2-acetyl-4-methoxyphenylacetonitril
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Abbildung A 6: EI-MS von 3,5-Dibromo-2-acetyl-4-methoxyphenylacetonitril
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Abbildung A 7: 1H-NMR von 3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxyphenylacetonitril in Dichlormethan-d,
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Abbildung A 8: EI-MS von 3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxyphenylacetonitril
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3.5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoesiure
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Abbildung A 9: 1H-NMR von 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoesiure in Aceton-dg4
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Abbildung A 10: ESI-MS von 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoeséure
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3.5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoesiuremethylester
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Abbildung A 11: 1H-NMR von 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoesduremethylester in Dichlormethan-d,

153



Anhang

| _, A I
o
20
40
'
& I | 50
80
100
0 ]
F120
[ |
140
} ] "_ 160
' '
180
200
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
115 11.0 10.5 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
f2 (ppm)
Abbildung A 12: HMBC von 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoeséduremethylester in Dichlormethan-d,
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Abbildung A 13: EI-MS von 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzoesduremethylester
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3.5-Dibromo-2-benzoyloxv-4-methoxybenzoesiuremethylester
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Abbildung A 14: 1H-NMR von 3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxybenzoesduremethylester in DMSO-d,
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Abbildung A 15: HMBC von 3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxybenzoesduremethylester in DMSO-dg4
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Abbildung A 16: ESI-MS von 3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxybenzoesduremethylester
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2-(3.5-Dibromo-2-benzovyloxy-4-methoxypehyl)-2-oxoacetaldehyd-O-methyloxim
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Abbildung A 17: 1H-NMR von 2-(3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxypehyl)-2-oxoacetaldehyd-O-

methyloxim in DMSO-d,4
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Abbildung A 18: ESI-MS von 2-(3,5-Dibromo-2-benzoyloxy-4-methoxypehyl)-2-oxoacetaldehyd-O-

methyloxim
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6.8-Dibromo-7-methoxv-1.2-benzoxazin-3.4(2H)-dion
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Abbildung A 19: 1H-NMR von 6,8-Dibromo-7-methoxy-1,2-benzoxazin-3,4(2H)-dion in Methanol-d,

158



Anhang

j ‘| L | ST Y (R
0
20
s
g,
5 40
o8 o8
60
80
; £
i 100 g
? =
- 120
140
5
@ & 160
180
200
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 2.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
2 {ppm})
Abbildung A 20: HMBC von 6,8-Dibromo-7-methoxy-1,2-benzoxazin-3,4(2H)-dion in Methanol-d,
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Abbildung A 21: EI-MS von 6,8-Dibromo-7-methoxy-1,2-benzoxazin-3,4(2H)-dion
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Abbildung A 22: 1H-NMR von Diacetylaeroplysinin in Chloroform-d;
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Abbildung A 23: ESI-MS von Diacetylaeroplysinin
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