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Zusammenfassung

Die native Oxygenase aus Pleurotus sapidus, welche die selektive allylische Oxidation von (+)-Va-
lencen zu (+)-Nootkaton katalysiert, wurde proteinbiochemisch charakterisiert. Das Enzym liegt
intrazellular vor und weist ein Molekulargewicht von 76 kDa und einen pl von 5,81 auf. Die Oxy-
genase wurde hinsichtlich der Stabilitit in Abhdngigkeit von der Lagerungsdauer und verschie-
denen Zellaufschlusstechniken untersucht. Die hochste Produktkonzentration an (+)-Nootkaton
wurde durch den Aufschluss mittels Rithrwerkskugelmiihle erzielt. Sowohl die Transformations-
aktivitat als auch das Proteinbandenmuster des PSA-Myzels wurden mit der Aktivitit und dem
Bandenmuster des Fruchtkorpers verglichen. Des Weiteren wurden die Aktivititen der Enzyme
aus Pleurotus sapidus, Pleurotus ostreatus und Pleurotus eryngii gegeniiber (+)-Valencen und de-
ren Proteinbandenmuster untersucht und verglichen. Die cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapi-
dus wurde in Vorarbeiten isoliert und von ARTES Biotechnology GmbH heterolog in Hansenula po-
lymorpha exprimiert. Die kodierende Gesamtsequenz des Enzyms wurde dabei jedoch nicht voll-
standig isoliert. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit die cDNA-Sequenz der Oxyge-
nase erneut isoliert und das Enzym heterolog exprimiert. Die hochsten Homologien auf Basis der
Aminosduresequenz wurden zu einer postulierten Lipoxygenase aus Pleurotus ostreatus nachge-
wiesen. Bei der heterologen Expression durch ARTES Biotechnology GmbH wurde l6sliches aber
inaktives Enzym erhalten. Deswegen wurde die rekombinante Oxygenase mittels iFOLD® Protein
Refolding System-Kit riickgefaltet; trotz Proteinriickfaltung wurde kein aktives Enzym erhalten.

Mittels Real-time-PCR wurde die Untersuchung der Expression der Oxygenase in den Seitlingen
Pleurotus sapidus, Pleurotus ostreatus und Pleurotus eryngii vorgenommen. Als Proben-Templates
wurden die cDNA-Erststrange (ss) von P. sapidus, P. eryngii und P. ostreatus der unterschiedli-
chen Kulturtage eingesetzt. Die Anzahl der Transkripte der Oxygenase in dem Basidiomyceten
Pleurotus sapidus betrug von 25 bis 71 Kopien ng~! cDNA(ss). Die Anzahl in Pleurotus eryngii und
Pleurotus ostreatus lag wesentlich niedriger. Die erfolgreiche Amplifizierung der repriasentativen
Fragmente der Oxygenase wurde durch die Sequenzierung der Nukleotidsequenz iiberpriift und
bestatigt.

Die rekombinante Peroxidase MsP1 aus Mycetinis scorodonius wurde bei der Firma DSM in Asper-
gillus niger erfolgreich liberexprimiert und ist die erste heterolog exprimierte DyP-Typ-Peroxidase
aus der Familie der Schwindlingsverwandten. Um MsP1 von dem Kulturiiberstand abzutrennen,
wurde eine geeignete Reinigungsmethode mittels FLPC entwickelt. Die gereinigte DyP-Typ-Per-
oxidase wurde proteinbiochemisch charakterisiert und deren kinetische Parameter fiir unter-
schiedlichste Substrate bestimmt. Das aktive Enzym liegt im Gegensatz zu anderen DyP-Typ-Per-
oxidasen als Dimer vor. MsP1 weist eine hohe Thermostabilitdt auf. Das pH-Profil des Enzyms
zeigte, abhdngig von den eingesetzten Substraten, Aktivititsmaxima zwischen pH 2,5 und 4,5 und
ist vergleichbar mit den pH-Profilen anderer DyP-Typ-Peroxidasen. Neben dem Einfluss von Was-

serstoffperoxid wurde auch der Einfluss von Sauerstoff auf die Enzymaktivitidt von MsP1 unter-



sucht. MsP1 oxidiert 5-Carotin auch in Abwesenheit von Wasserstoffperoxid, wobei die Enzym-
aktivitat durch die Zugabe von H, 0, signifikant gesteigert werden kann. Des Weiteren wurde die
Enzymaktivitit gegeniiber §-Carotin durch die Anreicherung des Reaktionspuffers mit Sauerstoff
um den Faktor 2,3 gesteigert. Dies deutet darauf hin, dass MsP1 neben der Peroxidase- auch ei-
ne Oxidasefunktion aufweist. Das ermittelte Substratspektrum des Enzyms umfasste neben na-
tiirlichen Farbstoffen und dem charakteristischen DyP-Typ-Substrat auch bekannte Substrate fiir
polyvalente Peroxidasen und Mangan- bzw. Ligninperoxidasen. Die Fihigkeit von MsP1, Mn?* zu
oxidieren, ist aufdergewohnlich und wurde bisher nur fiir eine weitere DyP-Typ-Peroxidase aus
Pilzen beschrieben.

Zur Rickgewinnung von MsP1 aus technischen Prozessen wurde reines MsP1 mit Hilfe kova-
lenter chemischer Bindungen an Oberflachen von Silica-Monolithen und Polystyrolkugeln im-
mobilisiert. Zum einen erfolgte die Immobilisierung mit Glutardialdehyd als homobifunktiona-
lem Cross-Linker; zum anderen durch eine chemische Aktivierung der Oberflichengruppen mit
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid
(NHS) und anschliefdender Ausbildung stabiler Amidbindungen. Mit Hilfe von Glutardialdehyd
wurden zwar geringe Mengen des gereinigten MsP1 an die verwendeten Silica-Monolithen im-
mobilisiert; jedoch fiihrte die anschliefRende Reduktion der Schiffschen Base mittels Natriumbor-
hydrid zu einer Inaktivierung des Enzyms. Mit Hilfe von EDC und NHS wurde aktives MsP1 erfolg-
reich an Silica-Monolithen und Polystyrol-Kugeln immobilisiert. Von diesen Materialien wurde die
Wiederverwendbarkeit sowie die Lagerstabilitit iiberpriift. Weiterhin wurden sie zur Bleichung
von Molke eingesetzt. Immobilisiertes MsP1 bleichte sowohl den durch Annattozusatz gefarbten
Natriumacetat-Puffer, als auch die gefarbte Molke innerhalb von 12 Stunden. Das Resultat der
Bleichung war vergleichbar mit dem Resultat der Bleichung durch nicht immobilisiertes, aktives
Enzym.



Abstract

The native oxygenase from Pleurotus sapidus, which catalyses the selective allylic oxidation of
(+)-valencene to (+)-nootkatone, was biochemically characterised. The enzyme, which exists in-
tracellular, has a molecular mass of 76 kDa and a pl of 5.81. The stability of the oxygenase was
examined in matters of storage duration and different cell disruption techniques. The highest
product concentration of (+)-nootkatone was achieved by using an agitator bead mill. Both, the
transformation activity and the protein pattern of the PSA mycelium were compared with the
activity and protein pattern of the fruiting body. In addition, the enzyme activities of Pleuro-
tus sapidus, Pleurotus ostreatus and Pleurotus eryngii towards (+)-valencene as well as their pro-
tein patterns were examined and compared. The cDNA of the oxygenase was isolated in a previous
study and heterologously expressed in Hansenula polymorpha by ARTES Biotechnology GmbH.
However, in the previous study the entire coding sequence of the enzyme was not fully isolated.
Therefore, the cDNA of the oxygenase was isolated again and the enzyme was heterologously ex-
pressed a second time. The highest homologies on the basis of the amino acid sequence were de-
tected with a postulated lipoxygenase from Pleurotus ostreatus. From the heterologous expression
performed by ARTES Biotechnology GmbH, a soluble but inactive enzyme was obtained. Due to
that, the recombinant oxygenase was refolded by means of an iFOLD® Protein Refolding System-

Kit. However, despite refolding, no active enzyme could be obtained.

The expressions of the oxygenases from Pleurotus sapidus, Pleurotus ostreatus and Pleurotus eryngii
were studied by means of Real-time-PCR. The cDNA-first-strand (ss) of P. sapidus, P. eryngii and
P, ostreatus of the different culture days were used as templates. The number of transcripts of
the oxygenase from the basidiomycete Pleurotus sapidus amounted to values between 25 and
71 copies ng'! cDNA(ss). However, the numbers in Pleurotus eryngii and Pleurotus ostreatus were
considerably lower. The successful amplification of the representative fragments of the oxygenase

was proven and confirmed by sequencing of the nucleotide sequence.

The recombinant peroxidase MsP1 from Mycetinis scorodonius was successfully overexpressed in
Aspergillus niger by DSM and is the first heterologously expressed DyP-type peroxidase from the
Pleurotus species. In order to separate MsP1 from the supernatant, an appropriate purification
method by means of FPLC was developed. The purified DyP-type peroxidase was biochemically
characterised and the kinetic parameters for different substrates were determined. In contrary
to other DyP-type peroxidases, the active enzyme MsP1 is a dimer which showed a high thermo-
stability. Depending on the substrate, the pH profile showed maximum activities in the range of
pH 2.5 to 4.5 and is therefore comparable with pH profiles of other DyP-type peroxidases. Ad-
ditional to the influence of hydrogen peroxide the influence of oxygen on the enzyme activity of
MsP1 was investigated. MsP1 oxidises f-carotene even in absence of hydrogen peroxide, whereby
the enzyme activity can be raised significantly by the addition of H,0,. Furthermore, the enzyme

activity towards -carotene was increased by the factor of 2.3 by enriching the reaction buffer with



oxygen. This indicates a possible oxidase function in addition to the peroxidase function. The
identified substrate spectrum includes known substrates for versatile peroxidases, manganese
peroxidases and lignin peroxidases besides natural colouring agents and characteristic DyP-type
substrates. The ability of MsP1 to oxidise Mn?* is exceptional and was reported for only one other

fungal DyP-type peroxidase.

To recover MsP1 from technical processes, the enzyme was immobilised onto the surfaces of silica
monoliths and polystyrene balls. The immobilisation was achieved by glutaraldehyde used as
homobifunctional cross linker as well as by chemical activation of the surface groups by 1-(3-di-
methylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS),
followed by the formation of stable amide bonds. By means of glutaraldehyde, small amounts of
MsP1 were immobilised on the silica monoliths. However, the subsequent reduction of the Schiff
base using sodium borohydride led to an inactivation of the enzyme. By the help of EDC and NHS
active MsP1 was successfully immobilised on silica monoliths and polystyrene balls. These ma-
terials were tested with regard to their reusability and storage stability; additionally, they were
used to bleach whey. In summary, immobilised MsP1 bleached sodium acetate buffer coloured by
annatto, as well as coloured whey within 12 hours. The result of the bleaching was comparable

to the result of the bleaching by non-immobilised active enzyme.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Alternative Verfahren zu gangigen chemischen Prozessen

Das Interesse an biotechnologischen Verfahren fiir den Einsatz in industriellen Produktionspro-
zessen istin den letzten Jahren deutlich gestiegen. Die Griinde dafiir liegen in vielfaltigen Vorteilen
gegeniiber herkdmmlichen Verfahren wie beispielsweise (Buchholz und Kasche 1997):

¢ neue Reaktionsmoglichkeiten und Produkte
e weniger Produktionsschritte

e geringerer Energieverbrauch

Reduktion der Schadstoffemission

¢ Einsparung von Rohstoffen

Die sogenannte ,Weif3e Biotechnologie“! liefert mit der Biokatalyse durch die Nutzung von leben-
den Zellen und Enzymen umweltfreundliche und nachhaltige Alternativverfahren zu den gingi-
gen chemischen Prozessen (Frazetto 2003). Fiir die industrielle Herstellung liegt das Potential der
Biokatalyse in der Entwicklung neuer Prozesse mit hochspezifischen Stoffumwandlungen. Diese
arbeiten sowohl energie- als auch ressourcensparend? und minimieren dabei die Erzeugung nicht
verwertbarer Abfallstoffe (Buchholz und Kasche 1997; Braun et al. 2006).

In der Textilproduktion sind viele Prozesse (Stoffveredelung, Farben), unabhdngig davon ob es
sich um die Herstellung und Verarbeitung von Kunst- oder Naturfasern (Baumwolle, Wolle, Seide)
handelt, durch einen hohen Energieverbrauch und haufig durch eine Gewasserbelastung gekenn-
zeichnet. Diesen 6kologischen Problemen soll mit neu entwickelten Verfahren, die beispielswei-
se auf der enzymatischen Behandlung von Rohstoffen mit Oxidasen/Peroxidasen beruhen, wir-
kungsvoll entgegengetreten werden (Heiden und Erb 2003).

1Weif steht fiir das langfristige Ziel, im industriellen Herstellungsprozess keine Schad- und Abfallstoffe entstehen zu
lassen.
ZNutzung nachwachsender Rohstoffe und vermarktbarer Wertstoffe aus Abfall- und Reststoffen.
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Von besonderem Interesse ist auch die effiziente Nutzung nachwachsender Rohstoffe mittels Bio-
raffinerietechnologien. Im Gegensatz zu den endlichen fossilen Rohstoffen werden nachwachsen-
de Rohstoffe wie Holz und Stroh kontinuierlich in nahezu unerschépflichen Mengen produziert
und stellen somit eine der ergiebigsten natiirlichen Ressourcen dar. Nach Schiatzungen werden
jahrlich ca. 140 Billionen Tonnen Biomasse von Pflanzen produziert (Steinbiichel 2006).
Lignocellulosen bilden die Zellwand verholzter Pflanzen und bestehen aus den Hauptkomponen-
ten Lignin, Hemicellulose und Cellulose, die ein komplexes, robustes und teilweise kristallines
Netzwerk? bilden. Ein direkter biotechnologischer Abbauprozess von Lignocellulose zu niitzli-
chen Werkstoffen bzw. Biokraftstoff ist bis jetzt noch nicht méglich (Bouws et al. 2008).

Die komplexe Struktur des Lignins* entsteht durch die verschiedenen Verkniipfungsmoglichkei-
ten der drei Grundbausteine Coniferyl-, Sinapyl- und Cumarylalkohol (Sarkanen und Ludwig 1971).
Der heterogene Aufbau des Lignins stellt fiir die meisten Mikroorganismen eine Barriere dar (Hof-
richter und Steinbiichel 2001). Durch oxidativen Abbau des Lignins kdnnten die fiir die Herstel-
lung einer Vielzahl an Polymeren und Feinchemikalien geeigneten Phenylpropaneinheiten ge-
wonnen werden.

Uber eine enzymatische Hydrolyse der Cellulose- und Hemicellulosebestandteile konnen vor al-
lem Cellubiose und Glucose gewonnen werden. Diese konnen entweder direkt in der biotechnolo-
gischen Industrie eingesetzt werden, oder als Produktionsplattform zum Beispiel fiir Bioethanol
und Ethylacetat dienen (Braun et al. 2006).

Neben altbekannten Fermentationsverfahren wie der Weinherstellung werden in der Lebensmit-
telindustrie Biokatalysatoren unter anderem zum Klaren von Fruchtsaften, zur Stabilisierung von
Schidumen und zur Stirkeverzuckerung eingesetzt. Weiterhin werden Biokatalysatoren fiir die
Herstellung von Aromen verwendet. Aromen finden in der Lebensmittel-, Kosmetik- und Parfiim-
industrie sowie bei der Herstellung von Wasch- und Reinigungsmitteln vielseitige Verwendung.
Ein grofder Teil der verwendeten Aromen wird durch chemische Synthese gewonnen, da der stetig
wachsende Bedarf nicht durch die natiirliche Gewinnung aus Pflanzenteilen gedeckt werden kann
(Cheetham 2001; Scragg 2007). Hinzu kommt, dass die Gewinnung mit traditionellen Verfahren
haufig unwirtschaftlich ist, da die Qualitit des Pflanzenmaterials durch wechselnde klimatische
Gegebenheiten jahrlich schwankt. AufRerdem fithren Missernten aufgrund von schlechtem Wetter
oder Schadlingsbefall zu einer Erhéhung der Kosten.

3polysaccharide formen Cellulose- oder Hemicellulosemicrofasern, die dicht gepackt zwischen Ligninschichten lie-
gen.

*Lignin ist ein dreidimensionales Netzwerk aus Phenylpropaneinheiten, die teilweise am Phenylring mono- oder di-
methoxyliert und am Propanrest mit Hydroxygruppen substituiert sind. Dadurch ergibt sich eine Vielzahl an Unter-
einheiten, die wiederum auf unterschiedliche Weise durch Ether- und C-C-Bindungen miteinander verkniipft sind
(Martinez et al. 2005).
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Alternative Synthesewege natiirlicher Aromastoffe gewinnen fiir die Industrie zunehmend an Be-
deutung, da der Endverbraucher ,natiirliche Aromastoffe” gegeniiber chemisch synthetisierten
Aromastoffen bevorzugt.

Gemaf3 Art. 3 Abs. 2 lit. ¢ der Verordnung (EG) Nr. 1334/2008 handelt es sich um einen ,natiirli-
chen Aromastoff*, wenn er , durch geeignete physikalische, enzymatische oder mikrobiologische
Verfahren aus pflanzlichen, tierischen oder mikrobiologischen Ausgangsstoffen gewonnen wird.
Natiirliche Aromastoffe sind Stoffe, die natiirlich vorkommen und in der Natur nachgewiesen
wurden.” Biotechnologisch erzeugte Aromastoffe diirfen demnach als ,natiirliche Aromastoffe*
deklariert werden, was einen Vorteil gegeniiber chemosynthetisch hergestellten Aromastoffen
darstellt.

Die Bereitstellung ausreichender Mengen an Biokatalysatoren fiir den Einsatz in biotechnologi-
schen Produktionsverfahren scheitert jedoch vielfach noch daran, dass die benétigten Enzyme
nicht in ausreichender Menge aus den Wildtypstdmmen isoliert werden konnen. Daher ist die
Entwicklung effizienter Expressionssysteme in mesophilen Wirtsorganismen von besonderer Re-
levanz, um die Biokatalysatoren fiir Umwelt und Gesellschaft verfiigbar zu machen (Heiden und
Erb 2003).

1.1.1 Biotechnologischer Einsatz von Basidiomyceten

Zum Phylum der Basidiomyceten (Standerpilze) gehoren ca. 30 000 Arten (Kirk et al. 2008) zu
denen fast alle Speisepilze zdhlen. Sie besitzen ein einzigartiges Enzymsystem mit einem hohen
Anwendungspotential in der Weif3en Biotechnologie.

Aufgrund der komplexen Substrate wie Holz und terpenreiche Biopolymere produzieren Basidio-
myceten eine eindrucksvolle Auswahl an unterschiedlichsten Enzymen - einschliefilich Hydrola-
sen (Pérez et al. 2002) und Oxidoreduktasen (Scheibner et al. 2008). Die haufig extrazellularen
Enzyme weisen dabei eine aufdergewohnliche Stabilitdt auf (Jacobs und Callewaert 2009). Zudem
sind Basidiomyceten in der Lage, zahlreiche nachwachsende Rohstoffe als Kohlenstoffquelle und

als Substrate in Transformationsreaktionen zu nutzen (Bouws et al. 2008).

Unter den Basidiomyceten gehéren Weif3- und Braunfdulepilze zu den wenigen Organismen, die
die polymeren Substanzen der Lignocellulose abbauen und somit fiir den Pilz nutzbar machen
kénnen (Miiller und Loeffler 1992).

Wahrend die Braunfdulepilze in erster Linie Cellulose und Hemicellulose zersetzen, bauen Weif3-
faulepilze primir Hemicellulose und Lignin ab (Eriksson et al. 1990; Zabel und Morrell 1992;
Schwarze et al. 2000). Der Ligninabbau kann dabei simultan mit dem Abbau von Hemicellulose
und Cellulose oder davor stattfinden (Otjen und Blanchette 1986). Im Sekretom des Weifdfiaule-
pilzes Pleurotus sapidus, wurde eine Vielzahl an Enzymen identifiziert, die dem Lignocellulose-
Abbau dienen. Zu ihnen zdhlen unter anderem Cellulasen, Hemicellulasen, Peptidasen, Esterasen,

Laccasen und insbesondere Peroxidasen (Zorn et al. 2005).




Einleitung

Die am Abbau beteiligten Peroxidasen sind vor allem Lignin- und Manganperoxidasen
(Martinez et al. 2005). Zusitzlich besitzen einige Pilze, die zur Gattung der Pleuroten oder Bjer-
kandera gehorigen, eine dritte Art von Peroxidasen.

Diese Enzyme werden als polyvalente Peroxidasen® bezeichnet und kombinieren die katalyti-
schen Eigenschaften von Mangan- und Ligninperoxidasen (Martinez et al. 1996; Mester und Field
1998).

Die heterogene Zusammensetzung des Lignins fiihrt dazu, dass die lignolytischen Enzyme eine
geringe Substratspezifitit besitzen. Daher konnen Laccasen und Peroxidasen fiir den Abbau von
Umweltkontaminanten wie polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen im Erdboden oder
von Azofarbstoffen in Industrieabwéssern eingesetzt werden (Baldrian et al. 2000; Levin et al.
2005).

Wahrend lignolytische Enzyme aus Weif3faulepilzen in der papierverarbeitenden Industrie be-
reits seit langem technologisch genutzt werden und eine Vielzahl von Patentschriften vorliegen
(Scott und Akhtar 2001), ist das Potential dieser Enzyme zur Produktion hochwertiger Lebens-
mittelinhaltsstoffe wenig untersucht.

Die Spaltung von Carotinoiden ist fiir die Riechstoffindustrie von Interesse, da Carotinoide Vor-
stufen von Aromastoffen wie beispielsweise von a- und 5-Ionon, Geraniol und f-Damascenon dar-
stellen (Winterhalter 1996; Winterhalter und Rouseff 2002). Weiterhin spielt der Abbau von Ca-
rotinoiden bei der Bleichung von Lebensmitteln eine Rolle.

Aus dem Kulturiiberstand des Weifd3faulepilzes Mycetinis scorodonius (Knoblauchschwindling),
wurde das Enzym MsP1 isoliert, das §-Carotin zu fliichtigen Verbindungen abzubauen vermag
(Zorn et al. 2003a). MsP1 wurde, aufgrund von Sequenzhomologien zu der Peroxidase DyP (dye
decolorizing peroxidases) aus dem Basidiomyceten Bjerkandera adusta, der neuen Peroxidase-
Familie der DyP-Typ-Enzyme zugeordnet (Scheibner 2006). Die Peroxidase zeigt keine Sequenz-
homologien zu Lignin-, Mangan- bzw. polyvalenten Peroxidasen. Obwohl die Sekretion der Peroxi-
dase durch Zusatz von Lignin und verschiedenen Lignocellulosen stark induziert wird (Hiilsdau
2007), ist der Beitrag des Enzyms zum Abbau von Lignocellulose noch nicht abschlief3end geklart
(Linde et al. 2015b).

Die Peroxidase MsP1 aus Mycetinis scorodonius wurde in Aspergillus niger iiberexprimiert und
wird industriell als ,MaxiBright™ “ zur Entfirbung von Molke aus dem Kéisereiprozess eingesetzt.
Der enzymatische Prozess ersetzt dabei das herkdmmliche Verfahren der chemischen Bleichung,
wodurch die Denaturierung von Molkeproteinen und die Bildung von Fehlaromen vermieden

werden.

Sversatile Peroxidasen (VP)
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Unter den Aromastoffen bilden Terpenkohlenwasserstoffe und ihre Oxidationsprodukte - die Ter-
penoide - eine bedeutende Gruppe. Mono- und Sesquiterpenoide sind haufig die Schliisselaroma-
stoffe pflanzlicher etherischer Ole und wichtige Aromastoffe fiir Lebensmittel, Parfiims und an-
dere Kosmetika. Dabei zeigen vor allem die einfach oxidierten Verbindungen eine grofde Vielfalt
an Geruchseindriicken, wohingegen reine Terpenkohlenwasserstoffe eher unauffillige, weniger
bedeutende Geruchsqualitidten aufweisen (Ohloff 1994).

Eine neuartige Oxygenase aus dem Weifdfaulepilz P, sapidus katalysiert die selektive allylische Oxi-
dation (Oxyfunktionalisierung) des Sesquiterpenkohlenwasserstoffs (+)-Valencen zu (+)-Nootka-
ton (Kaspera 2004; Fraatz et al. 2009b; Abb. 1.1).

HO

Pleurotus sapidus

S

HO,,

3

Abbildung 1.1: Biotransformation von (+)-Valencen (1) zu a-Nootkatol (2), -Nootkatol (3) und (+)-Nootkaton (4)
mit Myzel von P. sapidus.

Nach Limonen und Myrcen ist Valencen einer der Hauptbestandteile von Essenzoélen der Valencia
Orangen (Citrus sinensis) und fallt als Neben- bzw. Abfallprodukt bei der Herstellung von Orangen-
saft im Tonnenmaf3stab an. Im Ol tiberreifer Friichte, wurden bis zu 1,5% Valencen nachgewiesen
(Moshonas und Shaw 1979).

(+)-Nootkaton® ist ein begehrter Aromastoff der Grapefruit und wird als Riech- und Duftstoff in
der Kosmetik- und Arzneimittelindustrie sowie zur Aromatisierung von Lebensmitteln verwen-
det. Das synthetische Isomer (-)-Nootkaton weist im Gegensatz zu (+)-Nootkaton nur einen hol-
zig wiirzigen Geruch auf, und der Geruchsschwellenwert ist in wassrigen Medien um den Faktor
1.000 hoher (Haring et al. 1972; Fisher und Scott 1997).

6(+)-Nootkaton besitzt einen leicht bitteren Geschmack und einen extrem niedrigen sensorischen Schwellenwert von
etwa 1 pgL™! in Wasser (Ohloff 1994).
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Weiterhin wurden einige pharmakologische Wirkungen von (+)-Nootkaton beschrieben. Beispiels-
weise hemmt (+)-Nootkaton die Aktivitdt der Acetylcholinesterase (Miyazawa et al. 1997; Miyaza-
wa et al. 2001) und die Aktivitit der Cytochrom-P450-Monooxygenase (CYP450; Tassaneeyakul
et al. 2000). Des Weiteren kann (+)-Nootkaton als Insektizid gegen Larven der Drosophila mela-
nogaster oder Termiten (Coptotermes formosanus) eingesetzt werden (Zhu et al. 2001; Miyazawa
etal 2000).

Aufgrund der geringen Akkumulation von (+)-Nootkaton in Pflanzen ist dessen extraktive Gewin-
nung nicht wirtschaftlich. Der industrielle Bedarf wird nahezu ausschliefilich durch Chemosyn-
these gedeckt, bei der oft umweltbelastende Reagenzien, Katalysatoren und Lésungsmittel zum

Einsatz kommen (Hunter und Brogden 1965).

Die enzymatische Synthese von (+)-Nootkaton mit Hilfe der Oxygenase aus P. sapidus ermdoglicht
die biotechnologische Gewinnung des natiirlichen Aromastoffes. Bislang wurde jedoch noch kein
biotechnologisches Verfahren zur Produktion von (+)-Nootkaton im industriellen Mafistab eta-
bliert.

Die Peptidsequenzen der Oxygenase aus Pleurotus sapidus wiesen Homologien zu putativen Lip-
oxygenasen verschiedener Asco- und Basidiomyceten auf und die kodierende cDNA wurde klo-
niert (Fraatz et al. 2009b). Weiterhin wurde die rekombinante Oxygenase aus P, sapidus in Han-
senula polymorpha exprimiert (Riemer 2010).

1.2 Zielsetzung

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der biochemischen und molekularbiologischen
Charakterisierung zweier neuartiger Oxidoreduktasen aus Basidiomyceten.

Zum einen sollte die native Oxygenase aus Pleurotus sapidus, welche die selektive allylische Oxida-
tion von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton Kkatalysiert, proteinbiochemisch charakterisiert werden.
Dazu wurde das Enzym hinsichtlich der Stabilitdt in Abhadngigkeit von der Lagerungsdauer und
verschiedenen Zellaufschlusstechniken untersucht. Weiterhin wurde die Expression der Oxyge-
nase in verschiedenen Seitlingen mittels Real-time-PCR verglichen. Auch ein Vergleich zwischen
der nativen Oxygenase aus Pleurotus sapidus und der rekombinanten Oxygenase sollte erfolgen.
Da die rekombinante Oxygenase aus Pleurotus sapidus keine Aktivitidt gegeniiber (+)-Valencen
zeigte, sollte ausgehend von vorangegangenen Arbeiten (Riemer 2010) die kodierende cDNA-
Sequenz der Oxygenase erneut isoliert und das Enzym heterolog in Hansenula polymorpha ex-
primiert werden. Zum anderen sollte die in Aspergillus niger iberexprimierte rekombinante Per-
oxidase MsP1 aus Mycetinis scorodonius proteinbiochemisch charakterisiert werden. Dazu sollte
das rekombinante Enzym mittels FPLC gereinigt werden und anschliefend das Substratspektrum,
die charakteristischen Optima und die kinetischen Parameter (Ky,) und (k.q:) bestimmt werden.
Weiterhin sollte das gereinigte MsP1 fiir einen besseren industriellen Einsatz an verschiedenen

Materialien immobilisiert und dessen Anwendung gezeigt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Enzyme

Die rekombinante Peroxidase MsP1 aus Mycetinis scorodonius wurde von der niederldndischen
Firma DSM (Delft) in Aspergillus niger tiberexprimiert. Der enzymhaltige Kulturiiberstand wurde

fiir die Untersuchungen von dieser Firma zur Verfiigung gestellt.

Die rekombinante Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde von der Firma ARTES Biotechnology
GmbH (Langenfeld) in Hansenula polymorpha exprimiert. Von dieser Firma wurden der enzym-
haltige Gesamtzellextrakt und das Zellpellet sowie nicht aufgeschlossene Zellpellets und Glyce-

rolkulturen zur Verfiigung gestellt.

Bei der Firma Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) wurde als Positivkontrolle fiir den Lipoxyge-
naseassay (s. 2.13.8) eine Lipoxygenase aus der Sojabohne (fiir die Biochemie, > 50 000 U mg™1)

erworben.

Fiir molekularbiologische Arbeiten wie die cDNA-Synthese, die DNA-Isolierung oder die Real-
time-PCR wurden DNA- und RNA-modifizierende Enzyme eingesetzt (Tab. 2.1).

Tabelle 2.1: Verwendete DNA- und RNA-modifizierende Enzyme

Enzym Verwendung Hersteller

Advantagew 2 LD-Polymerase-Mix cDNA-Synthese Clontech Laboratories, Inc.,
Saint-Germain-en-Laye

HotStarTaq-Polymerase PCR Qiagen GmbH, Hilden

SuperScript Reverse Transkriptase II cDNA-Synthese Invitrogen GmbH, Darmstadt

SuperScript Reverse Transkriptase 111 cDNA-Synthese Invitrogen

RNase H DNA-Isolierung Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Diiren

Sso Advantage™ 2 SYBR® Green Supermix’  Real time-PCR Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

RNase H Real time-PCR Invitrogen

7 enthalt die Sso7d-fusion Polymerase
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2.2 Mikroorganismen

Tabelle 2.2: Verwendete Mikroorganismen

Stamm Stamm-Nr.  Abkiirzung  Herkunft

Pleurotus eryngii 8264 PER Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ),
Braunschweig

Pleurotus ostreatus 1020 POS DSMZ

Pleurotus sapidus 8 8266 PSA DSMZ

Coprinopsis cinerea C29-2 COCI Friedrich-Schiller-Universitat, Jena

Escherichia coli TOP10 E. coli Invitrogen

Hansenula polymorpha — H. polymorpha ARTES

2.3 Materialien zur Immobilisierung

Die Fixierung von MsP1 erfolgte an zwei verschiedene Materialien (Abb. 2.1), die in den folgenden
Kapiteln (s. 2.3.1 und 2.3.2) beschrieben werden.

Abbildung 2.1: Materialien, die zur Immobilisierung von MsP1 verwendet wurden: (a): Bruchstilicke des funktio-
nalisierten Silica-Monolithen; (b): funktionalisierte Polystyrol-Kugeln in 300-facher VergrofRerung
(kleines Bild)

®Die in der Arbeit verwendeten Fruchtkorper des Basidiomyceten PSA wurden von Frau Dr. Ina Schiittmann
(AG Prof. Dr. Zorn, Institut fiir Lebensmittelchemie und -biotechnologie der Justus-Liebig-Universitit Giefden) zur
Verfiigung gestellt.
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2.3.1 Silica-Monolithe

Die verwendeten Silica-Monolithen wurden von Herrn Till von Graberg (AG Prof. Dr. Smarsly,
Physikalisch-Chemisches Institut der Justus-Liebig-Universitdt Giefden) zur Verfiigung gestellt.
Die Monolithe wurden mit verschiedenen reaktiven Gruppen funktionalisiert (Tab. 2.3). Ihre Her-

stellung sowie Funktionalisierung sind im Anhang (s. 7.1) dargestellt.

Tabelle 2.3: Verwendete Silica-Monolithen

Abkiirzung Beschreibung

Blind-SiO, reines Silica ohne Funktionalisierung

AP-SiO, Silica funktionalisiert mit 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS)

MAP-Si0, Silica funktionalisiert mit N-Methyl-3-aminopropyltrimethoxysilan (MAPTMS)®
BSMAP-SiO,, Silica funktionalisiert mit N-Methyl-3-aminopropyltrimethoxysilan (MAPTMS)

und Bernsteinsdureanhydrid

NH,

(a) Blind-Si0, (b) AP-SiO,

OH

2T
2

N ~N

7SS0y Vs (5i0) 7

(c) MAP-Si0, (d) BSMAP-SiO,

Abbildung 2.2: Darstellung der verschiedenen reaktiven Gruppen auf den Silica-Oberflachen

Swurde fiir die Funktionalisierung mit Bersteinsiureanhydrid hergestellt
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2.3.2 Polystyrol-Kugeln

Die reaktiven Polystyrol-Kugeln wurden von der Firma Rapp Polymere GmbH in Tiibingen bezo-
gen (Tab. 2.4).

Tabelle 2.4: Verwendete Polystyrol-Kugeln

Abkiirzung Beschreibung Bindungskapazitat Partikelgrofie
in mmol g™! in um
Carboxy-PSm)!° Carboxypolystyrol 1,55 250-315
Carboxy-PS(n*° Carboxypolystyrol 1,12 400-450
BSAM-PS()!? Aminomethylpolystyrol acyliert 1,02 250-315
mit Bernsteinsaure
BSAM-PS(1)1° Aminomethylpolystyrol acyliert 0,94 400-450

mit Bernsteinsiure

0] OH
Y \'\ll 0

11111111

11111111

(a) Carboxy-PS (b) BSAM-PS

Abbildung 2.3: Darstellung der verschiedenen reaktiven Gruppen auf den Polystyrol-Oberflachen

1% Die Verwendung von (I) bzw. (II) erfolgte zur Unterscheidung der Polystyrol-Kugeln mit gleichen Oberflichengrup-
pen jedoch unterschiedlichen Bindungskapazitdten und Partikelgréfien

10
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2.4 Molekularbiologische und biochemische Materialien

2.4.1 Antikorper

Die Aminosduresequenz CQDAQYYPDDASVAGD wurde in vorherigen Arbeiten (Riemer 2010) als
Antigendeterminante fiir die Produktion polyklonaler Antikérper gegen die Oxygenase aus PSA
ausgewihlt. Die Synthese des Peptids und die Produktion der Antikérper!'! in Kaninchen wurden

von der Firma BioGenes GmbH in Berlin durchgefiihrt.

Das Praiimmunserum der Kaninchen und das zur Produktion der Antikérper eingesetzte Peptid!?

wurden ebenfalls von dieser Firma bezogen.

Von Merck KGaA in Darmstadt stammte der Antikorper Ziege anti-Kaninchen IgG konjugiert mit

einer Peroxidase.

Der Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikérper konjugiert mit einer alkalischen Phosphatase wurde

von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH in Steinheim erworben.

2.4.2 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)-Saulen

Alle Saulen inklusive Zubehor wurden von GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, erworben
(Tab. 2.5).

Tabelle 2.5: Verwendete FPLC-Sdulen und Zubehor

Saule/Zubehor Funktion

Superdex 200 10/300 GL Gelfiltration

HiPrep DEAE-FF 16/10-Fertigsaule schwacher Anionentauscher
Q-Sepharose-High-Performance-Saulenmaterial (Q-HP)  Anionentauscher

XK 26/20 Column Leersaule

Packingreservoir RK 16/26 Saulenpackhilfe

HiTrap™ IEX Selection Kit 1 mL Testsiulen

HiTrap DEAE-FF-Saule schwacher Anionentauscher
HiTrap Q-FF-Saule starker Anionentauscher

Hanti-CQDAQYYPDDASVAGD-amid IgG
Zkonjugiert an Rinderserumalbumin (BSA)

11
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2.4.3 GroRenstandards

Tabelle 2.6: Verwendete GroRenstandards 13

Proteingrof3enstandard

Hersteller

PageRuler” Unstained Protein Ladder (Abb. 7.4a)
PageRuler” Prestained Protein Ladder (Abb. 7.3b)
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Abb. 7.3a)

SERVA Native Marker Liquid Mix (Abb. 7.4b)
IEF Marker 3-10, Liquid Mix (Abb. 7.5)

Fermentas

Fermentas

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Serva

DNA-Grofdenstandard

Hersteller

100 bp-DNA-Leiter extended (Abb. 7.2b)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

1 kbp DNA-Leiter (Abb. 7.2a) Carl Roth
2.4.4 Kits
Tabelle 2.7: Verwendete Kits
Kit Verwendung Hersteller
RNeasy® Plant Mini Kit RNA-Isolierung Qiagen

Nucleo Spin® Plasmid Kit

Nucleo Spin® Extrakt II Kit

Nucleo Spin® Plant II Kit

SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit

TOPO TA Cloning® Kit 1*

Serva Gel” N Native Starter Kit

PEROXsay™ Assay

Protein Molecular Weight Standards
Novagen® iFOLD® Protein Refolding System 2

Plasmid-Isolierung
DNA-Extraktion
DNA-Isolierung
Erststrangsynthese
Klonierung

native PAGE
H,0,-Konzentration
Gelfiltrationschromatographie
Proteinriickfaltung

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Clontech

Invitrogen

Serva

G-Biosciences, St. Louis
Serva

Merck KGaA, Darmstadt

13 Abbildungen der verwendeten Standards sind im Anhang (s. 7.2) dargestellt.
Das TOPO TA Cloning® Kit enthalt den pCR® 2.1-TOPO®-Vektor und One Shot® TOP 10 chemisch kompetente Zellen.

12
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2.4.5 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide stammen von der Firma Eurofins MWG GmbH in Ebersberg. Die aufgefiihrten

Schmelztemperaturen wurden nach der 2 °C + 4 °C-Regel berechnet:

Ty = n - [GC] - 4°C + n - [AT] - 2°C

n: Anzahl der Basen

(1

Tabelle 2.8: Verwendete Oligonukleotide mit interner Nummer, Name, Sequenz und Schmelztemperatur (T,,)

Nummer Name Sequenz Tm
Transcribed Spacer Region (ITS-Region)
1473 ITS4 5'>TCCTCCGCTTATTGATATGC<3" 58°C
1474 ITS5 5'>GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG<3' 58°C
Kolonie-PCR
1110 M13for 5' >GTAAAACGACGGCCAG< 3" 50°C
1111 M13rev 5'>CAGGAAACAGCTATGAC<3" 50°C
Isolierung genomischer DNA
3608 loxgenrevl 56 5'>TCAAATTACAATCGCATTTGC<3' 56°C
6719 loxgenfor2 54 5'>TCCACAACTACGCCTATG«<3" 54°C
3607 loxgenfor4 58 5'>TCGAGCACACTACGTCCG«<3"' 58°C
5234 revloxFrl 58 5'>AGGCCTGAATTTGCGTATCT<3" 58°C
cDNA-Synthese
6559 SMART 2 oligo 5'>AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG<3' 94 °C
7916A8 3'SMART CDS 2A  5'>AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(TTT)1oVN<3" 134°C
6561 5’PCR Primer 2A  5'>AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT<3' 68°C
6203 loxgenfor5 54 5'>ATGAATGGAAGACAGGGG< 3" 50°C
6204 loxgenfor6 56 5'>ATGTCTCGGGAACTCTCG<3' 56°C
3879 loxforges 58 5'>CTGATGAGGAGCTGTTTAACG<3' 62°C
3880 loxrevges 58 5'>CAGGATACGGTGATGAATGC< 3" 60°C
3608 loxgenrevl 56 5'>TCAAATTACAATCGCATTTGC<3' 56°C
0257 loxgenfor1l5 54 5'>CTCCCCTACTGTATCTTG<3" 54°C
Real-time PCR
0257 loxgenforl5 56 5'>CACCGCCGTCAACTACC<3" 56°C
0258 loxgenrev5 56 5'>CGTTTGGCATTGAGAGGG< 3" 56°C
0259 forloxFr1 58 5'>ATTCCACAACTACGCCTATG<3' 58°C
0260 revloxFrl 58 5'>AGGCCTGAATTTGCGTATCT<3" 58°C
3608 loxgenrevl 56 5'>TCAAATTACAATCGCATTTGC<3' 56°C
6719 loxgenfor2 5'>TATAAATTGACTCCCTACAGC<3' 58°C

13
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2.4.6 Verwendeter Vektor

Der Vektor pCR® 2.1-TOPO zur TA-Klonierung wurde von der Firma Life Technologies GmbH in
Darmstadt bezogen (s. 7.3). Die zugehorige Vektorkarte ist im Anhang dargestellt (s. 7.3). Der
TOPO TA-Vektor ist ein hoch effizienter Klonierungsvektor, da dieser an beiden iiberstehenden
Desoxythymidinresten mit einer Topoisomerase I kovalent verkniipft ist, welche die Ligation des
Inserts in den Vektor katalysiert (Shuman 1994). Bei Zugabe von DNA-Fragmenten mit tiber-

hiangenden 3’-Desoxyadenosin-Resten werden diese Reste mit den komplementdren 3’-Desoxy-

thymidin-Uberhingen des Vektors unter Freisetzung der Topoisomerase verkniipft.

2.4.7 Sonstige verwendete Materialien

Tabelle 2.9: Sonstige verwendete Materialien

Material/Chemikalie Bezeichnung Hersteller
Western und Dot Blot
Fotopapier BioMax XAR Film Kodak, Rodgau
Chemilumineszenzreagenz Immobilon™ Western EMD Millipore, Billerica
Filterpapier Blottingpapier Whatman GmbH, Dassel
PVDF-Membran Roti®-PVDF Carl Roth
Entwicklungsreagenz Sigma Fast™ BCIP® /NBT Sigma-Aldrich
analytische und priparative IEF
Fertiggele Serva Gel” IEF 3-10 Serva
Auftragspuffer IEF sample buffer 2x Serva
Laufpuffer Serva Gel” IEF Running Buffer Kit ~ Serva
IEF-Laufpuffer Bio-Lyte 3/10 Ampholyte 40% Bio-Rad
IEF-Laufpuffer Bio-Lyte 5/7 Ampholyte 40% Bio-Rad

14
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2.5 Chemikalien

2.5.1 Referenzverbindungen und Substrate

Tabelle 2.10: Verwendete Referenzverbindungen und Substrate

Chemikalie

Reinheit

Hersteller

(+)-Nootkaton
(+)-Nootkaton

(+)-Valencen
1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-(2-
methoxyphenoxy)-propan-1,3-diol
(Adlerol)
2,2’-Azino-bis-(3-ethylbenzthioazolin-
6-sulfonsaure)-diammonium-

salz (ABTS)

2,6-Dimethoxyphenol
3,3’5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)
Annattolosung (wéssrig, alkalischer
Extrakt)

B-Carotin

Bixin

Guajacol

Mangan(II)-sulfat-Monohydrat
Reactive Black 5 (RBlack 5)
Reactive Blue 5 (RBlue 5)
Thymol

Veratrylalkohol
Wasserstoffperoxid
Thyroglobulin

>99%
crystalline 98%

95%
97%

297%
>99%

297,0%, purum
>90,0%

p.a.
Dye content 55% (w/w)

Dye content 100% (w/w)

ROTICHROM® GC
297%
purum, p. a.; 230% (RT)

f.d. Gelfiltrationschromato-

graphie

Sigma-Aldrich

Alfa Aesar GmbH & Co KG,

Karlsruhe

DohlerGruppe, Darmstadt

ABCR Dr. Braunagel GmbH &

Co. KG, Karlsruhe

AppliChem GmbH,
Darmstadt

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Ruth GmbH & Co. KG,
Bochum
Sigma-Aldrich
Molekula Limited,
Gillingham

Fisher Scientific GmbH,
Schwerte

AppliChem
Sigma-Aldrich

_15

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Das in der Arbeit verwendeten Reactive Blue 5 wurde von Frau Prof. Dr. Christiane Liers (IHI Zittau) zur Verfiigung

gestellt.
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2.5.2 Sonstige Chemikalien und Losungsmittel

Tabelle 2.11: Verwendete sonstige Chemikalien und Losungsmittel

Chemikalie Reinheit Hersteller
Aceton ROTISOLV® HPLC Carl Roth
Acrylamid-Bisacrylamid-Stammlosung, 40% in Wasser; 37,5:1 Carl Roth
Rotiphorese® Gel 40
Agar-Agar Kobe | reinst Carl Roth
Aluminiumsulfat-Hydrat — Carl Roth
Ammoniumperoxodisulfat f. d. Molekularbiologie AppliChem
Ammoniumsulfat 299,5%, p. a,, ACS, ISO Carl Roth
Ampicillin, Natriumsalz 99% Carl Roth
L-Arginin 299%, Zellkulturqualitit Carl Roth
L-Asparagin-Monohydrat f. d. Zellkultur AppliChem
Bacto™-Pepton — Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
Bradford-Reagenz Roti-Nanoquant® 5x Konzentrat Carl Roth
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-$-D-galacto- >99%, f. d. Biochemie Carl Roth
pyranosid (X-5-gal)
Bromphenolblau Natrium-Salz f. d. Elektrophorese Carl Roth
2-(Cyclohexylamino)-ethansulfonsiure =~ PUFFERAN®, 299% Carl Roth
(CHES)
Cholsaure Natriumsalz >98%, f. d. Biochemie Carl Roth
Citronensaure >99,5%, Ph. Eur. Carl Roth
Coomassie Blue G 250 — AppliChem
Coomassie Blue R 250 — AppliChem
D-(+)-Glucose-Monohydrat f. d. Mikrobiologie Carl Roth
Dinatriumhydrogenphosphat p.a. AppliChem
Dinatriumtartrat-Dihydrat 299%, p. a. Carl Roth
Diethylether Rotipuran® 299,5% p. a. Carl Roth
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl- 299,0% (AT) Sigma-Aldrich
carbodiimidhydrochlorid
(EDC)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Rotipuran® 299,8%, p. a. Carl Roth
Dithiothreitol f. d. Molekularbiologie AppliChem
Desoxynucleosidtriphosphat (ANTPs: ‘98%, lyophilisiert Carl Roth
dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Eisen(III)-chlorid-Hexahydrat p.a. AppliChem
Essigsaure Rotipuran®, 100%, p. a. Carl Roth
Ethanol >99,5%, Ph. Eur,, reinst Carl Roth
Ethidiumbromid 1% (1 mgmL™) Carl Roth
Stammldsung
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(Fortsetzung)
Chemikalie Reinheit Hersteller
Ethylacetat min. 98% AppliChem
Ethylendiamintetraessigsaure, p.a. AppliChem
Dinatriumsalz (EDTA)
Glutardialdehyd ~50% Carl Roth
L-Glutathion oxidiert >98%, fiir die Biochemie Carl Roth
L-Glutathion reduziert >98%, fiir die Biochemie Carl Roth
Glycerol >99,5%, f. d. Merck
Fluoreszenzmikroskopie
Glycin 299%, p. a. Carl Roth
Guanidiniumchlorid 99,5% Carl Roth
Hefeextrakt Molecular Genetics Powder Fisher Scientific
n-Hexan min. 97% VWR
N-Hydroxysuccinimid (NHS) 98% Sigma-Aldrich

Isopropanol
Isopropyl-f3-D-thiogalactopyranosid
(IPTG)

Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kupfersulfat-Pentahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat

B-Mercaptoethanol
Methanol

Methanol

Milchpulver
3-Morpholinopropan-1-sulfonsaure
(MOPS)

Natriumacetat

Natriumborhydrid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumsulfat

Natronlauge

n-Pentan

299,8%, p. a.
>99%, f. d. Biochemie

299%, p. a., ACS

285%, p. a., in Platzchen
p.a.

min. 99,5%, f. d.
Molekularbiologie

99%, p. a.

min. 99,8%, HPLC Gradient
Grade

Rotipuran® 299,9%, p. a.,
ACS, IS0

Blotting Grade

fiir d. Molekularbiologie

wasserfrei, p. a., ACS

gepulvert, zur Analyse
>99%, wasserfrei
reinst Ph. Eur.

Ph. Eur.

299,5%, p. a,, ACS, ISO
>99%, p. a.

wasserfrei, 299%
Rotipuran® =32%, p. a.
299%

Carl Roth
Carl Roth

Carl Roth
Carl Roth
AppliChem
AppliChem

VWR International GmbH,

Darmstadt
Carl Roth

Carl Roth
AppliChem

Bernd Kraft GmbH,

Duisburg
AppliChem

Carl Roth
AppliChem
Merck

Carl Roth

Carl Roth
Fisher Scientific
Carl Roth
Fisher Scientific
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(Fortsetzung)
Chemikalie Reinheit Hersteller
Phosphorsaure Rotipuran® =85%, p. a., ACS, Carl Roth
ISO
Polyethylenglykol (PEG3350) BioUltra 3,350 Sigma-Aldrich
Rinderserumalbumin (BSA) >98%, f. d. Molekularbiologie  Carl Roth
Schwefelsaure Rotipuran® 295%, p. a., ISO Carl Roth
N,N,N’N’-Tetramethylethyldiamin min. 99% AppliChem
(TEMED)
Trichloressigsdure p-a,>10% Carl Roth
C,C,C-Tris(hydroxymethyl)- Pufferan® >99,3%, Buffer Carl Roth
aminomethan Grade
(TRIS-Base)
TRIS-Hydrochlorid Pufferan® >99% Carl Roth
Triton® X-100 reinst Carl Roth
Tween® 20 Ph. Eur. Carl Roth
Tween® 80 Ph. Eur. Carl Roth
Zinksulfat-Heptahydrat p.a. AppliChem
2.5.3 Gase
Tabelle 2.12: Verwendete Gase

Gas Qualitit Lieferant

Helium 5.0 Praxair, Diisseldorf

Sauerstoff 2.5 Praxair

Stickstoff 5.0 Praxair

Wasserstoff 5.0 Praxair

Sauerstoff 4.0 Praxair
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2.6 Gerate

Hier nicht aufgefiihrte Gerate werden in den jeweiligen Methoden spezifiziert. Standardgerate

eines molekularbiologischen und biochemischen Labors, wie zum Beispiel Pipetten oder Vortexer,

wurden nicht aufgelistet.

Tabelle 2.13: Verwendete Geréate

Gerat Modell Hersteller

Autoklav Laboklav 160 MSL SHP Steriltechnik AG, Detzel
Schloss/Satuelle

Autoklav Laboklav 25 B SHP

Brutschrank IPP 5000 Memmert GmbH + Co.KG,
Schwabach

Dispergiergerit T 25 digital Ultra-Turrax® IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen

Feuchtebestimmer MA 35 Sartorius AG, Gottingen

Gefriertrocknungsanlage

Gelscanner
Geldokumentation
Geleletrophoresekammer
Geleletrophoresekammer

HPLC-Detektor
HPLC-Pumpe

praparative IEF
IEF-Geleletrophoresekammer
Inkubationsschiittler
Kalte-Umwalzthermostat

Kiihl-Thermo-Mixer
Magnetriihrer
Nanophotometer
PCR-Cycler
PCR-Werkbank
Mikroplattenleser
Rithrwerkskugelmiihle

Real time-PCR Detektionssystem

Alpha 1-2 LD plus

Bio 5000 MICROTEK
DeVision G

Mini-Protean® Tetra System

PerfectBlue Mini S

L-4200 UV-VIS Detektror
L6200 A UV-VIS Intelligent
Pump

Rotofor® Cell

multiphor II

Multitron Version 2
Minichiller®

MKR 13

RH basic 2
NanoPhotometer™ Pearl
AlphaSC
PCR-Workstation

Biotek Synergy 2
Dyno®-Mill Research Lab

CFX Connect®

Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Osterode am Harz

Serva

Decon Sience Tec, Hohengandern
Bio-Rad

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Merck Hitachi, Darmstadt

Merck Hitachi

Bio-Rad

GE Healthcare

Infors GmbH, Einsbach

Peter Huber Kiltemaschinenbau
GmbH, Offenburg

HLC Bio Tech, Bovenden

IKA®

Implen GmbH, Miinchen
Analytik Jena

Peqlab

BioTek Germany, Friedrichshall
Willy A. Bachofen AG
Maschinenfabrik, Muttenz
Bio-Rad
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(Fortsetzung)
Gerit Modell Hersteller
Rotationsverdampfer Pumpe VP 2 autovac/Pump MD 10 VWR International GmbH,
VARIO Darmstadt
Rotationsverdampfer CVC 3000 VWR
Vakuum-Controller
Rotationsverdampfer Wasserbad  HB 10 basic VWR
Schiittler gyro-rocker SSL3 Bibby Scientific Limited,
Staffordshire
Spannungsquelle Power Supply EV231 Peqlab
Spannungsquelle Power Supply EV262 Peqglab
Spektralphotometer Specord 50 Analytik Jena
Sterile Werkbank HERAsafe KS 18 Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham
Tischzentrifuge Allegra® X-15R Benchtop Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Centrifuge
Tischzentrifuge Microfuge® 22R Beckman Coulter
Microcentrifuge
Ultratiefkiihlschrank Forma 900 Series Thermo Fisher

Western Blot-Dokumentation

pH-Meter
Reinstwasser-Anlage

VersaDoc Imaging System
4000 MP

Seven Easy

Sartorius arium 611VF

Bio-Rad

Mettler-Toledo GmbH, GiefRen
Sartorius

2.7 Bioinformatiksoftware und Datenbanken

Siehe Tabelle 2.14.
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2.8 Kultivierung von Basidiomyceten

2.8.1 SNL-H-Medium?’

D-(+)-Glucose-Monohydrat 30,0gL™?!
L-Asparagin-Monohydrat 4,5gL71
Kaliumdihydrogenphosphat 1,5gL™?
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,5gL™!
Hefeextrakt 3,0gL™!
Spurenelementlosung (s. 2.8.3) 1mLL™!

Der pH-Wert des Ndhrmediums wurde mit 1 M NaOH auf 6,0 eingestellt. Anschlief3end wurde die-
ses in Erlenmeyerkolben iiberfiihrt, mit Cellulosestopfen und Aluminiumfolie verschlossen und
bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.

2.8.2 SNL-H-Agar'’

Fiir die Plattenkultivierung wurden dem SNL-H-Medium (s. 2.8.1) zusatzlich 15,0 g L™! Agar-Agar
hinzugefiigt und bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.

2.8.3 Spurenelementlésung

Eisen(III)-chlorid-Hexahydrat 80mgL™!
Zink(II)-sulfat-Heptahydrat 90 mgL!
Mangan(II)-sulfat-Monohydrat 30mgL!
Kupfer(II)-sulfat-Pentahydrat 5mgL!
EDTA 400 mg L™t

2.8.4 Stammbhaltung

Die SNL-H-Agarplatten (s. 2.8.2) wurden jeweils mit einem ca. 1 cm? grof3en, mit Myzel bewach-
senen Stiick einer SNL-H-Agarplatte der verwendeten Stimme angeimpft. Die Platten wurden mit
Parafilm® verschlossen und im Brutschrank bei 24 °C kultiviert (Taubert et al. 2000). Die bewach-
senen Platten wurden bei 4 °C gelagert.

Ymodifiziert nach Sprecher (1959) bzw. Sprecher und Hanssen (1982)
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2.8.5 Vorkultur

Fir die Vorkulturen wurden 100 mL SNL-H-Medium (s. 2.8.1) in einen 250 mL Enghals-Erlen-
meyerkolben iiberfiihrt. Das Medium wurde mit einem ca. 1 cm? Stiick von der jeweiligen Stamm-
platte (s. 2.8.4) inokuliert, indem das Agarstiickchen mittels Ultra-Turrax (9800 U min'!, 15 s) ho-
mogenisiert wurde. Die Kulturen wurden fiir 4 Tage unter Lichtausschluss (24 °C, 150 Umin™,

Auslenkung 25 mm) inkubiert.

2.8.6 Hauptkultur

Fiir die Hauptkulturen wurden 200 mL SNL-H-Medium (s. 2.8.1) in einen 500 mL Enghals-Erlen-
meyerkolben tiberfiihrt. Die entsprechende Vorkultur (s. 2.8.5) wurde mittels Ultra-Turrax homo-
genisiert (9800 U min'!, 15 s). Das Hauptkulturnihrmedium wurde mit 20 mL des Homogenisats
(10% des Hauptkulturmediums) steril inokuliert und anschlief3end fiir 4-8 Tage unter Lichtaus-
schluss (24 °C, 150U min?, Auslenkung 25 mm) inkubiert.

2.8.7 Probennahme

Fiir die Isolierung der genomischen DNA (s. 2.17.3) sowie der Gesamt-RNA (s. 2.17.4) wurden
der Hauptkultur (s. 2.8.6) an jedem Tag steril Proben entnommen. Dafiir wurde jeweils 1 mL der
Submerskultur entnommen und zentrifugiert (14 000 U mint, 21920 xg, 5min, 4 °C). Der Uber-
stand wurde anschliefdend abgetrennt und verworfen. Das Myzel wurde in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —80 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

2.8.8 Kulturernte

Zur Abtrennung des Myzels vom Kulturiiberstand wurden die Kulturen durch ein Stofftuch fil-
triert. Das Myzel wurde dreimal mit VE-Wasser gewaschen und anschliefRend bei —20 °C einge-
froren.

2.9 Kultivierung von Escherichia coli

2.9.1 LB-Medium

Trypton 10,0 gLt
Hefeextrakt 50gL™?!
Natriumchlorid 10,0 gLt

Das Nahrmedium wurde bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.
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2.9.2 Ampicillin-StammlI6sung

Ampicillin 100 mg L1
Die Ampicillin-Stammlésung wurde steril filtriert, aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

2.9.3 LB;mp-Medium

LB-Medium (s. 2.9.1) 1L
Ampicillin-Stammldsung (s. 2.9.2) 1 mL

Die Ampicillin-Stammlésung wurde direkt vor der Verwendung in das autoklavierte LB-Medium
gegeben.

2.9.4 LB,mp-Agar

Fiir die Plattenkultivierung wurden dem LB-Medium (s. 2.9.1) zusétzlich 15,0 g L= Agar-Agar hin-
zugefiigt und bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert. Vor dem Giefden der Agar-Platten wurde in den
auf 50 °C abgekiihlten LB-Agar 1 mL L' Ampicillin-Stammldsung (s. 2.9.2) gegeben. Die Platten

wurden bei 4 °C gelagert.

2.9.5 Stammhaltung

Die Stammbhaltung erfolgte fiir Stimme mit Vektor auf LB,yp-Agarplatten (s. 2.9.4). Die Platten
wurden nach der Inkubation (37 °C, iiber Nacht) bei 4 °C gelagert.

2.9.6 Ubernachtkultur

3 mL LBamp-Medium (s. 2.9.3) wurden im 15 mL Falcon™ Tube mit einer einzelnen Kolonie von ei-
ner LBamp-Agarplatte (s. 2.9.4) angeimpft. Anschliefend erfolgte die Inkubation tiber Nacht (37 °C,
225Umin™).

2.9.7 Glycerol-Stock

Zur Konservierung von E. coli-Stimmen wurden Glycerol-Stocks angelegt. Dazu wurden 600 mL
einer frischen Ubernachtkultur (s. 2.9.6) mit 400 mL sterilem 50%igem Glycerol vermischt, mit

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.10 Kultivierung von Hansenula polymorpha

2.10.1 YPD-Medium

Hefeextrakt 10,0gL?
Bacto” Pepton 20,0gL™!
D-(+)-Glucose-Monohydrat 22,0gL7t

Das Nahrmedium wurde bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.

2.10.2 YPG-Medium fiir die Expression

Hefeextrakt 10,0 gLt
Bacto” Pepton 20,0gL™!
Glycerol 20,0gL!

Das Nahrmedium wurde bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.

2.10.3 YPD-Agar

Fiir die Plattenkultivierung wurden dem YPD-Medium (s. 2.10.1) zusétzlich 15,0 g L™! Agar-Agar
hinzugefiigt und bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.

2.10.4 Stammbhaltung

Die Stammhaltung der methylotrophen Hefe Hansenula polymorpha erfolgte auf YPD-Agarplatten
(s. 2.10.3). Die Platten wurden 1-2 Tage bei 37 °C inkubiert und anschliefend bei 4 °C gelagert.

2.10.5 Ubernachtkultur

Die Anzucht erfolgte in 3 mL YPD-Medium (s. 2.10.1) in einem 15 mL Falcon™ Tube unter Licht-
ausschluss (16-20h, 37 °C, 180 Umin'!, 45° Neigungswinkel). Die Ubernachtkultur wurde dazu
mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers mit einer Hefekolonie von einer YPD-Platte (s. 2.10.3) ange-

impft.

2.10.6 Hauptkultur

Die Anzucht und Induktion der Expression erfolgte in 3 mL YPG-Medium (s. 2.10.2) in einem
15 mL Falcon™ Tube unter Lichtausschluss (2 Tage, 37 °C, 180 U min'!, 45° Neigungswinkel). Da-
zu wurde die Hauptkultur mit 200 uL der dicht gewachsenen Ubernachtkultur (s. 2.10.5) steril

inokuliert.
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2.10.7 Kulturernte und Zellaufschluss

Am Ende der Kultivierung wurde die ODgg¢ der Kulturbriihe bestimmt. AnschliefSend wurden
die Zellen abzentrifugiert (4 °C, 4000 Umin!, 3720xg, 10 min) und in soviel Aufschlusspuffer
(50 mM TRIS-HCI pH 7,5) resuspendiert, dass die Zellsuspension eine 0Dggg von 30 aufwies. In
ein 1,5 mL Reaktionsgefafs wurden 500 pL Zellsuspension auf das gleiche Volumen Glasperlen
(2 0,25-0,5 mm, Carl Roth) gegeben und 15 mal 30 s mittels Vortexer aufgeschlossen (Schrimpf
etal 2007). Nach Zugabe von weiteren 500 pL Aufschlusspuffer wurde 15 mal 15 s gevortext. Der
Uberstand wurde nach Absinken der Glasperlen in ein neues Reaktionsgefif} iiberfiihrt und als

Gesamtzellextrakt bezeichnet. Der Zellaufschluss erfolgte unter standiger Kiihlung auf Eis.

2.11 Zellaufschliisse von Basidiomyceten

Die Zellaufschliisse wurden sowohl mit geerntetem Myzel (s. 2.8.8) als auch mit Fruchtkérpern

(s. 2.2) von Basidiomyceten mit folgendem Puffer durchgefiihrt:

50 mM TRIS-HCI-Puffer
TRIS-HCI 7,88gL7!

Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH auf 7,5 eingestellt.

2.11.1 Gefriertrocknung

10 g frisch geerntetes Pilzmyzel wurden in ein 200 mL Kristallisierschdlchen eingewogen, mit
Aluminiumfolie abgedeckt und bei -20 °C eingeforen. Die Lyophilisierung erfolgte fiir 2-4 Tage
(-25°C Eiskondensatortemperatur, 0,63 mbar). Das erhaltene Lyophilisat wurde ausgewogen,
mit einem Glasstab zerkleinert, in sterile 50 mL Falcon™ Tubes iiberfithrt und bis zur Verwendung
bei -20 °C bzw. -80 °C gelagert (Fraatz 2007).

2.11.1.1 Praparation des Lyophilisates fiir die SDS-PAGE

50 mg Lyophilisat wurden mit 0,5 mL 50 mM TRIS-HCI-Puffer pH 7,5 versetzt, fiir 15 min in ho-
rizontaler Lage rehydratisiert (150 Umin™!, 24 °C, Auslenkung 25 mm) und anschlieRend zentri-
fugiert (15 min, 14 000 U min't, 18 000 xg, 4 °C). 100 pL Uberstand wurden mit 200 pL TRIS-HCI-
Puffer verdlinnt und als Probe zur SDS-PAGE (s. 2.14.2) eingesetzt.
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2.11.1.2 Praparation des Lyophilisates fiir die Transformation von (+)-Valencen

Zur Transformation von (+)-Valencen (s. 2.13.7.2) wurde das durch Gefriertrocknung erhaltene
Lyophilisat direkt eingesetzt.

2.11.2 Zellaufschluss mit fliissigem Stickstoff

2.11.2.1 Zellaufschluss fiir die SDS-PAGE

1 g geerntetes Pilzmyzel wurde in einen vorgekiihlten Morser eingewogen, mit fliissigem Stick-
stoff durch Zermahlen aufgeschlossen und in 1 mL TRIS-HCI-Puffer resuspendiert. Das aufgeschlos-
sene Myzel wurde als Probe zur SDS-PAGE (s. 2.14.2) eingesetzt.

2.11.2.2 Zellaufschluss fiir die Transformation von (+)-Valencen

Dieser Aufschluss erfolgte analog zum Zellaufschluss fiir die SDS-PAGE (s. 2.11.2.1), jedoch wur-
den 3 g Myzel eingesetzt und in 6 mL TRIS-HCI-Puffer aufgenommen. Das aufgeschlossene Myzel

wurde zur Transformation von (+)-Valencen (s. 2.13.7.3) eingesetzt.

2.11.2.3 Zellaufschluss von Fruchtkérpern des Basidiomyceten Pleurotus sapidus

Der Aufschluss von Fruchtkdérpern wurde analog zum Zellaufschluss fiir die SDS-PAGE (s.2.11.2.1)
durchgefiihrt. 3 g Fruchtkorper wurden zum Aufschluss eingesetzt und anschlieféend in 6 mL Puf-
fer resuspendiert. Die aufgeschlossenen Fruchtkérper wurden zur Transformation von (+)-Valen-
cen (s. 2.13.7.3) und als Probe zur SDS-PAGE (s. 2.14.2) eingesetzt.

2.11.3 Zellaufschluss mittels Ultra-Turrax

2.11.3.1 Zellaufschluss fiir die SDS-PAGE

3 g Pilzmyzel wurden in ein 50 mL Falcon™ Tube eingewogen, mit 3 mL TRIS-HCI-Puffer versetzt
und mittels Ultra-Turrax (15 600 U min!, 5 min) unter Eiskiihlung aufgeschlossen. Das aufgeschlos-
sene Myzel wurde als Probe zur SDS-PAGE (s. 2.14.2) eingesetzt.

2.11.3.2 Zellaufschluss fiir die Transformation von (+)-Valencen

Der Aufschluss erfolgte analog zum Zellaufschluss fiir die SDS-PAGE (s. 2.11.3.1), jedoch wurden
3 g Myzel eingesetzt und mit 6 mL Puffer resuspendiert. Das aufgeschlossene Myzel wurde zur
Transformation von (+)-Valencen (s. 2.13.7.3) eingesetzt.
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2.11.4 Zellaufschluss mittels Rithrwerkskugelmiihle

50 g Pilzmyzel wurden mit 100 mL TRIS-HCI-Puffer versetzt und mittels Ultra-Turrax unter Eis-
kiihlung homogenisiert (14 min, 15 600 U min'!). Die Pilzsuspension wurde in der Riihrwerks-
kugelmiihle kontinuierlich zirkulierend aufgeschlossen (insgesamt 20 min). Alle 5 min wurden
4 mL Probe in Eppendorf Cups (2 mL) abgefiillt. Der Aufschluss verlief mit 55 mL Mahlperlen
(20,75 mm, 2000 U min'1) unter standiger Kiihlung. Die erhaltenen Proben wurden anschlieRend
direkt als Probe zur SDS-PAGE (s. 2.14.2) und zur Transformation von (+)-Valencen (s. 2.13.7.3)
eingesetzt.

2.12 Bestimmung der Kulturparameter von Basidiomyceten

2.12.1 Bestimmung der Biofeuchtmasse

Die Bestimmung der Biofeuchtmasse erfolgte gravimetrisch. Ca. 20 g frisch geerntetes Pilzmyzel
(s. 2.8.8) wurden in ein Falcon” Tube (50 mL) eingewogen, zentrifugiert (10 min, 4000 U min?,
3720xg, 4 °C) und der Kulturiiberstand entfernt. Die Zellmasse wurde dreimal mit je 25 mL VE-

Wasser gewaschen und anschliefiend ausgewogen.

2.12.2 Bestimmung der Trockenmasse

Die Trockenmasse wurde mit Hilfe eines Feuchtebestimmers (Tab. 2.13) aus der gewaschenen
Zellmasse (s. 2.12.1) ermittelt. Dazu wurden ca. 0,2 g Biofeuchtmasse mittels Feuchtebestimmer
(105 °C) getrocknet und die Trockenmasse bzw. der Wassergehalt gravimetrisch bestimmt. Die

Bestimmung der Trockenmasse von Fruchtkérpern und Lyophilisat erfolgte analog dazu.
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2.13 Proteinbiochemische Arbeiten

2.13.1 Konzentrierung und Umpufferung

Fiir Konzentrierung und Umpufferung von Volumina bis 200 mL wurden je nach Probenvolumen
Macrosep®-, Microsep” - oder Nanosep®-Zentrifugationseinheiten (Pall GmbH, Dreieich) mit ei-
ner Ausschlussgrofie von 10 kDa verwendet. Sie wurden vor der ersten Verwendung dreimal mit
VE-Wasser gespiilt und zentrifugiert (4500 U min'!, 4270 xg, 4 °C).

2.13.2 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

Zur Proteinreinigung bzw. Ermittlung des Molekulargewichts wurden folgende Gerate eingesetzt
(Tab. 2.15).

Tabelle 2.15: Verwendete Gerate

Ionenaustauschchromatographie Gelfiltrationschromatographie
Gerat: BioLogic DuoFlow (Bio-Rad) Merck Hitachi s. 2.6 (Darmstadt)
Detektion: Extinktionsmessung bei 280 nm Extinktionsmessung bei 280 nm
Fraktionssammler:  BioLogic BioFrac fraction collector —

(Bio-Rad)
Datenaufnahme: BioLogic DuoFlow Version 5.10 Clarity™ Version 3.0.6.589 (Firma

(Bio-Rad) DataApex, Prag)

2.13.2.1 Vorversuche zur Zweistufenreinigung unter Verwendung der lonenaustausch-
chromatographie (IEX)

Die in vorangegangenen Arbeiten (Scheibner 2006; Hiilsdau 2007) etablierten Reinigungen von
MsP1 aus Mycetinis scorodonius wurden auf das rekombinante MsP1 (s. 2.1) ibertragen und da-
hingehend modifiziert, dass die 2. Reinigungsstufe ebenfalls mittels lonenaustauschchromatogra-
phie erfolgte. Fiir die Ubertragung und Optimierung der Reinigungsstrategie wurden Testsdulen
aus dem HiTrap IEX Selection Kit (Tab. 2.5) verwendet. Zur Zweistufenreinigung wurde ein schwa-
cher Anionentauscher als 1. Reinigungsstufe (Tab. 2.16) mit einem starken Anionentauscher als
2. Reinigungsstufe kombiniert (Tab. 2.17). Das Sdulenvolumen betrug 1 mL, die Bindungskapa-
zitat jeweils 40 mg mL~!. Die Saulen wurden mit einer Flussrate von 1 mL min~! betrieben. Die
Beladung der Saulen erfolgte mit Hilfe einer 2 mL Probenaufgabeschleife. Wahrend des gesamten
Laufes wurden unter Einsatz des Fraktionssammlers 1 mL Fraktionen gesammelt. Der Nachweis
des Zielproteins in den gesammelten Fraktionen sowie die Messung der Proteinkonzentration er-
folgte mittels ABTS- und Bradford-Assay (s.2.13.9.2 und 2.13.3.1).
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Tabelle 2.16: Parameter der 1. Reinigungsstufe des Vorversuchs

Séule HiTrap DEAE-FF

Sdulenmaterial DEAE Sepharose Fast Flow (schwacher Anionenaustauscher)
Sdulenvolumen 1mL

Probenschleife 2 mL

Flussrate 1 mLmin™!

Fraktionsgrofle 1 mL (von 3-43 mL)

Startpuffer 50 mM Natriumacetat pH 6,0 (Pumpe A)

Elutionspuffer =~ 50 mM Natriumacetat pH 6,0 + 1 M NaCl (Pumpe B)

Probe MsP1-haltiger Kulturiiberstand von A. niger (s. 2.1); konzentriert und

umgepuffert auf den Startpuffer (s. 2.13.1)

Methode:

[UnN
e

o 0 N o ok W

UV-Lampe an

Autozero

Startpuffer (1,0 mL)

Injektion der Probe (2,0 mL); Spiilen der Probenschleife mit Startpuffer (2,0 mL)
Startpuffer (12,0 mL)

Linearer Gradient tiber 2,0 mL von 0% zu 10% Elutionspuffer

10% Elutionspuffer (20,6 mL)

Linearer Gradient iiber 4,4 mL von 10% zu 100% Elutionspuffer

100% Elutionspuffer (10 mL)

Linearer Gradient iiber 10 mL von 100% zu 0% Elutionspuffer

Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und auf den Startpuffer der 2. Reinigungs-
stufe umgepuffert (s. 2.13.1). AnschliefRend erfolgte die 2. Reinigungsstufe (Tab. 2.17).

Tabelle 2.17: Parameter der 2. Reinigungsstufe des Vorversuchs

Séule HiTrap Q-FF

Sdulenmaterial  Q Sepharose Fast Flow (starker Anionenaustauscher)
Saulenvolumen 1mL

Probenschleife ~ 2mL

Flussrate 1 mLmin™?
FraktionsgrofRe 1 mL (von 3-43 mL)
Startpuffer 50 mM Natriumacetat pH 6,0 (Pumpe A)

Elutionspuffer = 50 mM Natriumacetat pH 6,0 + 1 M NaCl (Pumpe B)
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Die Abfolge der Methode war analog zur 1. Reinigungsstufe. Die aktiven Fraktionen wurden verei-
nigt, konzentriert und auf 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 umgepuffert (s. 2.13.1). Das gerei-
nigte MsP1 wurde aliquotiert, mittels fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.13.2.2 Scale up der Zweistufenreinigung mittels IEX

Um groféere Mengen des rekombinanten Enzyms zu reinigen, wurde eine Mafdstabsvergrofde-
rung vorgenommen, bei der die Beladung der Saule iiber das Umschaltventil an Pumpe A (Po-
sition 4) erfolgte. Die 2. Reingungsstufe wurde dahingehend verdndert, dass eine selbstgepackte
Sdule mit Sdulenmaterial héherer Trennleistung (Q-HP) verwendet wurde. Die Flussrate wurde
auf 3 mL min~! erhdht (Tab. 2.18). Wahrend des gesamten Laufes wurden unter Einsatz des Frak-
tionssammlers Fraktionen unterschiedlicher Volumina gesammelt. Der Nachweis des Zielproteins
in den gesammelten Fraktionen sowie die Messung der Konzentration erfolgte mittels ABTS- und
Bradford-Assay (s. 2.13.3.1 und 2.13.9.2).

Tabelle 2.18: Parameter der 1. Reinigungsstufe des Scale up

Saule HiPrep DEAE-FF 16/10 (Tab. 2.5)
Sdulenmaterial DEAE Sepharose Fast Flow (schwacher Anionenaustauscher)
Saulenvolumen 20 mL

Bindungskapazitit 110 mgmL™

Probenaufgabe iiber Pumpe A (Position 4)

Flussrate 3mLmin™!

Fraktionsgrofie 4 mL (von 80-380 mL)

Startpuffer 50 mM Natriumacetat pH 6,0 (Pumpe A, Position 2)
Elutionspuffer 50 mM Natriumacetat pH 6,0 + 1 M NaCl (Pumpe B)

Reinigungspuffer 50 mM Natriumacetat pH 6,0 + 2 M NaCl (Pumpe A, Position 3)
Probe MsP1-haltiger Kulturiiberstand von A. niger (s. 2.1); konzentriert und
umgepuffert auf den Startpuffer (s. 2.13.1)
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Methode:

UV-Lampe an
Autozero

Startpuffer (2,0 mL)

X N oW N e

(U
e

Injektion der Probe (6,0 mL)

Startpuffer (85,0 mL)

Linearer Gradient iiber 40,0 mL von 0% zu 10% Elutionspuffer
10% Elutionspuffer (165,0 mL)

Linearer Gradient liber 88,0 mL von 10% zu 100% Elutionspuffer
100% Elutionspuffer (54,0 mL)

Linearer Gradient iber 40,0 mL von 0% zu 100% Reinigungspuffer

11. Linearer Gradient tiber 60,0 mL von 0% zu 100% Startpuffer

Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und auf den Startpuffer der 2. Reinigungs-
stufe umgepuffert (s. 2.13.1). Anschliefdend erfolgte die 2. Reinigungsstufe (Tab. 2.19).

Tabelle 2.19: Parameter der 2. Reinigungsstufe des Scale up

Saule
Saulenmaterial
Saulenvolumen
Bindungskapazitat
Probenaufgabe
Flussrate
Fraktionsgrofie
Startpuffer
Elutionspuffer
Reinigungspuffer

selbstgepackte XK 26/20 Column (Tab. 2.5)
Q-Sepharose-High-Performance (starker Anionenaustauscher)
20 mL

0,14-0,20 mmol mL™?

iiber Pumpe A (Position 4)

3mLmin™?

2mL (von 79-89 mL), 1,5 mL (von 89-248 mL)

50 mM Natriumacetat pH 6,0 (Pumpe A (Position 2))

50 mM Natriumacetat pH 6,0 + 1 M NaCl (Pumpe B)

50 mM Natriumacetat pH 6,0 + 2 M NaCl (Pumpe A (Position 3))

Die Abfolge der Methode war analog zur 1. Reinigungsstufe. Die aktiven Fraktionen wurden verei-

nigt, konzentriert und auf 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 umgepuffert (s. 2.13.1). Das gerei-

nigte MsP1 wurde aliquotiert, mittels fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Ein Teil des gereinigten MsP1 wurde auf Reinstwasser umgepuffert, nach 2.11.1 gefriergetrocknet

und als Standard fiir die Proteinquantifizierung (s. 2.13.3) eingesetzt. Alle folgenden Messungen,

wie die Bestimmung der Optima und der kinetischen Parameter oder die Immobilisierung, wur-

den mit dem reinen Enzym vorgenommen.
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2.13.2.3 Gelfiltrationschromatographie (GFC)

Die GFC wurde fiir die Bestimmung des nativen Molekulargewichts der gereinigten Peroxidase
MsP1 eingesetzt (Tab. 2.20).

Tabelle 2.20: Parameter der Bestimmung des Molekulargewichts

Saule
Saulenmaterial
Saulenvolumen
Probenschleife
Flussrate
Elutionspuffer
Probe

Superdex 200 10/300 (Tab. 2.5)

Superdex 200 (Trennbereich 10-600 kDa)
24 mL

200 pL

0,5 mL min~
50 mM Natriumacetat pH 3,5 + 100 mM NacCl

gereinigtes MsP1 (s. 2.13.2.2) 1:100 mit Elutionspuffer verdiinnt

1

Methode:
1. UV-Lampe an

2. Autozero

3. Injektion der Probe

4. Elutionspuffer (25,0 mL)

Flir die Bestimmung des Molekulargewichts wurden die folgenden Proteinmolekulargewichts-

standards (s. 2.4.4 und 2.5.1) jeweils im Elutionspuffer geldst und injiziert (Tab. 2.21).

Tabelle 2.21: Verwendete Proteinmolekulargewichtsstandards, Konzentrationen, Molekulargewichte und die
eingesetzten Mengen

Standard Konzentration Molekulargewicht eingesetzte Menge
in mgmL™ in kDa in pL
Thyroglobulin 4 669,0 /1338,0 50
Apoferritin 1,7 443,0 50
Ovalbumin 1,7 42,8 /85,6 50
Rinderserumalbumin (BSA) 3,6 66,5 /133,0 50
Carboanhydrase 1,7 29,0 50
Cytochrom c 2,0 12,4 50
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Die Retentionskoeffizienten K, der Standardproteine wurde mittels folgender Gleichung berech-

net:
Ve — Vo
Koy = — (2)
Vi—Wo
Kao: Retentionskoeffizient
Ve Elutionsvolumen des Referenzproteins in mL
Vo: Ausschlussvolumen in mL
Vi Gesamtvolumen der Saule mL

Die ermittelten Retentionskoeffizienten wurden gegen die Logarithmen der Molekulargewichte
aufgetragen und eine Kalibriergerade mittels linearer Regression erstellt. Die Bestimmung des
Ausschlussvolumens erfolgte mit dem Standardprotein Thyroglobulin, da ein Teil dieses Prote-
ins als Dimer (Molekulargewicht: 1338 kDa) von der Saule eluiert. Dieses Molekulargewicht liegt
aufderhalb des Trennbereichs der Sdule, so dass das Elutionsvolumen des Dimers dem Ausschluss-
volumen der Superdex 200-Saule entspricht (Scheibner 2006).

2.13.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
2.13.3.1 Proteinquantifizierung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die kommerziell erhaltliche Losung Roti-Nano-
quant verwendet, die auf einer Modifikation der Proteinbestimmung nach Bradford 1976 be-
ruht. 50 pl Probe wurden mit 200 pl Arbeitslosung Roti-Nanoquant (1:5-Verdiinnung des Roti-
Nanoquant-5x-Konzentrats mit Reinstwasser) versetzt und gemischt. Die Extinktionen wurden
bei 590 nm und 450 nm gegen Wasser als Referenz bestimmt. Die Regressionsgerade wurde durch
Auftragung des Quotienten der Extinktionensqg,m /450 nm Vo BSA-Standardlosungen in Reinst-
wasser (0-200 ug mL™1) gegen den Proteingehalt erhalten. Proteinquantifizierungen des Enzyms
MsP1 erfolgten mit einer Standardlésung aus gefriergetrocknetem MsP1 (s. 2.13.2.2). Fiir Proben,
die Natriumacetat-Puffer enthielten (s. 2.13.9.1), wurde fiir die BSA-Standardlésungen und fiir die

MsP1-Standardlésungen statt Reinstwasser ebenfalls dieser Puffer verwendet.
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2.13.3.2 Photometrische Proteinquantifizierung

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde die Absorption bei 280 nm photometrisch
gemessen. Dafiir wurden 2 pL Proteinldsung in einem NanoPhotometer™ (Tab. 2.13) analysiert.
Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes wurde die Konzentration des Proteins mit folgender

Gleichung berechnet:

EQg()ZE-C-d (3)
Fogy:  Extinktion
e: molarer dekadischer Extinktionskoeffizient in L mol™! cm™1
c: Konzentration in mol L1
d: Schichtdicke in cm

Dabei wurde der molare Extinktionskoeffizient mit dem bioinformatischen ProtParam Tool des
Expert Protein Analysis Systems (ExPASy)'® bestimmt (Tab. 2.14). Fiir MsP1 wurde ein molarer
dekadischer Extinktionskoeffizient £ = 53 065 L mol™! cm™! bei 280 nm berechnet.

2.13.4 UV/Vis-Spektroskopie

UV /Vis-Spektren von MsP1 wurden im Bereich von 250 bis 550 nm sowohl in Wasser als auch in

50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 aufgenommen.

2.13.5 Bestimmung der Reinheitszahl

Die Bestimmung der Reinheitszahl (RZ) erfolgte nach Theorell und Maehly (1950) durch die Mes-
sung der Extinktion bei den Wellenlingen 280 nm und 406 nm'® und die anschlief}ende Bildung
des Quotienten der Extinktionen (Gleichung 3).

Dafiir wurden 2 pL Proteinlésung in einem NanoPhotometer™ Pearl (Tab. 2.13) analysiert.

FEao6
R = — 4
Esso )

2.13.6 Ermittlung der Kristallstruktur von MsP1

Das gereinigte MsP1 wurde zur Kristallisation und anschlief}ender Rontgenstrukturanalyse an
den Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. Becker (Institut fiir Erndhrungswissenschaft der Justus-Liebig-

Universitat Giefden) gegeben.

18Schweizer Institut fiir Bioinformatik (SIB)
19 Absorptionsmaxima des rekombinanten MsP1 siehe 3.6.5

35



Material und Methoden

2.13.7 Transformation von (+)-Valencen

Die Identifizierung und anschliefende Quantifizierung des Transformationsproduktes (+)-Noot-
katon erfolgte mittels Gaschromatographie (GC) (Tab. 2.22 und Tab. 2.23).

Tabelle 2.22: Parameter des Gaschromatographen mit Flammenionisationsdetektor (GC-FID-ALS) mit polarer

Trennsaule

Gaschromatograph Agilent 7890A (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Béblingen)

Injektor 7683B Series Injector (split/splitless) (Agilent Technologies), 250 °C

Detektion Flammenionisationsdetektor (FID), 250 °C, H, 40 mL min~}, Luft
400 mL min~!, N, 25 mL min™?

Trennsaule HP-Innowax, 30 m x 0,32 mm ID, 0,25 pm Filmdicke (Agilent
Technologies J&W Scientific)

Injektionsvolumen 1,0 uL.

Tragergas H,, Fluss: 2,0 mL min~! (konstant)

Datenaufnahme Chemstation B.04.01 (Agilent Technologies)

Temperaturprogramm 100 °C (2 min), 5°C min~! auf 150 °C (0 min),

3°Cmin~! auf 200 °C (0 min), 30 °Cmin~! auf 235 °C (10 min)

Tabelle 2.23: Parameter des Gaschromatographen mit massenselektivem Detektor (GC-MS)

Gaschromatograph Agilent Technologies 7890A GC System

Injektor cold on-column

Trennsaule J&W Scientific HP Innowax, 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke
Detektor Agilent 5975C MSD Triple-Axis-Detektor

Tragergas He, Fluss 1,2 mL min! (konstant)

Temperaturen Ionenquelle: 220 °C, Interface: 240 °C, Quadrupol: 150 °C
Ionisation Elektronenstof3ionisation

Massenbereich m/z 33-300

Datenaufnahme MSD Chemstation E.02.00.493

Temperaturprogramm 40°C (3 min), 5°Cmin~! auf 240 °C (11 min)
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2.13.7.1 Bestimmung des Response-Faktors von (+)-Nootkaton

Zur Ermittlung des Response-Faktors wurden drei Standardlésungen von (+)-Nootkaton ange-
setzt; Thymol diente dabei als Interner Standard (IS).

Die Konzentrationen der Standardlésungen an (+)-Nootkaton betrugen 75 pgmL™t, 37,5 pg mL™?
und 18,7 ug mL™! jeweils mit 45,07 ug mL~! Thymol geldst in Pentan/Diethylether (1:1,12 v/v).
Die Messung erfolgte mittels GC-FID-ALS jeweils in Dreifachbestimmung (Tab. 2.22).

Berechnung des Response-Faktors R:

Ry = TAAIS (5)
1S - AA
My: Masse Analyt in mg
Migs: Masse Interner Standard in mg
Aq: Peakflache Analytin pAs
Arg: Peakflache Interner Standard in pA s

2.13.7.2 Transformation mit Lyophilisaten von Pleurotus sapidus

Die Transformation von (+)-Valencen wurde in Schraubdeckelglaschen (4 mL) in horizontaler
Lage durchgefiihrt (150 Umin!, 16 °C, 16 h). Diese wurde durch Zugabe von 2 uL (+)-Valencen
(8,20 umol) zu 50 mg Lyophilisat (s. 2.11.1 und 2.11.1.2) in 1,5 mL 50 mM TRIS-HCI-Puffer pH 7,5
gestartet. Fiir die Extraktion wurden die Proben direkt in dem verwendeten Schraubdeckelglas-
chen (4 mL) mit 100 pL internem Standard (750 mgL™! Thymol in Pentan/Diethylether, 1:1,12
v/v) und 2 mL Pentan/Diethylether (1:1,12; v/v) versetzt. Anschliefdend wurde 30 s gevortext,
10 min horizontal geschiittelt (150 U min'!), die organische Phase nach Zentrifugation (10 min,
4°C, 4000 Umin!, 3720xg) iiber Natriumsulfat getrocknet und gaschromatographisch unter-
sucht (Fraatz 2007).

2.13.7.3 Transformation mit aufgeschlossenem Pilzmyzel und Fruchtkorpern

Die Transformation von (+)-Valencen mit aufgeschlossenem Pilzmyzel und Fruchtkérpern erfolg-
te analog zur Transformation mit Lyophilisaten von Pleurotus sapidus (s. 2.13.7.2). Dazu wurden
1,5 mL Pilzsuspension (s. 2.11) in einem 4 mL Glasvial mit 2 pL (+)-Valencen (8,2 umol) versetzt.

2.13.7.4 Transformation nach isoelektrischer Fokussierung

In einem Schraubdeckelglaschen (4 mL) wurden 1,5 mL Probenldsung aus den einzelnen Fraktio-
nen (s. 2.14.5.2) mit 0,02 g Natriumcholat sowie 2 pL (+)-Valencen versetzt. Die weiteren Schritte

erfolgten analog zur Transformation mit Lyophilisaten von Pleurotus sapidus (s. 2.13.7.2).
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2.13.7.5 Transformation mit der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Fiir den Transformationsansatz wurden 50 uL. Gesamtzellextrakt bzw. Zellpellet (s. 2.1 und 2.10.7),
3 mg Natriumcholat, 11 mM Eisen(III)-chlorid, 2 pL (+)-Valencen sowie 1,45 mL 50 mM TRIS-HCI-
Puffer pH 7,5 in einem Schraubdeckelgldaschen (4 mL) gemischt und inkubiert (16 Stunden, 24 °C,
150 Umin™!). Die Positivkontrolle setzte sich aus 50 mg Lyophilisat von Pleurotus sapidus, 1,5 mL
50 mM TRIS-HCI-Puffer pH 7,5, 3 mg Natriumcholat und 2 pL (+)-Valencen zusammen. Alle wei-

teren Schritte erfolgten analog zur Transformation mit Lyophilisaten von PSA (s. 2.13.7.2).

2.13.7.6 Chemikalienblindwert und Negativkontrolle

Der chemische Blindwert und die Negativkontrolle wurden analog zu den jeweiligen Transforma-
tionsversuchen (s. 2.13.7.2 und 2.13.7.5) parallel durchgefiihrt. Bei dem chemischen Blindwert
wurde lediglich auf die Zugabe der entsprechenden Probenldsung (z. B. Lyophilisat, Pilzsuspen-
sion, Gesamtzellextrakt) verzichtet; die Probenldsung wurde durch das entsprechende Volumen
des verwendeten Puffers ersetzt. Bei der Negativkontrolle wurde die entsprechende Probenlo-
sung durch Hitzeeinwirkung (10 min, 100 °C) inaktiviert und anschlief;end zur Transformation

eingesetzt.

2.13.8 Bestimmung der Lipoxygenaseaktivitat

Die Bestimmung der Lipoxygenaseaktivitdt basiert auf Messung der Extinktion von konjugierten
Dienen, die wahrend der Inkubation von Linolsdure mit Lipoxygenasen gebildet werden. Der As-
say wurde nach Daglia et al. (2005) bei einer Wellenldnge von 234 nm durchgefiihrt. Der enzym-
haltige Gesamtzellextrakt von Hansenula polymorpha (s. 2.1 und 2.10.7) wurde vor der Messung
mit 2 mg Natriumcholat versetzt, dreimal 15 s gevortext und anschlieflend zentrifugiert (2 min,
4°C, 14000 Umin!, 14 565xg). Als Positivkontrolle wurde eine Lipoxygenase (s. 2.1) mit einer
Aktivitidt von 100 U mL™! in 50 mM TRIS-HCI-Puffer pH 7,5 verwendet. Als Vergleichsprobe wur-
den 50 mg Lyophilisat von Pleurotus sapidus (s. 2.11.1) mit 3 mg Natriumcholat in 1,5 mL 50 mM
TRIS-HCI-Puffer pH 7,5 rehydratisiert (15 min, 24 °C, 150 U min'!) und anschlieRend zentrifugiert
(4000 U min't, 3720xg, 10 min). Der verdiinnte Uberstand (1:10, 50 mM TRIS-HCI-Puffer pH 7,5)
wurde daraufhin im Enzymassay eingesetzt (Riemer 2010).

38



Material und Methoden

Folgende Losungen wurden verwendet:

Substrat-Stammlésung

Linolsaure 19 pL
0,01% (v/v) Tween® 20 20 uL
Reinstwasser 5mL
1M NaOH 500 uL

Substrat-Arbeitslosung

Substrat-Stammlosung 110 pL

50 mM TRIS-HCI-Puffer pH 7,5 ad 4 mL
Referenz

0,01% (v/v) Tween® 20 20 uL

Reinstwasser 5,019 mL

1M NaOH 500 uL

50 pL Probenlésung wurden in einer Quarzkivette fiir 3 min im temperierbaren Kiivettenhalter
des Photometers (Tab. 2.13, Software WinAspect 2.2.1.0) auf 25 °C vorgewarmt. Die Reaktion wur-
de durch Zugabe von 950 pL Substrat-Arbeitslosung gestartet und die Extinktionszunahme bei
einer Wellenldnge von 234 nm iiber einen Zeitraum von 10 min verfolgt. Die mégliche Bildung
von Hydroperoxiden wahrend der Inkubation ohne Enzymzugabe wurde durch die Messung der
Blindprobe ermittelt und vom Messergebnis der Probe subtrahiert. Die Blindprobe setzte sich aus
50 pL. 50 mM TRIS-HCI-Puffer pH 7,5 und 950 pL Substrat-Arbeitslosung zusammen. Alle Messun-

gen von Proben und Blindproben erfolgten gegen die Referenz.

Die Lipoxygenaseaktivitit A in UL™! 2% wurde mit folgender Gleichung berechnet:

Eozs - Vy 6
A= m -10 (6)
Fosy: Extinktionsdnderung in min~!
Vgt Gesamtvolumen in der Kiivette in mL
Ve Probevolumen in mL
d: Schichtdicke der Kiivette 1 cm
€234: molarer dekadischer Extinktionskoeffizient von Linolsdurehydroperoxiden in

25000 L mollem™

201 U=1pumol min™
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2.13.9 Photometrische Enzymassays zur Messung der Aktivitdt von MsP1

2.13.9.1 Verwendete Puffer und Losungen

Citronensaure/Na,HPO,-Puffer nach Mcllvaine (1921)

Fiir die Herstellung des Puffers wurden eine 0,1 M Citronensdure- und eine 0,2 M Dinatriumhy-
drogenphosphatlosung verwendet. Je nach gewilinschtem pH-Wert des Puffers wurden die beiden
Losungen zu unterschiedlichen Anteilen gemischt. Aus dem Mischungsverhaltnis ergeben sich
die Konzentrationen an Citronensaure und an Dinatriumhydrogenphosphat in den resultieren-
den Pufferlosungen (Tab. 2.24). Bei Bedarf wurde die Konzentration der Pufferlosung durch Ver-
diinnen mit Wasser eingestellt. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde dieser Puffer als Mcllvaine-

Puffer bezeichnet.

Tabelle 2.24: Citronensdure/Phosphat-Puffer

Citronensiure (0,1 M) Na,HPO, (0,2 M)
pH VolumeninmL Konzentrationin mM VolumeninmL Konzentration in mM
2,2 98,80 99 1,20 2
2,5 92,25 92 7,75 16
3,0 80,30 80 19,70 39
3,5 70,20 70 29,80 60
4,0 62,00 62 38,00 76
4,5 55,05 55 44,95 90
5,0 49,00 49 51,00 102
55 43,45 43 56,55 113

Citronensaure/K,HPO,-Puffer

Die Herstellung dieses Puffers erfolgte analog zu der des Mcllvaine-Puffers; anstelle der Di-
natriumhydrogenphophatlésung (0,2 M) wurde jedoch eine Dikaliumhydrogenphosphatlésung
(0,2 M) verwendet. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde dieser Puffer als K-Mcllvaine-Puffer be-

zeichnet.

Natriumacetat-Puffer

Fiir die Herstellung des Puffers wurden 1 M Essigsdure- und 1 M Natriumacetatlosung verwendet.
Je nach gewiinschtem pH-Wert des Puffers wurden die beiden Losungen zu unterschiedlichen
Anteilen gemischt. Die Konzentration der Pufferlosung wurde anschlief3end durch Verdiinnen mit

Wasser eingestellt.
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Kaliumacetat-Puffer
Die Herstellung dieses Puffers erfolgte analog zu der des Natriumacetat-Puffers; anstelle der

1 M Natriumacetatlosung wurde jedoch eine 1 M Kaliumacetatlosung verwendet.

Natriumtartrat-Puffer

Fiir die Herstellung des 100 mM Natriumtartrat-Puffers wurden 100 mM Weinsdure- und
100 mM Natriumtartratlosung verwendet. Je nach gewiinschtem pH-Wert des Puffers wurden die
beiden Losungen zu unterschiedlichen Anteilen gemischt.

HCl/Glycin-Puffer

Fiir die Herstellung des 100 mM HCl/Glycin-Puffers wurden 100 mM Glycin-, 100 mM Natrium-
chlorid- und 100 mM Salzsdurel6sung verwendet. Je nach gewiinschtem pH-Wert des Puffers wur-
den die beiden Losungen (Losung A: 100 mM Glycin- und 100 mM Natriumchloridlésung; Losung
B: 100 mM Salzsaureldsung) zu unterschiedlichen Anteilen gemischt.

Wissrige f-Carotin-Stammlésung

5 mg B-Carotin und 0,5 g Tween® 80 wurden in einem 250 mL Rundkolben in Dichlormethan ge-
16st. Das Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer weitgehend entfernt (40 °C, 250 Umin™,
800 mbar, 20 min). Zum Ruckstand wurden 30 mL Reinstwasser gegeben. Reste von Dichlor-
methan wurden am Rotationsverdampfer (40 °C, 250 U mint, von 800 auf 200 mbar in 200 mbar
Schritten, jede Stufe 15min) und im N,-Strom entfernt. Die Emulsion wurde in einen 50 mL
Messkolben filtriert und mit Reinstwasser bis zur Marke aufgefiillt. Bei Lagerung im Dunkeln bei

max. 4 °C war die Emulsion ca. 1 Woche haltbar (Scheibner 2006).

Waissrige Bixin-Stammlésung
Fiir die Bixinlésung wurden 15 mg Bixin und 0,5 g Tween® 80 verwendet. Die Herstellung der
Losung erfolgte analog zur Herstellung der S-Carotinlosung.
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Weitere Substratstammlésungen

Alle weiteren eingesetzten Substratstammldsungen sind mit Abkilirzung, Konzentration und dem

Losungsmittel in der Tab. 2.25 aufgefiihrt.

Tabelle 2.25: Sonstige eingesetzte Subtratldsungen

Substrat Abkiirzung Konzentration gelostin

in uM
2,2’-Azino-bis-(3-ethylbenzthioazolin-6- ABTS 2000 Reinstwasser
sulfonsdure)-diammoniumsalz
Annatto (wassrig, alkalischer Extrakt) — 64 Reinstwasser
Reactive Black 5 RBlack 5 100 Reinstwasser
Reactive Blue 5 RBlue 5 500 Reinstwasser
Veratrylalkohol VA 12500 Ethanol
2,6-Dimethoxyphenol DMP 5000 Ethanol
Mangansulfat MnSO, 20000 Reinstwasser
1-(3,4-Dimethoxy-phenyl)-2-(2-methoxy- Adlerol 160000 Ethanol
phenoxy)-propan-1,3-diol
Guajakol — 20000 Ethanol
Wasserstoffperoxid?! H,0, 1400 Reinstwasser

2.13.9.2 Ubersicht der verwendeten Assays, allgemeines Pipettierschema und

Berechnung der Enzymaktivitat

Die Enzymassays?? wurden entweder mit enzymbhaltigen Kulturiiberstand von Aspergillus niger
oder mit gereingtem MsP1 durchgefiihrt. Als Puffer wurde 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5
eingesetzt, der gegebenenfalls durch spitere Messungen bzw. Optimierungen (s. 2.13.9.3) den

verschiedenen Substraten angepasst wurde. In Anlehnung an Tien und Kirk (1988) wurde der

VA-Assay mit 100 mM Natriumtartrat-Puffer bei pH 2,5 durchgefiihrt.

“1Dje Konzentration wurde nach Messung der optimalen H,0,-Konz. auf 500 uM herabgesetzt.
22Dje Assays wurden in den folgenden Kapiteln nach den eingesetzten Substraten bezeichnet.
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Die Endkonzentration des Substrates im Reaktionsansatz des verwendeten Assays, der molare

dekadische Extinktionskoeffizient der Messgrofie und die jeweils verwendete Wellenldnge sind
in Tabelle 2.26 aufgefiihrt.

Tabelle 2.26: Parameter der verwendeten Enzymassays: verwendetes Substrat und dessen Konzentration im

Reaktionsansatz des Assays (Endkonz.), MessgroRe und deren molarer dekadischer
Extinktionskoeffizient, Wellenldnge, Referenz (modifiziert)

Substrat Endkonz. Messgrofie Extinktionskoeff. Wellenlinge Referenz
in uM in Lmol™ cm™ in nm
ABTS 500,0 ABTS- 36000 420 nach Eggert et al. (1996)
Radikalkation
p-Carotin 24,5 B-Carotin 95000 450 nach Ben Aziz et al. (1971)
Bixin 16,5 Bixin 136100 465 nach Hiilsdau (2007)
Annatto 16,0 Norbixin® 108 400 452 nach Scotter et al. (1998)
VA 1250,0 Veratrumaldehyd 9300 310 nach Tien und Kirk (1988)
DMP 500,0 2,2,6,6'-Tetra- 27 500%* 469  nach Saparrat et al. (2002)
methoxydibenzo-
1,1’-dichinon
Guajakol 2000,0 Tetraguajakol®® 26600 470 nach Chance und Maehly (1955)
RBlack 5 25,0 Reactive Black 5 37200 598 nach Sugano et al. (2006)
RBlue 5 125,0 Reactive Blue 5 8000 600 nach Sugano et al. (2006)

Das allgemeine Pipettierschema (Tab. 2.27) wurde fiir alle Assays verwendet. Die Messung der

Extinktion erfolgte, wenn nicht anders angegeben, mittels Mikroplattenleser (Tab. 2.13, Software

Gen5 1.07).

Tabelle 2.27: Allgemeines Pipettierschema

ABTS-, §-Carotin-, Bixin-, Annatto-, RBlack/Blue 5-Assay ‘ VA-, DMP-, Guajakol-Assay

mit H,0, ohne H,0, ‘ mit H,0, ohne H,0,
Probe 20 pL 20 uL 20 uL 20 pL
Puffer 80 uL 80 uL 110 uL 110 uL
Substrat 50 uL 50 uL 20 uL 20 uL
H,0, 50 pL — 50 pL —
H,0 — 50 pL — 50 pL
Gesamtvolumen 200 uL

2Die verwendete Annattoldsung wurde durch alkalisch wissrige Extraktion erhalten. Hauptbestandteil: Natriumsalz

des Norbixins

“*Molarer dekadischer Extinktionskoeffizient von 2,6-Dimethoxyphenol.
%5 Auf Grund der Stéchiometrie des Substrates (Edukt) zur Messgrofe (Produkt) von 4:1 wurde bei der Berechnug der
Enzymaktivitit der Faktor 4 einbezogen.
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Die Reaktion wurde entweder durch Zugabe des Substrates oder durch Zugabe von H,0, gestar-
tet. Die Extinktion wurde anschliefsend iiber einen Zeitraum von 10 min bei den entsprechenden
Wellenldngen (Tab. 2.26) gemessen. Als Proben wurden konzentrierter Kulturiiberstand (s. 2.1

und 2.13.1) und gereinigtes MsP1 (s. 2.13.2.2) eingesetzt. Die Konzentration der Proben wurden

den entsprechenden Assays angepasst, sodass die Extinktionsinderung E 0,015-0,150 min~!

betrug. Zusatzlich wurden Kontrollen gemessen, bei denen die Enzymldsung (Probe) entweder

durch Puffer oder durch desaktiviertes Enzym (abgekochte Probenlésung) ersetzt wurde.

Die Enzymaktivitit A wurde mit folgender Gleichung berechnet:

Ey-V,

A= —"——=
Vp-d-e

106 . F (7)

Enzymaktivitit in ULt 26

Extinktionsidnderung in min™?
Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes in pL
Probevolumen in pL

Schichtdicke 0,64 cm 27

Verdiinnungsfaktor
1

D om RS S e

molarer dekadischer Extinktionskoeffizient in L mol™! ecm~

2.13.9.3 Bestimmung des optimalen Puffers und pH-Wertes

Fiir die Bestimmung des optimalen Puffers und pH-Wertes wurde gereinigtes MsP1 (s. 2.13.2.2)
mit verschiedenen Pufferlosungen (s. 2.13.9.1) verdiinnt. Die Aktivitdt des Enzyms wurde in den

entsprechenden Puffern verfolgt (s. 2.13.9.2).

2.13.9.4 Bestimmung der optimalen Pufferkonzentration

Reines MsP1 (s.2.13.2.2) wurde mit Pufferlésungen unterschiedlicher Konzentrationen (s.2.13.9.1)
verdiinnt. Die Enzymaktivitat wurde mittels Assays (s. 2.13.9.2) in den entsprechenden Puffern

gemessen.

261U =1 umol min™
“Der Lichtweg in einer Vertiefung der 96er Well-Platte betrug bei einem Gesamtvolumen von 200 pL 0,64 cm.
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2.13.9.5 Temperaturoptimum

Die Bestimmung des Temperaturoptimums von MsP1 erfolgte am vortemperierten Photometer
(Tab. 2.13) mit vortemperierten Pufferlésungen. Die Messung wurde durch Zugabe von -Carotin-
bzw. ABTS-Losung gestartet (Tab. 2.25). Aufgrund der eingesetzten Kiivetten wich das Pipettier-
schema vom allgemeinen Pipettierschema der Enzymassays (Tab. 2.27) am Mikroplattenleser ab
(Tab. 2.28).

Tabelle 2.28: Pipettierschema

ABTS-Assay f-Carotin-Assay

Probe 25,0 uL 100 uL
Puffer 100,0 pL 950 uL
Substrat 62,5 uL 100 uL
H,0, 50 pL 50 pL

Gesamtvolumen 250 uL 1200 uL

2.13.9.6 Variation der Wasserstoffperoxidkonzentration

Zur Untersuchung des Wasserstoffperoxid-Einflusses auf die Enzymaktivitdt und zur Bestimmung
der optimalen Wasserstoffperoxidkonzentration wurden dem Reaktionsansatz verschiedene Kon-
zentrationen an Wasserstoffperoxid (Endkonzentration: 0-1,25 mM) zugesetzt. Dazu wurden ent-
sprechende H,0,-Stammldsungen angesetzt (0-5 mM). Die Enzymaktivitdt von MsP1 wurde mit-
tels ABTS- bzw. §-Carotin-Assay (s. 2.13.9.2) untersucht.

2.13.9.7 Anreicherung und Abreicherung von Sauerstoff

Durch 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 (100 mL) wurde mit einer Kerzenfritte mit der Poren-
grofie 3 (16-40 pm) Sauerstoff geleitet (Dauer: zweimal 15 min). Der so behandelte Puffer wurde
zur Messung des ABTS- und S-Carotin-Assays (s. 2.13.9.2) mit gereinigtem MsP1 (2.13.2.2) ohne
Zusatz von H,0, (Tab. 2.27) eingesetzt. Zur Abreicherung des Sauerstoffs wurden 100 mL 50 mM
Natriumacetat-Puffer pH 3,5 fiir 1 h im Ultraschallbad entgast. Anschliefend wurde der Kopfraum
mit Stickstoff gesattigt. Der so behandelte Puffer wurde ebenfalls zur Messung der Enzymaktivitat
mittels ABTS- und f-Carotin-Assays mit gereinigtem MsP1 ohne Zusatz von H, 0, eingesetzt.
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2.13.9.8 Untersuchung der Enzymstabilitat

Die Untersuchung der Enzymstabilitit wurde mit reinem MsP1 (s. 2.13.2.2) durchgefiihrt. Die
Messung der Enzymaktivitat erfolgte mittels ABTS-Assay (s. 2.13.9.2).

Lagerstabilitit der konzentrierten Enzymlésung

Zur Bestimmung der Lagerstabilitdit wurde die gereinigte Enzymlésung unverdiinnt bei 4 °C,-20 °C
und bei -80 °C fiir 10 Tage gelagert. Fiir die Lagerung bei =20 °C und -80 °C wurde das Enzym
mittels fliissigen Sticktsoff schockgefroren, um ein schnelles Einfrieren ohne Kristallbildung zu
gewdhrleisten. Die Messung der Aktivitit erfolgte mittels ABTS-Assay an den Tagen 1, 2, 5 und
10.

pH- und Lésungsmitteltoleranz unter Assaybedingungen

MsP1 wurden in entsprechenden Puffern bzw. 30%igem Ethanol vorverdiinnt und bei 4 °C {iber
einen Zeitraum von 24 Stunden gelagert. Fiir die Messung der Enzymaktivitat mittels ABTS-Assay
wurden die Vorverdiinnungen mit dem Messpuffer (300 mM Natriumacetatpuffer pH 3,0) noch-
mals verdiinnt.

Temperaturstabilitit unter Assaybedingungen

Die Enzymlosungen wurden mit 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6,0 vorverdiinnt und bei 0 °C,
24°C, 40°C und 55 °C iiber einen Zeitraum von 24 Stunden gelagert. Die Messung der Enzymak-
tivitat erfolgte nach Verdiinnung mit 300 mM Natriumacetatpuffer pH 3,0 (Messpuffer) bei 30 °C
mittels ABTS-Assay.

2.13.9.9 Salztoleranz

Die Messung der Aktivitat von konzentriertem Kulturiiberstand und reinem MSP1 mittels ABTS-
Assay (s. 2.13.9.2) wurde bei 30 °C in 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6,0 durchgefiihrt. Die Puf-

ferl6sung enthielt unterschiedliche Konzentrationen an NaCl (0-1 M).
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2.13.9.10 Einfluss von Mangansulfat

Fiir die Untersuchung des Einflusses von Mangan(II)-sulfat auf die Enzymaktivitat von gereinig-
tem MsP1 (2.13.2.2) gegeniiber dem Substrat 2,6-Dimethoxyphenol wurden der Messlésung un-
terschiedliche Mengen an MnSO, zugesetzt (Wariishi et al. 1992). Die Messung der Enzymaktivi-
tat erfolgte mittels DMP-Assay (s. 2.13.9.2); abweichend wurden folgende Losungen verwendet:

Stammloésungen von H,0, und MnSO, in Wasser

H,0, konstant 0,4 mM
MnSO, 0-4 mM
Reinstwasser ad 5 mL

Im Reaktionsansatz des Assays wurden anstelle des Wasserstoffperoxides 50 pL dieser Stamm-
l6sungen eingesetzt, sodass die Endkonzentration von H,0, im Assay konstant 0,1 mM und die
Endkonzentration von MnSO, 0-1 mM betrug.

2.13.9.11 Oxidation von Mangan(ll)-lonen

Die Oxidation von Mangan(II)-lonen (Mn?*) durch MsP1 erfolgte nach Wariishi et al. 1992 in
100 mM Natriumtartrat-Puffer pH 4,5 (s. 2.13.9.1). Die Bildung von Mangan(III)-tartrat wurde
liber einen Zeitraum von 10 min mittels Photometer (Tab. 2.13) bei einer Wellenldnge von 290 nm
und 30 °C gemessen. Gereinigtes MsP1, eine 0,4 mM Wasserstoffperoxidlésung (wassrig) und ei-
ne 20 mM Mangansulfatlésung (wassrig) wurden nach folgendem Pipettierschema zur Messung
eingesetzt:

Tabelle 2.29: Pipettierschema

Volumen Endkonzentration

MsP1 5uL 283 nM

Puffer 245 uL 49 mM

Substrat (MnSO,) 25 uL 1 mM

H,0, 125 uL 100 uM

H,0 100 pL —
500 pL

Die Berechnung der Enzymaktivitat erfolgte nach Formel 7. Die Schichtdicke der UV-Kiivette des
Photometers betrug 1 cm und der molare dekadische Extinktionskoeffizient des Mangan(III)-tar-
trates 2860 L mol™! cm™.
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2.13.9.12 Umsetzung von Adlerol

Die Umsetzung von Adlerol durch MsP1 erfolgte in 100 mM Natriumtartrat-Puffer pH 2,5 und
wurde Uber einen Zeitraum von 10 min mittels Mikroplattenleser bei einer Wellenldnge von
310 nm und 30 °C gemessen. Neben der Extinktionsdnderung bei einer Wellenlange von 310 nm
wurde das UV /Vis-Spektrum eines Reaktionsansatzes vor und nach der Umsetzung mit MsP1 mit-
tels Photometer aufgenommen (Liers et al. 2010). Das gereinigte MsP1, eine 0,5 mM Wasserstoff-
peroxidlosung (wassrig) und eine 160 mM Adlerollésung (ethanolisch) wurden nach folgendem
Pipettierschema zur Messung eingesetzt:

Tabelle 2.30: Pipettierschema

Volumen Endkonzentration
Mikroplattenleser Photometer
MsP1 20 uL 100 uL 28 nM
Puffer 110 uL 550 uL 55mM
Substrat (Adlerol) 20 uL 100 pL 16 mM
H,0, 50 uL 250 pL 125 uM
200 pL 1000 pL

2.13.10 Enzymkinetik

Die Michaelis-Menten-Konstanten (Kp,) und die katalytischen Konstanten (k.,) des gereinigten
MsP1 (s. 2.13.2.2) wurden fiir die Substrate ABTS, §-Carotin, Bixin, Annatto, Veratrylalkohol, DMP,
Guajakol, Reactive Black 5 und Reactive Blue 5 untersucht. Dazu wurde die Anfangsgeschwindig-
keit des enzymatischen Umsatzes (Reaktionsgeschwindigkeit) bei konstanter Enzymkonzentrati-
on, nicht limitierendem Uberschuss an Wasserstoffperoxid und variierender Substratkonzentra-
tion gemessen. Die Reaktionsgeschwindigkeit (v) wurde direkt linear gegen die Substratkonzen-
tration aufgetragen. Mit Hilfe der Software OriginPro 8.5G (Tab. 2.14) wurde eine Hyperbel an die
Messpunkte angepasst, sodass sich die enzymkinetischen Parameter (Kp,, Vmax) direkt aus der
Sattigungshyperbel ablesen liefRen. Die katalytische Konstante k., wurde mit folgender Formel
berechnet:

(8)

Keat: katalytische Konstante in 57!

Vinaz: ~ maximale Umsatzgeschwindigkeit in uM s™!
CEnzym: Enzymkonzentration in uM
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Die Durchfiihrung der Assays erfolgte nach 2.13.9.2. Die Messung der kinetischen Parameter von
MsP1 wurde zeitgleich mit unterschiedlichen Mengen an Wasserstoffperoxid durchgefiihrt, um
die Konzentration zu ermitteln, bei der die Umsetzung unabhiangig vom Wasserstoffperoxid ver-

lauft. Die Parameter der Messungen sind in Tabelle 2.31 aufgefiihrt.

Tabelle 2.31: Parameter der Enzymkinetik 28: Substrat und dessen Endkonzentration im Reaktionsansatz
(Substratkonz.), Endkonzentration von MsP1, Endkonzentration von H,0,, Messtemperatur
(Temp.) und der verwendete Puffer

Substrat Substratkonz. Enzymkonz. H,0,-Konz. Temp. Puffer
in uM in nM in uM in °C
ABTS 1-1000 0,05 125 55 300 mM Natriumacetat pH 3,0
B-Carotin 12-36 3,53 125 30 50 mM Natriumacetat pH 3,5
Bixin 8-25 1,13 125 30 50 mM Natriumacetat pH 3,5
Annatto (Norbixin) 8-25 0,81 125 30 50 mM Natriumacetat pH 6,0
Veratrylalkohol 500-60000 28,27 250 55 100 mM Natriumtartrat pH 2,5
2,6-Dimethoxyphenol 10-3000 0,28 250 55 50 mM Natriumacetat pH 3,5
Guajakol 15-4100 1,13 250 55 50 mM Natriumacetat pH 3,5
Reactive Blue 5 1-630 1,41 125 55 50 mM Natriumacetat pH 4,5
Reactive Black 5 1-100 5,65 125 55 50 mM Natriumacetat pH 4,5

2.13.11 Riickfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidus mittels iFOLD®
Protein Refolding System-Kit

Die Kultivierung von Hansenula polymorpha erfolgte gemafd 2.10. Nach Anzucht und Induktion
der Expression wurden die Hefezellen geerntet, aufgeschlossen (s. 2.10.7) und der erhaltene Ge-
samtzellextrakt zentrifugiert (14 000 U min'!, 21 920 xg, 2 min, 4 °C). Die 16sliche Fraktion (auch
bezeichnet als 1slicher Zellextrakt) wurde zur Proteinriickfaltung mittels iFOLD® Protein Re-
folding System-Kit eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben (Tab. 2.7). Ab-
weichend zu den Angaben wurde dem loslichen Zellextrakt nach der Denaturierung 6,4 mM Ei-
sen(I1I)-chlorid hinzugefiigt bevor dieser zur Riickfaltung eingesetzt wurde. Nach der Riickfaltung
wurden die Renaturierungspuffer mit enthaltenem Gesamtzellextrakt ohne eine weitere Zugabe
von Eisen(III)-chlorid zur Transformation von (+)-Valencen (s. 2.13.7.5) eingesetzt. Chemikalien-
blindwerte und Negativkontrollen wurden nach 2.13.7.6 durchgefiihrt.

ZWeitere Paramter der Assays - wie der molare dekadische Extinktionskoeffizient und die Wellenlinge - sind in Ta-
belle 2.26 aufgefiihrt.
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2.14 Elektrophorese-Techniken

Die Analyse von Nukleinsduren und Proteinen erfolgte unter Anwendung elektrophoretischer
Verfahren (Hames und Rickwood 1990). Die analytische und préaparative Trennung von Nukle-
insduren erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese (detailliert beschrieben von Southern 1979
und McDonell et al. 1977); die Auftrennung von Proteinen hingegen mit Hilfe der Natriumdode-
cylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Creighton 1997; Laemmli 1970).

2.14.1 Agarose-Gelelektrophorese

Folgende Losungen wurden fiir die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt:

50x TAE-Puffer

TRIS 242,0gL7!
Essigsaure, konz. 57,1mLL™1
0,5 M EDTA, pH8 100,0 mL Lt

Der 50x TAE-Puffer wurde vor der Verwendung 1:50 mit VE-Wasser verdiinnt (1x TAE-Puffer).

6x Auftragspuffer?’
Bromphenolblau 25mg
Xylencyanol 25mg
Glycerol 3mL
VE-Wasser ad 10 mL

In Abhangigkeit der Grofe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden Gele mit unterschiedlich-
er Konzentration verwendet. 1,2-2%ige Agarosegele kamen fiir Fragmente <2 kb zum Einsatz,
0,8-1,1%ige Gele fiir Fragmente >2 kb. Die Agarose wurde in 1x-TAE-Puffer (kleine Gele: 56 mL,
grofde Gele 168 mL) suspendiert und bis zum vollstandigen Losen in der Mikrowelle aufgekocht.
Nach dem Abkiihlen auf etwa 60 °C wurde die Agaroseldsung mit 0,1 pL. mL™! Ethidiumbromid-
16sung (1%ig) versetzt und anschlief3end in die Gelvorrichtung mit dariiber hdangendem Kamm
gegossen. Mit CoralLoad PCR-Puffer versetzte PCR-Proben wurden direkt auf das Gel aufgetra-
gen, sonstige PCR-Proben wurden vor der Auftragung im Verhaltnis 5:1 (Probe/Puffer) mit dem
6x Auftragspuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte je nach Gelgrofde bei 80-130V, indem
die Gelvorrichtung horizontal in eine mit 1x TAE-Puffer befiillte Elektrophoresekammer gehangt
wurde. Die Fragmentgréfien wurden anhand eines Groféenstandards (s. 2.4.3) abgeschitzt. Die
Geldokumentation erfolgte mit Hilfe eines Gerates der Firma Decon Science Tec (Tab. 2.13, UV-

Transilluminator (312 nm), Kamera, Software DeVision G Vers. 2.0).

29(Sambrook und Russell 2001)
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2.14.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE wurde unter denaturierenden Bedingungen mit dem PerfectBlue Twin S-System
von Peglab bzw. Mini-Protean® Tetra System von BioRad Laboratories GmbH und den folgenden
Losungen durchgefiihrt (modifiziert nach Laemmli 1970).

Ammoniumperoxodisulfat-Lésung (APS-Lésung)
APS 400g

Reinstwasser ad 1L

Die APS-Losung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

4x Lower-TRIS
TRIS-Base 181,7g
SDS 40g
Reinstwasser ad1L

Einstellen auf pH 8,8 mit 1 M NaOH

4x Upper-TRIS
TRIS-Base 60,55¢g
SDS 4,00g
Reinstwasser ad 1L

Einstellen auf pH 6,8 mit 1 M NaOH

10x Laufpuffer
TRIS-Base 302¢g
Glycin 144,2 g
SDS 10,0g
VE-Wasser ad 1L

Der 10x Laufpuffer wurde vor der Verwendung 1:10 mit VE-Wasser verdiinnt (1x Laufpuffer).

2,5x Auftragspuffer3?

1M TRIS-HC], pH 6,8 1,0 mL
20%ige SDS-L6sung (w/v) 2,0 mL
Bromphenolblau 20 mg
Glycerol 2,3 mL
VE-Wasser ad 8,0 mL

30(Sambrook und Russell 2001)
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Die Gesamtkonzentration von Acrylamid und Bisacrylamid betrug im Trenngel 12% und im Sam-
melgel 6% (Tab. 2.32). Die Konzentration von Bisacrylamid in der Gesamtkonzentration (Cross-

linker-Konzentration) betrug 2,6%.

Tabelle 2.32: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Trenngel 12% Sammelgel 6%

Reinstwasser 2,7 mL 1,8 mL

Lower-TRIS 1,5mL —

Upper-TRIS — 750,0 puL

Rotiphorese Gel 40 (37,5:1) 1,8 mL 450,0 uL.

APS-L6sung 15,0 uL 10,0 uL

TEMED 7,5 uL. 4,0 pL.
Durchfiihrung:

30 puL Probe wurden mit 24 pL Probenauftragspuffer versetzt, 10 min gekocht und anschliefRend
auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe von 6 pL einer 1 M DTT-Losung wurden - abhdngig vom Proteinge-
halt der Probe - 1-30 pL in eine Geltasche (Proteinmenge 5 pg pro Tasche) gegeben. Die Puffer-
kammer wurde mit 1x Laufpuffer gefiillt, sodass die Geltaschen vollstiandig mit Puffer bedeckt
waren. Nach der Beladung betrug die Stromstérke zur Fokussierung der Proben konstant 10 mA
pro Gel. Nach dem Ubergang der Proben vom Sammelgel ins Trenngel wurde die Stromstirke bis
zum Ende der Elektrophorese auf konstant 20 mA pro Gel erh6ht. Sobald das Bromphenolblau
des Probenauftragspuffers aus dem Gel hinauslief, wurde Elektrophorese beendet. Anschliefend
wurde das SDS-Gel zur Detektion der getrennten Proteinbanden mittels Farbung (s. 2.16) oder
fiir den Western Blot (s. 2.14.6) eingesetzt.

2.14.2.1 Molekulargewicht

Die Bestimmung des Molekulargewichtes mittels SDS-PAGE erfolgte anhand eines Proteinstan-
dards (5 pL, s. 2.4.3). Die Logarithmen der Molekulargewichte der Standardproteine wurden ge-
gen ihre Laufstrecke aufgetragen. Anhand der Regressionsgeraden wurde das Molekulargewicht

der Zielproteine ermittelt.
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2.14.3 Halbnative SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die halbnative SDS-PAGE wurde nach 2.14.2 mit den folgenden Anderungen durchgefiihrt:

e Zubereitung 10x Laufpuffer und Probenauftragspuffer mit der Halfte an SDS (5gL~! SDS
bzw. 1 mL SDS-Losung (20%ig))

¢ Probenvorbereitung ohne Aufkochen und Zusatz von DTT-L6sung

e 15 mU Enzymaktivitat pro Tasche Probenbeladung fiir Gele mit anschlief3ender Aktivitats-
farbung

e Elektrophorese bei 4 °C

Nach der Elektrophorese wurde das Gel - analog zur SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingun-
gen - zur Farbung (s. 2.16) eingesetzt.

2.14.4 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fiir die native Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden Polyacrylamid-Fertiggele (s. 2.4.4, Acryl-
amidkonzentration 3-12%, Quervernetzerkonzentration 2,6%, 1 mm Schichtdicke) verwendet.
Die Vorbereitung der nativen Gele und die Durchfiihrung der PAGE erfolgte geméafd Herstelleran-
gaben. Auf das Gel wurden pro Tasche 5 pg Protein bzw. 15 mU Aktivitat aufgetragen.

Elektrophoresebedingungen:
1. 4°C,50V, 10 min - Fokussierung
2. 4°C,200V, 2h - Trennung

Nach der Elektrophorese wurde das Gel zur Farbung (s. 2.16) eingesetzt.
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2.14.5 Isoelektrische Fokussierung (IEF)
2.14.5.1 Analytische IEF

Fiir die isoelektrische Fokussierung wurden Polyacrylamid-Fertiggele mit immobilisiertem pH-
Gradienten (pH 3-10) und einer Schichtdicke von 150 um verwendet (s. 2.4.7). Die Vorbereitung
der IEF-Gele erfolgte gemafd Herstellerangaben. Auf das Gel wurden pro Tasche 5 pg Protein bzw.
15 mU Aktivitat aufgetragen.

Elektrophoresebedingungen:
1. 4°C,500V, 1h - Entsalzung
2. 4°C,2000V, 2,5h - Trennung

Nach der Elektrophorese wurde das Gel zur Farbung (s. 2.16) eingesetzt.

Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pI)

Zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes wurde in eine Probentasche des IEF-Geles ein Pro-
teinstandard (5 pL, s. 2.4.3) geladen. Die isoelektrischen Punkte der Standardproteine wurden
gegen ihre Laufstrecke aufgetragen. Mit Hilfe der daraus resultierenden Regressionsgeraden wur-

den die isoelektrischen Punkte der Zielproteine abgeschatzt.

2.14.5.2 Praparative IEF

Die priparative isoelektrische Fokussierung wurde mittels Rotofor® Cell von Biorad durchge-
fiihrt. Die Vorbereitung der IEF-Kammer und die Durchfiihrung der Fokussierung erfolgten ge-

mafi Herstellerangaben.

Elektrophoresebedingungen:
e 4°C,15W
¢ Ende, sobald die Spannung fiir 30 min konstant blieb

Probenvorbereitung:

1 mL aufgeschlossenes Pilzmyzel (hergestellt nach 2.11.2.1) wurde mit 58 mL Reinstwasser und
3 mL Ampholytlésung (pH 3-10 oder pH 5-7) versetzt und in die Probenkammer (58 mL) gefiillt.
Die erhaltenen Fraktionen wurden nach Bestimmung des pH-Wertes zum Dot Blot (s. 2.15) und

zur Transformation von (+)-Valencen (s. 2.13.7.4) eingesetzt.

54



Material und Methoden

2.14.6 Western Blot

Nach erfolgter SDS-PAGE (s. 2.14.2) wurden die aufgetrennten Proteine aus dem Polyacrylamid-
gel mittels Tank-Elektroblotter auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) tiber-
tragen.

Folgende Losungen wurden dafiir verwendet:

10x Wet Blot Laufpuffer
Glycin 144,13 g
TRIS-Base 30,29g
VE-Wasser ad 1L
1x Wet Blot Laufpuffer
10x Wet Blot Laufpuffer 100 mL
MeOH 50 mL
VE-Wasser ad 1L

10x TBS-Puffer

TRIS-HCI 78,80 ¢g
Natriumchlorid 87,66g
Reinstwasser ad1L

Einstellen auf pH 7,5 mit 1 M NaOH

1x TBST-Puffer
10x TBS-Puffer 100 mL
Tween® 20 1mL
Reinstwasser ad1L

5%iges Milchpulver in TBST-Puffer
Milchpulver 50g

1x TBST-Puffer ad 1L

Flir den Western Blot wurden die PVDF-Membran und das Blottingpapier auf SDS-Gelgrofse zu-
geschnitten. Die Membran wurde 5 min mit MeOH aktiviert und anschliefdend mit dem Blotting-
papier in dem Wet Blot Laufpuffer (1x) dquilibriert. Der Blot erfolgte fiir eine Stunde bei einer
Spannung von 100 V. Anschlieflend wurde die Membran tiber Nacht in TBST-Puffer mit 5% Milch-
pulver bei 4 °C inkubiert, um die freien Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren und somit
ein unspezifisches Binden der Antikérper an die Membran zu verhindern.
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2.14.6.1 Immunodetektion, Entwicklung und Dokumentation

Die Detektion erfolgte durch Inkubation mit dem primaren Antikérper Kaninchen anti-CQDAQYY -
PDDASVAGD-amid IgG (s. 2.4.1) (2 h, 1:10 000 mit 5%igem Milchpulver in TBST-Puffer). Nach drei-
maligem Waschen mit TBST-Puffer (10 min) erfolgte die Inkubation mit einem sekundiren Anti-
koérper (1 h, 1:15 000 in TBST-Puffer).

Fiir die Detektion mit einem Chemolumineszenz-Reagenz wurde der Ziege anti-Kaninchen IgG-
Antikorper konjugiert mit einer Peroxidase (s. 2.4.1) verwendet; fiir die Detektion mit dem Chro-
mogen 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) und Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) hin-
gegen wurde der Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikérper konjugiert mit einer alkalischen Phospha-
tase (s. 2.4.1) eingesetzt. Nach erneutem Waschen mit TBST-Puffer (dreimal, 10 min) erfolgte die
Entwicklung der Membran und deren Dokumentation mit zwei unterschiedlichen Varianten.

Variante 1: Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikorper konjugiert mit einer Peroxidase

Die PVDF-Membran wurde mit Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrat in-
kubiert (2 min, je 1 mL Luminol- und Peroxidaselosung). Die Dokumentation erfolgte mit-
tels Fotofilm und einer Entwicklermaschine (Tab. 2.13, Canon Deutschland GmbH, Krefeld;
VersaDoc Imaging System 4000 MP, Biorad) innerhalb von 30 min.

Variante 2: Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikorper konjugiert mit einer alkalischen Phosphatase

Fiir die Entwicklung wurde eine Sigma FastTM BCIP® /NBT-Tablette in 10 mL VE-Wasser ge-
16st und die PVDF-Membran mit dieser Losung inkubiert (10 min, unter Lichtausschluss).
Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgt durch die Entstehung blauvioletter Prazipita-

te. Zur Dokumentation wurde die Membran eingescannt.

2.15 Dot Blot

Der Dot Blot stellt eine vereinfachte Version des Western Blots dar, in der einzig die Anwesen-
heit von Proteinen untersucht werden kann. Das Molekulargewicht der Proteine wird dabei nicht
erfasst.

Durchfiihrung:

Auf die aktivierte PVDF-Membran (5 min mit MeOH) wurden die Probel6sungen der einzelnen
Fraktionen (erhalten nach 2.14.5.2) unverdiinnt punktférmig aufgetragen und die Membran zur
Blockierung der noch freien Bindungsstellen in 5%-igem Milchpulver in TBST-Puffer inkubiert
(4 °C, iiber Nacht). Detektion, Entwicklung und Dokumentation der Membran erfolgten analog
zum Western Blot (s. 2.14.6.1).
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2.16 Farbungen

Vor jeder Farbung wurden die Gele dreimal mit heiflem Wasser oder bei Aktivitatsfarbungen mit

entsprechendem Puffer gewaschen (5 min, unter Schiitteln 30 U min™1).

2.16.1 Coomassiefarbung

Nach der Elektrophorese wurden die auf dem Gel befindlichen Proteine fiir 1 h unter leichtem
Schiitteln in einer Losung aus 40% Ethanol, 10% konz. Essigsaure und 290 mgL~! Coomassie®
Brilliant Blue R 250 fixiert und gefarbt. Anschliefiend wurde der Hintergrund mit einer Lésung
aus 25% Ethanol und 8% konz. Essigsaure entfiarbt. Das gefarbte Gel wurde zur Dokumentation

eingescannt.

2.16.2 Kolloidale Coomassiefdarbung

Fiir die Farbung mit kolloidalem Coomassie wurde folgende Losung verwendet:

Coomassie® Brilliant Blue G 250 1,0gL™!
Ethanol (v/v) 10,0%
Aluminiumsulfat 50,0gL™t
Phosphorsaure (85%ige) (v/v) 2,0%

Die Chemikalien wurden in der obigen Reihenfolge zusammengegeben, iber Nacht unter Licht-

ausschluss geriihrt und anschliefend filtriert. Die Lagerung erfolgte ebenfalls im Dunkeln.

Durchfiihrung:

Das Gel wurde unter leichtem Schiitteln mit kolloidaler Coomassiel6sung inkubiert bis die Prote-
inbanden deutlich sichtbar waren. Coomassie® Brilliant Blue lagert sich hierbei an die basischen
Seitenketten von Aminosauren an und farbt so die Proteine. Anschlief3end wurde der Hintergrund

mit Reinstwasser entfiarbt und das Gel zur Dokumentation eingescannt.
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2.16.3 Aktivitatsfarbung mit ABTS

Diese Farbung wurde bei halb-nativen (s. 2.14.3) bzw. nativen Polyacrylamidgelen (s. 2.14.4) und
bei Gelen nach isoelektrischer Fokussierung (s. 2.14.5.1) angewendet. Nach der Elektrophorese
wurde das Gel 5 min unter leichtem Schiitteln mit einer 5 mM ABTS-Ldsung in 50 mM Natriuma-
cetat-Puffer (pH 3,5) inkubiert. Anschlieffend wurde 3%iges H,0, (Endkonzentration 0,35 mM)
zugegeben. Nach Waschen mit Reinstwasser wurde das Gel zur Dokumentation eingescannt.

2.16.4 Farbung fiir Him- und Metallenzyme (Hamfarbung)

Die Hamfarbung (modifiziert nach Thomas et al. 1976 und Henne et al. 2001) wurde bei halb-
nativen (s. 2.14.3) bzw. nativen Polyacrylamidgelen (s. 2.14.4) und bei Gelen nach isoelektrischer
Fokussierung (s. 2.14.5.1) angewendet. Weiterhin wurde die Farbung fiir den Nachweis des Zen-

tralatoms Eisen im Gesamtzellextrakt von Hansenula polymorpha verwendet.

Fiir die Himfarbung wurden folgende L6sungen verwendet:

Losung [ 6,3 mM methanolische TMB-Ldsung
Losung II 250 mM Natriumacetat-Puffer pH 5,0
Losung III (Farbeldsung) Losung I/Losung 11 (3/7 v/v)

Losung I und Il wurden jeweils kurz vor der Verwendung hergestellt.

Durchfiihrung:
e Das Gel wurde in Losung Il inkubiert (1 h, im Dunkeln). Anschliefiend wurde 30%iges H, 0,

(Endkonzentration 30 mM) zugegeben und fiir 1 min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit Reinstwasser wurde das Gel zur Dokumentation eingescannt.

¢ Der Gesamtzellextrakt wurde in eine Kiivette pipettiert und mit Lésung IIl inkubiert (30 min,

im Dunkeln). Anschlieffend wurde 30%iges H,0, (Endkonzentration 30 mM) zugegeben
und fiir 1 min inkubiert.
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2.17 Molekularbiologische Arbeiten

2.17.1 Primerableitung

Die Auswahl und das Ableiten der verwendeten Primer (s. 2.4.5) wurde auf Grund der hohen Se-
quenzhomologie von Pleurotus sapidus zu Pleurotus ostreatus anhand der Gensequenz des Prote-
ins aus dem Basidiomyceten Pleurotus ostreatus vorgenommen, der im Rahmen eines Genompro-
jekts untersucht wurde. Die entsprechenden Sequenzen wurden publiziert (The Genome Portal of
the Department of Energy Joint Genome Institute (DOE-]GI), Tab. 2.14, PC15 v2.0).

2.17.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren

Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration in Losungen erfolgte durch die Messung der
Extinktion F bei 260 nm, 280 nm und 320 nm (Sambrook und Russell 2001) mittels Nanophoto-
meter  Pearl. Uber die Extinktion bei 260 nm kann der Nukleinsduregehalt bestimmt werden3?.
Uber den Quotienten der Extinktion bei 260 nm und 280 nm kann die Reinheit der Lésung be-
stimmt werden. Liegt eine reine DNA-L6sung vor, so hat der Quotient F6¢/FE250 einen Wert von
1,8. Liegt hingegen eine reine RNA-LOsung vor, so liegt der Wert bei 2,0. Die Bestimmung der

Extinktion bei 320 nm dient der Triibungsmessung.

2.17.3 Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA efolgte mittels Nucleo Spin® Plant II Kit (Tab. 2.7). 100 mg Myzel
von Pleurotus sapidus, Pleurotus ostreatus und Pleurotus eryngii des Kulturtages 4 (s. 2.8.7) wur-
den mit fliissigem Stickstoff gefroren und unter Zugabe von 400 pL PL1-Puffer gemérsert. Die wei-
teren Arbeitsschritte wurden gemaf3 Handbuch (Ausgabe Dezember 2010/Rev.05) durchgefiihrt.
Die DNA-haltige Losung wurde nach der Bestimmung der Konzentration (s. 2.17.2) aliquotiert
und bei -20 °C gelagert. Die genomische DNA wurde zur Amplifizierung bestimmter Sequenzbe-

reiche mittels Polymerasekettenreaktion eingesetzt (s. 2.17.6.1).

311 E,60-Einheit entspricht 50 ng uL ™ dsDNA, 40 ng uL™! ssRNA oder 33 ng uL™* ssDNA (Schrimpf et al. 2007)
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2.17.4 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RNeasy® Plant Mini Kits (Tab. 2.7) nach Her-
stellerangaben durchgefiihrt. Daflir wurden je 100 mg Myzel vom PSA, PER und POS der Kultur-
tage 2-6 (s. 2.8.7) in einem Mérser mit fliissigem Stickstoff zermahlen und in 450 pL RLT-Puffer3?
aufgenommen. Die weiteren Arbeitsschritte wurden nach Anleitung des Handbuchs (04/2006)
durchgefiihrt. Nach der Messung der Konzentrationen (s. 2.17.2) wurde die RNA-haltige Losung
aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.17.4.1 Uberpriifung der RNA-Qualitit

Fiir die Uberpriifung der Qualitit der isolierten Gesamt-RNA (s. 2.17.4) wurden 10 pL RNA-haltige
Losung fiir 2 Stunden auf Eis bzw. bei 42 °C belassen. Anschlief3end wurden diese mit 6 x Auftrags-
puffer (2 pL) versetzt, auf ein 1%igem Agarosegel aufgetragen und mittels Agarose-Elektropho-
rese getrennt (s. 2.14.1).

2.17.5 cDNA-Synthese
2.17.5.1 Erststrangsynthese durch reverse Transkription

Die Erststrangsynthese wurde mittels SMART PCR cDNA Synthesis Kit (Tab. 2.7, Protokoll PT3041-
1, Version PR762287) mit 3 uL. RNA (s. 2.17.4) durchgefiihrt (Abb. 2.4). Unter Verwendung des
3’'SMART CDS 2A-Primers (Oligo(dT)-Primer), welcher an das Poly-A-Ende eukaryontischer mRNA
bindet, wurde die RNA in cDNA umgeschrieben (Borson et al. 1992). Abweichend vom Protokoll
wurde die SuperScript Il bzw. SuperScript IIl reverse Transkriptase (Tab. 2.1) mit dem dazugeho-
rigen Arbeitspuffer verwendet. Zusatzlich wurde zur Erststrangsynthese anstelle des 3’'SMART
CDS 2A-Primers der spezifische Primer revloxFr1 58 (Tab. 2.8) eingesetzt. Der Erststrang der
Gesamt-cDNA(ss) wurde fiir die Gegenstrangsynthese oder - nach Abbau der RNA durch RNase H
(gemaf3 Herstellerangaben) - als Probentemplate fiir die Real-time-PCR eingesetzt (s. 2.17.6.5).

32450 uL RLT-Puffer wurden zuvor mit 4,5 pL S-Mercaptoethanol versetzt.
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2.17.5.2 Gegenstrangsynthese

Die Synthese des Gegenstrangs durch den Primer 5’PCR Primer 2A (Tab. 2.8) und die anschliefsen-
de Amplifizierung der cDNA-Bibliothek mittels Long-Distance-PCR (LD-PCR) (Abb. 2.4) erfolgte
mittels SMART PCR cDNA Synthesis Kit (Tab. 2.7). Abweichend vom Protokoll wurden zusatz-
lich Ansatze durchgefiihrt, bei denen die Synthese des Gegenstranges durch spezifischen Primer
(Tab. 2.8) erfolgte. Die cDNA wurde nach der Bestimmung der Konzentration (s. 2.17.2) bei =20 °C
gelagert.

Poly(A)*-mRNA
5 \NANNNNNNNNNN poly(A) 3’ Ende

G
</ OO . (—
SMART 2 Oligo 3’ SMART CDS 2A
Erststrangsynthese

durch SMARTScribe
Reverse Transkriptase

GBS VI N NNNNNNN poly(A)
ccc

5w
K

Einzelschritt

m— CCC

Amplifikation der cDNA
durch Long-distance-PCR
mit PCR Primern

Doppelstrang cDNA

Abbildung 2.4: Reverse Transkription zur Herstellung einer cDNA-Bank (BD Clontech): bei der Erststrangsynthe-
se bindet der 3’'SMART CDS 2A-Primer an das Poly(A)-Ende der mRNA, die Reverse Transkriptase
polymerisiert die DNA-Kopie der mRNA. Die Bindung des Primers 5’PCR Primer 2A (nach Bildung
der Bindungsstelle durch den Primer SMART 2 oligo) ermdglichte die anschliefende exponentiel-
le Amplifizierung der Gesamt-cDNA. (Bildquelle: SMARTer™ PCR cDNA Synthesis Kit User Manual,
Januar 2012, Clontech, modifiziert)

Cyclerprogramm
Lid: 105°C
95°C 1 min
20 Zyklen (3. Kulturtag PSA) bzw. 22 Zyklen (4. Kulturtag PSA)
95°C 15s
65°C33 30s
68°C 6 min

3350 °C bei den Ansitzen mit spezifischen Primern
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2.17.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)
2.17.6.1 PCR

Die Amplifizierung gewiinschter DNA-Abschnitte zwischen zwei Oligonukleotidprimern erfolgte
mittels PCR. Die Primer wurden so kombiniert, dass die Schmelztemperatur (Ty,) maximal um
2 °Cvariierte.

Die Berechnung der Schmelztemperaturen erfolgte anhand der 2 °C + 4 °C-Regel:

Ty =n-[GC] - 4°C+ n - [AT] - 2°C 9)
n: Anzahl der Basen

Die Elongationszeit wurde an die zu erwartende Fragmentlinge angepasst>*. Die einzelnen Be-

standteile (dATP,dCTP, dGTP, dTTP) der eingesetzten dNTPs wurden zu gleichen Anteilen (10 mM)

zusammenpipettiert. Der ANTP-Mix wurde in 20 pL-Portionen aliquotiert und bei =20 °C gelagert.

PCR-Ansatz
Template variabel (50-100 ng)
dNTPs (je 10 mM) 0,60 pL
10x CoralLoad PCR-Puffer 3,00 pL
Primer for (10 uM) 1,20 uL
Primer rev (10 uM) 1,20 uL
HotStarTaq Plus (5 U pL™1) 0,15 pL
Reinstwasser ad 30,00 uL
Cyclerprogramm
Lid: 105°C
95°C 5 min
40 Zyklen:
95°C 60s
x-5°C% 60 s
72°C 30-110s
72°C 5 min
4°C halten

34 Geschwindigkeit der Taq: 1000 bp /min
352 = Niedrigste Schmelztemperaturen der Primer in °C
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2.17.6.2 Analytische PCR

Die Analytische PCR wurde zur Ermittlung der optimalen Hybridisierungstemperatur von Pri-
mern in einem Gradienten-Cycler (BioRad Laboratories GmbH, Tab. 2.13, CFX Manager  Software
Version 3.0) durchgefiihrt. Der Temperaturgradient wurde auf die berechneten Schmelztempera-

turen (Tp,) der Primer (Formel 9) angepasst.

PCR-Ansatz analog zu 2.17.6.1

Cyclerprogramm

95°C 5 min

40 Zyklen:
95°C 1 min
8-stufiger Gradient 1 min (bei 62,0 °C, ..., 52,7 °C, 50,0 °C)
72°C 15s
72°C 5min

4°C halten

2.17.6.3 Praparative PCR

Zur Gewinnung grofderer DNA-Mengen wurde eine praparative PCR durchgefiihrt. Dazu wurde
der PCR-Ansatz von 30 pL auf 100 pL vergrofiert. Die erhaltene DNA wurde nach der Fragment-
isolierung (s. 2.17.7) direkt zur Sequenzierung3® (s. 2.17.9) eingesetzt.

PCR-Ansatz
Template variabel (50-100 ng)
dNTPs (je 10 mM) 2,0 uL.
10x CoralLoad PCR-Puffer 10,0 uL
Primer for (10 uM) 4,0 uL
Primer rev (10 uM) 4,0 uL
HotStarTaq Plus (5 U uL™) 0,5 uL
Reinstwasser ad 100,0 pL

36ohne voheriger Klonierung
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Cyclerprogramm
Lid: 105°C
95°C 5min
40 Zyklen:
95°C 60s
x-5°C 60s
72°C 30-110s
72°C 5 min
4°C halten

x = Niedrigste der Schmelztemperaturen der Primer (°C)

2.17.6.4 Kolonie-PCR

Nach Ligation eines Fragmentes (s. 2.17.7) in den TA-Vektor (s. 2.17.8.1) und Transformation in
E. coli (s. 2.17.8.2) wurde die Insertion des Vektors in die Zellen mittels Kolonie-PCR {iberpriift.
Die PCR erfolgte mit M13-Primern (s. 2.8) und einer an die Amplifikatlinge von Fragment und
M13-Flankierung angepassten Elongationszeit. Als Template wurden Zellen von E. coli aus einer
einzelnen Kolonie ,gepickt” und im PCR-Ansatz suspendiert.

PCR-Ansatz
Template Zellen von E. coli
dNTPs (je 10 mM) 0,4 uL
10x CoralLoad PCR-Puffer 2,0 uL
M13-Primer for (10 puM) 1,0 uL
M13-Primer rev (10 pM) 1,0 uL
HotStarTaq Plus (5 U pL™1) 0,2 uL
Reinstwasser ad ad 20,0 pL
Cyclerprogramm
Lid: 105°C
95°C 5 min
40 Zyklen:
95°C 1 min
45°C 1 min
72°C 1-2 min
72°C 5 min
4°C halten
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2.17.6.5 Real-time-PCR

Der quantitative Nachweis von Transkripten der Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde mittels
Real-time-PCR durchgefiihrt. Bei der Real-time-PCR wird die Produktakkumulation in Echtzeit
verfolgt; die exponentielle Phase der Reaktion wird fiir die Quantifizierung der Templatemen-
ge genutzt (Wilhelm 2003a). Die Messung der Produktzunahme geschieht anhand von Fluores-
zenzlicht, welches in Abhingigkeit der Produktmenge generiert wird (Heid et al. 1996; Higuchi
et al. 1993). Eine Moglichkeit zur Generierung produktabhdngiger Fluoreszenz bieten dsDNA-
bindende Fluoreszenzfarbstoffe. Der heute tiblicherweise verwendete dsDNA-sensitive Farbstoff
ist SYBR Green I; ein unsymmetrischer Cyaninfarbstoff. Der Farbstoff interkaliert nicht, sondern
bindet weitgehend sequenzunspezifisch in der kleinen Furche doppelstrangiger DNA. Das in der
kleinen Furche gebundene SYBR-Green I fluoresziert nach Anregung mit Blaulicht (480 nm) etwa
1000mal starker als der freie Farbstoff, weshalb SYBR Green I sehr gut geeignet ist, die Akkumu-
lation doppelstrangiger PCR-Produkte in der Real-time-PCR sichtbar zu machen (Morrison et al.
1998).

Zusammensetzung einer Real-time-PCR-Reaktion mit dem Sso Advantage™ 2 SYBR® Green Super-
mix (SYBR Green, Tab. 2.1) und das verwendete Cyclerprogramm:

Real-time-PCR-Ansatz (25 pL) Proben Standards

Nucleasefreies Wasser 3,4 uL 8,4 uL
cDNA (ss) 10,0 uL -
DNA (ds) - 5,0 uL
Primer rev 0,8 uL 0,8 uL.
Primer for 0,8 uL 0,8 uL
SYBR Green 10,0 uL. 10,0 uL.
Cyclerprogramm:

95°C 3 min
40 Zyklen:

95°C 10s

52,7 °C bzw. 54,0 °C 30s

+ Plate Read

Meltcurve: 65-95°Cin 0,5 °C Schritten fiir jeweils 5 s

+ Plate Read
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2.17.7 DNA-Fragmentisolierung

Die PCR-Amplifikate (s. 2.17.6) wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt und relevan-
te DNA-Fragmente aus dem Gel geschnitten. Die Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgte mit Hilfe
des Nucleo Spin® Extrakt II Kit (Tab. 2.7) nach Herstellerangaben (Handbuch Januar 2011, Rev.
11). Fir die Elution wurden 30 uL Reinstwasser verwendet. Nach der Messung der Konzentra-
tionen (s. 2.17.2) wurde die DNA-haltige Losung aliquotiert und bei —20 °C gelagert bzw. direkt
weiter verwendet (s. 2.17.9.2, 2.17.8).

2.17.8 Klonierung
2.17.8.1 Ligation mittels TA-Cloning

Die Ligation von isolierten DNA-Fragmenten (s. 2.17.7) in den pCR® 2.1-TOPO-Vektor (s. 2.4.6)
erfolgte mittels TA Cloning Kit (Tab. 2.7).

Ligationsansatz
DNA-Fragment 0,5-4,0 uL
Salzlésung 1uL
steriles Wasser ad 5 uL
pCR® 2.1-TOPO Vektor 1pL

Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und fiir 30 min bei Raumtemperatur stehengelassen oder
tiber Nacht bei —20 °C inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Transformation in E. coli (s. 2.17.8.2).

2.17.8.2 Transformation in E. coli

50 uL chemisch kompetente Zellen (E. coli One Shot® TOP 10-Zellen, s. 2.4.4) wurden auf Eis auf-
getaut und vorsichtig mit 2 pL eines Ligationsansatzes vermischt. Die Zellen wurden 30 min auf
Eis inkubiert. Der Hitzeschock, der die Aufnahme der Plasmid-DNA ermdoglicht, erfolgte im Was-
serbad fiir 2 min bei 42 °C. Anschlief3end wurden die Zellen sofort auf Eis (5 min) gestellt. Um
die auf dem Plasmid vorhandene Antibiotikaresistenz auszubilden, wurde zu den Zellen 150 pL
LB-Medium (s. 2.9.1) gegeben und im Schiittler inkubiert (1 h, 37 °C, 225 U min'!). 170 uL dieses
Transformationsansatzes wurden auf einer mit X-#-Gal (40 pL) und IPTG (40 pL) bestrichenen
LBamp-Platte (s. 2.9.4) ausplattiert und ein Blau/Weif3-Screening (s. 2.17.8.3) durchgefiihrt. Die
Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37 °C tiber Nacht.
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2.17.8.3 Blau/WeiR-Screening

Verwendete Losungen:

X-B-Gal-Losung
X-B-Gal 40 mg mL~! in DMF

Die Losung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

IPTG-LOsung
IPTG 100 mM in Reinstwasser

Die Losung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Das Blau/Weif3-Screening diente zur Identifizierung positiver Transformanten. Zu diesem Zweck
wurden LB,yp-Platten (s. 2.9.4) mit 40 uL IPTG- und 40 pL X-$-Gal-Losung versetzt. Die transfor-
mierten Zellen (s. 2.17.8.2) wurden auf diesen Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C in-
kubiert. Der verwendete Vektor enthielt den lac-Promotor und das Reportergen $-Galaktosidase
(lacZa) mit der darin liegenden multiplen Klonierungsstelle (MCS). Die verwendeten Wirtsbak-
terien enthielten das LacZaM15-Gen. Beinhaltet das Plasmid ein Insert in der multiplen Klonie-
rungsstelle, so ist das LacZ’-Gen unterbrochen und das N-terminale-Fragment der Galaktosidase
kann nicht exprimiert werden. Derartige Stimme weisen keine -Galaktosidaseaktivitat auf und
bleiben bei Wachstum auf IPTG und X-f-Gal weifd. Stimme mit 5-Galaktosidaseaktivitdt wachsen
in Gegenwart von IPTG und X-$-Gal blau, da aus dem farblosen Substrat X-f-Gal der blaue Farb-
stoff 5,5’-Dibrom-4,4’-dichlorindigo entsteht.

2.17.8.4 Plasmidisolierung

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus den Ubernachtkulturen (s. 2.9.6) erfolgte mittels Nucleo Spin®
Plasmid Kit (s. 2.4.4) und nach Herstellerprotokoll (September 2007, Rev. 04). Fiir die Elution der

Plasmid-DNA wurden 60 pL Reinstwasser verwendet.

2.17.9 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung benotigte Gehalte an Plasmid-DNA:

e 75ngbei 300 - 1000 bp
e 150ng > 1000 bp
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2.17.9.1 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von jeweils 15 pL der isolierten Plasmid-DNA (s. 2.17.8.4) wurde von Eurofins
MWG Operon (Ebersberg) durchgefiihrt und erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode. Die Aus-
wertung der Sequenzen erfolgte mit dem Programm Chromas Lite 2.01 (Tab. 2.14), mit dessen
Hilfe die Vektorsequenzen entfernt wurden. Anschliefend wurde eine Datenbankrecherche beim
European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) mittels BLAST- und FASTA-Algorithmus durchge-

fiihrt, ebenso wie ein Abgleich mit dem Genomprojekt vom Pleurotus ostreatus (Tab. 2.14).

2.17.9.2 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung von isolierten DNA-Fragmenten (s. 2.17.7) erfolgte analog zur Sequenzierung
von Plasmid-DNA (s. 2.17.9.1). Abweichend wurden 15 pL Probe (bestehend aus 13,5 pL. DNA-

Fragment versetzt mit 1,5 pL spezifischen Primern) sequenziert.

2.17.10 Heterologe Expression

Die Klonierung der Oxygenase (s. 2.1) in den Expressionsvektor pFPMT6His sowie das Produkt-
screening von Hansenula polymorpha-Transformanten wurde von Artes Biotechnology durchge-
fiihrt.
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2.18 Immobilisierung von MsP1

Reines MsP1 (s. 2.13.2.2) wurde mit Hilfe kovalenter chemischer Bindungen an Oberflachen ver-

schiedener Materialien immobilisiert.

2.18.1 Immobilisierung mit Glutardialdehyd

Fiir die Immobilisierung mit Glutardialdehyd wurden folgende Silica-Monolithen (s. 2.3.1, Abb. 2.2)
und Losungen eingesetzt:
Silica-Monolithe (Abkiirzungen siehe Tab. 2.3)

Blind-SiO, 20 mg

AP-SiO, 20 mg

Die Monolithe wurden fiir die Immobilisierung mit einem Morser fein zerrieben.

Phosphat-Puffer

Fiir die Herstellung des Puffers wurden 1 M Kaliumdihydrogenphosphat- und 1 M Dinatrium-
hydrogenphosphatlésung verwendet. Je nach gewiinschtem pH-Wert des Puffers wurden die bei-
den Losungen zu unterschiedlichen Anteilen gemischt. Die Konzentration der Pufferlésung wur-
de anschliefdend durch Verdiinnen mit Wasser eingestellt (LAB TOOLS, Tabellen fiir das Labor,
Merck, W.280011 03/10).

5%-ige Glutardialdehydlosung

50%-ige Glutardialdehydlosung 1 mL
200 mM Phosphatpuffer pH 7 ad 10 mL

Die Losung wurde direkt vor Gebrauch hergestellt.

Natriumborhydridlésung

NaBH, 40 mg
Puffer (pH 10) ad 20 mL

Die Losung wurde direkt vor Gebrauch hergestellt.

MsP1-Losung

3 pgmL~! MsP1 in 100 mM Phosphatpuffer pH 7
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Durchfiihrung:

20 mg des Silica-Monolithen wurden in 15 mL Falcon™ Tubes eingewogen, mit 2 mL 5%-iger Glu-
tardialdehyd-Lésung iiberschichtet und unter Schiitteln inkubiert (3 h, 300 U min'!, RT). Anschlie-
Rend wurden die Silicapartikel abzentrifugiert (4150 Umin'!, 4000 xg, 4 °C, 5 min), dreimal mit
10 mL Reinstwasser gewaschen (15 min, 300 Umin™!, RT) und der Uberstand verworfen. 1 mL
MsP1-Lésung wurde zu den Silicapartikeln gegeben, inkubiert (2 h, 300 Umin‘!, 27 °C) und zen-
trifugiert (5 min, 4150 U min'!, 4000 xg, 4 °C). Der Uberstand wurde entnommen und fiir spitere
Messungen der Aktivitidt und Proteinkonzentration (s. 2.18.5 und 2.18.3) bei 4 °C aufbewahrt. An-
schliefdend wurden die Partikel dreimal mit 10 mL Reinstwasser bzw. 100 mM Phosphat-Puffer
pH 7,0 gewaschen (15 min, 300 Umin™, 27°C) und zentrifugiert (4150 Umin'?, 4000xg, 4 °C,
5 min); die Waschiiberstidnde wurden ebenfalls bei 4 °C gelagert. Ein Teil der Silicapartikel wur-
de mit Phosphat-Puffer (100 mM, pH 7,0) iiberlagert und bei 4 °C fiir anschlief}ende Messungen
aufbewahrt. Der andere Teil wurde vor der Lagerung mit 2,5 mL einer Natriumborhydridlésung
{iberschichtet und inkubiert (30 min, 300 U min‘!, 27 °C). AnschlieRend wurden die Partikel ab-
zentrifugiert (5 min, 4150 U mint, 4000 xg,4°C), der Uberstand verworfen und die Silicapartikel
dreimal mit 10 mL Reinstwasser gewaschen (15 min, 300 Umin!, 27 °C). Die Partikel wurden mit

wenig 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 aufgenommen und bei 4 °C gelagert.

2.18.2 Immobiliserung mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid
und N-Hydroxysuccinimid

Fiir die Immobilisierung wurden folgende Silica-Monolithen (s. 2.3.1, Abb. 2.2), Polystyrol-Kugeln
(s. 2.3.2, Abb. 2.3) und Losungen eingesetzt:

Silica-Monolithe und Polystyrol-Kugeln (Abkiirzungen und Bedeutung von (1) bzw. (i) siehe
Tab. 2.3 und 2.4)

Blind-SiO, 230mg
BSMAP-SiO0,, 230 mg
BSAM-PS(n 1g
BSAM-PSn) 1lg
Carboxy-PS() 1lg
Carboxy-PSn 1g

Die Monolithe wurden fiir die Immobilisierung fein zerrieben.

50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5
Die Herstellung erfolgte geméaf3 2.13.9.1.
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425 mM N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC)

EDC 2,04g
Reinstwasser ad 25,0 mL

Die Losung wurde vor Gebrauch 15 min geriihrt.

425 mM N-Hydroxysuccinimid-Losung (NHS)

NHS 1,22 mg
Reinstwasser ad 25,0 mL

Die Losung wurde vor Gebrauch 15 min gertihrt und mit 4 M NaOH auf den pH-Wert 6 eingestellt.

Durchfiihrung:

1 g Polystyrolkugeln bzw. 230 mg Silica-Monolith wurden in 15 mL Falcon™ Tubes eingewogen
und mit 10 mL Reinstwasser gewaschen (1 min vortexen). Anschlieféend wurden die Partikel ab-
zentrifugiert (8 °C, 20 min, 4750 Umin!, 5250xg) und der Uberstand verworfen. Die gereinig-
ten Polystyrolpartikel wurden mit 2 mL Reinstwasser und jeweils 4 mL EDC- und NHS-Lésung
tiberschichtet, die Silicapartikel mit 1 mL Reinstwasser und jeweils 2 mL EDC- und NHS-L6sung.
Der pH-Wert wurde mit 1 M HCI auf 6 eingestellt und die Partikel anschliefdend fiir 30 min un-
ter Schiitteln inkubiert (RT, 30 Umin!). Der Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren (8 °C,
20 min, 4750 Umin!, 5250 xg) verworfen. Nach dreimaligem Waschen mit 10 mL Reinstwasser
und anschlieRendem Zentrifugieren (8 °C, 20 min, 4750 U min!, 5250 xg) wurden die aktivierten
Partikel in 5 mL Reinstwasser aufgenommen, mit 150 pL gereinigtem MsP1 versetzt und fiir 12
Stunden inkubiert (4 °C,30 U min'l). Die Partikel wurden zentrifugiert (8 °C, 20 min, 4750 U min?,
5250 xg), der Uberstand fiir spitere Messungen der Aktivitit und der Proteinkonzentration auf-
gehoben und die Partikel dreimal mit Reinstwasser gewaschen (15 min, 30 Umin™', RT). Nach je-
dem Waschschritt wurden die Proben erneut zentrifugiert (8 °C, 20 min, 4750 U min1, 5250 xg)
und die Waschtiberstidnde aufbewahrt. Die Partikel wurden mit wenig 50 mM Natriumacetat-Puf-

fer (pH 3,5) aufgenommen und bei 4 °C gelagert.

2.18.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Immobilisierungs- und Waschldsungen erfolgte
nach 2.13.3.1.

2.18.4 Elementaranalyse

Die Elementaranalyse der Polystyrolkugeln und der Silica-Monolithen wurden im Institut fiir or-
ganische Chemie der Justus-Liebig-Universitat Giefen mittels CHN-Analysator (Thermo FlashEA
- 1112 Series) durchgefiihrt.
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2.18.5 Messung der Aktivitdt von immobilisiertem MsP1

Die geringen Mengen an 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 wurden mittels Filterpapier ent-
fernt. AnschliefRend wurden die trockenen Partikel in eine Kiivette eingewogen und zur Messung
der Aktivitat mittels ABTS-Assay eingesetzt (Tab. 2.33).

Tabelle 2.33: Pipettierschema

Polystyrolkugeln Silica-Monolithe

Partikel 15-60 mg 15-60 mg
300 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,0 500 pL 1214 L
ABTS (2 mM) 100 pL 243 uL
H,0, (875 uM) 100 pL 243 L
Gesamtvolumen 700 pL 1700 pL

Die Messung erfolgte am Photometer (55 °C, 420 nm, 10 Minuten, stindige Durchmischung). Die

Enzymaktivitat wurde nach Gleichung 7 berechnet.

2.18.6 Wiederverwendbarkeit

Die Aktivitdt von immobilisiertem MsP1 (an Partikeln) wurde 20 mal mittels ABTS-Assay (s. 2.18.5)
untersucht. Nach einer Messung wurden die Partikel dreimal mit 300 mM Natriumacetat-Puffer
pH 3,0 gewaschen und erneut zur Messung der Aktivitit eingesetzt.

2.18.7 Lagerstabilitat

Das immobilisierte MsP1 wurde bei 4 °C gelagert und an den Tagen 1, 2, 5 und 10 mittels ABTS-

Assay (s. 2.18.5) vermessen.

2.18.8 Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmessung

Mit den Silica-Monolithen Blind-SiO, und BSMAP-SiO, wurde vor und nach der Immobilisierung
mit MsP1 von Herrn Martin von der Lehr (AG Prof. Dr. Smarsly, Physikalisch-Chemisches Institut
der Justus-Liebig-Universitdt Gief3en) eine Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmessung durch-
gefiihrt. Zur Messung wurde eine automatische Gas-Adsorptions-Station (Autosorb-6, Quanta-
chrome Corporation, Boynton Beach, USA) verwendet, welche Standardcharakterisierungen von

nanostrukturierten Materialien mittels Stickstoff-Adsorptionsisothermen bei 77 K ermdglicht.
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Die Mess-Software erlaubt die standardmafdigen Datenreduktionsalgorithmen wie Brunauer-Em-
mett-Teller (BET) sowie die non-local density functional theory (NLDFT) fiir typische Porengeome-
trien. Die Silica-Monolithen wurden dazu nach Evakuierung (120 °C, 12 h) in Glasréhrchen durch

fliissigen Stickstoff auf einer Messtemperatur von 77 K gehalten.

2.18.9 Bleichung von Molke

Die Bleichung von gefarbter Molke erfolgte mit immobilisiertem MsP1. Dazu wurden folgende

Losungen verwendet:
reine Molke ohne Zusatz

handelstibliche, gekaufte Sauermolke

gefirbte Molke
handelstibliche Sauermolke 50 mL
Reinstwasser 50 mL
Annattolosung (wassrig, alkalischer Extrakt) 200 puL
gefiarbter Puffer
50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 100 mL
Annattolosung (wdssrig, alkalischer Extrakt) 250 uL

Ansatz der Bleichung:

Probe 37 9,375 mL
immobilisierte Partikel 50 mg3® bzw. 500 mg3°
H,0, (2 mM) 625 L
Gesamtvolumen 10 mL

Die Bleichung der gefiarbten Molke und des gefiarbten Natriumacetat-Puffers erfolgte unter Schiit-
teln fiir 12 h (30°C, 300 U min™'). Nach 3 sowie 12 Stunden wurde die Bleichung der Proben doku-
mentiert. Auf die gleiche Weise wurden Blindwerte (Ansatz ohne immobilisierte Partikel), Nega-
tivkontrollen (Ansatz mit desaktivierten Partikeln) und Positivkontrollen (Ansatz mit gereinigtem
MsP1) angesetzt und dokumentiert.

37 Als Probe wurde die reine Molke, die gefarbte Molke oder der gefirbte Natriumacetat-Puffer eingesetzt
38MsP1-BSMAP-SiO,
39MsP1-BSAM-PS(I)
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2.19 Sterilisation und Entsorgungshinweise

2.19.1 Sterilisation von Arbeitsmaterialien

Alle zu sterilisierenden Medien, Losungen und Gerate wurden fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert.
Nicht-autoklavierbare Losungen wurden durch Sterilfilter (Porendurchmesser 0,22 um) steril fil-
triert. Nicht-autoklavierbare Arbeitsgerdate wurden iiber Nacht in Ethanol (70%) eingelegt und
anschliefiend unter der sterilen Werkbank getrocknet.

2.19.2 Sterilisation und Entsorgung von S1-Abfillen

Sowohl feste als auch fliissige S1-Abfalle wurden fiir 40 min bei 120 °C autoklaviert. Autoklavier-
te Kulturen wurden anschliefdend filtriert und in das Laborabwasser gegeben; feste Bestandteile

wurden in den Laborabfall tiberfiihrt.

2.19.3 Entsorgung von Lésungsmitteln und Chemikalien

Die zu entsorgenden Losungsmittel wurde durch das verwendete Aufarbeitungsverfahren (Mi-
kroextraktion) sowie durch die weitestgehende Wiederverwendung nach destillativer Aufarbei-
tung auf ein Minimum reduziert. Nicht wieder verwendbare Losungsmittelreste wurden getrennt
nach folgenden Gruppen gesammelt:

¢ nichthalogenierte, mit Wasser mischbare Lésungsmittel

e nichthalogenierte, nicht mit Wasser mischbare Losungsmittel

¢ halogenierte, mit Wasser mischbare Losungsmittel

¢ halogenierte, nicht mit Wasser mischbare Losungsmittel
Silber- und Ethidiumbromid-haltige Abfille wurden getrennt gesammelt. Die Losungsmittel wur-

den ebenso wie andere Sonderabfille und die Chemikalienreste der zentralen Entsorgungsein-

richtung der Justus-Liebig-Universitat Giefen zugefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Proteinbiochemische Charakterisierung einer Oxygenase aus

Pleurotus sapidus

3.1.1 Validierung des Western Blots

Der Nachweis einer Oxygenase aus Pleurotus sapidus (PSA) erfolgte mittels SDS-PAGE und an-
schliefendem Western Blot. Fiir die Produktion des dafiir bendtigten polyklonalen Antikorpers
(s. 2.4.1) wurde die Aminosauresequenz CQDAQYYPDDASVAGD als Antigendeterminante ausge-
wahlt (Riemer 2010). Ein nach Herstellerangaben durchgefiihrter ELISA-Test ergab einen IgG-
Titer von 1:200 000. Im Folgenden wurden unspezifische Bindungen des polyklonalen Antikér-
pers mit Hilfe von Kontrollen sowie die Reproduzierbarkeit und Korrelation zwischen Konzen-

tration und Signalintensitit (Proteinbanden) des Western Blots untersucht.

3.1.1.1 Reaktion des polyklonalen Antikdrpers mit einer Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Zum Nachweis wann der polyklonale Antikérper an die Oxygenase bindet - ob im nativen oder de-
naturierenden Zustand des Enzyms -, wurde sowohl mit Proteinextrakten aus Myzel als auch aus
dem Lyophilisat von PSA eine denaturierende (s. 2.14.2) und eine halbnative SDS-PAGE (s. 2.14.3)
mit anschlieffendem Western Blot (s. 2.14.6) durchgefiihrt. Frisch geerntetes Myzel von Pleuro-
tus sapidus (s. 2.8.8) wurde aufgeschlossen (s. 2.11.2.1) und der erhaltene Proteinextrakt zur de-
naturierenden bzw. halbnativen SDS-PAGE verwendet. Lyophilisat von PSA (s. 2.11.1) wurde nach
2.11.1.1 aufgearbeitet. Der erhaltene Uberstand wurde ebenfalls als Probe zur SDS-PAGE einge-
setzt. Der polyklonale Antikorper band nur unter denaturierenden Bedingungen an die Oxyge-
nase aus frischem Myzel von PSA. Eine Proteinbande mit einem berechneten Molekulargewicht
(s.2.14.2.1) von 76 kDa wurde detektiert (Abb. 3.1). Unter nativen Bedingungen war keine Prote-
inbande zu erkennen. Bei dem Lyophilisat von PSA hingegen wurden unter denaturierenden Be-
dingungen Banden mit einem kalkuliertem Molekulargewicht von 76 kDa und 55 kDa detektiert.
Unter nativen Bedingungen wies das Lyophilisat eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht
von 55 kDa auf.
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Abbildung 3.1: Vergleich des Proteinbandenmusters einer denaturierenden und einer halbnativen SDS-PAGE
mit anschlieBendem Western Blot (zusammengefiigte Abbildung): MW: Molekulargewicht;
Std.: Standard (5 uL) (Abb. 7.3b); Myzel: frisch geerntetes und aufgeschlossenes Myzel von
Pleurotus sapidus (6,5 uL); Lyophilisat: Uberstand des Lyophilisates (30 uL); denaturierend bzw.
nativ gibt die Bedingungen der vorangegangenen SDS-PAGE an

3.1.1.2 Kontrollen

Kreuzreaktionen des Antikorpers wurden mittels SDS-PAGE (s. 2.14.2) und anschliefendem Wes-
tern Blot (s. 2.14.6) untersucht. Als Proben wurden sowohl Myzel von Pleurotus sapidus*® und von
Coprinopsis cinerea (COCI)*1, als auch Zellen von Hansenula polymorpha (H. polymorpha)*!, wiss-
rige Lésungen von Rinderserumalbumin (BSA)*! und von CQDAQYYPDDASVAGD-BSA*? (s. 2.4.1)
eingesetzt. Die rekombinante Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde in H. polymorpha expri-
miert (Riemer 2010). Aus diesem Grund dienten diese Hefezellen als Negativkontrollen. Copri-
nopsis cinerea (zugehorig zu der Gattung Psathyrellaceae) wurde, da er nicht zu der Gattung der
Seitlinge zahlt, neben BSA ebenfalls als Negativkontrolle verwendet. Dazu wurde frisch geerntetes
Myzel von PSA und COCI (s. 2.8.8) aufgeschlossen (s. 2.11.2.1) und als Probe zur denaturierenden
SDS-PAGE mit anschlieflendem Western Blot eingesetzt. Zellen von H. polymorpha wurden nach

2.10.7 geerntet, aufgeschlossen und ebenfalls zur SDS-PAGE eingesetzt.

*0positivkontrollen
*“INegativkontrollen
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Weiterhin dienten als Proben eine wissrige BSA-Lésung (0,3 mg mL™!) und eine wéssrige CQDA-
QYYPDDASVAGD-BSA-Lésung (0,3 mg mL™1) (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Western Blot der Kontrollen: MW: Molekulargewicht; Std.: Standard (5uL) (Abb. 7.3b);
H. polymorpha: frisch geerntete und aufgeschlossene Zellen von Hansenula polymorpha (30 uL)
Negativkontrolle; Peptid + BSA: wassrige CQDAQYYPDDASVAGD-BSA-Losung (5 uL) Positivkontrol-
le; BSA: wassrige BSA-Losung (30 pL) Negativkontrolle; COCI: frisch geerntetes und aufgeschlos-
senes Myzel von Coprinopsis cinerea (30 pL) Negativkontrolle; PSA: frisch geerntetes und aufge-
schlossenes Myzel von Pleurotus sapidus (6,5 uL) Positivkontrolle

Der polyklonale Antikérper wies keine unspezifischen Bindungen an Fremdproteine auf, da ledig-
lich bei den Positivkontrollen (Myzel von Pleurotus sapidus; CQDAQYYPDDASVAGD-BSA-Losung)
charakteristische Proteinbanden detektiert wurden. CQDAQYYPDDASVAGD-BSA wies eine Bande
mit einem ermittelten Molekulargewicht von 72 kDa*? auf. Bei dem Myzel von PSA wurde eine
Bande mit dem Molekulargewicht von 76 kDa detektiert.

*2Das Molekulargewicht von BSA entspricht 66 kDa.
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3.1.1.3 Untersuchung der Reproduzierbarkeit des Western Blots

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit des Western Blots und der Konzentrationsabhangig-
keit des erhaltenen Bandensignals wurden mit Myzel und Lyophilisat von Pleurotus sapidus eine
SDS-PAGE (s. 2.14.2) und anschlief3end ein Western Blot (s. 2.14.6) durchgefiihrt. Frisch geernte-
tes Myzel von PSA (s. 2.8.8) wurde aufgeschlossen (s. 2.11.2.1) und als Probe zur denaturieren-
den SDS-PAGE mit anschlief;endem Western Blot eingesetzt. Das aufgeschlossene Myzel wurde in
Fiinfachbestimmung auf das SDS-Gel aufgetragen.

Die Banden der aufgetragenen Proben bzw. deren Signalstarken zeigten keinen signifikanten Un-
terschied (Abb. 3.3).

MW in kDa Std. | I n v Vv

250
130
95

72
55

36

28

17

Abbildung 3.3: Western Blot einer Fiinfachbestimmung zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit: MW: Moleku-
largewicht; Std.: Standard (5 pL); I-V: aufgeschlossenes Myzel von PSA (6,5 L)
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Lyophilisat von PSA (s. 2.11.1) wurde nach 2.11.1.1 aufgearbeitet. Der erhaltene Uberstand wurde
gemaf3 2.13.1 konzentriert und anschliefiend in verschiedenen Verdiinnungen als Probe zur SDS-
PAGE eingesetzt.

Die Signalstarke der Proteinbande korrelierte mit der Verdiinnung der jeweiligen Probe (Abb. 3.4).

MW in kDa Std. unverd. 1:2 1:5 1:10 1:15 1:20 1:30
250
130
95
72

55
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Abbildung 3.4: Western Blot von Proben verschiedener Verdiinnungen zur Uberpriifung der Konzentrati-
onsabhangigkeit des erhaltenen Bandensignals: MW: Molekulargewicht; Std.: Standard (5 uL)
(Abb. 7.3b); unverd.-1:30: Verdiinnung des konzentrierten Uberstandes vom Lyophilisat (30 pL)

Da keine Kreuzreaktionen des Antikorpers nachgewiesen wurden und die Reproduzierbarkeit
des Western Blots sowie die Konzentrationsabhangigkeit des Bandensignals gegeben war, erfolgte
der Nachweis der Oxygenase aus dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus mittels SDS-PAGE und
Western-Blot.
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3.1.2 Biotransformation des Sesquiterpens (+)-Valencen

Die Transformation von (+)-Valencen und die Extraktion der gebildeten Transformationsproduk-
te wurden nach Fraatz 2007 durchgefihrt (s. 2.13.7). Der Extrakt wurde anschlief3end gaschro-
matographisch analysiert (Abb. 3.5). Die Identifizierung von (+)-Nootkaton erfolgte mittels GC-
FID-ALS (Tab. 2.22) und GC-MS (Tab. 2.23) iiber den Vergleich mit Standardsubstanzen und den
Datenbankvergleich der Massenspektren. Uber den internen Standard Thymol wurden die Gehal-
te des Transformationsproduktes (+)-Nootkaton ermittelt (GC-FID-ALS).

: Thymol (IS)

100 - | (+)-Valencen
S 80|
£ | (+)-Nootkaton
o H
P i
w 1
c !
2 '
E 607
© '
c i
20 '
v i

40 |

20 += . . T T .

0 5 10 15 20 25
Zeit in min
Abbildung 3.5: Gegenuiberstellung zweier GC-Chromatogramme: —: Chromatogramm eines Standardgemi-
sches aus (+)-Valencen, Thymol (IS, Interne Standard) und (+)-Nootkaton; —: Chromatogramm

der Biotransformation von (+)-Valencen mit Lyophilisat von Pleurotus sapidus; : kennzeichnet
die Peaks von (+)-Valencen, Thymol (IS) und (+)-Nootkaton

3.1.2.1 Bestimmung des Response-Faktors von (+)-Nootkaton

Zur Ermittlung des Response-Faktors wurden drei Standardlésungen von (+)-Nootkaton mit Thy-
mol als internem Standard (IS) nach 2.13.7.1 angesetzt. Die Messung erfolgte mittels GC-FID-ALS

(Tab. 2.22) jeweils in Dreifachbestimmung.

Der Response-Faktor von (+)-Nootkaton betrug 1,017 + 0,016.
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3.1.3 Transformationsaktivitat der Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Die Transformationsaktivitit der Oxygenase aus PSA gegeniiber (+)-Valencen wurde iiber den

Kulturverlauf des Basidiomyceten gaschromatographisch und mittels Western Blot untersucht.

Dazu wurden an jedem Kulturtag steril Proben entnommen, gefriergetrocknet (2.11.1) und zur

Transformation (s. 2.13.7.2) bzw. SDS-PAGE (s. 2.14.2) mitanschliefendem Western Blot (s. 2.14.6)
eingesetzt.

Die Transformationsaktivitit der Oxygeanse gegentiber (+)-Valencen erreichte am vierten Tag ein

Maximum (Abb. 3.6). Die Produktkonzentration an (+)-Nootkaton betrug 3,6 & 0,1 mg g"! TM. Die

Biotransformationen von (+)-Valencen durch Myzel der anderen Kulturtage ergaben 11-36% ge-

ringere (+)-Nootkatongehalte.
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Abbildung 3.6: Transformationsaktivitat der Oxygenase aus Pleurotus sapidus gegeniiber (+)-Valencen Gber den
Kulturverlauf: —s—: Gehalt des Biotransformationsproduktes (+)-Nootkaton in mgg™ Trocken-
masse (TM)
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Die Konzentration der Oxygenase aus PSA war ebenfalls am vierten Kulturtag am hochsten. Die
aufgetragenen Proben zeigten ein Proteinbandenmuster mit ermittelten Molekulargewichten von
76 kDa, 65 kDa und 55 kDa (Abb. 3.7).

Kulturtag
MW inkDa Std. 1 2 3 4 5 6
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Abbildung 3.7: Western Blot der Oxygenase aus Pleurotus sapidus Gber den Kulturverlauf: MW: Molekularge-
wicht; Std.: Standard (5 pL) (Abb. 7.3b); 1-6: Uberstand vom Lyophilisat der Kulturtage 1-6 (30 pL)
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3.1.3.1 Einfluss von Zusétzen auf die Transformationsaktivitét

Der Proteinaseninhibitor Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; 1 mM), sowie Natriumchlorid (NaCl;
150 mM) und der Emulgator Tween® 20 (0,1%) wurden dem Transformationspuffer vor der Um-
setzung von (+)-Valencen mit PSA-Lyophilisat zugesetzt (s. 2.13.7.2) und deren Einfluss auf die
Enzymaktivitit beobachtet (Abb. 3.8).

100

80
60-
40
20
0

Lyophilisat  Lyophilisat  Lyophilisat  Lyophilisat
+ NadCl +Tween 20 + PMSF

relativer (+)-Nootkatongehalt in %

Abbildung 3.8: Einfluss von Zusatzen auf die Produktkonzentration von (+)-Nootkaton: Transformation von
(+)-Valencen mit PSA-Lyophilisat unter Zusatz von PMSF, NaCl und Tween® 20

Die Aktivitit wurde durch die Zusitze von PMSF, NaCl und Tween® 20 um 16-53% vermindert.
Weiterhin verschlechterte der Zusatz des Emulgators Tween® 20 die Reproduzierbarkeit von
Mehrfachbestimmungen.
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3.1.4 Vergleich verschiedener Zellaufschlussvarianten

Zur Untersuchung der Stabilitdt der Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde Pilzmyzel unter-
schiedlichen Zellaufschliissen (s. 2.11) unterworfen und anschliefdend zur denaturierenden SDS-
PAGE (s. 2.14.2), Western Blot (s. 2.14.6) und Transformation von (+)-Valencen (s. 2.13.7) einge-
setzt. Neben frischem Pilzmyzel dienten sowohl mehrfach eingefrorenes Myzel, welches gemaf3
2.11.2 aufgeschlossen wurde, als auch konzentrierter Uberstand (s. 2.11.1.1 und 2.13.1) als Pro-
ben fiir die SDS-PAGE.

Frisches Pilzmyzel wies nach den Zellaufschliissen mittels fliissigem Stickstoff, Ultra-Turrax oder
Rithrwerkskugelmiihle nur eine Proteinbande mit einem ermitteltem Molekulargewicht von
76 kDa auf (Abb. 3.9). Durch die Verldngerung der Zellaufschlussdauer mittels Riihrwerkskugel-
miihle trat keine Verdnderung des Bandenmusters auf (ohne Abbildung). Mehrfach eingefrorenes
und mittels fliissigem Stickstoff aufgeschlossenes Myzel zeigte ein Bandenmuster mit Molekular-
gewichten von 60-76 kDa. Bei dem Uberstand von lyophilisiertem PSA wurden Proteinbanden
mit Molekulargewichten von 54 kDa, 66 kDa, 68 kDa und 76 kDa detektiert. Durch Konzentrie-
rung des Uberstandes verianderte sich das Bandenmuster dahingehend, dass stark ausgepraigte

Banden mit Molekulargewichten zwischen 54-68 kDa erhalten wurden.
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Abbildung 3.9: Western Blot verschiedener Zellaufschliisse und Probenvorbereitungen des Myzels von PSA (zu-
sammengeflgte Abbildung): MW: Molekulargewicht; Std.: Standard (5 pL) (Abb. 7.3b); I: frisch
geerntetes und mittels fllissigem Stickstoff aufgeschlossenes Myzel (6,5 pL); II: mehrfach einge-
frorenes und mittels fliissigem Stickstoff aufgeschlossenes Myzel (6,5 uL); lll: unverdiinnter Uber-
stand des Lyophilisates (30 pL); IV: konzentrierter Uberstand des Lyophilisates (6,5 uL); V: frisch
geerntetes und mittels Ultra-Turrax aufgeschlossenes Myzel (6,5 uL); VI: frisch geerntetes und
mittels Rihrwerkskugelmuihle (Aufschlussdauer 5 min) aufgeschlossenes Myzel (6,5 pL)
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Die hochste Produktkonzentration wurde durch den Aufschluss mittels Rithrwerkskugelmiihle
mit einer Aufschlussdauer von 5 min erzielt (Abb. 3.10). Der (+)-Nootkatongehalt betrug
21,8 £+ 1,1 mg g~! Trockenmasse (TM). Aus einer Verldngerung der Aufschlussdauer auf 10-20 min
resultierte eine Abnahme der Ausbeute an (+)-Nootkaton um 24%. Die Aufschliisse mittels fliissi-
gem Stickstoff und Ultra-Turrax erbrachten 31% bzw. 39% niedrigere Gehalte an (+)-Nootkaton.

Bei der Biotransformation mit lyophilisiertem Pilzmyzel wurden 84% niedrigere (+)-Nootkaton-
gehalte ermittelt und somit die niedrigste Produktausbeute erzielt.

(+)-Nootkatongehalt in mg €'1 ™
16,5+ 0,6
16,5+0,1

Abbildung 3.10: Biotransformation von (+)-Valencen mit Pilzmyzel von Pleurotus sapidus nach verschiede-
nen Aufschlissen: B: Aufschluss mittels Riihrwerkskugelmiihle (RWK, 5 min, 10 min, 15 min,
20 min: Aufschlussdauer in Minuten); B: Aufschluss mittels Ultra-Turrax; m: Aufschluss mittels

flissigem Stickstoff; m: Gefriertrocknung; die Gehalte an (+)-Nootkaton sind in mg g™ Trocken-
masse (TM) angegeben
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3.1.5 Einfluss der Lagerdauer und -temperatur auf die Transformationsaktivitat und das
Proteinbandenmuster

PSA-Myzel (s. 2.8.8) wurde fiir 21 Tage bei -20 °C bzw. -80 °C eingefroren, anschlief3end mittels
fliissigem Stickstoff aufgeschlossen (s. 2.11.2) und zur Biotransformation (s. 2.13.7.3) sowie zur
SDS-PAGE (s. 2.14.2) und Western Blot (s. 2.14.6) eingesetzt (Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11: Einfluss der Lagerdauer und -temperatur auf die Produktausbeute von (+)-Nootkaton und das
Bandenmuster der Oxygenase: (a): Transformation von (+)-Valencen mit aufgeschlossenem PSA-
Myzel nach 21 Tagen Lagerung bei -20 °C bzw. -80 °C; (b): Western Blot des PSA-Myzels nach
21 Tagen Lagerung bei -20 °C bzw. -80 °C

Nach einer Lagerung von 21 Tagen wurde eine verminderte Aktivitit nachgewiesen. Der Gehaltan
(+)-Nootkaton betrug im Vergleich zu einer Transformation von (+)-Valencen durch frisches Pilz-
myzel lediglich 12-17%. Das Bandenmuster unterschied sich dahingehend, dass bei dem gelager-
ten Pilzmyzel neben der Proteinbande mit einem ermitteltem Molekulargewicht von 76 kDa eine
weitere Bande mit 66 kDa detektiert wurde. Die unterschiedlichen Lagertemperaturen hatten den
gleichen Einfluss auf die Transformationsaktivitdt und das Proteinbandenmuster der Oxygenase.
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3.1.6 Vergleich von Myzel und Fruchtkorper

Sowohl die Transformationsaktivitat als auch das Proteinbandenmuster des Myzels wurde mit
der Aktivitdt und den Proteinbandenmuster des Fruchtkdrpers verglichen. Dazu wurde Myzel von
PSA nach 2.11.2 aufgeschlossen und zur Transformation von (+)-Valencen (s. 2.13.7.3) sowie zur
denaturierenden SDS-PAGE (s. 2.14.2) und Western Blot (s. 2.14.6) eingesetzt (Abb. 3.12). PSA-
Fruchtkoper (Tab. 2.2) wurden gemaf$ 2.11.2.3 aufgeschlossen und auf gleiche Weise untersucht.

Nach 2.12.2 wurden Trockenmassen des Pilzmyzels und des Fruchtkérpersvon 3,1 + 0,3 g (100 g) !
Myzel bzw. 19,5 & 0,4 g (100 g)* Fruchtkérper bestimmt.
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Abbildung 3.12: Vergleich zwischen PSA-Myzel und Fruchtkorper: (a): Transformation von (+)-Valencen
mit aufgeschlossenem PSA-Myzel und Fruchtkérper; die Gehalte an (+)-Nootkaton sind in
mg g~! Trockenmasse (TM) angegeben; (b): Western Blot mit aufgeschlossenem PSA-Myzel und
aufgeschlossenen Fruchtkorpern

Der Gehalt an (+)-Nootkaton betrug bei der Transformation von (+)-Valencen mit Myzel von Pleu-
rotus sapidus 15,0 + 0,1 mg g~ Trockenmasse (TM). Die Produktkonzentration der Transforma-
tion mit PSA-Fruchtkorper fiel 98% niedriger aus. Auch das Bandenmuster des Fruchtkérpers un-
terschied sich signifikant von dem Proteinbandenmuster des Myzels. Bei dem aufgeschlossenem
Fruchtkorper wurden Banden mit Molekulargewichten von 9-76 kDa detektiert.
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3.1.7 Vergleich verschiedener Arten aus der Gattung der Seitlinge

Die Aktivitat der Enzyme aus Pleurotus sapidus, Pleurotus ostreatus (POS) und Pleurotus eryngii

(PER) gegentiber (+)-Valencen und deren Proteinbandenmuster wurden untersucht und vergli-

chen. Dazu wurde Pilzmyzel von PSA, POS und PER nach 2.11.2 aufgeschlossen und zur Transfor-
mation von (+)-Valencen (s. 2.13.7.3) sowie zur denaturierenden SDS-PAGE (s. 2.14.2) und Wes-
tern Blot (s. 2.14.6) eingesetzt.

Gemafd 2.12.2 wurden Trockenmassen des Pilzmyzels von 3,14+ 0,3g (100g)! PSA-Myzel,
3,3+ 0,5g (100 g) ! POS-Myzel und 2,8 + 0,2 g (100 g)"! PER-Myzel bestimmt.

Der Gehalt an (+)-Nootkaton betrug bei der Transformation von (+)-Valencen mit Myzel von Pleu-
rotus sapidus 15,0 + 0,1 mgg™! Trockenmasse (TM) (Abb. 3.13). Durch den Einsatz von Pilzmy-
zel des Pleurotus ostreatus bzw. Pleurotus eryngii verringerte sich die Produktkonzentration an
(+)-Nootkaton um 92% bzw. 82%.
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Abbildung 3.13: Vergleich verschiedener Arten aus der Gattung der Seitlinge: (a): Transformation von

(+)-Valencen mit aufgeschlossenem PSA-Myzel, POS-Myzel und PER-Myzel, die Gehalte an
(+)-Nootkaton sind in mgg™ Trockenmasse (TM) angegeben; (b): Western Blot des PSA-, POS-
und PER-Myzels
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Die Anderung der Kultivierungsdauer der Pilze POS und PER erhohte deren Aktivitit gegeniiber
(+)-Nootkaton nicht (Tab. 3.1). Die Kultivierungsdauer der Vor- und der Hauptkultur erfolgte in
Abhangigkeit der Zunahme an Biomasse.

Tabelle 3.1: (+)-Nootkatongehalte in mgg™* Trockenmasse (TM) nach Umsetzung von (+)-Valencen mit Myzel
von Pleurotus ostreatus und Pleurotus eryngii bei unterschiedlichen Kultivierungsdauern;
VK: Vorkultur; HK: Hauptkultur

Kultivierungsdauer (+)-Nootkatongehaltin mgg™ TM

4 Tage VK, 4 Tage HK 1,2+0,1

Pleurotus ostreatus 6 Tage VK, 4 Tage HK 0,3+0,0
9 Tage VK, 5 Tage HK 0,54+0,0

4 Tage VK, 4 Tage HK 2,7+0,1

Pleurotus eryngii 6 Tage VK, 2 Tage HK 0,3+0,0
7 Tage VK, 3 Tage HK 0,7+0,1

Sowohl Pleurotus ostreatus als auch Pleurotus eryngii wiesen Proteinbanden mit ermittelten Mole-
kulargewichten von 52 und 76 kDa auf. Die Bande mit einem Molekulargewicht von 52 kDa wurde
im Gegensatz zur Bande mit einem Gewicht von 76 kDa durch ein eindeutiges Signal detektiert.
Durch die Verdanderung der Kultivierungsdauer nahm die Signalstirke der Proteinbande mit ei-
nem Molekulargewicht von 76 kDa ab bis hin zum géanzlichen Fehlen dieser Bande (ohne Abbil-
dung). Der Proteinextrakt aus Pleurotus sapidus wies eine Hauptbande mit einem Molekularge-
wicht von 76 kDa auf.

3.1.8 Vergleich der nativen Oxygenase aus Pleurotus sapidus und der in Hansenula
polymorpha heterolog exprimierten Oxygenase

Die cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde von Frau Dr. Stephanie Riemer (Institut fir
Lebensmittelchemie und -biotechnologie der Justus-Liebig-Universitdt Giefden) isoliert und von
ARTES Biotechnology heterolog in H. polymorpha exprimiert (Riemer 2010). Sowohl das Moleku-
largewicht der rekombinanten Oxygenase, als auch deren Biotransformationsaktivitit gegentiber
(+)-Valencen wurden mit der Oxygenase aus PSA verglichen. Dazu wurden Zellen von H. poly-
morpha nach 2.10.7 geerntet, aufgeschlossen und zur denaturierenden SDS-PAGE (s. 2.14.2) mit
anschlief}endem Western Blot (s. 2.14.6) und zur Transformation von (+)-Valencen (s. 2.13.7.5)
eingesetzt. Weiterhin diente frisch geerntetes und aufgeschlossenes Myzel von PSA (s. 2.8.8 und
2.11.2.1) als Probe fiir die SDS-PAGE und die Biotransformation (s. 2.13.7.3).
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Die detektierte Proteinbande des Pilzmyzels hatte ein ermitteltes Molekulargewicht von 76 kDa
(Abb. 3.14). Die rekombinante Oxygenase hingegen wies ein Molekulargewicht von 42 kDa auf,
welches mit dem berechneten Molekulargewicht von 44 kDa (Riemer 2010) iibereinstimmt. Wei-
terhin zeigte die heterolog exprimierte Oxygenase in H. polymorpha keinerlei Transformationsak-
tivitat gegeniiber dem Sesquiterpen (+)-Valencen. Aus diesen Griinden wurde die Untersuchung
der Oxygenase aus dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus durch die Gewinnung von cDNA und
anschliefRender heterologer Expression abermals aufgenommen (s. 3.3).
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Abbildung 3.14: Western Blot der Oxygenase aus Pleurotus sapidus im Vergleich zur rekombinanten Oxyge-
nase aus Hansenula polymorpha: MW: Molekulargewicht; Std.: Standard (5 uL) (Abb. 7.3b);
PSA: aufgearbeitetes Myzel von PSA (6,5uL); H.polymorpha: aufgearbeitete Zellen von
Hansenula polymorpha (30 uL)
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3.1.9 Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pl)

Gesamtzellextrakt von Pleurotus sapidus (s. 2.11.2.1) wurde einer isoelektrischen Fokussierung
unterworfen (s. 2.14.5.2). Zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Oxygenase aus PSA
wurden die erhaltenen Fraktionen sowohl zum Dot Blot (s. 2.15) als auch zur Biotransformation
des Sesquiterpens (+)-Valencen (s. 2.13.7.4) eingesetzt.

Gemaf 2.12.2 wurde eine Trockenmasse des eingesetzten Pilzmyzels von 2,8 +0,2g (100 g)!

Myzel bestimmt. Des Weiteren wurden die pH-Werte der einzelnen Fraktionen gemessen.

Die isoelektrische Fokussierung erfolgte Anfangs mit einer Ampholytlésung mit einem pH-Bereich
von 3-10, wodurch der pl zwischen 5,43-6,40 eingegrenzt wurde (ohne Abbildung). Anschlief3end
erfolgte die isoelektrische Fokussierung erneut mit einer Ampholytldsung des pH-Bereiches 5-7.
Der Dot Blot zeigte lediglich bei der Fraktion 12 ein Signal (Abb. 3.15).

Fraktion
11 12 13

Abbildung 3.15: Dot Blot der Fraktionen nach isoelektrischer Fokussierung: 11, 12, 13: Fraktion 11, 12, 13; die
anderen Fraktionen zeigten ebenfalls kein Signal und wurden aus diesem Grund nicht dargestellt
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Die Auswertung der Transformation bestatigte das Ergebnis des Dot Blots. Die hochste Konzen-
tration an (+)-Nootkaton wurde mit Fraktion 12 erzielt (Tab. 3.2). Die Messung des pH-Wertes
dieser Fraktion ergab einen isoelektrischen Punkt der Oxygenase aus Pleurotus sapidus von 5,81.

Tabelle 3.2: pH-Werte der einzelnen Fraktionen sowie die - bei der Transformation erlangte - Konzentration an
(+)-Nootkaton in mg g™ Trockenmasse (TM); A5-7: Ampholytldsung mit dem pH-Bereich von 5-7;
kennzeichnet Fraktion 12

Fraktion pH-Wert (+)-Nootkatongehalt | Fraktion pH-Wert (+)-Nootkatongehalt
A5-7 inmgg ! TM A5-7 mgg ! T™M
1 3,39 1,0 11 5,62 0,0
2 4,37 1,9 12 5,81 7,5
3 4,61 1,9 13 593 1,2
4 4,72 1,4 14 6,09 0,7
5 4,94 0,7 15 6,23 1,2
6 4,97 1,7 16 6,43 1,0
7 521 0,0 17 6,50 1,9
8 537 1,0 18 6,74 1,7
9 5,43 0,7 19 6,93 1,0
10 5,52 0,0 20 7,19 0,7

3.2 Molekularbiologische Identifizierung von Basidiomyceten

Die Stamme 1020, 8264 und 8266 (DSMZ) wurden in der institutseigenen Stammsammlung als
Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii und Pleurotus sapidus gefithrt. Zur Kontrolle der Spezies er-

folgte eine molekularbiologische Identifizierung der genannten Stimme.

3.2.1 Molekularbiologische Identifizierung der Stamme 1020, 8264 und 8266

Zur molekularbiologischen Identifizierung der Stdmme 1020, 8264 und 8266 wurden nach
White et al. 1990 aus genomischer DNA (s. 2.17.3) mit den Primern ITS4 und ITS5 (Tab. 2.8) die
ITS1- und ITS2-Region (Internal Transcribed Spacer Region; Tab. 3.3), einschliefilich der 5,8S rD-
NA, amplifiziert (s. 2.17.6.3; Abb. 3.16 und 3.17 und 3.18).

Tabelle 3.3: GroRe der amplifizierten und sequenzierten Fragmente

Stammnummer Institutseigene Fragmentgrofie in bp
Bezeichnung
1020 P. ostreatus 138
8264 P eryngii 710
8266 P, sapidus 712
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Ein Datenbankvergleich (NCBI-BLAST, Tab. 2.14 und EMBL-EBI, Wu-BLAST bzw. FASTA, Tab. 2.14)

der ITS-Sequenzen ergab eine Homologie des Stammes 1020 von 98% zu vier verschiedenen Pleu-

rotus ostreatus Stammen (Tab. 3.4).

GCCCCTTGGT ATTCCGAGGG GCATGCCTGT TTGAGTGTCA TTAAATTCTC AAACTCACT

GCACCGAAAT GCGATAAGTA ATGTGAATTG CATAATTCAG TGAATCATCG AATCTTTGAA CGCACCTTGC

Abbildung 3.16: Sequenzausschnitt der 5,8S rDNA mit flankierendem ITS-Bereich aus dem Basidiomyceten 1020

(DSMZ)

Tabelle 3.4: Auswahl der verschiedenen Pleurotus ostreatus-Stamme aus dem Datenbankvergleich mit

EMBL-EBI FASTA

Zugriffsnummer Organismus Homologie in % E-Wert

FN391586 Pleurotus ostreatus culture collection ZIM:76 98,4 3,633
fiir 5,8S und ITS2 (partial)

AF139969 Pleurotus ostreatus fiir 5,85 und ITS2 98,4 3,633

FN391587 Pleurotus ostreatus culture collection 98,4 3,733
ZZN:PIAB fiir 5,85, ITS1 und ITS2 (partial)

EU520142 Pleurotus ostreatus isolate NW420 fiir 5,8S, 98,4 3,733

ITS1 und ITS2
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Durch den Vergleich der ITS-Sequenzen wurde der Stamm 8264 mit einer Homologie von 99% zu

fiinf verschiedenen Pleurotus eryngii-Stammen (Tab. 3.5) zugeordnet.

TTTTTCCTCC GGCTATTGAT ATGCTTAAGT TCAGCGGGTA GTCCTACTTG ATTTGAGGTC AAATTGTCAA
ATTGTCCTTG CGGACGGTTA GAGAGCCAAA CTCTATTCAT GCGTGCTATT GATGAGTGAT AATTATCACA
TCATGCGCAG AGGCAATGAG AAGTCCTGCT AATGCATTTA AGAGGAGCCG ACCTGTCAAG GCCAGCAGCC
CCCAACAATC CAAACATCAC AATTGGAAAA ACCAGAGTGA GTTTGAGAAT TTAATGACAC TCAAACAGGC
ATGCCCCTCG GAATACCAAG GGGCGCAAGG TGCGTTCAAA GATTCGATGA TTCACTGAAT TCTGCAATTC
ACATTACTTA TCGCATTTCG CTGCGTTCTT CATCGATGCG AGAGCCAAGA GATCCGTTGT TGAAAGTTGT
ATTATGGTTT ATAGGCACAA GGCCCTTTAA ATGACATTCG TAGACATACA TTTGGGGTGT TATAAGTAAA
TAGACTGCGT AGTCACACCG AGACGTTTAC ATCCCAGCAA ACCAAGTCTA ACGACTTGAG AGACGACTTC
ACAGATCTAT CAAAAGTTCA CAGGTGGTTG AAAGACTAGT GAAGCGTGCA CATGCCCCTA GAGGCCAGCA
ACAACTCCAT AGTGAATTCA TTAATGATCC TTCCGCAGGT TCACCTACGG AAACCTTGTT ACGATTTTTT
ACTTCCAAAC

Abbildung 3.17: Sequenz der 5,8S rDNA mit flankierendem ITS-Bereich aus dem Basidiomyceten 8264 (DSMZ,
Braunschweig)

Tabelle 3.5: Auswahl der verschiedenen Pleurotus eryngii-Stamme aus dem Datenbankvergleich mit EMBL-EBI

FASTA

Zugriffsnummer Organismus Homologie in % E-Wert

HM561986 Pleurotus eryngii isolate PEC1 99,6 2,2°202
fiir 5,8S, ITS1 und ITS2

HM561985 Pleurotus eryngii isolate PET1 99,6 2,2°202
fiir 5,8S, ITS1 und ITS2

DQ333235 Pleurotus eryngii clone 2 fiir 98,7 4,5-202
5,8S, ITS1 und ITS2

FJ379275 Pleurotus eryngii strain X-102 99,4 1,571%9
fiir 5,8S, ITS1 und ITS2

EU424299 Pleurotus eryngii var. ferulae 99,1 5,419

strain fir 5,8S, ITS1 und ITS2
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Ein Datenbankvergleich der ITS-Sequenzen ergab eine Ubereinstimmung des Stammes 8266 von

97% zu zwei verschiedenen Pleurotus sapidus Stimmen (Tab. 3.6).

TCTTGGAAAG
TATGGAGTTG
GATAGATCTG
AACGCAGTCT
TAAACCATAA
ATAAGTAATG
CCGAGGGGCA
TGGATTGTTG
CTCTGCGCAT
CGCAAGGACA
GGGGAAGAAA

TAAAAAGTCG
TTGCTGGCCT
TGAAGTCGTC
ATTTACTTAA
TACAACTTTC
TGAATTGCAG
TGCCTGTTTG
GGGGTTGCTG
GATGTGATAA
ATTTGACAAT
€(¢]

TAACAAGGTT
CTAGGGGCAT
CTTCAAGTCG
CACACCCCAA
AACAACGGAT
AATTCAGTGA
AGTGTCATTA
GCTGTAACAA
TTATCACTCA
TTGACCTCAA

TCCGTAGGTG
GTGCACGCTT
TCAGACTTGG
ATGTATGTCT
CTCTTGGCTC
ATCATCGAAT
AATTCTCAAA
GTCGGCTCCT
TCAATAGCAC
ATCAGGTAGG

AACCTGCGGA
CACTAGTCTT
TTTGCTGGGA
ACGAATGTCA
TCGCATCGAT
CTTTGAACGC
CTCACATTTG
CTTAAATGCA
GCATGAATAG
ACTACCCGCT

AGGATCATTA
TCAACCACCT
TTTAAACGTC
TTTAATGGGC
GAAGAACGCA
ACCTTGCGCC
GTTTTTCCAT
TTAGCAGGAC
AGTCCAGCTC
GAACTTAAGC

ATGAATTCAC
GTGAACTTTT
TCGGTGTGAC
CTTGTGCCTA
GCGAAATGCG
CCTTGGTATT
CTGTGATGTT
TTCTCATTGC
TCTAATCGTC
ATATCAAAAC

Abbildung 3.18: Sequenz der 5,85 rDNA mit flankierendem ITS-Bereich aus dem Basidiomyceten 8266 (DSMZ,
Braunschweig)

Tabelle 3.6: Auswahl der verschiedenen Pleurotus sapidus-Stamme aus dem Datenbankvergleich mit EMBL-EBI

FASTA
Zugriffsnummer Organismus Homologie in % E-Wert
AY540327 Pleurotus sapidus strain S047 fiir 97,6 4,57193
5,8S, ITS1 und ITS2
FJ810181 Pleurotus sapidus strain dd08093 97,4 5,6192

fiir 5,85, ITS1 und ITS2
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3.3 Molekularbiologische Charakterisierung der Oxygenase aus Pleurotus

sapidus

Die Oxygenase aus Pleurotus sapidus ist ein intrazellulares Enzym, dessen Charakterisierung durch
Isolierung der cDNA und anschlief3ender heterologer Expression erfolgte. Durch die Gewinnung
sowohl tber Affinitdtschromatographie mit Hilfe des spezifischen Antikorpers als auch mittels
praparativer isoelektrischer Fokussierung wurden keine ausreichenden Mengen der Oxygenase
erhalten, um nach tryptischem Verdau eine de novo-Sequenzierung mittels ESI-MS/MS vorneh-
men zu kdnnen. Weiterhin reichten die Mengen nicht aus, um eine proteinbiochemische Charak-

terisierung der Oxygenase vorzunehmen.

3.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Pleurotus sapidus

Die Isolierung der Gesamt-DNA erfolgte nach 2.17.3. Die Konzentration betrug 7,8 & 0,2 ng uL 1.

3.3.1.1 Primerableitung

In vorangegangenen Arbeiten (Riemer 2010) wurde ein Teil der cDNA der Oxygenase aus
Pleurotus sapidus (1191 bp) ermittelt und unter der Zugriffsnummer FM200795 bei EMBL-EBI

veroffentlicht (Abb. 3.19).

ATGCGGTACG
TCATCCCCGA
CATATCCGTG
GCCCTCCACG
AGCGCAAACT
CAATGCACTT
ATCTTCCAAT
AGTCACGTGG
CAACGATATG
GATGCCTCGG
GGATGACAAA
CATCGCTGCG
CCATCAGCAT
TGGCAGCTCT
GCAAGTCCAA
GCGAGCGCTG
AGTTAGATGA
A

GCTGTGCGGC
CTACAAAGGC
AATCAGGCTA
AGATGATCAT
GTCCCCTTCA
GCGCGCAGCG
TCATCCGCGA
TTTCCCCGTC
TGGACAACCT
TAGCTGGAGA
CTTCCCAGAG
CCTCAGCACA
TATTCTCGCC
CCCTCTCAAT
GAAGACGAAA
GTAGGCAGTT
TCAGAACACC

GGTTGCATTA
AGCATGGCCG
ACGACTGGCC
CCATCTTAAC
CACATCGTGT
TCCTTATCCC
ATCATTCACC
GACCAACTCA
TGAAGAAGTT
TACGCAAATT
TCGATCACAA
CCGCCGTCAA
ACTCCCGACC
GCCAAACGCC
ATATCGTGAC
AGCTGCCGAT
CCATACGATG

TTCTACCTTA
CTTCGGTCAC
ATGGCGCTAC
AACACCCATC
TCCGGCTTTT
CGAAGTCATC
AACTTCGACT
ACTCGCCGAA
TGTATCGTCC
CAGGCCTGGT
CAGTGGACGA
CTACCTTCAG
TCGATTGCTC
AGTGGTTACT
CTATGCTGCT
TTGAAGAAAC
TCCTGGCACC

CAGCAATGGG
CATCTTCAAC
GCCAAGACAT
TTGTGGAAGA
GGAACCACAT
GTTCCTATAG
GGAAGAGCCT
ATTCCACAAC
GTTCTGCAGG
GTGATGAGAT
TCTGGTCAAC
CAATACTATC
AACTTCAGAA
CATGGCACAG
AATGCATCAA
TCGCTGCGGT
CGAGCAACTC

AAAGCTGCAC
AAACGTACCA
GCGTCCTTTC
AGCAGTCATC
TGGGTTGTCA
CTGGCTTCAG
CTACGTCCCA
TACGCCTATG
ATGCCCAATA
GCGGTCGGGG
ATGGTCACAA
AGACCTTCGT
ATACACCGAA
ATCCCGTATT
CTGATAAAGA
ATTTTTGGTG
GCAAATGCGA

CCTTTGGCCA
ATCCATTAGA
TTCGGATTGG
GTGGCGGCAC
CATTGTCCCT
TGCTCCTCAT
GCGGACTTGG
CCAGGGATAT
TTACCCGGAT
ATGGGTGCCG
TGTGCATCCA
CTCCAACAAG
AGCGACCTGA
TGCTTTCCAT
TCCCATCATC
AATAGCGCTC
TTGTAATTTG

Abbildung 3.19: cDNA-Sequenz der Oxygenase aus PSA mit der Datenbankzugriffsnummer FM200795

96




Ergebnisse

Das anhand der cDNA iibersetzte Protein (Abb. 3.20) umfasste 396 Aminosduren und hatte ein
berechnetes Molekulargewicht von 44 kDa (Fraatz et al. 2009a).

MRYGCAAVALFYLTAMGKLHPLAIIPDYKGSMAASVTIFNKRTNPLDISVNQANDWPWRYAKTCVLSSDWALHEMITHLNN
THLVEEAVIVAAQRKLSPSHIVFRLLEPHWVVTLSLNALARSVLIPEVIVPIAGFSAPHIFQFIRESFTNFDWKSLYVPAD
LESRGFPVDQLNSPKFHNYAYARDINDMWTTLKKFVSSVLQDAQYYPDDASVAGDTQIQAWCDEMRSGMGAGMTNFPESIT
TVDDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQTFVSNKPSALFSPLPTSIAQLQKYTESDLMAALPLNAKRQWLLMAQIPYL
LSMQVQEDENIVTYAANASTDKDPIIASAGRQLAADLKKLAAVFLVNSAQLDDQNTPYDVLAPEQLANAIVI*

Abbildung 3.20: Proteinsequenz der Oxygenase aus PSA mit der Datenbankzugriffsnummer FM200795

Mit der bisher angenommenen cDNA-Sequenz der Oxygenase wurde ein Abgleich mit dem Genom
des Pleurotus ostreatus (Genomprojekt PC15 v2.0, JGI BLAST, Tab. 2.14) vorgenommen. Dadurch
wurde ein Sequenzbereich identifiziert (scaffold_05:1025166-1027727, ProteinID: 1056091), der
dem C-terminalen Bereich einer mutmafilichen Lipoxygenase zugeordnet war. Der Vergleich die-
ser beiden Nukleotidsequenzen (EMBL-EBI, ClustalW2, Tab. 2.14) ergab eine Ubereinstimmung
von 88% (Abb. 3.21). Die kodierende DNA der mutmafilichen Lipoxygenase vom POS umfass-
te 1986 bp (libersetzt 661 Aminosduren) und somit 795 bp mehr als die bisher angenommene
cDNA-Sequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus. Basierend auf der erhaltenen Nukleotidse-
quenz wurden Primer abgeleitet (s. 2.4.5), die zur Amplifizierung der genomischen DNA-Sequenz
der Oxygenase verwendet wurden (Abb. 3.21).
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POS 1056091 CGATCGAGATCGAGCACACTACGTCCGCTCAAAATGTATAGTCATTGCTGTATCAAGGTCACCTGTGCACTGCCT 75
PSA FM200795

POS 1056091 150
PSA FM200795 -
POS 1056091 225
PSA FM200795 -
POS 1056091 300
PSA FM200795 -
POS 1056091 375
PSA FM200795 -
POS 1056091 450
PSA FM200795 -
POS 1056091 525
PSA FM200795 -
POS 1056091 600
PSA FM200795 -
POS 1056091 675
PSA FM200795 -
POS 1056091 750
PSA FM200795 -
POS 1056091 825
PSA FM200795 -
POS 1056091 900
PSA FM200795 -
POS 1056091 975

PSA FM200795

POS 1056091 GAATCCAACGACAATCACCCTCGCGAACGATACGTGGGTGTCGGCATTTACCGACGAGGCAAAAGCTCAGAACAA 1050
PSA FM2BO795 = = = = = = = = = = & = & = &= & & s m & & m m & m e m e m e m e e e e e e e e m o oao———o oo -

POS 1056091 CGCCAAGATGCTTGCTCTGTTCGGATCAGCTCCTCCAAACTCATTCTACGTCCAGGACTTCAGCGACTTCCGAGC 1125
PSA FM2BO795 = = = = = = = = = = & = = =& = = m & m e & & e m & e m e e e e e e e e e e e e e oo e oo -

POS 1056091 GCGTATGGGAGCGAAGCCTGATGAGGAGTTGTTCAACGACTCAGATGGTGCTATGCGATATGGTTGCGCGGCGGT 1200
PSA FM2@0795 = = = = = = = = = = = = == e = m o m e e m e e e e e e e e —eom— o ATGCGGTACGGCTGTGCGGCGGT 23

POS 1056091 CGCGTTGTTCTACCTTACACCGGCGGGGAAGCTCCACCCTTTGGCCATCATTCCTGACTACAAAGGCAGCATGGC 1275
PSA FM200795 TGCATTATTCTACCTTACAGCAATGGGAAAGCTGCACCCTTTGGCCATCATCCCCGACTACAAAGGCAGCATGGC 98

POS 1056091 CGCCTCAGTCACCATTTTCAACAAACGCACTGATCCGTTAGACATGACTGTGAATCAGGCTAACGATTGGCCATG 1350
PSA FM200795 CGCTTCGGTCACCATCTTCAACAAACGTACCAATCCATTAGACATATCCGTGAATCAGGCTAACGACTGGCCATG 173

POS 1056091 GCGCTATGCCAAGACATGCGTCCTTTCTTCGGATTGGGCCCTCCACGAGATGATCATCCATCTTAACAATACGCA 1425
PSA FM200795 GCGCTACGCCAAGACATGCGTCCTTTCTTCGGATTGGGCCCTCCACGAGATGATCATCCATCTTAACAACACCCA 248

POS 1056091 TCTTGTAGAAGAGGCCGTCATCGTGGCGGCACAGCGCAAACTTTCCCCTTCACACATCGTCTTCAGGCTCTTAGA 1500
PSA FM200795 TCTTGTGGAAGAAGCAGTCATCGTGGCGGCACAGCGCAAACTGTCCCCTTCACACATCGTGTTCCGGCTTTTGGA 323

POS 1056091 ACCACACTGGGTCGTTACGCTATCCCTCAATGCACTTGCGCGCAGCGTCCTCATTCCCGAGGTCATCGTCCCCAT 1575
PSA FM200795 ACCACATTGGGTTGTCACATTGTCCCTCAATGCACTTGCGCGCAGCGTCCTTATCCCCGAAGTCATCGTTCCTAT 398

POS 1056091 AGCTGGCTTCAGCGCACCTCACATTTTCCAATTCATCCGTGGGTCATTTACCAACTTTGACTGGAAGAGCCTCTA 1650
PSA FM200795 AGCTGGCTTCAGTGCTCCTCATATCTTCCAATTCATCCGCGAATCATTCACCAACTTCGACTGGAAGAGCCTCTA 473

POS 1056091 CGTCCCGGCGGACCTAGAATCCCGCGGTTTCCCAATAGACCAACTTAACAGCCCGAAGTTICCACAATTACGCTTA 1725
PSA FM200795 CGTCCCAGCGGACTTGGAGTCACGTGGTTTCCCCGTCGACCAACTCAACTCGCCGAAATTCCACAACTACGCCTA 548

POS 1056091 TGCTAGGGATATCAACGACATGTGGACGACGCTGAAGAAGTTTGTGTCGTCCGTTTTGCAGGACGCGCAGTATTA 1800

PSA FM200795 [TG 623
POS 1056091 CCCGGACGATGCCTCGGTGGCTGCGGATACCCAAATTCAGGCCTGGTGTGATGAGATGCGGTCTGGGATGGGTGC 1875
PSA FM200795 AGATACGCAAATTCAGGCCTGGTGTGATGAGATGCGGTCGGGGATGGGTGC 698

POS 1056091 CGGGATGACAAATTTCCCCGAATCAATCACGACGGTGGACGACCTAGTCGACATGGTCACAATGTGCATCCACAT 1950
PSA FM200795 CGGGATGACAAACTTCCCAGAGTCGATCACAACAGTGGACGATCTGGTCAACATGGTCACAATGTGCATCCACAT 773

POS 1056091 CGCGGCGCCTCAGCACACCGCCGTCAACTACCTTCAACAATACTATCAGACCTTCGTACCCAACAAGCCATCAGC 2025
PSA FM200795 CGCTGCGCCTCAGCACACCGCCGTCAACTACCTTCAGCAATACTATCAGACCTTCGTCTCCAACAAGCCATCAGC 848
POS 1056091 ACTATTCTCGCCACTCCCGAAGTCGATTGCCCAACTTCAGAAGTACACGGAAAGCGACTTGATGGCAGCTCTCCC 2100
PSA FM200795 ATTATTCTCGCCACTCCCGACCTCGATTGCTCAACTTCAGAAATACACCGAAAGCGACCTGATGGCAGCTCTCCC 923
POS 1056091 TCTCAATGCCAAACGTCAATGGCTACTCATGGCACAGATCCCATATCTGCTTTCCATGCAAGTCCAGGAGGACGA 2175
PSA FM200795 TCTCAATGCCAAACGCCAGTGGTTACTCATGGCACAGATCCCGTATTTGCTTTCCATGCAAGTCCAAGAAGACGA 998
POS 1056091 AAACATTGTGACCTATGCCGCTAACGCATCAACGGATAAGGACCCTATCATCGCGAGCGCTGGTAGGCAGCTGGC 2250
PSA FM200795 AAATATCGTGACCTATGCTGCTAATGCATCAACTGATAAAGATCCCATCATCGCGAGCGCTGGTAGGCAGTTAGC 1073
POS 1056091 TGCCGATCTGAAGAAACTCGCCGCGGTATTTTTGGCAAATAGCTCTCAGTTGGATGACCAGAACACACCATACGA 2325
PSA FM200795 TGCCGATTTGAAGAAACTCGCTGCGGTATTTTTGGTGAATAGCGCTCAGTTAGATGATCAGAACACCCCATACGA 1148

POS 1056091 CGTCCTTGCACCCGAACAACTTGCAAAGGCAATTGTAATTTGAIGAGATATTTACT 2380
PSA FM200795 TGTCCTGGCACCCGAGCAACTCGCAAATGCGATTGTAATTIGAl------------ 1191

Abbildung 3.21: Vergleich der Nukleotidsequenz einer mutmaRlichen Lipoxygenase aus Pleurotus ostreatus (Genompro-
jekt PC15 v2.0; ProteinID: 1056091) mit der cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapidus (Zugriffsnummer
FM200795): m: kennzeichnet das laut Datenbank enthaltene Intron; liberlappender Sequenzbe-
reich (bei der Amplifizierung durch die Primer); [ATG: Start- und TGA]: Stopcodon der Lipoxygenase und
der cDNA der Oxygenase; I : Primerbindungstelle des forward-Primers 3607 (s. 2.4.5) im Bereich der non-
coding exon region (untranslated region(UTR)); B_: Primerbindungstelle des reverse-Primers 5234;: W Pri-
merbindungstelle des forward-Primers 6719;: B_ Primerbindungstelle des reverse-Primers 3608; Primer-
paare 3607/5234 und 6719/3608
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3.3.1.2 Préparative PCR und Isolierung von DNA-Fragmenten

Mittels praparativer PCR (s. 2.17.6.3) mit den Primerkombinationen 3607 /5234 und 6719/3608
(Tab. 2.8) wurden Fragmente mit 1834 bp und 659 bp amplifiziert (Abb. 3.22). Die Hybridisie-
rungstemperatur betrug 53 °C bzw. 50 °C und die Elongationszeit 115 s bzw. 45 s.

GroBe in bp Std. | 1

5000
4000
3000
2500

2000

1500 1834 bp

659 bp

Abbildung 3.22: 1,2%iges Agarosegel mit amplifizierten DNA-Fragmenten: Std.: Standard (20 uL) (Abb. 7.2b);
I: erstes Fragment mit 659 bp; II: zweites Fragment mit 1834 bp
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Die PCR-Produkte wurden isoliert (s. 2.17.7), sequenziert (s. 2.17.9.2) und die iiberlappenden

DNA-Sequenzen anschliefdend zusammengefiigt (Abb. 3.23).

Abbildung 3.23: Nukleotidsequenz des zusammengesetzten DNA-Fragments aus Pleurotus sapidus;

TCGAGCACAC
GTGTTTCTTG
TACGTCAGAT
AAACACCGGA
CCACAGTGTC
ATCGTCAGCA
TGCCATACAT
CGACAAGGCG
TTGCTTGCTT
GCTCCAACAA
CCCCCAGATC
TGAGTAGCCT
GACTCAGTGG
ATTGGGTTAA
CGACAATCAC
CAAAGTGATC
AGGCGTATGG
CGGCGGTTGC
AGGCAGCATG
GCTAACGACT
TCATCCATCT
TTCACACATC
AGCGTCCTTA
GCGAATCATT
GGTAGACCAA
ACCTTGAAGA
GAGATACGCA
AGAGTCGATC
CACACCGCCG
CGCCACTCCC
CAATGCCAAA
GAAAATATCG
AGTTAGCTGC
CACCCCATAC

TACGTCCGCT
CGCGCCGGCaG
CGCAACTTTA
GTGCTGCAGG
CTATAAATTG
CAAGTGCAAT
GGTCCAATTG
AGGCGAATGT
TAGGGTTGCG
AAGACCGACA
AATCCGTCTC
TTGGTACGAC
AATCAGGAGA
GGAATGATTG
GCTTGCAAGT
GCTCTCTTCG
GGGCGAAACC
ATTATTCTAC
GCCGCTTCGG
GGCCATGGCG
TAACAACACC
GTGTTCCGGC
TTCCCGAAGT
CACCAACTTC
CTCAACTCGC
AGTTTGTATC
AATTCAGGCC
ACAACAGTGG
TCAACTACCT
GACCTCGATT
CGCCAGTGGT
TGACCTATGC
CGATTTGAAG
GATGTCCTGG

CAAAACCTAC
CTGAATTCCA
AGTTGGTGAC
GATGTCTCGG
ACTCTCTACA
GGTCCACAAC
CCCAAGCCGA
ACGTTGAATA
TGGCTCTATG
AATATACTTG
CGCGCCGTCG
GATCACACCG
GGCATAAAGA
GTACACCGAC
GATGTGTGGT
AATCGGCTCC
TGATGAGGAG
CTTACAGCAA
TCACCATCTT
CTACGCCAAG
CATCTTGTGG
TTTTGGAACC
CATCGTTCCT
GACTGGAAGA
CGAAATTCCA
GTCCGTTCTG
TGGTGTGATG
ACGATCTGGT
TCAGCAATAC
GCTCAACTTC
TACTCATGGC
TGCTAATGCA
AAACTCGCTG
CACCCGAGCA

AGTCATTGCT
AGGAACAAAC
GGTCGGTGGT
GAACTCTCGC
AGGTTCGACA
ATATCGTTGT
CCGGCTACAA
GACTTGTTTC
ACATTGCAGA
GGAGCTATCC
ATCTTCAGCC
ACCTCGCCCC
CCAGGGATGG
GAGGTTTTCG
TGACAGCATT
TCCCAACTCC
CTGTTTAACG
TGGGAAAGCT
CAACAAACGT
ACATGCGTCC
AAGAAGCAGT
ACATTGGGTT
ATAGCTGGCT
GCCTCTACGT
CAACTACGCC
CAGGATGCCC
AGATGCGGTC
CAACATGGTC
TATCAGACCT
AGAAATACAC
ACAGATCCCG
TCAACTGATA
CGGTATTTTT
ACTCGCAAAT

AAATCAAGGT
GACACATCGA
GCACACTGGC
AGTCGTCCGT
CGATAACAAA
CGTCGCGCAA
CGTCGCCCTC
TCTGTCAGAA
TTATGAATCC
GATAACTTCC
CTGTGCGCCT
AGGCCCCGAG
TTAATCAAGG
CGCAGCAATT
CACAAGCGAG
TTCTACGTTC
ACTCAGACGG
GCACCCTTTG
ACCAATCCAT
TTTCTTCGGA
CATCGTGGCG
GTCACATTGT
TCAGTGCTCC
CCCAGCGGAC
TATGCCAGGG
AATATTACCC
GGGGATGGGT
ACAATGTGCA
TCGTCCCCAA
CGAAAGCGAC
TATTTGCTTT
AAGATCCCAT
GGTGAATAGC
GCGATTGTAA

CACCTGTGCA
TGAATGGAAG
CGTTTGCTCT
AGGGGTTAGG
CTCCCCTACT
GGCTTTGCAC
AAGAACGCTG
TCCTTTGACT
TCTATTCCCC
CTCCCCACCT
CGCCCAAACA
CAAAACACTA
ACATGTTCAA
CTTTACTGGC
GCCAAGGCTC
AGGACTTCAG
TGCCATGCGG
GCCATCATCC
TAGACATATC
TTGGGCCCTC
GCACAGCGCA
CCCTCAATGC
TCATATCTTC
TTGGAGTCAC
ATATCAACGA
GGATGATGCC
GCCGGGATGA
TCCACATCGC
CAAGCCATCA
CTGATGGCAG
CCATGCAAGT
CATCGCGAGC
GCTCAGTTAG

TTiiGA

CCGCCTTGAC
ACAGGGGAAT
TCTGGGGTGC
TAAACATCCA
GTATCTTGAC
AATGTGCATT
CTGAAGGTTA
GAGTAGCCTG
AAACCTTCAC
CGCTGTCGTT
CTGTTGATTA
TGCAGAAGTT
TGCACCGAAC
CCGAATTCAA
AGGGGAAGGA
CGATTTCCGC
TACGGCTGTG
CCGACTACAA
CGTGAATCAG
CACGAGATGA
AACTGTCCCC
ACTTGCGCGC
CAATTCATCC
GAGGTTTCCC
TATGTGGACA
TCGGTAGCTG
CAAACTTCCC
TGCGCCTCAG
GCATTATTCT
CTCTCCCTCT
CCAAGAAGAC
GCTGGTAGGC
ATGATCAGAA

: Basen-

triplet, das dem Startcodon (ATG; Abb. 3.21) in der Sequenz des Pleurotus ostreatus (Genom-
projekt PC15 v2.0; ProteinID: 1056091) und somit dem Beginn der mutmaRlichen Lipoxygenase
entspricht; m: Stopcodon

Das erhaltene DNA-Fragment aus Pleurotus sapidus umfasste 2430 bp und wies eine 95%ige Uber-

einstimmung zu dem identifizierten Sequenzbereich aus dem Genom von Pleurotus ostreatus (mut-

maflliche Lipoxygenase, ProteinID: 1056091) auf. Weiterhin ergab der Vergleich der Nukleotid-

sequenzen, dass anstelle des mutmafilichen Startcodons (ATG) ein Basentriplet TTC vorlag.
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Basierend auf der erhaltenen Nukleotidsequenz wurden zur Amplifizierung der kodierenden Se-
quenz der Oxygenase Primer abgeleitet. Bei der Auswahl dieser wurde darauf geachtet, dass das
amplifizierte Produkt sowohl das mutmafiliche Start- als auch das Stopcodon der Oxygenase ent-
hielt.

3.3.2 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Die hochste Produktkonzentration der Transformation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton wurde
mit Myzel von Pleurotus sapidus erzielt, dessen Ernte am 4. Kulturtag erfolgte (s. 3.1.3). Aus diesem
Grund wurde die Gesamt-RNA aus dem Myzel des 3. und 4. Kulturtages isoliert (s. 2.17.4) und
mittels Agarosegelelektrophorese (s. 2.17.4.1) analysiert (Abb. 3.24).

4. Kulturtag 3. Kulturtag
42 °C Eis 42 °C Eis

28S rRNA

18S rRNA

Abbildung 3.24: 1,1%iges Agarosegel mit Gesamt-RNA aus Pleurotus sapidus vom 3. bzw. 4. Kulturtag (zusam-
mengeflgte Abbildung): Eis: vor der Elektrophorese 2 Stunden auf Eis gelagert; 42 °C: vor der
Elektrophorese 2 Stunden bei 42 °C gelagert

Das Agarosegel zeigte ausgepragte Banden der 18S und 28S rRNA und somit eine intakte RNA.
Bei einer vollkommen degradierten RNA hingegen wiare lediglich ein schwacher ,Schmier” zu er-
kennen (Accerbi et al. 2010). Die Gesamt-RNA diente der Synthese des Erststranges (s. 2.17.5.1),
der anschliefiend in einer LD-PCR zur Synthese des Gegenstranges (s. 2.17.5.2) und somit zur

Amplifizierung der cDNA-Bibliothek eingesetzt wurde (ohne Abbildung).
Mittels Nanophotometer (Tab. 2.13) wurde eine cDNA-Konzentration von 581,1 + 10,8 ng uL!

bestimmt.
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3.3.3 Amplifizierung und Isolierung der cDNA der Oxygenase mit N-Terminus

Fir die Amplifizierung der cDNA-Sequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurden spezifi-
sche Primer verwendet (Tab. 2.8), die ausgehend von der genomischen DNA der Oxygenase abge-
leitet wurden. Mittels PCR (s. 2.17.6.1) mit der Primerkombination 0257 /3608 (Tab. 2.8) wurde
eine Sequenz der Oxygenase mit 1953 bp amplifiziert (Abb. 3.25 und Abb. 3.26). Die Hybridi-
sierungstemperatur betrug 50 °C und die Elongationszeit 120 s. Das PCR-Produkt wurde isoliert
(s.2.17.7),in den pCR® 2.1-TOPO Vektor (s. 2.4.6) zwischenkloniert (s. 2.17.8) und anschlieRend
sequenziert (s. 2.17.9.2).

Gro6fBe in bp Std. |

5000
4000
3000
2500

2000
1500

1953 bp

Abbildung 3.25: 1,2%iges Agarosegel mit amplifizierter cDNA: Std.: Standard (20 uL) (Abb. 7.2b); I: cDNA der
Oxygenase aus Pleurotus sapidus mit 1953 bp

Im Vergleich zur cDNA aus vorangegangenen Arbeiten wurden durch die erneute Amplifizierung
der cDNA-Sequenz mit spezifischen Primern zusatzliche 765 bp isoliert (Abb. 3.27).Jedoch wurde
kein Startcodon identifiziert.
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CTTGACATCG
TGCATTTGCC
AGGTTACGAC
CAAACCTTCA
TCGCTGTCGT
ACTGTTGATT
ATGCAGAAGT
ATGCACCGAA
CCCGAATTCA
CAGGGGAAGG
GCGATTTCCG
GTACGGCTGT
CCCGACTACA
CCGTGAATCA
CCACGAGATG
AAACTGTCCC
CACTTGCGCG
CCAATTCATC
CGTGGTTTCC
ATATGTGGAC
CTCGGTAGCT
ACAAACTTCC
CTGCGCCTCA
AGCATTATTC
GCTCTCCCTC
TCCAAGAAGA
CGCTGGTAGG
GATGATCAGA

TCGGCACAAG
ATACATGGTC
AAGGCGAGGC
CGCTCCAACA
TCCCCCAGAT
ATGAGTAGCC
TGACTCAGTG
CATTGGGTTA
ACGACAATCA
ACAAAGTGAT
CAGGCGTATG
GCGGCGGTTG
AAGGCAGCAT
GGCTAACGAC
ATCATCCATC
CTTCACACAT
CAGCGTCCTT
CGCGAATCAT
CCGTCGACCA
AACCTTGAAG
GGAGATACGC
CAGAGTCGAT
GCACACCGCC
TCGCCACTCC
TCAATGCCAA
CGAAAATATC
CAGTTAGCTG
ACACCCCATA

TACAATGGTC
CAATTGCCCA
GAATGGTTGC
AAAGACCGAC
CAATCCGTCT
TTTGGTACGA
GAATCAGGAG
AGGAATGATT
CGCTTGCAAG
CGCTCTCTTC
GGGGCGAAAC
CATTATTCTA
GGCCGCTTCG
TGGCCATGGC
TTAACAACAC
CGTGTTCCGG
ATCCCCGAAG
TCACCAACTT
ACTCAACTCG
AAGTTTGTAT
AAATTCAGGC
CACAACAGTG
GTCAACTACC
CGACCTCGAT
ACGCCAGTGG
GTGACCTATG
CCGATTTGAA
CGATGTCCTG

CACAACATAT
AGCCGACCGG
GTGGCTCTAT
AAATATACTT
CCGCGCCGTC
CGATCACACC
AGGCATAAAG
GGTACACCGA
TGATGTGTGG
GAATCGGCTC
CTGATGAGGA
CCTTACAGCA
GTCACCATCT
GCTACGCCAA
CCATCTTGTG
CTTTTGGAAC
TCATCGTTCC
CGACTGGAAG
CCGAAATTCC
CGTCCGTTCT
CTGGTGTGAT
GACGATCTGG
TTCAGCAATA
TGCTCAACTT
TTACTCATGG
CTGCTAATGC
GAAACTCGCT
GCACCCGAGC

CGTTGTCGTC
CTACAACGTC
GACATTGCAG
GGGAGCTATC
GATCTTCAGC
GACCTCGCCC
ACCAGGGATG
CGAGGTTTTC
TTGACAGCAT
CTCCCAACTC
GCTGTTTAAC
ATGGGAAAGC
TCAACAAACG
GACATGCGTC
GAAGAAGCAG
CACATTGGGT
TATAGCTGGC
AGCCTCTACG
ACAACTACGC
GCAGGATGCC
GAGATGCGGT
TCAACATGGT
CTATCAGACC
CAGAAATACA
CACAGATCCC
ATCAACTGAT
GCGGTATTTT
AACTCGCAAA

GCGCAAGGCT
GCCCTCAAGA
ATTATGAATC
CGATAACTTC
CCTGTGCGCC
CAGGCCCCGA
GTTAATCAAG
GCGCAGCAAT
TCACAAGCGA
CTTCTACGTT
GACTCAGACG
TGCACCCTTT
TACCAATCCA
CTTTCTTCGG
TCATCGTGGC
TGTCACATTG
TTCAGTGCTC
TCCCAGCGGA
CTATGCCAGG
CAATATTACC
CGGGGATGGG
CACAATGTGC
TTCGTCCCCA
CCGAAAGCGA
GTATTTGCTT
AAAGATCCCA
TGGTGAATAG
TGCGATTGTA

TTGCACAATG
ACGCTGCTGA
CTCTATTCCC
CCTCCCCACC
TCGCCCAAAC
GCAAAACACT
GACATGTTCA
TCTTTACTGG
GGCCAAGGCT
CAGGACTTCA
GTGCCATGCG
GGCCATCATC
TTAGACATAT
ATTGGGCCCT
GGCACAGCGC
TCCCTCAATG
CTCATATCTT
CTTGGAGTCA
GATATCAACG
CGGATGATGC
TGCCGGGATG
ATCCACATCG
ACAAGCCATC
CCTGATGGCA
TCCATGCAAG
TCATCGCGAG
CGCTCAGTTA
ATTTGA

Abbildung 3.26: Nukleotidsequenz des amplifizierten cDNA-Fragments aus Pleurotus sapidus;
Startcodon (ATG) identifiziert

: bislang kein

Die so erhaltene Aminosduresequenz der Oxygenase wurde in Kooperation mit dem Arbeitskreis
Prof. Dr. Dr. Berger (Institut fiir Lebensmittelchemie der Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat
Hannover) veroffentlicht (Schmidt et al. 2011).

Der Abgleich dieser Aminosdurensequenz der Oxygenase aus PSA mit der vorlaufigen Sequenz aus
vorangegangen Arbeiten (Zugriffsnummer FM200795) ergab eine Ubereinstimmung von 99,8%.
Die Sequenzen unterschieden sich lediglich in einer Aminosaure (Ser,7g/525 — Pro) (Abb. 3.27).
Der Vergleich der libersetzten Aminosdurensequenz der mutmafilichen Lipoxygenase aus dem
Genom des Pleurotus ostreatus mit der erhaltenen Sequenz der Oxygenase ergab eine Uberein-
stimmung von 94%. Im Vergleich fehlten lediglich 10 Aminosauren inklusive des mutmafilichen
ATG am N-Terminus der Sequenz (Abb. 3.27).
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POS 1056091
Oxygenase
PSA FM200795

POS 1056091
Oxygenase
PSA FM200795

POS 1056091
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POS 1056091
Oxygenase
PSA FM200795

POS 1056091
Oxygenase
PSA FM200795

POS 1056091
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POS 1056091
Oxygenase
PSA FM200795

POS 1056091
Oxygenase
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POS 1056091
Oxygenase
PSA FM200795

POS 1056091
Oxygenase
PSA FM200795

POS 1056091
Oxygenase
PSA FM200795

POS 1056091
Oxygenase
PSA FM200795

Abbildung 3.27

MNTTRNPPPHLDIVGTSTMVHNVSLSSRKALHNVHLPYMVQRPKPTGYNVALKN
LDIVGTSTMVHNISLSSRKALHNVHLPYMVQLPKPTGYNVALKN

AAEGYDKARRMVAWLYDIADYESSVPQTFSLQQKTDKYTWELSDEFPPHLAIVP
AAEGYDKARRMVAWLYDIADYESSIPQTFTLQQKTDKYTWELSDNFPPHLAVVP

SDQAVSAPSIFSPVRLAQTLLIMSSLWYDDHTELAPGPEQNTMQKLTEWNQERH
PDQSVSAPSIFSPVRLAQTLLIMSSLWYDDHTDLAPGPEQNTMQKLTQWNQERH

RDQGWIVKDMFNAPNIGLRNDWFTDEVFAQQFFTGPNPTTITLANDTWVSAFTD
KDQGWLIKDMFNAPNIGLRNDWYTDEVFAQQFFTGPNSTTITLASDVWLTAFTS

EAKAQNNAKMLALFGSAPPNSFYVQDFSDFRARMGAKPDEELFNDSDGAMRYGC
EAKAQGKDKVIALFESAPPNSFYVQDFSDFRRRMGAKPDEELFNDSDGAMRYGC
------------------------------------------------- MRYGC

AAVALFYLTPAGKLHPLAIIPDYKGSMAASVTIFNKRTDPLDMTVNQANDWPWR
AAVALFYLTAMGKLHPLAIIPDYKGSMAASVTIFNKRTNPLDISVNQANDWPWR
AAVALFYLTAMGKLHPLAIIPDYKGSMAASVTIFNKRTNPLDISVNQANDWPWR

YAKTCVLSSDWALHEMIIHLNNTHLVEEAVIVAAQRKLSPSHIVFRLLEPHWVYV
YAKTCVLSSDWALHEMIIHLNNTHLVEEAVIVAAQRKLSPSHIVFRLLEPHWVYV
YAKTCVLSSDWALHEMIIHLNNTHLVEEAVIVAAQRKLSPSHIVFRLLEPHWVYV

TLSLNALARSVLIPEVIVPIAGFSAPHIFQFIRGSFTNFDWKSLYVPADLESRG
TLSLNALARSVLIPEVIVPIAGFSAPHIFQFIRESFTNFDWKSLYVPADLESRG
TLSLNALARSVLIPEVIVPIAGFSAPHIFQFIRESFTNFDWKSLYVPADLESRG

FPIDQLNSPKFHNYAYARDINDMWTTLKKFVSSVLQDAQYYPDDASVAADTQIQ
FPVDQLNSPKFHNYAYARDINDMWTTLKKFVSSVLQDAQYYPDDASVAGDTQIQ
FPVDQLNSPKFHNYAYARDINDMWTTLKKFVSSVLQDAQYYPDDASVAGDTQIQ

AWCDEMRSGMGAGMTNFPESITTVDDLVDMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQT
AWCDEMRSGMGAGMTNFPESITTVDDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQT
AWCDEMRSGMGAGMTNFPESITTVDDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQT

FVPNKPSALFSPLPKSIAQLQKYTESDLMAALPLNAKRQWLLMAQIPYLLSMQV
FVPNKPSALFSPLPTSIAQLQKYTESDLMAALPLNAKRQWLLMAQIPYLLSMQV
FVSNKPSALFSPLPTSIAQLQKYTESDLMAALPLNAKRQWLLMAQIPYLLSMQV

QEDENIVTYAANASTDKDPIIASAGRQLAADLKKLAAVFLANSSQLDDQNTPYD
QEDENIVTYAANASTDKDPIIASAGRQLAADLKKLAAVFLVNSAQLDDQNTPYD
QEDENIVTYAANASTDKDPIIASAGRQLAADLKKLAAVFLVNSAQLDDQNTPYD

VLAPEQLAKAIVI* 662
VLAPEQLANAIVI* 652
VLAPEQLANAIVI* 397

chen ATG; m: identifizierte Start-Aminosdure (M)

54
a4

108

216
206

270
260

324
314
59

378
368
113

432
422
167

486
476
221

540
530
275

594
584
329

648
638
383

: Vergleich der Aminosauresequenz einer mutmalilichen Lipoxygenase aus Pleurotus ostreatus
(1056091) mit der bisher angenommenen Sequenz der Oxygenase (FM200795) und der neu
erhaltenen Aminosauresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus (Oxygenase): B: kenn-
zeichnet den Aminosdurenunterschied; m: fehlende 10 Aminosauren inklusive des mutmaRli-
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In anschliefRenden Arbeiten sollten die fehlenden Aminosduren an die vorhandene Sequenz syn-
thetisiert werden. Weiterhin sollte das Startcodon durch erneute Amplifizierung der cDNA erhal-
ten werden. Jedoch wurde auf diese Weise kein Startcodon ermittelt.

Aus diesem Grund wurde die Nukleotidsequenz des amplifizierten cDNA-Fragments (Abb. 3.26)
mit nichtkodierenden Konsensussequenzen nach Kozak (1984) verglichen. Dieser Vergleich ergab
eine Ubereinstimmung des Sequenzbereiches ACAATGG mit der Sequenz A[C/A][A/C]ATG[G/T].
Dies wies darauf hin, dass es sich bei dem an Position 9 befindlichen M (Abb. 3.23) um die Start-
Aminoséure handelte (Zelena et al. 2012). Die fehlende Sequenz war Teil der noncoding exon re-
gion (untranslated region (UTR)).

Die Gesamtsequenz der cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapidus umfasst somit 1929 bp
(libersetzt 643 Aminosduren) (Abb. 3.28). Das Protein hat ein berechnetes Molekulargewicht von
72,3 kDa und einen theoretischen isoelektrischen Punkt (pI) von 5,33 (ExPASy ProtParam Tool;
Tab. 2.14).

Lp1veTs TMVHNISLSSRKALHNVHLPYMVQLPKPTGYNVALKNAAEGYDKARRMVAWLYDIADYESSIPQTFTLQQKTDK
YTWELSDNFPPHLAVVPPDQSVSAPSIFSPVRLAQTLLIMSSLWYDDHTDLAPGPEQNTMQKLTQWNQERHKDQGWLIKDM
FNAPNIGLRNDWYTDEVFAQQFFTGPNSTTITLASDVWLTAFTSEAKAQGKDKVIALFESAPPNSFYVQDFSDFRRRMGAK
PDEELFNDSDGAMRYGCAAVALFYLTAMGKLHPLAIIPDYKGSMAASVTIFNKRTNPLDISVNQANDWPWRYAKTCVLSSD
WALHEMITIHLNNTHLVEEAVIVAAQRKLSPSHIVFRLLEPHWVVTLSLNALARSVLIPEVIVPIAGFSAPHIFQFIRESFT
NFDWKSLYVPADLESRGFPVDQLNSPKFHNYAYARDINDMWTTLKKFVSSVLQDAQYYPDDASVAGDTQIQAWCDEMRSGM
GAGMTNFPESITTVDDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQTFVPNKPSALFSPLPISIAQLQKYTESDLMAALPLNAK
RQWLLMAQIPYLLSMQVQEDENIVTYAANASTDKDPITASAGRQLAADLKKLAAVFLVNSAQLDDQNTPYDVLAPEQLANA
IVI*

Abbildung 3.28: Aminosduresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus: wowerst: noncoding exon region;
fett: sichere Identifizierung der Peptidsequenz; M: potentielle Eisenbindung, m: potentielle
N-Glykosylierungsstelle; m: potentielle O-Glykosylierungsstelle

In der Aminosduresequenz sind einige Peptidsequenzen, die in vorangegangenen Arbeiten
(Fraatz 2007) durch de novo Sequenzierung nach tryptischem Verdau mittels ESI-MS/MS erhal-
ten worden sind, vollstindig oder zum Teil enthalten. Die Oxygenase besitzt je eine potentielle
N- bzw. O-Glykosylierungsstelle (NetNGly 1.0, NetOGly 3.1; Tab. 2.14).

Durch den Vergleich der Aminosauresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus und der
Sequenz der Lipoxygenase-1 aus Glycine max (PDB-ID 1YGE) wurden 4 Aminosduren identifiziert,
die potentiell in die Bindung des Eisens involviert sind (Minor et al. 1993).

Die hochsten Homologien auf Basis der Aminosduresequenz wurden zu einer postulierten Lipo-
xygenase aus Pleurotus ostreatus (98%), einer Lipoxygenase aus Pleurotus sajor-caju (98%), einer
Lipoxygenase aus Pleurotus dryinus (94%) sowie zu einer mutmafilichen Lipoxygenase aus Asper-
gillus fumigatus (49%) gefunden (WU-BLAST; Tab. 2.14).
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3.3.4 Berechnung eines Strukturmodells

Die Aminosauresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus und die Rontgenkristallstruktur der
Lipoxygenase-1 aus der Sojabohne (Glycine max, PDB-ID 1YGE) wurden miteinander verglichen
und ergaben eine Homologie von 15% (ohne Abbildung). Aufgrund der geringen Ubereinstim-
mung der Sequenzen konnte mit Hilfe von SWISS-MODEL (Arnold et al. 2006) kein Strukturmo-
dell berechnet werden. Auch andere Lipoxygenasen, deren Kristallstrukturen bekannt sind, wie-

sen keine hohere Homologie zur Oxygenase aus Pleurotus sapidus auf.

3.4 Heterologe Expression der Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Die heterologe Expression der Oxygenase (lox) wurde von der Firma ARTES Biotechnology durch-
gefiihrt. Als Expressionsorganismus diente die Hefe Hansenula polymorpha (Uracil-auxotropher
Wirtsstamm RB11). Die cDNA-Sequenz der Oxygenase wurde an die Codon Usage der Hefe ange-
passt (Genart) und enthielt einen C-terminalen His-Tag. Fiir die intrazelluldre Expression wurde
ein Expressionsplasmid auf der Basis von pFPMT121 generiert. Ein restriktionspositives Expres-
sionsplasmid wurde einer DNA-Sequenzanalyse unterzogen, um die Sequenz des Inserts zu veri-
fizieren. Fiir Stammgenerierungen wurden 24 Uracil-prototrophe Transformantenkolonien aus-
gewahlt. Das Screening auf positive Transformanten wurde mittels Western Blot nach denaturie-
render SDS-PAGE unter Verwendung des Antiserums gegen die Oxygenase durchgefiihrt. Fiir die
Negativkontrolle wurde der entsprechende Vektor ohne Insert (Mock) in den Expressionsstamm
transformiert. Das Genkonstrukt lox in Hansenula polymorpha fiihrte zur Synthese eines 16slichen

Proteins von 73 kDa, das dem homolog exprimierten Protein entspricht (ohne Abbildung).

3.4.1 Nachweis der Aktivitat

Von den zahlreichen lox6His-Transformanten wurden besonders produktive Einzelstimme aus-
gewdhlt und sowohl auf die Transformationsaktivitit von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton
(s.2.13.7.5) als auch auf Lipoxygenaseaktivitit (s. 2.13.8) getestet. Bei beiden Enzymassays wurde
keine Aktivitat nachgewiesen; auch Zusitze von Eisen bzw. abgekochtem Lyophilisat und Natri-
umcholat riefen keine Aktivitiat hervor. Der Nachweis des Zentralatoms Eisen erfolgte nach 2.16.4.

Das Eisen wurde durch eine eindeutige Blaufiarbung nachgewiesen (Abb. 3.29).

Abbildung 3.29: Nachweis des Zentralatoms Eisen mittels Farbung fir Hdm- und Metallenzyme (Hamfarbung)
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3.4.2 Riickfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidus mittels iFOLD’
Protein Refolding System-Kit

Die Riickfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidus erfolgte mittels iFOLD® Pro-
tein Refolding System-Kit geméaf$ 2.13.11.

Dazu erfolgte die Kultivierung von Hansenula polymorpha geméf3 2.10. Nach Anzucht und Induk-
tion der Expression wurden die Hefezellen geerntet, aufgeschlossen (s. 2.10.7) und der erhaltene
Gesamtzellextrakt zentrifugiert (14 000 U min, 21 920 xg, 2 min, 4 °C). Die heterologe Expressi-
on der Oxygenase in Hansenula polymorpha und der Aufschluss der Hefezellen wurden mittels
SDS-PAGE und anschliefendem Western-Blot tiberpriift (Abb. 3.30).

MW in kDa Std. | I

250
130
95

72 76 kDa

55

36

28

17

Abbildung 3.30: Western Blot zur Uberpriifung der heterologen Expression der rekombinanten Oxygenase
in Hansenula polymorpha und des Zellaufschlusses der Hefezellen: MW: Molekulargewicht;
Std.: Standard (5 pL) (Abb. 7.3b); I: geerntete Hefezellen; II: durch Aufschluss der Hefezellen und
anschlieBender Zentrifugation des Gesamtzellextraktes erhaltener I8slicher Zellextrakt (Uber-
stand) (30 L)

Sowohl die heterologe Expression der Oxygenase in Hansenula polymorpha, als auch der Auf-
schluss der Hefezellen waren erfolgreich. Geméf$ 2.13.3 wurde eine Proteinkonzentration des 16s-
lichen Zellextraktes von 3 mg mL™! bestimmt.

Der erhaltene l6sliche Zellextrakt wurde zur Proteinriickfaltung mittels iFOLD® Protein Refolding
System-Kit (Tab. 2.7) eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Abweichend
zu den Angaben wurde dem Zellextrakt nach der Denaturierung 6,4 mM Eisen(I1I)-chlorid hinzu-
gefligt, bevor dieser zur Riickfaltung eingesetzt wurde (Abb. 3.31).
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Abbildung 3.31: iFOLD® 96-well Platte: Abbildung der iFOLD®-Matrix nach der Renaturierung der im Zellextrakt
enthaltenen rekombinanten Oxygenase; A-H und 1-12: Bezeichnung der einzelnen wells; O:
markiert die wells, die nach der Riickfaltung klaren Renaturierungspuffer enthielten.

In 39 wells der iIFOLD® 96-well Platte lagen nach der Riickfaltung klare Renaturierungspuffer vor.
In den restlichen wells war ein Niederschlag zu erkennen, der auf prézipitiertes Enzym schlie-
Ben liefs. Die 39 klaren Renaturierungspuffer, in denen 16sliches Enzym vermutet wurde, wurden
zur Transformation von (+)-Valencen (s. 2.13.7.5) eingesetzt. Lediglich in 4 der 39 untersuchten

Transformationen wurde (+)-Nootkaton nachgewiesen:

1. well B1: 50 mM MOPS-Puffer pH 7,0 mit 0,5M L-Arginin, 1 mM oxidiertem L-Glutathion,
9 mM reduziertem L-Glutathion, 24 mM Natriumchlorid und 1 mM Kaliumchlorid

2. well D11: 50 mM CHES-Puffer pH 9,0 mit 0,5 M Dimethylbenzylammoniumpropansulfonat,
1 mM oxidiertem L-Glutathion, 9 mM reduziertem L-Glutathion, 24 mM Natriumchlorid und
1 mM Kaliumchlorid

3. well C12: 50 mM CHES-Puffer pH 9,0 mit 10 mM Methyl-B-D-cyclodextrin, 4 mM oxidier-
tem L-Glutathion, 6 mM reduziertem L-Glutathion, 24 mM Natriumchlorid und 1 mM Kali-
umchlorid

4. well E12: 50 mM CHES-Puffer pH 9,0 mit 0,06% Polyethylenglykol (PEG3350),4 mM oxidier-
tem L-Glutathion, 6 mM reduziertem L-Glutathion, 24 mM Natriumchlorid und 1 mM Kali-
umchlorid

108



Ergebnisse

Die hochsten (+)-Nootkatongehalte wurden bei den Biotransformationen mit den enzymbhalti-
gen Renaturierungspuffern 1 (well B1) und 4 (well D11) nachgewiesen. Aus diesem Grund wurde
die Riickfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidus mit diesen beiden Renatu-
rierungspuffern wiederholt. Die Aktivitit der renaturierten Oxygenase gegeniiber (+)-Valencen
wurde anschliefdend erneut tiberpriift und mit den entsprechenden Chemikalienblindwerten und
Negativkontrollen (s. 2.13.7.6) verglichen (Abb. 3.32, am Beispiel des Renaturierungspuffers 1
(MOPS-Puffer, well B1) gezeigt).

6 _| c
15,0-10 Q
c
(]
©
>
12,5 10° o
§ 10,0 - 10°
w
c
% Thymol (IS)
= 7,5-10°
5]
c
o0
» (+)-Nootkaton
5,0-
2,5
Zeit in min
Abbildung 3.32: Gegenliberstellung dreier GC-MS-Chromatogramme: —: Chromatogramm der Biotransforma-
tion von (+)-Valencen mit enzymhaltigem Renaturierungspuffer 1, —: Chromatogramm der
Biotransformation von (+)-Valencen mit Renaturierungspuffer 1 ohne Zusatz von Zellextrakt
(Chemikalienblindwert), : Chromatogramm der Biotransformation von (+)-Valencen mit in-

aktiviertem enzymhaltigen Renaturierungspuffer 1 (Negativkontrolle); kennzeichnet die Peaks
von (+)-Valencen, Thymol (IS) und (+)-Nootkaton

Auch nach der Proteinriickfaltung mittels iFOLD® Protein Refolding System-Kit wies die rekom-

binante Oxygenase aus Pleurotus sapidus keine Aktivitit gegeniiber (+)-Valencen auf.
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3.5 Untersuchung der Expression der Oxygenase in Seitlingen mittels
Real-time-PCR

3.5.1 Isolierung genomischer DNA aus Pleurotus ostreatus und Pleurotus eryngii

Die Isolierung der Gesamt-DNA erfolgte nach 2.17.3. Die Konzentration betrug 7,3 & 0,2 ng uL !
bei Pleurotus ostreatus und 10,8 + 0,4 ng uL~! bei Pleurotus eryngii.

3.5.1.1 Praparative PCR und Isolierung von DNA-Fragmenten

Mittels praparativer PCR (s. 2.17.6.3) mit den Primerkombinationen 6719/0260 und 0259/3608
(Tab. 2.8) wurden Fragmente mit 1543 bp und 661 bp amplifiziert (Abb. 3.33). Die Hybridisie-
rungstemperatur betrug 51 °C und die Elongationszeit 100 s bzw. 45 s. Die PCR-Produkte wurden
isoliert (s. 2.17.7), sequenziert (s. 2.17.9.2) und die iberlappenden DNA-Sequenzen anschlief3end
zusammengefiigt.

GroRe in bp Std. PER1 PER2 POS1 POS2 B1 B2

5000
4000
3000
2500

2000

1500 1543 bp

661 bp

Abbildung 3.33: 1,2%iges Agarosegel mit amplifizierten DNA-Fragmenten (zusammengefiigte Abbildung):
Std.: Standard (20 uL) (Abb. 7.2b); PER1 bzw. PER2: erstes bzw. zweites Fragment der genomi-
schen DNA aus Pleurotus eryngii mit 1543 bp bzw. 661 bp; POS1 bzw. POS2: erstes bzw. zweites
Fragment der genomischen DNA aus Pleurotus ostreatus mit 1543 bp bzw. 661 bp; B1 bzw.
B2: Blindwert (Wasser als Template) der Primerkombination 6719/0260 bzw. 0259/3608
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Die zusammengefiigten DNA-Sequenzen aus Pleurotus eryngii und Pleurotus ostreatus umfassten
jeweils 2042 bp (Abb. 3.34 und 3.35).

Die Nukleotidsequenz der genomischen DNA aus Pleurotus sapidus (Abb. 3.23) wurde sowohl mit
der genomischen DNA aus Pleurotus eryngii, als auch mit der Sequenz aus Pleurotus ostreatus
verglichen (EMBL-EBI, ClustalW2, Tab. 2.14). Die Sequenzen von PER und PSA wiesen eine Ho-
mologie von 86% auf, PER und POS 94% und die Sequenzen von PSA und POS 86%.

GCGTCAAGTA
GTCGCGCAAG
GTTGCCCTCA
GTCCGAACCA
GAGTCGTCGA
AATTCCCTCC
ACGCCTAGCA
CCCGAGCAAA
TCAAGGACAT
GCAGTTCTTT
GGCGAGGCAA
ACGTCCAGGA
AGATGGTGCT
CCTTTGGCCA
ATCCGTCGGA
TTCGGATTGG
GTGGCGGCAC
CGTTATCCCT
CGCTCCTCAC
GCGGACCTGG
CCAGGGATAT
TTACCCGGAT
ATGGGTGCCG
TGTGCATCCA
ACCCAACAAA
AGCGACTTGA
TGCTTTCCAT
TCCTATCATT
AATAGCTCTC
TGGTAATTTG

CTCCCCACTA
GCTTTGCATA
AGAACGCCGC
TTTGACTGAG
TTCCTCAAAC
CCATCTCGCC
CAAACGTTGT
ACACGATGCA
GTTCAACGCA
ACTGGCCCAA
AAGCTCAGAA
CTTCAGCGAC
ATGCGATATG
TCATCCCCGA
CGCGACTGTG
GCCCTCCACG
AGCGCAAACT
CAATGCGCTT
ATTTTCCAAT
AATCCCGCGG
CAACGACATG
GATGCCTCGG
GGATGACAAA
CATCGCGGCG
CCATCGGCAT
TGGCAGCTCT
GCAAGTCCAG
GCGAGCGCTG
AGCTGGATGA
AA

TATCTTGACA
ATGTACACCT
TGAAGGCTAC
TAACGCGTTG
CTTCAGCCTC
GTCGTTCCCG
TGATTATGAG
GAAGTTAACT
CCGAACATTG
ATCCAACGAC
CAACGCCAAG
TTCCGAGCGC
GTTGCGCGTC
CTACAAAGGC
AATCAGGCTA
AGATGATTAT
TTCCCCTTCA
GCGCGCAGCG
TCATCCGTGG
TTTCCCAATA
TGGACGACGC
TGGCTGCGGA
TTTCCCCGAG
CCTCAGCACA
TATTCTCGCC
CCCCCTGAAT
GAGGATGAAA
GTAGGCAGTT
CCAGAACACG

TCGTCAGCAC
GCCGTACATG
GACAAGGCGA
CTTGCTTAGG
CAACAAAAGA
CTGACCAAGC
CAGCCTTTGG
GAGTGGAATC
GGTTGAGGAA
AATCACGCTC
ATGCTTGGTC
GTATGGGAGC
GGTCGCGTTG
AGCATGGCCG
ACGATTGGCC
CCATCTTAAC
CACATCGTGT
TCCTCATTCC
GTCATTTACC
GACCAACTTA
TGAAGAAGTT
TACGCAAATT
TCGATCACGA
CCGCCGTCAA
ACTCCCGAAG
GCCAAACGTC
ACATTGTGAC
GGCTGCCGAT
CCATACGACG

AAGCACAATG
GTTCAACGAC
GACGAATGTG
GTTGCATGGC
CCGACAAATA
AGTGTCTGCC
TACGACGACC
AGGAGAGGCA
TGATTGGTTT
GCGAACGATA
TGTTCGAATC
GAAGCCTGAT
TTCTACCTTA
CCTCAGTCAC
ATGGCGCTAC
AATACGCATC
TCAGGCTCTT
CGAAGTCATC
AACTTTGACT
ACAGCCGAAA
TGTGTCGTCC
CAGGCCTGGT
CGGTGGACGA
CTACCTTCAA
TCGATTGCCC
AATGGCTACT
CTATGCAGCT
TTGAAGAAAC
TCCTTGCACC

GTCCTTAACG
CCAAGCCGAC
CGTTGCATAA
TCTATGACAT
CACTTGGGAA
CCATCAATCT
ATACCGAGCT
TAGAGATCAG
ACCGACGAGG
CGTGGGTGTC
AGCCCCTCCA
GAGGAATTGT
CGTCGGAGGG
CATTTTCAAC
GCCAAAACAT
TTGTAGAAGA
AGAACCACAC
GTCCCCATAG
GGAAGAGCCT
ATTCCACCAA
GTTTTGCAGG
GCGATGAAAT
CTTGGTTAAC
CAATACTATC
AACTTCAGAA
CATGGCCCAG
AACGCATCAA
TTGCCGCGGT
CGAACAACTC

CATCTTTGTC
CGGCTACAAC
ACTTACCCCC
TGCAGATTAT
CTCTCCGACG
TCAGCCCAGT
CGCCCCAGGC
GGTTGGATCG
TTTTTGCTCA
AGCATTTACG
AACTCATTCT
TTAACGACTC
GAAGCTCCAT
AAACGCACTG
GCGTCCTTTC
AGCGGTCATC
TGGGTCGTTA
CTGGCTTCAG
CTACGTCCCA
TACGCCTATG
ACGCGCAGTA
GCGGTCTGGG
ATGGTCACAA
AGACCTTTGT
ATACACGGAA
ATCCCATATC
CGGACAAGGA
ATTTTTGGCG
GCAAATGCGA

Abbildung 3.34: Nukleotidsequenz der zusammengefligten DNA-Sequenz aus Pleurotus eryngii
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Basierend auf den erhaltenen Nukleotidsequenzen aus Pleurotus sapidus, Pleurotus eryngii und
Pleurotus ostreatus wurde ein Bereich der Sequenz ausgewdhlt, der zur Synthese der Standards
fiir die Real-time-PCR eingesetzt wurde (Abb. 3.36). Weiterhin wurden zur Untersuchung der Ex-
pression der Oxygenase mittels Real-time-PCR Primer abgeleitet. Bei der Auswahl der Primer
wurde darauf geachtet, dass die Zielsequenz 75-150 bp betrug, der G/C-Gehalt in einem Bereich
von 50-60% lag, keine Dimerbildungen auftraten und die Schmelztemperaturen nahezu gleich

GGTTACGGTA
GTCACGCAAG
GTTGCCCTCA
GCCTGAATAC
GAGTCATCTG
AGTTCCCTCC
GCGCCTGGCA
CCCGAGCAAA
TCAAGGACAT
GCAGTTCTTT
GGCGAGGCAA
ACGTCCAGGA
AGATGGTGCT
CCTTTGGCCA
ACCCGTTGGA
TTCGGATTGG
GTGGCAGCAC
CTCTATCCCT
CGCACCTCAC
GCGGACCTGG
TAGGGATATC
TACCCAGATG
TGGGTGCCGG
GTGCATCCAC
CCAAACAAAC
GCGACCTGAT
GCTTTCCATG
CCTATCATCG
ATAGCTCTCA
TGTAATTTGA

CTCCCCGCCa
GCTTTGCACA
AGAACGCTGC
TCTAACTGAT
TTCCCCAAAC
CCATCTCGCC
CAAACGCTGT
ACACGATGCA
GTTCAACGCA
ACTGGCCCGA
AAGCTCAGAA
CTTCAGCGAC
ATGCGATATG
TCATCCCTGA
CATAACTGTG
GCCCTCCACG
AGCGCAAACT
CAATGCACTT
ATTTTCCAAT
AATCCCGCGG
AACGACATGT
ATGCCTCGGT
GATGAAAAAT
ATCGCGGCGC
CATCGGCACT
GGCGGCTCTC
CAAGTCCAGG
CGAGCGCTGG
GTTGGATGAC
AT

CATCTTGACA
ATGTACACCT
TGAAGGCTAC
TAATGTGTTG
CTTCAGCCTC
ATCGTTCCCT
TGATTATGAG
GAAGTTAACT
CCGAACATTG
ATCCAACGAC
CAACGCCAAG
TTCCGAGCGC
GTTGCGCGGC
CTACAAAGGC
AATCAGGCTA
AGATGATCAT
TTCCCCTTCA
GCGCGCAGCG
TCATCCGTGG
CTTCCCAATA
GGACGACGCT
GGCTGCGGAT
TTCCCCGAGT
CTCAGCACAC
ATTCTCGCCA
CCCCTCAATG
AGGACGAAAA
TAGGCAGTTG
CAGAACACAC

TCGTCAGCAC
GCCGTACATG
GACAAGGCGA
CTCGCTTAGG
CAACAAAAGA
CTGACCAAGC
CAGCCTTTGG
GAGTGGAATC
GGTTGAGGAA
AATCACGCTC
ATGCTTGCTC
GTATGGGAGC
GGTCGCGTTG
AGCATGGCCG
ACGATTGGCC
CCATCTTAAC
CACATCGTGT
TCCTCATTCC
ATCATTTACC
GACCAACTTA
GAAGAAGTTT
ACGCAAATTC
CGATCACGAC
CGCCGTCAAC
CTCCCGAAGT
CCAAACGTCA
CATCGTGACC
GCTGCCGATT
CATACGACGT

AAGCACAATG
GTCCAACGAC
GACGCATGTA
GTTGCGTGGC
CCGACAAATA
TGTCTCTGCC
TACGATGACC
AGGAGAGGCA
TGATTGGTTT
GCGAACGATA
TGTTCGGATC
GAAGCCTGAT
TTCTACCTTA
CCTCAGTCAC
GTGGCGCTAC
AATACACATC
TCAGGCTCCT
CGAAGTCATC
AACTTTGACT
ACAGCCCTCA
GTGTCGTCCG
AAGCCTGGTG
AGTGGATGAC
TACCTTCAAC
CGATTGCCCA
ATGGCTACTC
TATGCCGCCA
TGAAGAAACT
CCTTGCACCC

GTCCTCAACG
CCAAGCCGAC
CGTTGCATAG
TCTATGACAT
CACTTGGGAA
CCATCGATCT
ATACCGAGCT
TAGAGATCAA
ACCGACGAGG
CGTGGGTGTC
AGCCCCTCCA
GAGGAGTTGT
CAGCGGTGGG
CATTTTCAAC
GCCAAGACCT
TTGTAGAAGA
AGAACCACAC
GTCCCCATAG
GGAAGAGCCT
TTCCACAACT
TCTTGCAGGA
CGATGAGATG
CTGGTCAACA
AATACTATCA
ACTTCAGAAA
ATGGCACAGA
ACGCATCAAC
CGCCGCGGTA
GAACAACTCG

TATCTTTATC
TGGCTACAAC
ACTTACTCCC
TGCAGACTAC
CTCTCCGACG
TCAGCCCGGT
TGCCCCAGGC
GGTTGGATCG
TTTTTGCCCA
AGCATTTACG
AACTCATTAT
TCAACGACTC
AAAGCTCCAC
AAACGCACTG
GCGTCCTTTC
AGCGGTCATC
TGGGTCGTTA
CCGGCTTCAG
CTACGTCCCA
ACGCCTATGC
CGCGCAGTAT
CGGTCTGGGA
TGGTGACAAT
GACCTTCGTA
TACACGGAAA
TCCCATATCT
GGATAAGGAT
TTTTTGGCGA
CAAATGCGAT

Abbildung 3.35: Nukleotidsequenz der zusammengefligten DNA-Sequenz aus Pleurotus ostreatus

waren.
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CTAGGGATATCAACGACATGTGGACGACGCTGAA
CCAGGGATATCAACGACATGTGGACGACGCTGAA
CCAGGGATATCAACGATATGTGGACAACCTTGAA

GAAGTTTGTGTCGTCCGTCTTGCAGGACGCGCAGTATTACCCAGATGATGCCTC
GAAGTTTGTGTCGTCCGTTTTGCAGGACGCGCAGTATTACCCGGATGATGCCTC
GAAGTTTGTATCGTCCGTTCTGCAGGATGCCCAATATTACCCGGATGATGCCTC

1
GGTGGCTGC
GGTGGCTGC

GGTGCGATGAGATGCGGTCTGGGAT
GGTGCGATGAAATGCGGTCTGGGAT
GGTAGCTGG GGTGTGATGAGATGCGGTCGGGGAT

GGGTGCCGGGATGAAAAATTTCCCCGAGTCGATCACGACAGTGGATGACCTGGT
GGGTGCCGGGATGACAAATTTCCCCGAGTCGATCACGACGGTGGACGACTTGGT
GGGTGCCGGGATGACAAACTTCCCAGAGTCGATCACAACAGTGGACGATCTGGT

CAACATGGTGACAATGTGCATCCACATCGCGGCGCCTCAGCACACCGCCGTCAA
TAACATGGTCACAATGTGCATCCACATCGCGGCGCCTCAGCACACCGCCGTCAA
CAACATGGTCACAATGTGCATCCACATCGCTGCGCCTCAGCACACCGCCGTCAA

—
CTACCTTCAACAATACTATCAGACCTTCGTACCAAACAAACCATCGGCACTATT
CTACCTTCAACAATACTATCAGACCTTTGTACCCAACAAACCATCGGCATTATT
CTACCTTCAGCAATACTATCAGACCTTCGTCCCCAACAAGCCATCAGCATTATT

CTCGCCACTCCCGAAGTCGATTGCCCAACTTCAGAAATACACGGAAAGCGACCT
CTCGCCACTCCCGAAGTCGATTGCCCAACTTCAGAAATACACGGAAAGCGACTT
CTCGCCACTCCCGACCTCGATTGCTCAACTTCAGAAATACACCGAAAGCGACCT

GATGGCGGCTCTCCCTCTCAATGCCAAACGTCAATGGCTACTCATGGCACAGAT
GATGGCAGCTCTCCCTCTGAATGCCAAACGTCAATGGCTACTCATGGCCCAGAT
GATGGCAGCTCTCCCTCTCAATGCCAAACGCCAGTGGTTACTCATGGCACAGAT

CCCATATCTGCTTTCCATGCAAGTCCAGGAGGACGAAAACATCGTGACCTATGC
CCCATATCTGCTTTCCATGCAAGTCCAGGAGGATGAAAACATTGTGACCTATGC
CCCGTATTTGCTTTCCATGCAAGTCCAAGAAGACGAAAATATCGTGACCTATGC

CGCCAACGCATCAACGGATAAGGATCCTATCATCGCGAGCGCTGGTAGGCAGTT
AGCTAACGCATCAACGGACAAGGATCCTATCATTGCGAGCGCTGGTAGGCAGTT
TGCTAATGCATCAACTGATAAAGATCCCATCATCGCGAGCGCTGGTAGGCAGTT

GGCTGCCGATTTGAAGAAACTCGCCGCGGTATTTTTGGCGAATAGCTCTCAGTT
GGCTGCCGATTTGAAGAAACTTGCCGCGGTATTTTTGGCGAATAGCTCTCAGCT
AGCTGCCGATTTGAAGAAACTCGCTGCGGTATTTTTGGTGAATAGCGCTCAGTT

GGATGACCAGAACACACCATACGACGTCCTTGCACCCGAACAACTC
GGATGACCAGAACACGCCATACGACGTCCTTGCACCCGAACAACTC

AGATGATCAGAACACCCCATACGATGTCCTGGCACCCGAGCAACTC

2

661
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216
216
216

270
270
270

432
432
432

486
486
486

540
540
540

594
594
594
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Abbildung 3.36: Vergleich des ausgewahlten Nukleotidsequenzbereiches der genomischen DNA aus Pleuro-
tus ostreatus mit dem Sequenzbereich aus Pleurotus eryngii und Pleurotus sapidus: I": Primer-
bindungstelle des forward-Primers 0259 (s. 2.4.5); B_;: Primerbindungstelle des reverse-Primers
0260; W : Primerbindungstelle des forward-Primers 0257; B_: Primerbindungsstelle des rever-
se-Primers 0258; B ,: Primerbindungsstelle des reverse-Primers 3608; Primerpaare 0259/0260,

0259/3608 und 0257/0258
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3.5.1.2 Synthese der Standards fiir die Real-time-PCR

Die Synthese der Standards fiir die Real-time-PCR erfolgte mittels praparativer PCR (s. 2.17.6.3).
Dabei wurde die Gesamt-DNA der Basidiomyceten PSA, POS und PER als Template eingesetzt.

Mit der Primerkombination 0259/3608 (Tab. 2.8) wurden Fragmente mit 661 bp amplifiziert
(Abb. 3.37). Die Hybridisierungstemperatur betrug 53 °C und die Elongationszeit 45 s. Die PCR-
Produkte wurden isoliert (s. 2.17.7) und sequenziert (s. 2.17.9.2). Die erfolgreiche Synthese der

Standards wurde durch die Sequenzierung der Nukleotidsequenz tiberpriift und bestatigt.

GroBe in bp Std. POS PSA PER

661 bp

Abbildung 3.37: 1,2%iges Agarosegel mit amplifizierten DNA-Fragmenten: Std.: Standard (20 uL) (Abb. 7.2b);
POS: DNA-Fragment aus Pleurotus ostreatus mit 661 bp; PSA: DNA-Fragment aus Pleurotus sa-
pidus mit 661 bp; PER: DNA-Fragment aus Pleurotus ostreatus mit 661 bp
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3.5.2 Ermittlung der optimalen Hybridisierungstemperatur der Primer

Um die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Bindungen zu verringern, wurden die optimalen Hy-
bridisierungstemperaturen der Primer, die in der Real-time-PCR eingesetzt wurden, nach 2.17.6.2
ermittelt. Die zuvor synthetisierten Standards (s. 3.5.1.2) dienten dabei als Matrize.

Mitden Primerkombinationen 0259/0260 und 0257 /0258 (Tab. 2.8) wurden Fragmente mit 97 bp
bzw. 115 bp amplifiziert. Die optimale Hybridisierungstemperatur beider Primerkombinationen
betrug bei allen Standards 52,7 °C (Abb. 3.38; Darstellung nur einer Primerkombination). Diese
Temperatur wurde demzufolge in der Real-time-PCR fiir die Standards und die entsprechenden

Proben verwendet.

POS PSA PER
ABCDEF FGHABCDTEFGHAUBCDTETFGH

(] L L T Y i5bp

Abbildung 3.38: 2%iges Agarosegel mit amplifizierten DNA-Fragmenten zur Ermittlung der optimalen Hybridi-
sierungstemperatur der Primer (zusammengefiigte Abbildung): POS: DNA-Fragment aus Pleu-
rotus ostreatus mit 115 bp; PSA: DNA-Fragment aus Pleurotus sapidus mit 115 bp; PER: DNA-
Fragment aus Pleurotus ostreatus mit 115 bp; A: 62,0°C; B: 60,0°C; C: 58,8°C; D: 57,5°C;
E: 55,9°C; F: 54,0°C; G: 52,7 °C; H: 50,0 °C
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3.5.3 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Die Gesamt-RNA von PSA, POS und PER wurde aus dem am 2., 4. und 6. Kulturtag geernteten Myzel
isoliert (s. 2.17.4) und mittels Agarosegelelektrophorese (s. 2.17.4.1) analysiert (Abb. 3.39).

PSA POS PER
42°C Eis 42°C Eis 42 °C Eis

28S rRNA

18S rRNA

Abbildung 3.39: 1,1%iges Agarosegel mit Gesamt-RNA aus PSA, POS und PER vom 2. Kulturtag: Eis: vor der Elek-
trophorese 2 Stunden auf Eis gelagert; 42 °C: vor der Elektrophorese 2 Stunden bei 42 °C gela-
gert

Die jeweilige Gesamt-RNA diente als Matrize fiir die Synthese des Erststranges (s. 2.17.5.1), der
nach Abbau der RNA durch RNase H (geméf Herstellerangaben) anschliefRend als Template in
einer Real-time-PCR (s. 2.17.6.5) eingesetzt wurde.
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Die Konzentrationen der isolierten mRNA und des Erststranges der cDNA sind in Tabelle 3.7 auf-

gefiihrt. Die RNA-Isolierung und die Synthese des cDNA-Erstranges erfolgten in Doppelbestim-

mung.

Tabelle 3.7: Konzentrationen der mRNA und des cDNA-Erststranges (single strand (ss) nach Abbau der RNA
durch RNase H) von PSA, POS und PER, die an den verschiedenen Kulturtagen isoliert bzw.

synthetisiert wurden

Kulturtag mRNA-Konzentration in ng uL.-! c¢DNA-Konzentration (ss) in ng pL~!

PSA POS PER PSA POS PER
erste Doppelbestimmung
2 56,2 29,5 113,0 1382 1403 1141
4 353 21,3 1250 1079 1078 1408
6 66,4 509 116,0 959 926 1109
zweite Doppelbestimmung
2 107,1 44,9 948 929 1114 1595
80,3 87,3 1451 954 1078 1050
6 32,1 156,6 127,0 1552 908 997

3.5.4 Untersuchung der Expression der Oxygenase mittels Real-time-PCR

Der quantitative Nachweis von Transkripten der Oxygenase in verschiedenen Pleurotus-Spezies
wurde mittels Real-time-PCR (s. 2.17.6.5) in Vierfachbestimmung®?® durchgefiihrt. Mit Hilfe der
Standards (s. 3.5.1.2) wurden dekadische Verdiinnungsreihen hergestellt, die anschlief3end als

Template eingesetzt wurden. Als Probentemplates wurden die cDNA-Erststrange (ss) von Pleuro-

tus sapidus, Pleurotus eryngii und Pleurotus ostreatus der unterschiedlichen Kulturtage eingesetzt

(s.3.5.3).

*Jeweils eine Doppelbestimmung der beiden synthetisierten Erststringen der cDNA.
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Mittels Real-time-PCR wurden reprasentative Fragmente der Oxygenase mit einer Grofée von 97 bp
(Primer 0259/0260) bzw. 115 bp (Primer 0257 /0258) vergleichend amplifiziert und die Ct-Werte
ermittelt.

Der Ct-Wert (threshold cycle) ist der Schnittpunkt der sigmoidalen Amplifikationskurve mit dem
Schwellenwert (threshold) und beschreibt den Zyklus, an dem die erste signifikante Fluoreszenz-
zunahme detektierbar ist. Der Wert ist direkt abhangig von der Kopienzahl des Transkriptes im
Reaktionsansatz.

Im Falle einer Reaktionseffizienz der PCR von 100% verdoppelt sich die DNA-Produktmenge mit
jedem Zyklus und analog dazu das Fluoreszenssignal (angegeben in relative flourescence units
(RFU)) (Abb. 3.40; exemplarisch am PSA-Standard dargestellt).

1400+

1200+

1000+

800

RFU

600

400

T

0
40

Zyklus

Abbildung 3.40: —: Amplifikationskurven der PSA-Standardverdiinnungsserie mit der Primerkombination
0259/0260; —: threshold (10-fache der Standardabweichung der Baseline)
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Die Standardkurven wurden anschliefend durch die Auftragung des Logarithmus der Template-
Kopienzahl gegen den ermittelten Ct-Wert und anschliefRender linearer Regression erhalten
(Abb. 3.41).
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Abbildung 3.41: Kalibriergeraden der Standardverdiinnungsserien:
—e—: Kalibriergerade des PSA-Standards mit der Primerkombination 0259/0260,
y = —3,363 -z + 37,24, R?> = 0, 9996, Effizienz = 102%
-e— : Kalibriergerade des POS-Standards mit der Primerkombination 0257/0258,
y = —3,265 -z + 36,78, R?> = 0,9992, Effizienz = 99%
-x— : Kalibriergerade des PER-Standards mit der Primerkombination 0259/0260,
y = —3,398 - + 37,60, R?> = 0, 9994, Effizienz = 103%

Die Reaktionseffizienzen der Real-time-PCR lagen zwischen 96-103%. Von den zwei Primerkom-
binationen wurde die Kombination mit der héchsten Effizienz und dem gréften R? zur Amplifi-
zierung der Fragmente der Oxygenase mittels Real-time-PCR verwendet (Abb. 3.42; exemplarisch

an einer Einfachbestimmung dargestellt).
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Abbildung 3.42: Amplifikationskurven und entsprechende Schmelzkurvenanalysen der Proben:
Blau: Proben aus Pleurotus sapidus

Rot: Proben aus Pleurotus ostreatus
Grin: Proben aus Pleurotus eryngii
Blindwert (Wasser als Template)

——: cDNA-Erststrang vom 2. Kulturtag
——=: cDNA-Erststrang vom 4. Kulturtag
------ : cDNA-Erststrang vom 6. Kulturtag
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Die mittels Real-time-PCR bestimmten Ct-Werte und Schmelztemperaturen sind in der folgenden

Tabelle (Tab. 3.8) dargestellit.

Tabelle 3.8: Gemittelte Ct-Werte und Schmelztemperaturen der Proben aus den Basidiomyceten Pleurotus
eryngii, Pleurotus sapidus und Pleurotus ostreatus

Kulturtag Ct-Werte Schmelztemperatur in °C
PSA POS PER PSA POS PER
erste Doppelbestimmung
2 18,6 22,3 31,0 84,0 84,0 775
4 17,5 20,9 225 84,5 84,5 845
6 18,5 21,1 21,2 84,0 84,5 845
zweite Doppelbestimmung

2 19,2 22,6 31,0 84,0 84,0 77,0
4 17,6 20,9 229 85,0 850 845
6 178 21,1 211 84,5 855 85,0

Bei der Vervielfaltigung des cDNA-Fragments der Matrize des 2. Kulturtages aus Pleurotus eryngii,
wurden Ct-Werte von 30,95 und 31,02 ermittelt. Die Ct-Werte der Matrizen vom 4. und 6. Kultur-
tag hingegen betrugen 22,48 und 22,91 bzw. 21,21 und 21,14.

Die Schmelzkurvenanalyse ermdoglicht die Unterscheidung zwischen spezifischen und unspezifi-
schen PCR-Produkten (Wilhelm und Pingoud 2003b).
Die Schmelztemperatur der PCR-Produkte der Matrizen-DNA aus PER vom 2. Kulturtag lag mit

74 °C bzw. 77,5 °C wesentlich niedriger, als die der anderen Kulturtage. Aufgrund dessen wurde

von einer Bildung unspezifischer PCR-Produkte ausgegangen.

Die Proben der Basidiomyceten Pleurotus sapidus und Pleurotus ostreatus wiesen keine unspezi-

fischen PCR-Produkte auf.
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Anhand der ermittelten Ct-Werte und den entsprechenden Formeln der linearen Regression
(Abb. 3.41) wurde die Anzahl der Transkripte der Oxygenase erhalten (Abb. 3.43; Mittelwert aller
Real-time-PCR-Reaktionen).
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Abbildung 3.43: Anzahl der Transkripte der Oxygenase in Kopienzahl ng™ ¢cDNA(ss) in Pleurotus eryngii, Pleuro-
tus ostreatus und Pleurotus sapidus an verschiedenen Kulturtagen: m: Anzahl der Transkripte in
PSA ; m: Anzahl der Transkripte in POS; m: Anzahl der Transkripte in PER

Die Anzahl der Transkripte der Oxygenase in dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus betrug von
25-71 Kopienng™! cDNA(ss). Die Anzahl der Transkripte in Pleurotus eryngii und Pleurotus ost-
reatus lag bis zu 90% niedriger.

Mit 71 Kopien ng~! cDNA(ss) wurden am 4. Kulturtag die meisten Transkripte im PSA nachgewie-
sen. POS hingegen enthielt sowohl am 4. als auch am 6. Kulturtag die meisten Transkripte der

Oxygenase; PER am 6. Kulturtag.

Am 2. Kulturtag war die Anzahl der Transkripte im Pleurotus eryngii auf Grund von unspezifischen
PCR-Produkten nicht nachweisbar.
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Die Proben der Real-time-PCR wurden nach der Amplifizierung aufein 2%iges Agarosegel (s. 2.14.1)
aufgetragen (Abb. 3.44), isoliert (s. 2.17.7) und sequenziert (s. 2.17.9.2).

GroRe in bp Std. PER POS PSA

115 bp

Abbildung 3.44: 2%iges Agarosegel mit DNA-Fragmenten aus Pleurotus sapidus, Pleurotus ostreatus und Pleuro-
tus eryngii vom 4. Kulturtag (zusammengefiigte Abbildung): Std.: Standard (20 uL) (Abb. 7.2b);
PER: DNA-Fragment aus Pleurotus ostreatus mit 97 bp; POS: DNA-Fragment aus Pleurotus ost-
reatus mit 115 bp; PSA: DNA-Fragment aus Pleurotus sapidus mit 115 bp

Die erfolgreiche Amplifizierung der reprasentativen Fragmente der Oxygenase (97 bp bzw. 115 bp)
wurde durch die Sequenzierung der Nukleotidsequenz tiberpriift und bestatigt.

123



Ergebnisse

3.6 Reinigung der in Aspergillus niger tiberexprimierten Peroxidase MsP1

Die rekombinante Peroxidase MsP1 aus Mycetinis scorodonius wurde bei der niederldndischen
Firma DSM (Delft) in Aspergillus niger iiberexprimiert. Der enzymhaltige Kulturiiberstand wurde
fiir Untersuchungen zur Verfiigung gestellt. Da dieser Kulturiiberstand neben dem iiberexprimier-
ten MsP1 noch andere Proteine und Substanzen - wie Medienbestandteile - enthielt, wurde MsP1

fiir dessen proteinbiochemische Charakterisierung gereinigt.

3.6.1 Enzymreinigung - Vorversuche

Die Konzentrierung des zur Verfiigung gestellten Kulturiiberstandes erfolgte nach 2.13.1. Fiir die
anschliefRende Etablierung und Optimierung der Reinigungsstrategie der rekombinanten Peroxi-
dase MsP1 wurden Testsdulen aus dem HiTrap IEX und HiTrap HIC Selection Kit (Tab. 2.5) ver-
wendet.

Die Anwendung einer Gelfiltrationschromatographie (GFC) wurde untersucht; jedoch wurde die-
se Chromatographie auf Grund der niedrigen Kapazitat der Saulen, deren Empfindlichkeit gegen-
tiber zu hohen Driicken und auf Grund des hohen Zeitaufwandes (niedrige Flussraten) nicht an-

gewendet.

Bei der Verwendung von Sdulen mit hydrophobem Packungsmaterial (hydrophobic interaction
chromatography (HIC)) wurde - trotz verschiedenster pH-Werte und Saulen - keine Bindung von
MsP1 und somit keine Reinigung erzielt. Deshalb wurde eine Reinigung mittels lonenaustausch-
chromatographie (IEX) vorgenommen. Aufbauend aufvorherigen Arbeiten (Scheibner 2006) wur-
de der Fokus bei der Auswahl der Sdulen auf Anionentauscher gelegt.

Ein Reinigungsschritt mittels Anionentauscher reichte jedoch nicht aus, um Fremdproteine ab-
zutrennen. Somit erfolgte die Reinigung von MsP1 mittels Kombination zweier Anionentauscher
(s. 2.13.2.1). Zum Einsatz kamen eine DEAE-FF-Saule als schwacher Anionentauscher und eine
Q-FF-Saule als starker Anionentauscher. Der konzentrierte Kulturiiberstand wurde dabei in An-
lehnung an die Arbeiten von Scheibner (2006) mit einem 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 6,0 auf
die Sdulen aufgetragen. Durch die Anderung der Pufferkonzentrationen und des pH-Wertes des
Start- bzw. Elutionspuffers wurde keine Verbesserung der Trennleistung erzielt.

Das Zielprotein wurde anschliefiend durch die Zugabe von 1 M NaCl zum Elutionspuffer (50 mM
Natriumacetat-Puffer pH 6,0 + 1 M NaCl) von der Saule eluiert. Eine grofée Herausforderung bei
der Reinigung war die Abtrennung von Fremdproteinen mit dhnlichem Molekulargewicht und pl.
Anhand von Testldufen mit verschiedenen Salzgradienten wurde der Gradient ermittelt, durch
den die Abtrennung von Fremdproteinen erfolgte.
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Der Nachweis des Zielproteins in den gesammelten Fraktionen sowie die Messung der Protein-
konzentration erfolgten mittels ABTS- und Bradford-Assay (s. 2.13.9.2 und 2.13.3.1) (ohne Ab-
bildung). Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und auf 50 mM Natriumacetat-
Puffer pH 3,5 umgepuffert (s. 2.13.1).

Die Proteinkonzentration der gereinigten und konzentrierten Enzymldésung betrug
5,95+ 0,03 mg mL~! und die Aktivitit 642 600 + 7381 U L1, Weiterhin wurde durch die Reini-
gung eine Anreicherung um den Faktor 3,10 erzielt.

Neben dem Enzymtest wurde die Reinigung mittels halbnativer SDS-PAGE kontrolliert und besta-
tigt (Abb. 3.45).

Abbildung 3.45: Elektrophoretische Analyse der Reinigung von MsP1: I: konzentrierter Kulturiiberstand von As-
pergillus niger; 1l konzentrierte Q-FF-Fraktionen mit Zielprotein (nach dem 1. und 2. Reinigungs-
schritt)

Vor dem Scale-up der Reinigungsstrategie wurden mit dem gereinigten Enzym einzelne Analysen

durchgefiihrt, deren Ergebnisse im Folgendem beschrieben werden.

3.6.2 Messung der Enzymaktivitat

Zur Proteinreinigung und zur Enzymcharakterisierung wurden schnelle und zuverldssige Assays
zur Messung der Enzymaktivitat ben6tigt. Dafiir dienten zum einen der von Ben Aziz et al. (1971)
entwickelte und von Langhoff (2002) und Scheibner (2006) modifizierte Enzymtest (s. 2.13.9.2)
und zum anderen der ABTS-Assay nach Eggert et al. (1996) (s. 2.13.9.2).
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Beide Enzymtests wurden fiir die Anwendung am Mikroplattenleser (Tab. 2.13) angepasst. Die
enzymbhaltige Probeldésung wurde entweder mit einer wassrigen S-Carotin-Losung (s. 2.13.9.1)
oder mit einer ABTS-Losung (Tab. 2.25) versetzt und die Extinktionsabnahme bei 450 nm bzw.
-zunahme bei 420 nm nach Zugabe von Wasserstoffperoxid photometrisch verfolgt** (s. 2.13.9.2).

3.6.2.1 Nachweis der Linearitidt und Reproduzierbarkeit der Enzymtests

Um die Enzymaktivitit quantitativ bestimmen zu kénnen, muss die Extinktionsabnahme bzw.
-zunahme iiber einen gewissen Zeitraum linear sein. Bei entsprechend verdiinnten Proben war
dies fiir mindestens 10 min der Fall (Abb. 3.46).
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Abbildung 3.46: Extinktionsdanderung Uber einen Zeitraum von 10 min wahrend des Enzymtests mit gereinigtem
MsP1: -mE- : Extinktionsabnahme bei 450 nm wahrend des f-Carotin-Assays,
y = —0,009570 -  + 1,473, R? = 0,9972
—e—: Extinktionszunahme bei 420 nm wahrend des ABTS-Assays,
y = 0,04468 - x + 0,08116, R?> = 0,9974

* Anfingliche Messungen der Enzymaktivitit wurden in Anlehnung an die Arbeiten von Scheibner (2006) mit 50 mM
Natriumacetat-Puffer pH 3,5 bei 30 °C unter Zugabe von 350 uM H, 0, durchgefiihrt. Nach weiterfithrender Charak-
terisierung des Proteins wurden sowohl der Arbeitspuffer, die Temperatur als auch die Konzentration an Wasser-
stoffperoxid angepasst (s. 3.7.4 und 3.7.5 und 3.7.6 und 3.7.7).
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Dartiber hinaus muss der Enzymtest eine Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit mit zunehmen-
der Proteinkonzentration zeigen (Suelter 1990). Zu diesem Zweck wurden die Assays mit unter-
schiedlichen Volumina der gereinigten Enzymlésung nach 2.13.9.2 durchgefiihrt. Es wurde ein
Konzentrationsbereich ermittelt, in dem die Enzymkonzentration und die Reaktionsgeschwindig-
keit proportional zueinander sind (Abb. 3.47).
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Abbildung 3.47: Linearitat der Reaktionsgeschwindigkeit v in uM min™' der enzymkatalysierten Reaktion als
Funktion des Volumens der Enzymprobe (gereinigtes MsP1 in pL):
——: ABTS-Assay, y = 0,1448 - x — 0,0200, R? = 0, 9988
-m- : B-Carotin-Assay, y = 0,01721 -  — 0,0007143, R? = 0,9973

Fiir alle weiteren mit gereinigtem MsP1 durchgefiihrten Enzymassays wurden ebenfalls die Li-

nearitat und Reproduzierbarkeit tiberpriift und nachgewiesen (ohne Abbildung).
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3.6.3 Einfluss von Natriumchlorid auf die Aktivitat von MsP1

Um zu tiberpriifen, ob der Einsatz von Natriumchlorid-haltigen Pufferlosungen wahrend der Rei-
nigung einen Einfluss auf die Enzymaktivitat hat, wurden fiir den ABTS-Assay Pufferlésungen mit
0 - 1 M NaCl eingesetzt (s. 2.13.9.9).

Als Proben fiir die Uberpriifung der Salztoleranz dienten sowohl der konzentrierte Kulturiiber-
stand (s. 2.13.1), als auch die gereinigte Enzymlosung (Abb. 3.48; exemplarisch am gereinigtem
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Enzym dargestellt).

relative Enzymaktivitat in %

NaCl-Konzentration in M

Abbildung 3.48: Relative Enzymaktivitat in Abhdngigkeit von der NaCl-Konzentration des Puffers in M

Die Salzkonzentration hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitat des Kulturiiberstandes

oder auf die Aktivitit des gereinigten Enzyms.
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3.6.4 Lagerstabilitat der gereinigten und konzentrierten Enzymldsung

Die gereinigte und konzentrierte MsP1-Losung sollte {iber einen langeren Zeitraum ohne Aktivi-
tatsverlust gelagert werden. Aus diesem Grund wurde die Losung aliquotiert und deren Lagersta-
bilitat bei 4 °C, =20 °C und bei -80 °C fiir 10 Tage gemaf} 2.13.9.8 untersucht (Abb. 3.49).
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Abbildung 3.49: Relative Enzymaktivitat der gereinigten MsP1-Lésung in Abhéangigkeit der Lagerdauer und -
temperatur: e: Lagerstabilitat bei 4 °C; B: Lagerstabilitat bei -20 °C; a: Lagerstabilitat bei -80 °C

Die Aktivitat von MsP1 war bei —80 °C {iber Tage konstant, unabhingig davon ob das Enzym erst-
malig oder bereits mehrfach aufgetaut wurde (ohne Abbildung). Bei 4 °C betrug die Aktivitdt nach
einer Lagerdauer von 10 Tagen 88,3%. Bei —20 °C prazipitierte das Enzyms, so dass bei dieser
Temperatur keine Lagerstabilitat gegeben war.

Die gereinigte Enzymlésung wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
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3.6.5 UV/Vis-Spektrum

Das UV/Vis-Spektrum von gereinigtem MsP1 wurde im Bereich von 250 bis 550 nm aufgenom-
men (s. 2.13.4). Das Spektrum zeigt neben einem Absorptionsmaximum bei 280 nm eine deutliche
Absorption der Soret-Bande bei 406 nm (Abb.3.50).

0,8 406 nm
0,7
0,6
0,5

0,4

Extinktion

0,3 1
280 nm
0,2

0,1

0,0 I I I I I
250 300 350 400 450 500

Wellenldange in nm

Abbildung 3.50: UV/Vis-Spektrum von gereinigtem MsP1
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3.6.6 Enzymreinigung - Scale up

Um groflere Mengen des rekombinanten Zielenzyms MsP1 zu reinigen, die fiir die Charakterisie-
rung benoétigt wurden, wurde eine Mafdstabsvergrofierung vorgenommen.

Die Beladung der Saule erfolgte dabei liber das Umschaltventil an Pumpe A (s. 2.13.2.2). Als Sdulen
wurden eine priaparative DEAE-FF-Sdule mit einem Volumen von 20 mL und eine Q-Sepharose-
High-Performance-Saule*> ebenfalls mit einem Volumen von 20 mL verwendet (Tab. 2.5). Die Elu-

tion erfolgte durch einen Salzgradienten, der an die Sdulengréfde angepasst wurde.

Zunichst wurde der Kulturiiberstand mittels Ultrafiltration (Macrosep®-Zentrifugationseinhei-
ten; s. 2.13.1) um den Faktor 2 konzentriert. Der Aktivitatsverlust betrug dabei 26,4% (Tab. 3.9).
AnschliefRend wurde der konzentrierte Kulturiiberstand iiber die DEAE-Saule als erste Stufe ge-
reinigt (Abb. 3.51 (a)).

Die hochste Aktivitit wurde in den Fraktionen des ersten Hauptpeaks nachgewiesen. Diese Frak-
tionen (9-21) mehrerer Liufe wurden gepoolt, mittels Microsep™ -Zentrifugationseinheiten kon-

zentriert bzw. auf den Startpuffer umgepuffert und auf die Q-HP-Saule als zweite Reinigungsstufe
aufgetragen (Abb. 3.51 (b)).

Die hochsten Aktivititen waren iiber die Fraktionen eines Hauptpeaks und zweier kleinerer Peaks
verteilt. Die aktiven Fraktionen der drei Peaks (Peak 1: Fraktion 44-55; Peak 2: Fraktion 56-63;
Peak 3: Fraktion 64-73) mehrerer Liufe wurden getrennt gepoolt, mittels Microsep” -Zentrifuga-
tionseinheiten konzentriert und auf 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 umgepuffert. Die kon-

zentrierten Enzymlosungen wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Die Enzymlosung, die durch die Vereinigung der Fraktionen des Peaks 1 erhalten wurde, war die
reinste Enzymldsung mit der héchsten Aktivitit. Aus diesem Grund wurden alle weiteren Mes-

sungen mit dieser Lésung*® durchgefiihrt.

Die Maf3stabsvergrofierung beeinflusste die Trennleistung nicht.

*selbstgepackte Saule mit Saulenmaterial hoherer Trennleistung (Q-HP-Siule) als bei den Vortests (Q-FF-Saule)
*6Spitere Bezeichnungen: MsP1-Losung bzw. Enzymlosung
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Der Erfolg der Reinigung wurde sowohl mittels eine SDS-PAGE (s. 2.14.2), als auch durch eine
halbnative SDS-PAGE (s. 2.14.3) iiberpriift (Abb. 3.52).

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurde das Gel mit colloidalem Coomassie gefarbt (s. 2.16.2). Das
halbnative SDS-Polyacrylamidgel wurde nach der Elektrophorese geteilt. Eine Gelhalfte wurde
ebenfalls mit colloidalem Coomassie gefarbt, die andere Halfte wurde einer Aktivitatsfarbung mit
ABTS unterworfen (s. 2.16.3).
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Abbildung 3.52: Elektrophoretische Analyse der Reinigung von MsP1: I: konz. Kulturiiberstand von
Aspergillus niger; 1l: konz. DEAE-Fraktionen mit Zielprotein (nach dem 1. Rein-
gungsschritt); Ill: konz. Q-HP-Fraktionen des Peak 1 mit Zielprotein (nach dem 1.
und 2. Reingungsschritt); IV: abgetrenntes Fremdprotein (FPLC-Fraktion VI); A: col-
loidal Coomassiefarbung eines SDS-Polyacrylamidgels (denaturierend), MW: Mo-
lekulargewicht, Std.: Standard (5uL), (Abb. 7.4a); B: colloidal Coomassiefarbung
eines halbnativen SDS-Polyacrylamidgels; C: Aktivitatsfarbung eines halbnativen SDS-
Polyacrylamidgels mit ABTS

Mittels halbnativer SDS-PAGE (Abb. 3.52, Gel B und C) wurde die vollstindige Trennung der im
Kulturiiberstand enthaltenen Proteine gezeigt.

Beim konzentrierten Kulturiiberstand (I) wurden zwei Proteinbanden mit verschiedenen Mole-
kulargewichten detektiert. Die Bande mit dem kleineren Molekulargewicht zeigte - im Gegensatz
zu der anderen Proteinbande - keine Reaktion gegeniiber ABTS .

Das inaktive Protein wurde durch die Reinigung erfolgreich abgetrennt. Nach der 1. Reinigungs-
stufe (I1I) war die inaktive Proteinbande nur schwach zu erkennen. Die vereinten aktiven Q-HP-

Fraktionen (III) wiesen einzig das aktive Zielprotein MsP1 auf.
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Unter denaturierenden Bedingungen (Abb. 3.52, Gel A) wies das gereinigte MsP1 (III) ein ermit-

teltes Molekulargewicht (s. 2.14.2.1) von 72 kDa auf. Weiterhin wurde ein Abbau des gereinigten

Zielenzyms (III) durch das Auftreten weiterer Banden gezeigt.

Fiir das abgetrennte inaktive Protein (IV) wurde ebenfalls ein Molekulargewicht von 72 kDa kal-

kuliert.

Bei einer Anreicherung von 3,85 betrug der Anteil des gereinigten Proteins am Gesamtprotein
des Kulturiiberstandes 4,8% (Tab. 3.9). Die Wiederfindung der Anfangsaktivitat betrug 18,3%.

Die Reinheitszahl (RZ) (s. 2.13.5) wurde von 0,3 auf 3,2 gesteigert.

Tabelle 3.9: Bilanzierung einer zweistufigen Reinigung der rekombinanten Peroxidase MsP1 aus Mycetinis

scorodonius
Probe Proteingehalt Aktivitat spez. Aktivitit Anreicherung RZ
in mg mL~! in% inUL™? inU
Kulturtiberstand 22,89 100,0 785880 86447 1,00 0,3
konz. Kulturiiberstand 48,79 73,6 1885416 71646 1,12 0,3
konz. DEAE-FF 17,10 9,5 1656251 23188 2,82 0,9
konz. Q-HP Peak 1 8,01 48 1052083 15781 3,85 3,2
konz. Q-HP Peak 2 4,59 1,8 516 204 5162 3,32 2,9
konz. Q-HP Peak 3 2,11 0,4 121759 608 1,71 1,0

Die gereinigte MsP1-Losung (vereinte aktive Q-HP-Fraktionen des Peaks 1 (III)) wurde fiir alle

folgenden Untersuchungen eingesetzt.
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3.7 Proteinbiochemische Charakterisierung der rekombinanten Peroxidase

MsP1 aus Mycetinis scorodonius

3.7.1 Proteinquantifizierung der gereinigten MsP1-L6sung mittels Absorptionsmessung

Nach 2.13.3.2 wurde eine Proteinkonzentration von 56,53 + 0,38 umol L 1der gereinigten MsP1-
Losung ermittelt. Umgerechnet ergibt dies einen Proteingehalt von 8,20 + 0,06 mg mL~! (Konver-
tierung: Gewicht - Mol; Tab. 2.14).

3.7.2 Bestimmung des Molekulargewichtes von MsP1

Das Molekulargewicht des rekombinanten MsP1 wurde mittels nativer PAGE (s. 2.14.4) und Gel-
filtrationschromatographie (GFC) (s. 2.13.2.3) bestimmt.

Das Polyacrylamid-Fertiggel wurde nach der Elektrophorese in zwei Halften geteilt. Die eine Half-
te wurde mit colloidalem Coomassie (s. 2.16.2) gefarbt, wodurch fiir MsP1 ein ermitteltes Mole-
kulargewicht (s. 2.14.2.1) von 142 kDa bestimmt wurde (Abb. 3.53). Die Aktivitatsfarbung der
anderen Halfte mit ABTS (s. 2.16.3) bestétigte das Ergebnis und identifizierte das Enzym als Zie-
lenzym.
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Abbildung 3.53: Elektrophoretische Analyse des Molekulargewichtes von MsP1 mittels nativer PAGE: MsP1: ge-
reinigte MsP1-Losung; A: colloidal Coomassiefarbung eines Polyacrylamid-Fertiggels, MW: Mo-
lekulargewicht, Std.: Standard (7,5 uL), (Abb. 7.4b); B: Aktivitdtsfarbung eines Polyacrylamid-
Fertiggels mit ABTS
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Zur Bestimmung des Molekulargewichtes von MsP1 mittels Gelfiltrationschromatographie wur-
de die gereinigte Enzymlosung auf eine Superdex 200-Saule aufgetragen und chromatographisch
getrennt (Abb. 3.54 (a)).
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Abbildung 3.54: (a): —: FPLC-Chromatogramm der Bestimmung des Molekulargewichtes (MW) von MsP1 mit-

tels Superdex 200-Saule
(b): —e—: Kalibriergerade der Gelfiltrationssadule Superdex 200
y=—0,1797 - 2 + 0,9987, R? = 0, 9867
o: MsP1

Das FPLC-Chromatogramm zeigte lediglich einen diskreten Peak, wodurch die Reinheit der En-
zymldsung abermals bestdtigt wurde. Nach Kalibrierung der Gelfiltrationssaule (Abb. 3.54 (b))

wurde flir MsP1 - unter den nicht denaturierenden Bedingungen der GFC - ein Molekulargewicht
von 145 kDa berechnet.
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3.7.3 Bestimmung des isoeletrischen Punktes von MsP1

Mit dem gereinigten MsP1 wurde eine isoelektrische Fokussierung (s. 2.14.5.1) durchgefiihrt. Das

Polyacrylamid-Fertiggel wurde nach der Fokussierung in drei Teile geteilt.

Ein Teil wurde mit colloidalem Coomassie (s. 2.16.2) gefarbt, wodurch eine Bande mit einem iso-
elektrischen Punkt von 3,7 detektiert wurde (Abb. 3.55). Die Aktivitatsfarbung des zweiten Teils
mit ABTS (s. 2.16.3) bestétigte, dass es sich um das aktive Zielenzym handelte. Durch die spezi-
fische Farbung fiir Him- und Metallenzyme (s. 2.16.4) des letzten Teils, wurde das aktive Enzym

zusdtzlich als Himenzym identifiziert.
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Abbildung 3.55: Isoelektrische Fokussierung der gereinigten Enzymlosung: MsP1: gereinigte Enzymldsung;
A: colloidal Coomassiefarbung eines Polyacrylamid-Fertiggels, Std.: Standard (5 pL), (Abb. 7.5)
B: Aktivitatsfarbung eines Polyacrylamid-Fertiggels mit ABTS
C: Farbung eines Polyacrylamid-Fertiggels mittels spezifischer Farbung fiir Hdm- und Metallen-
zyme

3.7.4 Bestimmung des optimalen Puffers und pH-Wertes der Umsetzung von ABTS und
[B-Carotin

Die Bestimmung des optimalen Puffers und pH-Wertes der Umsetzung von ABTS und S-Carotin
erfolgte mit gereinigtem MsP1. Die Aktivitit wurde in den entsprechenden Puffern bei einer Tem-
peratur von 30 °C untersucht (s. 2.13.9.3).
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Die eingesetzten Puffer waren:

e Mcllvaine-Puffer (s. 2.13.9.1)
K-Mcllvaine-Puffer
HCI/Glycin-Puffer (100 mM)
e Kaliumacetat-Puffer (50 mM)

e Natriumacetat-Puffer (50 mM)
¢ Natriumtartrat-Puffer (100 mM)

Der pH-Wert der Pufferldsungen variierte zwischen pH 2,0 und 5,5%".

Die Enzymaktivitat von MsP1 gegeniiber ABTS war in einem Natriumacetat-Puffer pH 3,0 maximal
(Abb. 3.56). Alle weiteren Messungen des ABTS-Assays erfolgten in diesem Puffer und bei diesem
pH-Wert.
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Abbildung 3.56: Relative Enzymaktivitdit von MsP1 gegeniiber ABTS in Abhangigkeit der Puffer und des
pH-Wertes: m: HCI/Glycin-Puffer m: K-Mcllvaine-Puffer
B: Mcllvaine-Puffer : 50 mM Natriumacetat-Puffer

W: 50 mM Kaliumacetat-Puffer : 100 mM Natriumtartrat-Puffer

*"Bei dem 50 mM Kaliumacetat-Puffer und dem 50 mM Natriumacetat-Puffer wurden nur pH-Werte von 3,0 bis 5,5
erreicht.
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Da die Aktivitat von MsP1 gegeniiber ABTS in Mcllvaine-Puffer und 50 mM Kaliumacetat-Puffer
geringer war als in K-Mcllvaine-Puffer und 50 mM Natriumacetat-Puffer, wurden der Mcllvaine-
Puffer und 50 mM Kaliumacetat-Puffer beim f-Carotin-Assay nicht eingesetzt.

Die Enzymaktivitdt von MsP1 gegeniiber -Carotin war in einem Natriumacetat-Puffer pH 3,5 am
hochsten (Abb. 3.57). Alle weiteren Messungen mit §-Carotin wurden in diesem Puffer und bei
diesem pH-Wert durchgefiihrt.
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Abbildung 3.57: Relative Enzymaktivitat von MsP1 gegentiber S-Carotin in Abhangigkeit der Puffer und des pH-

Wertes: m: HCI/Glycin-Puffer W: K-Mcllvaine-Puffer
M: 50 mM Natriumacetat-Puffer  m: 100 mM Natriumtartrat-Puffer

139



Ergebnisse

3.7.5 Variation der Pufferkonzentration

Um den Einfluss der Pufferstiarke auf die Enzymaktivitit zu ermitteln, wurden die Enzymassays
(s.2.13.9.2) mit Natriumacetat-Puffer mit unterschiedlichen Pufferkonzentrationen durchgefiihrt.
Dazu wurde die gereinigte Enzymlésung mit dem entsprechenden Puffer versetzt und die Enzym-
aktivitat bei 30 °C gemessen (s. 2.13.9.4).

Die hochste Enzymaktivitat gegentiber ABTS wurde mit einer Pufferkonzentration von 300 mM
(Abb. 3.58) erreicht.

Die hochste Umsatzrate von S-Carotin hingegen wurde mit einer Pufferkonzentration von 50 mM
erzielt.
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Abbildung 3.58: Relative Enzymaktivitat in Abhangigkeit von der Konzentration des Natriumacetat-Puffers in
mM: B: Konzentration des Natriumacetat-Puffers pH 3,0 bei der Umsetzung von ABTS
B: Konzentration des Natriumacetat-Puffers pH 3,5 bei der Umsetzung von f-Carotin

Auf Grund der Anderung der Pufferstirke des Natriumacetat-Puffers von 50 mM auf 300 mM er-
folgte eine weitere Untersuchung des pH-Optimums fiir die Umsetzung von ABTS durch MsP1.

pH-Werte von 2,6-3,6 des 300 mM Natriumacetat-Puffers wurden iiberpriift. Dabei stellte sich
abermals pH 3,0 als Optimum heraus.
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3.7.6 Temperaturoptimum der rekombinanten Peroxidase MsP1

Die Untersuchung des Temperaturoptimums von MsP1 (s. 2.13.9.5) erfolgte mit reiner Enzym-
Losung unter Verwendung von 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 bzw. 300 mM Natriumacetat-
Puffer pH 3,0 (s.3.7.4 und 3.7.5). Die verwendeten Losungen wurden jeweils bei der entsprechen-
den Temperatur vorgewarmt und anschliefdend fiir die Bestimmung der Enzymaktivitat mittels
ABTS- und S-Carotin-Assay eingesetzt (Abb. 3.59).
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Abbildung 3.59: Relative Enzymaktivitat in Abhdngigkeit von der Temperatur in °C:  m: ABTS-Assay
H: $-Carotin-Assay

Mittels ABTS-Assay wurde fiir MsP1 ein Temperaturoptimum von 55 °C bestimmt. In Folge dessen
wurden alle weiteren Messungen bei dieser Temperaturen durchgefiihrt.
Fiir die Umsetzung von -Carotin hingegen stellte sich 30 °C als die optimale Temperatur heraus,

sodass alle weiteren Umsetzungen von f-Carotin bei dieser Temperatur erfolgten.

3.7.7 Einfluss von Wasserstoffperoxid

Sowohl der ABTS-Assay, als auch der -Carotin-Assay wurden mit gereinigter Enzymlosung unter
Zugabe von verschiedenen Mengen an H,0, (0-1250,0 uM; Konzentration im Assay) durchge-
fiihrt (s. 2.13.9.6).
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Die Konzentration von -Carotin betrug 24 uM im Assay und die Konzentration von MsP1 3,53 nM.
Beim ABTS-Assay wurden 500 uM ABTS und 0,14 nM MsP1 eingesetzt.

Die Umsetzung beider Substrate durch MsP1 erfolgte ohne Wasserstoffperoxid (Abb. 3.60). Im
Vergleich zu einem Ansatz ohne H,0,-Zusatz wurde die Enzymaktivitat durch die Zugabe von
Wasserstoffperoxid jedoch signifikant gesteigert. Der Zusatz von 125 uM H, 0, ergab die hochste
Aktivitat (90% bzw. 75% mehr als ohne Wasserstoffperoxid), weswegen bei folgenden Versuchen
- unter gleichbleibenden Bedingungen - diese Konzentration an Wasserstoffperoxid beibehalten

wurde.

Ab einer Konzentration von 350 uM hemmte H,0, das Enzym. Da die optimale Konzentration an
Wasserstoffperoxid von der Enzym- und der Substratkonzentration abhingt, wurde bei einer An-
derung dieser Parameter die optimale Wasserstoffperoxidkonzentration erneut bestimmt. Auch
die Messung der kinetischen Parameter erfolgte unter Zusatz von verschiedenen Mengen an Was-
serstoffperoxid, um diejenige zu ermitteln, bei der die Enzymreaktion unabhangig von H, 0, ver-
lauft (s. 2.13.10 und 3.7.11).
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Abbildung 3.60: Relative Enzymaktivitat von MsP1 in Abhangigkeit von der H,0,-Konzentration in uM:
H: $-Carotin-Assay mit 24 uM S-Carotin und 3,53 nM MsP1
H: ABTS-Assay 500 uM ABTS und 0,14 nM MsP1
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3.7.7.1 H,0,-Konzentration der 3-Carotin-Stammlésung

Tween® 80 kann geringe Mengen an Peroxiden enthalten. Bei der Herstellung der S-Carotin-
Stammlésung (s. 2.13.9.1) wurde Tween® 80 als Emulgator hinzugesetzt, so dass auch die Stamm-
l6sung geringe Mengen an Peroxiden beinhalten konnte.

Aus diesem Grund wurde die H,0,-Konzentration der 8-Carotin-Stammlsung mittels PEROXsay " -
Assay (Tab. 2.7) gemaf3 Herstelleranweisungen zu 143 + 18 pM bestimmt. Durch den Einsatz der
Stammldésung enthielt der Reaktionsansatz des Assays 3,6 + 0,5 uM Wasserstoffperoxid.

3.7.8 Einfluss von Sauerstoff auf die Aktivitdt von MsP1

Der Einflusses von Sauerstoff auf die Aktivitdt von MsP1 gegeniiber 5-Carotin wurde untersucht.
Dazu wurden der f-Carotin-Assay (s. 2.13.9.2) ohne weiteren Zusatz*® von Wasserstoffperoxid
mit O,-angereichertem bzw. 0,-abgereichertem Puffer im Vergleich zu unbehandeltem Puffer ge-
maf} 2.13.9.7 durchgefiihrt (Abb. 3.61).
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Abbildung 3.61: Reaktionsgeschwindigkeit v in uM min™! der Umsetzung von S-Carotin durch MsP1 in Abhan-
gigkeit der Menge an Sauerstoff

Die Enzymaktivitat gegeniiber S-Carotin wurde durch die Anreicherung von Sauerstoff um den
Faktor 2,3 gesteigert. Dagegen flihrte die Abreicherung von Sauerstoff zu einem fast vollstindigen
Verlust der Aktivitat.

*Durch den Einsatz der f-Carotin-Stammldsung enthielt der Reaktionsansatz des Assays 3,6 + 0,5 uM Wasserstoff-
peroxid (s. 3.7.7.1).
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3.7.9 Untersuchung der Enzymstabilitat unter Assaybedingungen

Flir den technischen Einsatz von MsP1 wurden dessen Stabilitit unter verschiedenen Reaktions-
bedingungen tiberpriift (s. 2.13.9.8). Die Enzymkonzentration entsprach dabei der im Assay ein-
gesetzten Konzentration.

3.7.9.1 Lésungsmitteltoleranz

Gereinigtes Enzym wurde in 30%igem Ethanol (in Wasser bzw. Puffer) verdiinnt und bei 4 °C
gelagert. Nach 30 min, 1h, 2h, 4h und 24 h wurde die Enzymlésung mit Messpuffer (300 mM
Natriumacetat-Puffer pH 3,0) abermals verdiinnt und deren Aktivitat mittels ABTS-Assay bestimmt
(Abb. 3.62).
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Abbildung 3.62: Relative Enzymaktivitat von MsP1 gegentliber ABTS in Abhangigkeit der Lagerdauer in Ethanol
(in Wasser bzw. Puffer): e: 30%iger Ethanol in 50 mM Natriumacetat-Puffer (pH 3,5)
e: 30%iger Ethanol in Wasser

Nach 4 h war keine Abnahme der Aktivitit zu verzeichnen; nach 24 h wurde ein Aktivitatsverlust
von 60% gemessen.
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3.7.9.2 Puffer- und pH-Wert-Stabilitat

MsP1 wurde sowohl in Natriumacetat-Puffer als auch in Mcllvaine-Puffer verdiinnt und bei 4 °C
gelagert. Der pH-Wert der Pufferlésungen variierte zwischen pH 2,0 und 5,5 bzw. 6,0. Nach 30 min,
1h,2h,4hund 24 hwurde die Enzymldsung mit Messpuffer (300 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,0)
verdliinnt und deren Enzymaktivitat mittels ABTS-Assay bestimmt (Abb. 3.63).
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Abbildung 3.63: Relative Enzymaktivitdit von MsP1 gegenliber ABTS in Abhangigkeit der Lagerdauer in
Natriumacetat-Puffer: e: pH 3,0 (300mM) e:pH 3,0(50mM) e:pH 3,5 (50 mM)
e: pH 4,0 (50 mM) :pH 4,5 (50 mM) e: pH 5,0 (50 mM)
e: pH 5,5 (50 mM) : pH 6,0 (50 mM)

Wahrend der Lagerung in Natriumacetat-Puffer war die Enzymaktivitit iiber 4 h nahezu konstant;

nach 24 h wurde ein signifikanter Aktivitatsverlust von bis zu 90% gemessen .
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Bei der Lagerung in Mcllvaine-Puffer hingegen nahm die Enzymaktivitat schon nach 30 min ab.
Besonders bei pH-Werten liber 4,0 wurde ein hoher Aktivitdtsverlust von MsP1 gegeniiber ABTS
verzeichnet (Abb. 3.64).
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Abbildung 3.64: Relative Enzymaktivitdt von MsP1 gegenliber ABTS in Abhangigkeit der Lagerdauer in Mcllvaine-
Puffer: e:pH25 e:pH3,0 e:pH3,5 :pH 4,0
e:pH4,5 e:pHS5,0 :pH5,5
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3.7.9.3 Temperaturstabilitat

Gereinigtes MsP1 wurden mit 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6,0 verdiinnt und bei 0 °C, 24 °C,
40°C und 55 °C gelagert. Nach 30 min, 1 h, 2h, 4h und 24 h wurde die Enzymlésung mit Mess-
puffer (300 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,0) verdiinnt und deren Enzymaktivitdt mittels ABTS-

Assay bestimmt.

Nach 24 h wurde eine Abnahme der Aktivitdt von 50-70% gemessen (Abb. 3.65).

1004

HiH-asHH

X 4
.°E 80
-
:..fg
2
-
£ 60
€
R
=
w
'g 40+
-
(©
g
20+
0

Zeitinh

4 24

Abbildung 3.65: Relative Enzymaktivitdt von MsP1 gegeniiber ABTS in Abhangigkeit der Lagerdauer bei verschie-

denen Temperaturen:

e:0°C e:24°C e:40°C
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3.7.10 Ermittlung des Substratspektrums von MsP1

Neben ABTS und dem natiirlichen Farbstoff f-Carotin wurden weitere Substrate (Tab. 3.10) zur

Umsetzung mit MsP1 eingesetzt (s. 2.13.9.2), um dessen Substratspektrum zu ermitteln.

Tabelle 3.10: Verwendete Substrate und deren Beschreibung

Substrate Beschreibung

Bixin natiirlicher Farbstoff (Xanthophyll)

Annatto bzw. Norbixin  natiirlicher Farbstoff (Xanthophyll)

Reactive Blue 5 charakteristisches DyP-Typ-Substrat (Anthrachinonfarbstoff)

Reactive Black 5 spezifisches Substrat fiir polyvalente Peroxidase (VP) (Azofarbstoff)
Guajakol typisches Substrat fiir Mangan- bzw. Ligninperoxidasen*® (Phenolderivat)

2,6-Dimethoxyphenol  typisches Substrat fiir Mangan- bzw. Ligninperoxidasen (Phenolderivat)
Veratrylalkohol typisches Substrat fiir Mangan- bzw. Ligninperoxidasen (nicht-phenolischer Aromat)

Alle aufgefiihrten Substrate wurden mit Hilfe von MsP1 nach Zusatz von 125 pM Wasserstoffper-
oxid umgesetzt. Somit umfasst das Substratspektrum von MsP1 neben natiirlichen Farbstoffen
und dem charakteristischen DyP-Typ-Substrat auch bekannte Substrate fiir polyvalente Peroxi-
dasen und Mangan- bzw. Ligninperoxidasen.

Fiir eine maximale Umsetzung dieser Substrate wurden die optimalen Puffer und pH-Werte nach
2.13.9.3 bestimmt (Tab. 3.11).

Tabelle 3.11: Optimale Puffer und pH-Werte der Umsetzung der einzelnen Substrate durch MsP1

Substrat Pufferstarke Puffer pH-Wert
Bixin 50 mM Natriumacetat-Puffer 3,5
Annatto 50 mM Natriumacetat-Puffer 6,0
Reactive Blue 5 50 mM Natriumacetat-Puffer 4,5
Reactive Black 5 50 mM Natriumacetat-Puffer 4,5
Guajakol 50 mM Natriumacetat-Puffer 3,5
2,6-Dimethoxyphenol 50 mM Natriumacetat-Puffer 3,5
Veratrylalkohol 100 mM Natriumtartrat-Puffer 2,5

AnschliefRend wurden die kinetischen Parameter von gereinigtem MsP1 fiir einzelne Substrate
bestimmt (s. 3.7.11).

*Guajakol, 2,6-Dimethoxyphenol und Veratrylalkohol stellen Modellsubstrate fiir Monolignol-Bausteine dar.
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Fiir §-Carotin, Bixin, Annatto und Reactive Black 5 wurden diese nicht ermittelt, da auf Grund der
hohen Eigenabsorption nur geringe Mengen der Farbstoffe zur photometrischen Messung einge-
setzt werden konnten. Diese Mengen reichten nicht aus, um in die Substratsattigung zu gelangen.
Auch bei Veratrylalkohol wurde die Substratsattigung nach Zugabe von 60 000 uM nicht erlangt,
sodass von einer Bestimmung der kinetischen Parameter von MsP1 fiir das Substrat Veratrylal-
kohol ebenfalls abgesehen wurde.

Anstelle der kinetischen Parameter sind die ermittelten Aktivitdten von MsP1 gegeniiber den Sub-
straten (s. 2.13.9.2) in folgender Tabelle (Tab. 3.12) dargestellt.

Tabelle 3.12: Ermittelte Aktivitdat von MsP1 gegeniiber verschiedenen Substraten

Substrat Substratkonzentration Aktivitit spezifische Aktivitit
in uM inUL™? inUmg™!
B-Carotin®® 24,5 5263 0,65
Bixin®>® 16,5 17450 2,15
Annatto5! 16,0 57513 7,09
Reactive Black 5 25,0 32342 3,99
Veratrylalkohol 1250,0 5175 0,64
Veratrylalkohol 60000,0 67204 8,29

Da die Messungen der Aktivitdt von MsP1 gegeniiber den aufgefiihrten Substraten nicht in der
Substratsattigung erfolgten, konnten keine Aussagen dartiber getroffen werden, welche der Sub-

strate schneller bzw. effizienter umgesetzt wurden.

% auch ohne Zusatz von H,0, wurde ein signifikanter Abbau dieser Substrate nachgewiesen
51ohne Zusatz von H,0, wurde ein schwacher Abbau des Substrates beobachtet
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3.7.11 Enzymkinetik

Die Michaelis-Menten-Konstante (K, ) und die katalytische Konstante (k) des gereinigten MsP1
(s. 2.13.2.2) wurden fiir die Substrate ABTS, 2,6-Dimethoxyphenol, Guajakol und Reactive Blue 5
bestimmt (s. 2.13.10).

Dazu wurde die Anfangsgeschwindigkeit des enzymatischen Umsatzes (Reaktionsgeschwindig-
keit) bei konstanter Enzymkonzentration, nicht limitierendem Uberschuss an Wasserstoffperoxid
und variierender Substratkonzentration gemessen.

Die Reaktionsgeschwindigkeit (v) wurde direkt linear gegen die Substratkonzentration aufgetra-
gen (Cornish-Bowden-Diagramme, Abb. 3.66). Mit Hilfe der Software OriginPro 8.5G (Tab. 2.14)

152

wurde eine Hyperbel°~ an die Messpunkte angepasst, sodass sich die enzymkinetischen Parame-

ter (Km, Vmax) direkt aus der Sattigungshyperbel ablesen liefden (Tab. 3.13).

Tabelle 3.13: Ermittelte kinetische Parameter des gereinigten MsP1 flr die Substrate ABTS, DMP, Guajakol und
Reactive Blue 5

Substrat pH Enzymkonzentration K Keat Keat/Km Vmax

in nM inpM ins? ins'M?' inuMs!
ABTS 3,0 0,05 15,8 1000 6,3 x 107 0,05
DMP 3,5 0,28 79,0 214 2,7 x 10° 0,06
Guajakol 3,5 1,13 145,5 204 1,4 x10° 0,23
Reactive Blue 5 4,5 1,41 32,6 241 7,4 x 10° 0,34

Gereinigtes MsP1 wies die hochste Affinitat zu dem Substrat ABTS auf und setzte dieses mit einer
hohen Wechselzahl von 1000 s~! am effizientesten um (Kkatalytische Effizienz: 6,3 x 107 s™1 M™1).
Reactive Blue 5 als charakteristisches DyP-Typ-Substrat wurde mit einer katalytischen Effizienz
von 7,4 x 10° s™1 M~ umgesetzt. Die niedrigste Affinitit zeigte MsP1 zu Guajakol und setzte die-
ses mit der geringsten Wechselzahl von 204 s~! (katalytische Effizienz: 1,4 x 10° s™' M~1) um.

Zanhand der Michaelis-Menten-Gleichung
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Die Messung der kinetischen Parameter von MsP1 erfolgte zeitgleich mit unterschiedlichen Men-
gen an Wasserstoffperoxid, um die Konzentration zu ermitteln, bei der die Umsetzung unabhéngig
von Wasserstoffperoxid verlduft (Abb. 3.67, exemplarisch am Substrat ABTS gezeigt).

w
(65}
|

Reaktionsgeschwindigkeit v in uM min™

0,01

T T T T T
0 200 400 600 800 1000
ABTS-Konzentration in puM
Abbildung 3.67: Lineare Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeiten in uM min~* der enzymatischen Umsetzung
von ABTS gegen die Substratkonzentration in uM:
B + —: Messpunkte der Umsetzung mit 125 uM H, 0, + angepasste Hyperbel

A +—: Messpunkte der Umsetzung mit 250 uM H, 0, + angepasste Hyperbel
e + —: Messpunkte der Umsetzung mit 62,5 uM H, 0, + angepasste Hyperbel

Maximale Anfangsgeschwindigkeiten des Umsatzes von ABTS wurden bei einer Wasserstoffper-
oxidkonzentration von 125 uM erhalten. Sowohl niedrigere (62,5 uM), als auch héhere Konzen-
trationen (250 uM) an Wasserstoffperoxid limitierten den Umsatz von ABTS und verringerten
dadurch die Anfangsgeschwindigkeit.
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3.7.12 Einfluss von Mangansulfat

Der Einfluss von Mangan(II)-sulfat auf die Enzymaktivitdt von reinem MsP1 gegeniiber dem Sub-
strat 2,6-Dimethoxyphenol wurde tiberpriift (s. 2.13.9.10). Dazu wurden dem DMP-Assay neben
Wasserstoffperoxid unterschiedliche Mengen an MnSO, zugesetzt (Abb. 3.68).

100+

80

60

40+

relative Enzymaktivitat in %

20

0 50 100 200 500 750 1000
MnSO,-Konzentration in pM

Abbildung 3.68: Relative Enzymaktivitdt von MsP1 gegeniiber dem Substrat DMP nach Zusatz von MnSO, in pM

Die Enzymaktivitat wurde durch den Zusatz von Mangansulfat deutlich gesteigert. Ab einer Kon-

zentration 100 pM MnSO, war keine signifikante Steigerung mehr moglich.

3.7.12.1 Oxidation von Mangan(ll)-lonen

Nachdem die Aktivitdt von MsP1 gegeniiber dem Substrat 2,6-Dimethoxyphenol durch den Zusatz
von Mangansulfat gesteigert werden konnte, wurde die Oxidation von Mangan(II)-ionen (Mn?*)
durch MsP1 in 100 mM Natriumtartrat-Puffer (pH 4,5) tiberpriift (s. 2.13.9.11).

Die Aktivitit von MsP1 gegeniiber Mangan(II)-Ionen (1 mM) betrug 2603 U L™! bzw. 0,32 U mg™.
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3.7.13 Umsatz von Adlerol

Adlerol, welches die Hauptstruktur von Guajacyl-Lignin-Baueinheiten darstellt, wurde ebenfalls
als Substrat fiir die Umsetzung mit MsP1 eingesetzt (s. 2.13.9.12).

Zum einen wurde der Umsatz von Adlerol durch die Messung von UV /Vis-Spektren verfolgt, zum
anderen durch die Messung der Extinktionsdnderung bei einer Wellenldnge von 310 nm tiber
10 min mittels Plattenreader (Tab. 2.13).

Das UV/Vis-Spektrum des Reaktionsansatzes mit inaktiviertem MsP1 zeigte lediglich ein Maxi-
mum von 270-295 nm. Bei einem Ansatz mit aktiven MsP1 hingegen wurde zusatzlich ein Maxi-
mum bei 310 nm gemessen (Abb. 3.69 (a)).

Weiterhin wurde eine Exktinktionszunahme bei einer Wellenldnge von 310 nm in Abhdngigkeit
der eingesetzten Konzentration an aktivem Enzym gemessen (Abb. 3.69 (b)).

Demzufolge setzt MsP1 neben Modellsubstraten fiir Monolignol-Bausteine auch Adlerol um.
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Abbildung 3.69: (a): UV/Vis-Spektren des Reaktionsansatzes der Umsetzung von Adlerol durch MsP1:
——: Reaktionsansatz mit inaktiviertem MsP1
——: Reaktionsansatz mit aktivem MsP1
(b): Extinktionsdnderung der Reaktionsansatze bei einer Wellenlange von 310 nm (iber den Zeit-
raum von 10 min:
M: Reaktionsansatz mit inaktiviertem MsP1
e: Reaktionsansatz mit aktivem MsP1 (28,27 nM)
A: Reaktionsansatz mit aktivem MsP1 (56,53 nM)

154



Ergebnisse

3.8 Berechnung eines Strukturmodells fiir MsP1

Die Aminosduresequenzen von MsP1 und einer dye-decolorizing Peroxidase aus Bjerkandera adus-
ta>3 (BadDyP) (PDB-ID 3AFV) wurden miteinander verglichen (EMBL-EBI, ClustalW2, Tab. 2.14)
und ergaben eine Homologie von 51% (Abb. 3.70).

MsPl ASSSAGL \[EEEDII QGIDMNETI G M K K N KIENNEIFIEIFISE T » AAEKIAKINGISIDIINEN 1 T S @M 54
BadDyP ANDTI-LPLNNIQGDILVGMKKQKERFVFFQVNDATSFKTALKTYVPERITSAA 53

MsP1 QIEEA -VATQP IANINNIAE s SIHGINKALGITDODLKDP VEERGMESINAVSDLSDPGT 107
BadDyp ILISDPSQQPLAFVNLGFSNTGLQALGITDDLGDAQFPDGQFADAAN--LGDDL 105

MsP1l GNWVPGFVGTS VHGNIENNAS D T EDNVINTENANEOTNN EEIRENHRIN0GE A R PE 161
BadDyP SQWVAPFTGTTIHGVFLIGSDQDDFLDQFTDDISSTFGSSITQVQALSGSARPG 159

MsP1 PIQIQGHEHF[GFMDGIISNPAVDGFTPPAEIRPGQALIPRBGEMLLGEA FQNDRP 215
BadDyP DQAGHEHF|GFLDGIISQPSVTGWETTVF--PGQAVVPPGIILTGRDGDTGT--RP 209

MsP1 BIEA K D G STENIEIRIOMION R EPIEENKIEQDIH A L N M - - - P/ T SIEQGHDINEGHRIENG R 266
BadDyP SWALDGSFMAFRHFQQKVPEFNAYTLANAIPANSAGNLTQQEGAEFLGARMFGR 263

MsP1 WKSDAPIDLTPLVDDPMIMAADNQRNNNFDFSD-A----- T RCPFSAHIRKA 314
BadDyP WKSGAPIDLAPTADDPALGADPQRNNNFDYSD-TL----TDETRCPFGAHVRKT 312
MsP1 NPGIBMMGGINKFPN- - - - - QHIIRAGIPYGPEV TDAEKAS STDPSLERGHEA 363
BadDyP NPRQDLGGPVD--- - - - - TFHAMRSSIPYGPETSDAELASGVTAQD----RGLL 355
MsP1 |EINEANIQIS N EIOIN G FVIFINOKINWNMIDN TNFFRPG - - - - - TGVDPLIGTNSRNSGTDAPN 412
BadDyP FVEYQSIIGNGFRFQQINWANNANF--PFSKPITPGIEPIIGQT------=---- 397

MsP1 MPRVVSGLDEINII~ TS TIEIGID FNNISIRIGGENIFIES P s BSIAMRIMVIES v 458
BadDyP TPRTVGGLDPLNQNETFTVPL-FVIPKGGEYFFLPSISALTATIAA 442

Abbildung 3.70: Vergleich der Aminosauresequenzen von MsP1 und einer dye-decolorizing Peroxidase aus Bjer-
kandera adusta (BadDyP) (PDB-ID 3AFV): m: -Faltblattstrukturen; m: a-Helices; m: potentielle
O-Glykosylierungsstelle; I\..: potentielle N-Glykoslylierungsstellen; 1175, R266, R317, R333: poten-
tiell an der Bindung der prosthetischen Gruppe Ham beteiligt durch Ausbildung von Wasser-
stoffbriickenbindungen mit den Propansaureresten des Porphyringeristes; 0: GxxDG-Motiv

In der Sequenz wurde neben konservierten Resten, die an der Bindung der prosthetischen Grup-
pe beteiligt sind (Strittmatter et al. 2013), das unter allen Mitgliedern der DyP-Typ-Peroxidase-
Familie konservierte Strukturmotiv GxxDG identifiziert (Sugano 2009). Weiterhin wurde mit Hilfe
der Programme NetNGly 1.0 (Gupta et al. 2004, Tab. 2.14) und NetOGly 3.1 (Julenius et al. 2005,
Tab. 2.14) die Aminosduresequenz auf das Vorhandensein von Glykosylierungsstellen untersucht.

MsP1 weist sieben potentielle N- und eine potentielle O-Glykosylierungsstelle auf.

>Der Stamm wurde in der Vergangenheit urspriinglich als Geotrichum candidum Dec 1 bezeichnet; spiter filschli-
cherweise als Thanatephorus cucumeris
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Mit dem Programm SWISS-MODEL (Arnold et al. 2006, Tab. 2.14) wurde ein Strukturmodell von
MsP1 in Homologie zur Rontgenkristallstrukur der dye-decolorizing Peroxidase aus Bjerkandera
adusta (BadDyP) (PDB-ID 3AFV) berechnet. Die Strukturen wiesen eine Homologie von 48% auf
(Abb. 3.71), wodurch von einer dhnlichen Faltung beider Proteine ausgegangen werden konnte.

Abbildung 3.71: Homologie des berechneten Strukturmodells von MsP1 und der Réntgenkristallstrukur der dye-
decolorizing Peroxidase aus Bjerkandera adusta (BadDyP) (PDB-ID 3AFV): m: BadDyP; m: MsP1

Die berechnete 3D-Struktur der DyP-Typ Peroxidase MsP1 wurde mit Chimera (Tab. 2.14) visua-
lisiert (Abb. 3.72).
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Abbildung 3.72: 3D-Proteinstrukturmodell von MsP1 basierend auf der Struktur einer dye-decolorizing Peroxi-
dase aus Bjerkandera adusta (BadDyP) (PDB-ID 3AFV), modelliert mit SWISS-MODEL:
«=dp . B-Faltblattstrukturen
NYY : g-Helices
R prosthetische Gruppe Hdm mit einem Eisenion als Zentralatom
b potentielle N-Glykoslylierungsstellen
=~ potentielle O-Glykosylierungsstelle
< : GxXDG-Motiv
1175, R266, R317, R333: potentiell an der Bindung der prosthetischen Gruppe Ham beteiligt durch
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit den Propansaureresten des Porphyringe-
ristes

Das berechnete Strukturmodell weist 21 a-Helices und 7 -Faltblattstrukturen auf. Weiterhin ver-
fligt es liber zwei Domdnen (eine proximal gelegene N-terminale Doméne und eine distal gelegene
C-terminale Domane), die das zentrale Him umschliefsen. Beide Doménen besitzen eine vierst-
rangige anti-parallele S-Faltblattstruktur, die zwischen a-Helices in einer Ferredoxin-dahnlichen
Faltung liegt. Beide §-Faltblattstrukturen bilden gemeinsam ein S-barrel, welches das Ham flan-
kiert.
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3.9 Immobilisierung der gereinigten rekombinanten Peroxidase MsP1

Zur Riickgewinnung von MsP1 aus technischen Prozessen wurde reines MsP1 mit Hilfe kovalenter
chemischer Bindungen an Oberflachen verschiedener Materialien immobilisiert.

Zum einen erfolgte die Immobilisierung mit Glutardialdehyd als homobifunktionalem Cross-Linker;
zum anderen durch eine chemische Aktivierung der Oberflichengruppen mit N-(3-Dimethylamino-
propyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) und anschlie-
3ender Ausbildung stabiler Amidbindungen.

3.9.1 Immobilisierung mit Glutardialdehyd

Die Strategie zur Immobilisierung von MsP1 mit Glutardialdehyd basiert auf der Interaktion zwi-
schen Aminen und Aldehyden. Beide funktionellen Gruppen reagieren zu einer Schiffschen Ba-
se. Durch Reduktion entsteht ein sekundédres Amin. Die Immobilierung von MsP1 mit dem Cross-
Linker Glutardialdehyd erfolgte nach 2.18.1 mit folgenden Partikeln:

e Blind-SiO, (s.2.3.1)

« AP-Si0,
Mit Hilfe von Glutardialdehyd wurden geringe Mengen des gereinigten MsP1 an die verwendeten
Silica-Monolithen immobilisiert.

Jedoch fiihrte die Reaktion mit Glutardialdehyd mit anschlieféender Reduktion der Schiffschen
Base zu einer Inaktivierung des Enzyms, da keine Aktivitat des kovalent gebundenen MsP1 ge-

geniiber dem Substrat ABTS nachgewiesen wurde.

Aus diesem Grund wurde diese Immobilisierungsstrategie nicht weiter verfolgt.
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3.9.2 Immobilisierung mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid
und N-Hydroxysuccinimid

Die Immobilisierung mit Hilfe von EDC und NHS stellt eine der gangigsten Strategien zur Kopp-
lung von Aminen bzw. Aminogruppen an carboxylterminierte Monolagen auf der Oberflache von
Materialien dar.

Die Immobilisierung von MsP1 mit EDC und NHS erfolgte nach 2.18.2 mit folgenden Partikeln:

e Blind-SiO, (s.2.3.1)
BSMAP-SiO,
BSAM-PS(1)>* (s. 2.3.2)
BSAM-PSan>*
Carboxy-PSm°*
Carboxy-PSan>*

Die Bestimmung des Gehaltes an gebundenem MsP1 erfolgte nach 2.18.3 bzw. 2.18.4 (Tab. 3.14).
Weiterhin wurde die Aktivitit des immobilisierten MsP1 gegeniiber ABTS (s. 2.18.5) untersucht
(Tab. 3.14).

Tabelle 3.14: Bilanzierung einer Immobilisierung der gereinigten rekombinanten Peroxidase MsP1 aus
Mycetinis scorodonius

Probe Protein spezifische Aktivitit Aktivitit
inmg in% gkg!Material inmUmg! in% in U kg™! Material

Enzymlésung 1,22 100 — 367000 100 —
Blind-SiO, 0,43 35 1,81 53 <0,1 102
BSMAP-SiO0, 0,86 70 3,67 1473 0,4 6270
BSAM-PS() 0,39 32 0,39 1479 0,4 575
BSAM-PS(i1) 0,30 25 0,29 454 0,1 128
Carboxy-PS( 0,43 35 0,39 730 0,2 281
Carboxy-PS(y 0,33 28 0,32 971 0,3 305

Mit Hilfe von EDC und NHS wurde MsP1 aktiv an Silica-Monolithen und Polystyrol-Kugeln immo-
bilisiert. Von der Bindungskapazitdt wurden <0,1% ausgenutzt.

>*polystyrol-Kugeln mit teilweise gleichen Oberflichengruppen jedoch unterschiedlichen Bindungskapazititen
(s. 2.3.2): BSAM-PS(1): 1,02 mmol g*; BSAM-PS(1I): 0,94 mmol g™!; Carboxy-PS(I): 1,55 mmol g™*; Carboxy-PS(lI):
1,12 mmol g‘1
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Folgende Materialien wiesen neben der hochsten Proteinmenge gleichzeitig den niedrigsten Ak-
tivitatsverlust auf:

« BSMAP-Si0,
« BSAM-PS()

Von diesen Materialien wurde die Wiederverwendbarkeit sowie die Lagerstabilitat (s. 2.18.6 und
2.18.7) liberpriift. Weiterhin wurden sie zur Bleichung von Molke eingesetzt (s. 2.18.9).

3.9.2.1 Wiederverwendbarkeit von immobilisiertem MsP1

Die Aktivitdt des immobilisierten MsP1 wurde 20 mal mittels ABTS-Assay (s. 2.18.5) lberpriift.
Nach einer Messung wurden die Materialien dreimal mit 300 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,0

gewaschen und erneut zur Messung der Aktivitit eingesetzt (Abb. 3.73).

Die Aktivitiat des immobilisierten MsP1 an BSAM-PS(1) war wahrend den Wiederholungen anna-
hernd konstant. Bei dem Umsatz von ABTS mit MsP1 immobilisiert an BSMAP-SiO, wurde eine
hohere Anfangsaktivitdt gemessen; jedoch trat wahrend den ersten Wiederholungen ein Aktivi-
tatsverlust von 70% auf.
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Abbildung 3.73: Aktivitit in U kg™ Material des immobilisierten MsP1 gegeniiber ABTS in Abhangigkeit der Wie-
derholungen des Enzymassays: —e—: MsP1 immobilisiert an BSAM-PS(1)
—e—: MsP1 immobilisiert an BSMAP-SiO,
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3.9.2.2 Lagerstabilitdt von immobilisiertem MsP1

MsP1 immobilisiert an BSAM-PS(1) bzw. BSMAP-SiO, wurde bei 4 °C gelagert. Die Aktivitat des
immobilisierten MsP1 wurde nach 1, 2, 5 und 10 Tagen mittels ABTS-Assay (2.18.5) iiberpriift
(Abb. 3.74).
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Abbildung 3.74: Spezifische Aktivitat in % des immobilisierten MsP1 gegentliber ABTS in Abhdngigkeit der Lager-
dauer bei 4°C: e: MsP1 immobilisiert an BSAM-PS(1)
B: MsP1 immobilisiert an BSMAP-SiO,

Die Aktivitat des an BSAM-PS(1) immobilisierten MsP1 wies nach der Lagerung keinen signifikan-
ten Unterschied zur direkten Aktivititsmessung auf. Die Aktivitidt des immobilisierten MsP1 an
BSMAP-Si0, betrug nach 10 Tagen 85%.

Eine Lagerung des immobilisierten MsP1 bei 4 °C war somit moglich.
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3.9.2.3 Charakterisierung der porosen Silica-Materialien

Zur Charakterisierung mittels Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmessung (s. 2.18.8) wurden

folgende Materialien eingesetzt:

e Blind-SiO,: reines Silica ohne Funktionalisierung (s. 2.3.1)
e MsP1-Blind-SiO,: reines Silica ohne Funktionalisierung nach Immobilisierung mit MsP1
e BSMAP-SiO0,: Silica funktionalisiert mit MAPTMS und Bernsteinsdureanhydrid

e MsP1-BSMAP-SiO,: Silica funktionalisiert mit MAPTMS und Bernsteinsdureanhydrid nach
Immobilisierung mit MsP1

Anhand der mittels Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmessung erhaltenen Adsorptionsiso-
thermen (Abb. 3.75 (a)) wurden die spezifischen Oberflachen der pordsen Materialien bestimmt
(Tab. 3.15).

Aufder Grundlage zylindrischer Poren und anhand des non-local density functional theory (NLDFT)-
Adsorptionszweig-Modells wurden sowohl das Porenvolumen als auch der mittlere Porendurch-
messer berechnet.

Weiterhin wurde durch die Anwendung der BJH-Methode nach Barret, Joyner und Halenda auf
den Desorptionszweig (Abb. 3.75 (a)) die Porengrofienverteilung erhalten (Abb. 3.75 (b)).

Tabelle 3.15: Spezifische Oberflache, Porenvolumen und Porendurchmessergemiteir der Materialien vor und
nach Immobilisierung mit MsP1

Material spezifische Oberfliche Porenvolumen® Porendurchmessergemittelt’’
inm?g! incm3 g! in nm

Blind-SiO, 510 0,88 7,3

MsP1-Blind-SiO, 127 0,27 7,3

BSMAP-SiO, 356 0,59 7,3

MsP1-BSMAP-SiO, 122 0,20 7,3

>Berechnungen erfolgten auf der Grundlage zylindrischer Poren; non-local density functional theory (NLDFT)-
Adsorptionszweig-Modell
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Abbildung 3.75: Charakterisierung der Materialien mittels Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmessung:
—: Blind-SiO,; —: MsP1-Blind-SiO, —: BSMAP-SiO,; —: MsP1-BSMAP-SiO,

Funktionalisiertes Silica (BSMAP-SiO,) wies sowohl eine geringere spezifische Oberflache als auch
ein geringeres Porenvolumen als das nicht funktionalisierte Silica (Blind-SiO,) auf.

Die Immobilisierung von MsP1 an die Materialien fiihrte zu einer weiteren Abnahme der spezifi-
schen Oberflache und des Porenvolumens.

Alle untersuchten Materialien wiesen einen mittleren Porendurchmesser von 7,3 nm auf, wo-
durch diese Poren als Mesoporen klassifiziert wurden.

Aus der Verteilung der mittleren Porengrofie vor und nach der Immobilisierung war zu erkennen,

dass die Immobilisierung zu einer Abnahme der Gesamt-Mesoporositit fiihrt.
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3.9.2.4 Bleichung von Molke mit immobilisiertem MsP1

Die Bleichung der mit Annatto gefarbten Molke und des gefarbten 50 mM Natriumacetat-Puffers
pH 3,5 erfolgte mit immobilisiertem MsP1 (an BSAM-PS(1) bzw. BSMAP-SiO,) nach 2.18.9.

Zur Kontrolle wurden ein Blindwert (Ansatz ohne immobilisierte Partikel), eine Negativkontrol-
le (Ansatz mit inaktivierten Partikeln) und eine Positivkontrolle (Ansatz mit gereinigtem, nicht
immobilisiertem MsP1) auf die gleiche Weise angesetzt und vermessen (Abb. 3.76; exemplarisch
mit MsP1 immobilisiert an BSAM-PS(1) gezeigt).

Immobilisiertes MsP1 Positivkontrolle
Oh 3h 12 h Oh 3h 12 h

Nl I e

S #@ ‘, B ; .;-*&—» ‘,r‘t)

Molke mit Puffer mit
Annattozusatz  Annattozusatz

reine
Molke

Abbildung 3.76: Bleichung von gefarbter Molke und gefarbtem 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 mit immo-
bilisiertem MsP1 (an BSAM-PS(1)) Gber 12 Stunden und mit gereinigtem, nicht immobilisiertem
MsP1 (Positivkontrolle)

Immobilisiertes MsP1 an BSAM-PS(1) bzw. BSMAP-Si0, bleichte sowohl den durch Annattozusatz
gefarbten 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5, als auch die gefarbte Molke innerhalb von 12 Stun-
den vergleichbar zur Positivkontrolle. Dabei war kein Unterschied zwischen den eingesetzten Ma-

terialien zu erkennen.

Reine Molke ohne Zusatz von Annatto wies keine signifikante Veranderung innerhalb der 12 Stun-

den auf.
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4 Diskussion

4.1 Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Pleurotus sapidus gehort zu der Familie der Pleurotaceae (Seitlinge) und ist ein naher Verwandter
des Austernseitlings Pleurotus ostreatus und des braunen Krauterseitlings Pleurotus eryngii, die
als schmackhafte Speisepilze bekannt sind. Dieser Standerpilz wachst in der Natur auf Laub- und
Nadelholz, lasst sich aber auch gut submers kultivieren (Bouws 2007). Im Sekretom des Weif3-
faulepilzes Pleurotus sapidus, wurde eine Vielzahl an Enzymen identifiziert, die dem Lignocellulose-
Abbau dienen. Zu ihnen zdhlen unter anderem Cellulasen, Hemicellulasen, Peptidasen, Esterasen,

Laccasen und insbesondere Peroxidasen (Zorn et al. 2005).

Ein weiteres Enzym aus dem Weif3faulepilz P. sapidus katalysiert die selektive allylische Oxidation
des Sesquiterpenkohlenwasserstoffs (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton (Kaspera 2004; Fraatz et al.
2009Db), eine Schliisselkomponente des Grapefruitaromas. (+)-Nootkaton ist ein begehrter Aro-
mastoff und wird als Riech- und Duftstoff in der Kosmetik- und Arzneimittelindustrie sowie zur
Aromatisierung von Lebensmitteln verwendet. Aufgrund dessen geringer Akkumulation in Pflan-
zen wird der industrielle Bedarf nahezu ausschliefdlich durch Chemosynthese gedeckt, bei der oft
umweltbelastende Reagenzien, Katalysatoren und Losungsmittel zum Einsatz kommen (Hunter
und Brogden 1965; Fraatz et al. 2009a).

Die Biotransformation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton wurde bereits mit Ganzzellsystemen
bzw. Zellextrakten aus Bakterien, Pflanzen und Pilzen, als auch mit isolierten Enzymen (Oxidore-
duktasen, EC 1) untersucht. Die Oxidation von Valencen durch ungesattigte Fettsdurehydroperoxi-
de, die in situ durch Lipoxygenasen synthetisiert worden sind, wurde 1998 patentiert und lieferte
Nootkatonausbeuten von bis zu 60 gkg™! Reaktionsmedium (Muller et al. 1998). Eine Umsetzung
von (+)-Valencen durch pflanzliche Suspensionskulturen ist zwar moglich (Sakamaki et al. 2005),
jedoch ist die Art der Kulturfithrung im Vergleich zur niedrigen Produktausbeute langwierig und
kostenintensiv (Fraatz et al. 2009a). Die enzymatische Synthese von (+)-Nootkaton mit Hilfe der
Oxygenase aus P, sapidus hingegen ermoglicht die biotechnologische Gewinnung des natiirlichen
Aromastoffes. Die Transformation von (+)-Valencen mit frischem bzw. gefriergetrocknetem My-
zel des Speisepilzes Pleurotus sapidus erzielte hohe Konzentrationen an (+)-Nootkaton (Fraatz et
al. 2009a). Das fiir diese Reaktion verantwortliche Enzym wurde gereinigt und nach tryptischem

Verdau de novo sequenziert (Fraatz 2007).
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Einige der ermittelten Peptidsequenzen der Oxygenase wiesen Homologien zu putativen Lipoxy-
genasen verschiedener Asco- und Basidiomyceten auf und die kodierende cDNA wurde kloniert
(Fraatz et al. 2009b).

Ublicherweise setzten Lipoxygenasen Substrate mit (Z,Z)-Penta-1,4-dien-Struktur zu den korre-
spondierenden Hydroperoxiden um (Prigge et al. 1997); als Zwischenprodukte werden mesome-
riestabilisierte®® Pentadienylradikale gebildet (Abb. 4.1).

+0, 00 N o1 Hoo e
R R R R

Abbildung 4.1: Mesomeriestabilisierter Mechanismus der — von Lipoxygenasen katalysierten — Bildung von Hy-
droperoxiden (modifiziert nach Prigge et al. (1997))

Von Corey und Nagata (1987) wurde ein weiterer Reaktionsmechanismus dargelegt. Bei diesem
katalysiert das Eisen(III)-Ion der Lipoxygenase die Deprotonierung des Substrats, indem es eine
direkte Bindung®’” mit dem resultierenden Carbanion eingeht. AnschlieRend wird molekularer
Sauerstoff eingefiihrt und das Hydroperoxid gebildet (Abb. 4.2). Eine entsprechende (Z,Z)-Penta-
1,4-dien-Struktur wird fiir diesen Schritt prinzipiell nicht benétigt.

Enzym — B') Enzym — BH Enzym — B~

H H
~ ' RI RI
R\Z)&—/R R\:/\‘_/ +0, R\:/\‘_/
—_— 4 —_— 4
Q 3+ /Feg+ 3+ /OOH
Enzym — Fe Enzym”/ Enzym — Fe

Abbildung 4.2: Organo-Eisen-Mechanismus von Lipoxygenasen (modifiziert nach Corey und Nagata (1987))

Fraatz (2007) vermutet bei der Biotransformation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton durch Pleu-
rotus sapidus eine allylische Oxidation (in Analogie zu Abb. 4.2). Durch eine Schenck-Umlagerung
und anschlieflende Oxidation wire die Bildung von (+)-Nootkaton moglich. Der Reaktionsme-
chanismus sollte demzufolge allylische Hydroperoxide als Intermediate aufweisen. Kriigener et
al. (2010) isolierten aus dem Transformationsansatz die sekundédren Valencen-Hydroperoxide
(Abb. 4.3; 3 und 3’). Anhand der isolierten Hydroperoxide und der Homologie der partiellen Pep-
tidsequenzen zu Lipoxygenasen wird das Enzym als lipoxygenase-ahnlich vermutet (Kriigener et
al. 2010).

% Ausbildung eines delokalisierten I1-Elektronensystems
%7 elektrophile Addition
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Abbildung 4.3: Biotransformation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton durch eine Oxygenase aus Pleurotus
sapidus (modifiziert nach Krigener et al. 2010): 1: (+)-Valencen; 2: tertidres (+)-Valencen-
(S)-hydroperoxid; 2’: tertidres (+)-Valencen-(R)-hydroperoxid; 3: sekundares (+)-Valencen-(S)-
hydroperoxid; 3': sekundares (+)-Valencen-(R)-hydroperoxid; 4: f-Nootkatol; 4’: a-Nootkatol; 5:
(+)-Nootkaton

Lipoxygenasen (LOX) sind monomere nichthdmeisenhaltige Dioxygenasen (Linoleat: Sauerstoft-
Oxidoreduktase, EC 1.13.11.12). Sie katalysieren den regio- und stereospezifischen Einbau von
molekularem Sauerstoff in mehrfach ungesittigte Fettsduren, die mindestens eine (Z,Z)-Penta-
1,4-dien-Struktur aufweisen, unter Bildung von Hydroperoxidverbindungen (Brash 1999). Diese
Eigenschaft wird als ausschlaggebendes Kriterium zur Klassifizierung von Lipoxygenasen einge-
setzt (Tasaki et al. 2013).

LOX finden sich in einer Grof3zahl von Organismen; unter anderem in Bakterien, Pflanzen und Sau-
getieren (Kithn und Thiele 1999; Oliw 2002; Liavonchanka und Feussner 2006). Sie formen hoch
reaktive konjugierte Fettsaurehydroperoxide. Diese Reaktion spielt eine wichtige Rolle als initia-
ler Schritt bei der Biosynthese einer grofien Anzahl verschiedenster Produkte (Plagemann et al.
2013). In Pflanzen haben diese Hydroperoxide Funktionen in der Wundheilung und der Abwehr
von Pathogenen (Gardner 1991). Typische Substrate bei Pflanzen sind Linol- und Linolensaure
(Liavonchanka und Feussner 2006).

Bei Sdugetieren wird iiberwiegend Arachidonsdure umgesetzt (Funk 2001). Dadurch werden Hy-
droperoxyeicosatetraensauren gebildet, die als Vorstufe von Leukotrienen und Lipoxinen dienen.
Diese fungieren als kritisches Signalmolekiil in einer Reihe von Erkrankungen (Samuelsson et al.
1987; Kiihn et al. 2002; Serhan 2004; Hamerman 2005).

Dartiber hinaus ist die Bildung aromaaktiver Komponenten wie unter anderem Aldehyde, Keto-
ne und Alkohole aus ungesattigten Fettsdurehydroperoxiden in Friichten und Gemiise bekannt
(Filippovich et al. 2001). Seit geraumer Zeit wird vermutet, dass Lipoxygenasen in Pilzen an der

Biosynthese von charakteristischen Pilzaromakomponenten wie Oct-1-en-3-ol beteiligt sind.
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Bisher gibt es jedoch keine Beweise, die den Ursprung von Cg-Verbindungen in der Reaktion einer
LOX zeigen (Kuribayashi et al. 2002; Brodhun und Feussner 2011).

Vorangegangene Studien beschreiben Lipoxygenaseaktivitdt in Extrakten verschiedener Pilzspe-
zies unter anderem aus Thermomyces lanuginosus, Geotrichium candidum Fusarium proliferatum,
Gaeumannomyces graminis und Pleurotus ostreatus (Perraud et al. 1999; Li et al. 2001; Bisakow-
ski et al. 1998; Su und Oliw 1998; Kuribayashi et al. 2002; Tasaki et al. 2013). Einige dieser LOX

wurden gereinigt und partiell charakterisiert.

4.1.1 Biochemischer Nachweis mittels polyklonalem Antikorper

Der Nachweis der Oxygenase aus Pleurotus sapidus (PSA) erfolgte mittels SDS-PAGE und anschlie-
3endem Western Blot. Fiir die Produktion des dafiir benétigten polyklonalen Antikérpers wurde
die Aminosduresequenz CQDAQYYPDDASVAGD auf der Oberflidche des Enzyms als Antigendetermi-
nante ausgewahlt (Riemer 2010). Die Oxygenase wurde mit einem Molekulargewicht von 76 kDa

selektiv nachgewiesen (Abb. 3.1).

Mit Hilfe des polyklonalen Antikérpers wurde jedoch nur das denaturierte Enzym detektiert. Un-
ter nativen Bedingungen war keine Proteinbande zu erkennen (Abb. 3.1). Demnach befindet sich
die ausgewahlte Antigendeterminante nicht wie vermutet auf der Oberflache des Proteins. Auf
Grund dessen wurde der spezifische Nachweis der Oxygenase im Folgenden ausschliefdlich un-
ter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt. Bei dem PSA-Lyophilisat hingegen wurde auch
unter nativen Bedingungen eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht von 55 kDa nachge-
wiesen (Abb. 3.1). Vermutlich gelangte die Antigendeterminante infolge des Abbaus des Proteins
hervorgerufen durch die Lyophilisation (s. 3.1.4,4.1.3) an die Oberflache, wodurch eine Entfaltung

mittels Denaturierungsreagenzien und Hitze nicht mehr notig war.

Anhand von Kontrollen wurde nachgewiesen, dass der polyklonale Antikérper keine unspezifi-
schen Bindungen mit Fremdproteinen eingeht (Abb. 3.2). Lediglich die Positivkontrollen zeigten
charakteristische Proteinbanden. Mit Hilfe von Mehrfachbestimmungen wurde die Reproduzier-
barkeit des Western Blots (Abb. 3.3) gezeigt. Zudem korrelierte die Signalstarke der Proteinban-
de mit dem Gehalt des Enzyms in der jeweiligen Probe (Abb. 3.4). Infolgedessen war neben dem
Nachweis der Oxygenase auch eine Abschiatzung bzw. Vergleich des Gehaltes anhand der Starke

des Bandensignals moglich.

Zusatzlich erfolgte der Aktivitatsnachweis der Oxygenase durch die Biotransformation des Ses-
quiterpens (+)-Valencen nach Fraatz (2007). Uber den internen Standard Thymol wurden die Ge-
halte des Transformationsproduktes (+)-Nootkaton ermittelt (Abb. 3.5). Im Folgenden wurden
mittels Western Blot und Biotransformation sowohl das Vorhandensein der Oxygenase, als auch

deren Aktivitat (Transformationsaktivitat) tiberprift und verglichen.

168



Diskussion

4.1.2 Transformationsaktivitat der Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Die Transformationsaktivitit der Oxygenase aus PSA gegeniiber (+)-Valencen wurde iiber den
Kulturverlauf des Basidiomyceten gaschromatographisch untersucht und erreichte am vierten
Tag ein Maximum (Abb. 3.6). Das Aktivititsmaximum ist durch den Gehalt der Oxygenase aus
PSA zu erkldren, der am vierten Kulturtag ebenfalls am héchsten war (Abb. 3.7). Auf Grund des-
sen wurde das Pilzmyzel fiir alle weiteren Untersuchungen am vierten Tag geerntet, um so den

hochsten Gehalt des Enzyms zu erhalten.

4.1.3 Vergleich verschiedener Zellaufschlussvarianten

Der Kulturtiberstand einer Submerskultur von PSA zeigte weder eine Proteinbande der Oxygena-
se noch Transformationsaktivitit gegentiber (+)-Valencen (ohne Abbildung). Demzufolge handelt
es sich bei der Oxygenase um ein intrazelluldres Enzym. Auch bei Lipoxygenasen handelt es sich
um intrazelluldre Enzyme (Andreou und Feussner 2009). Aus diesem Grund wurden verschiedene
Zellaufschliisse beziiglich der Ausbeute und der Stabilitidt der Oxygenase miteinander verglichen
(Abb. 3.9). Frisches Pilzmyzel wies nach den Zellaufschliissen mittels fliissigem Stickstoff, Ultra-
Turrax oder Rithrwerkskugelmiihle nur eine Proteinbande mit einem ermitteltem Molekularge-
wicht von 76 kDa auf. Durch die Verldngerung der Zellaufschlussdauer mittels Rithrwerkskugel-
miihle trat keine Verdnderung des Bandenmusters auf (ohne Abbildung). Mehrfach eingefrorenes
und mittels fliissigem Stickstoff aufgeschlossenes Myzel zeigte ein Bandenmuster mit Molekular-
gewichten von 60-76 kDa. Bei dem Uberstand von lyophilisiertem PSA wurden Proteinbanden mit
Molekulargewichten von 54 kDa, 66 kDa, 68 kDa und 76 kDa detektiert. Durch Konzentrierung des
Uberstandes veridnderte sich das Bandenmuster dahingehend, dass stark ausgeprigte Banden mit
Molekulargewichten zwischen 54-68 kDa erhalten wurden. Demzufolge wird bei Lyophilisation,
Konzentrierung mit Hilfe von Nanosep®-Zentrifugationseinheiten oder mehrfachem Auftauen ein
Abbau des Enzyms durch Proteinasen induziert (Schmidt et al. 2011). Riemer (2010) zeigte, dass
die Oxygenase keine Glykosylierung aufweist, was fiir intrazellulare Enzyme nicht ungewdhnlich
ist. Die Glykosylierung ist charakteristisch fiir sekretierte Enzyme; sie schiitzt die Enzyme vor
Proteolyse, erhoht ihre Wasserloslichkeit und Stabilitat (Lis und Sharon 1993, Sugano et al. 2000,
Rehm 2002, Varki et al. 2009)

Die hochste Produktkonzentration an (+)-Nootkaton wurde durch den Aufschluss mittels Riihr-
werkskugelmiihle mit einer Aufschlussdauer von 5 min erzielt (Abb. 3.10). Der (+)-Nootkatonge-
halt betrug 21,8 + 1,1 mg g~! Trockenmasse (TM). Aus einer Verlingerung der Aufschlussdauer
auf 10-20 min resultierte eine Abnahme der Ausbeute an (+)-Nootkaton um 24%. Die Aufschliis-
se mittels fliissigem Stickstoff und Ultra-Turrax erbrachten 31% bzw. 39% niedrigere Gehalte an
(+)-Nootkaton. Bei der Biotransformation mit lyophilisiertem Pilzmyzel wurden 84% niedrigere
(+)-Nootkatongehalte ermittelt und somit die niedrigste Produktausbeute erzielt. Vergleicht man

die Produktausbeute der Transformation mit dem ermittelten Proteinbandenmuster der Oxyge-
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nase, ist zu erkennen, dass die Ausbeute an (+)-Nootkaton mit dem Abbau der Oxygenase korre-
liert. Demzufolge wird das Enzym beim Abbau inaktiviert.

Die C-terminale Domane, die die katalytisch aktiven Aminosduren beinhaltet, weist bei Lipoxyge-
nasen haufig grofée Homologien auf (Minor et al. 1993). Die Funktion der kleineren N-terminalen
Domadne hingegen, die fest mit der C-terminalen Domane verbunden ist, ist noch nicht vollstan-
dig verstanden (Maccarrone et al. 2001). Sowohl bei der Substratbindung (Brash 1999) als auch
bei der Proteinfaltung werden Einfliisse vermutet (Sudharshan und Rao 1997). Maccarrone et al.
(2001) vermuten, dass es sich bei der N-Doméane der Lipoxygenase-1 aus der Sojabohne um einen
Inhibitor der katalytischen Aktivitdt und der Membranbindefdhigkeit handelt; die Entfernung der
N-Doméne vom nativen Enzym resultierte in keiner Aktivititsminderung, sondern in einer Akti-
vitatssteigerung. Dennoch fiihrte die Expression verkiirzter Gene (verkiirzter N-Terminus) der
Lipoxygenase-1 zu inaktivem Enzym (Steczko et al. 1991). Demzufolge sind die am N-Terminus

lokalisierten Aminosduren vermutlich essentiell fiir die passende Faltung des Enzyms.

Fraatz (2007) zeigte wiahrend der chromatischen Reinigung mittels FPLC ebenfalls einen Abbau
der Oxygenase. Auch in dieser Arbeit wurden, weder tiber Affinititschromatographie mit Hilfe des
spezifischen Antikérpers noch mittels praparativer isoelektrischer Fokussierung, ausreichende
Mengen der vollstdndigen und aktiven Oxygenase aus dem Myzel des Pleurotus sapidus isoliert,
um nach tryptischem Verdau eine de novo-Sequenzierung vornehmen zu kénnen.

4.1.4 Einfluss der Lagerdauer und -temperatur

Frisch geerntetes PSA-Myzel wurde fiir 21 Tage bei -20 °C bzw. -80 °C eingefroren. Nach der La-
gerung wurde eine verminderte Aktivitdt nachgewiesen. Der Gehalt an (+)-Nootkaton betrug im
Vergleich zu einer Transformation von (+)-Valencen durch frisches Pilzmyzel lediglich 12-17%.
Das Bandenmuster unterschied sich dahingehend, dass bei dem gelagerten Pilzmyzel neben der
Proteinbande mit einem ermitteltem Molekulargewicht von 76 kDa eine weitere Bande mit ei-
nem Molekulargewicht von 66 kDa detektiert wurde. Beim Einfrieren des Pilzmyzels entstehen
Eiskristalle, die Zellwdnde beschadigen konnen. Bei der anschliefenden Lagerung wird vermut-
lich durch proteolytische Enzyme ein Abbau des Enzyms induziert, wodurch dieses inaktiviert

wird.

4.1.5 Vergleich von Myzel und Fruchtkorper

Sowohl die Transformationsaktivitat als auch das Proteinbandenmuster des PSA-Myzels wurden
mit der Aktivitdit und dem Bandenmuster des Fruchtkorpers verglichen. Dabei zeigte sich, dass
sich das Proteinbandenmuster des Fruchtkorpers signifikant von dem Proteinbandenmuster des
Myzels unterscheidet. Anstatt einer Bande mit einem Molekulargewicht von 76 kDa, wurden bei
dem aufgeschlossenen Fruchtkérper Banden mit Molekulargewichten von 9-76 kDa detektiert
(Abb. 3.12 (b)). Sowohl das Pilzmyzel als auch der Fruchtkoérper wurden mit Hilfe von fliissigem
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Stickstoff und anschlieflendem Morsern aufgeschlossen. Da das aufgeschlossene Pilzmyzel nur

eine konkrete Proteinbande aufwies, wurde der Abbau nicht durch den Zellaufschluss induziert.

Fruchtkorper gehoren zu den komplexesten Strukturen, die ein Pilz bilden kann. Die Bildung die-
ser Fruchtkorper wird durch Umweltfaktoren, Sexualhormone und den Erndahrungszustand be-
einflusst (Braus et al. 2002). Die Pilzgewebe der Fruchtkorper entstehen liber einen drastischen
Umbau des Organismus, bei dem die Hyphe als morphologisches Grundelement jedoch erhalten
bleibt (Hershko und Ciechanover 1998). Die Fruchtkérperbildung bendtigt verschiedene spezia-
lisierte Zellen wie beispielsweise die Zellen, die die resistente Fruchtkorperwand ausbilden, in
deren Inneren die Sporenbildung erfolgt. Da diese spezialisierten Zellen eine andere Proteinzu-
sammensetzung als die Hyphe haben, erfordert der Umbau eine Neusynthese bzw. einen Abbau
von nicht mehr benétigten Proteinen. Dieser Abbau von Proteinen zu Aminosauren findet in der

Vakuole und im Proteasom von Pilzen statt.

Der Gehalt an (+)-Nootkaton betrug bei der Transformation von (+)-Valencen mit Myzel von Pleu-
rotus sapidus 15,0 + 0,1 mg g~ Trockenmasse (TM) (Abb. 3.12 (a)). Die Produktkonzentration der
Transformation mit PSA-Fruchtkorper fiel 98% niedriger aus. Das Vorkommen der Oxygenase
im Fruchtkorper wurde durch die Detektion der Proteinbande mit einem Molekulargewicht von
76 kDa gezeigt. Die Verringerung der Aktivitat der Oxygenase gegeniiber (+)-Valencen ist auf den
Abbau des Enzyms zuriickzufiihren. Tasaki et al. (2013) untersuchte die Expression einer Lipo-
xygenase aus Pleurotus ostreatus (PoLOX1) in Fruchtkérpern anhand der mRNA mittels Northern

Blot und zeigten, dass in den Pilzstielen das relative mRNA-Level hoher ist als in den Kappen.

4.1.6 Vergleich der nativen Oxygenase aus Pleurotus sapidus und der in Hansenula
polymorpha heterolog exprimierten Oxygenase

Die cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde in Vorarbeiten (Riemer 2010) isoliert und
von ARTES Biotechnology heterolog in H. polymorpha exprimiert. Weiterhin wurde mit Hilfe von
SWISS-MODEL (Arnold et al. 2006) ein Strukturmodell des Enzyms berechnet®®, anhand dessen
die exponierte Aminosduresequenz CQDAQYYPDDASVAGD als Antigendeterminante fiir die Pro-

duktion polyklonaler Antikérper ausgewahlt wurde.

Sowohl das Molekulargewicht der rekombinanten Oxygenase, als auch deren Biotransformations-
aktivitat gegeniiber (+)-Valencen wurden mit der nativen Oxygenase aus Pleurotus sapidus ver-
glichen. Dabei wies die native Oxygenase ein Molekulargewicht von 76 kDa (Abb. 3.14) auf. Fir
die rekombinante Oxygenase hingegen wurde ein Molekulargewicht von 42 kDa ermittelt, wel-
ches mit dem berechneten Gewicht von 44 kDa (Riemer 2010) iibereinstimmt. Somit wurde die
codierende Gesamtsequenz der Oxygenase nicht vollstindig isoliert und infolgedessen das Struk-
turmodell falsch berechnet. Dadurch befindet sich die Antigendeterminante nicht wie vermutet

*8anhand eines Sequenzvergleiches zwischen der iibersetzten Aminosiuresequenz der Oxygenase und der Rontgen-
kristallstruktur der Lipoxygenase-1 aus der Sojabohne (Glycine max, PDB-ID 1YGE)
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exponiert auf der Oberflache des Enzyms (s. 4.1.1). Ferner zeigte die heterolog exprimierte Oxy-
genase - vermeintlich auf Grund einer inkorrekten Proteinfaltung - keinerlei Transformationsak-
tivitat gegeniiber dem Sesquiterpen (+)-Valencen.

Demzufolge wurde die Untersuchung der Oxygenase aus dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus
durch die Gewinnung von cDNA und anschlief3ender heterologer Expression abermals aufgenom-
men (s. 3.3, 3.4).

4.1.7 Modell- und Sequenzanalyse der Oxygenase

Die klonierte cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapidus hat eine Grofde von 1929 Basenpaaren,
die ein Protein aus 643 Aminosauren codiert (Abb. 3.28). Das Protein hat ein berechnetes Moleku-
largewichtvon 72,3 kDa und entspricht damit dem tiber SDS-PAGE bestimmten Molekulargewicht
von 76 kDa (Abb. 3.1). In der Aminosduresequenz sind einige Peptidsequenzen, die in vorange-
gangenen Arbeiten (Fraatz 2007) durch de novo Sequenzierung nach tryptischem Verdau mittels
ESI-MS/MS erhalten worden sind, vollstandig oder zum Teil enthalten.

Die hochsten Homologien auf Basis der Aminosduresequenz wurden zu einer postulierten Lipo-
xygenase aus Pleurotus ostreatus (98%), einer Lipoxygenase aus Pleurotus sajor-caju (98%), einer
Lipoxygenase aus Pleurotus dryinus (94%) sowie zu einer mutmafilichen Lipoxygenase aus Asper-
gillus fumigatus (49%) gefunden.

Aufgrund intensiver Untersuchungen von Andreou und Feussner 2009 und der vorliegenden auf-
geklarten Rontgenkristallstruktur (Minor et al. 1993) fungiert die Lipoxygenase-1 aus Glycine max
(PDB-ID 1YGE) als Modellenzym fiir die Familie der Lipoxygenasen. Mit 839 Aminosauren handelt
es sich um ein deutlich gréfieres Protein als die Oxygenase aus Pleurotus sapidus. Der Vergleich
der Aminosauresequenz der Oxygenase und der Rontgenkristallstruktur der Lipoxygenase-1 er-
gab eine Homologie von 15%. Aufgrund der geringen Ubereinstimmung der Sequenzen konnte
mit Hilfe von SWISS-MODEL (Arnold et al. 2006) kein Strukturmodell berechnet werden. Auch
andere Lipoxygenasen, deren Kristallstrukturen bekannt sind, wiesen keine hohere Homologie
zur Oxygenase aus Pleurotus sapidus auf. Auch wenn Lipoxygenasen aus Pflanzen und Tieren eine
geringe Ubereinstimmung beziiglich ihrer Aminosiauresequenzen aufweisen, sind die strukturel-
len Merkmale®® hoch konserviert (Kiihn et al. 2005).

Lipoxygenasen bestehen aus einem Polypeptidstrang mit zwei Domanen; einer kleinen N-termi-
nalen Domane und einer grofderen C-terminalen Domane (Kiihn et al. 2005; Mei et al. 2008). Die
N-terminale Doméne bildet ein S-Barrel, das aus zwei Faltbldttern mit jeweils 4 Strangen besteht.
Diese Domadne spielt mdglicherweise eine Rolle bei der Interaktion des Enzyms mit biologischen
Membranen (Bateman und Sandford 2016; Hammarberg et al. 2000), da sie sich wie ein Mem-
brananker verhalt (Abb. 4.4).

*Tertiarstruktur des Enzyms sowie Positionen der Aminosiuren, die an der Bindung des Eisens im Kkatalytischen
Zentrum beteiligt sind
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Membrananker

Abbildung 4.4: Modell einer 155-Lipoxygenase aus Kaninchen (PDB-ID 2POM) mit dem erwdhnten Membranan-
ker (Choi et al. 2008)

Die C-terminale Domane ist die katalytische Domine und besteht hauptsachlich aus a-Helices®®.

Sie beinhaltet die Aminosduren, die essentiell fiir die Katalyse, Eisenbindung und Substratposi-
tionierung sind (Kiihn et al. 2005). Die Imidazolringe der drei Histidinreste H499, H504, H690 und
die Carboxylgruppe des terminalen Isoleucin 1839 binden den Co-Faktor Eisen (Minor et al. 1996;
Andreou und Feussner 2009). Nach Prigge et al. (1997) ist eine Beteiligung des in Lipoxygenasen
hoch konservierten Aminosdurerestes Asparagin N694 und eines Wassermolekiils an der Eisen-
komplexierung wahrend des Katalytischen Zyklus moglich, trotz eines Abstandes von 3,3 A zum
Eisen. Durch den Vergleich der Aminosduresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus und der
Sequenz der Lipoxygenase-1 aus Glycine max wurden 4 Aminosduren identifiziert, die den ge-
nannten Aminosduren entsprechen (H325, H330, H510, N514 und [643) (Abb. 3.28). Die Oxygenase
besitzt je eine potentielle N- bzw. O-Glykosylierungsstelle. Riemer (2010) zeigte jedoch durch De-
glykosylierungsversuche mit Endoglykosidase H, dass die Oxygenase nicht glykosyliert ist. Auch
bei der Lipoxygenase-1 liegt vermutlich keine Glykosylierung vor (Minor et al. 1996).

6023 a-Helices und 8 g-Faltblitter
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4.1.7.1 Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pl)

Proteinextrakt von Pleurotus sapidus wurde einer isoelektrischen Fokussierung unterworfen. Zur
Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Oxygenase aus PSA wurden die erhaltenen Fraktio-
nen sowohl zum Dot Blot (Abb. 3.15) als auch zur Biotransformation des Sesquiterpens (+)-Valen-
cen (Tab. 3.2) eingesetzt. Die Messung des pH-Wertes der Fraktion, die sowohl eine Reaktion beim
Dot Blotals auch Aktivitdt gegeniiber (+)-Valencen zeigten, ergab einen isoelektrischen Punkt (pI)
der Oxygenase aus Pleurotus sapidus von 5,81. Der anhand der Sequenz berechnete theoretische
isoelektrische Punkt der Oxygenase liegt bei 5,33; der theoretische pl der Lipoxygenase-1 aus
der Sojabohne bei 5,96. Experimentell bestimmte isoelektrische Punkte sind in der Literatur fiir

Lipoxygenasen (13S-Lipoxagenasen) aus Pflanzen oder Standerpilzen nicht beschrieben.

4.1.8 Heterologe Expression der Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Zur Produktion ausreichender Mengen an Oxygenase®!

wurde ein eukaryotischer Expressions-
wirt verwendet: die Hefe Ogataea angusta auch bekannt als Hansenula polymorpha.

Die heterologe Expression wurde von dem Unternehmen ARTES Biotechnology in einem Uracil-
auxotrophen Wirtsstamm RB11 durchgefiihrt. Die Wahl des Wirtes ist direkt von den Eigenschaf-
ten des Zielproteins abhangig (Spadiut et al. 2010). Hansenula polymorpha ist eine methylotrophe
Hefeart und auf Grund der Thermotoleranz und der Bildung von hohen Zelldichten wahrend der
Kultivierung ein vielversprechender Expressionsorganismus (Gellissen et al. 2005). Ebenso wie
Pleurotus sapidus ist die Hefe ein Eukaryont und besitzt die Moglichkeit der posttranslationalen
Modifikation wie zum Beispiel der Glykosylierung von Proteinen (Irzykowska und Waskiewicz
2014; Daly und Hearn 2005). Durch die Expression in diesem Wirt wird die Wahrscheinlichkeit
erhoht, l6sliches und - auf Grund der korrekten Faltung - aktives Protein zu erhalten.

Die cDNA-Sequenz der Oxygenase wurde an die Codon Usage der Hefe angepasst und enthielt ei-
nen C-terminalen His-Tag. Fiir die intrazelluldre Expression wurde ein Expressionsplasmid auf
der Basis von pFPMT121 generiert. Ein restriktionspositives Expressionsplasmid wurde einer
DNA-Sequenzanalyse unterzogen, um die Sequenz des Inserts zu verifizieren. Fiir Stammgenerie-
rungen wurden 24 Uracil-prototrophe Transformantenkolonien ausgewahlt. Das Screening auf
positive Transformanten wurde mittels Western Blot nach denaturierender SDS-PAGE unter Ver-
wendung des Antiserums gegen die Oxygenase durchgefiihrt. Fiir die Negativkontrolle wurde der
entsprechende Vektor ohne Insert in den Expressionsstamm transformiert. Das Genkonstrukt lox
in Hansenula polymorpha fiihrte zur Synthese eines l6slichen Proteins von 73 kDa (Abb. 3.30),
das dem homolog exprimierten Protein entspricht. Von den zahlreichen lox6His-Transformanten
wurden besonders produktive Einzelstimme ausgewahlt und sowohl auf die Transformationsak-
tivitdt von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton als auch auf Lipoxygenaseaktivitit getestet. Bei beiden

Enzymassays wurde keine Aktivitit nachgewiesen; auch Zusitze von Eisen bzw. abgekochtem

®fiir eine proteinbiochemische Charakterisierung dieser
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Lyophilisat und Natriumcholat riefen keine Aktivitat hervor. Das Zentralatom Eisen wurde durch
eine eindeutige Farbung fiir Him- und Metallenzyme nachgewiesen (Abb. 3.29). Die nicht vorhan-
dene Aktivitit deutet - trotz l6slichem Enzym - auf eine nicht korrekte Faltung der Oxygenase

durch den Wirtsorganismus hin.

Parallel zu dieser Arbeit wurde im Arbeitskreis Prof. Dr. Dr. Berger (Institut fiir Lebensmittelche-
mie der Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat Hannover) die heterologe Expression der Oxygena-
se in Escherchia coli vorgenommen. Die in E. coli exprimierte Oxygenase lag jedoch intrazellular in
Einschlusskdrpern - sogenannten inclusion bodies - vor (Zelena et al. 2012). Dabei handelt es sich
um grofde Aggregate falsch gefalteter Proteine bzw. Faltungsintermediate, die sich im Cytoplasma
oder auch vereinzelt im Periplasma ablagern (Bowden et al. 1991). Um der Bildung von inclusion
bodies entgegenzuwirken und ldsliches Enzym zu erhalten, wurde die Expression bei niedrigen
Temperaturen unter der Kontrolle des Kélteschock-Promotors cspA vorgenommen. Ferner erfolg-
te eine Koexpression mit Chaperonen, wodurch geringe Mengen des 16slichen und aktiven Enzyms
produziert wurden (Zelena et al. 2012). Plagemann et al. (2013) tiberpriifte die Substratspezifitat
des aktiven Enzyms gegeniiber Lipoxygenasesubstraten und verglich die Reaktionsprodukte mit
denen der Lipoxygenase-1 aus der Sojabohne. Dadurch wurde die Oxygenase aus PSA als 13S-
Lipoxygenase (EC 1.13.11.12) identifiziert.

4.1.9 Riickfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidus mittels iFOLD®
Protein Refolding System-Kit

Die Proteinfaltung ist ein reversibler und spontaner Prozess, der sehr schnell erfolgt (zumeist
innerhalb von Sekunden) (Radford 2000; Dill et al. 2008). Einfache Berechnungen deuteten dar-
auf hin, dass es schon bei kleinen Proteinen (100 Aminosduren) iiber eine Milliarde Jahre dau-
ern wiirde den nativen Zustand zu erreichen, wenn alle Mdglichkeiten der Faltung ausprobiert
werden miissten (Radford 2000; Dobson 2003). Dies lasst darauf schliefden, dass es einen spezi-
fischen Ablauf fiir die Faltung von Proteinen geben muss (Radford 2000). Neuere Erkenntnisse
ergaben, dass es nicht nur einen spezifischen Faltungsablauf gibt. Der Prozess wird besser durch
eine mehrdimensionale , Energielandschaft” bzw. einen sogenannten ,Faltungstrichter” beschrie-
ben (Abb. 4.5), der die Energiezustinde des Proteins wahrend der Faltung wiedergibt (Radford
2000). Wahrend der Faltung gelangt das Enzym von einer thermodynamisch ungiinstigen Kon-
formation iiber eine Vielzahl an Zwischenprodukten (Intermediate) zu einer thermodynamisch
stabilen Konformation (Dill et al. 2008).
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Abbildung 4.5: Schematische Darstellung von méglichen ,Faltungstrichtern®: (a) Denaturierte Molekdile (I) an
der oberen Offnung des Trichters gelangen in den nativen Zustand (energiedrmste Konformation)
auf einer Vielzahl von verschiedenen Routen. Dabei werden bei Faltungsprozessen grofRer Pro-
teine mit mehreren Domanen stabile Ubergangszustinde (lokale Enthalpieminima), sogenannte
Faltungsintermediate (Il, Ill), erreicht. Einige dieser lokalen Minima kénnen als kinetische Fallen
fungieren, in denen das Enzym in einer falschen Konformation (1V) verbleibt und somit inaktiv ist.
(b) , Faltungstrichter” mit glatter Oberflache stellen Prozesse dar, in denen Proteine die Faltung
ohne Intermediate durchlaufen und somit nur zwei Konformationen bilden (1, V). Solche Faltungs-
prozesse durchlaufen meist sehr kleine Proteine (<100 Aminsoauren) (Radford 2000 und Dill et
al. 2008).

Bei der heterologen Expression der Oxygenase aus Pleurotus sapidus in dem Wirtsorganimus Han-
senula polymorpha wurde l6sliches aber inaktives Enzym erhalten. Deswegen wurde die rekombi-
nante Oxygenase mittels iFOLD® Protein Refolding System-Kit riickgefaltet. Da es keine allgemei-
ne Strategie zur Rickfaltung von Proteinen gibt, ist das Riickfaltungsverfahren meist zeitaufwan-
dig und ohne Gewahr, dass das Enzym seine aktive Konformation erlangt. Des Weiteren fallen
die Ausbeuten an aktivem Protein haufig sehr gering aus (Sgrensen und Mortensen 2005). Das
iFOLD®-Kit bietet die Méglichkeit, viele verschiedene Puffer zu testen. Die Auswahl der Puffer
beruht auf einer umfassenden Literaturrecherche von erfolgreichen Proteinriickfaltungsexperi-
menten mit Hilfe der REFOLD database (Chow et al. 2006). Die Renaturierung des Enzyms erfolgt
durch die blitzartige Verdiinnung in verschiedenen Renaturierungspuffern, die in einer 96-well

Mikrotiterplatte vorliegen.

Die heterologe Expression der Oxygenase in Hansenula polymorpha und der Aufschluss der He-
fezellen wurden vor der Riickfaltung mittels SDS-PAGE und anschlief}endem Western-Blot {iber-
priift (Abb. 3.30). Sowohl die heterologe Expression der Oxygenase, als auch der Aufschluss der
Hefezellen waren erfolgreich. Der erhaltene 18sliche Zellextrakt wurde zur Proteinriickfaltung
mittels iFOLD® Protein Refolding System-Kit eingesetzt (Abb. 3.31). Dem Zellextrakt wurde nach
der Denaturierung zuséatzlich Eisen(11I)-chlorid hinzugefiigt, um wahrend der Riickfaltung einen
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Einbau des Zentralatoms zu gewahrleisten. In 39 wells der iFOLD® 96-well Platte lagen nach der
Riickfaltung klare Renaturierungspuffer vor. In den restlichen wells war ein Niederschlag zu er-
kennen, der auf prazipitiertes Enzym schliefden lief3. Die 39 klaren Renaturierungspuffer, in de-
nen ldsliches Enzym vermutet wurde, wurden zur Transformation von (+)-Valencen eingesetzt.
Lediglich in 4 der 39 untersuchten Transformationen wurde (+)-Nootkaton nachgewiesen. Bei
den Puffern handelte es sich um MOPS-Puffer (pH 7,0) und CHES-Puffer (pH 9,0) mit verschiede-
nen Zusatzen (Faltungsadditive) wie beispielsweise L-Arginin, L-Glutathion, Natriumchlorid oder
Dimethylbenzylammoniumpropansulfonat. Die Faltungsadditive wirken stabilisierend auf die re-
naturierten Proteine, in dem sie die Faltung verbessern®? oder Aggregationen vermindern®? (Ali-
bolandi und Mirzahoseini 2011; Tsumoto et al. 2003).

¢ Durch die Verwendung thioalbasierter Redoxpuffer (oxidiertes L-Glutathion, reduziertes
L-Glutathion, DTT) werden einerseits Disulfidbriicken gebildet; andererseits konnen aus
falsch gebildeten Disulfidbindungen neue, native Disulfitbriickenbindungen gebildet wer-
den (Wang et al. 2010).

e Die Ausbeute der Renaturierung kann durch den Zusatz von Salzen verbessert werden, in-
dem sie die Loslichkeit des Proteins erhdhen (Tanford 1961).

Um falsch-positive Aktivititsmessungen auszuschliefien, wurde die Riickfaltung der rekombinan-
ten Oxygenase mit den vielversprechendsten Renaturierungspuffern im gréf3eren Mafdstab wie-
derholt. Die Aktivitdt der renaturierten Oxygenase gegeniiber (+)-Valencen wurde mit den ent-
sprechenden Chemikalienblindwerten und Negativkontrollen verglichen (Abb. 3.32). Die gerin-
gen Mengen an gebildeten (+)-Nootkaton wurden auch in den Chemikalienblindwerten und Nega-
tivkontrollen nachgewiesen, so dass eine enzymatische Bildung von (+)-Nootkaton ausgeschlos-
sen werden konnte. Demzufolge wies die rekombinante Oxygenase aus Pleurotus sapidus auch
nach der Proteinriickfaltung mittels iFOLD® Protein Refolding System-Kit keine Aktivitit gegen-

Uiber (+)-Valencen auf.

2starken die Protein-Protein-Interaktionen
53dekrementieren die Interaktion von Seitenketten der Intermediate
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4.2 Untersuchung der Expression der Oxygenase in Seitlingen mittels
Real-time-PCR

Der Vergleich der neu erhaltenen Aminosduresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus mit
der iibersetzten Aminosauresequenz der mutmafilichen Lipoxygenase aus dem Genom des Pleu-
rotus ostreatus ergab eine Ubereinstimmung von 94% (Abb. 3.27). Aus diesem Grund wurde die
Aktivitdt der Enzyme aus PSA und POS gegentiber (+)-Valencen und deren Proteinbandenmuster
untersucht und verglichen (Abb. 3.13). Auch Pleurotus eryngii, ein weiterer Vertreter der Seitlin-
ge, wurde zum Vergleich herangezogen.

Der Proteinextrakt aus Pleurotus sapidus wies eine Hauptbande mit einem Molekulargewicht von
76 kDa (s. 4.1.1) auf. Mit Hilfe des polyklonalen Antikdrpers konnten in den Extrakten von Pleu-
rotus ostreatus und Pleurotus eryngii ebenfalls Proteinbanden selektiv detektiert werden. Sowohl
PER als auch POS wiesen Proteinbanden mit ermittelten Molekulargewichten von 52 und 76 kDa
auf, was das Vorhandensein einer Oxygenase vermuten lasst.

Die Produktkonzentration an (+)-Nootkaton verringerte sich bei dem Einsatz von Pilzmyzel des
Pleurotus ostreatus bzw. Pleurotus eryngii im Vergleich zu der Transformation von (+)-Valencen
mit Myzel von Pleurotus sapidus jedoch drastisch. Die Proteinbande von 52 kDa ldsst auf einen
Abbau des Enzyms schliefden. Sowohl das Pilzmyzel von PSA als auch das Myzel von POS und PER
wurden mit Hilfe von fliissigem Stickstoff und anschliefiendem Morsern aufgeschlossen. Da das
aufgeschlossene Pilzmyzel von Pleurotus sapidus nur eine konkrete Proteinbande aufwies, wurde
der Abbau vermutlich nicht durch den Zellaufschluss induziert. Die Anderung der Kultivierungs-
dauer von POS und PER hatte kaum Einfluss auf die Aktivitit (Tab. 3.1). Infolgedessen wurde eine
Untersuchung der Expression der Oxygenase in den erwahnten Seitlingen mittels Real-time-PCR

vorgenommen.

Bei der Real-time-PCR wird die Produktakkumulation in Echtzeit verfolgt; die exponentielle Pha-
se der Reaktion wird fiir die Quantifizierung der Templatemenge genutzt (Wilhelm 2003a). Die
Messung der Produktzunahme geschieht dabei stérungsfrei anhand von Fluoreszenzlicht, das in
Abhangigkeit der Produktmenge generiert wird (Wilhelm und Pingoud 2003b; Heid et al. 1996).
Durch die Quantifizierung mittels Real-time-PCR kdnnen z. B. Aussagen liber die Transkriptions-
rate bestimmter Gene gemacht werden (Pfaffl 2001).
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Zwei Quantifizierungsmoglichkeiten stehen zur Auswahl:

 absolute Quantifizierung, die mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe definierter Templatemen-

gen ®* durchgefiihrt wird

o relative Quantifizierung, bei der die Expression eines Zielgens auf einen internen Standard®®
bezogen wird

In dieser Arbeit wurde die absolute Quantifizierung der initialen Template-Kopienzahlen zur Un-
tersuchung der Transkriptionsrate der Oxygenase in verschiedenen Pleurotus-Spezies durchge-
fiihrt. Zur Detektion wurde der dsDNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe SYBR Green I - ein unsym-
metrischer Cyaninfarbstoff - verwendet. Der Farbstoff bindet weitgehend sequenzunspezifisch in
der kleinen Furche doppelstrangiger DNA. Der gebundene Farbstoff fluoresziert nach Anregung
etwa tausendfach stirker als der freie Farbstoff (Wilhelm und Pingoud 2003b). Somit ist dieser
sehr gut geeignet, um die Akkumulation doppelstrangiger PCR-Produkte sichtbar zu machen. Ein
weitere Moglichkeit zur Detektion ware die Verwendung fluorophormarkierter Oligonukleotide
als Sonden, die auf der Zielsequenz hybridisieren. Auf diese Weise lassen sich PCR-Produkte auch
sequenzspezifisch detektieren. Registriert wird dabei entweder die produktabhdngige Abnahme
der Loschung einer Reporter-Fluoreszenz oder die Zunahme des Resonanzenergietransfers von
einem Donor- auf einen Akzeptorfluorophor (Wilhelm und Pingoud 2003b).

4.2.1 Fragment- und Primerauswahl

Mittels praparativer PCR wurden DNA-Fragmente mit 1543 bp und 661 bp amplifiziert (Abb. 3.33).
Die PCR-Produkte wurden isoliert, sequenziert und anschliefdend die liberlappenden DNA-Se-

quenzen zusammengefligt. Die zusammengefligten DNA-Sequenzen aus Pleurotus eryngiiund Pleu-
rotus ostreatus umfassten jeweils 2042 bp (Abb. 3.34 und 3.35). Diese Nukleotidsequenzen geben

den fiir die Oxygenase zustdndigen Gen-Abschnitt wieder. Beim Vergleich wiesen die Sequenzen

von PER und PSA eine Homologie von 86% auf; PER und POS 94% und die Sequenzen von PSA

und POS 86%.

Basierend auf den erhaltenen Nukleotidsequenzen wurde ein Bereich (Fragment mit 661 bp)

der Sequenz ausgewahlt, der zur Synthese der Standards fiir die Real-time-PCR eingesetzt wur-

de (Abb. 3.36). Weiterhin wurden passende Primer abgeleitet. Bei der Auswahl der Primer wur-

de darauf geachtet, dass die Zielsequenz 75-150 bp betrug, der G/C-Gehalt in einem Bereich von

50-60% lag, keine Dimerbildungen auftraten und die Schmelztemperaturen nahezu gleich waren.

%*beispielsweise synthetisierte DNA
% ribosomale Untereinheiten oder andere ,Haushaltsgene®
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4.2.2 Synthese der Standards und der Proben-Templates

Die Synthese der Standards fiir die Real-time-PCR erfolgte mittels praparativer PCR. Dabei wurde
die Gesamt-DNA der Basidiomyceten PSA, POS und PER als Template eingesetzt. Die erfolgreiche
Synthese der Standards (Fragment mit 661 bp) wurde durch die Sequenzierung der Nukleotidse-
quenz iiberprift und bestatigt. Um die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Bindungen zu verrin-
gern, wurden die optimalen Hybridisierungstemperaturen der Primer, die in der Real-time-PCR
eingesetzt wurden, ermittelt. Die zuvor synthetisierten Standards dienten dabei als Matrize. Mit
den Primerkombinationen wurden Fragmente mit 97 bp bzw. 115 bp amplifiziert. Die optima-
le Hybridisierungstemperatur beider Primerkombinationen betrug bei allen Standards 52,7 °C
(Abb. 3.38). Diese Temperatur wurde demzufolge in der Real-time-PCR fiir die Standards und die
entsprechenden Proben verwendet.

Die Gesamt-RNA von PSA, POS und PER wurde aus dem am 2., 4. und 6. Kulturtag geernteten My-
zel isoliert. Die jeweilige Gesamt-RNA diente als Matrize fiir die Synthese des Erststranges, der
nach Abbau der RNA durch RNase H anschliefdend als Template in der Real-time-PCR eingesetzt

wurde.

4.2.3 Untersuchung der Expression der Oxygenase mittels Real-time-PCR

Der quantitative Nachweis von Transkripten der Oxygenase in verschiedenen Pleurotus-Spezies
erfolgte in Vierfachbestimmung. Mit Hilfe der Standards wurden dekadische Verdiinnungsreihen
hergestellt, die anschlief3end als Template eingesetzt und unter identischen Bedingungen wie die
Proben amplifiziert wurden. Als Proben-Templates wurden — wie oben beschrieben - die cDNA-
Erststrange (ss) von Pleurotus sapidus, Pleurotus eryngii und Pleurotus ostreatus der unterschied-
lichen Kulturtage eingesetzt.

Die Reaktionseffizienzen der Real-time-PCR lagen zwischen 96-103%. Im Falle einer Reaktions-
effizienz der PCR von 100% verdoppelt sich die DNA-Produktmenge mit jedem Zyklus und analog
dazu das Fluoreszenssignal. Demzufolge sollte fiir eine genaue Quantifizierung die Reaktionsef-
fizienz zwischen 90-110% liegen. Von den zwei Primerkombinationen wurde die Kombination
mit der hdchsten Effizienz und dem grofiten R? zur Amplifizierung der Fragmente der Oxygenase
mittels Real-time-PCR verwendet (Abb. 3.42).

Die Schmelzkurvenanalyse ermoglicht die Unterscheidung zwischen spezifischen und unspezifi-
schen PCR-Produkten (Wilhelm und Pingoud 2003b). Die Schmelztemperatur der PCR-Produkte
der Matrizen-DNA aus PER vom 2. Kulturtag lag mit 74 °C bzw. 77,5 °C wesentlich niedriger, als
die der anderen Kulturtage (Tab. 3.8). Aufgrund dessen wurde von einer Bildung unspezifischer
PCR-Produkte ausgegangen. Die Proben der Basidiomyceten Pleurotus sapidus und Pleurotus ost-
reatus wiesen keine unspezifischen PCR-Produkte auf. Die Anzahl der Transkripte der Oxygenase
in dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus betrug von 25 bis 71 Kopien ng™! cDNA(ss). Die Anzahl
in Pleurotus eryngii und Pleurotus ostreatus lag wesentlich niedriger.
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Mit 71 Kopien ng™! cDNA(ss) wurden am 4. Kulturtag die meisten Transkripte im PSA nachgewie-
sen. POS hingegen enthielt sowohl am 4. als auch am 6. Kulturtag die meisten Transkripte der
Oxygenase; PER am 6. Kulturtag. Am 2. Kulturtag lagen in dem Basidiomyceten Pleurotus eryngii
vermutlich keine Transkripte der Oxygenase vor, wodurch unspezifischen PCR-Produkte gebildet
wurden.

Die Proben der Real-time-PCR wurden nach der Amplifizierung auf ein 2%iges Agarosegel auf-
getragen (Abb. 3.44), isoliert und sequenziert. Die erfolgreiche Amplifizierung der reprasentati-
ven Fragmente der Oxygenase wurde durch die Sequenzierung der Nukleotidsequenz tiberpriift
und bestatigt. Somit wurde die Transkriptionsrate der Oxygenase in verschiedenen Pleurotus-
Spezies mittels Real-time-PCR erfolgreich dargestellt. Die geringeren Aktivititen der Pilzmyzelien
von POS und PER gegentiber (+)-Valencen im Vergleich zu dem Myzel von PSA lassen sich anhand

der niedrigeren Transkription der Oxygenase erklaren.
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4.3 Peroxidase MsP1 aus Mycetinis scorodonius

Der echte Knoblauchschwindling Mycetinis scorodonius gehort zu der Familie der Schwindlings-
verwandten und ist ein kleiner Speisepilz, der auf Grund seines intensiven Geschmacks nach Knob-
lauch bevorzugt als Wiirzpilz Verwendung findet. Dieser Stinderpilz ist in der Natur auf Asten und

Zweigen oder liegenden Stimmen von Laub- und Nadelhélzern zu finden.

In einem Screening von mehr als 50 Pilzen zeigte sich, dass Mycetinis scorodonius in der Lage ist
B-Carotin zu spalten (Zorn et al. 2003a). Die Spaltung von Carotinoiden ist fiir die Riechstoffin-
dustrie von Interesse, da Carotinoide Vorstufen von Aromastoffen wie beispielsweise von a- und
B-lonon, Geraniol und B-Damascenon darstellen (Winterhalter 1996; Winterhalter und Rouseff
2002). Weiterhin spielt der Abbau von Carotinoiden bei der Bleichung von Lebensmitteln eine
Rolle. Aus dem Kulturiiberstand des Weifsfaulepilzes Mycetinis scorodonius, wurden die Enzyme
MsP1 und MsP2 isoliert, die f-Carotin zu fliichtigen Verbindungen abzubauen vermégen (Zorn et
al. 2003a). Beide Enzyme wurden, aufgrund von Sequenzhomologien zu der Peroxidase DyP (dye
decolorizing peroxidases, farbstoffentfarbende Peroxidase) aus dem Basidiomyceten Bjerkandera
adusta®®, der Peroxidase-Familie der DyP-Typ-Enzymen zugeordnet (Scheibner 2006).

Die DyP aus B. adusta wird als klassische DyP bzw. BadDyP bezeichnet und ist das erste Enzym
dieser neuen Peroxidase-Familie. BadDyp wurde vor ca. 17 Jahren von Kim und Shoda (1999a)
aus dem Pilz isoliert und charakterisiert; erste Anzeichen fiir die Existenz dieser einzigartigen
Peroxidasen fanden Kim et al. (1995) schon einige Jahre zuvor. Heute zahlt die BadDyp zu den am

besten charakterisierten Mitglieder der Familie der DyP-Typ-Peroxidasen.

Peroxidasen (EC 1.11.1.X) reprasentieren eine grof3e Familie von Oxidoreduktasen, die typischer-
weise Peroxide als Elektronenakzeptor nutzen, um die Oxidation von Substraten zu katalysieren.
Die iiberwiegende Mehrheit dieser Enzyme enthalten ein Him als prosthetische Gruppe (Banci
1997) und sind im Tier- sowie Pflanzenreich weit verbreitet. Dyp-Typ-Peroxidasen zdhlen zu der
Klasse der Ham-Peroxidasen, die anhand von strukturellen und funktionellen Eigenschaften so-
wie Sequenzhomologien liblicherweise in zwei Superfamilien klassifiziert werden (Welinder et al.
1992; Morgenstern et al. 2008): die Pflanzen-Proxidasen und die tierischen Peroxidasen.

Die Superfamilie der Pflanzen-Peroxidasen umfassen die Him-Peroxidasen aus Pflanzen, Pilzen
und Bakterien (Morgenstern et al. 2008).

%Der Stamm wurde in der Vergangenheit urspriinglich als Geotrichum candidum Dec 1 bezeichnet; spater filschli-
cherweise als Thanatephorus cucumeris
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Diese Superfamilie wird zusatzlich in drei verschiedene Klassen unterteilt (Welinder et al. 1992;
Caruso et al 2001):

¢ der Klasse I werden die intrazelluldren Peroxidasen zugeordnet, welche nicht dem sekre-

torischen Stoffwechselweg angehdren

¢ Klasse Il besteht aus Peroxidasen, welche dem sekretorischen Stoffwechselweg angehoren

und von Pilzen gebildet werden

« in Klasse III werden alle pflanzlichen Peroxidasen des sekretorischen Stoffwechselweges

zusammengefasst

Nach Welinder et al. (1992) zeichnet sich die Klasse II durch eine grofde Heterogenitat aus. Typi-
sche Vertreter dieser Klasse sind die Familien der Lignin-Peroxidasen (LiP), Mangan-Peroxidasen
(MnP) und versatilen Peroxidasen (VP) (Martinez 2002; Lundell et al. 2010).

Die Dyp-Typ-Peroxidasen wurden anfanglich auch der Klasse Il der Superfamilie der Pflanzen-
Peroxidasen zugeordnet. Sie bilden mittlerweile eine eigene Superfamilie (EC 1.11.1.19), da sie
sich von den anderen Klasse II-Peroxidasen durch spezifische Merkmale unterschieden. Neben
den Dyp-Typ-Peroxidasen aus Basidiomyceten wurden inzwischen auch diverse aus Bakterien
beschrieben (Hofrichter et al. 2010). Aus diesem Grund werden Dyp-Typ-Peroxidasen wiederum
in phylogenetische Untergruppen A, B, C und D, entsprechend PeroxiBase®’, unterteilt (Colpa et al.
2013; Fawal et al. 2013). Dabei bestehen die Guppen A-C vorwiegend aus bakteriellen Enzymen;
die Gruppe D hingegen beinhaltet Enzyme aus Pilzen (Yoshida und Sugano 2015). Bislang wurden
7 Dyp-Typ-Peroxidasen aus Pilzen und 11 aus Bakterien gereinigt und charakterisiert (Linde et
al. 2015b); MsP1 ist die erste aus der Familie der Schwindlingsverwandten. Fiir die zwei Enzyme
BadDyP aus Bjerkandera adusta und AauDyP aus Auricularia auricula-judae wurden Kristallstruk-
turen ermittelt und umfassend untersucht (Kim und Shoda 1999a; Sugano et al. 2007; Yoshida et
al. 2012; Liers et al. 2013b; Strittmatter et al. 2013; Liers et al. 2013a).

Bei den holzverarbeitenden Basidiomyceten kommen DyP-Gene deutlich haufiger in den sequen-
zierten Genomen von Weif3faulepilzen als in denen von Braunfiulepilzen vor (Floudas et al. 2012).
Diese Tatsache - neben der Fahigkeit nicht-phenolische Ligninmodellsubstrate abzubauen (Liers
et al. 2013b) - lasst einen moglichen Beitrag am Ligninabbau vermuten (Linde et al. 2015a). Ih-
re natiirliche Funktion ist jedoch nach wie vor unklar (Yoshida und Sugano 2015). Kaur et al.
(2010) berichten, dass die Transkription einer putativen DyP-Typ-Peroxidase aus Halobacteri-
um salinarum durch oxidativen Stress induziert wird. Auf Grund der niedrigen Aktivitit gegen-
Uiber Substraten mit hohem Redoxpotential ist nach Linde et al. (2015b) ein signifikanter Beitrag
von DyP-Typ-Peroxidasen zum Ligninabbau unwahrscheinlich. Der oxidative Abbau von phenoli-
schen Resten und die nachfolgenden Modifikationen lignin-basierter organischer Bausteine sind
die wahrscheinlichsten Beitrage von DyP-Typ-Peroxidasen und anderen Peroxidasen mit niedri-
gem Redoxpotential zum Ligninmetabolismus (Linde et al. 2015b).

57 eine Peroxidase-Datenbank
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4.3.1 Heterologe Expression der rekombinanten Peroxidase MsP1 in Aspergillus niger

Die rekombinante Peroxidase MsP1 aus Mycetinis scorodonius wurde bei der niederldndischen
Firma DSM (Delft) in Aspergillus niger erfolgreich iiberexprimiert und ist die erste heterolog expri-
mierte DyP-Typ-Peroxidase aus der Familie der Schwindlingsverwandten. Der Kulturiiberstand
enthielt durch Sekretion grofse Mengen an aktivem Enzym. Da dieser Kulturtiiberstand neben dem
tiberexprimierten MsP1 noch andere Proteine und Substanzen - wie Medienbestandteile - ent-
hielt, wurde fiir MsP1 eine geeignete Reinigungsmethode etabliert (s. 3.6.1, 3.6.6).

Die klassische DyP aus Bjerkandera adusta®® (BadDyP) wurde in Aspergillus oryzae heterolog
liberexprimiert (rBadDyP), wodurch ebenfalls grofde Mengen an Enzym produziert werden konn-
ten. Die Enzymldsung der heterolog exprimierten rBadDyP zeigte nach der Reinigung eine 42-fach
hohere Aktivitit gegeniiber dem Substrat Reaktive Blue 5 (8,0 x 10% UL™1) als die Enzymlésung
der nativen BadDyP (Sugano et al. 2000).

Ein Vergleich zwischen der gereinigten heterolog exprimierten Peroxidase MsP1 und der nativen
Peroxidase aus Mycetinis scorodonius gegeniiber dem Substrat Reaktive Blue 5 ist nicht erfolgt.
Jedoch zeigte MsP1 eine wesentlich hohere Aktivitit gegeniiber Reaktive Blue 5 (8,2 x 10° UL™1)
als rBadDyP. Demzufolge ist der Wirtsorganismus Aspergillus niger ideal zur Produktion hoher
Mengen an aktivem MsP1 geeignet.

Die DyP-Typ-Peroxidase aus Auricularia auricula-judae (AauDyP) wurde in Escherichia coli er-
folgreich liberexprimiert. Die Aktivitit gegeniiber verschiedenen Substraten der rekombinanten
AauDyP unterschied sich im Vergleich zum nativen Enzym nicht (Linde et al. 2014).

4.3.1.1 Enzymreinigung - Vorversuche und Scale up

Der enzymhaltige Kulturiiberstand von Aspergillus niger wurde mittels Macrosep®-Zentrifuga-
tionseinheiten vor der Reinigung mit einer Ausschlussgrofde von 10 kDa konzentriert. Dadurch
wurden Proteine (Molekiilmasse <10 kDa) und niedermolekulare Medienbestandteile, die im Kul-
turiiberstand enthalten waren, abgetrennt und das Zielenzym MsP1 durch Volumenreduktion
konzentriert. In Vorversuchen wurde anschliefend die Anwendung einer Gelfiltrationschroma-
tographie (GFC) untersucht; jedoch wurde diese Chromatographie auf Grund der niedrigen Ka-
pazitdt der Saulen, deren Empfindlichkeit gegeniiber zu hohen Driicken und auf Grund des hohen
Zeitaufwandes (niedrige Flussraten) nicht angewendet. Bei der Verwendung von Sidulen mit hy-
drophobem Packungsmaterial (HIC) wurde - trotz verschiedenster pH-Werte und Siulen - keine
Bindung von MsP1 und somit keine Reinigung erzielt. Deshalb wurde eine Reinigung mittels lo-
nenaustauschchromatographie (IEX) vorgenommen. Ein grofder Vorteil der IEX-Sdulen ist, dass
auf diese grofde Probenvolumina aufgetragen werden konnen, die das Sdaulenvolumen um ein
Mehrfaches iibersteigen (Rehm 2002). Des Weiteren sind lonenaustauschermaterialien relativ

unempfindliche Materialien, die leicht zu reinigen und zu regenerieren sind.

%8 urspriinglich als Geotrichum candidum Dec 1 bezeichnet
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Aufbauend auf vorherigen Arbeiten (Scheibner 2006) wurde der Fokus bei der Auswahl der Sau-
len auf Anionentauscher gelegt. Ein Reinigungsschritt mittels Anionentauscher reichte jedoch
nicht aus, um Fremdproteine vollstindig abzutrennen. Somit erfolgte die Reinigung von MsP1
mittels einer Kombination zweier Anionentauscher. Zum Einsatz kamen eine DEAE-FF-Saule als
schwacher Anionentauscher und eine Q-FF-Saule als starker Anionentauscher. Der konzentrier-
te Kulturiiberstand wurde dabei in Anlehnung an die Arbeiten von Scheibner (2006) mit einem
50 mM Natriumacetat-Puffer pH 6,0 auf die Sdulen aufgetragen. Da fiir MsP1 aus Mycetinis scorodo-
nius ein pl von 3,7 ermittelt worden ist (Scheibner 2006), wurde davon ausgegangen, dass die re-
kombinante Peroxidase einen dhnlichen pl aufweist. Bei der Verwendung von Anionentauschern
sollte der pH-Wert des Startpuffers etwa eine pH-Einheit tiber dem pl des Zielenzymes liegen. Da-
durch wird gewdhrleistet, dass das Zielenzym negativ geladen ist und an die Siule bindet, wah-
rend Proteine mit einem hoheren pl nicht gebunden werden. Die Kapazitdt der Saule wird so fiir
das Zielenzym erhoht.

Da die Zugabe von NaCl zu keiner Inhibition der Enzymaktivitat fiithrte (Abb. 3.48), wurde das
Zielprotein anschlief3end durch einen NaCl-Gradienten von der Saule eluiert. Eine grofse Heraus-
forderung bei der Reinigung war die Abtrennung von Fremdproteinen mit dhnlichem Moleku-
largewicht und pl, welche sich als Bande unterhalb des Zielproteins zeigten (Abb. 3.52 B). Aus
diesem Grund wurde anhand von Testldufen mit verschiedenen Salzgradienten der Gradient er-
mittelt, durch den die vollstindige Abtrennung von Fremdproteinen erfolgte (Abb. 3.45).

Um groflere Mengen des rekombinanten Zielenzyms MsP1 zu reinigen, die fiir die Charakterisie-
rung bendtigt wurden, wurde eine Mafdstabsvergréfierung vorgenommen. Die Beladung der Sau-
le erfolgte dabei direkt iiber das Umschaltventil an Pumpe A. Als Sdulen wurden eine praparati-
ve DEAE-FF-Saule (erste Reinigungsstufe) und eine Q-Sepharose-High-Performance-Saule (Q-HP,
zweite Reinigungsstufe) verwendet. Die Elution erfolgte durch einen Salzgradienten, der an die
Sdulengrofie angepasst wurde (Abb. 3.51). Durch den Einsatz der Q-HP-Saule, deren Sdulenma-
terial eine hohere Trennleistung aufweist als das Material der Q-FF-Saule aus den Vorversuchen,
und durch die Anpassung des Salzgradienten an die Sdulengrofde, wurde bei der Maf3stabsvergro-

3erung die gleiche Trennleistung erreicht wie bei den Vorversuchen (Abb. 3.52).

Der Kulturiiberstand wurde bei dem Scale up mittels Ultrafiltration um den Faktor 2 konzentriert.
Der Aktivitatsverlust betrug dabei 26,4% (Tab. 3.9). Mittels halbnativer SDS-PAGE (Abb. 3.52, Gel
B und C) wurde die vollstandige Trennung der im Kulturiiberstand enthaltenen Proteine gezeigt.
Die vereinten aktiven Q-HP-Fraktionen wiesen einzig das aktive Zielprotein MsP1 auf. Bei einer
Anreicherung um das 3,85-fache betrug der Anteil des gereinigten Proteins am Gesamtprotein
des Kulturiiberstandes 4,8% (Tab. 3.9). Die Wiederfindung der Anfangsaktivitat betrug 18,3%.

Die gereinigte Enzymlosung wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert, da unter diesen Bedin-
gungen kein Aktivitiatsverlust von MsP1 zu verzeichnen war (Abb. 3.49), unabhdngig davon ob

das Enzym erstmalig oder bereits mehrfach aufgetaut wurde.
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Mit Hilfe der Reinigung wurden inaktive Fremdproteine mit einem kalkulierten Molekulargewicht
von 72 kDa erfolgreich abgetrennt (Abb. 3.52).

4.3.1.2 UV/Vis-Spektrum und Reinheitszahl

Das UV/Vis-Spektrum der gereinigten rekombinanten Peroxidase MsP1 zeigte neben einem Ab-
sorptionsmaximum bei 280 nm eine deutliche Absorption der Soret-Bande bei 406 nm und ein
kleines Maximum bei 510 nm (Abb. 3.50). Him-Proteine zeigen eine intensive Absorptionsbande
bei ca. 400 nm (Soret-Bande), sowie zwei schwachere Banden bei ca. 530 und 550 nm, die durch
das Porphyringertiist des Hims hervorgerufen werden (Lottspeich und Zorbas 2006). Neben DyP-
Typ-Peroxidasen enthalten sowohl Mangan- als auch Ligninperoxidasen ein Him als prostheti-
sche Gruppe. Gold et al. (1989) beschrieben fiir diese Peroxidasen Absorptionsmaxima bei ca.
407, 502 und 632 nm. Die gemessenen Absorptionsmaxima zeigen, dass bei der Produktion von

aktivem MsP1 mit Hilfe des Wirtsstammes Aspergillus niger kein exogenes Ham erforderlich ist.

Die Reinheitszahl (RZ) der gereinigten Enzymlosung wurde nach Theorell und Maehly (1950) be-
stimmt und so - zusatzlich zur SDS-PAGE - die Effizienz der Reinigung iiberpriift. Die Reinheits-
zahl ist der Quotient aus den gemessenen Extinktionen bei den Wellenlingen 406 nm®° (Soret-
Bande) und 280 nm’°. Das Maximum bei 280 nm wird dabei durch absorbierende Reste bestimm-
ter Aminosduren (wie Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan) des Enzyms hervorgerufen. Die
Reinheitszahl wurde durch die Reinigung von 0,371 auf 3,272 gesteigert, wodurch eine iiberaus
erfolgreiche Abtrennung von Fremdenproteinen gezeigt wurde. Diese ist vergleichbar mit der fiir
die Meerrettichperoxidase (HRP) beschriebene RZ von 3,1 (Nakane und Kawaoi 1974). Liers et al.
(2013a) hingegen beschrieben fiir die DyP-Typ-Peroxidase rMscDyP’?3 eine Reinheitszahl von 0,6,
was auf eine unvollstindige Reinigung dieser hinweist.

4.3.2 Bestimmung des Molekulargewichtes, der nativen Konformation des Enzyms und
des Glykosylierungsgrades

Unter denaturierenden Bedingungen wurde fiir die rekombinante Peroxidase MsP1 ein Moleku-
largewicht von 72 kDa ermittelt (Abb. 3.52). Diese molare Masse liegt etwas iiber den molaren
Massen anderer DyP-Typ-Peroxidasen, die typischerweise eine Molekiilmasse von 40-67 kDa (be-
zogen auf ein Monomer) aufweisen (Hofrichter et al. 2010). Nach Kim und Shoda (1999a) hat die
klassische DyP (BadDyP) ein Molekulargewicht von 60 kDa.

%spiegelt den Gehalt von Him wider

%spiegelt den Proteingehalt wider

"IKulturiiberstand von Aspergillus niger

"2gereinigte Losung der rekombinanten DyP-Type-Peroxidase MsP1

73alternative Bezeichnung fiir MsP1; ebenfalls gereinigt aus dem Kulturiiberstand von Aspergillus niger (DSM, Delft)
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Verglichen mit dem anhand der Aminosduresequenz berechneten Molekulargewicht von 55 kDa,
liegt das experimentell bestimmte Molekulargewicht (72 kDa) von MsP1 deutlich héher. Da es
sich bei MsP1 um ein extrazelluldres Enzym handelt (Scheibner et al. 2008), ist vermutlich der
Glykosylierungsgrad des Enzyms fiir diesen Unterschied verantwortlich. Die Glykosylierung ist
charakteristisch flir sekretierte Enzyme und schiitzt diese vor Proteolyse, erhoht ihre Wasser-
l6slichkeit und Stabilitdt und kann die Faltung des Proteins beeinflussen (Lis und Sharon 1993;
Sugano et al. 2000; Rehm 2002; Varki et al. 2009). Allerdings scheint die Enzymaktivitdt unabhan-
gig vom Glykosidierungsgrad zu sein, was anhand der klassischen DyP (BadDyP) gezeigt wurde
(Sugano et al. 2000; Sugano et al. 2004). Auch bei einer Manganperoxidase (MnPH4) und zwei
Ligninperoxidasen (LiPH2 und LiPH8) aus P. chrysosporium und anderen Enzymen hat die Glyko-
sylierung keinen Effekt auf die Enzymaktivitat (Nie et al. 1999; Lis und Sharon 1993).

Mit Hilfe von NetNGly 1.0 und NetOGly 3.1 wurden fiir die Peroxidase sieben potentielle N- und
eine potentielle O-Glykosylierungsstelle ermittelt (Abb. 3.70, Abb. 3.72). Fiir die AauDyP wur-
den nur vier potentielle Glykosylierungsstellen ermittelt, von denen drei tatsachlich glykosyliert
vorlagen (Strittmatter et al. 2013). Die Differenz der molaren Massen entspricht einem theore-
tischen Kohlenhydratgehalt von ca. 24%; die Gehalte anderer DyP-Typ-Peroxidasen liegen zwi-
schen 9-31% (Hofrichter et al. 2010). Obwohl die Glykosylierung eines Enzyms von dem Expres-
sionsorganismus abhangt, ist der berechnete Kohlenhydratgehalt des rekombinanten MsP1 aus
Aspergillus niger (ca. 24%) vergleichbar mit dem des nativen Enzyms aus Mycetinis scorodonius
(ca. 23%) (Scheibner 2006).

Das Molekulargewicht wurde zuséatzlich unter nicht denaturierenden Bedingungen mittels nati-
ver PAGE und Gelfiltrationschromatographie (GFC) untersucht. Dabei wurde fiir MsP1 ein Mo-
lekulargewicht von 142 kDa (native PAGE, Abb. 3.53) bzw. 145 kDa (GFC, Abb. 3.54) bestimmt.
Dies entspricht dem doppelten Molekulargewicht unter denaturierenden Bedingungen und deu-
tet daraufhin, dass MsP1 als Quartérstruktur ein Dimer bildet. Fiir das native Enzym aus Mycetinis
scorodonius wurde Gleiches beschrieben (Scheibner 2006).

Die klassische DyP (BadDyP) liegt als Monomer vor; fiir andere DyP-Typ-Peroxidasen hingegen
werden eine Vielfalt’# an héheren Quartarstrukturen berichtet (Sugano 2009). Sowohl Zubieta
etal (2007a) als auch Sugano (2009) vermuten, dass Sequenzinsertionen Einfluss auf die Quart-
arstruktur von Enzymen haben. Zubieta et al. (2007a) zeigten anhand von TyrA (Dimer) und Bad-
DyP (Monomer)’®, dass Insertionen Anderungen in der dreidimensionalen Struktur der Enzyme
hervorrufen, die vermutlich die Bildung von Dimeren verhindern bzw. die Bildung von Monome-
ren begiinstigen. Sugano (2009) zeigte ebenfalls, dass die klassische DyP (BadDyP) Insertionen in
der Aminosiuresequenz aufweist, die anderen DyP-TyP-Peroxidasen (Oligomere) fehlen. Jedoch
weisen die Peroxidasen MsP1 und MsP2 aus Mycetinis scorodonius, die nachweislich als Dimere

vorliegen (Scheibner et al. 2008), diese Insertionen auf. Aus diesem Grund beeinflusst die Sequen-

"*yon Dimere bis hin zu Hexameren
Sdurch Vergleiche der Aminosiuresequenzen sowie Sekundar- und Tertidrstrukturen
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zinsertion nicht zwingend die Bildung der Quartarstruktur.

Im Gel (native PAGE) wurde MsP1 mittels Aktivitdtsfarbung eindeutig nachgewiesen und identi-
fiziert (Abb. 3.53B). Dies zeigt, dass die rekombinante Peroxidase MsP1 als Dimer vorliegt und in
dieser nativen Form katalytisch aktiv ist. Daraufhin wurde die Aktivitidt des Monomers untersucht.
Dazu wurde MsP1 sowohl mit SDS, als auch mit Harnstoff und Guanidiniumchlorid’® behandelt,
was zu einem vollstdndigen Verlust der Aktivitat fiihrte. Der Aktivitdtsverlust wurde entweder
durch die Denaturierung des Momomers oder durch die Trennung des Dimers in die Unterein-
heiten hervorgerufen.

Die Reinigung von MsP1 wurde sowohl mit denaturierender PAGE als auch mit halbnativer PA-
GE uberpriift. Dabei zeigte sich, dass durch die Reinigung ein Fremdprotein mit einem Moleku-
largewicht von 72 kDa abgetrennt wurde. Dieses zeigte im Gel im Gegensatz zu MsP1 keinerlei
Aktivitat gegentliber ABTS (Abb. 3.52). Die Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und eine
Sequenzanalyse’’ durchgefiihrt, um zu priifen, ob es sich bei dem Protein tatsichlich um Fremd-
protein handelt oder lediglich um das inaktive Monomer von MsP1. Diese Analyse brachte jedoch
kein eindeutiges Ergebnis. Abschliefsend ist nicht geklart, ob das Monomer von MsP1 katalytische
Aktivitat zeigt und ob bei der Reinigung lediglich dieses Monomer anstelle von Fremdproteinen

abgetrennt wurde.

4.3.3 Bestimmung des isoeletrischen Punktes

Nach Hofrichter et al. (2010) weisen DyP-Typ-Peroxidasen typischerweise einen isoelektrischen
Punkt im sauren Bereich (3,5-4,3) auf. Der experimentell bestimmte pl von MsP1 liegt ebenfalls
in diesem Bereich (3,7; Abb. 3.55); der aus der Sequenz berechnete pl hingegen liegt bei 5,7. Die
Bindung von Oligosacchariden an der Proteinoberflache nimmt vermutlich Einfluss auf den pl, da
die Glykosylierung an geladenen Aminosauren erfolgt. Des Weiteren konnen die gebundenen Koh-
lenhydrate Ladungen auf der Oberflaiche abdecken. Nach Johansson et al. (1993) kénnen unter-
schiedliche Glykosylierungsmuster’®, die neben dem Grad der Glykosylierung vom Expressions-
organismus abhidngen, Anderungen im pl hervorrufen. Trotz des unterschiedlichen Expressions-
organismus wurde fiir das native Enzym aus Mycetinis scorodonius auch ein pl von 3,7 ermittelt
(Scheibner 2006).

75Die Behandlungen mit Harnstoff und Guanidiniumchlorid wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Annika Kau-
schat durchgefiihrt.

’7im Ergebnisteil nicht aufgefiihrt

78 Art der Kohlenhydrate
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4.3.4 Temperaturoptimum und -stabilitat

MsP1 zeigte tliber einen Temperaturbereich von 50-65 °C eine hohe Aktivitit; das Temperatur-
optimum liegt jedoch bei 55 °C (Abb. 3.59). Das Optimum ist vergleichbar mit dem der AauDyP
(Linde et al. 2014). Das Temperaturoptimum der klassischen DyP aus Bjerkandera adusta (Bad-
DyP) hingegen liegt bei 30 °C (Kim und Shoda 1999a). Die Aktivitdt von MsP1 nahm erst ab einer
Temperatur >65 °C rapide ab. Dies wurde ebenfalls in vorherigen Arbeiten beschrieben und ist
mit der kontinuierlichen Entfaltung des Enzyms bei diesen Temperaturen zu erklaren (Piihse et
al. 2009). Auch AauDyp, PosDyP4’° und IlaDyP wiesen bei Temperaturen zwischen 60-65 °C noch
Aktivitat auf (Linde et al. 2014; Fernandez-Fueyo et al. 2015; Salvachua et al. 2013); die meisten
anderen Peroxidasen aus Basidiomyceten jedoch zeigen bei diesen hohen Temperaturen keine
Aktivitdt mehr (Fernandez-Fueyo et al. 2014).

Des Weiteren wurde die Stabilitdt von MsP1 in Abhangigkeit der Temperatur unter Reaktionsbe-
dingungen untersucht (Abb. 3.65). Dazu wurde das rekombinante Enzym mit 50 mM Natrium-
acetatpuffer pH 6,0 verdiinnt und bei 0 °C, 24 °C, 40 °C und 55 °C fiir 24 h gelagert. Bei allen Tem-
peraturen war MsP1 tber einen Zeitraum von 4 h aktiv. Lediglich nach 24 h war eine Abnahme
der Aktivitat von 50-70% zu verzeichnen. Diese aufierordentliche Thermostabilitat ist mit dem
hohen Kohlenhydratgehalt (24%) des Proteins zu erkldren. Sugano et al. (2000, 2004) zeigten,
dass die Enzymaktivitat unabhadngig vom Grad der Glykosylierung ist; die Thermostabilitit hin-
gegen wird durch den Glykosylierungsgrad beeinflusst. Insbesondere 0-Glykosylierungen schei-
nen einen Einfluss auf die Thermostabilitit von Enzymen zu haben (Lis und Sharon 1993; Nie
et al. 1999). Fiir die native BadDyP und die rekombinante rBadDyP wurden dhnliche Thermosta-
bilitdten gezeigt. Nach 2 h besafden beide - sowohl bei 40 °C als auch bei 50 °C - noch 93% ihrer
Ausgangsaktivitat (Kim und Shoda 1999a).

Das Temperaturoptimum von MsP1 wurde mit Hilfe von zwei Substraten untersucht; sowohl ABTS
als auch B-Carotin kamen zum Einsatz. Im f-Carotin-Assay zeigte MsP1 ein Optimum bei 30 °C
(Abb. 3.59). Bei der Umsetzung der Xanthophylle Bixin und Annatto (Norbixin) zeigte die Peroxi-
dase ebenfalls dieses Temperaturoptimum. Der Unterschied zu dem vorher beschriebenen Tem-
peraturoptimum des Enzyms ist mit der geringeren Thermostabilitdten der natiirlichen Farbstof-
fe f-Carotin, Bixin und Annatto zu erkldren. Das Temperaturoptimum eines Enzyms ist unabhan-
gig vom Substrat und gibt die Temperatur wieder, bei der das Enzym am effizientesten arbei-
tet. Sind die eingesetzten Substrate bei dieser Temperatur jedoch nicht stabil, verschiebt sich das
Temperaturoptimum. Alle weiteren Substrate (Tab. 3.10) zeigten eine ausreichende Thermosta-

bilitdt, so dass deren Umsetzung bei 55 °C erfolgte.

"Isoenzym der PosDyP nach Fernandez-Fueyo et al. 2015
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4.3.5 Bestimmung des optimalen Puffersystems

Fiir die Umsetzung verschiedener Substrate mit MsP1 wurde dessen Aktivitit in verschiedenen

Puffersystemen untersucht:

e Citronensaure/Na,HPO,-Puffer nach Mcllvaine (Zorn et al. 2003a)
e HCl/Glycin-Puffer

e Natriumacetat-Puffer (Scheibner 2006)

e Natriumtartrat-Puffer (Liers et al. 2010)

Um den Einfluss unterschiedlicher Salze zu betrachten, kamen zusatzlich ein Kaliumacetat-Puffer
und ein Citronensaure/K,HPO,-Puffer zum Einsatz. Als Substrate wurden sowohl ABTS, als auch

B-Carotin verwendet.

Die hochste Aktivitdt von MsP1 wurde in dem Natriumacetat-Puffer nachgewiesen, sowohl gegen-
tiber dem Subtrat ABTS als auch gegeniiber 5-Carotin (Abb. 3.56, 3.57). Die geringsten Aktivitdten
wurden in dem HCl/Glycin-Puffer und dem Natriumtartrat-Puffer detektiert. Die Verwendung von
Kalium- anstatt von Natriumsalzen hatte keine signifikante Auswirkung auf die Enzymaktivitat.

Infolgedessen wurden alle weiteren Untersuchungen im Natriumacetat-Puffer vorgenommen.

Weiterhin wurde die Stabilitdt von MsP1 in Abhdngigkeit des Puffersystems unter Reaktionsbe-
dingungen untersucht (Abb. 3.63, 3.64). Dazu wurde MsP1 sowohl in Natriumacetat-Puffer, als
auch in Mcllvaine-Puffer verdiinnt und bei 4 °C gelagert. Die pH-Werte der Pufferlésungen vari-
ierten zwischen pH 2,0 und 5,5 bzw. 6,0. Wahrend der Lagerung in Natriumacetat-Puffer war die
Enzymaktivitét liber 4 h nahezu konstant; erst nach 24 h wurde ein signifikanter Aktivitatsverlust
gemessen. Die hochste Stabilitit zeigte MsP1 bei einem pH-Wert von 5,0; nach 24 h besafd MsP1
noch iiber 50% seiner Ausgangsaktivitit. Bei der Lagerung in Mcllvaine-Puffer hingegen nahm
die Enzymaktivitat schon nach 30 min ab. Besonders bei pH-Werten iiber 4,0 wurde ein hoher
Aktivitatsverlust von MsP1 gegeniiber ABTS verzeichnet. Vermutlich inaktivieren Bestandteile
des Mcllvaine-Puffers das Enzym.

Die Stabilitit bei hohen pH-Werten (=pH 6) wird in der Literatur auch fiir andere DyP-Typ-Per-
oxidasen beschrieben (Fernandez-Fueyo et al. 2015; Linde et al. 2014); die Stabilitat bei geringen
pH-Werten (<pH 2) nur fiir Einzelne (Liers et al. 2013b; Fernandez-Fueyo et al. 2015).

Das pH-Profil von MsP1 zeigte, abhdngig von den eingesetzten Substraten, Aktivitdtsmaxima zwi-
schen pH 2,5 und 4,5 (Tab. 4.1) und ist vergleichbar mit den pH-Profilen anderer DyP-Typ-Per-
oxidasen (PosDyP und AauDyP pH 3-4,5; Fernandez-Fueyo et al. 2015; Linde et al. 2014). Eine
Ausnahme dabei bildete das Substrat Annatto, fiir dessen Abbau ein pH-Optimum von 6,0 be-
stimmt wurde. Fiir das Substrat ABTS zeigte das pH-Profil ein eindeutiges Maximum bei pH 3,0
(Abb. 3.56). Fiir 5-Carotin hingegen wurde liber den gesamten pH-Bereich eine hohe Enzymakti-
vitdt gemessen; dennoch wurde ein Optimum bei einem pH-Wert von 3,5 detektiert (Abb. 3.57).

Fiir die Umsetzung von Veratrylalkohol zeigte MsP1 ein pH-Optimum im sauren Bereich (2,5).
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Liers et al. (2013b) beschreibt fiir die Umsetzung der Substrate Veratrylalkohol und Adlerol mit
der Peroxidase AauDyP vergleichbare pH-Optima (pH 1,4-2,5). Auch das pH-Optimum fiir die Oxi-
dation phenolischer Substrate ist entsprechend der in der Literatur aufgefiihrten Werte (pH 3,5-
4,5; Liers et al. 2013b; Fernandez-Fueyo et al. 2015).

Tabelle 4.1: Optimale Puffer und pH-Werte der Umsetzung der einzelnen Substrate durch MsP1

Substrat Pufferstarke Puffer pH-Wert
Veratrylalkohol 100 mM Natriumtartrat-Puffer 2,5
ABTS 300 mM Natriumacetat-Puffer 3,0
B-Carotin 50 mM Natriumacetat-Puffer 3,5
Bixin 50 mM Natriumacetat-Puffer 3,5
Guajakol 50 mM Natriumacetat-Puffer 3,5
2,6-Dimethoxyphenol 50 mM Natriumacetat-Puffer 3,5
Reactive Blue 5 50 mM Natriumacetat-Puffer 4,5
Reactive Black 5 50 mM Natriumacetat-Puffer 4,5
Annatto 50 mM Natriumacetat-Puffer 6,0

Lignin-, Mangan- und versatile Peroxidasen aus Pilzen (lignolytische Peroxidasen) weisen die
hochste Aktivitat im sauren Milieu auf (pH 1,5-5,0) (Camarero et al. 1999; Liers et al. 2010). Nach
Liers et al. (2010) konnte eine hohe Stabilitit unter sauren Bedingungen Voraussetzung fiir die

Oxidation nicht-phenolischer Ligninstrukturen sein.

Abschlieflend wurde die Aktivitit von MsP1 in Abhdngigkeit der Pufferstiarke untersucht. Die
rekombinante Peroxidase MsP1 zeigte liber einen grofden Molaritdtsbereich eine hohe Aktivitat
(Abb. 3.58). Diese Stabilitat gegentiber Salzen bzw. der geringe Einfluss der Pufferstirke auf die
Enzymaktivitdt wurde auch schon bei der Zugabe von Natriumchlorid beobachtet, die ebenfalls
zu keiner Inhibition der Enzymaktivtat fithrte (Abb. 3.48). Die Pufferkonzentrationen des verwen-
deten Natriumacetat-Puffers, bei denen die hochsten Aktivitdten von MsP1 gegeniiber verschie-

denen Substraten gemessen wurden, sind neben den pH-Optima in Tabelle 4.1 aufgefiihrt.

4.3.6 Losungsmitteltoleranz

Die Toleranz von MsP1 gegeniiber 30%igem Ethanol (in Wasser bzw. Puffer) wurde liberpriift
(Abb. 3.62). Nach 4 h war keine Abnahme der Aktivitit zu verzeichnen; nach 24 h wurde ein Akti-
vitatsverlust von 60% gemessen. Somit sorgt der hohe Glykosylierungsgrad auch bei dem Einsatz
von 30%igem Ethanol fiir eine Stabilisierung des Enzyms. Dies ist besonders fiir die Umsetzung
von Ligninmodellsubstanzen von grofiem Vorteil, da diese in Losungsmitteln gelést werden. Wei-
terhin sind dadurch Einsatze bei der Verwertung von Reststoffstromen unter Verwendung von

Losungsmitteln denkbar.
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4.3.7 Modell- und Sequenzanalyse der DyP-Typ-Peroxidase MsP1

Zur Identifizierung von katalytisch aktiven Aminosaureresten und konservierten Motiven, wurde
die Aminosduresequenz von MsP1 mit den Sequenzen verschiedener DyP-Typ-Peroxidasen ver-
glichen und Homologien herausgearbeitet (Abb. 4.6). Die Zahlung beim Vergleich der Aminosau-

ren erfolgte ausgehend vom reifen Protein.

In der Sequenz wurde neben konservierten Resten, die an der Bindung der prosthetischen Grup-
pe beteiligt sind (Strittmatter et al. 2013), das unter allen Mitgliedern der DyP-Typ-Peroxidase-
Familie konservierte Strukturmotiv GxxDG identifiziert (Sugano 2009). Nach Sugano et al. (2007)
spielen die distalen Reste D171 und R329 sowie der proximale Rest H308 der Him-Umgebung ei-
ne essentielle Rolle fiir die Katalyse (Abb. 4.8; s. 4.3.7.2). Anhand des Alignment zeigte sich, dass
die genannten Reste hoch konserviert sind. Bei MsP1 liegen diese an den Positionen D173, R333
und H310. Das proximal gelegene Glutamat E391 ist ebenfalls in die Katalyse involviert (Sugano
et al. 2007). Bei AauDyP, PosDyP und MsP1 {ibernimmt jedoch ein Aspartatrest diese Funktion;
bei MsP1 hat dieser Rest die Position 396. Nach Strittmatter et al. (2013) sind die Reste 1170, A171,
R255, R332, R332 und mehrere Wassermolekiile an der Koordination der prosthetischen Gruppe
Ham durch Ausbildung von Wasserstoffriickenbindungen mit den Propansaureresten des Por-
phyringeriistes beteiligt. MsP1 zeigt ebenfalls vier dieser Reste: 1175, R266, R317 und R333; der
Alaninrest A171 ist durch ein Serin S176 ersetzt.

H164 und H166 (BadDyP) sind in vielen Sequenzen von DyP-Typ-Peroxidasen konserviert und
werden als moglicher Him-Ligand diskutiert (z.B. proximales Histidin) (Sugano 2009). In der Se-
quenz von MsP1 liegen sie an den Positionen 166 und 168. Nach Sugano et al. (2004) ist H166 fiir
die Peroxidaseaktivitdt nicht von Bedeutung . H164 hingegen wurde urspriinglich als das proxi-
male Histidin postuliert (Sato et al. 2004). Weiterfiihrende Strukturanalysen ergaben jedoch, dass
dieser Rest kein Ligand des Hams ist (Sugano et al. 2007). Sugano et al. (2004) zeigten, dass bei
einem Austausch von H164 durch A164 sowohl die Aktivitat, als auch die Him-Bindung verloren
gehen. Nach Faraco et al. (2007) deuten die Ergebnisse des Austausches auf eine Verringerung der
Proteinstabilitat und der Him-Binde-Affinitdt hin. Nach Sugano (2009) spielt H164 eine wichtige
Rolle fiir die Proteinfaltung oder die Him-Bindung. In der Sequenz der DyP aus Pleurotus ost-
reatus ist H164 jedoch nicht konserviert; an dieser Stelle befindet sich ein Lysinrest (K). Dieser
Austausch wird ebenfalls bei weiteren Vertretern der Dyp-Typ-Familie beschrieben (Faraco et al.
2007). Folglich ist die Funktion des Histidins H164 nicht abschlief3end geklart.
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AauDyP
BadDyP
PosDyP

ASSSAGLNLTDIQGDILIGMKKNKELFFFFSITDAATFKAKLGSDILELITSTN 54

ATS---LNTDDIQGDILVGMHKQKQLFYFFAINDPATFKTFLASDIAPVVASVT 51

ANDTI-LPLNNIQGDILVGMKKQKERFVFFQVNDATSFKTALKTYVPERITSAA 53

ATNGTFLPLEEIQGDIMIGMRKPKEIFFFYSIQNPRKFKSVLAKLIYPHITTTA 54

QLLA-VATQPITAVNVAFSSTGLKALGITDDLKDPVFEAGMLSNAVSDLSDPGT 107
QLSN-VATQPLVALNIAFSNTGLLALGVTDNLGDSLFANGQAKDATS--FKEST 102
ILISDPSQQPLAFVNLGFSNTGLQALGITDDLGDAQFPDGQFADAAN--LGDDL 105
QMVCTTCTQPSAMLNVAWTSQGLRKLGVLDDLGDPYFAMGQLNDAAALGDTDPS 108
GNWVPGFVGTSVHGVFLLASDTIDNVNTELANIQTILNGSITEIHRLQGEARPG 161
SSWVPQFAGTGIHGVIILASDTTDLIDQQVASIESTFGSSISKLYSLSASIRPG 156
SQWVAPFTGTTIHGVFLIGSDQDDFLDQFTDDISSTFGSSITQVQALSGSARPG 159
TTWAPGLYANKTDGAFLIAARDWEPIDTLLNQMKNWLGDAIVETHSNRGAVRPG 162
DQQGHEHF[GFMDGIISNPAVDGFTPPAEIRPGQALIPPGIMLLGEANDTFQNDRP 215
NEAGHEMF|GFLDGIIAQPAINGFNTPL---PGQNIVDAGVIITGATNDPIT--RP 205
DQAG EIIF GFLDGIISQPSVTGWETTVF--PGQAVVPPGIILTGRDGDTGT--RP 209
DAAGKEHFIGWLDGIFIQPAVAGFATSTY--PGQQLLLPGTLLTKEIGDPRRAARP 214
PWAKDGSFLVFRQMQQRAPEFNKFLQDHALNM---PNMTSEQGADLLGARIVGR 266
SWAVGGSFLAFRQLEQLVPEFNKYLLDNA-PA---GSGSLQARADLLGARMVGR 255
SWALDGSFMAFRHFQQKVPEFNAYTLANAIPANSAGNLTQQEGAEFLGARMFGR 263
AWTKWGSFMAYRQLQELVPEFDDYLMQEA-ALIQDSSRSVRERADLLGARMFGR 267
WKSDAPIDLTPLVDDPVLAADNQRNNNFDFSD-A----- TNQTRCPFSAHIRKA 314
WKSGAPIDLTPTADDPALGADAQRNNNFTYSH-AGFDLGSDQSHCPFSAHIRKT 308
WKSGAPIDLAPTADDPALGADPQRNNNFDYSD-TL----TDETRCPFGAHVRKT 312
WKSGTPLDLAPERDDPSIGPNLMLNNNFDFNHPAPFDINSNQSYCPFSAHIRKI 321
NPRGDLGGINKFPN----- QHIIRAGIPMGPEVTDAEKASNSSSTDPSLER A 363
RPRADLGGSLTPPNLSAGANSIMRSGIPMGPEVTSAESASNTTTQ----ER A 358
NPRQDLGGPVD--=---- - TFHAMRISSIPMIGPETSDAELASGVTAQD----R L 355
RPRADQGNTNL------- KNQMIRASIPMIGEELSDDEINSKKTAT----ERGVA 364
FWVAYQSNIQNGFVFEQKNMWMVDNTNFFRPG---- - TGVDPLIGTNSRNSGTDAPN 412
FVAYQAQLSQGFHFEQQTMWADNANF-PPGKTPATVGLDPIIGQNN-------- G 403
FVEYQSIIGNGFRFQQINMWANNANF--PFSKPITPG I(:)P IIGQT---------- 397
FVTYQSDLGSGFHFQQAEMWMANNVNI-PTGKSDPTPGFDPIVGQNN-------- G 409

TPRVVSGLDPNNATSTIEIGIDFVVSRGGEYFFSPSLSAIRTVLSV 458
QPRVVNGLLPSNSSASLSIP-QFVVSHGGEYFFSPPISAIGGRLSA 448
TPRTVGGLDPLNQNETFTVPL-FVIPKGGEYFFLPSISALTATIAA 442
KPLVVSGIDYTDLNHDLTF-MSFVVSKGGDYFFSPSMSAILHKIAA 454

Abbildung 4.6: Vergleich der Aminsoduresequenzen verschiedener DyP-TyP-Peroxidasen aus M. scorodonius

(MsP1, NCBI BOBK71), A. auricula-judae (AauDyP, NCBI AFJ79723), B. adusta (BadDyP, NCBI
BAA77283, PDB-ID 3AFV) und P. ostreatus (PosDyP, NCBI CAK55151): vollstandige =: konser-
vierte Aminosduren; 0: das charakteristische GxxDG-Motiv; B: konservierte Histdin-Reste (H166
und H168); D173, H310, R333, D396: katalytisch aktive Aminosduren; O: E391; [I: Reste der H,0,-
Bindetasche; : potentiell an der Bindung der prosthetischen Gruppe Ham beteiligt durch Aus-
bildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit den Propansdureresten des Porphyringeristes;
H: oberflaichenexponierte Aminosauren eines moglichen long range electron transfer (LRET);
H: am potentiellen LRET beteiligte Aminosauren
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Die Manganbindestelle (bestehend aus drei Aminosduren (Glu, Glu, Asp) und einem Propionat
der Himgruppe), die MnP und VP aufweisen (Ruiz-Duefias et al. 2009; Banci et al. 2003), sind in
der Sequenz von MsP1 nicht aufzufinden. Anhand der Kristallstruktur von AauDyp wurden Reste
identifiziert (D84, L366, S367), die in Verbindung mit Wassermolekiilen K* binden (Strittmatter
et al. 2015). Die Bindestelle ist nicht vergleichbar mit der Stelle, die von Mn-bindenden DyP-Typ-
Peroxidasen aus Bakterien berichtet wird. Dennoch wurde gezeigt, dass DyP-Typ-Peroxidasen aus
Pilzen in der Lage sind Metallionen zu binden (Strittmatter et al. 2015). In der Sequenz von MsP1
sind die genannten Reste nicht konserviert. Nach Brown et al. (2012) wird die Mn-Bindestelle in
einer bakteriellen DyP-Typ-Peroxidase durch die Reste E258, E273 und E284 gebildet. Auch diese
Reste sind in der Sequenz von MsP1 nicht nachzuweisen.

4.3.7.1 Berechnung eines Strukturmodells fiir MsP1

Mittels Rontgenstrukturanalyse wurden bisher zwei Strukturen von DyP-Typ-Peroxidasen aus
Pilzen aufgeklart: zum einen die der klassischen DyP aus Bjerkandera adusta (BadDyP; PDB-Code
3AFV) und zum anderen die Struktur einer DyP aus Auricularia auricula-judae (AauDyP; PDB-
Code 4AU9). Mit dem Programm SWISS-MODEL wurde ein Strukturmodell von MsP1 in Homo-
logie zur Rontgenkristallstrukur der BadDyP berechnet. Die Strukturen wiesen eine Homologie
von 48% auf (Abb. 3.71), wodurch von einer dhnlichen Faltung beider Proteine ausgegangen wer-
den konnte (Dill et al. 2008). Die berechnete 3D-Struktur der DyP-Typ Peroxidase MsP1 wurde
mit Chimera visualisiert (Abb. 3.72). Das berechnete Strukturmodell weist 21 a-Helices und 7
p-Faltblattstrukturen auf. Weiterhin verfiigt es iliber zwei Domanen, die das zentrale Him um-
schliefden: eine proximal gelegene N-terminale Domédne mit dem proximalen Histidin und eine
distal gelegene C-terminale Domidne mit dem konservierten Arginin- und Aspartatrest. Beide Do-
manen besitzen eine vierstrangige anti-parallele S-Faltblattstruktur, die zwischen a-Helices in ei-
ner Ferredoxin-dhnlichen Faltung liegt. Beide S-Faltblattstrukturen bilden gemeinsam das cha-
rakteristische f-barrel, welches das Ham flankiert. Dieses Motiv wurde bisher fiir keine andere
Peroxidase beschrieben (Sugano et al. 2007; Zubieta et al. 2007b; Zubieta et al. 2007a). DyP-Typ-
Peroxidasen unterscheiden sich somit stark von den klassischen Him-Peroxidasen, die eine sehr

a-helix-reiche Struktur aufweisen (Strittmatter et al. 2013).
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4.3.7.2 Katalysemechanismus und Substratoxidationsstellen

Peroxidasen (EC 1.11.1) nutzen meist Wasserstoffperoxid als Elektronenakzeptor, um die Oxida-
tion unterschiedlichster Substrate zu katalysieren (Reaktionsgleichung 1 und 2). Der vermutete
Reaktionsmechanismus von DyP-Typ-Peroxidasen aus Pilzen ist teilweise dquivalent zum Mecha-
nismus anderer Peroxidasen (Verbindung I 4quivalent); unterscheidet sich aber auch in wesent-
lichen Punkten (Sugano et al. 2007; Strittmatter et al. 2013). Beispielsweise wurde der Mechanis-
mus der Bildung von Verbindung I um eine Konformationsdnderung eines distalen Aspartatrestes
erweitert (Yoshida et al. 2011). Des Weiteren wurde Verbindung II bisher fiir DyP-Typ-Peroxida-
sen nicht nachgewiesen (Hofrichter et al. 2010; Sugano et al. 2007).

2XH, +H,0, — 2H,0+2XH’

Reaktionsgleichung 1: Enzymatische Oxidation von Substraten unter Verwendung von H,0, als Elektronenak-
zeptor; XH,: Substratmolekl; XH*: korrespondierendes Substratradikal

Enzym + H,0, - Verbindungl + H,0
Verbindungl + XH, — VerbindunglIl + XH*
VerbindungIl + XH, — Enzym +XH® + H,0

Reaktionsgleichung 2: Typischer Katalysezyklus von Peroxidasen (Enzym) (Sugano 2009); Verbin-
dungl: (FE**=0) Por**; Verbindung I: (FE**=0) Por; XH,: Substratmolekiil; XH": korre-
spondierendes Substratradikal

Das als Co-Faktor benétigte Wasserstoffperoxid erreicht iiber einen trichterféormigen, grofdten-
teils hydrophoben Kanal (substrate access channel) die kleine zylindrische H,0,-Bindetasche, die
bei der BadDyP von den Resten D171, R329, L354 und F356 gebildet wird (Sugano et al. 2007; Stritt-
matter et al. 2013). In der Aminosduresequenz von MsP1 wurden diese Reste auch nachgewiesen
(D173, R333, L362 und F364) (Abb. 4.7).

Die einzigartige Wasserstoffperoxid-Bindestelle von DyP-Typ-Peroxidasen unterscheidet sich von
anderen Peroxidasen (Faraco et al. 2007). Die Neuanordnung des Protons von H, 0, erfolgt iiber
ein distales Aspartat (BadDyp D171; MsP1 D173; basischer Aminosdurerest); bei anderen Peroxi-
dasen hingegen durch ein Histidin (Strittmatter et al. 2013). Das Aspart in der Him-Hohle ist ein
strukturelles Merkmal, das DyP-Typ-Peroxidasen mit bakteriellen Katalase-Peroxidasen gemein-
sam haben (Liers et al. 2013b; Zamocky et al. 2009).
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H310

D396

(a) (b)

Abbildung 4.7: Darstellung der H,0,-Bindetasche von MsP1 (modifiziert nach Liers et al. 2013b); (a) und (b)
stellen dabei verschiedene Ansichten dar: “5%<: prosthetische Gruppe Ham; D173, R333, 362, F364:
an der Bildung der H,0,-Bindetasche beteiligten Reste; D173, H310, R333, D396: katalytisch aktive
proximale und distale Reste der Him-Umgebung

Nach Sugano et al. (2007) nimmt das Aspartat D171 (MsP1 D173) wahrend der Katalyse ein Pro-
ton vom Sauerstoffatom des Wasserstoffperoxides auf und iibertragt es auf das andere Sauerstoff-
atom, wodurch die 0—0-Bindung heterolytisch gespalten und Wasser freigesetzt wird (Abb. 4.8).
Dabei wird ein Elektron vom Eisen (Fe3* wird zu Fe** oxidiert) und ein zweites vom Porphyrinring
auf den verbleibenden Sauerstoff iibertragen, wodurch die sogenannten Verbindung I der klassi-
schen Peroxidasen (Porphyrin-Kation-Radikal mit einem Fe**-Oxo-Intermediat) entsteht. Um das
Proton von H,0, aufnehmen zu konnen, dndert das Aspartat in Gegenwart von Wasserstoffper-
oxid die Position seiner Seitenkette hin zum Ham-Molekiil. Nach der Bildung von Verbindung I
schwingt die Seitenkette wieder in seine Ausgangsposition zuriick (Yoshida et al. 2011). Nach
Strittmatter et al. (2013) kann nur durch diese Konformationsianderung Verbindung I gebildet

werden.

Der Argininrest (BadDyp R329; MsP1 R333) ist fiir die Katalyse ebenfalls essentiell (Strittmatter et
al. 2013). Das Arginin nimmt nicht direkt am Prozess der Neuanordnung teil, sondern koordiniert
H,0, durch Wasserstoffbriickenbindungen an der sechsten Koordinationsstelle des Fe3* und sta-
bilisiert anschliefdend die Verbindung I (Ladungsstabilisator). Das proximale Glutamat E391 der
BadDyP bildet Wasserstoffbriickenbindungen zum fiinften Ligand (BadDyP H308; MsP1 H310) des
Hams aus und stabilisiert damit das Fe3* und Fe**. Dieser proximale Rest ist in den anderen DyP-

196



Diskussion

Typ-Peroxidasen durch ein Aspartat (MsP1 D396) ausgetauscht (Abb. 4.6).

Der Ausgangsoxidationszustand des Zentralatoms (Fe3*) des Hims wird anschliefend durch die
schrittweise Aufnahme von zwei Elektronen von Substratmolekiilen wieder hergestellt. Die da-
bei entstehende Verbindung II wurde fiir die DyP-Typ-Peroxidasen bisher nicht nachgewiesen;
jedoch veroffentlichten Liers et al. (2013a) erste Informationen iiber einen zur Verbindung Il még-

licherweise vergleichbaren reaktiven Enzymzustand (DyP-Intermediat).
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Abbildung 4.8: Schematische Darstellung des Katalysemechanismus von MsP1 (modifiziert nach Sugano et al.
2007)
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Nach Strittmatter et al. (2013) verandert der Schwingmechanismus vom Aspartat zusatzlich die
GroRe der Offnung des Him-Zugangskanals, so dass auch grofere Molekiile als H,0, (beispiels-
weise kleine organische Komponenten) passieren konnten. Somit wiirde das Aspartat als gatekee-
per dienen, wodurch das Enzym in der Lage ware, Substrate direkt in der Himkavitat zu oxidieren
(Strittmatter et al. 2013). Berechnungen zeigten, dass Molekiile der Gréf3e von Guajakol knapp in
den Ham-Zugangskanal passen; jedoch ist der Grofsteil der Substrate von DyP-Typ-Peroxidasen
betrachtlich grofier als Guajakol (Strittmatter et al. 2013). Aus diesem Grund vermuten die Auto-

ren oberflaichenexponierte Substratinteraktionsstellen.

Durch Kristallisationsstudien von BadDyP mit dem Substrat 2,6-Dimethoxyphenol (DMP; dhnli-
che Grofde wie Guajakol) identifizierten Yoshida et al. (2012) eine mogliche Substratbindestelle.
DMP befand sich in einem zweiten Kanal in der Ndhe des Hims und bildete Wasserstoffbriicken-
bindungen zu der Aminosdure N313, Wassermolekiilen an der distalen Seite des Hims und dem
Propionat aus (Abb. 4.9). Dieses Wasserstoffbriickennetzwerk war essentiell fiir den Elektronen-

transfer vom Substrat zum Ham.
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308

N313 %1

(a) (b)

Abbildung 4.9: Darstellung der Substratbindetasche der BadDyP fiir DMP (modifiziert nach Yoshida et al. 2012)
(a): Darstellung der Him-Umgebung von BadDyP: “Z~: DMP-Molekiil; @ : Wassermolekiile;
“5E,: prosthetische Gruppe Ham; D171, H308, R329 und E391: katalytisch aktive proximale und
distale Reste der Hdm-Umgebung; N313: am Elektronentransfer beteiligt
(b): Ausschnitt der Proteinoberflache von BadDyP, der die Substratbindetasche fir DMP zeigt:
&% Proteinoberflache; “c~: DMP-Molekiil
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Allerdings sind diese Aminosduren unter den verglichenen DyP-Typ Peroxidasen nicht konser-
viert (Abb. 4.6). Des Weiteren weist die Oberfliche von MsP1 keinen frei zuganglichen Kanal fiir
2,6-Dimethoxyphenol auf (Abb. 4.10). Auch bei der AauDyp ist dieser Kanal nicht vorhanden, da
er durch eine Schleife verdeckt wird (Linde et al. 2015a).

Abbildung 4.10: Darstellung der vergleichbaren Substratbindetasche fiir DMP bei MsP1 (modifiziert nach Yoshi-
da et al. 2012): ¥%: Ausschnitt der Proteinoberfliche von MsP1; “c~: DMP-Molekiil

In weiterfithrenden Studien identifizierten Strittmatter et al. (2013, 2015) bei der DyP-Typ-Per-
oxidase AauDyP zwei Arten von Substratinteraktionsstellen. Strittmatter et al. (2015) zeigten,
dass Azolderivate die sechste Koordinationsstelle des Hims der AauDyP besetzten konnen. Sie
bewiesen damit die Fahigkeit von DyP-Typ-Peroxidasen, kleine organische Molekiile in der Him-
Tasche zu binden.

Diese Fahigkeit hdangt direkt mit der Form des Him-Kanals (heme access channel) zusammen. Be-
zogen auf die Dimension weist AauDyP einen dhnlichen Kanal wie Cytochrome P450 und unspezi-
fische Peroxygenasen (UPOs) auf, die die direkte Oxidation von Substraten am Ham katalysieren.

Die Form des Hiam-Zugangskanals der AauDyP, insbesondere bezogen auf die Gréfle und Lage
zum Ham, gleicht grofitenteils der unspezifische Peroxygenasen aus Agrocybe aegerita (AaeUPO).
Beide zeigen Zugangskanile, die anndhernd rechtwinklig zur Ebene der prosthetischen Gruppe
stehen. Jedoch zeigt die AauDyP im Vergleich zur AaeUPO eine Verengung des Kanals, einen so-
genannten ,Flaschenhals® Ligninperoxidasen und versatile Peroxidasen weisen hingegen kurze,
spitz zulaufende und seitlich gelegene Zugangskanaile mit kleinen Bindetaschen auf. Dadurch sind
sie nicht in der Lage grofiere Molekiile als Wasserstoffperoxid in der Him-Tasche zu binden. Aau-
DyP und AaeUPO haben dafiir hingegen geniigend Platz.

Weiterhin besitzen DyP-Typ-Peroxidasen und UPOs funktional identische Sdure-Base-Paare be-
stehend aus dem Guanidinrest eines Arginins und der Carboxylatgruppe eines Aspartats oder
Glutamats (Strittmatter et al. 2015). Infolgedessen wiirde es die Autoren nicht iiberraschen, wenn
die Funktionalitdt der AauDyp durch eine Erweiterung des , Flaschenhalses“ des Him-Kanals durch
Mutation zu einer Peroxygenase hin verdndert werden wiirde.
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Die zweite Art von Substratinteraktionsstellen sind oberflichenexponierte redoxaktive Amino-
sduren, die auch andere Him-Peroxidasen wie Lignin- und versatile Peroxidasen aufweisen (Stritt-
matter et al. 2015).

Liers et al. (2013a) und Strittmatter et al. (2013) identifizierten potentielle long range electron
transfers (LRET-Ubertragungswege) bei der DyP-Typ-Peroxidase aus Auricularia auricula-judae.
Dabei interagieren die Substrate mit oberflichenexponierten Bindestellen (l6sungsmittelexpo-
nierte Substratbindestellen) und Elektronen werden durch einen Langstreckentransfer von der
Oberflache bis hin zum Ham iibertragen. Elektronenreiche aromatische Aminosauren wie Tryp-
tophan und Tyrosin an der Proteinoberflache dienen dabei als Oxidationsstellen. Saure Seitenket-
ten (AauDyp E354; MsP1 E359) in deren Umgebung stabilisieren die entstehenden Radikalionen
(Strittmatter et al. 2013).

Um die Substrate an der oberflachenexponierten Oxidationsstelle zu halten und einen effizienten
Elektronentransfer zu gewahrleisten, gehen Strittmatter et al. (2015) von einem Sulfat/Sulfonat-
»+Anker“-Motiv aus; alle Farbstoffe, die von DyP-Typ-Peroxidasen umgesetzt werden, weisen min-
destens eine Sulfat- oder Sulfonatgruppe auf. Die Aminosauren, die bei AauDyp als ,Anker“-Motiv
identifiziert wurden, sind nicht konserviert (Abb. 4.6). Demzufolge stellen sie keine universelle
Substratbindestelle dar. Dennoch kénnen mit Sulfat- sowie Sulfonatgruppen ausgezeichnet Was-
serstoffbriickenbindungen ausgebildet werden. Aus diesem Grund vermuten Strittmatter et al.
(2015), dass auch andere DyP-Typ-Peroxidasen die Substrate auf diese Weise an der Oxidations-
stelle fixieren.

Auf der Oberflache der AauDyp wurden sieben Tyrosine und vier Tryptophane identifiziert; der
Mittelwert bei DyP-Typ-Peroxidasen aus Basidiomyceten liegt bei 8,8 Tyrosin- und 5,7 Trypto-
phanresten pro Proteinmolekiil (Linde et al. 2015b). Ein LRET-Ubertragungsweg bei der AauDyp
verlauft vom Y3378, das bei DyP-Typ-Peroxidasen aus Pilzen und Bakterien hoch konserviert ist,
tiber L357 zum Ham (Liers et al. 201343, Strittmatter et al. 2013, Linde et al. 2014, Strittmatter et al.
2015, Linde et al. 2015a). MsP1 weist diesen méglichen LRET-Ubertragungsweg (Y338 liber G361
und L362 zum Ham) ebenfalls auf (Abb. 4.11).

80Zahlung ausgehen vom reifen Protein
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Abbildung 4.11: Darstellung des méglichen LRET-Ubertragungsweges bei MsP1 (modifiziert nach Liers et al.
2013a)
(a): "% prosthetische Gruppe Ham; D173, H310, R333 und D396: katalytisch aktive proximale
und distale Reste der Him-Umgebung; Y338, G361 und L362: am LRET beteiligte Aminosauren
(b): Ausschnitt der Proteinoberflache von MsP1; lila markiert ist dabei die oberflachenexponier-
te Aminosdure Y338

Ein weiterer, kurzer Elektronentransfer verlauft bei der AauDyp iiber das Tryptophan W377 iiber
Threonin T308 zum Ham (Liers et al. 2013a, Strittmatter et al. 2013, Linde et al. 2014, Strittmat-
ter et al. 2015, Linde et al. 2015a). MsP1 weist diesen méglichen kurzen LRET-Ubertragungsweg
(W382 iiber L378 zum Ham) ebenfalls auf (Abb. 4.12). Jedoch ist bei MsP1 das Threonin gegen ein
Leucin ausgetauscht.
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Abbildung 4.12: Darstellung des méoglichen kurzen LRET-Ubertragungsweges bei MsP1 (modifiziert nach Liers
et al. 2013a)
(a): "5%<.: prosthetische Gruppe Ham; D173, H310, R333 und D396: katalytisch aktive proximale
und distale Reste der Hdm-Umgebung; W382 und L378: am LRET beteiligte Aminosduren
(b): Ausschnitt der Proteinoberflache von MsP1; lila markiert ist dabei die oberflachenexponier-
te Aminosdure \W382

Linde et al. (2015a) zeigten, dass der bevorzugte LRET-Ubertragungsweg bei der Aminosiure
Tryptophan W377 beginnt. Andere LRET - wie beispielsweise der liber die Aminosdure Y338 - ha-
ben nur einen geringen Anteil an der Katalyse.

4.3.8 Ermittlung der Kristallstruktur von MsP1

Das gereinigte MsP1 wurde zur Kristallisation und anschlieflender Rontgenstrukturanalyse an
den Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. Becker (Institut fiir Erndhrungswissenschaft der Justus-Liebig-
Universitat Giefsen) gegeben. Die Kristallisation war erfolgreich und die Untersuchung der 3-di-
mensionalen Struktur von MsP1 mittels Rontgenstrukturanalyse erfolgte. Anhand von Verglei-
chen mit anderen DyP-Typ-Peroxidasen wurden Aminsosdurereste nahe dem aktiven Zentrum
herausgesucht, die mdglicherweise eine hydrophobe Tasche bilden und die Enzymaktivitit regu-
lieren. Mit Hilfe von Mutagenesestudien sollen die Funktionen dieser Aminosdurereste bei der
Umsetzung von S-Carotin und ABTS gezeigt werden (Pretzel et al. 2012).
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4.3.9 Einfluss von Wasserstoffperoxid auf die Enzymaktivitat

Alle Hdm-Peroxidasen werden bei Abwesenheit reduzierender Substrate von Wasserstoffperoxid
deaktiviert (Linde et al. 2014); die Toleranz von Peroxidasen gegeniiber H,0, ist jedoch unter-
schiedlich hoch (Khosraneh et al. 2007; Gil-Rodriguez et al. 2008). Nach Valderrama und Vazquez-
Duhalt (2005) ist die Deaktivierung des Enzyms durch Peroxide auf den Verlust der Eisenkoor-
dination, die Destruktion des Hims oder auf die Bildung von Proteinaggregaten zurtickzufiihren.
Arnao et al. (1990b) beschreiben eine ,Selbstmord-Inaktivierung“ von klassischen Peroxidasen
durch Wasserstoffperoxid.

Aber auch in Gegenwart reduzierender Substrate werden Peroxidasen durch H,0, deaktiviert. Ar-
nao et al. (1990a) untersuchten dazu die Inaktivierung einer Meerrettichperoxidase durch Was-
serstoffperoxid in Gegenwart reduzierender Substrate und die mogliche Schutzfunktion dieser
Substrate. Baynton et al. (1994) untersuchten die Kinetik der Inaktivierung der Meerrettichper-

oxidase durch H,0, in Anwesenheit von Phenolen.

Sowohl der ABTS-Assay, als auch der p-Carotin-Assay wurden mit MsP1 unter Zugabe von ver-
schiedenen Mengen an H,0, durchgefiihrt. Bei einem Zusatz von 0,125 mM H,0, war die Per-
oxidaseaktivitdt von MsP1 gegeniiber den Substraten am héchsten. Sowohl niedrigere, als auch
hohere Konzentrationen an Wasserstoffperoxid limitierten den Umsatz von ABTS und f-Carotin
(Abb. 3.60, 3.67). Bei einem zu grofRen Uberschuss an Wasserstoffperoxid wird die Peroxidase
gehemmt; bei einer zu niedrigen Konzentration an H,0, hingegen ist nicht geniigend Wasser-
stoffperoxid vorhanden, um die maximale Aktivitat zu erreichen. Fiir die Umsetzung der anderen

untersuchten Substrate wurden entsprechende Ergebnisse erhalten.

Nach Dequaire et al. (2002) hdngt der Grad der Inhibierung von der Wasserstoffperoxidkonzen-
tration ab. Bei sehr hohen H,0,-Konzentrationen bzw. einem zu groRen Uberschuss an H,0,
im Vergleich zum Substrat tritt eine irreversible Inaktivierung des Enzyms auf. Dabei reagiert
vermehrt H,0, anstelle des Substrates mit Verbindung I (Reaktionsgleichung 2) zu einer inak-
tiven Verdo-Ham-Form des Proteins. Bei der reversiblen Inhibierung reagiert H,0, mit Verbin-
dung II (Reaktionsgleichung 2) zu einer sogenannten Oxyperoxidase-Form des Enzyms (Verbin-
dung III; Struktur dhnlich zu Oxyhdmoglobin). Durch verschiedene Elektronendonatoren kann
Verbindung IIl wieder zu Verbindung I reduziert werden, wodurch das Enzym im katalytischen
Zyklus verbleibt. Die unterschiedlichen Elektronendonatoren reduzieren Verbindung III jedoch
verschieden effizient. Abhdngig vom pH-Wert und der Temperatur konvertiert Verbindung III al-
lerdings auch durch spontanen Zerfall in den Grundzustand des Enzyms zuriick (Dequaire et al.
2002). Ob die Inaktivierung von DyP-Typ-Peroxidasen durch H,0, auf gleiche Weise verlauft, ist
noch nicht geklart. Um einen Uberschuss an Wasserstoffperoxid zu vermeiden, werden Peroxida-
sen in der Natur durch andere Enzyme, wie beispielsweise Arylalkohloxidasen, mit dem Cofaktor

versorgt.
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Kim und Shoda (1999a) zeigten, dass die Toleranz der BadDyP gegeniiber Wasserstoffperoxid
vom Substrat und der Konzentration des Enzyms abhdngen. Wasserstoffperoxid (Co-Substrat)
und Substrat konkurrieren miteinander um die Bindung am Enzym, wodurch die K,-Werte des
Enzyms zu beiden Substraten eine Rolle bei der Inhibierung spielen diirften. Dies wurde ebenfalls
fiir MsP1 gezeigt. Folglich wurden fiir die Umsetzung aller Substrate durch MsP1 die optimalen

Wasserstoffperoxid- und Enzymkonzentrationen bestimmt.

4.3.10 Einfluss von Sauerstoff auf die Enzymaktivitat

MsP1 oxidiert 5-Carotin auch in Abwesenheit von Wasserstoffperoxid, wobei die Enzymaktivi-
tat durch die Zugabe von H,0, signifikant gesteigert werden kann (Abb. 3.60). Dies wurde von
Scheibner (2006) auch fiir das native Enzym MsP1 aus Mycetinis scorodonius gezeigt.

Der Reaktionsansatz des Enzym-Assays kann durch den Zusatz der -Carotin-Substratlésung und
dem darin enthaltenen Emulgator Tween® 80 zwar geringe Mengen an Wasserstoffperoxid ent-
halten (s.3.7.7.1), jedoch ware der Umsatz von -Carotin durch MsP1 schon nach kurzer Zeit durch
das Aufbrauchen des vorhandenen H, 0, beendet gewesen. Die Reaktion verlief hingegen tiber ei-

ne Dauer von nahezu einer Stunde.

Des Weiteren wurde die Enzymaktivitat gegeniiber -Carotin durch die Anreicherung des Reak-
tionspuffers mit Sauerstoff um den Faktor 2,3 gesteigert (Abb. 3.61). Dahingegen fiihrte die Ent-
gasung des Puffers und somit die Abreicherung von Sauerstoff zu einem fast vollstdndigen Ver-
lust der Aktivitat. Demzufolge ist die Oxidation von S-Carotin durch MsP1 direkt vom Gehalt an
Sauerstoff in Form von O, abhangig. Brown et al. (2012) beschreiben eine H,0,-unabhangige oxi-
dative Decarboxylierung von 4-Methoxymandelsaure durch eine DyP-Typ-Peroxidase aus Amyco-
latopsis sp. in Gegenwart von Sauerstoff. Die Oxidasefunktion der DyP-Typ-Peroxidase aus dem
Lignin-reaktiven Bakterium ist zusatzlich abhingig von Mn?*. Nach den Autoren reicht die Zugabe
von Mn2* jedoch nicht aus, um das Fe3* des Hams zu Fe?* reduzieren, welches klassischerweise
mit dem Sauerstoff reagieren wiirde. Nach Brown et al. (2012) ist somit ein komplexer Kataly-
semechanismus notwendig, wie er auch schon fiir andere Peroxidasen beschrieben worden ist
(Yamazaki und Piette 1963; PaszczynsKi et al. 1986). Die Umsetzung von S-Carotin durch MsP1
in Gegenwart von Sauerstoff verliuft hingegen ohne den Zusatz von Mn?*.

Adak et al. (1998) beschreiben fiir eine Meerrettichperoxidase den Mechanismus der Oxidation
von Epinephrin ohne Zusatz von Wasserstoffperoxid unter Verbrauch von molekularem Sauer-
stoff. Nach den Autoren wird das Fe3* des Hiams zunichst zu Fe?* unter Bildung eines Substra-
tradikals reduziert. Das Fe?*-Enzym reagiert anschlieRend mit molekularem Sauerstoff unter Bil-
dung von Verbindung II1. Diese Verbindung wird unter Bildung eines Hyperoxids 0,°~ wieder zum
nativen Enzym oxidiert. Das entstandene O,°” reagiert mit dem Substratradikal unter Bildung von
Wasserstoffperoxid, welches anschlief3end fiir die Durchfiithrung der tiblichen Peroxidasereaktion

verwendet werden kann. Phenole wie beispielsweise Guajacol weisen hohe Standardpotentiale
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von etwa 900 mV (gegen NWE) auf und kénnen von der Meerrettichperoxidase nur in Gegen-
wart von Wasserstoffperoxid umgesetzt werden (Adak et al. 1998; Hauser und Olsen 1998). Das
Standardpotential von Epinephrin hingegen liegt bei etwa 150-300 mV (gegen NWE). Adak et al.
(1998) fiihren die Fahigkeit der Meerrettichperoxidase Epinephrin durch molekularen Sauerstoff

zu oxidieren auf das vergleichsweise niedrige Standardpotential des Substrates zurtick.

Nach Martin et al. (1999) liegt das Standardpotential fiir eine Ein-Elektronen-Oxidation von S-
Carotin bei 650-780 mV (gegen NWE) und somit nur knapp unter den Standardpotentialen von
Phenolen. Somit kann der 0,-abhangige Abbau von f-Carotin durch MsP1 nicht einzig durch das
Standardpotential des Substrates erklart werden. Jedoch weisen DyP-Typ-Peroxidasen mehrere
Oxidationsstellen auf, sowohl auf der Proteinoberfldche, als auch nahe des aktiven Zentrums. Ver-
mutlich bindet 5-Carotin auf Grund seiner Struktur an einer anderen Oxidationsstelle als Phenole.
Auch wenn der Katalysemechanismus der Oxidasefunktion von DyP-Typ-Peroxidasen noch nicht
geklart ist, erweitert diese Funktion deren Substratspektrum und ermdéglicht die Reaktion mit
komplexeren Substraten (Brown et al. 2012).

4.3.11 Ermittlung des Substratspektrums und der kinetischen Parameter

Die vier Peroxidasefamilien (DyP-Typ-Peroxidasen (DyPs), Manganperoxidasen (MnPs), Lignin-
peroxidasen (LiPs) und versatile Peroxidasen (VPs)) unterscheiden sich in ihren katalytischen
Eigenschaften, auch wenn sie alle ABTS, einen Farbstoff mit niedrigem Redoxpotential, effizient
oxidieren konnen (Fernandez-Fueyo et al. 2015). Um die katalytischen Eigenschaften von MsP1
mit anderen DyP-Typ-Peroxidasen und lignolytischen Peroxidasen (LiP, VP, MnP) zu vergleichen,
wurden unterschiedlichste Substrate umgesetzt (Tab. 3.10) und die katalytischen Konstanten be-
stimmt (Tab. 3.12, Tab. 3.13).

MsP1 wies die hochste Affinitat (K= 15,8 uM) zu dem Substrat ABTS auf und setzte dieses mit
einer Katalytischen Effizienz von 6,3 x 107 s~ M~! um. Diese ist 3,5-fach hoher als die kataly-
tischen Effizienz der AauDyP (1,8 x 107 s"' M~}; Linde et al. (2014)) und sogar 8-fach hoher
als die der DyP-Typ-Peroxidase aus Irpex lacteus (8,0 x 10® s™' M~!; Salvachda et al. (2013)).
Die Affinitdt von MsP1 zu ABTS ist vergleichbar zur der Affinitit einer versatilen Peroxidase aus
Pleurotus ostreatus (Pleos-VP2: K= 12,0 uM); dennoch liegt die katal. Effizienz der VP nur bei
7,2 x 10> s71 Mt (Fernandez-Fueyo et al. 2015). Linde et al. (2014) beschreiben ebenfalls, dass
die katalytische Effizienz der DyP-Typ-Peroxidasen fiir ABTS gleich oder sogar hoher ist als die
anderer lignolytischer Peroxidasen aus Pilzen, eingeschlossen LiPs aus P. chrysosporium und C.

subvermispora, VPs aus P, eryngii und P, ostreatus, sowie MnPs aus P. ostreatus.

Reactive Blue 5 wurde von MsP1 mit einer Affinitit von 32,6 uM gebunden und mit einer ka-
talytischen Effizienz von 7,4 x 106 s M1 umgesetzt. Reactive Blue 5 ist ein Anthrachinonfarb-
stoff und wird als ein charakteristisches Substrat fiir DyP-Typ-Peroxidasen beschrieben (Kim et

al. 1995). Die ermittelten katalytischen Konstanten sind vergleichbar zu denen von anderen in der
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Literatur beschrieben DyP-Typ-Peroxidasen (BadDyP: K,= 54,0 uM, Effizienz= 4,8 x 10°s"1 M1,
Kim und Shoda (1999a); AauDyP: K,,= 23,0 pM, Effizienz= 5,0 x 10 s~ M1, Liers et al. (2010)).
Nach Liers et al. (2013b) ist Reactive Blue 5 kein exklusives Substrat von DyP-Typ-Peroxidasen
und laut den Autoren scheint dessen Umsetzung nicht mit dem Redoxpotential des Enzyms zu
korrelieren. So zeigt eine Peroxidase aus C. cinerea (CiP) mit niedrigem Redoxpotential eine {iber-
raschend hohe spezifische Aktivitit (151 Umg™!) gegeniiber Reactive Blue 5; wohingegen die spe-
zifischen Aktivitaten lignolytischer Peroxidasen (BadVP und PchLiP) gegeniiber dem Farbstoff
vergleichsweise gering sind (15 Umg™!, 3Umg™!) (Liers et al. 2013b).

Neben dem Anthrachinonfarbstoff Reactive Blue 5 setzt MsP1 auch die natiirlichen Farbstoffe (-
Carotin, Bixin und Norbixin (als wéssrig-alkalischer Annattoextrakt) um. Fiir die Umsetzung von
Norbixin durch MsP1 wurde ein wassrig-alkalischer Annattoextrakt verwendet, der als Haupt-
bestandteil das Natriumsalz des Norbixins enthalt. Fiir §-Carotin und die beiden Xanthophylle
Bixin und Norbixin konnten die kinetischen Parameter nicht ermittelt werden, da auf Grund der
hohen Eigenabsorption nur geringe Mengen der Farbstoffe zur photometrischen Messung einge-
setzt werden konnten. Diese Mengen reichten nicht aus, um in die Substratsattigung zu gelangen.
MsP1 weist bei anndhernd gleichen Substratkonzentrationen (Norbixin 16 pM, Bixin 16,5 uM) fiir
Norbixin eine wesentlich hohere spezifische Aktivitdt im Vergleich zu Bixin auf (Tab. 3.12). Die
spezifische Aktivitdit von MsP1 gegeniiber dem natiirlichen Farbstoff §-Carotin ist im Vergleich
zu den Xanthophyllen am geringsten (Tab. 3.12). Auch wenn die Substratsattigung nicht erreicht
werden konnte, wurden die ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten der Umsetzungen der Farb-
stoffe gegen deren Substratkonzentration aufgetragen. Dabei ergaben sich sigmoidale Verlaufe
der Sattigungskurven. Linde et al. (2014) zeigen fiir die Umsetzung von Reactive Blue 19 eben-
falls einen sigmoidalen Verlauf der Kinetik. Nach den Autoren tritt dieser durch die gleichzeitige
Oxidation des Substrates an zwei Oxidationsstellen mit unterschiedlichen Affinitdten und Wech-
selzahlen auf. Auch eine versatile Peroxidase aus P, eryngii oxidiert einige Phenole und Fabstoffe
(beispielsweise DMP und ABTS) gleichzeitig an unterschiedlichen Oxidationsstellen mit niedri-
ger und hoher Affinitdt zum Substrat (Ruiz-Duenas et al. 2009). Die Oxidationsstellen sind zum
einen auf der Proteinoberfliche und zum anderen im Ham-Zugangskanal lokalisiert (Morales et
al. 2012).

DyP-Typ-Peroxidasen bendétigen im Gegensatz zu LiP und MnP keine Redoxmediatoren, um die
Oxidation von phenolischen Substraten zu katalysieren (Liers et al. 2013a). In diesem Zusammen-
hang dhneln sie den versatilen Peroxidasen, die unabhdngig von Redoxmediatoren eine hohe Akti-
vitat gegeniiber Phenolen zeigen (Martinez et al. 1996). MsP1 setzt sowohl 2,6-Dimethoxyphenol
(DMP), als auch Guajakol effizient um, im Gegensatz zur klassischen DyP-Typ-Peroxidase aus B.
adusta, die die Oxidation von DMP und Guajakol kaum katalysiert (Sugano et al. 2000). Bei die-
sen Phenolderivaten handelt es sich um typische Substrate fiir Mangan- bzw. Ligninperoxidasen.
Die spezifischen Aktivititen von MsP1 fiir diese Substrate lagen bei 70 Umg™! (Guajakol) bzw.
73 Umg™! (DMP) und sind somit vergleichbar mit spezifischen Aktivititen anderer DyP-Typ-Per-
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oxidasen (31-278 Umg™!; Liers et al. (2013a)) und etwas geringer als die spezifischen Aktivititen
phenoloxidierender Peroxidasen (Peroxidase aus C. cinerea (CiP) und Glycine max (SBP); spezi-
fische Aktivititen 92 Umg™! (SBP) und 169 Umg™! (CiP); Liers et al. (2013a)). MsP1 wies eine
signifikant hohere Affinitiat zu dem Substrat DMP (zweifach substituiertes Phenol; Ky,= 79,0 uM)
als zu dem Substrat Guajakol (einfach substituiertes Phenol; Ky,= 145,5 pM) auf. Die Wechsel-
zahlen beider Umsetzungen waren jedoch miteinander vergleichbar (DMP: ke= 214 s71: Gua-
jakol: keae= 204 s71). Die Wechselzahlen anderer DyP-Typ-Peroxidasen fiir die Umsetzung von
DMP sind hingegen kleiner als die von MsP1 (IlaDyP: kc,= 70 s~ Salvachta et al. (2013); Aau-
DyP: keae= 70 s71 Liers et al. (2010)). Auch Manganperoxidasen, Ligninperoxidasen und versa-
tile Peroxidasen weisen niedrigere Wechselzahlen gegeniiber dem Substrat DMP auf (BadMnP:
Kear= 70 s™1 Wang et al. (2002); LiP: keae= 27 s~ Ward et al. (2003); VP aus Pleurotus eryngii fiir
DMP ohne Mn(II): kcae= 3 s~ Camarero et al. (1999); BadVP: k.= 2,3 s~ Mester und Field (1998)).
Die katalytische Effizienz von MsP1 fiir die Oxidation von 2,6-Dimethoxyphenol (2,7 x 106s™1 M)
ist vergleichbar mit einer DyP-Typ-Peroxidase aus Pleurotus ostreatus (Pleos-DyP4 (Isoenzym):
katalytische Effizienz= 2,12 x 10® s~ M~1; Fernandez-Fueyo et al. (2015)).

[soenzyme einer MnP aus Pleurotus ostreatus sind in der Lage, phenolische Substrate auch in
Abwesenheit des Redoxmediators Mn?* zu oxidieren; jedoch verliuft die Oxidation wesentlich
schneller in Gegenwart von Mn?* (Giardina et al. 2000). Auch fiir andere Manganperoxidasen wur-
de eine Mangan-unabhéngige Oxidation berichtet (MnP aus P. pulmonarius, P eryngii und aus B.
adusta (Martinez et al. 1996; Camarero et al. 1996; Camarero et al. 1999; Mester und Field 1998)).
Die Aktivitat von MsP1 gegeniiber dem Substrat DMP wurde ebenfalls durch den Zusatz von Man-
gansulfat (Mn?*) signifikant gesteigert. Auf Grund dieser Steigerung wurde die direkte Oxidation
von Mn?* zu Mn3* durch MsP1 iiberpriift. Die Aktivitit von MsP1 gegeniiber Mn?* betrug 2603
U L! bzw. 0,32 U mg!. Die Fahigkeit von MsP1, Mn?* zu oxidieren, ist auRergewéhnlich und
wurde bisher nur fiir eine weitere DyP-Typ-Peroxidase aus Pilzen beschrieben (Isoenzym einer
DyP-Typ-Peroxidase aus Pleurotus ostreatus Pleos-DyP4; Fernandez-Fueyo et al. (2015)). Hinge-
gen wurde von vier DyP-Typ-Peroxidasen aus Bakterien berichtet, die in der Lage sind Mn?* zu
oxidieren; deren Wechselzahl (k) ist jedoch geringer als die von MnPs und VPs (Fernandez-
Fueyo et al. 2015). Fiir MnPs und VPs sind die spezifischen Bindestellen fiir Mn?* (bestehend aus
drei Aminosduren (Glu, Glu, Asp) und einem Propionat der Himgruppe) charakterisiert (Ruiz-
Dueiias et al. 2009; Banci et al. 2003). Auch fiir DyP-Typ-Peroxidasen aus Bakterien wurden Kris-
tallstrukturen mit Manganbindestellen beschrieben (Singh et al. 2013; Brown et al. 2012). Diese
spezifischen Bindestellen sind in der Sequenz von MsP1 - genauso wie in den Sequenzen anderer
DyP-Typ-Peroxidasen (Liers et al. 2013b) - nicht aufzufinden (s. 4.3.7); dennoch ist die DyP-Typ-
Peroxidase MsP1 in der Lage Mn?* zu Mn3* zu oxidieren. Demzufolge muss MsP1 andere Binde-
stellen fiir Mn?* aufweisen.

MsP1 setzt zusatzlich den Azofarbstoff Reactive Black 5 um. Der Farbstoff besitzt ein hohes Re-

doxpotential und ist ein typisches Substrat fiir versatile Peroxidasen (VP) (Camarero et al. 1999;
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Heinfling et al. 1998). Auch andere DyP-Typ-Peroxidasen oxidieren den Azofarbstoff; jedoch setzt
beispielsweise AauDyP Reactive Black 5 mit einer 2,8-6,8-fach geringeren katalytischen Effizienz
als LiPs aus C. subvermispora und VPs aus Pleurotus eryngii und Pleurotus ostreatus um (Linde
et al. 2014). Fir Reactive Black 5 konnten die kinetischen Parameter nicht ermittelt werden, da
auf Grund der hohen Eigenabsorption nur geringe Mengen des Farbstoffes zur photometrischen
Messung eingesetzt werden konnten. Diese reichten nicht aus, um in die Substratsittigung zu ge-
langen. Auch wenn die katalytischen Konstanten fiir die Oxidation von Reactive Black 5 nicht er-
mittelt werden konnten, zeigte die Umsetzung des Farbstoffes, dass MsP1 sich katalytische Eigen-

schaften mit versatilen Peroxidasen teilt (Oxidation von Reactive Black 5 und von Mn?*).

Neben phenolischen Substraten setzte MsP1 auch Veratrylalkohol, ein nicht-phenolisches Modell-
substrat, um. Veratrylalkohol ist ein typisches Substrat der LiP und wird nicht von allen DyP-Typ-
Peroxidasen umgesetzt (Sugano et al. 2007). Da die Umsetzung nur langsam verlief, wurde die
Substratsattigung auch nach Zugabe von 60 000 uM Veratrylalkohol nicht erlangt, sodass von ei-
ner Bestimmung der kinetischen Parameter von MsP1 fiir das Substrat Veratrylalkohol abgesehen

wurde. Auch AauDyP setzt Veratrylalkohol mit einer sehr geringen Affinitdt um (Linde et al. 2014).

MsP1 oxidierte Adlerol, ein nicht-phenolisches 5-0-4 Ligninmodelldimer ohne Zusatz von Redox-
mediatoren. Bei dem Abbau von Adlerol durch DyP-Typ-Peroxidasen wird Veratrylalkohol gebil-
det, was generell deren Fahigkeit zur Spaltung von C,-Cg-Ethern indiziert (Liers et al. 2013b). Die
Umsetzung von Adlerol durch MsP1 erfolgte nur langsam. Nach Liers et al. (2013b) sind die spe-
zifischen Aktivitdten der untersuchten DyP-Typ-Peroxidasen gegeniiber Adlerol im besten Fall

10-fach geringer als die spezifische Aktivitat von PchLiP gegeniiber dem Substrat.

Die natiirliche Funktion von DyP-Typ-Peroxidasen aus Pilzen ist weiterhin ungeklart (Liers et al.
2013b). Wegen ihrer Vielseitigkeit konnten sie sowohl an der Umwandlung von Lignocellulosen
und anderen Polymeren, als auch an unspezifischen Abwehr- und Entgiftungsreaktionen betei-
ligt sein (Liers et al. 2013b). Auch wenn einige DyP-Typ-Peroxidasen aus Pilzen in der Lage sind
Veratrylalkohol und nicht-phenolische Ligninmodelldimere zu oxidieren (Liers et al. 2010; Liers
etal. 2013b; Linde et al. 2014), ist ihre Aktivitat zu gering, um eine relevante Rolle in dem initialen
Abbau von Lignin-Polymeren in der Natur zu spielen (Linde et al. 2015b).

DyP-Typ-Peroxidasen sind méglicherweise Teil eines alternativen/synergetischen biokatalytisch-
en Systems zur Oxidation von Hoch-Redoxpotential-Substraten, wie sie beispielsweise im Lignin
gefunden werden (Liers et al. 2013b). In diesem Zusammenhang kooperieren DyP-Typ-Peroxida-
sen moglicherweise mit Manganperoxidasen und ersetzten die selten vorliegenden Ligninperoxi-
dasen (Liers et al. 2013b).
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4.4 Immobilisierung der gereinigten rekombinanten Peroxidase MsP1

Die Immobilisierung von Proteinen ist fiir biotechnologische Anwendungen von besonderem In-
teresse (Hartmeier 1986). Die Fixierung kann entweder durch Bindung von Proteinen an Tra-
germolekiilen bzw. funktionalisierten Oberflichen oder durch Einschluss - zum Beispiel in be-
stimmten Polymermatrices - erfolgen. Solche immobilisierten Enzyme lassen sich mitsamt ihrer
Tragermaterialien leicht von der Reaktionslésung trennen und mehrfach verwenden (Hanefeld et
al. 2009); auch eine kontinuierliche Prozessfiihrung wird dadurch erméglicht (Mateo et al. 2007).
Lange bevor die Immobilisierungstechniken als solche bekannt waren, wurden bereits immobili-
sierte Biokatalysatoren in der Praxis eingesetzt. Um 1815 konnte man mit dem sogenannten , Fes-
selverfahren” von Johann Sebastian Schiitzenbach®!, bei dem sich die benétigten aeroben Essig-
bakterien an einem schwimmenden Tragermaterial wie Buchholzspane ansiedeln und festheften,
effizienter Essig herstellen. 1969 wurde erstmals ein tragergebundenes Enzym im technischen
Maf3stab eingesetzt (Chibata et al. 1972).

Neben der Riickfiihrung des Katalysators kann durch Immobilisierung die Stabilitat und Toleranz
von Enzymen gegentiber denaturierenden Faktoren wie z.B. extremen pH-Werten und Tempera-
turen sowie hohen Substratkonzentrationen und verschiedenen Losungsmitteln erh6ht werden
(Hanefeld et al. 2009; Mateo et al. 2007). Des Weiteren ist eine Modifizierung der Substratspezifi-
tat, Enantioselektivitat und Reaktivitat moglich (Hanefeld et al. 2009). Allerdings kann die Aktivi-
tat im Vergleich zum freien Enzym abnehmen. Um die natiirliche Funktionalitit der Proteine fiir
biotechnologische Applikationen zu erhalten, sollte die Immobilisierung nicht zu Strukturande-
rungen oder Denaturierungseffekten fithren. Weiterhin diirfen die katalytisch aktiven Bereiche
oder Bindedomanen nicht blockiert werden. Die Wahl einer geeigneten Immobilisierungstech-
nik wird dabei im Wesentlichen von den physikalisch-chemischen Eigenschaften von Protein und
Oberflache bestimmt; eine generelle Methode zur Immobilisierung von Enzyme gibt es jedoch
nicht (Hanefeld et al. 2009). Aus diesem Grund wurde eine Vielzahl von unterschiedlichen Immo-
bilisierungsstrategien flir Proteine aller Art entwickelt. Die am haufigsten verwendeten Techniken
konnen in fiinf Kategorien eingeteilt werden (Hanefeld et al. 2009):

« nicht-kovalente Adsorption®?

o Immobilisierung durch Ionenbindung®3

kovalente Bindung (Fixierung)
e Vernetzung der Enzyme untereinander (Cross-Linking)

¢ Einschluss in polymere Gele oder Kapseln

815chnellessig- und Schiitzenbachverfahren (Generatorverfahren)

82hydrophobe Wechselwirkungen (Van-der-Waals-Krifte), hydrophile Wechselwirkungen (Wasserstoffbriichkenbin-
dungen)

83 elektrostatische Wechselwirkungen
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Alle erwahnten Techniken weisen Vor- und Nachteile auf. Somit hiangt die Wahl einer geeigne-
ten Immobilisierungsstrategie mafégeblich von den spezifischen Anforderungen ab und muss fiir
jede Anwendung neu getroffen werden; zu berticksichtigen sind dabei Faktoren wie Bindungs-
starke, Bindungsspezifitat, Bindungskinetik, Reversibilitat, Abstand von der Oberflache und die
Oberflachenorientierung (Hanefeld et al. 2009). Die Vorteile der Immobilisierungstechnik mit-
tels Ionenbindung bzw. Adsorption®* sind die einfache Durchfiihrbarkeit und die Beibehaltung
der Proteinkonformation. Sowohl durch Temperatur- und pH-Wertschwankungen als auch durch
Anderungen in der Substrat- und Ionenkonzentration, kénnen die so gebundenen Enzyme jedoch
leicht wieder desorbiert bzw. abgetrennt werden (Hartmeier 1986, Hanefeld et al. 2009).

In dieser Arbeitlag der Fokus auf der Immobilisierung von MsP1 durch kovalente Bindung, da sich
diese Technik fir eine langzeitstabile Fixierung eignet und unabhéngig vom pH-Wert und Art des
Losungsmittels ist.

Kovalente Immobilisierungsstrategie:

Bei der kovalenten Bindung von Enzymen an Oberflachen von Tragermaterialien kommt es zur
Ausbildung gemeinsamer Elektronenpaare, weswegen diese Methode als stabilste Immobilisie-
rungstechnik gilt. Dabei reagieren frei zugangliche funktionelle Gruppen exponiertliegender Ami-
nosduren mit modifizierten Oberfldchen oder Linker-Molekiilen. Die kovalente Immobilisierung
bietet — gegeniiber der Adsorption bzw. lonenbindung aber auch gegeniiber dem Einschluss von
Enzymen - den Vorteil einer irreversiblen Bindung (Rusmini et al. 2007; Hanefeld et al. 2009).
Auf Grund des Vorkommens identischer funktioneller Gruppen kommt es jedoch meist zu einer
zufdlligen Orientierung der Enzyme an der Oberflache des Tragermaterials; nur mit Hilfe speziel-
ler Maskierungsreaktionen lassen sich auch gerichtete Immobilisierungen realisieren (Rao et al.
1998).

Um die Funktionalitit des Proteins zu bewahren, darf die Immobilisierung nicht iiber Aminosau-
ren erfolgen, die fiir die Aktivitdt des Proteins nétig sind bzw. in der Bindungsdomane liegen.
Hermanson (1996) und Rusmini et al. (2007) beschreiben eine Vielzahl von kovalenten Reakti-
onsmechanismen. Tabelle 4.2 gibt eine Ubersicht iiber die benétigten Oberflichenfunktionalisie-
rungen und die funktionellen Gruppen exponiert liegender Aminosauren, die fiir eine kovalente
Immobilisierung in Betracht kommen (Rusmini et al. 2007). Aufgrund ihrer Reaktivitit eignen

sich besonders Thiol- und Aminogruppen fiir die kovalente Immobilisierung.

84 durch hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen
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Tabelle 4.2: Ubersicht funktioneller Gruppen und Oberflichenfunktionalisierungen

Seitengruppe Aminosiure Oberflichenfunktionalisierung

Carboxylgruppe
Aktiver Ester (NHS)
-NH, Lys, Arg, Asn, GIn
Aldehyd
Epoxid
Maleimid
-SH Cys . RS,
Pyridyl/Succinimid Disulfid
-COOH Asp, Glu Amin
-OH Ser, Thr Epoxid

Die kovalente Immobilisierung kann grundsatzlich auf zwei Arten erfolgen:

e Immobilisierung an modifizierten Oberflichen von Tragermaterialien ohne Verwendung
von Linker-Molekiilen

e Immobilisierung unter Verwendung von Linker-Molekiilen

Unter dem Begriff ,zero-length” Cross-Linking versteht man die Immobilisierung eines Proteins
an eine Oberfldche ohne Verwendung von Linker-Molekiilen. Sind Oberflachenfunktionalitat und
funktionelle Proteingruppe nicht kompatibel, werden bifunktionelle Cross-Linker-Molekiile als
Kopplungsreagenzien eingesetzt. Tragen die Linker-Molekiile zwei gleiche funktionelle Gruppen,
spricht man von homobifunktionalem Cross-Linking; bei zwei unterschiedlichen funktionellen
Gruppen hingegen von heterobifunktionalem Cross-Linking. Durch die Vielzahl unterschiedlicher
Cross-Linker-Molekiile (Spacer)®® lassen sich beliebige funktionelle Gruppen verkniipfen (Herm-
anson 1996). Weiterhin wird mit Hilfe von Spacern ein fiir die biologische Funktion des Enzyms
notwendiger Abstand gewahrleistet. Mit zunehmender Spacer-Lange steigt die Beweglichkeit des
gekoppelten Proteins und die Bindung eines Substrates wird verbessert; gleichzeitig nimmt die
Stabilitat des immobilisierten Enzyms jedoch ab (Hanefeld et al. 2009).

Zur Riickgewinnung von MsP1 aus technischen Prozessen wurde reines MsP1 mit Hilfe kovalenter
chemischer Bindungen an Oberflichen verschiedener Materialien immobilisiert. Zum einen er-
folgte die Immobilisierung mit Glutardialdehyd als homobifunktionalem Cross-Linker; zum ande-
ren durch eine chemische Aktivierung der Oberfldchengruppen mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-
N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) und anschliefender Aus-
bildung stabiler Amidbindungen.

8aliphatische, aliphatisch-aromatische und aromatische Kohlenwasserstoffe, Heterozyklen oder Polyether
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Als Materialien wurden zum einen porose Silica-Monolithen und zum anderen Polystyrol-Kugeln
mit einer glatten Oberflache verwendet. Die Silica-Monolithen wurden direkt an der Justus-Liebig-
Universitat Giefsen hergestellt und konnen generell in verschiedenen Formen angefertigt werden.
Die Monolithen wurden mit 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) bzw. N-Methyl-3-amino-
propyltrimethoxysilan (MAPTMS) funktionalisiert, um die benétigten reaktiven Gruppen auf der
Oberflache zu erhalten (Abb. 4.13).

Die mit MAPTMS funktionalisierten Monolithen wurden zusétzlich mit einer wassrigen Bern-
steinsdureanhydridlésung inkubiert, um die Spacer-Lange zu vergréfiern und um eine reaktive
Carboxygruppe auf der Oberflache zu erhalten. Mittels Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmes-
sung wurde die erfolgreiche Funktionalisierung der Monolithen mit MAPTMS und Bernsteinsaure-
anhydrid gezeigt (Abb. 3.75). Sowohl die spezifische Oberflache, als auch das Porenvolumen nah-
men bei BSMAP-SiO, im Vergleich zu den nicht funktionalisierten Monolithen (Blind-SiO,) ab
(Tab. 3.15). Dies lies darauf schlief3en, dass sich auf der Oberflache der Poren reaktive Spacer ge-
bildet haben. Weiterhin zeigte sich anhand des Porendurchmessersgemittelr, dass die Monolithen
Mesoporen aufwiesen. Auf Grund dieser Poren besitzen die Monolithen im Vergleich zu nicht po-
rosen Materialien gleicher Grofde eine vielfach grofiere Oberflache.

Die Polystyrol-Kugeln wurden von der Firma Rapp Polymere GmbH bezogen. Das Material wurde
zum Vergleich in verschiedenen Partikelgréfien, mit unterschiedlichen Bindungskapazitaten und
variierenden Spacer-Liangen verwendet (Tab. 2.4). Als reaktive Gruppe wiesen alle Kugeln eine
Carboxygruppe auf (Abb. 4.13). In Tabelle 4.3 sind die verwendeten Materialien aufgefiihrt; im

Folgenden werden nur noch die Abkiirzungen der Materialien genannt.

Tabelle 4.3: Verwendete Materialien

Abkiirzung Beschreibung

Blind-SiO, reines Silica ohne Funktionalisierung

AP-SiO, Silica funktionalisiert mit 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS)

MAP-SiO,, Silica funktionalisiert mit N-Methyl-3-aminopropyltrimethoxysilan (MAPTMS)

BSMAP-Si0, Silica funktionalisiert mit N-Methyl-3-aminopropyltrimethoxysilan (MAPTMS)
und Bernsteinsdaureanhydrid

Carboxy-PS Carboxypolystyrol

BSAM-PS Aminomethylpolystyrol acyliert mit Bernsteinsdure
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Abbildung 4.13: Darstellung der verschiedenen reaktiven Gruppen auf den Polystyrol- und Silica-Oberflachen:
zur Immobilisierung mit Glutardialdehyd wurden Blind-SiO, (a) und AP-SiO, (b) eingesetzt;
MAP-SiO, (c) wurde ausschlieflich fiir die weitere Funktionalisierung mit Bernsteinsdurean-
hydrid verwendet; zur Immobilisierung mit EDC und NHS wurden sowohl die Monolithen Blind-
SiO, (a) und BSMAP-SiO, (d) als auch die Kugeln Carboxy-PS (e) und BSAM-PS (f) eingesetzt

4.4.1 Immobilisierung mit Glutardialdehyd als homobifunktionalem Spacer

Die Strategie zur Immobilisierung von MsP1 mit Glutardialdehyd basiert auf der Interaktion zwi-
schen Aminen und Aldehyden. Nach Walt und Agayn (1994) ist Glutardialdehyd das mit Abstand
am haufigsten verwendete bifunktionelle Reagenz zum Quervernetzen von Proteinen unterein-
ander. In dieser Arbeit wurde Glutardialdehyd jedoch als homobifunktionaler Cross-Linker zur
Kopplung von MsP1 an die Oberflichen der Silica-Monolithen verwendet. Beide funktionellen
Gruppen®® reagieren zu einer Schiffschen Base. Durch Reduktion mit Natriumborhydrid entsteht
ein sekundédres Amin (Betancor et al. 2006) (Abb. 4.14).

8 Amino- und Carbonylgruppe
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Abbildung 4.14: Reaktionsschema zur kovalenten Immobilisierung von MsP1 mit Glutardialdehyd als Spacer:
@ MsP1 mit frei zugédnglicher NH,-Gruppe; 772: Oberfliche der Silica-Monolithen ebenfalls
mit einer reaktiven NH,-Gruppe

Mit Hilfe des Spacers Glutardialdehyd wurden nur geringe Mengen der gereinigten rekombinan-
ten Peroxidase MsP1 an die verwendeten AP-SiO,-Monolithen immobilisiert. Jedoch fiihrte die
anschliefRende Reduktion der Schiffschen Base mittels Natriumborhydrid zu einer Inaktivierung
des Enzyms, so dass keinerlei Aktivitit des kovalent gebundenen MsP1 gegeniiber dem Substrat
ABTS nachgewiesen wurde. Nach Walt und Agayn (1994) kann der Einsatz von Natriumborhydrid
bei Enzymen, die Disulfidbriickenbindungen enthalten, zu Konformationsanderungen fithren und
damit zum Verlust der Aktivitat. Aus diesem Grund wurde diese Immobilisierungsstrategie nicht

weiter verfolgt.

4.4.2 Immobilisierung mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid
(EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS)

Die Immobilisierung mit Hilfe von N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid
(EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) stellt eine der gangigsten Strategien zur Kopplung von
Enzymen an Oberflachen von Materialien dar (Delvaux und Demoustier-Champagne 2003). Nach
Jones et al. (1989) verlduft die Kopplungsreaktion von Aminogruppen an carboxylterminierten

Spacern mit Hilfe von EDC und NHS spezifisch, schnell und nahezu quantitativ.

Bei der Reaktion werden zuerst die Carboxygruppen der Spacer mit EDC und NHS chemisch ak-
tiviert (Abb. 4.15). Nach der Aktivierung konnen Proteine direkt in wassriger Losung zugegeben
werden, wodurch der nucleophile Angriff einer frei zugianglichen Aminogruppe (Oberflache des
Proteins) zur Kopplung durch Ausbildung stabiler Amidbindungen fiihrt (Johnsson et al. 1991).
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Abbildung 4.15: Reaktionsmechanismus der Immobilisierung von Enzymen an carboxylterminiertem Spacer auf
der Oberfliche von Materialien mit Hilfe von EDC und NHS (Patel et al. 1997): “: MsP1;
77,: Oberfliche der Materialien

Die Aktivierung der Oberflaichengruppen kénnte ebenfalls nur mit EDC erfolgen; jedoch wird die
Effizienz der Kopplungsreaktion durch den zusatzlichen Reaktionsschritt mit NHS deutlich ge-
steigert (Patel et al. 1997).

Ein grofder Vorteil der Immobilisierungsstrategie mit EDC und NHS ist, dass die Zugabe des En-
zyms erst nach der Aktivierung der Oberflichengruppen erfolgt, nachdem die tliberschiissigen
Aktivierungsreagenzien durch Waschen entfernt worden sind. Anschlief3end erfolgt die Kopplung

des Enzyms unter milden Bedingungen im wassrigen Milieu. Die kovalente Immobilisierung ist in
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der Regel mit dem Einsatz relativ ,harter” Kopplungsreagenzien verbunden, wodurch haufig ein
drastischer Eingriff in die native Konformation des Proteins erfolgen und damit ein Verlust der
biologischen Funktion auftreten kann (Hartmeier 1986).

Die Immobilisierung von MsP1 mit EDC und NHS erfolgte mit folgenden Partikeln:

e Blind-SiO,
e BSMAP-SiO,
» BSAM-PS

e Carboxy-PS

Mit Hilfe von EDC und NHS wurde MsP1 als erste DyP-Typ-Peroxidase aktiv an Silica-Monolithen

und Polystyrol-Kugeln immobilisiert.

Die grofdte Proteindichte und somit die hochste Aktivitat bezogen auf das Material wies MsP1-
BSMAP-Si0, auf (Tab. 3.14). Auf Grund der vorhandenen Mesoporen weisen die Monolithen eine
vielfach grofiere Oberflache als die Polystyrol-Kugeln auf, wodurch mehr MsP1 gebunden wer-
den kann. Weiterhin kann das Enzym zusatzlich in die Poren diffundieren und sich dort einlagern
ohne an der Oberfliache kovalent gebunden zu sein. Dies wird durch die Blind-SiO,-Monolithen
bestitigt, die - trotz nicht vorhandener aktiver Gruppen auf der Oberflache - nach der Inkuba-
tion mit MsP1 geringe Aktivitit gegeniiber ABTS aufwiesen. Mittels Stickstoff-Tieftemperatur-
Adsorptionsmessung zeigte sich, dass die Inmobilisierung zu einer weiteren Abnahme®’ der spe-
zifischen Oberflache und des Porenvolumens fiihrte (Tab. 3.15). Weiterhin war aus der Verteilung
der mittleren Porengréfde vor und nach der Immobilisierung zu erkennen, dass die Immobilisie-
rung zu einer Abnahme der Gesamt-Mesoporositat fiihrte (Abb. 3.75). Dies bestdtigt die Vermu-
tung, dass sich MsP1 zusatzlich in den Poren der Silica-Monolithen einlagert.

Die verwendetet Polystyrol-Kugeln unterschieden sich hinsichtlich der Partikelgrofde, der Bin-
dungskapazitit und der Spacer-Lange (Tab. 2.4). Alle drei Faktoren konnen Einfluss auf die Im-
mobilisierung haben; sowohl auf die Proteindichte, als auch auf die Aktivitidt des gebundenen En-
zyms. Bei den Polystyrolkugeln zeigte sich, dass bei variierender Bindungskapazititen geringe
Unterschiede in der Proteindichte zu erkennen waren (Tab. 3.14). Wenn man von einer Bindung
pro Enzym ausgeht, wurden nur <0,1% der Bindungskapazitit ausgenutzt. Jedoch kénnen auch
Mehrfachbindungen auftreten, so dass der Grad der Ausschépfung der Kapazitat nicht eindeutig
geklart ist. Griinde fiir eine niedrige Auslastung der Bindungskapazitat sind sterische Hinderun-
gen bei der Kopplung des Dimers MsP1 auf Grund der Partikelgréfie oder Spacer-Lange.

Die hochste Aktivitat zeigten die Polystyrol-Kugeln MsP1-BSAM-PS mit der kleineren Partikel-
grofde, hoheren Bindungskapazitit und dem langeren Spacer. Dies ist zum einen durch die relativ
hohe Proteindichte und zum anderen durch die freiere Beweglichkeit des Enzyms auf Grund der

Spacer-Lange zu erklaren. Somit wurde anhand der spezifischen Aktivitit gezeigt, dass eine gro-

87zusitzlich zu der Abnahme durch die Funktionalisierung der Monolithen
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Bere Spacer-Lange fiir die Beibehaltung der Funktionalitdt von MsP1 wichtig ist .

Die spezifischen Aktivititen von MsP1 immobilisiert an BSMAP-SiO, und an BSAM-PS sind ver-
gleichbar. Jedoch ist ein hoher Verlust der spezifischen Aktivitat im Vergleich zum freien Enzym zu
verzeichnen (Tab. 3.14). Die Aktivitit gegeniiber ABTS betrigt dennoch bis zu 6270 U kg™ Materi-
al. Ein haufiges Problem bei der Immobilisierung von Proteinen ist der teilweise oder vollstandige
Verlust der Proteinaktivitat, der viele Griinde haben kann (Hanefeld et al. 2009). Da bei der kova-
lenten Immobilisierung die Orientierung des Proteins auf der Oberflache zuféllig erfolgt, kann das
aktive Zentrum fiir das Substrat blockiert oder die Beweglichkeit des Enzyms stark eingeschrankt
sein. Auf der Proteinoberfldache befinden sich eine Vielzahl freier Aminogruppen. Welche und wie
viele davon die Oberflachenreaktion eingehen, ist nicht kontrollierbar. Gerade bei Dimeren kon-
nen mehrere Bindungen an der Oberfldche erfolgen, die zwar die Stabilitdat des Dimeres erhdhen
aber auch dessen Beweglichkeit enorm einschranken konnen (Hanefeld et al. 2009; Koch-Schmidt
und Mosbach 1977b).

Insbesondere bei starren Tragern muss mit Veranderungen der Tertidrstruktur (Konformations-
anderungen), Einschrankungen der Beweglichkeit der Proteinsegmente untereinander und De-
naturierungseffekten gerechnet werden (Wittemann et al. 2001). Die Veranderungen sind dabei
umso ausgepragter, je hoher die Belegungsdichte der Matrixoberflache ist (Buchholz 1989). Bei
den Monolithen erhéhen die Poren zwar die Oberfliche des Materials an der das Enzym gebun-
den werden kann; jedoch kdnnen diese Poren durch einen kleinen Durchmesser auch den Zugang

des Substrates zum Enzym verlangsamen bzw. verhindern.

Folgende Materialien wiesen neben der hochsten Proteinmenge gleichzeitig den niedrigsten Ak-
tivitatsverlust auf:

e BSMAP-SiO,

e BSAM-PS

Aus diesem Grund wurde deren Wiederverwendbarkeit sowie Lagerstabilitat liberpriift. Des Wei-

teren wurden sie als Anwendungsbeispiel zur Bleichung von Molke eingesetzt.
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4.4.2.1 Wiederverwendbarkeit und Lagerstabilitat

Fiir die Anwendung in industriellen Prozessen ist der wiederholte Einsatz des Biokatalysators —
neben einer kontinuierlichen Prozessfiihrung mit hoher Biokatalysatordichte - ein sehr wichti-
ges Kriterium (Hartmeier 1986). Aus diesem Grund wurde sowohl die Wiederverwendbarkeit als

auch die Lagerstabilitit des immobilisierten MsP1 untersucht.

Die Aktivitdt des immobilisierten MsP1 an BSAM-PS war wahrend den Wiederholungen anna-
hernd konstant. Bei dem Umsatz von ABTS mit MsP1 immobilisiert an BSMAP-SiO, wurde eine
hohere Anfangsaktivitit gemessen; jedoch trat wahrend den ersten Wiederholungen ein Aktivi-
tatsverlust von 70% auf (Abb. 3.73). Der Aktivitdtsverlust wird durch das Auswaschen des nicht
kovalent gebundenen Enzyms aus den Poren hervorgerufen. Nachdem das gesamte nicht kova-
lent gebundene Enzym ausgewaschen war, blieb die Aktivitat ebenfalls konstant. Somit kann das
immobilisierte MsP1 nach griindlichem Waschen der Partikel ohne Aktivitatsverlust mehrfach
eingesetzt werden.

Die Aktivitat des an BSAM-PS immobilisierten MsP1 wies nach der Lagerung keinen signifikan-
ten Unterschied zur direkten Aktivititsmessung auf. Die Aktivitidt des immobilisierten MsP1 an
BSMAP-Si0, betrug nach 10 Tagen 85% (Abb. 3.74). Eine Lagerung des immobilisierten MsP1 bei
4 °C ist somit moglich.

4.4.3 Bleichung von Molke mit immobilisiertem MsP1

Zur Intensivierung der Farbe von Kdse wie beispielsweise Cheddar und Gouda werden Farbstoffe
wie Annatto (E 160b) und S-Carotin (E 160a) eingesetzt, die bei der Kaseherstellung zu 15-20%
in der Molke verbleiben, wodurch deren kommerzielle Nutzung erschwert wird (Szweda et al.
2013). Die Bleichung dieser Molke erfolgt in der Industrie chemisch durch Zusatz von Wasser-
stoffperoxid (H,0,) bzw. Benzoylperoxid und unter Hitzeeinwirkung (McDonough et al. 1968).

Alternativ wird ,MaxiBright“88

zur Entfairbung von Molke aus dem Késereiprozess eingesetzt.
Der enzymatische Prozess ersetzt dabei das herkommliche Verfahren der chemischen Bleichung,
wodurch die Denaturierung von Molkeproteinen und die Bildung von Fehlaromen vermieden

werden (Croissant et al. 2009; Listiyani et al. 2011).

Durch die Immobilsierung von MsP1 kann das Enzym bei der industriellen enzymatischen Blei-
chung mehrfach eingesetzt bzw. eine kontinuierliche Bleichung iiber gepackte Siulen®’ ermog-
licht werden. Aus diesem Grund wurde als Anwendungsbeispiel die Bleichung von Molke gewahlt.
Dazu wurden sowohl Molke als auch 50 mM Natriumacetat-Puffer pH 3,5 mit Annatto gefarbt. Die
Bleichung der gefarbten Molke und des gefarbten Natriumacetat-Puffers erfolgte anschlief3end
mit immobilisiertem MsP1 (an BSAM-PS bzw. BSMAP-Si0,) (Abb. 3.76). Zur Kontrolle wurden

8Unter diesem Namen wird industriell das in Aspergillus niger iiberexprimiert MsP1 aus Mycetinis scorodonius ver-
trieben.
8F{illmaterial immobilisiert mit MsP1
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ein Blindwert, eine Negativkontrolle und eine Positivkontrolle auf die gleiche Weise angesetzt

und vermessen.

Immobilisiertes MsP1 an BSAM-PS bzw. BSMAP-Si0O, bleichte sowohl den durch Annattozusatz
gefarbten Natriumacetat-Puffer, als auch die gefarbte Molke innerhalb von 12 Stunden vergleich-
bar zur Positivkontrolle. Dabei war kein Unterschied zwischen den eingesetzten Materialien zu
erkennen. Reine Molke ohne Zusatz von Annatto wies keine signifikante Veranderung innerhalb
der 12 Stunden auf. Somit wurde immobilisiertes MsP1 erfolgreich zur Bleichung von Molke ein-
gesetzt. Im Resultat gibt es keinen Unterschied zum nicht immobilisierten Enzym, jedoch liegt
der klare Vorteil in der Wiederverwendbarkeit des immobilisierten MsP1, welche im industriel-

len Einsatz zur Kosten- und Prozessoptimierung von hohem Interesse ist.
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5 Ausblick

Die Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde in Hansenula polymorpha tiberexprimiert. Das 16sli-
che Enzym wurde durch Zellaufschluss in den Uberstand tiberfiihrt und zur Transformation von
(+)-Valencen eingesetzt. Jedoch zeigte die Oxygenase keine Aktivitdt gegeniiber dem Substrat.
Mittels erster Riickfaltungsversuche mit verschiedenen Puffersystemen wurde kein aktives En-
zym erhalten. In anschlieRenden Arbeiten sollten mit Hilfe weiterer iFOLD® Protein Refolding

System-Kits geeignete Riickfaltungsbedingungen fiir dieses Enzyms gefunden werden.

Des Weiteren konnten noch andere Expressionssysteme zur Produktion der Oxygenase unter-
sucht werden. Da mit Hilfe der heterologen Expression in Hansenula polymorpha l6sliches aber
inaktives Enzym produziert wurde, sollte eine homologe Expression in Betracht gezogen wer-
den. Eine heterologe Expression in einem anderen Basidiomyceten wie Coprinopsis cinerea konnte
sich ebenfalls als sinnvoll erweisen. Wird dadurch aktives Enzym erhalten, sollte das rekombinan-
te Enzym biochemisch und katalytisch charakterisiert werden. Beispielsweise sollten Kinetische
Untersuchungen mit lipoxygenase-spezifischen Substraten durchgefiihrt werden. Eine Kristalli-
sierung des Enzyms mit anschlieféender Rontgenstrukturanalyse konnte Aufschluss liber den au-

Bergewohnlichen Reaktionsmechanismus geben.

Sowohl Pleurotus eryngii, als auch Pleurotus ostreatus, sind in der Lage (+)-Valencen umzuset-
zen. Im Vergleich zur Transformation mit Pleurotus sapidus war die Produktkonzentration an
(+)-Nootkaton jedoch wesentlich geringer. Anhand von Real-time-PCR-Untersuchungen wurde
gezeigt, dass bei beiden Organismen eine deutlich niedrigere Transkriptionsrate der cDNA der
Oxygenase vorlag. Mit Induktionsversuchen sollte deswegen die Produktion der Oxygenase ge-
steigert werden, um diese ebenfalls zur Synthese von (+)-Nootkaton einsetzen zu kdnnen. Wei-
terhin wird die Maf3stabsvergrofRerung der Transformation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton
mit Hilfe des Pleurotus sapidus bis zu 100 L angestrebt.

Die DyP-Typ-Peroxidase MsP1 aus Mycetinis scorodonius wurde in Aspergillus niger Uiberexpri-
miert, wodurch grofie Mengen an aktivem Enzym in den Kulturiiberstand sekretiert wurden. MsP1
wurde im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich gereinigt und umfassend charakterisiert. Weiterhin
wurden Kristallisierungen des Enzyms®? mit anschlieRenden Rontgenstrukturanalysen vorge-
nommen. Anhand der Kristallstruktur sollte der einzigartige Reaktionsmechanismus sowie die

Bindestellen einzelner Substrate wie beispielsweise fiir Mn?* geklart werden.

%auch in Verbindung mit dem Substrat
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Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist die Peroxidase MsP1 in der Lage den natiirlichen Farbstoff
pB-Carotin auch ohne Zusatz von Wasserstoffperoxid in Gegenwart von molekularem Sauerstoff
umzusetzen. Der Mechanismus dieser Umsetzung ist bislang noch nicht geklart.

MsP1 wurde aktiv an verschiedene Materialien immobilisiert. Dabei verringerte sich die spezifi-
sche Aktivitdt im Vergleich zu dem freien Enzym. Aus diesem Grund sollten Optimierungen vor-
genommen werden. Sowohl die Spacer-Lange, Partikelgrofde und Beladung der Partikel konnten
verandert werden. Des Weiteren sollten anhand der Kristallstruktur MsP1 gezielt immobilisiert
werden, um eine Blockierung des aktiven Zentrums und der Substratbindestellen zu vermeiden.
Neben der kovalenten Immobilisierung kdnnte MsP1 in polymere Gele oder Kapseln eingeschlos-
sen werden. Ein Einschluss in die Silica-Monolithen ware ebenfalls denkbar. Dazu miissten die
vorhandenen Mesoporen nach Einlagerung des Enzyms erneut mit porésem Silica beschichtet
und damit verschlossen werden; ohne jedoch die Diffussion des Substrates zu verhindern. Damit
wirde ein Auswaschen des Proteins verhindert werden und eine kontinuierliche Bleichung von
Molke tiber Silica-Monolith-Saulen ware denkbar.

Immobilisiertes MsP1 wurde erfolgreich zur Bleichung der Molke eingesetzt. Zusétzlich sollte ein
H,0,-produzierendes Enzym immobilisiert werden, wodurch der bisher benotigte externe Zusatz
von Wasserstoffperoxid bei der enzymatischen Bleichung ganzlich entfallen wiirde.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Herstellungsverfahren der Silica-Monolithen und Funktionalisierung
Das Herstellungsverfahren und das Verfahren zur Funktionalisierung der Silica-Monolithen wur-

den von Herrn Till von Graberg (AG Prof. Dr. Smarsly, Physikalisch-Chemisches Institut der Justus-
Liebig-Universitat Gief3en) zur Verfiigung gestellt.

7.1.1 Herstellungsverfahren

Harnstoff
Polyethylenglykol
Essigsaure
Si(OMe)4 Si0;
600 °C
Tetramethylorthosilicat Silica

Abbildung 7.1: Reaktionsdarstellung der Synthese von Silica-Monolithen

Reaktionsansatz

Tetramethylorthosilicat 5,6 mL

Harnstoff 0,908g

0,01 M Essigsaure 10,0 mL

Polyethylenglykol 10 000 1,136g
Durchfiihrung:

Polyethylenglykol und Harnstoff wurden unter Riihren in 0,01 M Essigsaure gel6st (10-15 min).
AnschliefRend wurde die klare Losung unter Rithren 20 min im Eisbad gekiihlt. Nach Zugabe von
Tetramethylorthosilicat wurde die Losung weitere 20 min im Eisbad geriihrt und anschliefdend
durch einen 0,2 pm Spritzenfilter filtriert. Die filtrierte Losung wurde in ein Zentrifugenréhrchen
als Formgeber gefiillt, verschlossen und fiir 24 h auf 25 °C im Wasserbad temperiert (wahrend
der ersten 30-40 min alle 5-10 min schwenken). Das verschlossene Gefafd wurde anschliefend
von Raumtemperatur innerhalb von 10 h auf 80 °C erhitzt. Nach 4 h bei 80 °C und Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde der Grofdteil des noch enthaltenen Polyethylenglykols durch dreimaliges
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Waschen in Methanol (24 h) extrahiert. Zuletzt wurde der Monolith innerhalb von 10 h auf 600 °C
erhitzt und dort fiir 4 h kalziniert.

7.1.2 Funktionalisierung

Reagenzien

97% 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) 290 mg

95% N-Methyl-3-aminopropyltrimethoxysilan (MAPTMS) 316mg

Bernsteinsdureanhydrid 115mg
Durchfiihrung:

Fiir die Funktionalisierung wurden 290 mg APTMS bzw. 316 mg MAPTMS in 30 mL Dichlormethan
gelost und die Monolithen mit dieser Losung imprégniert (6 h). Nach der Impragnierung wurden
die Silica-Monolithen dreimal mit Dichlormethan gewaschen. Zur Saurefunktionalisierung wur-
den die mit MAPTMS impragnierten Monolithen mit einer wéassrigen Bernsteinsaureanhydridlo-
sung inkubiert (2 h).

7.1.3 Elementaranalyse

Zur Uberpriifung der Funktionalisierung wurden mit den Silica-Monolithen Elementaranalysen
vorgenommen. Durch die deutliche Erh6hung des Wasserstoff- und Kohlenstoffanteils wurde von
einer erfolgreichen Funktionalisierung mit APTMS, MAPTMS und MAPTMS mit Bernsteinsdure-

anhydrid ausgegangen.
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7.2 GroRenstandards

(bp) (bp)
-10000 - 5000
2000 9%
- 6000 -

- 2500
- 4000

- 1500
- 3000
- 2500

38
-2000 ~390

-700
-1500 - 600

- 500

-400
- 1000

- 300

- 200

- 150
- 500 -100

(a) 1 kbp DNA-Leiter (b) 100 bp DNA-Leiter extended

Abbildung 7.2: DNA-GroRenstandards fiir die Agarose-Gelelektrophorese (Bildquelle: Gebrauchsanweisung 1
kbp DNA-Leiter bzw. 100 bp DNA-Leiter extended, Marz 2011, Carl Roth, modifiziert)

kDA - kDA
— 250 —
— - 170 —
| 130 .- 130 o
_— - 72 | t—
— R 5
S 55 -
|
_ 34 |
S — 36 —| — i —
S — 26 | S
- - 28 - |
|
- 17
—~ 10
o - 11 5 T S
& @ 3 2
(a) PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (b) PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Abbildung 7.3: ProteingroRenstandards flir SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot (Bildquelle: Product In-
formation Thermo Scientific PageRuler Plus Prestained Protein Ladder bzw. PageRuler Prestained
Protein Ladder, 2012, Thermo Fisher, modifiziert)
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kDA
- 200 - Ferritin (720 kDA)
= 150 =|@e—
— 120 = |s— ===Urease (Hexamer - 545 kDa)
. 18050 | — Ferritin (450 kDA)
— 70 | Urease (Trimer - 272 kDa)
~ 60 — |
| 50 L
20 - I Lactat-Dehydrogenase (146 kDa)
_ 35 — | e— f BSA (67 kDa)
. 25 — | —
- 20 - — I Ovalbumin (45 kDa)
_ 15 — |-
I Trypsin-Inhibator (21 kDa)
< - 10 - S— §
(U] . R [an]
(a) PageRuler™ Unstained Protein Ladder (b) Serva Native Marker

Abbildung 7.4: ProteingroRenstandards fiir (a) SDS-PAGE ohne anschlieRendem Western Blot (b) native PAGE

(Bildquelle: (a) Product Information Thermo Scientific PageRuler Unstained Protein Ladder, 2012,
Thermo Fisher, modifiziert (b) Instruction Manual SERVA Native Marker Liquid Mix for BN/CN,
Version 0609, Serva, modifiziert)

pl-values indicated

separated on precast SERVALYT® PRECOTES gel (flat bed) separated on precast vertcal gel (slab)
pH3-10 3-5 3-6 4-6 57 59 6-9 3-10 4-6 5-7 3-7  Cathode -
10.7 | 10.7
-
SRV
| 7.8 |
.
Protein and pl
P— m Cytochrome C 10.7
— m Ribonuclease A
" (7.8 Lectin
— 278 53 Mol
IO
Myoglobin
— Myoglobin
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{-Lactoglobin
m [3-Lactoglobin
~—— Trypsin inhibitor
a 4.2
—T\m Glucose oxidase
3 3.5 - 4.2 Amyloglucosid.
Py
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.
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Abbildung 7.5: IEF Marker pH 3-10; ProteingréRenstandard fur isoelektrische Fokussierung (Bildquelle: Manual

IEF Markers 3-10, SERVA Liquid Mix, Invitrogen, modifiziert)

244



Anhang

7.3 Vektorkarte, pCR® 2.1-TOPO’-Vektor

lacZa ATG

M13 Reverse Primer

CAG GAA ACA GCT
GTC CTT TGT CGA

ATG ACC ATG ATT ACG
TAC TGG TAC TAA TGC

GTA ACG GCC GCC
CAT TGC CGG CGG

EcoRV
|
AGA TAT CCA TCA
TCT ATA GGT AGT

T7 Promoter

BstX | EcoR|
| I
AGT GTG CTG GAA TTC

TCA CAC GAC CTT AAG

BstX | Not | Xho |
| | |
CAC TGG CGG CCG CTC
GTG ACC GCC GGC GAG

Hin‘d 1] Kp‘n | Sa<‘:l B‘amHI S[‘)e |

CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

Topoisomerase

O

ot EC?R |

GCC CTT AG GGC GAA TTC TGC
CGC CArNMMM TTC CCG CTT AAG ACG
°¥
Topoisomerase

Nsi‘l )‘(ba | Ap‘a |

GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

Iy

M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT
TCA CTC AGC ATA

TAC AAT TCA |CTG GCC
ATG TTA AGT |GAC CGG

GTC GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Abbildung 7.6: Vektorkarte des Klonierungsvektors pCR® 2.1-TOPO°; Plac: lacPromotor, lacZa: -Galaktosidase-
gen, Kanamycin: Kanamycinresistenzgen, Ampicillin: Ampicillinresistenz, pUC origin: high co-
py-Replikationsursprung (Bildquelle: User guide TOPO® TA Cloning® Kit, Publikationsnummer 25-
0184, Revisionsdatum 13. Marz 2012, Life Technologies, modifiziert)

245



	Titelseite
	Gutachter
	Erklärung
	Danksagung
	Veröffentlichungen
	Zusammenfassung
	Abstract
	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Alternative Verfahren zu gängigen chemischen Prozessen
	1.1.1 Biotechnologischer Einsatz von Basidiomyceten

	1.2 Zielsetzung

	2 Material und Methoden
	Material
	2.1 Enzyme
	2.2 Mikroorganismen
	2.3 Materialien zur Immobilisierung
	2.3.1 Silica-Monolithe
	2.3.2 Polystyrol-Kugeln

	2.4 Molekularbiologische und biochemische Materialien
	2.4.1 Antikörper
	2.4.2 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)-Säulen
	2.4.3 Größenstandards
	2.4.4 Kits
	2.4.5 Oligonukleotide
	2.4.6 Verwendeter Vektor
	2.4.7 Sonstige verwendete Materialien

	2.5 Chemikalien
	2.5.1 Referenzverbindungen und Substrate
	2.5.2 Sonstige Chemikalien und Lösungsmittel
	2.5.3 Gase

	2.6 Geräte
	2.7 Bioinformatiksoftware und Datenbanken
	Methoden
	2.8 Kultivierung von Basidiomyceten
	2.8.1 SNL-H-Medium
	2.8.2 SNL-H-Agar
	2.8.3 Spurenelementlösung
	2.8.4 Stammhaltung
	2.8.5 Vorkultur
	2.8.6 Hauptkultur
	2.8.7 Probennahme
	2.8.8 Kulturernte

	2.9 Kultivierung von Escherichia coli
	2.9.1 LB-Medium
	2.9.2 Ampicillin-Stammlösung
	2.9.3 LBamp-Medium
	2.9.4 LBamp-Agar
	2.9.5 Stammhaltung
	2.9.6 Übernachtkultur
	2.9.7 Glycerol-Stock

	2.10 Kultivierung von Hansenula polymorpha
	2.10.1 YPD-Medium
	2.10.2 YPG-Medium für die Expression
	2.10.3 YPD-Agar
	2.10.4 Stammhaltung
	2.10.5 Übernachtkultur
	2.10.6 Hauptkultur
	2.10.7 Kulturernte und Zellaufschluss

	2.11 Zellaufschlüsse von Basidiomyceten
	2.11.1 Gefriertrocknung
	2.11.1.1 Präparation des Lyophilisates für die SDS-PAGE
	2.11.1.2 Präparation für die Transformation von (+)-Valencen

	2.11.2 Zellaufschluss mit flüssigem Stickstoff
	2.11.2.1 Zellaufschluss für die SDS-PAGE
	2.11.2.2 Zellaufschluss für die Transformation von (+)-Valencen
	2.11.2.3 Zellaufschluss von Fruchtkörpern

	2.11.3 Zellaufschluss mittels Ultra-Turrax
	2.11.3.1 Zellaufschluss für die SDS-PAGE
	2.11.3.2 Zellaufschluss für die Transformation von (+)-Valencen

	2.11.4 Zellaufschluss mittels Rührwerkskugelmühle

	2.12 Bestimmung der Kulturparameter von Basidiomyceten
	2.12.1 Bestimmung der Biofeuchtmasse
	2.12.2 Bestimmung der Trockenmasse

	2.13 Proteinbiochemische Arbeiten
	2.13.1 Konzentrierung und Umpufferung
	2.13.2 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)
	2.13.2.1 Vorversuche zur Zweistufenreinigung
	2.13.2.2 Scale up der Zweistufenreinigung mittels IEX
	2.13.2.3 Gelfiltrationschromatographie (GFC)

	2.13.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
	2.13.3.1 Proteinquantifizierung nach Bradford
	2.13.3.2 Photometrische Proteinquantifizierung

	2.13.4 UV/Vis-Spektroskopie
	2.13.5 Bestimmung der Reinheitszahl
	2.13.6 Ermittlung der Kristallstruktur von MsP1
	Enzymassays
	2.13.7 Transformation von (+)-Valencen
	2.13.7.1 Bestimmung des Response-Faktors von (+)-Nootkaton
	2.13.7.2 Transformation mit Lyophilisaten von Pleurotus sapidus
	2.13.7.3 Transformation von Pilzmyzel und Fruchtkörpern
	2.13.7.4 Transformation nach isoelektrischer Fokussierung
	2.13.7.5 Transformation mit rekombinanter Oxygenase
	2.13.7.6 Chemikalienblindwert und Negativkontrolle

	2.13.8 Bestimmung der Lipoxygenaseaktivität
	2.13.9 Photometrische Enzymassays zur Messung der Aktivität von MsP1
	2.13.9.1 Verwendete Puffer und Lösungen
	2.13.9.2 Übersicht der verwendeten Assays
	2.13.9.3 Bestimmung des optimalen Puffers und pH-Wertes
	2.13.9.4 Bestimmung der optimalen Pufferkonzentration
	2.13.9.5 Temperaturoptimum
	2.13.9.6 Variation der Wasserstoffperoxidkonzentration
	2.13.9.7 Anreicherung und Abreicherung von Sauerstoff
	2.13.9.8 Untersuchung der Enzymstabilität
	2.13.9.9 Salztoleranz
	2.13.9.10 Einfluss von Mangansulfat
	2.13.9.11 Oxidation von Mangan(II)-Ionen
	2.13.9.12 Umsetzung von Adlerol

	2.13.10 Enzymkinetik
	2.13.11 Rückfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidus

	2.14 Elektrophorese-Techniken
	2.14.1 Agarose-Gelelektrophorese
	2.14.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
	2.14.2.1 Molekulargewicht

	2.14.3 Halbnative SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
	2.14.4 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese
	2.14.5 Isoelektrische Fokussierung (IEF)
	2.14.5.1 Analytische IEF
	2.14.5.2 Präparative IEF

	2.14.6 Western Blot
	2.14.6.1 Immunodetektion, Entwicklung und Dokumentation


	2.15 Dot Blot
	2.16 Färbungen
	2.16.1 Coomassiefärbung
	2.16.2 Kolloidale Coomassiefärbung
	2.16.3 Aktivitätsfärbung mit ABTS
	2.16.4 Färbung für Häm- und Metallenzyme (Hämfärbung)

	2.17 Molekularbiologische Arbeiten
	2.17.1 Primerableitung
	2.17.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren
	2.17.3 Isolierung genomischer DNA
	2.17.4 RNA-Isolierung
	2.17.4.1 Überprüfung der RNA-Qualität

	2.17.5 cDNA-Synthese
	2.17.5.1 Erststrangsynthese durch reverse Transkription
	2.17.5.2 Gegenstrangsynthese

	2.17.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)
	2.17.6.1 PCR
	2.17.6.2 Analytische PCR
	2.17.6.3 Präparative PCR
	2.17.6.4 Kolonie-PCR
	2.17.6.5 Real-time-PCR

	2.17.7 DNA-Fragmentisolierung
	2.17.8 Klonierung
	2.17.8.1 Ligation mittels TA-Cloning
	2.17.8.2 Transformation in E. coli
	2.17.8.3 Blau/Weiß-Screening
	2.17.8.4 Plasmidisolierung

	2.17.9 DNA-Sequenzierung
	2.17.9.1 Sequenzierung von Plasmid-DNA
	2.17.9.2 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

	2.17.10 Heterologe Expression

	2.18 Immobilisierung von MsP1
	2.18.1 Immobilisierung mit Glutardialdehyd
	2.18.2 Immobiliserung mit EDC und NHS
	2.18.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
	2.18.4 Elementaranalyse
	2.18.5 Messung der Aktivität von immobilisiertem MsP1
	2.18.6 Wiederverwendbarkeit
	2.18.7 Lagerstabilität
	2.18.8 Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmessung
	2.18.9 Bleichung von Molke

	2.19 Sterilisation und Entsorgungshinweise
	2.19.1 Sterilisation von Arbeitsmaterialien
	2.19.2 Sterilisation und Entsorgung von S1-Abfällen
	2.19.3 Entsorgung von Lösungsmitteln und Chemikalien


	3 Ergebnisse
	3.1 Proteinbiochemische Charakterisierung einer Oxygenase aus Pleurotus sapidus
	3.1.1 Validierung des Western Blots
	3.1.1.1 Reaktion des polyklonalen Antikörpers
	3.1.1.2 Kontrollen
	3.1.1.3 Untersuchung der Reproduzierbarkeit des Western Blots

	3.1.2 Biotransformation des Sesquiterpens (+)-Valencen
	3.1.2.1 Bestimmung des Response-Faktors von (+)-Nootkaton

	3.1.3 Transformationsaktivität der Oxygenase aus Pleurotus sapidus
	3.1.3.1 Einfluss von Zusätzen auf die Transformationsaktivität

	3.1.4 Vergleich verschiedener Zellaufschlussvarianten
	3.1.5 Einfluss der Lagerungsdauer und -temperatur
	3.1.6 Vergleich von Myzel und Fruchtkörper
	3.1.7 Vergleich verschiedener Arten aus der Gattung der Seitlinge
	3.1.8 Vergleich der nativen und heterolog exprimierten Oxygenasen
	3.1.9 Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pI)

	3.2 Molekularbiologische Identifizierung von Basidiomyceten
	3.2.1 Molekularbiologische Identifizierung der Stämme 1020, 8264, 8266

	3.3 Molekularbiologische Charakterisierung der Oxygenase aus Pleurotus sapidus
	3.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Pleurotus sapidus
	3.3.1.1 Primerableitung
	3.3.1.2 Präparative PCR und Isolierung von DNA-Fragmenten

	3.3.2 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese
	3.3.3 Amplifizierung und Isolierung der cDNA der Oxygenase mit N-Terminus
	3.3.4 Berechnung eines Strukturmodells

	3.4 Heterologe Expression der Oxygenase aus Pleurotus sapidus
	3.4.1 Nachweis der Aktivität
	3.4.2 Rückfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidus

	3.5 Untersuchung der Expression einer Oxygenase mittels Real-time-PCR
	3.5.1 Isolierung genomischer DNA aus P. ostreatus und P. eryngii
	3.5.1.1 Präparative PCR und Isolierung von DNA-Fragmenten
	3.5.1.2 Synthese der Standards für die Real-time-PCR

	3.5.2 Ermittlung der optimalen Hybridisierungstemperatur der Primer
	3.5.3 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese
	3.5.4 Untersuchung der Expression der Oxygenase mittels Real-time-PCR

	3.6 Reinigung der in Aspergillus niger überexprimierten Peroxidase MsP1
	3.6.1 Enzymreinigung - Vorversuche
	3.6.2 Messung der Enzymaktivität
	3.6.2.1 Nachweis der Linearität und Reproduzierbarkeit

	3.6.3 Einfluss von Natriumchlorid auf die Aktivität von MsP1
	3.6.4 Lagerstabilität der gereinigten und konzentrierten Enzymlösung
	3.6.5 UV/Vis-Spektrum
	3.6.6 Enzymreinigung - Scale up

	3.7 Proteinbiochemische Charakterisierung der rekombinanten Peroxidase MsP1
	3.7.1 Proteinquantifizierung der gereinigten MsP1-Lösung
	3.7.2 Bestimmung des Molekulargewichtes von MsP1
	3.7.3 Bestimmung des isoeletrischen Punktes von MsP1
	3.7.4 Bestimmung des optimalen Puffers und pH-Wertes
	3.7.5 Variation der Pufferkonzentration
	3.7.6 Temperaturoptimum der rekombinanten Peroxidase MsP1
	3.7.7 Einfluss von Wasserstoffperoxid
	3.7.7.1 H2O2-Konzentration der β-Carotin-Stammlösung

	3.7.8 Einfluss von Sauerstoff auf die Aktivität von MsP1
	3.7.9 Untersuchung der Enzymstabilität unter Assaybedingungen
	3.7.9.1 Lösungsmitteltoleranz
	3.7.9.2 Puffer- und pH-Wert-Stabilität
	3.7.9.3 Temperaturstabilität

	3.7.10 Ermittlung des Substratspektrums von MsP1
	3.7.11 Enzymkinetik
	3.7.12 Einfluss von Mangansulfat
	3.7.12.1 Oxidation von Mangan(II)-Ionen

	3.7.13 Umsatz von Adlerol

	3.8 Berechnung eines Strukturmodells für MsP1
	3.9 Immobilisierung der gereinigten rekombinanten Peroxidase MsP1
	3.9.1 Immobilisierung mit Glutardialdehyd
	3.9.2 Immobiliserung mit EDC und NHS
	3.9.2.1 Wiederverwendbarkeit von immobilisiertem MsP1
	3.9.2.2 Lagerstabilität von immobilisiertem MsP1
	3.9.2.3 Charakterisierung der porösen Silica-Materialien
	3.9.2.4 Bleichung von Molke mit immobilisiertem MsP1



	4 Diskussion
	4.1 Oxygenase aus Pleurotus sapidus
	4.1.1 Biochemischer Nachweis mittels polyklonalem Antikörper
	4.1.2 Transformationsaktivität der Oxygenase aus Pleurotus sapidus
	4.1.3 Vergleich verschiedener Zellaufschlussvarianten
	4.1.4 Einfluss der Lagerdauer und -temperatur
	4.1.5 Vergleich von Myzel und Fruchtkörper
	4.1.6 Vergleich der nativen und heterolog exprimierten Oxygenasen
	4.1.7 Modell- und Sequenzanalyse der Oxygenase
	4.1.7.1 Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pI)

	4.1.8 Heterologe Expression der Oxygenase aus Pleurotus sapidus
	4.1.9 Rückfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidus

	4.2 Untersuchung der Expression einer Oxygenase mittels Real-time-PCR
	4.2.1 Fragment- und Primerauswahl
	4.2.2 Synthese der Standards und der Proben-Templates
	4.2.3 Untersuchung der Expression der Oxygenase mittels Real-time-PCR

	4.3 Peroxidase MsP1 aus Mycetinis scorodonius
	4.3.1 Heterologe Expression der rekombinanten Peroxidase MsP1
	4.3.1.1 Enzymreinigung - Vorversuche und Scale up
	4.3.1.2 UV/Vis-Spektrum und Reinheitszahl

	4.3.2 Bestimmung des Molekulargewichtes & Glykosylierungsgrades
	4.3.3 Bestimmung des isoeletrischen Punktes
	4.3.4 Temperaturoptimum und -stabilität
	4.3.5 Bestimmung des optimalen Puffersystems
	4.3.6 Lösungsmitteltoleranz
	4.3.7 Modell- und Sequenzanalyse der DyP-Typ-Peroxidase MsP1
	4.3.7.1 Berechnung eines Strukturmodells für MsP1
	4.3.7.2 Katalysemechanismus und Substratoxidationsstellen

	4.3.8 Ermittlung der Kristallstruktur von MsP1
	4.3.9 Einfluss von Wasserstoffperoxid auf die Enzymaktivität
	4.3.10 Einfluss von Sauerstoff auf die Enzymaktivität
	4.3.11 Ermittlung des Substratspektrums und der kinetischen Parameter

	4.4 Immobilisierung der gereinigten rekombinanten Peroxidase MsP1
	4.4.1 Immobilisierung mit Glutardialdehyd
	4.4.2 Immobilisierung mit EDC und NHS
	4.4.2.1 Wiederverwendbarkeit und Lagerstabilität

	4.4.3 Bleichung von Molke mit immobilisiertem MsP1


	5 Ausblick
	6 Literatur
	7 Anhang
	7.1 Herstellungsverfahren der Silica-Monolithen und Funktionalisierung
	7.1.1 Herstellungsverfahren
	7.1.2 Funktionalisierung
	7.1.3 Elementaranalyse

	7.2 Größenstandards
	7.3 Vektorkarte, pCR® 2.1-TOPO®-Vektor


